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Abstrakt

Fragmentace stanovist’ mize negativné ovlivnit populace druhti kviili snizené genetické
diverzit¢ a zvySené diferenciaci populaci v disledku izolace stanovist, snizené velikosti
populaci a naruSeni genového toku. Rada druh trpi fragmentaci stanovist a izolovanosti
a Campanula glomerata je dobrym piikladem druhu, ktery je na mnoha mistech znatelné na
ustupu kvili zméndm v obhospodarovani krajiny. Otazkou je, jak modelovy druh
C. glomerata reaguje na tyto zmény a jestli se tyto zmény projevi v genetické diverzité
a struktufe populaci. Cilem této prace je tedy zjistit miru genetické diverzity a odkryt
genetickou strukturu populaci modelového druhu C. glomerata na malé regionalni Skale
v Bilych Karpatech. Tento systém ndm umozni srovnat populace ze dvou odlisnych regiond,
které byly riznou mirou zasazeny zeméd¢lskou intenzifikaci a fragmentaci v minulém stoleti.
Jde o jihozédpadni a severovychodni ¢ast regionu, které se od sebe lisi historii managementu
v krajiné, kontinuitou lu¢nich porostl, druhovym sloZenim a ptirodnimi podminkami. Pro tento
ucel jsem vyvinula a optimalizovala celkem 16 pouzitelnych mikrosatelitovych markera,
znichZ 4 pochazi od ptibuznych druhti rodu Campanula a 12 bylo pro druh C. glomerata
vyvinuto noveé. Vysledky naznacuji, ze nedavna fragmentace stanovist’ nevedla k vyznamné
ztraté genetické diverzity. Druh mé pravdépodobné dostatecné disperzni schopnosti k udrzeni
genového toku a populacni konektivity v krajin€, ktera byla v nedavné historii postiZzena
fragmentaci. Pfesto vSak byl nalezen urcity rozdil mezi jihozdpadnim a severovychodnim
regionem, kde byla geneticka diverzita o néco nizsi, vyskytovalo se zde menSi mnoZstvi
vzéacnych alel a populace zde byly vice méné diferencovany. Vysvétlenim miZe byt prave vyssi
izolovanost populaci v disledku intenzivngj§i fragmentace v této oblasti. Silami, které
determinovaly formovani populaci C. glomerata ve studovaném regionu, v§ak mohly byt spise
davné historické procesy. Nekolika zplisoby byl také testovan vliv environmentélnich faktort
na genetickou diverzitu. Jako nejvyznamnéjsi se jevi poloha populaci v regionu a mira
dopadajiciho slunecniho zateni. C. glomerata je ptikladem druhu, ktery je vazan spiSe na louky
s dlouhou dobou kontinuity, jak se ukazalo béhem sbéru dat v severovychodnim regionu. Zde
se nachazi mnozstvi obnovenych luk, ve kterych se vSak C. glomerata prakticky nevyskytuje.
Je proto dulezité udrzovat vhodnym managementem i ptivodni louky, protoze fada z nich se

vyskytuje na hiife ptistupnych mistech, kde hrozi jejich zartstani.

Klicova slova: Campanula glomerata, genetickd diverzita, mikrosatelity, fragmentace

stanovisté, kontinuita travnich porostil, genovy tok, environmentalni faktory.



Abstract

Habitat fragmentation can adversely affect species populations due to reduced genetic
diversity and increased population differentiation due to habitat isolation, reduced population
size, and disruption of gene flow. Many species suffer from habitat fragmentation and isolation,
and Campanula glomerata is a good example of a species that is noticeably declining in many
places due to changes in landscape management. The question is how the model species
responds to these changes and whether is the change are reflected in genetic diversity
and population structure. The aim of this work is to determine the degree of genetic diversity
and to reveal the genetic structure of populations of the model species C. glomerata on a small
regional scale in the White Carpathians. This system will allow us to compare populations from
two different regions that have been affected to varying degrees by agricultural intensification
and fragmentation in the last century. It is a southwestern and northeastern part of the region,
which differs from each other in the history of management in the landscape, but also
in the continuity of meadows, species composition and environmental conditions. For this
purpose, [ developed and optimized a total of 16 usable microsatellite markers, 4 of which come
from related species of the genus Campanula and 12 are newly developed for the species
C. glomerata. The results suggest that recent habitat fragmentation has not led to a significant
loss of genetic diversity. The species probably has sufficient dispersive capabilities to maintain
gene flow and population connectivity in a landscape that has been affected by fragmentation
in recent history. Nevertheless, some difference was found between the southwestern
and northeastern regions, where genetic diversity was slightly lower, there were fewer rare
alleles, and populations were more or less differentiated. The explanation may be the higher
isolation of populations due to more intense fragmentation in this area. However, the forces that
determined the formation of C. glomerata populations in the studied region may have been
rather ancient historical processes. The effect of environmental factors on genetic diversity has
also been tested in several ways. The most important were the location of the populations
in the region and the degree of incident sunlight. C. glomerata is an example of a species that
1s more associated with grasslands with a long period of continuity, as demonstrated during data
collection in the northeastern region. There are a number of restored meadows, in which,
however, C. glomerata practically did not occur. It is therefore important to maintain
the original meadows with appropriate management, as many of them occur in less accessible

places where there is a risk of overgrowth.

Key words: Campanula glomerata, genetic diversity, microsatellites, habitat

fragmentation, continuity of grasslands, gene flow, environmental factors.
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Uvod

Uvod

Studium genetické diverzity, ktera je dulezitym ukazatelem celkové biologické
rozmanitosti, je zasadni pro pochopeni struktury a dynamiky populaci ve spolecenstvech.
Celkova geneticka struktura populaci se sklada z vnitropopulacni variability, kterd ndm umozni
bliZze porozumét vlastnostem a historii jednotlivych populaci, a mezipopula¢ni variability, ktera
vykresluje vztahy mezi populacemi, umoziiuje ndm zjistit pribuznost a unikatnost jednotlivych

populaci, genovy tok a diferenciaci mezi populacemi.

Geneticka diverzita populaci je formovana nékolika Ciniteli, mezi néz patii biologie druhu
(napf. systém rozmnozovani, délka zivota, disperzni schopnosti druhu, béznost/vzacnost),
historie udalosti, které¢ formovaly populace v minulosti a také nyné&;si struktura krajiny, kterd
jednak zrcadli tyto minulé procesy, jednak ovliviiuje genetickou strukturu populaci
v soucasnosti a bude ji nepochybné determinovat i v budoucnosti. Fragmentace krajiny je
proces, pii némz dochazi k redukci celkové plochy stanovist’ a vytvoreni novych izolovanych
ploch z diive souvislého prostoru. Miize mit negativni disledky na zivotaschopnost populaci,
jelikoz dochazi k redukci velikosti populaci a izolaci jednotlivych fragmentt (Frankham et al.,
2002). To miize mit za nasledek sniZeni fitness (Leimu et al., 2006; Reed & Frankham, 2003).
Zmény v populacich, které jsou spojeny s fragmentaci stanovisté, mohou vést k erozi genetické
diverzity a ke zvySené genetické divergenci mezi populacemi vlivem redukovaného genového
toku mezi fragmenty, ndhodného genetického driftu a zvySeného inbreedingu — zvIasté pokud
velikost populace a jeji izolovanost klesnou pod kritickou uroveil. Tyto zmény postihuji
zivotaschopnost populaci 1 v dlouhodobém méftitku, kdy je u populaci ocekévana snizena
schopnost odpovidat ménicim se selekénim tlakim (Young et al., 1996). Jednim z klicovych
procest, ktery mulZze zmirnit ztrdtu genetické rozmanitosti a napomahat dlouhodobé
Zivotaschopnosti populaci na fragmentovaném stanovisti je dostate¢ny tok genii (Lowe et al.,

2005).

Zmény ve vyuZzivani pidy, intenzivni rozoravani a zirodnovani pfirozenych stanovist
ve druhé polovin€ minulého stoleti pfetvotily krajinu na mozaiku rozptylenych ploch pfirozené
vegetace, které¢ jsou zakomponovany do zemédelské matrice (Lipsky, 1995). V poslednich
nekolika dekadach byly pozorovany dva opacné trendy v zemédé€lstvi — obhospodatovani
vysoce produktivnich oblasti se zintenzivnilo, zatimco mélo produktivni oblasti nebo mista

obtizn¢ dostupné jsou ¢im dal vice opousténa (Bachmann et al., 2005; Futdk et al., 2008).
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Uvod

V dusledku toho se zménil charakter stanovist, populace mnoha rostlinnych druhi se stale vice
zmen$ovaly a byly od sebe navzdjem vice izolovany nez v minulosti (Bachmann & Hensen,
2007). Fragmentovana krajinnad struktura mtize znesnadnit genovy tok mezi populacemi
vzhledem k omezenému Sifenim semen (Primack & Miao, 1992) a omezenému Sifeni pylu,
ponévadz i kratkd vzdalenost mezi populacemi muze pro opylovace plsobit jako silna bariéra
(Kwak et al., 1998). Dusledky fragmentace stanovisté proto miizeme zkoumat i na malé skale
(Miiller et al., 2020). Hlavnim tématem této prace je studium genetické diverzity modelového
druhu Campanula glomerata na malé — regionalni Skale v Bilych Karpatech. Fragmentace

v minulém stoleti postihla i krajinu této oblasti, byt v rizné mire.

Hlavnim pfedmétem této prace je porovnat genetickou diverzitu populaci mezi
severovychodni a jithozdpadni oblasti Bilych Karpat, které se od sebe 1i$i charakterem krajiny,
pfirodnimi podminkami, druhovym sloZzenim, historii managementu a holocenni historii.
Severovychodni oblast (Stitna nad VI1aii, Jestfabi) tvoii travni porosty, jez se vyvijely
pravdépodobné ne¢kdy od stiedovéku (Héjek et al., 2016) a jsou ziejmée v diisledku toho druhoveé
mnohem chudsi (Otypkova et al., 2011). Obhospodatovani této oblasti bylo v minulém stoleti
patrn¢ intenzivnéj$i nez na jihozépad€. Pivodni louky pfedstavuji ¢asto mensi plochy, které
jsou od sebe oddéleny ornou pudou, lesem nebo novymi, obnovenymi loukami
(v 80. a 90. letech jetelotravni smési), na nichz v soucasnosti probihd spontanni kolonizace
druhdi. Jihozapadni oblast (Certoryje, Zahrady pod hajem, Burova) tvofi prevazn& louky
bélokarpatského typu, které patii mezi druhové nejbohatsi vibec (Chytry et al., 2015)
a jejich kofeny mohou sahat az k davné minulosti raného holocénu (H4jkova et al., 2011).
Srovnani téchto regionli nam mutize pomoci blize pochopit, jak miize odlisna historie krajiny
a pfirodni podminky ovlivnit genetickou variabilitu a prostorovou genetickou strukturu

studovaného systému.

Jednim z cili je také zjistit miru genetické diverzity a odhalit strukturu populaci druhu
ve studovaném uzemi v severovychodni oblasti Bilych Karpat na plvodnich loukach
a na loukach nové vzniklych v 80. a 90. letech. Kolonizace novych stanovist muze byt
doprovazena redukci genetické diverzity v disledku omezeného poctu jedincl zakladajicich
novou populaci (Allendorf & Luikart, 2009). Pouze cast alel, které pochéazi ze zdrojové
populace, bude fixovana v nové populaci a geneticka diverzita tak maze byt snizena. Pokud
vSak genovy tok proudi z vice zdrojovych populaci a nové populace maji rychly rist, nemusi
nutné dojit ke sniZeni genetické diverzity v novych populacich — ty pak mohou byt stejné

zivotaschopné jako populace plivodni (Helsen et al., 2013; Slatkin, 1977).



Uvod

DalS8im cilem prace je testovani vlivu vlastnosti populaci a environmentalnich podminek
na genetickou diverzitu. Existuje mnoho studii o efektu velikosti a izolovanosti populace
na genetickou diverzitu (Ellstrand & Elam, 1993; Leimu et al., 2006). Vliv stanovistnich
podminek na genetickou diverzitu je jiz méné studovanym tématem, ekologické faktory vsak
mohou hrét pfi urovani pattern genetické struktury v populacich také dtlezitou roli (Huang

etal., 2019).

Jako modelovy druh pro studium genetické diverzity v zajmové oblasti jsem zvolila
zvonek klubkaty (Campanula glomerata). Je to polykarpicka vytrvala a neklonalni bylina
(Dfevojan, 2020), je diploidni (Kaplan et al., 2019; Smarda, 2018) a ne zcela bé&zna.
Ve zvolenych lokalitdich se vyskytuje roztrousené¢ v ne piili§ pocetnych populacich, jak
v severovychodni oblasti, tak v jihozdpadni oblasti Bilych Karpat (také dle vlastniho terénniho
prizkumu v letni sezéné 2018), soucasné nebyla v uUzemi nikdy komeréné Sifena
a ma proto vhodné predpoklady pro studium ¢lovékem nijak neovlivnéné genetické variability

a struktury populaci ve vybrané oblasti.

Hodnoceni genetické diverzity bude provedeno pomoci mikrosatelitovych markerti
(SSRs). Mikrosatelitové markery stale zlistavaji jednim z klicovych nastroji v populacni
genetice rostlin (Vieira et al., 2016). Mikrosatelity vykazuji vlastnosti, diky nimz jsou velmi
vhodné pro studium genetické struktury populaci — maji kodominantni charakter, jsou vysoce
polymorfni a hypervariabilni, maji vysokou muta¢ni rychlost a jsou hojné zastoupeny v celém
genomu (Abdul-Muneer, 2014). Pro druh C. glomerata sice nejsou znamy Zadné literarni
zdroje, které by poskytovaly informaci o sekvencich repetitivnich oblasti predstavujici vhodné
mikrosatelitové markery, avSak pro ptibuzné druhy rodu Campanula (Campanula pyramidalis,
Campanula scheuchzeri a Campanula thyrsoides) jiz byly vyvinuty mikrosatelitové markery,
které by mohly byt potencialn€ vyuZity i na hodnoceni genetické diverzity druhu C. glomerata.
Cilem této prace bude tedy i otestovat vhodnost t€chto mikrosatelitovych markerti pro druh
C glomerata. V ptipad¢, Ze jich nebude dostatecny pocet pro genetické analyzy, bude mym

zamérem vyvinout mikrosatelitové markery nové, druhove specifickeé.

Kladené otazky:

1. Jak vysokou genetickou diverzitu vykazuje modelovy druh C. glomerata ve studovaném
uzemi, jaka je ptibuznost a unikatnost jednotlivych populaci? Lisi se populace ze
severovychodni a jihozapadni oblasti Bilych Karpat?

2. Jaky je vliv stafi lokality, na genetickou diverzitu druhu C. glomerata? Lisi se geneticka

diverzita na lokalitdch kontinuélnich a na lokalitach nové vzniklych?

9



Uvod

3. Je geneticka diverzita zavisld na vlastnostech populaci — jako jsou velikost populace
a izolovanost — a/nebo stanovistnich podminkach — jako jsou sklon, nadmotska vyska,
Diurnal anisotropic heating index (DAHI), Topographic wetness index (TWI),
Topographic position index (TPI), Elenbergovych indikacnich hodnotach (svétlo,
teplota, vlhkost, piidni reakce, ziviny) a/nebo poctu druht?

4. Lze aplikovat vyvinuté mikrosatelitové markery pro ptibuzné druhy rodu Campanula

na druh C. glomerata?
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Metodika

1 Metodika

1.1 Charakteristika druhu

1.1.1 Morfologie

Campanula glomerata (zvonek klubkaty; Obr. 1.1) je vytrvald trsnatd bylina z Celedi
Campanulaceae. Jeji lodyha je pfimd, nevétvena, ziidka chud€ vétvend, jemné hranata,
nafialovéla ¢i nacervenald, chlupata nebo lysa a mize dosahovat vysky od 10 az 70 cm

(Kovanda, 2000).

Listy maji vétSinou tuhou cepel, kterda je specificky drsna sjemné a nepravidelné
zoubkovanym okrajem. Pfizemni listy mohou tvofit hustou pfizemni rizici, maji dlouhé fapiky
a vejcité kopinatou nebo vejcité podlouhlou, pii bazi srd¢itou nebo zaokrouhlenou ¢epel. Listy
vyrustajici vySe na lodyze maji kratsi fapik nebo jsou ptisedlé aZ poloobjimavé, elipsovitého az

kopinatého tvaru. Nejvyse rostené listy piechéazeji v listeny (Kovanda, 2000).

Kvéty jsou oboupohlavné, nahloucené ve vrcholové hlavce (lichoklas hlavek
pfipominajici klubicko) na apikalnim konci stonku a ¢asto jsou doprovazeny jednotlivymi kvéty
¢1 menSimi shluky kvét (maximalné Ctyfi) vyrlstajici z uzlabi listd podél lodyhy. Jsou
nejcasteji modrofialové, ziidka bilé, ndlevkovitého az zvonkovitého tvaru, 25-35 mm dlouhé,
do ttetiny az poloviny délené na pét tupé Spicatych korunnich cipti. Kali$ni cipy jsou protahle
trojihelnikovité a nékdy nazpét zahnuté. Cnélka nikdy nepfesahuje korunni listky, je stejné
dlouha nebo kratSi. Blizna je trojramennd, tyCinek je pé&t. Druh je vSak vzhledové velice

variabilni, pfedevsim ve tvaru a odéni listl, tvaru kvétenstvi a velikosti kvéti (Kovanda, 2000).

Plodem je tobolka, na bazi se tfemi otvory, které propousti asi 1 mm velkd podlouhla
semena (Kovanda, 2000). Kazd4 kvetouci lodyha ma 1-150 tobolek (pramér je 23,5; n= 1133,
data z 20 populaci v Némecku 2002) ptficemz kazda tobolka milize obsahovat az 100 semen

(Bachmann & Hensen, 2007).

Zvonek klubkaty kvete od Cervna do zati (Kaplan et al., 2019). Kveteni zacina obvykle
ve druhém roce po vykliceni, ale dosazeni reprodukéni zralosti nékdy trva az 6 let. Sterilni
listové riizice 1ze nalézt v mladém stadiu pted reprodukei, ale také ve stadiu klidu nebo starnuti
(Piskovackova 1980, cit. dle Bachmann & Hensen, 2007). Kvéty jsou silné¢ proteandrické
(Strzatkowska-Abramek et al., 2018) a tedy cizosprasné (Gadella, 1963). Opyleni je zajiSténo
entomogamii (vCelami; Klotz et al. 2002; ¢meldky, samotafskymi vcelami, pestienkami,

popiipad¢ brouky; Janovsky 2020). Zvonek klubkaty se vSak dokéze rozmnozovat i vegetativné
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pomoci vélcovitych oddenkil (pleiokorm podobny oddenku) (Krumbiegel 2002). Délka zivota
jedince je odhadovana na 25-30 let (Piskovackova, 1980, cit. dle Bachmann & Hensen, 2007).

Obr. 1.1 Campanula glomerata, foceno v zati 2019, Stitna nad V1aii — Popov.

1.1.2 RozSifeni a ekologie

Zvonek klubkaty se vyskytuje napfic kontinentalni Eurasii, od submeridionalni, ptes jizni
temperatni, severni temperatni az borealni floristickou zonu evropské a sibifské floristické
oblasti a zasahuje az do Japonska (Kovanda, 2000; Kiihn & Klotz, 2002). Sekundarn¢ se rozsitil
do vychodni ¢asti severoamerického kontinentu, kde zdomacnél. V Ceské republice se
vyskytuje roztrousené po celém tizemi, nejvice vSak v teplejsich oblastech, ale miize zasahovat

i do vyssich poloh (Kovanda, 2000).

Nalezneme ho nejcastéji v lesostepich, na kamenitych stranich, kfovinatych stranich,
travnatych svazich, lesnich okrajich, v houstinach i otevienych loukach (Kovanda, 2000). Je to
druh ¢astecné svétlych mist, vétSinou rostouci na plném svétle, ale také ve stinu (do 30 %
rozptyleného zatfeni dopadajictho na volnou plochu). Je to indikator mirn¢ kyselych az

bazickych podminek, ale nikdy se nevyskytuje v silné kyselych podminkach (Chytry et al.,
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2018). Preferuje pudy Cerstvé az vysychavé, vyhfevné (Kovanda, 2000). V nékterych mistech,
véetné Ceské republiky, se povazuje C. glomerata za ustupujici nebo dokonce ohroZenou
(Bachmann & Hensen, 2006, 2007; Frank & Neumann, 1999; Godefroid et al., 2016; Kovanda,
2000). Muze se vsak vyskytovat i v zahradach, kde je péstovan v podobé nejriiznéjSich

kultivaru.

Bylo popséano nékolik poddruhtl, z nichz u nés se vyskytuji bezpecné dva, které maji
plynulou fadu piechodnych forem a za soucasného stavu poznani je mozné je hodnotit i jako

variety. Obé¢ subspecie jsou na naSem Uzemi na znatelném ustupu (Kovanda, 2000).

1.2 Studované uzemi Bilé Karpaty

CHKO Bil¢ Karpaty je tzemi, které se rozklada podél J a JV hranice Moravy se
Slovenskem (Culek, 1995). Ma tedy moravskou ¢ast — CHKO Bilé Karpaty, ktera vznikla
v roce 1980 a slovenskou ¢ast — CHKO Biele Karpaty, kterd vznikla v roce 1981 (Pechanec
& Jongepierova, 2008). Centrem tohoto tizemi, pod¢l hranice, prochazi pohoti Bil¢ Karpaty,
jez je soucasti rozsahlého pasmového pohoii Karpaty (Kuca et al., 1992). Celé pohoti se tdhne
asi 1500 km dlouhym zahnutym obloukem vychodné a jihovychodné od Bilych Karpat ptes
Slovensko a Polsko, Ukrajinu, Rumunsko az do Srbska. Pohoti vznikalo horotvornym procesy

(vrasnénim) v prub¢hu mladsich tretihor (Kuca et al., 1992).

PodloZi pohoti Bilé Karpaty je flySové a je tvofeno motskymi sedimenty kiidy a starSich
tietihor. Fly$ se obecné vyznacuje stiidanim razné Sirokych vrstev usazenych hornin, v Bilych
Karpatech jde ptevazné o piskovce a jilovce, nékdy i slinovce a vapence. Zejména rozdilna
odolnost jednotlivych vrstev vi¢i zvétravani a silna vodni eroze jsou hlavnimi Ciniteli, které
utvaii Clenity reliéfu této krajiny. Typické jsou zde cCasté sesuvy pldy, jez jsou rovnéz
dasledkem vlastnosti flyse. Tento jev umoziuje vznik ¢etnych pramenist, vyskyt disturbanci,
tvofi se mozaika mist s odliSnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi a odliSnym vodnim
rezimem (Kuca et al., 1992). Heterogenita prosttedi, ktera ovliviiuje sloZeni vegetace, je vysoka

a tim se pfirozené¢ zvySuje i potencial druhové rozmanitosti izemi.

Po poslednim glacidlu, v preboredlu a borealu, zde méla krajina otevieny charakter
a umoznovala tak Sifeni rostlin a organismii bezlesi. V pozdéjsim obdobi, v atlantiku, se vlivem
zmény klimatu zacala krajina postupné zalesiiovat, coz muselo nutné¢ znamenat Ustup druhi
bezlesi. Paleomalakologicka data vSak ukazuji, Ze n€které druhy bezlesi zde i v kritickém
obdobi rozvoje lesa ptezivaly a naznacuji pretrvavani otevienych stanovist’ v celém holocénu

(Lozek, 2008). Na beélokarpatskych loukach se nadto vyskytuje mnozstvi heliofytnich
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rostlinnych druhtl a fada z nich zde mé izolovand stanovisté, zna¢né vzdalena od souvislych
arealil, coz ukazuje na jejich reliktni charakter (Grulich, 2008; Héjkova et al., 2011; Rolecek
et al., 2015). Existuje hypotéza, ze tyto druhy mohly piezivat v tzv. ,toulavém* bezlesi, které
vznikalo a zanikalo prave periodickymi sesuvy ptidy v nékterych mistech a naslednym vznikem
pramenist’, ktera poté opét zartstala (Grulich, 2008). Dal§im moznym vysvétlenim mohla byt
pastva velkych divokych bylozravei (turti, zubrii, divokych koni), ktefi se na naSem Uzemi
piirozené vyskytovali (Lozek, 2007, 2011). Je také mozné, Ze tato stada velkych zvifat byla
pritahovana do okoli pramenist’ a branila tak sukcesi periodickymi disturbancemi v téchto
mistech (Grulich, 2008). Dal§im faktorem udrzujicim bezlesi vSak mohla byt pastva
hospodaiskych zvitat spjata s pravékym osidlenim (Lozek, 2011) a dalsi lidské ¢innosti vazané
na zemé&d€lstvi. Tuto teorii podporuji 1 novéjsi vyzkumy, které vysvétluji extrémni
druhovou bohatost bélokarpatskych luk na zakladé fytogeografickych, archeologickych
a paleoekologickych poznatki pravékym ptivodem travnich porostl v Bilych Karpatech a tedy
jejich kontinualnim vyskytem v holocénu (Hajek et al., 2016; Hajkova etal., 2011, 2018; Novak
etal., 2019; Rolecek et al., 2014, 2015).

Od neolitické revoluce (pozd¢ji v atlantiku) se na ptetvareni krajiny zacal poprvé vyrazné
podilet ¢loveék. S rozvojem zemédélstvi zapocalo velké odlesnovani, které ptineslo 1 vznik luk
a pastvin (Bredenkamp et al., 2002; Hejcman et al., 2013; Lozek, 2007, 2011). Rozvoj obchodu,
pfesuny obyvatelstva v€etn¢ hospodatskych zvitat podporovaly §ifeni lu¢nich a stepnich druhti
z teplejSich oblasti. I kdyZ v pribéhu Casu travni porosty neustéle zanikaly, louky a pastviny se
rozordvaly nebo zarlstaly opét lesem, souCasné vznikaly dalsi bezlesé¢ plosky na sousednich
mistech (Klimes, 2008). Ve star§Sim obdobi byly hlavnimi pfi¢inami udrzujicimi bezlesi
(Hajkova et al., 2018). Nepfetrzité hospodafeni na tomto Gzemi po cela staleti bylo jednim
z hlavnich Ciniteld, které umoznily vznik této krajiny s vyjimec¢nou druhovou bohatosti

(Jongepierova, 2008).!

Velké zmény v obhospodafovani krajiny piineslo zemédélstvi v obdobi socialismu.
Dochézelo k vysokému ubytku trvalych travnich porostl, které byly i na ¢erno rozoravany.

V 70. letech zapocaly také mechanické upravy porostli (odstrafiovani stafiny, odmechovani,

! Pfikladem zajimavého zpiisobu hospodafeni je koSirovani na Jiznim Vala$sku. Je to zpiisob paseni
dobytka (ovci). Ovce jsou pies noc a po ranni pastveé zavirany do ,,koSaru®. Jde o dfevénou ohradku, ktera se po
dvou az tfech dnech prenesla o kus dal (Stika, 1958). Exkrementy zvifat nebyly tak diky kosarovani koncentrovany
na jednom misté, ale byly nerovnomérné roztrouseny po pastvinach, coz podporovalo prostorovou heterogenitu a
tim 1 biodiverzitu (Futak et al., 2008).
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vlaceni, smykovani, véleni) a zacala se pouzivat uméla hnojiva. Se€eni luk probihalo Casto jiz
v kvétnu a na lehce pfistupnych mistech pro tézkou techniku probihalo dvakrat. Neptistupna
mista (napf. svahy s velkym sklonem) se naopak ptestala kosit a zartistala naletovymi
jedenkrat, také mnohem pozd¢ji v 1ét¢ (Futak et al., 2008). Vysledek nebyl pravdépodobné
nikdy tolik uniformni, nybrz mnohem vice mozaikovity, a tim zvyhodnoval na riznych

plochéch, riizné druhy, a tak vznikala pestra druhova mozaika.

Jiz v 80. letech byly né¢které ptivodni rozorané travni porosty rekultivovany (rozorani
a seti komerc¢nich smési trav a jetelovin) kvili Spatnym vynosim plodin. Od devadesatych let
20. stoleti dochazelo k opousténi pidy, které ohrozovalo udrzeni mistnich trvalych travnich

porostl (Futak et al., 2008). Zatraviiovani na nékterych mistech vSak pokracovalo.

Uzemi CHKO Bilé Karpaty je dnes tvofeno z 53 % lesy, z nichz na moravské &asti tvoii
54 % listnaté lesy a 30 % smrc¢iny. Charakteristickym rysem této krajiny jsou ovocné sady
roztrousené po uzemi, zejména v okoli obci a samot, ale nékdy i samostatné. Rozptylena zeleni
a ktoviny predstavuji celkem 4,81 % Uzemi. Zemé&délsky vyuZivané plochy zabiraji celkem
37 % tzemi a ztoho 6,5 % piipada na trvalé travni porosty (louky a pastviny) (Pechanec

& Jongepierova, 2008).

1.2.1 Bilé Karpaty jihozapadni

zapadni moravské predhtii Bilych Karpat. Je zde nejteplejsi a nejsussi klima, bohaté ptidy
na ziviny a kofeny osidleni zde sahaji hluboko do historie (Grulich, 2008). Pravée v této oblasti
muzeme nalézt slavné bélokarpatské louky. Prevlada zde jeden typ vegetace, ktery je vSak
neobycejné druhove pestry (Chytry et al., 2015). Nachazi se zde mnoho reliktnich prvki, které
jsou pozustatkem ranych holocennich lesostepnich spolecenstev (Hajkova et al., 2011; Rolecek
et al., 2015). V soucasnosti pfibyva stale vice dokladl o tom, Ze od posledniho glacidlu zde
neexistovala Zadn4 husta lesni faze. Krajina v jihozapadni ¢asti byla trvale vyuZzivana clovékem
a existence bezlesych ploch zde méla kontinudlni vyvoj (Hajkova et al., 2018). Stafi n¢kterych
zdejSich luk proto mize byt teoreticky 1 tisice let (az 10 000 let). I pfes intenzifikaci zemédélstvi
si diky zna¢né vzdalenosti od zemé&délskych druzstev (a diky tomu relativné extenzivnimu

obhospodatovani) bélokarpatské louky zachovaly sviij reliktni charakter (Rolecek et al., 2015).

V této Casti Bilych Karpat byla vybrana prvni skupina studovanych oblasti (Obr. 1.2,
Tab. 1.1). Jde o NPR Certoryje nalezici do fytochorionu Bilé Karpaty stepni, které jsou soucasti
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fytogeografického obvodu Panonské termofytikum a do fytochorionu Bilé Karpaty lesni, jez
jsou soucasti fytogeografického obvodu Karpatské mezofytikum. Dal§imi zdjmovymi oblastmi
jsou NPR Zahrady pod h4jem a sousedici NPP Burova ndlezici do fytochorionu Bilé Karpaty
stepni (Skalicky, 1988). Louky jsou nyni obhospodafovany pravidelnym kosenim jednou ro¢né,
mozaikovitym zpiisobem od ¢ervna do zafi. Tento zplisob obhospodatrovani je pro zdejsi typ

luk nejvhodnégjsi (Klimes, 2008).
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Obr. 1.2 Vyskyt populaci v jihozépadnim regionu Bilych Karpat.

