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Abstrakt Dvé krkonosské populace hotce panonského byly souc¢asti molekularnich analyz (AFLP, cpDNA), které
se zabyvaly studiem genetické struktury 20 populaci ve tiech riznych oblastech vyskytu. Kromé Krkonos (status
druhu je zde nejasny) pochazelo 11 populaci z centra are4lu druhu ve vychodnich Alpach a 7 populaci bylo ze Sumavy
jako severniho okraje predpokladaného ptivodniho arealu druhu. V pripade analyz chloroplastové DNA (cpDNA)
nebyla odhalena variabilita mezi testovanymi populacemi. Prekvapivy vysledek prinesla analyza AFLP. I pres cel-
kové nizkou variabilitu mezi testovanymi jedinci (10,3 % variability vdzdno na meziregionalni Grovetl) tvorila pre-
vazna ¢ast krkonosskych rostlin samostatnou, geneticky odli$nou skupinu. Ve vSech tiech zkoumanych regionech
bylo maximum genetické variability soustfedéno na vnitropopulac¢ni drovni. Signifikantné vyssi hodnoty genetické
variability vykazovaly populace z Alp. Geneticka variabilita Sumavskych a krkonosskych populaci byla srovnatelna.
Hodnota DW indexu (méritko reliktnosti populaci) byla srovnatelna ve vech regionech. Na zéklad¢ ziskanych
vysledkd nelze vyloucit, Ze se hotec panonsky v oteviené krajiné konce pleistocénu vyskytoval od Alp az po Krkonose
a ustoupil az vlivem klimatickych a vegeta¢nich zmén do sou¢asnych horskych refugii. Vysledky nepotvrzuji intro-
dukci druhu v Krkonosich, ale zaroven nemohou ptivodnost druhu primo dokazat. Proto se diskuze zabyva analy-
zou argumentd pro i proti piivodnosti druhu na zakladé souc¢asnych poznatkd o biologii druhu.

Kli¢ova slova: geneticka diverzita, ptivodnost druhu, AFLP

Abstract Two populations of Gentiana pannonica with unclear status from the Giant Mts (Krkonose in Czech /
Karkonosze in Polish) were included to molecular analyses of population structure together with 11 populations from
the Eastern Alps (distribution centre of the species) and 7 populations from the Bohemian Forest (northern margin
of distribution range). No plastid DNA polymorphisms were found. The AFLP data revealed grouping of popula-
tions at the regional level. The majority of samples from the Giant Mts were grouped together being separated from
the other samples from the Alps and the Bohemian Forest. However, differentiation at the regional level was low
(10.3 %). The pattern at the inter and intrapopulational levels was similar in all three analyzed regions (within-pop-
ulation variation was high). Genetic variation was higher for the alpine populations than for the Bohemian Forest
populations, but variation of the population from the Giant Mts was comparable to the native regions. The results
indicate the possibility of a large distribution of G. pannonica in the unglaciated areas of Central Europe (from the
Alps to the Giant Mts), irrespective of altitude, during the late Pleistocene and early Holocene. Our results do not
confirm that G. pannonica was introduced in the Giant Mts. On the other hand, we have no clear evidence for the
native status of the species. Therefore, we discuss the arguments for and against species status in terms of biologi-
cal traits and other information about G. pannonica.
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UVOd botanickych kruzich i mezi mistnimi floristy. Pokud

neexistuji nezvratné diikazy o umélé introdukci
Spory o ptivodnosti vyskytu druht na exklavnichloka- ~ (osobni sv€dectvi, pisemné zdznamy, nepochybna
litdch byvaji ¢astym predmétem diskuzivodbornych ~ vazba na staveni apod.), je jednoznacné prokazani
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alochtonniho pdvodu ¢asto velmi obtizné. Plati
to zejména o druzich, které byly historicky ¢lové-
kem védomé vyuzivany pro své lé¢ivé, uzitkové ¢i
okrasné vlastnosti (Kopecky 1973) a jejichz vyskyty
byly zjiStény aZ v relativn€ nedavné dobg. V soucas-
nosti se diky bézZné dostupnosti rady typd moleku-
larnich analyz otviraji nové moznosti, které mohou
vnést svétlo do dosud nejasnych pripadu izolovaného
vyskytu druht, o jejichz pivodnosti se vedou dlouho-
leté spory (Kucera et al. 2013).

Typickym pripadem takového druhu je hotec panon-
sky (Gentiana pannonica). Jedna se o floristicky prvek
vychodnich Alp, ktery se ojedin€le vyskytuje i vjiZnich
(Italie) a centralnich (Svycarsko) Alpach. Mimo Alpy
zasahuje na Sumavu, kter4 je tradiéné povazovana
za severni hranici roz§ireni druhu (ProcHAzkA 1961,
Hec1 1975). U lokalit v Sudetech (Krkonose a Jese-
niky) prevladl nézor, zZe se jedna o vyskyty neptivodni,
protoze k nalezu druhu zde doslo az kratce po druhé
svétové valce. Vzhledem k ndpadnosti této rostliny bylo
jeho prehlizeni v tak intenzivné botanicky prozkou-
manych Gzemich povazovano za prakticky nemozné
(KLASTERSKY 1961, PROCHAZKA 1961). OvSem zejména
v pripadé Krkonos existovaly i hlasy, které jeho ptivod-
nost nevylucovaly (Sourek 1963, Jenik 1979). Tento
druh se tam vyskytuje na stanoviStich ekologicky
velmi podobnych autochtonnimu vyskytu v Alpéch,
navic na lokalitach vzdalenych od aktualni i historické
zastavby. Existuji dokonce i pisemné adaje o vyskytu
hotcti v Krkonosich z konce 18. stoleti (MATTUSCHKA
1776, KrockEer 1787), tradicné ovSem povazované
za neprilis spolehlivé.

