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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva molekularni variabilitou vSivce statného (Pedicularis
exaltata) a jejim cilem bylo zrekonstruovat jeho evoluéni historii. Zaroven byly
pro porovnani zkoumany jeho piibuzné druhy, a to vSivec Hacquetiv (P. hacquetii),
se kterym byva Casto zaméhovan, a vSivec chocholaty (P. comosa). Bylo zkoumano
141 vzorkt z celkem 17 populaci z Ceské republiky, Slovenské republiky, Rumunska,
Ukrajiny, Rakouska a Slovinska. Data byla analyzovana pomoci metody AFLP
a sekvenovani DNA useku rpl32, trnT-L a ITS. Ze vSech analyz je ziejmé, ze P. comosa
je samostatny druh. U komplexu P. exaltata a P. hacquetii byla odhalena nizka
mezidruhovd a naopak vysoka vnitropopula¢ni a vnitrodruhova variabilita pomoci
analyzy molekularni variance. Podrobnéjsi analyzy AFLP dat, analyza hlavnich koordinat
PCoA a metody STRUCTURE, ukazaly naznak fylogeografické struktury, ktera je vSak
odlisna od tradicniho pojeti hranice mezi druhy P. exaltata aP. hacquetii. Pfimé
sekvenovani DNA neodhalilo existenci haplotypt charakteristickych pro jeden nebo
druhy druh. Néaznak mezidruhovych rozdili lze pozorovat v PCoA chloroplastovych
mikrosatelitt. Tyto vysledky celkem jasné ukazuji, Ze oddélovani P. exaltata
a P. hacquetii jako samostatnych druhti neni opodstatnéné, pfi¢emz spravné jméno, které

by se pro tento jediny druh mélo pouzit, je Pedicularis hacquetii.
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Abstract

This thesis investigated molecular variability of Pedicularis exaltata to reconstruct its
evolutionary history. Its closely related congeners Pedicularis hacquetii and Pedicularis
comosa were also included in the analysis to test the species delimitations. | investigated
141 samples from 17 location in area at the Czech republic, Slovakia, Romania, Ukraine,
Austria and Slovenia. The data were analysed by AFLP and DNA sequencing of rpl32,
trnT-L and ITS loci. P. comosa was demonstrated as a clearly separated species
according by all molecular markers. Low between-species variability coupled with high
interpopulation and intrapopulation variability was revealed in the P. exaltata-P.hacquetii
complex by an analysis of molecular variance (AMOVA) of the AFLP data. Principal
coordinate analysis and a STRUCTURE analysis showed a weak phylogeographic
structure which was however unrelated to the taxonomic differentiation between
P. exaltata and P. hacquetii. Only a trace of such differentiation can be observed
in chloroplast microsatellite data. Species delimitation between P. exaltata and
P. hacquetii is therefore not substantiated and their populations should be considered

members of a single species Pedicularis hacquetii.
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1 Uvod

Chranéna krajinna oblast Bilé Karpaty je proslavena svymi orchidejovymi loukami a také
vzacnymi druhy rostlin a bezobratlymi zivocichy (Rubin a kol. 2006). Velkd druhova
diverzita cévnatych druhi rostlin je jedinecnd v celé stiedni Evropé (Merunkova a kol.
2012). Nachazi se zde 103 ohrozenych druhti rostlin, mezi néz patii i vSivec statny
(Pedicularis exaltata), ktery zaroven spada i mezi 27 zdejSich cévnatych druhti rostlin,
jenz jsou kriticky ohrozeny (Bezdécka a kol. 2002). Tento druh je zajimavy tim, Ze se
nachazi pouze na jedné lokalité v CR, a to v NPR Porazky (Mackovéin a kol. 2002),
na Slovensku se vSak nevyskytuje, a jeho vyskyt je zaznamenan az v Rumunsku (Grulich
2008) a na ukrajinskych lokalitach v blizkosti Rumunska (Peregrym a Peregrym 2014).
Je také zajimavé, Ze je velmi Casto zaménovan s vSiveem Hacquetovym (Pedicularis
hacquetii). Jediny morfologicky znak kterym se tyto dva druhy od sebe prikazné odliSuji
je, ze u druhu P. hacquetii je kalich na zilkdch pokryt viditelnymi chlupy (Holub
a Kmetova 1997), kdezto P. exaltata ma kalich na Zilkach lysy (Hrouda 2000).

1.1 Historie Bilych Karpat
Karpatsky oblouk byl zformovan alpinskym vrasnénim, které trvalo od konce druhohor
az po pozdni pleistocén (Chlupac a kol. 2011). Pro ¢tvrtohory je typické stiidani glaciali
a interglaciali. V glacialnich dobach podléhaly horniny, zejména flySe, velmi silnému
vétru, a S tim spojenym odnosem a naruSovanim povrchu mrazem. Masivnim odnosem
byla vytvofena nechranénd tizemi, bezlesi, coz mélo dopad na biotické slozky prosttedi,
protoze zde chybé¢l dostatek krytych uzemi pro preckéni opakujicich se podnebnich
vykyvi (Chlupac a kol. 2011, Lozek 2008, Kuca a kol. 1992). Po cel¢ ¢tvrtohory tvofily
Bil¢ Karpaty koridor mezi nizinami Dolnomoravského uvalu na zapadni strané
a Podunajskou nizinou na vychodé pro teplomilné druhy Sifici se k severu. Na Slovensku
navic vystupuje bradlovské pasmo s vapencovymi skalami, které je schopno odolavat
podnebnim vykyvim a poskytnout tak 1toCist¢ mnoha druhim v glacidlnich
I interglacialnich obdobich. Tyto dvé skutec¢nosti dohromady s mnoha dalsimi faktory
zvysuji druhovou bohatost Bilych Karpat oproti jinym pohotim tvofenych flySem (Kuca
a kol. 1992, Merunkova a kol. 2012).

Interglacialni obdobi ¢tvrtohor byla ovliviiovana pouze ptirodnimi faktory, ovSem

nejmladsi doba poledova je z velké cCasti ovlivnéna Cinnosti Cloveéka (Lozek 2008).
1
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Na pfelomu posledniho pozdniho glacidlu probéhlo v nékolika etapach zvlhéovani
a oteplovani krajiny, kdy v teplejsich ¢astech obdobi dochazelo k Sifeni dievin s vysokou
ekologickou amplitudou do tehdejsiho bezlesi, napt. biizy ¢i borovice lesni (Lozek 2008,
Kuc¢a a kol. 1992). Kromé¢ jiz béznych stepi se zacaly vytvaret i mokiady a bylinné
biotopy, které pfipominaji louky dnesni doby (Kuca a kol. 1992). V preboredlu a boreédlu
nebo-li starém holocénu méla krajina Karpat parkovitou strukturu s otevienymi stepnimi
ploSkami. Teplota stoupala na teplotu vyssi, nez je soucasny teplotni priimér. Dochézelo
k sedimentaci pénovcu. Z jihu na sever se posouvaly druhy suzsi klimatickou
amplitudou. Vrchol teplot a vlhkosti prostfedi nastal ve stifednim holocénu, predevsim
Vv atlantickém obdobi, kdy zaroven doslo k dalSimu rozsifeni a také k zapojeni lesnich
porostii, uvniti kterych se pravdépodobné zacaly tvofit oteviend mista s vapnitymi
mokiady (Lozek 2008, Kuca a kol. 1992). Rada druhti oteviené krajiny toto obdobi
pieckalo pravé na téchto enklavach, které byly pravdépodobné zachovany pastvou
divokych koni, zubrii a turti (Lozek 2008). Toto obdobi se nazyva také neolit, tedy
mladsi doba kamenna. V nizSich polohach ¢loveék jako pastevec a rolnik zacal krajinu
pomalu pretvaiet podle svych potieb na tzv. kulturni stepi. Klu¢enim a zd’atfenim lesti tak
nevédomky pomahal udrzet a Sifit teplomilné stepni i lu¢ni druhy (Chlupa¢ a kol. 2011,
Klimes 2008, Kuca a kol. 1992). AvSak ve vysSich nadmotiskych vyskach se ptfiroda
nadale nerusené rozvijela a utvafely se vegetatni stupné¢ do soucasné podoby (Kuca
a kol. 1992). Na sklonku stfedniho holocénu, v mladsi a pozdni dobé bronzove, ¢lovek
zacal osidlovat i1 vyssi polohy, coz bylo spojeno s dalsi kultivaci prostiedi Karpat. Diky
tomu opét ubyvalo lesti, ptibyvalo ptidnich sesuvil a Siteni druhti oteviené krajiny (LozZek
2008, Kuca a kol. 1992). V mlads$im holocénu dochazelo K ustupu lidskych osidleni
a ke stéhovani narodu. Ve stiedovéku a novoveéku pak ¢lovek opét pronikal do horskych
oblasti, vté dobé¢ zde zacinalo kopanicarské a valaSské osidlovani krajiny. Timto
navratem lidi zpét do Karpat zacaly opét vznikat mensi lesni celky a opét se tak objevila
moznost Sifeni svétlomilnych druhti. Tehdy zacala vznikat vétSina nam dnes znamych

bélokarpatskych luk (Kuca a kol. 1992).



1.2 Fylogeografie

Fylogeografie je pomérné¢ mlada disciplina, kterd spojuje dohromady nékolik védnich
obort, a to predevsim molekularni fylogenetiku, populacni genetiku a geografii (Fér
a Marhold 2012). Dalo by se tedy fici, Ze ¢as a prostor jsou spolecné povazovany za osy
fylogeografie, na kterych jsou zobrazovany ¢asti genovych rodokmentl, jenz nas zajimaji
(Avise 2000). Tento pojem zavedl zakladatel této védy John C. Avise v roce 1987 (Riddle
2009).

Rostliny maji dva druhy cytoplasmatickych genomt, a to mitochondridlni DNA
(mtDNA) a oproti zivo¢ichtim navic i chloroplastovou DNA (cpDNA) (Avise 2009). Oba
dva druhy organelové DNA maji stejnou strukturu, tedy jsou uzaviené kruhové.
mutacemi, jelikoZ k rekombinaci u nich nedochéazi (Avise 2009, Fér a Marhold 2012).
Avsak rostlinnd mtDNA se ve fylogeografii nevyuzivd, jelikoz jeji evolucni vyvoj je
az 100krat pomalejsi nez u zivocicht, a jesté jsou s ni i jiné technické komplikace, coz ji
ve vysledku ¢ini méné vhodnou pro evolu¢ni vyzkumy. Z tohoto divodu se u rostlin
pouziva pouze cpDNA, ktera ma navic o néco rychlejsi evoluci nez rostlinna mtDNA
(stale v8ak pomalejsi nez zivo¢isnda mtDNA) (Avise 2009). Z toho plyne, Ze cpDNA je
oproti zivo¢isSné mMtDNA méné variabilni. Diky studiu organelarnich DNA jsou
definovany haplotypy pro zkoumané jedince, a to pomoci sekvenovani nékterych jejich
¢asti, zkoumanim variability mikrosatelitii nebo pomoci napt. restrikéni metody RFLP
(Fér a Marhold 2012).

Vyuziva se také metoda AFLP, kterd pracuje s rozdilnostmi v sekvencich DNA
V rdmci jedinct jednoho druhu nebo i mezi ptibuznymi organismy. Podstatou metody je
Stépeni DNA restrikénimi enzymy s ndslednou amplifikaci takto vzniklych fragmenti.
Vzniknou tak zvyraznéné, délkou definované fragmenty DNA, pro kazdého jedince
zvlast’, které se hodnoti podle jejich pfitomnosti/nepiitomnosti (Fér a Marhold 2012,
Schaal a kol. 1998). Cim je vice shodnych fragmentti u dvou jedincli, tim jsou si
piibuznéjsi (Fér a Marhold 2012). Metoda AFLP je vyhodna v tom, Ze neni nutné pfedem
znat sekvence DNA studovaného organizmu (Ovesna a Hodek 2007). Navic ji Ize pouzit
i pro uréeni DW indexu, ktery urcuje nakolik je kterd populace jedine¢na a do jaké miry

se odliSuje od ostatnich populaci (Fér a Marhold 2012).



