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1. Uvod

Vymezeni druhli vrodé Melampyrum vét§inou nedini potiZe. Jednou zvyjimek je série
Eunemorosa (S00 1927) s centrem diverzity na Balkanském poloostrové. Druhy fazené do této
série jsou zfejmé znacné piibuzné a u nékterych dochézi k piekryvu morfologickych znakd. Pro
stfedni Evropu je z této série kriticka skupina Melampyrum subalpinum agg. Do této skupiny lze
fadit i rostliny rostouc! na tzemi Ceské a Slovenské republiky, oznatované tradiéné
Melampyrum bohemicum A. KERN.

Melampyrum bohemicum je poloparazitickd jednoleta rostlina zafazena v Cerveném seznamu
CR do kategorie C3 — ohroZeny taxon (PROCHAZKA 2001). Jeho rozifeni je vazano vyhradné na
uzemi stfedni Evropy a v minulosti byla tato rostlina povazovana dokonce za &eskoslovenského
endemita (HADAC 1966a). Rostliny z Ceské republiky a Slovenska piisobi morfologicky velmi
jednotnym dojmem a dnes se zda jiz téméF jisté, Ze tyto populace jsou jen okrajovym vysekem
variability morfologicky mnohem proménlivéjsich rakouskych populaci Melampyrum
subalpinum agg. Morfologicky M. bohemicum odpovida tizkolistym rakouskym populacim M.
subalpinum agg., popsanym jako M. angustissimum BECK, a patrné se jedna o totozny taxon
(STECH 2006).

Na zékladg predchozich praci (STECH 1998, STECH 2006) byla formulovana hypotéza o vzniku
Sirolistych populaci oznacovanych tradiéné jako Melampyrum subalpinum (JURATZKA) A. KERN.
s. str. hybridizaci mezi Melampyrum angustissimum a Melampyrum nemorosum 1. Tuto
hypotézu podporuje vyskyt M. subalpinum s. str. vyhradng v oblasti Videtiského lesa na styku
plodneho vyskytu populaci M. angustissimum a M. nemorosum a fakt, %e populace M.
subalpinum s. str. stoji morfologicky mezi M. angustissimum a M. nemorosum. Pro vyfeseni
taxonomického postaveni M. bohemicum i taxonomie celé skupiny je nutné rozfedit vztahy
zejména mezi vySe zminénymi typy, jak uvadi HoLuB (1996).

Pro ovéfeni moZnosti hybridniho pivodu M. subalpinum je pottebné podloZit morfologicka
méfeni molekuldrnimi analyzami a hybridizaénimi pokusy.

Pro jednoduchost textu budou v této praci uzkolisté populace M. subalpinum agg. z Ceské
republiky a ze Slovenska oznacovany jako M. bohemicum, rakouské tzkolisté populace jako M.
angustissimum a potencialn€ hybridni Sirolisté populace M. subalpinum agg. z oblasti
Wienerwaldu jako M. subalpinum s. str.

Melampyrum bohemicum se na naSem Uzemi vyskytuje vzacné a jeho populace jsou v&tsinou
male, z €ehoZ plyne znaéné ohroZeni tohoto taxonu. Vzhledem k velmi malému celkovému
arealu jsou znepokojujici i sdéleni n&kterych floristi o Ustupu tohoto taxonu na zndmych

lokalitach,



1.1 Cile prace

» Ovéfeni moznosti hybridizace mezi Melampyrum bohemicum a Melampyrum nemorosum
» Revize ¢eskych a slovenskych lokalit M. bohemicum
» Zjisténi variability ve velikosti genomu u vybranych populaci M. subalpinum agg.

> Zjisténi variability mezi populacemi isozymovou analyzou



1.2 Literarni prehled
1.2.1 Charakteristika rodu Melampyrum

Rod Melampyrum se spolu s dalsimi poloparazitickymi a parazitickymi rody dnes fadi do
celedi Orobanchaceae (OLMSTEAD et al 2001).

Jedna se o jednoleté poloparazitické rostliny s jednoduchym kofenovym systémem, ktery ma
potladeno jemné kofenové vlaseni a bohaté vyvinuta haustoria (SiPoSOvA 1997). Hostitelskymi
rostlinami byvaji pfedevsim traviny a dieviny (HARTL 1974). Lodyhy jsou na bazi ¢asto ohnuté
az zkroucené, vySe zpravidla pfimé a riizné bohaté vétvené s velmi riznym poétem lodyZnich
¢lankd (mezi uzlinou s d€lohami a uzlinou snejdolej§im kvétem hlavniho kvétenstvi) a
interkaldrnich ¢&lankd (mezi nejhofeji vyvinutou vétvi a nejdolejSim kvétem). Listy jsou
vstticné, piisedlé az kratce tfapikaté, celokrajné, horni vzacné zubaté. Listeny jsou zpravidla
zubaté a horni Casto ndpadné zbarvené. Kvéty jsou soumérné, piisedlé, €i kraticce stopkaté ve
viestrannych hustych, ¢éi jednostrannych fidkych kvétenstvich na hlavni lodyze a zpravidla téZ na
silngjsich vétvich. Kalich je trubkovity az zvonkovity se 4 cipy, u nékterych taxonl nezfetelné
dvoupysky, lysy nebo chlupaty, vytrvavajici 1 v dob& plodu. Koruna je dvoupyska, delsi nez
kalich, zboku mirné zplo$téla, Zluta, jen u nékterych druhii s hnédocervenymi nebo oranzovymi
¢astmi, nebo také rizova €i bila. Horni pysk je pfilbovity, vznikly sristem dvou adaxidlnich cipt
koruny, zboku mirné zplo§tély na okraji s kratce chlupatym lemem. Dolni pysk je plochy, anebo
mirné vyklenuty, trojzuby az trojlalo¢ny. Ty€inky jsou &tyfi, dvoumocné, s lysymi nebo kratce
papilnatymi az chlupatymi nitkami, které jsou s korunou dlouze srostlé. Prasniky jsou nezietelné
Sipovité. Pyl je sypky a nema lepkavou konzistenci, jak tomu Casto byva u entomogamnich
rostlin (HARTL 1974). Semenik vznika sriistem dvou plodolistd a na spodni strané je opatfen
rizné velkym nektariem. Cnélka je dlouha, nitovita, blizna mald, nezfetelné dvoulalo¢na.
Tobolky jsou 1 — 4 semenné, pouzdrosecné, pukajici pouze na hibetni nebo i na bfisni strané.
Semena jsou velka, elipsoidni, hladkd, s masi¢kem, Ziva bélava az svétle hnéda, odumfela cerna.
Zelené Casti a kvéty obsahuji v riizném mnozstvi iridoidni slouceninu aukubin, kterd pfi suSeni
rostlin polymeruje na modrocerné barvivo a zplsobuje tak jejich ¢ernani. Tato vlastnost dala
vznik ¢eskému nazvu Cernys.

Podle riznych taxonomickych pojeti se udava 20 — 40 druhd. Vét§ina se vyskytuje v hlavni
eurosibifské Gasti aredlu, s vyznamnymi centry diverzity na Balkdné a na Kavkaze. Nékolik
druhti roste ve vychodni Asii a 1 druh v Severni Americe (BEAUVERD 1916, S00 1927, STECH
2000).

Pocet chromozomil u celého rodu je konstantni: 2n =18 (SiroSovA 1997).
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U celého rodu se vyskytuje entomogamie, autogamie a myrmekochorie.  Podrobné
charakteristiky rodu Melampyrum lze nalézt také v pracich S00 (1927), BEAUVERD (1916), S00
et WEBB (1972), HARTL (1974), SiroSovA (1997), STECH (2000).

1.2.2 Variabilita skupiny M. subalpinum agg.

Skupina Melampyrum subalpinum agg. je velmi proménliva. Vyznamna variabilita je napf.
v Sifce listl a listenti, ve zbarveni listenti nebo v odéni kalicha. Pomineme-1i balkénské taxony
s nejistymi vztahy krostlinam stfedoevropskym, je centrum diverzity této skupiny v oblasti
Videiiského lesa na severovychodnim okraji Alp. Rostliny z tzemi Rakouska byly ptvodné
popsany Juratzkou v urovni variety jako M. nemorosum var. subalpinum (JURATZKA 1857).
Vzhledem k velké mezipopulaéni variabilité byly postupné popisovany dalsi taxony, které byly
rliznymi autory riizné chapany. Rostliny objevené v Cechéach byly popsény jako Melampyrum
bohemicum A. KERN. (KERNER 1881). V roce 1882 publikoval detailni studii skupiny BECK
(1882), ktery chapal rostliny se Sirokymi listy jako M. subalpinum s. str. a tizkolisté rostliny
popsal jako M: angustissimum, které Castecné ztotoznil s M. bohemicum a odliSoval jej od
Sirokolistych rakouskych rostlin M. subalpinum s. str. a ¢asného sezonniho typu M. subalpinum
var. grandiflorum (KERNER) BECK. Jeho pojeti M. subalpinum s. str. a M. angustissimum bylo
akceptovano rakouskymi autory do nedavné doby, zatimco M. bohemicum pozdéjsi CeSti i
rakousti autofi povaZovali zpravidla za samostatny taxon.

Nejasnosti v odliSeni Ceskych a rakouskych populaci jsou patmé napiiklad v dile Flora
Europaea (SO0 et WEBB 1972), kde jsou tyto taxony rozlifovany jako M. bohenticum a M.
subalpinum. Pro M. bohemicum jsou jako jeden z rozliSovacich znaki uvadény zelené horni
listeny piesto, Z& M. bohemicum méa &asto listeny fialové nebo alespoii fialové nabghlé (STECH
2000, HoLuB 1996). Také se skuteCnosti nekoresponduje udévana $itka listd. Flora Europaea
uvadi Sitku listl pouze 2 mm, kdeZto ve skute¢nosti mize mit M. bohemicum listy Siroké 2 — 9
mm (STECH 2000, 2006). Naopak v piipadé M. subalpinum Flora Europaea bere v tivahu hlavng
Sirolisté populace, pro které uvadi Sitku listd (2-)14-18 mm a o rakouskych tzkolistych
populacich se zvlast’ nezmiiiuje.

Podrobné se problematikou taxonomie a nomenklatury skupiny M. subalpinum agg. zabyvaji
prace HADAC (1966), HOLUB (1996) a STECH (2000, 2006).

Problematikou variability rakouskych populaci se zabyval Reiner (REINER 1994). Jeho FeSeni
bylo piejato také do druhého vydani rakouského Klige (FISCHER et al. 2005). V tomto pojeti je M.
subalpinum s. 1. rozdéleno na dva poddruhy zaloZené na sezonnich znacich. M. subalpinum
subsp. grandiflorum je casny morfotyp tizkolistych rostlin kvetouci v kvétnu az &ervnu a M.

subalpinum subsp. subalpinum zahrnuje zbylé pozdni morfotypy kvetouci od &ervence po
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zad4tek zafi. Tento poddruh je déle ¢lenén na dvé variety. Varieta M. s. subsp. subalpinum var.
subalpinum zahrmuje tizkolisté rostliny a varieta M. s. subsp. subalpinum var. thermale Sirolisté
populace z oblasti Videiiského lesa. Zcela opaéné pojeti M. subalpinum s. str. je dano
nedofeienou problematikou typifikace jména M. nemorosum var. subalpinum JURATZKA, ktere
Reiner navrhnul ve své diplomové préci typifikovat Gizkolistymi rostlinami. Zatim vSak fadna
typifikace nebyla provedena.

STECH (2006) povazuje M. bohemicum za taxon totoZny srakouskymi populacemi M.
angustissimum. Ptesto, Ze jsou populace M. angustissimum morfologicky variabiln&jsi, da se M.
bohemicum chapat jako vysek variability rakouskych tzkolistych rostlin. Sirolisté populace M.
subalpinum s. str. vznikly dle STECHA (2006) ‘hybn'dizaci populaci M. angustissimum a M.

nemorosum.

1.2.3 Charakteristika M. bohemicum
Melampyrum bohemicum A. KERN., druh popsany z Ceské republiky, je (10-)15-40 cm vysoka

rostlina s pfimou, vétvenou lodyhou. Vétve mifi Sikmo vzhlru, pfipadné aZ mirn€ doli. Dolni
vétve byvaji Gasto sterilni (SiPOSOVA et STECH 1997). Listy jsou &arkovité kopinaté, az 10 cm
dlouhé a 0,2 — 0,9 cm 8iroké, celokrajné, po celé plose kraticce pyfité nebo lysé. Hlavni
kvétenstvi je uzké, jednostranné s dvéma kvéty v kazdém nodu, zpravidla v dolni €asti fidké a v
horni ¢asti hust&jsi, obvykle 10 — 30 kvété. Dolni listeny jsou zelené, uizce kopinaté, podobné
listim. Horni jsou zpravidla rtizné intenzivné modrofialové nabeghlé, jen vzécné pouze zelené.
[HADAC (1966b) uvadi, Zze se homni listeny oproti Melampyrum nemorosum L. zabarvuji az
pozdé&ji v sezoné.] Byvaji kopinaté az vejéité, nékdy téméf se srd¢itou bazi. Na bazi je riizny
pocet trojihelnikovitych aZ tzce trojuhelnikovitych zubl. Zv1asté horni listeny byvaji v dolni
asti na okraji a na Zilkach fidce chlupaté. Kalich je 6 — 14 mm dlouhy, ale po odkvétu se jesté
zvétsuje. Pouze na Zilkach a na okraji je fidce chlupaty, cely zeleny nebo namodraly. KaliSni
cipy jsou uzce trojihelnikovité a piimé. Koruna je dvoupyskd, 15 — 19 mm dlouha s otevienym
ustim, Zloutkové Zluta, zpravidla na hornim pysku rezavé nabehla. V 1sti kalidni trubky byva
zahnutd. Horni pysk koruny je z boku zplo§tély, kratsi nez dolni. Dolni pysk je plochy se dvéma
podélnymi hrboly, vyrazné delsi nez horni. Pradniky jsou 3 — 4 mm dlouhé, Zluté a na okraji
kratce chlupaté. Konektiv je zelenavy. Semenik je zeleny, lysy, s velkym bazalnim nektariem.