V ramci témér desetileté populacéné ekologické
a molekularni studie hotce panonského na Sumavé
av Alpach byly do analyzovaného souboru dat zara-
zeny i vzorky z krkonosskych populaci. Cilem stu-
dia bylo odpovédét pomoci modernich molekular-
nich a popula¢né-ekologickych metod na nésledujici
otazky: (1) Odpovida geneticka diferenciace popu-
laci jejich geografickému rozsiteni? (2) Je struktura
vnitropopulaéni genetické variability zavisla na veli-
kosti populace, historii a charakteru stanovisté zkou-
manych populaci? (3) Jak se lisi geneticka struktura
populaci z autochtonnich oblasti vyskytu (Sumava,
vychodni Alpy) a populaci z Krkonos, kde predpokla-
dame neptivodni vyskyt?

Vysledky studie jsou shrnuty v moji dizertacnipraci
(Exrrova 2012) a byly publikovany v mezinarodnich

periodicich (EkrtovaA et al. 2012, EkrToVA & KOSNAR
2012). V tomto piispévku predstavuji vysledky pro
ceského ¢tenare formou stru¢ného shrnuti vyse uve-
denych ¢lankd. Jadro prispévku tvori diskuse zamé-
fend na vyskyt druhu v KrkonoSich. Problematika
vyskytu v Jesenikach neni diskutovana, protoZe popu-
lace z tohoto tizemi nebyly bohuzel do studie zahrnuty
anemam k dipozici zadna konkrétni data z molekular-
nich analyz. Hlavnim divodem byl pavodni predpo-
klad, Ze vzhledem k neptivodnosti druhu v Sudetech
nelze predpokladat zajimavé vysledky v tomto regi-
onu. Rovnéz s ohledem na finanéni naro¢nost mole-
kularnich analyz je zahrnuti jednoho pohoti pro srov-
nani s pvodnimi populacemi dostate¢né.

Material a metodika

Studovany druh

Hortec panonsky je vytrvald mohutna rostlina, ktera
je znacné dlouhoveka a silné klonalni. Druh se vege-

&asto rozsahlé pokykormony (Obr. 1). Ulomky odden-
ki muize kolonizovat nova stanovisté nize po svazich
karovych stén nebo podél potokt, kde roste. Kvete
ve vrcholném 1été, z listové rizice vyrista vétSinou
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Obr. 1. Populace hotce panonského na ubo¢i Studnicni hory.

Fig. 1. Gentiana pannonica on the slope of the Studni¢ni
hora Mt.
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Tabu. 1. Charakteristika 20 analyzovanych populaci hofce panonského: velikost populace — udava odhad poctu trst

a polykormonalnich skupin, pocet analyzovanych rostlin (N), respektive pocet ispésné analyzovanych vzorkd pouzitelnych
pro statistické zpracovani dat (a), typ stanovisté, geneticka diverzita (D), hodnota DW indexu.

Tab. 1. Characteristics of 20 studied populations of Gentiana pannonica: population size — represents approximate number
of leaf rosettes and polycormons, number of analysed plants (N) respektive numbers of samples used for statistical analy-
ses (a), type of habitat, mean genetic diversity (D), and frequency-down-weighted marker values (DW) of 20 populations

of Gentiana pannonica.

Lokalita / Kéd / Velikost populace / N(a) Stanovisté / D DW
Location Code Population size Habitat

Plesné jezero PJ ~100 16 (16) primary 0,132 24,96
Cerné jezero Cl ~100 16 (14) primary 0,095 18,19
Modravsky potok MP ~60 16 (14) primary 0,134 21,40
Luzenské udoli LU ~100 16 (12) secondary 0,145 17,89
Rokytka R ~50 16 (14) secondary 0,131 19,39
Sluneéna S >500 16 (14) secondary 0,099 19,28
Horska Kvilda HK >500 16 (14) secondary 0,118 19,70
Globucken See RT >400 16 (13) primary 0,182 19,63
Alois Giinther Haus A ~60 16 (14) primary 0,120 20,21
Pfaffensattel PF ~40 16 (10) secondary 0,207 16,89
Schneeberg (1) Schl ~50 16 (11) primary 0,148 15,11
Schneeberg (2) Sch2 >400 16 (14) primary 0,189 23,57
Schneeberg (3) Sch3 ~100 16 (15) primary 0,139 25,29
Raxalpe RA ~100 16 (12) primary 0,159 18,48
HeRhiitte (1) HH1 >400 16 (13) primary 0,180 21,48
HeRhiitte (2) HH2 ~200 16 (14) primary 0,141 20,11
Priel-Schutzhaus (1) PS1 ~50 15 (10) primary 0,184 14,82
Priel-Schutzhaus (2) PS2 ~15 13(11) primary 0,201 18,78
Studni¢ni hora KR1 ~20 15(13) primary 0,116 24,20
Modry duil KR2 ~100 13(10) primary 0,153 17,50
nékolik lodyh s jednim az ¢tyrmi shluky kvétt (Kir- Sbér vzorku

SCHNER & KIrscHNEROVA 2000). Frekvence kveteni
vykazuje znac¢né sezonni vykyvy. Jedna se o typicky
cizospra$ny druh opylovany hmyzem, samosprase-
ni vede k vyznamné sniZené produkci semen. Genera-
tivne se druh rozmnoZuje kiidlatymi semeny, kterych
jednakvetouci rostlina vyprodukuje aZ nékolik tisic, ale
jejich kli¢ivost se pohybuje okolo 30 % (HorHANZLO-
VA & KreNovA 2007). Uspésné vykliceni a rtist mla-
dych semenacka je zaleZitost znacné komplikovana
a v realnych podminkach nepfili§ tsp&$na. Zasadni
se zda byt pritomnost otevienych plosek ve vegetaci
s nizkou konkurenci jinych druhii a zaroven musi byt
stanovisté dostatecné zdsobené vodou (semenacky
jsou extrémné citlivé k letnimu prisusku), ale nesmi to
byt mista trvale zvodnéla (ExrTova & Kosnar 2012).
Presné informace o délce generacni doby v pfiroze-
nych podminkach nejsou znamé, ale na zakladé pes-
tovani v kulture predpokladdme, Ze se pohybuje mezi
10-20 lety (Sourek 1963).

