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Abstrakt

V ramci rostlinné fiSe je mezidruhové hybridizace rozsiteny fenomén. Jedna se o prirozeny evolucni
proces, ktery u rostlin hraje dvoji roli. Na jedné stran¢ podporuje genetickou diverzitu a vznik novych
druht, na strané druhé mtze ohroZovat vzacné taxony narusenim jejich genetické integrity. Velké riziko
predstavuje zejména pro vzacné druhy. Jednim z rodd, ktery je mezidruhovou hybridizaci ohrozen, je
rod Pulsatilla. Mezi druhy jsou velice slabé reprodukcni bariéry, takze pokud se na lokalité vyskytuje
vice taxond, velmi pravdépodobné dojde ke k¥izeni. Zarovei se jedna o vzacné a ohrozené druhy, jejichz
populace klesaji napfi¢ Evropou. Je proto potfeba se vénovat jejich studiu a snazit se odhalit pticiny a
disledky jak jejich ubytku, tak mezidruhového ktiZeni, aby bylo mozné stanovit spravny management

ochrany.

V této praci byla zkoumana hybridizace in-situ a ex-situ u druhti Pulsatilla patens, P. pratensis
subsp. bohemica a P. grandis za pouziti prutokové cytometrie a experimentalniho kiizeni. Pomoci
pratokové cytometrie se potvrdilo kiizeni mezi P. patens a P. pratensis subsp. bohemica na lokalité
Humnicky vrch v Doupovskych horach. Kfiizenci byly nalezeni dokonce ve vyS$Sim poctu oproti
posledni studii. Znamena to, Ze hybridi se na lokalité¢ nejen udrzi, ale zaroven jich ziejmé pribyva.
Zarovenn byla odhalena hybridni semena, kterd poukazuji na skutecnost aktivniho kfizeni mezi

rodicovskymi druhy.

Experimentalni kiizeni bylo provadéno jak na homoploidni, tak heteroploidni trovni. V ptipadé
recipro¢ni kombinace ktizeni P. patens x P. pratensis subsp. bohemica se ukazalo, Ze jako matetska
rostlina figuruje P. pratensis subsp. bohemica, zatimco P. patens je darcem pylu. Heteroploidni
hybridizace nebyla Uspésna, jelikoz nevykli¢ila zadnd semena. Pravdépodobné ke kiizeni mezi
P. pratensis subsp. bohemica x P. grandis nedochazi, a pokud ano, tak jen velice sporadicky. Dllezitym
poznatkem vzniklym z experimentalniho kiizeni je prokazatelna schopnost autogamie u P. patens a

P. pratensis subsp. bohemica.

Pro dalsi ochranafské postupy je potieba brat v potaz i mezidruhové kiizeni. Zejména na lokalité
Humnicky vrch v Doupovskych horach se jednd o zfejme aktivni proces, k ¢emuz je nutné ptrihlédnout

pfi planovani dalsiho ochranafského managementu.

Klicova slova: Pulsatilla, mezidruhovd hybridizace in-situ ex-situ, pritokova cytometrie,

experimentalni kiizent,






Abstract

Within the plant kingdom, interspecific hybridization is a widespread phenomenon. It is a natural
evolutionary process that plays a dual role in plants. On the one hand, it promotes genetic diversity and
the emergence of new species; on the other hand, it can threaten rare taxa by disrupting their genetic
integrity. It poses a particular risk to rare species. One of the genera that is threatened by interspecific
hybridisation is the genus Pulsatilla. There are very weak reproductive barriers between species, so if
multiple taxa occur on a site, hybridisation is very likely to occur. At the same time, these are rare and
endangered species whose populations are declining across Europe. It is therefore necessary to study
them and try to identify the causes and consequences of both their decline and interspecific hybridisation

in order to determine the correct conservation management.

In this study, in-situ and ex-situ hybridization in the species Pulsatilla patens, P. pratensis subsp.
bohemica and P. grandis was investigated using flow cytometry and experimental crossing. Using flow
cytometry, hybridisation between P. patens and P. pratensis subsp. bohemica was confirmed at the
Humnicky vrch site in the Doupovské hory Mountains. Crosses were found in even higher numbers than
in the last study. This means that hybrids are not only persisting at the site, but are probably increasing.
At the same time, hybrid seeds have been discovered, indicating the fact of active hybridization between

the parent species.

Experimental crossing was carried out at both homoploid and heteroploid levels. In the case of the
reciprocal combination of the P. patens x P. pratensis subsp. bohemica cross, P. pratensis subsp.
bohemica was found to be the parent plant, while P. patens was the pollen donor. Heteroploid
hybridization was not successful as no seeds germinated. It is likely that hybridisation between
P. pratensis subsp. bohemica x P. grandis does not occur and, if it does, only very sporadically. An
important finding arising from experimental crosses is the demonstrable capacity for autogamy in

P. patens and P. pratensis subsp. bohemica.

Interspecific hybridisation should also be taken into account for further conservation practices.
Especially at the Humnicky vrch site in the Doupovské hory this is probably an active process, which

should be taken into account when planning further conservation management.

Key words: Pulsatilla, interspecific hybridization in-situ and ex-situ, flow cytometry, experimental

crossing
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1. Uvod

Mezidruhova hybridizace predstavuje prirozeny, ale komplikovany jev, ktery miize byt jak na jedné
stran€ hnaci silou evoluce, tak na druhé stran€¢ divodem ztraty diverzity. Pfestoze pfispiva ke genetické
rozmanitosti a vzniku novych druhd, zaroven Casto piedstavuje riziko pro ohrozené taxony. Kwvili
hybridizaci dochazi k oslabeni genetické identity vzacného druhu, coz mize vést az k vytlaceni hybridy
¢i konkurenénim ptibuznym druhem. V zavislosti na schopnosti rozmnozovani kiizencii 1ze tuto situaci
rozdélit na demograficky ,,swamping* (v pfipad¢ sterilnich hybridll) nebo na geneticky ,,swamping* (v
pfipade, Ze jsou hybridi fertilni). Ve vétSin€ piipadi jsou tyto jevy vzdjemné propojeny. Tyto procesy
jsou zvlasté ohrozujici pro rody, jako je Pulsatilla, kde slabé reprodukcni bariéry umoznuji cCasté

mezidruhové kiizeni.

Rod Pulsatilla, ktery patii do Celedi Ranunculaceae, zahrnuje priblizn¢ 40 druhii rozsifenych napfic
temperatni oblasti od Evropy, pfes Asii, az po severni Ameriku. V podstaté vSechny druhy rostouci
v Evropé jsou predmétem ochranafskych opatteni. Navzdory veskerym snaham dochdzi ke
stalému ubytku populaci. Kvili ztraté pfirozenych stanovist a zméné v managementu krajiny jsou
jednotlivé lokality izolované a ¢asto se na nich druhy setkavaji, coz mtize vyustit v mezidruhové kiizeni.

V Ceské republice roste pét druhii koniklectl, pfiemz jsou zde popsany tii hybridni taxony.

Mezi hlavni cile této prace patii prozkoumani stavu mezidruhové hybridizace P patens X
P. pratensis subsp. bohemica na lokalit¢ Humnicky vrch v Doupovskych horach, odkud byli kiizenci
popsani v minulych letech. Také provéfit, zda se rodicovské druhy a jejich hybrid daji spolehlivé rozlisit
za pouziti pritokové cytometrie. Dal$im cilem je pomoci experimentalniho kfizeni urcit Cetnost a smér
hybridizace mezi druhy P. patens a P. pratensis subsp. bohemica. Dale bude zkoumana moznost kiizeni

na heteroploidni Grovni mezi diploidni P, pratensis subsp. bohemica a tetraploidni P. grandis.
Konkrétn€ bude snaha odpovédét na tyto otazky:

1. Dochazi ke ktizeni jak na homoploidni (P. patens x P. pratensis subsp. bohemica), tak
heteroploidni Grovni (P, pratensis subsp. bohemica x P. grandis)?
2. Jaky je podil hybridi ve smiSenych populacich Pulsatilla patens a P. pratensis subsp. bohemica?

3. Je mezidruhova hybridizace jednosmérna nebo obousmérna?



2. Teoreticky uvod

2.1. Vyznam mezidruhové hybridizace pro rostliny

Védecky pohled na mezidruhovou hybridizaci se v pribéhu ¢asu vyrazné¢ ménil. Zpocatku to bylo
téma kontroverzni a zatracované. Diky Casté sterilité hybrida se na mezidruhové kiizeni pohlizelo jako
na minoritni udalost & dokonce slepou ulicku (Knobloch, 1972). Casteéna zména piistupu nastala poté,
kdy zacalo vychézet najevo, Ze evoluce nemusi probihat vzdy pomalymi a postupnymi kroky. Naopak
se vnekterych piipadech mohlo jednat o rychlou diverzifikaci katalyzovanou casto prave

mezidruhovym kiiZenim (Anderson & Stebins, 1954).

I kdyz hlavni zajem o mezidruhové kiiZeni v botanice nastal pfedev§im az béhem dvacatého stoleti,
jejasné, ze muselo byt dilezité jiz od pocatkii neolitické revoluce. Postupnym vybérem nejlepsich znaki
a naslednym vzajemnym kfizenim vznikali jedinci s pozadovanymi charakteristikami (Zirkle, 1935).
Mohly diky tomu vzniknout nejen dne$ni bézné rozsifené plodiny. Naptiklad pii studiu pSenice se
ukazalo, Zze v sob¢ obsahuje hned nékolik riznych genomt (Feldman & Levy 2012; Walkowiak et al.
2020). Dodnes se hojné v zemédélstvi vyuziva tzv. efekt heteroze, projevujici se predevsim v prvnich
filialnich generacich. Kfizenci se vykazuji vyssi biomasou, rychlej$im rustem a reprodukei a celkovou
dostupné predevsim varianty F1 hybridd, ale vyuziva se naptiklad i pti péstovani Oryza sativa (Zhou et
al., 2012) ¢i Gossypium hirsutum (Shang et al., 2016). V ptipad€, ze hybridi ptezivaji a mohou se dale
rozmnozovat, 1ze Casto pozorovat tzv. transgresivni segregaci. Coz znamena, ze v pozd¢jsich generacich
zacinaji v nékterych znacich ptevySovat piivodni rodicovské druhy. Mohou tak naptiklad diky vyssi

adaptibilit¢ snadnéji osidlovat nova prostiedi (Vega & Frey, 1980).

Zprvu odmitavy pohled na hybridizaci se vyrazné zménil poté, co doslo k objeveni a pochopeni
mechanismii polyploidizace, neboli multiplikace genomu (Wing€, 1917). Tradicné se rozd€luje na
autopolyploidii (genomova duplikace v ramci druhu) a alopolyploidii (znasobeni chromozovych sad
pochazejicich z vice druhti). Nicméné typ ploidie neni vzdy mozné spolehlivé rozlisit (Mallet, 2007).
Pii studiu alopolyploidie bylo odhaleno nékolik mechanismi vzniku. Duplikace genomu ¢asto nasleduje
po mezidruhové hybridizaci (Stebins, 1947), spojenim neredukovanych gamet (Karpechenko, 1927) ¢i
tzv. triploidnim mostem (Ramsey & Schemske, 1998).

Dnes uz je vSeobecné pfijat nazor, Ze k hybridizaci dochazi nap#ic rostlinnou #isi. Stale ale neni
uplné jasna jeji role pii vzniku novych druhii. Lze ji vnimat jako pouhy ,,evolu¢ni Sum* (Wagner, 1970)
¢i jako pocatek vzniku genetické variability a novych adaptaci (Anderson & Stabbins, 1954). Ke vzniku
nového druhu mize dojit dvéma zplsoby; zachovanim stejné ploidni urovné (Abbott et al, 2010; Wang
et al. 2021) nebo jeji zménou (Soltis & Soltis, 1993; Brochmann et al., 2004). Pifedpoklada se, Ze

homoploidni hybridni speciace je vzacnéjsi (Riesenberg, 1997). Navic je tézké ji spolehlivé prokazat.



Schumer et al., (2014) stanovili tfi podminky pro dokazani speciace pii zachovani ploidni urovneé;
reprodukéni izolace od rodiCovskych linii, molekularni potvrzeni hybridniho ptivodu a dikaz, ze
speciace je nasledek hybridizace. Tyto tfi pozadavky nakonec splnila pouze trojice druhli rodu
Helianthus (Riesenberg et al., 2003). Ukazuje se, Ze pro stabilizaci novych druhti se stejnou ploidni
s posunem doby kveteni (Abbott et al., 2000; Wang et al., 2001, Wang et al., 2021). Stale neni jasné
v jak velké mife je homoploidni hybridizace zastoupena, ale pfedpoklada se, ze s posunem v odvétvi

genetiky a molekularnich metod se podati odhalit nové ptipady (Abbott et al., 2010).

Mnohem castéji dochazi ke vzniku novych druhii, pokud po hybridizaci nasleduje znasobeni
genomu (Stebins, 1947). Wood et al. (2009) dospéli k zavéru, ze zménou ploidie proslo béhem své
speciace piiblizné 15 % krytosemennych rostlin. Odhady na celkové zastoupeni polyploidie v rostlinné
181 se rlizni, ale pfedpoklada se, Ze je zastoupena u 30, ale také mozna az u 70 % krytosemennych rostlin
(Stebbins, 1947; Masterson, 1994). Ve skute¢nosti miize byt procento polyploida jesté vyssi, jelikoz
stale dochazi k objevu novych paleoploida (Gao et al. 2018). V prubéhu ¢asu mohla ¢ast (nebo mozna
vSichni) projit procesem tzv. diploidizace, tedy navrat z polyploidni fdze do diploidni (Mandakova et
al., 2010; Mandakova & Lysak 2018; Li et al. 2021). Polyploidizace muze ptinaset velké vyhody
v podobé¢ efektu heteroze, znasobeni poctu genil, maskovani recesivnich a Skodlivych alel a fixace
heterozygotti (Osborn et al. 2003; Comai 2005). Diky kombinaci téchto vlastnosti je pro alopolyploidy
snadnéjsi osidlovat nova prostfedi. Velice Casto se tak vyskytuji na mistech zménénych disturbanci, at’
uz vzniklych lidskou ¢innosti nebo zménou klimatu (Brochmann et al., 2004). Pfedpoklada se, ze
s postupyjici klimatickou zménou se bude zvySovat i procento noveé vzniklych druhii znasobenim

chromozomovych sad (Levin, 2019).