1.3 Rod Pedicularis

Rod vsivec (Pedicularis L.) patfi do celedi Orobanchaceae (Olmstead 2002). Podle
odhadi botaniki rod zahrnuje 600 az 800 druhti rostoucich pievazné v boreélnich
a arkticko-alpinskych oblastech severni polokoule, s centrem geografického rozsifeni
v Himalajich, odkud se rozsitil dal do Evropy (Macior a kol. 2001, Peregrym a kol.
2011, Wang a kol. 2003). V Evrop¢ se rod vyskytuje pifevazné v Alpach a Pyrenejich
(Hrouda 2000). Do Ameriky se rod dostal skrze Beringiv most, ktery v minulosti
spojoval Severni Ameriku s asijskym kontinentem (Savil 1977). Nékolik druhi Ize nalézt
i na jizni polokouli v Jizni Americe v Andach (od Kolumbie po Ekvador) ¢i v severni
Casti Afriky, kde byl popsan napt. druh P. numidica Pomel. (Peregrym a kol. 2011,
Stonawski 1985).

Diive byl rod fazen do Celedi Scrophulariaceae (napi. Gazda 1963). Na zakladé
molekularnich studii v8ak bylo postupné dokazovano, Ze Celed’ Scrophulariaceae neni
monofyleticka (Olmstead a Reeves 1995). Nakonec byla puvodni ¢eled” Scrophulariaceae
pierozdélena do sedmi skupin (Tank a kol. 2006) a rod Pedicularis byl zatazen do ¢eledi
Orobanchaceae (Olmstead 2002), stejné jako jiné poloparazitické rody, napf. Euphrasia
L., Melampyrum L. ¢i Rhinanthus L. (Olmstead a kol. 2001, Tank a kol. 2006).

Rostliny rodu Pedicularis jsou poloparazité, tzn. z hostitelské rostliny odebiraji
ziviny a vodu, jsou ale schopny samostatné fotosyntetizovat (Tank a kol. 2006, T¢&sitel
2011). Maji sekundarni haustoria, tzn. maji vlastni kofenovy systém, na némz haustoria
vznikaji (Té&Sitel 2011, Stonawski 1985). Konkrétné druhy P. exaltata, P. haquetii,
P. foliosa, P. sceptrum-carolinum a P. chamissomis var. japonica jsou schopny pieZit
n&jakou dobu bez hostitele (u P. exaltata je to prokazatelné jeden rok), ovSem v tom
ptipadé rostou o poznani pomaleji (Stonawski 1985).

Opyleni rostlin rodu Pedicularis po celém jejich arealu rozsifeni zajist'uji ¢melaci
(rod Bombus) (Macior a kol. 2001, Stonawski 1987). Avsak existuji vyjimky, napf.
P. spicata a P. rhinanthoides ssp. labellata jsou opylovany v¢éelami (Macior a kol. 2001)
nebo napt. P. densiflora, jehoz lokalitou je Severni Amerika, je opylovan kolibtiky (Savil
1977). Nékteré druhy, napt. P. sudetica, se kromé pohlavniho rozmnozovani mohou
rozsifovat také vegetativné (Stursova a Kocidnova 2005). Plodem vsived je tobolka
s mnoha semeny (Hrouda 2000).

Semena vétsiny druhti vSived véetné P. exaltata potiebuji byt ke svému vykliceni

vystavena po urcitou dobu obdobi chladu. Zaroven museji byt ulozena ve vlhkém
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povrchu substratu a museji mit ptistup svétla a kysliku. Vyjimku u ¢eskych druhti tvofi
P. sceptrum-carolinum, ktery pfemrznuti semen nepotiebuje (Stonawski 1985).

Sviij nazev rod ziskal Gdajné¢ diky tomu, Ze se vyluh z rostlin pouzival k odvsiveni
nejen dobytka, ale i lidi. Neni vSak jasné, které konkrétni druhy se za timto ucelem
pouzivaly. Je ale dokazano, ze vétSina rostlin tohoto rodu obsahuje glykosid aukubin,
ktery je pro vii jedovaty (Machatna 2007, Savikin-Fodulovi¢ a kol. 2003, Hofman
2014). U lidi tato latka mize zpuasobit prijmy, koliky, v travicim traktu muize vést
k zanétim a pii poziti vétsi davky muze dojit az ke krvaceni do mozku. Rostliny obsahuji
také mnozstvi dalSich alkaloidli (Hofman 2014, Stonawski 1985). Diky tomu se diive
nékterych druhid pouzivalo i v lidovém Iécitelstvi, napf. Pedicularis laeta byl
v Kazachstanu pouzivan jako silné diuretikum a hemostatikum, a také jako osvédceny lék
na silné formy ischiasu (lvanov 1956). A i v dnesni dobé jsou napt. u Pedicularis
densiflora, pochazejiciho ze Severni Ameriky, tamé&jsimi indianskymi kmeny tradi¢né
vyuzivany jeho pupeny a kvéty, které jsou koufeny pro své uvoliujici vlastnosti

(Schlatter 2014).

1.4 Ekologie zkoumanych druhi

Vsivec statny (P. exaltata) roste pievazné na vlhkych loukach, které ovsem nejsou trvale
na ziviny (Cefovsky 1999, Hrouda 2000). Podobné i v§ivec Hacquetiv (P. hacquetii)
vyhledava vlh¢i stanovisté u potokt, horské vlh¢i lesy, horské vysokobylinné nivy, a také
mokra skalnatd i1 travinnd mista subalpinskych luk se slabé kyselymi, neutrdlnimi ¢i
humoéznimi ptdami. Ptesahuje i do alpinského a supramontanniho stupné (Holub
a Kmetova 1997, Savulescu 1960). Vsivec chocholaty (P. comosa) se nachazi
na vapenitych podlozich skalnatych a travnatych stanovist subalpinskych horskych
oblasti (Savulescu 1960). Jeho jedina lokalita VrSatec na slovenské strané Karpat
predstavuje nejsevernéjsi vyskyt tohoto druhu, pticemz dalsi jeho nejblizsi lokality jsou

jizni Alpy v Italii a Transylvanie v Rumunsku (Holub a Kmet'ova 1997).

1.5 Vyskyt a ochrana vSivcl v Ceské republice
Na nasem uzemi je zaznamenano celkem 5 druht vSivet, a to P. exaltata, P. palustris L.

subsp. palustrisa subsp. opsiantha, P. sceptrum-carolinum L., P. sudetica Willd. subsp.


https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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sudetica, P. sylvatica L. (Danihelka a kol. 2012). Vyhlaskou Ministerstva Zivotniho
prostiedi 395/1992 Sh. jsou chranény kriticky ohrozené druhy P. exaltata, P. sceptrum-
carolinum a P. sudetica, jako siln¢ ohroZzeny druh pak P. palustris a P. sylvatica.
V soudasném Cerném a &erveném seznamu cévnatych rostlin Ceské republiky jsou jako
C1 oznaceny P. exaltata a P. sudetica, C2 pak P. palustris, C3 P. sylvatica a jako druh
vyhynuly Al je fazen P. sceptrum-carolinum (Grulich a kol. 2012). V Cerveném seznamu
ohrozenych rostlin a Zivo¢ichi CR v 5.svazku jsou uvedeny druhy P. exaltata,
P. sceptrum-carolinum a P. sudetica (Cefovsky a kol. 1999). P. sudetica je navic chranén
I v evropskych ustanovenich, a to v Bernské umluvé z roku 1998 v Prtiloze 1 — piisné
chranéné druhy rostlin, kde je fazen v Celedi Scrophulariaceae a také v celosvétovém
¢erveném seznamu (Walter a Gillett 1997).

Vsivec zezlovity (P. sceptrum-carolinum) diive hojné rostl na jediném misté v CR,
konkrétné na lokalité Lipka na Sumavé, aviak mistnimi obyvateli byl systematicky
likvidovan kvili jeho nevhodnosti pro spasani dobytkem, az zde byl nakonec zcela
vyhuben (Hendrych 1977, Albrecht 2003).

Vsivec bahenni (P. palustris) se v Ceské republice vyskytuje na okrajich
oligotrofnich stojatych vod (Chytry a kol. 2011), na vapnitych slatiniStich, coz jsou izemi
S celorocni zasobou vysoko polozené hladiny vody, ktera jsou bohatd na vapnik, hotc¢ik
a dalsi mineraly, bez vyskytu raSeliniku, a také na piechodovych raselinistich (Chytry
a kol. 2010). Je to druh konkuren¢né slaby, citlivy na zasahy do vodniho rezimu, patfici
mezi ustupujici druhy mokiadnich stanovist (Hrouda 2000). Najit jej vSak lze
i na nevapnitych mechovych slatinistich, kde se raselinik jiz pravidelné vyskytuje a ktery
Ize popsat jako piechod mezi poslednimi dvéma jmenovanymi biotopy. Na tomto typu
uzemi roste i vSivec lesni (P. sylvatica), ktery lze jesté najit i na lokalitach mezofilnich
podhorskych a horskych smilkovych travnikii, coz jsou nizké acidofilni travniky s nizkou
az vysokou druhovou rozmanitosti (Chytry a kol. 2010, Chytry 2010). Roste také
na lokalitdich suchych travnikd, na trvale zamokifenych stanoviStich mezotrofnich
raselinnych luk a i na ptechodovych raselinistich doprovazenych ostficemi (Chytry 2010,
Chytry a kol. 2011). VSivec lesni je svétlomilny druh, konkurenéné slaby, ktery potiebuje
vysokou hladinu spodni vody (Hrouda 2000).

Na rozhrani subalpinského a alpinského stupné lze najit vSivec krkonosSsky
(P. sudetica subsp. sudetica), nejcastéji na mechovych raselinnych pramenistich,

radelinidtich a také na slatini§tich (Chytry a kol. 2011, Hrouda 2000, Stursova
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a Kocianova 2005). Druh neni pevné vazan k zadnému spolecenstvu ani ptidnimu typu,
oviem potiebuje stanovisté s kyselym podkladem. V Ceské republice se tento poddruh
vyskytuje pouze v Krkonogich (Hrouda 2000, Stursova a Kocianova 2005).

1.6 Pedicularis exaltata Besser ex Bunge
Pedicularis exaltata popsal Besser vroce 1832, ovSem spravné popsana byla tato
rostlina az vroce 1849 Bungem (Hrouda 2000, Stonawski 1985). Vsivec statny je
vytrvaly hemikryptofyt, ktery se rozmnozuje pievazné pohlavné (Stonawski 1985). Jeho
vyskyt v CR u nas objevil Frantisek Coka v 16t& roku 1906 severné od mésta Straznice
(Podpéra 1906). Dr. Podpéra jej fadi jako druh karpatsko-ponticky, a také udava, ze se
vsSivec vysoky, jak jej Cesky nazyva, nachazi po celych Karpatech az po Moldavsko,
Sedmihradsko, jizni a stfedni Rusko (po Litvu, Volyi) a Ze pronika také na Balkansky
poloostrov do Srbska, Bosny i Cerné hory. Oviem jiz v té dobé se viivec statny
vyskytoval u nas a v Rusku pouze v nizsich polohach (Podpéra 1906). Na zakladé tohoto
udaje lze fici, Ze k fadnému rozliSovani druha P. exaltata a P. hacquetii zacalo dochazet
az v poslednich par desetiletich.

