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Abstract: Interspecific hybridization is an important evolutionary process, but it also
brings numerous risks to local populations. In endangered species, it can cause
or accelerate the weakening or extirpation of their populations. Early detection of
hybridization can therefore be crucial for the conservation of endangered species.
Using 11 genera of the Czech and Slovak flora, we have analysed the potential and
limitations of flow cytometry as a method to detect hybridization in populations of
endangered plant species. We propose that flow cytometry be included as a routine
method in nature conservation, particularly in the development of rescue programs for
endangered species and for the management of important conservation sites.
Keywords: flow cytometry, hybridization, introgression, endangered species, gene
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Abstrakt: Hybridizace je vyznamny evolu¢ni proces, ktery mize generovat novou
genetickou variabilitu nebo dokonce vznik novych druh(, ale na druhé strané pfinasi
i Cetna rizika lokalnim populacim. V pfipadé ohrozenych druhl mize zpUsobit
nebo urychlit oslabeni az uplné vyhubeni jejich populaci. V¢asna detekce kfizencl
proto mGze byt pro zachranu ohroZenych druhd klicova. Na pfikladu 11 rodu ¢eské
a slovenské flory analyzujeme vyhody a omezeni pratokové cytometrie jako metody
k odhaleni hybridizace v populacich ohrozenych druhd rostlin. Doporuc¢ujeme, aby
pratokova cytometrie byla zafazena mezi rutinni metody v ochrané pfirody, zejména pfi
zpracovani zachrannych programu ohrozenych druhl a pro management ochranarsky
vyznamnych lokalit.

Kli€ova slova: pritokova cytometrie, hybridizace, introgrese, ohrozené druhy, genovy
tok, ochrana pfirody

Nomenklatura/Nomenclature: KAPLAN et al. (2019)

Uvod

Hybridizace je proces, pfi kterém se dva r(izné druhy (nebo obecné rizné genotypy) kfizi
a vznika potomstvo, které kombinuje genetickou informaci rodi¢li (ARNoOLD 1997, SoLTIsS
& SoLTis 2009). To otvira cestu mnoha evoluénim procestim. Jednim z nich je speciace,
kdy se nové vznikla kombinace genli ukaze vyhodnd, uspéje v daném prostfedi a da tak
postupné vzniknout novému druhu. Tento proces je u rostlin ¢asto doprovazen znaso-
benim poctu chromozom( (polyploidizaci), které pomuze obnovit fertilitu sterilnich me-
zidruhovych kfizencu a zaroven zajisti okamzitou reprodukéni bariéru pro nové vzniklou
evolu¢ni linii a jeji dalsi samostatny vyvoj. Néktefi kfizenci mohou také zmeénit zpusob
reprodukce a zacnou vytvaret semena bez oplozeni (apomixie/agamospermie). Jini kFi-
zenci mohou zUlstat zcela sterilni, ale presto uspét v daném prostfedi a udrzovat se bez
pohlavniho rozmnozovani vegetativné, napf. pomoci rozristani oddenkd nebo vybézku.
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Hybridizace mdze mit ale i negativni disledky, zejména pro mistni populace. Nové
vznikly hybrid maze byt diky kombinaci alel od dvou rizné adaptovanych druh( biologicky
zdatné&jsi (napf. odolné&jsi nebo rychleji rostouci) a diky konkurenéni vyhodé zagit vytlacovat
rostliny rodi¢ovskych druhd. Pokud je kfizenec fertilni a nevytvofi se dostate¢né ucinna
reprodukéni bariéra, muze dochazet i ke zpétné hybridizaci, tedy k hybridizaci kfizencl
s jedinci Cistych druhl. Tim vznika bohata mozaika rostlin s riGznymi kombinacemi gend,
ktera se nazyva hybridni roj. Z tohoto procesu mize jeden z rodiovskych druht i profitovat,
kdyz prostfednictvim hybridizace a selekce dojde k pfenosu vyhodnych alel z jednoho
druhu na druhy (adaptivni introgrese). VétSinou je ale existence hybridniho roje pro ptvodni
populace spiSe nebezpelim, protoZze pokud zpétnd hybridizace probihd dostatecné
dlouho, muzou geneticky Cisté rostliny jednoho nebo obou druhli z populace zcela vymizet.
Populace rodi¢ovskych druht ale mohou byt ohroZeny i v pfipadé, kdy jsou kfizenci sterilni
a nedochazi ke genetické erozi. Tim, Ze zbyte¢né investuji do vzniku sterilniho hybridniho
potomstva, se postupné oslabuji a nevznika dostatek fertilniho potomstva pro obnovu
populace (WoLF et al. 2001, Tobesco et al. 2016).

