eed Ministerstvo Zivotniho prostredi
grants

Popis projektu

Zadatel: Botanicky Ustav AWCR, V. V. i.
Nazev projektu: Skeér odbornych podklad pro aktualizaci Zachranného programu proetek
mnohotvarytesky Gentianella praecosubspbohemica)

OBLAST PODPORY | ,Realizace schvalenych zachrannychprogrami a programia pé&e

o (&

pro zvlast chranéné druhy rostlin a Zivogicha*.

1. Zaméieni projektu (max. 6 bod, viz kritérium 1)
Ucelem tétocasti popisu projektu je shrnout k jakym ZPZCHD/PPIECse Zadost vztahuije,
definovat, zdaeSi program jako celek nebo naopaKi jencast programu (jednotlivd opanici
jejich dilci aktivity).

Predkladany projekt je zatfen nacast Zachranného programu prorddek mnohotvarycesky
(Gentianella praecox subsp. bohenieato zejména na oblast 3.4 Vyzkumésmjici k napl@ni
alespa dvou stedrédobych cili — 1) doplgni informaci o biologii a ekologii druhuGR, které

by taktéz milo napomoci k 2) vytvieni seznamu potenciélnich zdrojovych lokalit proatgace
druhu. Projekt se budé&novat jedné zedch hlavnich oblasti Vyzkumu uvedenych v Zachranném
programu, které stal@igtavaji nedostateé prozkoumany a zasluhuiji sitsi pozornost vzhledem

k ochrart druhu a to konkrétn¢asti ,Studium genetické variability populaéentianella praecox
subsp. bohemica jejich genetické ffbuznosti k dalSim tax@ém rodu“ a sni souvisejici
»vychovou a oswtou“. Studium by tak ®lo pomoci potvrditci vyvratit efekt inbreedingu na
sniZzovani zivotaschopnosti populaci a identifikawgjtensjSi populace zasluhujici ochranu. Také

SN s

identifikovat vhodné zdrojové populace pieios, repatriaci zakladani novych populaci.

2. Priority navrZenych opatieni v ramci ZPZCHD/PPZCHD (max. 9 bod, viz
kritérium 2)
Ucelem tétaasti popisu projektu jerpadit priority navrzenym op#enim, které stanovi schvélené
ZPZCHD/PPZCHD, gipadre jsou uvedeny v textu vyzvy.

Opateni navrhovana v ramcirgrkladaného projektu spadaji do oblasti ,Vyzkunde ksou v
ramci zachranného programu pouze navrhovagitéuwkruhu vyzkumu, které je vhodné doplnit,
avSak nebyla k nimiffazena konkrétni prioritai€dkladany projekt vSak svymi zggimi bude
piesahovat i do dalSiatasti Zachranného programu, které prioritu stanavenaji. Jedna se o
oblast 3.2 R& o druh, konkrétho opateni, 3.2.2 Podpora stavajicich populaci — s nejvyss
prioritou (1), 3.2.3 Repatriace druhu a 3.2.4 Zadéta novych lokalit — s prioritouistni (2) a
3.2.5 Uchovani rostlin v genobance — bez stanovemdrity. Dale také budou vramci
predkladaného projektu vyuzity Udaje zjigé v ramci opdéni 3.3 Monitoring, konkréin3.3.1
Extenzivni monitoring populaci — s nejvyssi pruit(1) a 3.3.4 Monitoring stavu rostlin (tzv.
intenzivni monitoring) — s prioritouistdni (2) a dkterd opaeni v oblasti 3.5 Vychova a asa —
3.5.3 Odborna publikace shrnujici vysledky vyzkudruhu — s prioritou g¢dni (2), 3.5.4 Spusti
webovych stranek druhu a jeho zachranného prograrauprioritou sedni (2) a 3.5.5 DalSi
moznosti ossty pro Sirokou viejnost (zahrnujici tematické vedené exkurze nalitpka s
prioritou nejnizsi (3).
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3. Aktudlnost a potiebnost realizace navrzenych op#éni (max. 15 bod, viz
kritérium 3)
Ucelem tétocasti popisu projektu je sty souhrn viech tjpopaieni a zdvodreni prac jsou
tato prozachranu druhu (resp. pro igmou realizaci ZPZCHD/PPZCHD) v tuto chvili aktuén
potebna. Zadatel by ¢h popsat vyznam navrZzenych aktivit s ohledem navaomi pribeh
daného ZPZCHD/PPZCHD a jeho aktualni stav.

Gentianella praecoXA. et J. Kerner) E. Mayer subdmhemica(Skalicky) Holub je endemitem
Ceského masivu a subendemitéraské republiky. Jeho ro¥ni zahrnujeCeskou republiku,
némeckoucast Sumavy, severidast Rakouska a jizifast Polska. Jednéa se o striktivoulety
druh, jehoz populace v posledni dobazily velmi silny pokles (BRABEC 2005c, 2009,
ENGLEDER 2006, 2010, GERZA &EPA 2007, GOLAB 2004, ROSLER 2005, ZIPP 2009).