Tobolky maji proménlivy tvar, Siroky az uzce elipsoidni, jsou srpovité prohnuté a asymetrické,
konéici rlizné velkym trojuhelnikovitym zobanem. Nepfesahuji kalich a jsou ze stran smacklé,
lysé, se zietelnou stfedni Zilkou chlopni a sitnatou Zilnatinou. Pukaji na hibetni i bfi§ni strané.
Tobolka obvykle obsahuje 2 — 4 semena, ktera jsou 3,5 — 6 mm dlouha.

Rostlina kvete od éervna do zaii (STECH 2000).
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Melampyrum bohemicum je velmi mélo proménlivy taxon. STECH (2000) uvadi, Ze pongkud
VEtSi variabilita je pouze v odéni kalicha, Sifce listd a listenti a v rfizné intenzivnim zbarveni
hornich listenti. HADAC (1966a) uvadi vyjimecny nalez n&kolika exemplafii se zcela svétlymi

kvéty: f. pallida HADAC .

1.2.4 RozSifeni M. bohemicum
Melampyrum bohemicum se na naSem uzemi vyskytuje pouze ve vychodnim Polabi, na

Tteboiisku, podél udoli LuZnice u Tébora a v $ir§im okoli Olesnice u Kunstatu, a na jediné
lokalité v Ceském raji. (viz obr. 1) Vyskytuje se od planamiho do submontinniho stupng
s vyskovym maximem na Ceskomoravské vrchoving na vrchu Fouska u Trpina (ca 660m)
(STECH 2000).

Na Slovensku M. bohemicum roste pouze na nékolika lokalitach v pis¢itych svétlych borech
v oblasti Zahori (HADAC 1966, SiPo3ovA et STECH 1997).

Morfologicky obdobné rostliny A angustissimum se vyskytuji predevSim ve &tyrsko-
dolnorakouskych vapencovych Alpach a zasahuji az do oblasti Videiiského lesa. V tomto tizemi
se na velmi malé ploSe (oblasti obci Baden a Bad Fischau) vyskytuji populace se Sir§imi listy a

listeny oznacované tradi¢ng jako M. subalpinum s. str. (BECK 1982, STECH 2000).

SON

JUN

B

@ Melampyrum bohemicum
{(Melampyrum angustissimum v Rak.)

& Melampyrum subalpinum s. str.

13L 45 15E JOE L7E 18E I9E

Obr. 1: Mapka rozsiteni Melampyrum subalpinum agg.



1.2.5 Velikost jaderného genomu
Velikost genomu (C-hodnota) je dnes hojné vyuzivanou charakteristikou, kterd ma vyznam i

pro studium hybridizace (BENNETT et LEITCH 2005a). Znalost velikosti jaderného genomu u
jednotlivych taxond Melampyrum subalpinum agg. mize byt jednim z vyznamnych voditek pro
rozreSeni vztahtll v této skuping.

Vhodnou a v dnedni dobé nejvice vyuZivanou metodou pro stanoveni obsahu jaderné DNA je
pratokova cytometrie (FCM). Plvodné byla tato metoda vyvinuta a vyuzivana pro rychlé
pocitdni a analyzu krvinek. S technickym vyvojem a diky nalezeni novych metod
fluorescenéniho barveni se FCM stala uZitenym nastrojem pro biologii. Ackoliv se FCM pro
analyzu rostlinnych bun€k zacala pouZzivat teprve na pocatku osmdesatych let, pocet studii
vyuZivajicich tuto metodu rychle nartistd (DOLEZEL 1998). Hlavni oblasti pro aplikaci FCM u
rostlin jsou méfeni obsahu DNA a analyza a tfidéni rostlinnych chromozomi (DOLEZEL et al.
2004, SHAPIRO 2003). Pritokova cytometrie miize byt také vyuZita pro rozlieni pohlavi u
dvoudomych rostlin (SHAPIRO 2003).

Kralovska botanicka zahrada v Kew ma na svych internetovych strankach k dispozici databazi
obsahu jaderné DNA pro vy$si rostliny (http://www.kew.org/cval/homepage.html). Hodnoty pro
obsah DNA jsou udavany jako 1C, tedy hodnoty pro haploidni gametické jadro (SHAPIRO 2003,
BENNETT et LEITCH 2005b). C-hodnota druhu Melampyrum arvense zjistovanid metodou
pratokové cytometrie je 1C = 8,24 pg. Jiny druh rodu Melampyrum v databazi neni uveden. U
dalSich piibuznych druhil z ¢eledi Orobanchaceae se hodnoty 1C v databazi pohybuji mezi 0,57
pg a 3,05 pg.

Ackoliv je u jednotlivych druhli velikost genomu vétSinou konstantni GREILHUBER (1998),
v urcitych skupindch mize analyza velikosti genomu odhalit diverzitu, ktera neni patrna
z morfologickych méteni (OHRI 1998). Tyto rozdily se vétsinou daji snadno vysvétlit insercemi,
delecemi, duplikacemi a dal§imi nahodnymi mutacemi (GREILHUBER 1998; SOUZA et al. 2004) a
nemusi mit vyrazngj§i taxonomicky vyznam. Diivodem vnitrodruhové variability v obsahu
jaderné DNA Casto byva také metodicka chyba pii méfeni prittokovou cytometrii (GREILHUBER
1998, DOLEZEL et BARTOS 2005, MURRAY 2005). Z vySe uvedeného tedy vyplyva, zZe pfipadné
vnitrodruhové rozdily ve velikosti DNA je potieba interpretovat opatrné a s védomim, Ze nemusi

zakonité znamenat taxonomické rozdily mezi studovanymi populacemi.



1.2.6 Isozymova analyza
Isozymova analyza ma v rostlinné biologii velmi Siroké vyuZiti (SOLTIS et SOLTIS 1989,

ACQUAAH 1992). S oblibou je vyuZivana ve studiich zabyvajicich se napiiklad populacni
genetickou strukturou (IBANEZ et al. 1999, PECKERT et al. 2005, MANDAK et al. 2005, CHRTEK et
PLACKOVA 2005), rozmnoZovacim systémem rostlin (BROWN et al. 1989, FRANCESCHINELLI et
Bawa 2000, OJa 2005), evoluci a fylogenezi rostlin (BUsO et al 1998, ARZATE-FERNANDEZ et
al. 2005), variabilitou v ramei rodu (CRAWFORD 1989) a mnoha dalSimi sméry.

Zaroven se jedna o metodu s oblibou pouzivanou pro studium hybridizace na diploidni i
polyploidni trovni (KAPLAN et al. 2001, NYLEHN et al. 2003, PHILIPP et SIEGISMUND 2003,
ROSENBAUMOVA et al. 2004, KRAHULEC et al. 2004). Jednoduchda kodominantni dédiénost
isozyml umoziluje snadno rozlisit, zda alely charakteristické pro jednotlivé potenciélni rodice
jsou &i nejsou v potomcich zastoupeny, a muze tak jednoduSe rozieSit otazky tykajici se
hybridizace (SOLTIS et SOLTIS 1989, ACQUAAH 1992).

V ramci problematické skupiny Melampyrum subalpinum agg. by tedy mohla isozymova
analyza napomoci k rozieSeni hypotézy o hybridnim ptivodu Melampyrum subalpinum s. str. a

k interpretaci morfologické variability mezi populacemi.
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2. Metodika

2.1 Hybridizaéni experiment
Hybridiza¢ni experimenty byly provedeny ve vegetaénich sezénach let 2004 a 2005. Metodika

byla upravena s pfihlédnutim k opylovacim pokusim provedenym v roce 2003 (CHLUMSKY
2004).

2.1.1 Charakteristika pokusnych lokalit
Pokusné plochy byly zalozeny na dvou lokalitich. Prvn{ lokalita sbohatou populaci

Melampyrum bohemicum se nachézi v Doubi u Tébora. Je vzdalena asi 250 m od vlakové
zastavky smérem k Taboru a nachdzi se na asi 20 m §irokém pasu mezi kolejemi a hlavni silnici.
Soufadnice lokality jsouN49,32621° E14,71568° (WGS 84).

Stromové patro lokality tvoii druhy Pinus sylvestris, Quercus robur, Populus tremula, Sorbus
aucuparia a Corylus avellana. Bylinné patro tvofi pfevazné Avenella flexuosa, Calamagrostis
arundinacea, Agrostis capillaris a Festuca ovina.

Druha lokalita s populaci Melampyrum nemorosum se nachazi asi 800 m zapadné od obce
Haskovcova Lhota (Bechyné) na pravém biehu ficky Smutni. Populace roste na svahu
s vychodni orientaci se stromovym patrem tvofenym Coryius avellana, Larix decidua, Quercus
robur a Fraxinus excelsior. Bylinné patro bylo omezené zastinénim stromy a krom& M.

nemorosum se v ném jiné rostliny témeéf nevyskytovaly.

2.1.2 Opylovani

Pribéh kveteni byl rozdélen do sedmi
fai Cuizr b, 1), |

Na zacatku pokusu byly vybrané rostliny
zbaveny vSech kvéti ve fizi 2 az 6 a u
kvéth ve fazi 1 (a pokud to bylo mozné i
ve fazi 0) byly vytrzeny ty¢inky. Tyéinky
byly vytrhavany pouze z mladych poupat
ve fazi 0 a 1 z dGvodu minimalizace rizika
samoopyleni pfi manipulaci s tyéinkami.

Ty€inky a blizna jsou vkvétu dobie

prostorové oddéleny (viz obr. 2), atedy pfi  obr, 2: Poloha tydinck a blizmy ve kvétu Sernyde

véasné kastraci je riziko samoopyleni hajntho.
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minimalni. Poté byly rostliny zakryty sa¢ky z monofilu (viz obr. 3) a ponechany dal$imu vyvinu.

Asi po tydnu byly na vyvinutych kvétech provedeny dalsi zakroky.

Tab. 1: Popis fazi kveteni u zkoumanych kvati.

Cislo

fhze Popis faze

Velmi mladd poupata, u kterych casto nebylo moZno odstranit tyéinky bez vétiiho

¢ poskozeni kvétu.

Uzaviend poupata, u kterych jiz bylo moZné snadno odstranit ty¢inky.

Kvét t&sné pfed, nebo té€sné po otevieni.

Plné rozvinuty kvét zhruba do poloviny kveteni.

Kvét za polovinou kveteni, ktery jiZz zaéina odkvétat.

Odkvétajici kvét se zasychajici korunou.

SN || N[ —

Kalich jiz bez koruny, pfipadné tobolka.

e Pokud se jednalo o diive vykastrované kvéty, které jiz postoupily do faze 2 az 4, kdy
je blizna pfipravena k opyleni, byl na nich proveden jeden z téchto zékrok:
o opyleni pylem opaéného druhu
o opyleni cizim pylem stejného druhu
o opyleni nebylo provedeno a kvét byl ponechan jako kontrolni bez tyginek

® Na kvétech s ponechanymi ty€inkami, které se na zakrytych rostlinach vyvinuly ve
fazi 2 a vySe nebyl proveden Zadny zakrok a byly ponechany jako kontrolni.

e Nové kvéty ve fazi 0 a 1, které se vyvinuly na zakrytych rostlinach byly bud’to
ponechany jako kontrolni s ty€inkami, nebo jim ty€inky byly vytrZeny a pii dalsi
kontrole na mnich byl
proveden jeden zvySe
uvedenych zakrokd.,

Pro opyleni kiizem byly pouZity
kvéty nasbirané tyz den na druhé
lokalité. Kvéty byly asi dvé hodiny
uchovavany v krabi¢kich od filmu.
Pro opyleni pylem stejného druhu
byly pouzity kvéty  sebrané

z okolnich rostlin na misté pokusu.

Opakované opyleni kvéti u ernysu

Obr. 3: Pokusna rostlina zakryta sackem z monofilu.




zvySuje uspésnost tvorby tobolek i mnozstvi semen (KwaAK 1988, 1991, HiEl et Suzukl 2001).
Z téchto duvodt byl kazdy kvét opylen dvakrat v rozmezi asi tii az étyf hodin.

V pfipadé, Ze se zaCala vyvijet tobolka, bylo nutno zabranit vysypani semen po jejim dozrani a
prasknuti. VEtsi tobolky byly proto ovazany prouzky zaclonoviny, které zabranily vysypani
semen, ale umoZnily dozrani tobolky.

Sebrana potencidlné hybridni semena byla posléze vyseta do ptirozeného biotopu. Lokalita pro
vysev byla vybrana u obce Mokré (Ceské Budéjovice) cca 850m Z(S)Z od kiizovatky v obci

v lesnim pritseku s ndletem dievin.
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2.2 Revize lokalit

V &ervenci a srpnu roku 2006 byla provedena revize lokalit Melampyrum bohemicum v Ceské
republice a na Slovensku. Revize navazuje na praci HADACE (1966), ktera se detailné zabyvala
rozsifenim tohoto druhu. Nové floristické udaje o vyskytu M. bohemicum byly ziskany z praci
HoLUB (1996), TICHY (1996), KAPLAN (2005), STECH (2005). Dalsi tidaje poskytla Agentura
ochrany piirody a krajiny a Ceskd narodni fytocenologickd databaze (CHYTRY et RAFAJOVA
2003), ktera Je na pozadani dostupna na internetove adrese
(http://www.sci.muni.cz/botany/database.htm). Radu udajfl o recentnim vyskytu M. bohemicum
mi sdélil Milan Stech.