Tyto procesy mohou byt velmi nebezpeéné zvlasté pro populace vzacnych a ohroZzenych
druhti (LEVIN et al. 1996, TODEscO et al. 2016). Ty jsou jizZ samy o sobé ¢asto znevyhodnéné,
jsou vazany na ubyvajici a ménici se biotopy, maji malé a ¢asto i fragmentované populace,
jsou pod tlakem konkurentné zdatnéjSich rostlin v€etné invaznich, nebo jsou uUzce
specializované a neschopné pfizpusobit se rychlym zménam. K¥izeni s Iépe adaptovanymi,
puvodnimi i neptvodnimi druhy tak miiZze pfedstavovat povéstny posledni hiebik do rakve
populaci vzacnych rostlin (RHYMER & SIMBERLOFF 1996, TODESCO et al. 2016). Hybridizaci
u ohroZenych druhu je proto duleZité pribézné monitorovat a v pfipadé potfeby véas zahdjit
potfebna opatfeni k zabranéni negativnich disledkd. Hybridizaci neni ale vzdy snadné
identifikovat. Ur€eni pfitomnosti hybridnich rostlin v populaci podle vnéjSich morfologickych
znakl vyzaduje dostate¢nou morfologickou diferenciaci rodiovskych druhl a zpravidla
i expertni znalost a dlouhodobou zkuSenost pozorovatele. Hybridizaci mnohdy spolehlivé
odhali analyza DNA, pfislusné metody jsou vSak stale Casoveé a finanéné nakladné a rovnéz
vyzaduji expertni znalost pro spravné vyhodnoceni ziskanych dat.

Znamky hybridizace Ize pozorovat i na Urovni genomicko-karyologické, konkrétné pro-
stfednictvim rozdild ve velikosti jaderného genomu, po¢tu chromozom( a chromozomal-
nich sad, které u rostlin vykazuji vysokou variabilitu. Pfimé pocitani chromozomu je vSak
Casové naro¢né a vyzaduje odborné znalosti a zkuSenosti v oblasti karyologie. Analyzovani
rozdild ve velikosti genomu, ale také v poctu chromozomalnich sad (ploidni Uroven) mezi
populacemi podezielymi z hybridizace pomoci prutokové cytometrie muze predstavovat
rychlé, efektivni a technicky méné slozité feSeni. Na zakladé velikosti genomu je nejmar-
kantngjsi a relativné nejjednoduseji interpretovatelna hybridizace mezi druhy s odlinym
poctem chromozomalnich sad. V takovém pfipadé ma hybridni jedinec zpravidla nejen
pocet chromozomd, ale i velikost genomu pfechodnou mezi obéma rodiéi. Analyza velikosti
genomu mUze byt uzite€na i pfi hybridizaci taxon(i se stejnym poctem chromozom0 (ho-
moploidni hybridizace), avSak vyzaduje dostate¢ny rozdil ve velikosti genomu mezi rodici.
Stanoveni velikosti genomu a ploidni Grovné je mozné pomoci metod zaloZenych na pra-
tokové cytometrii. V na$i studii analyzujeme a diskutujeme moznosti a omezeni vyuZiti této
metody pro detekci hybridd v populacich ohrozenych druhi rostlin.

Pratokova cytometrie je analyticka laboratorni technika pouzivana k méreni fyzikalnich
a chemickych charakteristik jednotlivych ¢&astic. V pfipadé vyuziti v botanice jsou
analyzovana uvolnéna jadra bunék obarvena fluorescenénim barvivem, pfi€emz mnozstvi
navazaného barviva, resp. jeho fluorescence, odpovida mnozstvi celkové jaderné DNA.
Vzorek je suspendovan v tekutiné a vstfikovan tenkym proudem do pratokového cytometru,
kde dochazi k interakci mezi jadry a laserovym paprskem. Z parametrd proslého,
vyzareného a rozptyleného svétla Ize urcit velikost genomu, ktera je v mnoha pfipadech
druhové specifickym znakem. Porovnanim velikosti genomud méfenych vzorka Ize tak nékdy
stanovit pFisluSnost vzorkd k jednotlivym druhdm nebo i kfizencim. Ackoliv neposkytuje
obdobnou miru spolehlivosti detekce mezidruhovych hybridd jako sekvenovani DNA,
velkou vyhodou pritokové cytometrie je jeji rychlost, technicka nekomplikovanost a nizka
finan€ni narocnost (SUDA 2005, GALBRAITH et al. 2021).
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Material a metody