V rdmci gredchoziho projektu ,jfprava zachranného programu praddek cesky Gentianella
praecoxsubspbohemicy* ¢islo 003/2 realizovaného za firam podpory grantem z Islandu,
LichtenStejnska a Norska v ramci Fidaiho mechanismu EHP a Norského figw@ito
mechanismu jsme detallrprostudovali poputai dynamiku h#etku ¢eského, zhodnoatili viiv
alternativnich zfisohi obhospodévani na pezivani tizré velkych populaci a zhodnotili vyznam
semenné banky pro dynamiku tohoto druhu (Buchaeival. 2012). TéZ jsme senovali
predpokladané reakci druhu néekavané klimatické zémy a moznostem obnovy populaci druhu
ze semenné banky (Bucharova et al. 2012). Zatinystedky tohoto projektu fmesli fadu
uzitetnych poznatk a byly pak vyuzity fi piipraw zachranného programu pro tento druh, pro
jehoiadnou ochranu existuje stéd&la neznamych.

Vzhledem k tomu, Ze je stdle mnoho neznamych \stilidlogie a ekologie druhu, je doposud
jako jedna z hlavnich ffgin ohroZzeni druhu povaZzovano nespravné nebo nésiosa
obhospod&vani jeho lokalit a dale také omezené moznostidabsazovat za stavajici situace
dalSi gihodna stanovist Proto take &Sina opateni v ramci Zachranného programu se &aia
prd®¥ na management lokalit. AvSak ifi psamotné p& o biotop a planovani vhodného
managementu lokalls. praecox subsp. bohemigak je uvedeno v kap. 3.1 ZP) je zapbf vzdy
stanovit priority a nejvhodisi typ managementu pro kazdou z lokalit ztld&$utné je tedy na
kazdé lokali, krome jiného, zohlednit ndjklad to, ze vzhledem ke zfv@mu sniZeni @tu a
velikosti populaci taxonu a zarav& zasadnim zgmam ve struktie a obhospodavani krajiny
doslo v uplynulych letech k vyrazné fragmentaci@aici populaci (kap. 3.1 ZP). Malé populace
¢eli negativnim dsledkim rostouciho inbreedingu, dochazi ke #tggnetické variability uvnit
populaci a k ndistu mezipopukni genetické rofizrénosti v disledku genetického driftu i
snizeného genového toku a k akumulaci SkodlivychaaiifJacquemyn et al. 2002, Leimu et al.
2006). Z dlouhodobého hlediska se tak snizuje éublpotencial &chto druli a tedy schopnost
adaptovat se nadnici se podminky prastdi, z kratkodobého hlediska pak v malych popufacic
klesa fitness jedinig a to konkréta jejich prezivani a reprodukce (Lienert 2004). SniZeni fines
muze vést k dalSimu poklesu poptiiavelikosti a tak vysSimu riziku extinkce celé plaze (i

v disledku ndhodnych prodgs(Fischer et Matthies 1998). Kréngenetickych mechanisirse
zde vSak uplauji také mechanismy ekologicke, jako je hapedostatek opylovd, coz ot
sniZuje fitness jediricv malych populacich (Groom 2001, Leimu et al. 2006tSi populace se
stavaji vice atraktivni pro opylo¥&, ktéi vydrzi delSi dobu v jedné velké populaci a tajistia
lepSi reprodukni Usgch rostlin tim, Ze fenesou za poémé kratkou dobu velké mnoZstvi
kompatibilniho a ptom ciziho pylu na bliznu. Rostliny zde vyprodukvice semen a plég coz
zaji¥uje dlouhodob stabilni velikost populace (Aguilar et al. 200&uber et al. 2010). Naopak
izolované populace jsou me&napadné g&asto pilis vzdalené od jvodni velké populace, diky
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¢emuz se stavaji snadnieplédnutelné a jejich reprodukce je limitovana aasosti opylova i
vhodného pylu (Groom 2001). Vysledkem je, Ze v wialy izolovanych populacich se
vyprodukuje malé mnozstvi semen i pladtak je zde snizen reprodok Usgch. ProGentianella
praecox subsp. bohemiedak dosud nebyli opyloviazkoumani a proto nelze stanovit do jaké
miry miZe jejich nedostatek ovitovat Zivotaschopnost jejich populaci (kap. 1.3.2.4 ZP).
Kromée toho je takéieba mit na pa#ti, Ze byla u druhu prokazana endotrofni mykorrhitara
taktéz niize zné&n¢ ovlivnit usazovani afpzivani druhu na lokalitach, avsak jeji vyznam ani
specifita nebyly taktéZ dosud podréfpzkoumany na Zzadném taxonu ro@dentianella kap. 1.4 a
3.1 ZP). Zé&chto bodi vyplyva, Ze ani relativh idealni management nemusi vést k stabilit
populace (kap. 3.1 ZP) a proto je nutné tytdi dibpekty biologie a ekologie druhu podré&bn
prozkoumat (kap. 3.4 ZP).

Cilem pgeedkladaného projektu je se podrélmabyvat jednim z opani v oblasti 3.4 Vyzkum,
které by ndly prispet ke komplexnimu pohledu na Zivotaschopnost popsladovaného taxonu
Gentianella praecox subsp. bohemica

Studium genetické variability populaci Gentianella praecox subsp. bohemica a jejich
genetické Fibuznosti k dalSim taxomim rodu.