Smyslem mapovani bylo kromé zjiSténi aktudlniho rozSiteni M. bohemicum poloZit vychozi
bod pro budouci posouzeni zmén v populacich. Z tohoto diivodu byly nékteré lokality vyskytu
rozdéleny na subpopulace. Jako subpopulace byly oznadovany populace, které naleZely do
stejného lesniho celku, pfipadné rostly podél jednoho useku silnice a byla mezi nimi relativné
mala vzdalenost (max. cca 1 km) nebo §lo o viceméneé souvisly vyskyt rostliny na vétsim tzemi.

Na revidovanych lokalitach byly zaznamenany néasledujici charakteristiky: piesné lokalizace se
soufadnicemi (soufadny systém WGS 84), nadmoiskd vyska a charakteristika populace
s pozndmkami o lokalit€ a potencidlnim ohroZeni populace. Dle pfesné lokalizace byl zjistén
geologicky podklad lokality na mapovém serveru Ceské geologické sluzby (http://nts2.cgu.cz/),
primérny tihrn sradZek ve vegetatnim obdobi a primeérna teplota ve vegetaénim obdobi (SYROVY
1958). Kviili popisu spolecenstev, ve kterych se M. bohemicum vyskytuje byl na vétSiné
nalezenych lokalit sepsan fytocenologicky snimek. Plocha snimkt byla 5 x 5 m. Pokryvnosti
jednotlivych druhii byly zaznamendvany v procentech. U mechového patra byla zaznamenavana
pouze celkova pokryvnost a pokryvnost dominanty.

Data z fytocenologickych snimkii byla pfevedena na Braun-Blanquetovu stupnici a zapsana do
programu Turboveg (HENNEKENS et SCHAMINEE 2001) a dale zpracovavana v programu Canoco
for Windows 4.5 (TER BRAAK et SMILAUER 2002). Pokryvnosti v procentech byly logaritmovany.
Pro zndzoméni podobnosti jednotlivych snimkid byla pouZita nepfima gradientova analyza.
Vzhledem krelativni riznorodosti dat byla vybrana unimoddlni metoda DCA (detrended
correspondence analysis). Pro podloZeni vysledkii z DCA byla data analyzovana metodou
divizivni klasifikace Twinspan ve stejnojmenném programu (HILL et SMILAUER 2005). Kvili
snizeni chyby byly po uvaZeni z analyzy vyloufeny nékteré rostliny, které se podafilo uréit

pouze do rodu.
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2.3 Pratokova cytometrie
Pro analyzu byly sebrany vzorky populaci Melampyrum bohemicum z lokalit Majdalena,

Ptibénice, Tynisté nad Orlici, Sopieé, KnéZeves, Zehrov a ze slovenské lokality Sastin-Straze.
Vzorky Melampyrum angustissimum byly ziskany z rakouskych lokalit Semmering, Puchberg,
Merkenstein, Peutenburg a Hofstéitten. Vzorky populaci Melampyrum subalpinum s. str. byly
sebrany v rakouském Gumpoldskirchen a Eindde. Vzorky populace Melampyrum nemorosum
byly ziskany v Piibénicich a v oblasti Wienerwald u obci Haidlhof, GieBhiibel a Rotes Kreuz.
Presna lokalizace studovanych populaci je v ptiloze 1. Na kazdé lokalité bylo sebrano nékolik
listd z 10 rostlin.

Pro stanoveni absolutni velikosti jaderného genomu u zkoumanych rostlin byly vzorky
obarveny propidium iodidem. Mégieni bylo provedeno na pfistroji Partec PA II v Botanickém
tistavu AV CR v Prithonicich s pomoci a radou Pavla Travnigka.

Pro urceni absolutniho obsahu DNA byly vybrany populace Melampyrum bohemicum
z Piibénic, Tynisté n. O. a Sastin-Straze (SK), populace Melampyrum angustissimum z rakouské
lokality Semmering, populace Melampyrum subalpinum s. str. z lokality Gumpoldskirchen a
populace Melampyrum nemorosum z lokality Haidlhof.

Dle standardniho postupu (GREILHUBER et OBERMAYER 1997, LYSAK et al. 1999, DOLEZEL et
BARTOS 2005) byly z kazdé populace vybrany 3 rostliny, které byly analyzovany 3 dny po sobé.

Pfiprava vzorkd pro vlastni méfeni byla provedena podle upravené metodiky praci DOLEZEL et
GOHDE (1995), DOLEZEL et al. (1998) a OTTO (1990). Jako referenéni standard byl pouZit hrach
(Pisum sativum) (DOLEZEL et al. 1998).

Metodika:

1. Rozsekani cca 20 mg listu vzorku spolu se stejnym mnozZstvim listu hrachu Ziletkou
v 1ml hypotonického roztoku Otto I
Prefiltrovani suspense pfes 42 pm nylonovy filtr
Centrifugace filtratu (150 g/5 min)
Odsati supernatantu tak, aby ve zkumavce zbylo jesté asi 100 pl
Rozmichani usazeniny na dné zkumavky, piidani 100 pl roztoku Otto I
Inkubace asi 15 minut s obéasnym jemnym protiepanim vzorku

Ptid4ni 1 ml roztoku Otto 1%

g o B th o W b9

Pfidani fluorochromu PI (propidium iodide) a RNAsy, oboje na findlni koncentraci 50

pg/ml

! Chemické sloZeni roztoku Otto I: monohydrat kyseliny citronové (4,2g) a 0,5% Tween 20 (1 ml), celkovy objem
roztoku je 200 ml.
? Chemické sloZeni roztoku Otto II: Na2HPO4.12H20 (0,4 M; 28,65 g), celkovy objem roztoku 200 ml.

_



9. Analyza pritokovym cytometrem

Rostliny ze v8ech populaci byly porovnany s odpovidajicimi standardy z analyzy absolutniho
obsahu DNA metodou relativniho stanoveni obsahu DNA. Celkové bylo vZdy analyzovéano 10
rostlin z populace. Vzhledem k tomu, Ze byla zji§téna minimélni vnitropopulaéni variabilita,
v kazdém diléim méfeni byly analyzovany 3 rostliny spoleéné s jednou standardni.

Metodika stanoveni relativniho obsahu DNA odpovida vyse uvedené metodice pro absolutni
velikost DNA, pouze v kroku 8 bylo jako fluorochrom pouzito DAPI v koncentraci 4 pg/ml a na
doporuceni P. Travnicka byly vypustény kroky 3 — 6 bez sniZeni kvality provedené analyzy.

Pfi kazdém méfeni cytometrem bylo analyzovano minimalné 3000 jader. Pokud se CV* méfeni

pohyboval nad 3% bylo méfeni zopakovano.

2.4 Isozymova analyza
Analyza sdrobnymi upravami probihala dle metodik laboratofe isozymové analyzy

BOtaI.liCkéhO tstavu AV CR v Prithonicich (KIRSCHNER et al. 2000).

2.4.1 Sbér vzorku

Pro isozymovou analyzu bylo z kazdé studované populace sebrano deset rostlin se snahou o
ndhodny vybér. Vzorek zjedné rostliny pfedstavovalo asi osm listi ¢&i listent, které byly
zabaleny do vlhkého toaletniho papiru a vlozeny do popsaného igelitového sacku. Sacky byly
béhem piepravy v termosce naplnéné ledem.

Vybér vzorkli byl proveden tak, aby pokryl zdkladni morfologickou variabilitu skupiny (s

vyjimkou sezénni) a viechny izolované arely vyskytu.Vzorky byly ziskany z téchto populaci:

Populace M. subalpinum agg. z oblasti Videiiského lesa:
- Gumpoldskirchen (Rakousko 29. 8. 2006)
- Einéde (Rakousko 30. 8. 2005)
- Hofstitten (Rakousko 30. 8. 2005)
- Merkenstein (Rakousko 29. 8. 2006)

Populace M. subalpinum agg. ze severovvchodniho okraje Alp:
- Puchberg (Rakousko 30. 8. 2005)
- Semmering (Rakousko 29. 8. 2006)

? CV — koeficient variance (coefficient of variation) odraZi odchylky a nepfesnosti v jaderné izolaci, barveni a
méfeni pritokovym cytometrem. Cim mensi je hodnota CV, tim je analyza obsahu DNA presngjsi. Optimalni
hodnoty CV jsou mezi 1 — 3 % (DOLEZEL et BARTOS 2005).
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- Peutenburg (Rakousko 29. 8. 2006)

Populace z hlavnich arel vyskytu v Cechdch. na Moravé a na Slovensku:
- Majdalena (Ceska republika 30. 8. 2005)
- Tynisté nad Orlici (Ceska republika 4.9.2006)
- Ptibénice (Ceska republika 4.9.2006)
- Knézeves (Ceska republika 4.9.2006)
- Sopfet (Ceska republika 4.9.2006)
- Zehrov (Ceska republika 4.9.2006)
- Sastin — StraZe (Slovensko 29. 8. 2006)

Populace M. nemorosum:
- Hofstatten (Rakousko 30. 8. 2005)
- GieBhiibel (Rakousko 30.8.2005)
- Rotes Kreuz (Rakousko 29. 8. 2006)
- Piibénice (Ceska republika 4.9.2006)

Vsechny vzorky byly okamzité po sebrani (do 24 hodin) odvezeny k extrakci.

2.4.2 Extrakce vzorku
Asi 80 mg Cerstvych listd bez stfedni Zilky bylo homogenizovéno ve vychlazené tieci misce

s 0,5 ml extrakéniho pufru a s piidavkem moiského pisku. Byl pouZit extrakéni pufr ,,Gentiana“
s piidavkem DOWEXu 1x8 — 100 (CI). Homogenét byl centrifugovan pii 15 000 ot./min ve
vychlazené centrifuze. Cisty supernatant byl pfed provedenim elektroforézy nékolik tydnt
uchovavan zmraZeny pii teploté -75 °C.

Extrakéni pufr ..Gentiana® (dle receptury isozymové laboratofe BU AV CR):

Mnozstvi jednotlivych sloZek odpovida 100ml pufru.

Tris HC10,1 M pH 8,3 1,2 g
Glutathion 1 % 1,0g
MgCl,.6H,0 10 mM 02g
Sacharéza 5 % 50g
B — mercaptoethanol 100 pl

2.4.3 Elektroforéza

Elektroforéza vzorkli byla provedena na polyakrylamidovém gelu s pouZitim aparatury pro

vertikdlni elektroforézu HOEFER SE 600. Veskeré postupy a receptury odpovidaji skriptiim
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laboratofe isozymové analyzy Botanického ustavu AV CR v Prithonicich (KIRSCHNER et al.
2000).
PAGE byla provedena s pouzitim 8,16 % separacniho gelu a 4 % koncentraéniho gelu.

Separacni gel

Mnozstvi jsou uvadéna na 4 gely, tedy pro jednu elektroforézu v pouzité vertikalni aparatuie.

Separaéni gel. pufr pH 8,9 22,5ml
Zasobni roztok (AA + Bis) 2 ml

d H.O 38,25 ml
10 % persiran amonny 360 pl
10% TEMED 360 pl

Koncentraéni gel

Koncentra¢ni gel. pufr pH 6,9 18 ml

Zasobni roztok (AA + Bis) 2 ml
10 % persiran amonny 120 pl
10% TEMED 120 pl
Elektrodovy pufr

Mnozstvi odpovida pro jednu elektroforézu v pouzité vertikalni aparatufe.
Zasobni roztok elektrodového pufru (Tris — glycin) 2400 ml
d H,O 1800 ml

Vzorky byly do jamek v koncentratnim gelu nanaSeny v mnoZstvi 30 upl. Elektroforéza
probihala v chlazené aparatuie ve dvou fazich. V prvni fazi pfi 80 mA po dobu asi 1 hodiny
(dokud celo vzorku neprojde diskontinualnim rozhranim koncentraéniho a separaéniho gelu) a

v druhé fizi pfi 100 mA po dobu 3 hodin a 15 minut.

2.4.4 Barveni gel(i

V prvnim kroku bylo testovdno 6 enzymovych systémi, z nichz byly vybrany 4 s nejlepsi
reprodukovatelnosti zymogramil pro dal§i interpretaci. Studované enzymové systémy byly
Sikimat dehydrogenaza (SKDH EC 1.1.1.25), aspartat aminotransferaza (AAT EC 1.1.1.44),
alkohol dehydrogenaza (ADH EC 1.1.1.1) a superoxid dismutdza (SOD EC 1.15.1.1). Znagenf
enzymu v zavorkach je pouzito dle MANCHENKO (1994).