Rostlinny material

Na zakladé naSich predchozich zkuSenosti a udaji v literatufe (podrobnosti viz URFUS
et al. 2025) jsme vybrali 14 dvojic druht z rodt chlupacek (Pilosella), koniklec (Pulsatilla),
kopfiva (Urtica), kycelnice (Dentaria), lakusnik (Ranunculus sect. Batrachium), oméj
(Aconitum), prstnatec (Dactylorhiza), rdest (Potamogeton), sitina (Juncus), $asina
(Schoenus) a vrbovka (Epilobium), u kterych byla v Ceské republice (a v pfipadé rodu
Dentaria na Slovensku) znama nebo alespor pfedpokladana hybridizace. Jeden druh
z kazdé dvoijice je pfitom vzdy soucasti Cerveného seznamu v kategoriich kriticky ohrozeny
(C1), silné ohrozeny (C2) nebo ohrozeny (C3) (GRuLICH 2012), druhy druh z dvojice
je na naSem Uzemi Castéjsi, v nékterych pfipadech je ale také zafazen na Cerveném
seznamu. Pokryty byly jak pfipady dvojic druhd se stejnym (homoploidni hybridizace),
tak odliSnym chromozomovym ¢islem (heteroploidni hybridizace). Vzhledem k tomu, Ze
pratokova cytometrie je nedestruktivni metoda, byl zpravidla k analyzam odebran jen
jeden list nebo €ast listu. Nomenklatura a vymezeni taxont odpovida Kli¢i ke kvétené CR
(KAPLAN et al. 2019). Pfevazné z tohoto zdroje byly prevzaty i zakladni charakteristiky
nize pojednavanych druh.

Pritokova cytometrie

Stanoveni relativni, resp. absolutni, velikosti genomu probihalo v Sudové laboratofi pra-
tokové cytometrie Katedry botaniky PfF UK a v laboratofi pritokové cytometrie v Botanic-
kém Ustavu AV CR v Priihonicich. Pro izolaci a barveni jader byla zvolena modifikovana
metodika podle DOLEZEL et al. (2007). Kazdy vzorek byl spolu s adekvatnim internim
standardem rozsekan ostrou ziletkou v 0,5 ml vychlazeného pufru Otto |. Suspenze jader
byla posléze prefiltrovana pfes uhelon (velikost oka 42 pm). Ke vzorku byl nasledné pfidan
1 ml barviciho roztoku (pufr Otto Il + DAPI, resp. Otto Il + Pl + RNaza). Vysledné histogra-
my byly analyzovany v programu FloMax.

Vysledky

Podrobné vysledky a odkazy na diléi literaturu k jednotlivym rodim jsou uvedeny
v samostatném ¢lanku (URFuUs et al. 2025). Zde se zamé&fime na popis jednotlivych skupin
a zhodnoceni potencialu vyuziti pratokové cytometrie k detekci hybridu.

Chlupacky (Pilosella) jsou rod znamy vyznamnou roli hybridizace v jeho evoluci. Vétsi-
na druht je polyploidnich s rdznym podilem apomiktického rozmnoZovani, pficemz si ale
ponechavaji i schopnost sexualniho rozmnozovani a mohou se tak uc€astnit dalsi hybridi-
zace. Pro Ucely nasi studie jsme provedli detailni analyzu ve tfech smisenych populacich.
Na Kamenné hofe u Rymarova jsme studovali smiSenou populaci sexualniho diploidniho
(2n = 18) ch. onézského (P. onegensis) a apomiktického tetraploidniho (2n = 36) ch. oran-
zového (P. aurantiaca), a v PP Zamky a PP Baba na okraji Prahy smiSené populace
sexualniho diploidniho (2n = 18) cytotypu ch. hadincovitého (P. echioides) a sexualniho
tetraploidniho (2n = 36) cytotypu ch. zedniho (P. officinarum). Na vSech tfech lokalitach
jsme identifikovali rostliny s velikosti genomu odpovidajici triploidim, které predstavovaly
primarni hybridy (obr. 1).

Koniklece (Pulsatilla) patfi mezi vzacné a ohrozené rostliny. Zamérili jsme se na
hybridizaci mezi dvéma diploidnimi (2n = 16) druhy: k. otevienym (P. patens), ktery
je kriticky ohrozeny, a k. lu¢nim Ceskym (P. pratensis subsp. bohemica), ktery je silné
ohroZeny. Jejich kfizenci byli studovani na Humnickém vrchu v Doupovskych horach
(obr. 2). Prestoze rodiCovské druhy maiji identicky poCet chromozomd, relativni velikost
genomu se lisi asi 0 19 %, coz umozriuje i detekci jejich kfizencd, ktefi maji intermediarni
hodnoty (obr. 3).