Na Ukrajin¢ se jeho vyskyt v poslednich letech velmi zuzil, je zde tedy zapsan
v Cerveném seznamu (Hoskovec 2008, Peregrym a Peregrym 2014). Z Polskych
a Beloruskych lokalit jiz zcela zmizel (Burlaka a Kazemirska 2012, Peregrym a Peregrym
2014). Za hlavni pfi¢inu jsou povazovany zmény biotopd pod vlivem antropogennich
¢innosti, jako napf. odvodiovéni, orba luk a nadmérna pastva hospodaiskych zvirat
(Peregrym a Peregrym 2014). V Cerveném seznamu podle ITUCN je zapsan jako VU,
tedy jako druh zranitelny. Ve vnitrostatnich zakonech Rumunska vsak neni nijak chranén,
je zapsan pouze vV taméj$im Cerveném seznamu jako druh R (Oprea a Sirbu 2013).

Viivec statny je mohutna 100—150 cm vysoké bylina s ptfimou nerozvétvenou dutou
ryhovanou lodyhou, ktera je husté olisténa (Cefovsky 1999, Stonawski 1985, Podesva
2007). Listy mohou byt az 40 cm dlouhé a az 10 cm Siroké, pefenosecné az petenodilné,
s pilovitymi ukrojky, které maji $picky zubii bélavé (Hrouda 2000). Cepel je kopinata,
jedno ¢i dvojité zpetena. Dolni listy jsou fapikaté, dole velmi husté chlupaté, fapik je tim
krats$i, ¢im list roste vyse na rostling, horni listy mohou byt az ptisedl¢ (Hrouda 2000,
Stonawski 1985, Podesva 2007). Kvétenstvi mize byt az 50 cm dlouhy hrozen, ktery se
smérem ke Spicce zuzuje (Podesva 2007, Hrouda 2000). Je bohaté na listeny, které jsou

delsi nez kvéty a jsou podobné listim (Hrouda 2000, Stonawski 1985). Kalich je
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zvonkovity, trubkovity, kozovity, péticipy, na Zilkach lysi nebo jen velmi malo chlupaty.
Koruna je bled¢ sirové zluta, az 28 mm dlouhd, uvnitt lysa nebo lehce chlupatd v misté
ptipojeni tyCinek, horni pysk je celokrajny, ptimy, s okrouhlou $pickou, na okraji mirné
hunaty, dolni pysk je pravideln¢ trojlalo¢ny, nitky tyCinek u vrchu husté chlupaté,
semenik je po stranach lehce zplostély, ¢nélka lehce vyniké z horniho pysku (Stonawski
1985, Podesva 2007, Hrouda 2000). Semena vejcového tvaru, tupé hranata (Hrouda
2000). Koruna i nasledné plody jsou delsi nez kalich (Stonawski 1985). Kvete od ¢ervna
do srpna (Savulescu 1960).

Jeho dnesSni nejzédpadnéjsi vyskyt je v NPR Porazky v Bilych Karpatech, coz je
jedina lokalita ve stfedni Evropée. Nejblizsi lokality této rostliny se nachdzeji nékolik set
kilometrd ve vychodnich a jihovychodnich Karpatech (Kuca a kol. 1992, Prochazka
a kol. 1983). V roce 1976 byly louky lezici nad lokalitou tohoto vSivce rozorany mistnim
JZD, které zde hospodafilo. Timto nevhodnym a nepovolenym zasahem nastala
po podzimnich destich eroze pldy a svah s vyskytem vSivce byl témét cely zasypan
hlinou. Mimo sesutou zeminu byly nalezeny pouze dvé kvetouci rostliny. Jejich semena
byla kultivovana a pouzita pro obnovu populace (Prochazka a kol. 1983, Stonawski
1985).

Jednim ze starSich ptfedpokladl, jak se na naSe tizemi vSivec statny dostal, je
ve form¢ osiva ze zahrani¢i (Ruzicka 1987). Pfed tim, nez vznikly Zelezni¢ni traté, bylo
jedno z velmi rozsitenych povolani povoznictvi. OvSem s rozvojem zeleznice tato prace
okoli a hospodareni na vlastnich i obecnich pozemcich. Pomoci travniho osiva, které v té
dob¢ bylo pouzivano, se tak na nase izemi dostala udajné Salvia austriaca, a neni tedy

vylouZeno, ze i Pedicularis exaltata (Stonawski 1985).


https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2

Obrazek 1. Jedinec P. exaltata z rumunské lokality Ceahlau, detail kvétu z rumunské lokality
Hangu

1.7 Pedicularis hacquetii Graf.

Tento vsivec byl objeven v roce 1833 Z. Grafem pod horou Crna prst ve Slovinsku, ale
teprve v nasledujicim roce, r. 1834, byl tento druh oficialné popsan (Dakskobler a kol.
2008). Na Slovensku byl jesté v roce 2009 zapsan v Cerveném seznamu jako VU, tedy
jako druh zranitelny (Dit¢ 2009), nyni je zde v kategorii NT, tzn. jako druh téméf
ohrozeny (Turis a kol. 2014). Vztahuje se zde na né&j i ochrana zikonem MZP SR
¢. 24/2003 Z. z. vztahujici se k § 33 ods. 1 a 5 zakona v piiloze ¢. 5. Mezi druhy
chranéné jej najdeme také v Rakousku a Italii (Maza¢ 2007).

Vsivec Hacquetiv mize byt aZz 120 cm vysoky. Ma pfimou hranatou nevétvenou
podélng ryhovanou lodyhu, kterd je ve vrchni ¢asti husté olisténd, smérem doli vSak
olisténi ubyva. Listy jsou stiidavé, kratce fapikaté, jedno azZ trojit€ pefenodilné, na rubu
misty kratce chlupaté (Holub a Kmetova 1997, Maza¢ 2007). Listy v horni ¢asti kratce
fapikaté az pfisedlé ¢i objimavé, husté¢ chlupaté. Kvétenstvi je klasovité, od spodu
smérem nahoru houstne. Listeny jsou delsi nez kvéty, u spodu chlupaté, dolni listeny
podobné hornim listim, horni listeny kratsi nez kvéty (Holub a Kmet'ova 1997). Kalich je

zvonkovitého tvaru, kozovity, na zilkach chlupaty, nékdy holy, se tfemi az péti cipy,
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které jsou brvité. Koruna je bled¢ sirové zluta, dlouha 20-25 mm, lehce dopiedu zahnuta
do oblouku, uvniti chlupata, dolni pysk je trojlalo¢ny, horni pysk je piimy s okrouhlou
$pi¢kou, z horni strany chlupaty, celokrajny, vV misté sristu tycinek a nékdy i pod dolnim
pyskem chlupata (Holub a Kmet'ova 1997, Maza¢ 2007, Savulescu 1960). Nitky delSich
ty¢inek u vrchu jsou husté chlupaté, kratsi tyCinky jsou méné chlupaté. Semenik je
zplostély, holy. Tobolka ze stran je lehce zplostéla, o néco delsi nez kalich, témér
dfevnata, vejcitého tvaru (Holub a Kmetova 1997). Semena maji trojuhelnikovity tvar.

Kvete od ¢ervence do srpna (Savulescu 1960).

Obrazek 2. P. hacquetii, rumunska lokalita Piule

1.8 Pedicularis comosa L.

Na Slovensku se vyskytuje pouze najediné lokalité, a to na PR VrSatskd Bradla
v Chréanené krajinné oblasti Biele Karpaty (Kuca a kol. 1992), je zde zapsan v Cerveném
seznamu jako CR, tzn. jako druh kriticky ohrozeny (Dité¢ 2009, Turis a kol. 2014), je
také pod ochranou zikona MZP SR &. 24/2003 Z. z. vztahujici se k § 33 odst. 1 a 5
zakona v ptiloze €. 5.

Vsivec chocholaty je pfiblizné 20—80 cm vysoky. Lodyhu ma nevétvenou, piimou,


https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
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kadetavé pyfitou, po celém stonku rovnomérné listnata, listy tésné¢ pod kvétenstvim
nahloucené. Listy stfidavé, fapikaté, dvakrat pefenoseéné a kopinaté, pilovité zuby maji
bélavou Spicku (Holub a Kmetova 1997, Rencova 2011). Pfizemni listy mohou byt az 15
cm dlouhé, fapiky listi se smérem k vrcholu zkracuji, mohou byt az prisedlé (Holub
a Kmetova 1997, Savulescu 1960). Kvétenstvi je Vv prodlouzeném klasu, husté, spodni
listeny jsou delsi nez kvéty, horni listeny jsou stejné¢ dlouhé jako kvéty, hunaté nebo holé
(Holub a Kmetova 1997, Rencova 2011). Kvéty jsou stopkaté nebo ptisedlé, dlouhé
cca 2,5 cm. Kalich zvonkovity, blanity, lysi nebo na zilkach lehce hunaty, péticipy,
pravidelny, cipy Siroce trojuhelnikovité a tupé (Holub a Kmetova 1997, Rencova 2011,
Savulescu 1960). Koruna je citronové zluta, dvakrat delSi nez kalich, horni pysk ohnuty
do tvaru ,,C“ po stranach ma zoubky, zakoncen kratkym useknutym zobackem, lysy
(Holub a Kmetova 1997, Savulescu 1960). Dolni pysk je trojlalo¢ny, kratce chlupaty,
prosttedni lalok vykrojeny, bo¢ni laloky kulaté trojihelnikovité. Tobolka je skoro dvakrat
delsi nez kalich, ze stran lehce zplostéla (Holub a Kmetova 1997). V Rumunsku kvete
od ¢ervna do srpna (Savulescu 1960), na Slovensku od kvétna do c&ervna (Holub

a Kmetova 1997).

Obrazek 3. P. comosa, rumunska lokalita Piatra Cetii


https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2
https://www.google.cz/search?hl=cs&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Traian+S%C7%8Evulescu%22&source=gbs_metadata_r&cad=2

2 Cile prace

Cile préce jsou:

1. Prostudovat molekularni variabilitu a zrekonStruovat evolu¢ni historii komplexu
P. exaltata a P. hacquetii v Karpatech.

2. Zjistit, jestli tato rekonstrukce evoluéni historie mize pomoci k vyfeseni otazek
pivodu populace P. exaltata na lokalit¢ NPR Porazky v Bilych Karpatech.
Apokud tato rekonstrukce bude tspésna, tak vyfeSit taxonomii u P. exaltata
a P. hacquetii.

3. Zhodnotit vyznam populace Pedicularis exaltata na lokalit¢ NPR Porazky

pro historii vegetace a biogeografii bélokarpatské flory.
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3 Material a metody

3.1 Sbér materialu

Pro studium Pedicularis exaltata bylo sebrano 126 vzorkl na 14 lokalitach vyskytujicich
se na tzemi Ceské republiky, Slovenské republiky, Rumunska, Ukrajiny, Rakouska
a Slovinska (obr. 4, tab. 1). Oblasti vyskytu v Rumunsku byly lokalizovany ve spolupraci
S braSovskym profesorem V. A. Indreicem. Z téchto mist byly vyfazeny vSechny lokality,
na kterych se podle n&j a podle dalsich mistnich botanikti P. exaltata jiz nevyskytuje, at’
uz diky zménam taméjSich biotoptli ¢i Uplné devastaci lokality. Podle taméjSich moznosti
byly sesbirany vzorky. Lokality na Slovensku byly vybirany podle zaznamt vyskytu
P. hacquetii v knize Flora Slovenska. Z ukrajinskych lokalit mi byly vzorky poslany
tam&jSimi botaniky ze vSech lokalit, na kterych se P. exaltata vyskytuje. Lokality
V Alpach byly vybirany na zakladé informaci poskytnutych Doc. Wilfriedem Franzem
(Alpen Adria Universitat, Klagenfurt).

