Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Botanika

Bc. Jana Bila

Zdroje variability v Sorbus aria agg.

Sources of Sorbus aria agg. variation

Diplomova prace

Skolitel: Mgr. Tomas Urfus, Ph.D.
Praha, 2015






Prohlasent:
Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato préace ani jeji podstatna ¢ast nebyla ptredlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 4.5.2015 Jana Bila






Dé&kuji nejlepSimu Skoliteli na sveété, Tomasi Urfusovi, za jeho rady, kritiku i chvalu, za jeho

skvélé uméni motivovat.

Dé&kuji svému konzultantovi, Petru Vitovi, za vyjimecnou pomoc piredevsim s bilou
(molekularni) casti prace.

Dé&kuji Martinu LepSimu za skvélou spolupraci.

Dé&kuji Lence Flaskové a Gabin€ za pomoc pti laboratornim bloudéni. Lence dale za nemalé
uleh¢eni pii izolacich.

Dé&kuji vS§em kamaradiim — botaniktim Lence, Monce, Kristy a Kristy, Adamovi a Majd¢, u
kterych jsem nasla vzdy velkou podporu a diky nimz je botanika jesté zabavng;si.

Dékuji své tizasné roding za jejich psychickou, fyzickou i finanéni podporu za jakychkoli
okolnosti!

A hlavné, dékuji Ondrovi. Za vSechno.

Prace byla financovana z prostiedkt GAUK (projekt ¢. 259579).



Abstrakt

Hlavnimi mikroevoluénimi mechanismy generujicimi variabilitu ve skupiné S. aria
agg. i v celém rodu Sorbus jsou polyploidie a hybridizace. Spolu s diverzitou v reproduk¢nich
mechanismech (a zejména apomixii) umoznily vzniknout celé fadé blizce piibuznych taxond.
Skupina S. aria agg. (podrod Aria) je vyjimecna svou uUcasti ve vSech mikroevolu¢né
vyznamnych hybridiza¢nich udalostech v celém rodu, a je tedy zodpovédna za velkou ¢ast
jeho riznorodosti. Cilem ptedkladané prace tedy bylo zhodnotit mikroevoluéni procesy této
skupiny utvafejici a uchovavajici jeji vnitini variabilitu uzitim pratokové cytometrie, analyzy
mikrosatelitl 1 numerické a geometrické morfometriky.

V Ceské republice se vyskytuji diploidni, triploidni a tetraploidni cytotypy jerabu.
Variabilita ploidnich Grovni je u nds vazana pouze na jizni Moravu, kterd je 1 diky své
taxonomické rozmanitosti centrem diverzity skupiny S. aria agg. i celého rodu Sorbus v CR.
Analyza semen jedincu S. aria agg. pritokovou cytometrii odhalila celkem 7 typu
reprodukénich zpiisobil, zahrnujicich sexudlni 1 apomiktické (pseudogamické) rozmnoZzovani
s tcasti redukovanych i neredukovanych gamet. Vsichni diploidni jedinci jsou pIné sexualni,
kdeZzto u polyploidnich taxont pievazuje apomixie, pficemz pouze u S. danubialis a linie
"pinetorum" byl zaznamenan vyraznéjsi podil pohlavniho rozmnozovani.

Jednotlivé druhy a izolované evolu¢ni linie byly rozliSeny pomoci molekulérnich
markert (mikrosatelitt). NejvySsi mira genetické variability u sexualni diploidni S. aria s.str.
odpovida jejimu typu rozmnozovani. Mezi fakultativné a obligatné apomiktickymi
polyploidnimi skupinami nebyla nalezena vazba genetické diverzity a miry sexuality. Podle
mikrosatelitového pattern byly odhadnuty potencialni rodi¢ovské druhy hybridogennich
taxonu. Pfevazna vétSina vznikla kiizenim S. aria s. str. a S. danubialis. Jedina skupina
pochazejici z kombinace S. aria s.str. a S. graeca (piipadné S. collina) je S. pannonica agg.
Na zaklad¢ morfologickych znakl 1ze od sebe jednotlivé taxony vice méné odlisit, ale Casto
dochazi k ptekryvu znakl diky enormni fenotypové plasticité jednotlivych druhi, ale i jedinct

se shodnym genotypem.

Klic¢ova slova: Sorbus, apomixie, hybridizace, polyploidizace, speciace, prutokova

cytometrie, mikrosatelity.



Abstract

The main drivers of microevolution in the genus Sorbus are interspecific hybridisation
and polyploidy. The fate of new hybrid and polyploid taxa is determined by their mode of
reproduction. Especially apomixis could be very advantageous for these new taxa. The S. aria
agg. (subg. Aria) plays an important role within the genus since its members are involved in
all hybridisation events and thereby is responsible for the substantial part of variation of the
genus. Flow cytometry, molecular markers and multivariate morphological analyses were
employed to evaluate the processes generating the variability in the S. aria group.

Three ploidy levels were detected among species from subg. Aria in the Czech
Republic. All of them could be found in the South Moravia, whereas only tetraploids occur in
the Bohemia region. Moreover, most of the Czech taxa (5 out of 7) grow also only in the
South Moravia which is therefore considered as a centre of diversity of the genus Sorbus in
the Czech Republic.

Flow cytometry seed screen revealed 7 modes of reproduction among the individuals
from S. aria agg. A wide range of sexual and apomictic types of reproduction including
reduced and unreduced gametes was detected. All of the diploid individuals are completely
sexual. Among polyploid taxa, most of the species are obligate apomicts and only two species
reproduce both sexually and asexually.

All taxa and lineages were defined using microsatellite markers. Genetic variation was
then determined for each group. According to the assumption, the most variable species is
diploid and sexual S. aria s.str. However, there is no correlation between the rate of residual
sexuality and genetic variation among apomictic polyploids. Possible parental species of
hybrids were identified based on multilocus genotypes. Most of the hybrids arose from
crossing between S. aria s.str. and S. danubialis. Only one group (S. pannonica agg.) is
a progeny of S. aria s.str. and S. graeca (or S. collina).

Basically, it is possible to distinguish all studied groups using morphological
characters. However, the characters on leaves usually overlap. It is caused by the exceptional

phenotypic plasticity of each species and even of the same genotypes.

Keywords: Sorbus, apomixis, hybridization, polyploidy, speciation, flow cytometry,

microsatellites.
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Jednou z nejkomplikovanéjsich skupin nasi drevinné flory je rod Sorbus L. (jerab),
jehoz vyskyt je vazan na severni polokouli. Tento rod obsahuje ptiblizn¢ 200 druht
(Warburg and Karpati, 1968; Aedo and Aldasoro, 1998), které jsou obvykle fazeny do péti
podrodt: Sorbus, Cormus, Torminaria, Aria a Chamaemespilus. Hlavni druhy téchto
podrodi jsou diploidni, sexudlni a dobte odliSitelné, a jsou proto oznacovany jako zakladni
druhy celého rodu. Celkovy pocet druhti se diky rozpoznavani novych apomiktickych linii
neustdle zvySuje, ovSem v akceptovani statutu druhu pro tyto mikrospecie existuji znacné
rozpory (Warburg and Karpati, 1968; Challice and Kovanda, 1978; Aedo and Aldasoro,
1998; Rich et al., 2010).

Problematické hodnoceni rodu Sorbus je dano nékolika mechanismy. Predevsim jde
o schopnost vétsSiny jefdbli se mezidruhové kiizit. Vyjimku tvoii pravdépodobné jen jefab
oskeruse (S. domestica; Kovanda, 1961b; Warburg and Kérpati, 1968). Mezi taxony schopné
hybridizace patii jefdb pta¢i — S. aucuparia L., j. biek — S. torminalis (L.) Crantz,
j. miSpulka — S. chamaemespilus (L.) Crantz a zejména jetdby z podrodu Aria (skupina
okolo jefabu muku, S. aria agg.). Pii hybridiza¢nich udélostech je vzdy jednim z rodici
taxon ze skupiny S. aria agg., ostatni taxony se spolu nekiizi (Kovanda, 1961, 1999;
Warburg and Kérpati, 1968).

Dalsim mechanismem ovlivilujicim evoluci jefabi je polyploidizace. Mezi
zakladnimi druhy (tj. rodicovskymi druhy) najdeme nejcastéji diploidy, ale byly zjistény
1triploidni  cytotypy uS. chamaemespilus (Liljefors, 1953), tetraploidni cytotypy
u S. danubialis, S. aria a dokonce 1 S. forminalis (Aldasoro et al., 1998; Vit, 2006).
Polyploidni (tri, tetra a pentaploidni) jsou zpravidla vSechny hybridogenni druhy (tzn.
allopolyploidni; Bailey et al., 2008, Lepsi et al., 2009; Rich et al., 2010; Vit et al., 2012).

Pravdépodobnost vzniku nové hybridni a/nebo polyploidni linie a jeji fixace je
uréena zejména reprodukénim mechanismem rostliny. Pfi hybridizacnich udalostech je
potfebné sexualni rozmnozovani, kterého ovSem posléze nové vzniklé linie Casto nejsou
schopny. Pro jejich udrzeni je tedy nezbytna schopnost nepohlavniho rozmnoZovéani.
V ramci lokality mtize stacit prosté vegetativni Sifeni (u jefablti napf. spontanni hiizeni;
Kocianova and Stursova, 1986). Avsak k vétsi pravdépodobnosti udrzeni a §ifeni miize nové
linii pomoci obzvlasté apomixie (syn. agamospermie; Richards, 2003). VSechny polyploidni
jetaby jsou schopné apomiktického rozmnozovani, vétsSinou spojeného s nutnosti oplodnéni
endospermu, tzv. pseudogamii (Liljefors, 1953, 1955; Jankun and Kovanda, 1986, 1987;
Dickinson and Campbell, 1991).

V ramci celého rodu Sorbus ma skupina S. aria agg. zvlastni postaveni, nebot’ tvori
zéaklad evolucnich procest, jez v této slozité skupiné probihaji. Nejvice zkoumané jsou dnes
ovSem hybridogenni mikrospecie vzniklé kiizenim mezi S. aria agg. a jednotlivymi podrody
(viz napf. Bernatovd and M4jovsky, 2003; Mikolas, 2003; Vit, 2006; Lepsi et al., 2008),



které jsou az vysledkem, nikoli pfi¢inou zmiiovanych procest. Proto, chceme-li pochopit
vztahy a procesy v celém rodu, je znalost druhi ze skupiny jetabu muku klicova.

Skupina S. aria agg. neni jednoznacné taxonomicky urCena. Jedna se o sbérnou
skupinu pro druhy a linie zpodrodu Aria, které se mezi sebou kiizi a vytvaii fadu
polyploidnich apomiktickych linii (obycejné hodnocenych jako mikrospecie). Za zakladni
druhy agregatu jsou vétSinou povazovany druhy jefab muk (S. aria (L.) Crantz),
j. okoli¢naty (S. umbellata (Desf.) Fritsch) a pfipadné i j. fecky (S. graeca (Spach) Schauer;
Bresinsky, 1978; Nelson-Jones et al., 2002; Aldasoro et al., 2004; Meyer et al., 2005). Jejich
potomky jsou naptiklad znaseho tzemi zndmy jerdb dunajsky, S. danubialis (Javorka)
Karpati, ¢i z Némecka a Slovenska udavany j. panonsky, S. pannonica Karpati (Kutzelnigg,
1994).

Prace zabyvajici se doposud skupinou okolo jefdbu muku jsou predevSim
taxonomického razu (Proctor et al., 1989; Houston et al., 2009; Rich et al., 2014). Krom¢
toho jsou procesy v této skupiné regiondlné specifické a ve stfedni Evropé najdeme zatim
jen minimum studii, které se agregatem zabyvaji, navic také jen z taxonomického hlediska
(Meyer et al., 2005; Lepsi et al., in press.). Touto diplomovou praci bych tedy rada pfispéla
k objasnéni procesti a vztahil ve skupiné S. aria agg. na uzemi Ceské republiky a v jejim
nejblizs§im okoli.

K objasnéni vztahii mezi druhy u takto variabilnich rostlin je vhodné kombinovat
morfologické, karyologické a molekularni analyzy. V predklddané diplomové praci je pro
zjisténi cytotypové variability v geografickém métitku pouzita pritokova cytometrie, ktera
je dnes v botanice bézné¢ pouzivanou metodou ke zjiSténi stupné ploidie (relativni velikosti
genomu; Loureiro et al., 2010). Touto metodou je také zjistovan zpusob reprodukce, a to
analyzou semen, pfi které se zjisti pom¢er embrya a endospermu, ktery je charakteristicky pro
jednotlivé typy rozmnozovani (Matzk et al., 2000). Molekularni analyzy mikrosatelit
(kratkych repetitivnich DNA sekvenci) jsou pouzity pro definovani jednotlivych skupin
(druhii a linii) v ramci agregatu a ke zhodnoceni jejich variability na mezi i vnitropopula¢ni
urovni. Pomoci mikrosatelitovych markerti je také ovéfen zplisob reprodukce a smeér
hybridizace a introgrese. Pro objektivni zhodnoceni fenotypové variability u jednotlivych
skupin bylo uzito jak numerické, tak geometrické morfometrické analyzy.

Predkladana diplomova prace si klade za cil odpovédét na nasledujici otazky:

e Jaka je distribuce ploidnich Grovni S. aria agg. (cytogeografie) na izemi CR
a v prilehlych oblastech?
e Jakeé jsou pievazujici reprodukéni mechanismy v ramci S. aria agg.?
o Lisi se proporce jednotlivych reprodukénich mechanismi mezi ploidiemi?
o Jaké taxony jsou rodicovské a jakym smérem jde tok genti?
e Jaka je geneticka variabilita populaci S. aria agg.?
o 0Odrazi néjakym zplsobem zjisténé reprodukéni mechanismy?
e Jsou skupiny charakterizované kombinaci ploidni trovné a mikrosatelitového pattern
odlisitelné pomoci numerické a geometrické morfometrické analyzy?
o Odrazi fenotypova variabilita zjisténé reprodukéni mechanismy?



2.1. | Charakteristika rodu Sorbus

Zarazeni v systému

Rod Sorbus patii do fadu Rosales a celedi Rosaceae. V ramci Celedi je fazen do
podceledi Maloideae, kde jsou jeho nejbliz§imi ptibuznymi rody Malus a Pyrus (Campbell
et al., 1995).

Morfologicka charakteristika

Jefaby jsou stromy a kefe, které oproti vétSin¢ ostatnich rodd podceledi Maloidae
postradaji trny. Listy jsou jednoduché nebo lichozpefené a palisty opadavé. Pupeny jsou
kuzelovité az vejCité se Spi¢atymi nebo tupymi vrcholy. Kvétenstvi jefabu je chocholi¢nata
lata. Kvéty jsou oboupohlavné, pravidelné, cyklické a plivodné péticetné ve vSech Castech.
V kvétech se tvoti pro ¢eled’ Rosaceae typicky ttvar — nalevkovita ¢esule. Kalisni cipy jsou
u jetabu povétSinou vytrvalé, Castéji zasychaji, nebo duznati, mén¢ casto opadéavaji. Korunni
listky maji okrouhly az Siroce elipticky tvar pfi bilé az nazloutlé barvé, vzacnéji i rizové.
Tycinek je 15-25. Jsou volné a usporadané ve tfech kruzich. Otevirani prasnikl je podélné.
Gyneceum mize byt péti¢etné, popiipadé redukované az na dvoucetné (pocet plodolistu je
rizny jak vramci jednotlivych druhi, tak uvnité jednoho druhu nebo dokonce jednoho
jedince). Cnélky jsou urodu Sorbus terminalni a volné, piipadné srostlé ve spodni Gasti.
Semenik je spodni nebo polospodni. V kazdém pouzdfe se nachazeji dvé anatropicka
vajicka, ackoli se do semene vyvine vétSinou jen jedno z nich. Plody jetabl jsou malvice,
mezi jednotlivymi druhy odlisné velikosti, barvou i tvarem. Malvice ma blanity, kozovity,
chrupavcity nebo peckovity endokarp, zatimco mesokarp je vzdy duznaty a exokarp blanity.
Plod ve zralém stavu je vétSinou lysy. Jednotlivé druhy jetabt se li§i poctem a velikosti
lenticel na povrchu malvice (Kovanda, 1961a, 1992; Warburg and Karpati, 1968; Majovsky,
1992; Rich et al., 2010).

Jetaby jsou opylovany hmyzem, ktery vabi viini a nektarem. Mtzou byt alogamni,
autogamni 1 apomiktické. RozSifovani plodi probiha pomoci endozoochorie (Kovanda,
1992; Rich et al., 2010).

Ekologie

Jetaby jsou dlouhovéké dieviny. Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji zejména
v termofytiku a mezofytiku, ale castecné zasahuji ido oreofytika (Kutzelnigg, 1994;
Kovanda, 1999; Rich et al., 2010). VétSina druhii rodu Sorbus je svétlomilnych s vyjimkou
typicky lesniho S. forminalis (L.) Crantz (jefab biek) a nékterych jeho kiizenct. Nékteré
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z dal$ich druhi jsou tolerantni ke stinu, avSak pfi zastinéni nekvetou a nerostou plné (Rich et
al., 2010). Jetaby se na uzemi stfedni Evropy vyskytuji (spolu s jinymi druhy teplomilnych
rostlin) zejména na strmych stranich, skalnich vychozech, v dubovych lesich a kiovinach.
Vsechny druhy rodu tvoii ektotrofni mykorhizu (Kutzelnigg, 1994).

Rozsireni

Oblasti vyskytu rodu Sorbus je mirny pas severni hemisféry, zejména Eurasie.
V Evrope¢ jejich aredl vyskytu saha od severni Afriky po sever Skandinavského poloostrova.
Oproti Asii mizeme v Evropé pozorovat odlisny pribéh mikroevoluce. V Asii se nachazi
nejveétsi pocet sexualnich druhli, kdezto v Evropé¢ maji pfevahu apomiktické druhy.
V severni Americe se vyskytuje jen podrod Sorbus (Meusel et al., 1965; Warburg and
Karpati, 1968; Kovanda, 1992; Kutzelnigg, 1994).

Vnitini ¢lenéni rodu

Vrodu Sorbus bylo mimo tradi€né¢ uznavanych sexudlnich druhli i1mnozstvi
hybridogennich druhti (mikrospecii), jez byly popsany az v prib&hu 20. stoleti. Pro ilustraci
v Kvétené Ceské republiky (1992) je rozliseno 9 druhii jefabi. V roce 1999 je seznam druhti
v Ceské Republice doplnén o 8 mezitim nové popsanych (Kovanda, 1999). Od té doby bylo
popsano jesté dalSich 11 druht (Lepsi et al., 2008, 2009, 2013, in press.; Velebil, 2012; Vit
et al.,, 2012), ale také byly na zéklad¢ biosystematickych revizi 4 taxony ze seznamu
odebrany (Lepsi et al., 2013, in press.). Nové druhy jsou stdle rozeznavany a popisovany
v celé Evropé (Bernatova and Majovsky, 2003; Houston et al., 2009; Rich and Proctor,
2009; Rich et al., 2014), ktera je tak pravem povazovéna za jedno z center diverzity rodu
Sorbus (Challice and Kovanda, 1978).

V rodu Sorbus je vSeobecné uznavano pét podrodi: Sorbus, Cormus, Torminaria,
Aria a Chamaemespilus (Kovanda, 1961a; M4jovsky, 1992; Kutzelnigg, 1994; Rich et al.,
2010). V Ceské republice nalezneme &tyfi z nich — nevyskytuje se zde monotypicky podrod
Chamaemespilus (S. chamaemespilus (L.) Crantz, jefdb miSpulka). Nejblize se jetab
miSpulka vyskytuje v Alpach a Karpatech (Warburg and Karpati, 1968; Majovsky, 1992).
Ne&kteti autofi povazuji rod Sorbus za polyfyleticky arozdéluji ho na 5 menSich roda
(Sorbus, Cormus, Torminaria, Aria a Chamaemespilus; Robertson et al., 1991; Campbell et
al., 1995). V dalsim pojeti déli Gabrielian (1978; podle Aldasoro et al., 2004) jefaby do Sesti
sekci Sorbus, Cormus, Torminaria, Aria, Chamaemespilus a Micromeles, kterd obsahuje
vyhradné¢ asijské druhy.

Zakladni podrody jsou jasn¢ definované, snadno mezi sebou odlisitelné a obsahuji
primarni sexualni druhy (kromé podrodu Aria). Vyjma zakladnich podrodl rozliSujeme také
hybridogenni taxony, které jsou fazeny do tii agregati podle rodicovské kombinace, jez
vedla k jejich vzniku. RozliSujeme tedy S. latifolia agg., ktery pojima druhy vzniklé
ktizenim S. aria agg. a S. torminalis, S. hybrida agg. (nebo-li S. anglica agg. podle Nelson-
Jones et al., 2002), obsahujici potomky kfizeni S. aria agg. a S. aucuparia, a S. sudetica
agg., kam  jsou fazeny druhy  srodiCovskou  kombinaci . aria agg.
a S. chamaemespilus (Kovanda, 1999).
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Maijovsky a Bernatova (2001) alternativné vytvoftili 4 nové hybridogenni podrody:
Soraria, Tormaria, Chamaespilaria a Chamsoraria. Do téchto podrodi ale nelze zaradit
vSechny hybridni kombinace. Pro S. intermedia, trojndsobného hybrida mezi S. aucuparia,
S. aria agg. a S. torminalis (Nelson-Jones et al., 2002), byl popsan samostatny podrod
Triparens teprve nedavno (Rich et al., 2014).

Pojeti druhu v rodu Sorbus

Definovat druh je v apomiktickych rodech s ¢astou mezidruhovou hybridizaci vétSinou
velice problematické, nebot’ u riznych rodl probihaji odlisné procesy, které to znesnadiuji.
Proto byva vymezeni druhu specifické pro jednotlivé rody (napt. Holub, 1995). U jerabt se
jako samostatny druh (mikrospecie) popisuji jednotlivé hybridni linie vznikajici z riiznych
populaci rodi¢l. Mezi mikrospeciemi jsou malé, ale vzdy zfetelné rozdily v alespon
nékterych znacich bez ptrechodnych ryst. Tyto hybridogenni druhy jsou pomoci
apomiktického zptisobu rozmnozovani reprodukéné izolovany, jejich potomstvo je tedy
geneticky uniformni. Takto definovany druh odpovidéd koncepci biologického druhu (Flegr,
2009). Déle maji jasn¢ vymezené arealy rozsSifeni, které byvaji velmi malé — Casto jsou
popisovany lokdlni stenoendemity, které tvoii jedinou, ¢i nckolik malo populaci. Pro
odliSeni téchto mikrospecii se v poslednich letech pouziva vice biosystematickych metod,
pfedevsim karyologickych a molekularnich analyz (Campbell and Dickinson, 1990;
Kovanda, 1999; Bernatova and Méjovsky, 2003; Lepsi et al., 2008).

2.2

Sorbus aria agg.

2.2.1. Pojeti

Druhy zpodrodu Aria se mezi sebou kiizi avznikd tak fada polyploidnich
apomiktickych linii ¢i mikrospecii. Skupina Sorbus aria agg. slouzi jako sbérna skupina pro
tyto druhy a mikrospecie a navic jsou do ni fazeny i vznikli hybridogenni' jedinci &i linie
nejasného uréeni. Zakladnimi tfemi druhy v této skuping jsou S. aria s.str.’, S. graeca
(Spach) Schauer a S. umbellata (Dest.) Fritsch (Karpati, 1960; Bresinsky, 1978; Nelson-
Jones et al., 2002; Aldasoro et al., 2004; Meyer et al., 2005; Sefl, 2007). Druhy této skupiny
(podrodu Aria) se od ostatnich podrodi 1i8i nasledujicimi morfologickymi znaky:
jednoduché listy, vytrvavajici kalich, bild, nebo trochu nazloutl4 koruna, semenik slozeny ze
dvou plodolistii a ¢ervené (ziidkakdy oranzové ¢i nahnédlé) plody bez sklereidti (Challice
and Kovanda, 1978; M4jovsky, 1992; Rich et al., 2010).

Agregat je chapan raznymi autory odliSnym zpiisobem anavic se vzhledem ke
komplexnosti skupiny vétSina autor vyjadiuje pouze k druhtim, které se nachazeji na jimi

! nejsou mysleny hybridogenni mikrospecie vzniklé kiiZenim s taxony z jinych podrodii
2 S. aria s.str. je obvykle oznageni pro diploidni cytotyp. S. aria s.. miZe byt oznaGeni pro tetraploidni
cytotyp nebo byva pouzit jako synonymum k S. aria agg.
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studovaném uzemi. Napiiklad Nelson-Jones et al., 2002 chapou agregat jako synonymum
k S. aria s.1. a podrodu Aria. Jmenovité vSak do skupiny fadi jen ty druhy, které se vyskytuji
ve Velké Britanii, a dale potom S. graeca, ktery je udavan na jedné lokalité v Anglii (Proctor
and Groenhof, 1992), jehoz urceni jako S. graeca vsak bylo zpochybnéno (Chester et al.,
2007). Ostatni druhy z podrodu nejsou v Nelson-Jones et al. zminény.

V Britanii je agregat nejcastéji chapan jako skupina druhit odvozena od S. aria s.str.

polyploidizaci a dale vzajemnou hybridizaci mezi taxony ve skupiné. Do agregatu je na
Britskych ostrovech v soucasné dobé fazeno asi 20 druht (Proctor et al., 1989; Chester et al.,
2007; Houston et al., 2009; Rich and Proctor, 2009; Rich et al., 2009a,b). Rich et al. (2010)
navic doporucuji zaradit stromy nejasného urceni prozatimné do S. aria, dokud se neprokaze
jejich ptivod.
Némecké pojeti je zalozeno na dvou zakladnich druzich, S. aria a S. graeca, a dvou
hybridogennich druzich (odvozenych od téchto dvou a S. umbellata) vyskytujicich se
v Némecku — S. danubialis (Javorka) Karpati a S. pannonica Kéarpati (Bresinsky, 1978;
Meyer et al., 2005). Obdobn¢ udava Majovsky (1992) Sest druhti ze skupiny S. aria agg. ze
Slovenska. Jde o S. aria s.str., S. graeca ahybridogenni druhy vzniklé kiizenim mezi
S. graeca a S. aria, respektive S. umbellata: S. danubialis, S. pannonica, S. subdanubialis
a S. thaiszii (So6) Karpati.

Cesky autor Sefl (2007) pouziva ponékud §ir$i pojeti agregatu. Radi do n&j druhy
nikoliv podle ptibuznosti, nybrz podle vzhledu — tedy druhy podobné muku. Do agregatu tak
podle n¢&j patii 1S. austriaca (Beck) Prain et al. (taxon vznikly hybridizaci mezi S. aria
a S. torminalis) a S. carpatica Borbas (hybridogenni druh vznikly zpétnym kiiZzenim
S. austriaca se S. aria) vyskytujici se v Narodnim parku Podyji.

Odligny koncept od doposud uvedenych maji Span&lé Aldasoro et al. (2004).
NerozliSuji totiz mikrospecie odvozené od jefabu muku, nebot’ vSechny podle nich spadaji
do jeho variability. Nerozeznavaji tak naptiklad ani S. graeca, ktery tadi pod S. umbellata.
Jako agregat je v jejich pojeti chapan apomikticky komplex tii taxont z podrodu Aria:
S. umbellata, S. aria a S. subfusca (Ledebour) Boissier. Tento komplex je podle nich kviili
své velké variabilit¢ jen tézko analyzovatelny, aproto tedy nedoporucuji rozliSovat
jednotlivé mikrospecie.

V Ceské republice se setkame se sedmi druhy ze skupiny S. aria. Jedna se o S. aria,
S. collina M. Lepsi, P. Lepsi et N. Meyer, S. cucullifera M. Lepsi, P. Lepsi, S. danubialis,
S. moravica M. Lepsi, P. Lepsi, S. pontis-satani M. Lep$i, P. Leps$i a S. thayensis M. Lepsi,
P. Lepsi (Kovanda, 2002; Sefl, 2003; Lepsi et al., in press.). Diive udavané taxony S. graeca
(Kovanda, 1997) a S. subdanubialis (Sefl, 2003) nebyly pfi nejnovéji revizi této skupiny
potvrzeny — Slo pravdépodobné o nepifesné urceni jedincti (Lepsi et al., in press.). Vztahy
vybranych druhti v ramci celého agregatu jsou nastinény nize viz Obr. 1.



Skupina S. aria agg.

S. arias.l. (4x)

I

S. aria s.str. (2x)

J’ S. subdanubialis (3x) ‘L

S. pannonica (3x) S. cucullifera (3x) S. herculis
S. thaiszii S. moravica (3x)

S. pontis-satani (3x)

S. ulmifolia

T

S. danubialis (4x)
S. pseudodanubialis
S. domuglendica

S. graeca (2x, 4x) _ &—— | S.umbellata (2x, 4x)

Obr. 1: Schéma vztaht ve skupiné Sorbus aria agg. (dle Karpati, 1960; Kutzelnigg, 1994; Aldasoro et al.,
2004; Lepsi et al., in press.)

2.2.2. Zakladni druhy agregatu

Zékladni druhy ze skupiny S. aria agg. jsou velmi variabilni a jejich odliSeni tak
byvé velmi obtizné. V nasledujicich popisech jsou uvedeny piedevs§im znaky, diky kterym
lze tyto taxony odlisit. U Gdajh tykajicich se listd jsou vZdy mysSleny listy ze stfedni Casti
sterilniho brachyblastu.

S. aria (L.) Crantz (jetab muk)

Pupeny jsou dlouhé 6-9 mm, vejcitého az kuzelovitého tvaru a fidce chlupaté. Listy
jsou 10-12 cm dlouhé, vyjimecné vSak az 14 cm. Listova Cepel je tenkd a velmi variabilni.
Jeji tvar miize byt od vejcCitého, pres obvejcity, elipticky az k okrouhlému. Okraj listu jetabu
muku je jednoduse nebo dvojité pilovity, vétSinou nelalo¢naty, ale jeho variabilita obsahuje
i mirn& lalo¢naté typy. Spodni strana listu je rovhomé&rné bile chlupata. Zilek je 8-13 part.
Kalisni listky nabyvaji trojuhelnikovitého tvaru, jsou vytrvavajici, za plodu piekroucené,
nebo rozprostiené, stejné délky jako ceSule, nebo krat$i. Plody velikosti 8-15 mm jsou
rozliéné tvarované, zpravidla vSak del$i nez Sir§i. Obvykle jsou posety mnoha malymi
lenticelami. V ramci velmi variabilniho druhu S. aria je popsano nékolik variet, které ale
rozsahem morfologickych znakl tvoii témét kontinuum (Kovanda, 1961b, 1992; Warburg
and Karpati, 1968; Aldasoro et al., 2004; Rich et al., 2010).
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Arealem vyskytu S. aria je stiedni a jizni Evropa a v roztrousené formé také severni
Afrika. Rozsah rozsifeni saha od Spanélska po Balkan a od severni Afriky po Britanii. U nas
najdeme jefab muk pouze na jizni Morave (Meusel et al., 1965; Warburg and Karpati, 1968;
Slavik, 1998; Lepsi et al., in press.).

8. graeca (Spach) Schauer (jefab fecky)

Jetab fecky ma pupeny jen 5-7 mm dlouhé, tedy mensi nez jetab muk. Pupeny jsou
vejCité a témet lysé. Listy jsou 5-9 cm dlouhé, 4-7 cm Siroké, obvejcité ¢i okrouhlé, dvojité
pilovité, nelalo¢naté a kozovité. List je na spodni stran¢ zelenobile chlupaty. Najdeme na
ném 7-9 part vystupujicich zilek. Kalisni listky jsou vzdy del§i nez ceSule, Uzce
trojuhelnikovité, vzpiimené za plodu. Plody jsou malvice, vice méné kulovitého tvaru,
mens$i nez 12 mm a jsou fidce pokryté velkymi lenticelami (Warburg and Karpati, 1968;
Majovsky, 1992).

Sorbus graeca je velmi rozporuplny taxon. Neni Casto vibec odliSovan, byva fazen
pod S. umbellata ¢i pod S. aria. Jeho rozsifeni neni tudiz vzhledem k odliSnym pojetim
autorl v riiznych zemich zcela jasné (Gabrielian, 1972; Kovanda, 1997; Aedo and Aldasoro,
1998; Aldasoro et al., 2004). Z potvrzenych vyskytl se jetdb tfecky vyskytuje ve stfedni
ajizni Evropé ajihozapadni Asii. V Ceské republice byl Kovandou (1997) udavan
v Nérodnim parku Podyji a v Moravském krasu. Nov¢jsi studie jetabi na jizni Moravé vSak
ukazaly, Ze moravsti jedinci pokladani za S. graeca spadaji do variability S. danubialis (Sefl,
2007; Lepsi et al., in press.).

S. umbellata (Desf.) Fritsch (jetab okoli¢naty)

Pupeny jsou 4-6 mm velké, vejcovité a chlupaté. Listy jsou 4-6 cm (maximalné 10
cm) dlouhé a 5,5-6,5 cm Siroké, obvejcité az okrouhlé, dvojité pilovité az mélce lalo¢naté,
kozovité a ze spodu bile plstnaté. Na listu je 5-7 part postrannich Zzilek. Kalisni listky jsou
vytrvavajici. Plodem jsou 9-16 mm dlouhé malvice, kulovitého tvaru s vyraznymi
1 nevyraznymi lenticelami. Nékteré typy S. umbellatta jsou diky jeho polymorfii popsany
jako variety (Karpati, 1960; Gabrielian, 1972; Aldasoro et al., 2004).

S. umbellata se vyskytuje ve vychodnim mediterdnu. Na sever dosahuje na
Balkansky poloostrov a do jihozdpadniho Rumunska (Gabrielian, 1972; Aldasoro et al.,
2004).