U kopfiv (Urtica) jsme se zameéfili na hybridizaci kriticky ohrozené diploidni (2n = 26)
k. luzni (U. kioviensis) s diploidnim (2n = 26) a tetraploidnim (2n = 52) cytotypem bé&zné
k. dvoudome (U. dioica). Hybridy jsme detekovali v PR Plackdv les u Ivané v tvalu dolni
Svratky a v NPR Ranspurk na soutoku Dyje a Moravy u Lanzhota, a dale také v NPR Sur
u Bratislavy (obr. 4). Zatimco identifikace triploidnich kfizenct vzniklych z heteroploidni
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Obr. 1. Chlupacek dvouvidliény (Pilo-
sella xbifurca), ktery vznikl kfizenim
ch. hadincového (Pilosella echioi-
des) a ch. zedniho (P. officinarum)
v PP Zamky na severnim okraji Prahy
(2. 6. 2024 foto Jindfich Chrtek).

Fig. 1. A hybrid of Pilosella echioides
and P. officinarum (Pilosella xbifurca)
in the Zamky Nature Monument in the
northern outskirts of Prague (2. 6. 2024
photo by Jindfich Chrtek).

Obr. 2. Koniklec otevieny (Pulsatilla
patens) na  Humnickém  vrchu
v Doupovskych horach (1. 4. 2023 foto
Tomas Urfus). Zde a na sousednim
vrchu Havran se vyskytuje v rozsahlé
smiSené populaci s k. luénim &eskym
(P. pratensis subsp. bohemica), kde se
vyskytuje i jejich kfizenec P. xhackelii.

Fig. 2. Pulsatilla patens on Havran hill
in the Doupovské hory hills (1. 4. 2023
photo by Tomas Urfus). Havran and
the adjacent Humnicky vrch hill host
large mixed populations of P. patens
and P. pratensis subsp. bohemica with
occurrence of their hybrid P. xhackelii.
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Obr. 3. Graficky vystup (histogram) z méfeni velikosti genomu u homoploidni hybridizace
s dostatecnou diferenciaci ve velikosti genomu. Tfi nejvy$Si hodnoty odpovidaji méfenym taxondm,
krajni hodnoty rodi¢ovskym druhdm koniklec otevieny (Pulsatilla patens) a k. luéni ¢esky (P. pratensis
subsp. bohemica), zatimco stfedni hodnota jejich kFizenci.

Fig. 3. Histogram from genome size measurement of plants from a mixed Pulsatilla population
involving homoploid hybridization with sufficient differentiation in genome size. The outer values
correspond to the parental species (P. patens and P. pratensis subsp. bohemica), while the middle
value corresponds to their hybrid (P. xhackelii).

Obr. 4. Koptiva luzni (Urtica kioviensis) v podrostu rozsahlych ol$in v NPR Sur u Bratislavy (13. 10.
2021 foto Toma$ Urfus). Zde se nachazi pravdépodobné nejvétsi populace tohoto druhu ve stredni
Evropé. V nitrofilnich lemech rezervace dochazi k hybridizaci s diploidnim cytotypem kopfivy
dvoudomé (U. dioica subsp. subinermis).

Fig. 4. Urtica kioviensis in the undergrowth of an alder carr in the Sur National Nature Reserve near
Bratislava (13. 10. 2021 photo by Tomas Urfus). This site hosts probably the largest population of this
species in central Europe. In the nitrophilous edges of the reserve U. kioviensis hybridizes with the
diploid U. dioica subsp. subinermis.
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hybridizace byla jednoznaéna, na diploidni Urovni byla mezidruhova diferenciace v relativni
velikosti genomu mald, zjisténé hodnoty tvofily témér kontinuum a rozli§eni kfizenct od
geneticky Gistych druhl bylo mnohdy arbitrarni.