Na mezidruhovou hybridizaci nemusime pohlizet pouze jako na pozitivni proces vzniku novych
druhti. Specialné pro vzacné a ohrozené druhy mutize mit velmi negativni efekt. Pokud se za¢nou kiizit
druhy, mezi kterymi nejsou dostatecné vytvoreny reprodukéni bariéry, mohou vznikat jak sterilni, tak
fertilni hybridi. V ptipadé sterilnich kfizenct je nejveétsim rizikem soupeteni o zdroje (napt. voda, Ziviny,
svétlo...), misto ¢i opylovace. Jestlize se jedna o vytrvaly druh mohou hybridi na lokalité pretrvavat
dlouhodobé a jejich pocet se mize pomalu navySovat. RodiCovské druhy se tak postupné vycerpaji
tvorbou neplodnych hybridnich jedincti. Takovyto proces miizeme nazyvat tzv. demografickym
»swampingem® (Wolf et al., 2001). Mnohem v¢tsi nebezpeci nastava, pokud jsou hybridi fertilni a
mohou se zpétn€ kiizit s rodi¢i. V takovém piipadé¢ mlze béhem jedné sezony dojit ke vzniku jak
novych, tak i zpétnych kiizenct. Cisté rodi¢ovské linie pak mohou po n&kolika mélo generacich zcela
zaniknout. V tomto pfipad¢ 1ze mluvit o tzv. genetickém ,,swampingu* (viz. Obrdzek 1; Rhymer &

Simberloff, 1996; Todesco et al., 2016).



next gen’s...
genotype % m
(B) . e o o o 19 gen
%%%%%%%%% HEEHER =
e s o . » RE . N 1 20 gen
| H R B
(JEARVAE o RV e o 2 o 2 R o 2 .
B2 55
next gen’s...
1

vvvvvv

vyhynout skrze demograficky (A) ,,swamping™ jestlize jsou hybridi sterilni nebo skrze geneticky (B)
»swamping® v ptipadé fertility hybridu (pfevzato z Todesco et al., 2016)

Ke kfiZeni nemusi dochazet jen ojedinéle na jednotlivych lokalitach. V nékterych ptipadech mohou
vznikat i1 celé hybridni zony. Takova oblast mlize mit nékolik metrQ, ale ty rozsahlejsi se mohou
rozkladat v fadech kilometra (Barton & Hewitt, 1985). Tradicné je lze délit do tii kategorii. V tzv.
»tension zones* probihaji dva efekty srovnatelného vyznamu, tj. tvorba novych hybrida a selekce vici
nim. Na zékladé¢ toho se mohou spolecné regiony v Case a prostoru ménit, coz bylo pozorovano naptiklad
u druhil z rodu Centaurea (Hardy et al., 2000), Populus (Martinsen et al., 2001) nebo Senecio (Prentis
et al., 2007). Kt¥izenci mohou vykazovat niz$i fitness nez rodi¢ovské linie (Barton & Hewitt, 1985).
Naproti tomu jsou zony, kde se hybridi v pfechodnych stanovistich vyznacuji vyssi zdatnosti nez rodice,
ale niz8i na specifickych stanovistich rodiCovskych linii. Takové oblasti se vétSinou nachazeji
v ekotonech mezi biotopy rodi¢ovskych druhti (Moore, 1977). Tam kde existuje splet’ stanovist’, ktera
zaujimaji rodi¢ovské druhy, mohou vznikat mozaikové hybridni zony (Harisson & Rand, 1989). Hybridi
vznikaji v§ude, kde se rodi¢ovské formy setkavaji a jejich fitness tak mtze byt variabilni. Vétsinou se
jedna o variabilitu na Grovni ekologie, napt. odli$ny typ pudy (Harrison & Larson, 2016). Pokud fitness

hybridi zna¢né prevysuje rodicovské druhy, 1ze rozlisit jesteé dalsi typ hybridni zony. Ktizenci diky své



vy$$i zdatnosti, a pfipadné kombinaci novych gent, mohou snadné&ji osidlovat nové niky, pfipadné méné

konkurenceschopného rodice zcela z hybridni zony vytlacit (Arnold, 1997).

Neni vzdy snadné urcit, do které kategorie konkrétni hybridni zéna spada (Abbott, 2017). Navic se
mohou v pribéhu let posouvat a ménit. Pfedmétem zajmu védcil neni pouze urceni podoby hybridni
zony, ale 1 zjisSténi, zda se jedna o primarni ¢i sekundarni kontakt. V ptipad€ primarniho kontaktu jde o
situaci, kdy se druhy od pocatku vyvijeji pospolu a v pribéhu ¢asu se akumuluji zmény a vytvareji
reproduk¢éni bariéry, napt. Knautia arvensis (Hanzl et al., 2014), Tephroseris helenitis (Pflugbeil et al.
2021). Pokud se druhy vyviji alopatricky a dojde ke ztraté prekazky, at’ uz prirozené (napt. konec doby
ledové) nebo antropogennim vlivem a dojde tak k sekundarnimu kontaktu, mohou se spolu zacit kiizit
(Barton & Hewitt, 1985). Prikladem sekundarniho kontaktu mohou byt severoamerické druhy rodu
Pinus (Latta & Mitton, 1999) ¢i Populus (Bolte et al. 2024). Stejné jako neni jednoduché urcit typ
hybridni zony, tak ani rozhodnuti, o jaky typ kontaktu se jedna, neni snadné (Abbott, 2017). Pokud
dochazi ke zpétnému kiizeni s rodi¢ovskymi druhy muize vzniknout extrémni forma hybridni zony, a to

hybridni roje.

Ve snaze vyhnout se hybridizaci a jejim negativnim vliviim si rostliny vyvinuly vzajemné bariéry
zamezujici kfizeni. Rozdélujeme je podle toho, ve které fazi vyvoje se nachazi, na prezygotické a
postzygotické. Jak vyplyva z nazvu, prezygotické bariéry slouzi k zabranéni vzniku zygoty. Mohou se
dale d¢lit na tzv. ,,pre-mating*, pokud maji zabranit opyleni a ,,post-mating*, které nasleduji, pokud uz
k opyleni dojde (Moyle et al. 2014). V prvnim piipad¢ se jedna zejména o geografické rozdéleni
vyskytu, pfipadné specializaci na odlisny druh stanovisté. Dale sem lze zaradit i posuny ve fenologii
nebo specializaci na rozdilné opylovace. Do druhé kategorie spada naptiklad inhibice kli¢eni pylové
lacky na blizné nebo kompetice pylu. Do postzygotickych bariér 1ze zatadit sterilitu ¢i snizenou plodnost
a tvorbu semen u hybridd, niZsi fitness a celkové nizké prezivani ktizenct (Pickup et al., 2019; Kdhler
et al. 2021). VétSina studii se shoduje, Ze prezygotické bariéry hraji vyznamné;jsi roli pfi vzniku novych
druhti, zejména na homoploidni trovni (Lowry et al. 2008; Christie et al. 2022) Velice uc¢innou bariérou
je duplikace genomu, diky ¢emuz pii piipadném zpétném kiizeni s rodi¢ovskymi druhy vznikaji malo
zivotaschopni a vétSinou sterilni jedinci. Zajem veédct o studium reprodukéni izolace stale stoupa a
zacinaji se pouzivat nové pristupy. Nicméné vyzkumy jsou soustfedény jen na malou ¢ast cévnatych

rostlin. Nejvice studii se zabyva rody Ophrys, Pedicularis a Mimulus (Christie et al. 2022).

2.2. Nebezpeci mezidruhové hybridizace pro vzacné druhy

V soucasné dobé prevlada nazor, ze mezidruhova hybridizace sehrala vyznamnou roli pfi formovani
novych druht. Zaroven ale mize pusobit opaénym smérem a zpisobovat ztratu biodiverzity. Jedna se
zejména o piipady, kdy se mezi hybridizujicimi druhy vyskytne vzacny taxon. Na ohrozené druhy piisobi
cela fada negativnich vlivl, a pokud se pfida navic i mezidruhové kiizeni, mohou zcela vymizet (Levin

et al., 1996; Rhymer and Simberloff, 1996; Todesco et al., 2016).
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odolngj$im taxonem. Velice Casto druhotny kontakt zptsobi lidsk4 ¢innost (Ellstrand & Elam, 1993).
Clov&k krajinu kolem sebe ovliviuje neustale, a s nastupem globalizace se jeho vliv stale navysuje.
Velky dopad na biodiverzitu ma zejména zeméd¢lstvi, mezinarodni obchod, doprava (zejména lodni na
moftské organismy), vytvareni disturbanci (t€zba surovin, stavba silnic, zména managementu krajiny...)

a klimatickd zména (Field et al., 2011).

Do kontaktu se tak dostavaji druhy, které by se jinak nesetkaly a nemaji vici sobé vytvorené
reprodukéni bariéry. Piipadem, ktery se da relativné snadno napravit je, pokud jsou hybridi sterilni
neboli demograficky ,,swamping“. Jednim z takovych mtize byt napiiklad kiizeni ¢eského hadcového
endemita Cerastium alsinifolium s bézné rozsitenym druhem C. arvense (Vit el al., 2014). Diky rozdilné
velikosti genomu bylo mozné vyuzit prutokovou cytometrii, ktera odhalila hybridni ptivod u 38,7 %
vzorkil. Zajimavé na této studii bylo zjisténi, ze se endemit vyskytuje na stinnych a vlhkych habitatech,
coz bylo v rozporu s plivodnim predpokladem. To dokazuje, Ze i pro ochranu piirody a uréeni spravného
managementu jsou dilezité systematické studie (Vit et al., 2014). Australsky Senecio pinnatifolius sice
nepatii mezi vzacné druhy, ale piesto muze byt demografickym ,,swampingem* vyznamné ohrozeny.
Stale Castéji se dostava do kontaktu s invazivnim S. madagascariensis. Prestoze jsou vznikly hybridi
sterilni, na n€kterych lokalitach se jejich zastoupeni pohybovalo az kolem 75 %. Mohlo by dojit k lokalni
extinkci piivodniho druhu, a je proto nutné pokusit se zabranit dal§imu $iteni S. madagascariensis

(Prentis et al.,2007).

Daleko vétsi problém nastava, pokud jsou hybridi fertilni a mohou se dal kiizit mezi sebou, pfipadné

i zpétn¢ s rodi¢i. Navic introgrese ve vétSiné pripadi probiha smérem k ohrozenym druhim. Riziku
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hybridi uréeni morfologicky, a poté potvrzeni i pomoci molekularnich markerti. Hybridni pyl prokazoval
asi 65 % zivotnost. Introgrese byla prokdzana vuci obéma rodi¢im, ale nasobné vice ve sméru
endemického vzacného druhu. JelikoZ je stale dostatecné mnozstvi ¢istych populaci C. balearicum, neni
hybridizace piimo ohrozujici. Nicméné obé¢ rostliny se vyznacuji stejnou fenologii, takze je potieba
zabranit dalSimu pronikani C. repandum na lokality C. balericum (Thompson et al., 2010). Podobny
zpiisob ohrozeni prostiednictvim genetického ,,swampingu‘ byl odhalen i v rodu Onopordum v jiznim
Spanélsku (Balao et al., 2015). B&zné rozsiteny Onopordum nervosum se §ifi na lokality vzacného
O. hinojense, kde vytvareji hybridni taxon O. X onubense. Ktizeni probiha na homoploidni Grovni, takze
produkuje jen asi 8 % zivotaschopnych semen. Vytvari se tak velice silny tlak na vzacny druh, jelikoz
je vytlaCovan jak ptibuznym druhem, tak i kiiZenci, ktefi ho v obou ptipadech prevysuji svou fitnes

(Balao et al., 2015).



V rodu Betula je hybridizace relativné bézna, a jednim z takto ohrozenych druhti je endemit pohoti
se 1 kiizi. Molekularni studie ukdzaly, Ze probiha i introgrese vici B. microphylla. Na nékterych
lokalitdch uz B. microphylla zcela vymizela a na zbyvajicich se témét nevyskytuji semenacky. Navic
byli nalezeni kiizenci s diploidni B. pendula (Koropachinskii, 2013) a dalsi studie odhalila geny
introgresné s ni sdilené (Ding et al., 2024). Predikce predpokladaji dalsi rozsitovani B. tianshanica a
B. pendula, a tim padem i nartst hybridizace s postupujici klimatickou zménou a neSetrnym

hospodatenim s okolni krajinou (Ding et al., 2024).

Zaroven i relativné bézné druhy mohou byt ohrozeny hybridizaci, pokud se vinou ¢lovéka dostanou
do kontaktu s pfibuznym neptivodnim druhem. Plvodni japonsky plevel Eclipta thermalis dominoval
ryzovym polim(Kameyama et al., 2024). Nicmén¢ v padesatych letech byla na ostrovy introdukovana
Eclipta alba. Zacala se rychle §ifit a hybridizovat s E. thermalis. Studie potvrdila nékolik generaci
ktizencl, coz pluvodni druh vystavuje vysokému riziku genetického ,,swampingu“. Na n¢kterych
lokalitdch byla zcela vytlacena nebo zistali jen posledni Cisti jedinci. Pro zachovani ptivodniho druhu
je potfeba zabranit dalSimu Sifeni na jih Japonska, kde zlstavaji posledni populace E. thermalis

(Kameyama et al., 2024).

Dalsim hojné rozsitenym druhem, ktery je i pfesto ohrozeny hybridizaci je naptiklad Spartina
foliosa. Pivodni kalifornsky druh je ohrozen invazi S. alterniflora, ktera je kompeti¢né€ velmi silna a §iti
se podél pobiezi. Zpocatku se vysazovala pro zpevnéni okraji pis¢in (Wan et al., 2009), ale pozdéji se
ukazalo, Ze miize jit o nebezpeény invazivni druh. Velmi rychle a efektivné se prizptisobuje novym, a to
i extrémnim podminkam (Hao et al., 2024). Vyzkum prokazal, Ze tam kde se spolecné nachazi S. foliosa
a S. alterniflora se vyskytuje n€kolik generaci hybridii. Na mnoha ptivodnich lokalitach se S foliosa ani
nepodafilo identifikovat (Ayres et al., 2002). Spartina alterniflora se dal §iti v Evropé (Baumel et al.,
2003), Cing (Chung, 2006) i v Africe (Adams et al., 2016), kde se dal kiiZi s pavodnimi druhy a pietvaii
prostfedi kolem sebe (Zhou et al. 2014). Je potieba jeji postup dale monitorovat a snazit se zabranit

dalS$imu Sifeni.

V poslednich letech se zacind stile vice zkoumat dopad kiizeni mezi plodinami a ptibuznymi
divokymi druhy. S postupnym pfeménovanim krajiny na zeméd¢lskou dochazi ke stale vétsi fragmentaci
prostfedi. Populace ztistavaji izolované a mize dojit k inbreedingu (Keller & Waller, 2002; Oakley &
Winn, 2012). Vétsina plodin ma velice nizkou genetickou variabilitu, ¢imz se mize vzajemnym
kfiZzenim sniZovat variabilita a integrita i u pivodnich druhd (Warschefsky et al., 2014). Populace
Macadamia tetraphylla se rozpadly vinou lidské Cinnosti a v jejich blizkosti jsou péstovany kultivary
druhu Macadamia integrifolia. Oba druhy si jsou blizce ptibuzné a piekryvaji se svou fenologii, takze
existuje vysoka pravdépodobnost hybridizace. O’Conor et al., (2015) skute¢né potvrdili hybridni pivod

u 7 % vzorkl z populaci M. tetraphylla. Ptenos pylu byl prokazan na vzdalenost az dvou kilometrt a



disperze semen az na 80 metrt. KfiZenim jsou tak ohroZeny i relativn¢ vzdalené populace, coz by se

mélo brat v potaz pii budovani dalSich makadamovych sadii (O’Connor et al., 2015).

Vysoka mira rizika vznikajiciho z kiizeni se ukéazala pro divoké ptibuzné jabloni. Cornille et al.,
(2013) studovali tii ptivodni druhy; kavkazskou jablon vychodni Malus orientalis, evropskou j. lesni
M. sylvestris a j. Sieversovu M. siversii z Centralni Asie. Nejvyssi zastoupeni kiiZzencl s Malus
domestica se prokazalo u M. sylvestris, a to 37 %. Pro M. orientalis se jednalo o 15 % a nejmensi
zastoupeni bylo u M. sieversii s tfemi procenty. Zejména pro Malus sylvestris je to velmi znepokojivy
vysledek, jelikoz se predpokladalo, Ze kiizeni probiha jen ojedinéle a kiiZzenci se prokazuji nizkou fitnes
(Coart et al., 2003). Pro lepsi pochopeni situace genetického toku mezi jablonémi je zapotiebi se dale

vénovat jejich studiu (Cornille et al., 2013).

Vinna réva se ve Spanélsku péstuje minimalné od starovéku ((Buxé i Capdevila 1997; Valera et al.,
2024). Podél tek se stale vyskytuji ptirozené populace divoké Vitis vinifera subsp. sylvestris. Geneticka
studie ukéazala nizkou heterozygozitu u vétSiny populaci a bylo nalezeno deset hybrida z celkového
poctu 237 vzorkl. Skutecné zastoupeni kiizenci mtze byt mnohem vyssi vzhledem k omezenému

vzorku a relativné malé prozkoumané ¢asti z celkového aredlu (De Andrés et al., 2012).

Prikladem hybridizace divokého pifibuzného druhu s kultivary z ¢eskych zemi miize byt vyzkum
Mackova et al., (2018) na Prunus fruticosa. Diky pratokové cytometrii bylo odhaleno dokonce dvoji
ktizeni, a to s P. cerasus na homoploidni a s P avium na heteroploidni Grovni. Piivodni druh je tak
ohrozen genetickym ,,swampingem®, tak i demograficky ze strany triploidniho potomstva (Mackova et
al., 2018). Rada divokych piibuznych druhti se zadala vyuzivat pro ziskani novych vyhodnych gent
zejména pro odolnost vii¢i suchu (Pruski, 2007; Barac et al., 2017). Ztrata genetické integrity ptivodnich
druhti by tak mohla znamenat vymizeni téchto diilezitych genti a velké problémy v budoucnosti

zemeédelstvi vzhledem k postupujicimu globalnimu oteplovani a zménam, které z toho plynou.