2.2.3. Studované hybridogenni druhy agregatu

- tetraploidni

S. collina M. Lepsi, P. Lepsi et N. Meyer (j. chlumni)

Cepel listli jetabu chlumniho je koZovita, §iroce eliptickd az okrouhla (pfipominajici
tvarem tenisovou raketu), dlouha 9-10 cm a Siroka 7-7,5 cm. Okraj listu je pravidelné
jednoduse nebo dvojité, vyjimecné i trojité pilovity. Postrannich Zilek ma tento druh 9-10 na
kazdé stranné. Mezi 2. a 3. zilkou je na okraji ¢epele 8-9 zubti (Lepsi et al., in press.).

Jetab chlumni se vyskytuje ve stfedni Evropé — od severovychodniho Bavorska po
severozapad Mad'arska. V Ceské republice ho najdeme pouze ve stfednich Cechach (Lepsi
et al., in press.).

S. danubialis (Javorka) Karpati (j. dunajsky)

Udava se jako ktizenec S. umbellata a S. graeca. Listy jefabu dunajského jsou
okrouhle kosnikovitého tvaru a kozovité. Cepel ma 7-9 (maximalné 10) cm dlouhou a 6-7
cm Sirokou s 8-10 pary postrannich zilek. Okraj Cepele byva jednoduse nebo dvojité
pilovity, vyjimecné i trojité. Pocet zubli mezi 2. a 3. Zilkou od baze je 6-8 (Kéarpati, 1960;
Lepsi et al., in press.).

Jeho rozdifeni je ostrivkovité v celé stiedni ajihovychodni Evropé. V Ceské
republice roste roztrousené ve stiednich a severozapadnich Cechach ana jizni Moravé
(Karpati, 1960; Kovanda, 1992).

S. thayensis M. Lepsi et P. Lepsi (j. podyjsky)

Listy jefabu podyjského maji tvar vice méné Siroce elipticky az téméf okrouhly.
Cepel je kozovita, dlouha 10-12 cm a §iroka 7-8,5 cm, pravidelng, jemné a ostie dvojité &i
trojité pilovitd na okraji. Mezi 2. a 3. zilkou od baze je 8-11 zubl. Pocet Zzilek na kazdé
strané se pohybuje v rozmezi 9-10 (Lepsi et al., in press.).

Sorbus thayenis je vazany pouze na kanon feky Dyje v blizkosti mésta Hardegg.
Vyskytuje se jak na levém biehu (tedy v NP Podyji), tak na pravém (v NP Thayatal), kde je

v

o néco malo hojnéjsi (Lepsi et al., in press.).

->triploidni

S. cucullifera M. Lepsi et P. Lepsi (j. kornoutolisty)

Listova cepel jefdbu kornoutolistého je vice méné Siroce eliptickd az obvejcita,
kozovita, spiSe matnd, 8-10 cm dlouhd a 5-5,5 cm Siroka a mize byt na okraji zvinéna. Listy
oslunénych jedinct jsou typicky vzpiimené a prekryvaji se a pfipominaji tak kornout. Okraje
listd jsou pravidelné jemné dvojité az trojité pilovité. Zuby, ve kterych konc¢i hlavni zilky,
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jsou ostiejsi a veétsi nez ostatni. Pocet zublti mezi 2. a 3. zilkou od baze je 9-10. Na kazdé
stran¢ se nachazi 9-10 zilek (Lepsi et al., in press.).

Sorbus cucullifera se vyskytuje v Sir§Sim okoli mésta Hardegg v kaiionu feky Dyje
a jejiho ptitoku Fugnitz. Pravdépodobné vznikl kiizenim S. aria s.str. a S. danubialis (Lepsi
et al., in press.).

S. moravica M. Lepsi et P. Lepsi (j. moravsky)

Jefab moravsky ma listy Siroce eliptické az podlouhle Siroce eliptické a také
kozovité. Cepel je u tohoto druhu dlouhé 8-9 cm a §iroké 4,5-5,5 cm a po okraji pravidelng
dvojité ¢i trojité pilovitd. Zuby, ve kterych kon¢i hlavni zilky, jsou ostiejSi a vétsi nez
ostatni. Mezi 2. a 3. zilkou od baze je 6-8 zubi. Na listu je primérné 9 para zilek (Lepsi et
al., in press.).

Sorbus moravica je stenoendemitem Suchého Zlebu v Moravském krasu. Pravdépodobné
vznikl kiizenim S. aria s.str. a S. danubialis (Lepsi et al., in press.).

S. pontis-satani M. Lepsi et P. Lepsi (j. Certtiv)

Listy jefabu ertova jsou Siroce eliptické a kozovité. Cepel je 6,5-8 cm dlouha a 4,5-5
cm Siroka, obvykle zvIinénd na okraji s pravidelnym jemnym dvojitym az trojitym
pilovanim. Zuby, ve kterych kon¢i hlavni zilky, jsou ostiejsi a vét§i nez ostatni. Mezi 2. a 3.
zilkou od béze je 8-10 zubi. Na kazdé strané listu je vétSinou 8 Zilek (Lepsi et al., in press.).

Sorbus pontis-satani se vyskytuje pouze v Suchém Zlebu v Moravském krasu.
Pravdépodobné vznikl kiizenim S. aria s.str. a S. danubialis (Lepsi et al., in press.).

S. subdanubialis (So6) Karpati

Jedna se o ktizence S. aria s.str. a S. danubialis jehoz listy jsou kopinaté ¢i deltovité
kopinaté, u vrcholu hrubé pilovité a nezietelnd az mirné lalo¢naté. Cepel je témét koZovita,
dlouhé nejvyse 7,6 cm a Sirokd do 5,5 cm. Postrannich Zzilek je 9-10 para (Karpati, 1960;
Mjjovsky, 1992).

Vyskytuje se v panonské oblasti v Mad’arsku s pfesahem na Slovensko (Karpati, 1960;
Majovsky, 1992).
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2.3.

Zdroje variability u jerabi

Komplikovany rod Sorbus je fazen mezi ,,TCGs* (taxonomically complex groups, Ennos
et al., 2005). Slozitost jefabli je déana jejich schopnosti mezidruhové hybridizace
a polyploidizace a v neposledni tadé i Sirokym spektrem reprodukénich zpasobli vcetné
apomixie (Liljefors, 1955; Kovanda, 1961a, b).

2.3.1. Mezidruhova hybridizace

Hybridizace mize byt chdpana na riznych urovnich — uvnitf ¢i mezi populacemi,
druhy ¢i rody. Nejcastéj$im pojetim je hybridizace mezidruhova, pti které dochdzi ke
splynuti gamet od dvou rGznych druhti (Wissemann, 2007).

U rostlin je hybridizace (nadale ve smyslu mezidruhového kiizeni) fenoménem, ktery
je soustiedény do relativné omezeného poctu celedi (16-34 %) a roda (6-16 %). Skupiny, ve
a schopnost nepohlavniho rozmnozovani. Tyto vlastnosti jsou potfebné pro uspésné pieziti
a rozsifeni vzniklych hybridi (Ellstrand et al., 1996).

Hybridni linie se stabilizuje, pokud mezi ni a matefskym druhem vznikne
reprodukéné izolacni bariéra. Ta mize byt dvojiho typu: prezygoticka ¢i postzygoticka.
Prezygotické mechanismy brani, aby nedoslo k oplodnéni. MiiZou to byt rizné ekologické,
fenologické aetologické Dbariéry nebo gametickd kompetice ¢i inkompatibilita.
Postzygotické bariéry funguji az po oplodnéni — snizuji viabilitu a fertilitu hybridnich zygot,
pripadné az dalSich generaci hybridnich potomkl (Rieseberg and Carney, 1998). K uplné
izolaci pfispivaji vice prezygotické bariéry, které jsou také prokazatelné siln€jsi (Ramsey et
al., 2003; Lowry et al., 2008).

Pti zkoumani znakl hybrida je zifejmé, Ze tyto potomky nelze popsat pouze pomoci
Mendelovych zakonli (o uniformité¢ potomkid hybridizace a jejich intermediarnim
charakteru). KfiZenci jsou spiSe mozaikou znakl obou rodi¢l a znakl piechodnych. Také
byla pozorovana aditivni dédi¢nost, napiiklad u obsahu sekundarnich metaboliti (Rieseberg
and Ellstrand, 1993; Rieseberg and Carney, 1998; Wissemann, 2007). Aditivni dédi¢nost
muze figurovat i u kvantitativnich znaku, které jsou kodovany vice geny. Kiizenci mohou
obyvat intermediérni prostfedi, ale pokud ziskaji kombinaci genti ovlivitujicich kvantitativni
znak ve stejném sméru od obou rodi¢li, mizou ziskat fenotyp vhodny i1do extrémniho
prostiedi (Rieseberg and Willis, 2007).

Hybridni speciace

Hybridizace mlize reprezentovat dilezity mechanismus saltacni speciace, kdy novy
taxon vznika nardz a v kontaktu s matetskymi druhy (tj. sympatricky; Briggs and Walters,
2001). Mezidruhové kiizeni mize byt dilezitym stimulem pro speciaci predevSim v malych
nebo okrajovych populacich (Rieseberg, 1997). Hybridni speciace miize mit dvé podoby —
homoploidni a polyploidni.
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Pii homoploidni hybridni speciaci je ploidni uroveit hybrida shodna s jeho rodici
(Rieseberg and Willis, 2007). Homoploidni kiizenci mivaji problémy s parovanim
chromozomu pii meidze, coz zpusobuje jejich Castou sterilitu (Briggs and Walters, 2001).
Pokud kftizenec zlistane alespon z ¢asti plodny a vytvoii si reprodukéni bariéru proti
rodi¢ovskym druhiim (napf. rychlou evoluci karyotypu, prostorovou izolaci ¢i ekologickou
diferenciaci), dojde k odd¢€leni hybridni linie a vzniku nového druhu (Rieseberg and Willis,
2007). Tento zptsob vzniku nového druhu je u rostlin patrné velice vzacny, nebot” doposud
bylo uspokojivé potvrzeno jen osm piipadd (Rieseberg, 1997). Castym vychodiskem
zprobléml s nevyvazenym genomem homoploidnich kifizencti je jejich nasledna
polyploidizace — zndsobeni celé¢ sady chromozomti — ¢imz vznikne allopolyploid (Hegarty
and Hiscock, 2005).

Allopolyploidni hybrid vznikd také ptimo pii polyploidni hybridni speciaci. Diky
rozdilné ploidii je nové vznikly kiizenec okamzité reprodukéné izolovan od svych rodici,
nebot’ pii zpétném kiiZzeni vzniklého polyploida (napft. tetraploida jako nejjednodussiho
pfipadu) s diploidnim matefskym jedincem vznikne triploidni jedinec. Rostliny s lichym
ploidnim stupném jsou cCasto neplodné, protoze nejsou schopny produkce redukovanych
gamet (Hegarty and Hiscock, 2005; Rieseberg and Willis, 2007; Flegr, 2009). Udrzeni nové
hybridni linie je také zna¢n¢ zavislé na typu reprodukéniho mechanismu. Vyhodou pak byva
nepohlavni rozmnozovani pomoci apomixie (Wissemann, 2007).

Vznik nového druhu prostfednictvim hybridni speciace mize byt velmi rychly.
Naptiklad vysledky studie zabyvajici se hybridy vrodu Helianthus L. uvadi, ze ke
stabilizaci nového hybridniho druhu mize dojit 1 za méné nez Sedesat generaci (Ungerer et
al., 1998). K hybridizaci néasledované speciaci dochédzi Casto opakované. Diky tomu jsou
potomci stejnych rodict casto fenotypové rozdilni a byvaji oznafeni jako rizné druhy
(Hegarty and Hiscock, 2005).

Mezidruhova hybridizace mize hrat roli v adaptivni evoluci. Tento fakt byl potvrzen
napiiklad pfi studiu jiz zminéného rodu Helianthus Porovnanim davnych aumélych
hybridi divokych slune¢nic byly nalezeny shodné znaky (tedy znaky vzniklé piimo pfi
kfizeni, ne az pozd€jSim vyvojem), které umoziuji prizptisobeni riznym ekologickym
podminkam (Rieseberg et al., 2003).

Introgrese

Pfi introgresi dochazi k pfenosu gent jednoho druhu do genomu druhého druhu
prostfednictvim spontdnni hybridizace nasledované zpétnym kiizenim (Briggs and Walters,
2001). Tento fenomén je Casty v disturbovaném prostiedi, at’ uz se jednd o pfirozené ¢i
antropogenné¢ naruSované habitaty. Hybridi tak pomoci introgrese geneticky modifikuji
sousedni populace rodi¢ovskych druhii (Anderson and Stebbins Jr, 1954).

Hybridizace v rodu Sorbus

Hybridizace je velmi ¢astym jevem nejen v rodu Sorbus, ale 1 v celé ¢eledi Rosaceae
(Ellstrand et al., 1996). V ramci podceledi Maloideae dochédzi k mezidruhovému, ale
i mezirodovému kiizeni. Pfitomnost hybridizace velice stézuje fylogenetickou rekonstrukei
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v ramci této skupiny. Mezidruhové kiizeni v podceledi pravdépodobné neznaci evolu¢ni
ptibuznost jednotlivych rodd, ale je spiSe dano slabymi reprodukénimi bariérami (Robertson
etal., 1991; Campbell et al., 1995).

K hybridizaci u jefabti dochazi mezi fenotypicky odlisSnymi, ale geneticky blizkymi
druhy. Jediny ze zékladnich druht rodu, ktery se nektizi, je Sorbus domestica. Z ostatnich
taxonil se S. forminalis, S. aucuparia a S. chamaemespilus ktizi s jedinci ze skupiny S. aria
agg., ale nekfizi se mezi sebou navzijem (Kovanda, 1961b, 1999; Warburg and Karpati,
1968). Analyzou plastidové DNA byly udvou hybridogennich skupin vyskytujicich se
v Britanii (podrody Soraria a Tormaria) uréeny rodi¢ovské taxony — u vSech hybridd byl
matefskym druhem S. aucuparia, respektive S. torminalis a otcovskym vzdy S. aria
(Chester et al., 2007). Dale je skupina S. aria agg. vyjime¢na tim, ze dochazi ik Cetnym
hybridizacim mezi jednotlivymi druhy v ramci této skupiny (Karpati, 1960).

Vzniklé kiiZence lze rozdé¢lit na primarni hybridy (F1 generace) a hybridogenni
druhy. Primarni hybridi jsou vzacni. Byvaji z Casti, nebo upln€ neplodni a vyskytuji se
spole¢n¢ s rodiCovskymi taxony. Pravdépodobné nemaji velky vyznam z evoluéniho
hlediska, ale vyrazné¢ pfispivaji k fenotypové variabilité v rdmci populace (Kovanda, 1961b,
1999). V Ceské republice se primarni kiiZenci jefabti vyskytuji jen sporadicky. Najdeme zde
napt. S. Xkitaibeliana Baksay et Karpati ¢i S. Xabscondita Kovanda (Kovanda, 1999).
Hybridogenni druhy jsou linie o vétSim poctu jedinct, kteii se vyskytuji 1 osamocené od
svych rodi¢i. Tyto druhy se vyznacuji ustdlenou kombinaci znaktli, nizkou variabilitou
a byvaji plné€ plodné (Kovanda, 1961b, 1999).

Opakovany vznik né€kterych hybridogennich druhil jefabl v zahrani¢i byl zkouman
pomoci molekularnich analyz mikrosatelitl. Vysledky ukazuji na mozny mnohonasobny
puvod druhti, nebot’ u nékterych taxonii byla nalezena vétsi variabilitu, nez by se dala
o¢ekavat u apomikticky se rozmnozujicich jedinct. Dalsi zdroj rozmanitosti téchto druhi
jsou mutace ataké ponechani si alespon zbytkové sexuality (Nelson-Jones et al., 2002;
Robertson et al., 2004a, 2010).

Druhy ze skupiny Sorbus aria agg. se mohou zpétné kiizit se vzniklymi hybridy za
vzniku jesté vétSiho poctu novych linii. Schopnost zpétné hybridizace ovSem umoziuje
genovy tok od ostatnich zakladnich druhli rodu Sorbus smérem k S. aria agg. (Liljefors,
1955; Kovanda, 1961b; Warburg and Karpati, 1968). Introgresivni hybridizace byla
studovana pomoci morfologického srovnavani, zjiStovani fertility nebo molekuldrnich
markerti (analyzou chloroplastové DNA, ktera je dédi¢na po matefské linii). Jednosmérna
introgrese od S. torminalis do S. aria byla zaznamenana ve stiedni Evropé a Velké Britanii
(Aas et al., 1994; Price and Rich, 2007). Ve Francii byla pozorovana i opa¢na introgrese,
tedy ze S. aria k S. torminalis, ale jen v minimalni mife. Pfevladajicim smérem introgresivni
hybridizace je i tam k S. aria (Oddou-Muratorio et al., 2001).

Mezidruhova hybridizace a zpétné kiizeni jsou primarnim zdrojem genetickych
novinek v apomiktickém komplexu rodu Sorbus. Fixaci nové vzniklych genotypl
prostiednictvim apomixie vznikaji navzdjem reprodukéné izolované mikrospecie. Ty si
ovSem Casto ponechdvaji ¢astecnou schopnost sexudlniho rozmnozovani a pfilezitostné se
tak mohou ucastnit dalsi hybridizace. Tyto procesy tvoii komplexni ,,pattern” probihajici
retikularni evoluce rodu Sorbus (Robertson et al., 2010).
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2.3.2. Polyploidizace

Pti polyploidizaci dochdzi ke zmnozeni celé chromozomové sady (Stebbins, 1971).
Je zndma u velkého spektra eukaryotnich organismil. Vyskyt polyploidie je ¢asty hlavné
v 1i$i rostlin, lze se s ni vSak setkat i1 u zivo€ichi — ptfedevsim ryb a obojzivelnikl (Briggs
and Walters, 2001; Chen, 2007; Suda, 2009). Ptekvapivym nalezem dvou polyploidnich
hlodavci v Argentiné bylo vyvraceno presvédceni, ze polyploidie neni u savct slucitelna se
zivotem (Gallardo et al., 1999).

Napadné vzacny je vyskyt polyploidie uhub anahosemennych rostlin. U fas
a mechorostli byl pozorovan ve vice ptipadech, ovSem opravdu casty je u kapradorosta.
Piiblizn€ 95% ze vSech druhii kapradorostl mé znasobeny genom a najdeme mezi nimi
zaroven irostlinu s nejvyssi ploidii. Nékteré populace tropické kapradiny Ophioglossum
reticulatum L. maji genom zmnozeny dokonce 96 krat (Khandelwal, 1990; Briggs and
Walters, 2001).

U krytosemennych rostlin je urceni frekvence vyskytu polyploidie velmi obtizné.
Diky riznému pojeti zadkladniho chromozomového ¢isla x se odhady pohybovaly v rozpéti
30-70 % polyploidnich druhti krytosemennych rostlin (Briggs and Walters, 2001; Soltis et
al., 2003). Posledni vyzkumy pomoci molekularnich metod ale ukazaly, Ze za polyploidni
muzeme povazovat vSechny krytosemenné rostliny s vyjimkou primitivniho druhu
Amborella trichopoda Baill., ktery je sestersky k ostatnim taxoniim krytosemennych. U rodu
Amborella nebyla zadna duplikace genomu prokdzana. K polyploidni udélosti ale doslo
kratce po diverzifikaci krytosemennych (a po oddé€leni druhu A. trichopoda), takze vSechny
ostatni druhy jsou davnymi polyploidy (Soltis et al., 2009). Studium polyploidizace je vSak
zaméefeno piedev§im na mladsi, jasn¢ odlisitelné neopolyploidy. Z hlediska rozsifenosti
polyploidie a jeji dilezitosti pro ¢loveka je zajimavé, ze vétSina lidské civilizace je zavisla
na konzumaci polyploidnich rostlin. Ctyfi nejrozsitengjsi hospodaiské plodiny — psenice,
ryze, kukufice a soja — jsou polyploidni (Suda, 2009).

Podle zplsobu vzniku lze polyploidy rozdélit na dvé skupiny: autopolyploidi
a allopolyploidi. Autopolyploidni genom je odvozen z chromozomové sady jediného druhu.
Allopolyploid obsahuje vice riznych chromozomovych sad, nebot’ vznikd mezidruhovou
hybridizaci (Briggs and Walters, 2001; Soltis et al., 2003; Hegarty and Hiscock, 2008).
V ptirod¢ se ale lze setkat i s mnoha pfechodnymi typy, které neni mozné kategorizovat
takto jednoduse (Leitch and Bennett, 1997). Déle muzeme polyploidy oznacit za
neopolyploidy, pokud kjejich vyvoji doslo v pribéhu mladSich c¢tvrtohor, nebo za
paleopolyploidy, jsou-li starsi (Ramsey and Schemske, 2002; Vit and Suda, 2006).

Polyploidie u auto- i allopolyploidnich rostlin mize vzniknout tfemi cestami. Pii
prvni z nich vznika somaticka genomova duplikace zptisobena narusenim mitotického déleni
(naptiklad tepelnym Sokem nebo experimentdln¢ plsobenim kolchicinu), diky cemuz se
chromozomy nerozejdou do dcefinych bunéck, ale zlstanou v jedné. Timto zplsobem
vznikaji polyploidni €asti (vétve, vyhony) na diploidnich rostlinach. Dal§im zplisobem
vzniku polyploidie je tzv. triploidni most. Nejprve dojde ke spojenim redukované (1n)
a neredukované (2n) gamety a vznikne triploidni jedinec. Triploidi jsou pfevazné sterilni, ale
vyjimecné muzou tvofit neredukované gamety (3n). Pokud je tato neredukovana triploidni
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gameta oplodnéna redukovanou gametou pochdzejici od diploidniho ptedka, vznikne jiz
stabilni tetraploid. Poslednim a nej¢astéjSim mechanismem vzniku polyploida je spojeni
neredukovanych gamet. Ty vznikaji nej€astéji pfi naruseni prvniho redukéniho déleni pti
meiodze (Ramsey and Schemske, 1998; Briggs and Walters, 2001; Rieseberg and Willis,
2007; Flegr, 2009).

Polyploidni rostliny obvykle vykazuji odlisné vlastnosti nez jejich diploidni ptfedci.
Nejuniverzalngjsim efektem je nardst velikosti butiky, ktery ovSem nemusi vzdy ustit ve
zvétSeni celé rostliny, nebot’ pfi zdvojeni genomu je Casto snizen pocet déleni bunék. Tzv.
»efekt gigas® pozorujeme hlavné v organech, které maji determinovany pocet bunék, ze
kterych jsou slozZeny, napt. kvéty ¢i semena. Nekteti polyploidi se od svych predka 1isi i ve
tvaru organt, nejcastéji listd (Stebbins, 1971; Levin, 1983).

Nové¢ vznikli autopolyploidi jsou kviili problémim pii redukénim dé€leni vétSinou
sterilni. Kazdy chromozom v genomu autopolyploida ma pfi meidze moznost sparovat se se
tremi dalSimi, takze kromé bivalentl vznikaji 1 univalenty a multivalenty. Chromozomy se
tak do dcefinych bunc¢k nerozdéli rovnomérné a vzniknou nevyvazené sterilni gamety.
U allopolyploidli se takové problémy s meiézou nevyskytuji, protoze kazdy chromozom
jejich genomu ma jen jeden protéjSek. Pfi meidze tak vznikd jen dvojnasobny pocet
bivalentl, které se ovSem do dcefinych bun¢k rozd€li rovnomérné (Stebbins, 1971; Briggs
and Walters, 2001). Dalsi castou vyhodou allopolyploidi je, Ze diky odlisSnym ekologickym
narokim va¢i svym rodi¢im si s nimi nekonkuruji (Briggs and Walters, 2001). Rada
polyploidli vykazuje vétsi genetickou variabilitu nez jejich diploidni pfedci (Soltis et al.,
2003). To miize byt zplsobeno polytopnim vznikem, nebo naslednym kiizenim mezi
polyploidy, jez vznikly zriznych populaci stejnych rodicovskych druht (Briggs and
Walters, 2001). Polyploidie urostlin ovliviiuje jejich interakci s zivo€ichy — opylovaci
a herbivory. Zatim ale nebyl popsan obecny smér vlivu (Thompson et al., 2004).

Po zdvojeni genomu nésleduji jeho dal§i prestavby a reorganizace. Nejcastéjsi
prestavbou je umlcovani gend (,,gene silencing™; Soltis and Soltis, 1999; Hegarty and
Hiscock, 2008). Geny z ,,nadbytecnych* chromozomovych sad jsou k dispozici molekularni
evoluci. Mohou snadno mutovat bez ztraty dalezitych funkci (ty zastavaji geny z druhého
genomu) a slouZit jako substrat pro vznik novych geni. Polyploidizace tak miize usnadnit
vznik adaptivnich vlastnosti (Chen, 2007; Flegr, 2009).

Nové vznikly polyploid musi na cesté ke stabilizaci pfekonat spoustu piekazek, na
coz potiebuje Cas. Pro polyploidni rostliny je tedy vyhodny dlouhy zivotni cyklus —
polyploidi jsou ptevazné viceleté byliny. Dalsi vyhodou je schopnost vegetativniho
rozmnozovani, a to bud’ fragmentaci (oddenky, pacibulkami apod.) nebo apomixii (Stebbins,
1971; Briggs and Walters, 2001). Jsou-li polyploidni rostliny plodné, maji v populaci
,hevyhodu malych cisel®. S vétsi pravdépodobnosti se k nim pienese pyl rodice, nez jiného
polyploida (také mize byt polyploid v populaci jediny). Aby tomu zabranili, jsou ve vétsi
mife autogamni. SamospraSnost u diploida vede krychlé inbredni depresi a vzniku
nevyhodné homozygotnosti, ale u polyploida vznika homozygotni stav az po daleko vétSim
poctu autogamnich kiiZzeni, samoopyleni tudiz nepfedstavuje tak zavazny problém. Obecné
je tedy znasobeni genomu u rostlin ¢asto spojeno se zménou reprodukéniho zptisobu (Briggs
and Walters, 2001).
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Polyploidni speciace

Pokud dojde ke stabilizaci polyploidni linie, mluvime o polyploidni speciaci. Stejné
jako hybridni speciace, patii itento zptisob vzniku druhu do salta¢nich a sympatrickych
mechanisma (Briggs and Walters, 2001). PIn¢ izolovany polyploidni druh mize vzniknout
velice rychle — i v jediné ¢i ve dvou generacich (Rieseberg and Willis, 2007). Polyploidizace
je urostlin nejbéznéjsim mechanismem sympatrické speciace. Odhady hovoti o 2-4 %
speciacnich udalosti u krytosemennych rostlin adokonce o7 % ukaprad’orosti
zpusobenych polyploidizaci (Otto and Whitton, 2000).

U mnohych, polyploidnich taxonl byl prokdzan opakovany vznik — na riznych
mistech a zriznych populaci rodi¢h (Briggs and Walters, 2001; Soltis et al., 2003).
U polyploidniho jedince muze dojit k dal$imu zdvojeni genomu a jednotlivé skupiny rostlin
se tak mohou liSit v mife polyploidizace (Stebbins, 1971; Rieseberg and Willis, 2007).

Zdvojeni genomu je ¢asto spojené s vnitrodruhovou ¢i mezidruhovou hybridizaci.
Pro uspésnost polyploidizace je tak dulezitd i stabilizace hybrida a Gték z hybridni sterility
(Levin, 1983; Ramsey and Schemske, 1998).

Polyploidizace v rodu Sorbus a ve skupiné S. aria agg.

Zakladni chromozomové Cislo celé podceledi Maloideae je x=17, coz predstavuje
neobvykle vysoké Cislo v ramci Celedi Rosaceae. Diive byla Siroce rozsifena teorie o vzniku
této podceledi prostfednictvim hybridizace mezi vzdalenymi jedinci z jinych podceledi
(Campbell et al., 1995). Posledni studie vSak ukdzala na monofyleticky vznik Maloideae
(prostfednictvim polyploidizace a hybridizace mezi jedinci stejné linie) a vysvétluje vznik
lichého zakladniho chromozomového c¢isla aneuploidii z ¢isla x=18 (Evans and Campbell,
2002).

Polyploidizace je u jefabl velmi bézna. Hybridogenni ustalené druhy jsou zpravidla
polyploidni (jednad se tedy o allopolyploidy). Vyjimkou jsou naptiklad néktefi diploidni
jedinci S. latifolia (Lam.) Pers. udavani z Velké Britanie a Francie (Bailey et al., 2008).
Vsechny hybridogenni druhy udévané z Ceské republiky jsou triploidni nebo tetraploidni
(Vit, 2006; Lepsi et al., 2008, 2009; Vit et al., 2012). V Evrop¢ byli nalezeni i pentaploidni
jedinci, ktefi jsou ovSem velice vzacni. Ve Velké Britanii se jedna o dva ploidné¢ homogenni
taxony (Pellicer et al., 2012), kdezto v Mad’arsku bylo zatim nalezeno jen nékolik jedincl
(Németh and Bila unpubl.).

Rodicovské druhy hybridi jsou nejcastéji diploidni. I mezi nimi se ale nasly
vyjimky, napfiklad triploidni cytotypy uS. chamaemespilus (Liljefors, 1953) nebo
tetraploidni cytotypy S. torminalis a S. aria ze Spanélska (Aldasoro et al., 1998). V taxonu
S. aria jsou ovSem v tomto pojeti Spanélskych autorti zahrnuty i hybridogenni druhy, kterym
pravdépodobné nalezi udavany tetraploidni cytotyp.

V ramci Sorbus aria agg. jsou udavani jak autopolyploidni, tak allopolyploidni
taxony ato vSech vySe zminénych ploidnich urovni (Liljefors, 1955; Nelson-Jones et al.,
2002; Vit, 2006; Bailey et al., 2008). Piehled publikovanych ploidnich stupiii vybranych
zastupct je uveden v Tab. 1, vysledky jednotlivych studii se Casto neshoduji, coz je
pravdépodobné zptisobeno rozdilnym chapanim jednotlivych taxoni.
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Tab. 1: Pocty chromozomt u vybranych zastupct ze skupiny S. aria agg.

Druh Pocet Zdroj Doplnéni | Zdroj
S. aria s.str. 34 Kutzelnigg, 1994 Lepsi et al., in
68 Aldasoro et al. 1998 34 press.
S. graeca 34, 68 Warburg and Kérpati, 1968;
Meyer et al., 2005
S. danubialis 34 Warburg and Karpati, 1968; 68 Vit, 2006

Jankun and Kovanda, 1987;
Kutzelnigg, 1994

S. subdanubialis |51 Lepsi et al. unpubl.

S. umbellata 34, 68 Aldasoro et al., 2004

S. pannonica 34 Maijovsky and Uhrikova 1990
51 Feulner et al., 2013

2.3.3. Reprodukéni zpilisoby — piechod k apomixii

U rostlin mizeme rozli§it tfi zdkladni typy rozmnozovani — cizosprasnost
(allogamie), samospraSnost (autogamie) a nepohlavni rozmnozovani. Rostliny dokazou, na
rozdil od vétSiny zivocichli, kombinovat vice typi rozmnozovani, a tim efektivné reagovat
na exogenni zmény (Briggs and Walters, 2001).

U nepohlavniho rozmnozovani miZe probihat pomoci vegetativniho mnoZeni
prostfednictvim fragmentace ¢i specidlnich propaguli, nebo formou apomixie (zde odpovida
uzsimu pojeti terminu, tj. agamospermii). Pii apomixii vznikd semeno, i kdyZ nedochézi
k oplozeni — embryo se tedy vyviji partenogeneticky aje klonem matky. Podle
bunky/struktury, ze které embryo vznika, Ize rozdé€lit apomixii na sporofytickou
a gametofytickou. V prvnim ptipadé vznika embryo piimo ze somatické buiky ve vajicku.
Tento typ rozmnoZovani se také nazyva polyembryonie. V druhém ptipad€, pfi
gametofytické apomixii, se ve vajicku vyvine — stejn¢ jako u pohlavniho rozmnozovani —
zarodecény vak, ktery je ovSem zpravidla neredukovany. Pokud se zirode¢ny vak vyviji
z neredukované megaspory, jedna se o diplosporni apomixii. Pfi aposporni apomixii vznika
ze somatické bunky vajicka. Endosperm, potfebny pro vyzivu embrya, vznikd u nékterych
apomiktickych rostlin autonomné z centrdlnich jader zarode¢ného vaku. Pokud je ke
spravnému vyvoji endospermu u apomiktické rostliny potieba oplozeni téchto jader, jedna
se o tzv. pseudogamii (Briggs and Walters, 2001; Grimanelli et al., 2001; Richards, 2003).

Pokud rostlina pln¢ pfejde na nepohlavni rozmnozovéni, jedna se o obligatniho
apomikta. Casté&jsi ptipad je pravdépodobné fakultativni apomixie, kdy si rostlina uchovava
schopnost rozmnozovat se 1ipohlavné. Fakultativni apomikté jsou prevazné bud
sporofytického nebo gametofytického aposporniho typu apomixie, nebot unich neni
vylou¢en soucasny vznik sexudlniho redukovaného zarode¢ného vaku, atedy ani celé
pohlavni rozmnozovani. Naopak u diplospornich gametofytickych apomiktti si sexudlni
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a asexualni rozmnozovani konkuruje, takze je unich apomixie pfevazné obligatni (Asker
and Jerling, 1992; Whitton et al., 2008). Vyjimku tvoii naptiklad triploidni hybridi z okruhu
Taraxacum officinale, u kterych se Cast zarodeCnych vakll vyviji normalni meiotickou
cestou a cast vznika diplospornim vyvojem (van Baarlen et al., 2002). Fakultativni apomixie
zahrnuje rizné prechody mezi pohlavnim a nepohlavnim rozmnoZzovanim, od zvySené
tvorby neredukovanych gamet (napt. v rodu Potentilla L.; Miintzing, 1958) az po ¢astecné
zachovani nékterych fazi meidzy u diplospornich apomiktd (napf. v rodech Taraxacum
Wigg. ¢i Arabis L.; van Baarlen et al., 2000; Naumova et al., 2001), ¢imz se jasna hranice
mezi témito dvéma zakladnimi typy stira.