NPR Certoryje

Zde se nachazi nejvétsi a asi nejcennéjSi soubor kvétnatych bélokarpatskych luk
s rozptylenou zeleni, solitéry dubi, lip, biekl a dalSich stromt, které spole¢né vytvaii typicky
parkovity a rozlehly charakter tizemi (Kuca et al., 1992). Na plochu rezervace v minulosti
navazovaly ptivodni kavylové stepi. Ty byly vSak postupné zni¢eny hnojenim a rozoranim,
podobné jako cast Vojtisskych luk, které se nachazi v ochranném pasmu. VétSina vyznacnych
druhil byla nucena ptezivat v mistech nedostupnych pro zemédélskou techniku. V roce 1986 se
zde zacCaly vysekavat opuSténé a malo pfistupné svahy zarostlé zejména hlohem a jinymi

naletovymi dfevinami a nove vznikla plocha je dnes jiz kazdoro¢né kosena. Pievazujicim typem
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vegetace jsou v soucasnosti teplomilné louky svazu Cirsio-Brachipodion pinnati, které stiidaji

na vlhkych mistech bezkolencové louky svazu Molinion (Mackov¢in & Jatiova, 2002).

NPR Zahrady pod hajem

Jedna se o kvétnaté louky a extenzivni staré sady tvorici svislé pruhy, které jsou oddéleny
pasy ket a lesikl s cetnym vyskytem teplomilnych a ohrozenych druhti. Opét zde nalezneme
luc¢ni vegetaci svazu Cirsio-Brachypodion pinnati a misty se objevuje 1 vlh¢éi vegetace svazu
Molinion. Vyznamna je vSak teplomilnd vegetace s kostfavou zldbkatou (Festuca rupicola),
omanem mecolistym (/nula ensifolia) a osttici chabou (Carex flacca) (Mackov¢in & Jatiova,
2002). Cast tohoto uzemi byla v minulosti po§kozena intenzivni pastvou. Obnova v§ak probiha
rychle diky pravidelnému koseni a skutecnosti, ze plochy nebyly hnojeny (Kuca et al., 1992;
Mackov¢in & Jatiova, 2002).

NPP Birova

Toto mensi tizemi piedstavuje rozsahla louka s teplomilnou vegetaci a vyskyt solitérnich
starych dubti. Je vyzna¢na také kvili hojnému vyskytu vzacné (C1) kychavice ¢erné (Veratrum
nigrum) (Grulich & Chobot, 2017). Od 80. let zde bylo provozovano intenzivni
obhospodatovani, které bylo provdzeno minerdlnim hnojenim a vysévanim kulturnich trav.
Zdejsi druhova diverzita tak byla snizena, avSak stav tohoto Uzemi se opét zlepSuje diky

kazdoro¢nimu koseni (Kuca et al., 1992; Mackov¢in & Jatiova, 2002).

Nazev uzemi Vyhlaseno  Katastralni tizemi Vyméra Nadmovska vyska
NPP Burova 1987 Suchov, okres Hodonin 18,80 ha 442-532 m
NPR Certoryje 1987 Hruba Vrbka, Knézdub, Tvarozna lhota, okres Hodonin 325,58 ha 350-445 m
NPR Zahrady pod hajem 1987 Velkd nad Velickou, okres Hodonin 162,30 ha 300-480 m

Tab. 1.1 Vybrana zajmova Gzemi v jihozapadni ¢asti Bilych Karpat.

1.2.2 Bilé Karpaty severovychodni

Severovychodni predhtii Bilych Karpat je obecné méné vyrazné nez jihozapadni ¢ast,
misty floristicky nevyrazné a je mu vénovana mensi pozornost. Klima je zde chladnéjsi a vlhci,
pudy jsou mén¢ uzivné, reliéf je méné Clenity (diive zde pravdépodobné nebyly tak rozsahlé
bezlesé¢ sesuvy). Flora se podobé nevyrazné oblasti mezi Vsetinem a Zlinem a chybi zde vétSina
stavu (Grulich, 2008). Od jihozapadni oblasti se toto uzemi 1iSi odliSnymi piirodnimi
podminkami a zejména druhovym slozenim, které tyto dvé oblasti jasné odd€luje (Otypkova

et al., 2011). Ochuzena flora severovychodni oblasti miize byt vysvétlena kontrastni holocenni
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historii, kdy zde v obdobi zvlh¢eni klimatu (6800 pf. n. 1.) chybély oteviené plochy bezlesi
a pfevladal zde husty les po dobu asi 2000 let, ktery zplsobil zanik svétlomilnych druht.
V pozdnim neolitu (4600 pt. n. 1.) se charakter krajiny sice mirn€ oteviel, avSak stale zde
dominovaly lesy a az cca pied 600 lety zde zapocalo nové odlesiiovani spojené s koloniza¢nimi
udélostmi, které vSak nebylo dostateéné dlouhé, aby umoznilo rekolonizaci severovychodni

¢asti nekterymi vzacnymi druhy z jihozapadu (Hajek et al., 2016).

! Bohuslavice nad VIari

Brumov-Bylnic

Rokytnice
&

@

Jestrabi .‘” & v i

Stina nad VIaF

Obr. 1.3 Vyskyt populaci v severovychodnim regionu Bilych Karpat.

Zde se nachazi druhé skupina vybranych zajmovych oblasti, a to v blizkosti obci Stitné
nad VIaii — Popov a Jesttabi (Obr. 1.3). Travni porosty se od sebe 1isi stafim a lze je rozd¢lit na
dv¢ skupiny. Prvni skupinou jsou plivodni travnaté porosty, na kterych vétSinou probiha pastva
dobytka, nebo jsou obhospodatovany se¢i. Druhou skupinou nové obnovené louky — byvala
pole, jez byla v prabéhu 80. a 90. let 20. stoleti zatravnéna komercni jetelotravni smési
a v soucasnosti na nich probihaji krajinarské upravy, jsou vyuzivany jako pastviny nebo jsou

koseny.
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1.3 Sbér materialu

V terénni ¢asti projektu jsem v letech 2018 a 2019 patrala po populacich C. glomerata
v zdjmovém uzemi (Obr. 1.4). Bohuzel velka cast travnich porostli byla kosena jiz pred
vykvetenim C. glomerata. Nalezeni téchto populaci, a pfedev§im jednotlivych rostlin, bylo
proto velice obtizné, nebot’ n€které rostliny znovu obrazely az na konci sezony, nékteré
neobrazely viibec nebo byly znovu pokoseny. Stav populaci se pritom nedal ptedvidat, nebot’
travni porosty byly koseny mozaikovité¢ v riznych obdobich sezény, kazda lokalita v jiném
case. Rostliny jsem proto hledala i ve vegetativnim stadiu, podle listovych rizic. Piesto se mi
pii tomto nesnadném ukolu podatilo uskute¢nit jeden ze zamérh a nalézt celkem 30 populaci,
ztoho 15 populaci vyskytujicich se na severovychodé, 15 na jihozipadé¢ Bilych Karpat
a nasbirat pfi tom vice nez 500 vzorka (k analyzam vsSak bylo pouzito celkem 456 jedinc,

zbytek vzorki slouZilo jako rezerva).?
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Obr. 1.4 Mapa Bilych Karpat. Oblast sbéru na severovychodé Bilych Karpat: Stitna nad VI4ii, Jestiabi;
oblast sbéru na jihozapad¢ Bilych Karpat: NPR Certoryje, NPR Zahrady pod Hajem, NPP Burova.

Pro vyvoj mikrosatelitovych markerti pro dany systém je potieba DNA z nékolika
jedinct, u kterych je predpokladand velka geneticka odliSnost. To zaruci, ze ziskané markery
budou pouzitelné pro veskery studovany material. Pro tyto ucely jsem proto mimo jedinct

z Bilych Karpat pouzila vzorky ze Slovenského raje, které jsem nasbirala v 1ét€ 2019. DalSimi

2 Terénni prace v NPR i NPP byly provadény pod dohledem pracovnika spravy CHKO Bilé Karpaty.
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vzorky, které byly vyuzity na testy variability mikrosatelitovych markert bylo nékolik jedincti
z okoli Brna a z Botanické zahrady Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné

ziskané v roce 2018.

Materidlem ke genetickym analyzam byly listy odebrané po 2—3 z kazdé vybrané rostliny.
Rostliny jsem vybirala v kazdé populaci ndhodné, avSak rovhomérné ve vSech ¢astech lokality.
Vzdalenost jednotlivych populaci byla minimalné 200 m na otevienych loukach (naptiklad
v Certoryjich) a minimalné 100 m na lokalitach, kde populace oddélovaly prostorové bariéry
(napft. kfoviny). Z kazdé populace bylo odebrano ptes 20 vzorku, z populaci o menSim poctu
jedincti nez 20 byly odebrany vzorky od vSech ptitomnych rostlin. Odebrané listy jsem vysusila
na silikagelu a pfipravila je na laboratorni zpracovani v laboratoii Botanického tistavu AV CR
v Prithonicich. Z vysuSenych vzorki jsem izolovala DNA, kterd slouzila jako material k analyze

genetické variability za pouziti mikrosateliti.

1.4 VegetacCni snimky

Na kazdé¢ lokalité, kde se vyskytovala populace vétsi nez 10 jedinct (plus populace C14,
ktera méla 8 jedincili), jsem vybrala plochu o velikosti 3 x 3 m tak, aby tato plocha zahrnovala
maximalni mozné mnozstvi jedinct C. glomerata v dané populaci. Plochu o dané velikosti jsem
vybrala proto, aby spliiovala nasledujici dva ptedpoklady — aby byla schopna dostatecné
obsdhnout druhového sloZeni stanovisté, ve kterém se nachazi nejvétSi Cast populace
C. glomerata a dostatecné ho charakterizovat, zaroven vsak, aby byla po splnéni téchto
podminek, co nejmensi a odecet druhti byl tak co nejjednodussi a nejpresnéjsi. V téchto
plochéch jsem urcovala druhové slozeni vegetace. V kazdém snimku jsem zaznamenala vyskyt
druhu a jeho cetnost pomoci zjednodusené stupnice (1 — jeden ¢i vice jedincli ve snimku,
celkova pokryvnost maximalné do 5 %; 2 — vice jedinci ve snimku, pokryvnost 5-15 %; 3 —
druhy s vysokym zastoupenim jedincti ve snimku, dominanty, pokryvnost nad 15 %). Vegetacni
snimky jsem provedla v srpnu 2019. Z vegetacnich snimkii jsem odvodila Elenbergovy
indika¢ni hodnoty (pro svétlo, teplotu, vlhkost, pidni reakci a ziviny) k charakterizaci
stanovisté s vyuzitim upravenych Elenbergovych hodnot pro ¢eskou floru (Chytry et al., 2018)
—viz kapitola 1.12.1 a Tab. P.4 v pfiiloze.

1.5 Letecké snimky
Pro vSechny studované louky v obou zdjmovych tizemich jsem studovala staré letecké

fotografie z Narodniho archivu leteckych méfi¢skych snimki (Cesky ufad zeméméficky
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a katastralni) z 50. let minulého stoleti (z let 1949, 1950, 1953, 1961) a porovnavala je se
soucasnymi leteckymi snimky. Pokousela jsem se zjistit, které plochy byly v minulosti loukami
a které plochy byly v minulosti ornou pidou a zda vyskyt C. glomerata je vazan spiSe na

puvodni louky nebo dokazal kolonizovat i nove vznikla stanoviste.

1.6 GIS

V programu QGIS (QGIS 3.4.14; QGIS Development Team, 2016) jsem dle soufadnic
vyznacila body oznacujici vyskyty jednotlivych populaci. Nékteré populace byly ptivodné
rozdéleny na mensi subpopulace, ty byly vSak pozd¢ji slouceny z diivodu nizké geografické
vzdalenosti (desitky metrii) a vysoké homogenity stanovist. Body byly zakresleny ve Ctverci,
kde se cilovy druh vyskytoval v nejvyssi hustoté a kde jsem soucasné€ zapsala vegetacni snimek
(Obr. 1.2 a 1.3). Z téchto bodl jsem dale odecitala vSechny terénni charakteristiky pomoci
nastroji v programu QGIS. Pro vypoc¢ty jsem pouzila SRTM DEM (Shuttle Radar Topography
Mission Digital Elevation Model) — digitdlni model terénu o velikosti buitky 100 m (Data
poskytl a zpracoval © GISAT (2007)).

Informace o nadmotské vysce je obsazena v samotném DEMu (Elevation). Pro vypocet
sklonu (Slope) a orientace (Aspect) jsem pouzila nastroj SAGA GIS (Conrad et al., 2015). Pro
obé jsem zvolila defaultné nastavenou metodu vypoctu (Zevenbergen & Thorne, 1987)
a jednotky ve stupnich. Orientaci a sklon jsem déle vyuZzila k vypo¢tu Diurnal Anisotropic
Heating Index (DAHI), ktera je funkci sklonu a orientace a predstavuje miru dopadajiciho
slune¢niho zafeni na plochu. Pro vypocet jsem pouZzila opét nastroj SAGA GIS s defaultné
nastavenymi hodnotami (Boehner & Antonic, 2009). Déle jsem pomoci SAGA GIS vypocitala
Topografic Wetness Index (TWI) pomoci nastroje SAGA Wetness Index (Bohner & Selige,
2006) pomoci defaultné¢ nastavenych parametri a Topografic Position Index (TPI) takeé

defaultné nastaveny (Wilson & Gallant, 2000).

Pro vSechny populace jsem vytvoftila polygony, pro které jsem vypocitala plochu, na které
se dana populace vyskytovala (pomoci funkce $area v atributové tabulce). Pro informaci
o izolovanosti populaci jsem pro kazdou populaci vytvofila buffer o poloméru 500 m.
Ve vyslednych plochich jsem spocitala celkovy pocet jedincli a odecetla pocet jedincu
populace, k niZ pfislusela dana plocha — buffer (v kazdém bufferu jsem tedy spocitala jedince,
kteti nepatfili k dané populaci). Cim vy3si je hodnota proménné buffer, tim je populace méné
1zolovana od okolnich populaci. Pro celou praci v QGIS jsem pouzivala Kifovakovo zobrazeni

v ramci soufadnicového systému S-JTSK.
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1.7 Laboratorni zpracovani rostlinného materialu

Z vysuSenych vzorkl jsem izolovala DNA cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)
metodou (Lodhi et al., 1994) (Protokol izolace DNA v pfiloze). Kvalitu a obsah izolované DNA
jsem hodnotila u kazdého vzorku spektrofotometricky pomoci NanoDrop 2000
Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific). Ziskanou DNA jsem naifedila na koncentraci

20 ngxul! (mnozstvi izolované DNA v Tab. P.10 v pfiloze).

1.8 Vyvoj mikrosatelitovych markert

Nejsou nam znamy zadné literarni zdroje, které by poskytovaly informaci o sekvencich
repetitivnich oblasti C. glomerata predstavujici vhodné mikrosatelitové markery. Proto bylo
jednim z cili této prace vyvinout a optimalizovat mikrosatelitové markery pro hodnoceni
genetické variability. Pred identifikaci druhové specifickych mikrosateliti firmou Genoscreen
(Lile, France) jsem vsak nejdiive testovala mikrosatelitové markery, které byly jiz vyvinuty pro
pribuzné druhy. Tento krok a naslednd prace byly provadény ve spolupraci s pracovniky
laboratofe populaéni genetiky Botanického tstavu AV CR v Prithonicich. Nejprve jsem
testovala 29 mikrosatelitovych primert, které¢ byly vyvinuty pro blizce ptibuzné druhy rodu
Campanula. Byly to druhy C. scheuchzeri — 10 primert (Tab. 1.2; Armbruster & Stoecklin,
2015), C. thyrsoides — 8 primert (Tab. 1.3; Aegisdottir et al., 2007) C. pyramidalis — 11 primera
(Tab. 1.4; Radosavljevic et al., 2015).
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Délkové
Lokus Sekvence forward (F,) a 'reverse (R) Motiv rozmezi
primeru (5'-3') (bp)
Scheuchl F: AAAGTGCATTATACCTAAATTGCTG (TACA)8 123-147
R: GTTGGCAAATGGGTTGACTTTC
Scheuch2 F: TTAGGCTCAAAACTTACCACAC (ATAC)8 139-166
R: CGTTCTCAGATCCGTTACTGTTTC
Scheuch3 F: AGCAATCTTGGCCCCCTAAC (TGTA)7 138-184
R: TACTCGAACATGGCTTCACC
Scheuch4 F: TGCATCATAAGTGAGCACATCG (TATG)7 84-130
R: CGAATCGCTGGGAGAAAAGG
Scheuch5 F: TGGGGTGGTTTACTCTACTCG (CTAT)11 145-193
R: TGGAACCCCGTGATGAGATG
Scheuché F: TTATGTTTTTGGGGGCGTGG (ATGT)7 119-199
R: TCATGGGCTGATTATCTAGGGG
Scheuch7 F: GCAACTTAAACTGGGACAGAGG (ATAC)7 127-220
R: ACTTTACACATTTAAAAGGCATTGAGG
Scheuch8 F: TCAAATAGAGTGCCACCTTAGC (CATA)7 127-168
R: TGGGGTATACAGTTGAAGAGG
Scheuch9 F: TGACCAATGTTCTGGACTTGAC (ATAC)9 107-170
R: ACTAAAACATCATTATTTTGCAACGC
Scheuch10  F: CTCTCTCTCTATAACACACCGC (ATAC)7 83-122
R: GTTGGAGGAGTGACACAAGC
Scheuchll F: GTGACCCTTTCTTATTATTTGCCC (TATC)10 153-226
R: GCTTTGGAGAGGCTTGCATAC
Scheuch12  F: TCTAGTCATCCCTAGGCCCG (AGAT)7 103-199
R: TGCGCAGTTCACTTGGTTTG
Scheuch13  F: TGTTGACTCGCCTCGACTTC (ATGT)8 153-195
R: ACAAGTCCTTCCTAGTTCCTAC
Scheuch14  F: ATTACACGAGACGGAGGGAG (GTAT)7 164-294
R: TGGCCTTGTCAAAACGCTTC
Scheuch15 F: ATGCCCTAATTTCCACTTGC (ATGT)7 143-220
R: GTGAATTTTTAGCACATTTAGTAGCAC

Tab. 1.2 Mikrosatelitové primery ze studie C. scheuchzeri (Armbruster & Stoecklin, 2015).

Délkové
Lokus Sekvence forward (F') a 'reverse (R) Motiv rozmezi
primeru (5'-3’) (bp)
Campthy 1 F: CTGCTAGGCTATGCGAGTGTTC (CA)16 153-176
R: TCTGAATTTGTTGAGAATCTTTTTG
Campthy 3 F: AAAGTTTGATTCCAAGGTGCTC (cA)13 130-155
R: AAAATAATTCCAGGGACGGAGT
Campthy 5 F: CCAGCGACGCTTTAGTTATTGT (GT)20 93-127
R: CAAATATAAAGGGGAAGTTACTTATCA
Campthy 6  F: ACAACCTCGAACCAATTTTCAG (CA)17 151-164
R: CAATTGGGGTCTAACCATTCAC
Campthy 9  F: AATGTCCATGGTGTGGTGAAC (CA)24 162-192
R: CCATTCAAAGCCGCAGTATTAG
Campthy 12 F: TTAATCAAATCGGCGATAATGG (GA)18 131-174
R: CTCTCTAAGTTTTAATTGAACTGGTG
Campthy 13 F: TCGTGTTTAGTTGCCTGATTTG (GA)30 166-203
R: GAGGTTTGAAAAGGTTGTCTGG
Campthy 15 F: TTCTCCGATATATTCGCCTACC (CT)21 158-190
R: GAGCGAAAAGATATGAAGAAATTTAAG

Tab. 1.3 Mikrosatelitové primery ze studie C. thyrsoides (Aegisdottir et al., 2007).
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Lokus Sekvence fo.rward (F') a 'reverse (R) Motiv Ir):z"r(::zei
primeru (5'-3') (bp)

CpUzZ001 F: AAGTATTGGACCCCGAGCTT (ACT)8 130-163
R: ATCACCCTAGCCATGCAATC

CpUZ002 F: CCGAATGCACCGTATACTCA (AGA)9 155-167
R: AGCAGTAAATTGGACGGTCTG

CpUZ003 F: CCTCTTCCGAATGACGCTTA (GA)12 167-259
R: CACTCTTGCTTACACCTTGTGC

CpUz004 F: GCGAGACTTCTGTGATGTGG (AGA)12 133-181
R: TGTGGAGAAATGGACGTTCT

CpUZ005 F: ATGTTTGCCCTTTTCACTGC (GT)12 146-160
R: TTGGGATGTTGGAACACAAA

CpUZz006 F: CAGCAATGCAGAAATCGAAA (GT)14 212-228
R: AAACCCCTTCCTCCTAAATCA

CpUz007 F: TGTGGGAGGTTCATTGGTTT (GT)16 200-248
R: ACTGCATGCGACAAGATCAA

CpUz008 F: ATGCAGGGAGCATTGAAGAT (GT)15 196-204
R: CCCCAGGAGTCTTTCTCTCC

CpUZ009 F: CAAATTTGAACGGGTTTTCG (GA)19 181-207
R: ACTCTTCCCCTCCACATTCC

CpUz010 F: TCCACCCACCAATAATCTCC (ATC)10 163-199
R: ATCCAGAACCCGAAAATTCC

CpUz011 F: ACACTGCCGATATGTGCGTA (GT)16 220-246
R: CCATGTTCGTGTGTAATCATCA

Tab. 1.4 Mikrosatelitové primery ze studie C. pyramidalis (Radosavljevic et al., 2015).

V prvnim kroku jsem testovala, zda dochazi k amplifikaci jednotlivych PCR (polymerase
chain reaction) produktd na gradientu annealingovych teplot. Mikrosatelitové primery jsem
fedila 10x. PCR reakéni smés o objemu 10 pl obsahovala: 5 pl 2 x MM, 1 pl forward primer,
1 pl reverse primer, 1 pl DNA, 2 pl ddH20. PCR smés jsem nechala amplifikovat
v termocycleru Mastercycler pro S (Eppendorf) a nastavila jsem pocatecni minutovy (60/60/60)
program: denaturace — 95 °C 10 minut; elongace — 35x% 95 °C 60 sekund, gradient teplot 48—60
°C 60 sekund, 72 °C 60 sekund; terminace — 72 °C 10 minut. PCR produkty jsem detekovala
pomoci 1% agar6ézového gelu v TAE pufru s pouzitim EtBr (ethidium bromid) na horizontélni
elektroforéze Wide gel system D2 (Owl) podle dokumenta¢niho systému pro gely — Ingenius
LHR (Syngene). Jako velikostni marker jsem pouZzila GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific). Pro vizualizaci DNA v UV svétle program GeneSnap v 7.08 (Syngene).
Porovnanim intenzity jednotlivych bandl (prouzki) jsem zjistila, ktera teplota annealingu je

nejlepsi pro amplifikaci PCR produktu.

V dal§im kroku jsem pfipravila PCR s fluorescenénim znaenim pro vizualizaci
fragmentacni analyzy na sekvenatoru ABI 3130 Genetic Analyzer. Tento krok vyZadoval do
PCR smeési ptidat fluorescenéné znaceny forward primer M 13 (Schuelke, 2000). Slozeni 10 pl
reakéni smési: 5 pl 2x MM, 1 pl forward primer, 0,5 pl reverse primer, 0,5 ul M13, 1 ul DNA,
2 ul ddH20. Program na termocycleru byl opét 1 min., teplota annealingu byla nastavena (po
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vyhodnoceni elektroforézy v predchazejicim kroku) na 52 °C. PCR produkty jsem pfipravila
na denaturaci nasledovné: 12 pl formamidu, 0,1 pl GeneScan 500 LIZ (Thermo Fisher
Scientific), 1 ul PCR produktu. Pfed denaturaci byla pouzita Centrifuge 5430 (Eppendorf), pro
denaturaci byl pouzit Veriti Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific). Denaturovany PCR
produkt byl timto krokem pfipraven k fragmentacni analyze. Fragmentacni analyzu jsem

vyhodnocovala pomoci programu GeneMapper 4.0. Vse jsem testovala na jednom jedinci.

Dale jsem testovala wvariabilitu jednotlivych amplifikujicich se lokusi pomoci
fragmentacni analyzy (PCR smés 1 program termocycleru stejny jako v ptedchozim kroku)
—na 8 jedincich z geograficky vzdalenych populaci (severovychod a jihozapad Bilych Karpat,
Brno, Slovensky rdj). Podatilo se mi identifikovat celkem 7 variabilnich mikrosatelitovych

lokust.

Sedm variabilnich lokusti neni povazovano za dostacujici pro mezipopulacni analyzy
(Reiner et al., 2019), proto ve spolupraci s firmou Genoscreen byly pomoci NGS sekvenovani
identifikovany druhové specifické mikrosatelitové lokusy. Bylo identifikovano celkem
430 mikrosatelitovych lokust. Z tohoto souboru bylo vybrano 50 mikrosatelitovych primera
(Tab. P.11 v priloze), které amplifikuji heterogenni repetice se 3—4 nukleotidovymi
opakovanimi. Pfi vybéru primerd jsme se vyhybali dinukleotidovému opakovani kvuli
jednoznacnosti genotypovani a brali jsme do tivahy velikost PCR produktu (vyhybali jsme se

velikostnim pfekryviim a snazili jsme se pokryt celé délkové rozmezi 90-300 bp).

Testovani téchto 50 primerli probihalo podobné jako u piedchoziho souboru primert,
avSak pro amplifikaci produktu byla teplota annealingu nastavena na 56°. Prvnimi experimenty
jsem selektovala 32 stabilné¢ amplifikujicich se lokust. V dalsim kroku jsem testovala

mezipopulaéni variabilitu téchto lokust na 8 jedincich. Bylo vybrano 15 variabilnich lokust.

1.9 Optimalizace mikrosatelitovych markeru

V predchéazejicim kroku bylo vybrano dohromady 22 mikrosatelitovych primert
vhodnych k charakterizaci polymorfnich lokust zkoumaného druhu C. glomerata. Pomoci
programu Multiplex Manager v 1.2 byly primery rozdéleny do 3 multiplext. Fluorescencné
znaCené primery jsem opét nafedila 10x a zjiStovala jsem, zda dochazi ke specifické

amplifikaci primerti v multiplexu bez crossamplifikaci.

Provedla jsem mnoho krokti optimalizace, nez bylo docileno pftijatelného vysledku a bylo
tak mozné skorovat elektroforetogramy celého datasetu (viz Tab. 1.5). Bylo potfeba postupné
ménit koncentraci primertt v PCR smési podle vyslednych elektoforetogramii k dosahnuti
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stabilni intenzity pikti (vrchol®). 4 primery byly pfefazeny do jinych multiplexti (Campthyl,
Campthy3, Cgm33, Cgm45), 3 byly nakonec vytazeny uplné (Campthy12, Scheuch 6, Scheuch
12). Program v termocyclexu byl ponechan u multiplexu I na minutovy u vSech krokti PCR,
teplota annealingu 52 °C, u multiplexu II a III se podafilo ¢as zkratit (denaturace 30 sekund,
annealing 40 sekund, elongace 30 sekund), teplota annealingu 56 °C. Aktiva¢ni denaturace
a findlni elongace byly ponechany jako ve vySe uvedenych piedpisech. Pti ptipravé na
fragmentacni analyzy byl multiplex II fedén 10x a multiplex III 5x. Vysledné multiplexy jsou

uvedeny v Tab. 2.1 ve vysledcich.

Multiplex Lokus Objem (ul)
MM | CpUz001 0,05
Campthy1l 0,1
Cgm33 0,2
Cgm45 0,075
MM II Campthy5 0,1
Cgm2 0,0375
Campthy3 0,075
Campthy6 0,075
Cgm16 0,1
Cgm23 0,075
Cgm35 0,075
) ) Cgm42 ) 0,05
MM Il Cgm7 0,0375
Cgm12 0,0375
Cgml7 0,05
Cgm27 0,075
Cgm38 0,075
Cgm39 0,05
Cgm4l 0,075

Tab. 1.5 Objem jednotlivych primert v multiplexové PCR. Do 5pl reakce bylo pro kazdy multiplex
PCR pfidano vzdy 2,5 pl 2x MM (2x QUIAGEN Multiplex PCR Master Mix), 1 pl DNA, mnozstvi
forward primeru a stejné mnozstvi reverse primeru uvedené v tabulce a odpovidajici mnozstvi ddH2O.
Pro genotypovani jedinct bylo provedeno vice nez 1400 reakci.

1.10 Genotypovani jedincu

Nasledné¢ jsem provedla genotypovani jedinci, tak aby pro kazdou populaci nad
20 jedinch bylo pouZito maximalné¢ 20 vzorkd a v pfipadé populaci, kde bylo méné& nez
20 jedinct, byly pouzity vSechny vzorky. Celkem jsem genotypovala 456 takto vybranych
jedinct. U nékterych vzorkit PCR neprobéhla spravné (elektroforetogramy nic neukazovaly,
piky byly nizké nebo se objevovaly tfi piky), proto jsem tyto jedince genotypovala opétovné
v nové PCR. U nékterych jedinct vSak tento krok nebyl tspéSny, proto jsem z ¢asti z nich znovu

izolovala DNA (zejména u téch, které mély nizkou koncentraci izolované DNA nebo u malych
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populaci, kde nebyly k dispozici rezervni vzorky) nebo jsem izolovala DNA z jedinct
rezervnich, abych je doplnila do plného poctu vzorkd dané populace. Celkem 31 vzorki se
piesto neamplifikovalo stabilné ani po opakovaném pokusu — vysledny pocet uspésné

genotypovanych jedincii byl tedy 425.

Na analyzu celého datasetu jsem pouzila celkem 19 primeri rozdélenych do
3 multiplexovych PCR. Skoérovani jsem provedla manudlné celkem u 16 primert. Primery
Cgm33 (multiplex I), Campthy5 (multiplex II) a Cgm38 (multiplex III) nebylo mozné skorovat
— velikost pikii neodpovidala danému nukleotidovému opakovani, u nékterych vzorka se
objevovaly tfi alely nebo se neobjevila zddnd — jednalo se o nestabilni amplifikaci v rdmci

multiplex PCR.

1.11 Analyza genetickych dat

Pomoci programu MSA verze 4.05 (Dieringer & Schlétterer, 2003) jsem nejprve zjistila
chyby ve skoérovéni, které jsem opravila na zdkladé nového skdérovani jednotlivych vzorka,
u kterych byla hlaSena chyba a také u vSech vzorki, kde se vyskytovala jedina unikatni alela,
abych ovéfila, Ze se jedna opravdu o unikatni alelu. Dale byl programu MSA pfipraven vstupni
soubor do programu Arlequin verze 3.5.2.2. (Excoffier & Lischer, 2010). Primarni matici
vyhodnocenych délek jednotlivych fragmentl pro vSechny lokusy jsem ptevedla do binarni
matice jako vstupni soubory pro program PAST a skript AFLPdat (Ehrich, 2006) pro program
R verze 3.4.4 (R Core Team, 2017). Pomoci skriptu AFLPdat jsem zjistila pfitomnost klont
(viz Graf P.2 v ptiloze) a odstranila je pro vstupni soubor do programu STRUCTURE. Pomoci
AFLPdat jsem také vykreslila histogram frekvence alel ve vSech lokusech (Graf P.3 v pfiloze).
V programu MSA jsem zjistila délkové rozmezi jednotlivych lokust, spocitala jsem pocet alel
pro jednotlivé lokusy, jejich frekvenci v lokusech (Tab. P.9 a Graf P.4) a G'sr — zobecnénou

a standardizovanou miru genetické vzdalenosti (Hedrick, 2005; Meirmans & Hedrick, 2011).