Zcelanovym problémem v poslednich desetiletich je pfenos genti z transgennich rostlin do divokych
populaci ptibuznych druhti (Ellstrand et al., 2013). V nekterych geneticky modifikovanych kultivarech
mohou byt vlozeny geny pro odolnost vii¢i herbicidim (Gallo-Meagher & Irvine, 1996), patogenni
infekci (Verberne et al., 2000) ¢i. suchu (Todaka et al., 2015). Problém nastava, pokud se takové geny
prenesou do rostlin, které maji potencial stat se invaznimi ¢i plevelnymi a mohou tak zptisobit znacné
ztraty (Stewart et al., 2003; Chapman & Burke, 2006). Velka pozornost se vénuje hybridizaci ryzovych
kultivard s plevelnou divokou ryzi (Oard et al., 2000; Xia et al., 2011; Lu et al., 2016). Shodna doba
kveteni a blizka geneticka pfibuznost zvysuji riziko kiiZeni. Prokazany geneticky tok byl sice maly, ale
jelikoz se stejné kultivary sazi i n¢kolik sezon za sebou, mohlo by dochazet k narustu kiiZzencti (Chen,

2004; Sanchez Olguin et al., 2009; Pu et al., 2014).

Studie na geneticky modifikované s6ji a divokych populacich Glycine soja prokazala ptenos genu

CP4-EPSPS, ktery je spojovan s glyfosatovou rezistenci (Zhang et al.,, 2023). KfiiZenci sice



neprokazovali vyssi rezistenci, nicméné méli podobné hodnoty pro plodnost a kli¢ivost jako divoka soja.
Jsou tak plné konkurenceschopni, mohou velice snadno pfezivat a Sifit se do dalSich populaci. Také je
potfeba brat v potaz dormanci, jelikoz hybridni semena prokazala podobné dlouhou zivotnost jako
divokd. Kiizenci navic mohou semena S§ifit pomoci roztfisténi luskii, coz by mohlo riziko pfenosu

transgennich gent jest¢ znasobit (Zhang et al., 2023).

Lactuca serriola je divokym piibuznym pro kultivary salatu L. sativa. Jelikoz sdili velkou Cast
genomu, panuji opravnéné obavy, ze se v pripade kiizeni s geneticky modifikovanymi (GM) kultivary
prenesou geny pro toleranci abiotického stresu, zejména sucha. Uwimana et al., (2012) provedli vyzkum
ve sklenicich jak v kontrolovanych stresovych (sucho, zasoleni a nizka hodnota zivin), tak v kontrolnich
nestresovych podminkach. Hybridi z velké ¢asti prevysSovali svou fitness rodic¢e v obou experimentech.
Predstavuji tak velké riziko pro L. serriola, protoze ji mohou relativné snadno vytlacit. Prokazal se
prenos transgend, nicméné na prvni F generace jejich pfitomnost neméla velky vliv. I piesto hybridi byli
uspésni a v dal§ich kiizenich by se efekt genti pro odolnost vié¢i stresorim mohl navySovat.
V ptirozenych podminkéach se mohou vysledky liSit, nicméné by se pii vysadbé GM kultivara salatu

méla brat v potaz hrozba mezidruhového kiizeni (Uwimana et al., 2012).

Pro hlubsi prozkoumani a porozuméni mezidruhové hybridizace na tizemi Ceské republiky byl
vybran rod Pulsatilla. V tomto rod¢ jsou vyvinuty jen slabé reprodukéni bariéry, a proto mezi druhy
bézné dochazi ke kiizeni (Aichele & Schwegler, 1957). Na nasem tzemi roste pét druhti koniklecd,
pficemz vSechny jsou vedeny jako ohrozené (Grulich, 2017). Dva znich se aktivné ucastni

mezidruhového kiizeni, konkrétné Pulsatila patens a P. pratensis subsp. bohemica (Krejcova, 2014).

2.3. Vybrané druhy Ceské republiky ohroZené mezidruhovou
hybridizaci z rodu Pulsatilla

2.3.1. Systematické zarazeni rodu Pulsatilla

Rod Pulsatilla nalezi do celedi Ranunculaceae, podceledi Ranunculoideae, tribu Anemoneae
(Tamura, 1993). Sestersky rod piedstavuje Anemone s.s. (Hoot et al., 2012; Sramko et al., 2019). Mezi
znaky, kterymi lze rod Anemone odlisit patii nepravidelné rozvétveny stonek u nékterych druht, listeny
pfipominajici pfizemni listy, vys§i pocet okvétnich listkl (az 20) a chybéjici nektaria (Skalicky, 1988;
Tamura, 1993). V soucasné dobé je v rod¢ Pulsatilla rozeznavéno ptiblizn€ 40 druhti s aredlem rozsireni
v temperatni zon¢€ od Evropy po severni Ameriku, s centrem v centralni Asii. Rostou od nizin po horska
pasma, predevsim na slunnych stepich a stranich (Aichele & Schwegler, 1957). Dlouhou dobu byli druhy
rozdélovany podle morfologie do péti sekci (lostemon, Semicampanaria, Preonanthus, Preonanthopsis,
Pulsatilla). Za nejbazalngjsi druh byla povazovan P. kostyczewii (Aichele & Schwegler, 1957). Recentni
studie zaloZena na jaderné a plastidové DNA se zabyvala evolu¢ni historii rodu Pulsatilla a byl vytvoren

pribuzensky geneticky strom (viz. Obrazek 2) (Sramko¢ et al., 2019).
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Obrazek 2 — Nove vytvoreny fylogeneticky strom rodu Pulsatilla, ktery zahrnuje i rozsifeni druhti
sestaveny na zaklad¢ kombinace jadernych (nrITS a MLH1) a chloroplastovych (rbcL, accD—
psal, trnL intron) sekvenci. Unikatni na této studii je, Ze jsou zahrnuty i 4 poddruhy P. pratensis a
P. patens (pfevzato ze Sramko et al., 2019)

S 31 druhy, 9 poddruhy a dvéma kultivary se jedna o nejrozsahlejsi molekularni vyzkum v rodé
Pulsatilla. Druhy byly pterozdéleny do tii podroda (Kostyczewianae, Preonanthus, Pulsatilla), v ramci
kterych jsou rozliSovany dalsi sekce a série. Pulsatilla kostyczewii se ukéazala jako sesterska skupina
vSem ostatnim druhtim a potvrdil se tak bazalni piivod jak morfologicky, tak geneticky. Dale se druhy
rozdélily do dvou skupin; Preonanthus a Pulsatilla. Bazalngjs$i podrod Preonanthus obsahuje pouze
sedm druhd, napt. endemicky P. taraoi z Kurilskych ostrovl, P. sachalinensis vyskytujici se pouze na
jediné lokalit€ nebo P. occidentalis ze severni Ameriky. Mimo jiné se tak potvrdilo osidleni amerického
kontinentu ptfes Beringovu uzinu nasledované speciaci. VSechny ostatni druhy patii do podrodu
Pulsatilla. Z pohledu ¢eského vyzkumu koniklecti by mohlo byt zajimavé odhaleni chromozomové
prestavby mezi P. patens a P. pratensis subsp. bohemica. U prvné¢ jmenovaného druhu doslo zcela ke
ztraté 58S lokusu, kdezto u druhého k duplikaci a translokaci na akrocentricky chromozom (Sramko et

al., 2019).

Ve stejném roce probéhl podobny vyzkum na 19 druzich z rodu Pulsatilla (Li et al., 2019). Pro ITS
a chloroplastové barkddy vysly dva lehce odlisné fylogenetické stromy. Nékteti jedinci se dokonce

zatadili do odliSnych vétvi oproti zbyvajicim zastupclim svého druhu (viz. Obrazek 3). Dokazuje to



velice slozité a nevyjasnéné vztahy mezi jednotlivymi druhy koniklecti zptisobené ziejmé mezidruhovou
hybridizaci. Bylo ur¢eno 8 variabilnich regionii v chloroplastové DNA, ¢ehoz by se mohlo vyuzit pii

dalsich studiich genetické diverzity rodu Pulsatilla (Li et al., 2019).
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Obrazek 3 — Fylogenetické stromy zalozené na ITS (vlevo) a kombinaci rbcL+matK-+trnH-psbA
sekvencich (vpravo) pro rod Pulsatilla. Je jasné patrné, Ze stromy se neshoduji, a navic se nékteti
jedinci shodného druhu oddé€lily a zatadily se na jind mista v ramci fylogenetického stromu (pfevzato
z Lietal., 2019).

Zékladnim chromozomovym &islem v rodu Pulsatilla je x=8 (Tamura, 1993). Na tizemi Ceské
republiky se vyskytuji z naprosté vétSiny diploidni druhy, tedy se somatickou sadou x=16 chromozomd,
véetné P. patens a P. pratensis subsp. bohemica (Skalicky; 1988; Kaplan et al., 2019). Jediny ptivodni
tetraploidni druh s chromozomovym ¢islem 32 na nasem tzemi je P. grandis subsp. grandis (Skalicky,

1998; Kaplan et al., 2019).

2.3.2. Morfologie rodu Pulsatilla

Koniklece se fadi mezi vytrvalé rostliny s celym t&lem pokrytym chlupy (Tamura, 1993). Ziviny a
zasobni latky jsou ukladany do vice¢etného Supinatého oddenku (Aichele & Schwegler, 1957). Piizemni
listova rizice se vétsinou sklada z vicero slozenych listi (aZ z dvanacti). Na stonku je vzdy pouze jeden

kvét, pod kterym se nachazi listenovy utvar (Skalicky, 1988). Kvét ma zvonkovity tvar, ktery mize byt



Siroce otevieny a vétSinou se sklada z Sesti okvétnich listkd. Okvéti mize mit od bilé, pies Zlutou az po
fialovou barvu (Tamura, 1993). Kvét je oboupohlavny a obsahuje velky pocet pestiki a tyCinek.
Pfeménou vnéjsich tyC€inek vznikla staminodialni nektaria (Aichele & Schwegler, 1957). Po opyleni
vznikaji nazky s chlupatym ptivéskem (Skalicky, 1988). Koniklece obsahuji glykosid ranunkulin,
podobné jako ostatni druhy z &eledi Ranunculaceae. Stépi se na jedovaty protoanemonin, ktery se ale

po ususeni rostlin stdva neSkodnym (Skalicky, 1988).

2.4. Pulsatilla patens
2.4.1. Morfologie

Pulsatilla patens (L.) Mill. (koniklec otevieny) je jednodoma dlouhovéka rostlina, prezivajici i
n€kolik desitek let. Primémé dorista zhruba deset centimetrt, ale za plodu mtze byt vyrazné vyssi,
nekdy az ke 40 cm (viz Obrazek 4; Skalicky, 1988). Jelikoz ma vertikalni oddenek, vyskytuje se zde
vegetativni rozmnozovani jen ve velmi malém mnozstvi (Wildeman & Steeves, 1982). Pfizemni razice
se sklada vétSinou ze 2-5 trojseCnych piipadné trojcetnych listd s ukrojky dlanitodilnymi az
dlanitosecnymi. K plnému rozvinuti dochdzi az po odkvétu (Wildeman & Steeves, 1982; Skalicky,
1988). P. patens disponuje zajimavym piizptisobenim stepnim podminkdm v podobé dvou druhi
pupent. Jedna ¢ast vykvete, zatimco druha zlistavd dormantni. Mohou tak zastoupit funkci terminalnich
pupeni v pfipade poskozeni a zvysit tak Sanci na rozmnozeni i ve ztizenych podminkach (Wildeman &
Steeves, 1982). Hust¢ chlupaty stonek nese jediny velky svétle fialovy kvét (Skalicky, 1988). Od stafi
jedince se odviji i pocet jednotlivych kvéti. Primérné jsou vytvoreny tfi, ale star¢ velké trsy jich mohou
vytvorit az 12 (Juskiewicz-Swaczyna, 2010). Vykvéta brzy na jafe koncem biezna s optimem v dubnu a
muze vytrvavat az do prvni poloviny kvétna. Po opyleni se stonek prodluzuje a vytvari se ochmyfené
nazky (Skalicky, 1988). Predpokladalo se, ze chmyr slouzi k roz§ifovani pomoci vétru, ale vyzkumy u
P vulgaris ukazaly S$ifeni v radiusu pouhych dvaceti centimetri (Wells & Barling, 1971).
Pravdépodobnéjsi je tedy zoochorie. Semena v ptiznivych podminkach kli¢i jiz ve stejny rok, ptipadné

ten nasledujici. Semenna banka je velice kratkodoba, v ramci jednotek let (Pilt & Kukk, 2002).

Obrazek 4- Pulsatilla patens



2.4.2. Ekologie

Pulsatilla patens roste nartznorodych typech stanovist, které ale musi spliiovat kombinaci
podminek; sucho, teplo a ¢astecné zastinéni. Ve sttedni Evropé to jsou vétSinou louky orientované na
severozapad (Kubat, 1997), ve Finsku a v Estonsku rozvolnéné borovicové lesy (Uotila, 1969;
Kalliovirta et al., 2006; Pilt & Kukk, 2002). V soucasné dobé¢ se stahuje na okraje lesti, mytiny a okoli
cest a jina spolecenstva s rozvolnénym stromovym patrem (Uotila, 1969; Pilt & Kukk, 2002). Ziejmé
idealnim prostfedim je polozastinéna lokalita s nizkou a pierusovanou vrstvou mechu (Uotila, 1969; Pilt
& Kukk, 2002; Kalamees et al., 2005). Coz je esencialni zejména pro semena, jelikoz dokazi vyklicit

pouze na holé ptude (Uotila, 1969).

2.4.3. Rozsiteni a vyskyt v Ceské republice

Pro Pulsatilla patens je typické euroasijské rozsifeni. Roste od stiedni Evropy az po zépadocinskou
provincii Sin-tiang (Tamura, 1993). Ve stfedni, severni a vychodni Evropé se rozliSuje druh Pulsatilla
patens subsp. patens (Skalicky, 1989). V soucasné dobé zbyva v Ceské republice jen kolem 20 lokalit,
s centrem rozsifeni v Doupovskych horach. Nejvétsi lokality jsou na Humnickém a Dubovém vrchu
(Kubat, 1997). Mensi a Casto sterilni populace jsou v Ceském stfedohoii, B&lé pod Bezdézem a na
Hrad¢anskych sténach (Turonova et al., 2012). [zolovana a zfejmé vysazena populace se nachazi u obce

LiSnice jizn€ od Prahy (Skalicky, 1988; Turonova et al., 2012).

2.5. Pulsatilla pratensis subsp. bohemica
2.5.1. Morfologie

Pulsatilla pratensis subsp. bohemica Skalicky (koniklec luéni ¢esky) je husté bile chlupata vytrvala
rostlina. Doriista zhruba do velikosti osmi aZ patnacti centimetrii (viz. Obrazek 5; Skalicky, 1988). Cerny
oddenek umoziuje ojedin€lé vegetativni rozmnozovani (Aichele & Schwegler, 1957). Ptizemni listy se
v primérném poctu Ctyt vyviji vetsSinou jiz za kvétu. Jsou 1-2 x lichozpetfené s tiemi az péti jaimy
s pefenoseCnymi listky. Vytvareji se tak jemné Ukrojky, kterych mize byt az ke dvéma stovkam
(Skalicky, 1988). Mal¢, tmavé fialové kvéty jsou nici. Okvétni listky se ¢asto béhem odkvétani oteviraji
do zvonkovitého tvaru (Skalicky, 1988). Zacina kvést na pocatku dubna (Kaplan et al., 2019). Plodem
jsou asi Ctyfcentimetrové nazky s piivéskem, které se vytvareji po opyleni béhem kvétna (Skalicky,
1988).
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Obrézk - Pulsatilla pratensis subs. bhemica

2.5.2. Ekologie

Pulsatilla pratensis subs. bohemica se nejCastéji vyskytuje na stranich, skalkach a lesnich mytinach
(Skalicky, 1988), v rozvolnénych lesich, kolem lesnich cest a obcas se mize $§ifit i na pisCiny (Pilt &
Kukk, 2002). Jelikoz se jednd o brzkou jarni rostlinu jako opylovaci ptevazuji ¢melaci (Bombus sp. div.)