Piechod z pohlavniho na apomiktické rozmnozovani vyzaduje zménu ve tiech fazich.
Prvnim krokem je apomeioza, tedy ztrata meiotick€¢ho déleni, které je nahrazeno diplosporii
nebo aposporii (v pfipadné gametofytické apomixie). Nasleduje partenogeneticky vyvoj
embrya (bez oplozeni) a poslednim krokem je vytvotfeni funkéniho endospermu (Koltunow,
1993; Grimanelli et al., 2001; Naumova et al., 2001). Pfestoze si rostliny vytvotily mnoho
zpisobt, jak téchto zmén dosdhnout, apomiktické rostliny obvykle maji nésledujici spolecné
znaky: jsou polyploidni (jedind potvrzena vyjimka je zatim apomixie u diploidnich jedinct
zrodu Boechera A. Love et D. Love; Schranz et al., 2006), obvykle je narusen pouze
samici reprodukéni mechanismus (zatimco meidzou u samci je nepozménéna) a u vétsiny
apomiktli neni vylouceno pohlavni rozmnozovani (Koltunow, 1993; Grimanelli et al., 2001).

V apomixii se setkdvaji vyhody sexudlni a asexudlni reprodukce. Na rozdil od
pohlavniho rozmnozovéni dokaZzou piedat osvédCeny genotyp do dalSi generace
nepozménény. Oproti vegetativnimu rozmnoZovani maji vyhody spojené s propagaci
pomoci semen — Sifeni na velkou vzdalenost, pfezivani nepiiznivych obdobi a ocisténi od
vétSiny patogenli. Mezi nevyhody apomixie z dlouhodobého evolu¢niho hlediska patii
sniZzend variabilita (oproti pfibuznym sexudlnim taxoniim) a neschopnost spojit mutace
z ruznych linii v jednom genomu (Briggs and Walters, 2001; Grimanelli et al., 2001). Dale
dochazi k efektu tzv. Mullerovy rohatky, kdy se v genomu hromadi mirné¢ negativni mutace
(Richards, 2003; Flegr, 2009). Témto (a pravdépodobné i dalSim) negativim klonalni
reprodukce se ovSem dokazou apomiktické rostliny vyhnout, pokud si ponechaji i ¢astecné
pohlavni rozmnozovéni. Z toho divodu vétSina z nich sméfuje k fakultativni apomixii
(Asker and Jerling, 1992; Richards, 2003).

Za specidlni piipad apomixie mize byt povazovana haploidni partenogeneze, pii
které dochdzi meiotickému déleni a vzniku redukovaného zdrodecného vaku. Embryo se
ovSem vyviji partenogeneticky z vajecné (redukované) bunky a ma tedy jen poloviéni pocet
chromozom, nez matefska rostlina (Asker and Jerling, 1992).Tento zptisob reprodukce je
vrostlinné fiSi relativné vzacny, ale byl pozorovan napiiklad vrodech Potentilla L.
(Miintzing, 1958), Dichanthium Willemet (de Wet, 1968; de Wet and Harlan, 1970),
Ranunculus L. (Nogler, 1984) ¢i Pilosella Hill. (Krahulcova and Krahulec, 2000; Krahulec
et al., 2011). U vySe uvedenych piikladi se jednalo o polyploidni rostliny. Prostfednictvim
haploidni partenogeneze mohou apomiktické rostliny zvysit variabilitu svych genomu.
Naptiklad uzminén¢ho rodu Pilosella byl pozorovan cyklus zahrnujici haploidni
partenogenezi a nasledné opétovné zdvojeni genomu (cyklus polyploid — polyhaploid —
polyploid) bez pouziti sexudlniho rozmnozovani. Pfi vzniku dihaploida dochazi ke ztraté
poloviny gent, takZze nésledné vznikly polyploid ma vétsi miru homozygotnosti, nez
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polyploid ptivodni, a tedy odlisny genom a fenotyp (Krahulec et al., 2011). U jinych druht
(naptiklad urodu Dichanthium ¢i druhu Panicum maximum Jacq.) byly pozorovany
obdobné cykly, ovSem se zahrnutim pohlavniho rozmnozovani. Takto mohou diky cyklu
diploid — tetraploid — dihaploid rostliny pfenaset geny i mezi ploidnimi urovnémi (de Wet,
1968; Savidan and Pernes, 1982).

Na pomezi mezi apomiktickym a sexualnim rozmnozovanim stoji také dalsi vzacny
typ — automixie. V tomto pfipad€ probihd megasporogeneze normalni, meiotickou cestou za
vzniku redukovanych gamet. Zygota (a posléze embryo) vznika fiizi dvou samicich gamet.
Embryo sice neni dokonalym klonem matky, ale genetickd variabilita potomstva odpovida
situaci autogamniho rozmnozovani v ramci inbredni homozygotni linie. Tento zptsob byl
pozorovan naptiklad u druhu Rubus caesius (Gerlach, 1965; Antonius and Nybom, 1995).

Apomiktické taxony jsou Casto spojeny nejen s polyploidizaci, ale i s hybridizaci,
kterd umoznuje odstranéni negativniho vlivu recesivnich mutaci (Richards, 2003). Z druhé
strany je apomixie mechanismem, ktery vyuzivaji polyploidni a hybridni jedinci k udrzeni
své heterozygotnosti. Apomixie byva jedinou moznosti reprodukce u rostlin s lichym ¢i
nevyvazenym poctem chromozomi, takze ity se mizou v populacich udrzet (Asker and
Jerling, 1992; Briggs and Walters, 2001).

Zatim se nepodaftilo odhalit obecnou genetickou podstatu apomixie, ani zakony jeji
dédic¢nosti. Vysledky studii ukazuji, Ze u jednotlivych druhGt se objevuji rtznorodé
mechanismy azdd se, ze jeSté rtiznorodéjsi jsou genetické zmény, které jsou za to
odpovédny (Nogler, 1984; Grimanelli et al., 1998; Van Dijk et al., 1999; Bicknell et al.,
2000; Noyes and Rieseberg, 2000; Pupilli et al., 2001). RozluSténi genetické podstaty
apomixie je pfedev§$im cilem zeméd¢lské vyroby, kterd by tak mohla fixovat vyhodné
genomy u hospodaiskych plodin (Grimanelli et al., 2001; Douglas and Grossniklaus, 2008).

Reprodukéni zpasoby v rodu Sorbus

Jetaby se rozmnozuji, stejn¢ jako ostatni rody podceledi Maloideae, pomoci Siroké
skaly reprodukénich zpisobi (Dickinson and Campbell, 1991). Sexualni druhy rodu Sorbus
jsou predevsim allogamické, ackoli u S. aucuparia a S. torminalis byla vyjimecné
zaznamenana 1 autogamie (Pias and Guitian, 2006; Hoebee et al., 2007; Rich et al., 2010).
Hybridogenni druhy jsou apomiktické. VéEtSinou se jednd o gametofytickou aposporni
apomixii s nutnosti oplodnéni endospermu, tedy pseudogamii (Liljefors, 1953, 1955).
U naSich jefabti byly pozorovany 1idalSi mechanismy — diplosporie uS. bohemica,
autonomni vyvin endospermu a haploidni partenogeneze u S. sudetica a polyembryonie
u obou téchto ¢eskych hybdridogennich druhi (Jankun and Kovanda, 1986, 1987). Déle byla
pozorovana i vegetativni reprodukce prostiednictvim spontanniho htizeni u S. sudetica
avzacné iujeho rodi¢h S. chamaemespilus a S. aria aje popsana iuS. hardeggensis
(Kocianova and Stursova, 1986; Kovanda, 1999; Kocianova et al., 2005). Kromé typt
apomixie byla u jefabl studovana i jeji mira, a to pomoci molekularnich markert. Takto byli
zaznamenani jak obligatni tak fakultativni apomikté. Populace, kde je zachovano Castecné
pohlavni rozmnoZovani jsou vétSinou variabilnéjSi ve srovnani s obligadtnimi apomikty
(Robertson, Newton and Ennos, 2004a; Robertson et al., 2010; Lepsi et al., 2009). Dlouhou
dobu byla také v rodu Sorbus udavéana apomixie na diploidni trovni — u S. eximia Kovanda
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(Jankun and Kovanda, 1988). Pii pozd¢jsi biosystematické revizi se vSak ukdazalo, ze
pravdépodobné doslo k zamén¢ materialu, nebot’ S. eximia je Cisté triploidnim druhem (Vit
etal., 2012).
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3.1. | Sbér materialu

Na zdklad¢ informaci ziskanych z databaze FLDOK, Narodni fytocenologické
databaze, herbarovych dokladd, literarnich prament a udaju floristii bylo vybrano 89 lokalit
s vyskytem zastupcti Sorbus aria agg. Z celkového poétu lokalit se 44 nachazelo v Ceské
republice, 4 populace v Rakousku, 5 v Némecku, 8 na Slovensku, 17 v Madarsku,
3 v Makedonii, 7 ve Francii, 2 ve Spanélsku a 1 v Norsku. Z kazdé populace bylo odebrano
v idealnim piipad¢ 10 jedincii. Pii sbérech byl bran zietel na stav populace. V nékterych
ptipadech byl tedy pocet sbiranych jedincti vzhledem k velikosti populace nizsi. Ze vSech
analyzovanych populaci byly vybrany dvé modelové, které prokazovaly nejvétsi variabilitu
v ploidnich trovnich a reprodukcnich zpiisobech ve svém regionu, populace na vrchu Ostry
v Ceském stiedohoii a Bor u Hardeggu I v NP Thayatal. Zde byly odebrany vzorky ze viech
dostupnych jedinct a byly analyzovdny vSemi metodami (viz déle) pro zhodnoceni jejich
evoluc¢niho potencidlu. Pro moznost vstupu a sbéru v zdkonem chranénych oblastech (NP
Podyji, NP Thayatal, NPR Koda, PR Voskov) byly ziskany ptislusné vyjimky (viz Ptiloha
1).

Sbéry probihaly v letech 2012 az 2014. Nékteré lokality bylo nutné kvili nezbytnosti
ziskani materidlu z riznych fenologickych fazi ¢i Spatnému stavu listi nebo plodi navstivit
opakované. Pro opétovnou identifikaci byl kazdy jedinec oznacen kovovym Stitkem
s unikatnim kédem a zaméfen pomoci systému GPS (etrex 30, Garmin). Listy urcené
kcytometrické analyze byly uzavieny do plastikovych sackli, skladovany v chladu
a zanalyzovany do ctyf dnii. Materidl uréeny k analyze mikrosateliti byl pro vysuSeni
ulozen do ¢ajovych sackl a zasypdn silikagelem nejméné na 14 dni. Malvice byly uchovany
v chladu (ptfi 5°C) a zpracovany behem ¢Ctyt tydnil. Z kazdého plodiciho stromu bylo
analyzovéno, pokud to bylo mozné, 5-10 semen. Déle bylo vybrano 18 jedinct ¢tyi druht
jerabi, u kterych byly odebrany kvéty pro analyzu pylu pritokovou cytometrii. Vzhledem
k obtiznosti zachyceni jedinci v dobé kvétu, byli vybrani jedinci z blizkych a snadno
dostupnych lokalit Ceského stiedohoii. Pro pokryti viech cytotypt byli pro pilotni analyzu
vybrani nejen dva tetraploidni druhy ze skupiny S. aria agg. (S. danubialis a S. collina,
jediné zde rostouci), ale idiploidni S. forminalis a triploidni S. bohemica. Z kazdého
vybraného jedince byly odebrany dvé vétve s kvétenstvimi, které staly do zpracovani ve
vod¢ v chladné mistnosti (16°C). Pyl byl analyzovan do dvou dnd.

Diplomové prace zC€asti navazuje na vyzkum Martina LepSiho (Pfirodovédecka
fakulta Jihodeské univerzity v Ceskych Budgjovicich), jehoZ nasbirany a &asteéné
zanalyzovany material byl do prace zaclenén a dale zpracovan. Od Martina Lepsiho pochazi
zahrani¢ni sbéry z Mad’arska a Némecka a ¢ast materialu z NP Podyji a CHKO Moravsky
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kras. U téchto vzork provedl M. Lepsi cytometrickou analyzu, zatimco ja jsem vzorky
zpracovala morfometrickymi a molekularnimi metodami. Dale jsem pfiblizné€ u poloviny ze
vSech vzorkli zafazenych do DP provedla izolaci DNA, dalsi ¢ast izolaci provedla Lenka
Flaskova (DNA laboratof, PfF UK). Pro analyzy jsem také vybrala a pouzila nékteré jiz
diive vyizolované vzorky od Petra Vita (Botanicky ustav Akademie véd CR) pochazejici
zNP Podyji. Analyzu mikrosatelitl, veSkeré morfologické analyzy a zpracovani
a vyhodnoceni viech ziskanych dat jsem provedla sama. Uplny piehled navitivenych lokalit
s pocty analyzovanych jedinct je uveden v tabulce 2.

V roce 2014 bylo provedeno pilotni experimentélni kiizeni 7 vybranych péstovanych
jedincu S. aria agg. v Dendrologické zahrad¢ v Prihonicich (seznam kiizenych jedincd viz
Tab. 6 nize). Experimentalni kiizeni prob¢&hlo ve spolupraci s Jifim Velebilem (Vyzkumny
ustav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi). Hybridizace byly provedeny
s cilem zjistit moZnost oplodnéni vajicka ¢i endospermu jinym druhem v rdmci skupiny
jefdbu muku. Semena vznikla kfiZenim byla nasledné podrobena cytometrické analyze.

Tabulka 2: Pfehled lokalit s poéty analyzovanych jedincti.
(Tucné jsou vyznaceny lokality, kde byli analyzovani vsichni dostupni jedinci. + sbér a analyza provedena

Martinem Lepsim * izolace DNA provedeny Lenkou Flaskovou, # izolace DNA provedeny Petrem Vitem)

pocet analyzovanych jedinci

lokalita zemé region (jen CR) FCM FCSS ?1:1;]‘(137:;‘ - $2:rgocké
analyzy

Beroun-nad nadrazim CR Cesky kras 7 7 7* 7
Koda (NPR) CR Cesky kras 10 9 10 * 10
Konépruské jeskyné CR Cesky kras 11 10 11* 11
Nad cisafskou rokli CR Cesky kras 4 3 4%
Suchomasty CR Cesky kras 7 6 6*
Sv. Jan pod skalou CR Cesky kras 4 2 4%
Voskov (PR) CR Cesky kras 3 0 3%
Bilé Strané CR Ceské stiedohofi 12 11 12 * 12
Boret CR Ceské stredohofi 18 14 15 * 18
Dlouhy vrch CR Ceské stiedohofi 8 8 g *
Maly Lovos CR Ceské stredohofi 3 1 3 3
Milegovka CR Ceské stredohofi 26 2 14 * 25
Oparenské udoli CR Ceské stiedohofi 6 2 6 6
Ostry CR Ceské stiedohoii | 68 40 66 60
Plesivec CR Ceské stredohofi 7 4 7* 7
Stadické srazy CR Ceské stredohofi 6 6 6 6
Straziste CR Ceské stredohofi 5 5 5% 5
Sutomsky vrch CR Ceské stredohofi 9 3 9 * 9
Siroky kdmen CR Ceské stiedohofi 7 7 7 7
Nebesa CR Doupovskeé vrchy 4 4 4 4
Perstejn CR Doupovské vrchy 7 2 6 7
Radechov - borovy les CR Doupovské vrchy 5 0 5 5
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pocet analyzovanych jedincu

. « P i morfo-
lokalita zemé region (jen CR) FCM FCSS 2:;?(13,::; - m(e)trfocké
analyzy

Dzban CR Dzban 2 2 1% 2
Certova skéla CR Kfivoklatsko 4 0 4 4
Skryjska jezirka CR Kfivoklatsko 4 0 4 4
Slovice - L bieh potoka CR Kiivoklatsko 1 0 1 1
vrch Hieben CR Kiivoklatsko 1 1 1 0
Zbecno CR Kfivoklatsko 5 0 5 5
Hornek CR Moravsky kras 5+ 0 5 5
Nad Srnéi jeskyni CR Moravsky kras 2+ 2 0 1
U Katefinské jeskyné CR Moravsky kras 38+ 7+ 36 32
Dévin - Palava CR Pélava 1 0 1* 0
Na Vyhlidce CR Podyji 9+ 8 9 # 9
Nad Celnici CR Podyji 11+ 11 11* 9
Pod Hardeg. vyhlidkou | CR Podyji 12 11 11# 7
Dukovany - kation Jihlavy | CR Pojihlavi 6 5 6* 6
Pod Sv. Floriankem CR Pojihlavi 2 2 2% 2
Senorady CR Pojihlavi 8 8 5 7
;ancf;tcilié hora (u CR Prazské plosina 2 0 0 0
J%(Z)gel;fbet (Hamr na CR EEISEO_BGZdéZSké 6 | 6 6
Slapy-u chatové olbasti CR Stredni Povltavi 7 0 6 7
Smetanova vyhlidka CR Stfedni Povltavi 3 1 3 2
Stieblov (u Rabyné) CR Stedni Povltavi 5 0 5 4
Zvole CR Stredni Povltavi 4 0 4% 4
Aosta - cestou k Pile Francie 1 0 1 0
Col de Cabre Francie 3 0 3 0
Eyguians, Francie Francie 1 0 1 0
Le Gres d"Annot Francie 3 0 3 0
Puy Griou (F6) Francie 1 1 1 1
Rochebrune Francie 1 0 1 0
St.Jacques des Blats Francie 2 0 2 2
Bakony Mts, N of town Mad’arsko 10 + 0 10 10
Et?ll; (;ny Mts, Tekeres Mad’arsko 1+ 0 1 1
ST i ;- s s
E;;lla;glvgi;on’ Mad’arsko 2+ 0 2 2
gi?rtg;l lrjlgilon, Szent Mad’arsko 1+ 0 1 1
Budaors Mad’arsko 1 0 1 0
Kecske hegy Mad’arsko 3+ 0 3 3
Marko, Malom hegy Mad’arsko 7+ 0 7 7
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pocet analyzovanych jedincu

. o P i morfo-
lokalita zemé region (jen CR) FCM FCSS 2:;?(13,:; - m(e)trfocké
analyzy

Ordog oron Madarsko 3+ 3 2
Sas hegy Mad’arsko 4+ 4 4
Tiindér hegy Mad’arsko 4+ 4 4
Kohinyés, Nemeth-voigy | Madarsko e o e .
Xeégr;es Mts, Nagy-Vasak Madarsko 74 0 7 7
Vértes Mts, NW of village | Mad’arsko 2+ 0 2 1
Vértes Mts, Pamlag volgy | Mad'arsko 2+ 0 2 2
Vértes Mts, Szedres volgy | Mad’arsko 6+ 0 6 6
Veszprém Mad’arsko 2+ 0 2 2
Mavrovo Makedonie 3 0 3 2
NP Galicica Makedonie 2 0 2 2
Sarplanina Makedonie 3 0 3 2
Dietfurt Némecko 1+ 0 1 1
Essing Neémecko 1+ 0 1 1
Hebersdorf Neémecko 1+ 0 | 1
Naab valley Némecko 1+ 0 1 1
Riedenburg Némecko 1+ 0 1 1
Bomlo Norsko 1+ 0 1 1
Bor u Hardegu Rakousko | Podyiji 25 + 23 25 * 17
Max Platau Rakousko | Podyji 9+ 9 9 # 9
Nad plovarnou Rakousko | Podyji 7+ 7 7 * 6
pelansee Fauy, Slovensko 4 0 4 4
Hradok Slovensko 5 0 5* 4
M. planina Slovensko 1 0 1* 1
Muran Slovensko 2 0 2% 2
Muransky hrad Slovensko 2 0 2 * 2
Tisovec Slovensko 3 0 3* 2
Velka Stozka Slovensko 1 0 1* 1
La Riocha, Spanélsko Spanélsko 1 0 1 1
Monserrat, Spanélsko Spanélsko 1 0 1 1
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3.2. | Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie je hlavni metodicky pfistup predkladané diplomové prace.
Relativni velikost genomu (resp. DNA ploidni Groven, Suda and Travnicek, 2006) jedinct
byla stanovena zzivych pletiv fapikl. Ta se v pfedchozich analyzich ukéazala jako
nejvhodnéjsi (Vit, 2006), nebot’ obsahuji méné sekundarnich metabolitli, které negativné
ovliviuji kvalitu cytometrickych analyz (Loureiro et al., 2007). Dale byla analyzou semen
zjistovana DNA ploidni urovenn embrya a endospermu (Flow cytometry seed screen, FCSS;
Matzk et al. 2000). Izolace a barveni bunécénych jader byly provedeny modifikovanou
metodikou podle Dolezel et al. (2007), ktera se osvédcila v pilotnich studiich z ptfedchozich
let (P. Vit et al. unpubl.). Ploidni Grovent samc¢ich gamet byla zjiSténa analyzou pylu touto
jesté dale pozménénou metodikou (viz nize).

3.2.1. Analyza pletiv Fapiku

Ptiblizné 0,5 — 1 cm dlouhy kus fapiku byl dan do petriho misky. Bylo ptfidano
ptiblizn¢ stejné mnozstvi listu standardu Bellis perennis L., jez ma nejblizsi velikost genomu
ke studovanému rodu (3,38 pg; Schonswetter et al., 2007). Dale bylo ptidano 600 pl pufru
Otto I (0,1 M monohydrat kyseliny citronové, 0,5% Tween 20). Smés byla v Pertriho misce
rozsekéna ziletkou a piefiltrovana do zkumavky pies 42 um nylonovy filtr. Po ptilhodinové
inkubaci pii pokojové teploté nasledovalo pfidani 1 ml barviciho roztoku, ktery se sklada
zpufru Otto II (0,4M Na,HPO, - 12 H;0) fluorescen¢niho barviva DAPI (4 ug/ml)
a antioxidantu B-mercaptoethanolu (2 pl/ml). Analyzy vzorkl byly provedeny na cytometru
CyFlow ML (UV LED 365 nm jako excita¢ni zdroj) v laboratofi pritokové cytometrie
Katedry botaniky PfF UK a Laboratofi molekularni biologie rostlin Katedry botaniky PiF
JU.

3.2.2. Analyza semen

Semena byla analyzovdna obdobnym zplisobem, ovSem s dal$imi modifikacemi
z pilotnich analyz (P. Vit unpubl., P. Koutecky unpubl.). Pro analyzu byla z boku semene
ziletkou odfiznuta mala cast tak, aby se v ni nachazel endosperm a pletivo embrya (délohy).
Osemeni je tvofeno mrtvymi bunikami, bez jader, a v analyzach se viibec neprojevilo (tento
fakt byl otestovan analyzou samotného pletiva osemeni). Oproti postupu pii analyze lista
bylo pfiddno vétsi mnozstvi pufru Otto I, a to 700 pl. Dale byla zménéna doba inkubace
smési na 1 hodinu, po které bylo odebrano 500ul supernatantu bez vétSich usazenych ¢asti
materidlu. Supernatant byl poté znovu prefiltrovan. Nasledovalo bezprostfedni pfidani 1 ml
barviciho roztoku (Otto II, fluorescencni barvivo DAPI a antioxidant B-mercaptoethanol)
a analyza vzorku.

Malvice jefabl jsou casto napadany hmyzimi parazity. Pro odhaleni ptipadnych
kontaminaci byla zméfena relativni velikost genomu nalezenych parazitii. Jednalo se o larvy
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holometabolniho hmyzu a dospélce ztadu Diptera. Vzorky nalezeného hmyzu mély
vysokou vytéznost jader a jejich piky mély nizsi koeficient variance (piky byly vyrazné uzsi)
nez vzorky jefabli. Larvy byly endopolyploidni, tvofily piky odpovidajici velikosti
pentaploidniho a dekaploidniho jetdbu. Dospélec z fadu Diptera mél velikost odpovidajici
2,5x jetabu. Vzorky, ve kterych se takové piky objevily, byly vyfazeny.

3.2.3. Analyza pylu

Pro analyzu pylu bylo v Petriho misce s 600 ul pufru Otto I smoceno 2-5 kvétia
zbavenych kvétnich obald, ¢imz se ze zralych prasniki vyplavila pylova zrna. Ta byla
nasledné diikladné sekana Ziletkou pfiblizné¢ po dobu piill minuty. Déle byl postup stejny
jako pfi analyze fapiki. Testovan byl také postup analyzy pylu podle Kron and Husband
(2012), ktery se ale pro vybrané druhy nepodatilo optimalizovat.

3.2.4. Analyza dat

Vystupem cytometrickych analyz jsou histogramy zndzornujici relativni intenzitu
fluorescence (osa x) a pocty jader (osa y; ukdzka histogramu viz Obr. 2). K vyhodnoceni
vyslednych histogramti byl pouzit program Partec FloMax 2.4b. Byl zaznamenan pomeér
fluorescence piku vzorku k piku standardu a hodnoty koeficientu variance (CV), které odrazi
kvalitu analyzy. Z poméru vzorku ke standardu byla odvozena ploidni uroven vzorku. Tyto
pomeéry jsou pro jednotlivé ploidni urovné znamy a byly jiz diive ovéfeny na vzorcich se
znamymi chromozomovymi pocty (Vit, 2006; Lepsi et al., 2008, 2013)(Vit 2006, Lepsi et al.
2008, Lepsi et al. 2013).
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Obr. 2: Ukazka vyslednych histogrami analyz fapikt tetraploidniho S. danubialis. Nalevo — kvalitni analyza
bez vyraznéjsiho pozadi. Napravo — analyza se zhor$enou kvalitou zplsobenou s nejvétsi pravdépodobnosti

sekundarnimi metabolity.
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3.3. | Molekularni analyzy

Pro analyzu molekularnimi markery bylo vybrano 5 jedinct z kazdé populace, a to
pfednostné téch, u kterych byl zjistén zpisob reprodukce pomoci priitokové cytometrie. Jako
molekularni marker byly zvoleny mikrosatelitové useky. Jedna se o kratké repetitivni
sekvence DNA - opakujici se jednotky jsou tvoreny 1 az 6 nukleotidy. Tyto useky snadno
podléhaji mutacim a jsou tedy vysoce polymorfni. Alela mikrosatelitového useku je
definovana jako délka useku, tedy pocet opakovani repetice spolu s tzv. flanking regions,
okolnimi sekvencemi, které se nachédzi ptfed a za vlastnim repetitivnim usekem a kde
nasedaji primery (Manddk, 2011). Primery k mikrosatelitovym usekiim jsou druhové
specifické, ale u blizce pfibuznych druhd ¢i rodii mohou byt homologické a lze je
,crossamplifikovat® (pfenést) a pouzit (Manddk, 2011). Pro rod Sorbus a jeho blizce
ptibuzné rody jsou mikrosatelitové primery vyvinuty, viz dale. Nékteré z nich byly také jiz

studiich se osvéd¢ily lokusy vytvotrené pro rod Sorbus (Mss5, Mss6, Ms6g, Ms14; Oddou-
Muratorio et al., 2001; Nelson-Jones et al., 2002) a rod Malus (CH02D11; Gianfranceschi et
al., 1998). Nov¢ byly testovany mikrosatelity Mss13, Mss16, SAO1, SA02, SA03, SA06,
SA07, SA08, SA09, SA14 a SA191 (Oddou-Muratorio et al., 2001; Gonzalez-Gonzalez et
al., 2010), které byly vyvinuty pro S. tforminalis (Mss13 a Mss16) a pfimo pro S. aria
(ostatni). Nejprve byly optimalizovany PCR reakce pro vSechny vysSe uvedené useky
s pouzitim neznacenych primert (Sigma-Aldrich). Lokusy SA01 a Msl4 se nepodafilo
amplifikovat ani pfi gradientové optimalizaci PCR reakce a byly vyfazeny. Dale byly
otestovany fluorescencné znacené ostatni primerové kombinace (ozna¢ené¢ pomoci dye setu
DS33 — NED, 6FAM, HEX, barva ROX byla pouzita pro standard; Applied Biosystems).
Zbylé mikrosatelitové tseky byly teoreticky otestovany pro moznost pouziti vice primert
v 1 PCR reakei (tzv. multiplexové PCR) pomoci programu Fast PCR (ver. 6.1; Kalendar et
al., 2011) a Vector NTI 11 (Life Technologies). Primerové pary byly na zéklad€ téchto
vysledkt, znalosti délky fragmentli a fluorescencniho znaceni rozdéleny do 3 skupin. Pii
optimalizaci jednotlivych multiplext musel byt vytazen dalsi usek — Mss6, ktery pfi testech
roztazovani primeri do rtznych multiplexii vykazoval vzdy jen nespecifické reakce.
Seznam 13 pouzitych primert véetné jejich parametrti, fluorescenéniho znaceni a zafazeni
do multiplexu je uveden v tabulce 3.
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3.3.1. Izolace DNA

Celkova DNA byla izolovana pomoci modifikované metody CTAB (Pfosser et al.,
2000), cely postup extrakce DNA byl pro rod Sorbus jiz optimalizovan (Vit, 2006; Lepsi et
al., 2008, 2009) a obsahuje dalsi drobné zmény.

Pro izolaci DNA byl pouzit material z mladSich listi vysuSenych v silikagelu
(Silcarbon). Pfiblizné 2x1 cm velky kousek cepele byl pomoci 2 wolfram-karbidovych
kuli¢ek nadrcen pomoci mlynku Mixer Mill 400 (Retsch) pfi frekvenci 27 ot./s po dobu
3 minut. Krozdrcenému materidlu  bylo pfidano 700 ul roztoku CTAB
(cetyltrimetylamonium  bromidu) s 2%  merkaptoethanolem, Spetka PVP-K30
(polyvinylpyrrolidon; Roth) a 5 pul RNasy A (10 pg/ml, Thermo Scientific). Smés byla
inkubovana po dobu 30 minut na termomixeru (Eppendorf Thermomixer Comfort) pti 60 °C
a 1400 rpm. Poté k ni bylo ptfidano 500 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (v poméru
24:1). Dale byly zkumavky pro promichani 3x pfevraceny a nechany 5 minut stat pfi
laboratorni teploté. Nasledovalo 6 minut centrifugovani pii 13200 rpm. Vznikly supernatant
byl ptepipetovan do novych eppendorfek a bylo k nému ptiddno 500 pl vychlazeného
isopropanolu. Zkumavky byly opét 2x prevraceny a nechdny cca 30 minut stat v -20 °C.
Poté byly vzorky opét centrifugovany 3 minuty pii 13,200 rpm. Dale byl supernatant slit do
kadinky a oteviené eppendorfky, s peletem DNA na dné, byly dnem nahoru polozeny na
filtracni papir. Po osuseni bylo pfidano 400 pul vychlazeného 96% ethanolu a smés byla
inkubovana po dobu 15 minut na termobloku pti 37 °C a 1,200 rpm. Poté byly vzorky 5
minut centrifugovany. Nasledovalo opét sliti supernatantu a ptidani 200 pl vychlazeného
70% ethanol, po némz se vzorky nechaly 5 minut stat pfi laboratorni teploté. Dale byly
vzorky 3 minuty centrifugovany pfi 13,200 rpm, supernatant opét slit a eppendorfky byly
poloZeny na ubrousek dnem vzhiru, aby se odstranily zbytky ethanolu. Pelety DNA byly
vysuSeny inkubaci otevienych eppendorfek na termobloku pifi 65 °C po dobu 6 minut.
Vysuseny pelet byl rozpustén ve 150 ul TE pufru.

U ziskanych vzorkll byla zmétena koncentrace DNA pomoci pfistroje Nanodrop
(Thermo Scientific). Vzorky byly dale nafedény na koncentraci 10 ng/pul pro pouziti v PCR
reakci.

3.3.2. Multiplexova PCR

Ttinact vybranych primerovych kombinaci bylo sestaveno do 3 skupin pro analyzu
pomoci multiplexové PCR. Rozdéleni part primert do jednotlivych multiplexi spolu
s informaci o jejich fluorescen¢nim znaceni uvadi Tab. 3.

Pro kazdy vzorek byly provedeny 3 multiplexové PCR amplifikace s pouZitim
Qiagen multiplex PCR kitu. Kazd4 reakce probihala v celkovém objemu 12 pl, pfesné
sloZzeni pro kazdy multiplex uvadi Tab. 4. Rozdil mezi multiplexy byl dan odliSnym poctem
primeri v jednotlivych multiplexech a také tim, Ze n€kterych primerti se do reakce pouzilo
mens$i mnozstvi z divodu prili§ vysoké amplifikace daného useku. Primerti pro useky SA09,
Mss16 a D11 bylo do reakce dano jen 0,07 pl, zatimco ostatnich 0,1 pl.
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Tab.4: Slozeni PCR smési jednotlivych multiplexovych reakci pro 1 vzorek.

*V multiplexu 2 bylo pouzito 0,1 pl R i F primerd Gsekd SA02, SA07 a SA14 a jen 0,07 ul primeru Ri F
usekll SA09 a Mss16. ® V multiplexu 3 bylo pouZito 0,1 ul R i F primert Gsek SA03, SA06 a SA191 a jen
0,07 ul R i F primerti useku CHO2D11.

Multiplex 1

Qiagen M.mix ............. 6pul

primer R (25 ng/pl)........ 4x0,1 pl

primer F (25 ng/pl)......... 4x0,1 pl

ddH20 ..........c.cocel 4,2 ul

DNA (10 ng/ul) 1 pl

celkem: 12 pl

Multiplex 2

Qiagen M.mix ............. 6pul

primer R (25 ng/ul)*.....  3x0,1 pl, 2x0,07 pl
primer F (25 ng/ul)*......  3x0,1 pl, 2x0,07 pul
ddH20 ............cc..l 4,12 pl

DNA (10 ng/ul) 1 pl

celkem: 12 pl

Multiplex 3

Qiagen M.mix ............. 6pul

primer R (25 ng/ul)*......  3x0,1 pl, 1x0,07 pl

primer F (25 ng/ul)®.....