Pro odliSeni jednotlivych genetickych skupin a zjiSténi prostorové struktury populaci
ajedinci jsem pouzila mnohorozmérnou analyzu hlavnich koordinat PCoA (Principal
Coordinate Analysis) v programu PAST verze 4.02 (Hammer et al., 2001). Index podobnosti
jsem pouzila Jaccardiv. Nejprve jsem PCoA provedla pro cely dataset a sledovala jsem
rozdéleni jedinci do dvou skupin na zéklad¢ pfisluSnosti populaci k jihozapadu c¢i
severovychodu Bilych Karpat. Nasledn¢ jsem provedla PCoA zvlast pro tyto skupiny
—sledovala jsem rozliSeni populaci v ramci severovychodni oblasti a jihozépadni oblasti Bilych

Karpat.
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K odvozeni genetické struktury populaci jsem pouzila také program Structure verze 2.3.4
(Pritchard et al., 2000), ktery na zaklad¢ genetické podobnosti rozd€li jedince do jednotlivych
klastrii (shlukii; K). V modelu, ve kterém je K skupin a kde kazda skupina je charakterizovana
sadou frekvence alel v kazdém lokusu, jsou jedinci pfifazovani k jednotlivym skupindm nebo,
vzhledem k jejich ,,smiSenym® genotypiim, k soucasné¢ dvéma ¢i vice skupindm (Pritchard
et al., 2000). Algoritmus odhaduje frekvence alel v kazdém klastu a ptislusnost kazdého jedince
ke klastru, za predpokladu daného K, Hardyho-Weinbergovy rovnovahy a linkage ekvilibrium
mezi jednotlivymi klastry (rovnovéha v zastoupeni alel) (Hubisz et al., 2009). Length of Burnin
Period, tj. pocet kroki MCMC (Markov chain Monte Carlo) fetézcl, nez budou vysledky
dosahovat rovnovahy, byl nastaven na 100 000. Pocet béht byl nastaven na 1 000 000. Pocet
klastri byl K =1, K =2, ..., K = 10. Pro kazd¢ K, bylo nastaveno 10 opakovani. Vypocet byl
proveden ve vypoletnim centru Zilinské Univerzity HPC Uniza. Ke zjisténi nejlepsiho
mozného modelu (optimélniho K) jsem pouzila Structure Harvester (Earl & vonHoldt, 2012),
kde jsem porovnavala likelihood, AK (Evanno et al., 2005) a Nordborgtv koeficient podobnosti
(Nordborg et al., 2005) pro vSechny K. Grafické vystupy jsem zpracovala pomoci skriptu
Structure-sum-2009 (Ehrich et al., 2007) v programu R. Vysledny graficky vystup z programu
STRUCTURE pro dany pocet skupin jsem vykreslila pomoci online aplikace Structure Plot
V2.0 (Ramasamy et al. 2014).

V programu Arlequin jsem provedla analyzu molekuldrni variance (AMOVA) ke zjisténi
genetické variability mezi jedinci v ramci populaci, mezi populacemi v ramci danych skupin
a mezi skupinami populaci. AMOVA byla pocitana pro vSechny populace rozdélené¢ do dvou
skupin — podle pfislusnosti k severovychodu nebo jihozipadu Bilych Karpat. Dale byla
AMOVA pocitana zvlast pro skupiny populaci z téchto dvou regionti. Vypocet byl proveden
na zakladé podilu sdilenych alel. Vypocty byly testovany 1023 permutacemi.

Pro kaZzdou populaci jsem spocitala pocet polymorfnich lokusii a pocet unikatnich alel.
V programu SPAGeDi jsem provedla vypocty nckolika ukazateli genetické diverzity pro
populace — efektivni pocet alel (NAe; number of effective alleles; Nielsen et al. 2003),
oc¢ekavany pocet alel mezi k£ genovymi kopiemi (AR (k = x); allelic richness), o¢ekavana
heterozygotnost — genova diverzita s korekci na velikost vzorku (He; expected heterozygosity;
Nei 1978), pozorovana heterozygotnost (Ho; observed heterozygosity), koeficient inbreedingu
(Fi; individual inbreeding coefficient); pocet permutaci pro vypocet prukaznosti byl 10 000.
Pomoci skriptu AFLPdat jsem spocitala DW index vzacnosti (down-weighed rarity index;

Schonswetter & Tribsch 2005) pro vSechny populace, ktery udavd miru vzacnych alel
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v populaci (alely snizkou frekvenci v celkovém datovém souboru). Pro hlavni skupiny
populaci ze severovychodu a jihozépadu Bilych Karpat jsem spocitala tyto statistiky zvIast
a doplnila jsem navic globalni Fsr pocitané v programu MSA (Fsr pocitané také programem
Arlequin). Ukazatele genetické diverzity pro populace — AR, Nae, He, Ho, Fi, DW index
a Unikatni alely jsem pouzila jako vysvétlované proménné, které budou vstupovat do dalSich
statistickych analyz. Pocet polymorfnich lokust, kviili vysokému ovlivnéni této potencidlni
proménné poctem analyzovanych vzorkti na populaci a — pokud tyto malé populace odebereme
— nizké variabilité¢ proménné, nebyl zahrnut jako dalsi proménna do téchto analyz. V programu
SPAGeDi jsem také spocitala matici parovych genetickych vzdalenosti Fsr (Weir
& Cockerham, 1984) (Tab. P.1 v ptiloze).

1.12 Statisticka analyza dat

1.12.1 Zakladni charakteristika jednotlivych datasetd a proménnych

V programu R verze 3.4.4 (R Core Team, 2017) jsem vytvorila nékolik modelti linearni
regrese z n¢kolika podsouboril dat (s riznym pocétem pozorovani n, tj. populaci). Otazka totiz
byla, zda do analyz zahrnovat i malé populace, zejména populace, které obsahovaly pouze
jednoho jedince. Jejich ponechani v souboru miize mit velky vliv na vysledek. Na druhou
stranu, puvodni soubor, ktery zahrnoval vSechny populace, obsahoval celkem 30 populaci
(n =30), coz neni piili§ velky pocet pozorovani pro statistické analyzy. Se snizujicim se poctem
pozorovani se snizuje i diveéryhodnost vysledki, obzvlast pti n = 30, kdy kazdé dalsi odnaté
pozorovani muize byt pro divéryhodnost vysledkt klicové. Proto je potfeba vylou€eni malych
populaci peclivé zvazit. Populace obsahujici 1 jedince byly celkem tii — C9, C13, G2. Dal$imi
malymi populacemi byly dvé populace o 3 jedincich — C4, G5 a jedna populace
0 4 jedincich — C8. Populace C9 byla rovnou vylouc¢ena, nebot’ obsahovala nulovou alelu, takze
pro ni program SPAGeDi nedokézal spocitat statistiku (hodnoty vysvétlovanych proménnych
u této populace nejsou k dispozici). Vychozi soubor tedy obsahoval 29 pozorovani (n = 29).
Pro tento soubor byly k dispozici vysvétlujici proménné: Bilé Karpaty (ptisluSnost populaci
k jihozépadni nebo severovychodni oblasti Bilych Karpat), Velikost vzorku (pocet jedinct
v populaci pouzity pro genetické analyzy), Velikost populace (pocet jedincii v populaci)
a proménné spocitané pomoci GIS: Buffer, Nadmorska vyska, Sklion, TWI, TPI, DAHI.
Vytvoftila jsem vSak i podsoubory, kde jsem postupné vyloucila ostatni populace o 1 jedinci
(n=27), o 3 jedincich (n = 25) a 0 4 jedincich (n = 24), abych zjistila vliv téchto populaci na
vysledky.
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Z vegetacnich snimkli jsem odvodila (nevazenym primérem) Elenbergovy indikacni
hodnoty upravené pro Ceskou republiku (Chytry et al., 2018) a ziskala jsem tak vysvétlujici
proménné: Svétlo, Teplota, Vlhkost, Piidni reakce, Ziviny. Vegetaéni snimky jsem vsak
provadéla pouze pro nékteré populace (populace, které nejsou piili§ malé a ty, u nichz jsem
méla jistotu, Ze nebudou slouceny, kvili vzajemné vzdalenosti). Vysledny soubor, pro ktery
jsem tedy méla k dispozici vSechny vysvétlujici proménné (Bilé Karpaty, Velikost vzorku,
Velikost populace, Buffer, Nadmorska vyska, Sklon, TWI, TPI, DAHI, Svétlo, Teplota, Vihkost,
Puidni reakce, Ziviny) obsahoval celkem 22 populaci (n = 22).

Pro kazdy ztéchto souborli jsem nejprve provedla zakladni explora¢ni analyzu dat.
Vsechny vysvétlujici proménné maji kontinuéalni charakter, kromé& proménné Bilé Karpaty, jez
je faktorem o dvou hladindch. Provedla jsem transformaci vysvétlujicich proménnych, které
mély vyrazné Sikmé rozdéleni. U vSech podsouborli mély vyrazné negativné Sikmé rozdéleni
proménné Velikost populace a Buffer. Byly proto vzhledem k jejich povaze logaritmicky
transformovany (k proménné Buffer byla pted logaritmickou transformaci prictena jednicka ke
kazdé hodnoté kvili vyskytu nulovych hodnot). Jiné transformace vysvétlujicich proménnych
nebyly potieba. Déle jsem sledovala rozdéleni v§ech vysvétlovanych proménnych, pro vhodny
vybér metody analyzy dat. Vysvétlované proménné Nae, AR, Ho, He, Fi, DW index m¢ly
normalni Gaussovské rozdé€leni, vytvarela jsem tedy pro n¢ modely linedrni regrese. Pro
proménnou Pocet unikatnich alel, kterd méela Poissonovské rozdéleni jsem pouzila zobecnéné
linedrni modely. Proménna AR a DW index se ¢iselné ménily v zavislosti na daném podsouboru
dat (je v nich obsazena informace, kterd zahrnuje vyskyt alel v populacich, jejichZ proporce se
s odebiranim populaci v celkovém datovém souboru meéni), proto byly pocitany zvlast
v programu SPAGeDi pro kazdy podsoubor pozorovani (Tab. P.7 v pfiloze). Pro vSechny
vysvétlované proménné jsem vytvofila korelacni matici (Graf P.1 v ptiloze) a zjistila jsem, ze
spolu vétSinou pomérné hodné koreluji (> 0,8). I ptes toto zjisténi jsem vSak zkousela vytvofit
pro kazdou z nich samostatny model. I kdyZ si byly modely vétSinou podobné signifikanci
vysvétlujicich promeénnych, objevovaly se zde urcité rozdily, proto jsem se rozhodla pouzit

modely se vSemi vysvétlovanymi proménnymi.

1.12.2 Vybér vysvétlujicich proménnych

Pted vytvofenim modelu je nutné zamyslet se nad tim, které vysvétlujici proménné do n¢j
maji vstupovat. Model obsahujici prediktory, které maji v zdsad¢ podobny charakter nebo se
vyviji podobnym smérem, miize byt zatizen tzv. multikolinearitou. Odhady koeficientl pak

mohou byt velmi citlivé na malé zmény v modelu. Mohou se vychylovat na zaklad¢ toho, jaké
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dalsi nezavislé proménné jsou v modelu. Multikolinearita snizuje ptesnost odhadovanych
koeficientd, coz oslabuje statistickou silu regresniho modelu. Projevuje se také na
p-hodnotach, které jsou nediveéryhodné a identifikace nezavislych proménnych, které jsou
statisticky vyznamné, je obtizna. Cim vice jsou spolu vzajemné prediktory korelovany, tim
vyssi je kolinearita (Husek, 2007).

Ke zjisténi vzajemnych korelaci prediktori jsem vytvoftila korela¢ni matice. Pro zjisténi
sily multikolinearity (miry Skodlivosti) jsem pouzila VIF (Variance inflation factor) pomoci
funkce vifstep, bali¢ek usdm (Naimi et al., 2014) pro kazdy soubor pozorovani zvlast’ (Tab. P.5
v ptiloze). Odstranéni multikolinearity jsem provedla na zakladé VIF postupnym
odstraniovanim vysvétlujicich proménnych (opét pro kazdy soubor pozorovani zvlast)
v nékolika krocich. Odstranéna byla vzdy proménnd s nejvyssi hodnotou VIF, nasledné jsem
tento krok opakovala znovu se zbyvajicimi proménnymi, dokud nebyly vSechny VIF hodnoty
< 3. Prediktory s hodnotami > 3 se povazuji za vysoce korelované (Zuur et al., 2010), proto
jsem je do modelu nezahrnovala.

Jelikoz u datasetu, kde vstupovaly jako prediktory i Elenbergovy indika¢ni hodnoty
(n = 22) na zaklad¢ VIF nebyla automaticky vybrdna proménna Bilé Karpaty (je korelovana
s n¢kterymi EIV), vytvoftila jsem model, kde jsou Bilé Karpaty zahrnuty. ProtoZze proménna
Bilé Karpaty nese informaci o prislusnosti populaci k jihozapadnimu nebo k severovychodnimu
regionu Bilych Karpat, jde o hlavni komponentu struktury dat. Ostatni vysvétlujici proménné
jsou variabilni uvnitf téchto regionll. I pfesto vSak bylo tfeba vypotfadat se se Skodlivou
multikolinearitou. Pfi vybéru prediktord jsem postupovala stejnym zptisobem — odstrafiovala
jsem postupné proménné s nejvyssim VIF. Bilé Karpaty jsem vSak ponechévala (i pfes vyssi
hodnoty VIF) tak dlouho s ostatnimi prediktory, dokud nevznikl soubor vysvétlovanych
promé&nnych obsahujici Bilé Karpaty s VIF < 3.

1.12.3 Postupny vybér proménnych, PCA a samostatné testovani
prediktoru

V dalsim kroku jsem pomoci metody postupného vybéru (Stepwise) hledala nejlepsi
mozny model linearni regrese. Postupovala jsem metodou zpétnou (Backward), kdy jsem
vytvoftila nejprve model obsahujici vSechny testované prediktory (VIF <3) a na zdklad¢€ nejnizsi
hodnoty AIC (Akaike Information Criterion) (Akaike, 1974) pomoci funkce step byl
automaticky vybran nejleps$i mozny model. Jde o nejjednodussi (nejaspornéjsi) mozny model
s nejlepSi schopnosti predikovat hodnoty vysvétlované proménné (nejpiesnéjsi). Splnéni

pfedpokladli modelii jsem zjisStovala pomoci diagnostickych grafii. Tento postup jsem
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opakovala pro vSechny vysvétlované proménné (AR, Nae, He, Ho, Fi, DW index, Unikatni

alely), pro vSechny podsoubory pozorovani. Vysledné modely byly testovany F-testem.

Postupnym vybérem proménnych vSak byly do modela vétSinou zahrnuty vice nez 2—3
prediktory. Vzhledem k nizkému poctu pozorovani (n = 22-29) proto model mize byt tzv.
woverfitovany* (nedéa se véfit p-hodnotam). Provedla jsem proto PCA (Principal Component
Analysis) vSech pouzivanych prediktorti (na datasetu s 22 pozorovanim) a sestavila jsem
modely, do nichz vstupuji jako prediktory skoéry prvnich dvou os (PC1 a PC2) vznikl¢ PCA.
Vysledné modely jsem testovala F-testem. Interpretovatelnost vysledkli je sice trochu

vvvvvv

vybrané prediktory najednou, aniz by se v modelu musely fesit jejich korelace.

Nakonec jsem provedla testovani kazdého prediktoru samostatné (F-testem) pro kazdou
vysvétlovanou proménnou zvIast’ (pro soubor s 22 pozorovanimi). I kdyZ je tento postup
nespravny, protoze dochazi k opakovanému testovani, umozni to porovnavat jednotlivé

prediktory mezi sebou.
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2 Vysledky

2.1 Vyskyt populaci

Prevazna vétSina ploch v severovychodni oblasti Bilych Karpat s vyskytem
C. glomerata se objevovala spiSe na loukach, které byly loukami i pfed 60—70 lety. Provést
srovnani genetické diverzity populaci C. glomerata na starych a novych loukéach a studovat
jejich genetickou strukturu ve spojeni s kolonizaci tedy nebylo mozné. Z dostupnych starych
leteckych snimkti bylo u nékterych ploch obtizné s jistotou rozhodnout, zda se v minulosti
jednalo o louku ¢i pole (Obr. P.1 — P.5 v pfiloze). Na snimcich se totiz vyskytuji plochy
s riznym stupném Sedi. Napiiklad u nékterych ploch bychom podle stupné Sedi a struktury
usuzovali, ze by dana plocha mohla byt polem, u jiné¢ plochy ale vidime stejny odstin
a strukturu, avSak zaroven husté vysazeny sad, takze bychom naopak fekli, ze tato plocha byla
loukou. Nicméné diky informacim od mistnich obyvatel a firmy Javornik s.r.o., ktera
obhospodaiuje velkou c¢ast ploch v severovychodni zdjmové oblasti, bylo mozné nedavnou

historii managementu téchto ploch ovéfit.

V severovychodnim regionu v okoli Stitné nad VI4ii a Jestiabi, jak Ize vidét i na snimcich
z minulosti (z padesatych let), byla krajina intenzivné hospodarsky vyuzivana (Obr. P.1 — P.5
v ptiloze). Jednotlivé plochy obhospodatovali riizni majitelé a krajina byla sloZena ptevazné
z uzkych dlouhych fragmenti jednotlivych policek €1 luk, které se vzajemné sttidaly. Populace
se zde tedy vyskytovaly prevazné na loukéch, které se v minulosti pfili§ nezménily. Casto se
jednalo o louky hufe pfistupné (louka s vysokym sklonem svahu, mytinka obklopena stromy).
C. glomerata se vsak také Casto vyskytovala na okraji luk a poli, na jejich rozhrani blizko kiovi
nebo v lemu lesa (ekologicky vSak na vyslunnych stanovistich). V jihozdpadnim regionu se
tento trend také objevoval, avsak charakter luk v misté vyskytu populaci (Certoryje, Zahrady
pod Hajem) je a v minulosti byl mnohem vice otevieny, louky byly vétsi nebo navzajem
propojené. Dle seznamu potencidlné¢ se vyskytujicich druht v danych oblastech i podle
provedenych vegetacnich snimkl (seznam druhd z obou oblasti v Tab. P.3 v ptiloze) byla
jihozapadni oblast druhové bohatsi nez severovychodni, jak je ostatné znamo (Otypkova et al.,

2011).

2.2 Mikrosatelitové markery
Vysledkem testovani 50 nové vyvinutych mikrosatelitovych markert pro druh

C. glomerata (znacené Cgm) a 34 mikrosatelitovych markerd, které byly vyvinuty a pouzity ve
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studiich ptibuznych druhii rodu Campanula (8 primeri ze studie C. thyrsoides, znacené
Campthy; 15 primerti ze studie C. scheuchzeri, znacené Scheuch; 11 primert ze studie
C. pyramidalis, znacené CpUZ) jsou 3 multiplexové PCR (MM I, MM II, MM III) obsahujici
celkem 19 mikrosatelitovych markert. Z toho dohromady 14 markerii pochéazi znové
vyvinutych pro C. glomerata (Cgm2, Cgm7, Cgml2, Cgml6, Cgml7, Cgm23, Cgm27,
Cgm33, Cgm35, Cgm38, Cgm39, Cgm4l, Cgm42, Cgm45), celkem 4 markery pochazi ze
studie C. thyrsoides (Campthyl, Campthy3, Campthy5, Campthy6) a pouze 1 marker ze studie
C. pyramidalis (CpUZ001). Z celkového poctu 19 markerti jsem pouzila 16 markert pro
genetické analyzy vyslednych 425 vzorkt C. glomerata. Lokusy Cgm33, Campthy5 a Cgm38
vzhledem k nestabilnim amplifikacim nebylo mozné skorovat, byly vSak soucasti multiplexi.
Délkovy rozsah jednotlivych lokusii byl v rozmezi 113 bp — 213 bp, pocet alel u jednotlivych
lokusii byl 3-29, G'sr pocitany pro jednotlivé lokusy byl v rozmezi od 0,05 do 0,71.

. Fluorescencni . Sekvence forward (F) a reverse (R) Delkove’ N
Multiplex| Lokus . Motiv B rozmezi |Pocet alel| G'st
znaceni primeru
(bp)
MM | CpUZz001 PET (ACT)8  F: AAGTATTGGACCCCGAGCTT 133-142 3 0,05
R: ATCACCCTAGCCATGCAATC
Campthyl VIC (CA)16  F: CTGCTAGGCTATGCGAGTGTTC 132-154 12 0,52
R: TCTGAATTTGTTGAGAATCTTTTTG
Cgm33* PET (AAAT)6 F: TGTGTCATTTCTTATCAAGCTTCAA - - -
R: TGTACAATGAGGTCATGGGCT
Cgm45s PET (ATC)S  F: GCAACTGGATTCTGCTATCGG 294 - 312 7 0,07
R: TGTTCATGTCTTCACCATTCTCCA
MM 11 Campthy5® PET (GT)20  F: CCAGCGACGCTTTAGTTATTGT - - -
R: CAAATATAAAGGGGAAGTTACTTATCA
Cgm2 6FAM (AAC)6  F: CGGTAGCCTGTTCATCAGCA 115- 127 5 0,24
R: AGTTTAGTTAGGCTTAGAAGATCAGC
Campthy3 VIC (CA)13  F: AAAGTTTGATTCCAAGGTGCTC 113-135 12 0,27
R: AAAATAATTCCAGGGACGGAGT
Campthy6 PET (CA)17  F: ACAACCTCGAACCAATTTTCAG 135-175 20 0,67
R: CAATTGGGGTCTAACCATTCAC
Cgm16 (AAAT)S F: ACAGTAGTTTATTGTTCCAATCCG 169 - 181 5 0,06
R: CTTCGATTCATGTGGAGCGC
Cgm23 6FAM (AAG)21 F: CGATCTCGCTATTCCAAACATGG 151-235 29 0,81
R: CCACGACCTTGAGGCCTAAT
Cgm35 6FAM (AAG)5  F: TCAATCACACCAAGCCAGGT 241 - 259 7 0,26
R: AGGAGTTTCGGAATCATGAAATTTGT
Cgm42 VIC (AAC)7  F: AACGGCGAGGTTGTAGAGAA 269 - 296 10 0,33
R: CGTCGTTAGGCCACTGAGTT
MM 111 Cgm7 6FAM (AAG)6  F: AGATGGTTGAGCGAGGGTTT 124 - 136 5 0,23
R: GCTGCTGCAATGGTAACCTG
Cgm12 VIC (AAG)5 F: TCGATTCTTGATTTGGGTGACG 156 - 165 4 0,13
R: TGGCTGATCTTTCCAAGAAGGT
Cgm17 6FAM (AAAG)11 F: TCCTCTGTCCCATGTTTGGA 155-231 20 0,71
R: TGGACATTCGTTTAGAGATGGATG
Cgm27 PET (ACC)6  F: GTAGCTTCCACTTAAACGCGG 216 - 243 10 0,29
R: AGTGTAAACTAGAGGACCACATTT
Cgm38* viC (AGG)6  F: TGCTCGCTCTTGAACTCGAA - - -
R: CCATGCATGCATCCTCACCA
Cgm39 (AAAC)6 F: CAGCATCCAAGCAAGTGGC 244 -272 9 0,28
R: AGACCCATGGTTGGCAATGA
Cgm4l 6FAM (ACTG)6 F: ACTTACGACCATCATTTCATGACA 259-291 9 0,41
R: TCCTAAGACGCTTTGCACCA

Tab. 2.1 Mikrosatelitové markery rozdélené do jednotlivych multiplexti (MM I, MM 11 a MM III).
V tabulce jsou uvedeny zleva: nazvy jednotlivych lokust, fluorescenéni barvy pouzité pro fragmenta¢ni
analyzy, motiv repetitivni sekvence, sekvence forward (F) a reverse (R) primerQ ohranicujici repetitivni
sekvence, délkové rozmezi markerti v datasetu, pocet nalezenych alel pro kazdy lokus a G'sr. Lokusy
oznacené * — Cgm33, Campthy5 a Cgm38 byly soucasti multiplexti, nebyly vSak skérovany.
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2.3 Rozliseni skupin na zakladé analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
Analyza hlavnich koordinit (PCoA) neukazala silné odliSeni dvou hlavnich skupin
populaci — ze severovychodu a jihozapadu Bilych Karpat. RozliSeni téchto skupin je pouze
mirné naznac¢ené. Variabilita vysvétlend osami (3,96 % a 3,54 %) je vSak miziva (Graf 2.1).
Analyza jednotlivych oblasti oddélené (severovychodu a jihozapadu zvlast’) neukazala ani jasné
odliSeni jednotlivych populaci. Variabilita vysvétlend osami je sice v obou piipadech o néco
vyssi, stale vSak velice nizkd. Mezi skupinami populaci ze severovychodu a jihozapadu vsak
nalezneme nepatrny rozdil. Zatimco u populaci z jihozapadu (Graf 2.3) vskutku nevidime zadné
oddé€lené shluky v ordinacnim diagramu a populace jsou zde piiblizné¢ rovnomérné rozprostieny
(variabilita vysvétlend osami je 4,49 % a 3,86 %), u populaci ze severovychodu (Graf 2.2)
vidime zietelné¢ odde€leni jediné populace Q2a od ostatnich pomérné pravidelné rozlozenych
populaci v prostoru, a kromé toho lze postifehnout, utvotreni jednotlivych slabé oddélenych

shlukti populace Q12 a Q8 (variabilita vysvétlend osami je 4,80 % a 4,43 %).
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Graf 2.1 Analyza PCoA jedincl ze dvou hlavnich oblasti — severovychodu (svétle zelené Ctverce)
a jihozépadu (tmavé zelené body) Bilych Karpat. Prvni osa vysvétluje 3,96 % variability, druhd osa
vysvétluje 3,54 % variability. Populace ze severovychodu a jihozapadu se odd€luji jen velmi nepatrné.
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Graf 2.2 Analyza PCoA vSech populaci ze severovychodu Bilych Karpat. Prvni osa vysvétluje 4,80 %
variability, druhd osa vysvétluje 4,43 % variability. Z analyzy je patrné oddéleni populace Q2a podél
prvni i druhé osy a nepatrné odd¢€leni populace Q8 a Q12 podél prvni osy.
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Graf 2.3 Analyza PCoA vSech populaci z jihozéapadu Bilych Karpat. Prvni osa vysvétluje 4,49 %
variability, druha osa vysvétluje 3,86 % variability. Z analyzy neni patrné odliSeni zadné z populaci.
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2.4 Rozdéleni do skupin dle programu STRUCTURE
Analyza v programu STRUCTURE ukazala jako nejlepsi rozdeéleni jedinct do tii

genetickych skupin. Optimalni pocet skupin (K) jsem zvolila na zéklad¢ tii vystupi, které jsem
ziskala pomoci skriptu STRUCTURE-sum-2009 v programu R. Prvnim vystupem je logaritmus
veérohodnosti modelu LnP (D) pro dana K (Graf 2.5), kde se nejlepsi K voli na zaklad€ nejvyssi
hodnoty vérohodnosti a soucasné miry podobnosti mezi jednotlivymi vypocty béhii programu
(typicky v bodg, kde se kiivka lame do vodorovné polohy). Cim vyssi je podobnost mezi
jednotlivymi vypoCty programu, tim stabilnéjsi je vysledek a vyssi pravdépodobnost rozdéleni
do daného poctu skupin. Takové K nalezneme u rozdé€leni jedinct do tii skupin (K =3). Druhym
vystupem je koeficient podobnosti (similarity koeficient) jednotlivych part béhii pro dané¢ K
(Graf 2.6). Zde se nejlepsi K vybira na zakladé nejvyssiho koeficientu podobnosti a soucasné
nejmensi smérodatné odchylky. Pro tento vystup se jevi jako nejlepsi rozdéleni jedinci do dvou
skupin na zdkladé nejvys$siho AK (Graf 2.7 — Graf D), kde se ukazuje jako nejlepSi opét
rozdeleni do tfi skupin (K = 3).