Hlavnim faktorem omezujicim interpretad¢edchozich vysledkje neznalost genetické diversity
populaci druhuGentianella praecoxsubsp bohemica Dostaténa geneticka diversita jgifpm
klicovym faktorem pro dlouhodobéifiti populaci a jejich schopnost séizpisobit nénicim se
podminkam prosedi. VeSkeré dosavadnireplpoedi viivu velikosti populace na rpzivani
populaci modelového druhu jsou ale zaloZzenyiedpwkladu, Ze se jednotlivé populace neliSi ve
své genetickeé diversib/nebo, Ze neexistuji rozdily ve fithess jedimenalych a velkych populaci.
To je zcela jist predpoklad chybny, a fiie znamenat, Ze malé populace druhu jsou vice etz
nez se dosudipdpoklada. Také vysledkygqupokladajici moznost obnovy populace ze semenné
banky jsou zalozené na dosud ngemém pedpokladu o dostateé genetické diversit

v semenné bance v malych populacich. Realnostagiedpokladu je téZ nutno otestovat. Cilem
predkladaného projektu je tedy prostudovat geneticltiversitu populaci druhGentianella
praecox subsp. bohemijcajistit vyznam genetické diversity pro vitalitéchto populaci a
identifikovat nejcengSi populace zasluhujici ochranu. U populaci sexté nizkou genetickou
diversitou pak zhodnotit moznosti jejich posilenidantifikovat vhodné zdrojové populace pro
prenos. Navic také bude posouzena genetitkdiznostGentianella praecosubsp bohemicas
dalSimi ohrozenymi taxony rodu — konkres. amarellasubspamarella a G. obtusifoligubsp.
sturmiana kterym je jinak ¥novan jiny samostatny projek¥/Sechna naSe zji&ti tak mohou byt
cennym podkladem a vyznagnprispét k realizaci opaeni tykajicich se kap. 3.2 #&o druh a to
zejm. 3.2.2 Podpora stavajicich populaci, 3.2.3afepe druhu, 3.2.4 Zakladani novych lokalit,
3.2.5 Uchovani rostlin v genobance.

Konkrétnimi cili projektu pak jsou:

« Zhodnotit genetickou diversitu stavajicich populadicku ceského WCeské
republice.

» Prostudovat genetické vztahy populacieské republice s populacemi ve zbytku
arealu.

* Prostudovat vliv velikosti populace na jeji genletig variabilitu

* Prostudovat vztah mezi produkci vyvinutych semetfikesti populace a genetickou
diversitou a zjistit tak vyznam genetické divergty fitness rostliny.
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» U vybranych populaci prostudovat genetickou divenostlin v semenné bance a
zhodnotit tak moznosti obnovy populace ze semean&yb

» Posoudit genetickoutfbuznostGentianella praecogubsp bohemica dalSimi
ohroZenymi taxony rodu — konkréte G. amarellasubspamarella a G. obtusifolia
subspsturmiana

4. Metodika navrzenych opateni(max. 30 bod, viz kritérium 4)
Tato cast popisu projektu slouzi jako prostor pro shrnu$iech aktivit projektu formou
tabulky (viz niZze) a jejich konkretizaci v text@asti s uvedenim pouzité metodiky. Metodika
by se mila zan¥rit na technické i metodické detaily navrzenychvitk{jakou technikou se
bude sekat, jak velké rostliny se vysadi, jak pfonasi byt pipravena plocha atd.). Zde by
mela byt vyliSena opaeni, jejichz metodiku/sre definuje ZPZCHD/PPZCHD (zejména
opateni v ramci pée o druh, pée o biotop a opaeni spa@ivajici v monitoringu) i opaeni,
jejichz metodiku bude nutné navrhnoutegevsim v ramci vyzkumu, ésva ostatnich
opateni) a jejiz vhodnost bude posouzena vramci hadrioprojektu (viz. Kritéria
posouzeni).

3.4 Vyzkum

Text ZP:

Motivace

V ramci nedavno publikovanych a seéite se Zachrannym programem dokovanych studii je
Gentianella praecox subsp. bohemica relatiginb®e prozkoumanym taxonem co s@ givotniho
cyklu, stavu lokalit a moznosti ovlém populaci zpsobem obhospodavani lokalit.
Nedostaténe prozkoumany :istavaji rekteré diti aspekty biologie a ekologie druhu (Hap
mykorhizni symbiozy, reprodukce a reprathillekologie druhu, genetické variabilita).

Napli opaieni
Ke komplexnimu pohledu na Zivotaschopnost popsliEadvaného taxonu je vhodné
doplnit nésledujici studie:

Projekt:

1) Studium genetické variability populaci Gentiandlla praecox subsp. bohemica a jejich
genetické Fibuznosti k dalSim taxomim rodu.