3x0,1 pl, 1x0,07 pl

ddH,O ..o 4,26 ul
DNA (10 ng/pl) 1 ul
celkem: 12 ul

Vzorky byly vPCR mikrozkumavkach dany do

Mastercycler Pro) s nasledujicim programem:
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95°C...... 15:00
94°C ...... 0:30
55°C ...... 1:30
72°C ...... 1:00
60°C...... 30:00
10°C...... hold.
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Uspésnost amplifikace u kazdého béhu termocykléru byla kontrolovana pomoci
elektroforézy jen na nékolika vybranych vzorcich z daného béhu. Na 1,8% agarosovy gel
(spufrem TBE) byly naneseny 4 pl PCR produktu spolu s 1 pl loading dye
(Thermoscientific). Jako zebticek byl pouzit 1,5 ul O’GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus,
ready-to-use (Thermoscientific). Vysledny gel byl vyfotografovan pomoci dokumenta¢niho
systému Kodak Gel Logic 100 (ptiklad viz Obr. 3).

: -

O’GeneRuler
100 bp DNA
Ladder Plus

Obr. 3. Vizualizace Gspésné naamplifikovanych mikrosatelitovych lokust na 1,8% agarézovém gelu.
V kazdém vzorku se nachazi 4 — 5 useki. Jako velikostni standard byl pouzit O’GeneRuler 100 bp DNA
Ladder Plus.

3.3.3. Vizualizace fragmenti

Po uspésné PCR amplifikaci nasledovalo ptipraveni vzorki pro fragmentacni
analyzu. Na kazdy vzorek byla vytvofena smés obsahujici 9,75 pl deionizovaného
formamidu a 0,25 pl GeneScan-ROX 500 size standard (20:1; Applied Biosystems).
K celkovym 10 pl této smési pro kazdy vzorek byl pfidan 1 ul PCR produktu. Vysledna
smés byla zdenaturovana v termocykléru pti 95°C po dobu 3 minut. Vlastni fragmentacni
analyza byla provedena Laboratoii sekvenace DNA PiF UK na Sestnictikapildrovém
analyzatoru 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.3.4. Vyhodnoceni dat

Data ziskana ze sekvenatoru (forméat *.fsa) byla zpracovana v programu GeneMarker
(ver. 2.6.0; SoftGenetics). Alely byly skérovany manualné. Jelikoz mezi analyzovanymi
jedinci byla vétSina polyploidl, u kterych nelze zjistit presny genotyp s frekvencemi alel
u jedince, byla ziskand data vyhodnocovana jako tzv. alelické fenotypy prostfednictvim
metod pro dominantni markery. Tento zpiisob vyhodnoceni jiz byl pro mikrosatelitovd data
polyploidl pouzit, a to 1 polyploidl z rodu Sorbus (Becher et al., 2000; Vit, 2006; Lepsi et
al., 2008, 2009). Nejprve byly zaznamenany délky fragmentl pro kazdého jedince. Z této
primarni matice byla vytvofena matice bindrni, se zaznamenanim prosté presence/absence
vSech fragmentil pro kazdého jedince.
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Béhem vyhodnoceni dat musel byt vyfazen tsek SA06, nebot se diky opravnym
analyzam ukazalo, ze se pii multiplexové PCR neamplifikuje stabilné. Dale byla kvuli
pritomnosti nespecificky amplifikovaného useku vytazena alela 122 z iseku MssS5.

Pro zobrazeni struktury v datech a odlisSeni jednotlivych skupin byla provedena
analyza hlavnich koordinat (PCoA) v programu PAST (v. 2.17; Hammer et al., 2001)
s pouzitim Jaccardova koeficientu podobnosti, ktery je ur€en pro binarni data a nepocita
s negativni shodou. Tato analyza byla provedena jak pro vSechny jedince, tak pro jednotlivé
skupiny tvofené jednou ploidni trovni.

Matice binarnich dat byla nasledné zpracovana v programu Arlequin (ver. 3.5;
Excoffier et al., 2005), kde byla nejprve provedena identifikace shodnych alelickych
fenotypt, pfi které program prostym porovnanim zjiStuje shodné fenotypy jak v réamci
druhu, tak mezi druhy. Déle byly data analyzovény procedurou AMOVA (analyza
molekularni variability; Weir and Cockerham, 1984). Tato procedura byla provedena se
dvéma modifikacemi rozdéleni jedinci do dvou uUrovni (v programu nazvanych ,,groups‘
a ,,samples). Pro zjisténi variability mezi skupinami druht byly jako prvni Groven déleni
»groups® nastaveny stupné ploidie, a jako druha uroven ,,samples® jednotlivé druhy. Pro
odhaleni mezidruhové a mezipopulacni variability byly jako ,.groups® nastaveny druhy
a jako ,,samples* populace. Tato analyza byla ovSem provedena jen u hojné¢jSich druht, které
tvofi vice populaci, a jejich porovnani tedy mé vypovidaci hodnotu (S. aria s. str., S. collina,
S. danubialis a S. graeca). V analyze molekularni variablity byl sledovan fixa¢ni index Fgsr
a procentualni rozdéleni variability mezi skupiny. Programem Arlequin byla dale hodnocena
vnitropopulaéni a vnitrodruhova diverzita pomoci celkového poctu alel, poctu polymortnich
lokusti a AGD (,,Average gene diversity over all loci; Nei, 1987).
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3.4. | Morfometrické analyzy

Pro morfometrické analyzy byly sbirdny sterilni vétve s brachyblasty ze stfedné
oslunéné ¢asti koruny stromu, nebot’ jsou na nich listy nejlépe vyvinuty a vykazuji nejmensi
variabilitu zpisobenou vnéj§imi podminkami (Aas et al., 1994; Lepsi et al., 2008). Vétve
byly néasledné herbatfovany. Analyze byly podrobeny prostfedni listy z brachyblastl (tedy
nikoli nejmlad$i ani nejstarSi), nebot” vykazuji nejmensi ontogenetickou a ekologickou
variabilitu (Meyer et al., 2005; Lepsi et al., 2009). Herbatové polozky budou ulozZeny
v herbati Piirodovédecké fakulty UK (PRC) a v herbafi Jihodeského muzea Ceské
Bud¢jovice (CB).

M¢étené znaky byly vybrany podle piedchozich studii rodu Sorbus, z literarnich
prament a na zéklad¢ konzultaci se specialisty. Vybrany byly pouze znaky, které jsou
pouzitelné k determinaci taxonti (Lepsi et al., in press; viz tab. 5 a délkové a thlové znaky
viz také obr. 4). Listy byly naskenovany pomoci stolniho skeneru v kvalit¢ 300 dpi
s ptilozenym métitkem.

Tab. 5: Métené morfometrické znaky.

¢islo vzorec (pokud
znaku | kéd |znak jednotky | sloZeny znak)
1|L délka Cepele cm
2|W Sitka Cepele cm
3| WB | délka mezi nejSirSim mistem a bazi ¢epele cm
4P délka tapiku cm
5|T3 hloubka zafezu mezi 3. a 4. Zilkou od baze cm
6| AA | thel vrcholu stupné
7|AB  |uhel baze stupné
8| A3V |uhel mezi 3. a hlavni zilkou stupné
9| A3T |uhel zubu, ve kterém kon¢i 3. zilka stupné
10| T34 |pocet zubli mezi 4. a 3. Zilkou od baze pocet
(pocet zilek
napravo-+nalev
11NV | prumérny pocet zilek na 1 strané listu pocet 0)/2
12 |L/W | pomér délky a §itky Cepele pocet =1/2
relativni délka mezi nejSirSim mistem a bazi
13 | L/WB | Cepele =1/3
relativni hloubka zafezu mezi 3. a 4. zilkou od
14 | T3/L | béaze =5/1
15| T34/L | relativni pocet zubli mezi 4. a 3. Zilkou od béaze =10/1
16 | NV/L |relativni pocet zilek =11/1
vytazeno | NVP | pocet pari zilek pocet
relativni hloubka zafezu mezi 3. a 4. zilkou od
vyfazeno | T3/W |béze 11 52
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Obr. 4: Znaky 1 az 9 méfené na listech jefabi (bez poctl a znakli poméerovych a slozenych). Nazvy znaku viz
tabulka 5.

3.4.1. Klasicka morfometrika

Pro kazdého jedince byly pomoci programu imagel (v1.48; Schneider et al., 2012)
zm&feny vySe uvedené znaky na 2 listech. Vysledna matice dat pro analyzu pomoci
multivariacnich metod byla vytvofena vypoctem priméru z 2 naméfenych hodnot u kazdého
jedince. U 7 % jedinci byly pouzity hodnoty pouze zjednoho listu, protoze vice listll
vhodnych k morfometrickym analyzdm nebylo k dispozici. Jedinci s chybéjicimi udaji byli
vylouceni z analyzy. Morfometrickd data byla zpracovana v programu R s roz§ifujicimi
balicky ade4, class, permut, scatterplot3d a vegan (R Core Team, 2013) pomoci sady funkci
MorphoTools (Koutecky, 2015).

V matici dat byli jedinci rozdé€leni do skupin podle dvou urovni: populace a taxon.
Jako taxon byl zvolen bud’ stupen ploidie (pii analyze vSech jedincti dohromady) nebo taxon
odvozeny na zaklad¢ zjistené ploidie a alelického fenotypu (pfi analyze jednotlivych
ploidnich urovni zvlast). U naméfenych dat byly nejprve spocitany zakladni statistiky
(funkce descr.tax). Dale byly jednotlivé znaky testovany na normalni rozdéleni dat pomoci
Shapiro-Wilk testu (funkce shapiro.test). Znaky snenormalnim rozdélenim byly
transformovany pomoci dekadického logaritmu. Vztahy znakli byly zjiStény pomoci
Pearsonova korela¢niho koeficientu (funkce corr.p). Dvojice znakl s koeficientem >0,95
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byly povazovany za tésn¢ korelované (Marhold and Suda, 2002; Koutecky, 2015) a jeden
z dvojice byl z dalSich analyz vyfazen.

Pro odhaleni zakladni struktury dat byla provedena analyza hlavnich komponent
(PCA; funkce pca.calc). Soucasti této analyzy byla standardizace dat na nulovy pramér
a jednotkovou smérodatnou odchylku. Pro zjisténi znaki, které nejlépe odliSuji skupiny
(definované na zakladé stupné ploidie a alelického fenotypu), byla provedena kanonicka
diskriminac¢ni analyza (funkce disc.calc).

3.4.2. Geometrickd morfometrika (elipticka Fourierova analyza)

Pro zhodnoceni tvard listi byl vybran vzdy jen jeden list na jedince s celistvym
okrajem (bez vykousnuti od hmyzu apod.). V programu Shape (ver. 1. 3; Iwata and Ukai,
2002) byly listy podrobeny obrysové analyze zalozené na eliptickych Fourierovych
deskriptorech. Tvar listu byl nejprve pfeveden na tzv. fetézovy kod (podprogram
ChainCoder), ktery byl dale pifeveden na koeficienty Fourierovych deskriptorti za pomoci
20 harmonickych os (podprogram CHc2Nef). Z téchto koeficientii byla poté vypocitana
skore celkem 4 hlavnich komponent a byla vytvofena rekonstrukce primérného tvaru listu
odpovidajici poloze na hodnoté -2 a +2 smérodatné odchylky dané osy (podprogram
PrinComp). Vizualizace prvni a druhé komponenty (PC1 a PC2) byla provedena pomoci
sady funkci MorphoTools (Koutecky, 2015) v programu R (R Core Team, 2013).

3.5.Experimentalni k¥riZeni

Kvétenstvi byla ve stadiu poupat (30.4.2014) izolovana pomoci sackia z tkaniny Norinu
(Hedva). Po rozkvétu (15.5.2014) bylo provedeno opyleni mezi izolovanymi kvétenstvimi.
Seznam hybridizaci je uveden v Tab. 6. Po opyleni byla kvétenstvi opét izolovéana
Norinovymi sacky, které na nich zlistaly az do doby zralosti plodi. Malvice byly sebrany
v zafi a semena z nich byla analyzovana na prutokovém cytometru (viz vyse).

Tab. 6: Seznam uskutecnénych experimentalnich kiizeni.

donor vajicka donor pylu oznaceni
oznadeni stromu | druh (ploidie) | X |oznageni stromu | druh potomstva
S. danubialis S. aria D-A 1

O-11-178 IV/3 | s.str.
S. aria D-A 2

O-1I-174 11I/3 | (4x) X
S. danubialis
O-1I-174 11I/1 | (4x) X[O-1I-178 IV/4  |s.str.
S. cuculifera S. aria C-A 1
G-11-5 11/22 (3x) X|O-II-218 IV/20 |s.str.
X

S. cuculifera S. aria C-A 2
G-1I-5 11721 (3x) O-11-218 IV/20 | s.str.
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4.1. | Pritokova cytometrie

Vletech 2012-2014 bylo navstiveno 90 lokalit s vyskytem jetabti ze skupiny
j. muku, kde byly odebrany vzorky z 556 jedincii. VSichni jedinci byli podrobeni
cytometrické analyze pro zjiSteni DNA ploidie. U 244 rostlin, které plodily, byla
analyzovéana semena pro stanoveni reprodukcnich systémiti (FCSS). Morfometrické analyzy
byly provedeny u 465 jedinci (klasickd morfometrika) a 454 jedincl (geometricka
morfometrika). Molekularni analyza pomoci mikrosatelitovych markert byla uskute¢néna
u 496 jedinct. Studovani jedinci byli pomoci téchto analyz zafazeni do 9 taxonu (viz
kapitola Literdrni reSerSe), 1 podskupiny (S. pannonica agg.) a 2 apomiktickych
hybridogennich linii, rozpoznanych M. LepSim v NP Podyji (linie s pracovnim nazvem
wevanida“ a ,pinetorum). Daéle byla testovana analyza pylu pratokovou cytometrii
u 18 jedinct 7 Ceského stredohofi (S. collina, S. danubialis, S. bohemic a S. torminalis).
V Dendrologické zahrad€ v Prithonicich bylo uskute¢néno pilotni kiizeni 3 vybranych
taxont (7 jedincti patticich do druht S. cucullifera, S. danubialis a S. aria s.str.) pro zjisténi
moznosti oplodnéni vajicka ¢i endospermu cizim pylem.

Cast vysledki predkladané prace je zahrnuta v publikaci pfijaté do tisku (Lepsi et al.,
in press.; abstrakt viz Ptiloha 2).

4.1.1. Cytogeografie

Cytometrickou analyzou jedincti ze skupiny S. aria agg. nalezenych v Ceské
republice i zahrani¢i (viz Tab. 2 v kapitole Metodika) byly stanoveny 3 ploidni Grovné¢:
diploidni (2n=34), triploidni (2n=51) a tetraploidni (2n=68). Relativni velikost genomu pro
jednotlivé ploidni trovné byla 0,3686+-0,0090 SD u diploida, 0,5582+-0,0059 SD
u triploidt a 0,7535+-0,0102 SD u tetraploid, coz plné zapadéa do intervall pro jednotlivé
ploidie stanovené pocitanim chromozomu (Vit, 2006; Lepsi et al., 2008, 2013). Koeficienty
variance u jednotlivych analyz neptesahovaly 4,97 % (primér 2,61 %) pro vzorek a 2,99 %
(pramér 1,61 %) pro standard. Vzhledem k obsahu sekundarnich metabolitli v pletivech
Celedi Rosaceae jde o velmi nizké hodnoty ve srovnani s ostatnimi studiemi (napf.
Jedrzejczyk and Sliwinska, 2010). V ramci Ceské republiky bylo vice ploidnich trovni
nalezeno pouze na jizni Moravé (kde byly nalezeny vsechny tii cytotypy), kdezto vSichni
analyzovani jedinci z Cech byly ploidn& uniformni (tetraploidni). Detailni rozsifeni cytotypt
v CR zobrazuje mapa na Obr. 5, rozdifeni cytotypli analyzovanych jedinct v ramci
evropského prostoru mapa na Obr 6.
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Taxonomické zatazeni analyzovanych jedinct k jednotlivym druhtm ¢i liniim bylo
potvrzeno molekuldrnimi markery (viz dale). Az na jednu vyjimku byly vSechny studované
taxony a linie ploidné¢ homogenni. S. aria s.str. byl zanalyzovanych taxoni jedinym
diploidnim druhem. Cisté triploidnich skupin bylo 5: taxony S. cucullifera, S. moravica,
S. pontis-satani a linie ,,evanida* a ,,pinetorum*. PIné tetraploidni druhy byly 3: S. collina,
S. danubialis a S. thayensis. Cytotypova variabilita byla nalezena pouze u mad’arskych
jedinct fazenych do $ir$i skupiny S. pannonica agg., kde byly nalezeni triploidni a jeden
tetraploidni jedinec. Piehled ploidnich rovni u jednotlivych taxont a linii ukazuje Tab. 7.

Nejsirsi rozsiteni v Ceské republice maji tetraploidni S. danubialis (Cechy, Pojihlavi,
jizni Morava) a S. collina (Cechy). Diploidni druh S. aria s.str. se nachazi pouze v Podyji,
kde je ovSem bézny. Z triploidnich taxonti je nejhojnéjsi S. cucullifera, ktery je v Podyji
(NP Podyji a NP Thayatal) spolu s S. aria s.str. nejrozsifenéjSim druhem jefdbt. Ostatni
triploidni druhy a linie (S. moravica, S. pontis-satani, ,.evanida®, ,pinetorum®), stejné¢ jako
tetraploidni S. thayensis jsou svym vyskytem vazany pouze na n€kolik malo lokalit na jizni
Moravé (v Podyji, respektive Moravském krasu).

Tab. 7: Porovnani stanovenych DNA ploidnich urovni analyzovanych taxont a linii s po¢ty chromosomu
udavanymi v literatuie.

< P DNA udavany
pocet méfenych sy, 9 .
taxon s e o ploidni pocet literatura
jedinci . - o
uroven chromosomi
S. aria s.str. 56 2x 34 Kutzelnigg 1994
S. danubialis 231 4x 68 Kutzelnigg 1994
S. collina 119 4x 51 Lepsi et al. in press.
S. cuculifera 20 3x 51 Lepsi et al. in press.
S. thayensis 12 4x 68 Lepsi et al. in press.
S. moravica 13 3x 51 Lepsi et al. in press.
S. pontis-satani 11 3x 51 Lepsi et al. in press.
Warburg and Karpati 1968,
S. graeca 19 4x 68 Meyer et al. 2005
S. pannonica agg. 15 3x, 4x 51 Majovsky and Uhrikova 1990
S. subdanubialis 3 3x - -
"evanida" 7 3x - -
"pinetorum"' 8 3x - -

Krom¢ molekularné a morfologicky jasné definovanych taxoni a linii bylo
analyzovéno i 7 singularnich jedinct, tj. apomiktickych linii, které se od popsanych taxonli
1181 jak morfologicky, tak geneticky a jsou reprezentovany vétSinou pouze jedinou rostlinou.
Ctyii analyzovani singularni jedinci se nachazeli v NP Thayatal (lokalita Bor u Hardeggu)
atfi v CHKO Moravsky kras (lokalita Nad Katefinskou jeskyni). Pét singuldrnich jedinct
bylo tiploidnich (3 z NP Thayatal a 2 z M. krasu) a 2 tetraploidni (na kazd¢ lokalit¢ jeden).
Jejich ploidni tirovné jsou uvedeny v Tab. 8.
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Tab. 8: DNA ploidni urovné a lokality singularnich jedinci ze skupiny S. aria agg.

Cislo DNA ploidni
jedince uroven lokalita
250 3x Bor u Hardeggu
253 3x Bor u Hardeggu
M138 3x Bor u Hardeggu
b.204 Ax U zacatku cesty na Bory
172-13 4x Nad Katefinskou jeskyni
659-11 3x Nad Katefinskou jeskyni
655-11 3x Nad Katefinskou jeskyni

zpisob reprodukce u 244 plodicich jedinct:

4.1.2. Reprodukéni zpasoby (FCSS)
Analyzou semen prutokovou cytometrii (FCSS; Matzk et al., 2000) byl zjistovan

16 diploidnich (druh S. aria s.str.),

44 triploidnich (druhy/linii S. cucullifera, S. moravica, S. pontis-satani, S. thayensis,

"evanida" a"pinetorum") a 184 tetraploidnich (S. collina a S. danubialis). Celkem bylo
analyzovano 1476 semen. U 1193 z nich byla zjiSténa ploidie embrya i endospermu,
z jejichz poméru byl nasledné odvozen zplsob vzniku semene (viz Tab. 9). U zbylych
283 semen bylo detekovano pouze embryo, endosperm nebyl zietelny.

Tab. 9: Typy reprodukce stanovené na zaklad€ poméru ploidii embrya a endospermu u skupiny S. aria agg.
(Upraveno podle Matzk et al. 2000.)

pomér embrya | samiéi gameta EMBRYO ENDOSPERM samci gameta
a endospermu . | parteno- i . TYP REPRODUKCE
(1C hodnot) reduk. | nereduk. | oplozené genetické oplozenim | autonomné | reduk. | nereduk.
23 N « " " sexualni, redukované samdi
’ gamety
3:5 x X x x
neredukované sexualni
2:4 x x X autonomni apomixie
25 " " " " pseuvc,iogamle, redukované
samci gamety
pseudogamie,
2:6 x x x x neredukované samci
gamety
pseudogamni haploidni
1:3 x x x x partenogeneze, redukované
samci gamety
pseudogamni haploidni
1:4 X x X partenogeneze, nereduk.
samci gamety
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Zpoméri embrya a endospermu u analyzovanych semen bylo zji§téno
7 reprodukénich mechanismi: sexudlni rozmnozovani s redukovanymi gametami (pomér
2:3), sexudlni rozmnozovani sucasti neredukované sami¢i gamety (pomér 3:5),
pseudogamie s redukovanym pylem (pomér 2:5), pseudogamie s neredukovanym pylem
(pomér 2:6) a haploidni partenogeneze spojend s pseudogamii (pomér 1:3, respektive 1:4 —
podle typu sam¢i gamety — redukovana/neredukovand). Reprodukéni zpiisob autonomni
apomixie (pomér 2:4) nemohl byt s jistotou urcen, protoze ploidie endospermu je v tomto
ptipadé nerozlisitelna od jader bun€k embrya v G2 fazi bunééného cyklu (DNA je v tu chvili
zcela replikovand, ale bunka se jest¢ rozdélila), a proto s nim nebylo pocitano. VSechny
ploidie embryi a endospermt a jejich poméry nalezené u jednotlivych druhii jsou uvedeny
v Tab. 10. Interpretace téchto pomért je shrnuta v Tab. 11 a procentudlni zastoupeni
jednotlivych zpiisobli u studovanych druhti a linii uvadi Tab. 12. Histogramy nejcastéjSich
pomérli u vSech ploidii jsou na Obr. 7 a 8. Nékteré z nalezenych pomérii neodpovidaly
zadnému ze zdkladnich reprodukénich zplsobli (uvedenych v Tab. 9), ale jelikoz byly
detekovany opakované, byly zafazeny do analyz (jejich mozny vznik je diskutovan nize
v kapitole Diskuze). Pomér 4:16 (2:8) zjiStény opakované u semen jedinci vSech
tetraploidnich druhii (S. collina, S. danubialis i S. thayensis) naznacuje moznost vzniku
endospermu oplozenim 2 samcich gamet. Pro lepsi interpretaci vzniklych pomért
s predpokladanou ucasti neredukovanych samcich gamet byla testovana analyza pylu (viz
dale).
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Tab. 11: Odvozeni reprodukénich zplsobti z poméru ploidii embrya a endospermu pro jednotlivé cytotypy.
* U vypocitané velikosti sam¢i gamety m=2 nelze Casto rozhodnout, jedna-li se o neredukovanou gametu 2x
jedince ¢i redukovanou gametu 4x jedince. Pfipadné je také mozné, Ze byl endosperm oplozen dvéma
spermatickymi jadry, tedy 2x1n (tento pfipad je pravdépodobné relativné Casty, viz nize kapitola Diskuze).
Stejny pfipad je i u m=4, bud’ se jedna o neredukovanou gametu od 4x otce nebo 2 redukované.

ploidie vznik sami¢i | samci
ploidie ploidie |endo- vznik endo- gameta | gameta

matky | typ reprodukéniho zptsobu embrya |spermu |embrya |spermu | (f) (m)*

2x 2 3 f+m 2f+m 1 1
haploidni partenogeneze + pseudogamie

(reduk. samci gameta) 2 6 f 2f+m 2 2
haploidni partenogeneze + pseudogamie

ax (nereduk. samci gameta) 2 f 2f+m 2 4

4 f+m 2f+m 2 2

pseudogamie, redukované samci gamety 4 10 f 2f+m 4 2

pseudogamie, neredukované samci gamety 4 12 f 2f+m 4 4

haploidni partenogeneze + pseudogamie 2,5 7 f 2f+m 2,5 2

3 4 f+m 2f+m 1 2

2,5 4 f+m 2f+m 1,5 1

3x 4 7 f+m 2f+m 3 1

5 8 f+m 2f+m 3 2

pseudogamie, redukované samci gamety 3 7 f 2f+m 3 1

pseudogamie, neredukované samci gamety | 3 9 f 2f+m 3 3

pseudogamie, neredukované samci gamety Il 3 10 f 2f+m 3 4
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Obr. 7: Ukézka vyslednych histogramti cytometrickych analyz semen u tetraploidnich a diploidnich druht pro
jednotlivé reprodukéni zplisoby.
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Obr. 8: Ukézka vyslednych histogramti cytometrickych analyz semen u triploidnich druht a linii pro
jednotlivé reprodukéni zptlisoby.
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Tab. 12: Procentualni zastoupeni typ( reprodukénich zptsobl u jednotlivych druh( a linii. Hodnoty jsou
pocitany z celkového poctu semen, u kterych byly detekovany embryo i endosperm. Semena, kterd méla
odchyleny pomér ploidie embrya a endospermu od standardnich hodnot, jsou uvedeny ve sloupci ,,ostatni”.
* U linie ,,pinetorum® (3x) je 26% semen sice s nejasnym pomérem, jedna se ale zcela urcité o produkty
sexualniho procesu, protoze embryo je tetraploidni, avSak pomér ploidii embrya a endospermu tomu
neodpovida.

haploidni

partenogeneze

- vSechny pseudogamie, | pseudogamie,

moZnosti redukované | neredukované | ostatni
druh/linie dohromady samci gamety | samc¢i gamety | poméry
S. aria s.str. (2x) - 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
S. collina (4x) 0,0 0,6 0,0 11,2 83,4 4,7
S. cuculifera (3x) 0,0 0,8 0,0 89,0 8,7 1,6
S. danubialis (4x) 0,5 8,6 0,0 8,2 77,6 5,1
S. moravica (3x) 0,0 0,0 0,0 14,9 83,0 2,1
S. pontis-satani (3x) 0,0 0,0 0,0 12,5 87,5 0,0
S. thayensis (4x) 0,0 0,0 0,0 8,4 80,0 11,6
"evanida" (3x) 0,0 0,0 0,0 85,7 14,3 0,0
"pinetorum" (3x) 1,4 11,0 6,8 54,8 0,0 26,0*

VSichni analyzovani diploidni jedinci S. aria s.str. byli obligdtn¢ sexudlni. Mezi
polyploidnimi jedinci byli nalezeni jak fakultativni apomikti (S. danubialis, ,,pinetorum*),
tak stabilizované a témeét zcela obligatné apomiktické linie (S. moravica, S. pontis-satani,
S. thayensis a ,,evanida®). Dva druhy (S. collina a S. cucullifera) maji pravdépodobné jen
zbytkovou sexualitu — bylo u nich nalezeno jen 1 semeno vzniklé pohlavnim
rozmnozovanim, zbyla (168, respektive 126 semen) byla apomiktického pivodu.
Procentualni vyjadieni miry sexuality a apomixie u studovanych druhi a linii uvadi Tab. 13
a Obr. 9.

Tab. 13: Zatazeni studovanych druhti a linii S. aria agg. podle pievazujiciho reprodukéniho mechanismu.
* Vzhledem k mensimu poctu analyzovanych semen se neda vyloucit moznost zbytkové sexuality, ktera byla
nalezena u S. collina a S. cucullifera.

pocet
méfenych | % %
druh semen sexu | apomixie klasifikace druhu
S. aria s.str. (2x) 50| 100,0 0,0 | sexualni druh
stabilizovana apomikticka linie
S. collina (4x) 169 0,6 99,4 | s rezidualni sexualitou
stabilizovana apomikticka linie
S. cucullifera (3x) 127 0,8 99,2 | s rezidualni sexualitou
S. danubialis (4x) 548 8,6 91,4 | fakultativni apomikt
S. moravica (3x) 47 0,0 100,0 | stabilizovana apomikticka linie *
S. pontis-satani (3x) 32 0,0 100,0 | stabilizovana apomikticka linie *
S. thayensis (4x) 95 0,0 100,0 | stabilizovana apomikticka linie *
"evanida" (3x) 14 0,0 100,0 | stabilizovana apomikticka linie *
"pinetorum" (3x) 73| 43,8 56,2 | fakultativni apomikt
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Obr. 9: Procentualni zastoupeni sexualniho a /nebo apomiktického zplisobu rozmnozovani u studovanych
druhti a linii S. aria agg.

Ze 7 singularnich jedincti byly v letech 2012-2014 plodni jen 3, a to triploidni jedinci
250, 253 a M138 z lokality Bor u Hardeggu 1. VSechna semena jedinct 250 a M138 byla
pseudogamického ptivodu s 3x embryem a 8x ¢i 10x endospermem (vzniklym po oplodnéni
2x nebo 4x pylem). Vzhledem k vysoké variabilité semen jedince 253 jich bylo analyzovéano
vétsi mnozstvi nez u ostatnich jedincti (22 semen). Embrya tohoto singularniho jedince méla
velikost odpovidajici dvou az tfi a pil ndsobku ploidni urovné s plynulym piechodem.
U 4 semen se endosperm detekovat nepodaftilo. U zbylych semen z poméru ploidie embrya
a endospermu vyplyva, ze 17 semen vzniklo sexualnim rozmnozovanim a jen jedno semeno
obsahovalo embryo a endosperm odpovidajici haploidni partenogenezi spojené
s pseudogamii. Ploidie embrya a endospermu s odvozenim reprodukéniho zpisobu pro
vSechna semena jedince 253 uvadi Tab. 14.
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Tab. 14: Vysledky cytometrické analyzy semen u singularniho jedince 253 z lokality Bor u Hardeggu I.
* 2x samci gameta muZe byt bud neredukovana gameta od 2x jedince (S. aria s.str.) nebo redukovana gameta
od 4x (S. danubialis) pfipadné 3x jedince (S. cucullifera/ ,,pinetorum*/ jedinec 253). Také se muze jednat

o oplozeni endospermu dvéma redukovanymi spermatickymi jadry od 2x jedince (2x1n)

ploidie vznik samdi

ploidie | endo- typ reprodukéniho vznik endo- samici gameta
semeno | embrya | spermu zpUsobu embrya | spermu |gameta (f) (m)
253-1 2,06 - - - - - -

haploidni partenogeneze
253-2 2,19 6,95 |+ pseudogamie (reduk. f 2f+m 2,19 2,58
samci gameta)

253-3 2,23 3,55 f+m 2f+m 1,32 0,92
253-4 2,25 3,62 f+m 2f+m 1,37 0,88
253-5 2,32 3,58 f+m 2f+m 1,26 1,06
253-6 2,40 3,81 f+m 2f+m 1,41 0,98
253-7 2,41 3,86 f+m 2f+m 1,45 0,96
253-8 2,43 3,91 f+m 2f+m 1,48 0,94
253-9 2,44 3,89 f+m 2f+m 1,45 0,99
253-10 2,45 4,09 f+m 2f+m 1,64 0,80
253-11 2,45 3,94 f+m 2f+m 1,49 0,96
253-12 2,46 3,77 f+m 2f+m 1,31 1,14
253-13 2,47 3,91 f+m 2f+m 1,44 1,03
253-14 2,50 3,99 f+m 2f+m 1,49 1,01
253-15 2,52 4,15 f+m 2f+m 1,64 0,88
253-16 2,56 - - - - -
253-17 2,62 4,32 f+m 2f+m 1,70 0,92
253-18 2,66 4,40 f+m 2f+m 1,75 0,91
253-19 2,81 - - - -
253-20 3,37 4,73 | sexualni* f+m 2f+m 1,36 2,01*
253-21 3,49 4,97 |sexualni* f+m 2f+m 1,48 2,01*
253-22 3,55 - - - - - -
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4.1.3. Geograficka vazba miry sexuality u S. danubialis na regiony CR

Vétsina studovanych druhii Ceské republiky je svym vyskytem vazana jen na malou
oblast (s vyjimkou S. danubialis a S. collina) a u velké Casti ze zkoumanych taxonli byl
navic nalezen pouze jeden typ rozmnozovani (sexudlni u S. aria s.str. a obligatni apomixie
u S. moravica, S. pontis-satani, S. thayensis, ,evanida®. Z apomiktl s rezidudlni sexualitou
se S. cucullifera vyskytuje jen v NP Podyji (0,8 % zjisténé rezidudlni sexuality). Druhy
taxon, S. collina, je sice v Cechach Siroce rozsifeny, ale opét zbytkova sexualita je velmi
vzacna (0,6 % analyzovanych semen, a to pouze na lokalité Ostry v Ceském stiedohoif).
Fakultativné apomikticka linie ,pinetorum® s t¢émé&f 50% sexualitou je vdzana jen na oblast
Podyji (NP Thayatal). Z diivodu nizké sexuality u Siroce rozsifeného S. collina a omezeného
roz$ifeni taxond s vysokou mirou variability v reprodukénich systémech byla analyza
zastoupeni reprodukénich zptisobli v jednotlivych regionech CR provedena jen u Siroce
rozsiten¢ho a fakultativné apomiktického druhu S. danubialis. Procentudlni zastoupeni
sexualniho a apomiktického rozmnozovani u tohoto druhu v jednotlivych regionech
a fytochorionech Ceské republiky ukazuje Tab. 15 a Obr. 10. Nejvétsi zastoupeni sexualniho
rozmnozovani (14 %) bylo nalezeno ve fytochorionu Ralsko-Bezdézska tabule, kde byl ale
analyzovan jen velmi maly pocet semen — pouze 7. Druhé nejvétsi zastoupeni pohlavniho
rozmnoZovani vykazuje region Ceské stfedohoii (11 %), kde byl vzorek analyzovanych
semen naopak nejvétsi (403 semen), protoze S. danubialis je zde nejhojn&jSim druhem
agregatu a také bylo v této oblasti velké procento jedincii plodnych v letech, kdy byly
vzorky sbirdny. V regionech Cesky kras, Dzban a Moravsky kras nebylo nalezeno zadné
semeno jetabu dunajského, které by vzniklo pohlavni cestou.