Rozd¢leni jedinct do genetickych skupin vSak neni jednoznacné, jak ukazuje graf
vykresleny na zdkladé pravdépodobnosti pfislusnosti jedinct do tii genetickych skupin
(Graf 2.4). Asi 80 % pravdépodobnosti ptislusnosti k dané barvé se d4 povazovat za skutecnou
prislusnost k existujici genetické skupiné. Z grafu je viditelné, ze ¢ast jedinci sdili barvy vice
skupin a nékteti se vymykaji barveé prevazujici v dané populaci. OdliSeni jednotlivych populaci
proto neni zfetelné. Piesto vSak, lze vidét tendenci vSech populaci z jihozapadu Bilych Karpat
—-C1,C10,Cl1a,C12a, C13,C14, C2a, C2b, C3, C4, C5, C6d, C7, C8, C9 —sdileni pievazujici
tmaveé modré barvy, coz znaci pfisluSnost k jedné genetické skupin€é. Mnoho jedinct vSak této
skupiné neodpovida. Naproti tomu u populaci ze severovychodu Bilych Karpat — G1, G13, G2,
G3,G5,G7,Q11,Q12,Q2a, Q4, Q5, Q6a, Q7b, Q7g, Q8 — ptevazuji v populacich rizné barvy.
Populace G13, G7 a Q2a sdili ptevazné svétle modrou barvu, zatimco populace G1, Q11, Q12,
Q4 a Q8 maji prevazujici barvu fialovou. U populace Q5 pievazuje opét tmaveé modra barva.
Sousedni populace Q6a je barevné promichana, podil tmavé modré zde vSak ma také vysoké
zastoupeni. Populace Q7b a Q7g nejsou nijak odliSeny, barvy jsou zde rovnomeérnéji
zastoupeny. Populace G2, G3 a G5 u kterych je k dispozici niz$i pocet jedincti, pfevazuje spise
fialova barva. Tyto pravdépodobnosti v podobé& zastoupeni jednotlivych barev u v§ech populaci
si muzeme lépe prohlédnout na kolaCovych grafech nize v mapach vytvorenych zvlast pro

severovychodni a jihozapadni oblast Bilych Karpat (Obr. 2.1 a Obr. 2.2).
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Graf 2.4 Graficky vystup z programu STRUCTURE vytvoreny pomoci Structure Plot v 2.0. ukazuje
vymezeni jedinct do tii skupin na zéklad¢é genetické podobnosti. Jednotlivé populace jsou vyclenény
legendou pod grafem. Kazda populace je tvofena uzkymi sloupecky, které¢ predstavuji jeji jedince.
Pomeér barev ve sloupecku podél svislé osy odpovida pravdépodobnostem piislusnosti jedince do danych
barevné odlisenych genetickych skupin. Populace prvni poloviny grafu (zleva) oznaceny pismenem C
jsou populace ndlezici k jihozdpadnimu regionu Bilych Karpat, populace druhé poloviny grafu oznaceny
pismeny G a Q nalezi k severovychodnimu regionu Bilych Karpat.
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Graf 2.5 Podobnost jednotlivych béhid programu STRUCTURE vytvofené pomoci skriptu
STRUCTURE-sum-2009 v programu R pro jednotlivé pocty shlukli K. Algoritmus s ur€enym poctem
shluk K, bézel pro kazdé K 10x. Byla pouzita datova matice s odstranénymi klony. Graf ukazuje
logaritmus pravdépodobnosti modelu (svisla osa) a optimalniho rozdéleni do daného poctu skupin K
(vodorovna osa). Nejstabilnéjsi vystup je pro K = 3, tj. rozdéleni do tii skupin.
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Graf 2.6 Koeficient podobnosti mezi jednotlivymi pary behii programu STRUCTURE vytvotené
pomoci skriptu STRUCTURE-sum-2009 v programu R pro jednotlivé pocty shlukti K. Algoritmus
s urCenym poctem shlukt K, bézel pro kazdé K 10x. Byla pouzita datova matice s odstranénymi klony.
Graf ukazuje primérny koeficient podobnosti se smérodatnou odchylkou (svisla osa) mezi jednotlivymi
pary beéht programu pro jednotlivé pocty shluki K (vodorovna osa). Nejlépe vychazi
K =2, K=3,tj. rozdéleni do dvou a tii shlukd.
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Graf 2.7 Vystupy programu STRUCTURE vytvofené pomoci skriptu STRUCTURE-sum v programu
R pro jednotlivé pocty shluki (K). Algoritmus s uréenym poctem shluki K, bézel pro kazdé K 10x. Byla
pouzita datova matice s odstranénymi klony. Graf A ukazuje primérmé hodnoty (pro 10 béhid vypoctu)
logaritmu pravdépodobnosti modelu optimalniho rozd€leni (svisla osa) do dané¢ho poctu skupin K
(vodorovna osa). Graf B ukazuje primérnou miru zmény pravdépodobnosti mezi vypocty se dvéma
ruznymi pocty skupin K. Graf C ukazuje miru zmény mezi dvéma pary béhu programu (tzn. mezi dvéma
body grafu B). Graf D ukazuje AK vypocitané jako pramér absolutnich hodnot z grafu C pro vSechny
behy programu pro dané K. Nejlepsi se jevi rozdéleni jedinct do ti skupin, K = 3, zejména dle nejvyssi
hodnoty AK.
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Obr. 2.1 Mapa severovychodni oblasti Bilych Karpat, ktera pfedstavuje pravdépodobnosti genetickych
skupin (dana podilem jednotlivych barev) u vSech populaci. Velikost grafii reprezentuje pocet jedinct
odebranych pro genetické analyzy. Z grafii je patrné, ze sdileni jednotlivych barev je u riznych populaci
odli$né i pfes pomérné nizkou geografickou vzdalenost. Nejlépe se vyliSuje populace Q2a, ktera je
blizka populacim G7 a G13 jak vzdalenosti, tak sdilenim prevazujici svétle modré barvy. Pomérné dobte
se oddé€luje také populace Q5, ktera je od ostatnich nejvzdalenéjsi a podle majoritniho zastoupeni tmave
modré barvy by méla byt vice ptibuzna populacim z jihozapadu, ke kterym ma i vzdalenosti nejblize ze
vSech populaci na severovychod¢. Tato vzdalenost je vSak fadove vEtsi nez jeji vzdalenost k sousednim
severovychodnim populacim, zejména k jeji nejbliz§i populaci Q6a, ktera je barevné odlisna
a neptrevlada zde diveéryhodné zadna z barev (stejné jako u populaci Q7b a Q7g). U ostatnich populaci
je prevazujici fialova barva.
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Obr. 2.2 Mapa jihozapadni oblasti Bilych Karpat, kterd predstavuje pravdépodobnosti genetickych
skupin (dana podilem jednotlivych barev) u vSech populaci. Velikost grafii reprezentuje pocet jedinct
odebranych pro genetické analyzy. Z grafii je patrné prevladani jediné barvy (tmaveé modré) pro vSechny
populace z jihozapadu, coz pfedstavuje pfislusnost do jediné genetické skupiny i pfes pomérmné znacnou
vzdalenost populaci pochézejicich z Certoryji (vlevo) a populaci pochazejicich ze Zahrad pod Hajem
a Burové (vpravo).

2.5 Analyza molekularni variance (AMOVA)

Analyza molekuldrni variance (AMOVA) byla pocitana metodou Fsr-like (podilem
shodnych alel) pomoci programu Arlequin. AMOVA byla pocitana nejprve pro vSechny
populace v ramci dvou hlavnich skupin — severovychodu a jihozapadu Bilych Karpat (Tab. 2.2).
Na vSech hierarchickych urovnich se ukazala signifikantni genetické diferenciace, avSak pouze
necelé 1 % variability vysvétluje prisluSnost jedincii do jedné ze dvou hlavnich skupin a 5,3 %
variability vysvétluje pfislusnost jedincii k dané populaci. Naprosta vétSina vysvétlené
variability — 93,8 % spadé na rozdil mezi jedinci. Nizky stupen fixa¢niho indexu Fsr = 0,06,

znamena slabé fixovani alel a celkove nizkou miru genetické diferenciace.

AMOVA byla pocitina také pro kazdou skupinu populaci ze severovychodni
a jihozapadni oblasti Bilych Karpat zvIast. V severovychodni oblasti vysvétluje rozdil mezi
populacemi 8,2 % variability a rozdil jedincti v rdmci populaci 91,8 % variability (Tab. 2.3),

zatimco v jihozdpadni oblasti vysvétluje rozdil mezi populacemi jen 1,8 % variability
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a odlisnost jedinct v ramci populaci zbyvajicich 98,2 % (Tab. 2.4). Geneticka diferenciace
populaci na severovychod¢ je dle vyssiho fixacniho indexu o néco vyssi (Fsr = 0,08) nez na
jihozapadé (Fsr = 0,02).

Zdroj variability d.f. Suma Ctvercli Variabilita komponent % variablity
Mezi skupinami 1 30,58 0,04 Va 0,93

Mezi populacemi 28 307,47 0,24 Vb 5,28

Mezi jedinci 820 3504,06 4,27 Vc 93,78
Celkem 849 3842,11 4,56

Tab. 2.2 Ttiuroviiovda AMOVA celého datasetu obsahujici vSechny populace rozdélené do dvou skupin
pocitana programem Arlequin ver 3.5.2.2. Tabulka udava % vysvétlené variability mezi skupinami
(0,93 %), mezi populacemi v ramci celého datasetu (5,28 %) a mezi jedinci v ramci populace (93,78 %).
F-statistiky pro jednotlivé hierarchické tirovné: Fer = 0,01, p <0,001; Fsc = 0,02, p <0,001; Fsr= 0,06,
p <0,001; pocet permutaci pro vypocty signifikanci na vSech tirovnich = 1023.

Zdroj variability d.f. Suma ¢tverci  Variabilita komponent % variablity
Mezi populacemi 14 214,97 0,36 Va 8,20

Mezi jedinci 455 1852,87 4,07 Vb 91,80
Celkem 469 2067,84 4,44

Tab. 2.3 Dvoutroviiova AMOVA datasetu obsahujici vSechny populace ze severovychodni oblasti
Bilych Karpat pocitana programem Arlequin ver 3.5.2.2. Tabulka udéava % vysvétlené variability mezi
populacemi (8,20 %) a mezi jedinci v ramci populace (91,80 %). Fsr= 0,08, p < 0,001, pocet permutaci
pro vypocet signifikance = 1023.

Zdroj variability d.f. Suma ¢tverci Variabilita komponent % variablity
Mezi populacemi 14 92,50 0,08 Va 1,83

Mezi jedinci 365 1651,20 4,52 Vb 98,17
Celkem 379 1743,70 4,61

Tab. 2.4 Dvoutirovilova AMOVA datasetu obsahujici vSechny populace z jihozapadni oblasti Bilych
Karpat pocitand programem Arlequin ver 3.5.2.2. Tabulka udava % vysvétlené variability mezi
populacemi (1,83 %) a mezi jedinci v ramci populace (98,17 %). Fsr= 0,02, p < 0,001, pocet permutaci
pro vypocet signifikance = 1023.
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2.6 Genetické vlastnosti populaci

. Pocet Pocet
Populace !’oc.et . NAe AR(k=2) He Ho Fi DW index unikatnich polymorfnich
jedinct .
alel lokust
Cc1 20 4,62 1,57 0,57 0,60 -0,05 0,51 3 16
C10 17 4,16 1,58 0,58 0,60 -0,02 0,48 0 16
Clila 20 3,78 1,57 0,57 0,53 0,06 0,53 0 16
Cl2a 16 4,20 1,57 0,57 0,54 0,06 0,44 1 16
C13 1 1,00 1,56 0,56 0,56 - 0,25 0 9
Ci4 8 4,60 1,59 0,59 0,58 0,03 0,51 0 16
C2a 10 4,39 1,58 0,58 0,55 0,05 0,36 0 16
C2b 10 3,68 1,54 0,54 0,53 0,01 0,40 1 14
Cc3 20 3,59 1,52 0,52 0,52 0,00 0,35 0 14
Cc4 3 3,05 1,57 0,57 0,54 0,06 0,35 0 14
c5 20 3,97 1,57 0,57 0,54 0,07 0,45 0 16
ced 20 5,16 1,59 0,59 0,56 0,06 0,51 0 16
c7 20 4,21 1,56 0,56 0,53 0,05 0,49 2 16
c8 4 4,06 1,57 0,57 0,64 -0,13 0,27 2 13
c9 1 - - - - - 0,29 0 7
G1 18 2,63 1,44 0,44 0,46 -0,05 0,24 0 12
G13 19 3,02 1,49 0,49 0,48 0,02 0,35 1 15
G2 1 1,00 1,69 0,69 0,69 - 0,36 0 11
G3 9 2,50 1,48 0,48 0,49 -0,02 0,30 0 14
G5 3 2,56 1,56 0,56 0,58 -0,06 0,35 0 16
G7 20 2,96 1,52 0,52 0,53 -0,01 0,28 0 14
Q11 16 3,45 1,52 0,52 0,55 -0,05 0,30 0 14
Q12 18 3,43 1,52 0,52 0,50 0,03 0,32 0 14
Q2a 20 2,02 1,39 0,39 0,35 0,11 0,18 0 13
Q4 18 3,27 1,51 0,51 0,50 0,02 0,37 0 16
Q5 20 3,77 1,58 0,58 0,56 0,04 0,38 2 16
Q6a 15 3,97 1,56 0,56 0,56 0,00 0,40 2 15
Q7b 20 4,34 1,53 0,53 0,55 -0,03 0,45 1 16
Q7g 19 3,51 1,53 0,53 0,48 0,10 0,37 1 14
Q8 19 3,09 1,53 0,53 0,54 0,00 0,45 2 14

2

Tab. 2.5 Genetické charakteristiky vSech 30 populaci. Populace oznaceny pismenem C jsou
z jihozapadni Casti, populace oznaceny pismeny G a Q jsou ze severovychodni ¢asti Bilych Karpat.
Tabulka udava pocet jedincii odebranych pro genetické analyzy (velikost vzorku) z jednotlivych
populaci, pocet efektivnich alel (Nae), oCekavany pocet alel mezi dvéma genovymi kopiemi
(AR (k=2)), ocekavanou heterozygozitu (He), pozorovanou heterozygozitu (Ho), individudlni
koeficient inbreedingu (Fi), DW index, pocet unikatnich alel pro danou populaci a pocet polymorfnich
lokusti. Pro populace obsahujici jediného jedince (C13, C9, G3) nebyl spocitan Fi, pro populaci C9
nebyly spocitany ani ostatni statistiky kvtli vyskytu nulové alely.

Pro vSechny populace samostatné (Tab. 2.5) a pro skupiny populaci ze dvou hlavnich
regionll studované oblasti (severovychod a jihozapad Bilych Karpat; Tab. 2.6) jsem spocitala
nékolik ukazatelli genetické diverzity jako je pocet efektivnich alel (NAe), ocekdvany pocet
alel mezi dvéma genovymi kopiemi (AR (k = 2)), ocekdvanou heterozygozitu (He),
pozorovanou heterozygozitu (Ho), individualni koeficient inbreedingu (Fi), DW index, pocet
unikatnich alel a pro oba regiony zvlast navic globalni Fsr (viz kapitola 2.5). Z Tab. 2.6 vidime,

ze hodnoty alelické i1 genetické diverzity (NAe, AR (k = 2), He, Ho) populaci ze
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severovychodniho regionu jsou niz8i nez v jihozapadnim regionu. Vyskytuje se zde i niz$i pocet
unikatnich alel, coz odrazi niz$i hodnoty DW indexu. Tyto rozdily jsou priikkazné, zatimco

koeficient inbreedingu se mezi regiony prukazné nelisi.

Pol DW ikatni
Bildkarpaty [ °%'  NAe AR(k=2) He Ho  Fi : Unikatni

jedinct index alely
Severovychod 235 432 155 055 050 009 058 11 0,08
Jihozapad 190 469 158 058 055 004 075 24 0,02

Tab. 2.6 Genetické charakteristiky severovychodni a jihozapadni oblasti Bilych Karpat. Tabulka udava
pocet jedinct odebranych pro genetické analyzy (velikost vzorku) z dané oblasti, pocet efektivnich alel
(NAe), o¢ekavany pocet alel mezi dvéma genovymi kopiemi (AR (k = 2)), o¢ekavanou heterozygozitu
(He), pozorovanou heterozygozitu (Ho), individualni koeficient inbreedingu (Fi), DW index, pocet
unikatnich alel pro celou oblast, globalni Fisr.

2.7 Vliv vybranych prediktord na genetickou diverzitu

2.7.1 Charakteristika proménnych

V zajmovém tzemi bylo nalezeno celkem 30 populaci Campanula glomerata, z toho
15 populaci v jihozapadnim regionu a 15 populaci v severovychodnim regionu Bilych Karpat.
Nejvétsi populace obsahovala 340 jedincd, nejmensi 1 jedince. Pocet vzorkll odebranych
z populace kolisal podle velikosti populace — v malych populacich byly odebrany vzorky od
vSech jedinct, ve velkych populacich bylo odebrano 20-30 vzork, z nichz 20 bylo pouzito pro
genetické analyzy, zbylé vzorky slouzily jako rezerva. Z nékterych vzorka vsak nebylo mozné
izolovat dostatecné mnozstvi DNA (i pfi opakovaném pokusu) nebo byly z analyz vyfazeny
z jinych divoda (nebylo moZné odecitat alely — napt. PCR produkt se neamplifikoval — i po
opakovanych pokusech) a byly nahrazeny vzorky rezervnimi. U malych populaci v§ak rezervni
vzorky nebyly k dispozici, takze velikost vzorku vzdy neodpovida presné velikosti populace,
stejné jako u vétsich populaci, kde se nepodafilo vzdy nahradit vS§echny chybé¢jici jedince. Pocet
jedinct v bufferu 500 m (bez jedincii dané populace) byl od 0 do 505. Populace se nachéazely
v nadmotské vySce od 300 m do 504 m. Sklon se pohyboval v rozmezi od 0,81 ° do 14,85 °.
Topografic wetness index (TWI) byl v rozmezi hodnot od 9,99 do 15,83, Topografic position
index (TPI) byl od —1,3 do 1,74, Diurnal anisotropic heating index (DAHI) od —0,16 do 0,23
(viz Tab. P.2 v ptiloze).

Pro celkem 22 populaci byly odvozeny Elenbergovy indika¢ni hodnoty z vegetacnich
snimki o rozmérech 3 x 3 m. Pocet druhti ve vegetac¢nich snimcich byl od 28 do 52, primér

byl 38. Priimérné 4 druhy jsem neurcila do druhu (naptiklad druhy ve vegetativnim stadiu rodu
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Festuca nebo Carex), takze primérny pocet druhi, z né¢hoz byly odvozeny Elenbergovy
indika¢ni hodnoty byl 34 (seznam druhti ve vegetacnich snimcich v Tab. P.3 v ptiloze). Rozsah
hodnot pro svétlo byl od 6,48 do 7,21, pro teplotu od 5,29 do 5,91, pro vlhkost od 4,05 do 4,78,
pro pudni reakci od 6,37 do 7,13 a pro ziviny od 3,85 do 5,46. Pro vétSinu z nich tedy hodnoty
nebyly vétsi nez rozsah jednotky, ale pro ziviny byl rozsah hodnot ptes jednotku (viz Tab. P.4

v ptiloze).

2.7.2 Postupny vybér

U nékterych prediktorti byly pfitomny vysoké korelace — zejména mezi nckterymi
Elenbergovymi indika¢nimi hodnotami, ale také mezi proménnymi odvozenymi z GIS
a ostatnimi charakteristikami populaci, jak ukazuje korelacni matice v ptiloze (Tab. P.6).
Abych predesla nechténé multikolinearité, vysvétlované promeénné vstupujici do modeli byly
nejprve vybrany na zékladé postupného vybéru podle VIF. Vybrané prediktory na zaklad¢ VIF
byly pro jednotlivé datasety témét shodné (Tab. P.5 v ptiloze).

Z modeld, kde vstupovaly vysvétlujici proménné bez EIV (datasety n =29, n=27,n =25,
n =24), jsem vybirala ten nejvhodnéjsi na zékladé vysledkt p-hodnot F testem pomoci analyzy
variance regresniho modelu (Tab. P.8 v pfiloze). V piivodnim souboru v ptipadé¢ n =29
vychéazela vyrazn€ u vSech vysvétlovanych proménnych signifikantni proménnd Velikost
populace. Smér jejiho vlivu byl v8ak negativni — to znamena, Ze s rostouci populaci by méla
podle téchto modelt geneticka diverzita klesat. Muze to znalit, ze vysledek je ovlivnén
velikosti vzorku, proto jsem testovala 1 jeho vliv zahrnutim proménné Velikost vzorku do
modelu namisto Velikosti populace. Protoze jsou proménné Velikost populace
a Velikost vzorku korelovany je potieba v postupném vybéru proménnych na zédkladné¢ VIF
vybrat jen jednu z nich. Proménna Velikost vzorku vSak slouzi jen pro jakési ovéreni vhodnosti
datasetu (testovani vlivu malych populaci na vysledek) pro analyzy a vzhledem k tomu, Ze
vysledky po jejim zahrnuti do modelt byly velice podobné jako vysledky s Velikosti populace,
jsou zde ukazany (v ptiloze) pouze vysledky s dale pouzivanou proménnou Velikost populace.
Po vylouceni dalSich malych populaci (datasety n = 27 a n =25) se vliv proménné Velikost
populace (i Velikost vzorku) pomalu vytracel (vytrvaval pouze u nékterych vysvétlovanych
proménnych) a v datasetu n = 24 jiz nemél vliv u Zadné vysvétlované proménné. V modelech,
kde jiz nebyla signifikantni Velikost populace, se objevila vzdy signifikantni proménné Bilé
Karpaty a témét u vSech vyse popsanych modelil se také objevovala signifikantni proménné

DAHI.
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Zadny z vyzkousenych modelii viak neni idedlni, po odfiltrovani vlivu malych populaci
se dostaneme na 24 pozorovani, ¢imz se snizi i diveéryhodnost modelu. Dataset s 24
pozorovanimi je vSak velice blizko dalsimu testovanému datasetu s 22 pozorovanimi, a proto
se budu dale zabyvat vysledky tohoto datasetu (n = 22), pro néz jsem odvodila i Elenbergovy
indika¢ni hodnoty (Tab. 2.8). Vyhodou tohoto datasetu je spolehlivéji spocitana vysvétlovana
proménna allelic richness — AR(k=12). Vyrovnangjsi pocet jedincti v populaci totiz ¢ini
odhad allelic richness divéryhodné&jsi (Leberg, 2002). Na zaklad¢ VIF byly pro dataset n = 22
vybrany prediktory Bilé Karpaty, Velikost populace, Buffer, Sklon, TPI, DAHI, Vihkost, Pocet
druhu (Tab. 2.7).

Prediktor VIF (n=22)
Bilé Karpaty 2,63
Velikost populace 1,83
Buffer 1,45
Sklon 2,38
TPI 1,19
DAHI 2,14
Vlhkost 1,98
Pocet druht 1,54

Tab. 2.7 VIF (Variance inflation factor) jednotlivych prediktort, které dale vstupuji do modelu s 22
pozorovanimi.

V modelech, kde vysvétlovanymi proménnymi byly AR(k=12), Nae, He, Ho, DW index
ukazaly vysledky F-testu nejvétsi vliv proménné Bilé Karpaty a DAHI (Tab. 2.8, Graf 2.8).
V modelu s vysvétlovanou proménnou DW index se ukézal i vliv proménné Vihkost, Buffer
a TPI. U modell s vysvétlovanymi proménnymi Fi a Unikatni alely nevySel zadny ze
zkoumanych prediktor na 5% hladin¢ vyznamnosti signifikantni. Adjustovany koeficient
determinace, ktery informuje o tésnosti zévislosti, u modelt s vysvétlovanymi proménnymi
AR(k=2), Nae, He, Ho, DW index, vysvétluje 72 %, 73 %, 71 %, 54 %, 84 % variability téchto

zavislych proménnych.
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Zavisla proménna  Prediktor Df F -test p-hodnota AIC (hul.) AIC (MAM) R? Adj. R?
* Bilé Karpaty 1 28,47 < 0,001
Buffer 1 2,29 0,150
AR (k=12) . Sklon ! 2,00 0176 5474 -59,33 079 072
DAHI 1 22,95 < 0,001
Vihkost 1 4,21 0,057
Residudly 16
* Bilé Karpaty 1 33,46 < 0,001
Buffer 1 0,64 0,437
Sklon 1 1,62 0,221
Nae * DAHI 1 19,74 <0,001 -32,27 -37,41 0,79 0,73
* Vlhkost 1 5,27 0,036
Residudly 16
* Bilé Karpaty 1 25,69 < 0,001
Buffer 1 2,15 0,162
He " TPl 1 0,04 0844 -150,96 -154,33 0,78 0,71
DAHI 1 26,19 < 0,001
Pocet druhd 1 3,32 0,087
Residudly 16
* Bilé Karpaty 1 11,32 0,003
Ho . Buffer ! 087 0365 13715 14246 060 054
DAHI 1 15,18 0,001
Residudly 18
* Bilé Karpaty 1 43,28 < 0,001
* Buffer 1 11,51 0,004
Sklon 1 <0,01 0,970
DW index : TPl ! 4,81 0,046 -136,41 -137,98 0,89 0,84
DAHI 1 33,40 < 0,001
* Vlhkost 1 20,82 < 0,001
Pocet druhd 1 2,32 0,150
Residudly 14

Tab. 2.8 Shrnuti minimalnich adekvatnich modelti linearni regrese vytvofené pro vysvétlované
proménné AR(k=2), Nae, He, Ho, DW index postupnym vybérem pro soubor dat s 22 pozorovanim.
Zleva: testovana zavisla proménna, prediktory vybrany postupnym vybérem, pocet stupiiti volnosti,
hodnoty F-testu, p-hodnoty signifikance, AIC nulového modelu vstupujici do postupného vybéru, AIC
minimalniho adekvatniho modelu vybraného postupnym vyberem, mnohonasobny koeficient
determinace, adjustovany koeficient determinace. Hvézdicky * oznacuji prediktory, které byly v daném
modelu signifikantni.
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Graf 2.8 Vlevo: Vliv piislusnosti populaci do jihozapadniho — 0 nebo severovychodniho — 1 regionu

Bilych Karpat na parametry genetické diverzity (AR(k=2), Nae, He, Ho). Vpravo: Zavislost parametri
genetické diverzity (AR(k=2), Nae, He, Ho) na DAHI.
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2.7.3 PCA analyza

Provedla jsem analyzu hlavnich komponent (PCA) vSech métfenych vysvétlujicich
proménnych (Graf 2.9). Prvni dvé osy vysvétluji spoleéné 52,5 % variability. Skory dvou
hlavnich os takto vznikl¢é PCA jsem pouzila jako prediktory v novych modelech linearni
regrese, kde jako vysvétlované proménné opét vstupovaly AR(k=2), Nae, He, Ho, Fi, DW index,
Unikatni alely (s datasetem obsahujicim 22 pozorovani). F-test ukazal jako signifikantni hlavni
osu PC1 v modelech s AR(k=2), Nae, He a DW index. Osa PC2 se ukézala jako signifikantni
v modelech s AR(k=2), Nae, He, Ho (Tab. 2.10). V modelech s Fi a Unikatni alely se neukazala

zadna z os signifikantni.
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Graf 2.9 Principal component analysis (PCA) vSech pouzitych prediktort v datasetu
se 22 pozorovanimi. Cisla v grafu oznacuji jednotlivd pozorovani, tj. populace (1-22). Prvni osa
vysvétluje 31,7 % variability, druha osa vysvétluje 20,8 % variability. Prediktory (ve sméru hodinovych
ruci¢ek): Temperature = Teplota; Reaction = Pruidni reakce; Species = Pocet druhii; Buffer = Buffer;
DAHI = DAHI; Slope = Sklon; Light = Svétlo; Pop_size = Velikost populace; TWI = TWI;
White Carpathians = Bilé Karpaty; Nutrients = Ziviny; Moisture = Vihkost; Elevation = Nadmoi'skd
vyska; TP1 = TP
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Prediktor PC1 PC2
Bilé Karpaty 0,79 0,36
Velikost populace 0,50 0,46
Buffer -0,01 0,47
Nadmorska vyska -0,19 -0,59
Sklon 0,30 0,51
TWI 0,32 0,28
TPI -0,43 -0,44
DAHI 0,16 0,54
Svétlo 0,42 0,59
Teplota -0,93 0,26
Vlhkost 0,67 -0,63
PAadni reakce -0,81 0,35
Ziviny 0,87 -0,29
Pocet druht -0,47 0,40
Tab. 2.9 Korelace jednotlivych prediktord s osami PC1 a PC2.
Zavisla proménna Prediktor Df F -test p-hodnota R? Adj. R’
PC1 1 11,93 0,003
AR (k=12) PC2 1 7,02 0,016 0,50 0,45
____________________________________________________ Residudly 19
PC1 1 16,99 < 0,001
Nae PC2 1 7,27 0,014 0,56 0,51
Residualy 9
PC1 1 8,52 0,009
He PC2 1 7,98 0,011 0,46 0,41
Residudly 9
PC1 1 3,80 0,066
Ho PC2 1 6,55 0,019 0,35 0,28
VVVVV Residualy 19 - N - -
PC1 1 7,02 0,016
DW index PC2 1 1,00 0,330 0,30 0,22
Residudly 19

Tab. 2.10 Jednotlivé modely linearni regrese vytvotfené pro vysvétlované proménné AR(k=12), Nae,
He, Ho, DW index vytvotené ze skorti os PC1 a PC2 z vytvofené PCA. Hvézdicky * oznacuji prediktory,
které byly v daném modelu signifikantni.
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Graf 2.10 Grafy zavislosti PC1 a PC2 na parametrech genetické diverzity.
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Smér vlivu PC1 1 PC2 na vysvétlované proménné je negativni, jak ukazuje Graf 2.10.
S hlavni osou PCI1 nejvice pozitivné koreluje proménna Ziviny (0,87), jak ukazuje korelaéni
matice — Tab. 2.9, poptipadé¢ graf zndzoriujici PCA (Graf 2.9). Dalsi vysoka pozitivni korelace
s osou PCI se ukazala u proménné Bilé Karpaty (0,79), a naopak vysoka negativni korelace

s osou PC1 se vyskytla u proménné Teplota (-0,93) a Piidni reakce (-0,81).

Na zaklad¢ korelace jednotlivych prediktord s osami PCI, PC2 a sméru vlivu PCI
a PC2 na vysvétlované proménné lze posoudit vliv prediktorti na vysvétlované proméenné.
Vzhledem ke korelacim nékterych prediktorti mezi sebou a pomérné vysoké korelaci vSech
prediktorti s obéma osami je vSak vhodnéj$i uvazovat spisSe spolecny vliv téchto prediktora
podle jednotlivych kvadrath (Graf 2.9). Graf PCA spolu s nejvysSimi hodnotami korelace
prediktort s osami (Tab. 2.9) ukazuji, Ze teplejsi stanovisté (miiZeme fict i s vyss§i pudni reakci
a spise druhové bohatsi) maji pozitivni vliv na parametry genetické diverzity, které predstavuji
vysvétlované proménné AR(k=2), Nae, He, Ho, DW index. Na ziviny bohatsi (a také vlhci)
stanovi$té maji naopak negativni vliv na genetickou diverzitu. Poloha Bilych Karpat na obrazku
ukazuje negativni vliv, to znamena, Ze populace v severovychodnim regionu Bilych Karpat
(proménnd nabyva hodnoty 1) maji nizsi genetickou diverzitu oproti jihozapadnimu regionu

(proménna nabyva hodnoty 0), kde je geneticka diverzita vyssi.