Rod kycCelnice (Dentaria; v zahranicni literatufe Casto hodnocen jako soucast
rodu Cardamine) je u nas zastoupen tfemi karyologicky i morfologicky velmi dobfre
diferencovanymi druhy, co? umoZfuje snadnou detekei jejich kiizenct. V CR byl zjistén
kfizenec k. devitilisté (D. enneaphyllos; dekaploid, 2n = 80) a k. zlaznaté (D. glandulosa;
hexaploid, 2n = 58). Zatimco prvni zjmenovanych druhd se vyskytuje pfedevsim v pohofich
stfedni a jizni Evropy, druhy je karpatskym subendemitem, do CR zasahuje pouze na
vychodni Moravu, kde probiha zapadni hranice celkového arealu; u nas je zafazen mezi
ohroZené druhy. Smisena populace s vyskytem kfizenct byla studovana na Slovensku na
Muranské planiné nad vsi Muranska Huta. Vzhledem k ploidni diferenciaci rodi¢ovskych
druht intermediarni hodnoty relativni velikosti genomu potvrdily morfologickou identifikaci
hybridnich rostlin. Nejedna se ale o hybridni roj, jak naznacuje morfologicka variabilita, ale
spiSe o hybridy prvni generace.

Laku$niky (Ranunculus sect. Batrachium) jsou jednou z linii pryskyfnik( adaptovanych
k zivotu ve vodé. Na jejich speciaci se velkou mérou podilely hybridizace a polyploidizace.
Vzniklé druhy se dale ucastni hybridizace (jak homoploidni, tak heteroploidni), néktefi
kfizenci jsou castecné fertiini a mize tak dochazet i ke zpétnému kFizeni (introgresi).
Zameéfili jsme se na hybridizaci mezi dvéma velmi podobnymi druhy, silné ohrozenym
(R. trichophyllus). Jejich kfizence jsme detekovali v rybniku Jordan u prazskych Hrncirl
(obr. 5). Vzhledem k ploidni diferenciaci rodi€ovskych druhd byla identifikace triploidnich
kfizenct pomoci pratokové cytometrie snadna.

U oméju (rod Aconitum) dochazi na naSem uzemi k hybridizaci diploidniho (2n = 16)
0. pestrého (A. variegatum) s tetraploidnimi (2n = 32) taxony z okruhu A. napellus
agg. V Krkonosich jsme analyzovali smésné populace o. pestrého s o. Salamounkem
(A. plicatum), zatimco v Moravskoslezskych Beskydech s o. tuhym moravskym (A. firmum
subsp. moravicum). VSechny uvedené taxony maji relativné malé arealy ve stfedni
Evropé a v CR jsou zafazeny na Cerveném seznamu, o. tuhy moravsky v kategorii siln&
ohrozenych taxona, zbyvajici dva v kategorii ohrozenych taxont. Kfizence o. Salamounku
a 0. pestrého jsme v KrkonoSich nalezli u Rychorské studanky nad Hornim MarSovem
(obr. 6). Diky ploidni diferenciaci mezi rodi€ovskymi druhy bylo mozné pomoci relativni
velikosti genomu triploidni kfizence snadno odliSit od rostlin obou rodi€ovskych druhu
(obr. 7). Obdobné rozdily jsme zjistili i pfi analyzach beskydskych rostlin, kde hybridni
rostliny o. tuhého moravského s o. pestrym od osady KyCera nad Horni Be€vou mély
intermediarni relativni velikost genomu mezi rodi€ovskymi taxony.

V rodu prstnatec (Dactylorhiza) velkou €ast diverzity tvofi alotetraploidy vzniklé po
hybridizaci diploidniho p. pletového (D. incarnata) a diploidnich nebo tetraploidnich
zastupcl okruhu p. plamatého (D. maculata agg.). Do této skupiny patfi i tetraploidni
(2n = 80) p. Cesky (D. bohemica), ktery je endemitem Jestfebskych slatin na Ceskolipsku.
Na své jediné lokalité se vyskytuje spolu s diploidnim (2n = 40) p. pletovym pozdnim
(D. incarnata subsp. pulchella) a tetraploidnim (2n = 80) p. plamatym pravym (D. maculata
subsp. maculata; obr. 8). VSechny tfi taxony jsou kvuli své vzacnosti hodnoceny jako
kriticky ohroZené. Na zakladé porovnani morfologickych znaku byla identifikovana zpétna
hybridizace mezi p. Ceskym a p. plamatym. Tato hybridizace se odehrava na stejné ploidni
urovni. Zjisténé hodnoty relativni velikosti genomu v této hybridni populaci tvofi kontinuum,
odlieni hybridnich rostlin od geneticky ¢istych jedincl pomoci pratokové cytometrie proto
neni mozné.
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Obr. 5. Rybnik Jordan v PP Hrngifské louky na okraji Prahy, se smésnou populaci laku$niku $titnatého
(Ranunculus peltatus), 1. nitolistého (R. trichophyllus), |. Rionova (R. rionii) a kfizence . nitolistého
a |. Rionova (24. 5. 2023 foto Jan Prangl).