Predchozi studiednujici se genetice modelového druhu (Koniger é2Gl2) ukazala velkou miru
izolovanosti jednotlivych populaci a silnou korélagezi velikosti populace a jeji genetickou
diversitou. Z pohledu zé&x pro praktickou ochranu tohoto druhu je vSak taidis nedostat®a,
neba’ studovala pouze 10 populaci a z toho pouz& dské republice. Studie takigisi obecné
poznatky o genetické diferenciaci populaci a vziaikosti a genetické diversity. Stale nam vsak
chybi znalosti o rozlozeni genetické diversity meaceskych populaci a znalosti jejich genetické
pribuznosti, vztahu mezi genetickou diversitou a&fta posouzeni geneticke diversity v semenné
bance. Jako molekularni marker vyuZzila studie Kénéj al. (2012) analyzu AFLP ¢Roliv je tato
metoda Bzre¢ uzivana, je jeji velkym problémem nemoznost dddéteo rozseni datového
souboru (potvrzuje i spoluautor studie prof. GreinlProto bohuzel neni moznémo navazat na
predchozi studii. Z tohoto tsdodu jsme se rozhodli zvolit alternativni genetickyarker,
mikrosatelity. Mikrosatelitové markery vykazuji mdmhé vysokou variabilitu jako AFLP. Jejich
velkou vyhodou je jejich kodominantni povaha (umgici snadno detekovat heterozygoty) a take
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jejich lepsi replikovatelnost. Ta zé&uje moznost postupného razsiani ziskaného datového
souboru. Nevyhodou mikrosatelitovych matkgr nutnost jejich specifického navrzeni pro kazdy
dalSi druh. S touto praci vSak mantiedehozi zkuSenosti a v s@sné dobjiz mame seznam 373
moznych mikrosatelitovych markKemavrZzenych pro tento druh. Vramci projektu pléme
otestovat variabilitu jednotlivych markea vybrat tak optimalni markery pro pouziti v retsdii.
Nasledi pak tyto markery aplikujeme na studované popujakge popsano nize.

V rdmci predkladaného projektu konkrétplanujeme tyto prace:

1.1 Terénni sbér dat

V Ceské republice je znamo 73 lokalit, na kterych aieckk cesky vyskytl alespo jedenkrat v
letech 2000 az 2013. Pro vSechny lokality jsouskaizici data o velikosti populaci¢iené jako
pocet kvetoucich rostlin od roku 2000 (opd doby jejich nalezu po roce 2000) docs@mosti.
Na cca 30 lokalitich jsou navic k dispozici pro reyt® exempl@& rekteré jejich popukné-
biologické udaje (viz dale). Ve vybranych 25-35 glapich (zejména na prioritnich lokalitach a
lokalitdch, na nichZ byly zaznamenévany pogndéiologické Udaje rostlin Hecku ¢eského),
pochazejicich ze vSech 5 hlavnich oblasti vyskytind a liSicich se svou velikosti (em
kvetoucich jedini), bude sebrano vzdy 30-40 vzbristoveého materidlu (pdpmérg, nebude-li
to vzhledem k p&iu kvetoucich exempta mozné). Jednotlivé lokality se ve svych velikostec
velmi lisi, proto jako minimalni pet jedind na lokalit, kde budou vzorky jeStdebirany, jsme
stanovili na 10. Taktéz budou na 10 lokalitach yfisltodebrany 1-3 listové vzorkgentianella
amarella subsp.amarella a Gentianella obtusifolisubsp.sturmianapro moznost porovnani
genetické fibuznosti s nami studovanym druhe@, praecoxsubsp bohemica Listové vzorky
budou uskladény do silikagelu a dopraveny do Laborat@nalyzy DNA Botanického Ustavu
k dalSimu zpracovani. Vzorky budou odebrany jiztbghu z& 2014, aby bylo mozné &a
realizovat genetické analyzy ihned po zahdjedieni projektu. K dispozici budou v ramci
Monitoringu (3.3.1 Extenzivni monitoring populaktery vSak bude realizovan v ramci jiného
samostatného projektu) ¢g kvetoucich jedint na vSech zkoumanych lokalitach z roku 2014 i
2015, které spolu s udaji tquichozich let budou pouzityi pyhodnoceni vysledk Souasre je
také domluvena spoluprace s prof. Greimlerem (spibtu dive provedené studie Koniger et al.
(2012) — viz vySe), ktery nam poskytne dalSi vzdrgecku ceského z 5 populaci (asi 20 vzibrk
na populaci) ze sousednih@micka a Rakouska, které budou taktéZ dopravenyatioratde
analyzy DNA Botanického ustavu k dalSimu zpracavangislusna povoleni pro odblistoveho
materialu jiz bylo zazadano négusné Spravy CHKO.

1.2 Data o fitness jedincl

Na cca 30 lokalitach jsou k dispozici pro vybranémpl&e (@i popula&ni hustot do 30
exempléi u vSech; i vySSi populani hustot pak u 30 standardizové&rvybranych jedint)
nasledujici poputan¢-biologické udaje:

1) zda je rostlina posena, ukousnuté jinak poSkozena,

2) celkova vySka rostliny a get internodii (u posenychéi ukousnutych rostlin se
zaznamenava celkova vysSka a vySka pese ukousnutéi poSkozeni,

3) celkovy pa@et kwti (respektive plod) a odhadem procento & (ploda), ktera
pravéEpodobré negdinesou semena,

4) pocet vyvinutych a nevyvinutych semen v jedné az dlicdch na rostlinu (dle velikosti
rostliny), standardhje odebiran vzdy jeden terminalni semenik s kaddiéhého "patra”
rostliny snérem shora dal.