Tab. 15: Pomér pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovani u S. danubialis v jednotlivych regionech Ceské
republiky (plus NP Thayatal v Dolnich Rakousech pfilehly k NP Podyji, viz *).

celkovy pohlavni apomixie
oblast fytochorion pocet | rozmnozovani P o
0 [%]
semen [%]
Cesky kras Cesky kras 16 0 100
Doupovské vrchy Doupovské vrchy 15 7 93
Dzban Dzban 7 0 100
Eeské stredohofi Labske stredohori, 403 11 89
MileSovské stfedohofi
Moravsky kras Moravsky kras 7 0 100
" Moravské podhufi Vysociny,
Podyji Dolni Rakousy* 44 2 98
Pojihlavi Moravské podhufi Vysoc&iny 46 2 98
Ralsko-Bezdézska tabule | Ralsko-Bezdézska tabule 7 14 86
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Obr. 10: Procentudlni zastoupeni sexualniho a apomiktického rozmnozovani u S. danubialis v jednotlivych
regionech Ceské republiky (mapovy podklad ptevzaty z http:/geoportal.alej.cz).

4.1.4. Analyza pylu

v

Pro ptesnéjsi interpretaci vysledkli analyzy semen byla vyzkouSena analyza pylu
prutokovou cytometrii. Postup publikovany autory Kron et al. (2012) se nepodafilo
optimalizovat pro testované jedince a analyzu s fluorescencnim barvivem DAPI.
Modifikovanou metodikou podle Dolezel et al. (2007; viz kapitola Metodika) se analyza
alespont Castecné zdafila. Vytézek jader byl sice velice nizky, ale jednotlivé piky na
vysledném histogramu byly jasné rozpoznatelné. Pyl byl analyzovan u 18 jedinct: 8 jedinct
S. danubialis (4x), 5 jedinci S. collina (4x), 4 jedinci S. bohemica (3x) a 1 jedince
S. torminalis (2x). Celkem bylo provedeno 59 analyz, z ¢ehoz 16 bylo uspésnych (byla
detekovana generativni i vegetativni jadra), 12 jen ¢asteéné uspésnych (byla detekovana jen
generativni jadra) a zbylych 31 neuspésnych.

Rod Sorbus ma tzv. binuklearni (dvoujaderny) pyl, ktery obsahuje az do stadia
pylové lacky jen 2 buiky: jadro bunky vegetativni o velikosti 1n a druhé jadro bunky
generativni o velikosti 2n, které se az po vykliceni pylu rozd€li na 2 jadra spermaticka
(o velikosti 1n). Analyza pylu byla Gspés$na u tetraploidnich druhii S. collina a S. danubialis,
kde byla ve vétsin¢ analyz detekovéana pylova jadra o velikosti In (2x, vegetativni jadra)
a2n (4x, generativni jadra), odpovidajici redukovanému pylu (ukdzkové histogramy viz
Obr. 11). Tretina analyz byla jen Caste¢né UspéSnd — obsahovala jen 2n (4x) jadra
generativni bunky. V zadné z analyz se neobjevila jadra o velikosti 4n (8x), ktera by
odpovidala neredukovanému pylu. U diploidniho druhu S. torminalis se analyza pylu zdatila
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jen castecné. Pik vegetativnich jader o velikosti 1n (1x) byl ve vSech analyzach nezietelny,
takze byl znatelny jen pik generativnich jader (1n=2x; viz Obr. 12). U triploidnich jedinct
S. bohemica se nepodaftilo detekovat Zadna jadra.

Potet jader

Potet jader

Obr. 11: Analyza pylu prutokovou cytometrii. Vysledné histogramy pro druhy S. collina a S. danubialis.
Pylova zrna obsahuji jadro buiiky vegetativni (2x) a jadro buriky generativni (4x), ktera pii kliceni pylové
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Obr. 12: Analyza pylu pritokovou cytometrii. Na vysledném histogramu pro druh S. forminalis je ztetelné
pouze jadro generativni bunky (2n, 2x), ktera da pfi kliceni pylové lacky vznik dvéma 1n spermatickym
jadrim. Jadro bunky vegetativni (1n) neni v analyze zfetelné. Jedna se o redukovany pyl.

4.1.5. Experimentalni k¥FiZeni

Ze Ctyt provedenych kiizeni byla Gspésna jen 2, a to ob€ kiiZzeni druht S. cucullifera
(3x) a S. aria s.str (2x). Diploidni jedinec S. aria s.str. byl v obou pfipadech donorem pylu.
Jedinci S. danubialis oplodnéni druhem S. aria s.str. nevytvorili zaddné malvice.
Uskute¢néna kiizeni s oznacenim potomstva a pocty vzniklych semen viz Tab. 16.

Celkem bylo zanalyzovano 20 semen, u kterych byla zjisténa ploidie jak embrya, tak
endospermu. VSechna semena obsahovala 3x embryo a 8x endosperm. Jen jedno semeno
z potomstva C-A_ 2 obsahovala krom¢ 3x embrya a 8x endospermu jesté jeden pik navic —
odpovidajici 16x. Pravdépodobné se jednalo o G2 fazi bunééného cyklu endospermu.
Vsechny zjistené poméry odpovidaji pseudogamii, apomiktickému rozmnozovani
spojenému s oplozenim centralnich jader zarodeéného vaku. Samic¢i gameta (od 3x
S. cucullifera) byla v tomto pfipadné neredukovand (3x), sam¢i (od 2x S. aria s.str.) méla
velikost 2n (2x), coz mohla byt 1 neredukovana gameta ¢i 2 redukované gamety.

Tab. 16: Potomstvo pochazejici z pokusnych ktizeni. Vznikla semena byla analyzovana metodou pritokové
cytometrie.
A —S. aria s.str., C = S. cucullifera, D — S. danubialis.

pomér
oznaceni | pocet ploidii
donor vajicka X donor pylu potomstva | semen | embrya a
oznaceni stromu druh | ploidie oznaceni stromu | druh | ploidie endospermu
O-1I-174 111/3 D 4 X | O-11-178 IvV/3 A 2x D-A_1 0 -
0-1I-174 11I/1 D 4x X | O-1I-178 IV/4 A 2x D-A_2 0 -
G-I1-5 11/22 C 3x X | 0-11-218 IV/20 A 2x C-A_1 15 3x : 8x
G-1I-5 11/21 C 3x X | 0-11-218 IV/20 A 2x C-A_2 5 3x : 8x
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4.2. | Molekularni analyzy — mikrosatelity

Molekularnim analyzam bylo podrobeno 495 jedinct vSech studovanych skupin rodu
Sorbus. Navic byli do analyzy ptidani jedinci z Norska, Slovenska a Makedonie, ktefi
nespadaji do piimo studovaného stiedoevropského regionu, avSak mohou ptinést dodatecné
informace a pomoci pfi interpretacich ziskanych dat (viz Tab. 17). Celkem bylo analyzovano
12 mikrosatelitovych tUsekli, které obsahovaly 232 alel. JelikoZz vétSina taxonl je
polyploidnich (resp. vyskytuje se vice ploidnich Grovni - 2x, 3x, 4x), ze skorovanych
alel vysledkii byla vytvofena binarni matice dat, kterd byla ddle vyhodnocena metodami
analyzy pro dominantni markery.

Tab. 17: Seznam druhtt a linii, u kterych byla provedena analyza mikrosateliti.
* Jedinci blize neurceni z Mad’arska a Norska, zafazeni do analyzy pro ziskani dodateénych informaci
uzitecnych pfi interpretaci dat.

Pocet analyzovanych

skupina jedinca
S. aria s.str. 56
S. collina 105
S. cucullifera 20
S. danubialis 210
S. graeca 20
S. moravica 12
S. pannonica agg. 14
S. pontis-satani 11
S. subdanubialis 3

S. thayensis 11
singularni jedinci (3x) 5
singularni jedinci (4x) 2
hybrid ariaxdanubialis 2

S. sp.* 9
"evanida" 7
"pinetorum" 8
celkem: 495
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4.2.1. Analyza hlavnich koordinat

Analyzou hlavnich koordinat (PCoA) byly jasné odliSeny vSechny studované taxony
a linie. Nejprve byli testovani vSichni jedinci rozdéleni do skupin podle ploidniho stupné
(Obr.13). V této analyze se podle prvnich dvou os (vysvétlujici 45,8 % a 12,0 % celkové
variability) jasn¢ odliSuji 3 skupiny tetraploidnich jedincti, nasledné oznacené jako
S. collina, S. danubialis a S. graeca. Dalsi kompaktni skupina je tvorena vS§emi diploidnimi
(S. aria s.str.) a dvéma tetraploidnimi jedinci, ktefi jsou umisténi na okraji. Triploidni a zbyli
tetraploidni jedinci tvoii izolované skupiny az pii zobrazeni 3. az 5. osy. Pro lepsi zobrazeni
struktury obou polyploidnich skupin byla tedy provedena PCoA separatné pro triploidni
a tetraploidni rostliny.

PCo2 (12.0%)

PCo1 (45.8%)

Obr. 13: Ordinacni diagram analyzy PCoA vSech studovanych jedinct rozdélenych podle stupné ploidie. Osy
vysvétluji 45,8 % a 12,0 % celkové variability. Z analyzy je patrné odliSeni 3 skupin tetraploidi
(1- S. danubialis, 2 — S. collina, 3 — S. graeca) a jedné skupiny tvorené diploidnimi jedinci (S. aria s.str.).

Pii samostatné analyze triploidnich jedinct doslo k jednozna¢nému oddéleni vSech
studovanych skupin jiz podle prvnich dvou os (vysvétlujici 30,3 % a 17,0 % variability,
Obr.14). Odlisily se tedy taxony S. cucullifera, S. moravica, S. pannonica agg., S. pontis-
satani, S. subdanubialis a linie ,,evanida“ a ,pinetorum*. Jelikoz je vétSina triploidnich
druhti obligatn¢ apomiktickd, tvofi Casto jen jeden genotyp a jedinci se tak v grafu
prekryvaji (naptiklad S. moravica a linie ,,evanida). Dva hybridni jedinci (ariaxdanubialis)
tvofi samostatnou skupinu. V prostoru prvnich dvou os jsou si blizci tfi singularni jedinci
z Podyji, kdezto jeden singularni jedinec z Moravského krasu spadd do okoli
S. subdanubialis a druhy kS. pontis-satani. Rostliny s pfedpoklddanou piislusnosti
k S. pannonica agg. vytvotily dvé skupiny, a to pomérné vzdalené (viz také nize Obr. 16).
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Obr. 14: Ordinacni diagram analyzy PCoA triploidnich jedincd: hybrid ariaxdanubialis (had), singularni
jedinci (sin), S. subdanubialis (subd), S. cucullifera (cuc), ,,evanida®“ (eva), S. moravica (mor), S. pannonica
agg. (pan), ,pinetorum’ (pin), S. pontis-satani (ps) a jeden blize neurceny jedinec ze Slovenska (sp.). Osy
vysvétluji 30,3 % a 17,0 % celkové variability.

Zeleny krouzek — singularni jedinci z Podyji. Cerveny krouzek — singulérni jedinci z Moravského krasu. Cerny
kruh — skupina S. pannonica agg. A. Modry kruh — S. pannonica agg. B.

Pfi analyze hlavnich koordinat zahrnujici pouze tetraploidni jedince (prvni dvé osy
vysvétluyji 81,4% a 6,1% celkové variability; Obr. 15) se jednoznacné oddélily vSechny
predpokladané druhy: S. collina, S. danubialis, S. graeca a S. thayensis. Tii singularni
jedinci vytvoftili také samostatnou skupinu, piestoze se jedna o geograficky vzdalené jedince
(z Podyji, Moravského krasu a Ordog Oron v Madarsku). Jediny tetraploidni zastupce
S. pannonica agg. je blizky druhu S. graeca a pii analyze vSech jedinct byl soucasti skupiny
B (viz nize Obr. 16). Dale byli do analyzy zafazeni jedinci z Makedonie, ktefi vytvofili
samostatnou variabilni skupinu. Pfi analyze vSech jedincii spadaly tyto makedonské vzorky
do blizkosti S. aria s.str.
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Obr. 15: Ordina¢ni diagram analyzy PCoA tetraploidnich jedinct: S. collina (col), S. danubialis (dan),
S. graeca (grae), S. thayensis (thay), S. pannonica agg. (pan B) a singularni jedinci (sin) a jefaby z Makedonie
a Norska (sp.). Prvni osa vysvétluje 81,4 % a druha 6,1 % celkové variability.

RozloZeni vSech jedincl v prostoru prvnich dvou koordindt (vysvétlujici 45,8%
a 12% variability) naznacuje, jaké druhy by mohly byt rodi¢i hybridogennich polyploida ze
skupiny S. aria agg. (viz Obr. 16). VétSina triploidd se nachazi mezi diploidnim taxonem
S. aria s.str. a tetraploidnim S. danubialis. Pouze jedina triploidni skupina — S. pannonica
agg. B — lezi mezi S. aria s.str. a taxony S. graeca a S. collina. Druh S. thayensis (4x) je
z hybridogennich druhti nejblize S. aria s.str.

Pfi porovnani velikosti shlukii jednotlivych taxont je zietelné, ze nejvétsi variabilitu
ma sexualni S. aria s.str. Fakultativné apomikticky druh S. danubialis se ptekvapivé jevi
mén¢ variabilni nez témét obligatni apomikt S. collina. Druhy fakultativni apomikt, linie
Lwpinetorum®, tvori stejné kompaktni shluk jako ostatni triploidni skupiny (obligatné
apomiktické), ale tomuto vysledku asi nelze prikladat velkou véhu, nebot’ byl analyzovan
jen maly pocet jedincii téchto druht/linii.
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Obr. 16: Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich koordinat vSech studovanych jedinci rozlisenych podle stupné
ploidie. Osy vysvétluji 45,8 % a 12,0 % celkové variability.
Triploidni taxony: hybrid ariaxdanubialis (had), singularni jedinci (sin), S. subdanubialis (subd), S. cucullifera
(cuc), ,evanida* (eva), S. moravica (mor), S. pannonica agg. (pan), ,,pinetorum* (pin), S. pontis-satani (ps)
a jeden blize neurceny jedinec ze Slovenska (sp.).

4.2.2. Sdilené alelické fenotypy

Skupiny definované na zakladé PCoA a stupné ploidie byly nasledné analyzovéany
pomoci programu Arlequin. Nejprve byly zjistény shodné alelické fenotypy mezi vSemi
jedinci. Stejny fenotyp vykazovaly pouze vzorky pattici do jednoho druhu, nenaSly se Zadné
mezidruhové sdilené fenotypy.

Podrobnéjsi analyze populaci byly podrobeny pouze Siroce rozsitené taxony — S. aria
s.str., S. collina, S. danubialis a S. graeca. U sexudlniho druhu S. aria s.str. se nenasly zadné
sdilené alelické fenotypy mezi populacemi, dokonce ani mezi jedinci v ramci populace, tj.
vSech 55 analyzovanych jedincit mélo unikatni skladbu alel.

Populace S. collina (t¢méf obligatni apomikt) z Ceského stiedohoii sdili alely pouze
mezi sebou, nikoli s ostatnimi regiony. Naproti tomu u populaci z Ceského krasu,
Kiivoklatska a Stfedniho Povltavi byly nalezeny alelické fenotypy sdilené témito oblastmi.
Vyjimkou byly populace Smetanova vyhlidka (Stfedni Povltavi), Sv. Jan pod Skalou (Cs.
kras) a Zbefno (Kiivoklatsko), které vykazovaly shodny alelicky fenotyp pouze
s populacemi v ramci svého regionu. Pouze jedina lokalita, Slovice na Kiivoklatsku, méla
unikatni slozeni alel, které nebylo nalezeno nikde jinde. Jedna se o zanikajici lokalitu, kde
byla (oproti literarnim pramentim) nalezena pouze jedina rostlina.
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U druhu S. danubialis byla odhalena vazba jednotlivych alelickych fenotypti na zemi
pivodu. Ceské, mad’arské a némecké populace vétsinou nesdili identické sady alel mezi
sebou, ale pouze v ramci zemé. Vyjimky tvoii populace Vértes Mts — Szedres volgy (Mad’.),
jejiz jedinci maji shodné fenotypy s vétSinou Ceskych populaci, a populace udoli feky Naab
(N&ém.), ktera sdili sadu alel s &eskou populaci na Plesivci (Ceské stiedohoti). V ramci Ceské
republiky maji identické alelické fenotypy rostliny z populaci napti¢ vSemi regiony, tedy
Ceskym sttedohotim, Doupovskymi horami, DZbanem, Ceskym krasem, Kiivoklatskem,
Stfednim Povltavim, Pojihlavim, Moravskym krasem i Podyjim. Jedind unikétni sada alel je
vazana pouze na dvé populace, a to na lokalitach Kozinecka strafi (Dzban) a Mileovka (Cs.
Stfedohofti).

4.2.3. Analyza molekularni variance (AMOVA)

Nejprve byla provedena AMOVA se skupinami podle ploidni Grovné a dal§im
rozdeleni jedinct do taxonl. Z vysledkid (uvedenych v Tab.18) je patrné, Ze nejveétsi podil
variability se nachdzi mezi taxony se stejnou ploidni trovni. Mensi podil variability je dan
rozdily mezi jedinci v rdmci druhti. Fixa¢ni index Fsr (0,82538) naznacuje vysokou miru
diferenciace mezi ploidiemi.

Tab. 18: Analyza molekularni variance (AMOVA) — porovnani skupin podle ploidniho stupné a jednotlivych
taxont studovanych druht/linii rodu Sorbus.

suma variacni procento
zdroj variability d. f. ¢tverca komponenty |variability
mezi skupinami (ploidiemi) 2| 992,938 -3,62528 Va -21,62
mezi taxony v ramci skupin 16| 4812,095 17,46692 Vb 104,16
uvnitt taxona 476 | 1393,937 2,92844 Vc 17,46
celkem 494 | 7198,971 16,77008 100,00

Fsr: 0,82538 (p<0,001)

Druhy béh analyzy AMOVA byl proveden s rozdélenim jedinci do skupin podle
taxonll a do podskupin podle populaci. Do této analyzy byly opét zahrnuty jen Siroce
rozSitené¢ druhy tvofici vétSi pocet populaci: S. aria s.str., S. collina, S. danubialis
a S. graeca. Z vysledkl (viz Tab. 19) je patrné, Ze nejvétsi procento variability (85,8 %) se
nachazi mezi témito taxony. Pfiblizné stejny dil pak pfipada na mezipopulacni (6,79 %)
a vnitropopulacni (7,41 %) variabilitu. Fixa¢ni index Fsr byl u této analyzy mirné vyssi
(0,925594) nez u analyzy pfedchozi, coz ukazuje na vyssi miru diferenciace mezi taxony nez
mezi ploidiemi.
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Tab. 19: Analyza molekularni variance (AMOVA) — porovnani vybranych, Siroce rozsifenych taxonu a jejich
populaci.

suma variacni procento
zdroj variability d.f. Ctverct komponenty |variability
mezi taxony 3] 4199,301 17,29915 Va 85,8
mezi populacemi v ramci
taxon( 92| 631,788 1,36892 Vb 6,79
uvnitf populaci 295| 440,481 1,49316 Vc 7,41
Celkem 390 5271,57 20,16123 100,00

Fs: 0,92594 (p<0,001)

4.2.4. Variabilita v ramci druhu

Porovnani variability jednotlivych druhti bylo provedeno pomoci poc¢tu genotypi,
poctu polymorfnich lokusii a indexu AGD (,,Average gene diversity over all loci“, Nei,
1987; viz. Tab. 20). Podle ocekavani vykazuje nejvétsi variabilitu diploidni sexudlni druh
S. aria s.str. (AGD=0,127), kde mé& kazdy jedinec svou unikéatni sadu alel. Ne&které
apomiktické skupiny maji naopak jediny genotyp, a tedy nulovy pocet polymorfnich lokust
1 AGD. Jedna se o druh S. moravica a linii ,,evanida‘.

Piekvapivym vysledkem je pak porovnéani fakultativnich apomiktli s obligatnimi
apomikty. Tetraploidni druh S. danubialis (témet 9 % pohlavniho rozmnoZovani;
AGD=0,0048) vykazuje niz§i variabilitu nez S. collina (apomikt s rezidualni sexualitou
0,6 %; AGD=0,0097), a dokonce i nez obligatné¢ apomikticky S. thayensis (AGD=0,0062;
1 kdyz vzhledem k fadové mensimu poctu analyzovanych jedinct S. thayensis nemusi byt
tento vysledek signifikantni). Linie ,pinetorum* svysokym podilem sexudlniho
rozmnozovani (44 %) ma necekané jesté niz$i hodnotu AGD (0,0018) nez S. danubialis,
inez S. cucullifera (apomikt s rezidualni sexualitou 0,8 %; AGD=0,0031).

Vysoké pocty polymorfnich lokusti a fadové vys$si hodnoty AGD oproti ¢eskym
polyploidim maji druh S. graeca a skupiny S. pannonica agg. A i B. Tyto zahrani¢ni
skupiny bohuZzel nebyly podrobeny analyze reprodukcnich zptsobi. U skupiny S. pannonica
agg. ale vyssi variabilita ocekdvana byla, nebot’ se nejedna o jasn¢ vymezenou skupinu, jde
o sbérnou skupinu velice blizkych taxoni.
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Tab. 20: Porovnani genetické variability mezi jednotlivymi druhy a liniemi S. aria agg. s ohledem na jejich
reprodukéni mechanismus.
AGD = , Average gene diversity over all loci“ (pravdépodobnost, ze dvé nahodné vybrané homologni alely

jsou rozdilné), S.E. = standardni chyba AGD.

pocet
poly-
pocet | pocet celkovy | morfnich reprodukéni

skupina jedinch | genotypti | pocet alel | lokusti AGD s.d. zplsob

S. aria s.str. 55 55 213 154 | 0,127257 | +/-0,062787 | sexualni druh
apomixie s
rezidudlni

S. collina 105 23 231 31| 0,009722 | +/-0,005976 | sexualitou
apomixie s
rezidudlni

S. cucullifera 20 3 232 3| 0,003131| +/-0,00272 | sexualitou
fakultativni
apomixie (9 %

S. danubialis 210 28 232 21| 0,004782 | +/-0,003474 | pohl. rozmn.)

S. graeca 20 9 232 18| 0,01284| +/-0,007821 |-
obligatni

S. moravica 12 1 232 0 0 +/-0 | apomixie

S. pannonica agg. A 5 4 232 32| 0,056034 | +/-0,035666 |-

S. pannonica agg. B

(3x) 9 5 232 41| 0,076149 | +/-0,042441 | -
obligatni

S. pontis-satani 11 2 232 1| 0,000784 | +/-0,001232 | apomixie

S. subdanubialis 3 2 210 41 0,012698 | +/-0,011397 | -
obligatni

S. thayensis 11 3 232 4| 0,00627 | +/-0,00464 | apomixie
obligatni

"evanida" 7 1 232 0 0 +/- 0 | apomixie
fakultativni
apomixie (44 %

"pinetorum" 8 2 232 1| 0,001847 | +/-0,002104 | pohl. rozmn.)

4.2.5. Vnitropopulacni variabilita Siroce rozsifenych druhi

Vysledky analyzy variability uvnitt populaci uvadi Tab. 21. U sexualniho druhu
S. aria s.str. jsou hodnoty AGD pro jednotlivé populace nejvyssi, pohybuji se v rozpéti
0,132 a 0,065. Stejné tak minimalni (28) i maximalni (46) pocty polymorfnich lokusii

v populaci jsou u tohoto druhu fadové vyssi nez u ostatnich. Na variabilitu populaci jefabu
muku navazuji s jistym odstupem populace S. graeca, s maximalni hodnotou AGD 0,017
a poctem polymorfnich lokustii 6. Populace S. collina jsou podle téchto ukazateli
variabilnéjsi, nez populace S. danubialis (nejvyssi AGD 0,0115 oproti 0,0065). Tii
nejvariabilnéjsi populace u jefabu dunajského jsou z Mad’arska. U kazdého polyploidniho
druhu se vyskytuji populace tvofené rostlinami se shodnym genotypem, maji tedy nulovy
pocet polymorfnich lokusti i nulovy index AGD. U S. collina je ovSem pocet takovychto
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populaci relativné nizky (10 %), kdezto u S. graeca je takovych populaci 46 % a u
S. danubialis 64 %.

Tab. 21: Porovnani genetické variability mezi jednotlivymi populacemi vybranych, Siroce rozsifenych druht

S. aria agg.

AGD = ,,Average gene diversity over all loci* (pravdépodobnost, Ze dvé nahodné vybrané homologni alely

jsou rozdilné), S.E. = standardni chyba AGD.

pocet
celkovy | poly-
pocet | pocet pocet morfnich
druh populace jedinch | genotypi | alel lokusti AGD S.E.
max | Col de Cabre (FR) 3 3 232 46|0.132184 | +/- 0.100433
S. aria s.str. | min | Belianske Tatry 4 4 232 28| 0.064655 | +/- 0.043992
max | Sutomsky vrch 3 3 232 410.011494 | +/-0.010316
S. collina min | Skryjska jezirka 4 1 231 0|+/-0
max | Sas Hegy 4 3 232 310.006466 |+/-0.005770
S. danubialis | min | (29 populaci ze 45) - - - - 0f-
max | Bakony - N of town 3 3 232 610.017241 | +/- 0.014652
S. graeca min | Balaton - Malom volgy 1 232 0|+/-0
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4.3. | Morfometrika

Celkem bylo

morfometrickymi  metodami
morfometrika), respektive 449 jedincl (geometrickd morfometrika) patficich do vSech
studovanych druhii. Listy jefabl jsou ¢asto napadany a niceny fytofagnim hmyzem, proto
jsou pocty analyzovanych jedinct pro nékteré méné rozsitené druhy velice nizké — béhem
dvou let sbéri nebyly u nékterych nalezenych jedincti (pfedevsim druhu S. pontis-satani
a linie ,pinetorum®) za&dné vhodné listy pro morfometrické zpracovani. Pocty méfenych
jedincti jednotlivych skupin uvadi Tab. 22.

Tab. 22: Pocty jedinc hodnocené v morfometrickych analyzach.

zhodnoceno

po€ty analyzovanych jedinci

druh/linie klasickou geometrickou
morfometrikou | morfometrikou
S. aria s.str. 37 31
S. collina 107 107
S. cuculifera 16 16
S. danubialis 217 216
S. graeca 19 19
S. moravica 13 8
S. pannonica agg. 14 14
S. pontis-satani 8 7
S. subdanubialis 2 2
S. thayensis 11 11
"evanida" 7 7
"pinetorum" 5 5
singularni jedinci 5 5
hybrid
ariaxdanubialis 1 1
celkem: 462 449

4.3.1. Klasicka (numericka) morfometrika

(numericka

Pti analyze numerickych morfologickych dat byl nejprve proveden test na normalni
rozdéleni jednotlivych znakii. Znaky P, T3, A3V, T34, NV, NVP, L/'W, L/WB, T3/L, T3/W,
T34/L a NV/L nemély normalni rozdéleni, byly tedy transformovany pomoci dekadického
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logaritmu (zkratky znakt viz vySe Tab. 5, kapitola Metodika). Test korelace znakli pomoci
Pearsonova korelaéniho koeficientu odhalil tésnou vazbu (hodnota koeficientu > 0,95;
Marhold and Suda, 2002) znakit NV-NVP (0,97) a znakt T3/L a T3/W (0,96). Znaky NVP
a T3/W byly vytazeny. Dal$i nejtésnéjsi korelaci, ktera ovSem nepiekrocila stanovenou
hranici, prokazovaly znaky L-WB (0,92), T3-T3/L (0,91) a NV/L-WB (0,84).

Analyzy numerickych dat byly provedeny nejprve na celém souboru dat, kde byli
jedinci oznaeni podle ploidniho stupné. Poté byly testovany jednotlivé podsoubory:
1. roz8ifené druhy, 2. tetraploidni d. a 3. triploidni d. V téchto podsouborech byli dale
jedinci rozdéleni podle taxont definovanych stupném ploidie, reprodukénim zplisobem
a mikrosatelitovym pattern. Pfi analyzach jednotlivych podskupin byla vzdy data opétovné
testovana na normalni rozdé¢leni a korelaci znakd.

Analyza vSech jedinci

Analyza hlavnich komponent pro vSechna data (465 jedinci, 16 znakt) s rozdélenim
jedinci na 3 skupiny podle ploidniho stupné (2x, 3x, 4x) ukazala castetné oddéleni
jednotlivych skupin podle prvnich 3 os, které dohromady vysvétlovaly 59,71 % variability
(viz Obr. 17 a 18). Déle byl vytvofen diagram znazoriiujici prvni 2 osy, kde jsou jedinci
spojeni s centroidem své skupiny (Obr. 19). Hlavni znaky, které pfispivaji k oddéleni
délka cCepele (L), relativni pocet zilek (NV/L) a Sitka cepele (W). S druhou osou, ktera
odlisuje tetraploidy od zbylych dvou ploidnich tirovni, jsou nejvice korelované znaky pomér
délky a sitky Cepele (L/W), uhel baze (AB) a relativni hloubka zafezu mezi 3. a 4. zilkou od
baze (T3/L). Korelace jednotlivych znakl s prvnimi dvéma osami ukazuje Obr. 20 a jejich
korelace s prvnimi tfemi osami je uvedena v Tab. 23.
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Obr. 17: Analyza hlavnich komponent v§ech jedinct s 16 znaky s rozdélenim jedincd do 3 skupin podle
ploidie. Prvni dvé osy vysvétluji 26,66 % a 16,96 % variability. Z obrazku je patrné ¢aste¢né oddéleni
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Obr. 19. Diagram analyzy hlavnich komponent znazorfiujici jedince pfipojené k centroidu skupin (dle
ploidniho stupn¢) v prostoru prvnich dvou os (PC1 26,66 %, PC2 16,96 %).

Cervené — diploidi, $edé — triploidi, modfe — tetraploidi.
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Obr. 20: Korelace znak s prvnimi dvéma osami pii analyze hlavnich komponent v§ech jedinct.
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Tab. 23: Korelaéni koeficienty znakl s prvnimi tfemi osami pfi analyze hlavnich komponent vSech jedinct.

Nejvice korelované znaky s jednotlivymi osami jsou vyznaceny tucné.

Cislo

znaku kod PCI PC2 PC3
1L -0,9175 0,1716 0,1602
2| W -0,8377| -0,4163 0,2628
3| WB -0,9693 0,0655| -0,0280
4 | logP -0,3825 0,0109| -0,1279
5| 1ogT3 -0,0717| -0,5940| -0,5403
6| AA -0,5105| -0,3483 | -0,0890
7| AB 0,1115] -0,6675 0,6050
8 | logA3V 0,1891]| -0,4639 0,6943
9] A3T -0,2637 | -0,0441 0,3863
10 | logT34 -0,2545 0,2586 0,3698
11| logNV -0,0707 0,1499 0,6101
12 | logL/W 0,0056 09119 -0,1952
13 | loglL/WB 0,3432 0,2193 0,4436
14 | logT3/L 0,3108| -0,6150| -0,5718
15 | logT34/L 0,4343 0,1338 0,2406
16 | logNV/L 0,8835| -0,0728 0,1917

Analyza pouze Siroce rozsifenych druhu

Kvili zjisténi morfologické variability u Siroce rozsifenych druht ve sttedni Evropé
byla dalsi analyza hlavnich komponent provedena pouze s témito druhy, tedy S. aria s.str.
(2x), S. collina, S. danubialis a S. graeca (vSechny 4x). Tato PCA byla provedena jak
s jednotlivymi jedinci (Obr. 21), tak s popula¢nimi priméry (Obr. 22). Vysledky PCA
jedinct ukazaly, ze S. collina tvofi jeden shluk se S. graeca. Pti PCA s popula¢nimi prameéry
se ovSem S. graeca se S. collina uz tak jasné nepiekryva. Od téchto dvou druhti se v obou
analyzach jasné odliSuje S. danubialis, a to podle prvni osy vysvétlyjici 28,14 % (PCA
jedincit), respektive 36,63 % (PCA populaci) variability. Podle druhé osy, vysvétlujici
16,66 % (pti PCA jedinci; 21,38 % pii PCA populaci), se oddéluje S. aria s.str. od zbylych
tetraploidnich jedinct.