Fig. 5. Jordan fishpond in the Hrncifské louky Nature Monument in the outskirts of Prague, with
a mixed population of Ranunculus peltatus, R. trichophyllus, R. rionii and the hybrid R. rionii x
R. trichophyllus (24. 5. 2023 photo by Jan Prangl).

N PR ) ) / i \ ' J X
Obr. 6. Omé&j Salamounek (Aconitum plicatum) z rozsahlé smisené populace s omé&jem pestrym
(A. variegatum) v okoli Rychorské boudy v KrkonoSich, v niz byli detekovani také kfizenci (3. 8. 2023
foto Toma$s Urfus).
Fig. 6. Aconitum plicatum in a large mixed population of A. plicatum and A. variegatum near the
Rychorska bouda challet in the KrkonoSe Mts, which includes hybrids of these species (3. 8. 2023
photo by Tomas Urfus).




Kaplan: Vyuziti priitokové cytometrie k odhaleni ohrozZeni rostlin hybridizaci

Aconitum
50

a5

a0

35

30

IH\I‘I\HHHH IIH\‘\ N 1 Y | | 1
500 600 700 800 900 1000

Obr. 7. Graficky vystup z méfeni velikosti
genomu u heteroploidni hybridizace s velkou
diferenciaci ve velikosti genomu. Tfi nejvyssi
hodnoty odpovidaji méfenym taxontm,
krajni hodnoty rodi¢ovskym druhdm oméj
Salamounek (Aconitum plicatum) a o. pestry
(A. variegatum), zatimco stfedni hodnota
jejich kfizenci.

Fig. 7. Histogram from genome size
measurement of plants from a mixed
Aconitum population involving heteroploid
hybridization with considerable differentiation
in genome size. The outer values correspond
to the parental species (A. plicatum and
A. variegatum), while the middle value
corresponds to their hybrid (A. xexaltatum).

Obr. 8. Prstnatec plamaty (Dactylorhiza
maculata) v NPR Jestfebské slatiny (26. 6.
2017 foto Toma$ Urfus). Zejména casti
s historickymi nazvy Shnilé louky a Baronsky
rybnik hosti rozsahlou smiSenou populaci
D. bohemica a D. maculata a jejich kfizence
D. xprochazkana.

Fig. 8. Dactylorhiza maculata in the
Jestiebské slatiny National Nature Reserve
(26. 6. 2017 photo by Tomas Urfus). The
sites known as Shnilé louky and Baronsky
rybnik host a large mixed population of
D. bohemica and D. maculata and their hybrid
D. xprochazkana.
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Rdesty (Potamogeton) jsou druhou skupinou vodnich rostlin zahrnutou do této
studie. Tento rod je znamy vysokou diverzitou kfizencu. V CR bylo dosud identifikovano
11 hybridnich kombinaci. Nej¢astéjSi jsou homoploidni kfizenci. Pro tuto studii jsme
vybrali dvé hybridni kombinace na tetraploidni urovni (2n = 56). Kfizenec r. alpského
(P. alpinus) a r. prorostlého (P. perfoliatus) byl nalezen ve Vitavé u Vy$Siho Brodu (obr. 9),
kfizenec r. travolistého (P. gramineus) a r. svétlého (P. lucens) v zatopené opusténé
piskovné u Hrad€an na Mimonisku. VSechny dot¢ené druhy jsou na Cerveném seznamu.
Diferenciace ve velikosti genomu mezi pfisluSnymi dvojicemi je mala, variaéni rozpéti
maiji velké presahy a hodnoty uvedenych kfizencli spadaji do téchto rozpéti. Pritokovou
cytometrii proto v téchto pfipadech nelze k identifikaci hybridd vyuZit.