Analyzovano bylo 20 populaci ze i rozdilnych regionti
(11 -z vychodnich Alp, 2 — z Krkonos, 7 — z Sumavy;
viz Tab. 1, podrobna lokalizace je uvedena v publiko-
vané studii EkrTovE et al. [2012]). V ptipadé vychod-
nich Alp se jednalo o populace rostouci na primar-
nich stanovistich v subalpinském a alpinském stupni,
pouze jedina populace se nachazela na svétlin€ pod
horni hranici lesa (PF). Také v pripadé Krkonos se
jednalo o populace rostouci v subalpinském pasmu.
Na Sumaveé byly studovany jednak populace z frag-
mentl primarniho bezlesi jezernich kart a okraji
toku (PJ, CJ, MP) a také populace vazané na sekun-
darni horské louky (R, S, HK, LU) (Tab. 1). Sbirany
byly listy ze 13—16 listovych rzic navzajem prosto-
rove oddélenych a vzdalenych 5-10 m. Material byl
vysusen v silikagelu a skladovan pri-20 °C.

Molekularni analyzy
Ke zjisténi genetickych charakteristik populaci byly
pouzity dvé metody. Celkovy soubor 258 jedinci
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z 20 populaci byl analyzovan pomoci metody AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Jedna
se 0 metodu vyuzivajici dominantni DNA markery,
kterda umoznuje analyzovat genetickou diverzitu napri¢
celym genomem. PouZiva se u druht, kde chybi hlubsi
informace o sekvencich studovaného organismu (Vos
etal. 1995, Fer 2011).

V druhém kroku bylo vybrano sedm jedincti z geo-
graficky navzgjem nejvzdalenéjSich populaci. U téchto
rostlin bylo sekvenovano 9 nekddujicich tseki chlo-
poplastové DNA ke zji$téni haplotypové variability
(Krak 2011) mezi geograficky vzdalenymi popula-
cemi. Chloroplastovy haplotyp lze vysvétlit jako ¢ast
cpDNA s jedine¢nou kombinaci znak, ktera se u vét-
Siny vysSich rostlin dédi po mateiské linii a nedochazi
u ni k rekombinaci.

Podrobny popis izolace DNA a metodiky moleku-
larnich analyz je uveden v publikované studii Ekr-
TovE et al. (2012).

Statistické analyzy

Primarnim vysledkem analyzy AFLP je binarni matice
(matice nul a jednicek) vyjadiujici pfitomnost nebo
nepritomnost jednotlivych ndhodné amplifikovanych
fragmentt celkové DNA o velikosti 70 az 500 bazi
vkazdém studovaném jedinci. Na z4kladé¢ této matice
byla genetickd podobnost mezi jedinci hodnocena

analyzou hlavnich koordinat (PCoA) v programech
PrCoord 1.0 a Canoco for Windows 4.5 (TER Braak
& SmiLAUER 2002). Podil genetické variability na mezi-
avnitropopula¢ni trovni byl zji§tén analyzou moleku-
larnivariance (AMOVA; Excorrier et al. 1992) v pro-
gramu Arlequin v3.11 (Excorrier et al. 2006). Dale
byla pro kazZdou populaci stanovena hodnota vnitro-
populaéni genetické diverzity a DW index (vyjadiuje
zastoupeni vzacnych fragmentli v populaci; program
AFLPdat; Enricr 2006). Rozdily dosazenych hodnot
vnitropopulacni genetické diverzity a DW indexu byly
statisticky testovany mezi tfemi geograficky definova-
nymi regiony (ANOVA; Statistica for Windows 6.0;
StarSort 2001). Podrobny popis postupu analyzy dat
je uveden v praci Ekrtove et al. (2012).

Vysledky

AFLP

Pfianalyze 258 jedinct byl ziskan vysoky pocet hod-
notitelnych fragmetti (367), z nichz vétsina byla poly-
morfni (83 %). V celém souboru dat nebyly nalezeny
zadné identické genotypy (klony) a ani Zadné regio-
nalné specifické fragmenty, které by byly pritomny
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Obr. 2. Ordinac¢ni diagram analyzy hlavnich koordinat (PCoA). Jedna se o statistickou metodu, ktera umoziuje zobrazit 258
jedinct hotce panonského z 20 populaci na zakladé jejich vzajemné genetické podobnosti ziskané pomoci molekularni analyzy
AFPL. Prvni (vodorovna) a druha (svisl) osa vysvétluji21,5 % z celkové variability dat. Prazdné ¢erné symboly patiijedinctim
z alpskych populaci, prazdné $edé symboly naleZeji jedinctim ze Sumavy a plné tmaveé $edé symboly jsou pFifazeny vzorkim

z Krkonos.

Fig. 2. Principal coordinates analysis (PCoA) plot based on Jaccard distances calculated on amplified fragment length poly-
morphism (AFLP) data for Gentiana pannonica. Ordination of 258 samples from all 20 populations; the first and second co-
ordinates described 21.5 % of the total variation. Empty black symbols indicate samples from the Alps, empty grey symbols
samples from the Bohemian Forest, and filled dark-grey symbols samples from the Giant Mts.
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Tab. 2. Vysledky analyzy molekularni variance (AMOVA) 20 populaci hotce panonského z Alp, Sumavy a Krkonos.
Analyza byla provedena na zaklad¢ datového souboru 367 AFLP fragmentl ziskanych analyzou 258 jedincd. Byla
provedena celkova analyza, ktera ukazuje distribuci variability na meziregionalni, mezipopulaéni a vnitropopulaéni
urovni v celém datovém souboru. Tii dil¢i analyzy vyjadiuji distribuci mezi- a vnitropopulaéni variability v kazdém
konkrétnim testovaném regionu. Vysvétlivky: pocet stupnd volnosti (df), hodnota testovaciho kritéria (Fsr), dosazena
hladina vyznamnosti (P; signifikantné vyznamné hodnoty oznaceny tucné).