S ohledem na reproduk¢ni zpusoby je v PCA populaci zfetelnd vétSi variabilita
sexualniho diploidniho druhu S. aria s.str. nez apomiktickych tetraploidnich taxont (viz
Obr. 21 a 22). Morfologicka variabilita fakultativniho apomikta S. danubialis s necelymi
9 % zbytkové sexuality je podle o¢ekavani SirSi nez variabilita témét obligatniho apomikta
S. collina (residualni sexualita jen 0,6 %). U S. graeca nebyl zjistovan reprodukéni zplsob
a navic u n¢j byl méten jen maly pocet jedinct (v porovnani s ostatnimi rozsifenymi druhy).
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Obr. 21: Ordinac¢ni diagram se zahrnutim jedincu Siroce rozsifenych druhti ve stfedni Evropé: diploidni S. aria

s.str. a tetraploidni S. collina, S. danubialis a S. graeca. Prvni dvé osy vysvétluji 28,14 % a 16,66 % variability.
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Obr. 22: Ordinac¢ni diagram se zahrnutim populacnich primért Siroce rozsifenych druhti ve sttedni Evropé:
diploidni S. aria s.str. a tetraploidni S. collina, S. danubialis a S. graeca. Prvni dvé osy vysvétluji 36,63 %

a 21,38 % variability.
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Analyza tetraploidnich druhi

Pro zobrazeni vnitini struktury vSech tetraploidnich druhli (v€etné malo rozsitenych
a singularnich typi) byla provedena PCA samostatné pro tetraploidy, tedy druhy S. collina,
S. danubialis, S. graeca, S. thayensis, S. pannonica agg. a singularni typy. Opét byla
provedena analyza jak s jednotlivymi jedinci, tak s populacnimi praméry.

Pti PCA jednotlivych rostlin se jasné odlisil pouze S. danubialis, a to podél prvni
osy, ktera vysvétluje 29,84 % (viz Obr. 23). Dalsi druhy a jedinci maji slabou tendenci se
oddélovat podél 2. osy (14,90 %), coz je 1épe vidét pii promitnuti centroidi v ordina¢nim
prostoru této PCA analyzy (viz diagram na Obr. 24). Jasn¢jSiho odd¢€leni vSech druhti bylo
dosazeno pii PCA populacnich pruméra (viz. Obr. 25). K oddé€leni objekt podle prvni osy,
tedy odd¢€leni S. danubialis od ostatnich taxont, prispély nejvétsi mérou znaky korelované
mistem a bazi ¢epele (WB, -0,91) a délka cepele (L, -0,87). S druhou osou, odliSujici ostatni
druhy, byly nejvice korelovany znaky: hloubka zatfezu mezi 3. a 4. zilkou od baze (T3, 0,88)
a thel zubu, ve kterém konci 3. zilka (A3T, -0,65).
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Obr. 23: Ordinacni diagram se zahrnutim jedinct tetraploidnich druht: S. collina, S. danubialis, S. graeca,
S. thayensis, S. pannonica agg. a singularni typy. Prvni dvé osy vysvétluji 29,84 % a 14,90 % variability. Podle

prvni osy se odliSuje S. danubialis od ostatnich druht.
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Obr. 24: Diagram analyzy hlavnich komponent znazoriujici jedince ptipojené k centroidu skupin (jednotlivé
tetraploidni druhy) v prostoru prvnich dvou os (PC1 29,84 %, PC2 14,90 %). Modfie - S. collina, zelené -

S. danubialis, rGzove - S. graeca, tm. zelené - S. thayensis, tyrkysové — S. pannonica agg. B, zluté — singularni
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Obr. 25: Ordina¢ni diagram se zahrnutim populacnich praméru tetraploidnich druht: S. collina, S. danubialis,

S. graeca, S. thayensis. Prvni dvé osy vysvétluji 35,44 % a 17,96 % variability.
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Pro lep$i zobrazeni rozdili mezi jednotlivymi tetraploidnimi druhy byla provedena
kanonickd diskrimina¢ni analyza (CDA). Tato analyza byla provedena pouze s pocetnéjSimi
druhy: S. collina, S. danubialis, S. graeca a S. thayensis. Prvni dvé osy odliSuji S. danubialis
a S. thayensis, ale S. graeca a S. collina tvoti jednu skupinu (viz Obr. 26). K odliseni téchto
dvou druhli dochazi aZ podle tteti osy (viz Obr. 27). Znaky nejvice korelované s prvni osou
mistem a bazi ¢epele (WB, -0,34). S druhou osou neni mnoho znakl silné korelovanych,
nejveétsi korelacéni koeficient ma znak délka cepele (L, 0,39). K oddéleni S. graeca od
S. collina nejvice ptispivaji znaky korelované se tteti osou: uhel baze (AB, -0,53) a thel
zubu, ve kterém konci 3. zilka (A3T, -0,39).
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Obr. 26: Diagram kanonické diskrimina¢ni analyzy vybranych tetraploidnich druhi: S. collina, S. danubialis,

S. graeca a S. thayensis. Prvni kanonicka osa vysvétluje 60,11 % a druha 27,78 %.
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Obr. 27: Diagram kanonické diskriminacni analyzy vybranych tetraploidnich druhi: S. collina, S. danubialis,

S. graeca a S. thayensis. Druha kanonicka osa vysvétluje 27,78 % a tieti 12,11 %.

Analyza triploidnich druhi

Triploidni jedinci byli také analyzovani zvlast. Jednalo se o druhy S. cucullifera,
S. moravica, S. pannonica agg. (osahujici skupinu A a B rozliSenou molekularnimi
markery), S. pontis-satani, S. subdanubialis, linie ,evanida* a ,pinetorum®, singularni
jedince a hybrida ariaxdanubialis. Pii testu korelace dvojic znakli (Pearsontv korelacni
koeficient) na tomto podsouboru dat se ukazaly dalsi dva znaky (WB a L) jako tésné
korelované, a proto byl znak WB vytazen z dalSich analyz triploidu.

Analyza hlavnich komponent odhalila urcitou strukturu v datech, i kdyz pfi malém
poctu jedincii, kteti byli pouziti, ji nelze ptikladat velkou vahu. Grafické znazornéni prvnich
dvou os ukazuje Obr. 28 a Obr. 29 a zobrazeni prvnich tfi os je na Obr. 30. Podle prvni osy,
vysvétlujici 31,12 % variability, je mozné odlisit skupinu S. pannonica-A. Podle druhé osy
(17,84 %) lze odd¢lit S. pinetorum a S. pontis-satani. S. evanida tvoti relativné izolovanou
skupinu se 3 jedinci S. pannonica-B podél prvni i druhé osy. Podle tieti osy (16,37 %) se
odliSuje S. cucullifera od S. moravica.
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Obr. 28: Ordinacni diagram se zahrnutim jedincu triploidnich druhti a linii: hybrid ariaxdanubialis (had),
singularni jedinci (sin), S. subdanubialis (subd), S. cucullifera (cuc), ,evanida* (eva), S. moravica (mor),
S. pannonica agg. (panA, panB), ,,pinetorum* (pin) a S. pontis-satani (ps). Prvni dvé osy zobrazuji 31,12 %

a 17,84 % variability.
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Obr. 29: Diagram analyzy hlavnich komponent znazoriujici triploidni jedince propojené centroidy skupin:

hybrid ariaxdanubialis (had), singularni jedinci (sin), S. subdanubialis (subd), S. cucullifera (cuc), ,,evanida

113

(eva), S. moravica (mor), S. pannonica agg. (panA, panB), ,,pinetorum® (pin) a S. pontis-satani (ps).

Zobrazeny jsou prvnich dvé osy PCA (PC1 31,12 %, PC2 17,84 %).
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Obr. 30: Ordinacni diagram se zahrnutim jedinci triploidnich druhii a linii: hybrid ariaxdanubialis (had),
singularni jedinci (sin), S. subdanubialis (subd), S. cucullifera (cuc), ,,evanida“ (eva), S. moravica (mor),
S. pannonica agg. (panA, panB), ,pinetorum* (pin) a S. pontis-satani (ps). Prvni tii osy zobrazuji 31,12 %,
17,84 % a 16,37 % variability.

Pro lepsi zobrazeni rozdili mezi triploidnimi druhy a liniemi byla provedena
kanonicka diskriminac¢ni analyza. Z této analyzy byli vyfazeni jedinci malo pocetnych
a nesourodych skupiny: singularni jedinci, hybrid ariaxdanubialis a S. subdanubialis.
Vysledky ukazuji obrazky 31 a 32. Znaky nejvice korelované s prvni osou jsou pomér délky
a Sitky cepele (L/W, -0,57) a Sitka cepele (W, 0,54). S druhou osou jsou nejsilnéji
korelované znaky: relativni hloubka zatezu mezi 3. a 4. zilkou od baze (T3/L, -0,46) a thel
apexu (AA, -0,45). K odd¢€leni druhii podél 3. osy nejvice ptispiva znak délka cepele
(L, 0,52).
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Obr. 31: Diagram kanonické diskriminacni analyzy s vyuzitim 15 morfologickych znakt jedinct S. cucullifera
(cuc), ,.evanida* (eva), S. moravica (mor), S. pannonica agg. (panA, panB), ,,pinetorum* (pin) a S. pontis-
satani (ps). 1. Kanonicka osa vyjadfuje 24,95 % celkové variability a 2. kanonicka osa 20,36 % celkové

variability.
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Obr. 32: Diagram kanonické diskriminacni analyzy s vyuzitim 15 morfologickych znakt jedinct S. cucullifera
(cuc), ,.evanida* (eva), S. moravica (mor), S. pannonica agg. (panA, panB), , pinetorum* (pin) a S. pontis-
satani (ps). 2. Kanonicka osa vyjadfuje 20,36 % celkové variability a 3. kanonicka osa 18,25 % celkové

variability.

4.3.2. Geometricka morfometrika

K popisu tvaru listi byly pouzity eliptick¢ fourierovské deskriptory. Nejprve byla
provedena analyza variability tvaru listu pomovi PCA u vSech zkoumanych jedincu, kteti
byli rozdéleni na nasledujici skupiny: 1. S. aria. s.str. (2x), 2. S. collina (4x), 3. S. danubialis
(4x), 4. S. graeca (4x), 5. ostatni tetraploidi a 6. vSichni triploidi. Touto analyzou nedoslo
k jasnému odd¢leni jednotlivych skupin, pfestoze prvni dvé osy vysvétluji celkem 71,47 %
z celkové variability. Slaba tendence k oddéleni ploidnich Grrovni tu ale patrné je (Obr. 33).
Rekonstrukce tvaru listu (Obr. 34) ukazuje, Ze nejvetsi variabilita mezi listy je dana rozdily
v Sifce Cepele a ve tvaru baze a apexu Cepele.

Pti PCA pouze rozsifenych tetraploidnich druht (S. collina, S. danubialis
a S. graeca) se ukazalo, ze prvni dvé osy, popisujici vétSinu variability, zobrazuji predevsim

| 74



vnitrodruhovou variabilitu. Na Obr. 35 je vidét, ze podél osy 1 (50,20 % variability) ani
2 (12,68 % variability) se sledované druhy neoddélily. Z rekonstrukce tvaru listu na Obr. 36
je patrné, ze nejvetsi variabilita je v Sifce listu a déale ve tvaru Spicky a baze Cepele. Pri
zobrazeni 3. a 4. osy, popisujicich 11,12 % a 6,19 % variability, uz k odliSeni druhli doslo
(viz ordina¢ni diagram na Obr. 37 a knému odpovidajici rekonstrukci tvaru listu na
Obr. 38).
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Obr. 33: Ordinacni diagram Fourierovych koeficient celého datového souboru rozdéleného na skupiny:
1. S. aria. s.str. (2x), 2. S. collina (4x), 3. S. danubialis (4x), 4. S. graeca (4x), 5. ostatni tetraploidi a 6. v§ichni

triploidi. Prvni osa vysvétluje 62,0% celkové variability a druha osa 9,47 %.
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Obr. 34: Rekonstrukce variability tvaru listové ¢epele vSech jedinct zjisténa pomoci
PCA Fourierovych koeficientti. Podél osy PC1 (62,0 %) je zachycena variabilita v Sitce listu, podél osy PC2
(9,47 %) variabilita ve tvaru apexu a baze cepele.

SD = smérodatna odchylka.
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Obr. 35: Ordina¢ni diagram Fourierovych koeficientl pouze rozsifenych tetraploidnich druhti S. collina,

S. danubialis a S. graeca. Zobrazeny jsou prvni dvé osy vysvétlujici 50,20 % a 12,68 % celkové variability.

| 76



-25.D. Mean

PC1

PC2

+2S.D.

Obr. 36: Rekonstrukce variability tvaru listu jedinct tetraploidnich druht zjisténa pomoci

PCA Fourierovych koeficientli. Zmény v Sitce listu podél prvni osy vysvétluji 50,20 % a zmény podél druhé

osy 12,68 %.
SD = smérodatna odchylka.
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Obr. 37: Ordinac¢ni diagram Fourierovych koeficientl pouze rozsitfenych tetraploidnich druhti S. collina,

S. danubialis a S. graeca. Zobrazeny jsou tieti a Ctvrta osa vysvétlujici 11,12 %, respektive 6,19 % celkové

variability.
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Obr. 38: Rekonstrukce variability tvaru listu jedinci tetraploidnich druhil zjisténa pomoci

PCA Fourierovych koeficientti. Podél osy PC3 (11,12 %) je zachycena variabilita ve tvaru apexu Cepele, podél
osy PC4 (6,19 %) variabilita siiky cepele.

SD = smérodatna odchylka.

4.3.3. Fenotypova plasticita klonu

Pro zjisténi fenotypové plasticity v ramci jednoho klonu byly vizualizovany vybrané
genotypy S. danubialis a S. collina na vysledném ordinacnim diagramu PCA zahrnujicim
pouze rozsitené druhy (S. aria s.str., S. collina, S. danubialis a S. graeca). Vysledky ukazuji,
ze jak klon S. danubialis (viz Obr. 39), tak klon S. collina (viz Obr. 40) maji opravdu
vysokou miru fenotypové plasticity. U S. collina byl vybran klon vyskytujici se pouze
v Ceském stfedohofi, takZe na vysledném ordinaénim diagramu pieci jen nepokryvéa celou
Sifi variability svého druhu, na rozdil od klonu S. danubialis, ktery ma shodné alelické
fenotypy sdilené mezi populacemi vSech ¢eskych regionti.
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Obr. 39: Ordinac¢ni diagram se zahrnutim jedincu $iroce rozsifenych druhti ve stfedni Evropé: diploidni S. aria
s.str. a tetraploidni S. collina, S. danubialis a S. graeca. SEDE KOSOCTVERCE piedstavuji jeden klon
(genotyp) S. danubialis. Prvni dvé osy vysvétluji 28,17 % a 16,60 % variability.
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Obr. 40: Ordinacni diagram se zahrnutim jedinct Siroce rozsifenych druhti ve stfedni Evropé: diploidni S. aria
s.str. a tetraploidni S. collina, S. danubialis a S. graeca. MODRE HVEZICKY pfedstavuji jeden klon
(genotyp) S. collina. Prvni dvé osy vysvétluji 28,17 % a 16,60 % variability.
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4.4.

Vysledky analyz populaci OSTRY a BOR U HARDEGGU

Populace na Ostrém v Ceském stiedohofi se oproti predpokladim ukazala jako
molekularné témét uniformni. Jak u jedinct S. collina (celkem 21 jedinct), tak S. danubialis
(45 jedinct) byly zjistény pouze dva genotypy, které se liSily ve dvou, respektive v jednom
lokusu. Analyzou molekularni variance byl nepiekvapivé zjistén prevazny podil variability
mezi druhy (99,57 %). Pii hodnoceni morfologickych znakli pomoci analyzy hlavnich
komponent (Obr. 41) doslo k rozdéleni téchto dvou druhti obdobné jako pfi studiu celého
souboru dat (viz kapitola Vysledky — morfometrika), jen s mensim piekryvem. Mira
plasticity jednotlivych druhi je srovnatelnd. Pfi analyze semen z této populace (celkem
168 od druhu S. danubialis a 62 od S. collina) byly u obou zde rostoucich druhil zjistény
viechny reprodukéni zptsoby detekované zcelého uzemi CR, véetné haploidni

partenogeneze u S. danubalis.
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Obr. 41: Ordinacni diagram analyzy hlavnich komponent jedinct S. danubialis a S. collina z lokality Ostry

u Milesova v Ceském stfedohofi. Prvni dvé osy vysvétluji 32,34 % a 17,19 % variability.
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Pro analyzy lokality Bor u Hardeggu bylo nakonec k dispozici pouze omezené
mnozstvi jedincli u zde pritomnych druhii: S. aria s. str. (4 jedinci), S. cucullifera (5),
S. danubialis (4), linie ,pinetorum* (8, jedna se o jedinou lokalitu jeho vyskytu)
a 3 singulédrni jedinci. Vysledek AMOVA opét ukazuje na vétsi mezidruhovou (82,38 %)
neZ vnitrodruhovou (17,62 %) variabilitu. Vnitrodruhova variabilita je zde vyS$i nez na
lokalité¢ Ostry diky zahrnuti sexudlniho druhu a singuldrnich jedincti, ktefi maji vSichni
unikatni alelicky fenotyp. Jedinci ostatnich druhi jsou bud’ geneticky uniformni
(S. danubialis a S. cucullifera). Linie ,,pinetorum® je tvofena dvéma genotypy. Analyza
morfologickych znakt (Obr. 42) opét ukazala Sirokou miru plasticity u vSech polyploidnich
taxont, piestoze maji jedinci v rdmci druhu shodny, ¢i velice malo rozdilny genotyp (u linie
Lwpinetorum se jedné o rozdil pouze v jednom lokusu).

Pti analyze reprodukcnich systémti na této lokalité byly nalezeny poméry ploidii
embrya a endospermu obvyklé pro zkoumané cytotypy. Vyjimecna je zde fakultativné
apomikticka linie ,pinetorum® se 44 % sexudlniho rozmnozovani (viz kapitola Vysledky:
Reprodukéni zplisoby), ktera se vyskytuje pouze na této lokalité. Ze tii singularnich jedinct
vykazoval mimofadnou variabilitu v typech rozmnozovani jedinec €. 253, u kterého byla
detekovana embrya o velikosti odpovidajici dvou az tii a pul ndsobku ploidni trovné
s plynulym ptechodem (viz Kapitola Vysledky: Reprodukéni zpisoby, Tab. 14).
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Obr. 42: Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent jedinci z lokality Bor u Hardeggu v NP Thayatal
patticich do druht S. aria s. str. (4 jedinci), S. cucullifera (5 j.), S. danubialis (4 j.), linie ,,pinetorum® (8 j.)
a singularni jedinci. Prvni dve osy vysvétluji 32,56 % a 24,01 % variability.
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Hlavnimi mikroevoluénimi mechanismy generujicimi variabilitu v rodu Sorbus jsou
polyploidie a hybridizace. Spolu s diverzitou v reprodukénich mechanismech (a zejména
apomixii) umoznily vzniknout celé fadé blizce piibuznych taxond, které jsou vSak odvozené
od taxonl zpodrodu Aria atifech zakladnich druhi zpodrodt Sorbus (S. aucuparia),
Torminaria (S. torminalis) a Chamaemespilus (S. chamaemespilus; Warburg and Karpati,
1968; Challice and Kovanda, 1978; Aedo and Aldasoro, 1998; Rich et al., 2010).

Skupina S. aria agg. (podrod Aria) je vyjime¢na svou ucasti ve vSech mikroevoluéné
vyznamnych hybridiza¢nich udalostech v polymorfnim rodu Sorbus (Warburg and Karpati,
1968; Challice and Kovanda, 1978; M4jovsky, 1992). Prace zabyvajici se touto skupinou
byly doposud omezeny predevsim na taxonomické hodnoceni (Proctor et al., 1989; Houston
et al., 2009; Rich and Proctor, 2009; Rich, Harris, et al., 2009; Rich, Houston, et al., 2009;
Lepsi et al., in press.), pfestoze druhy zokruhu jefabu muku jsou rodi¢i vSech hojné
zkoumanych hybridogennich taxonti (fazenych do podrodtd Soraria, Tormaria
a Chamaespilaria) ajsou tak zodpov&dné za velkou c¢ast variability celého rodu. Cilem
pfedkladané prace tedy bylo zhodnotit mikroevoluéni procesy této skupiny utvatejici
a uchovavajici jeji vnitini variabilitu.

Nejprve bylo pomoci pritokové cytometrie studovdno zastoupeni a roz$ifeni cytotypil
S. aria agg. v Ceské republice s pfesahem do stfedoevropského prostoru. Dale byly stejnou
metodou zjistovany typy reprodukénich zpisobii ajejich procentualni zastoupeni
u jednotlivych skupin v ramci podrodu Aria odliSenych na zédkladné¢ molekuldrnich markert
(mikrosateliti). U takto definovanych vnitinich skupin byla posléze hodnocena geneticka
1 morfologicka variabilita a byly zjiStovany vztahy mezi skupinami.

5.1. Cytogeografie

Pii plosném cytogeografickém screeningu v Ceské republice byly zjistény tfi ploidni
stupné vramci S. aria agg. — diploidni, triploidni a tetraploidni. Byl nalezen zajimavy
»pattern® ve slozeni ploidnich Urovni S. aria agg. — cytotypova variabilita je vazana
vyhradné na jizni Moravu, v Cechach se vyskytuji pouze tetraploidni zéastupci.
Z celoevropského hlediska se jednad o nejbéznéji se vyskytujici cytotypy (Aldasoro et al.,
2004; Bailey et al., 2008; Feulner et al., 2013), vyssi ploidie (pentaploidi, 2n= cca 87) jsou
vzacné udavany ze zahranici, a to z Velké Britanie, kde tvoii ploidné homogenni taxony
(Pellicer et al., 2012) a Mad’arska, kde bylo zatim nalezeno jen nékolik jedincii (Németh and
Bila unpubl.). Mezi studovanymi jedinci ze stfedni Evropy vSak tato ploidni Groven nebyla
nalezena. Dlvodem je pravdépodobné obecné velice nizka frekvence vyskytu pentaploidi
(ato nejen vrodu Sorbus, ale v celé podceledi Maloideae; Kalkman, 2004; Talent and
Dickinson, 2005) a omezeny zahrani¢ni ,,sampling” piedkladané prace. Dalsi mozZnou
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pri¢inou vzacnosti pentaploida u skupiny S. aria agg. by mohl byt nizky podil vznikajicich
neredukovanych gamet (alesponi v Ceské republice, viz déle).

Jednotlivé taxony (rozliSené na zakladé mikrosatelitového ,,pattern) byly ploidné
uniformni. U druhit S. aria s.str. (2x), S. danubialis (4x) se zjisténé ploidie shodovaly
s literarnimi 0daji (Kutzelnigg, 1994; Vit, 2006), stejné¢ tak jako unové popsanych
S. cucullifera, S. moravica, S. pontis-satani (v8e 3x) a S. thaensis (4x; Lepsi et al., in press.).
Dvé ploidni Grovné byly nalezeny pouze u jedné skupiny — S. pannonica agg. Nejedna se
ovSem o jeden druh, nybrz o soubor velice blizkych taxonl. Skupina byla zatfazena do
analyz takto Sifeji definovand z divodu limitovaného zahrani¢niho ,,samplingu® s tim, ze
vyzaduje dalsi studium. VétSina evropskych druhii jetabll je tvofena pouze jednim
cytotypem. Vyjimku tvoii naptiklad S. porrigentiformis z Velké Britanie (Bailey et al.,
2008; Pellicer et al., 2012). Jedna se ale pravdépodobné o dvé (i vice) nezavisle vzniklych
linii, které jsou v soucasné dobé¢ intenzivné studovany.

5.2. Reprodukéni zpiisoby

Pomoci analyzy semen pratokovou cytometrii bylo zjisténo 6 reprodukcnich
mechanismi (2 typy sexudlni, 2 zpisoby haploidni partenogeneze, 2 druhy pseudogamie).
U sedmého zplsobu, autonomni apomixie, nebylo mozné pomoci cytometrickych analyz
rozeznat pik endospermu od dvojnasobného piku embrya. Tzv. G2 faze embrya byly ovsem
nalezeny pouze u analyz nedozralych semen (sbirané od ¢ervna do prvni poloviny ¢ervence),
kterd jsou patrné jesté ve fazi intenzivniho rustu, tzn. jejich bunky se déli. K rozpoznani, ze
se jedna s nejveétsi pravdépodobnosti o G2 faze embrya, prispél fakt, ze takové piky byly
nachazeny iu analyz s jednim semenem, u kterych byl detekovan endosperm jiné ploidni
urovné. Navic zadnd z analyz zralych plodi tetraploidi jiz pik odpovidajici dvounasobku
embrya (8x) neobsahovala. Ani semena triploidnich jedinci (vSechna sbirdna zrald)
neobsahovala pik odpovidajici G2 fazi embrya (tedy 6x), atak je pravdépodobné, Ze se
u studovanych druhii autonomni apomixie nevyskytuje. K potvrzeni tohoto tvrzeni by bylo
zapotiebi kastra¢niho experimentu, kdy se z jednotlivych kvéth odstrani prasniky a kvéty se
nasledné izoluji, aby nedoslo k pfenosu ciziho pylu. Pouze pokud by v takovych kvétech
semena vznikla, znacilo by to schopnost autonomniho vyvoje endospermu. Jedinou
vyjimkou, kdy byl pomér ploidii 4:8 interpretovan jako reprodukéni zplisob, byla semena
triploidni linie ,pinetorum®. U téchto semen jsme zaménu sG2 fazi embrya
nepiedpoklddali, nebot’ byly sbirdny vzdy az na konci zéfi, tedy plné vyvinuté, a analyzy
ostatnich ploidnich Grovni embrya nikdy G2 fazi neobsahovaly.

Jediny diploidni taxon ve studovaném souboru, S. aria s.str., je obligatn¢ sexualni druh.
Analyza jeho semen odhalila jediny pomér ploidii embrya a endospermu (2:3), odpovidajici
pohlavnimu rozmnozovani s ucasti redukovanych gamet. Absence zjisténi jiné (triploidni)
ploidie embrya miize naznacovat nizkou frekvenci mezidruhové hybridizace tohoto taxonu
nebo jeho roli pouhého donoru pylu v pfipadnych kiizenich.

U dvou tetraploidnich taxonii (S. danubialis a S. collina) byla nalezena semena vznikla
sexudlnim procesem (pomér 4:6). Zjisténé ploidie embrya a endospermu vznikly spojenim
redukovanych gamet. U S. danubialis bylo pohlavni rozmnozovani detekovano v necelych
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10 % pripadt, uS. collina vméné nez 1 % (jednalo se o jediné semeno). U nekterych
apomiktickych rostlin, napt. u Dichanthium annulatum (Forsk.) Stapf — Poaceae, byla
popsana situace, kdy centrdlni jadra zérode¢ného vaku pii tvorbé endospermu nesplynou
a kazdé z nich je oplodnéno redukovanou spermatickou buiikou (obé spermatické burniky se
tedy Ucastni vzniku endospermu; Reddy and Cruz, 1969). V takovém piipad¢ vznika také
pomeér 4:6 (embryo vznikd autonomné z neredukované vajecné bunky, endosperm spojenim
neredukovaného centralniho jadra a redukované spermatické buiiky) a je nerozlisitelny od
sexudlniho rozmnozovani. Vrodu Sorbus sice bylo pozorovano oplodnéni jesté
samostatnych centralnich jader, ale pii dalsim vyvoji doSlo vzdy k jejich splynuti (Jankun
and Kovanda, 1987). Navic pokud by u jefabt k tomuto jevu dochazelo, detekovali bychom
pomér odpovidajici sexualnimu rozmnozovani (2:3) uvSech druhti aploidnich urovni
piiblizné¢ se stejnou frekvenci, ¢emuz naSe data neodpovidaji, aproto pomeér 4:6
u tetraploidnich  taxond  vysvétlujeme jako pohlavni rozmnoZovéani. U Zadného
tetraploidniho jedince nebyl nalezen ¢i rozpoznan sexudlni zplsob s tcasti neredukované
sam¢i gamety (jednalo by se opét o pomér 4:8, viz vyse), coz je v souladu s vysledky
analyzy pylu (viz dale).

Apomixie (nepohlavni rozmnozovani pomoci semen, agamospermie) u jefabl je spojena
s nutnosti oplodnit endosperm, jedna se tedy o pseudogamii (Liljefors, 1953, 1955). Tomuto
typu rozmnozovani spojen¢ho s oplodnénim centralnich jader redukovanym pylem odpovida
pomér 4:10, ktery byl detekovan s prekvapivé nizkou frekvenci. U ptibuzného rodu
Crataegus L. je tento pomér pro tetraploidni rostliny udavan jako nejcast&jsi (Talent and
Dickinson, 2007). Oproti tomu u analyzovanych semen tetraploidnich jefabti se jedna
o necelych 10 % piipadli. Nejcastéjsi pomér mezi ploidii embrya a endospermu byl 6:12,
kdy jsou centrdlni jadra neredukovaného zarodecného vaku oplodnéna bud’ jednou
neredukovanou sam¢i gametou, nebo se oplodnéni ucastni dvé redukované spermatické
bunky(Jankun and Kovanda, 1987; Urbanska, 1994). Aby bylo mozné rozhodnout, ktera
z uvedenych variant je pravdépodobnéjsi v rodu Sorbus, byla provedena analyza ploidnich
urovni pylu pro zjisténi Cetnosti tvorby neredukovanych samcich gamet. Metodika analyzy
pylu prutokovou cytometrii (Kron and Husband, 2012) musela byt nejprve pro rod Sorbus
optimalizovana (viz niZe). U tetraploidnich druhlQ S. collina ani S. danubialis nebyla
detekovana 74dna neredukovana pylovd zrna. Je mozné, ze vznik neredukované samci
gamety neni vazan na naruseni redukéniho déleni pfi mikrosporogenezi (obvykly zpiisob
vzniku neredukovanych gamet, naptiklad Mursalimov and Deineko, 2015), ale az na
naruSeni mitdzy generativni bunky pii rastu pylové lacky, kdy by se méla rozdé€lit na dvé
spermatickd jadra (tj. druhé pylové mitozy). Vznik neredukovaného pylu pfi naruseni prvni
pylové mitdzy jiz znam je (Strandhede, 1965). Abnormality pii druhé pylové mitdéze jsou
také znadmy udruhu Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (geneticky modifikovaného
oktoploida), ale vedly naopak ke vzniku tfi, tedy naopak vice redukovanych spermatickych
bun¢k (Wang et al., 2010). PrestoZe vznik neredukované gamety azZ pii druhé pylové mitdze
zatim nebyl v literatufe popsan, vzhledem k existenci jinych mitotickych abnormalit se neda
tato moznost vyloucit. Pravdépodobnéjsi scéndf, s ohledem na vysledky u jinych taxont (viz
nize vysledky experimentalniho kiizeni), ovSem je, Ze oplodnénim centralnich jader obéma
spermatickymi builkami se apomiktické taxony vyrovnavaji snevyvazenym pomérem
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samciho a samiciho pfispévku do endospermu, ktery by mél byt idealn¢ 2:1 (Nogler, 1984;
Savidan, 2000).

Poméry, které neodpovidaji Zadnému ze zakladnich, vySe uvedenych zplisobil, nejsou
u Celedi Rosaceae vyjimkou (napft. u rodu Crataegus, Talent and Dickinson, 2007). VétSinu
z nich je mozné vysvétlit abnormalitami pifi vyvoji zarode¢ného vaku, které jsou
u apomiktickych rostlin béZzné. Jednd se napiiklad o vznik tfi centralnich jader, kterd se
posléze tcastni tvorby endospermu (Nogler, 1984; Jankun and Kovanda, 1986; Campbell et
al., 1987). Takto lze vysvétlit poméry 4:14 (endosperm je tvofen tfemi tetraploidnimi
genomy od matky a jednim diploidnim od otce), nalezené u S. danubialis. Pii spojeni této
abnormality s oplozenim centralnich jader dvéma spermatickymi jadry (¢i jednim
neredukovanym), mohl vzniknout pomér 4:16, ktery se vyskytuje u4 % semen tetraploidii
a ktery byl nalezen u vSech 3 druhti: S. collina, S. danubialis 1 S. thayensis. Vyssi frekvence
pomeéru 4:16 nez 4:12 je v souladu s vétsi Cetnosti poméru 4:12 nez 4:10. Dalsi detekované
poméry odchylené¢ od zékladnich vznikly pravdépodobné oplodnénim gametami
pochazejicimi od jinych cytotypi. Takto mohl pomér 4:9 vzniknout opylenim pomoci
redukovaného pylu od diploidniho jedince a 4:11 je vysvétlitelny opylenim neredukovanou
gametou od triploida. Endosperm u poméru 4:13 mize znacit splynuti 3 neredukovanych
centralnich jader (tfi tetraploidni genomy matky) s redukovanym spermatickym jadrem
diploidniho jefdbu (monoploidni genom otce). Donorem monoploidniho a triploidniho pylu
u jefabii z Podyji mohou byt jedinci patiici do S. aria agg. (S. aria s.str., S. cucullifera
a dalsi), kdezto u populaci v Cechach to musi byt patrné jedinci jinych podrodt (Torminaria
¢1 Tormaria). Potvrzeni jednotlivych zplisobt je dosti obtizné a bohuZel neexistuje literatura,
se kterou by se tyto vysledky daly konfrontovat. Embryologické studie, které u jetabii byly
jiz dfive provedeny (Liljefors, 1953, 1955; Jankun and Kovanda, 1986, 1987, 1988), jsou
vzdy omezené poctem analyzovanych semen, coz mize byt divodem, pro¢ jimi nebyly
vzacngjs$i poméry (vyskytujici se v fadu procent) detekovany.