Detekéni roztok pro SKDH sestdval z 30 ml Tris-HCI pH 8,4 (Bush-pufr), 30 mg Shikimic
acid, 5 mg NADP, 6 mg MTT a 1 mg PMS. Gel s detekénim roztokem byl inkubovén ve tmé pii
32°C po dobu 30 az 60 minut.
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Detekéni roztok pro AAT sestaval ze 40 ml Tris-HC1 pH 8,4(Bush-pufr), roztoku A (240 mg
Aspartic acid, 40 mg a-ketoglutaric acid) a roztoku B (25 mg Pyridoxal-5-P, 50 mg Fast Blue
BB Salt a 50 mg Fast Violet B). Roztok A byl pfipraven asi 15 min pfed aplikaci s polovinou
Bush-pufru. Gel byl po elektroforéze proplichnut ve vodé a poté v pufru Tris-HCI pH 7. Roztok
B byl pripraven tésné pied aplikaci s druhou polovinou Bush-pufru. Roztoky A a B byly ve tmé
smichdny a okamzit€ aplikovany na gel. Inkubace probihala ve tmé pfi teploté 32°C po dobu 2 —
4 hod (do objeveni prouzkh). Poté byl gel oplachnut a pielit fixaénim roztokem (100 ml
Glycerine, 100 ml Acetic acid, 400 ml Methanol, 400 ml d H,O).

Detekéni roztok pro ADH sestaval ze 40 ml 0,1M Tris-HCI pH 7,5, 15 mg NAD, 10 mg MTT,
I mg PMS a 8 ml ethanolu. Ethanol je nutno aplikovat chlazeny tésné pied inkubaci asi 2 minuty
po ostatnich slozkach. Gel byl inkubovdn ve tmé& pii teploté 32°C po dobu asi 1 hodiny
v zavislosti na aktivité enzymu.

Detekéni roztok pro SOD sestaval z 50 ml 0,05M Tris HCI pH 8,2, 4,5 mg EDTA, 1,5 mg
riboflavinu a 5 mg NBT. Gel byl inkubovan ve tmé pii 37°C po dobu 20 minut a potom pod
lampou az do objeveni svétlych prouzkt na tmavém pozadi.

Po obarveni byly gely zafixovany v celofanové folii a ponechany k vysuseni.

2.4.5 Zpracovani dat
Gely byly vyhodnoceny alelicky. Ziskana data byla zpracovana v programu Popgene (YEH et

al. 1997), ve kterém byly zjiStovany tyto genetické charakteristiky populaci: A — primérny pocet
alel na lokus, %P — procentické zastoupeni polymorfnich lokusi (lokus je povazovan za
polymorfii, pokud je detekovéna vice nez 1 alela) , H, — pozorovana heterozygotnost, H, —
ofekavana heterozygotnost, Fis — koeficient inbreedingu (mira sniZeni heterozygosity) a Neiovy
genetické vzdalenosti populaci. Z matice Neiovych genetickych vzdalenosti byl clusterovou
analyzou metodou UPGMA vytvorfen dendrogram.

Kvili obtizim s interpretaci byl systém AAT z analyz nakonec vyfazen.

2.5 Nomenklatura
Latinské nazvy rostlin s vyjimkou skupiny M. subalpinum agg. jsou sjednoceny podle Klige ke

kvétend Ceské republiky (KUBAT et al. 2002). Nazvy mechorostii jsou sjednoceny dle Seznamu a

Cerveného seznamu mechorostii Ceské republiky (KUCERA et VANA 2005).
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3. Vysledky

3.1 Hybridizacni experiment
Poet zasahil v jednotlivych kategoriich neni vyvaZen, protoZe u nékterych kvéth nebylo

mozné posoudit jejich reprodukeni tspéinost vlivem uhynuti rostliny, poskozeni pii zasazich, ¢i
poskozeni hmyzimi herbivory. V obou studovanych sezénach také v nékolika pfipadech n€kdo

odstranil ochranné sa¢ky ze studovanych rostlin a ty proto nemohly byt déle pozorovany.

3.1.1 Reprodukéni tispésnost kvétl osetfenych riiznymi zasahy

Melampyrum bohemicum (sezonar. 2004)

Z celkového poétu 63 kvétd, u kterych bylo provedeno umélé opyleni pylem M. nemorosum se
vyvinulo 45 tobolek (71%), znichz 21 (47%) neslo jasné stopy defektniho vyvoje, nebo
abortace. Ze 72 kvétd uméle opylenych cizim pylem stejného druhu se vyvinulo 52 (72%)
tobolek, znichz 7 (13%) neslo znamky defektniho vyvoje ¢i abortace. Kontrolnich kvéth
s vytrZzenymi ty¢inkami bylo 40 a v tobolku se vyvinulo 13 (33%). Defektni tobolky se v tomto
pfipadé neobjevily. Kontrolnich kvétd s ponechanymi tyCinkami bylo 118 a vtobolku se

vyvinulo 19 (16%) kvéth. Jedna tobolka byla defektni. (viz obr. 4)

Melampyrum nemorosum (sezonar. 2004)

Z celkového poctu 64 kvétd, u kterych bylo provedeno umélé opyleni pylem M. bohemicum se
vyvinulo 35 tobolek (55%), z nichz 9 (26%) neslo jasné stopy defektniho vyvoje nebo abortace.
Ze 64 kvétl uméle opylenych cizim pylem stejného druhu se vyvinulo 50 (78%) tobolek, z nichz
1 tobolka nesla znamky defektniho vyvoje. Kontrolnich kvéti s vytrzenymi ty¢inkami bylo 68 a
v tobolku se vyvinuly 3 kvéty, znichZz jedna tobolka byla abortovand. Kontrolnich kvétd
s ponechanymi tyéinkami bylo 61 a v tobolku se vyvinulo 7 (11%) kvétii. Zadna tobolka nebyla
defektni. (viz obr. 5)



Uspésnost tvorby tobolek u Melampyrum bohemicum v zavislosti na riizném zasahu
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2 = tobolka se vyvinula v pofadku

Obr. 4 Porovnani ispésnosti tvorby tobolek v zavislosti na rizném zasahu u M. bohemicum

Uspésnost tvorby tobolek u Melampyrum nemorosum v zavislosti na riizném zasahu
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Obr. 5: Porovnani asp&inosti tvorby tobolek v zavislosti na rizném zasahu u M. nemorosum
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Melampyrum bohemicum (sezdnar. 2005)

Z celkového poctu 37 kvéti, u kterych bylo provedeno umélé opyleni pylem M. nemorosum se
vyvinulo 19 tobolek (51%). VSechny tobolky vykazovaly stopy defekiniho vyvoje &i abortace.
Ze 36 kvéti uméle opylenych cizim pylem stejného druhu se vyvinulo 33 (92%) tobolek, z nichz
2 nesly znamky defektniho vyvoje ¢i abortace. Kontrolnich kvétd s vytrZzenymi ty€inkami bylo
58 a vtobolku se vyvinuly 2 kvéty. Jedna tobolka byla defektni. Kontrolnich kvéth
s ponechanymi ty€inkami bylo 49 a v tobolku se vyvinulo 7 (14%) kvéti. Zadna tobolka nebyla
defektni. (viz obr. 6)

Melampyrum nemorosum (sezdnar. 2005)

Z celkového poctu 63 kvéth, u kterych bylo provedeno umélé opyleni pylem M. bohemicum se
vyvinulo 28 tobolek (44%), z nichZ 18 (64%) neslo jasné stopy defektniho vyvoje nebo abortace.
Z 53 kvéth uméle opylenych cizim pylem stejného druhu se vyvinulo 34 (64%) tobolek. Zadna
tobolka nebyla defektni. Kontrolnich kvéth s vytrzenymi tySinkami bylo 39 a v tobolku se
vyvinul 1 kvét. Tobolka nebyla defektni. Kontrolnich kvétii s ponechanymi tyéinkami bylo 69 a

v tobolku se vyvinuly 2 kvéty. Zadna z tobolek nebyla defektni. (viz obr. 7)
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Uspésnost tvorby tobolek u Melampyrum bohemicum v zavislosti na rizném zasahu
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Obr. 6: Porovnéni uspésnosti tvorby tobolek v zavislosti na rizném zdsahu u M. bohemicum

Uspésnost tvorby tobolek u Melampyrum nemorosum v zavislosti na rizném zasahu
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Obr. 7: Porovnani uspésnosti tvorby tobolek v zavislosti na rizném zasahu u M. nemorosum
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3.1.2 Vysevoveé pokusy

Semena ziskana z opylovacich pokust byla na konci sezony vyseta do piirozeného lesniho

biotopu. Z vysetych potencialng hybridnich semen nevzeslo zadné.
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3.2 Revize lokalit

Celkem bylo nalezeno 52 lokalit. V priloze 2 je vypis vSech ovéfenych lokalit s popisem
lokality, charakteristikami geologického podkladu, primérnou teplotou ve vegetaénim obdobi a
primérnym thrnem sraZek ve vegetaénim obdobi. Subpopulace, nélezejici pod jednu lokalitu
jsou v ptiloze 2 od ostatnich oddéleny podélnymi ¢arami. V tab. 2 jsou pak lokality, na kterych

byl zaznamenan fytocenologicky snimek.

Tab. 2: Lokality zaznamenanych fytocenologickych snimki.

Cislo & v Datum nadm.v Soufadnice
fytoc. databazi posledni Lokalita O -
Snimku  Turboveg  revize gty (WGS6A)
colae Majdalena: lesni cesta k soutoku LuZnice a Nové feky (zelend znagka) cca N48,98466°
: 351330 16.7.2006 500 od hlavni siluiee; asT2;slm$S2-od nadra v obed M0 Eagaaree

Klikov: okraj lesnicesty vedouci z Jk soutoku LuZnice a Dracice asi

2 551351 16.7.2006  150m od silnice mezi Kiikovem a Suchdolem nad LuzZnici; 800m Z od 464 N4E’90630u
.. i E14,89470
mostu pfes Dradici
Halamky: 2,8km J od kfiZovatky v obxi, pravy bieh LuZniceasi 1km V od N48.83040°
3 551352 20.7.2006  Lesnich Chalup; posledni terasa nad nivou LuZnice - sti Uvozové cesty 460 E]4’93234°
do nivy ’
Haldmky: 800m JV od hajenky v obci po obou strandch hlavni silnice N48,84177°
. 2
e 2l aBi200s (Haldmky-Neunagelberg) v misté kfiZeni s lesni cestou Hhr E14,93738°
)
- Frantidkov:terasa nad levym bfchem{ dfagice cca 300m JV od mostu N48,89154°
9 )
. Jalaa4 24.4.2008 silnice na Rap3ach ~ 405 E14,94009°
g g e ; g ; e N49,32243°
6 551335 1.8.2006  Doubi u Tibora: asi 150m Z od nadrazi v borovém lese u staré silnice 425 E14.71519¢
o
7 551356 182006  (Tabor)Slupy: les u silnice cca 1,5km JZ od obee, pesina na Z okraji lesa 520 ’é‘,‘ﬁé’&&_ﬁf
(Pland nad LuZnici) Ustraéicc:_?i{lm JZ od kfizovatky v obd po obou N9 33371°
8 551357 1.8.2006  strandch silnice z Ustradic do Zelete cca 200m pied okrajem lesa v okoli 440 ’ =
KFiFuiici . E14,67733
fizujici lesni cesty
i i . , . , . . N49,31799°
0 51358 5.82006  Doubi u Tabera: v borovém lese asi 460m JIV od vlakové zastivky v obci 420 E14.71956°
Doubi u Tabora: smrkovy les nad zafezem trati asi | km JJV od vlakové N49,31334°

425

10 551359 5.8.2006 zastivky v obci E14,72134°

Doubi u Tabora: asi 950m SSZ od vlakové zastivky v obci v porostu mezi N49,33000°

12 aekaol 282000 Zeleznici a silnici E55 R El4,71456°
(Betice u Tabora) Piibénice: ] aZ JZ svah nad silnici kolem zficeniny 5 N49,39162°

1 331361 582006 prpnice, coa 150m JIZ od zbytkd véze 420 E1456260°
(Mal3ice u Tabora)Piibénice: asi 1,5km V od'zﬁceniny na mohylovém N49,39191°

12 62 55,2006 pohfebisti ve smrkovém lese 480 E14,58351°
14 551363 5.8.2006  Plani nad Luznici: les ca 50m J od rybnika Hejtman L

J
E14,72173

- (Olesnice u Kundtatu) Kn&2eves: asi 1km SSZ od kaple v obci; na SZ & N49,59475°

B Ratand ZRBIp svahu Kavinského potoka pii ceste se Zlutou wristickou znatkou = E16,41799°
- (Olesnice u Kunatatu) Trpin: JZ okraj lesa na vechu Fouska 900m JIZ od N49,58455°

18 331365 782006 ooty v obei 640 Eig 390450
Kostelec n, Orliei: pi lesni cesté ceca 620m JJZ od hijovay u Kostelce n. 2 N50,10688°

17 baldac  1BRAN0S o woirskoss v piskoviy M5 Eleisgore
(Kostelec nad Orlici) Zdelov: asi 1,8 km SV od hijovny ve Zdelové u N50.11335°

18 551367 10.8.2006  silnice ze Zdelova do Kostelce nad Orlici; 1,2km V od rybnika v 280 E16,l 6443°