Popul@né biologické Udaje jsou k dispozici z vice nez 186secasto kontinualé od roku 2000

az do roku 2013, a byly sebrany J. Brabc€ast tchto dat v sotasné dob ¢eka na fepsani a
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kompletaci,cast stalecekd na vyhodnoceni. Na vSech takto zkoumanych ité&al budou téz
ziskany popukne¢ biologické udaje uvedené v bodech 1 az 4 takékza014 a 2015. Body 1 az 3
jsou sogasti Monitoringu (3.3.4 Monitoring stavu rostlimyt intenzivni monitoring), ktery bude
realizovdn vramci jiného samostatného projektud Bb bude realizovan v ramci nami
predkladaného projektu. Stejjako v gedchozich letech, bude u 30 standardizéwssranych
jedindi na jednotlivych lokalithch (nebo vSech jedinna lokalit, pokud jich bude mé
odebrano &kolik tobolek (1-7) (dle popisu vysSe) a v nich budésledsd stanoven piet
vyvinutych a nevyvinutych semen. Tato ziskana dgtzhom nasledhradi zkompletovali a
pouzili k vyhodnoceni jak dat samotnych, tak zejmée vztahu s dalSimi zjtymi Udaji o
genetické diverzit a velikosti populaci. #sluSna povoleni pro 8bpopul&né-biologickych dat
jsou souasti jiz probihajiciho povoleni J. Brabce, ktergidoaldry realizovat.

1.3 Zjistovani genetické diversity v semenné bance

Je dolozeno, Ze semenaditiu ceského se vyziaji znanou dlouhokosti a mohou vydrzet v
semenné bance alesp® let (kap. 1.3.3 ZP, Bucharova et al. 2012). Nevi/Sak, jaky potencial

v sol# semenna banka ukryva a zda je schopna zajistitdweu genetickou variabilitu pro
obnovu fizr¢ velkych a @izré, v sokasné dob, prosperujicich populaci. Z tohotéviddu budou
odebrany fidni vzorky ve 3 v saiasné dob velkych a prosperujicich populacich a také ve 3
historicky velkych populacich, které vSak v &mné dob doznaly znéného poklesu. Cilem je
totiz zjistit, zda i tyto malé populace maji dostag potencidl v semenné banggiz genetickou
diversitu ztratily. Bude seipd@®zre jednat o tyto lokality: Ve dvou aZeth oblastech, vzdy
dvojice — Sumava (On3ovice — Horosedly; ChvalsiRpa), Vyseina (Lavicky —Cichov).

Na kazdé takto vybrané lokalitoude ¢asre zjara (v roce 2015) odebrano pomoci
Kopeckého vakki 200 vzork obsahuijici pdni vrstvu z 0-5 cm hloubky a 100 vzombsahujici
padni vrstvu z 5-15 cm hloubky. Celkem tedy bude odiet 6 x 300, tj. 1800 vzaik(tj. 3+3
lokality x 200+100 vzork na kazdé lokal), coZ odpovida 0,24 frpady. Jeliko? celkoy
ocekavame ne iflis velkou kikivost semen, bude odebrano dvojnasobné mnoZstvkivze
svrchni vrstvy pdy (0-5 cm), kde Ized@kavat ¥tSi UsgsSnost vykléeni. Vzorky z hloubky 5-15
cm budou mit spiSe inforrdrai charakter, jelikoz Idivost s hloubkou uloZeni (coz praymbdobré
koreluje s ¥kem semen) klesa, a budou slouzit ke&jistzda jsou zde uloZena jestibec jaka
Ziva semena (v kladnéntipact vSak budou i tyto vzorky dale pouzity). Tytddmi vzorky budou
posléze rozlozeny do 1 cm vrstvyidy na plata (tzv. miniganisg€) a uloZeny ve skleniku
v Botanickém Ustavu, kde budou &evany a pravidek bude odéitano jejich kléeni. Odkgr
vzork bude realizovan v fibéhu fezna az dubna 2015, aby se tak zajistila tepltttifixace a
podpdilo tim kliceni semen. Pro dalSi podporuc&hi semen bude viichu pokusu take
aplikovana kyselina Giberelova nadwu. Redpokladame, Zetiplizné ve 180 vzorcich &aka
semena vyktii. Z tchto klicnich rostlinek posléze vyptujeme mladé rostlinky, z nichZ budou
odebrany listové vzorky na genetické analyzy. Timbudeme kit a pEstovat rostliny, bude
naplreno také opdeni 3.2.1 Kultivace ex situ dle ZP. Pro &dpadnich vzork bude pdieba
zajistit souhlas vlastnikpozemk, coz v sotiasné dob zatindmeresit.