2.7.4 Testovani prediktori samostatné

Nakonec jsem testovala kazdy prediktor samostatné skazdym parametrem pro
genetickou diverzitu pomoci jednocestné ANOVY (Tab. 2.11), coZ nyni umozni jednotlivé
prediktory porovnavat (Tab. 2.12). U vSech vysvétlovanych proménnych se ukdzal vliv
proménné Bilé Karpaty a DAHI, coZ koresponduje s testovanim pomoci postupného vybéru.
Tyto proménné vysvétluji také témet vzdy nejvice variability (viz koeficienty determinace
Tab. 2.11). Signifikantni vySel také vliv proménné Velikost populace, ktera byla signifikantni
pfi testovani datasetli postupnym vybeérem obsahujici malé populace. Dal§imi proménnymi,
které se pfi testovani ukazaly signifikantni téméf u vSech vysvétlovanych proménnych (kromé
DW index) byly Skion a Svétlo. Skion se nikdy nejevil signifikantn€, zatimco Svétlo nebylo
nikdy do postupného vybéru vybrano na zéklad€¢ VIF (pravdépodobné kvili korelaci s Bilymi
Karpaty). Proménna Teplota byla signifikantni u vysvétlovanych proménnych AR(k=12), Nae
a DW index, zatimco proménna Ziviny byla signifikantni u Nae a DW indexu. Tyto proménné
se jevily jako vyznamné pii testovani prediktorti na zakladé PCA. Proménna Buffer byla

signifikantni jen u DW indexu stejn€ jako u postupného vybéru.
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Zavisla proménna Prediktor p -hodnota R? Adj. R’
* Bilé Karpaty 0,002 0,38 0,34
* Velikost populace 0,034 0,20 0,17

Buffer 0,101 - -
Elevation 0,114 - -

* Sklon 0,049 0,18 0,14
TWI 0,668 - -
TPI 0,281 - -

AR (k=12) * DAHI 0,003 0,36 0,33
* Svétlo 0,025 0,23 0,19
* Teplota 0,043 0,19 0,15

VIhkost 0,519 - -
Pldni reakce 0,199 - -
Ziviny 0,097 - -
Pocet druht 0,299 - -

* Bilé Karpaty 0,001 0,44 0,41
* Velikost populace 0,010 0,29 0,25
Buffer 0,182 - -
Elevation 0,104 - -

* Sklon 0,042 0,19 0,15
TWI 0,671 - -
TPI 0,222 - -

Nae * DAHI 0,005 0,33 0,30
* Svétlo 0,030 0,21 0,18
* Teplota 0,029 0,22 0,18

Vlhkost 0,326 - -
PUdni reakce 0,108 - -

* Ziviny 0,028 0,22 0,18
Polet druh( 0,401 - -

* Bilé Karpaty 0,004 0,35 0,32
* Velikost populace 0,024 0,23 0,19
Buffer 0,111 - -
Elevation 0,223 - -

* Sklon 0,022 0,24 0,20
TWI 0,886 - N

He TPI 0,543 - -

* DAHI 0,001 0,43 0,40
* Svétlo 0,015 0,26 0,23
Teplota 0,102 - -
Vlhkost 0,885 - -
Padni reakce 0,311 - N
Ziviny 0,182 - }
Pocet druht 0,412 - -

* Bilé Karpaty 0,018 0,25 0,21
* Velikost populace 0,021 0,24 0,20
Buffer 0,192 - -
Elevation 0,390 - -

* Sklon 0,041 0,19 0,15
TWI 0,900 - -

Ho TPI 0,821 - -

* DAHI 0,001 0,41 0,38
* Syétlo 0,032 0,21 0,17
Teplota 0,318 - -
Vlhkost 0,738 - -
PUdni reakce 0,803 - -
Ziviny 0,285 - .
Pocet druht 0,592 - -

* Bilé Karpaty 0,005 0,33 0,30
* Velikost populace 0,041 0,19 0,15
* Buffer 0,029 0,22 0,18
Elevation 0,537 - -
Sklon 0,242 - -
TWI 0,875 - -

TPI 0,933
DW index * DAHI 0,043 0,19 0,15
Svétlo 0,383 - -

* Teplota 0,047 0,18 0,14
Vihkost 0,326 - -
Padni reakce 0,099 - -

* Ziviny 0,034 0,21 0,17
Pocet druht 0,238 - -

Tab. 2.11 Vysledky testovani jednotlivych prediktorti zvlast (dataset n = 22). Zleva: vysvétlovana
proménna, testované prediktory, p-hodnota, mnohonasobny koeficient determinace a adjustovany
koeficient determinace. Hvézdicky * oznacuji prediktory, které byly pfi testovani signifikantni.
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AR (k=12) Nae He Ho DW index
Prediktor P S P S P S P S P S
Bilé Karpaty VIE|  *| * JO¥| O* VAEIE: J x| * J x| =*
DAHI VIE|  *| % J x| o* JO¥| O* J O¥| * J ¥ O*
Vlhkost viF | J ¥ J ¥
Buffer VIE| V4 v J J* *
TPI VIF v J*
Sklon VIF| * N4 * * * J
Velikost populace VI * * * * *
Pocet druh VIF V4 J
Svétlo * * * "
Teplota * * *
Ziviny * *
Elevation
TWI
Pldni reakce

Tab. 2.12 Srovnani testovani jednotlivych prediktorti pro vSechny zavislé proménné — AR(k=12), Nae,
He, Ho, DW index — postupnym vybérem (P) a samostatn¢ (S). Oznaceni ,,VIF* u prediktorti znamena,
Ze tyto prediktory byly vybrany k testovani do postupného vybéru na zakladé¢ VIF. Znacka v/ znamena,

sv v

znamenaji statistickou vyznamnost testovanych prediktort.
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3 Diskuze

3.1 Mikrosatelitové markery

Pro zjisténi genetické diverzity a struktury populaci ve studované oblasti jsem pouzila
mikrosatelitové markery, pouzité pro pribuzné druhy rodu Campanula, které byly vyuzity ve
studiich C. thyrsoides (Aegisdottir et al., 2007), C. scheuchzeri (Armbruster & Stoecklin, 2015)
a C. pyramidalis (Radosavljevic et al., 2015). Z celkem testovanych 34 lokust se mi podatilo
prvnimi testy identifikovat celkem 7 variabilnich stabilné se amplifikujicich lokust. Pocet
mikrosatelitovych lokusii vhodny ke genetickym analyzam sice neni nijak pevné stanoven, ale
7 lokusti se nepovazuje za dostateCny pocet. Reiner et al. (2019) provedli analyzu poctu
pouzivanych mikrosateliti a poctu genotypovanych jedincti na populaci v publikovanych
studiich a zjistili, Ze median je 25 jedincii na populaci s uzitim 11 mikrosatelitovych markeri.
Predpokladali, Ze vysledky genetickych parametriit mohou byt vyznamné ovlivnény rozdily ve
velikosti vzorku na populaci a po¢tem markert, coz by mohlo snizovat porovnatelnost vysledkt
mezi studiemi. Srovnanim riiznych setll mikrosatelitovych markert (rizny pocet a kombinace)
na populacich Cervus elaphus zjistili, Ze pokud je pocet genotypovanych jedincii na populaci
méné nez 30, pfi 6 az 8 pouzitych mikrosatelitovych markerech, vysledky testovani populacné
genetickych charakteristik a genetické struktury pii pouziti jiného setu se stejnym poctem

markerti maji vyznamné odchylky.

Proto bylo navrzeno 430 novych, druhové specifickych mikrosatelitovych markert pro
C. glomerata. Z vybranych 50 lokusli se mi podafilo vyselektovat celkem 15 stabilné se
amplifikujicich a variabilnich lokust. Soucasti vyslednych 3 multiplext vSak bylo pouze
5 optimalizovanych lokust publikovanych ve studiich Aegisdottir et al. (2007) a Radosavljevic
et al. (2015) a 14 lokust nové vyvinutych a optimalizovanych v rdmci této prace. Vytazené
lokusy v rdmci multiplexti nepodléhaly stabilnim amplifikacim, stejné jako 3 dalsi lokusy, které
sice byly soucasti vyslednych multiplexti, ale skérovani u nich neprobehlo. Celkové tedy bylo
pouzito 19 mikrosatelitovych markerd v rdmci 3 multiplexti na genotypovani 425 jedinct
C. glomerata a u 16 znich jsem provedla analyzu délek jednotlivych fragmentd. Ta se
pohybovala od 113 do 213 bp. Délky fragmentli mikrosatelitovych lokusti Campthyl,
Campthy3 a Campthy6 z prace Aegisdottir et al. (2007) neodpovidaly publikovanym tdajim,
délka lokusu CpUZ001 zprace Radosavljevic et (al. 2015) byla v ramci publikovaného

rozsahu.
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Ackoliv bylo finaln¢ vyvinuto a pouzito 16 mikrosatelitovych markert, pii testovani
celého datasetu se nakonec ukdzalo, Ze mira jejich variability se li$i a u n€kterych z nich se
muze zdat relativné nizka. V nekolika ptipadech jsou lokusy zastoupeny prevazné jednou nebo
dvéma alelami a zbytek nalezenych alel v daném lokusu se vyskytuje jen vzacné (Tab. P.9
a Graf P.4 v ptiloze). Tento fakt odrazi i hodnoty G'sr(Tab. 2.1), které udavaji miru diferenciace
ve frekvenci alel pro jednotlivé lokusy. Hodnoty G'sr u pouzitych markert kolisaly od nizkych
(0,05) po relativné vysoké (0,81). Vyssi hodnoty G'sr tedy znaci marker, ktery 1épe rozliSuje
jedince v datasetu na zdklad¢ alelovych frekvenci. Nizké hodnoty G'sr se objevily casto
u lokust, kde byl i nizky pocet nalezenych alel v datasetu. Naptiklad lokus CpUZ001
G'st= 0,05 a sou€asné vyrazné nerovnomérné zastoupeni jednotlivych alel (Tab. P.9 a Graf P.4
v ptiloze). Odlisna variabilita mikrosatelitovych markert, je béZnym jevem, ktery se objevuje
ve studiich, kazda studie vSak predklada variabilitu a vlastnosti markert jinym zplisobem —
napiiklad Ony et al., (2020) pocitaji pro vyvinuté mikrosatelity (pro Cercis canadensis) F'sr,
kter¢ je také v Sirokém rozpéti — od 0,03 do 0,61. Pocet nalezenych alel u jednotlivych lokust
se zde pohyboval od 4 do 12, zatimco u C. glomerata v nasem datasetu byl pocet nalezenych

alel od 3 do 29.

3.2 Geneticka diverzita a struktura populaci

3.2.1 Rozbor a interpretace vysledku

Zakladni statistiky genetické a alelické diverzity, které byly spocitdny pro jednotlivé
oblasti severovychodu a jihozdpadu Bilych Karpat (viz Tab. 2.5 a Tab. 2.6) ukazuji jen maly,
avSak prukazny rozdil v diverzité mezi témito oblastmi. Témét vSechny méfené parametry
ukazuji na priikazn€ vyssi diverzitu v jihozédpadni oblasti. Nicméné celkové populace vykazuji

pomérné vysoky stupen diverzity na vSech trovnich.

Alelicka diverzita

Efektivni pocet alel (NAe) byl u populaci z jihozépadu 4,69, cozZ je priikazné vice nez
4,32 upopulaci ze severovychodu. Hodnoty Allelic richness (AR), byly u populaci z jihozépadu
1,58 a u populaci ze severovychodu jen nepatrné (avSak prikazné¢) mensi — 1,55. Allelic
richness je zde vSak pocitdna v€etné malych populaci, coZ mize zna¢n¢ vychylovat vysledek —
podle Leberg (2002) by populace mély mit co nejvyrovnangjsi pocet jedincti, abychom mohli
allelic richness divétovat. Proto byla allelic richness pocitana i1 bez téchto malych populaci

(Tab. P.7 v ptiloze). U datasetu, kde jsou vylouceny vSechny malé populace (napt. n = 24) Ize
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vidét jiz vétsi rozdil v AR u jihozdpadnich a severovychodnich populaci. Vzhledem
k odlisnému poc¢tu minimalnich jedinct pro vypocet AR se tento ukazatel jen tézko porovnava
s hodnotami v jinych studiich. Nejlépe srovnatelné je AR pocitana pro cely dataset bez malych
populaci — napi. dataset s 24 populacemi, kde nejmensi populace obsahuje 8 jedincii (Tab. P.7
v piiloze) — protoze vétSina studii nepocitd AR pro malé populace. Hodnoty se pohybuji
v rozmezi 2,46 — 4,30. Podobné rozmezi 2,56 — 5,50 nalezneme naptiklad u Cephalanthera

rubra ve fragmentované krajiné (Kotilinek et al., 2020).

Heterozygozita

Ocekavana heterozygozita (He), také nazyvana genovou diverzitou (D) (Nei, 1973), ktera
udava (ocekavanou) pravdépodobnost, ze bude jedinec heterozygotni pies vSechny testované
lokusy za predpokladu Hardyho-Weinbergovy rovnovahy, byla v jihozapadni oblasti 0,58,
zatimco na severovychod¢ byla 0,55 — prikazné¢ méné. To znamend, ze pokud se jedinec
vyskytuje na jithozapadég, je 58% pravdépodobnost, Ze bude heterozygot, zatimco, jedinec
vyskytujici se na severovychodé bude mit tuto pravdépodobnost 55 %. Je to celkové méng, nez
by se dalo ocekavat pro druh se stejnymi zivotnimi strategiemi ve vSech ohledech. Podle
Nybom (2004) je pro dlouhovéké vytrvalé byliny He primémé 0,68, pro cizosprasné druhy
0,65, pro rostliny stfedniho sukcesniho stadia 0,63, pro rostliny, jejichz semena roznasi vitr
0,61, coz neodpovida stavajicim vysledkim. Vysledky by odpovidaly vice jinému typu Zivotni
strategie, napf. kratkovékym bylinam (He pramérné 0,55) — C. glomerata je nicméné pomérné
dlouhovéka. Tento rozpor vSak neni tolik dramaticky, aby mu byla vénovana pfili§ velka
pozornost. A¢ mliZze byt pficten negativnim dasledkiim fragmentace nebo také dalSim Cinitelim
(diskutovano v kapitole 3.2.2), je také mozné, Ze piedlozené priimérné hodnoty pro rostliny se
stejnymi zivotnimi strategiemi nejsou tak docela smérodatné. Tato studie shromazduje
vysledky z vyzkumt zalozenych na riznych molekularnich markrech, z nichz asi jen tietina je
postavena na mikrosatelitech — a pravé to mize vysvétlovat pozorovany rozdil, jenz mize byt

pouhou odchylkou.

Inbreeding

Stupent pozorované a ocekavané heterozygozity lze porovnavat mezi sebou. Pokud je
pozorovana heterozygozita vySsi neZ ocekavana, mizeme usoudit, ze v populacich nedochazi
k inbreedingu (Fi < 0). Pokud je pozorovana heterozygozita niz§i neZ ocekavana, pfic¢itame
tento nesoulad silam jako je inbreeding (Fi > 0) (Van Dyke, 2008). Pozorovana heterozygozita
(Ho) byla pro genotypované jedince z populaci jihozédpadni oblasti 0,55, zatimco pro jedince z

populaci ze severovychodu 0,50. V obou oblastech tedy vidime, Ze k inbreedingu dochazi, je
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ale pomérné slaby, jak ukazuje také individualni koeficient inbreedingu (Fi) s hodnotami 0,04
pro jihozapadni populace a 0,09 pro severovychodni populace. Tento rozdil mezi regiony vsak

neni statisticky prikazny.

Pokud se na populace podivame jemnéjsi optikou, mizeme vidét, ze koeficient
inbreedingu (Fi) u jednotlivych severovychodnich i jihozapadnich populaci se pohybuje casto
okolo nulovych hodnot (Tab. 2.5), coz znaci, Ze inbreeding v téchto populacich neni ptitomen.
U nékterych populaci se objevuji dokonce zdporné hodnoty, coz znaci, Ze v dané populaci se
vyskytuje vice heterozygotl, nez je predpokladano podle Hardyho-Weinbergovy rovnovahy
(. pozorovand heterozygozita je vyss$i, nez ocekdvand). Nejvyssi hodnoty nalezneme
v severovychodnich populacich Q2a (Fi = 0,11) a Q7g (Fi = 0,10) relativné izolovanych od
okolnich populaci (Obr. 2.1) — populace Q2a se nachazi na okraji sadu, ktery je od nejblizsich
populaci oddélen lesem, potokem, kifovinami a cestou, populace Q7b se naproti tomu nachazi
na malé mytince uprosted hustych kfovin a stromti, které ji odd€luji od okolnich nejblizsich
populaci. A¢ je izolovanost populace jednim z hlavnich predpokladi vysoké pravdépodobnosti
vyskytu inbreedingu, dal§im ptfedpokladem je velikost populace. V malych a izolovanych
populacich z empirie mize k inbreedingu dochazet (Ellstrand & Elam, 1993; Leimu et al.,
2006). Tyto populace vsak citaji pomérné¢ vysoky pocet jedinci (populace Q2a obsahuje
165 jedinci, populace Q7g obsahuje 151 jedincli) ve srovndni s ostatnimi nalezenymi
populacemi. Nicméné¢, vysledky na zékladé F-testu nepotvrdily Zadny vliv velikosti ani
izolovanosti populace (zastupnd proménnd Buffer) na koeficient inbreedingu (F7) (viz kapitola
3.4.2). Teorie, ze tyto populace jsou izolované a pravdépodobné v disledku toho u nich dochazi

k nejvyssimu inbreedingu, je zaloZena na pozorovani v terénu a prohlizeni map.

Vzacné alely

Genetickou divergenci lze vyjadfit pomoci indexu vzéacnosti DW (frequency-down-
weighted marker values), ktery podle Paun et al. (2008) je lepSim ukazatelem historickych
procest nez pattern genetické diverzity, ktery odraZzi spiSe soucasné procesy jako je propojenost
populaci a velikost populaci. DW index je o¢ekavan vys$i v populacich, které maji vysoky
pocet vzacnych alel, coz znamena alely s nizkou frekvenci v celkovém datovém souboru (Paun
et al., 2008). Ptedpoklada se, ze vysoka hodnota DW svéd¢éi o dlouhodobé historii populace
(proto je také pouzivana i k rozliSeni mezi potencidlnim glacidlnim refugiem a novéj$imi misty
vyskytu) (Paun et al., 2008; Schonswetter & Tribsch, 2005). Hodnota DW indexu je prikazné
nizs$i v severovychodnich populacich — 0,58, oproti jihozdpadnim populacim — 0,75. Tuto

skutecnost odrazi i poc€et unikatnich alel, jichZ je v severovychodnich populacich celkem 11,
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naproti tomu v jihozapadnich populacich se jich vyskytuje vice nez 2x vic, tj. dohromady 24.
Tyto indicie by mohly svédcit o delsi historii jihozapadnich populaci oproti severovychodnim,
které mohou byt mladsi a ptetrvavaji zde kratsi dobu. Teoreticky by se vSak mohlo jednat
1 0 ochuzeni vzacnych alel severovychodnich populaci, které byly v nedavné dob¢ pod tlakem
fragmentace stanovisté. Tento zavér je nicméné spekulativni (a je diskutovan nize), hodnoty
DW indexu jsou v obou oblastech pomérné¢ nizké, ve srovnani naptiklad s populacemi
Ranunculus alpestris (Paun et al., 2008) v Alpach a Karpatech, kde byly hodnoty DW indexu
v rozmezi od 0,47 do 3,63. Nicmén¢ tyto populace zahrnuji celé fyloskupiny z Alp a Karpat,
které jsou od sebe vzdaleny stovky kilometrii (fyloskupiny R. alpestris, R. bilobus,
R. traunfellneri). V porovnani napiiklad pouze s Karpatskymi populacemi R. alpestris, kde je
DW index populaci z vychodnich Karpat 0,79 a populaci z jiznich Karpat 0,56 (které jsou
z hlediska glacialni historie povazovany za mladé), tedy nase populace jsou srovnatelné. I kdyz
by bylo zajimavé zasazeni naSich populaci do evropského kontextu, tato prace se zaméiuje
pouze na studium genetické diverzity na mensi skéle a historie téchto populaci z hlediska
pomérné neddvné fragmentace stanovisté, tzn. méfitko je mnohem jemné;jsi. Naptiklad ve studii
recentni kolonizace Orchis militaris v Estonsku, kde vzdalenost populaci se pohybuje v ramci
desitek kilometrii (nase dvé oblasti populaci jsou vzdaleny o néco méné, cca 35 km) se

DW index pohybuje v rozmezi od 0,4 do 1,2 (Ilves et al., 2015).

Geneticka struktura

Prvotni analyza, kterd méla odkryt strukturu v datech, byla analyza hlavnich koordinat
(PCoA). PCoA celého datasetu neukazala zietelné odliSeni dvou hlavnich skupin populaci ze
severovychodni a jihozapadni oblasti Bilych Karpat. OdliSeni téchto dvou skupin lze vidét
pouze v naznaku a variabilita vysvétlend osami je velice nizkd (3,96 % a 3,54 %), tudiz
nemuzeme fict, ze by se skupiny vzdjemné vyznamné liSily. Analyza severovychodnich
populaci odd¢lené vSak ukézala jisty skrovny pattern v oddélovani jednotlivych populaci mezi
sebou — barevné shluky se sice vzajemné piekryvaji, 1ze v§ak pozorovat, Ze jednotlivé populace
tvofi jakési skupiny v ramci tohoto chumlu (zejména populace Q2a, kterd se jako jedind zietelné
odd€luje podél obou os — Obr. 3.2.1). Tyto skupiny jsou vSak velice nepatrné viditelné — piece
jen tvofi dohromady jediny shluk (kromé populace Q2a). Navic variabilita vysvétlend osami je
sice vys$si nez pro analyzu celého datasetu, stale vSak velmi nizka (4,80 % a 4,43 %). Analyza
jihozapadnich populaci odd€lené neukazala naopak zadny pattern v oddélovani jednotlivych
populaci. Populace jsou vzijemné promichany a netvoii zadné shluky, variabilita vysvétlena

osami je niZ8i nez u severovychodnich populaci (4,49 % a 3,86 %).
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Struktura v datech byla ukdzana i Bayesovskym shlukovanim programem STRUCTURE,
podle néhoz byli jedinci rozdéleni do tfi odliSnych genetickych skupin. Jak se ukazalo, tyto tfi
genetické skupiny nebyly vymezeny zcela jednozna¢né. Objevovalo se zde mnoho jedincil,
ktefi méli ,,smiSené” genotypy a jejich pfislusnost do jedné ze tii skupin byla nejasna.
Vysledkem pak byly populace, které mély vice méné pievazujici pravdépodobnost piislusnosti
k dané skupiné. U vSech populaci z jihozapadni ¢asti Bilych Karpat pfevazovala ptislusnost
k jediné skupiné, zatimco u populaci ze severovychodni Casti se populace vyclenovaly do
celkem tfi skupin — od ostatnich se zejména odliSovaly populace Q2a, G7 a G13, které tvorily
samostatnou skupinu a nejvzdalenéjsi populace Q5, kterd byla, coz je zajimavé, podobnéjsi
populacim z jihozépadu. Zbylé populace tvotily samostatnou skupinu, nékteré z nich vSak mély

dosti smiSené pravdépodobnosti (viz Obr. 2.1 a Obr. 2.2).

S vysledky PCoA a STRUCTURE koresponduji 1 vysledky analyz molekuldrni variance
(AMOVA), kdy nejvyssi procento variability spadd vzdy na rozdil mezi jedinci v ramci
populaci a jednotlivé populace se odliSuji jen malo. AMOVA celého datasetu neukazuje
v podstaté zadné rozliSeni hlavnich skupin populaci ze severovychodu a jihozapadu Bilych
Karpat (vysvétlena variabilita 0,9 %). Rozdil mezi populacemi se zda byt také velice maly
(vysvétlena variabilita 5,3 %). Analyza jihozapadni oblasti separatné neukazuje témet zadny
rozdil mezi populacemi (vysvétlena variabilita 1,8 %), ale naopak v severovychodni oblasti se

maly rozdil mezi populacemi objevuje (vysvétlend variabilita 8,2 %). Tuto jemnou strukturu na

severovychod¢ ukazuji i vysledky PCoA a STRUCTURE.

Tyto vysledky — vysoké variabilita v ramci populaci a nizkd mezi populacemi — jsou
v souladu s vysledky studii genetické divezity a struktury rostlinnych druhi, které jsou
zalozeny na molekuldrnich markrech. Ukazuje se, Ze dlouhovéké, cizospraSné a pozdné
sukcesni druhy si zachovavaji vétSinu své genetické variability v ramci populaci (mezi jedinci),
naproti tomu jednoleté, samosprasné a/nebo Casné sukcesni taxony alokuji nejvice genetické
variability mezi populacemi (Nybom, 2004). Vysledky studie genetické diverzity populaci
C. glomerata postavené na RAPD markrech studované na fadov€ vétsi geografické skale
v Némecku (tfi hlavni skupiny populaci od sebe byly vzdaleny cca 300 km) také neukézaly
vyraznou genetickou diferenciaci. Rozdil mezi skupinami populaci vysvétloval 7,78 %

variability, rozdil mezi populacemi 12,12 % variability (Bachmann & Hensen, 2007).

Vysledky se vSak mohou liSit v zavislosti na uziti riznych molekularnich markera. Pro
srovnani s druhem C. glomerata tedy uvedu také vysledky nékolika studii cizosprasnych

vytrvalych druhi s obdobnou geografickou S$kdlou, které byly analyzovany pomoci
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mikrosatelitovych markert. U populaci druhu Hedyotis chrysotricha se ukazalo 2,6 %
variability mezi skupinami (vytvotfené podle skupin dle STRUCTURE, kter¢ si odpovidaji
viceméné geograficky), 8,76 % mezi populacemi a 88,64 % v ramci populaci (Yuan et al.,
2012); u Menyanthes trifoliata byla variabilita mezi regiony 3 % (cca 60 km vzdalené¢), mezi
populacemi 11 % variability (Raabova et al. 2015); u Cercis canadensis byla variabilita mezi
skupinami 14,88 % variability (cca 100 km vzdalené severni a jizni populace), mezi populacemi
14,33 % a v ramci populaci 70,79 % (Ony et al., 2020). Kazda studie mé vSak dalsi odlisné
aspekty — biologie téchto druhti je v jinych ohledech odlisna (naptiklad klonalita, zivotni forma,
disperzni schopnosti) a historie populaci i environmentalni podminky jsou odlisné. Proto neni
mym primarnim zamérem porovnavat ostatni studie s vysledky této prace, ale zaméfit se i na
moznd vysvétleni plynouci z vysledkii a potencialni disledky ve vztahu k jinym studiim

(viz kapitola 3.2.2).

Geneticka diferenciace

Pomoci fixa¢niho indexu Fisr, ktery ptedstavuje genetickou vzdalenost populaci, mizeme
odhadnout genetickou diferenciaci mezi populacemi (Weir & Cockerham, 1984; Wright, 1951).
Fsr mize nabyvat hodnot 0—1, pfi ¢emz mezi populacemi neni rozdil, pokud je Fsr = 0
a populace jsou 100% odlisné, pokud je Fsr= 1. Balloux a Lugon-Moulin (2002) prohlasuji, ze
pro stfedné strukturované populace je Fsrodhadnuté z alelovych frekvenci mikrosatelitovych
markerd jednim z nejcennéjSich nastroji, jak odhadnout diferenciaci mezi populacemi. Sporné
vS§ak je, jak informativni je Fs7 pro vysoce odlisné populace za pouziti mikrosatelitli, které maji
vysokou mutacni rychlost — nelze ji rozliSit od migrace a tak miZe byt diferenciace v takovych
populacich podcenéna (Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Nase hodnoty Fs7 jsou vSak relativné
nizkeé.

Pro skupinu populaci ze severovychodu je fixa¢ni index Fsr = 0,08 a pro populace
z jihozépadu Fsr = 0,02, coZ by znacilo vyssi diferenciaci mezi populacemi na severovychodé
ve srovnani s populacemi na jihozapade. Hodnoty Fisr jsou vSak celkové nizké a znamenaji
spiSe, ze populace z jihozapadu, u nichz se fixa¢ni index v podstaté blizi nule, jsou si vSechny
vzajemn¢ podobné a mezi populacemi ze severovychodu, kde se hodnota fixa¢niho indexu blizi
jedné deseting, je néjaky mirny rozdil. Neexistuje oficidlni konsensus, ktery by zhodnotil miru
populacni diferenciace na zéklad€ Fisr. V literatuie nalezneme pouze stupnice, které se nicméné
mohou jevit jako subjektivni. Frankham et al. (2002) hodnotu Fsr> 0,15 klasifikuje jako
vyznamnou diferenciaci. Podle Hartl a Clark (1997, cit. dle Balloux a Lugon-Moulin, 2002)

hodnota lezici v rozmezi 0—0,05 oznacuje nizkou genetickou diferenciaci; hodnota mezi 0,05
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a 0,15 stfedni diferenciaci; hodnota mezi 0,15 a 0,25 vysokou diferenciaci; a hodnoty nad 0,25
velmi vysokou genetickou diferenciaci. Na zaklad¢€ vyse zminéné stupnice bychom hodnotili
jihozapadni populace jako malo diferencované a severovychodni populace jako stiedné
diferencované. To by odpovidalo rozpaCitym zavérim z ptedeSlych analyz -
v severovychodnich populacich se objevuje jakasi struktura a populace se vzajemné 1isi, kdezto

v jihozapadnich populacich zadna struktura neni viditelna a populace se vzajemné nelisi.

Celkové Fsr pro vsechny populace je Fsr = 0,06. Pro srovnani miizeme uvést, Ze pro
dlouhovéké vytrvalé druhy jsou dle ostatnich vyzkumia priimérmé hodnoty Fsr = 0,19, pro
cizosprasné druhy Fsr = 0,22, pro druhy, jejichz semena rozsituje vitr Fsr = 0,13 a pro druhy
sttedniho sukcesniho stadia Fsr = 0,22 (Nybom, 2004). V porovnani s témito daty tedy
C. glomerata ve studovaném tizemi celkové nepodléha vysoké diferenciaci. Podobné vysledky
populacni genetické diferenciace nalezneme napftiklad ve studii genetické struktury 14 populaci
dlouhoveéké vytrvalé byliny Primula elatior ve fragmentovaném lesnim stanovisti. Mezi
fragmenty lesa nebyla objevena geneticka diferenciace, coz vzhledem k malému regiondlnimu
rozsahu studie autofi nepovazuji za prekvapivé (vzdalenost mezi lesnimi fragmenty od 1,89 km
do 14,48 km). Ukézalo se vSak, ze existuje lokalni genetickd diferenciace mezi populacemi

uvnitt fragmentt, i ptes kratkou geografickou vzdalenost < 3,30 km (Van Rossum, 2008).

3.2.2 Teorie moznych vysvétleni

Celkova geneticka diferenciace mezi populacemi je tedy navzdory fragmentaci nizka,
genetickd diverzita pomérn¢é vysokd. Tato skuteCnost byt vysvétlena n€kolika faktory, které
mohou puisobit i spole¢né: (1) Genovy tok mezi populacemi je dostatecné vysoky, aby omezil
nepiiznivé U€inky nedavné fragmentace. (2) Disledky fragmentace jsou zmirnény Zivotnimi
strategiemi druhu — fragmentace netrvala dostate¢n¢ dlouhou dobu, aby se jeji diisledky zietelné
ukazaly v diferenciaci, nebo se G¢inky fragmentace mohou dostavit se zpozdénim (to znamena,
ze se jeSt€¢ mohou v budoucnu projevit). (3) Vysledek objevenych genetickych pattern je

zaleZitosti davné historie, kdy se postupné formovala krajinna struktura.

(1) Zavislost na mire genového toku

Fragmentace stanovist' ovliviiuje genetickou diverzitu a populaéni strukturu druhu
riznymi zpusoby v zavislosti na ekologii a biologii druhu. Specifickd (genetickd) odpoved’
druhti na fragmentaci stanovist¢ mize tedy zéviset na jejich Zivotnich strategiich (Aguilar
et al., 2008; Hamrick & Godt, 1996). Jednou z téchto dilezitych strategii je schopnost disperze
druhu (Wilcock & Neiland, 2002), kter4 je piimo spojena s tokem gendl. U rostlinnych druhti je
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geneticka struktura v neutralnich lokusech (zejména v jemném prostorovém méftitku) nejcastéji
vytvafena omezenym tokem gend (Loveless & Hamrick, 1984). Naruseni disperznich procest,
které¢ nasledné vyusti v omezeny genovy tok, obvykle vede ke snizené genetické diverzité,
ke zvysené diferenciaci mezi populacemi a inbreedingu v populacich (Van Geert et al., 2008;

Young et al., 1996).