(Torvik et al., 1998).

Semena se vykazuji velice nizkou kli¢ivosti, pfi pokusu v pfirodnich podminkach vykli¢ila pouha
tfi procenta (Bochenkova et al., 2012). Byl zkouméan vliv zvySené koncentrace dusiku, vyssi hustoty
houbového mycelia a odstranéni nazky, ale vysledky se téméf nijak nepozménily. Ziejmé nejvetsi
negativni dopad ma hromadéni stafiny a prertistani konkurenceschopnéj$imi druhy (Bochenkova et al.,
2015). Jedna se tedy o druh s velice nizkou kompeti¢ni schopnosti a pro piipadnou reintrodukci ziejmé
vysazovani semen nebude spravnou volbou (Buchenkova et al., 2012). Naopak se prokazal lehce
pozitivni vliv pozaru a rychlejsi rist semenacki po ptimichani dievénych uhlikti do substratu (Kalamees
et al., 2012). Na nékterych lokalitach byla objevena arbuskularni mykorhiza, ktera by také mohla mit

pozitivni efekt na rist a vyvoj rostlin (Moora et al., 2004)

2.5.3. Rozsifeni a vyskyt v Ceské republice

Pro P. pratensis subsb. bohemica je typicky stiedoevropsky vyskyt. V Ceské republice se jeho
vyskyt soustfedi do termofytika a pfilehlého mezofytika. NejvySe stoupa zhruba do 700 m.n.m.
(Skalicky, 1988). V ramci Ceské republiky ma P. pratensis zna¢né disjunktni areal vyskytu. Vétsina
vyznamnych lokalit se nachazi v severnich, stfednich a vychodnich Cechach, druha &ast populaci se
vyskytuje na jizni Moravé (www.pladias.cz). Na jizni Moraveé se vyskyt soustiedi do oblasti kolem
Mohelna, Tiebi¢e a Brna (www.prirodavysociny.cz). V ramci stfednich Cech se nachazi nékolik

vyznamnych a bohatych populaci. Mezi nejvetsi populace se miize fadit naptiklad podbrdska lokalita



Na horach u Kfesina (Hlavacek & Karlik, 2010). N&kolik hojnych populaci se nachazi v Ceském krasu
a v okoli Prahy, jez jsou pfedmétem ochrany, napt. NPR Koda, PP Tetinské skaly ¢i PP Kobyla nebo
NPP Zlaty kiii (www.portal.nature.cz, Horatkova & Tichy, 2014). V severnich Cechach bylo na
Ustecku potvrzeno na 60 lokalit (Bultas & Kroufek, 2011). Dale se nachazi v Doupovskych horach, ve

sttednim Poohii a v podhtiti Krusnych hor (www.kvmuz.cz).

2.6. Pulsatilla grandis
2.6.1. Morfologie

Pulsatilla grandis Wenderoth (koniklec velkokvéty) je vytrvald husté bile ¢i rezaveé chlupaté rostlina
(viz. Obrazek 6; Skalicky, 1988). Rapik na bazi byva pochvovité rozsiteny. Cepel se 2-3 jaimy, 2-3 x
zpetené s kratkymi Sirokymi tikrojky. Listy jsou vzptimené, vétSinou po 2 az 5, pln€ se vyvijeji az dlouho
po odkvétu. Stonek je ptimy, kratky (zhruba do 15 cm), nese jeden vzptimeny kvét (Futak, 1982). Pod
kvétem se nachazi listenovy ttvar vétSinou s drobnymi ukrojky pfitisknuty ke stonku. Eliptické okvétni
listky tvori nalevkovity ptipadné zvonkovity tvar. Barva okvéti je svétle fialova, vzacné do modra ¢i

bila, z vn&jsi strany husté chlupaté (Futak, 1982). Kvete od biezna do dubna (Kaplan et al., 2019).

2.6.2. Ekologie

Pulsatilla grandis roste na slunnych stepich, travnatych plochach, svétlych okrajich lest, ptipadné
se objevuje v opusténych vinicich a sadech (Skalicky, 1988). Dokaze tolerovat jak zasadité, tak mirn¢
kyselé substraty, vzacné pisCiny (Skalicky, 1988). Vétsinou se vyskytuje v nizinach, ale miize vystoupat
az do 1000 m.n.m. (Futak, 1982). Jedna se o jeden z diagnostickych druhti svazu Festucion valesiacae,

dale se muze vyskytovat ve spoleCenstvech Seslerio-Festucion glaucae, Alysso-Festucion pallentis,



Alysso alyssoidis-Sedion albi, Geranion sanguinei, Prunion-fruticosae, ptipadné v Bilych Karpatech

Bromion erecti (Skalicky, 1988).

2.6.3.Rozsifeni a vyskyt v Ceské republice

Jedna se o druh s panonskym typem rozsSiteni. Vyskytuje se zejména na Slovensku, v Mad’arsku,
Rakousku, Slovinsku, Srbsku a na Ukrajiné. V Ceské republice se jeho vyskyt soustiedi pouze na jih
Moravy. Nejzapadnéji zasahuje do kraje Vysocina, kde ma zhruba 16 lokalit, nejvice v okoli Tiebice

(www.kr-vysocina.cz). Nejvice populaci se nachazi zejména v panonské ¢asti Moravy, napt. Pavlovské

kopce ¢i Hustopec¢ska pahorkatina. Velky pocet lokalit se vyskytuje v okoli Brna a Znojma. V soucasné

dobé je na izemi CR zhruba 200 lokalit, z nichZ vétsina mé vice nez 10 jedincti (www.portal.nature.cz).

2.7. OhrozZeni a ochrana vybranych druhu koniklecti

V ramci IUCN se Pulsatilla grandis a Pulsatilla pratensis subsp. bohemica tadi mezi zranitelné
druhy, zatimco P. patens spada jiz pod kriticky ohroZené druhy. Podle Cerveného seznamu ohrozenych
druhti Ceské republiky patii P. grandis a Pulsatilla pratensis subsp. bohemica mezi silné ohrozené
druhy, P. patens se tadi do kategorie C1t, tedy kriticky ohrozené (Grulich, 2017). VSechny druhy z rodu
Pulsatilla jsou chranény vyhlaskou Ministerstva zivotniho prostiedi 395/1992 Sb. Ziejmeé nejvetsSimu
zajmu ochranct piirody se t&8i Pulsatilla patens. Byl zafazen do soustavy Natura 2000 pro Ceskou
republiku (Rybka et al., 2004) a zaroveni pro n¢j Ondracek & BlaZejova (2020) vypracovali zachranny
plan v ramci Agentury ochrany piirody a krajiny CR. Déle je v ramci Evropy chranén Piilohou I.

Bernské umluvy a smérnici o stanovistich 92/43/EHS, v pfiloze 11

Pro Pulsatilla patens predstavuje nejveétsi riziko zartstani lokalit a hromadéni statiny, zplsobené
zménami v managementu krajiny, zejména ukonceni pastvy a pravidelného seceni (Ondracek &
Blazejova, 2020). MiZe to byt problém zejména pro kliCeni semen a uchyceni semenacku, které
vyzaduji holou pidu (Ondracek & Blazejova, 2020). Dualezitym prvkem, ktery by mohl vyznamné
prispét k obnove populaci, se zda byt vypalovani (Kalamees et al., 2005). Pozary v minulosti zajistovaly
pravidelné disturbance, a tim umoznily udrzeni i kompeti¢né€ slabsich druhti (Kalamees et al., 2005).
Zaroven nejvyssi pocet kvetoucich jedincti byl zaznamenam na lokalitdich po nedavnych pozéarech
(Wildeman & Steeves, 1982). Velké nebezpeci predstavuje také premnoZzena lesni zvet. 1 kdyz se jedna
o jedovatou rostlinu, jsou zaznamenany pfipady okusu, zejména od sparkaté zvére, ale naptiklad i od
bazantt (Kubat, 1997; Juskiewicz-Swaczyna, 2010). JelikoZ se jedna o vyraznou a dekorativni rostlinu,
predstavuji riziko i nadSeni zahradkari, kteti rostliny vyrypévaji. Pro malé populace miize ztrata i par
jedincti znamenat velké riziko, ptipadné i zanik (Kubat, 1997; Pilt & Kukk 2002). Velka ¢ast lokalit Cita

pouze nékolik malo jedincd a byla u nich pozorovana nizka fitness (Szczecinska et al., 2016). Na viné
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muze byt tzv. inbreeding a snizeny podil heterozygott. Studie na 29 populacich, kterou provedli Reed

& Frankham (2003) odhalila velmi nizkou genetickou diverzitu a vysoké procento homozygota.

N4

rodu Pulsatilla. Prestoze nékteré lokality zanikly a jinde jedincti ubyva, stale existuje dostatek relativné
stabilnich populaci (www.portal.nature.cz). Nicmén¢ se jednd o druh s velice slabou schopnosti
konkurence, takze se musi vyporadavat s pferdstanim a vytlaCovanim agresivnéj$imi druhy
(Bochenkova et al., 2015). V soucasné dob¢ probihaji snahy o zlepseni stavu populaci, a proto se v ramci
Ceského krasu obnovila pastva pomoci stida koz a ovci. Na pasenych plochach postupné nartista pocet
kvetoucich jedincti a vzrostla i celkova druhova diverzita (Mayerova et al., 2014, viastni pozorovani).
DalSim pfinosem pastvy je vyssi odolnost rostlin proti houbé Puccinia pulsatillae, ktera na koniklecich
parazituje. Na spasanych tuzemich klesl pocet napadenych jedincti a zpomalilo se Sifeni houby

(Wennstrom & Ericson, 1991).

Potize se zartstanim lokalit ma i Pulsatilla grandis. Na lokalitach se $ifi invazni druhy a hromadi
se stafina, coz eutrofizuje pudu. Pii experimentech dokazali dospély jedinci P. grandis tolerovat
koncentraci az 848 mg N I'!, nicméné niz8i koncentrace méli podpirny u¢inek na kli¢eni semen
(Bochenkova et al., 2017). Specifickym ohrozenim pro P. grandis je nadmérny seSlap turisty. Nejvice
ohrozena je lokalita PR Kamenny vrch v Brné. Kazdorocné zde kvetou tisice kvéti, coz 1aka k navstéve
stovky lidi denn¢ (Komarek & Podhorsky, 2023). Podobna situace se odehrava i na Slovinsku na hote
Bog¢. Jiz padesat let nadmérny seslap, eutrofizace a vyrypavani rostlin turisty ohrozuje mistni populaci.
V kombinaci s naprosto nevhodnym managementem zbyvaji na lokalit¢ posledni desitky jedinci
(Kaligaric et al., 2006). Ukazuje se, ze pro zachovani a stabilizaci populace je zapotfebi, aby se na
lokalité nachazelo alespon 20 kvetoucich jedinct. Pfi niz§ich poctech ziejmé nedochazi k dostate¢nému

opyleni a populace je tak odsouzena k pomalému zaniku (Komarek & Podhorsky, 2023).

2.8. Mezidruhova hybridizace v ramci rodu Pulsatilla

Hybridizace je v rostlinné #i$i rozsifeny fenomén. Vyjimkou nejsou ani druhy z rodu Pulsatilla.
Mezidruhové kiizeni je bézné, jelikoz mezi druhy téméf neexistuji reprodukéni bariéry (Lindell, 1998).
Proto lze predpokladat, Ze témér vSude, kde se objevi spolecné dva druhy koniklect, se postupem casu
budou vytvaret hybridi (Aichele & Schwegler, 1957). Predpoklada se, Ze ¢asté€ji dochazi ke kiizeni mezi
diploidnimi druhy neZ mezi tetraploidnimi. Nicméné pfi experimentalnim kiiZeni bylo pozorovano
relativné béZzn¢€ 1 mezi vySsimi ploidiemi (Lindel, 1998). Na Slovensku se uvadi 6 hybridnich taxond,
ale vétSinou se jedna o sporné a staré zaznamy (Futak, 1982). Potvrzené kiiZeni probiha ve Finsku mezi

P patens a P. vernalis, kde byli hybridi potvrzeni z péti lokalit (Jutila et al. 2024). V ¢inské provincii



Jilin byl nové objeven hybridni taxon P. x yanbianensis, vznikly z ktizeni mezi P. cernua a P. dahurica

(Lv etal., 2011).

Mezidruhova hybridizace v ramci rodu Pulsatilla probiha i v Ceské republice. Z naseho uzemi jsou
popséany tfi hybridni taxony, konkrétné Pulsatilla x celakovskyana Domin, P. x mixta Halacsy a
P. x hackelii Pohl (Skalicky, 1988; Danihelka et al., 2012; Kaplan et al., 2019). Prvni uvedeny hybrid
byl uvadén z Bélé pod Bezdézem a jako rodicovské druhy figurovali Pulsatilla pratenis subsp. bohemica
a P. vernalis var. vernalis. Nicméné jiz od roku 1979 nebyl znovu potvrzen (Skalicky, 1988), a vzhledem
k nizkému poctu kvetoucich jedinci je jeho wvyskyt na lokalit¢ velice nepravdépodobny.
Pulsatilla * mixta méla vzniknout ktizenim Pulsatilla grandis a P. pratensis subsp. bohemica. Jelikoz
se jedna o hybridizaci mezi tetraploidem a diploidem, ptedpoklada se, Ze vznikly hybrid bude sterilni
triploid. V souc€asnosti neni potvrzen z zadnych pivodné uvadénych lokalit z okoli Brna a Vyskova
(Skalicky, 1988). Nejpocetn&jsim a na rozdil od piedchozich dvou skutecné potvrzenym i ze
soucasnosti, je hybridni taxon P. x hackelii, jehoz rodi¢ovské druhy jsou P. pratensis subsp. bohemica
a P, patens. Byl popsan na zdklad¢ intermedidrniho vzhledu vii¢i obéma rodi¢tm. Jelikoz i rodicovské
druhy jsou variabilni, tak i hybridni znaky mohou byt proménlivé (Celakovsky, 1865). Nejsnaze se da

P. x hackelii rozlisit pomoci listil (viz. Obrazek 7).

Obrazek 7— Porovnani tvaru listG Pulsatilla pratensis subsp. bohemica (vlevo), P. patens (vpravo) a jejich
hybrida P. x hackelii (uprostted) (ptevzato z Krej¢ova, 2014)

Pfi morfometrickém méteni se jako nejlepsi znaky pro rozliSeni jevily pocet jafem, délka fapiku
listku a pocet ukrojka listku (Krejcova, 2014). Proménlivé znaky, které ale lze také pouzit, jsou
cervenofialova barva okvétnich listkd a jen mirny sklon kvétu (Celakovsky, 1865; Skalicky, 1988;
Krejcova, 2014). Starsi prameny uvadeji moznou fertilitu hybrida, a tedy i schopnost se $ifit a zpétné se
ktizit s rodici (Uotila, 1969). Jelikoz se na sympatrickych populacich kfizenci vyskytuji spise ztidka,
pravdépodobné budou spise sterilni (Skalicky, 1988). V minulosti se zfejmé vyskytoval na zhruba 15

spoleénych lokalitach P. patens a Pulsatilla pratenis subsp. bohemica (Skalicky, 1988). Dale je udavan



ze Zahorskej niziny na Slovensku (Futak, 1988). V Polsku se vyskyt P. x hackelii potvrdil na 4

lokalitach, ale na tfech z nich se nachazel pouze jeden jedinec (Torzewski, 2018).
2.9. Pouzité metody

Studium vzacnych druhtit ma své limitace. Pfi planovani vyzkumu je potfeba promyslet postup a
metody, které se budou vyuzivat, aby experimenty nepfedstavovaly pfili§ velké riziko pro zvolené
taxony. Popula¢ni sbér se musi pfizpisobit velikosti lokality. Zvolené metody by nemély byt pfilis
destruktivni pro zbylé ptezivajici jedince, aby paradoxné nepiispély k jejich dalsimu ohroZeni (Guisan
etal., 2006). Pti studiu mezidruhové hybridizace nelze vzdy spoléhat na pfechodnou morfologii. Nékteii
ktizenci se vyznacuji smésici rodicovskych znakd, ale mize se jednat i o kryptické formy, které je velmi
tézké rozlisit (Riesenberg, 1995). S postupnym rozvojem v oblasti genetiky je mozné vyuzivat stale
lepsi, presnéjsi a rychlejsi metody. Jednou z prvnich hojné vyuzivanych metodik byla karyologie, zejm.
pocitani chromozomd. V soucasné dob¢ se pocitani chromozomi nejéastéji vyuziva pro stanoveni
aneuploidie (napt. Koo et al., 2018) chromozomovych piestaveb (napf. Nicolas et al., 2012), ale zejména
pro kalibraci dat pratokové cytometrie (Garnatje et al., 2004; Carvalho et al., 2017; Vit et al., 2017).
Jedna se o relativné slozitou a ¢asové narocnou metodu (citace). K vyzkumu vzacnych druhd jsou ¢im
dal vice vyuzivany molekularni markery. Jejich rozvoj postupuje stale vpted, takze prvotni isozymy
postupné nahrazovaly AFLP a RFLP markery, poté mikrosatelity a jednonukleotidové polymorfismy
(SNP) az po Rad-seq ¢i Hyb-seq sekvenovani. V poslednich desetiletich je stile dostupnégjsi
celogenomové sekvenovani, napt. Illumina (Semagn et al., 2006; Agarwal et al., 2008; Garrido-
Cardenas et al., 2018). Vyzkum a zlepSovani metod stale pokracuje a nésledujici roky jisté pfinesou

nové pristupy.