1.4 Genetické analyzy

Identifikace sekvenci repetitivnich oblasti

K analyze genetické fippuznosti jeding Gentianella praecox subsp. bohemigza pomoci
mikrosatelifi bylo potebade novoidentifikovat druhow specifické mikrosatelitni sekvence. Ve
spolupraci s komeni firmou Genoscreen bylo pomoci ,next generatiekvenovani (454
sekvenovani) identifikovano 373 mikrosatelitniclikugi bohatych na varianty v sekvgrich
motivech. Ke kazdému z lokiudylo navrZzeno gimeérne 9 variant primet k designu naslednych,
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co nejkomplexySich, PCR reakci a fragmedtéch analyz. Tatéast je tedy jiz hotova a navrzené
primery jsou k dispozici pro dalSi praci, kteralgme jiz v ramci navrhovaného projektu.

Optimalizace a provedeni fragmetttéch analyz vybranych jediiac

V predchazejictasti jsme tedy ziskali paime rozsahly seznam primeohranéujicich zjiseéné
repetitivni sekvence. Proces optimalizace v pnkrioRu zahrnuje identifikaci podminek PCR pro
konzistentni amplifikaci u kazdého z paru pritnev tomto gipact a steji i pro celou tuto
experimentalnicast budeme pouzivat korie¢ dodavany Multiplex PCR Kit (Qiagen), ktery
zariuje uniformnost, opakovatelnost reakci a byl ¢88p pouzit uz v pedchazejicich
experimentech (MlUnzbergova et al. 2013). K PCR #ilkgali budou pouZzity Mastercyclery pro S
(Eppendorf). V fipac, Ze nedojde k amplifikaci,iislusny par primér bude vyazen z dalSich
analyz. V tomto Hpad a stej@ i pro celou tutocast projektu bude vytvéni PCR produktu
detekované pomoci 1,5 % agarozoveho gelu za p@eiteRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo
Scientific).

Druhoucasti optimalizace bude zji§i variability jednotlivych lokug a ugeni vhodnych
kombinaci primar amplifikujicich tyto lokusy pro multiplex PCR. Krgwedeni fragmentai
analyzy je pdeba fluorescemmeé ozna&it kazdy forward primer (komeni firmou), amplifikovat
prislusné Useky a elektroforeticky (pomoci kapiléonibekvenatoru) roztit vzniklé PCR
produkty. Fluorescemi zn&eni je pormdrné nakladny krok a ozw# vSechny potencionain
vhodné primery je neekonomické. Proto’'kénci kazdého forward primeru bud&dan M13
usek, diky kterému dojde k fluoreséeimu zngeni (nap. FAM) béhem amplifikace (Schuelke
2000). Kazda PCR st bude obsahovat kr@énspecifickych primear i M13 fluorescetné
znaeny primer. Amplifikované fragmenty budou analyaoyaa sekvenatoru ABI3130 (Life
Technologies). Variabilita bude testovana na 10&fincich ze Sirokého spektra populaci.
Pritomnost alel a jejich velikost bude vyhodnocermymmem Gene Mapper (Life Technologies).
Timto krokem vyselektujeme pary primieamplifikujici variabilni lokusy. NasledrSangerovym
sekvenovanim poskytnutym konder firmou (SEQme) potvrdime, Ze amplifikované fragty
obsahuiji repetitivni sekvence a nadesignujeme praxtivé PCR, jejichz produkty se nebudou
prekryvat v rozsahu velikosti. @kavame minimath 20 mikrosatelitnich markér vhodnych k
charakterizaci polymorfnich lokéisl Gentianella praecox subsp. bohemica

Vyhodnoceni vysledkfragmentani analyzy prokhne automaticky pomoci funkce Panel,
ktery je implementovany v programu Gene MapperktEoretogramy s nekonzistentnimi
profily budou vyhodnoceny manuéinTakto ziskame charakteristiky polymorfnich lokyso
kazdého zkoumaného jedince.

1.5 Vyhodnoceni ziskanych genetickych dat

K testu nulovych alel bude pouzit program MICRO-GHER 2.2.3. Vzhledem k tomu, Ze
mikrosatelity jsou kodominantni marker, bude v priazi mozné vyhodnotit heterozygotnost
kazdého jedince. Na zakkatéto informace spitame pozorovanou aekavanou heterozygositu
jedince a jejich srovnanim téz miru inbreedingworis toho spéteme téz celkovou genetickou
diversitu populace.

DalSi dilezitou informaci, kterou ziskame z genetickych datde mnozstvi unikatnich alel
v jednotlivych populacich. Tim ziskam#egstavu o unikatnostikterych populaci. DalSi cenou
informaci bude identifikace minimalniho mnoZzstvipplaci k ochra®h maximalni genetické
diversity druhu (Neel and Cummings 2003). Tim idigjeme soubor populaci, které si zaslouzi
prioritni ochranu a které bydinzarwit, Ze veSkera geneticka diversita druligtane zachovana i
pri zniceni vSech ostatnich populaci.