Disperse je u rostlin zajisténa klonalnim rstem, semeny a pfenosem pylu (Starfinger
& Stocklin, 1996). Zasadni vliv na genovy tok u zkoumanych populaci C. glomerata ma
nejspise prave prenos pylu. C. glomerata se nerozsituje klondlnim rastem (Klimesova, 2018).
Dokéze se sice rozmnozovat i vegetativné (Krumbiegel, 2002), to vSak umoziuje
pravdépodobné jen mirné rozristani se na stanovisti. Produkce semen C. glomerata je pomérné
vysoké (Bachmann & Hensen, 2007). Semena jsou roznaSena vétrem, disperzni G¢innost je ale
nizkd — 152 cm pfi rychlosti vétru 10 m/s. (Emig a Leins 1994 cit. dle Bachmann & Hensen,
2007). Hlavnim vektorem toku gent mezi populacemi jsou tedy patrn¢ opylovaci. C. glomerata
je opylovana vcelami (Klotz et al., 2002), ¢melaky, samotaiskymi vcelami, poptipadé
pestfenkami a brouky (Janovsky, 2020). Na fragmentovaném stanovisti v§ak mize byt zdroj
pylu pro opylovace pomérné obtizné ziskat, obzvlast pokud jsou vzdalenosti mezi izolovanymi
plochami pfili§ vysoké, a proto disperze pylem v téchto fragmentovanych plochach miize byt
omezena (Kwak et al., 1998). Tuto skute¢nost miize umociovat navic pfitomnost fyzickych
prekazek v krajing. Cim jsou bariéry pro opylovade vétsi (vyssi, méné prostupné), tim je pro
opylovaci podnikaji pii jednotlivych pieletech pii hledani potravy je fddoveé mnohem nizsi
(Jednotky az stovky metrli) nez maximalni vzdalenost na kterou mohou nékteii opylovaci
doletét v rdmci jednoho pieletu (aZ né€kolik kilometri — napt. ¢melaci). (Greenleaf et al., 2007;
Herrera, 1987; Walther-Hellwig & Frankl, 2000; Westphal et al., 2006; Zurbuchen et al., 2010).
Cizosprasné a zejména hmyzosprasné druhy rostlin jsou zvlasté citlivé na naruSeni opyleni
(zejména pokud jsou populace malé) (Aguilar et al., 2006; Wilcock & Neiland, 2002). AvSak
i nizka uroven genového toku miize postacovat k udrzeni rozmanitosti v populacich (Ellstrand,
2014; Slatkin, 1987). Proto jsou zfejmé delsi prelety — i pfes to, Ze tieba nejsou tak obvyklé —
pro genovy tok ve fragmentované krajiné mezi izolovanymi populacemi kli¢ové a mohou byt

hlavnim faktorem udrzujicim populacni konektivitu ve studovanych populacich C. glomerata.

Zda se, ze mezi jihozadpadnimi populacemi C. glomerata, které nejsou tolik
diferencované, probiha vysoky pylem zprostfedkovany genovy tok, a to i ptes pomérné velkou

vzdalenost mezi skupinami populaci z Certoryji a ze Zahrad pod Hajem (a Burovou, ktera je
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izolovana lesem), které jsou navic izolovany obdélavanou zemédélskou ptidou a zéastavbou.
Naproti tomu v severovychodni oblasti se objevuje velice mirnd genetickd diferenciace mezi
populacemi, a to i pres to, ze jednotlivé vzdalenosti mezi populacemi, u nichZ se projevuje
mirna geneticka odliSnost, jsou mnohem mensi. Je mozné, Ze v jihozapadnich populacich diky
vysoké druhové bohatosti v celém regionu, kterd je ddna dlouhou kontinuitou travnich porosta
a nepfetrzitym managementem, existuje i vétsi bohatstvi a mnozstvi opylovacu, ktefi zde maji
dostatek zdroji a jsou schopni prekonavat zdejsi prekazky. Naproti tomu na severovychodé
muze byt slozeni a chovani opylovaci jiné, jejich rozmanitost a hojnost mtize byt mensi, coz
zméni 1 rozmanitost a dostupnost pylu. To by bylo v souladu s chovanim opylovaci ve
fragmentované krajin¢ (Aguilar et al., 2008; Breed et al., 2015; Honnay & Jacquemyn, 2007,
Sork et al., 1999). Navic pfekonani mistnich bariér u izolovanéjsich populaci bude vzacnégjsi,
a proto by zde mohlo dochéazet k jemnému rozriznéni na malé Skéle, a tedy genetickému

odliseni téchto populaci.

(2) Zavislost na biologii druhu a mire fragmentace

Jiz bylo teceno, ze genetickd diverzita a struktura populaci ¢asto odrazi rysy zivotni
strategie druhu a souvisi tedy s disperznimi schopnostmi (viz vyse). Souvisi ale i s jejich
rustovou formou a délkou Zivota, systémem rozmnozovani a béznosti/vzacnosti druhu (Aguilar
et al., 2008; Breed et al., 2015; Hamrick & Godt, 1996; Honnay & Jacquemyn, 2007; Vranckx
et al., 2012). Tyto zivotni strategic mohou mit spole¢ny uc¢inek a v narusenych oblastech

urcovat rozdilnou citlivost na genetickou erozi (Gonzalez et al., 2020).

Stupent genetické diverzity miiZze byt siln€ ovlivnén rozmnoZovaci strategii druhu —
obecné byva vyssi u cizosprasnych druhii nez u samosprasnych (Hamrick & Godt, 1996;
Nybom, 2004; Reisch & Bernhardt-Rémermann, 2014). Relativné vysoké urovné genetické
diverzity u cizosprasnych druhi byly nalezeny naptiklad u populaci druhu Lychnis viscaria
(Berge et al., 1998), Festuca ovina (Berge et al., 1998), Nymphoides peltata (Nishihiro et al.,
2009), Pulmonaria officinalis (Meeus et al., 2012), Menyanthes trifoliata (Raabova et al.,
2015). Je vSak nutné podotknout, Ze souc¢asné¢ praveé cizosprasné rostliny jsou vice nachylné ke
ztraté genetické diverzity nez samosprasné rostliny (Aguilar et al., 2008) a jejich zranitelnost je
zesilena, pokud jsou to druhy hmyzosprasné, nebot’ ty jsou zdvislé na mutualistickych
interakcich s opylovaci (Aguilar et al., 2006) (viz vyse). Proto je na zvaZeni, zda objevend mirné
niz$i heterozygotnost (nez by se dalo piredpokladat vzhledem k tomu, Ze druh je cizosprasny),

kterou vykazuji studované populace, signalizuje urcitou sensitivitu C. glomerata na
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fragmentaci krajiny nebo jde jen o odchylku. Nicméné jak bylo naznaceno, velkou roli ve

spojeni s tim mohou hrét jiné procesy.

AcC se zda, ze rastova forma druhu miize byt podstatnym faktorem urcujicim genetické
pattern, ve skutecnosti se miize jednat o jiné aspekty biologie druhu, které¢ s zivotni formou
souvisi. PfiSlo se napiiklad na to, ze stromy a kefe mohou mit stejnou pravdépodobnost
negativnich dasledkd fragmentace stanovist’ jako bylinné druhy. A tato pravdépodobnost je
spojena hlavné¢ s tokem genit — hmyzem opylované rostliny ztrati spiSe genetickou variabilitu
nez druhy opylované vétrem, u nichz se pyl $ifi na velké vzdalenosti (Vranckx et al., 2012).
Stejné tak mize byt ristova forma spojena s délkou zivota, kterd je dle mého ndzoru mnohem
lep$im proxy genetickych pattern. C. glomerata je sice bylina, jeji délka zivota se vSak mlze
rovnat délce Zivota nékterych ket nebo stromd. Zivotni strategie druhu by proto mély byt

posuzovany co nejvice komplexné.

Délka zivota rostlin, je tedy pro genetiku populaci podstatna. Kratkoveké rostlinné druhy
jako napt. Gentianella germanica, u niZ byla objevena snizend geneticka variabilita (Fischer
& Matthies, 1998), mohou rychle reagovat na fragmentaci stanovist. Negativni u¢inky se
projevi rychle kvuli velkému poctu produkovanych generaci po naruSeni (Gonzdlez et al.,
2020). U vytrvalych rostlin, které jsou dlouhovéké, jako je napt. Eryngium alpinum, se naopak
nemusi projevit U€inky fragmentace stanovist okamzit¢ (Gaudeul & Till-Bottraud, 2008).
C. glomerata je pomémé dlouhoveéka rostlina, jeji primérna délka Zivota se odhaduje na
25-30 let (Piskovackova, 1980, cit. dle Bachmann & Hensen, 2007) a generace se patrné
prekryvaji. Proto distribuce genotypti pravdépodobné odrazi spiSe historické udalosti nez
soucasné rozptylové vzorce (stejné€ jako u Eryngymum alpinum; Gaudeul a Till-Bottraud, 2008;

nebo u Succisa pratensis; Miinzbergova et al., 2013).

Navic se predpokladd, Ze dlouhodoba vytrvalost u rostlin zpomali G¢inky fragmentace
stanovis§té¢ — pravé vyskyt starych etablovanych jedinc v malych populacich stale odrazi
historickou variabilitu (pokud byla fragmentace mén¢ zavaznd) a umoznuje zachovat vysokou
uroven genetické rozmanitosti (Honnay et al., 2005). Prostorova geneticka struktura je vSak
dynamicka, v pribéhu ¢asu se méni a G€inky ndhodného genetického driftu jako je naptiklad
ztrata alelické diverzity nebo zvySeny inbreeding se jeSté mohou v budoucnu projevit (Gaudeul

& Till-Bottraud, 2008).

Dnes uplynulo jiz 30—40 let od obnovy stanovist’ v severovychodni oblasti Bilych Karpat,

od pocatku fragmentace 1 vice nez 70 let. Otazkou zlistava, zda populace C. glomerata, které si
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udrzely pomérné vysokou genetickou diverzitu (i kdyZz pro cizosprasné a dlouhoveké druhy je
heterozygozita primérné vyssi, nemtzeme fict, ze u C. glomerata by byla genetické diverzita
dramaticky snizena), zdej$i fragmentaci krajiny odolaly bez negativnich disledkt, diky
zmirnujicim G¢inktim jejich Zivotnich strategii jako je naptiklad jejich dlouhovékost a zda se
tyto negativni ucinky jiz nedostavi nebo se ukézou se zpozdénim. Mirna geneticka diferenciace
a niz8i genetickd diverzita, které se objevuji v populacich na severovychodé, mohou znamenat
totiz stejn¢ tak odraz fragmentace z minulosti (kterd nebyla dostate¢né mocna a/nebo byla
zmirnéna dostateCnym genovym tokem) jako teprve zacinajici destruktivni procesy. VSe zavisi
na mife souc¢asného genového toku mezi populacemi. Nicméné v jihozapadnich populacich je
genovy tok patrné€ vysoky a diky obnové luénich porosti v severovychodni oblasti, kde stale
vice druhit mize kolonizovat nova stanovisté, se mohou vytvofit nové moznosti pro opylovace,
konektivita krajiny se teoreticky zvysi a potencidln¢ vzniklé koridory mezi starymi populacemi

C. glomerata umozni i vys$$i genovy tok.

(3) Zavislost na historii utvareni krajiny

Je také pravdépodobné, ze objevené genetické pattern mohou byt vysledkem davnych
procesti utvareni krajiny v holocénu a populace neddvnou fragmentaci stanovist¢ zasazeny
nejsou. VyS$si geneticka diverzita, vysoky pocet vzacnych alel a nizkd diferenciace mezi
1 relativné vzdalenymi oblastmi populaci odpovidd dlouhotrvajicimu vyskytu populaci
C. glomerata v jihozépadni ¢asti regionu, kde se predpoklada, ze kontinuita travnich porostt
trva tisice let (H4jkova et al., 2011). Travni porosty v severovychodnim regionu, jak je zname
dnes, se formovaly mnohem pozd¢ji a jejich kontinuita je neporusena nanejvys stovky let
se do severovychodniho regionu dostaly mnohem pozd¢ji, a proto maji pfedevSim nizsi pocet

vzacnych alel a také mirné nizsi genetickou diverzitu.

3.3 Vyskyt druhu na pavodnich loukach

Pivodnim zamérem této prace bylo srovnani genetické diverzity populaci C. glomerata
na ptivodnich a obnovenych loukach v severovychodni oblasti, v okoli Stitn nad V14ii — Popov
a Jesttabi. Nicméné C. glomerata se vyskytuje pfevazné na ptivodnich loukach, a proto nebylo

mozné tento zamér uskutecnit.

Je pravdépodobné, Ze puivodni stanovisté na severovychodé slouzily v minulosti jako
refugia pro mnoho zdejSich druhil véetné C. glomerata a v soucasnosti z téchto mist druhy

migruji na nové vznikla, obnovena stanovisté. Jak se vSak ukézalo, druh neni pfili§ dobrym
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kolonizatorem obnovenych luk — i pfes to, Ze tato mista vznikla jiz pfed 30—40 lety. Jednim
z vysvétleni, pro€ se druh na nové louky nesifi, by mohla byt relativné nizka schopnost disperze
semen. DalSim vysvétlenim by mohly byt nevhodné abiotické podminky na noveé vzniklych

loukach.

C. glomerata je tedy druh, ktery je vazany spiSe na staré louky s dlouhou dobou
kontinuity. Pro srovnani genetické diverzity na starych a nové vzniklych loukach proto
C. glomerata nebyl vhodné zvolenym druhem. Podle Partzsch (2001) mize byt C. glomerata
dokonce indikatorem konstantnich environmentalnich podminek. Nicméné fakt, Ze se tento
druh vyskytuje na severovychod¢ Bilych Karpat jen na starych loukach, vlastné dokladé zdejsi
fragmentaci stanovist¢ a poukazuje na jeho zranitelnost ve srovnani s druhy, které jiz
kolonizovaly obnovené louky. Pokud nedokazala C. glomerata migrovat na nové vznikla
stanovisté, genovy tok mezi populacemi by mohl byt omezeny a zbyvajici refugidlni populace
by pak mohly byt teoreticky ohrozeny. Vysledky této prace vSak neukazuji, ze by byla
C. glomerata po genetické strance néjak ochuzena. Skutecnosti, kterd by vSak mohla tyto
populace ohrozit, by mohla byt sukcese na lokalitdich v severovychodni oblasti spojena
s nedostacujicim managementem na mén¢ pfistupnych mistech, kde se C. glomerata Casto

vyskytovala.

3.4 VIiv vlastnosti populaci a stanovistnich podminek

3.4.1 Vliv polohy v regionu

Vysledky postupného vybéru, postupného vybéru skora prvnich dvou os PCA prediktorti
i testovani vSech prediktordi jednotlivé proti parametrim genetické diverzity ukazalo témér
bezvyhradn€¢ vyznamny vliv proménné Bilé Karpaty, ktera urCuje polohu vSech populaci
k jihozédpadniho nebo severovychodniho regionu Bilych Karpat. V jihozdpadnim regionu jsou
parametry genetické diverzity signifikantné vy$$i nez v severovychodnim regionu. Tyto
vysledky, které ukazuji prikazny rozdil mezi dvéma studovanymi regiony pro jednotlivé
ukazatele genetické diverzity — alelickou diverzitu (proménné Nae, AR(k=12)) heterozygozitu

(He, Ho) a vyskyt vzacnych alel (DW index) byly podrobné¢ diskutovany jiz v kapitole 3.2.1.

3.4.2 Vliv vlastnosti populaci
V této praci byl zkouman vliv velikosti a izolovanosti populaci na ukazatele genetické
diverzity. Vysledky vSak ukazuji, Ze tyto vlastnosti nemaji v ptipad€ populaci C. glomerata ve

studovaném systému vliv nebo alespoii nebyl tento vliv objeven. Velikost populace
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1 stupen izolovanosti jsou Casto studovany v souvislosti s genetickou diverzitou. Fragmentace
stanovisté vede ke snizeni velikosti populaci a k jejich izolaci, coz ma za nasledek redukci
genetické diverzity, zvySenou diferenciaci mezi populacemi a vlivem inbreedingu
a genetického driftu, ktery se objevuje v takovych populacich, mize dojit také ke snizeni fitness
a adaptivniho potencialu (Frankham et al., 2002; Honnay & Jacquemyn, 2007; Leimu et al.,
2006; Reed & Frankham, 2003). Dllezitym zjiSténim pro ochranaiskou genetiku také je, ze vliv
velikosti populace na genetickou diverzitu je u béznych druhli ve srovnani se vzacnymi druhy
stejné vyznamny nebo dokonce vyznamnéjsi (Honnay & Jacquemyn, 2007). Van Rossum
a Triest (2006) navrhuji, ze populace béznych druhii musi byt velké (a s velkymi fragmenty),
aby zlstaly zivotaschopné, protoze pravé bézné druhy mohou byt vice citlivé na populaéné
genetické dusledky klesajici velikosti populace. To mé vyznamny dopad na management

ochrany naruSenych stanovist, kde by se méla vénovat pozornost nejen vzacnym druhim, ale

vvvvvv

Nicméné ne vzdy se vliv velikosti populace projevi. U nékolika dlouhovekych vytrvalych
bylin s relativné neddvnou fragmentaci byl zaznamenan maly nebo zadny vliv velikosti
populace na genetickou diverzitu. Naptiklad u vytrvalé byliny Gentiana pneumonanthe L. byla
pouze marginalni korelace velikosti populace s heterozygozitou a efektivnim poctem alel
(Raijmann et al., 1994). U druhu Rutidosis leptorrhynchoides bylo zjisténo, ze heterozygozita
nesouvisi s velikosti populace ani s izolovanosti, avSak pocet polymorfnich lokust a allelic
richness byla velikosti populace siln€ ovlivnéna (Young et al., 1999). Pozitivni korelaci mezi
velikosti populace a poctem polymorfnich lokust, poctem efektivnich alel, ocekdvanou
heterozygozitou byla nalezena u druhu Arnica montana. Velikost populace zde pozitivné
korelovala i s koeficientem inbreedingu, ne vSak s pozorovanou heterozygozitou (Luijten et al.,
2000). U druhu Succisa pratensis nebyla Zadna korelace mezi velikosti populace a o¢ekavanou
heterozygozitou, bylo vSak zjiSténo, Ze v mensich populacich je vyssi inbreeding (Vergeer
etal., 2003). U druhu Primula vulgaris nebyla zjiS§téna zddna vyznamna korelace mezi velikosti
populace a genetickou diverzitou (Van Geert et al., 2008). V piedchozi studii C. glomerata
zalozené na RAPD, také nebyla nalezena spojitost mezi velikosti populace a genetickou
diverzitou (Bachmann & Hensen, 2007). Bachmann a Hensen (2007) se domnivaji, Ze malé
populace jsou piezivsi z pivodné vétSich populaci s relativné vysokou genetickou diverzitou
a ze snizeni velikosti populace a izolace populaci jsou udalosti, které prob&hly pfiili§ nedavno,

aby m¢ély viditelny efekt na genetickou diverzitu.
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V této praci postupny vybér neprokazal vyznamny vliv velikosti populace
(logaritmované) na zadny z parametrii genetické diverzity u datasetu s 22 pozorovanimi
(Tab. 2.12). U postupného vybéru na zédkladé PCA by se o tom dalo polemizovat, avSak jiné
prediktory se zde projevuji mnohem vyraznéji. Navic smér zavislosti se ukazuje jako negativni
(s velikosti populace klesd geneticka diverzita), coz znaci spise artefakt, ktery se objevoval
1 u postupného vyberu pii testovani datasetil, které obsahovaly i malé populace (Tab. P.8
v ptiloze). Pouze pfi testovani jednotlivych prediktorti samostatné vychazi velikost populace
signifikantni (u vSech vysvétlovanych proménnych), smér zavislosti je vSak také negativni, coz
je v rozporu s obecnymi teoriemi a nepfikladam proto takovym vysledkim pftili§ velkou vahu.
Vysvétlenim by mohla byt korelace mezi Velikosti populace a Bilymi Karpaty, ktera je pomérné
vysoka (0,59). Nékolik nejvétSich populaci se nachdzi na severovychodé Bilych Karpat
(Tab. P.2 v ptiloze), kde je genetickéd diverzita ve vSech forméach obecné nizsi, a pravé tato

skute¢nost by mohla vysvétlovat vyse uvedené vysledky.

Je také mozné, ze Velikost populace neni uplné spolehlivd proménna kviili fluktuaci ve
velikosti populaci v ramci let. Bachmann a Hensen (2006) objevili, ze diky pfitomnosti
podzemnich pupentl, ze kterych C. glomerata obrédzi, vyrazné kolisa pocet kvetoucich lodyh
vs. pocet sterilnich riizic mezi jednotlivymi sezénami. Vzhledem k tomu, ze na nékterych
studovanych lokalitach se pfi sbéru vyskytovalo jen malo kvetoucich lodyh nebo témér zadné
a zbytek ptedstavovaly pravé rostliny ve vegetativnim stddiu, snazila jsem se prohledavat
lokality a pocitat nejen kvetouci jedince, ale 1 nekvetouci. I pfesto, Ze mé prohledavani na
lokalitach bylo dikladné, je mozné, Ze jsem mohla ¢ast sterilnich riizic ptehlédnout, coz by
mohlo ovlivnit vysledky. Nepochybné by bylo byvalo lepsi, pocitat kvetouci jedince a sterilni
ruzice zvlast a také zohlednit tuto populacni dynamiku pocitanim jedinc béhem nékolika let.
Nicméné tyto fluktuace v kveteni mohou byt pro genetickou diverzitu populaci prospésné.
Kazdy rok se objevuji nové moznosti a kombinace kiiZzeni mezi jedinci, coZ miZe zajistit vySsi

variabilitu potomkt (Bachmann & Hensen, 2007).

Izolovanost, kterou piedstavuje (logaritmovand) proménna Buffer ma vliv pouze na DW
index, coZz ukazal postupny vybér i testovani prediktorti samostatné (Tab. 2.12). Vysledky
ukazuji, ze v izolovangjSich populacich je DW index vzacnosti vyssi nez v populacich, které
jsou obklopeny mnoha jinymi sousednimi populacemi, takze maji vyssi konektivitu. Zajimavé
ale je, kdyz se podivame na jednotlivé DW indexy zvlast pro kazdou populaci. Naptiklad
populace Q2a se dle STRUCTURE i PCoA nejvice vyclenovala od ostatnich, coz koresponduje

1 s jeji polohou (Obr. 2.3) — je siln€ izolovand fyzickymi bariérami od sousednich populaci.
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a ma soucasné jednu z nejvyssich hodnot proménné Buffer, kterda nam tedy tika, ze tato
populace izolovand vibec neni. Pokud se podivame na dalsi populace (napi. G13, G7 nebo
Q7b; Tab. 2.5) tento trend se opakuje. Proménnou Buffer tedy hodnotim jako nespravné
koncipovanou — neodrazi valné skutecnou izolovanost populaci, nehledé na to, ze zohlednuje
pouze pocet jedincii sousednich populaci v dosahu pul kilometru od dané populace (coz je, jak

se ukazalo, zavadéjici) a nezohlednuje zadné fyzické prekazky v krajing.

3.4.3 Vliv stanovistnich podminek

Environmentalni a ekologické faktory jsou povazovany za dulezité faktory, které formuji
prostorovou genetickou strukturu (Huang et al., 2019). V této préci byly pouzity jako prediktory
genetické diverzity proménné environmentdlnich dat odvozené z GIS, které maji vysoky
potencidl pro vyuziti v popula¢né genetickych studiich (napft. pti studiu genetické divergence;
Kozak et al., 2008). Jednalo se o nadmotskou vySku, sklon, Diurnal anisotropic heating index
(DAHI), Topographic wetness index (TWI) a Topographic position index (TPI). Dal§imi
proménnymi byly Elenbergovy indikac¢ni hodnoty, Siroce uzivané v ekologii rostlin — pro
svétlo, teplotu, vlhkost, ptidni reakci a ziviny (modifikované pro nase uzemi; Chytry et al.,
2018). Vyznam ekologickych faktorli pro utvareni genetickych pattern studovali napiiklad
Alvarez et al. (2009) na alpskych druzich. Tyto ekologické faktory byly vyjadieny
modifikovanymi Landoltovymi ukazateli rovnéz pro svétlo, teplotu, vlhkost, ptidni reakci
a ziviny (Landolt, 1977) a vysledky ukazaly, Ze genetickou strukturu studovanych populaci

urcuje pidni reakce.

Metodou postupného vybéru vychazel signifikantni u vSech vysvétlovanych proménnych
(krom¢ koeficientu inbreedingu a unikatnich alel, kde zaddny zmodeld nevysSel nikdy
vyznamny) prediktor DAHI (dokonce 1 u vSech datasetii s odliSnymi pocty pozorovani). Jako
signifikantni se jevilo DAHI 1 pfi otestovani tohoto prediktoru zvlast’ proti vSem zavislym
proménnym. Diurnal Anisotropic Heating Index (DAHI) je funkci sklonu
a orientace stanovisté¢ a reprezentuje mnozstvi pifimého dopadajiciho slune¢ni zéatfeni na
jednotku plochy. Vysledky ndm ukazuji zajimavé zjisténi — vySSi genetickd diverzita

se objevovala na stanovistich s primérné niz8§im slune¢nim zatenim.

Postupnym vybérem vychézela jako signifikantni u vysvétlovanych proménnych Nae
a DW index i proménna Vihkost, ktera vSak pfi samostatném testovani nevychazela nikde

signifikantni. Vysvétlenim miZze byt rozsah hodnot Vihkosti, ktery nepokryva pfili§ velky
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gradient (4,05—4,78). Vlhkost je opétované studovany faktor v populacné genetickych studiich.
Zavislost genetické diverzity na pidni vlhkosti zjiStovali ve své studii na Atriplex tatarica
a Sedobassia sedoides Shuyskaya et al. (2019), nenalezli zde vSak Zadnou spojitost. Je mozné,
ze jejich gradient pudni vlhkosti také nebyl dostate¢né Siroky. Vlhkost méfena z vysuSenych
pudnich vzorkid nepiekrocila 12 %. Vztah mezi velikosti populace a genetickou diverzitou
podél srazkového gradientu (priimérné ro¢ni srazky od 300 mm do 450 mm) byl studovan na
malé Skale ve studii mikroevolu¢nich zmén koexistujicich druhtt Catananche lutea, Geropogon
hybridus, Urospermum picroides na fragmentovaném stanovisti. Vysledky podporovaly tento
vztah jen pro druh C. lutea, u druhu U. picroides byly vSak nalezeny potencidlni genomické
signaly adaptace na srazkovy gradient (Miiller et al., 2020). Ve studii Notopterygium incisum
genetickd diverzita pozitivné korelovala s rocnimi primérnymi srazkami, které ve studovaném
environmentalnimi faktory, které mély vliv na genetickou diverzitu u zkoumaného druhu pattila
i nadmotska vyska (Lucun et al., 2019), ktera vSak v této praci nema signifikantni vliv. Opét to
proménné, kde se neukdzal zadny vliv (napt. TWI) nebo se ukazal jen u nékterych zpisobu

testovani, napiiklad u testovani vSech prediktorii samostatné.

Pro srovnani bylo provedeno také testovani vSech prediktort zvlast (Tab. 2.12).
U vSech testovanych prediktori samostatné byly u vSech vysvétlovanych proménnych kromé
DW indexu signifikantni Sklon a Svétlo. Korelace Sklonu a DAHI je vSak pomérné vysoka
(0,64), stejn¢ jako korelace Svétla a Bilych Karpat (0,62), coz muze vysvétlovat jejich
signifikanci pii samostatném testovani. Teplota vychdzela signifikantni u zavislych
proménnych AR(k=12), Nae a DW index. Ziviny vychézely signifikantni u Nae a DW indexu.
V PCA se jako nejvyraznéjii ekologické faktory jevily Teplota, Pidni reakce, Ziviny. Aviak
vsechny tyto faktory — Teplota, Piidni reakce i Ziviny jsou pomérné vyrazné korelovany mezi
sebou (> |0,7|) a kazdéa z nich 1 s Bilymi Karpaty (> |0,55|) (Tab. P.6). Proto je potieba tyto

vysledky interpretovat s opatrnosti.

3.4.4 Shrnuti vSech testovani

Je tfeba poukazat na fakt, Ze vzhledem k nizkému poctu pozorovani bylo vybrano pfilis
mnoho prediktorii. Ty byly zvoleny v podstaté experimentdlné¢ (mnohé znich se slabou
hypotézou), a tak nebylo jednoduché¢ zvolit spravny postup testovani a patticny model. Bylo by

tedy zadouci vybrat k testovani mensi pocet prediktorti.
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Jako nejvyznamnéjsi faktor, ktery se objevuje ve vSech analyzach se signifikantnim
vlivem na vSechny genetické ukazatele ve studovanych populacich je prediktor Bile Karpaty.
Tyto vysledky jen potvrzuji rozdil v genetické diverzité mezi severovychodnim a jihozapadnim
regionem, ktery je dan pravdépodobné praveé polohou téchto regionti, coz je patrné podstatnéjsi
nez vliv ostatnich prediktort, které¢ se navic ¢asto svou mirou mezi témito regiony lisi, coz miize
mit zasadni vliv na vysledek. Zajimavym testovanym prediktorem vSak bylo DAHI, kde se ve
vetsing analyz ukazoval vyznamny vliv, ktery znaci, ze populace, které se nachazeji na misté
s niz$i slunecni radiaci maji vyssi parametry genetické diverzity. Pozoruhodné je, Ze tato
zavislost koresponduje se zavislosti parametri genetické diverzity na Svétle (pii samostatném
testovani prediktortl) a ukazuje stejny trend — stanovisté s niz$imi primérnymi hodnotami EIV
pro svétlo maji pozitivni vliv na ukazatele genetické diverzity. To muze byt vysvétleno Castym
vyskytem populaci C. glomerata na okraji luk a v t€sné blizkosti kiovin, kde je castecny stin.
Tato chranéna stanovist¢ mohou byt hlavnim rezervoarem populaci C. glomerata — poloha
téchto ¢astecné zastinénych okrajovych mist mize byt vyhodnd, protoze jsou méné dostupna

a nepodléhaji tak intenzivnimu managementu.

Neni snadné pochopit co je hnaci silou genetické diverzity, protoze jeji kofeny spocivaji
v kombinaci ucinkt, které se projevuji uvnitt populaci i mezi populacemi a jsou tvofeny
komplexni smési klimatickych, historickych a geologickych jevii (Hague & Routman, 2016).
Bylo by proto velmi odvdzné zobectiovat skrovné vysledky této prace a vyvozovat jakékoliv

kone¢né zavéry o priinach genetické rozmanitosti studovaného systému.
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V této praci byla zkoumana geneticka diverzita a prostorova struktura C. glomerata
napfi¢ malou geografickou oblasti v Bilych Karpatech, ktera byla v minulosti postizena
fragmentaci krajiny. Fragmentace stanovisté je Casto spojovana s redukci genetické diverzity
(Aguilar et al., 2008; DiBattista, 2008). Hlavnimi dusledky fragmentace je snizeni velikosti
vhodnych stanovist’ spolec¢né s velikosti populaci a také omezeny genovy tok mezi témito
populacemi. Vysledkem pak mtize byt redukce genetické variability skrze geneticky drift,
a zvysené kiizeni mezi ptibuznymi jedinci (Frankham et al., 2002). Pro srovnani genetické
diverzity jako odpovédi na fragmentaci stanovist a odliSny pfistup managementu
v nedavné historii byly vybrany populace ze dvou hlavnich oblasti — jihozdpadni (oblast NPR
Certoryje, NPR Zahrady pod hajem a NPP Biirova) a severovychodni oblast (Stitnd nad V1ai
a Jesttabi). V prib&hu minulého stoleti doslo v severovychodni oblasti k fragmentaci travnich
porostl kvuli intenzifikaci zeméd¢lstvi. Zpiisob obhospodarovani krajiny se zménil, mnoho
puvodnich travnich porosti bylo rozorano. Zbyvajici fragmenty ptivodnich luk byly obklopeny
siln€ odliSnou matrici krajiny ptedstavujici zejména ornou pidu. V 80. a 90. letech se vSak ¢ast
téchto zeméd¢lskych ploch zatravnila a dala vznik novym, obnovenym loukam. Vysledky vsak
ukazaly, ze populace C. glomerata v severovychodni oblasti se vyskytovaly témér vyluéné na
starych, piivodnich loukach, a tak nebylo mozné studovat genetickou diverzitu a strukturu na
loukach obnovenych. C. glomerata jakoZto pomaly kolonizator a rostlina, ktera preferuje
konstantni podminky (Partzsch, 2001), indikuje spiSe pivodni louky a tim vlastné¢ doklada
fragmentaci krajiny vtomto regionu. Jihozapadni region Bilych Karpat zmény
v obhospodafovani krajiny v minulém stoleti nezaséhly tak vyrazné. Zejména vybrané lokality,
nanichz se C. glomerata vyskytovala v NPR Certoryje, NPR Zahrady pod hajem a NPP Burova,
nebyly v minulosti rozorany a populace zde proto mohou, vzhledem k vysokému stafi téchto

luk, pretrvavat 1 znacné€ dlouhou dobu.