2.9.1. Priitokova cytometrie

Velmi oblibenou metodou poslednich dekad se stala prutokova cytometrie (Vrana et al., 2014). Da
se vyuzit zejména pii studiu ohrozenych druht, jelikoz je k Gispé$né analyze potfeba pouze mala ¢ast
rostlinnych pletiv (Loureiro et al., 2007). Velkou vyhodou je rychlost a pfesnost méfeni, coz umoziuje
analyzovat velké mnozstvi jedincti v relativné kratkém ¢asovém useku. Dulezitou prednosti je také cena,
protoze se jedna o velice levnou a dostupnou metodu (Suda, 2005). Témét jedinym kritériem pro vyuziti
pratokové cytometrie je, aby se druhy dostateéné liSily ve velikosti genomu. Pro analyzu lze vyuzit
nejrizngjsi typ pletiv od kofeni, pies stonky a listy az po kvéty a semena (Suda, 2005). Ma Sirokou

Skalu vyuziti v systematice, populacni biologii rostlin ¢i ekologii (Loureiro et al., 2010).

Jednim zrodi, kde byla vyuZzita pratokova cytometrie pro studium hybridizace je koniklec
(Pulsatilla), ve kterém dochazi ke kiizeni i na nasem uzemi (Krejcova, 2014). Jelikoz v morfologickych

znacich mize byt jak hybridni taxon P. % hackelii, tak rodi¢ovské druhy dosti variabilni, je vhodné pro



presné urceni vyuzit genetické metody. Velikost genomu rodict se lisi o pfiblizné 14,63 % (Krejcova,

2014; Szczecinska et al., 2017), coz je dostatecné velka odliSnost pro vyuziti priitokové cytometrie.

2.9.2. Experimentalni kiiZeni

Experimentalni kiizeni se vyuzivalo jiz od pocatkd zemédélstvi. Naptiklad u datlovych palem
panovalo povédomi o dvou typech (pohlavich) jedinct, ktefi jsou nezbytni pro vznik plodt. Nicméné¢ se
mySlenka sexuality u rostlin nijak dal pfili§ nerozvijela (Zirkle, 1935). Dlouho se mezidruhovému
ktizeni neptikladal zZadny vyznam. Teprve az v osmnactém stoleti zacal postupn€ mezi botaniky nartstat
z4jem o hybridy. Nejsnazsi cesta, jak hybridizaci studovat bylo provadét experimentalni kiizeni. Jeden
z prvnich, kdo se pokusil uméle vytvoftit hybrida a uspél, byl ztejmé Thomas Fairchild s rodem Dianthus
spp. (Zirkle, 1935). I samotny Linné popsal nékolik hybridnich taxonil na zaklad€ prechodné morfologie
rodicovskych druhti. Zaroven provadél experimentalni kiizeni na rodu Tragopogon (Roberts, 1929).
Velky pokrok v uvahach o mezidruhové hybridizaci ucinil Koélreuter (1761) diky svym pokusim
stodem Nicotiana. Stale ale byli hybridi povazovani za sterilni (Kolreuter, 1761). Teprve az
v devatenactém stoleti se zacala objevovat myslenka, Ze kiiZzenim mohou vzniknout i fertilni jedinci.
Herbert (1847) rozeznaval kontinuum mezi druhy a varietami, takze predpokladal plodnost a schopnost
rozmnozovani i u hybridd. Stejné tak Naudin (1863) potvrdil fertilni kiiZzence diky experimentalnimu
ktizeni v rod¢ Datura. Teprve az znovuobjeveni praci Gregora Mendela odstartovalo skute¢ny zajem o

genetiku a postupné zformovalo dne$ni pohled na studium nejen mezidruhové hybridizace.

Experimentalni kiizeni se vyuzilo i pro studium rodu Pulsatilla. Lindell (1998) provadél pokusy
na Ctyfech druzich a ze vSech kombinaci vznikla semena. Coz poukazuje na to, Ze reprodukéni bariéry
v tomto rod¢ jsou velmi slabé. VSechny druhy koniklecii se vykazuji protogynii, nicméné i tak dochazi
k ptekryvu receptivniho obdobi blizen a dozravani prasnika (Jonsson et al., 1991). Maze tedy dochazet
1 k samoopyleni. Vynos semen byl ale vzdy vyssi pfi cizospraSeni (Jonsson et al., 1991; Lindel 1998;

Torvik et al. 1998).



3. Material a Metody

3.1. Sbéry a rostlinny material

Pro vyzkum mezidruhové hybridizace v ramci rodu Pulsatilla byla pfednostné vybrana jedna velka
lokalita v Doupovskych horach, kterou lze rozdé€lit na dvé subpopulace, konkrétn¢ vrch Havran a
Humnicky vrch. Jednd se o nejvétsi sympatrickou lokalitu P. patens a P. pratensis subsp. bohemica
v Ceské republice. Pro P. patens to je zaroveii jedna z poslednich velkych lokalit s kvetoucimi jedinci
na naSem uzemi. Sbéry listi probihaly opakované v letech 2022 a 2023. Rok 2022 byl bran pouze jako
pilotni experiment a bylo ndhodné sebrano 30 rostlin (15 P. patens a 15 P. pratensis subsp. bohemica).
Sbér v roce 2023 probehl plosné se snahou pokryt co nejvétsi pocet jedincii. Na Humnickém vrchu byly
odebrany vzorky ze 131 rostlin (52 P. patens, 66 P. pratensis subsp. bohemica, 13 jedincti predbézné
morfologicky urcenych jako hybridi), na subpopulaci Havran 29 rostlin (18 P. patens, 9 P. pratensis
subsp. bohemica, 2 jedinci pifedbézné¢ morfologicky urceni jako hybridi). Pro zjednodusSeni a lepsi
Citelnost textu budou déle v praci subpopulace Humnicky vrch a Havran oznaceny souhrnnym nazvem,;

lokalita Humnicky vrch.

Jako referenéni populace byly vybrany dvé lokality P. pratensis subsp. bohemica z Ceského krasu,
konkrétn¢ populace v Prirodni rezervaci Kobyla a Zlaty Kan. Z prvné jmenované lokality bylo
analyzovano 22 jedinct, z druhé dvacet tfi. Jako referenc¢ni populace pro P. patens byla vybrana

izolovana lokalita na Dubovém vrchu. Nahodnym vybérem bylo sebrano 39 jedinc.

U v8ech jedincti byl vzdy odebrén jeden list pro analyzy pritokovou cytometrii, ktery byl uloZzen do

sacku a popsan. Pro vSechny jedince z lokality Humnicky vrch se zaznamenavaly i soufadnice GPS.

V roce 2023 byla u nahodnych fertilnich jedinct sbirana i semena. Vzdy se z jednotlivych rostlin
odebralo pouze nekolik semen, aby ztrata neohrozila Zivotaschopnost lokality. S pfislusnym oznacenim
jedince, ze kterého pochdzela, se ulozila do papirovych sackid. Poté nasledoval klicici pokus (viz.
Obrazek 8). Pro kliceni byly vybrany prithledné plastové nadoby, které prosly dikladnym vymyvacim
a dezinfekénim procesem (horka voda, Savo). Jako substrat byla zvolena kombinace substratu pro
kliceni a substratu pro kaktusy v pomeéru 1:2. Pied vloZenim do misek prosly substraty sterilizacnim
procesem v pecici troubé, ktery trval 45 minut pfi teploté 90°C. Pro eliminaci houbovych patogenti byl
pouzit pripravek Previcur rozpustny ve vodé. Do kazdé misky bylo zasazeno vétsi mnozstvi semen, a
poté se prekryla potravinovou folii s otvory, pro lepsi udrzeni vlhkosti. Kliceni probihalo v klicidle
Panasonic nastaveném na 21/18 °C den/noc a 16hodinovy interval svétla. Piipadné poté ve venkovnich
chranénych podminkéch bez pfimého slunce, aby mohlo kliceni probihat ve vétsim mnozstvi. Vysevy

probihaly opakovang.



V piipadé, Ze semena vykliila a vytvorila pravé listky mohla byt zanalyzovana. Pro analyzu na
pratokovém cytometru byl uzit stejny postup jako u listd. Jelikoz méla semena velmi nizkou kli¢ivost,
pfistoupilo se k analyzdm samotnych semen. Byla vzdy pouzita cela semena a nasledovan stejny postup

jako pro cytometrii listi (Otto, 1990).

|
Y ___
_ e
Obrazek 8- Kli¢ici semena sebrand z lokality Humnicky vrch.

3.2. Priitokova cytometrie

Vétsina cytometrickych analyz se uskuteGnila v laboratofi pritokové cytometrie BU AVCR

v Pruhonicich.

Pro izolaci jader byla vyuzita dvoustupiiova metodika (Otto, 1990) a nasledovan protokol podle
Dolezel et al., (2007). Méfil se vzdy bud’ kazdy jedinec zvlast, ptipadné po dvojicich, tak aby byly
v kazdém vzorku zastoupeny oba druhy. Z jednotlivych vzorkli byla pouzita jen mala ¢ast, pramérné pil
¢tverecniho centimetru listu. V pfipadé, ze pro vzorek vychazely Spatné analyzy byl pouzit stonek. Za
interni standart byla zvolena Vicia faba L. 'Inovec’ jelikoz vici jeji velikosti genomu 2C=26,9 pg

(Dolezel et al., 1992) se daly bezpecné rozlisit jak diploidni, tak tetraploidni druhy (viz. Obrazek 9).

Byla snaha drzet varia¢ni koeficient neboli CV pod hranici tfi procent, jak je doporucovano
v Dolezel et al., (2007). Varia¢ni koeficient urCuje piesnost méfeni a jedna se o podil smérodatné
odchylky ku stfedni pozici piku. Vy§si CV se akceptovalo v pfipadg, Ze ani po opakované analyze vzorek
nevySel 1épe a nebyla vhodna alternativa. Pro analyzu histogrami byl vyuzit program Partec FloMax

v2.4.
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Obrazek 9 — Histogram A znazoriujici relativni fluorescenci pro jednotlivé taxony s fluorescenénim
barvivem DAPI. Prvni pik odpovida P. patens, druhy pik zobrazuje hybrida a tieti pik pripada

P. pratensis subsp. bohemica.

Histogram B znazornujici P. pratensis subsp. bohemica (prvni pik) a tetraploidniho jedince (druhy
pik). Tteti pik odpovida standardu, kterym byla, stejn¢ jako pro vSechny ostatni vzorky, Vicia faba.

3.3. Experimentalni kfiZeni

Vsechny druhy koniklecti na naSem uzemi patii mezi ohrozené druhy (Grulich, 2017), proto pro
experimentalni kiizeni nebylo mozné vyuzit pfimo jedince z lokalit. Podafilo se ziskat kvetouci jedince
koniklecti od ,.kvétinového hospodatstvi Planta naturalis. Bylo zakoupeno 30 jedinct P. patens, 30
jedinct P. pratensis subsp. bohemica a 10 jedinct P. grandis. Bohuzel pfi viné veder nasledujici rok
nekteré rostliny uschly, takze byly zakoupeny nové (20 P. patens, 10 P. pratensis subsp. bohemica). Ke
vSem jedincim jsou znamy lokality, ze kterych byly ve formé semen piivodné€ odebrany, a to HradCanské
stény pro P. patens, Béla pod Bezdézem pro P. pratensis subsp. bohemica a Kamenny vrch v Brng€ pro

P. grandis.

Rostliny byly rozdéleny podle druhti a oCislovany. Na jate se jednotlivé rostliny pfenasely na slunce
Pyl se z jednotlivych kvetoucich rostlin pfendsel pomoci §tétci na bliznu opa¢ného druhu (viz. Obrazek
10). Pro kazdou kombinaci byla zvolena jina velikost 3tétce. Stétce byly uchovavany separatné podle
velikosti a pravidelné¢ ménény, tak aby se co nejvice zamezilo pripadné kontaminaci. Kazda jednotliva
kombinace kfizeni se zaznamenala a kvét se obalil monofylovym pytlickem, aby se zabranilo
kontaminaci opylovaci (viz. Obrazek 11). Naprosta vétSina rostlin kvetla dvéma a vice kvéty, proto
mohly slouzit jako donor a zaroven i akceptor pylu. Zaroven ale nikdy nebyl stejny kvét pouzit pro
opyleni cizim pylem a zdroven po dozréni pylovych prasnikt jako darce pylu. Pokud doslo k opyleni

receptivnich blizen, takovy kvét byl oznacen zastfizenim listenového Utvaru pod kvétem a vse bylo



zaneseno do tabulky. Kazda jednotliva kombinace pfeneseni pylu se opakovala minimalné dvakrat, pii

dostatku pylu i vicekrat.

P. pratensis

subsp. _faq.fzgmn:rfsgj

P. grandi:

Obrazek 10 — Znazornéni smérti experimentalniho kfizeni. Modré Sipky znazoriuji smér prenosu pylu
z P. pratensis subsp. bohemica na P. patens a P. grandis. Zluta $ipka zobrazuje smér pienosu pylu

z P. patens na P. pratensis subsp. bohemica. Fialova Sipka znazornuje smér ptenosu pylu z P. grandis
na P. pratensis subsp. bohemica.

Rostliny byly monofylovymi pytlicky obaleny do té doby, dokud se nezacaly prodluzovat blizny a
usychat okvétni listky v reakci na ukonceni fertilni faze. U koniklect se pfi tvorbé semen zac¢ina stonek
prodluzovat (v piipad¢ P pratensis subsp. bohemica 1 narovnavat), a proto se jevilo jako

kontraproduktivni ponechavat rostliny obalené.



Obrazek 11 — Rostliny z experimentalniho kiizeni zabalené v monofylovych pytliccich

V ptipadé, Ze rostliny vytvorily semena byly pfipraveny a nadepsany papirové pytlicky, do kterych
se zralé nazky sbiraly. Zrald semena byla uréena tak, ze se uvoliiovala jiz pod jemnym tlakem ruky.

V papirovych saccich se semena uchovavala v lednici pro dalsi analyzy.