Castolovickych Horkach
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c ) (Tynisté nad Orlici) vrch Maly Chlumu Cestic: u lesni cesty asi 1 km N50,13400°
5 S51368 V182006 5oy o iviaknvd zastvky v Cestich 280 pig133240
(Tynist¢ nad Orlici) Rasovice: v silnice z Ragovic do Kfivic asi 970m N50.16135°
20 551369 11.8.2006  SS8(Z) od kfiZzovatky v Ra3ovicich; pod kopcem Hlava (Hlavac?), podle 300 : o
o E16,12835
starsiho obyvatele
Kfivice (Tynisté nad Orlici): asi 1,25km SZ od kostela v obei na okraji NS50,18350°
2
2l i e 200 lesa pobliz jedné z lesnich cest vedoucich k voj. prostoru 40 E16,09675°
(Tynist& nad Orlici) Suté biehy: rozeesti Suté bfehy u zlomu terasy nad N50,15732°
g
e 21371 L2008 nivou Orlice sl E16,02848°
_ (Tynisté nad Orlici) Nova Ves: pki silnici 680m V od hijovny V N50,13796°
vl
23 551372 11.8.20006 Jeztvinsch 300 E16,03532°
(Holice) Dolni Jeleni: asi 500m V(J)V od osady Rousinov na okrajich N50,04659°
24 551373 12.8.2006 silnica 285 E16,12945°
(Vysoké Myto) Dobfikov; okrajnesekané stran& pod lesem 0,5km SSZ N50,00751°
2
20 331374 12820005 od kostela v obei; zhruba SZ roh strang 310 El6,13196°
2% 551375 12.8.2006 (Hradec Krilové) Hod#3ovice: asi 40m V pies cestu od hijovny 280 N50,15725°
- T Bazantnice El5,92501°
“ (Hradec Kralové) Hodésovice: v lese Z od obce usilnice cca 120mod V N50,14710°
282
27 551376 12.8.2006 okraje lesa 300 E15.90948°
28 551377 1282006  Vysoka nad Labem: pfi lesni cesté 520m JV od hajovny v obei 260 };f?g . ;gf
Vysokd nad Labem: v lipovém haji u silnice asi 150m JJV od hijovny v N50,15285°
2
29 551378 12.8.2006 obci 260 £15.84125°
e Novy Hradec Kralové: asi 500m IV od rybnika Bificka u hlavni silnice z N30,16741°
2
M A7 IR s Hrades K. do Byare 280 E1586620°
(Ttebechovice pod Orebem) Bélecko: v mladém smrkovém porostu pii N50.16388°
31 551380 13.8.2006  silnici z Béletka do Tfebechovic, cca 1,6 km SSV od kfizovatky v obci 270 N a
Bélecko E15,96336
Bélet nad Orlici: 1,3km ZSZ od kfizovatky v obcipfi silnici mezi BEIGi a N50.20584°
32 551381 13.8.2006  Svinary nahran terasy nad nivou Orlice; pfes silnici proti hijovng 245 El 5‘97646“
Skvarovka v chatafské osadé ==
KardaSova Recice: na okraji borového lesa u turistické znadky ea 2,5km N49,16297°
5 331382 1682006 117 o4 nadrazi v obei M5 Elagacare
34 551383 18.8.2006  Kolence: les pfi silnici do Novosedel nad Nezarkou ca 900 m JV od obce 445 ';?323%3
& (Chlum u Trebong) Kosky: asi 720m JIZ od mostu pfes Kosténicky potok N48,94421°
=4 351384 19.8.2006 v obci nad pravym bfehem LuZnice v lew za chatami a2 E14,88637°
Suchdol nad LuzZnici: smrkovy les pti soutoku LuZnice s Dragici (na terase N48.90893°
3o 551385 19.8.2006  na pravém bfehu Luznice) ca 540m SSV od mostu pfes LuZnici v obci 450 ? »
E14,89216
Suchdol n. L. bEes
(Olesnice u Kunstatu) Nyklovice: u lesni cesty ca 1,8km VIV od N49,60185°
2
o 331454 21:8:2006 kfizovatky v obci; svah nad L bieliem Hodoninky (Nyklovického potoka) %0 El16,37135°
- (Olednice u Kunstatu) Velké Tresné: v idoli Tresného potoka na terase N49,56416°
it 31387 2182006 L4 potokem na keaji lesni cesty asi 800m JU)V od kfizovatky v obci M0 k16387000
Ole3nice u Kun3titu: smrkovy les pfi silnici Ole3nice - Nyklovice asi N49 57538°
39 551388 21.8.2006  1,7km I od kostela v obci Trpin nad L bfchem Hodoninky pfi lesni cesté 600 ! u
o El16,40224
nad byvalym lomem(?)
(Pardubice) Cerna za Bory: JZ &ast lesa S od silnice mezi obcemi Zminny N50,02766°
@ A8 IR0 L oty ca 650m V. od vidkeva zastiviyv-abo 240 gisganee
(Pardubice) Bélobranska dubina, Veska: okraj lesa za rodinnymi domy N50,04098°
%
4 31390 2282006 ¢an 757 od kostela v obe 230 Eys8s0540
= (Pardubice) B&lobranska dubina, Sezemice: okraj silnice mezi Cernouza N350,04154°
2 2
42 551301 22.8.2006 Bory a Sezemicemi 2,7km JIZ od kostela v obci 240 E15,84028°
(Pardubice) Bélobranska dubina, Spojil: na okraji lesa u lesni p&giny ca N50,04638°
2 2
4 331392 2282006 5901, §(8)V od kizavatky v obel 20 E1sg2786°
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(PFeloud) Pielovice: doubravau silnice na VI&i Habfinu 1,5km ZJZ od 230 N50,07073°

# Al 2B 82000 kostela v obei E15,59530°
" Bichy: lesnf svétlina SV rybnika Cerny Nadymag ca2km Z(S)Z od N50,07627°
= Sl LA kostela v Pielovicich 240 E15,58875°
& (Prelouc) Sopfec: bor u silnice J od obce ca 980m J od kfiZzovatky Sopfed 5 N50,06809°
5 1395 2382006 gya50y - Brehy 220 E15,54539°
(Mnichovo Hradit&) Zehrov: byvaly lom u silnice kolem obory zametku N50,52346°
a2 1475 2382006 Bejleyue ca 980m J()Z od kfizovatky v obd 280 E15,10729°
48 551397 5.8.2006 ESK)Suéfln - Struie.: doubrava u silnice v blizkosti hajovny ca 2km JJZ od 200 T\:MB.G] 874°
Zel. zastavky v obei E17,13850°
= = o i . N48,63115°
49 551398 25.8.2006  (SK)Borsky Mikulas: bor J od silnice do Sastina ca 3km Z od obce 180 EL7.17033¢
- (SK) Borsky Mikulas, Sajdikové Humence: svétly bor na V okraji obce N48,65257°

25.8.2 2
=8 351399 2582006 () 180m V od kosteln) 200 E17,27207°
" (SK) Malacky: lesni cesta 170m SV od byv. hajovny C‘erveny Kriz SR N48,47697°
2 alall 2042000 (momentalné vojensky objelt) ea. 200 E17,05714°

Na obr. 8 je diagram analyzy DCA pro snimky. Celkové analyza vysvétlila velmi malou &dst
variability. Prvni kanonickd osa vysvétlila pouze 7,1% variability a druha 5,1%. Na diagramu
lze rozeznat nékolik odlehlych snimki a viceméné homogenni shluk zbylych snimké. Odlehlé
snimky lze charakterizovat jako snimky okrajovych biotopli, pro které neni vyskyt M.
bohemicum typicky. Snimek 25 se nalézal na okraji nesekané strané a k lesnim druhlim tak
pfibylo i mnoho druhii luénich. Snimky 29 a 17 se nachazely v listnatém lese s humoznéjsi
pidou. Stromové patro snimku 17 bylo tvoifeno Quercus rubra, Tilia cordata a Acer
pseudoplatanus. U snimku 29 byl ve stromovém patfe zastoupen jen druh Tilia cordata. Dalsi
odlehly snimek 5 byl sepsan v fidkém borovém lese s relativné zapojenym bylinnym patrem a
s pfimési luénich a nitrofilnich druhii jako Lotus corniculatus nebo Holcus mollis. Dalsi
samostatné stojici snimek 49 byl sepsan na Slovensku v oblasti Zahori ve svétlém pis¢itém boru.
Tento snimek se od ostatnich 1i8il zastoupenim druhti, které jsou typické pro oblast Zahori (napf.
Dianthus serotinus, Koeleria glauca, Festuca vaginata).

Se zamérem rozlisit dalsi potencidlni podskupiny ve shluku zbylych snimka byla analyza DCA
provedena jeSté jednou bez zminénych odlehlych snimki. Kanonické osy v tomto pfipadé opét
vysvétlily velmi malou ¢4st variability. Pro prvni osu to bylo 5,4% a pro druhou 4,3% vysvétlené
variability. Vysledky analyzy DCA byly porovnany s vysledky z analyzy Twinspan. Po roziazeni
snimkl analyzou Twinspan byly stejné jako v piipadé DCA odlieny jako nejodlehlejsi vyse
zminéné snimky 17, 25, 29, 49 a 5. Zbylé snimky byly rozdéleny na dvé hlavni skupiny jejichz
indikatorové druhy pro déleni byly: Picea abies (E3), Hieracium murorum, a Carex pilulifera
pro jednu skupinu (v obr. 9 vyznacena bilymi symboly) a Pinus sylvestris (E3), Frangula alnus
(uv.), Pleurozium schreberii a Quercus robur (juv.) pro druhou skupinu (v obr. 9 vyznaéena
¢ernymi symboly). Po promitnuti téchto skupin do diagramu DCA se shluk rozdélil na dvé dobie
ohrani¢ené skupiny (viz obr. 9). Na obr. 10 je diagram stejné analyzy pro DCA druhii. BohuZel

Ize vzhledem k nizké vysvétlené variabilit¢ diagram pro DCA druhfi velmi obtiZzné interpretovat.
=
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Obr. 8: DCA snimkd. Zvyraznény jsou nejodlehlejsi snimky, které byly kvili rozliSeni
shluku snimkii vytazeny z dalsi analyzy. Cisla fytoc. snimk{ odpovidaji tab. 2.
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Obr. 9: DCA snimki s odstranénymi odlehlymi snimky.ﬂBgr_gLné_jggu oznadeny dvé
skupiny rozliSené metodou Twinspan. Cisla fytoc. snimki odpovidaji tab. 2.
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Obr. 10: DCA druhi® s nejvétsi vahou (od 5%). Melampyrum bohemicum je zvyraznéno.

* Vysvétlivky zkratek druhii v diagramu DCA: AgroCap — Agrostis capillaris; AvenFle — Avenella flexuosa;
BetuPen — Betula pendula; CalaAru — Calamagrostis arundinacea,; CalaEpi — Calamagrostis epigejos; CareBri —
Carex brizoides;, CarePil — Carex pilulifera; CoryAve — Corylus avellana; DactGlo — Dactylis glomerata; Dicr-sp.
— Dicranum sp.; FaguSyl — Fagus sylvatica; FestOvi_agg. — Festuca ovina agg.; FragVes — Fragaria vesca;
FranAln - Frangula alnus; GaleBif — Galeopsis bifida; HierMur — Hieracitum murorum; HierSab — Hieracium
sabaudum; ImpaPar — Impatiens parviflora; LuzuLuz — Luzula luzuloides; MelaBoh — Melampyrum bohemicum;
MelaPrat — Melampyrum pratense; MeliNut — Melica nutans; Mniu_sp. — Mnium sp.; MoehTri — Moehringia
trinervia; OxalAce — Oxalis acetosella; Pice Abi — Picea abies; PinuSyl — Pinus sylvestris; PleuSch — Pleurozium
schreberii; PoaNem — Poa nemoralis; Poly_sp. — Polytrichum sp.; QueRob — Quercus robur; QueRub — Quercus
rubra; RubuFru_agg. — Rubus fruticosus agg.; Rubulda — Rubus idaeus; SorbAuc — Sorbus aucuparia; TiliCor —
Tilia cordata; VaceMyr — Vaccinium myrtillus; VaceVit — Vaceinium vitis-idaea; VeroOff — Veronica officinalis:
Viol-sp. — Viola sp.

® Znageni za zkratkou duhd: 0 — mechové patro; 1 — bylinné patro; 2 — kefové patro; 3 — stromové patro; J —
Juvenilni dievina nepfevysujici bylinné patro
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3.3 Priatokova cytometrie
V tab. 3 jsou uvedeny vysledky stanoveni absolutniho obsahu DNA pro Sest studovanych

populaci. Hodnoty poméru fluorescence k hrachu pro jednotlivé lokality (viz tab. 3) byly
vyneseny do grafu (viz obr. 11). Analyzou variance (ANOVA) bylo zjisténo, Ze velikost genomu
vyjadiena pomérem fluorescence k hrachu se mezi studovanymi populacemi pritkazng 1isi (F =
537,04; p<0,0001). Pro zjisténi rozdil ve velikosti genomu mezi jednotlivymi populacemi bylo

provedeno mnohonésobné porovnani vysledk Tukeyho testem (viz tab. 4).

Tab. 3: Vysledky analyzy absolutniho obsahu DNA.

Tk Lokalita Poégt Pomér fluorescence k 2C obsah jaderné DNA

rostlin Pisum (x £s.e.) (pg) (x£s.e.)

M. subalpinum s. str. Gumpoldskirchen 3 1,286 + 0,003 11,675+ 0,028
M. nemorosum Haidlhof 3 1,134 £ 0,0004 10,3 £ 0,003
Sagtin-Straze 3 1,254 + 0,001 11,384 + 0,01

M. bohemicun Pribénice 3 1,305 +£ 0,003 11,853+ 0,03
Tynisté n. O. 3 1,315+ 0,007 11,915+ 0,07

M. angustissimum Semmering 3 1,309 £ 0,002 11,882+ 0,02

Tab. 4: Vysledky Tukeyho testu pro rozdily mezi hodnotami obsahu jaderné DNA (F = 537,04). Sedg
Jjsou vyznaceny piipady, kdy se populace nelizily prikazng.