Tab. 2. Analyses of molecular variance (AMOVA) of 20 populations of Gentiana pannonica in the Alps, the Bohemian
Forest, and the Giant Mts. Explanations: the analysis was based on 367 AFLP bands of 258 G. pannonica individuals.
Degrees of freedom (df), value of test criteria (Fsr), P-values (P; significant values marked in bold).

Uroven variability / df Suma Komponenta % z celkové Fst P
Level of variation étverct / variance / variability /
Sum of Variance % of total
squares component variation
Vsechny vzorky / All samples
Mezi regiony / 2 714,41 3,65 10,3 <0,001
Among regions
Mezi populacemi v regionu / 17 1566,16 5,60 14,2 0,245 <0,001
Among populations within
region
Uvnitf populaci / 238 6378,09 26,80 75,5
Within populations
Sumava / The Bohemian Forest
Mezi populacemiv regionu / 6 512,19 4,51 16,8 0,168 <0,001
Among populations within
region
Uvniti populaci / 91 2032,97 22,34 83,2
Within populations
Alpy/ The Alps
Mezi populacemiv regionu / 10 983,31 5,46 15,2 0,152 <0,001
Among populations within
region
Uvniti populaci / 126 3836,47 30,45 84,8
Within populations
Krkonose / The Giant Mts
Mezi populacemiv regionu / 1 70,66 4,11 14,5 0,145 <0,001
Among populations within
region
Uvnitf populaci/ 21 508,65 24,22 85,5

Within populations

pouze u jedincl pochézejicich z jednoho z testova-
nych regiont.

Z analyzy hlavnich koordinat (PCoA) je patrné,
ze genetické vzdalenosti mezi analyzovanymi jedinci
nejsou prilis velké. Presto se pon¢kud zietelngji odde-
lila naprost4 vétsina krkonosskych rostlin od vzorka
z Alp a Sumavy, které jsou ¢aste¢né také navzajem
oddéleny podél druhé osy ordina¢niho diagramu
(Obr. 2).

Analyza molekularni variance ukazala vysoky
podil vnitropopulacni variabity na celkové variabi-
lité ziskanych fragmentt (75,5 %). Podil meziregio-
nalni (10,3 %) a mezipopulac¢ni variability (14,2 %)
byl nesrovnatelné nizsi. Podobna struktura vnitro

amezipopulacni variability se ukdzala také v pripadé
dil¢ich analyz provedenych oddélené pro kazdy tes-
tovany region (viz Tab. 2).

Hodnoty vnitropopulaéni diverzity populaci jsou
mezi jednotlivymi testovanymi regiony rozdilné
(F (treatment-2, error-17) = 7,92; P=0,0046). Jednoznacné
vy$$i vnitropopulacni diverzitu vykazuji alpské popu-
lace (Tab. 1, Obr. 3). Ovsem krkonosské populace
maji vnitropopula¢ni genetickou diverzitu srovna-
telnou s populacemi v obou regionech pivodniho
vyskytu (P>0,8124; 0,2207).

Prekvapive se ukazalo, ze také v zastoupeni vzac-
nych fragmentt v populacich (DW index) jsou vsechny
tii regiony srovnatelné (Fg ereatment-2, error-17) = 0,14;
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Obr. 3A-B. Hodnota DW indexu (méfitka reliktnosti populaci) u jednotlivych analyzovanych populaci hofce panonského
(A). Velikost ¢erného kruhu ukazuje na podil zastoupeni vzacnych fragment(i v populaci, generalizovany celkovy areal druhu
je vyznacen v mapé Sedou Srafazi (dle ProcHAzky 1961). Hodnota genetické diverzity (Nei) v analyzovanych populacich —
ukazuje genetickou rozdilnost jednotlivych jedinctd v konkrétni populaci (B). Velikost kruhu je tmérna zjisténé hodnoté ge-

netické diverzity (podrobnéji viz Tab. 1).

Fig. 3A-B. Frequency down-weighted fragment values per population (DW) used for estimation of the proportion of rare
AFLP fragments within populations of Gentiana pannonica (A). The number of rare fragments per population is indicated
by circle size (values are listed in Table 1). Generalized distribution of G. pannonica (according to ProcHAzka 1961) shaded.
Level of within-population variation expressed as Nei’s gene diversity (B).

P=0,8744).V kazdém z analyzovanych regionti byla
zastoupena populace (PJ, KR1, Sch3) s vyssi hodno-
tou DW indexu a jednalo se o populace na podobném,
vyrazné reliktnim typu stanovi§té (Tab. 1, Obr. 3).

Sekvencni analyza haplotypa cpDNA

Ptianalyze jedinct ze sedmi vybranych navzajem gene-
ticky i geograficky nejvzdalenéjsich populaci nebyla
nalezena zadna haplotypova variabilita. Na celém
uzemi, které bylo do souboru analyzovanych dat zahr-
nuto, se zfejme se znac¢nou pravdépodobnosti vysky-
tuje jediny chloroplastovy haplotyp.