Na kazdé lokalité¢ bylo odebrano 10 vzorkli pfedstavovanymi dvéma nejmladSimi
listy. Sesbirané listy byly zabaleny do kousku savého papiru, ktery byl popsan datem,
nazvem lokality, druhem a Cislem vzorku. Vzorky byly nasledné¢ uloZeny do papirové
obalky, ktera byla popsdna lokalitou a nalezenym druhem. Tato obalka byla ulozena
do vzduchotésné krabicky naplnéné silikagelem. Na kazdé lokalité byly posbirany vzorky
z rostlin vzdalenych od sebe co nejvice podle velikosti danych lokalit, aby se co nejvice
zabranilo sbéru mateiské a dcefiné rostliny. Z rostlin, které méli kvéty, bylo odebrano
po jednom kvétu i1 s kalichem. Na lokalitdich, na kterych legislativa dané zemé
umoznovala sbér rostlin, byly odebrany celé rostliny, jeZ jsou nyni ulozeny v herbaii
Jiho¢eské univerzity (¢isla polozek CBFS 6074—6979). Po navratu zpét do CR byly

vzorky uchovavany v mrazéku az do jejich nasledného zpracovani.
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Tabulka 1. Lokality, na kterych byly vzorky sesbirany

14

Cislo Pocet .. Nadmorska Se\:eI:m’ Vycvh o‘dm,
lokality rostlin Druh Oblast Stat viika zemépisna zemépisna
Sifka délka
Bilé Karpaty,
1 VAP 10 P. exaltata , CZE 600 48°53.267'N 17°37.437'E
Vapenky
2 SP 10  Pexaltata TUSKOSIrSkE n 4004450 48°17.938N 25°46.762'F
Meziti¢i, Spas’ka
3 SAR 10 P exaltata Dukovinské UKR 1096 47°44253N  24°59.563'E
Karpaty, Sarata
4 SUR 10 Pexaltata Dukovinsk® —p 1118 47°57.778'N 25°13.102°E
Karpaty, Shurdin
Muntii Stanisoare,
5 R0O5 10 P. exaltata RO 625 47°04.488'N  25°57.953'E
Ceahlau
Muntii Stanisoare,
6 R0O6 10 P. exaltata L RO 653-747 47°02.953'N  25°56.232'E
Bistricioara
Muntii Stanisoare,
7 R0O8 10 P. exaltata Hangu RO 905-920 47°07.617'N  26°03.964'E
Muntii Stanisoare,
8 RO9 10 P. exaltata Sihla RO 804-815 47°10.835'N  26°09.417'E
. Muntii Retezat,
9 RO2 10 P. hacquetii Piule RO 1820 45°18.448'N  22°54.573'E
.. Vysoké Tatry,
10 RSKO1 10 P. hacquetii , SK 1519 49°09.294'N  20°04.855'E
Popradské pleso
.. Vysoké Tatry,
11 RSK02 10 P. hacquetii .. SK 1600 49°15.625'N 19°43.219°E
Osobita
12 CcP 5 P hacquetii “uliskeAlpe, Crna o 1610 46°14'00.3'N  13°56'16.4°E
Prst Massif
13 WA 5 P. hacquetii Carnische Alpen  AUT 1480 46°37'47.6'N  12°50'59.6'E
14 PP 5 P. hacquetii Carnische Alpen  AUT 1500 46°36'21.9'N  12°56'35.7E
Biele Karpaty,
15 VRS 5 P. comosa . SK 790 49°04.753'N 18°09.967'E
Vrsatec
16 R04 1 P. comosa  Cheile Turzii RO 529 46°33.979'N  23°40.417'E
Muntii Metaliferi,
17 R0O3 10 P. comosa RO 890 46°15.624'N  23°30.013'E

Piatra Cetii
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Obrazek 4. Mapa lokalit zkoumanych populaci (podkladova mapa pievzata z Wikipedia — volny
zdroj, upravena)

3.2 lzolace DNA

Vzorky byly nadrceny ve2ml mikrozkumavkach ve mlynku Retsch MM400
(wolframkarbidové mleci kulicky o priméru 3mm, 2 minuty, frekvence 30/s). Izolace
byla provadéna pomoci komer¢niho kitu Invisorb Spin  Plant Mini Kit

(www.stratec.com), pouze s mensimi zménami ve zpusobu eluce. Na rozdil od kitového

protokolu bylo do kazdé mikrozkumavky nalito 50 ul Bufferu AE, poté prob¢hla
inkubace 30 minut pfi pokojové teploté. Po nasledné centrifugaci, ktera probchla podle
protokolu, byly filtraty opét piepipetovany na kolonku a pro zvySeni koncentrace DNA
nechany jest¢ 10 minut inkubovat pii pokojové teploté. Izolovana DNA pak byla
skladovéna pti —20 °C. Méfeni koncentrace DNA bylo provaddéno pomoci pfiistroje

NanoDrop 2000c¢ znacky Thermo Scientific.

3.3 Metoda AFLP
Rumunska lokalita Cheile Turzii byla vyfazena z metody AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphysm) pro nedostate¢ny pocet nalezenych a sesbiranych vzorkd. Kromé

restrikce byly vSechny faze metody AFLP kontrolovany v elektroforéze na agar6zovém


http://www.stratec.com/
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gelu (0,8 ul GelRed, 2,0 ul produktu, 4,0 ul ladderu, 120 V/30 minut). AFLP bylo
provadéno pomoci AFLP kit od firmy Invitrogen. Pro vSechny reakce byl pouzivan
termocycler Biometra T3000, detailni reakéni podminky pro preselektivni a selektivni
amplifikaci jsou shrnuty v tab. 3.

Nezavisle na prvnim béhu byl u 10 % vzorkd proveden i druhy béh. Z kazdé¢ lokality
byl vybran vzdy prvni vzorek v potadi. Pribéh reakci probihal za zcela stejnych
podminek jako prvni béh.

Restrikéni reakce byla piipravovana v objemu 5,0 ul a skladala se z 1,1 pl vody,
1,0 pul 5x Reaction Buffer, 0,4 pl smési enzymtt EcoRI/Mse a 2,5 ul DNA. DNA byla
vétSinou v koncentraci 100 ng/ul. Pokud mél vzorek nizkou koncentraci, nebyla
do restrik¢ni reakce dana voda a objem vzorku byl navySen o 1,1 ul DNA. Byl vyuzit kit
AFLP® Core Reagent Kit I. Vzorky byly promichany a poté byly na kratky okamzik
zcentrifugovany. Vlozeno do termocycleru. Restrikce probihala 3 hodiny pti 37 °C.

Liga¢ni smés byla ptipravena smichanim 4,8 pl Adaptor/Ligation Solution
a 0,2 ul T4 DNA ligazy. Ta byla nasledné pfidana k roztoku do probé&hlé restrikce. Byl
vyuzit kit AFLP® Core Reagent Kit I. Ligace probihala 16 hodin pti 22 °C.

Preselektivni amplifikace byla ptipravena ze 4,0 ul Preamplifika¢niho mixu,
0,5 ul PCR Buffer (10x), 0,1ul DNA polymerazy a 0,4 ul vzorku po ligaci. Byl vyuzit kit
AFLP® Pre-amp Primer Mix I. Podminky preamplifilkace jsou shrnuty v tab. 4.

Selektivni amplifikace obsahovala 2,55 ul vody, 0,50 ul PCR Buffer (10x), 0,10 ul
dNTP, 0,25 pl fluorescenéné zna¢eného EcoRI primeru, 0,25 ul Msel primeru, 0,10 ul
DNA polymerazy a 1,25 ul ztedéného roztoku z jiz prob&hnuté preselektivni amplifikace
(zfedéni bylo v poméru 1:10, preselektivni amplifikace:voda). Vzdy byly namichany
4 smési pro 4 rizné primerové kombinace (tab. 2). Podminky pro selektivni amplifikaci

jsou shrnuty v tab. 3.

Tabulka 2. Primerové kombinace, které byly pouZity v selektivni amplifikaci

Fluorescenéné Nebarvené
Barva barvené rimerv Msel
primery EcoRl P y
Modra ACG CCA
Zelena AAC CAC
Cervena ACA CCA

Zluta AGG CGA
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Tabulka 3. Reakéni podminky AFLP

Pocet o 9
Typ reakce eykli Teplota (°C) Cas
1% 72 2min
94 30s
Preselekti lifik 20% > %08
reselektivni amplifikace i ;
p 79 2min; ramping
2°C/1s
1x 60 30min
1x 10 hold
94 2min
Ix 65 30s
2min; ramping
72 2°C/1s
94 1s
30s; touch-down by
8gx 64-56 LoC
Selektivni amplifikace 72 2min; ramping
2°C/1s
94 1s
23x 56 30s
2min; ramping
94 2°C/1s
1% 60 30min
1% 10 hold

Po selektivni amplifikaci bylo potiecba vzorky presrazet. Nejprve byly vzorky
smichany tak, ze od jednoho vzorku byly dany do jedné mikrozkumavky vSechny barevné
kombinace, a to v poméru 1:1:1:1. Pokud ovSem nékterd z kombinaci v daném setu
vykazovala na agar6zovém gelu méné intenzivnéjsi signal nez ostatni, byl jeji pomér
zvednut 2x oproti ostatnim. Pfesrazeni probihalo v 1,5ml mikrozkumavce. Na jeji sténu
byl dan 1 pl octanu sodného. Do kapky octanu sodného byly dany 3,0 pl smési PCR
produktt, poté bylo pfidano 25 ul ¢istého 96% ethanolu. Kratce promichano na vortexu
a kratce centrifugovano. Poté byly vzorky dany do mrazaku na 20 minut/20 °C. Nasledné
byly vzorky centrifugovany na 30 minut/RPM 13800/4 °C. DNA ziistala usazena na dné
mikrozkumavky, zbytek roztoku byl opatrné vylit. Bylo pfidano 100 pl 70% ethanolu.
Pak byly vzorky centrifugovany na 5 minut/RPM 13800/4 °C. DNA stale zGstala na dné
mikrozkumavky, zbytek roztoku byl opét opatrné vylit. Mikrozkumavky byly ponechany
oteviené pii pokojové teploté po dobu 5 minut, poté byly dany do inkubatoru s teplotou
65 °C a hlidany, dokud se neodpatily posledni zbytky ethanolu. Pak byly mikrozkumavky

vyhaty a uzavieny. Skladovani pted odeslanim na dalsi zpracovani probihalo pii 4 °C
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V lednici. Fragmentacni analyza byla provadéna firmou SEQme s.r.0.

3.4 Sekvenovani vybranych useku

Vztahy mezi jednotlivymi vzorky byly analyzovany sekvenaci 3 tsekit DNA. Jako
zkoumané oblasti byly vybrany tyto useky: ITS (jaderné DNA), rpl32 (chloroplastové
DNA), trnT-L (chloroplastové DNA). Z kazdé populace byly sekvenovany 3 vzorky.

PCR byla piipravovana v objemu 10 ul a jeji slozeni bylo 2,2 ul vody, 1,2 ul forward
primeru o koncentraci 2,5 pmol, 1,2 ul reverse primeru v koncentraci 2,5 pmol, 5ul Plain
PP Master Mix (Top Bio) a 0,4 ul DNA. Pouzité primery byly nasledujici: ITS1P (5°—
CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG-3’) (Selosse a kol. 2002) v kombinaci s 1TS4
(5“TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White a kol. 1990), trnT2F (5‘-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) v kombinaci S trnLA (5
TCTACCGATTTCGCCATATC-3’) (Taberlet a kol. 1991), rpl32 (5°-CAG TTC CAA
AAAAAC GTACTT C-3) v kombinaci s trnL"® (5>~CTG CTT CTT AAG AGC AGC
GT-3’) (Shaw a kol. 2007).

PCR reakce probéhla na termocycleru BIOER XP CYCLER. Piesné reakéni
podminky jsou v tab. 4.