Haidlhof Gumpoldskirchen | Tynisté n. O. Pribénice Semmering Sastin-Straze
(M. (M. subalpinum s. (M. (M. {M. (M.
nemorosum) str.) bohemicum) | bohemicum) | angustissimum) | bohemicum)
- :';ffg;g;um) X < 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 < 0,0001
Gumpoldskirchen
(M. subalpinum s. < 0,0001 X < 0,0001 < 0,0001 0,0003 <0,0001
str.)
(JJ ygfg:m"fzcgm < 0,0001 < 0,0001 x 0,6268 0,9756 < 0,0001
" iggi’;;ffum) <0,0001 <0,0001 0,6268 X 0,2128 < 0,0001
™ Sﬁg”ffs"f&ﬂ'ium) < 0,0001 0,0003 0,9756 0,2128 X < 0,0001
Sastin-Straze < 0.0001 P .
(M. bohemicam) < 0,0001 ; < 0,0001 0,0001 0,0001 X

Rostliny z dal$ich studovanych populaci byly srovnany metodou stanoveni relativniho obsahu
DNA se standardy ziskanymi z populaci, u kterych byl zjidtén absolutni obsah jaderné DNA.
Mapka na obr. 12 zobrazuje vSechny analyzované populace. Barva populaci odpovida barvam
jednotlivych hodnot poméru fluorescence k Pisum v obr. 11.

Nebyla zjiSténa variabilita ve velikosti genomu uvnitt populaci.

Mezi populacemi M. angustissimum a M. bohemicum neni priikazny rozdil. Mezi rakouskymi

populacemi M. subalpinum s. str. svyrazné §irokymi listy a uzkolistymi populacemi M.
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angustissimum a M. bohemicum byl zjistén maly, ale statisticky prikazny rozdil v obsahu DNA.
Populace M. subalpinum s. str. maji obsah DNA o 1,5% az 2,3% mensi. Prekvapivy rozdil byl
zjistén u slovenské populace M. bohemicum, kterd se od zbylych populaci prikazné 1isi (ma o
4,1% — 4,8% mensi obsah DNA). Populace M. nemorosum se prikazné liSily od vSech ostatnich
populaci. Proti uzkolistym populacim mély populace M. nemorosum o 15,1% az 15,9% mensi

obsah DNA,
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Obr. 11: Srovnani absolutniho obsahu DNA (pomér fluorescence k Pisum).
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Obr. 12: Mapa lokalit analyzovanych pritokovou cytometrii.
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3.4 Isozymova analyza
Bylo hodnoceno isozymové spektrum u

14 populaci M. subalpinum agg. a 4
populaci M. nemorosum. Nakonec byly
vyhodnoceny 3 enzymové systémy s celkem
4 interpretovatelnymi lokusy. U ADH a
SHDH byl interpretovan vZzdy jeden lokus a
u SOD lokusy dva.

SHDH se u

subalpinum s. str. z lokalit Eindde a Hofstétten

V systému populaci M.
vyskytla spoleéna unikatni alela, kterou dalsi
populace neobsahovaly. V lokusu SOD 1 se
vyskytla spole¢nd unikatni alela pro populace
M. nemorosum z lokalit Gieshiibel a Rotes
Kreuz. V systému ADH se vyskytlo nékolik
unikatnich alel pro jednotlivé populace a jedna
unikatni alela sdilena populaci M. bohemicum
z lokality ~Saitin-Straze a populaci M
nemorosum z Piibénic, ktera méla jesté dalsi
dvé unikatni alely.

Genetické parametry populaci jsou shrnuty
v tab. 5. NejvyS§si pramérny pocet alel na lokus
(A) a procento polymorfnich lokusti (%P)
méla populace M. nemorosum z lokality Rotes

Kreuz. Naopak nejniz§i hodnoty vykazovaly

Tab. 5: Genetické charakteristiky populaci M.
subalpinum agg. a M. nemorosum. A — primérny
pocet alel na lokus, %P — procentické zastoupeni
polymorfnich lokusti (lokus je povaZovan za
polymorfni, pokud je detekovana vice nez 1 alela) ,
H, — pozorovana heterozygotnost, H, — ofekdvana
heterozygotnost, F,s — koeficient inbreedingu (mira
snizeni heterozygosity)

Populace | A I Yo P ' Ho l He | Fis

M. nemorosum (AU)

Hofstitten N 2 751 0,350 0,338 -0,035

Gieshiibel 2,25 7510,300| 0,313 0,042

Rotes Kreuz 2,75 100( 0,275] 0,332 0,171

Priameér 2,33) 83,3| 0,308 ] 0,328 ] 0,059
M. nemorosum (CZ)

N PEib&nice | 225] s0] 0300 0311] 0,034

M. subalpinum s. str. (AU Wienerwald)

Eintde 3 751 0,375 0,407 0,078
Hofstitten 2.5 751 0,500 0,480 -0,041
Merkenstein 2,25 75| 0,400] 0,432 0,073
Gumpoldskirchen | 2,25 751 0,400] 0,341] -0,174
Priimér 25| 7510419 0,415| -0,016
M. angustissimum (Gzkolisté) (AU)
Puchberg 2 75| 0,125( 0,233 0,463
Peutenburg 1,75 751 0,325 0,262 | -0,241
Semmering 2 501 0,200 0,230( 0,132
Priimér 1,92 66,7] 0,217] 0,242 0,118
M. bohemicum (CZ)
Majdaléna 1,251 251 0,150 0,132 -0,140
B Pribénice 1,51 50( 0,050( 0,092] 0,457
Sopfed I,5| 50[ 0,150 0,158] 0,050
Zehrov 1,25| 25 0,050| 0,084 0,406
Tynisté n, O. 1,251 25] 0,100 0,084 | -0,188
KnéZeves 1,251 25| 0,1251] 0,099 | -0,266
Primér 1,33 33,3 0,104} 0,108 0,053

M. bohenticum (SK)
Sastin-Straze | 1,5] s0]o,100]0,158] 0367

eské populace M. bohemicum. Obecng vykazovaly nejvy3si primérny pocet alel na lokus a

procento polymorfnich lokust populace M. nemorosum a Sirolisté populace M. subalpinum s. str.

z oblasti Wienerwaldu. Rakouské populace M. angustissimum vykazovaly variabilitu vyrazné

niZ3i, a ¢eské a slovenska populace M. bohemicum byly nejméné variabilni.

Tab. 6 zobrazuje matici Neiovych genetickych vzdalenosti a podobnosti. Na obr. 13 je

dendrogram vytvofeny metodou UPGMA pro Neiovy genetické vzdédlenosti. Na obr. 14 je

diagram PCoA (Principal Coordinates Analysis) zaloZené na matici Neiovych genetickych

vzdalenosti. Zobrazena je prvni a druhd kanonicka osa. Obé osy dohromady vysvétlily 50,7%

variability (28,1% a 22,6%). Tteti a ¢tvrta kanonicka osa vysvétlily 13,3% a 12,1% variability.
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Obr. 13: Dendrogram analyzy UPGMA pro Neiovy genetické vzdilenosti
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Obr. 14: PCoA Neiovych vzdalenosti. (Symboly odpovidaji legendé v obr. 13)
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4. Diskuze

4.1 Zhodnoceni hybridizaénich experimentii
Hlavnim cilem opylovacich pokusii bylo ovéfit moznost vzniku hybridnich rostlin mezi M.

nemorosum a M. bohemicum. Tato moznost se v3ak ukdzala byt nepravdépodobnou. Po opyleni
mateiské rostliny pylem opa¢ného druhu se tobolky ve vét$ing pfipadt vyvijely defeking a
¢asto vyvoj nedokoncily. (Obr. 4, 5, 6, 7) Vznikla semena byla zaCernald nebo $patné vyvinuta
a nebyla schopna vykli¢it. V porovnani s rostlinami uméle opylenymi pylem stejného druhu se
pro oba druhy vyvinula vétSi &ast opylenych kvétl a defektnich €i abortovanych tobolek bylo
minimum. Tyto vysledky naznacuji nezanedbatelnou genetickou inkompatibilitu mezi ob&éma
druhy.

Na obr. 4 v pifpadé grafu popisujiciho umélé opyleni pylem opaéného druhu (M. bohemicum
x M. nemorosum) je vidét, Ze po opyleni se v roce 2004 vyvinulo neobvykle velké mnozstvi
normalnich tobolek (38%), zatimco v pfipadé grafu z nasledujici sezony 2005 popisujiciho
vysledky stejnc¢ho zasahu (obr. 5) se v dobrou tobolku nevyvinul kvét Zadny. Tento rozdil je
zpusoben nechténym vniknutim opylovace do nékterych sa¢kd s pokusnymi rostlinami a ¢4st
kvéth tak byla opylena pylem stejného druhu. Tomuto tvrzeni odpovidd i mnoZstvi tobolek,
které ve stejném pokusu vzniklo u kontrolnich kvétd s vytrzenymi tydinkami (48%). V dalsi
sezoné (r. 2005) kontrolni kvéty M. bohemicum s vytrzenymi ty€inkami vytvoiily z 58 kvéth
pouze dvé tobolky.

Neschopnost recentni hybridizace mezi ob&ma druhy je§té zcela nevyluduje moZnost
hybridniho plivodu M. subalpinum s. str. Bylo by potfeba ovéfit pokusné moznosti hybridizace
mezi rakouskymi populacemi, u kterych by mohla byt genetickd inkompatibilita niz3i. Také je
pravdépodobné, Ze k hybridizaci doslo pfed dlouhou dobou, kdy mezi rodidovskymi druhy
jesté nemusela byt genetickd bariéra tak vyrazna a hybrid se za tu dobu staéil vyvinout ve
stabilni jednotku.

Pokud pomineme vysledek pro M. bohemicum z roku 2004 ovlivnény vniknutim opylovace
do izola¢niho sacku s rostlinami, vykazovaly kontrolni rostliny obou druhti velmi nizkou miru
autogamie. U rostlin bez zasahu, zakrytych sitkem se v pfipadé M. nemorosum Vyvinulo
v roce 2004 v dobrou tobolku 11% kvétl a v roce 2005 pouze asi 3% kvétl. U M. bohemicum
se vroce 2005 vyvinulo v tobolku 14% kvéti. Tyto hodnoty je mozZné jest&¢ porovnat
s hodnotami pro kontrolni zakryté rostliny bez zésahu z predeslého pokusu vroce 2003
(CHLUMSKY 2004). V tomto roce se u M. bohemicum v tobolku vyvinulo 15% kvéth a u M.
nemorosum pouze 1% kvéti. Piesto, Ze jsou oba druhy schopny samoopyleni, nemaji ziejmé

efektivni systém samosprasSeni. KwWAK (1988) pro M. arvense uvadi, Ze postaveni blizny tohoto
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taxonu znemozZiuje vznik tobolek u zakrytych rostlin. Pro druh M. pratense, ktery ma
postaveni blizny a tyCinek obdobné jako M. bohemicum, KWAK (1991) uvadi, Ze je schopny
samoopyleni, ale pocet vzniklych tobolek (u zakrytych rostlin) je mnohem niZ$i neZ v pripadé
pfirozeného opyleni.

Piesto, Ze pro jednoznacéné zavéry je zatim k dispozici nedostateéné mnozstvi dat, zda se, Ze

u M. bohemicum je mira autogamie o néco vyssi nez u M. nemorosum.

4.2 Revize lokalit

Hada¢ (1966b) ve své dobé shromazdil zherbafovych sbirek veskeré dostupné udaje o
vyskytu M. bohemicum. Na tizemi byvalého Ceskoslovenska uvadél 57 lokalit tohoto druhu.
Dvé jim uvadéné populace vSak néleZi k jinym druhfim, jak bylo zjisténo revizi citovanych
herbatovych doklada (STECH 2000). Jedna se o lokalitu u Dobfan v Orlickych horach, kde
doSlo k zdméné s M. sylvaticum agg. a o lokalitu na Hodoninsku, kde do$lo k zdméne s M.
pratense.

Novégjsi dopliujici tdaje k rozsifeni byly ziskdny z publikovanych floristickych piispévki
(HoLuB 1996, TICHY 1996, KAPLAN 2005, STECH 2005) a z rukopisnych materiali R. Kurky a
M. Stecha. Udaje poskytnuté AOPK a tdaje z néarodni fytocenologické databaze (CHYTRY et
RAFAJOVA 2003) se vesmés kryly s tidaji HADACE (1966b) a Milana Stecha.

Vysledek revize uvedenych zdrojii je patrny z prilohy 2, kde je vypis viech nalezenych
lokalit. Nepodafilo se nalézt 20 Hadacem uvadénych udajt (viz piiloha 3). Vzhledem k tomu,
Ze nekteré lokality jsou naposledy udavany na konci 19. stoleti, je velmi pravdépodobné, Ze
mnoho z nich jiZ neexistuje. Vyznamnou roli viak také hraje fakt, Ze mnohé starsi lokality jsou
velmi Siroce uddvany. Je proto pravdépodobné, Ze nékteré lokality se jesté v budoucnu podaii
OVEfit.

Béhem revize bylo nalezeno né€kolik novych populaci, které se nachazely v blizkosti jiZ

znamych lokalit a jedna nova lokalita v blizkosti Ustrasic na Taborsku (viz piiloha 2).

4.2.1 Vegetacni charakteristika lokalit
HADAC (1966b) ve své praci uvadi, Ze M. bohemicum roste v borech nebo svétlych

doubravach v asociacich Pino-Quercetum nebo Luzulo-Quercetum. P revizi lokalit v roce
2006 se v3echny lokality M. bohemicum nalézaly v sekundarnich kulturnich lesich, které lze
zafadit do syntaxonomického systému jen velmi obtiZné. UvaZovat by se dalo jen o lokalitach

ze Zahori, které HADAC (1996b) fadi do asociaci Pino-Quercetum zahoricum a Dicrano-
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Pinetum zahoricum. Tyto svétlé bory na piskach maji specifickou fléru, kterd je zcela odlisna
od podrostu éeskych bortl.