Diskuze

Prestoze geneticka diverzita v analyzovaném sou-
boru dat nebyla vysok4, analyza AFLP ptinesla pre-
kvapivy vysledek. Mira genetické podobnosti jedinct
reflektovala jejich pivod ze tii analyzovanych regi-
onu. K ¢astecnému prekryvu dochazi jak mezi alp-
skymi a Sumavskymi populacemi, tak mezi vzorky

ze Sumavy a Krkono$, coz viak odpovida geografické
poloze zkoumanych pohoti. Hodnota vnitro a mezi-
populac¢ni variability je srovnatelna mezi témito tfemi
regiony. Také zastoupeni vzacnych fragmenta, které
je povazovano za méfitko reliktnosti populaci (ScHON-
SWETTER & TRiBscH 2005) nabyva podobnych hodnot
v Alpach, na Sumavé i v Krkonosich. Pokud ziskané
vysledky zasadime do obecné pouzivaného interpre-
ta¢niho schématu genetické variability, nelze vylou-
Cit, Ze i vyskyt v Krkono$ich je poztstatkem ptivodné
souvislého arealu druhu sahajiciho od Alp az do Krko-
nos$. Vzhledem k ekologickym narokéim druhu a sou-
Casné predstave o charakteru pozdné glacidlni a ranné
holocénni krajiny (CHyTRY et al. 2007, CHYTRY et al.
2008, Kunes et al. 2008, PeLANKOVA et al. 2008) Ize
predpokladat, Ze druh mél v prostoru mezi Alpami
a sudetskymi pohotimi dostatek vhodnych stanovist.
Ustoupil az vlivem otepleni a rozsirenim lesni vege-
tace. Nizkou genetickou diferenciaci mezi jednotli-
vymi populacemi a regiony Ize vysvétlit prilis kratkou
dobou na vyraznéjsi mezipopula¢ni a meziregionalni
diferenciaci v genomu. Je vSeobecné znamo, Ze mira
diferenciace Gzce souvisi s biologickymi vlastnostmi
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azivotni strategii druhd. Pro dlouhoveké a silné klo-
nélni druhy, jakym je hotec panonsky, je nizka mira
diferenciace na mezipopulaéni trovni typicka (Gas-
RIELSEN et al. 1997, SEGARRA-MORAGUES & CATALAN
2003, MicH et al. 2010, Smipova et al. 2011). Ome-
zenou genetickou diverzitu v oblasti vychodnich Alp,
Sumavy a Krkono§ potvrzuje také zjisténi jediného
haplotypu chloroplastové DNA.

Molekularni data tohoto typu v§ak nemohou ptivod-
nost druhu v Krkonosich dokézat. Souboru dat bohu-
zel chybi vzorky z dal8ich exklavnich populaci z jiz-
nich a centralnich Alp. Nelze totiz vyloucit teoretickou
moznost, ze introdukovany byly rostliny pochéze-
jiciz italské ¢i Svycarské lokality. Vzhledem ke gene-
tické podobnosti ¢asti krkonosskych vzorki se Sumav-
skymi rostlinami se v8ak tato moZnost nezda prili§
logicka. Lze vSak fici, Ze zjisténa geneticka diverzita
krkono$skych populaci nepotvrzuje umelou introdukci
v poloving 20. stoleti. Chceme-li zaujmout stanovisko
k pivodnosti ¢i neptivodnosti druhu v Krkonosich, je
potieba kriticky zhodnotit argumenty pro neptivod-
nost z pohledu sou¢asnych poznatki o biologii druhu.

Introdukce v dobé protektoratu a moznost
prehlédnuti druhu v Krkonosich

V Krkono§ich, na plochach subalpinského bezlesi
roste hotec panonsky vzacné na vychodnim svahu
Studnic¢ni hory a na nékolika mistech na jiznim svahu
Modrého dolu pod Modrym sedlem a na zadpadnim
ubo¢i Studnicni hory.

StéZzejnim argumentem pro neptivodnost druhu
byl jeho pozdni nalez az v roce 1947, kdy byla nale-
zenajedna stara kvetouci rostlina a dvé mladé sterilni
vtésné blizkosti kvetouciho trsu (Sourek 1963). Pred-
pokladalo se, Ze druh byl vysazen nebo vyset mezi lety
1938-1945, kdy byl pistup do hor vhledem k zabrani
Sudet a nasledujici druhé svétové valce ceskym bota-
niklim omezen a botanicka aktivita se za valky celkové
snizila (KLASTERSKY 1961, PrOCHAZKA 1961). Predpo-
klad vysevu v§ak neni podporovén znalostmi o biolo-
gii druhu. Hotec panonsky roste velice pomalu a kvete
obvykle po 10-20 letech od vykli¢eni. Rostlina, kte-
rou nagel J. Sourek byla uréité starsi 10ti let. Vysev
v pitedpokladané dobé Ize tedy vylouéit (Sourek 1963).
Vysadba rostliny je teoreticky mozna. Ovsem pied-
poklad vysadby v 1. pol. 20 stol. prili§ nepodporuji
data o vnitropopula¢ni genetické variabilit¢ krkonos-
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skych populaci. Podle sou¢asnych znalosti se predpo-
klada, ze populace introdukované v nedavné minu-
losti (navic velmi pravdépodobné z jediného zdroje)
by mély vykazovat sniZzenou miru vnitropopulaéni
variability ve srovnani s populacemi v plivodnim are-
4lu vyskytu (GENTON et. al 2005).

Je nepravdépodobné, Ze by druh s tak dlouhym Zivot-
nim cyklem a konzervativnim genomem mohl za nece-
Iych 100 let (max. 4 generace) vygenerovat genetic-
kou variabilitu srovnatelnou s populacemi v Alpach
ana Sumavé. Navic Gspésna generativni reprodukce
druhu neni béZzn, vyZaduje specifické podminky, seme-
nacky rostou velice pomalu a dlouhodobé jich pre-
Ziva vétSinou nepatrné mnozstvi (EkrTovA & KosNAR
2012). Pokud by byl druh vyset nebo vysazen, muselo
by k tomu dojit mnohem dfive, nez se predpokladalo
(KLASTERSKY 1961, ProcHAZKA 1961). Teoreticky lze
uvazovat, Ze hofce mohly do Krkono§ doputovat napii-
klad s tyrolskou kolonizaci. Obtizné lze v8ak vysvét-
lit, pro¢ by byl druh v té dobé vysazen mimo osidleni.