Informace o stupni heterozygoity, iiinbreedingu a genetické divetsipopulaci téz
srovname s velikostéthto populaci — jak séasnou, tak historickou a vztahneme ji téZ k prdporc
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vyvinutych semen v jednotlivych populacich. Tim éudozné zhodnotit, zda malé populace trpi
vyznamnou ztratou genetické diversity i posoudita ztrata genetické diversity vede ke #trat
fitness druhu. Vzhledem ktomu, Ze budeme mit padiei také data o genetické divetzit
nékolika populaci v dalSich istdoevropskych zemich s vyskytem druhu, bude moméEst i
mezinarodni srovnani.

Data o genetické diversiv semenné bance budou srovnana s daty o genetieksit rostlin
v nadzemi. Toto srovnani nam umozni posoudit vyzeamenné banky jako rezervoar genetické
diversity druhu.

Taktéz bude srovnana genetick@bpznost nami studovaného drulsentianella praecox
subsp bohemicas dalSimi ohroZzenymi taxony tohoto rod@- amarellasubsp.amarella a G.
obtusifolia subsp.sturmiana Tato analyza by #fa prinést prvni pohled nafipuzenské vztahy
mezi jednotlivymi taxony. Vzhledem k malémuipovzorki dalSich taxol bude mit tato analyza
pouze informani charakter a fize slouZzit jako podklad pro dalsi rozsahlejsi anyalybudoucnu.
Jejim vyznamem bude téZ otestovani funkce uZzityettkesi na dané druhy a provedeni
pripadnych nutnych optimalizaci, které zanejich bezproblémové fungovani.

Dale bychom chdti zahrnout data o vlivu genetické diversity a kediti populace na produkci
nevyvinutych semen do naSeheqichoziho modelu popudlai dynamiky druhu (Bucharova et al.
2012) a predikovat takiekavany vyvoj populaci druhu z#gedpokladuiizné velikosti a genetické
diversity. Za timto &elem nahradime vybrar@sti Zivotniho cyklu (produkce semertefivani
semendki) V existujicim maticovém modelu popisujicim dynemi populaci  rovnicemi
popisujicimi vztah mezi danotasti Zivotniho cyklu a genetickou diversitou popeldi jeji
velikosti. Diky tomuto budeme schopni predikovat a pravépodobné feziti populaci p rizné
mire genetické diversit§i raizné aktualni velikosti.

Nami zjiS€na data o genetické diverstaktéz vyuzijeme k identifikaci populaci s nggi
genetickou diversitou zasluhujici prioritni ochraauk vytipovani souboru populaci, jejichz
ochrana zaiti zachovani maxima genetické diversity druldimz pispéjeme k stanoveni
zdrojovych populaci pro 3.2.2 Podporu stavajicidputaci, 3.2.3 Repatriaci druhu, 3.2.4
Zakladani novych lokalit, 3.2.5 Uchovani rostlimggnobance. S¢asré pak na zaklat dat o
genetické diversitidentifikujeme populace s velmi snizenou genetictiversitou a zhodnotime a
navrhneme moznost jejich posileni z jinych populaci

3.5 Vychova a osita
3.5.3 Odborna publikace shrnuijici vysledky vyzkumudruhu

Text ZP:

Motivace

Zpristupnit SirSi odborné a ochrargké véejnosti vysledky experimentélniho vyzkumu vlivu
obhospod#&ovani na jednotlivé faze zivotniho cyklu dvouletfackon: rodu Gentianella (viz
BUCHAROVA, BRABEC & STEFANEK — in prep), viivu keslii populaci na jejich
Zivotaschopnost (viz BRABEC, BUCHAROVA & STEFANEKnN —prep.), dlouholetého
monitoringu taxonu a gzkumu abiotickych podminek a vegetho krytu recentnich lokalit
(BRABEC, RENOVA & ROSLER —in prep.).

Napl: opateni

Publikace vystup vyzkumu taxonu G. praecox subsp. bohemi¢®Rva v gilehlych zemich v
cestire. Zejmeéna vystupy, které objag Zivotni cyklus taxonu, principy z nichz vyctzhranny

program a dalSi studie vyuzitelné pro managemekdlito Idealré jako vlastni sbornik nebo
rozsahlejSi odborny text ve vhodném periodiku.
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Projekt:

JelikoZ byla dosud zpracovana a publikovana poedeaj studie RFUCHAROVA, BRABEC &
STEFANEK — in prepye skuténé podobB jako Bucharova, Brabec et Miinzbergova 2012) ze
vSech planovanych v Zachranném programu pri@ek mnohotvarycesky, je naSim cilem
pripravit (a nasledhpublikovat) dalSi odbornganky wnujici se problematice studované v ramci
tohoto projektu. Konkréthplanujeme ppravit rukopis ¥nujici se vlivu genetické variability a
velikosti populaciGentianella praecoxsubsp.bohemicana jejich Zivotaschopnost, kde budou
vyuzity nami zjiséné udaje spolu s Udaji poskytnutymi J. Brabcemtmeds jediné druhu.
PredlEZre je planovano fipravit 1 rukopisélanku do zahragihiho odbornéhgasopisu ¥nujici se
studované problematice a dale také 1 shrnélaciek do popularizmiho ¢eského periodika, jako
je Ziva, Ochranaifrody apod., ktery by #hvyzdvihnout no¥ zjist&né poznatky v oblasti biologie
a ekologie druhu ve vztahu k cilené oclirdruhu a vyznanmihtak gispst k realizaci opaeni
tykajicich se kap. 3.2 B& o druh a to zejm. 3.2.2 Podpora stavajicich popu.2.3 Repatriace
druhu, 3.2.4 Zakladani novych lokalit, 3.2.5 Uchavastlin v genobance.