O jednotnosti vétSiny porostli vypovida vysledek DCA fytocenologickych snimki (obr. 8).
Kromé nékolika odlehlych snimkd, rostoucich v &isté listnatych lesich, v odlinych borech na
Zahori, nebo na lokalitach s pfimési lu¢nich druht se snimky nahromadily v jednu skupinu
zahmujici sekundarni, vétSinou jehli¢naté lesy s pifmifenym dubem. Analyza Twinspan
ukazala, Ze ve shluku lze rozliSit dvé podskupiny (viz obr. 9). Dle druhového sloZeni
stromového patra a dle indikdtorovych druhii pro déleni skupin lze jednu &ast charakterizovat
jako bory a jednu jako porosty se smrkem.

HADAC (1966b) uvadi, ze pifevazna ¢ast lokalit ma pis¢ity podklad. Pii soudasné revizi vsak
bylo zjiSténo, Ze populace €asto rostly i na Stérkopiskovém podkladu &i na hlinito-piséitych
pudich. Stejné tak mateény substrat nemusi byt pouze pisky. Z geologickych map bylo
zjisténo, Ze podklad lokalit mnohdy tvofi pfeménéné horniny nebo vyvieliny, které jsou
vétSinou kyselé, ale Casto i zasadite.

HADAC (1966b) se o vapencovém podkladu na lokalitdich M. bohemicum nezmitiuje. Naopak
pro rakouske populace M. subalpinum agg. uvadi jako jeden z rozliSovacich znakd, Ze se proti
M. bohemicum vyskytuji na vapenci. Teprve TICHY (1996) uvadi populace M. bohemicum
rostouci na vapencovém podloZi z lokalit v blizkosti OleSnice u Kunstatu. Pii aktualni revizi
bylo zjisténo, Ze M. bohemicum se na vapnitych podkladech (vapnitych jiloveich, slinoveich a
prachoveich) vyskytuje i ve vychodnim Polabi (viz pfiloha 2). M. bohemicum tedy roste na
vapencovém podkladu ¢astéji nez se predpokladalo a ptibliZuje se tak stanovitnimi naroky M.
agustissimum.

Ze vsech lokalit bylo patrné, Ze M. bohemicum velice asto roste v okoli silnic, cest a p&sin.
Tato vlastnost se patrné da vysvétlit tim, ze M. bohemicum vyhledava svétlej$i lesy, pripadné
svétla mista s naruSenym stromovym zapojem. S tim také souvisi nejpo&etn&j$i populace ve
svétlych borech na piskach v oblasti Zahori. Velmi &asto M. bohemicum roste na terasach fek
nebo v jejich blizkosti (napi. nad nivou feky) a v okoli terénnich zlomd. Tato vlastnost patrné

HADAC (1966b) uvadi, Ze smiSené héje s duby, lipou a javory jsou pro M. bohemicum ptili§
stinn€ a vlhké. Pfesto jsem naSel nékolik lokalit, na kterych rostl tento taxon v podobnych
spoleCenstvech. Napfiklad u Vysoké nad Labem rostla velka prosperujici populace v lipovém
h4ji s pfimeési trnovniku akatu.

Hlavnimi faktory recentné ohroZujicimi tento druh v Ceské republice jsou zejména:

ruderalizace lokalit (zar(stani Calamagrostis epigejos, Calamagrostis arundinacea, Tmpatiens
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parviflora, Carex brizoides, Pteridium aquilinum), ne¥etrné lesnické zasahy (myceni, husta
vysadba smrkhi na lesni svétliny), vysokd fragmentace populaci a mala velikost populaci. Dle
tistniho sd&leni Milana Stecha se zd4, Ze v poslednich letech dochézi na nékterych lokalitach ke
zmenSovani populaci. Také je ale mozné, Ze pozorovany ubytek rostlin byl zpiisoben
prirozenymi fluktuacemi pocetnosti, které jsou u jednoletych rostlin b&zné. Takovéto zmény

pocetnosti jsem napt. sledoval od roku 2003 na lokalitach v Doubi u Tabora.

4.3 Velikost jaderného genomu
Porovnani velikosti obsahu DNA studovanych populaci M. subalpinum agg. ukazalo nékteré

zajimavé skute¢nosti (viz obr. 11). Populace M. bohemicum z Ceské republiky a populace M.
angustissimum z Rakouska se v obsahu DNA prikazné nelisily, coZ neodporuje hypotéze o
totoZnosti t€chto dvou taxont, kterd byla piivodné zaloZena pouze na morfologické podobnosti
(STECH 2000, STECH 2006). Velmi zajimavy je vSak pfipad slovenské populace M. bohemicum
z blizkosti obce Sagtin-StraZe. Piesto, 7e je tato populace morfologicky shodnd s ¢eskymi
populacemi, velikost jeji jaderné DNA je o 4,5% mensi. U dalgich slovenskych populaci bude
nutné v budoucnu provéfit, zda ve velikosti genomu vykazuji obdobny rozdil a zajimavé by
bylo také otestovat, zda jsou tyto populace schopné kiiZeni s populacemi Eeskymi.

Velikost jaderné DNA rakouskych Sirolistych populaci M. subalpinum agg. se od tizkolistych
populaci lisila sice jen nepatrng, ale stile prikazné (1,9 %). Rozdil od druhého potencidlng
rodi¢ovského taxonu M. nemorosum byl vyrazng vétsi. (13,4 %). Presto, Ze v piipadé hypotézy
0 hybridnim ptivodu Sirolistych populaci M. subalpinum agg. by se dala o¢ekévat intermediarni
velikost obsahu DNA, jak tomu €asto byva u jinych homoploidnich hybridfi (BUITENDUK et al.
1997, THIBAULT 1998, SISKO et al. 2003), aktualni vysledek nemusi nutné popirat hybridni
ptvod. Rozdily proti oekdvanému obsahu jaderné DNA u hybridd uvadi napt. BURES et al.
(2004) v rodé Cirsium. V tomto pfipadé mély hybridni taxony v priméru mensi obsah jaderné
DNA, nez by se dalo olekdvat vzhledem k velikosti DNA rodiovskych taxonti. Naproti tomu
napf. BAACK et al. (2005) pro rod Helianthus uvadi, Ze hybridi sebrani z pfirozenych stanovist
méli 0 50 % vy38i obsah jaderné DNA neZ rodiovské druhy. Naopak hybridi vznikli umélym
kiiZzenim se od rodic¢ovskych druht nelisili ani v rozsahu Sesti generaci.

Nartist velikosti jaderné DNA proti pfedpokliddané intermediarni velikosti vzhledem
k rodi¢ovskym taxontim by se dal vysvétlit napf. evoluénimi tlaky. P¥i hybridni speciaci mizZe
hrat vyznamnou roli tizky bottleneck. Pokud se v obdobi bottlenecku vyskytla rostlina s v&tsim
genomem, mohl se tento genom udrZet i v piipadé, Ze byl selektivné neutrdlni nebo dokonce

nevyhodny (BAACK et al. 2005).
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4.4 Isozymova analyza
Isozymova analyza podpofila zfetelng nékteré hypotézy. STECH (2006) predpoklads, Ze M.

subalpinum agg. ma centrum diverzity v Rakousku v oblasti Wienerwaldu a Eeské a slovenské
populace této skupiny jsou vysekem variability rakouskych populaci. Hodnoty v tab. 5
potvrzuji, Ze nejveétsi genetickd variabilita je v rAmci populaci M. subalpinum s. str. v oblasti
Wienerwaldu. Populace M. angustissimum vykazuji o néco niz§i genetickou variabilitu a
okrajové populace M. bohemicum v Ceské republice a na Slovensku jsou geneticky variabilni
nejméné. Zminéné genetické rozdily dobfe koreluji s morfologickou variabilitou populaci
(STECH 2006). Genetické vzdélenosti mezi viemi studovanymi populacemi jsou patmé z
tabulky 6 a z obr. 13.

Ve vysledku shlukové analyzy se zietelné da rozlisit shluk vétSiny &eskych populaci M.
bohemicum, ktery je spojen se shlukem rakouskych populaci mimo Wienerwald. Tento
vysledek spolu s analyzou velikosti genomu podporuje teorii o totoZnosti M. bohemicum a M.
angustissimum (STECH 2000, STECH 2006). Mimo tuto skupinu stoji slovenska populace M.
bohemicum z lokality Sastin-StraZe, ktera se od ostatnich populaci liSila 1 v obsahu jaderné
DNA. AC je populace morfologicky totozna sé&eskymi populacemi, na zékladd analyzy
isoenzymi a celkového obsahu DNA lze ptedpokladat, Ze by se v piipadé Zahori mohlo jednat
o arelu izolovanou jiz velmi dlouhou dobu.

Geneticky nejvice odlisnou se ukazala byt populace M. bohemicum z oblasti Ceského réje.
Jedna se o populaci Citajici nékolik set rostlin omezenou na malou plochu. V dendrogramu na
obr. 13 se liSila velmi vyrazné od vSech studovanych populaci. Nejnizsi heterozygotnost
populace potvrzena vysokou hodnotou fixaéniho indexu (Fis = 0,406) ukazuje na silny
inbreeding. Tento stav mohl nastat dvéma moznymi zplisoby. Bud doslo vlivem nahlé zmény
prostfedi k prudkému poklesu pocetnosti plivodné vétsi populace na nékolik jedincl a tim se
vyrazné sniZila geneticka diverzita populace, nebo populace vznikla zavledenim. Oba piipady
vedou ke sniZeni heterozygotnosti, silné inbredni depresi a genetickému driftu (BRIGGS et
WALTERS 1997). Lokalita M. angustissimum znejzdpadnéj§i odlehlé oblasti vyskytu
v Rakousku se v dendrogramu také odélila od vétSiny ostatnich populaci, ale geneticka
variabilita této lokality byla vyrazné vy$si nez u Zehrova. Také ziporna hodnota fixaéniho
indexu naznacuje, Ze v populaci dochazi k ¢astému opyleni mezi nepiibuznymi jedinci.

Dalsi dobfe vymezenou skupinou v dendrogramu shlukové analyzy pro Neiovy vzdalenosti
jsou rakouské populace M. nemorosum. Pouze &eska populace M. nemorosum z Piibénic stoji
v dendrogramu zcela mimo tuto skupinu, coz naznacuje, Ze by mezi rakouskymi a &eskymi
populacemi tohoto taxonu mohl byt vyznamngjsi rozdil. Pozoruhodn4 je také nejednotnost

populaci M. subalpinum s. str. Populace z lokalit Hofstiétten, Eindde a Merkenstein jsou ve
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shluku sM. nemorosum, kdezto populace z Gumpoldskirchenu je ve shluku sM.
angustissimum. Toto miZe indikovat pfibuznost M. subalpinum s. str. s obéma potencialnimi
rodiovskymi druhy, ale pravdépodobné je i nahodné pfifazeni nékterych populaci zpfisobené
nedostatkem dat a limitaci pouZité metody.

Na obr. 14 je diagram PCoA Neiovych vzdalenosti mezi populacemi. Opét je patrné, Ze
potencialné hybridni populace M. subalpinum s. str. se na zdklad& isozymové analyzy fadi do
blizkosti M. nemorosum. Oviem Ceské a rakouské uzkolisté populace se vtomto pifpadé
rozdélily do opagnych &asti gradientu prvni osy, pouze lokalita Zehrov se zafadila do blizkosti
lokality M. angustissimum Peutenburg a lokality M. subalpinum s. str. Hofstitten. Po zobrazeni
prvni a tetf kanonické osy se v8ak Zehrovskéa populace odsunula zcela mimo ostatni, Populace
z lokality Gumpoldskirchen, kterd se v dendrogramu shlukové analyzy zafadila do shluku
s populacemi M. angustissimum se odsunula zcela mimo tyto populace. Stejné tomu bylo i
v piipadé zobrazeni tfeti osy.

HADAC (1966b) predpokladal, Ze taxon M. bohemicum vzniknul v oblasti Zahori v dobé
posledniho zalednéni a odtud se pak dale pfes Hodoninsko a okoli Olesnice rozsifil na zbylé
Ceské arely. Dnes je vSak téméf jisté, Ze centrum genetické diverzity M. subalpinum agg. je
v oblasti Wienerwaldu. Odtud by se dalo ogekavat separatni $ifeni dvémi migraénimi cestami
do Cech a na Slovensko. Do Cech se mohlo M. bohemicum také &iit dvémi cestami. Pies
uzemi Waldviertel na Tfeboﬁs}{o a podél LuZnice az k Taboru a pfes jiZzni Moravu k Olegnici a
do vychodnich Cech. Hadadova teorie o §ifeni druhu je nepravdépodobné i proto, Ze
zminovana Hodoninska arela je omyl.

I pfes relativné dobrou interpretovatelnost vysledkl isozymové analyzy je k nim potieba
pfistupovat obezfetné. Vyrazné omezeni interpretace pfinddi skute¢nost, Ze byly studovéany

pouze Ctyil lokusy ze tii enzymovych systému.

4.5 Navrh dalSiho postupu studia skupiny

Vzhledem k odlisnému obsahu DNA u populace ze slovenské oblasti Zahori by bylo vhodné
se na tuto arelu detailngji zaméfit. Kromé& analyz velikosti genomu zbylych slovenskych
populaci by bylo velmi zajimavé ovéfit moZnost hybridizace mezi deskymi a slovenskymi
populacemi.