Sebrana semena z experimentalnich pokust byla prohlédnuta a rozdélena na prazdna (na pohled
sterilni) a plna (na pohled fertilni). Nasledné byl spocitan, piipadné pii velkém mmozstvi semen
odhadnut, pocet nalezejici do jednotlivych kategorii. Semena vzdy nesou oznaceni podle mateiské
rostliny a v zavorkach zaznam o piivodci pylu. Déle nasledoval kli¢ici pokus, ktery probihal za stejnych
podminek jako pro semena z lokality. I u semen z pokusu se ukazala velmi nizk kli¢ivost, a proto bylo
1 zde pfistoupeno k analyzdm semen, pfi¢emz byl nésledovan stejnym postup jako pro semena sebrana

v subpopulacich.

i TH v &8 . T
Obrazek 12 — Porovnani vzhledu plnych a prazdnych semen. Vlevo dvé plna (na pohled fertilni), vpravo prazdna
(na pohled sterilni)



4. Vysledky

4.1. Hybridizace in-situ

Celkem bylo ze sbéru z lokality Humnicky vrch vroce 2023 analyzovano 140 rostlin. Sbéry
referenénich populaci probéhly v roce 2024. Z lokalit P. pratensis subsp. bohemica v Ceském krasu bylo
analyzovano 45 vzorkl. Z populace P. patens v Doupovskych horach se analyza uskutecnila na 39
vzorcich (viz. Obrazek 13).
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Obrazek 13 — Bodovy graf a) zndzorfiuje Cistou populaci P. patens (sektor A), Cistou populaci P. pratensis subsp.
bohemica (sektor C) a jedince ze smisené populace z Humnického vrchu (sektor B). Cervena Sipka oznacuje
tetraploidniho jedince nalezeného na lokalit¢ Humnicky vrch.

Bodovy graf b) znazoriuje stejné vzorky jako graf a), tentokrat bez tetraploida pro vétsi prehlednost. Jednotlivé
vzorky jsou barevné odliSeny podle populaci a morfologického uréeni — ¢ista populace P. patens (sektor A-svétle
zlute), Cista populace P. pratensis subsp. bohemica (sektor C-svétle modie) a jedinci ze smiSené populace

z Humnického vrchu (sektor B-P. patens tmave zluté, hybridi Cervené, P. pratensis subsp. bohemica-tmavé
modre).



Ze smiSené lokality na Humnickém vrchu bylo analyzovano 59 vzorkd P. patens, 66 vzorkid
P. pratensis subsp. bohemica a 15 jedinct predbézné podle morfologie ur¢enych jako hybridi. Pritokova
cytometrie odhalila dvé hlavni hladiny relativni intenzity fluorescence a jednu piechodnou. Nizsi

hladina odpovida P. patens, vyssi pak P. pratensis subsp. bohemica.

Po vyhodnoceni analyz se ukazalo, Ze uréeni podle morfologie nebude dostacujici. Nekolik vzorki
urcenych jako rodi¢ovské druhy evidentné svou hladinou relativni intenzity fluorescence spadlo do
intermediarni hladiny. Proto byly do grafu promitnuty minimalni a maximalni hodnoty z Cistych

populaci (viz. Obrazek 14a).

Na zakladé porovnani vyhodnocenych analyz a hodnot z referencnich populaci spadla u tii jedincti
urcenych dle morfologie jako P. patens jejich hladiny relativni intenzity fluorescence do intermediarni.
Pro P. pratensis subsp. bohemica se jednalo dokonce o 8 jedinci. Rozpéti hodnot Cistych populaci bylo
urceno jako kritérium pro rozliSovani hybridnich jedincii. Po uplatnéni tohoto méftitka se do hybridniho
taxonu zafadilo celkem 26 vzork (viz. Obrazek 14b). Nakonec takto definovani hybridi tvofili 18,5 %

z celkového poctu analyzovanych jedinct ze smiSené populace.
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Obrazek 14 — Bodovy graf a) znazornujici jedince morfologicky uréené a rozdélené do tii kategorii (zluta

P. patens, cervena hybridi, modra P. pratensis subsp. bohemica), kterymi jsou prolozeny minimalni a maximalni
hodnoty ¢istych populaci (Zluta P. patens, modra P. pratensis subsp. bohemica).

Bodovy graf b) znazoriujici jedince roztazené do jednotlivych kategorii (Zlutd P. patens, Cervena hybridi, modra
P. pratensis subsp. bohemica) s findln€ ur¢enymi hybridnimi jedinci na zaklad€ rozpéti hodnot z Cistych
populaci. Oblast hodnot Cistych populaci je podbarvena pro odpovidajici taxon; zluté P. patens, modie

P. pratensis subsp. bohemica.



Z graft vyplyva, ze nejvetsi rozptyl hodnot mé hybridni taxon (viz. Obrazek 15). Rodicovské druhy

se daji dobfe rozeznat a prostor mezi nimi vypliuji pravdépodobné hybridni jedinci.

0.45

0.40

Hodnoty

0.35

0.30

Doupovské hory
Kategorie

Obrazek 15 — Body s niz$i hodnotou odpovidaji P. patens, s vyssi hodnotou P. pratensis subsp. bohemica. Mezi
nimi se nachdzeji pravdépodobné hybridi.

Hodnoty medianu rodi¢ovskych druhti jsou 0,345 pro P. patens a 0,41 pro P. pratensis subsp.
bohemica, s intermediarni hodnotou 0,38 pro hybridni taxon (viz. Obrazek 16). Coz podporuje myslenku

prechodnych znakti u hybrida.
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Obrazek 16 — Krabicové diagramy znazoriujici rozpéti hodnot jednotlivych taxonll ze smiSené populace na
Humnickém vrchu (tmave zlutd — smiSena populace P. patens, cervena — hybridi, tmavé modra — smiSena
populace P. pratensis subsp. bohemica). Pro srovnani jsou vlozeny krabicové diagramy znazoriujici hodnoty
jedinct z Cistych populaci (svétle zluta-Cista populace P. patens, svétle modra — Cista populace P. pratensis
subsp. bohemica)



Potvrdilo se, Ze pouziti pratokové cytometrie pro rozliSeni rodi¢ovskych druhti je dostacujici.
Pulsatilla patens mé vzdy nizsi hodnoty, P. pratensis subsp. bohemica vzdy vyssi. Naopak hybridi
mezi nimi vytvareji spiSe kontinuum. Pfi simultdnnich analyzach lze jednotlivé taxony vétsinou velice

dobie rozeznat (viz. Obrazek 9A).

Velkym piekvapenim byl objev tetraploidniho jedince (viz. Obrazek 9B). Nachazel se pobliz
odhalen¢ ¢edi¢ové skalky zhruba v poloving€ vzdalenosti mezi vrchem Havran a Humnickym vrchem.
Svou velikosti relativni fluorescence (0,801) odpovid4 dvojndsobné krajni hodnoté hybridniho jedince

(0,401). Byl nalezen na stejném misté a potvrzen pomoci prutokové cytometrie dva roky po sobg.

Pfi popula¢nim sbéru v roce 2023 byly u jednotlivych sebranych rostlin zaznamendvany GPS
soufadnice. Na zaklad¢ stanoveni hybridd byli jednotlivé body obarveny a rozliseny do tii kategorii.
Z map je patrné, ze kiizenci nejsou distribuovani nahodile, ale odpovidaji svym rozsifenim mistim, kde
se setkavaji rodi¢ovské druhy. Dale byl do map doplnén vyseCovy graf zobrazujici zastoupeni
jednotlivych taxoni na jednotlivych subpopulacich. Subpopulace na Humnickém vrchu je jednoznacné
vetsi a prevazuji zde jedinci P. pratensis subsp. bohemica. Zaroven zde bylo nalezeno 24 z 26 hybridd
(viz. Obrazek 17). Naproti tomu v subpopulaci rostouci na vrchu Havran se nachazi vice jedinctl

P. patens. Hybridi zde byli nalezeni pouze dva (viz. Obrazek 18)



Obrazek 17 — Obrazek mapy subpopulace na Humnickém vrchu se zobrazenim jedinci na zakladé GPS
soutadnic, které byly zaznamenavany pii popula¢nim sbéru. Body jsou obarveny na zakladé¢ rozliSeni hybridi a
rodic¢ovskych taxonti (Zluté P. patens, Cervené hybridi, modré P. pratensis subsp. bohemica). Déle je zobrazen
vysetovy graf znazoriiujici zastoupeni jednotlivych taxoni. Cervenou Sipkou je oznagena poloha tetraploidniho

jedince.
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Obrazek 18 — Obrazek mapy subpopulace na vrchu Havran se zobrazenim jedincti na zédkladé GPS soufadnic,
které byly zaznamendvany pii popula¢nim sbéru. Body jsou obarveny na zakladé rozliSeni hybridt a
rodicovskych taxont (zluté P. patens, Cervené hybridi, modie P. pratensis subsp. bohemica). Dale je zobrazen
vysecovy graf znazornujici zastoupeni jednotlivych taxond.

4.1.1. Analyza semen

V ramci populacniho sbéru byla na lokalit¢ Humnicky vrch u ndhodnych jedinct odebrana i semena
vznikla volnym sprasenim. Nasledné probéhlo n€kolik vysevii a klicicich pokust. Bylo vyseto 350
semen P. pratensis subsp. bohemica a 240 semen P. patens. Déle probehl pokus vyklicit 80 semen od
hybridi, 1 kdyZ se semena na prvni pohled jevila jako sterilni. Semena méla piekvapivé velice nizkou
klicivost. Navic velka ¢ast semenackd uschla ve stadiu prvnich déloznich listkil a nebylo je tak mozné
analyzovat. Nakonec bylo pomoci pritokové cytometrie analyzovano 41 prvnich pravych listkt
P pratensis subsp. bohemica, z ¢ehoz 6 znich svou hladinou relativni fluorescence spadlo do
hybridniho taxonu. Pochézeli od tfech rozdilnych matefskych rostlin. Hybridi tak tvofili 14,6 %

z analyzovaného souboru semen P. pratensis subsp. bohemica.

Pro P. patens byla bilance kliivosti jesté nizsi. Vyklic¢ilo pouze 43 semenackd, ale dvacet tfi z nich
uschlo ve stadiu déloznich listkti. Z dvaceti zbylych zanalyzovanych vSechny odpovidaly rodi¢ovskému

taxonu. Z vysetych semen od hybridnich jedinct nevykli¢ilo zadné.



Jelikoz byla klic¢ivost celkové nizka, ptistoupilo se pfimo k analyzdm semen pomoci pritokové
cytometrie. Bylo ndhodné zvoleno vzdy Sest jedincii od kazdého rodicovského druhu. Ukazalo se, Ze
velka ¢ast semen je sterilnich, i kdyz se jevi jako plna, tedy fertilni. Navic Castokrat priitokova cytometrie
odhalila pouze endosperm. U takovych vzorkii byla hodnota embrya dopocitdna, aby se vyuzilo co
nejvice dat. Opét se prokazala vyssi fertilita P. pratensis subsp. bohemica. Z celkového poctu tficeti
jedna analyzovanych semen bylo dvacet dva fertilnich. Z toho se u 6 odhalil hybridni ptvod, coz

znamena 27,3 %.

Pro P. patens bylo provedeno 32 analyz z toho bylo devatenact semen sterilnich. VSech tfinact
uspésné analyzovanych semen odpovidalo rodicovskému taxonu. Pro semena od hybridnich jedinci

analyzy provedeny nebyly, jelikoZ se jevila jako sterilni.

Celkove bylo analyzovano 124 semenackli a semen sebranych od jedinct na lokalité na Humnickém
vrchu. Z toho dvacet osm znich bylo sterilnich, to znamena 96 uspéSnych analyz. Pro rozliSeni
hybridnich jedinct v semenech se pouZil stejny rozptyl hodnot jako u vzork listli ze smiSené populace.
Bylo odhaleno celkem 12 hybridnich jedinct, vzdy pouze v semenech sebranych od P. pratensis subsp.
bohemica (viz. Obrazek 19). KtizZenci tak tvofili 12,5 % z celkového poctu 96 uspéSné analyzovanych

semen rodi¢ovskych druhti. Konkrétné pro P. pratensis subsp. bohemica se jednalo o 19 %.
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Obrazek 19 — Sloupcovy graf znazoriujici pocty jedincii v jednotlivych taxonech zastoupenych v semenéccich a
semen z lokality na Humnickém vrchu. Z celkového poctu 96 tispésné analyzovanych jedinct bylo 33 P. patens
(zlutd), 51 P. pratensis subsp. bohemica (modid), a 12 hybridd (Cervend).

4.2. Hybridizace ex-situ

Experimentalni kfizeni probihalo tfi roky po sobé. Bohuzel z prvniho roku 2022 nevzesla zadna

semena, jelikoz vétSina rostlin uschla béhem viny veder. Nasledujici rok byl pro kiizeni velice



nepiiznivy, jelikoz kvetla jen ¢ast rostlin. Konkrétn€ pouze Sest jedinct P. patens, 20 jedincti P. pratensis

subsp. bohemica a 6 jedinct P. grandis.

V roce 2023 se uskutecnilo 9 kiizeni ve sméru pienosu pylu z P. patens na P. pratensis subsp.
bohemica a 6 kiizeni v opacném sméru. Na heteroploidni Grovni probéhla 4 kifizeni kde donorem pylu
byl P. grandis a 6 kiizeni s diploidnim darcem pyl P. pratensis subsp. bohemica (viz. Obrazek 20).
Z reciprocnich kiizeni nebyla vSechna uspésna. Z kombinace deviti kiizeni P. patens x P. pratensis
subsp. bohemica vytvotily ¢astecné fertilni semena pouze 3 rostliny (PR (PA) 10, 14, 18). Zbytek rostlin
vytvoril pouze sterilni semena, piipadné zadna (viz. Obrazek 21). Rostliny P. patens, na které byl
prenosu pylu z tetraploida (P. grandis) na diploida (P. pratensis subsp. bohemica), jelikoz dvé mateiské
rostliny vytvotily semena, i kdyz jen pouha Cast se jevila jako fertilni (viz. Obrazek 22). V opacném

sméru pouze jedna rostlina (GR7) vytvofila par zdanlivé fertilnich semen (viz. Obrazek 23).
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Obrazek 20 — Sloupcové grafy zobrazujici pocty jednotlivych reciproénich kiiZeni a jejich Gispésnost v roce
2023. Zelenou barvou jsou oznaceny rostliny, které vytvorily alespon ¢ast fertilnich semen, ¢ervené jsou
oznaceny rostliny, které nevytvorily Zzadna semena, piipadné pouze sterilni. PA je oznaceni pro P. patens, PR pro
P. pratensis subsp. bohemica a GR pro P. grandis. Vzdy prvni uvedena zkratka oznacuje darce pylu, druha
uvedena zkratka oznaCuje matetské rostliny.

Semen celkové nevzniklo mnoho, proto byla vyseta vSechna, ktera alespon ¢asteéné vypadala
fertilni. Od matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica z ktizeni s P. patens se vyselo 80 semen.

Jelikoz matetské rostliny P. patens nevytvorily Zadna semena, nemohlo byt nic vyseto.
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Obrazek 21 — Sloupcové grafy znazornujici procentualni zastoupeni plnych (zdanlive fertilnich-zelen€) a
prazdnych (sterilnich-Cerven¢) semen matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica z ktizeni s P. patens.

Z heteroploidniho ktizeni P. pratensis subsp. bohemica s P. grandis bylo vyseto Ctyficet semen, po
dvaceti od kazdé materské rostliny. Nakonec bylo vysazeno 15 semen sebranych z tetraploidni P

grandis.
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Obrézek 22 — Sloupcové grafy znazoriujici procentudlni zastoupeni plnych (zdanlive fertilnich-zeleng) a
prazdnych (sterilnich-Cervené) semen mateiskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica z kiizeni s P. grandis.
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Obrazek 23— Sloupcové grafy znazornujici procentualni zastoupeni plnych (zdanlivé fertilnich-zelené) a
prazdnych (sterilnich-Cerven€) semen matetskych rostlin P. grandis z ktizeni s P. pratensis subsp. bohemica.

Rok 2024 byl pro experimentalni kiizeni ptiznivéjsi, jelikoz piezilo a kvetlo mnohonasobné vice
rostlin P, patens. Diky tomu se mohlo uskutecnit 21 kiizeni s donorem pylu P. patens a 16 kiiZeni

v opacném sméru. Bohuzel pro P. grandis to byl velmi Spatny rok. Z Sesti zbyvajicich rostlin piezily a

w7 v

kvetly pouhé 3 rostliny. Proto se kfizeni na heteroploidni tirovni mohlo uskute¢nit pouze velice malo, a

7w

to konkrétné€ po tech ktizenich v obou kombinacich (viz Obrazek 24).
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Obrazek 24- Sloupcové grafy zobrazujici pocty jednotlivych recipro¢nich kiizeni a jejich Gispé$nost v roce 2024.
Zelenou barvou jsou oznaceny rostliny, které vytvorily alespon ¢ast fertilnich semen, Cerven¢ jsou oznaceny
rostliny, které nevytvofily Zadna semena, ptipadné pouze sterilni. PA je oznaceni pro P. patens, PR pro

P. pratensis subsp. bohemica a GR pro P. grandis. Vzdy prvni uvedena zkratka oznacuje darce pylu, druha
uvedena zkratka oznacuje matetské rostliny.