U druhu S. danubialis byl neocekavané detekovan typ rozmnozovani haploidni
partenogeneze. Jednd se o autonomni vyvin embrya z redukované vajecné bunky (tzn. 4x
jedinec vytvoii 2x embryo; Asker and Jerling, 1992). Haploidni partenogeneze je v rostlinné
181 relativné vzacnd, vyskytuje se napt. u rodd Dichanthium Willemet (de Wet and Harlan,
1970), Ranunculus L. (Nogler, 1984) ¢i Pilosella (Krahulcova and Krahulec, 2000; Krahulec
et al., 2011). MoZnost vyskytu u jetabu jiz byla naznacena u druhu S. sudetica (Jankun and
Kovanda, 1986). Haploidni partenogeneze muze byt zplsob, jakym apomiktické rostliny
zvySuji variabilitu genomu. Naptiklad u jiz zminéného rodu Pilosella byl pozorovan cyklus
zahrnujici haploidni partenogenezi a nasledné opétovné zdvojeni genomu (cyklus polyploid
— polyhaploid — polyploid). Pfi vzniku dihaploida dochdzi ke ztraté poloviny gent, takze
nasledn¢ vznikly polyploid ma vétsi miru homozygotnosti, nez polyploid piivodni, a tedy
odlisny genom (Krahulec et al., 2011). U jinych druht (naptiklad Panicum maximum Jacq.)
byly pozorovany obdobné cykly, ovSem se zahrnutim pohlavniho rozmnozovani. Takto si
mohou rostliny diky cyklu diploid — tetraploid — dihaploid pfeddvat geny i mezi ploidnimi
urovnémi (Savidan and Pernés, 1982). U druhii jetabt, kde byla haploidni partenogeneze
zjisténa, nebyly ovSem v pfirozenych podminkdch nalezeny zadné rostliny s polovicni
ploidni Grovni. Haploidni partenogeneze je tak v rod¢ Sorbus pouze vzacnym jevem, ktery je
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u danych taxond omezen na ,,experimentovani v ramci jejich reprodukce, a pravdépodobné
tak nevznikaji zivotaschopné zarodky.

Témeét vSechny triploidni linie jsou obligatné apomiktické. Pouze u druhu S. cucullifera
bylo detekovano sexualni rozmnozovani, ovSem jednalo se pouze o jediné semeno ze 127
analyzovanych. Vétsi vyjimkou mezi triploidy je linie ,,pinetorum*, kde je podil pohlavniho
rozmnozovani témét 50 % (viz dale). NejcastéjSim pomérem apomiktického zplsobu
reprodukce u druhti z Podyji je 3:8. Jedna se o pseudogamii s 2x sam¢i gametou, ktera mize
pfedstavovat redukovany pyl tetraploidniho jedince, redukovany pyl triploidniho jedince
(o tvorbé pylu u triploidnich druhd viz nize) ¢i neredukovany pyl diploidniho jedince,
pfipadné¢ iredukovany pyl diploidniho jedince sucasti obou spermatickych bunck
pii oplodnéni centralnich jader (viz vySe). Pii hybridiza¢nich pokusech bylo testovano
opyleni S. cucullifera (3x) jefabem mukem (2x). VSechna vznikld semena obsahovala
3x embrya a 8x endosperm, potvrzuji tedy ucast 2x jedince pii oplodnéni centralnich jader.
Nejasné ovSem zlstava, zdali bylo k oplodnéni pouZzito jedno neredukované spermatické
jadro, ¢i dvé redukovana. Pro zodpovézeni této otdzky bylo potiebné podrobit diploidni
jedince analyze ploidnich urovni pylu.

V Moravském krasu jsou nejcastéj$imi poméry 3:9 a 3:10, odpovidajici pseudogamii
s 3x, respektive 4x pylem. Ptispévek tetraploidniho sam¢iho genomu v endospermu muze
byt opét bud’ z jedné neredukované gamety, ¢i ze dvou redukovanych. V tomto regionu se
nevyskytuje v blizkosti triploidit Zadny diploidni jedinec a nebyl zde ani detekovan zadny
pomér naznacujici ucast diploidniho (¢i dokonce monoploidniho) pylu. Navic se ani
neobjevily poméry odpovidajici oplodnéni neredukovanym tetraploidnim pylem (tedy 8x).
Tyto vysledky tedy castecné potvrzuji, Ze ujefdabti cCasto dochazi k ucasti obou
spermatickych jader na vzniku endospermu anavic ukazuji, ze S. danubialis tvoti
pravdépodobné predevsim redukovany pyl.

Dalsi, méné casty typ reprodukce nalezeny u triploidi je pohlavni rozmnozovani, které
bylo detekovano pouze u S. cucullifera a linie ,pinetorum*. Zjistény pomér 3:4 odpovida
ucasti monoploidni sami¢i gamety a diploidni samc¢i, kterd je jist¢ redukovanou gametou
tetraploidniho jedince, nebot muselo dojit kdvojitétmu oplozeni. Pseudogamie
s monoploidnim pylem je také relativné malo Casty zpusob rozmnozovani u triploidu.
Pomér tomu odpovidajici (3:7) byl nalezen pouze v Podyji uS. cucullifera a linie
Lwpinetorum®. U triploidnich jedinci byly dale nalezeny poméry vysvétlitelné ucasti tii
centralnich jader zarodecného vaku pfi vzniku endospermu. Byly to poméry 3:11 (s ucasti
2x pylu u S. cucullifera) a3:13 (s GcCasti 4x pylu u S. moravica). V nékterych analyzach
semen se objevil pik navic, odpovidajici velikostné dvounasobku endospermu.
Pravdépodobné se nejednalo o G2 fazi endospermu (ktery uz se ve zralém semeni nedé¢li),
ale jeho polyploidizaci, ktera byla pozorovéana pii embryologickych studiich u S. sudetica
(Jankun and Kovanda, 1986).

Linie ,,pinetorum* tvofii 1 jiné ploidie embryi neZ ofekavané 3x, které tvori pouze 57 %
vSech analyzovanych semen. Byly nalezeny 2,5x embrya s Cetnosti 10 %, celych 31 %
semen obsahovalo 4x embrya a2 % detekovanych embryi bylo 5x. Ze studovanych
polyploidnich skupin ma také nejvétsi zastoupeni sexudlniho rozmnozovani (44 %), coz
naznacuje, ze se jednd o mladou, jesSt¢ neustdlenou fakultativné apomiktickou linii.
Molekularn€ a morfologicky je ovSem stejné malo variabilni jako ostatni triploidni linie (viz
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dale). Navic nebyla u dospélych jedincli pozorovana zadna jina ploidni Groven, coz muze
znamenat, ze zivotaschopné je pouze apomikticky vzniklé triploidni potomstvo. U semen
s 3x embryi byly ploidie endospermil stejné¢ variabilni jako u ostatnich triploidd, takze
odliSnost této linie je dana vysokou mirou sexuality a schopnosti tvofit rizné redukované
gamety. NejcastéjSim pomérem mezi vSemi semeny linie ,,pinetorum* byl pomér 3:8, stejné
jako u S. cucullifera a ,.,evanida‘ vyskytujicich se také v Podyji. Ov§em druhym nej€ast&j$im
pomérem byl 4:8, ktery je s jistotou vysledkem pohlavniho rozmnoZzovani, ale neodpovida
zakladnimu poméru 2:3. Vysvétlen miize byt Gcasti jednoho centralniho jadra navic (tedy
celkem tii) pfi vzniku endospermu. Embryo tedy mohlo vzniknout spojenim 2x vajicka
a 2x spermatické bunky (pravdépodobné od S. danubialis) a endosperm spojenim tfech
2x centralnich jader a (druhého) 2x spermatického jadra.

Vyjime¢nou variabilitu v reprodukénich zplsobech vykazuje singuldrni jedinec
z lokality Bor u Hardggu, u kterého byla detekovana embrya o velikosti odpovidajici dvou
az tfi a pil nasobku ploidni Grovné s plynulym pfechodem. Nestalost v mife redukovanosti
gamet a typu reprodukce miize naznacovat nedavny vznik tohoto hybrida (oproti ostatnim
singularnim jedinctim).

Vysledky naznacuji, Ze jednotlivé taxony (i pfesto Ze jsou apomiktické) mohou vytvaret
zivotaschopny pyl a byt jeho donorem ostatnich druht agregatu a vyznamné tak zasahovat
do mikroevoluce celé skupiny. Vzhledem k tomu, Ze jefdby tvoii i mezirodové kiizence
(napt. xSorbopyrus; Dostalek, 1992), neda se vyloucit ani ucast pylu jinych rodta podceledi
Malaceae. Pyl jefabu je binukledrniho typu (Dumas and Russell, 1992; P. Koutecky, ustni
sdéleni), ktery obsahuje az do vykliceni pylové lacky dvé buiky: vegetativni (1n)
a generativni (2n), kterd se posléze rozdeli na 2 spermatickd jadra. Analyza ploidii pylu
pratokovou cytometrii byla testovana pouze na 2 druzich ze S. aria agg. (celkem 29 analyz).
Jednalo se o tetraploidni S. danubialis a S. collina. U zadného znich nebyl detekovan
neredukovany pyl, ale vzhledem k nizkému poctu analyz nelze vyloucit, Ze mize dochazet
k nerozdé€leni generativni buiikky a vzniku jen 1 spermatické bunky. Metodika byla dale
testovana na diploidnim a triploidnim druhu z jinych podrodi (S. torminalis, S. bohemica).
U S. torminalis (2x) byly analyzy Gspésné jen ¢astecné, nebot’ kviili vyraznému pozadi nebyl
zietelny pik vegetativniho jadra. Nicméné potencidlni neredukovand jadra by v analyze byla
rozpoznatelnd, ale pozorovana nebyla. Analyzou pylu triploidniho jedince S. bohemica jsme
nezjistili zadna jadra, coz je pravdépodobné zpisobeno tim, ze triploidi rodu Sorbus tvoii
pouze fadové procenta dobie vyvinutého pylu (Liljefors, 1955). Pro ziskani vétsi jistoty
v interpretaci poméra ploidii embrya a endospermu zjisténych pritokovou cytometrii bude
nezbytné metodiku analyzy pylu déale optimalizovat a pfedevSim doplnit analyzy vsSech
taxoni S. aria agg.

Kromé nepohlavniho rozmnozovani formou apomixie u jefabu také dochazi k Sifeni
pomoci hfiZzeni. Tento zpiisob jsme pozorovali unékterych jedinct S. danubialis (viz
Obr. 43) avSak dfive byl znam pouze uS. sudetica ajeho rodich S. aria s.str.
a S. chamaemespilus a u jedinct S. hardeggensis (Kocianova and Stursova, 1986; Kovanda,
1999; Kocianova et al., 2005).
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Obr. 43: Spontanni hiizeni u Sorbus danubialis na lokalité Ostry u Milesova v Ceském stiedohoii. Na levém

snimku je vidét ptipojeni vétveé k matetskému stromu. Napravo je detail zakofenéni vétve.

5.3. Geneticka variabilita

Ke zhodnoceni genetické variability bylo pouzito 12 mikrosatelitovych usekd. Tato
metoda je vhodna ke zjistovani vztahl u blizce ptibuznych druht (Mandék, 2011). Jedna
z vyhod analyzy mikrosateliti je, ze ziskand data maji kodominantni charakter. Avsak
vzhledem k rznym ploidnim urovnim studovanych taxont musela byt data hodnocena jako
markery dominantni. Pfi interpretaci mikrosatelitovych vysledkii mize dojit k nadhodnoceni
variability ato diky zahrnutim somatickych mutaci. Naopak k podhodnoceni variability
muze dojit kviilli omezenému poctu studovanych lokust, u kterych navic neni zndmé ptesné
rozmisténi v genomu studovanych taxonii (Mandék, 2011).

Na zakladé mikrosatelitového ,,pattern byli jedinci pomoci analyzy hlavnich koordinat
(PCoA) zatazeni do jednotlivych taxonti/linii. VSechny skupiny byly jasn¢ oddélené, jedinou
vyjimku tvotily dva tetraploidni jedinci ze zahranii (z Norska a Mad’arska), ktefi byli
pfifazeni na okraj skupiny diploidnich jedinct S. aria s.str. To mohlo byt zptisobeno tim, ze
se s nejvetsi pravdépodobnosti jednd o autotetraploidni druhy odvozené od S. aria s.str.
(z Norska napt. S. rupicola; Liljefors, 1953). Dalsi alternativou je vznik téchto jedinca
zpétnym kiizenim triploidniho hybrida se S. aria s.str. Analyza hlavnich komponent déle
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ukdzala jisty ,,pattern® v rozmisténi singularnich jedinct. VSechny tfi singularni rostliny
z Podyji jsou si geneticky podobnéjsi nez jedinci zjinych regionti, singularni jedinci
z Moravského krasu jsou blizs§i spiSe k S. pontis-satani (z téze lokality), ptripadné
k S. subdanubialis, ke kterému se fadi i jediny analyzovany singuldrni jedinec z Mad’arska.
Tato genetickd blizkost (podpofena ¢astecné 1 geografickou) mlize byt zptisobena vznikem
z podobného genového poolu rodiCovskych kombinaci. Piekvapivym vysledkem bylo
rozdéleni skupiny S. pannonica agg. na 2 relativné vzdalené skupiny (viz dale). Geografické
rozdéleni téchto skupin neni zfetelné, ale vzhledem k omezenému poctu analyzovanych
jedincti ho nelze vyloudit.

Analyza sdilenych alelickych fenotypi nenalezla shody mezi druhy. VSechny sdilené
fenotypy se vzdy nachazely pouze vramci dané¢ho taxonu/linie. Pfi mezipopula¢nim
porovnani (uvnitt druht) byl uS. collina nalezen ,pattern® sdileni identickych sad alel
pouze v ramci regionu Ceské stiedohofi, kdezto populace z ostatnich regionti sdili jiné sady
alel. Miize to byt zpiisobeno tim, Ze regiony Cesky kras, Kivoklatsko a stfedni Povltavi jsou
vSechny spojeny fi¢nimi kanony, které predstavuji dokonalé biokoridory pro lesostepni
druhy, zatimco Ceské stiedohoii je relativné izolovana stepni oblast, ktera je odd&lena od
ostatnich uzivnou nizinou, ktera neni pro pfeziti stepnich druhd pfili§ vhodna. Obdobné
rozdéleni vSak nebylo uS. danubialis v ramci Ceské republiky zaznamenano. Divodem
muze byt jeho Sirsi ekologickd amplituda, kterd se odrézi v jeho rozsahlejSim aredlu v ramci
Ceské republiky, diky kterému mohlo dochazet ke komunikaci populaci v Cechach ana
Morave€ pres Tiebochovskou branu (napt. Lozek, 2009). Urcity ,pattern ve sdileni
alelickych fenotypti uS. danubialis je ovSem pozorovatelny pii pohledu na cely
sttedoevropsky prostor. Shodné alelické fenotypy jsou u tohoto druhu vazany na oblasti
sbéru, které piiblizné odpovidaji statim. Jen vyjimecné byly nalezeny identické alelické
sady u jedincii pochézejicich z riznych zemi.

Analyza molekularni variance (AMOVA) odhalila nejvétsi procento variability mezi
taxony/liniemi v ramci stejné ploidni trovné. Procento variability mezi cytotypy vSak vyslo
jako zaporné Cislo, coz muze byt zpisobeno nedostatecnou ¢i nulovou strukturou v datech
(Excoffier, 2000). Tento vysledek tedy naznaCuje, ze mezi ploidnimi urovnémi neni
méfitelny rozdil. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé polyploidni skupiny vznikly hybridizaci
blizce ptibuznych diploidnich druhti a nasledovalo zpétné kiizeni a kiizeni mezi polyploidy
navzajem, je pravdépodobné, ze zadna cytotypova skupina neobsahuje unikétni alely. Do
analyzy variability mezi populacemi byli zafazeni pouze rozSifené taxony S. aria s.str.,
S. collina, S. danubialis a S. graeca. Tato analyza potvrdila, Ze nejvétsi podil variability se
nachazi mezi druhy (85,8 %). Variabilita mezipopulacni a vnitropopulacni vysla ptiblizné
stejné¢ nizkd (6,79 % a 7,41 %). Tyto vysledky nejsou nijak ptekvapivé vzhledem
k apomiktickému rozmnozovani polyploidnich taxona (nékteré¢ druhy jsou tvofeny dokonce
pouze jedinym genotypem — viz dale).

Pfi porovnani variability jednotlivych druhti pomoci indexu AGD (,,Average gene
diversity over all loci®; Nei, 1987) a poctu polymorfnich lokust se podle ocekavani ukazal
jako nejvariabilnéj$i diploidni sexudlni taxon S. aria s.str. Naopak nejmensi variabilitu
(AGD=0, zadny polymorfni lokus) mély obligatn¢ apomikticky taxon S. moravica a linie
»evanida®. Kazda tato skupina je tvofena pouze jednim genotypem, coz muze byt proto, ze
se rozmnozuji vyhradné nepohlavné, nebo ze byl zkoumdn pouze maly pocet jedinct
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(12 a7), ptipadné¢ mize byt divodem nedostate¢na pocet studovanych mikrosatelitovych
lokust. Piekvapivym vysledkem je variabilita druhu S. collina (apomikticky tetraploid
s rezidualni sexualitou), kterd je nejvy$§i mezi polyploidy z Cech. Fakultativni apomikt
S. danubialis (4x) vykazuje ptekvapivé nizkou variabilitu, srovnatelnou spiSe s obligatné
apomiktickymi liniemi. SniZzend molekularni variabilita v ramci populace by mohla byt
zpisobena jinymi zpiisoby nepohlavniho §ifeni (u jefabii pomoci spontdnniho htizeni), takze
genotypové stejni  jedinci v populaci nemusi byt klony zdivodu apomiktického
rozmnozovani, ale protoze se jedna oramety jednoho jedince (jedné genety). Takto se
ovSem da vysvétlit uniformita malych populaci, nikoli velkych, ¢itajicich desitky jedinct.
Nizka geneticka variabilita pozorovana u celého druhu mize byt zptisobena niz§im poctem
alel, které¢ ziskal od svych rodict, tedy jeho vys$i homozygozitou. Pozorovany rozdil
variability S. danubialis a S. collina by mohl byt vysvétlen 1z druhé strany, tedy ze doslo
k podhodnoceni miry sexuality u S. collina, naptiklad z divodu ovlivnéni reprodukéniho
mechanismu vné¢j$imi vlivy (pocasi ¢i klima, viz napf. Barnabds et al., 2008). Zjisténa
pfevaha apomiktického rozmnozovani by tak nemusela byt stabilnim stavem. U jefabt
ovSem nebyly ucinky vné&jsich Ciniteldi na typ reprodukce studovany.

Druhy fakultativni apomikt linie ,pinetorum* (3x), ma genetickou (i morfologickou)
variabilitu stejnou, jako obligdtné¢ apomiktické triploidni skupiny. Jeho téméi z 50 %
sexualni rozmnozovani tak mize znacit, ze je tato linie mladsi nez ostatni. Dal$im moZznym
vysvétlenim by byla silnd selekce proti deviantnim chromosomovym poctim embrya,
popiipad¢ je mozné, Ze semena s kombinaci nestandartni ploidie embrya a endospermu
nejsou viubec zivotaschopnd. Bohuzel nebyly provedeny testy na kliceni semen pro
potvrzeni této moznosti. Tetraploidni S. graeca z Mad’arska se jevi jako variabilnéjsi nez
cesti tetraploidi (AGD 0,01284 vs. 0,009722 a 0,004782), ale bohuzel u ni nebyl zkouman
rozmnozovani odhadovaly pravé podle genetické variability (Robertson et al., 2004b; Vit,
2006). Vzhledem k nam nalezenému paradoxu variability S. collina oproti S. danubialis ale
muze byt odhad reprodukéniho mechanismu podle molekularnich dat znacné neptesny.

Analyza variability jednotlivych populaci byla opét provedena pouze u Siroce
roz§itenych druhti. Tato analyza odhalila vétsi variabilitu populaci S. danubialis v Mad’arsku
nez v Ceské republice. To miZe byt zpiisobeno tim, Ze v Panonii S. danubialis
pravdépodobné vznikl a do Cech se rozsifily pouze nékteré jeho Gspéiné genotypy. Zjistény
»pattern® potvrzuje roli Panonie jako Evropského centra diverzity. Vysledky také ukazuji, ze
velké procento Ceskych populaci S. danubialis je tvoteno jedinym genotypem (64 %),
kdezto u S. collina je takovych populaci jen 10 %, coz opét znaci prekvapivé vyssi
variabilitu tohoto vice apomiktického druhu.

Z analyzy hlavnich koordinat je zietelné, Ze triploidni linie jsou kiiZzenci mezi diploidni
S. aria sstr. ajednim z tetraploidnich taxonl. VétSina triploidnich jedinch spada mezi
S. aria s.str. a S. danubialis, kteti by mohly byt jejich rodi¢i (Warburg and Karpati, 1968;
Lepsi et al., in press.). V Podyji by mohl byt tetraploidnim rodi¢em teoreticky i S. thayensis
(Lepsi et al., in press.), ale z PCoA vyplyva, ze je sam blize druhu S. aria nez triploidni
jedinci. S. thayensis by tak mohl byt sdm spiSe produktem zpétného kiizeni nékterého
triploidniho druhu z Podyji se S. aria s.str., nez rodicem. V Moravském krasu se vedle
triploidnich taxontli S. moravica a S. pontis-satani vyskytuje pouze tetraploidni S. danubialis,
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neni zde zadny potencidlni diploidni rodi¢ — nejblizsi je na lokalité¢ vzdalené 15 km. Tato
vzdalenost predstavuje neptrekonatelnou piekazku pro opylovace jetabi, kterymi jsou véely,
jejichz maximalni dolet je udavan 5-7 km (Kala, 2003; Sturma, 2012). Pravdépodobné tak
triploidni linie vznikly v dobé¢, kdy se S. aria s.str., jesté na lokalitach vyskytovala a posléze
byla zménou vegetace ¢i ndhodnymi procesy z tizemi vytlacena. DalSim, i kdyZ velice mélo
pravdépodobnym scéndfem je moznost vzniku téchto linii na jiném misté a pfeneseni
arozsifeni na souCasné lokality napt. ptdky (Lepsi et al., in press.). Tato moznost je ale
velice malo pravdépodobnd, nebot’ se takové linie na jiném misté¢ nenasSly. Jako mozny
produkt ktizeni S. aria s.str. se S. collina ¢i S. graeca se jevi pouze podskupina S. pannonica
agg. (vySe oznacovana jako podskupina B), coz odpovida diivéjsim predpokladim (Kéarpati,
1960). Podskupina a S. pannonica agg. spada piekvapive s ostatnimi triploidy mezi druhy
S. aria s.str. a S. danubialis.

5.4. Morfologicka variabilita

Morfologické znaky odliSuji taxony relativné dobte, a i kdyz dochazi k prekryvu skupin,
jsou zde zietelné jisté tendence. Nejvice problematické jsou nckteré skupiny triploidi
(pfedevsim odliSeni S. cucullifera od ostatnich), nebot’ dileZzité znaky pro jejich jasné
odliSeni jsou na kvétech a zralych plodech (Lepsi et al., in press.), které ovSem nebyly
v prfedkladané praci analyzovany. Kvéty aplody je vétSinou tézké ziskat, nebot’ jsou
pritomny jen v kratké fenologické fazi (kvéty pouze cca 14 dni béhem kvétna, zralé plody
vhodné k uréeni az v zafi) a navic jefaby neplodi kazdy rok (osobni pozorovani; Rich et al.,
2010). Pro morfometrické analyzy bylo Casto velice t€zké ziskat z jedince vhodny material,
nebot’ jsou listy ve velké mife napadany fytofagnim hmyzem.

Morfologickd wvariabilita sexudlniho druhu S. aria s.str. je vyrazné vysSi nez
apomiktickych tetraploidnich taxond S. collina a S. danubialis. Od S. graeca bylo
analyzovdno pouze omezené mnozstvi jedincl, a vysledky jsou tak malo prikazné.
Nejmensi variabilitu nepfekvapivé vykazuji triploidni druhy a linie, nebot’ jsou geneticky
malo variabilni a obligatné apomiktické. Stupenn variability mezi nimi se zdd byt
srovnatelny. Pfekvapenim opét je naptl sexudlni linie ,pinetorum®, ktera vykazuje stejny
,pattern® jako obligatni apomikté (diskutovano vyse). Hodnocenim variability triploidt ale
nelze piikladat velkou vahu, nebot’ u nékterych taxont bylo diky Spatnému stavu listh pfi
sbérech analyzovdno jen malé mnozstvi jedinct (naptiklad pouze 5 jedinci od linie
wpinetorum* a ,,evanida® ¢i7 jedinct druhu S. pontis-satani).

Zajimavy vysledek pfinesla analyza morfologické plasticity klont S. danubialis
a S. collina. Listy geneticky shodnych jedinct S. danubialis pokryvaji celou §ifi variability
tohoto druhu. U S. collina je fenotypova plasticita jednoho klonu také znacna, ale
nedosahuje rozpéti variability pozorované u celého druhu. To je pravdépodobné zplsobeno
vybérem klonu, ktery byl testovan — u S. collina se jednalo o klon rozsifeny pouze v Ceském
stiedohoii, kdeZto u S. danubialis byl analyzovan klon vyskytujici se na celém uzemi Ceské
republiky (klony vazané na uzSi region ung nebyly nalezeny). Fenomén Siroké
morfologické plasticity byl dale potvrzen pii analyze modelovych populaci, a to pfedevsim
na Ostrém v Ceském stiedohoii. Zde se vyskytuji celkem jen Gtyfi genotypy (dva od
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kazdého druhu), jejichz variabilita je tak Siroka, Ze pii analyze hlavnich komponent dochazi
1 k pfekryvu mezi taxony.

Také analyza tvaru listd, jejiz prednosti je odstranéni subjektivniho pohledu, odhalila
velkou vnitrodruhovou plasticitu a ptfifadila ji vétsi vahu, nez variabilit¢ mezidruhové. Pti
analyze hlavnich komponent bylo prvnimi dvéma osami vysvétleno okolo 60 % variability
pfi téméf nulovém rozliSeni taxonl. Mezidruhové rozdily se ukdzaly az pii zobrazeni treti
a ctvrté osy (dohromady vysvétlujicich cca 17 % variability, viz Obr. GM 19, kapitola
vysledky). Zjisténd mira fenotypové plasticity stézuje uchopeni mezidruhové variability
v rodu Sorbus a vysvétluje obtiznost uchopeni druhii definovanych pomoci morfologickych
znak.

5.5. Rozmisténi variability jefaba v ramci CR

Centrum diverzity jefabt v Ceské republice je vazano na jizni Moravu, kde se vyskytuji
vSechny tfi ploidni stupné a nejvétsi pocet taxonil. V Moravském krasu se jedna o 4 taxony:
S. danubialis (4x), S. moravica (3X), S. pontis-satani (3x), singularni jedinci (minimalné dva
2x ajeden 4x) ana vzdalené lokalité, ale stdle v Moravském krasu iS. aria s.str. (2x).
Nejvétsi druhova diverzita je vdzana na Podyji (mySleno NP Podyji i NP Thayatal), kde se
vyskytuji 4 taxony — S. aria s.str. (2x), S. cucullifera (3x), S. danubialis (4x), S. thayensis
(4x) — déle 2 triploidni linie (,pinetorum®, ,evanida‘) an€kolik singuldrnich jedinct
(3xi4x). VPojihlavi av Cechach jsou rozsifené pouze tetraploidni S. danubialis
a S. collina, pti¢emz S. danubialis je hojngjsi v Ceském stiedohoti a Doupovskych horach
a S. collina v Ceském krasu, na Kiivoklatsku a ve stiednim Povltavi.

Dtivodem existence centra diverzity na jizni Moravé miize byt enklavni vyskyt S. aria
s.str., ktery sem zasahuje z Panonie. Pfitomnost sexualniho diploidniho druhu se zdé byt pii
hybridizacich nezbytna. V Moravském krasu je pravdépodobné jind panonska vétev S. aria
s.str. nez v Podyji (vyplyvd z PCoA, neprezentovana data). Difive byl tento druh daleko
rozsifenéj$i nez dnes, nebot musel dat spolecné se S. chamaemespilus vzniknout
endemickému druhu Krkonos$ S. sudetica, jehoz vznik se odhaduje na dobu pied vice nez
deseti tisici lety (Kovanda 1965). Jeraby skupiny S. aria agg. jsou svétlomilné rostliny
rostouci pievazné na vychozech skal astrmych stranich ajsou konkurenéné slabé
(v zastinéni nejsou schopné plné kvést a plodit; Lepsi et al., 2009; Rich et al., 2010). Jsou
vazany na primarni bezlesi ¢i velmi fidky les, coz jsou biotopy, které dnes zanikaji diky
vyraznému ubytku pastvy (a zvlasté zakazu lesni pastvy lesnim zdkonem Marie Terezie
v 18. stoleti, ktera davala vzniknout prosvétlenym fidkym lesim; Stejskal, 2009)
a opétovnému zalesnovani, jak je vidét napiiklad na historickém a sou¢asném snimku z NP
Podyji (viz Obr. 44 a 45). Pii odlesnéni byla vétsi moznost uchyceni vSech jedinct, tedy
i znaéného mnozstvi singularnich typt (tj. singularni typy mohou byt naopak pozistatky
kdysi pocetnych populaci), primarnich hybridii apod. Vrchol rozsifeni tedy mohl byt na
prelomu 18. a 19. stoleti, kdy byla krajina nejvice odlesnénd. Dnes je v Podyji patrné stale
probihajici evoluce, ovSem na zna¢né omezeném uzemi. Pro lepsi interpretaci pozorovanych
procest v historickém méfitku by bylo vhodné znat staii studovanych jedinct. Odhad véku
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je ovSem u jetabli zna¢n¢ komplikovan jejich schopnosti tvorby vyhonti ze starého dieva (je

Mrwv 4

tézké od sebe rozlisit semenacek a vyhon ze starého kofene) a spontanniho htizeni.

Vrani skilo

Ostesreicy

oo

- Uiraufherg

Obr.44 : Zalesnénost krajiny v NP Podyji kolem roku 1950 (vlevo) a nyni (vpravo). Obrazky pievzaty

a upraveny z www.cenia.cz, Www.maps.google.com

Obr. 45: Historicka fotografie Nového hradku v NP Podyji.

Fotografie prevzata z www.nppodyji.cz
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V ramci celé Evropy je centrum diverzity v Panonii a na Balkdnském poloostrove.
Dalsi vyzkum by bylo vhodné smétovat do téchto oblasti, pfedevs§im na Balkan, nebot’ tam
se vyskytuje druhy zhlavnich druhtt komplexu S. aria agg. — S. umbellata. Jedna se
o domnélého rodi¢e hybridogennich taxona (naptiklad S. danubialis) a jsou u néj udavany
dva cytotypy, diploidni a tetraploidni (Aldasoro et al., 2004), avSak studie provedena na §ir$i
geografické skdle se zahrnutim vice nez jednotek jedincii chybi. Z vysledki molekularnich
analyz (viz vySe) vyplyva, Ze by bylo déle zajimavé se zaméfit na fylogeografii jetabi
(pfedevsim sexudlnich druhtl), kterou se u tohoto rodu také jesté nikdo nezabyval.

5.6. Dopady mikroevoluénich procesii na taxonomii

Nastaveny ptirozeny druhovy koncept ujetabl, tj. popis vsSech jednotlivych
apomiktickych linii (reprodukéné izolovanych, geneticky i fenotypové odliSnych), sice
postihuje veskerou diverzitu obligatn¢ apomiktickych linii, ale pfi pohledu na rozmanitost
celé skupiny S. aria agg. (viz Obr. 17 v kapitole Vysledky morfologickych analyz a Obr. 13
v kapitole Vysledky analyzy mikrosatelitli) jde o pfifazovani statutu druhu velice malym
vysecim variability, které je mozno determinovat jen ze strany znacn¢ omezeného mnozstvi
specialisti. Tento koncept je v podstaté udrzitelny v zdpadni a castené sttedni Evropé, kde
je pocet evolucnich linii jefdbli omezen a pievldda apomixie. Problém nastava v evropském
centru diverzity — v Panonii a na Balkané, kde se nachézi vice sexualnich linii a retikulatni
evoluce je zde jist¢ daleko komplikovanéjsi nez u nas a kde bude pravdépodobné pfirozeny
druhovy koncept neudrzitelny. Limity tohoto pfistupu jsou ovSem ziejmé iv Podyji —
nejpodrobnéji prozkoumané oblasti vyskytu jefabti v Ceské republice. Druhy jsou zde
popsany za podminek reprodukéni izolovanosti a evolucni stability, a pokud tvofi relevantné
pocetné populace. Diky tomu zlstaly nehodnocené dvé evolucni linie (linie ,pinetorum
z divodu nestability zjisténé analyzou reprodukcnich zplisobu a linie ,,evanida“ z divodu
malého poctu jedincll) a nékolik singularnich jedinct. V souctu se jednd o nékolik desitek
rostlin, které nelze zatadit k Zddnému druhu a jediné blizsi urceni piedstavuje jejich zahrnuti
do Siroké skupiny S. aria agg. Pro taxonomické hodnoceni podrodu Aria nejen
v jihovychodni Evropé by mohl byt vhodnéjsi pragmaticky koncept, ukterého jsou
definovany SirSi druhy pomoci arbitrarné stanovenych hranic. RozliSeni jednotlivych taxoni
spolu s jejich vztahy tak zlstava uchopitelné (k takové zméné konceptt doslo naptiklad
v rod¢ Pilosella; Zahn, 1921, 1922, 1923 vs. Brautigam and Greuter, 2007).
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Vsechny tfi v Evropé nejbéznéjsi cytotypy jetabl — diploidni, triploidni a tetraploidni —
se vyskytuji i v Ceské republice. Variabilita ploidnich trovni je u nas ale vdzana pouze na
jizni Moravu (oblast Podyji a Moravského krasu), kterd je i1 diky své taxonomické
rozmanitosti centrem diverzity skupiny S. aria agg. i celého rodu Sorbus v Ceské republice.
Vzéicné se vyskytujici pentaploidni cytotyp nebyl nalezen ani mezi studovanymi
zahrani¢nimi jedinci.