Navzdory fragmentaci krajiny mély populace C. glomerata ve zkoumanych oblastech
pomérné vysoky stupen genetické diverzity. VSechny ukazatele genetické diverzity vSak byly
v priméru o néco nizsi v severovychodni oblasti — pocet efektivnich alel, allelic richness,
ocekavana i1 pozorovana heterozygozita, pocCet unikatnich alel i DW index vzéacnosti. Nicméné
ve studovanych populacich nebyla nalezena silna genetickd struktura. Dle AMOVY sice byla
geneticka diferenciace mezi studovanymi regiony signifikantni, ale velice nizka. VétSina

variability byla vysvétlena rozdily mezi jedinci v ramci populaci. Objevil se zde vSak opét
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rozdil mezi populacemi jihozapadniho a severovychodniho regionu — zatimco na jihozapadé
se neukdzala téméf zadna diferenciace mezi populacemi, na severovychod¢ se mirna geneticka
diferenciace mezi populacemi ukazala. Piitomnost struktury a mirnou odliSnost mezi nékterymi

populacemi na severovychodé ukazalo i shlukovani programem STRUCTURE a PCoA.

DalSim zajmem této prace bylo zkoumat vliv vlastnosti populaci a faktorti prostiedi na
genetickou diverzitu. Vysledky postupného vybéru, testovani na zadkladé PCA i vSech
jednotlivych prediktorti samostatné ukazuji signifikantni vliv pfedevsim dvou vysvétlujicich
proménnych na ukazatele genetické diverzity — Bile Karpaty a DAHI. Proménnd Bilé Karpaty,
kterd udava pftislusnost populaci k severovychodnimu nebo jihozapadnimu regionu, je silny
prediktor, ktery nam tik4, ze geograficka poloha je diilezitym faktorem a Ze mezi témito regiony
existuje rozdil v genetické diverzité. Proménnd DAHI, ktera ptedstavuje miru dopadajiciho
slune¢niho zafeni na stanovisté, nam ukazuje, ze na stanoviStich s niz§i DAHI je geneticka
diverzita vyssi a potvrzuje, ze existuji i ekologické faktory, na kterych mize geneticka diverzita

populaci zaviset.

Relativné vysoka genetickd diverzita a nizk4 diferenciace mezi populacemi C. glomerata
muze souviset s Zivotnimi strategiemi druhu, jako je cizosprasnost, vytrvalost, pomérné€ vysoka
délka zivota a disperzni schopnosti, které jsou na fragmentovaném stanovisti pro pienos genil
mezi populacemi klicové. Také vSak s kombinaci dalSich faktorti, jako je sila a délka
fragmentace v minulosti a stav stanoviSt v souCasnosti vcetné nynéjSich ekologickych
podminek a mezidruhovych interakci. Nejvét§im determinujicim faktorem objevenych

genetickych pattern vSak mtiZze byt davna holocenni historie utvareni studovaného regionu.

Vysledky znacdi, ze tok gend a populacni konektivita mezi stanovisti je dostacujici pro
udrZeni relativné vysoké genetické rozmanitosti a nizké diferenciace C. glomerata ve
studovaném regionu, pravdépodobné diky disperznim schopnostem pylu, ktery dokazi
opylovaci pfenaSet mezi jednotlivymi populacemi a poskytuji tak odolnost proti fragmentaci
stanovist’. Teoreticky je vSak mozZné, Ze vzhledem k pomérné vysoké délce zivota C. glomerata
by se disledky fragmentace jeSt¢ mohly v budoucnu projevit. U vytrvalych druha se totiz
ocekava, ze diky pfetrvavani starych etablovanych jedinct, kteti v populacich stile odrazeji
historické procesy (tj. dobu pfed fragmentaci) budou negativni disledky na genetickou

diverzitu zpozdény.

Nicméné 1 kdyby v budoucnu mély populace tendenci ztracet genetickou diverzitu,

dostate¢ny genovy tok v soucasnosti by mel vyvazit negativni procesy fragmentace v minulosti.
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To plati zejména pro jihozépadni region, kde je geneticka diverzita o néco vyS$s$i nez na
severovychodé. Vyssi druhova diverzita v této oblasti pravdépodobné odrazi i hojnost
opylovaci, ktefi zajist'uji pottebny genovy tok v pomérné oteviené krajiné a zvysuji konektivitu
populaci. Naproti tomu v severovychodnim regionu, kde jsou ptivodni louky pierusovany fadou
jinych obhospodatovanych ploch, miize byt genovy tok o néco nizsi, coz potvrzuje fakt, ze
populace jsou zde mirné diferencovany. Avsak vyskyt novych, obnovenych luk dava Sanci
mnoha druhtim osidlovat tato stanovisté a tim postupné rozsifovat pasobnost opylovacu, ktefi
mohou zajistit vyssi tok gent i v této oblasti. Je také dulezit¢ — vzhledem k tomu, ze vyskyt
C. glomerata znaci, ze druh kolonizuje nové louky jen velmi pomalu — chranit ptivodni louky
v severovychodnim regionu odpovidajicim managementem, kde zartistini méné ptistupnych
stanoviSt’ (lesostep, strmé svahy) by mohlo ohrozit refugidlni populace, které se na nich

vyskytuji a poskytuji genovy pool pro nové potencidlni populace na obnovenych loukéch.
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Prilohy

Obr. P.1 Letecky snimek z roku 1950 — Sitné nad VIaii, Popov (Néarodni archiv leteckych
meéfi¢skych snimki, printscreen 24. 4. 2020 z https://lms.cuzk.cz/Ims/lms_prehl 05.html).
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Obr. P.2 Letecky snimek z roku 1950 — Jesttabi, Stitna nad V1ai. (Narodni archiv leteckych
mefti¢skych snimki, printscreen 24. 4. 2020 z https://lms.cuzk.cz/Ims/lms_prehl 05.html).
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Or. P. Letecy snimek z rok 1950 — NPR Zahrady pod Hajem (N arodni archiv leteckych
meéfi¢skych snimki, printscreen 24. 4. 2020 z https://lms.cuzk.cz/Ims/lms_prehl 05.html).

il
%

Obr. P.4 Letecky snek z roku 1953 — NPR rtoryje; érdni archiv leteckych
méticskych snimkd, printscreen 24. 4. 2020 z https://Ims.cuzk.cz/Ims/lms_prehl 05.html).
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Obr. P.5 Letecky snimek z roku 1950 — NPP Burova. (Néarodni archiv leteckych méfi¢skych
snimkd, printscreen 24. 4. 2020 z https://Ims.cuzk.cz/lms/Ims_prehl 05.html).
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G7 G5 Gl G13 G3 G2 Qa Q4 Q5 Q6a Q7b Q7g Q8 AQl1 Q12 C5 C7 Ci0 Ci4 C1 C2za C2b 3 C4 Ced C8 C9 Clia Cl2a (13
G7 - 0,046 0,109 0,070 0,065 0,083 0,113 0,089 0,067 0,053 0,065 0,042 0,084 0,064 0,084 0,053 0,066 0,074 0,067 0,061 0,044 0,081 0,078 0,073 0,063 0,057 0,110 0,052 0,053 0,156
G5 0,046 - 0,116 0,033 0,065 0,044 0,172 0,067 0,043 0,034 0,056 -0,001 0,059 0,046 0,036 0,013 0,027 0,021 -0,012 0,033 0,016 0,074 0,075 0,067 0,029 0,055 0,088 0,021 0,028 0,173
G1 0,109 0,116 - 0,088 0,133 0,142 0,196 0,108 0,104 0,086 0,097 0,082 0,141 0,102 0,098 0,075 0,095 0,073 0,096 0,080 0,067 0,101 0,068 0,135 0,089 0,066 0,151 0,100 0,063 0,224
G13 |0,070 0,033 0,088 - 0,107 0,143 0,147 0,091 0,058 0,060 0,043 0,037 0,107 0,087 0,073 0,035 0,069 0,046 0,057 0,058 0,040 0,074 0,065 0,086 0,056 0,048 0,073 0,063 0,054 0,121
G3 0,065 0,065 0,133 0,107 - 0,122 0,194 0,109 0,102 0,074 0,082 0,059 0,094 0,088 0,079 0,083 0,094 0,098 0,070 0,092 0,069 0,121 0,121 0,147 0,086 0,097 0,137 0,072 0,073 0,177
G2 0,083 0,044 0,142 0,143 0,122 - 0,123 0,085 0,050 0,025 0,066 0,011 -0,001 0,014 0,035 0,024 0,020 0,021 0,014 0,030 0,035 0,083 0,088 0,042 0,003 0,097 - 0,052 0,032 -
Q2a |0,113 0,172 0,196 0,147 0,194 0,123 - 0,162 0,150 0,131 0,123 0,100 0,149 0,146 0,155 0,111 0,104 0,134 0,113 0,108 0,149 0,147 0,175 0,164 0,107 0,120 0,184 0,135 0,130 0,275
Q4 0,089 0,067 0,108 0,091 0,109 0,085 0,162 - 0,106 0,060 0,103 0,073 0,098 0,068 0,091 0,073 0,083 0,087 0,080 0,087 0,060 0,100 0,095 0,140 0,080 0,068 0,052 0,071 0,060 0,173
Qs 0,067 0,043 0,104 0,058 0,102 0,050 0,150 0,106 - 0,033 0,026 0,027 0,084 0,081 0,052 0,024 0,030 0,019 0,020 0,018 0,023 0,033 0,041 0,033 0,019 0,003 0,010 0,026 0,012 0,024
Q6a | 0,053 0,034 0,086 0,060 0,074 0,025 0,131 0,060 0,033 - 0,032 0,020 0,059 0,039 0,036 0,023 0,031 0,041 0,032 0,029 0,014 0,050 0,047 0,045 0,025 0,011 0,044 0,034 0,024 0,072
Q7b | 0,065 0,056 0,097 0,043 0,082 0,066 0,123 0,103 0,026 0,032 - 0,026 0,059 0,053 0,034 0,025 0,038 0,028 0,036 0,028 0,028 0,052 0,052 0,066 0,024 0,018 0,050 0,028 0,027 0,075
Q7g |0,042 -0,001 0,082 0,037 0,059 0,011 0,100 0,073 0,027 0,020 0,026 - 0,058 0,042 0,038 0,014 0,019 0,021 0,009 0,018 0,020 0,044 0,047 0,045 0,021 0,005 0,019 0,022 0,022 0,085
Qs 0,084 0,059 0,141 0,107 0,094 -0,001 0,149 0,098 0,084 0,059 0,059 0,058 - 0,068 0,043 0,072 0,076 0,061 0,055 0,071 0,069 0,115 0,100 0,137 0,063 0,064 0,112 0,063 0,057 0,139
Q11 | 0,064 0,046 0,102 0,087 0,088 0,014 0,146 0,068 0,081 0,039 0,053 0,042 0,068 - 0,034 0,050 0,053 0,064 0,049 0,050 0,038 0,080 0,077 0,102 0,047 0,049 0,085 0,047 0,051 0,165
Q12 | 0,084 0,036 0,098 0,073 0,079 0,035 0,155 0,091 0,052 0,036 0,034 0,038 0,043 0,034 - 0,051 0,041 0,034 0,034 0,034 0,036 0,066 0,063 0,094 0,039 0,039 0,061 0,033 0,029 0,117
C5 0,053 0,013 0,075 0,035 0,083 0,024 0,111 0,073 0,024 0,023 0,025 0,014 0,072 0,050 0,051 - 0,014 0,013 0,011 0,004 0,000 0,029 0,042 0,015 0,008 -0,016 -0,016 0,017 0,014 0,032
c7 0,066 0,027 0,095 0,069 0,094 0,020 0,104 0,083 0,030 0,031 0,038 0,019 0,076 0,053 0,041 0,014 - 0,021 0,015 -0,003 0,018 0,014 0,052 0,033 0,001 0,006 0,036 0,021 0,019 0,034
C10 |0,074 0,021 0,073 0,046 0,098 0,021 0,134 0,087 0,019 0,041 0,028 0,021 0,061 0,064 0,034 0,013 0,021 - 0,009 0,009 0,009 0,029 0,040 0,042 0,008 0,000 0,039 0,023 0,009 0,032
C14 |0,067 -0,012 0,096 0,057 0,070 0,014 0,113 0,080 0,020 0,032 0,036 0,009 0,055 0,049 0,034 0,011 0,015 0,009 - 0,004 0,015 0,042 0,056 0,046 0,001 -0,007 0,016 0,022 0,011 0,066
C1 0,061 0,033 0,080 0,058 0,092 0,030 0,108 0,087 0,018 0,029 0,028 0,018 0,071 0,050 0,034 0,004 -0,003 0,009 0,004 - 0,013 0,014 0,029 0,018 -0,001 -0,004 0,041 0,018 0,010 0,056
C2a |0,044 0,016 0,067 0,040 0,069 0,035 0,149 0,060 0,023 0,014 0,028 0,020 0,069 0,038 0,036 0,000 0,018 0,009 0,015 0,013 - 0,023 0,036 0,031 0,011 -0,017 0,021 0,013 0,004 0,045
C2b |0,081 0,074 0,101 0,074 0,121 0,083 0,147 0,100 0,033 0,050 0,052 0,044 0,115 0,080 0,066 0,029 0,014 0,029 0,042 0,014 0,023 - 0,046 0,039 0,020 0,031 0,036 0,035 0,032 0,069
c3 0,078 0,075 0,068 0,065 0,121 0,088 0,175 0,095 0,041 0,047 0,052 0,047 0,100 0,077 0,063 0,042 0,052 0,040 0,056 0,029 0,036 0,046 - 0,061 0,039 0,025 0,030 0,036 0,021 0,103
ca 0,073 0,067 0,135 0,086 0,147 0,042 0,164 0,140 0,033 0,045 0,066 0,045 0,137 0,102 0,094 0,015 0,033 0,042 0,046 0,018 0,031 0,039 0,061 - 0,036 -0,008 0,010 0,060 0,049 -0,028
Ced | 0,063 0,029 0,089 0,056 0,086 0,003 0,107 0,080 0,019 0,025 0,024 0,021 0,063 0,047 0,039 0,008 0,001 0,008 0,001 -0,001 0,011 0,020 0,039 0,036 - -0,010 -0,004 0,019 0,011 -0,009
c8 0,057 0,055 0,066 0,048 0,097 0,097 0,120 0,068 0,003 0,011 0,018 0,005 0,064 0,049 0,039 -0,016 0,006 0,000 -0,007 -0,004 -0,017 0,031 0,025 -0,008 -0,010 - 0,046 -0,003 -0,027 0,045
c9 0,110 0,088 0,151 0,073 0,137 - 0,184 0,052 0,010 0,044 0,050 0,019 0,112 0,085 0,061 -0,016 0,036 0,039 0,016 0,041 0,021 0,036 0,030 0,010 -0,004 0,046 - -0,021 -0,020 -
Clia | 0,052 0,021 0,100 0,063 0,072 0,052 0,135 0,071 0,026 0,034 0,028 0,022 0,063 0,047 0,033 0,017 0,021 0,023 0,022 0,018 0,013 0,035 0,036 0,060 0,019 -0,003 -0,021 - 0,006 0,064
C12a | 0,053 0,028 0,063 0,054 0,073 0,032 0,130 0,060 0,012 0,024 0,027 0,022 0,057 0,051 0,029 0,014 0,019 0,009 0,011 0,010 0,004 0,032 0,021 0,049 0,011 -0,027 -0,020 0,006 - 0,033
C13 |0,156 0,173 0,224 0,121 0,177 - 0,275 0,173 0,024 0,072 0,075 0,085 0,139 0,165 0,117 0,032 0,034 0,032 0,066 0,056 0,045 0,069 0,103 -0,028 -0,009 0,045 - 0064 0033 -

Tab. P.1 Fsr matice parovych genetickych vzdalenosti mezi populacemi.
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Pilohy

Populace ¢ Lokalita X Y Pocet — Velikost o ceor  NAAM- gion T™WI I DAHI
Karpaty jedincti populace Vyska
c1 Jih Certoryje 17,406972400 48,859764200 20 32 31 359 5,96 11,86 0,00 0,07
c10 Jih Certoryje 17,419958300 48,863565600 17 19 27 382 6,38 12,04 -0,07 -0,08
Clla Jih Zahrady pod Hdjem  17,533382682 48,884322139 20 36 25 390 10,22 10,64 0,12 0,06
C12a Jih Zahrady pod Hdjem  17,533591131 48,881134950 16 15 36 397 11,07 10,67 0,14 0,06
c13 Jih Zahrady pod Hdjem  17,538235500 48,886136200 1 1 45 447 10,42 10,71 0,44 -0,07
c14 Jih Zahrady pod Héjem  17,535818573 48,887992349 8 37 399 9,31 11,24 -0,24 -0,04
C2a Jih Certoryje 17,413329200 48,859474800 10 15 92 406 4,36 10,73 1,10 -0,01
C2b Jih Certoryje 17,413264900 48,861154800 10 12 66 401 4,52 10,85 0,98 -0,04
c3 Jih Certoryje 17,418706869 48,857259060 20 48 19 433 3,04 10,91 1,63 -0,02
c4 Jih Certoryje 17,421911100 48,853677400 3 4 48 444 2,45 11,31 1,74 0,03
cs Jih Certoryje 17,392394800 48,859067800 20 22 0 300 2,02 15,83 -0,99 0,01
ced Jih Blrova 17,553020500 48,901638800 20 43 0 504 5,43 10,74 1,60 -0,09
c7 Jih Zahrady pod Hdjem  17,539959900 48,877954100 20 35 0 458 11,34 9,99 1,38 0,09
c8 Jih Certoryje 17,404455400 48,861353200 4 4 32 347 0,81 13,86 0,11 -0,01
c9 Jih Certoryje 17,428862500 48,857988700 1 1 0 368 4,47 15,02 1,04 -0,07
G1 Sever  §titna 17,976320023 49,082790593 18 29 15 386 13,23 10,12 0,14 0,20
G13 Sever  Stitna 17,983982177 49,076780325 19 70 505 330 12,02 12,81 0,64 0,18
G2 Sever  Stitna 17,975644400 49,081348600 1 1 43 357 10,78 11,23 -0,44 0,13
G3 Sever  Stitna 17,975212500 49,082923100 9 14 30 382 14,76 10,25 -0,02 0,21
G5 Sever  Stitna 17,971883811 49,091912928 3 3 0 400 10,99 12,54 1,30 0,16
G7 Sever  titna 17,984059875 49,077938148 20 340 235 351 10,60 12,40 0,11 0,04
Q11 Sever  &titna 17,965768674 49,079214916 16 29 231 333 9,03 13,46 0,38 0,16
Q12 Sever  &titna 17,966420862 49,075786427 18 18 242 370 5,21 11,04 1,13 -0,05
Q2a Sever  &titna 17,984390025 49,079141430 20 165 410 366 11,59 12,33 -0,09 0,18
Q4 Sever  &titna 17,982693300 49,087876900 18 92 0 460 14,85 10,47 0,56 0,23
Qs Sever lestfabi 17,949066400 49,056248300 20 76 16 454 7,40 10,83 0,49 0,10
Q6a Sever Jestfabi 17,952361635 49,056238875 15 16 76 449 9,03 10,96 0,26 -0,16
Q7b Sever  &titna 17,964811886 49,078737992 20 61 199 340 8,92 13,61 -0,12 -0,11
Q7g Sever  &titna 17,964207500 49,077281700 19 151 109 357 8,55 11,95 0,60 0,00
Q8 Sever  titna 17,968409200 49,069030600 19 56 0 337 7,26 12,75 0,44 -0,02

Tab. P.2 Dalsi charakteristiky populaci. Vyskyt populaci na severovychodé¢ a jihozapadé Bilych Karpat, ptislusna lokalita, soufadnice vyskytu, pocet odebranych

jedinct z populace, velikost populace, pocet jedinci v bufferu, nadmoiska vyska, sklon, TWI, TPI a DAHI v misté vyskytu populace.
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Pilohy

Nazev Jz SV | Nazev 1z SV || Nazev 1z SV
Acer campestre V' | Euphorbia esula v Plantago lanceolata v v
Aegopodium podagraria V' || Filipendula vulgaris N V' || Plantago major N
Agrostis capillaris v v | Fraxinus excelsior v Plantago media N N
Agrimonia eupatoria v v | Fragaria vesca v Poa pratensis v
Agrostis vinealis v Fragaria viridis Ng V' | Polygala major N
Achillea millefolium v v | Galium album v | Polygala comosa v
Allium carinatum v Galium boreale v v | Potentilla alba v
Anthoxanthum odoratum V' Galium mollugo v Potentilla erecta v v
Anthriscus sylvestris N v | Galium intermedium N Potentilla heptaphylla N v
Arrhenatherum elatius v v | Galium verum Ng V' | Potentilla reptans v
Asarum europaeum N V' || Genista tinctoria N V' || Primula veris N N
Asperula tinctoria v Geranium dissectum V' | Prunella grandiflora N
Asperula cynanchica V' | Geranium pratense V' || Prunella vulgaris v N
Astragalus cicer N V' | Geranium sanguineum N Veronica orchidea v
Astragalus glycyphyllos v | Geum urbanum V' | Pulmonaria mollis v
Astrantia major N Helianthemum grandiflorum v V' || Pulmonaria officinalis v
Betonica officinalis v v | Heracleum sphondylium v V' | Quercus robur v
Brachypodium pinnatum N v || Pilosella officinarum N Ranunculus acris N v
Briza media v v | Holcus lanatus v V' | Ranunculus lanuginosus v
Bromus benekenii N Hypericum perforatum N V' | Ranunculus repens N
Bromus erectus v v | Hypochaeris radicata V' | Rumex acetosa N
Bromus hordeaceus V' | Chaerophyllum aromaticum V' || Rumex crispus N
Bupleurum falcatum N Chamaecytisus virescens N Salvia pratensis v v
Calystegia sepium V' || Inula ensifolia N Salvia verticillata v
Campanula glomerata N V' || Inula hirta N Sanguisorba minor v
Campanula persicifolia v Inula salicina v Sanguisorba officinalis v v
Campanula trachelium v Knautia arvensis N V' || Scabiosa ochroleuca v
Carlina acaulis v V' | Koeleria macrantha v | Securigera varia v
Carpinus betulus N V' || Koeleria pyramidata N Sedum sexangulare N
Carex hirta v v | Laserpitium latifolium v Serratula tinctoria N
Carlina vulgaris V' || Lathyrus latifolius N Silene vulgaris v
Centaurium erythraea N Lathyrus niger N Solidago virgaurea v
Centaurea jacea N V' || Lathyrus pratensis v Vv || Stellaria graminea N
Centaurea stenolepis N Leontodon hispidus V' | Tanacetum corymbosum N v
Centaurea scabiosa v v | Leontodon hispidus v V' | Lotus maritimus v
Cerastium arvense N Leucanthemum vulgare N V' || Teucrium chamaedrys v
Cerastium holosteoides v Ligustrum vulgare v V' | Thesium linophyllon v
Cerinthe minor N Linum catharticum N Thymus pulegioides N v
Cichorium intybus v Linaria vulgaris V' | Tragopogon orientalis v N
Cirsium arvense v V' | Lolium multiflorum V' | Trifolium alpestre v
Cirsium pannonicum N Lotus corniculatus v V' || Trisetum flavescens v v
Cirsium acaulon v Lysimachia nummularia v v | Trifolium medium v
Clematis recta N Medicago falcata V' || Trifolium montanum N N
Clematis vitalba v Medicago lupulina V' | Trifolium pratense v v
Convolvulus arvensis V' | Melampyrum nemorosum N Trifolium repens N
Crepis biennis v v | Melica nutans v | Trifolium rubens v v
Cruciata verna V' | Melampyrum pratense v Tussilago farfara N
Cuscuta epithymum V' | Molinia arundinacea v Urtica dioica N
Cynosurus cristatus V' || Ononis spinosa v V' || Valeriana officinalis N
Dactylis glomerata v v | Origanum vulgare V' || Veronica chamaedrys N N
Daucus carota V' || Ornithogalum brevistylum v Veronica officinalis v
Dianthus carthusianorum V' || Pastinaca sativa V' || Veronica polita N
Dorycnium herbaceum v Peucedanum cervaria v V' | Veronica teucrium v
Echium vulgare V' | Phleum phleoides N Vicia cracca v N
Elymus hispidus V' | Phleum pratense V' | Vicia tenuifolia v v
Elymus repens N V' || Picris hieracioides N Vincetoxicum hirundinaria v
Equisetum arvense v | Pimpinella major v

Euphorbia cyparissias N V' | Pimpinella saxifraga N N

Tab. P.3 Seznam druhti z vegetacnich snimk z jihozapadni (JZ) a severovychodni (SV) oblasti. Nazvy
taxont jsou sjednoceny podle Danihelka et al. (2012).
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Pilohy

Populace Svétlo Teplota Vlhkost Pudni Ziviny Poceto
reakce druhti
C1 6,83 5,62 4,29 6,69 3,88 43
C10 6,48 5,67 4,56 6,48 4,19 36
Clib 7,04 5,91 4,13 7,13 3,85 36
Cl2a 6,51 5,76 4,51 6,76 4,68 36
ci14 6,76 5,56 4,35 6,79 4,32 30
C2a 6,56 5,81 4,25 6,88 3,94 36
C2b 6,85 5,59 4,50 6,79 4,26 41
C3 6,70 5,55 4,52 6,52 4,42 31
C5 6,76 5,48 4,62 6,62 4,41 52
ced 6,78 5,56 4,41 6,75 4,38 45
Cc7 6,95 5,78 4,05 7,00 3,89 37
Gl 6,97 5,41 4,65 6,57 4,89 28
G13 7,21 5,58 4,09 6,64 4,24 40
G7 6,81 5,45 4,52 6,65 494 30
Q12 6,95 5,55 4,28 6,48 4,58 35
Q2a 7,07 5,41 448 6,63 4,85 40
Q4 7,09 5,35 4,57 6,48 5,22 45
Q5 7,02 5,29 4,78 6,37 5,46 42
Q6a 6,78 5,38 4,78 6,50 5,25 45
Q7b 7,19 5,61 4,22 6,69 4,28 34
Q7g 6,82 5,67 4,13 6,72 4,23 33
Q8 7,04 5,29 4,75 6,39 5,07 44

Tab. P.4 Tabulka primérnych Elenbergovych indikac¢nich hodnot (Chytry et al., 2018) a pocet druhii

pro kazdou populaci.

] VIF VIF VIF VIF VIF
Prediktor
(n=29) (n=27) (n=25) (n=24) (n=22)

Bilé Karpaty 1,88 1,62 2,13 2,13 2,16
Velikost populace 1,13 1,33 1,49 1,44 1,74
Buffer 1,11 1,13 1,18 1,18 1,13
Sklon 2,57 - 2,31 2,50 2,25
TWI 1,37 2,15 - - -

TPI - 2,47 1,13 1,14 1,11
DAHI 1,55 1,34 1,74 2,00 1,98

Tab. P.5 Vysledky postupného vybéru prediktori, pomoci VIF pro kazdy soubor pozorovani (dataset)
zvlast (testovani bez Elenbergovych indikacnich hodnot).
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Pilohy

Bilé Velikost Nadm. . Padni .. . Pocet
n=22 Buffer Y Sklon TWI TPI DAHI Svétlo Teplota  Vlhkost Ziviny N
Karpaty populace vyska reakce druhd
Bilé
e 1,00 0,59 0,32 -0,21 0,48 0,13 -0,25 0,17 0,62 -0,64 0,22 -0,56 0,67 -0,05
Karpaty
Velikost
0,59 1,00 0,12 -0,15 0,38 0,21 -0,11 0,35 0,47 -0,33 -0,05 -0,20 0,31 -0,06
populace
Buffer 0,32 0,12 1,00 -0,37 0,10 0,06 -0,14 -0,04 0,07 0,16 -0,28 0,03 -0,09 0,26
Nadmo¥
admo’lo21 015 037 100 009 077 074 015 -016 -001 014 007 018  -0,05
ka vyska
Sklon 0,48 0,38 0,10 0,09 1,00 -0,30 -0,23 0,64 0,46 -0,11 -0,10 0,09 0,30 0,08
T™WI 0,13 0,21 0,06 -0,77 -0,30 1,00 -0,70 -0,10 0,13 -0,20 0,06 -0,21 -0,04 -0,29
TPI -0,25 -0,11 -0,14 0,74 -0,23 -0,70 1,00 -0,19 -0,21 0,24 -0,19 0,17 -0,15 0,14
DAHI 0,17 0,35 -0,04 -0,15 0,64 -0,10 -0,19 1,00 0,36 -0,02 -0,20 0,13 0,01 -0,07
Svétlo 0,62 0,47 0,07 -0,16 0,46 0,13 -0,21 0,36 1,00 -0,34 -0,18 -0,08 0,21 0,17
Teplota |-0,64 -0,33 0,16 -0,01 -0,11 -0,20 0,24 -0,02 -0,34 1,00 -0,75 0,83 -0,86 0,52
Vlhkost 0,22 -0,05 -0,28 0,14 -0,10 0,06 -0,19 -0,20 -0,18 -0,75 1,00 -0,70 0,80 -0,52
Padni
reakce -0,56 -0,20 0,03 0,07 0,09 -0,21 0,17 0,13 -0,08 0,83 -0,70 1,00 -0,74 0,43
Ziviny 0,67 0,31 -0,09 0,18 0,30 -0,04 -0,15 0,01 0,21 -0,86 0,80 -0,74 1,00 -0,35
Pocet
druhii -0,05 -0,06 0,26 -0,05 0,08 -0,29 0,14 -0,07 0,17 0,52 -0,52 0,43 -0,35 1,00
Tab. P.6 Korelacni matice vSech pouzivanych prediktorid (dataset s 22 pozorovanimi).
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Graf P.1 Korelace vysvétlovanych proménnych (dataset s 22 pozorovanimi).