Po kontrole na agar6zovém gelu (120V/30min), byly tyto PCR produkty pfecistény
metodou EX0SAP - smichanim 1,5 ul EX0SAP a 5,0 ul PCR produktu. Reakce probihala
v termocycleru 15 minut pii 37 °C, a poté 15 minut pii 85 °C. Pomoci této purifikace
byly odstranény zbylé primery a neinkorporované nukleotidy.

Nasledné byla pfipravena smés pro sekvenacni reakci z 5,5 ul vody, 2,5 ul
vybrané¢ho primeru a 2,0 ul ptecisténého PCR produktu. Kazdy genomovy segment byl
sekvenovan z obou koncii, tzn. vzdy byly namichdny dvé sekvencni reakce pro dany

naamplifikovany Gsek. Sekvenace byla provadéna firmou SEQme s.r.o.
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Tabulka 4. Reakéni podminky PCR

ITS rpl32 trnT-L
Teplota Cas Teplota Cas Teplota Cas
O (s) °C) (s) °0) ©)

Pocatecni denaturace 95 300 95 180 95 300
Pocet cykli v
nasledujicich tfech 32 35 32
fazich
Denaturace 95 60 95 45 95 60
Annealing 52 60 51 60 62 60
Elongace 72 90 72 60 72 60
Konecna elongace 72 600 72 600 72 600

3.5 Zpracovani molekularnich dat
Hrubéa data z fragmentacni analyzy byla vyhodnocena pomoci programu GeneMarker
1.80. Byla zde oznaCovana piitomnost fragmentt, které mély intenzitu 50 (Peak
Detection Treshold) a vyssi. Byla provedena nezavisla analyza AFLP u 10 % vzorku.
Ziskané vysledky byly hodnoceny nezévisle na zpracovani prvniho béhu obou metod.
U fragmenta¢ni analyzy byly vylou¢eny fragmenty, které nebyly hodnoceny stejné u obou
vzorkil z prvniho i druhého béhu. Poté byl spocitan error rate, tzn. podil fragmentt,
které byly v obou bézich nestejné hodnoceny. Nasledné byly z tabulky odstranény
fragmenty, které mély frekvenci mensi neZ error rate, ktery byl roven 3,64 %. Odranény
tak byly vSechny fragmenty s frekvenci rovnou tfem nebo niZsi.

Vysledky sekvenacni analyzy byly upraveny v programech FinchTV 1.4.0, poté
jednotlivé 5'-konce a 3’-konce vzorki byly dany dohromady v programu DNABaser
3.5.4.2. Finalni Gprava takto ziskanych sekvenci probihala v programu BioEdit 7.1.3.0.

3.6 Analyza dat

3.6.1 AFLP

Z binarnich AFLP dat ve formé pfitomnosti/nepfitomnosti jednotlivych fragmentt byla

spoCitana matice distanci mezi jednotlivymi vzorky. V tomto vypoctu byl pouzit
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Jaccardiv koeficient (Gower a Legendre 1986) jakozto mira podobnosti mezi kazdymi
dvéma vzorky (X aY):

J=al(a+b+c),
kde Jjje Jaccardiv index, a je pocet fragmentt, které se vyskytuji v obou vzorcich, b je
pocet fragmentt, které se vyskytuji pouze ve vzorku X a C je pocet fragmenti, které se
vyskytuji pouze ve vzorku Y. Tato mira podobnosti je tedy asymetrickd, tj. uvazuje
podobnost vzorkli pouze na zdklad& dvojité prezence fragmentii. Dvojité absence jsou
ignorovany.

Na zéklad¢ distancni matice byla spocitdna analyza molekularni variance (AMOVA;
Excoffier a kol. 1992). Tato analyza rozlozila variabilitu v AFLP datech na tfi
hierarchicky vnofené urovné: (1) mezi druhy, (2) mezi populacemi v ramci druht a (3)
uvniti populaci. Statistickd vyznamnost dvou hierarchicky vysSich varian¢nich
komponent (i a ii) byla navic otestovana Monte-Carlo permutacnim testem. Z distan¢ni
matice byla dale spoéitana analyza hlavnich koordinat (PCoA; Smilauer a Lep§ 2014).
Tato metoda slouzi ke shrnuti variability v datech pomoci né€kolika malo proménnych
(hlavnich koordinat), které lze geometricky zobrazit v n-rozmérném prostoru. Hlavni
koordinaty jsou sefazené sestupné podle proporce vysvétlené variability v datech (prvni
vysvétluje nejvice variability, druha méné, ... posledni nejméné), ptfiCemz jednotlivé
koordinaty jsou na sob¢ linearné nezavislé. Tedy, prvni koordinata je takova proménna,
ktera vysvétluje nejvice variability v mnohorozmérnych datech. Druhd koordinata je
proménna, ktera je nezavisla na prvni koordinaté a zaroven vysvétluje nejvice variability
v datech po odecteni vlivu prvni koordinaty. Tieti koordinata je nezavisla na linearni
kombinaci prvnich dvou koordinat a vysvétluje nejvice variability po odectenti jejich vlivu.
Atd. V idedlnim ptipad€ je mozné popsat vétSinu variability v datech n€kolika prvnimi
(dvéma, tfemi) hlavnimi koordindtami. Analyza hlavnich koordinat byla spocitdna jednak
pro cely dataset, jednak pro podsoubor, ktery neobsahoval vzorky P. comosa. V obou
piipadech byly zobrazeny prvni tfi osy na ordina¢nich diagramech, pfi¢emZ v prvnim
piipadé byly grafickymi symboly odliSeny jednotlivé ptredpokladané druhy, zatimco
ve druhém piipadé, byly odliseny populace.

Hrubd data popisujici presence/absence fragmentii byla déale analyzovdna pomoci
Bayesovského shlukovaciho algoritmu implementovaného v programu Structure 2.3
(Pritchard a kol. 2000, Falush a kol. 2007). Pocet shluki (K) byl odhadnut pomoci
100 000 behh algoritmu, pfi¢emz prvnich 20 000 slouzilo jako ,burnin“ a nebylo
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zapocCitdno do kone¢ného vysledku. Byl pouzit model pfimési (,,admixture model®)
a nastaveni recesivnich alel. Algoritmus byl spustén 20x pro vSechna Kod 1 do 10.
Nejvérohodnéjsi pocet shlukii byl ur¢en pomoci ptistupu Evanna a kol. (2005). Finalni
shlukovaci analyza pro nejvérohodnéjsi pocet shlukli byla provedena se stejnym
nastavenim algoritmu. Tyto analyzy byly provedeny dvakrat, jednak pro vSechny vzorky
analyzované AFLP a jednak s vylou¢enim vzorka P. comosa.

Z hrubych dat popisujicich presence/absence fragmentti byly navic spocitany
dopliujici parametry pro jednotlivé populace: genova diverzita (Nei 1987) a podil
vzacnych alel ,frequency down-weighed marker value (DW index; Schonswetter
a Tribsch 2005). Prvni parametr vypovida, jak je populace geneticky variabilni, druhy
indikuje mnozstvi vzacnych alel typickych pro jedince zdané populace, ale
nevyskytujicich se nikde jinde. Vysoky DW index indikuje relativné staré, od ostatnich
populaci izolované populace.

AFLP data byla analyzovana v programu R, verze (R Core Team 2014) - bali¢cich
ade4 (Dray a Dufour 2004) a vegan (Oksanen a kol. 2014). Pro vypocet genové diverzity
a DW indexu byl pouzit R skript AFLPdat (Ehrich 2006).

3.6.2 Sekvenace DNA

Sekvence jednotlivych sekvenovanych tsekii byly zalignovany algoritmem ClustalW
v programu BioEdit 7.1.3.0. Z aligmenti byly ndsledné odstranény neuplné sekvence,
které nebyly dale analyzovéany (tab. 5). Pro kazdy alignment chloroplastovych usek
rpl32 a trnT-L byla sestavena haplotypova sit’ pomoci metody statistické parsimonie
(Posada a Crandall 2001, Clement a kol. 2002) v programu PopArt, verze 1.7
(http://popart.otago.ac.nz). Pii sestavovani sit€ byly uvazovany pouze nukleotidové
substituce. Variabilita charakteru mikrosatelitii (rozdily v po¢tu jednobazovych repetic)
byla extrahovana z aligmentd (tab. 7). Nasledné byla spo¢tena molekularni nepodobnost
mezi jednotlivymi vzorky na zaklad¢ rozdili délek jednotlivych mikrosateliti podle
metody Bruvo a kol. (2004) v R balicku poppr (Kamvar et al. 2014). Matice
nepodobnosti byla nasledné analyzovana pomoci analyzy hlavnich koordinat.

K sekvencim jaderného useku ITS byly stazeny sekvence ptibuznych druhi rodu
Pedicularis z databaze GenBank (tab. 6). Identické sekvence z vlastnich vzorkd byly
slouc¢eny v ramci lokality. Stazend i1 sekvenacni data byla slou¢ena do jednoho souboru,
ktery byl alignovan algoritmem ClustalW v programu BioEdit 7.1.3.0. Z vysledného

alignmentu byl zkonstruovan bayesovky fylogeneticky strom v programu MrBayes, verze
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3.2.6 (http://mrbayes.sourceforge.net/index.php). Pro konstrukci stromu byl pouzit

model GTR+Gamma bézici 2000000 generaci, ulozena byla kazda 1000. Vysledny strom
byl ziskan jako vétSinovy konsenzus ulozenych stromd, pfi¢emz prvnich 25 % dat nebylo

pro konsenzus pouzito (,,burnin®).

Tabulka 5. Pocet sekvenci v jednotlivych tsecich a pocet vzorki pouZitych v metodé AFLP

Pocet Pocet Pocet Pocet
sekvenci sekvenci sekvenci ITS, . vzorki
Populace v iiseku P82 iseku ML iceku  NUKleotid powsitych
rpl32 trnT-L ITS 413 v metodé

AFLP
1 3 rAl 3 tAl 2 C 10
2 3 rB2 2 tA3 3 C 10
3 3 rB2 2 tAl, tA3 3 G 10
4 3 rB2 3 tAl 3 G 10
5 3 rAl,rBl 3 tALltA4 3 C,D 10
6 3 rAl 3 tAl 3 C 10
7 3 rBl 3 tA4 3 C 10
8 3 rAl, rA2 3 tAl 3 C 10
9 3 rAl 1 tA5 3 C 10
10 3 rAl 3 tA2 1 C 10
11 3 rAl 2 tAl, tA2 3 C,G 10
12 3 rAl 3 tAl 3 C 0
13 3 rAl 3 tAl 3 C 0
14 3 rAl 3 tA4 3 C 0
15 2 rc2 2 tB 2 T 5
16 3 rca 3 tB 3 T 0
17 3 rCi1, rC3 3 tB 3 T 10

Tabulka 6. ITS sekvence druhii rodu Pedicularis staZzené z databaze GenBank pouZité ke
konstrukei fylogenetického stromu.
GenBank kod Druh

HG424173.1 Pedicularis palustris
AY949679.1 Pedicularis foliosa
HG424081.1 Pedicularis atropurpurea
AY949661.1 Pedicularis tuberosa
AY949652.1 Pedicularis kerneri
HG424116.1 Pedicularis elongata
HG424079.1 Pedicularis ascendens
HG424138.1 Pedicularis julica
HG424117.1 Pedicularis eriantha
HG424210.1 Pedicularis sibirica
HG424097.1 Pedicularis comosa
HG424236.1 Pedicularis venusta
HG424069.1 Pedicularis altaica
HG424238.1 Pedicularis villosa
HG424098.1 Pedicularis compacta



http://mrbayes.sourceforge.net/index.php

Tabulka 7. Variabilita délek chloroplastovych mikrosatelitii nalezena v cpDNA v sekvencich rpl32
a trnT-L u komplexu Pedicularis