Touto skute¢nosti argument o nemoznosti pre-
hlédnuti druhu v 19. stoleti a 1. poloviné 20. stoleti
ponékud ztraci silu. Po mnoha letech hledani hotce
panonského v Alpach i na Sumavé se také domnivam,
Ze druh nenizdaleka tak ndpadny, jak je tradi¢n€ cha-
pan. Napadny je pouze v dobé kvétu, coz je 14 dni
vroce. Na srovnatelnych stanoviStich v Alpach rost-
liny v nékterych letech viibec nekvetou. Sterilni rostliny
Ize prehlédnout snadno, zejména v ptipadg, Ze nejsou
cilené vyhledavany. V regionech, kde se vyskytuji spo-
le¢né s kychavicibilou (Veratrum album), cozje pravé
priklad Krkonos, je mozno ptizbézném pohledu ste-
rilni rostliny hotce s kychavici snadno zaménit. Také si
je treba uvédomit, Ze oblast této ¢asti Studni¢ni hory
aModrého sedla je po botanické strance monoténni
anezajimava. Neni divu, Ze se na ni nikdo ze starych
botanik detailn€ nezaméroval (podobné to plati také
u mechorostd; J. Kucera, ustni sdélent).

Poslednim faktorem, ktery mohl mit na piehli-
zeni druhu pred rokem 1947 vliv, je pastva. Podle
soucasnych zkusenosti ze Sumavy hovézi dobytek
hotce selektivné spasa a druh se stava na pastvinach
prakticky ,neviditelny“ (EkrTovA & Kosnar 2012).
Napriklad na Sumavé doslo po poklesu intenzity pas-
tvy vlivem odsunu némeckého obyvatelstva k vyraz-
nému naridstu pocetnosti (resp. ,,zviditelnéni“) jeho
populaci (ProcHAzKA 1961, PRocHAZKA & STECH 2002).
Podobné mohly byt ovlivnény i zbytky krkono$ské
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populace zejména v pripadé lokality nad Modrym
dolem, kde se urcité tradi¢né paslo.

Priznani k vysadbé
V osmdesatych letech minulého stoleti se zdalo, Ze je
problém plivodnosti hotce panonského v Krkonosich
vyresen. V sidle Ceské botanické spole¢nosti v Praze
se prihlasil muz, ktery tvrdil, Ze hotec na Studni¢ni
hote vysadil. Ov§em znal pouze lokalitu nalezenou J.
Sourkem v r. 1947. O dalsich mistech vyskytu, ktera
nalezli nezavisle J. Stursa a J. Vanék na zapadnim
ubo¢i Studnicni hory a nad Modrym dolem, neve-
dél. Tato skute¢nost uvrhla uz v dobé priznanina jeho
vérohodnost znacny stin (DvorAk 1997).

Neznalost lokalit nalezenych na po¢atku 70. let vSak
neniv otazce vérohodnosti priznani zasadni. Je totiz
teoreticky mozné, Ze vyskyty nalezené pany Stursou
a Vaitkem vznikly ptirozenym §ifenim semen z loka-
lity nalezené v r. 1947, prestoze pravdépodobnost
§ifeni semen proti prevladajicimu vétrnému proudéni
a ,proti svahu“ ajejich nasledného uspésného uchy-
ceni je velice mala. Genetickou odli$nost nékterych
analyzovanych jedincti z populace v Modrém dole —
teoreticky argument pro jejich umélou introdukci —
1ze vysvétlit tim, Ze jsou pribuzni s jedinci, ktefi nebyli
zahrnuti v analyzovaném souboru dat z vychodniho
ubo¢i Studniéni hory. MozZnost prirozeného vzniku
populace v oblasti Modrého dolu je ovsem rozhodné
méné pravdépodobnd, nez skutecnost, Ze druh zde
byl pred r. 1970 prehliZen.

Moznost vysadby ve 30. nebo 40. letech 20. stoleti
ovsem jednoznacn¢ nepodporuji data o vnitropopu-
la¢ni strukture krkono8skych populact, jak bylo zmi-
néno v predchozim bloku. Clovék, ktery se k vysadbé
priznal, ji nemohl vysadit drive, jelikoZ by se priznani
v 80. letech 20. stoleti jednoduse nemohl doZit.

Dale by pro posouzeni vérohodnosti pfiznani byla
zasadni informace, kolik rostlin, jak a kdy mél dotycny
vysadit. Tuto informaci zfejmé bohuzel nikdo neza-
znamenal a je mozné, Ze uz v dob¢ priznani nesla
néjaké nesrovnalosti, a proto bylo pfiznani povazo-
véano za podezielé. Sourek (1963) uvadi zasadni infor-
maci, Ze v r. 1960 byly nalezeny dalsi ¢tyi'i mohutné
kvetouci rostliny na rdiznych mistech mezi kleci ca 200
a 300 m vzdalené od jim plvodné nalezené rostliny.
Pokud se jednalo o rostliny srovnatelné svym vzras-
tem s ptivodnim nalezenym trsem, musely tam byt
jiz vdobé prvniho nalezu v. 1947 a byly piehlédnuty.

Vzhledem k dlouhé generac¢ni dobe¢ a velice pomalému
rustu polykormond je vylou¢eno, Ze se jednalo o rost-
liny vzniklé vysemenénim nebo vyrostlé z fragmentt
oddenkd pdvodné nalezené rostliny. Z toho vyplyva,
Ze pokud by byly zndmy podrobnosti o jeho tdajné
vysadbé, byla by vérohodnost pfiznani vytesena.

V této souvislosti je velice zajimavé poznamenat,
ze J. Sourek se po nalezu druhu v r. 1947 také domni-
val, 7e se jedna o vysadbu ¢&i vysev (Sourek 1948).
Ovsem poté co vyrypnutou rostlinu v kulture pésto-
val, zkousel ji vysévat a shromazdoval dalsi informace
o druhu, za¢al vazné pripoustet i moznost jeji ptivod-
nosti (Sourek 1963).