3.5.4 Spustni webovych stranek druhu a jeho zachranného prograu

Text ZP:

Motivace

Vytvoit samostatnou webovou prezentaci, kde bude ma@éétrkompletni informace jak o
v]astm’m taxonu G. praecox subsp. bohemica, ta#ho pchrad a aktualnim stavu lokalit v
CR.

Napl: opateni

Vytvait a udrzovat webové stranky na webu zachrannydymm: AOPK CR, kde bude
mozno nalézt:

» odborné informace o G. praecox subsp. bohemitacg odbornych studii, tam kde tdjge
pdf clanki nebo alespd abstrakty);

« vlastni zachranny program G. praecox subsp. bateendetre priloh;

» ochranaské publikace a studie (viz napap. 3.5.2);

 aktualni udaje o stavu lokalit G. praecox subgmhemica vCR (nap. vysledky
monitoringu);

» predstaveni taxonu jako zastupce vzacnych ,pastewtighi* Siroké ve'ejnosti (viz téz
kap. 3.5.5 DalSi moznosti @y pro Sirokou veejnost)

Projekt:

V ramci pozadavk na povinné nastroje publicityfgdloZzeného projektu budou spirst a
pravidelr® aktualizovany weboveé stranky ®eském a anglickém jazyce, které budou
poskytovat aktualni informace o obsahu, postupuysledcich projektu, jakoz i veSkeré
relevantni informace o druhu a jeho Zachrannémrarag, spolu s informacemi o bilateralni
spolupraci a kontaktech. S&asré zde budou uvedeny citace odbornych studii o drahu
jejich abstrakty a také informace o dalSich moZzwsbs¥ty pro Sirokou viéejnost.
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3.5.5 DalSi moznosti osity pro Sirokou veiejnost

Text ZP:

Motivace

Taxon G. praecox subsp. bohemica je vhodnym maogelodruhem pro ekologicko-
environmentalni vztvani Siroké véejnosti. Taxon je vzhledévatraktivni, endemitem
ceského masivu (tj. jeho ochrana je primérmalezitostiCeské republiky), celoevropsky
chrarenym druhem afedstavitelem celé skupiny tzv. pastevnich @ramichZz mnohé dnes
pati mezi ubyvajici, vzacngévymirajici apod.

Napl: opateni

Podporovat snahu regionalnich instituci (fapnuzei, spradv CHKO apod.) a neziskovych
organizaci o cilenou propagaci biologie a ochrangn@anella praecox subsp. bohemica a
ekologicky podobnych drithVVhodné jsou zejména tematické vedené exkurzednatjivé
lokality taxonu s ukadzkou obhospadeani a vlivu hospodani na vegetaci a vlastni ferek
mnohotvarycesky. Vitané jsou téz odbejinladéné pednasky, fipadre tematické putovni
vystavy (nap vystava o pastevnich druzich, pro niz by byl {aeetla praecox subsp.
bohemica jakymsi vlajkovym druhem). Idealni je stijiputovani vystavy po muzeich a
dalSich organizacich v regionu vyskytu taxonu.

Projekt:

Vramci gedkladaného projektu bychom také radi seznamitbk8in veejnost s kriticky
ohroZzenym hietkem mnohotvarynéeskym a jeho jfrozenym prosedim a to progédnictvim
tematickych vedenych exkurzi. Konkrétplanujeme realizovat 2 exkurze vipthu podzimu
2015, kdy heesek kvete. Jednu do jiznisiech na lokalitu Chvalginy a druhou na Sumavu na
lokality v oblasti OnSovic nebofipadre VIkonic. VSechny tyto lokality hosti v séasné dob
stale je&t dostaténé patetné a prosperujici populaceféidku mnohotvaréhgeského. Navic jsou
tyto lokality rozatleny do rkolika ¢asti, na nichZz probiha odliSny management a je reainé
zde demonstrovat, jakipobi odliSny zfisob obhospodavani i vliv samotného hospa@ai na
vegetaci a vlastni lesek mnohotvaryesky. (astnici exkurze si budou moci nejen zblizka
prohlédnout vola rostouci jedince, ale také sami zhodnotit a paabwasgsnost jejich iistu a
reprodukce (kveteni) v ramaiznychcasti lokality (v gipadt G¢asti na obou exkurzich, mezi
jednotlivymi lokalitami v 2 oblastech). Exkurze lmudprobihat pod vedenimiikio Brabce,
ktery (astniky exkurze seznami nejen s biologii a ekolagiihu, ale také s vysledky
probihajiciho vyzkumu na ba&tku mnohotvarémcéeském realizovaném v ramci nami
predkladaného projektu.
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