Z 21 rostlin P. pratensis subsp. bohemica vytvorilo zdanliveé fertilni semena 12 rostlin, 5 pouze

sterilni a 3 z4dna. Rostliny s ozna¢enim PR (PA) 9 a 10 vytvofily semena druhy rok po sobé a byl u nich

pozorovan vyrazny narust v poctu plnych semen (viz Obrazek 25).
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Obrazek 25- Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni plnych (zdanlive fertilnich-zelen¢) a
prazdnych (sterilnich-ervené) semen 12 matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica z ktizeni s P. patens.
Zbylych 9 rostlin vytvofilo pouze sterilni ¢i zadna semena a nejsou zde zobrazeny.

Kombinace, kde matefskou rostlinou byla P. patens, byla mnohem méné spesna, jelikoz alespon

castecné fertilni semena vytvortily pouze 3 rostliny (PA (PR) 31,34,38), zbylych 9 jen sterilni (viz.

Obrazek 26).
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Obrazek 26 — Sloupcové grafy zobrazujici procentualni zastoupeni plnych (zdanlivé fertilnich-zelen¢) a
prazdnych (sterilnich-Cervené) semen matetskych rostlin P. patens z ktizeni s P. pratensis subsp. bohemica.

V ptipadé kiizeni s ptenosem pylu z P. grandis na P. pratensis subsp. bohemica 2 rostliny vytvotily
semena (5, 12), ale naprosta vétSina byla sterilnich (viz. Obrazek 27). V kombinaci, kde byly materské

rostliny tetraploidni, nevznikla semena zadna.
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Obrézek 27- Sloupcové grafy zobrazujici procentudlni zastoupeni plnych (zdanlive fertilnich-zelen¢) a
prazdnych (sterilnich-Cervené) semen matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica z kiizeni s P. grandis.



4.2.1. Analyza semen z experimentalnich k¥iZeni

Z osmdesati semen vysetych v roce 2023 od matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica
vyrostlo 14 semendckii. Po provedeni pritokové cytometrie vyslo najevo, ze odpovidaji velikosti
genomu rodiovskému druhu. Z kombinace P. pratensis subsp. bohemica % P. grandis nevyklicila zadna

semena.

Rok 2024 byl uspésnégjsi jak pro kiizeni, tak pro tvorbu semen. Byla zasazena semena sebrana z 12
matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica, celkem 405. Naprosta vétSina semen ale byla ziejmé i
tak malo zivotaschopnych, jelikoz nakonec vykli¢ilo pouze 31 z nich. Z nich se podatilo u vSech sebrat
a zanalyzovat prvni pravé listky pomoci pritokové cytometrie, pfiCemz u jedenacti z nich velikost
genomu odpovidala hybridnimu taxonu. Nejvétsi pocet hybrida vzniklo ze semen rostliny oznacené PR
(PA) 39, jelikoz z padesati vysetych semen jich vyklicilo devatenact, a z toho 8 z nich mélo hybridni
velikost genomu. Déle z osmi semenackti od mateiské rostliny PR (PA) 1, odpovidaly 2 hybridnimu

taxonu a 1 ze Ctyf semen rostliny PR (PA) 3.

Dale bylo vyseto 30 semen P. patens, po deseti od kazdé matetské rostliny PA (PR) 31, PA (PR) 34
a PA (PR) 38. Bohuzel nevykli¢ilo zadné z nich. Z kombinace, kde donorem pylu byly rostliny
P. grandis bylo vyseto pouze 25 semen, zbytek se na prvni pohled jevil jako sterilni. Ani z jednoho

z nich nevzesly semenacky.

Analyza semen pomoci pritokové cytometrie byla vyzkouSena i na nékolika semenech vzniklych
z experimentalniho kiizeni. Bylo vybrano zbyvajicich devét mateiskych rostlin P. pratensis subsp.
bohemica ktizenych s P. patens, u kterych nevykli¢ila zddna semena. Od kazdé rostliny bylo ndhodné
zvoleno pét semen. Ze 45 analyz se podafilo prokazat embryo i endosperm u dvanacti. Endosperm se
podaftilo zméfit u dvaceti semen a bylo pfistoupeno k dopocitani embrya. Z tohoto poctu tficeti dvou

semen se 11 zatadilo pod hybridni taxon. Tfinact semen bylo sterilnich.

Z analyz vyplyva, ze 10 z dvanacti matefskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica, které vytvorily
semena, vytvorily zaroven i hybridni semena. Nejvice kfiZzencl bylo nalezeno v semenech rostliny
s oznacenim PR (PA) 38, a to 8, coz tvofi polovinu jejich analyzovanych semen. Zaroven je patrné, Ze i
kdyz rostliny vytvoii vysoké procento zdanlivé fertilnich semen, neznamena to, Ze budou skutecné
zivotaschopna. Napfiiklad z rostlin oznacenych PR (PA) 9 a 10 bylo sebrano a zasazeno velké mnozstvi
semen, ale nakonec nevyklicilo Zadné. Naopak vySe zminéna rostlina PR (PA) 38 vytvofila relativné
malé mnozstvi semen (zhruba 30 %), ale nakonec jich vyklicilo 19, coz je nejvétsi pocet vyklicenych

semen na jednu rostlinu.

Semen od matefskych rostlin P. patens vzniklo celkové vyrazné méné, a tak byla snaha jich co
nejvice zasadit. Po prohlédnuti zbytku semen bylo vybrano dvanact, po Sesti od kazdé z rostlin

oznacenych PA (PR) 31 a PA (PR) 38. U vsech se podatilo zméfit pouze endosperm, takze se piistoupilo



k dopocitani embrya. VSechna semena odpovidala hladinou relativni fluorescence rodicovskému

taxonu.

Hybridi byli opét vzdy odhaleni pouze u matetskych rostlin P. pratensis subsp. bohemica. Celkové
se v semenech podaiilo odhalit 22 hybridnich jedinct, coz piedstavuje 28,6 % ze semenackl a semen
P. pratensis subsp. bohemica (viz. Obrazek 28). Kiizenci tak tvotili 24,7 % z analyzovanych vzorkl

v obou letech (2023 a 2024) z experimentalniho kiizeni.
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Obrazek 28 — Pocty jedinct v jednotlivych taxonech zastoupenych v semenaccich a semenech
z experimentalniho kiiZeni v letech 2023 a 2024. Z celkového poétu analyzovanych jedincd bylo 12 P. patens
(Zluta), 55 P. pratensis subsp. bohemica (modra) a 22 hybridu (Cervena).



5. Diskuze

Jednim z hlavnich cil prace bylo zjisténi stavu mezidruhové hybridizace P. patens a P. pratensis
subsp. bohemica na lokalité v Doupovskych horach. Proto byl uskute¢nén populacni sbér a analyzovano
140 jedinct ze smiSené populace. Ukézalo se, ze urceni na zaklad€ morfologie neni jednoznacné, jelikoz
11 vzorkl ptivodn€ oznacenych jako rodi¢ovské druhy, svou intenzitou relativni fluorescence ptipadlo
pod hybridni taxon. Navic kiiZenci tvofi mezi rodi¢ovskymi druhy relativni kontinuum. Bylo proto
pfistoupeno k porovnani s ¢istymi populacemi, jejichz hodnoty byly prolozeny vysledky ze smiSené
lokality. Na zékladé tohoto kritéria bylo pod hybridni taxon zatazeno 26 jedinctl, coz je vice nezZ se
ocekavalo. Navic v semenech sebranych na lokalité bylo odhaleno 12 dalSich kiizencii, takze

k mezidruhové hybridizaci stale aktivné dochézi.

Druhym hlavnim cilem bylo zjisténi sméru mezidruhové hybridizace pomoci experimentalniho
ktizeni. Tti roky po sob¢ bylo uskutecnéno recipro¢ni kiizeni mezi P. patens a P. pratensis subsp.
bohemica, a zaroven mezi P. grandis a P. pratensis subsp. bohemica, aby se prozkoumala moznost
heteroploidni hybridizace. Podafilo se vykli¢it a zanalyzovat celkem 89 semen. Bylo odhaleno 22
hybridnich jedincti, pficemz vSichni byli zmatefskych rostlin P pratensis subsp. bohemica.
Mezidruhova hybridizace bude zfejme siln€ jednostranna, a to ve sméru pienosu pylu z P. patens na
P. pratensis subsp. bohemica. Zbytek zanalyzovanych semen odpovidalo rodi¢ovskym taxonim, coz
znamena, ze druhy P. patens a P. pratensis subsp. bohemica jsou schopny autogamie. Na heteroploidni
urovni vzniklo semen jen velice mélo a zadnad nevyklicila. Mezidruhova hybridizace P pratensis

subsp. bohemica % P. grandis je proto velmi nepravdépodobna.

5.1. Mezidruhova hybridizace in-situ

Na subpopulacich Havran a Humnicky vrch roste v soucasné chvili zhruba ke dvou stovkam rostlin
P. patens a P. pratensis subsp. bohemica, pricemz druhy jmenovany vyrazné€ prevazuje. Z toho bylo
sebrano a zmeéteno 140 rostlin. Jedinci byli na lokalité¢ podle morfologie rozdéleni do tii kategorii;
P, patens, P. pratensis subsp. bohemica a hybridi. Pozdéji se po vyhodnoceni analyz ukazalo, Ze tfi
jedinci ureni puvodné jako P. patens a osm jedincu P. pratensis subsp. bohemica se dle vysledku
z prutokové cytometrie zafadili pod hybridni taxon. Naopak vSichni jedinci pfedbézné urceni jako

hybridi pak skute¢né svou intenzitou relativni fluorescence odpovidali.

Kiizenci se vyznaduji pfechodnou barvou a lehkym sklonem kvétu (Celakovsky, 1865; Skalicky,
1988). Nicméné morfometrické analyzy ukézaly, Ze je pro rozliSeni taxoni lepsi vyuzivat znaky na
listech (Krejcova, 2014). Presto i listy mohou vytvaiet vice forem a odliSeni P. pratensis subsp.

bohemica a hybrida neni Casto jednoznacné (viz. Obrazek 29). Jelikoz se jednd o velmi variabilni



rostliny (Celakovsky, 1865; Krejéova, 2014), je pro rozliseni taxonii potfeba vyuzit alespoii kombinaci

morfologie a pritokové cytometrie.

Obrazek 29 — Fotografie porovnani listd jedincti sebranych na lokalit¢ Humnicky Vrhva ] din levo jsou
listy P. patens, dva listy uprostfed patii hybridiim a dva listy vpravo jsou listy P. pratensis subsp. bohemica.

Z vyslednych graft (viz. Vysledky) analyz priutokové cytometrie je patrné, ze hybridi vytvareji mezi
rodi¢ovskymi druhy kontinuum, coz by mohlo poukazovat na zpétné kiizeni. Fertilitu hybridt zminuje
uz Uotila (1969) a Krejcova (2014) potvrdila az 60 % viabilitu pylu. Nicméné vSechna semena sebrana
z kiizencli na lokalité se jevila jako sterilni a zddna nevyklicila. Pfesto by hybridi mohli fungovat jako

darci pylu, a tim se zatadit do reprodukéniho procesu.

Jednim z diilezitych poznatki této prace je skutecnost, Ze zfejme doslo k nartistu poctu hybrida na
lokalité¢ na Humnickém vrchu. Krejcova (2014) odhalila 14 kifizenci, kdezto nyni jich bylo nalezeno
dvacet Sest. V obou piipadech byly vyuzity obdobné postupy pii sbéru rostlin, a i metodika byla
srovnatelna. Vys$si pocet hybridnich jedinci mize byt zptisoben predevsim rozdilem ve velikosti
datasetu, jelikoz tentokrat byl analyzovan téméF dvojnasobek vzorki. CemuZ odpovida i podet
nalezenych hybridd. Nicmén¢ dva kiizenci byli nalezeni v subpopulaci Havran, kde z pfedchozi studie

zadny uveden nebyl.

Dalsi faktor, ktery mohl ovlivnit vyssi pocet kiiZenct oproti posledni studii je samotné stanoveni
kritéria pro rozliSeni hybridniho taxonu. V této praci bylo pfistoupeno k definici hybridi na zakladé
prolozeni hodnot z Cistych populaci vyslednymi analyzami ze smiSené populace. Limitaci v tomto
pripad¢ bylo nalezeni a uréeni dostate¢né velké Cisté populace P. patens. Byla zvolena jedna z nejvétSich
lokalit na Dubovém vrchu, kde vytvaii n€kolik subpopulaci (Kubat 1997; Turonova et al., 2012).
Alternativou bylo sebrat jedince z jednotlivych izolovanych lokalit, kde se nachdzi vétSinou pouze

nekolik malo rostlin, ¢asto sterilnich (Turonova et al., 2012).



Na dvou subpopulacich na Dubovém vrchu se zaroven nachazi i P. pratensis subsp. bohemica, ale
pouze v né€kolika ojedinélych exemplafich. Presto zde zatim nebyli potvrzeni hybridni jedinci.
Z populacniho sbéru na Humnickém vrchu i z experimentalniho k¥izeni vychazi jako matetska rostlina
P. pratensis subsp. bohemica. Proto k ptipadnému vzniku hybridii mtize dochdzet jen velmi sporadicky,
jelikoz na lokalité je pouze velice omezeny pocet potencionalnich matetskych rostlin. Nicméné je
mozné, ze pii vétSim populaénim sbéru na téchto konkrétnich subpopulacich by hybridni jedinci mohly

byt odhaleni. AvSak i ,,sampling® Krej¢ové (2014) byl pfednostné zaméfen na hybridy.

Identifikace hybridd je Casto obtizna, a ne vzdy se lze spolehnout na prechodnou morfologii.
V soucasné dob¢ Ize vyuzit nejriznéjsi moderni piistupy. Nabizi se celd fada molekularnich markert
(Rieseberg & Ellstrand, 1993; Turchetto et al., 2015) ¢i statistické metody (Kong & Kubatko 2021),
pripadné kombinace obojiho. Pro dalsi piipadné studie hybridl P. patens x P. pratensis subsp. bohemica

by bylo dobré vyuzit molekularni metody pro prohloubeni poznatkti 0 mezidruhovém kiiZeni.

Velkym ptrekvapenim bylo odhaleni tetraploidniho jedince na Humnickém vrchu. Nebyl hlaSen zde
ani na jinych lokalitach v Ceské republice. Svou velikosti relativni fluorescence (0,801) odpovida
dvojnésobné krajni hodnoté hybridniho jedince (0,401). Polyploidizace by pro jedince mohla znamenat
nékolik vyhod, napf. snizeni inbredni deprese ¢i zvySeni heterozygotnosti (Comai 2005; Madlung 2013).
Tetraploid s nejvetsi pravdépodobnosti mohl vzniknout pres triploidni blok (Ramsey & Schemske, 1998;
Schinkel et al., 2017).