T A A T A T G G T G C T

vzorek pop. r219 r225 r286 r308 r386 r550 r556 r564 181 1193 491 542
Pd1-R.fas 1 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd3-R.fas 1 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd11-R.fas 6 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd12-R.fas 6 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd13-R.fas 6 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd21-R.fas 8 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd22-R.fas 8 5 3 10 1 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd23-R.fas 8 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd31-R.fas 7 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd32-R.fas 7 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd33-R.fas 7 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd41-R.fas 5 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd42-R.fas 5 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd43-R.fas 5 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd62-R.fas 9 5 3 9 10 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd71-R.fas 11 5 3 9 10 2 5 6 4 11 1 1 7
Pd73-R.fas 11 5 3 9 10 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd81-R.fas 10 5 3 9 10 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd92-R.fas 2 5 3 10 9 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd94-R.fas 2 5 3 10 9 2 5 6 4 11 1 2 7
Pd103-R.fas 3 5 3 11 10 2 6 6 5 11 1 2 7
Pd104-R.fas 3 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd112-R.fas 4 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd113-R.fas 4 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
Pd114-R.fas 4 5 3 11 10 2 6 5 4 11 1 2 7
CP1_rpl32 12 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
CP2_rpl32 12 5 3 8 10 2 5 7 4 12 1 2 7
CP3_rpl32 12 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
CP4_rpl32 12 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
CP5_rpl32 12 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
PP1_rpl32 14 5 3 10 10 2 5 6 4 11 1 2 7
WA1_rpl32 13 5 3 8 10 2 5 6 5 12 1 2 7
WA2_rpl32 13 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
WA3_rpl32 13 5 3 8 10 2 5 6 4 12 1 2 7
WA4_rpl32 13 5 3 8 10 2 5 7 5 12 1 2 7
WADS5_rpl32 13 5 3 8 10 2 5 7 5 12 1 2 7
Pd51-R.fas 17 4 4 12 10 1 5 7 4 7 2 2 6
Pd52-R.fas 17 4 4 11 10 1 5 7 4 7 2 2 6
Pd53-R.fas 17 4 4 11 10 1 5 7 4 7 2 2 6
PedC2-R 15 4 3 10 10 1 5 7 4 7 2 2 6
PedC3-R 15 4 3 10 10 1 5 7 4 7 2 2 6
Pd91-R.fas 16 4 4 12 10 1 6 6 4 7 2 2 6
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4 Vysledky

4.1 AFLP

Celkem bylo analyzovano 125 jedincti, pomoci 4 primerovych kombinacich, jimiz bylo

ziskano celkem 838 hodnotitelnych fragmentt.

4.1.1 AMOVA
Analyza molekularni variance AFLP dat (AMOVA) pro vzorky vSech tii druhd ukazuje,
ze variabilita mezi vSemi zkoumanymi druhy je spiSe nizka (13,38 %) a mezi populacemi
v ramci druht je jesté niz§i. Vnitropopulaéni variabilita je velmi vysoka (tab. 8).

V analyze molekularni variance AFLP dat pro vzorky klasifikované jako P. exaltata
a P. hacquetii je variabilita mezi populacemi vys$§i neZ mezi druhy a vnitropopulacni

rozdil je u nich opravdu vysoky (tab. 9). V obou analyzach jsou komponenty variability

na obou hierarchicky vyssich trovnich priikazné vyssi nez nula (p < 0,05).

Tabulka 8. Analyza molekularni variance AFLP dat pro vzorky vSech tii druhi

Zdroj variability vzrrci);ﬁinlggy )
Mezi druhy 13,38% 0,003
Mezi populacemi v ramci druhti 11,59% <0,001
Uvniti populaci 75,03%

pravdépodobnost, ze variabilita na dané urovni je nulova

Tabulka 9. Analyza molekularni variance AFLP dat pro vzorky klasifikované jako P. exaltata
a P. hacquetii

S Procento .
Zdroj variability o
variability
Mezi druhy 5,22 % <0,001

Mezi populacemi v ramci druhti 7,48 % <0,001
Uvniti populaci 87,30 %

pravdépodobnost, Ze variabilita na dané urovni je nulova

4.1.2 Analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Pfi porovnavani vSech tfi zkoumanych druhi pomoci analyzy hlavnich koordinat bylo

zjisténo, ze druh P. comosa se vyrazn¢ odliSuje (obr. 5). Vzorky P. exaltata a P. hacquetii
24
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spolu tvofii jednu velkou skupinu, v niz se pozice vzorki obou druhti z ¢asti piekryvaji.
P. exaltata a P. hacquetii se neodliSuji ani na tfeti ordinac¢ni ose (obr. 6), kde se vSak
vyrazné odliSuje ¢ast vzorki P. hacquetii od vétsiny vzorkti obou druht.

V analyze obou koordinat populaci P. exaltata a P. hacquetii se v prvni a tfeti ose
vétSina populaci ma sklon drzet vice méné u sebe, kromé populace na lokalit¢ Piule
v Rumunsku (9), ktera se zieteln¢ oddé¢lila (obr. 7). Vnitropopulacni variabilita ze vSech
lokalit je zde viak znaéna. Ceska populace P. exaltata z Bilych Karpat (1) se ¢astednd
odlisuje od rumunskych a ukrajinskych populaci na druhé a tfeti koordinaté. Vyjimku
tvofi jeden vzorek, ktery je na tfeti ose mezi pomichanymi ukrajinskymi a rumunskymi
populacemi (obr. 8). V obou analyzach (obr. 7 a 8) se od sebe pon€kud odlisuji rumunské
i ukrajinské populace P. exaltata. Vyjimku tvofi rumunska lokalita Bistricioara (6), ktera
se zfetelné¢ d&li na dvé cCasti, kdy se Sest vzorkd drzi u rumunskych populaci a Ctyii

vzorky odskakuji na opa¢nou stranu lehce az za vzorky z Ukrajiny.
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Obrazek 5. Analyza hlavnich koordinat (PCoA) jednotlivych rostlin, 1. a 2. ordina¢ni osa. Symboly
vzorkii jsou odliSeny podle druhové piislusnosti.
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Obrazek 6. PCOA porovnani 1. a 3. koordinanty jednotlivych rostlin. Symboly vzorkii jsou odlisSeny
podle druhové piislusnosti.
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Obrazek 7. Analyza hlavnich koordinant (PCoA) jednolivych rostlin druhd P. exaltata
a P. hacquetii, 1. a 2. ordina¢ni osa. Symboly vzorkii jsou odliseny podle druhové p¥islusnosti. Cisla
u symbolu oznacuji konkrétni populace.
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Obrazek 8. PCOA jednotlivych rostlin druhii P. exaltata a P. haquetii, 1. a 3. ordina¢ni osa. Symboly
vzorkii jsou odliSeny podle druhové piislusnosti.

4.1.3 DW index a genova diverzita
Nejvyssi genova diverzita byla zaznamenana u ukrajinské populace Shurdin (4), a to
u rumunské populace oblasti Sihla (8) o hodnoté 0.072 s podilem variabilnich markert
0.241. Podil variabilnich markert jedincii a hodnota genové diverzity na lokalité Vapenky
je mirné podprimérna v porovnani s ostatnimi populacemi.

DW index poéitany z praméru P. exaltata a P. hacquetii (tab. 10) dosahuje nejvyssi
166.227 ma rumunska populace v oblasti Hangu (7). DW index na lokalit¢ Vapenky (1)

je mirné€ nadprimeérny.
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Tabulka 10. Genova diverzita a primérny podil vzacnych alel populaci P. exaltata a P. hacquetii

* Podil Genova . DW

Populace n Variabilniﬂch diverzita In:je)s z

markeru pruméru
ex_Ceahlau 10 0.382 0.110 283.035
ex_Bistricioara 10 0.503 0.180 666.449
ex_Hangu 10 0.268 0.081 166.227
ex_Sihla 10 0.241 0.072 173.327
ex_Sarata 10 0.556 0.182 607.951
ex_Spas’ka 9 0.435 0.147 456.868
ex_Shurdin 10 0.615 0.200 618.749
ex_Vapenky 10 0.359 0.112 526.653
ha_Piule 10 0.362 0.118 683.132
ha_Popradské pleso 10 0.576 0.175 588.477
ha_ Osobita 9 0.538 0.172 617.177

“pocet pouzitych vzorki z populace

4.1.4 STRUCTURE

Pro celkovy dataset byly identifikovano K = 3 jako nejvérohodnéjsi pocet shukli. Vlastni
analyza ukazala zietelné oddéleni P. comosa od zbylych dvou druht (obr. 9). Variabilita
uvniti komplexu P. exaltata a P. hacquetii byla podrobnéji studovana analyzou, V niz
nebyl zietelné odlisny P. comosa zahrnut. Tato analyza identifikovala K =2 jako
nejvérohodnéjsi pocet shlukid. Vlastni shlukovaci analyza neidentifikovala zietelné
oddéleni populaci do jednotlivych shlukti. Do jednoho shluku Ize zafadit populace 7 a 8.

Zatimco populace 1, 5 a 6 obsahuji smés jedinct zataditelnych do obou shluki a ostatni

populace obsahuji jedince nezafaditelné ani do jednoho shluku (obr. 10).
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0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 15 17
I I N S
Bilé Ukrajinské Karpaty Rumunsko: Ceahlau Rumunsko: Vysoké Pedicularis
Karpaty Retezat Tatry comosa

Obrazek 9. Vysledky shlukovaci metody STRUCTURE hodnoti populace druhii P. exaltata,
P. hacquetii a P. comosa. Jednotlivé barvy zobrazuji p¥islusnost ke shlukim. Cisla znazoriiuji
konkrétni hodnocenou populaci s jejimi jedinci. K = 3
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Obrazek 10. Vysledky shlukovaci metody STRUCTURE hodnoti populace druhii P. exaltata
a P. hacquetii. Jednotlivé barvy zobrazuji prislu$nost ke shlukiim. Populace jsou oznaceny ¢isly.
K=2

4.2 DNA sekvence

4.2.1 Haplotypova sit’

Haplotypova sit’ vygenerovana na zakladé¢ vysledku sekvenace genu rpl32 (obr. 11)
ukazuje, ze P. comosa se drzi samostatné stranou od ostatnich dvou druhii a zaroven
obsahuje ¢tyfi haplotypy. U vzorkd P. exaltata a P. comosa byly nalezeny ¢tyii haplotypy.
Nejcastéjsi haplotyp (rAl) obsahuje vSechny vzorky P. hacquetii a velkou ¢ast vzorka
P. exaltata (Rumunsko, Vapenky). Ve vzorcich P. exaltata byly nalezeny i dalsi méné
casté haplotypy. Jednotlivé populace v nékterych piipadech obsahuji vice neZz jeden
haplotyp.

Sit' zobrazujici vztahy mezi haplotypy tseku trnT-L (obr. 12) ukazuje odlisnost
druhu P. comosa. Sekvence P. hacquetii a P. exaltata maji spole¢né haplotypy. Z nich
nejcastéjsi zahrnuje sekvence obou druhii. Vzacnéjsi haplotypy (tA2, tA3, tAS) naopak
sestavaji pouze ze sekvenci jednoho nebo druhého druhu. Z analyzy byly vylouceny
vzorky s kratkymi sekvencemi, tj. vzorky 61, 63 (P. hacquetii, oblast Piule), 72
(P. hacquetii, oblast Osobita), 82, 83 (P. hacquetii, oblast Popradské pleso), 93
(P. exaltata, oblast Spas’ka), 102 (P. exaltata, oblast Sarata). Vzdy vSak danou populaci

zastupuje alespon jeden vzorek.
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Obrazek 11. Haplotypova sit® zobrazujici sekvence chloroplastové DNA druhii P. exaltata,
P. hacquetii a P. comosa, usek rpl32. Velikost symboli jednotlivych haplotypl odpovida jejich
frekvenci v datasetu. Body znaci haplotypy, které v datasetu zastoupeny nejsou.