Sifeni druhu v poslednich 20 letech

Pti shromazdovani argumentt pro a proti ptivod-
nosti hotce panonského v Krkonosich jsem se setkala
s nazorem: ,,Druh se v poslednich 20 letech vyrazné
§if, tim ukazuje na typicky prabéh vyvoje introdu-
kované populace, kdy po fazi naturalizace nastupuje
faze expanzivniho $ifeni.”

Ovsem vegetativni i generativni rozmnoZovani
druhu je zna¢né zdlouhavé zalezitost. Klonalni rozris-
tani polykormont se v méfitku 2—5 let méni naprosto
minimalné (Ekrtova, osobni pozorovani; Kfenova
nepublikovana data). Generativni reprodukce je vzacna
a vyzaduje specifické podminky. Semenacky rostou
velice pomalu a prezivé jich malé mnozZstvi (EkrTovA
& Kosnar 2012). ZvétSeni pocetnosti populaci lze
vysvétlit také velmi prosté tim, Ze se jedna o reakci
na zménu podminek v subalpinské zoné po r. 1945,
kdy se dramaticky zménilo hospodarské vyuzivani
krkonos$skych hiebentll. Zména byla, jak se zda, pro
tento druh velmi pfizniva. Dle sou¢asnych pozoro-
vani druh pti spasani véts§inou nevykvéta, casto jsou
veskeré nadzemni ¢asti zcela spaseny. Kliceni velmi
dobre probiha na narusovanych mistech, ovSem seme-
nacky jsou naopak na naruseni citlivé (Exkrrova & Kos-
NAR 2012; Ekrtova, osobni pozorovani). Trva velice
dlouho, nez rostliny vykvetou; zaznamenany byvaji
ptitom obvykle az kvetouci jedinci. Z toho plyne,
Ze druh zaznamename zpravidla az mnoho let poté,
co vykli¢il. Navic je velice dalezité si uvédomit, Ze druh
nikdo uz desitky let neeliminuje vyrypavanim za auce-
lem sbéru oddenkd. Vyse uvedené diivody mohou vést
k pocitu, Ze se druh najednou od ur¢ité doby zacal 8ifit,
ale ve skute¢nosti se mozna jedna o postupny proces
od poloviny 20. stol., ktery souvisi s prostou zménou
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vyuzivani hor, které zrovna tomuto druhu na hrebe-
nech Sudet vyhovuje. Samoziejmé, Ze nelze vyloucit
i pozitivni efekt n¢kterych abiotickych zmén (eutrofi-
zace, acidifikace), ale o vlivu téchto faktorti na popu-
lace hotce nic konkrétniho nevime.

Historické udaje o vyskytu horce
panonského v Krkonosich

Na celé zaleZitosti je nejvice zarazejici skutec-
nost, jak se dosud pristupovalo k historickym uda-
jtim o vyskytu druhu v Krkonosich. Sourek (1963)
pomeérné podrobneé zpracoval historické tdaje o hotci
panonském v KrkonoSich. Z nich vyplyva, Ze prvni
zpravy o krkono$skych hotcich prinasi MATTUSCHKA
(1776), konkrétné uvadi hotec zluty (Gentiana lutea)
a hotec teckovany (Gentiana punctata). Poté KROCKER
(1787) nove uvadi hot'ec nachovy (Gentiana purpurea,
druh velmi podobny hot'ci panonskému, v historické
literatute je druh pod timto jménem uvadén). Jelikoz
se jedna o zejména ve sterilnim stavu podobné druhy,
nelze vyloucit, Ze idaje nejsou zcela mylné a n¢jaké
hotce v Krkonogich historicky vzécné rostly. Sourex
(1963) vysvétluje jejich astup vyrypavanim pro lékar-
nické ucely. Zachovan zdstal jen nepatrny zbytek popu-
lace, ktery unikl pozornosti. Je podivné, Ze v novejsi
botanické literature (JENik 1979, PrRocHAZKA 1999,
KirscHNER & KirscHNEROVA 2000, KugAt et al. 2002)
byl prevzat nazor, Ze druh je v Krkonos$ich nepi-
vodni, bez komentare k existenci téchto udaji, aniz
by je nékdo jasné rozporoval. Argument, Ze vSechny
udaje starsir. 1800 jsou pochybné, neni dostate¢ny.

Zaver

Pripustime-li existenci ptivodniho arealu sahajiciho
od Alp az do Krkono§, ktery je znam i u jinych druht
(napt. rozrazilu chudobkovitého [Veronica belli-
dioides]), je soucasné i historicka vzacnost druhu
v KrkonoSich vysvétlitelna. VSeobecné platné pravi-
dlo tika, ze druh na okraji svého arealu se ¢asto vysky-
tuje vzacné a jeho populace nejsou pocetné. Existuje
tedy i vyssi pravdépodobnost, Ze populace mohou
zaniknout z vné¢jsich (vyrypavani oddenk) ¢i vniti-
nich stochastickych pri¢in (FALk & HoLsSINGER 1991,
BEecon et al. 1997).
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Na zaklad¢ vySe uvedenych skute¢nosti nelze
ptivodnost druhu v Krkonosich jednoznacné potvrdit.
Ovsem dle sou¢asnych znalosti a rozboru problema-
tiky podporuje ptivodnost druhu vétsina argumentti.
Navic genetickou odliSnost krkono$skych rostlin uka-
zaly uz pilotni molekularni analyzy publikované pred
vice ne# deseti lety (Curn et al. 2001). Bohuzel kvtili
omezenému datovému souboru a zptisobu zpracovani
z nich nebylo mozno vytvofit jasné zavéry.