Ceské populace M. bohemicum a M. nemorosum se nepodafilo zk¥iZit. Pfesto neni vylougeno,
Ze rakouske populace z oblasti Wienerwaldu jsou kiiZeni schopny. Proto by bylo vhodné
pokusné ovéfit hybridizaci i u populaci z této oblasti.

Pro zietelngjsi interpretaci vysledkii isozymové analyzy by bylo vhodné provést analyzu

vétsiho mnozstvi enzymatickych systémi a lokust.
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Dalsi studie by bylo vhodné rozsifit o morfologicky podobné rostliny z centra diverzity celé

skupiny na Balkanském poloostrové.
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5. Zavér
U cCeskych populaci M. nemorosum a M. bohemicum nebyla prokazana moznost hybridizace.

Tobolky vétSinou nedokonéi vyvoj nebo jsou v nich defektni semena neschopna vykli¢eni.

Otazkou zistava, zda lze toto zobecnit i pro rakouské populace.

Byla provedena kompletni revize veskerych lokalit M. bohemicum v CR a SR. V souéasné
dob& byl druh ovéfen na 52 lokalitich vtomto tizemi. Cést lokalit uvadénych HADACEM
(1966b) nebyla nalezena (viz pfiloha 3). Zcasti z divodu S§iroké lokalizace originalnich
pramenlii a zc&asti téZ zdliivodu zéaniku nékterych lokalit. Novéjsi udaje o rozdifeni z
publikovanych floristickych piispévkt (HOLUB 1996, TICHY 1996, KAPLAN 2005, STECH 2005)
a rukopisnych materidld R. Kurky a M. Stecha, které dopliiuji Hadadovy lokality byly
revidovany tspéSné. Pii aktudlni revizi byly objeveny nékteré nové subpopulace v blizkosti
difve uvadénych populaci a jedna nova lokalita.

Behem revize bylo zjisténo, Ze se M. bohemicum v soucasné dobé roste zejména
v druhotnych kulturnich borech a smrkovych porostech s piimési dubu. Piesto se mize
vyjimecné vyskytovat i v €isté listnatych hajich. Taxon preferuje pisky nebo pis¢ité pudy, ale
miiZe rlst i na humoznéj$im podkladu. Mateég_f horninou nemusi byt pouze pisky. V podkladu
lokalit se ¢asto objevovaly i pfeménéné horniny a vyvieliny. Podklad lokalit mél pfevazné
kyselou, ale nezfidka i zdsaditou reakci. M. bohemicum roste na vapencovém podkladu castéji
neZ se predpokladalo a pfiblizuje se tak stanovistnimi naroky M. agustissimum.

Rostlina vyhleddvd zejména lesni svétliny v okoli cest a Casto se vyskytuje na terasach a
terénnich zlomech.

Recentné je taxon ohroZen ruderalizaci a zarGstanim lokalit, neSetrnymi lesnickymi zasahy
(myceni, hustd vysadba smrkd na lesni svétliny), vysokou fragmentaci populaci a ¢asto malou

velikosti populaci.

Ceské populace M. bohemicum a rakouské populace M. angustissimum v Alpach se ve
velikosti jaderného genomu neli$i. Byla vSak zji§téna odlisnd velikost genomu (o 4,5% mensi)
u slovenské populace M. bohemicum z lokality Sastin-StraZe.

U dvou rakouskych populaci M. subalpinum s. str. byl zji§tén o 2% mensi obsah jaderné
DNA nez u populaci M. angustissimum a M. bohemicum, zatimco M. nemorosum mélo velikost

genomu mensi o 15,5%.
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Analyzou isozymu byla zji$téna nejveétsi genetickd variabilita v ramci populaci v oblasti
Wienerwaldu. Populace M. angustissimum vykazuji o néco niz§i genetickou variabilitu a
populace M. bolemicum v Cechéach a na Slovensku jsou geneticky variabilni nejmeéne.

Analyza UPGMA Neiovych genetickych vzdalenosti pro populace naznaduje blizkost M.
bohemicum s populacemi M. angustissimum. Geneticky nejvice odliSnou se ukazala byt
populace M. bohemicum z oblasti Ceského raje. Tato populace vykazuje velmi nizkou trover
heterozygosity a naopak vysokou miru inbreedingu.

Slovenska populace M. bohemicum z lokality Sastin-Straze, kterad se od ostatnich populaci
lisila i v obsahu jaderné DNA, se zafadila zcela mimo ostatni ¢eské populace. A¢ je arela v
Zahori morfologicky totoZna s Ceskymi populacemi, zfejmé je izolovana jiz dlouhou dobu a
jeji genovy pool se vyvijel zcela nezavisle na ostatnich.

Rakouské populace M. nemorosum se v analyzich zafadily do jedné skupiny, pouze Ceska
populace z Piibénic se zafadila zcela mimo tuto skupinu. Tento rozdil je pravdépodobné
korelovan s geografickou vzdalenosti populaci, ale z¢asti mlize jit i o nahodné oddéleni Geské
populace zplisobené nedostatkem dat.

Vysledky isozymové analyzy by i pfes povzbudivé zavéry mély byt interpretovany
s opatrnosti. Kvili vypusténi systému AAT se sniZil pocet analyzovanych lokust, coz snizuje

interpretovatelnost vysledkd.
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Priloha 1

Studované lokality

B



G : s . . Nadm. v.  Soufadnice
Oznaceni lokality v analyzich / rostlina Lokalita (m n.m.) (WGS 84)
Majdalena: lesni cesta k soutoku Luznice a
: , Nové feky (zelena znaéka) cca 200m od N48,98466°
agHaler/ .S hlavni silnice; asi 2,5km SSZ od nadrazi v 40 Elasaazee
obci
(Begice u Tédbora) Ptibénice: ] az JZ svah G
e s . R e . cop s N49,39162
Piibénice / M. bohemicum nad silnici kolem zficeniny Pfibénice, cca 420 E14.56260°
150m JJZ od zbytkh véze ’
(Tynisté nad Orlici) Rasovice: u silnice z
i . Rasovic do Kfivic asi 970m SS(Z) od N50,18350°
T 88 L M. Boderiicium kfiZzovatky v RaSovicich; pod kopcem Hlava 280 E16,09675°
(Hlavag?), podle stariiho obyvatele
- ; (Prelou¢) Sopiet: u kiiZovatky Sopiet - N50,07890°
Sopieci M. delemicune Stragov - Brehy cca 2km JJZ od obce 240 g15545530
(Ole3nice u Kunstdtu) KnéZeves: asi 760m
g ) SZ od kaple v obci; pii lesn{ cest® na mytingé N49,59178°
Knozevess M, hekeaeyn s vysadbou mladych modfinii a na okrajich 530 El6,41661°
lesni cesty
(Mnichovo Hradiité) Zehrov: byvaly lom u 5
- . gl s ug N50,52301
Zehrov/ M. bohemicum silnice kolem obory zdmeéku Bellevue cca 280 E15.10653°
980m J(J)V od kiizovatky v obci !
b it g s . {SK)Borsky Mikula§: bor J od silnice do N48,63115°
Sastin-Straze / M. hohemicum &agiing cca 3km Z od obce 180 E17.17033°
Semmering: lesnaté (Pinus sylvestris, NA47 64069°
Semmering / M. angustissimum Corylus) a kifovinaté svahy (VJV orientace) 1010 El 5187730‘:‘
nad silnici cca 220 m SV od kostela v obci T
Puchberg am Schneeberg, Losenheim: N47.79048°
Puchberg / M. angustissinium kulturni smréina cca 230 m SS(Z) od 746 2 4
N—— E15,84452
Zficeniny hradu
Scheibbs, Kienberg: lesnaté (Fagus, Pinus N47.95620°
Peutenburg / M. angustissimum nigra) IV svahy cca 275 m SZ od Zelezniéni 430 g
; E15,15440
zastavky Peutenburg
Bad Véslau, GroBau, Haidlhof: lesnaté a
: 23 kiovinaté (Pinus nigra, Sorbus aria agg., N47,98230°
Merkenstein / M. angustissimum Corylus) svahy nad zficeninou hradu 450 E16.13314°
Merkenstein
g . e Bad Vaslau, Rohrbach, Hofstitten: kioviny N47,99271°
Hofstitten / M. angustissimum BEi cesté cca 100 m JV od osady 406 E16.10519°
- ’ Baden, Pfaffstiitten, Eintde: lem silnice ca N48,02366°
Kinoleif &l sutulpuiis. st 260 m Z od zipadniho okraje osady Eindde. 300 pig 20760
Gumpoldskirchen, Heberlberg: lemy a N48.03286°
Gumpoldskirchen / M. subalpinums. str. kfoviny cca 2,3 km ZJZ od nadrazi 297 st
" E16,25664
v Gumpoldskirchenu
; . Bad Véslau, GroBau, Haidlhof: podél silnice N47,97996°
Halaioll. 11, newotonii v tidoli cca 1,9 km SZ od osady Haidlhof 3B Ele122210
Perchtoldsdorf, GieBhiibl: dubohabftina u 5
i g R . o N48,10364
GieBhiibel / M. nemorosum lomu na zapadnim okraji osady 412 e
. : E16,23370
Tirolerhofsiedlung.
Gaaden, Rotes Kreuz: lemy a kfoviny cca 2,3 N48.03581°
Rotes Kreuz / M. nemorosum JI(V) od obce Gaaden, Z od rozcesti Rotes 390 ’ o
E16,21005
Kreuz
. ) (Begice u Tabora) Ptibénice: 70m S od N49,39334¢
Bribznics/ M. nemurosi zbytkli véZe na svahu nad LuZnici =20 E14,56207°

- B



Ptiloha 2

Seznam lokalit

Lokality jsou fazeny podle ptislusnosti k jednotlivym arelim v Ceském raji, ve vychodnim Polabi, v Sirgim
okoli Olesnice u Kunstatu, podél adoli Luznice u Tdbora, na Trebotisku a na Slovensku v oblasti Zahori.

Subpopulace spadajici pod jednu lokalitu jsou vymezeny podélnymi garami.

U nékterych popisi lokalit byla kviili usnadnéni orientace do zivorky pred nézev obce uvedena nejbliz3i vatsi
obec ¢i mésto,

Pokud je v pozndmce uveden podklad, jedna se o tidaj o charakteru podkladu zjistény pii revizi.

U zdrojt, které nebyly publikovany, je letopodet v zévorce.
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Nenalezené lokality

- 66 -



Lokality HADACE (1966b), které nebyly pfi revizi nalezeny (popis lokalit je piejat doslova) :

o Koéta 284 m mezi héj. Dva Srariky a Béletkem (MIKYSKA, Ust. sd&l.).

e Mezi Kladruby a Tyncem n. L. v borobfezovém lese na pis¢ité ptidé ca 250 m n. m.
(CELAKOVSKY 1873).

e V lese ohrada u Vchynic, ca 213 m (Ko$TAL in CELAKOVSKY 1890, PARD.)

e Boru Zivanic (E. HADAC, PARD.).

e Lesy u Bohdance (JAHN, BRNU); les Horka u Bohdanée, ca 230 m (J. et E. HADACG
1948, E. HADAC 1966).

e U hajovny jv. od StraSova 18. 6. 66 (E. HADAC).

o Belobranskd dubina (pfi silnici Pardubice — Sezemice), 220m, s Melampyrum vulgatum.
(I. et E. HADAC 1948, PARD.).

o Lesuos. Borek (J. HADAC PARD.).

° Ad marginem silvae Horka supra Ptfepychy, ca 320 m (ROHLENA 28. 8. 1927 PR,
BRNU).

e Albrechtice, ca 260 m (Rohlena 1928, J. HADAC PARD.), les Lipava u A. (MIKYSKA,
tist. sdél.).

¢ Stépanovsko, ca 255 m (ROHLENA 1928).

o Cestice, ca 270 m (ROHLENA 1928), Horecka straf jihovychodné od Cestic (MIKYSKA,
ust. sdél.). |

e Les nad Starymi Holicemi, 320 m (KOSTAL in ROSULEK 1903); pravdép. totoZné
s lokalitou: ,,Holice, v obecnim lese®, 29. 7. 1899 TocL, PR, BRNU, resp. ,,Holice, pii
lesni cesté k Borohradku* (30. 8. 1897 TocL PR).

e U Potityna, ca 300m, 8. 1896 (CELAKOVSKY fil. PR).

® V borech u Rove¢ného (,,Rove¢in®), ca 600 m, 8. 1878 (FLEISCHER PR).

e Olesnice: u lomu pfi silnici k Crhovu, 550 m, druhotna smréina (E. HADAC).

e Studienka (,,Hasprunka®), v pis¢itém boru 17. 8. 1946 (HOLZKNECHT, BRNU).

e Pod Bozajvrikem jihovych. MikuldSova, 225 m, 16. 8. 1965 (HADAC).

e Sajdikove Humence: polesi HruSov odd. 71d (RUZICKA 1964) 185 — 206 m 1. m.

e Plavecky Stvrtok (HOLUBY sec. S06 1927), ca 170 m n. m.
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Fotografie
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e

Melampyrum bohemicum
(foto M. Stech)

Melampyrum angustissimum (Losenheim) Melampyrum nemorosum (Mackov)
(foto M. Stech) (foto M. Stech)
77




Melampyrum subalpinum s. str. (EinSde)
(foto M. Stech)

Porost Melampyrum bohemicum v okoli a na pomniku z druhé svétové valky ptiklad praktického
vyuZiti CernySe ¢eského pro pietni a dekoraéni tcely. | -
(foto I. Svobodova) WL Hé
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