Pilohy

n=29 n=27 n=24 n=29 n=27 n=25 n=24 n=22
Populace o (k=2) AR(k=6) AR(k=12) DWindex DWindex DWindex DW index DW index
c1 1,57 2,96 4,09 0,51 0,51 0,51 0,52 0,53
C10 1,58 2,91 4,02 0,48 0,48 0,49 0,49 0,52
Clla 1,57 2,86 3,97 0,53 0,53 0,54 0,55 0,57
C12a 1,57 2,89 4,01 0,44 0,45 0,45 0,46 0,47
13 1,56 ; ; 0,25 ; ; - -
c14 1,59 3,02 4,13 0,51 0,52 0,52 0,52 0,54
C2a 1,58 2,91 3,95 0,36 0,36 0,36 0,37 0,39
C2b 1,54 2,71 3,55 0,40 0,41 0,41 0,41 0,43
c3 1,52 2,72 3,67 0,35 0,35 0,36 0,36 0,38
c4 1,57 2,81 ; 0,35 0,36 ; - -
cs 1,57 2,86 3,38 0,45 0,45 0,46 0,46 0,48
c6d 1,59 3,05 4,30 0,51 0,51 0,51 0,52 0,53
c7 1,56 2,87 3,93 0,49 0,49 0,50 0,50 0,51
c8 1,57 2,90 ; 0,27 0,27 0,27 - -
9 . . . . ; ; - -
G1 1,44 2,30 2,80 0,24 0,25 0,25 0,25 0,27
G13 1,49 2,47 3,12 0,35 0,36 0,36 0,36 0,38
G2 1,69 . . 0,36 . ; - -
G3 1,48 2,33 2,78 0,31 0,31 0,31 0,32 -
G5 1,56 2,69 . 0,36 0,36 - - -
G7 1,52 2,62 3,41 0,28 0,28 0,29 0,29 0,31
Q11 1,52 2,66 3,48 0,30 0,31 0,31 0,31 -
Q12 1,52 2,69 3,58 0,32 0,32 0,32 0,32 0,36
Q2a 1,39 2,07 2,46 0,18 0,18 0,19 0,19 0,20
Q4 1,51 2,66 3,61 0,37 0,38 0,39 0,39 0,41
Qs 1,58 2,90 3,90 0,38 0,39 0,39 0,39 0,41
Q6a 1,56 2,85 3,83 0,40 0,40 0,41 0,41 0,43
Q7b 1,53 2,30 3,87 0,45 0,46 0,46 0,46 0,50
Q7g 1,53 2,75 3,67 0,38 0,38 0,38 0,38 0,42
a8 1,53 2,65 3,45 0,46 0,46 0,46 0,47 0,50
Viechny 1,57 2,94 4,14 0,38 0,39 0,40 0,40 0,43

Tab. P.7 Allelic richness (AR) pocitana pro kazdy soubor pozorovani (n) zvlast' v programu SPAGeDi.
Pro soubor pozorovani n = 27 byly hodnoty AR pro populace stejné jako pro n = 25, pro oba datasety
pocital program s k£ = 6 (o¢ekavany pocet alel mezi Sesti genovymi kopiemi). Pro n = 24 byly hodnoty
AR stejné jako pro n =22, pro oba datasety pocital program s k£ = 12 (o¢ekavany pocet alel mezi dvanacti
genovymi kopiemi). Hodnoty DW indexu uvedené v tabulce, pocitané pomoci skriptu AFLPdat
v programu R, se 1isi pro kazdy soubor pozorovani #.
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Pilohy

n=29 n=27 n=25 n=24 n=22
Prediktor P-hodnota |Prediktor P-hodnota |Prediktor P-hodnota |Prediktor P-hodnota |Prediktor P-hodnota
AR (k=2) [Velikost pop < 0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty < 0,001
Buffer 0,172 |Buffer 0,185 |Buffer 0,286 (Buffer 0,275 |Buffer 0,183
DAHI 0,014 [DAHI < 0,001 |DAHI <0,001 (Sklon 0,062 [Sklon 0,211
DAHI <0,001 [DAHI < 0,001
AlC=-182,18 AlC=-107,04 AlC=-97,5 AIC=-59,58 AIC=-56,2
Nae Bilé Karpaty 0,003 (Bilé Karpaty <0,001 [Bilé Karpaty <0,001 |[Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty < 0,001
Velikost pop < 0,001 |DAHI <0,001 |[Sklon 0,172 |Sklon 0,122 [Sklon 0,294
DAHI 0,022 DAHI < 0,001 |DAHI < 0,001 |DAHI < 0,001
AlC=-17,56 AlC=-38,63 AlC=-39,59 AlC=-36,79 AlC=-33,6
He Velikost pop  <0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty <0,001 |Bilé Karpaty < 0,001
Buffer 0,151 |Buffer 0,092 |Buffer 0,221 (Buffer 0,225 |Buffer 0,173
DAHI 0,008 [DAHI <0,001 |DAHI < 0,001 |DAHI <0,001 (Sklon 0,058
DAHI < 0,001
AlC=-183,19 AlC=-188,74 AlC=-176,3 AlIC=-168,04 AlC=-153,6
Ho Velikost pop < 0,001 |Bilé Karpaty 0,002 (Bilé Karpaty < 0,001 |[Bilé Karpaty 0,003 [Bilé Karpaty 0,003
Buffer 0,271 |Velikost pop 0,007 [Velikost pop 0,032 (Buffer 0,474 |Buffer 0,365
DAHI 0,014 |Buffer 0,284 |Buffer 0,459 |Sklon 0,093 [DAHI < 0,001
TPI 0,222 |TPI 0,442 |DAHI < 0,001
DAHI 0,001 ([DAHI < 0,001
AlC=-178,9 AlC=-175,72 AlC=-160,3 AlC=-157,02 AlC=-142,46
Fi Velikost pop 0,088 |[Velikost pop 0,054 [Bilé Karpaty 0,883 |Bilé Karpaty 0,382 - -
TWI 0,174 |TPI 0,052 [Velikost pop 0,016 [Velikost pop 0,113 = o
AlC=-171,44 AlC=-160,55 AlC=-148,16 AlC=-147,24 AIC-135,23
DW index |Bilé Karpaty 0,008 [Bilé Karpaty < 0,001 [Bilé Karpaty <0,001 |[Bilé Karpaty <0,001 |[Bilé Karpaty < 0,001
Velikost pop 0,164 [Velikost pop 0,343 |Buffer 0,031 (Buffer 0,040 |Buffer 0,041
Buffer 0,033 |Buffer 0,023 ([Sklon 0,367 [Sklon 0,959 (Sklon 0,980
Sklon 0,766 [TWI 0,900 [DAHI 0,002 [TPI 0,174 (TPI 0,169
DAHI 0,040 |[TPI 0,153 DAHI 0,005 [DAHI 0,002
DAHI 0,003
AlC=-146,07 AlC=-143,96 AlC=-134,34 AlC=-131,61 AlC=-120,51
Unikatni - - - - - - - - - -
alely _ _ - - - - - - - -
AlC=65,68 AlC=63,11 AlC=60,34 AlC=56,1 AlC=64,2

Tab. P.8 Srovnani p-hodnot prediktorti jednotlivych modeld vybranych pomoci postupného vybéru
(nejnizsi AIC) pro vSechny vysvétlované proménné (AR, Nae, He, Ho, Fi, DW index, Unikatni alely)
pro vSechny soubory pozorovani zvlast (n =29, n =27, n =25, n =24, n =22).
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Protokol k izolaci DNA
Chemikalie:

- Extrakéni pufr: 20 mM sodium EDTA (pro rozliti B, uvolnéni DNA) a 100 mM Tris-
HCIl, upravit pH na 8,0 sHCIL pfidat 1:4 NaCl a 2,0% (w/v) CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide; konzervuje DNA). Rozpustit CTAB zahfivanim na
60°. Skladovat pti 37°. Ptidat 0,2% B-mercaptoethanol (vychytava volné radikaly) pied
pouzitim.

- Chloroform:octanol 24:1 (v/v)

- 5MNaCl

- RNasa A (Sigma R9009: 10 mg/mL)

Postup:

1. Odebrat listy RA pinzetou do eppendorfky, ptidat olovénou kulickou, dat do
TissueLyseru na 30 sekund, frekvence 30

2. Piipravit smés pufru — 500 pl pufru + 1 pl B-mercaptoethanolu (pro 1 vzorek)

3. Pridat “4—'% 1zicky PVP (polyvinylpolypyrrolidon; vychytava polyfenolické latky, aby
byla DNA C¢istsi) a 500 pl pfipravené smési pufru — promichat

4. Pridat 2 pl RNasy A a dat do rozehiatého termoboxu na 60° na 25 minut (kazdych 5
minut otoCit) — pak zchladit na pokojovou teplotu

5. Ptidat 500 pl chloroform:isoamylalkohol, obracet v ruce 20 — 25% a dat do centrifugy,
program: 6000 rpm, 15 minut, 24°

6. Oddélit vodnou fazi do nové eppendortky (spocitat objem vodné faze)

7. Ptidat 2 objemu SM NaCl (vysoleni DNA) + 2x objem 95 % ethanolu (-20°C) a dat do
lednice na 15-20 min (dokud se neobjevi DNA; max 10 hodin)

8. Dat do centrifugy — 3000 rpm, 3 minuty, 24° + 5000 rpm, 3 minuty, 24° (DNA u dna
eppendorfky)

9. Vymyvani NK (opakovat 2x az 3x): odlit vrSek (zbyde DNA) a vymyt cca 500 ul 76%
ethanolem, centrifugovat na 5000 rpm, 1 minuta, 24°

10. Odstranéni ethanolu: dat do termoboxu na 37° na 20—30 minut v oteviené eppendorfce

11. Rozpustit ve 40 pl ddH20
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Histogram of the number of pairwise differences within pop
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Graf P.2 Histogram cetnosti parti vSech vzorki, které se od sebe 1isi o dany pocet alel. Histogram
sleduje normalni rozd¢leni, kromé hodnot blizké nule, které ukazuji pritomnost klonil v datasetu.

Histogram of the band frequencies in the dataset
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Graf P.3 Histogram frekvence alel ve vSech lokusech.
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Lokus Alela Vyskyt Lokus Alela Vyskyt Lokus Alela Vyskyt Lokus Alela Vyskyt Lokus Alela Vyskyt
MM1 MM?2 MM3
133 0,1% 135 0,6% 151 0,5% 155 5,8% 216 0,2%
CpUZ001 136 21,6% 139 0,8% 154 1,1% 159 0,7% 219 1,2%
142 78,3% 141 2,9% 157 3,7% 163 2,2% 222 14,5%
132 0,8% 143 4,8% 160 2,7% 167 4,0% 225 2,7%
134 2,6% 145 3,8% 163 2,1% 171 49% | . 228 24,2%
136 20,8% 147 7,9% 166 1,8% 175 5,4% gm 231 46,4%
138 21,6% 149 16,4% 169 3,3% 179 4,8% 234 4,1%
140 22,5% 151 15,8% 172 7,9% 183 4,7% 237 6,2%
Campthya 142 13,9% 153 12,4% 175 9,2% 187 11,3% 240 0,1%
ampthyl 144 7,9% 155 8,6% 178 5,7% 191 12,1% 243 0,4%
146  59% |CaMPthy6 157 5ley 181 46% |8™7 195 g5y 244 7.2%
148 1,3% 159 6,6% 184 6,5% 199 6,4% 248 2,2%
150 1,6% 161 3,2% 187 4,3% 203 51% 252 1,2%
152 0,7% 163 4,5% 190 6,7% 207 11,6% 256 48,0%
154 0,4% 165 15% |cgm23 193 3,9% 211 6,6% |cgm3g 258 1,4%
294 0,1% 167 1,3% 196 4,7% 215 2,1% 260 30,1%
297 0,5% 169 2,7% 199 7,3% 219 1,9% 264 8,6%
300 4,9% 171 0,1% 202 3,9% 223 1,4% 268 0,7%
Cgm4s 303 81,9% 173 0,1% 205 2,4% 227 0,2% 272 0,6%
306 9,8% 175 0,5% 208 2,1% 231 0,2% 259 0,1%
309 2,6% 115 0,5% 211 1,8% 269 0,1% 263 1,4%
312 0,2% 118 95,9% 214 3,0% 272 0,1% 267 43,2%
Cgm2 121 2,5% 217 5,7% 275 2,9% 271 4,2%
124 0,7% 220 3,3% 278 92% |cgm4l 275 35,2%
127 0,4% 223 0,7% 281 15,5% 279 8,1%
13 11% 226 02% |82 284 08% 283 7.1%
115 0,4% 229 0,1% 287 29,1% 287 0,5%
117 4,0% 232 0,5% 290 38,6% 291 0,2%
119 7,3% 235 0,4% 293 3,4% 124 1,8%
121 15,1% 241 0,5% 296 0,2% 127 22,7%
123 49,8% 244 30,1% 156 0,5% |cgm7 130 74,2%
Campthy3 ;55 16,6% 247 62,1% | .o 159 89,9% 133 1,1%
127 31% |cgm3s 250 5,3% gm 162 9,1% 136 0,2%
129 2,1% 253 1,6% 165 0,6%
131 0,4% 256 0,2%
133 0,2% 259 0,1%
135 0,1%
169 1,9%
173 0,6%
177 92,1%
Ceml6 179 13%
181 4,1%

Tab. P.9 Frekvence jednotlivych alel v celém datasetu pro vSechny lokusy v multiplexech MM I, MM
II a MM III. V prvnim sloupci ndzev daného lokusu, ve druhém sloupci délka alely (bp), ve tfetim
sloupci % vyskyt jednotlivych alel pro vSechny genotypované vzorky.
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Graf P.4 % zastoupeni alel v jednotlivych lokusech.
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Pop Cam DNA | Pop Cam DNA (| Pop Cam DNA | Pop Cam DNA | Pop Cam DNA | Pop Cam DNA
G30 1T 175 | al 84 3 a5 168 1203 | Q8 2527 229 [ C2b 336 198 || C7 420 126
G5 2 269 || Q1 8 67 || Q5 169 526 [ Q8 253 371 || C2b 337 556 || C7 421 146
G1 3 486 || Q1 86 147 | Q5 170 181 || Q11 254 286 || C2b 338 262 | C7 422 129
G30 4 242 || Q2b 87 15 || @5 171 126 || Q11 255 323 || C2b 339 109 | C7 423 158
G30 5 278 | Q2b 88 71| Q5 172 176 || Q11 256 265 || C2b 340 271 || C7 424 182
G30 6 548 | Q2b 89 290 || Q@5 173 394 || Q11 257 437 || C2b 341 59 || C8 425 147
B 7 297 || Q2b 90 236 || Q5 174 485 || Q11 258 226 || C3 342 345 || C8 426 131
B 8 1485 | Q2b 91 509 || Q5 175 150 || Q11 259 222 | C3 343 284 | C8 427 146
B 9 505 || Q2c 92 144 | Q5 176 187 || Q11 260 489 | C3 344 200 || C8 428 117
B 10 660 [ Q2c 93 110 || Q6a 177 119 || Q11 261 240 || C3 345 111 | C9 429 157
G13 11 444 || Q2c 94 43 || Q6a 178 182 || Q11 262 374 | C3 346 148 || C10 430 106
G1 12 777 || Q2c 95 219 || Q6a 179 160 || Q11 263 884 || C3 347 102 || c10 431 111
G3 13 786 [ Q2c 96 156 | Q6a 180 599 || Q11 264 588 || C3 348 76 | C10 432 104
G3 14 1018 || @3 97 193 || Q6a 181 168 || Q11 265 329 | C3 349 187 || C10 433 86
G1 15 27 || Q2a 98 192 || Q6a 182 38 | Q11 266 576 || C3 350 233 || C10 434 89
G1 16 26 || Q2a 99 109 | Q6a 183 40 || Q11 267 860 || C3 351 161 || C10 435 105
G1 17 82 || Q2a 100 108 || Q6a 184 56 | Q11 268 473 | C3 352 115 || C10 436 129
G3 18 131 || Q2a 101 65 (| Q6a 185 24 | Q11 269 463 | C3 353 171 || C10 437 154
G3 19 18 || Q2a 102 172 || Q6b 186 258 | Q11 270 617 | C3 354 206 || C10 438 82
G3 20 21 || Q2a 103 55 (| Q6b 187 132 || Q11 271 646 | C3 355 101 || C10 439 390
G13 21 613 || Q2a 104 69 || Q6b 188 119 || Q11 272 246 || C3 356 125 || C10 440 18
G13 22 52 || Q2a 105 78 | Q6b 189 29 | Q11 273 315 | C3 357 134 || C10 441 135
G13 23 412 || Q2a 106 122 || Q6b 190 247 || Q12 274 652 | C3 358 21 || C10 442 68
G30 24 267 || Q2a 107 82 || Q6b 191 581 || Q12 275 1414 | C3 359 104 || C10 443 165
G30 25 43 || Q2a 108 7 || Qé6¢ 192 68 | Q12 276 1179 || C3 360 173 || C10 444 60
G30 26 141 || Q2a 109 48 | Q10 193 630 || Q12 277 638 | C3 361 230 || C10 445 57
G30 27 32 || Q2a 110 23 || Q7b 194 37 | Q12 278 1403 | C4 362 130 || C10 446 92
G30 28 13 | Q2a 111 51 || Q7b 195 229 || Q12 279 2278 | C4 363 258 || C10 447 74
G30 29 26 | Q2a 112 32 || Q7b 196 23 || Q12 280 1133 | C4 364 311 || Clla 448 153
G13 30 102 || Q2a 113 43 | Q7b 197 178 || Q12 281 1373 | C4 365 167 || Clla 449 85
G13 31 143 || Q2a 114 61 | Q7b 198 69 | Q12 282 1161 || C5 366 228 | Clla 450 226
G13 32 110 || Q2a 115 35 || Q7b 199 84 | Q12 283 872 || C5 367 210 || Cl1la 451 130
G13 33 181 || Q2a 116 30 || Q7b 200 98 | Q12 284 1173 | C5 368 196 || Clia 452 108
G13 34 236 || Q2a 117 160 || Q7b 201 71 || Q12 285 1079 || C5 369 340 || Clla 453 84
G13 35 916 || Q2a 118 86 || Q7b 202 44 | Q12 286 1363 || C5 370 227 || Clla 454 312
G13 36 554 | Q2a 119 105 || Q7b 203 88 || Q12 287 1799 || C5 371 250 || Clla 455 85
G13 37a 53 Q2a 120 252 | Q7b 204 51 || Q12 288 1023 | C5 372 141 || Clla 456 124
G13 376 404 || Q2a 121 168 || Q7b 205 533 || Q12 289 768 || C5 373 89 || Clla 457 89
G13 38 441 || Q2a 122 147 || Q7b 206 88 || C5 290 217 | C5 374 93 | C11b 458 132
G13 39 1136 || Q2a 123 212 || Q7b 207 67 || C7 291 593 | C5 375 34 | C11b 459 169
G13 40 921 || Q2a 124 157 || Q7b 208 49 || S6 292 902 | C5 376 209 | Cl1b 460 181
G13 41 699 || Q2a 125 115 || Q7b 209 127 || sS4 293 287 | C5 377 90 || C11b 461 196
G13 42 553 || Q2a 126 29 || Q7b 210 218 || C10 294 479 | C5 378 112 || Cllb 462 204
G13 43 428 || Q2a 127 133 || Q7b 211 375 || C14 295 512 | C5 379 103 || Cl11b 463 250
G13 44 532 || Q2a 128 194 | Q7b 212 165 || S1 296 135 || C5 380 148 || Cllb 464 93
G30 45 488 || Q2a 129 409 | Q7b 213 141 | sS4 297 432 | G5 381 123 || C11b 465 131
G30 46 362 || Q2a 130 345 || Q7g 214 138 || Q12 298 279 | C5 382 114 || Cl1lb 466 184
G30 47 570 || Q2a 131 172 || Q7g 215 464 || Q12 299 428 | C5 383 115 || Cl11b 467 153
G30 48 556 || Q2a 132 122 || Q7g 216 133 || Q12 300 1150 || C5 384 164 || Cl2a 468 156
G30 49 641 || Q2a 133 185 || Q7g 217 170 || Q12 301 279 || C6a 385 195 || Cl2a 469 223
G30 50 651 || Q2a 134 669 || Q7g 218 55 || C1 302 57 || Céa 386 251 || Cl2a 470 256
G1 51 1265 || Q4b 135 601 | Q7g 219 82 || C1 303 143 || C6a 387 160 || Cl2a 471 256
G30 52 289 | Q4b 136 871 || Q7g 220 192 | 1 304 149 || C6a 388 203 || Cl2a 472 95
G30 53 178 || Q4 137 276 || Q7g 221 115 | G 305 388 || Céb 389 251 || C12a 473 280
G30 54 639 | Q4 138 436 || Q7g 222 173 | 306 663 || Cé¢ 390 316 || Cl2a 474 229
G30 55 729 || Q4 139 144 || Q7g 223 23 | C1 307 760 || Céc 391 238 || C12a 475 142
G1 56 474 | Q4 140 500 || Q7g 224 120 1 308 297 | Céc 392 285 || C12a 476 335
G1 57 852 || Q4 141 365 || Q7g 225 69 || C1 309 276 || Céc 393 399 || Cl2a 477 431
G1 58 657 || Q4 142 243 || Q7g 226 93 || C1 310 208 || Céc 394 57 || C12a 478 721
G1 59 974 | Q4 143 241 || Q7g 227 293 | 1 311 299 | Céc 395 102 || C12b 479 544
G1 60 980 || Q4 144 135 || Q7g 228 300 || C1 312 353 | Céc 396 279 || C12c 480 226
G1 61 556 | Q4 145 437 || Q7g 229 493 | 1 313 722 || Ced 397 242 || C12d 481 248
G1 62 1013 || Q4 146 641 | Q7g 230 271 | &1 314 403 || Ced 398 336 || Cl12d 482 306
G1 63 926 || Q4 147 363 || Q7g 231 27 | &1 315 308 | Ceéd 399 320 || C12d 483 284
G1 64 982 | Q4 148 378 || Q7g 232 166 | C1 316 492 | Ced 400 60 || C13 484 175
G1 65 978 | Q4 149 691 || Q7g 233 643 | C1 317 156 || Ceéd 401 113 || C14 485 129
G1 66 912 | Q4 150 423 || Q8 234 93 | C1 318 41 || Céd 402 153 || C14 486 1121
G1 67 421 | Q4 151 415 || Q8 235 74 | C1 319 396 || Ceéd 403 336 || C14 487 225
G1 68 550 | Q4 152 719 | Q8 236 154 | C1 320 409 || Ced 404 402 || C14 488 155
G1 69 226 || Q4 153 449 || Q8 237 129 | G 321 382 | C7 405 185 || C14 489 106
G2 70 592 | Q4 154 648 | Q8 238 154 | C2a 322 349 | €7 406 135 || C14 490 67
G3 71 528 || Q4 155 627 || Q8 239 632 [ C2a 323 603 || C7 407 249 || C14 491 84
G3 72 498 || Q4 156 588 || Q8 240 185 || C2a 324 311 | C7 408 95 || C14 492 20
G3 73 330 || @5 157 510 || Q8 241 437 || C2a 325 390 | C7 409 163 || Ci4 493 74
G3 74 337 || Q5 158 437 || Q8 242 314 || C2a 326 492 | C7 410 185 || G1 494 199
G3 75 322 | @5 159 607 || Q8 243 698 | C2a 327 273 | C7 411 231 [ G30 495 61
G3 76 201 | Q5 160 456 || Q8 244 132 || C2a 328 243 | C7 412 103 || G30 496 71
G3 77 297 | Q5 161 481 || Q8 245 435 [ C2a 329 357 || €7 413 172 || G30 497 48
G3 78 110 || Q5 162 474 | Q8 246 528 | C2a 330 175 | C7 414 346 | Q1 498 65
G3 79 279 || @5 163 835 || Q8 247 884 || C2a 331 166 | C7 415 107 || Q6a 499 128
G5 80 188 || Q5 164 799 | Q8 248 395 || C2b 332 390 | C7 416 161 | Q6b 500 69
G5 81 242 || @5 165 917 | Q8 249 339 | C2b 333 301 || C7 417 182 || @6c 501 130
Ql 82 150 | @5 166 412 (| Q8 250 155 || C2b 334 208 | C7 418 94 || C1 502 78
Ql 83 67 | Q5 167 1744 | Q8 251 391 || C2b 335 253 | C7 419 65 || C14 503 83

Tab. P.10 Koncentrace izolované DNA (ng/ul) ze vSech vzorkd (Cam) pro

100

dané populace (Pop).



Pilohy

Lokus Sekvence forward primeru Sekvence reverse primeru Motiv Opakovani Délka PCR
produktu (bp)
Cgml AGGATTCATGTTAGCCGACCC TCGAGTGACCACCTTCACCA AAC 8 111
Cgm2 CGGTAGCCTGTTCATCAGCA AGTTTAGTTAGGCTTAGAAGATCAGC AAC 6 120
Cgm3 CGACCACCATTATTGTTGCGA GCCTACATGCTGCCAATTCC ACC 5 124
Cgm4d CTGAAGGGTGGCTGGTTGT AGGTCCATTTATATCCTGCCG ACC 5 125
Cgm5 AGGATTCATGTTAGCCGACCC TGCTTTGATTAAGTAGCAAGCCA AAC 11 127
Cgm6 GGTGTCGTGTATACAGAAACCG TCATTCATACAAGCCAAATCTGGT AAT 5 131
Ccgm7 AGATGGTTGAGCGAGGGTTT GCTGCTGCAATGGTAACCTG AAG 6 133
Cgms8 TCCCTCCACTAACGATTTGAGA TCTATGCTTGGACATATCTCCCT AAC 6 140
Cgm9 CAAATTGGGCTGCACCATGG GGGTAAAGAAGTCGGGTGGG AAG 5 147
Cgm10 ATCCCAAACCCATGCACCTT GGGTCTGCGAAGAAGAGG AGG 6 152
Cgmll TGTTAGACTGCCTAGGAGCG ACGAGGATTCATGTTAGCCGA AAC 7 153
Cgml12 TCGATTCTTGATTTGGGTGACG TGGCTGATCTTTCCAAGAAGGT AAG 5 158
Cgm13  GACTCACACCACGTCTCTGT CCAGATCTGGGTTTGTGAAGT AAG 13 161
Cgml4  TCTCGTTTCTGAGCAAAGGC TCGTCGATATCGGTCTTCATGT AAAC 5 162
Cgml15 TGGGTTTGTACGTGGCTGTT AGGAACACTGAAGGGAGTACA AAC 169
Cgm16 ACAGTAGTTTATTGTTCCAATCCG CTTCGATTCATGTGGAGCGC AAAT 5 176
Cgm17 TCCTCTGTCCCATGTTTGGA TGGACATTCGTTTAGAGATGGATG AAAG 11 181
Cgm18 CTCCTCCACCGCTCACCC GGTCACCAAGTTTGCTTTATCCA AATT 5 188
Cgm19 ATCGCAATTCATCATTTCCCAAT TTGTTGAAGATGGGAAGCTCAG ATC 6 190
Cgm20 ACAAGAGATGAGATGGCAGCA ATTCCGTCCATTGCAGGTCG AGG 5 194
Cgm21 CGGACTAGTGGTTGAACCTCC ACCAAATGTCATGCCTTCAGC ACC 5 196
Cgm22  AGGGAAACATACACGGTTTGT CCAAGTGTTTACCAAAGGAAGCT AAC 5 197
Cgm23  CGATCTCGCTATTCCAAACATGG CCACGACCTTGAGGCCTAAT AAG 21 198
Cgm24 TGAGCACAAGATAAACTAATCCAGA CGTCATGATTCATCTCAAATTTGGG AGGG 5 201
Cgm25 ACCGTCTTCCAAGTCGATGAA ACCTTACCCTCACCAAACCC ATC 5 206
Cgm26 TGTGGGAAGGAATAGAATCCCT TCACCAAGTTGTTGAATTGCTG AAG 5 206
Cgm27  GTAGCTTCCACTTAAACGCGG AGTGTAAACTAGAGGACCACATTT ACC 6 212
Cgm28 CAGATTGAGGGAGTCGGCAC GAAGGGAGTCTCACCAAGCT ACC 6 214
Cgm29 AGATTGTGGGATGCTGACGG CCAGTGGACTGAGGAGAGGT AGG 5 218
Cgm30 TGTGGTCGAGATGGAAGAGA GGATTCTTCCTCCTTCCCATCA ATC 5 232
Cgm31 GCTCAAGCCGATGCGTTAGA TCAAGACGTGTGAGGCAAGT AAT 5 238
Cgm32  ACCCATGTTTGATATCTGTCCCA ATGCTACCTCCCGGTAACTCA AAC 5 240
Cgm33 TGTGTCATTTCTTATCAAGCTTCAA TGTACAATGAGGTCATGGGCT AAAT 6 242
Cgm34  AACATTGCAGCAGCCTCATG ATGCTGCCGTAGTAGACACC ATC 5 244
Cgm35  TCAATCACACCAAGCCAGGT AGGAGTTTCGGAATCATGAAATTTGT AAG 5 245
Cgm36 CGGCATGTGGTTGCTCATTC TGGTCCACACCCGTTCTACT ACC 5 249
Cgm37 TGGTCTTCGAGTCGTTGTCG CGGGTCCTTCTAGGTAGGCT AAG 5 254
Cgm38 TGCTCGCTCTTGAACTCGAA CCATGCATGCATCCTCACCA AGG 6 260
Cgm39 CAGCATCCAAGCAAGTGGC AGACCCATGGTTGGCAATGA AAAC 6 264
Cgmd40 ACAGTAAACAAATAAGGGTGAGAAT GGATCCCGGCTTCAGCTATT AAC 5 272
Cgmd4l  ACTTACGACCATCATTTCATGACA TCCTAAGACGCTTTGCACCA ACTG 6 274
Cgm42  AACGGCGAGGTTGTAGAGAA CGTCGTTAGGCCACTGAGTT AAC 7 283
Cgm43  TCAATTAATTAAGAGTTGTGTTGGGT GGGTTCTTAGATCATACTCTTAATGC AAAG 5 291
Cgmd44 GCATGACACGTGGCCAAATT TAGTGTCAGGACCTCTGGGC AAAG 7 294
Cgm45 GCAACTGGATTCTGCTATCGG TGTTCATGTCTTCACCATTCTCCA ATC 5 296
Cgma46 AGCGGAATGGAACTATGTGCT TGCATCTGTCAGGAATAGCTGG AAT 7 296
Cgm47  GGCATTGTCAATATTTGGTGGCA ACCCGACTGTCCTTGAGAAG AAC 5 296
Cgm48 ATTCTCTGGCTGCCGCTATG TCTTGCAGTGAAAGGGAAGGT AAG 5 296
Cgmd49 GGGTGGCACCGGAAAGATAA TCCACCCACTGTCCTTAAACC ACC 5 299
Cgm50 TGCAAGTTCCATTCATTAGCAGC CCTCCCAAATTTCTCACAAGCA AAG 5 300

Tab. P.11 Dataset 50 mikrosatelitovych primerd, které jsou vybrané z celkem 430 navrzenych.
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