Tuto diskuzi Ize tedy uzaviit tvrzenim, Ze disjunktni
vyskyt a prosty argument o nemoznosti prehléd-
nuti druhu nejsou dostate¢nymi didvody pro ozna-
¢eni druhu za neptivodni. Zvlaste v souc¢asnosti, kdy
mame rozsahlé moznosti zkoumani molekularné
genetickych a ekologickych vlastnosti populaci kon-
krétnich druhd.
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Summary

Introduction The status of Gentiana pannonica on
disjunct localities has been discussed at the scientific
and regional floristic levels, especially in regards to
medicinal or ornamental species. The molecular anal-
ysis of population structure may be helpful in resolv-
ing the questions about species status. G. pannonica
is a typical east-alpine element. Outside of the Alps,
it occurs in the Bohemian Forest and in the Sudetes
(The Giant Mts and Jeseniky Mts). In the Sudetes,
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is traditionally considered to be non-indigenous.
However, the species status is unclear, especially in
the Giant Mts. This study attempted to answer the
following questions: (1) Is genetic variation and dif-
ferentiation related to the geographical distribution
of populations? (2) Is the pattern of intrapopulation
diversity correlated with habitat type and history? (3)
Are there differences in genetic structure between
native populations and the presumably introduced
populations in the Giant Mts?

Material & Methods Twenty populations of G. pan-
nonica were sampled in three regions (11 in the East-
ern Alps, 7 in the Bohemian Forest, 2 in the Giant Mts).
The leaves of 13—16 individual leaf rosettes per popu-
lation were collected with a distance of atleast 5-10 m
between rosettes. The leaves were dried over silica gel
and stored at -20 °C. In total, 258 individuals from
20 populations were analysed by AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism). We searched for
cpDNA variation in nine mostly non-coding regions.
Seven plants from the geographically most distant
populations were sequenced. Principal-coordinates
analyses (PCoA) based on pair-wise Jaccard similar-
ity measurements were used to visualize the pattern
of similarity among all samples. The partitioning of
genetic variance within populations, among popula-
tions and among regions was assessed by analysis of
molecular variance (AMOVA). The level of within-pop-
ulation genetic diversity was expressed as Nei’s gene
diversity (D) for each population. Frequency down-
weighted marker values (DW) were calculated as an
additional measure of divergence among populations.
Differences in gene diversity (D) and DW values for
each population among the three regions (the Alps,
the Bohemian Forest, the Giant Mts) were tested by
one-way analysis of variance (ANOVA). A detailed
description of the molecular analyses and data anal-
ysis are presented in ExrrovA et al. (2012).

Results In total, 258 plants were successfully analysed
and scored for three primer combinations, resulting
in 367 unambiguously scorable fragments (83 % were
polymorphic). No identical AFLP phenotypes were
found across all analysed individuals. No region diag-
nostic markers were recorded for the Alps, the Bohe-
mian Forest or the Giant Mts. PCoA revealed two quite
separate groups of samples. The first group includes
the plants from the Giant Mts whereas the second
group contains mainly samples from the Alps and

the Bohemian Forests. Although a close relationship
between samples from the Alps and the Bohemian
Forests is evident, samples from each of these two
regions tended to cluster separately. AMOVA analy-
sis of the entire data set revealed high within-popu-
lation variation (75.5 %). Variation among the three
geographical groups and among populations within
these groups represented 10.3 and 14.2 % of the total
variation, respectively. Separate analyses (AMOVA)
performed within each geographical region revealed
the same pattern of high within-population variation
(84.8, 83.2, and 85.5 % in the Alps, the Bohemian
Forest, and the Giant Mts, respectively). The level
of genetic diversity (D) was significantly different
among the three regions (Fs (reatment-2, error-17) = 7.52,
P=0.0046). Within-population diversity was signifi-
cantly higher in the Alps than in the Bohemian Forest
(P=0.0041), but did not significantly differ between
the Giant Mts and either the Alps or the Bohemian
Forest (P>0.8124,0.2207). Down-weighted marker
values were highest in the populations linked to sub-
alpine vegetation of cirques (PJ, KR1) and avalanche
tongues (Sch3) in all three regions. The average DW
values did not significantly differ among all three
regions (Fy (treatment-2, error-17) — 0.14, P=0.8744). No
variation was detected in any of the nine amplified
regions of the cpDNA in the samples from seven pop-
ulations covering the central and northern edge of the
distribution range.

Discussion The AFLP data from the G. pannonica
populations revealed a surprising pattern, which was
the grouping of populations by region. Separation
of populations from the Giant Mts was unexpected.
The results indicate long-term isolation of popula-
tions from the Giant Mts. G. pannonica might have
been present at low altitudes between the Alpine ice
sheets and the Bohemian Forest. The possibility that
this large distribution extended to the Giant Mts can-
not be dismissed. During the Early Holocene, the cli-
mate moderated, and the continuity between popu-
lations of G. pannonica was disrupted due to forest
expansion or the disappearance of suitable habitats
inlowlands. The postglacial period has probably been
too short to enable strong genetic divergence among
extant, more or less disjunctively distributed popula-
tions of long-lived perennial, clonal, and allogamous
species such as G. pannonica. The species was first
recorded in the Giant Mts in 1947, and the possibility
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that this species was previously overlooked in that
region was considered impossible. However, the esti-
mated term (1938-1945) of introduction is in conflict
with the biological traits of the species (10-20 year
long generation cycle, slow growth etc.). In the sec-
ond half of the 20th century, some man confessed
to introducing G. pannonica. However his confes-
sion was doubtful, because he knew only one local-
ity. On the other hand, historical data (eighteenth
century) indicate the presence of G. pannonica in the
Giant Mts. Our results can not conclusively confirm
the indigenous status of the species in the Giant Mts
(missing data from peripheral alpine population).
However, the arguments for and against species sta-
tus have recently favored an indigenous origin of G.
pannonica in the Giant Mts.
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