Obrazek 12. Haplotypova sit® zobrazujici sekvence chloroplastové DNA druha P. exaltata
a P. hacquetii, usek trnT-L. Velikost symboli jednotlivych dataseti odpovida jejich frekvenci
Vv datasetu. Body znaci haplotypy, které v datasetu nejsou zastoupeny.
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Tabulka 11. Soupis oznaceni sekvenci cpDNA v haplotypovych sitich a ITS haplotypu

Cisl ITS,
510 kod drun rpl32 trnT-L nukleotid  Stat Oblast
populace
473
1 ex_VAP ex rAl tAl C CZE Bilé Karpaty
Prutsko-Siretské mezifici,
2 ex_SP ex rB2 tA3 Cc UKR Cernovicka oblast, Kicmaisky
okres
tAl, Bukovinské Karpaty, Cernovicka
3 eX_SAR ex rB2 tA3 G UKR oblast, Putylsky okres
Bukovinské Karpaty, Cernovicka
4 ex_SUR ex rB2 tAl G UKR oblast, Putylsky okres
rAl, tAl, Muntii Stanisoare, oblast Ceahlau,
5 ex_R05 eX rBl tA4 C.G RO okres Neamt
6 ex RO6 ex (AL 1AL c RO Muntii Stanisoare, oblast Ceahlau,
— okres Neamt
7 ex RO8 ex Bl tA4 c RO Muntii Stanisoare, oblast Ceahlau,
— okres Neamt
8 ex_RO9 ex rAl, tAL c RO Muntii Stanisoare, oblast Ceahlau,
rA2 okres Neamt
9  ha ROIR02 ha rAl tA5 C ro Retezatské hory,
- Hunnedoara okres
10 ha_RSKO01 ha rAl tA2 C SK  Vysoké Tatry, Popradské pleso
11 ha RSK02 ha rAl Eﬁ; C.G  SK Vysoké Tatry, Osobita
12 ha_CP ha rAl tAl C SLO Julijske Alpy, Crna Prst Masiv
13 ha WA ha rAl tAl C AUT Carnische Alpen
14 ha PP ha rAl tA4 C AUT Carnische Alpen
15 co_VRS co rcC2 B - SK  Bilé Karpaty
16 co_R04 co rC4 tB - RO  Cheile Turzii, okres Cluz Napoca
rC1, .. e . .
17 co_R03 co tB - RO  Muntii Metaliferi, Piatra Cetii

rC3




4.2.2 Bayesiansky fylogeneticky strom

32

Bayesiansky fylogeneticky strom znazoriuje sekvence ITS (obr. 13) rodu Pedicularis.

P. exaltata a P. hacquetii jsou zde dohromady v jedné vétvi, ktera se dale déli na jednu

mensi podvétev, kde jsou opét oba
P. exaltata—hacquetii je podpofen jako
druhu P. foliosa. P. comosa je od

fylogenetického stromu.

Pedicularis palustris HG424173

0.65 1

dva druhy smichdny dohromady. Komplex
monofyleticky oproti nejbliz§Simu ptibuznému

P. exaltata-hacquetii izolovan zcela vétvi

Pedicularis compacta HG424098

1 Pedicularis villosa HG424238

r— Pedicularis venusta HG424236
L Pedicularis altaica HG424069

Pedicularis comosa pop. 15
Pedicularis comosa pop. 17
Pedicularis comosa pop. 16
Pedicularis comosa HG424097

Pedicularis sibirica HG424210

Vzorky populaci
P. comosa

— Pedicularis tuberosa AY949661

Pedicularis elongata HG424116

r

0.61

Pedicularis ascendens HG424079
Pedicularis julica HG424138

Pedicularis kerneri AY949652
Pedicularis atropurpurea HG424081
Pedicularis eriantha HG424117

L

03

Pedicularis foliosa AY949679
~ pop. 1

- pop. 6

1 - pop. 8

= pop. 7

= pop. 5

= pop. 9
pop. 11

— pop. 10

=~ pop. 2

~ pop. 12

=~ pop. 14

= pop. 13
pop. 5
0.94]= pop. 11
pop. 3
pop. 4

Vzorky populaci
P. exaltata a P hacquetii

Obrazek 13. Bayesiansky fylogeneticky strom zobrazujici sekvence ITS u rodu Pedicularis. Cisla

U uzli naznacuji posteriorni pravdépodobnost.
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4.2.3 Chloroplastové mikrosatelity

Pii porovnani dat z mikrosateliti vSech tfi druht je P. comosa zietelné¢ odd¢lena
od ostatnich dvou druhti a P. exaltata pak jesté tvofi jeden samostatny shluk, ktery je
tvofen dvéma populacemi z Ukrajiny (Shurdin a Sarata) a dvéma populacemi
z Rumunska (Hangu a Ceahlau) (obr. 14). Data zobrazujici chloroplastové mikrosatelity
P. exaltata a P. hacquetii u obr. 15 ukazuji rozdéleni dat na dvé skupiny, kde mensi
skupina je tvofena opét dvéma populacemi z Ukrajiny (Shurdin a Sarata) a dvéma
populacemi z Rumunska (Hangu a Ceahlau). Druha, vétsi skupina, je tvofena podél
2. ordina¢ni osy a ukazuje variabilitu ne mezi druhy, ale mezi lokalitami. Tato skupina je
variabilni. Variabilita ma charakter gradientu, ktery popisuje 2. ordinacni osa, kde

na jedné strané jsou lokality z Alp a na druhé strané lokality z Rumunska.
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Obrazek 14. Analyza hlavnich koordinit znazoriiujici variabilitu dat ziskanych z chloroplastovych
mikrosateliti vzorka P. exaltata, P. hacquetii a P. comosa. Jednotlivé vzorky jsou oznaleny ¢islem populace
kolem ¢erného trojuhelniku.
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Obrazek 15. Analyza hlavnich koordinat zobrazujici variabilitu dat z chloroplastovych
mikrosateliti. 1. a 2. ordina¢ni osa. Vzorky P. exaltata a P. hacquetii nebo jejich skupiny
zobrazujici stejnou skupinu mikrosateliti jsou oznaceny cernym trojihelnikem, cisla kolem
trojuhelniku znazornuji jednotlivé populace.



5 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo rekonstruovat vztahy mezi populacemi druhu Pedicularis
exaltata. Pro lepsi pochopeni jeho evolu¢ni historie a pro porovnani byly zkoumany
i dalsi dva jeho piibuzné druhy, a to P. hacquetii, ktery je povazovan za blizce piibuzny

zkoumanému druhu (Hrouda 2000) a se kterym se nejcastéji zaménuje, a dale P. comosa.

5.1 Molekularni data a komplex P. exaltata a P. hacquetii v Karpatech

Analyza molekularni variance zieteln€ ukazuje minimalni podil variability na Grovni mezi
druhy P. exaltata a P. hacquetii. Fylogeograficka struktura komplexu P. exaltata
a P. hacquetii je velmi mélka. Pouze u chloroplastovych mikrosateliti 1ze pozorovat
urcity naznak oddéleni P. exaltata a P. hacquetii odpovidajici tradi¢nimu taxonomickému
pojeti (Holub a Kmetova 1997, Hrouda 2000, Mayer E. 1972). Obecné ale zadny
ze zkoumanych molekularnich markerti neposkytuje dostatecné silné indicie k odliSeni
P. hacquetii a P. exaltata jako dvou samostatnych druhti. Ve studii zabyvajici se
genetickou strukturou borovice limby (Pinus cembra), kterda ma podobny areal vyskytu
jako P. exaltata, byly na dvou lokalitich v rumunskych Rodenskych horach nalezeni
jedinci, ktefi svou genetickou strukturou odpovidaji jejimu blizce ptfibuznému druhu
borovici sibifské (Pinus sibirica). Autofi této studie doporucuji sledovani obou druht
pro piedpokladanou introgresi mezi populacemi (Lendvay a kol. 2014). Ptestoze se
v dil¢ich analyzadch v mé diplomové préci nékteré populace zietelné vyclenuji, v jinych
analyzach ani tyto populace nevybocuji, takze neni mozné rozliSit Zddnou konzistentni
strukturu, ktera by poukazovala na existenci dvou ¢i vice odliSitelnych taxond v ramci
studovaného souboru populaci P. hacquetii a P. exaltata. Jedna z hypotéz této
skuteCnosti je tzv. genetické zneCiSténi, coz znamend smés lokalni adaptace druhu
S nepivodnimi jedinci pfibuzného druhu (Lendvay a kol. 2014), v tomto piipadé druhu
P. exaltata a druhu P. hacquetii. OvSem tato teorie je postavena na velmi slabém zakladg,
jelikoz ani jedna studovand populace neni jednozna¢né oddélena do samostatného druhu.
Ledaze by introgrese jiz byla v tak pokrocilém stadiu, ze od sebe nelze odlisit ptivodné
jednotlivé druhy.

Zajimavé jsou vysledky metody STRUCTURE aplikované na AFLP data, ktera

identifikovala rozdé€leni datasetu do 2 shlukd. Populace nejsou oddélovany podle
35
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tradi¢niho de€leni druhti, ale lze pozorovat jakousi geografickou strukturu. Rumunské
populace Ceahlau, Hangu a Sihla (5,7,8) lezici kolem vodni nadrze Izvorul Montelui
ve vychodnich Karpatech, lze zaradit do jedné skupiny. Do druhé skupiny pak spadaji
populace lezici na Ukrajing, v Tatrdch a v rumunském Retezatu. PfiCemz rumunska
populace Bistricioara a ¢eska populace Vapenky jsou svym rozdélenim jedincti do dvou
klastri na pomezi obou skupin. Studie fylogeografie pryskyiniku platanolistého
(Ranunculus platanifolius) odhalila existenci dvou hlavnich genetickych linii, které
formuji jeho soucasné rozsifeni. Jedna obsahuje vychodni ¢ast Balkdnského poloostrova
spolu s jihovychodni ¢asti Karpat, druha linie pak zahrnuje zbylé oblasti. Je zde tedy
pfedpoklad, Ze postglacialni historické pasmo tohoto druhu bylo ovlivnéno dvéma
hlavnimi aredly, a to jihovychodni a centralni Evropy, a severozapadni Casti Evropy
(Stachurska-Swakon a kol. 2013). Podobné je tomu zjevné i u komplexu P. exaltata—
P.hacquetii, kde jeden areal genetické linie tvofi okoli vodni nadrze Izvorul Montelui
ve vychodnich Karpatech, a dalsi linie pak sméfuje z Alp do Tater a na Ukrajinu (napf.
obr. 8). Béhem posledniho zalednéni ledovce pokryly nejvyssi vrcholy Vysokych Tater,
zatimco tdoli a niz8i vrcholy zistaly bez ledovcového pokryti (Stachurska-Swakon a kol.
2013). Coz potvrzuje vyssi DW index 1 podil variabilnich markerti na slovenskych
lokalitach.