Rozsahld analyza semen jedincl S. aria agg. prutokovou cytometrii odhalila celkem
sedm typt reprodukénich zplisobt, zahrnujicich sexudalni i apomiktické (pseudogamické)
rozmnozovani s rizné redukovanymi gametami. Byly tak u podrodu Aria nové zjistény
vSechny zplisoby udavané pro ostatni taxony rodu, ov§em diky schopnosti pfijmout pyl i od
ostatnich druhtt (v nékterych ptipadech i z jinych podrodl) ve vétSim mnozstvi variant.
Zajimavym vysledkem je pfedevSim potvrzeni haploidni partenogeneze u druhu
S. danubialis, kterd byla doposud naznacovana jen u taxonu S. sudetica (podrod
Chamaespilaria). VSichni diploidni jedinci jsou plné sexudlni, kdeZto u polyploidnich
taxonil pfevazuje apomixie, piicemZz pouze u S. danubialis a linie "pinetorum" byl
zaznamenan vyraznéjsi podil pohlavniho rozmnoZzovani.

Pomoci molekularnich markerti (mikrosateliti) byly rozliSeny a potvrzeny jednotlivé
druhy a izolované evolu¢ni linie. Nejvyssi mira genetické variability u sexudlni diploidni
S. aria s.str. odpovidd jejimu typu rozmnozovani. Mezi fakultativné a obligatné
apomiktickymi polyploidnimi skupinami nebyla nalezena vazba genetické diverzity a miry
sexuality. Podle mikrosatelitového pattern byly zjiStény parentalni druhy hybridogennich
taxondl. Pfevazna vétSina vznikla kiizenim S. aria s.str. a S. danubialis. Jedind skupina
pochazejici z kombinace S. aria s.str. a S. graeca (ptipadné S. collina) je S. pannonica agg.
Na zéklad¢ morfologickych znakt 1ze od sebe jednotlivé taxony viceméné odlisit, ale casto
dochdzi k piekryvu znakd diky enormni fenotypové plasticité. Ta byla zjiSt€éna nejen
u jednotlivych druhdg, ale ve stejné $ifi i u jedincii se shodnym genotypem.

Nastaveny koncept taxonomického hodnoceni podrodu Aria odrazi jen cast jeho
variability. Nemaly pfispévek k rozmanitosti skupiny piedstavuji i nadéale nezatraditelné
izolované evolu¢ni linie a singuldrni jedinci.
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PRILOHA 1:

Vyjimky udélené spravami CHKO Cesky Kras, NP Podyji a NP Thayatal
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Agentura ochrany pfirody a krajiny Ceské republiky
SPRAVA CHRANENE KRAJINNE OBLASTI

CESKY KRAS

267 18 Karlstejn 85

telefon: 311681713 = .
311 681 023 dle rozdélovniku

ceskras@nature.cz
ID DS: ffydyjp

NASE CiSLO JEDNACI 01161/CK/2013 VYRIZUJE Mottl V KARLSTEJNE DNE 28. gervna 2013
SPISOVA ZNACKA S/00792/CK/2013

Véc: udéleni vyjimky ze zakazi uvedenych v § 29 pism. d), i) a § 34 pism. e) zakona o
ochrané pfirody a krajiny

Sprava Chranéné krajinné oblasti Cesky kras (dale jen ,Sprava CHKO), jako pfislusny
organ statni spravy ochrany prirody a krajiny prislusny podle ustanoveni § 78 odst. 1 a § 78
odst. 2 pism. I) zakona ¢. 114/1992 Sb., o ochrané pfirody a krajiny v platnem znéni (dale jen
,zakon“) a provedeného spravniho fizeni podle zakona ¢. 500/2004 Sb., spravniho radu
(dale jen ,spravni rad®), vydava toto

ROZHODNUTI

Vyrok:

Fyzickym osobam Tomasi Urfusovi, nar. 8.8.1981, bytem Erbenova 2109, 272 01 Kladno,
Jané Bilé, nar. 1.6.1990, bytem Ripska 215, 277 42 Obfistvi a Petru Vitovi, nar. 15.10.1980,
bytem Janackova 21, 350 02 Cheb, se podle § 43 odst. 3 zadkona udéluje vyjimka ze
zakazl uvedenych v § 29 pism. d), a pism. i) zdkona &. 114/1992 Sb., tj. vstupovat mimo
cesty vyznacené se souhlasem organu ochrany pfirody do narodnich pfirodnich rezervaci
Karl$tejn a Koda a sbirat zde rostliny a ze zdkazu uvedeného v § 34 pism. e) sbirat
rostliny na uzemi pfirodni rezervace Voskov. Vyjimka se udéluje za ucelem vyzkumu
variability zastupcl Sorbus aria agg. (jefabu muku) a odvozenych hybridogennich taxonu

Vyjimka se udéluje na obdobi do 31.12.2015.

Za pouziti § 66 zakona Sprava CHKO stanovuje pro provadéni povolované Cinnosti
nasledujici podminky:

1) Odbér vzorkl bude omezen na celkem 5 listl a 15 plodd z kaZdého jednoho jedince
ze zastupcl Sorbus aria agg.

2) Odbér vzorkl bude piedem projednan se Spravou, tak aby byly zachovany prirodni
hodnoty uvedenych pfirodnich a narodnich prirodnich rezervaci.

3) Spravé bude po ukonceni vyzkumu do 31.5.2016 pfedana souhrnna zprava o
vysledcich vyzkumu. Tato zprava bude rovnéz ve shodném terminu dorucena
Ustfednimu seznamu ochrany pfirody pfi pracovisti ustfedi Agentury ochrany pfirody
a krajiny v Praze.




Odivodnéni:

Sprava CHKO obdrzela dne 6. kvétna 2013 pod &.j. 00792/CK/2013 Zadost fyzickych osob:
Tomas Urfuse, nar. 8.8.1981, bytem Erbenova 2109, 272 01 Kladno, Jany Bilé, nar.
1.6.1990, bytem Ripska 215, 277 42 Obiistvi a Petra Vita, nar. 15.10.1980, bytem
Janackova 21, 350 02 Cheb, tykajici se udéleni vyjimky ze zakaz( uvedenych v § 29 pism.
d), a pism. i) zakona & 114/1992 Sb., tj. vstupovat mimo cesty vyznaCené se souhlasem
organu ochrany pfirody do narodnich pfirodnich rezervaci Karl$tejn a Koda a sbirat zde
rostliny a ze zakazu uvedeného v § 34 pism. e) sbirat rostliny na Uzemi pfirodni rezervace
Voskov.

Spravni Fizeni bylo zahajeno dnem podani zadosti tj. 6. kvétna 2013. Sprava oznamila
G&astnikiim fizeni zahajeni spravniho fizeni a zaroveri oznamila zahdjeni spravniho fizeni
ob&anskym sdruzenim, které u Spravy pozadaly o pfedbézné informovani o zahajovanych
spravnich fizenich. Spolu s ozndmenim o zahajovaném fizeni uréila Sprava dle ustanoveni §
36 odst. 1, ve spojeni s ustanovenim § 39 odst. 1 spravniho fadu pfiméfenou 10 denni Ihatu
od doruceni oznameni o zahajovaném fizeni ve které mohli uplatnit U¢astnici fizeni namitky
&i pfipominky. Zadné ob&anské sdruzeni se v zakonné Ihaté 8 dnd (§ 70 odst. 3 zakona) od
dorugeni oznameni nepfihlasilo jako Ggastnik fizeni. U&astnici fizeni ve stanovené 10 denni
lhiité od doruéeni ozndmeni nepodali zadné namitky ani pfipominky.

Zadost byla odlvodnéna probihajicim vyzkumem variability zastupcu Sorbus aria agg.
(jefabu muku) a odvozenych hybridogennich taxon(. Ziskané informace o konkrétni vyskytu
a rozsiteni jedinch a populaci zastupcll Sorbus aria agg. mohou napomoci praktické ochrane
pfirody. Vzhledem k omezenim danym v podminkach rozhodnuti, Ize vyloucit poskozeni
biotoptl i zkoumanych jedinc.

Sprava CHKO dospéla k nazoru, ze povolovana ¢innost je v zajmu ochrany pfirody, tak jak je
uvedeno § 43 odst. 3 a z tohoto divodu byla vyjimka udélena.

Pouceni o odvolani:
Proti tomuto rozhodnuti se Ize podle § 81 odst. 1 spravniho fadu do patnacti dni ode dne
jeho dorugeni odvolat k Ministerstvu Zivotniho prostfedi, a to podanim uc€inénym u Spravy
CHKO. V pfipadé, Ze pisemnost bude uloZzena u provozovatele postovnich sluzeb, lhata pro
podani odvolani se poditd ode dne pievzeti rozhodnuti, nejpozdéji véak od desatého dne
ode dne jejiho uloZeni. Dle § 82 odst. 2 spravniho fadu se odvolani podava s potfebnym
poétem stejnopist tak, aby jeden stejnopis zustal spravnimu organu a aby kazdy ucastnik
fizeni dostal jeden stejnopis. Nepoda-li ugastnik potfebny pocet stejnopist, vyhotovi je
spravni organ na naklady uéastnika.

Ing. Michal Slezak
VEDOUCI SPRAVY CHKO



NATIONALPARKVERWALTUNG PODY]J i (THAYATAL)
PODYJI NATIONAL PARK ADMINISTRATION

SPRAVA NARODNIHO PARKU PODY)I

NA VYHLIDCE 35, 669 01 ZNOJMO

SPISOVA ZNACKA: SZ NPP 0569/2013/3 DATUM: 7.8.2013

CISLO JEDNACI: NPP 0982/2013 TELEFON: 515 282 245

OPRAVNENA UREDNI OSOBA: Valagek E-MAIL: valasek@nppodyji.cz
ROZHODNUTI

Sprava Narodniho parku Podyji (dale jen ,.Sprava NP Podyji®) jako pfislusny organ ochrany
piirody dle ustanoveni § 75 odst. 1 pism. e) zdkona CNR &. 114/1992 Sb., o ochrang piirody a
krajiny, v platném znéni (déle jen ,,zdkon 114/1992 Sb.*), vykondvajici statni spravu v ochrané
prirody a krajiny (§ 75 odst. 2 zakona 114/1992 Sb.) na izemi Narodniho parku Podyji (dale jen
NP Podyji®) a jeho ochranného pasma po provedeném fizeni, podle &l. 6 Navstévniho fadu NP
Podyji vydaného vyhl. ¢. 22/95, vsouladu s § 19 odst. 1 zdkona 114/1992 Sb. a v souladu
s usnesenim vlady €. 535 ze dne 10.5.2006 a §§ 67-74 souvisejiciho zdkona €. 500/2004, spravni
fad, v platném znéni (dale jen ,,spravni fad*)

udéluje vyjimku

dle § 43 zakona 114/1992 Sb. ze zakladnich ochrannych podminek, konkrétné ze zdkazu dle § 16
odst. 1 pism. d) (vjizdét a setrvivat s motoravymi vozidly mimo silnice a mistni komunikace a
mista vyhrazena se souhlasem organu ochrany ptirody), dle § 16 odst. 1 pism. g) (zdkaz odchytu
zivoCichd a sbéru rostlin) a dle § 16 odst. 2 pism. b) (vstupovat mimo cesty vyznatené se
souhlasem organu ochrany pfirody)

pro Zadatele

Tomase Urfuse, Katedra botaniky Pfirodovédecké fakulty UK, Benatska 2, 128 01 Praha 2, pro
ucely vyzkumu Sorbus aria agg. (jetab muk) na tizemi Narodniho parku Podyji v letech 2013—
2016

pri spInéni téchto zavaznych podminek:

1. Pfi provadéni vyzkumu, zejména pii sbéru vzorkl, nebudou pouzivany metody poSkozujici
prirodni prostiedi. Pfi vyzkumu bude vyuzivano nedestruktivnich metod. Odebirano bude
pouze takové mnozstvi biomasy, které¢ je nezbytné pro dal§i zpracovani a to takovym
zpusobem, aby neohrozilo stavajici populace druht.

2. Veskeré terénni aktivity oznami Zadatel nejdiive 5 dni, nejpozdéji 1 den piedem Spravé NP
Podyji.

3. Aktivity v terénu, provadéné po 18. hodiné vecerni, budou nejdiive 5 dni, nejpozdéji 1 den
piredem oznameny lesnikovi pfisluSnému pro dany lesnicky usek.

TELEFON: FAX: " E-MAIL: INTERNET: BANKOVNI SPOJENI: 10 DIC:
+420 515 226 722 +420 515282241  infol@nppodyji.cz  www.nppodyji.cz KB Znojmo 00837971  CZ00837971
+420 515 282 240 12831741/0100




STRANA 2

Pti provadéni priizkumu je moZno vstupovat na celé uzemi NP Podyji a jeho ochranného
pésma.

Vyzkumné aktivity v tzv. klidovych oblastech budou provadény vyhradn€ po pfedchozi
konzultaci se Spravou NP Podyji tak, aby nebylo naru$ovano poslani a rezim klidovych
oblasti. Mapy se zakresem klidovych oblasti jsou v ptiloze tohoto rozhodnuti.

Toto povoleni nenahrazuje souhlasy majitell a najemet dotéenych pozemki. Ke vstupu na
tyto pozemky je nutny jejich predchozi souhlas.

Vjezd na tizemi NP Podyji a jeho ochranného pasma bude realizovan pouze po zpevnénych
cestach a to osobnim automobilem. Formula¥ ,,Povoleni k vjezdu®, ktery za timto Gcelem
vyda Sprava NP Podyji pro konkrétni vozidlo, musi byt vZdy viditelné umistén za prednim
sklem. O konkrétni ,,Povoleni k vjezdu“ je tieba zadat zvlast.

Roéni zpravy o vyzkumu budou zasilany Spravé NP Podyji vzdy nejpozdé€ji do 31.1.
nésledujiciho roku. Spravé NP Podyji bude déle zaslana zavéretna zprava €i prace o prubchu a
vysledcich mapovani a monitoringu, a to nejpozdgji do 31.12. roku ukonceni vyzkumu.

Vyjimky ud&lené timto rozhodnutim jsou platné pro tyto ucastniky vyzkumu: Tomas Urfus
(nar. 8.8.1981), Jana Bila (nar. 1.6.1990), Petr Vit (nar. 15.10.1980), Véra Bil4 (nar. 5.6.1964),
Ondfej Nosek (nar. 30.4.1990).

10. Toto rozhodnuti plati do 31.12.2016.

Oddvodnéni:

Sprava NP Podyji projednala Zadost, kterou Zadatel pozadal o udéleni vyjimek k realizaci
vyzkumné druhu Sorbus aria agg. na uzemi Nérodniho parku Podyjf v letech 2013-2016. Cilem
vyzkumu je (1) zhodnotit mikroevoluéni dynamiku na drovni cytogeografie, (2) testovat
reprodukéni zptisoby jednotlivych cytotypil, (3) stanovit miru vnitropopulaéni a mezipopulacni
genetické variability a (4) ur¢it miru recentni hybridizace. Vysledky vyzkumu budou vyznamnym
pfinosem pro piirodovédné poznani nejen NP Podyji a mohou byt do budoucna vyuzity jako
podklady pro ugely ochrany ptirody, pé€i o jednotlivé slozky piirody i pro dalsi vyzkum. |

V rémei vyzkumu budou pro uéely analyz uskutenény pouze nejnutn&jsi odbéry, a to vzdy

s ohledem na aktudlni stav exemplafe (5 listd a 15 plodi na jeden zkoumany exempldf). Odbér
list bude uskutednén vzdy potatkem léta (obdobi konce ¢ervna a zalatku Cervence), odber
malvic pak vZdy koncem Iéta (obdobi konce srpna a v prib&hu zafi).

Sprava NP Podyji posoudila zadost z hlediska potfeby a pouZitelnosti potencialnich vysledki

vyzkumu. Ziskana data mohou slouZit ke zlepSeni pé&e o izemi, k efektivn€jsi ochran¢ cennych
lokalit a prisp&ji k lepsi dokumentaci hodnot izemi a zhodnoceni trendi vyvoje.

Na zaklad$ provedeného spravniho fizeni bylo zjisténo, Ze zadatel spliuje podminky pro

povoleni viech vyjimek v rdmei vyzkumné ¢innosti na zemi NP Podyji.

Timto rozhodnutim, které se vydava v souladu se zdkonem 114/1992 Sb., nejsou nikterak

dot&ena ani omezena prava a povinnosti dle jinych vSeobecné zdvaznych pravnich pedpist.

TELEFON:

+420 515 226 722 +420 515 282 241 info@nppodyji.cz www.nppodyji.cz KB Znojmo 00837971  CZ00837971

Z uvedenych divodi bylo rozhodnuto tak, jak je uvedeno ve vyroku.

FAX: E-MAIL: INTERNET: BANKOVNI SPOJEN: IC: DIC:

+420 515 282 240 12831741/0100




STRANA 3

Poudeni o odvolani:

Proti tomuto rozhodnuti miZe G&astnik ¥{zeni podat podle ustanoveni §§ 81-93 spravniho
#4du odvolani ve 1hite 15 dnii ode dne jeho ozniameni k Ministerstvu Zivotniho prostredi, a to
podénim ué¢ingnym u Spravy NP Podyji, Na Vyhlidee 5, 669 01 Znojmo. Lhuta pro podani
odvolani se poé¢ita ode dne nasledujiciho po dorugeni pisemného vyhotoveni rozhodnuti,
nejpozd&ji viak po uplynuti desatého dne od ulozeni nedorucené zasilky.

Odvol4ni musi mit naleZitosti uvedené v § 37 odst. 2 spravniho fadu, musi obsahovat
tidaje o tom, proti kterému rozhodnuti sméfuje, v jakém rozsahu ho napada a v €em je spatfovan
rozpor s pravnimi predpisy nebo nespravnost rozhodnuti nebo fizeni, jez mu piedchazelo.
Odvoléni se podava s potfebnym podtem stejnopist tak, aby jeden stejnopis zistal spravnimu
orgénu a aby kazdy Géastnik dostal jeden stejnopis. Nepoda-li tcastnik potfebny pocet stejnopisi,
vyhotovi je spravni organ na naklady tc¢astnika.

Odvolan{ jen proti odiivodnéni rozhodnuti je podle ustanoveni § 82 odst. 1 spravniho fadu
nepiipustné. Podané odvolani ma podle § 85 odst. 1 spravniho fadu odkladny u€inek.

e i

Ing. Tomas Rothrfickl
feditel

Priloha (obdrzi pouze Zadatel):
- -mapy tzv. klidovych oblasti (3 strany)

Toto rozhodnuti obdrzi:

Katedra botaniky Piirodovédecké fakulty UK, Tomas Urfus, Benatska 2, 128 01 Praha 2

Obec Podmoli, Podmoli, 669 02 Znojmo (DS)

Obec Hnanice, 669 02 Znojmo (DS)

Meéstys Lukov, Lukov 3, 669 02 Znojmo (DS)

Obec Havraniky, Havraniky 133, 669 02 Znojmo (DS)

Obec Podmyée, Podmyée, 671 06 Safov (DS)

Obec Novy Saldorf - Sedlesovice, Novy Saldorf, 671 81 Znojmo 5 (DS)

Mésto Znojmo, Obrokova 10-12, 669 02 Znojmo (obdrzi odbor Zivotniho prostiedi Méstského ufadu
Znojmo) (DS)

Obec Masovice, Masovice, 669 02 Znojmo (DS)

Meéstys Vranov nad Dyji, Namésti 21, 671 03 Vranov nad Dyji (DS)

Obec Horni Bretkov, Horni Begkov, 671 02 Sumné (DS)

Obec Lesnd, Lesna, 671 02 Sumna (DS)

Obec OnZov, Onov, 671 02 Sumna (DS)

TELEFON: FAX: E-MAIL: INTERNET: BANKOVNI SPOJENL:  IC: DIC:
+420 515226 722 +420 515 282 241 info/@nppodyji.cz www.nppodyji.cz KB Znojmo 00837971  CZ0D0837971
+420 515 282 240 12831741/0100




AMT DER NIEDEROSTERREICHISCHEN LANDESREGIERUNG
Gruppe Raumordnung, Umwelt und Verkehr

Abteilung Naturschutz

3109 St. Polten, Landhausplatz 1

Amt der Niederésterreichischen Landesregierung, 3109

Frau

Jana Bila

Univerzita Karlova V Praze
Katedra botaniky

Benatska 2
12801 Praha
TSCHECHIEN

Beilagen E-Mail: post.ru5@noel.gv.at - Telefax 02742/9005/15220
RU5-BE-747/002-2014 Internet: http:/Avww.noe.gv.at DVR: 0059986
Kennzeichen (bei Antwort bitte angeben) Burgerservice-Telefon 02742/9005-9005

(0 27 42) 9005

Bezug Bearbeiterin Durchwahl Datum

Karin Altinger-Probst 15215 10. Juni 2014
Betrifft

Univerzita Karlova Z Praze, 12843 Praha, Ansuchen um Ausnahmegenehmigung geman
§§ 5 und 6 NO Nationalparkgesetz; Bescheid

Bescheid

Uber lhren Antrag vom 28. Mérz 2014 um Erteilung einer Ausnahmegenehmigung zur Be-
gehung des Nationalparks abseits der markierten Wege im Nationalpark Thayatal sowie
das Sammeln von Blatter und Friichten der Gattung Sorbus L. (Mehlbeere) zum Zwecke
der Forschung fur den Zeitraum von 2014 bis 2017 furr 2 Personen wird wie folgt entschie-
den:

Spruch

Frau Jana Bila wird die Ausnahmegenehmigung zur Begehung des Nationalparks abseits
der markierten Wege im Nationalpark Thayatal sowie die Sammelgenehmigung von drei
Blattern fur die morphologische Analyse, von einem Blatt fur die zytometrische Analyse,
ca. 1 cm? Blattflache fiir die molekulare Analyse und von fiinfzehn Friichten fur die Unter-
suchung der Reproduktionsart mit Durchflusszytometrie (FCSS) von Sorbus L. (Mehlbee-
re) fur den Zeitraum von 2014 bis 2017 fir 2 Personen erteilt, wobei folgende Auflagen
einzuhalten sind:

1. Vor Beginn der Sammeltétigkeiten ist mit der Nationalparkverwaltung das Einverneh-
men herzustellen.

2. Blatter und Frichte dirfen nur im angegebenen Ausmaf entnommen werden.
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3. Das Verlassen der Wege ist nur im unbedingt erforderlichen Ausmaf’ zulassig.

4. Der Nationalparkverwaltung ist jahrlich ein Bericht iber die Ergebnisse ihrer Arbeiten
vorzulegen.

5. Die Sammeltatigkeiten sind mit 31. Dezember 2017 zu befristen.

Rechtsgrundlagen: )
§ 5 Abs. 4 und § 6 Abs. 4 NO Nationalparkgesetz, LGBI. 5505.

Begriindung

Frau Jana Bila hat mit Schreiben vom 28. Marz 2014 einen Antrag um Erteilung einer
Ausnahmegenehmigung zur Begehung des Nationalparks Thayatal abseits der markierten
Wege sowie zum Sammeln von Blatter und Frichten der Gattung Sorbus L. (Mehlbeere)
zum Zwecke der Forschung fiir den Zeitraum von 2014 bis 2017 fiir 2 Personen gestellt.

Die Regelungen zur Naturzone in § 5 NO Nationalparkgesetz sehen vor, das hier prinzi-
piell jeder Eingriff in die Natur und in den Naturhaushalt sowie jede Beeintréchtigung des
Landschaftsbilds verboten ist. Ex lege Ausnahmen von diesem Verbot bestehen unter an-
derem fur Organe der Nationalparkverwaltung zur Erfillung der ihnen gesetzlich Gbertra-
genen Aufgaben sowie fiir Besucher zum Begehen der fiir sie bestimmten Wege.

Weitere Ausnahmen sind zuzulassen, soweit dies mit den Zielen des Nationalparks nicht
im Widerspruch steht oder nachteilige Auswirkungen auf den Nationalpark durch Vor-
schreibung von Vorkehrungen weitgehend ausgeschlossen werden kénnen.

In der Naturzone mit ManagementmaRnahmen - § 6 NO Nationalparkgesetz - bestehen
zusatzlich ex lege Ausnahmen von dem in dieser Zone ebenfalls festgelegten grundsatzli-
chen Eingriffsverbot, auch hier sind weitere Ausnahmen insbesondere fiir Zwecke der wis-
senschaftlichen Forschung bescheidmaRig zuzulassen.

Die Behorde holte im Rahmen des Ermittlungsverfahrens ein Gutachten einer Natur-
schutzsachverstandigen ein. Dieses Gutachten vom 20. Mai 2014 lautet wie folgt:

,Mit Schreiben vom 04. April 2014 ersucht die Naturschutzabteilung um Stellungnahme zu
den Antragen von Frau Jana Bila fiir eine Sammelbewilligung gemaf § 20 Abs. 4 NO
NSchG 2000 und zur Ausnahmegenehmigung vom Eingriffsverbot im Nationalpark gemafl
§§ 5 und 6 NO Nationalparkgesetz.

Sachverhalt

Frau Jana Bila sucht um Ausnahmegenehmigung zur Begehung des Nationalparks
Thayatal abseits der markierten Wege und um Sammelgenehmigung von drei Blattern fur
die morphologische Analyse, von einem Blatt fur die zytometrische Analyse, ca. 1 cm?
Blattflache fiir die molekulare Analyse und von fiinfzehn Friichten fir die Untersuchung
der Reproduktionsart mit Durchflusszytometrie (FCSS) von Sorbus L. (Mehlbeere) an. Die



o

Bewilligung wird fur den Zeitraum von 2014 - 2017 fur 2 Personen beantragt. Im Zuge des
Projektes soll die morphologische, karyologische und genetische Variabilitat der Vertreter
Sorbus aria agg. (echte Mehlbeere, S. aria s.str., S. danubialis und daraus entstandene
hybride Taxa) untersucht werden. Ziel des Projektes ist die Beschreibung der Dynamik der
Arten stdéstlich von Hardegg aus mikroevolutionistischer Sicht. Das Projekt ist die zweite
Phase der taxonomischen Forschungen von M. Lepsi und P. Lepsi.

Gutachterliche Stellungnahme

Die Sammeltatigkeiten, die im Nationalpark durchgefuhrt werden, sind besonders natur-
schonend auszufihren. Um Storwirkungen auf die Tierwelt hintanzuhalten und die Arten-
vielfalt der in diesem Bereich vorhandenen Okosysteme zu erhalten, dirfen die Wege nur
im unbedingt notwendigen Ausmaf verlassen werden. Weiters durfen die Blatter und
Frichte nur im angegebenen Ausmaf entnommen werden. Da die Arbeiten dem Zwecke
der Forschung dienen sollen, ist jahrlich der Nationalparkverwaltung ein Bericht Gber die
Ergebnisse vorzulegen.

Bei Einhaltung der nachstehenden Auflagen, kann fiir das gegensténdliche Vorhaben aus
naturschutzfachlicher Sicht sowohl eine Sammelbewilligung nach § 20 Abs. 4 NO NSchG
2000 als auch eine Ausnahmegenehmigung vom Eingriffsverbot im Nationalpark gemaf’
§§ 5 und 6 NO Nationalparkgesetz erteilt werden, da die Blatter und Friichte nur in sehr
geringem Ausmaf entnommen werden und fir Forschungszwecke herangezogen werden
sollen, und die Téatigkeiten den Zielen des Nationalparks nicht widersprechen.

Auflagen

1. Vor Beginn der Sammeltatigkeiten ist mit der Nationalparkverwaltung das Einverneh-

men herzustellen.

Blatter und Friichte dirfen nur im angegebenen Ausmaf entnommen werden.

3. Das Verlassen der Wege ist nur im unbedingt erforderlichen AusmaR zulassig.

4. Der Nationalparkverwaltung ist jahrlich ein Bericht Uber die Ergebnisse ihrer Arbeiten
vorzulegen.

5. Die Sammeltatigkeiten sind mit 31. Dezember 2017 zu befristen.”

N

Im Rahmen des Parteiengehors wurde dieses Gutachten mit Schreiben vom 22. Mai 2014
der Antragstellerin, der NO Umweltanwaltschaft und der Nationalpark Thayatal GmbH zur
Kenntnis gebracht und Gelegenheit zur Stellungnahme gegeben.

Die NO Umweltanwaltschaft erhob mit Schreiben vom 22. Mai 2014 gegen das genannte
Vorhaben keinen Einwand, sofern die von der Sachverstandigen vorgeschlagenen Aufla-
gen im Spruch des Bescheides aufgenommen werden.

Aufgrund des festgestellten Sachverhaltes und des eingeholten Gutachtens der Amts-
sachverstandigen fir Naturschutz gelangte die Behorde zur Ansicht, dass die Ausnahme-
genehmigung zur Begehung des Nationalparks abseits der markierten Wege im National-
park Thayatal sowie das Sammeln von Blatter und Friichten der Gattung Sorbus L. (Mehl-
beere) zum Zwecke der Forschung fur den Zeitraum von 2014 bis 2017 fiir 2 Personen zu
erteilen war.




Rechtsmittelbelehrung
Sie haben das Recht gegen diesen Bescheid Beschwerde zu erheben.

Die Beschwerde ist innerhalb von vier Wochen nach Zustellung dieses Bescheides
schriftlich oder in jeder anderen technisch méglichen Weise beim Amt der NO Lan-
desregierung, Abteilung Naturschutz, einzubringen.

Sie hat den Bescheid, gegen den sie sich richtet, und die Behérde, die den Bescheid er-
lassen hat, zu bezeichnen. Weiters hat die Beschwerde die Griinde, auf die sich die Be-
hauptung der Rechtswidrigkeit stuitzt, das Begehren und die Angaben, die erforderlich
sind, um zu beurteilen, ob die Beschwerde rechtzeitig eingebracht ist, zu enthalten.

Die Gebiihr fur die Beschwerde betragt € 14,30.

Ergeht an:

1. NO Umweltanwaltschaft, Wiener Stralke 54, 3109 St. Polten

2. Nationalpark Thayatal GmbH Nationalparkhaus, 2082 Hardegg
zur Kenntnis.

3. BD2 Sekretariat Naturschutz, z.H. Frau Dr. Christina Wanivenhaus
zur Kenntnis zu BD2-N-560/019-2011.

NO Landesregierung
Im Auftrag
Mag. Hiesberger
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Taxonomic revision of Sorbus subgenus Aria in the Czech Republic
Taxonomicka revize jetabd z podrodu Aria v Ceské republice

Martin Lep$*?, Petr Lep$i®, Petr Koutecky?, Jana Bila* & Petr Vit®

YSouth Bohemian Museum in Ceské Budéjovice, Dukelska 1, CZ-370 51 Ceské Budéjovice,
Czech Republic, e-mail: lepsi@muzeumcb.cz; *Department of Botany, Faculty of Science,
University of South Bohemia, BraniSovska 31, CZ-370 05 Ceské Budéjovice, Czech Republic,
e-mail: lepsi@seznam.cz, kouta@prf.jcu.cz; *4AOPK CR, Administration of the Blansky les
Protected Landscape Area, Vy3ny 59, CZ-381 01 Cesky Krumlov, Czech Republic, e-mail:
plepsi@seznam.cz; “Department of Botany, Faculty of Science, Charles University in Prague,
Benatské 2, CZ-128 01 Prague, Czech Republic, e-mail: Bila.Jana@seznam.cz.; °Institute of
Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, CZ-252 43 Priihonice, Czech Republic,
e-mail: vit@natur.cuni.cz

Abstract

Results of a taxonomic revision of subg. Aria in the Czech Republic are presented in the Central European
context. Flow cytometry and multivariate morphological analyses were employed to assess the taxonomic
diversity within the group. Diploid, triploid and tetraploid taxa were detected. Diploids are represented by a
single species, Sorbus aria, which exhibits high morphological variability. This extensive variability is specific
to this species and separates it, among other characters, from polyploid taxa. An epitype for S. aria is designated
here. In the Czech Republic, S. aria has been recorded only in southern Moravia, and published records from
Bohemia relate to other polyploid taxa of subg. Aria. Native occurrencies previously recorded for S. austriaca
and S. carpatica in the Czech Republic are erroneous and relate to individuals of S. aria with lobed leaves. Three
new triploid species are described — S. cucullifera M. Lepsi et P. Lepsi from the Podyji/Thaytal National Park
between the towns of Znojmo and Vranov nad Dyji, and S. moravica M. Lepsi et P. LepSi and S. pontis-satani
M. LepSi et P. Lepsi from the Moravian Karst near the city of Brno. Tetraploid taxa include S. danubialis and
two newly distinguished taxa — S. thayensis M. LepSi et P. Lepsi and S. collina M. Lepsi, P. Lepsi et N. Meyer.
Sorbus thayensis is endemic to the Podyji/Thayatal National Park and shows just as triploid species minimal
morphological variability, which indicates that these polyploid taxa have an apomictic mode of reproduction. All
these new species are assumed to have originated from interbreeding between S. danubialis and S. aria. Up until
now, Sorbus collina has been referred to as S. aria in the Czech Republic, as S. pannonica in Germany and as S.
graeca in Austria and Hungary. Records referred to S. graeca in southern Moravia (Czech Republic) do not
belong to S. collina, but were found to be untypical individuals of S. danubialis. In the Czech Republic, S.
collina occurs in central and north-western Bohemia. Sorbus danubialis is confined to central and north-western
Bohemia and southern Moravia, and shows taxonomically insignificant variability. Old records about the
existence of diploid individuals of S. danubialis in Bohemia have been proven incorrect. Detailed distribution
maps for all stenoendemics, photographs of the new species’ type specimens and line drawings of all polyploid
species known from the Czech Republic are presented.

Keywords: apomixis, DAPI flow cytometry, hybridisation, multivariate morphometrics,
Rosaceae, subg. Aria, taxonomy
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