Mezi sitinami (rod Juncus) jsme se zaméfili na okruh s. ¢lankované (J. articulatus
agg.), ktery je u nas zastoupen tfemi vzajemné podobnymi druhy: diploidni (2n = 40)
s. ostrokvétou (J. acutiflorus), rovnéz diploidni s. alpskou (J. alpinoarticulatus) a tetraploidni
(2n = 80) s. ¢lankovanou (J. articulatus). Kromé bézné s. ¢lankované jsou zbyvajici dva
diploidni druhy vyrazné vzacnéj$i, geograficky i ekologicky omezené a fazené mezi
ohrozené druhy. PFi terénnim prizkumu byly nalezeny vSechny tfi mozné hybridni
kombinace. Hybrid mezi diploidnimi druhy byl zaznamenan v severnich Cechach na
Jestrebskych slatinach a u Bfehyriského a Hefmanického rybnika. | pfes identicky pocet
chromozomU se oba druhy liSi v relativni velikosti genomu asi o 15 % a jejich kfiZenci
zaujimaji intermediarni hodnoty. Jesté lépe jsou identifikovatelni zbyvajici dva kfizenci
mezi druhy s raznou ploidni Urovni: v obou pfipadech mély hybridni rostliny relativni
velikost genomu odpovidajici triploidim. Hybrid s. ostrokvété a s. ¢lankované byl zjistén
na bfehu rybnika Novy u Studanky v ASském vybézku a pobliz rybnika Holna u Rosece
lokalitach. Hybridi sitin, a zfejmé zcela sterilni, se na lokalitach dokazou $ifit vegetativné
a v nékterych pfipadech byli nalezeni i bez pfitomnosti jednoho nebo obou rodi¢ovskych
druhd.

Rod $asina (Schoenus) je u nas zastoupen dvéma druhy. Oba druhy jsou velmi
vzacné relikty slatin, fazené mezi kriticky ohroZzené taxony. Jejich kfizenec byl na
lokalitach spole¢ného vyskytu uvadén uz od 19. stoleti. Pfestoze se oba druhy li$i v poctu
chromozom (8. naCernala, S. nigricans, ma 2n = 44, 54, zatimco §. rezava, S. nigricans,
2n =76), zjiSténé relativni velikosti genomu se prekvapivé lisi jen o 1-8 %, coZz neumoziiuje
identifikaci kfizencu.

Vrbovky (Epilobium) jsou dalSim rodem, jehoz druhy se snadno Gcastni hybridizace.
V CR bylo dosud zaznamenano 48 hybridnich kombinaci. Kfizenci byli zaznamenani
i s UCasti vzacnych horskych druhd vrbovek. Pfi prizkumu Sumavskych pramenist
a raselinist byl zaznamenan také kfiZzenec v. nici (E. nutans) a v. tmavé (E. obscurum).
Prvni z téchto rodi¢ovskych druht je dnes velmi vzacny, s nemnoha lokalitami v centralnich
¢astech Sumavy, Krkono$ a Hrubého Jeseniku; patfi mezi silné ohrozené druhy. Druhy je
vyrazné vice rozsifeny, vyskytuje se v podhtifi a horach na vétsing uzemi CR; kv(li vazbé
na mokradni stanovisté ale z nékterych uzemi vymizel a je Fazen mezi ohrozené druhy.
Oba druhy sdileji stejny po¢et chromozom (2n = 36), pfesto se relativni velikost genomu
mezi obéma druhy liSi pfiblizné o 8 %. Na lokalité Pod Kostelnim vrchem nedaleko od Srni
(obr. 10) jsme nalezli kfizence obou druhd, ktery mél intermediarni velikost genomu mezi
obé&ma rodi¢ovskymi druhy.

Diskuse

Test vyuziti pratokové cytometrie pro detekci hybridud s U€asti ohrozenych druht ukazal,
Ze moznosti Uspésného vyuziti této metody se velmi rlizni v zavislosti na studovaném
materialu. U heteroploidni hybridizace prutokova cytometrie zpravidla odhali intermediarni
hybridni cytotypy (obr. 7), jejichz velikost genomu odrazi soucet pFispévkl od gamet
rodiovskych druhd. Je v8ak nutna opatrnost pfi interpretaci vysledkl, aby za kfizence
nebyly mylné povazovany napf. autotriploidni rostliny odvozené od diploidniho rodice.
Tyto pfipady Ize nékdy odlisit kvantitativnim porovnanim davek genomu od jednotlivych
zvazovanych druhl. Rovnéz je nutné pocitat s tim, Ze jednosmérna zpétna hybridizace
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Obr. 9. Vltava u VyS$Siho Brodu v PredSu-
mavi, kde se vyskytuje velmi vzacny kfize-
nec rdestu alpského (Potamogeton alpinus)
s rdestem prorostlym (P. perfoliatus) (25. 9.
2013 foto Zdenék Kaplan).

Fig. 9. Vltava river near Vyssi Brod in the
foothills of the Sumava Mts is one of a few
sites globally with the occurrence of the
hybrid Potamogeton alpinus x P. perfoliatus
(25. 9. 2013 photo Zdenék Kaplan).