Nejvyssi DW index a i nejvyssi genovou diverzitu ze vSech zkoumanych populaci ma
rumunska populace Bistricioara, coz by mohlo indikovat starobylost této populace
a pritomnost glacidlniho refugia v jeji blizkosti (Kitner a kol. 2012). Také populace
Z Vapenek je v programu STRUCTURE rozdélena do dvou klastrii, méd podpramérny
podil variabilnich markerQ a s tim spojenou relativné niz$i genovou diverzitu, ovSem jeji
DW index patii mezi vy$si. To by odpovidalo znovuobnoveni této lokality v 70. letech
minulého stoleti, kdy byla tato populace témét vyhubena. Relativné mensi molekularni
variabilita spojena s vyraznym zastoupenim unikatnich alel pomérné dobie odpovida
tomu, co bychom ocekavali u malé reliktni populace, dlouho oddélené od zbytku arealu.
Takovy scénaf podporuje 1 charakter molekularni variability ostatnich populaci komplexu
P.exaltata—P.hacquetii, ktery ukazuje na rozpad souvislej$iho arealu a tendenci k tvorbé
izolovanych arealli (napt. v Tatrach). Populace na Vapenkach se z tohoto pohledu jiz
nejevi tak vyjimecna. Zavle€eni, at’ imyslné nebo ndhodné, v dob¢ osidlovani izemi lidmi
¢i v travni smési dovazené z ciziny (Ruzicka 1987) se ve svétle téchto poznatku jevi spise

jako méné pravdépodobna hypotéza, kterd ani neni podpofena Zadnymi jasnymi fakty.



37

Vice analyz poukazuje také na urcitou genetickou jedine¢nost populace na lokalité Cislo
9 v pohoti Retezat. Ta je od ostatnich populaci odd€lena geograficky coz se projevuje
i v molekularni variabilité¢ (PCoA AFLP data).

Z vysledkt vyplyva, ze P. comosa je zcela samostatnym druhem, jelikoz ve vSech
provedenych analyzach se drzi stranou od zbyvajicich dvou druhii. Jasné to lze vidét
na vSech haplotypovych sitich cpDNA, kde se od P. exaltata a P. hacquetii lisi nékolika
substitucemi, na Bayesyanském strom¢ ITS a také na vysledcich z AFLP, kde je zfetelné

oddé€len.

5.2 Taxonomie

Charakteristika P. exaltata v Kvétené CR je zalozena na populaci z lokality v NPR
Porazky, ovSsem popis v ni se vjednom bod¢ odliSuje od skutecnosti, a to Vv popisu
kalichu, kde v Kvétené CR je psano, Ze kalich je i na zilkach lysy a nepravideln& Scipy.
Ve skute¢nosti jsou vSak rostliny z této lokality na kalichu jemné ochlupené a kalich
nema takika zadné cipy (obr. 16). Je mozné, Ze jemné ochlupeni na Zilnatiné kalichu se
po néjaké dob¢ vylysa a v dobé zrani tobolek zde jiz Zadné ochlupeni nenalezneme. Tak
tomu totiz je u P. hacquetii na n¢kterych lokalitach v Alpach (obr. 17, 18, 19). Flora
Europa pak uvadi udaj, kde kalich P. exaltata popisuje jako skoro lysy (,,subglabrous®).
Je zjevné, Ze populace P. hacquetii—P. exaltata jsou variabilni v ochlupeni kalichu. Tato
variabilita ma vSak spiSe kontinualni charakter a tento znak tak mize stéZi slouzit jako
diagnosticky taxonomicky znak na druhové urovni. Absence morfologického
a molekularniho odliseni mezi populacemi fazenymi do druhti P. exaltata a P. hacquetii
indikuje, Ze se jde o jediny druh. Z taxonomického hlediska Ize povazovat P. exaltata
a P. hacquetii za synonymum.

V Kvétené CR Ize nalézt Gidaj, Ze P. exaltata byl poprvé popsan Besserem roku 1832
ve Flote 15, avsak neplatné. P. exaltata byl fadné popsan az vroce 1846 Bungem.
P. hacquetii byl fadné popsan hned napoprvé, a to vroce 1844 Grafem. Dle pravidla
priority je tedy spravné jméno pro zastupce obou puvodnich druhid Pedicularis
hacquetii.

V taxonomickém pojeti 1ze uvazovat o dvou polyfyleticky vzniklych varietach
jednoho druhu, ale takovy zavér by bylo tieba podpofit podrobnéjsi morfologickou
studii. V tuto chvili Ize spekulovat nad existenci dvou morfotypli, niZinného s lysym

kalichem a  vysokohorského sochlupenym kalichem. Chlupatost kalichu
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u vysokohorského typu muze poskytovat ochranu semeniku pied chladem, tj. byt
pozitivné selektovana v podminkach vysokych hor. Naopak lysy kalich u nizinnych
populaci mize byt vyhodny kvili niz§imu riziku napadeni houbovymi chorobami
ptivlhkém a teplém pocasi, pozorovano napf. u kokrhele lustince (Rhinanthus
alectorolophus; J. Té&sitel, Gstni sdéleni). U rostlin ¢eledi Orobanchaceae neni neobvyklé,
ze maji tendenci tvofit ekotypy, tedy ekologicky vyhranéné populace, které se
piizpusobuji lokalité, na které se nachazeji (napt. P. palustris). Tento taxonomicky
koncept je podpofen i vysledky haplotypovych siti, které znazoriuji, ze P. exaltata
i P. hacquetii maji stejné haplotypy a nékteré populace maji i dokonce vice vzajemné
propojenych haplotypi. Podobnou studii provedl TéSitel a kol. se skupinou Melampyrum
sylvaticum agg. Vv hercynské a karpatské oblasti, kdy na zakladé molekularnich
a morfologickych studii navrhli slou¢it mikrospecie M. saxosum a M. herbichii v oblasti
Zapadnich Karpat, jelikoz zde kromé barvy koruny nenalezli zadny dalsi rozdil. Zkoumali
pii tom useky trnL-trnT cpDNA a tsek ITS jaderné DNA (T¢Sitel a kol. 2009).

Diive se fesila otéazka, jak se P. exaltata dostal z rumunskych Karpat az do Ceska,
kdyZ na celych slovenskych Karpatech nema zaznamenanou ani jednu lokalitu vyskytu.
Diky molekularnim metodam bylo zjisténo, ze populace P. exaltata nalezi k druhu
P. hacquetii. Dale tedy budu pouzivat jméno P. hacquetii. Na pielomu glacialu a starém
holocénu mél P. hacquetii pravdépodobné jeden velky souvisly areal, ktery se tahl od Alp
po Karpaty a po Panonskou panev. V dobé oteplovani a s tim souvisejicim postupnym
zalesniovanim krajiny se, do tohoto momentu souvisly, areal zacal rozpadat na mensi
celky. Pokud je tato teorie pravdiva, znamena to, ze P. hacquetii piezil mladsi holocén
v Bilych Karpatech, coz by ukazovalo na kontinuitu bezlesi v této oblasti od konce
posledniho glacidlu. Otazka bezlesi a pololesi v Bilych Karpatech v dob¢é holocénu je
aspekt do této diskuze diky vyuziti molekularnich metod. Otazkou vsak stale ztstava, jak
si predstavovat tehdejsi bezlesi. Nekteré populace P. hacquetii se totiz nachazeji
na velkém arealu trvalého bezlesi, jinym staci pouze kousek otevieného prostoru mezi
kfovim. Nyngjsi lokalita NPR Porazky tak mohla v minulosti byt napf. pouze otevienym

bahnistém ¢i mistem Castého spasani zvére.



6 Zavér

Tato prace studuje molekuldrni variabilitu a rekonstruuje evolu¢ni historii komplexu
Pedicularis exaltata a Pedicularis hacquetii v Karpatech, se zaméfenim na populaci
P. exaltata v Bilych Karpatech na lokalit¢ NPR Porazky. Zkoumano bylo celkem
126 jedincu z karpatskych lokalit, sbér vzorkt byl proveden v roce 2013. Pro dofeseni
taxonomické problematiky byl dataset doplnén o 15 jedinch z alpskych lokalit, kde sbér
vzorkli probéhl vroce 2015. Kromé dvou jiz zminénych druhG byl pro porovnani
hodnocen 1 Pedicularis comosa, ktery je podle vysledku v této praci uvedenych
samostatnym druhem.

P. exaltata a P. hacquetii jsou podle molekularnich studii, obsaZzenych v této praci,
jeden druh. Navrhuji, aby se komplex souhrnné nazyval P. hacquetii, podle Grafa z roku
1844, ktery jej jako prvni fadné€ popsal. P. comosa vySel v molekularnich studiich jako
samostatny druh.

Vysledky podporuji hypotézu, ze populace vyskytujici se na lokalit¢ NPR Porazky je
reliktniho charakteru. Mohla na misté prezivat celou dobu od star§iho holocénu, kdy se
pravdépodobné rozpadl souvisly areal P. hacquetii. To by indikovalo existenci
kontinualnitho bezlesi na tzemi Bilych Karpat v pritbé¢hu holocénu. Vyskyt vSivce
statného, resp. vSivce Hacquetova na lokalité NPR Porazky neni tak ojedin€ly, protoze
nejblizsi lokality nalezneme jiz na stiednim Slovensku. I piesto je tieba vSak stale dbat
na udrzeni této reliktni populace na naSem tzemi.

Jako pokraovani své prace navrhuji studii zaméfenou na morfologii, ktera by
rozieSila ekologicky vyhranéné populace, které se ptizptisobuji jednotlivym podminkam
prostiedi, tedy pfipadné jednotlivé ekotypy druhu.

39
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Prilohy

Priloha A

Na vybranych lokalitach byly spocitdni fertilni jedinci a pocet taméjSich
mikropopulaci (tab. 12). Jako mikropopulace je brana takova populace, ktera zahrnuje
skupinu jedinct rodu Pedicularis rostoucich blizko sebe, a zaroven je od dalsi nejblizsi
mikropopulace vzdalena alesponi 15 metrd. Scitani probéhlo na vSech rumunskych
lokalitach, kde se nachazely druhy P. exaltata a P. hacquetii, a to v Cervenci 2013.
U rumunskych lokalit s P. comosa byl pro nedostatek c¢asu proveden pouze odhad.
Na Slovensku probéhlo séitani na vSech nalezenych lokalitach s P. hacquetii, a to
na prelomu mésice Cervence a srpna 2013. Na ukrajinskych lokalitach, na slovenské
lokalité VrSatec a v Alpach nebyla moznost provést s¢itani ani piiblizny odhad poctu
fertilnich rostlin a mikropopulaci, jelikoZ sbér vzorkil byl proveden bez mé ptitomnosti.
Na cCeské lokalit¢ NPR Porazky probéhl sbér materialu jeSté pied nasazenim na kvét, tedy

také nebyla moznost provést scitani ani hruby odhad fertilnich jedincti.

Tabulka 12. Po¢et mikropopulaci a fertilnich rostlin na vybranych lokalitich

Cislo Pocet Pocet
. Stat  Region Lokalita fertilnich nalezenych Druh
lokality . . ,
rostlin mikropopulaci

8 RO Mun_t I Sihla 136 8 P. exaltata
Stanisoare

7 RO Mun_t . Hangu 26 1 P. exaltata
Stanisoare

6 RO Mun_t I Bistricioara 106 18 P. exaltata
Stanisoare

5 RO Mun_t I Ceahlau 53 7 P. exaltata
Stanisoare
Muntii . ..

9 RO Retezat Piule 16 2 P. hacquetii

17 RO Muntii Piatra Cetii desitk: 2 P. comosa
Metalifery Y '

16 RO Che|!g Cheile Turzii  Po%%¢ pflr 1 P. comosa
Turzii jedincti

10 sk Vysoke Popradske 164 1 P. hacquetii
Tatry pleso

11 sk Vysoke Osobita 22 2 P. hacquetii
Tatry
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Priloha B

Obrazek 16. Fotografie kalichu P. exaltata na lokalité NPR Porazky v Bilych Karpatech

Obrazek 17. Fotografie kalichu P. hacquetii na lokalité Plocken Pass v Alpach
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Obrazek 18. Fotografie kalichu P. hacquetii na lokalité Crna Prst v Alpach

Obrazek 19. Fotografie kalichu P. hacquetii na lokalité Wolayer Alm v Alpach