Pro analyzy semen vzniklych ze samovolného spraseni se ukazala limitujici jejich velice nizka
kli¢ivost. Konkrétné byla klicivost 20,6 % pro P. pratensis subsp. bohemica a 17,9 % pro P. patens.
Naptiklad z pfirodnich populaci Kfesin a Pani hora byla uvedena primérna klic¢ivost 38 % (Bochenkova
etal., 2015). Pro P. patens se ziejmé jednd o obecn&jsi trend, jelikoz Zabicka et al., (2022) uvadi kli¢ivost
z ptirodnich populaci v Polsku 17 % a z n€kolika litevskych populaci se prokéazala viabilita semen mezi
2,1-53,8 % (Osvalde et al., 2022). Celkové nizka kli¢ivost semen by mohla souviset s vysokou mirou
ptibuzenského kiizeni. Studie ukazuji, Ze hodnoty inbreedingu v ptirodnich populacich dosahuji 0,9

napii¢ druhy (Szczecinska et al., 2016; Gargiulo et al., 2019; Chen & Pannell 2024).
5.2. Mezidruhova hybridizace ex-situ

Pro experimentalni hybridizaci v rod¢ Pulsatilla se ukazalo n€kolik limitujicich faktort. Prvni
komplikace nastala s obstaranim dostatecné starych kvetoucich jedinct, u kterych by byla znama
puvodni lokalita. JelikoZz se jedna o kriticky ohrozené druhy, nebylo mozné jedince odebrat pfimo
z populaci. Nakonec se podafilo rostliny zakoupit, ¢imz ale vyvstaly dal$i problémy. Jedna se o velice
sensitivni druhy, které neni snadné péstovat. Zaroven se ukazalo, Ze na kveteni a Gspésnost hybridizace
bude mit velky vliv typ sezony, i kdyz jde o rostliny v kvétinacich, jelikoz byly umistény na venkovnim

zahonu. Kazda ze tii sezon, kdy probihalo kiiZeni, se liSila podminkami pocasi v jarnich mésicich.



Zaroven jsou tyto druhy dlouhovéké, a proto nemusi vykvést kazdy rok, pokud sezona neni privétiva.

Coz ovsem velmi znesnadiluje pokus s experimentalnim kiizenim.

Déle bylo potieba jednotlivé druhy sjednotit ve fenologii. Nejdiive zacind kvést P. patens, takze tu
bylo nutné zprvu udrzovat vice v chladu a temnu, aby se kveteni zpomalilo. Naopak P. pratensis subsp.
bohemica byla umisténa na teplé a slunecné misto, aby se proces kveteni urychlil. Naprostou vétsinu
rostlin se tak podafilo sjednotit, ¢imz bylo mozné provést experimentalni kiizeni v né€kolika
opakovanich. Jedinci druhu P. grandis se od po¢atku chovali nestandartng, jelikoz kvetli vétSinou pozdé,
i kdyZ byli udrzovany na teplém slunném miste. Piesazeni do kvétniku pro né zfejmé ptedstavovalo
stresové podminky, a ptes veskerou snahu jich naprosta vétsina uhynula. Velice pravdépodobné to mohlo

ovlivnit i neuspéchy v kfizeni.

Dtlezitym odhalenim experimentalniho kiizeni je skute¢nost, ze mezidruhova hybridizace
P. patens X P. pratensis subsp. bohemica je pravdépodobné vyrazné jednosmérnd. Jak z kiizicich
pokust, tak z analyzy semen z lokality vyplyva, Ze matef'skou rostlinou je P. pratensis subsp. bohemica.
Ke stejnému vysledku dosli i (Szczecinska et al., 2017) na zaklad€ porovnani chloroplastového genomu

rodicovskych druhi a jejich hybrida.

Po samotném kiizeni se ukazalo, Zze ani kli¢eni semen se neobejde bez komplikaci. Semena
koniklecti maji obecné nizsi kliivost a vytvaieji jen velice kratkodobou semennou banku. Coz se
potvrdilo jak u semen z volného spraseni, tak z experimentalniho kifizeni. Semena P. patens vznikla
z experimentalniho kiizeni nevykli¢ila zadna. Pro rostliny P. patens ziejmé piesazeni a pestovani
v kvétnicich nepiedstavovalo optimalni podminky a kvetly z pocatku jen velice neochotné. Nicméné
treti rok se pravdépodobné jiz vice ptizpusobily, jelikoz pocet kvetoucich jedinct vzrostl. Piesto semena
tvotily jen velmi neochotn€ a naprostd vétSina z nich byla sterilnich. Rostliny P. pratensis subsp.
bohemica prokazaly celkoveé vyssi fitnes. Meziro¢né piezila a kvetla naprosta vétSina jedinct, a i zde
byl pozorovan vzristajici trend. V poslednim roce ktizeni vétSina rostlin z kombinace kiizeni s P. patens
vytvotila semena, ale i tak byla velka cast sterilnich. Kli¢ivost v poslednim roce kiizeni byla pouhych
7,7 %, nicméné to byl jediny druh, ktery z experimentalniho kiizeni vytvofil alesponi Castecné
zivotaschopna semena. Semena P. grandis z experimentalniho kiiZeni nevyklicila viibec, ale zde mohl
velkou roli hrat fakt, ze rodicovské rostliny byly spise slabé, cozZ mohlo negativné ovlivnit i klicivost

semen.

Pro dalsi pfipadné studie by bylo potfeba vyladit podminky kliceni semen. Zatim je metodika
vypracovana pro P alpina subsp. austriaca (Zahradnikova & Harcarikova, 2010). Pro zvySeni
uspésnosti kliceni se ukazalo jako nezbytné vystavit semena chladné periodé, pfipadn€ i dvéma. Po
tomto ,treatmentu® byla uvedend priméma kli¢ivost 62 % (Zahradnikova & Harcarikova, 2010). Je

mozné, ze by chladna perioda pomohla zvysit kli¢ivost i u P. patens a P. pratensis subsp. bohemica.



Zajimavé vysledky pfinesla studie Zabicka et al. (2022), jelikoz pfi kliceni na Petriho miskach méla

semena P. patens kli¢ivost 73 %, ale v zahradni zemin€ pouze 17 %.

Pti analyzach semen se ukazalo, ze i ta kterd vypadaji na prvni fertilni, mohou byt ve skute¢nosti
sterilni. Nékteré studie uvadeji, ze Ize zivotaschopna semena dobfie rozpoznat a urcit na zaklad€ vzhledu
(Hensen et al., 2005; Bochenkova et al., 2012). Naopak Zielinska et al., (2021) ve své studii uvadéeji
podobny problém s mylné uréenymi semeny P. vernalis, u kterych se po provedeni analyz ukazalo
abortovné embryo. Mize se jednat o dusledek kolisani pfirodnich podminek a dostupnosti Zivin na
lokalité (Osvalde et al., 2022). Zaroven se v piipad¢ P. patens a P. pratensis subsp. bohemica jedna o
dlouhovéké druhy, a tak mtize produkce fertilnich semen meziro¢n¢ velmi fluktuovat, jelikoz rostliny
vice investuji do kofenového systému (Vico et al., 2016). Dal§im vysvétlenim by mohla byt obrana proti
predatorim semen (Ghazoul & Satake 2009). Napiiklad pro P. pratensis subsp. bohemica jsou skute¢né
uvedeni hmyzi $kidci, ktefi v nékterych rostlinach znicili vice nez 20 % semen (Skalicka et al., 2013).

Muize se tedy jednat o adaptaci proti predaci semen.

Pro analyzu semen na prutokovém cytometru je zaroven problematické velice malé embryo celedi
Ranunculaceae oproti robustnimu endospermu (Mottier, 1895; Tamura, 1993). Coz znamena, Ze pik
endospermu je mnohondsobné vys$i a pik embrya tak lze pifi vyhodnocovani analyz snadnéji
piehlédnout. Proto bylo pfistoupeno k dopocitani analyz na zaklad¢ konzistentniho poméru mezi
endospermem a standardem. Takto byly vyhodnoceny pouze vzorky, u kterych se prokazatelné objevil
endosperm. Takové vyhodnoceni miize byt zatizeno velkou nejistotou, ale byla snaha vyuZit co nejvice

dat, aby tak méla vétsi vypoveédni hodnotu.

Jednim z dulezitych vysledki experimentalniho kiizeni je zjiSténi schopnosti autogamie u P. patens
a P, pratensis subsp. bohemica. Pfi analyzach semen z experimentalniho kiiZzeni 78,4 % se svou hladinou
relativni fluorescence shodovalo s rodiCovskymi druhy. Jelikoz byly rostliny po celou dobu kveteni
udrzovany zabalené v pytli¢cich, je moznost cizospraseni velmi nepravdépodobna. U rodu Pulsatilla se
vSeobecné uvadi protogynie, kterd by méla zabraiiovat samospraSeni (Aichele & Schwegler, 1957;
Tamura, 1993). Presto byla prokdzana schopnost samoopyleni, i kdyz pak rostliny tvofi méné semen
(Lindell, 1998; Harcarikova & Zahradnikova, 2010; Chen & Pannel, 2024). Pfipadn€ mohl hrat roli i
efekt mentora, coz je situace, kdy rostlina rad¢€ji pfijme sviij pyl nez pyl ciziho druhu(Richards 1997,
Lynn et al. 2023). U téchto druhti nikdy mentor efekt nebyl zkouman, ale ptipadna studie by jisté mohla
prinést zajimavé vysledky. U P. grandis Zadna semena analyzovana nebyla, jelikoz byla snaha vysit
vSechna, ktera vypadala alespon Castecné fertilni. PrestoZe je i u tohoto druhu uvedena moznost
samoopyleni (Lindell, 1998) zadna semena nevyklicila a rostliny celkové tvotily pouze velice malo

semen.



5.3. Vyznam pro ochranu prirody

Vsechny druhy koniklecti rostouci v Ceské republice jsou uvedeny v Cerveném seznamu
ohrozenych druhti (Grulich, 2017). Zaroven dochdzi k poklesu populaci napfi¢ druhy i Evropou. Je proto
potfeba vénovat velkou pozornost jejich studiu a snazit se zjistit ditvody ubytku lokalit a odhalovani
rizik. Jednim z nich mtze byt mezidruhové kiiZeni, pokud se na jedné lokalité¢ vyskytuje vice druht.
Koniklece maji jen slabé vyvinuté reprodukéni bariéry, a proto se vzajemnée ochotné kiizi (Aichele &

Schwegler, 1957; Lindel, 1998).

Jednou z kombinaci druhd, u kterych byla prokazana hybridizace je P. patens x P. pratensis subsp.
bohemica (Krejcova, 2014). Vysledky této prace kiizeni opét po deseti letech potvrdily. Navic se
ukazalo, ze hybridizace probiha aktivné dal, jelikoz byla nalezena hybridni semena na P. pratensis

subsp. bohemica.

Pro P. patens znamena hybridizace zejména nebezpeci demografického ,,swampingu®. Pro P, patens
je typicka spisSe kratkodoba exprese pylu, oproti P. pratensis, u kterych dochazi k otevirani zralych
pylovych vacki postupné (Jonsson et al., 1991). Znamena to, Ze jednotlivé kvéty produkuji pyl pouze
v fadu jednotek dni, coz s nizkou denzitou opylovacti v brzkych jarnich mésicich omezuje moznost
prenosu pylu. Pokud navic ¢ast pylu vyCerpaji na vznik hybridd, mize to vyznamné snizit uspésnost

opyleni v ramci druhu.

Mezidruhové kiizeni predstavuje ziejme vyssi riziko pro P pratensis subsp. bohemica. Jedna se
matetskou rostlinu, takze pfi tvorbé semen investuje ¢ast zdroju do tvorby hybridnich semen. Navic se
ukazalo, ze velka Cast semen zfejmée ve skutecnosti neni fertilni. Zaroven z experimentalniho kiiZeni
vyplyvd, Ze hybridi mohou vzniknout relativné Casto. Jelikoz z deviti analyzovanych rostlin bylo u

sedmi z nich nalezeno v peti ndhodné vybranych semenech alespon jedno hybridni.

Celkove se zda, Ze rostliny trpi nizkou zivotaschopnosti. Prokazala se velmi nizka kli¢ivost semen,
coz samoziejm¢ omezuje vznik novych jedincii. Po tfi roky opakovanych navstév lokality na
Humnickém vrchu nebyly pozorovany téméf zadné semenaCky P. patens. Pro P. pratensis subsp.
bohemica je situace lepsi, jelikoz se na lokalité¢ vyskytuji mladé rostlinky. V naprosté vétSing se ale
populace sklada ze starych trst. Pro udrzeni zdravé populace by bylo potieba zaméfit management na
vytvareni vhodnych podminek pro kliceni a udrzeni semenackt. Piipadn€ reintrodukovat mladé
rostlinky, coz ale vyzaduje peclivy vybér matefskych rostlin a vysledek nemusi byt vzdy uspokojivy

(Zahradnikova & Harcarikova, 2012; Zabicka et al., 2022).

Zéachranny program pro P. patens vytvofeny v ramci Agentury ochrany piirody a krajiny Ceské
republiky, se zabyva jak kultivaci ex-situ, tak uchovanim semen v Genové bance Vyzkumného tistavu
rostlinné vyroby Praha Ruzyné. Prozatim jsou rostliny péstovany v Zoologické a botanické zahradé

mesta Plzné (BZ Plzen) a ve Vyzkumném ftstavu Silva Taroucy pro krajinu a okrasné



zahradnictvi (VUKOZ) Prithonice. Jednd se o rostliny zlokality Lisnice u Prahy (Ondraéek &
Blazejova, 2020). V budoucnosti je planovano péstovani P. patens ve vice botanickych zahradach tak,
aby se v kazdé nachazely jedinci z jiné populace. Velice zajimavym zpisobem uchovani potiebné
genetické variability by mohla byt kryokonzervace. Zabicka et al. (2022) dokazaly z takto uchovanych
vzorkl vypéstovat a reintrodukovat jedince P. patens. Kryokonzervace by mohla byt alternativou
k uchovavani semen, kterd rychle ztraci svou kli¢ivost, takze je ziejmé bude potieba v genové bance

pravideln¢€ obménovat.

Dalsi snahy o zachranu ohrozenych druhti koniklecti by mély brat v uvahu moznost mezidruhového
ktizeni. Jak se ukazalo, kiizeni mezi P. patens a P. pratensis subsp. bohemica aktivng a relativné snadno
probiha. Coz je poticba brat vpotaz pii provadéni managementovych uprav. Vzhledem
k jednosmérnosti kifizeni ziejmé bude postaCovat odstraiiovat semena P. pratensis subsp. bohemica
v pripad¢, ze jsou péstovany pospolu, napiiklad v ramci botanickych zahrad. Je potteba provadéet dalsi
studie a vyzkumy v ramci snahy o uchovani a zlepseni stavi populaci druhti z rodu Pulsatilla na naSem

uzemi.

6. Zavér

Tato prace se zabyvala fenoménem mezidruhové hybridizace v ramci rodu Pulsatilla se zvlastnim

zaméfenim na procesy in-situ a ex-situ a jejich dasledky pro ochranu ptirody.

Experimentalni kfizeni se provadélo jak na homoploidni, tak heteroploidni trovni. Heteroploidni
hybridizace se ukazala jako netspé$na. Pravdépodobné ke kiizeni mezi P. pratensis subsp. bohemica x
P. grandis nedochazi, a pokud ano, tak jen velice sporadicky. Naproti tomu homoploidni kombinace

ktizeni P. patens x P. pratensis subsp. bohemica se prokazala jako Gspé€sna.

Hybridizace mezi P. patens a P pratensis subsp. bohemica se pomoci pratokové cytometrie
potvrdila i na lokalit¢ Humnicky vrch v Doupovskych horach. Oproti studii provedené pied deseti lety
byli navic hybridi nalezeni ve vys$§im poctu. Znamena to, Ze se na lokalité nejen udrzuji, ale zaroven
jich zfejmé pribyva. Soucasné byla jak na lokalité, tak v ramci opylovaciho experimentu odhalena
hybridni semena, kterd poukazuji na skutecnost aktivniho procesu kiiZzeni mezi rodicovskymi druhy.
Tyto vysledky ale zfejmé nelze aplikovat na vSechny smiSené populace P patens a P pratensis

subsp. bohemica, jelikoz na lokalit¢ Dubovy vrch hybridi dosud nalezeni nebyli.

Na zaklad¢ analyz semen vzniklych z experimentalniho kfizeni i semen z volného spraseni z lokality
byla odhalena jednosmérnost kiizeni P. patens x P. pratensis subsp. bohemica. Jako matetska rostlina
figuruje P, pratensis subsp. bohemica, zatimco P. patens je darce pylu. DalSim dilezitym poznatkem je

prokazatelna schopnost autogamie jak u P. patens, tak u P. pratensis subsp. bohemica.



Z této prace jednoznacné vyplyva, Ze je potieba brat v potaz mezidruhové kiizeni i v ramci ochrany
pfirody. Pfestoze hybridni jedinci ziejmé nepiedstavuji bezprostiedni riziko pro rodi¢ovské druhy, je

nutné hybridizaci dale sledovat.
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