Obr. 10. Pramenisté v narodnim parku
Sumava, na okraji lesniho raselinisté
v |. z6né Pod Kostelnim vrchem, kde se
vyskytuje kFizenec vrbovky nici (Epilobium
nutans) s vrbovkou tmavou (E. obscurum)
(11. 6. 2024 foto Zdenék Kaplan).

Fig. 10. Spring at an edge of a forest peat
bog in the Pod Kostelnim vrchem nature
conservation zone in the Sumava Mts with
the occurrence of the hybrid Epilobium
nutans x E. obscurum (11. 6. 2024 photo by
Zdenék Kaplan).
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posouva velikost genomu smérem k jednomu z rodi¢ovskych druht. Obtiznéjsi je situace
u homoploidni hybridizace, kde moznost detekce hybrid( pritokovou cytometrii zavisi
na mife diferenciace ve velikosti genomu rodi¢ovskych druhl (obr. 3). V pfipadé malych
rozdilt nelze skute¢né hybridy od &istych rodi¢ovskych druht spolehlivé rozlisit (obr. 11)
a je nutné vyuzit dalSi, zpravidla molekularni metody. Zvlasté obtizna situace je pak
v pripadé zpétného kfizeni primarnich hybridu s rostlinami rodiovskych druht za vzniku
hybridnich roju s kontinualni fenotypovou variabilitou i variabilitou ve velikosti jaderného
genomu.

Prutokova cytometrie ma sice jista omezeni, nicméné nepochybné skyta nemaly
potencial vyuZiti v ochrané pfirody. Antropogenni tlak na lokality a populace i nadale
vzrista a nové se do kontaktu dostavaji i dfive vzajemné izolované populace druhu.
Tento problém je jesté komplikovan stupnujicim se poctem pripadi nové zavleCenych
nepuvodnich druhd, v€etné druhl invaznich. Vznikaji tak nové hybridni zény, které mohou
ohrozovat populace plvodnich vzacnych druhu.

Pfi zvazovani vyuziti pritokové cytometrie pro detekci kfizencu je vzdy nutné
individualné posuzovat kazdy konkrétni pfipad. Nejdfive je vhodné se podivat do
prehledu velikosti genomu druha Eeské flory (SMARDA et al. 2019), zda se potencialni
rodiCovské druhy v tomto znaku dostatec¢né lisi a je tedy nadéje, ze by se mohli liSit
i jejich kfizenci. Vyhodou pratokové cytometrie je, Ze je relativné €asové i finanéné
nenarotna a poskytuje prvni vysledky v kratkém €ase po inicialnim testovani. Nasledné
Ize upravit pfistup a zafadit dal$i nezbytné kroky a metody pro feSeni daného pfipadu.
Doporucéujeme proto zaradit pratokovou cytometrii jako rutinni metodu do zachrannych
program0 ohrozenych druhd a pfi zpracovani managementu ochranafsky vyznamnych
lokalit. NasSe cytometrické laboratofe v Botanickému ustavu AVCR v Pruhonicich a na
katedfe botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy jsou pfipraveny na takovych
projektech spolupracovat.
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Obr. 11. Graficky vystup z méfeni velikosti genomu u homoploidni hybridizace s nedostate¢nou dife-
renciaci ve velikosti genomu. Namérené hodnoty u zastupct topoll (Populus) jsou pfili§ blizko sebe
a neumoznuji rozliSeni kfizencu.

Fig. 11. Histogram from genome size measurement of Populus plants with insufficient differentiation
in genome size, which does not allow detection of hybrids.
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Summary

The successful application of flow cytometry in the detection of hybrids varies greatly
depending on the material studied. In heteroploid hybridization, flow cytometry usually
reveals those intermediate hybrid cytotypes whose genome size reflects the sum of
contributions from the gametes of the parental species. However, caution is needed in
interpreting the results, so that autotriploid plants derived from a diploid parent are not
mistaken for hybrids. In addition, the unidirectional introgression shifts the genome size
towards that of one parent. The situation is more difficult in homoploid hybridization, where
the potential for hybrid detection by means of flow cytometry depends on the degree of
differentiation in the genome size of the parental species. In the case of small differences,
the hybrids cannot be reliably distinguished from the pure parental species and an
additional source of evidence, usually coming from molecular methods, must be used.
When considering the use of flow cytometry for the detection of hybrids, it is therefore
always necessary to assess each case individually. All in all, in nature conservation, this
method shows potential. Speed and low costs are its main advantages when compared
with other analytical methods.
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