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Obréazek 1: Nuphar lutea (L.) Sm., pfevzato z Thomé (1885).
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0.3 Abstrakt

Pomoci mikrosatelitovych jadernych markeru byla provedena fylogeografickd analyza 528
vzorki stuliku zlutého ( Nuphar lutea) ze 70 populaci (66 z CR, po jedné z Belgie, Némecka,
Slovenska a Litvy). Byla odhalena nizkd mira klonality v rdmci populaci a nizkd populac¢ni
struktura na vétsi prostorové skéle. Jednotliva povodi jsou relativné izolovand, komunikace
mezi nimi je slaba (ale detekovatelnd). Semena se §ifi az na vzdalenost pfes 100 km, ale
vyznamné je toto Sifeni jen do nékolika desitek km. Stulik zluty vykazuje genetickou izolaci
geografickou vzdalenosti. Vegetativni Sifeni je celkové velmi malé.

0.3.1 Klicova slova

Biogeografie, botanika, Cesko, Ceska republika, disperze, ekologie, fylogeografie, fylogene-
tika, fytogeografie, hydrobiologie, klonalita, migrace, mikrosatelity, molekularni biologie,
molekularn{ ekologie, Nuphar lutea, populacéni genetika, fiéni systémy, SSRs, stulik zluty,
vodni rostliny.
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0.4 English summary

Phylogeographical studies of aquatic plants are relatively rare, although river corridors are
amazing study system. There are many questions about dispersal within river catchment
and between different river basins.

Using 10 nuclear microsatellite (SSRs) primers, 528 individuals of Nuphar lutea from
70 populations (66 from the Czech Republic and one from Belgium, Germany, Slovakia
and Lithuania) were analysed. Those analysis allowed reveal kinship of the individuals
and obtain information about character of spatial structure of populations of Nuphar lutea
and about dispersal of Nuphar lutea.

Populations seems to consist from many genetically different individuals. There were
only 15 clonal individuals found among all samples. Clones are small (biggest sampled
clone consisted from 4 ramets — sampled individuals, usual size was 2-3) and common
only in specific conditions, when an individual has enough free space for continual growth
and frequency of disturbations is low.

Vegetative dispersal is not very important. Among 489 samples from 66 Czech popu-
lations, there were detected only 7 clones. The longest distance between clones was about
120 km.

There is not clear tendency for downstream change of genetic diversity. It seems,
genetic diversity is more reflecting characteristics of the population: if it is connected
with the river (and another populations) or isolated in small water body (pool) separated
from the river.

Populations (and especially river catchments) are relatively separated, although there
is some communication even between very distant populations. Bayesian clustering did
not show any clusters covering more than one population. PCoA shows separation of pop-
ulations from Odra river and Morava river catchment from populations from Labe river
catchment. According to software Structure, populations from Labe (Elbe) river system
north-east from Prague together with populations from Berounka river (Central Bohemia,
south-west from Prague) are forming strongly separated cluster. But there is some con-
nection with the rest Czech populations.

AMOVA shows high proportion of genetic variability among river catchments and fix-
ation index shows very high separation of river catchments, probably due fixation of very
different alleles in populations in different river catchments. It might be result of begin-
ning genetic drift due to the fragmentation of area (because of various human activity
like river ship transportation).

There is significant positive autocorrelation among individuals up to more than 100 km
of straight distance. It means that repeated seed dispersal on the rate of tens km does
regularly occur. Nuphar lutea shows clear isolation by distance in the Czech Republic.
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Kapitola 1

Uvod

Fylogeografie (Hennig, 1999) je relativné mladou a bouflivé se rozvijejici vétvi biogeo-
grafie (Brown and Lomolino, 1998). K zodpovézeni otdzck tykajicich se sifeni a rozsifeni
organismu (jeho historického vyvoje, sout¢asného stavu, obecnych charakteristik apod.)
vyuziva informaci ulozenou v DNA (hojné vyuzivd cpDNA i variabilnéjsi markery jako
AFLP (Vos et al., 1995) nebo mikrosatelity, Balloux and Lugon-Moulin, 2002). Zjistuje
piibuznost studovanych jedinci a z ni odvozuje historii sifeni a rozsifeni druhu ve studo-
vaném uzemi. Klasické fylogeografické préace se zabyvaji postglacialni rekolonizaci Evropy
(Comes and Kadereit, 1998). Studuji jak navrat rostlin (typicky stromi) z teplych jiznich
refugii (Balkanské, Apeninské a Iberské) na sever (napt. Bennett et al., 1991; Ferris et al.,
1998; Grivet and Petit, 2003), tak pfibuznost rostlin z evropskych hor (Alpy, Karpaty, ... )
se stejnymi nebo blizce pfibuznymi druhy v severni Evropé a v Arktidé (napi. Schonswet-
ter et al., 2004). Metoda je pouzitelnd na prakticky libovolné éasoprostorové skale a s jeji
pomoci se posledni dobou fesi stale vice otdzek, véetné velmi praktickych tvkajicich se
invaznich (napf. Pairon et al., 2006) nebo naopak vzacnych druhu (napf. Schonswetter
et al., 2004) a dopadu lidskych aktivit na rostlinné populace (napt. Zhang et al., 2007).

Informace ziskané analyzou DNA nemuZeme nahradit zadnou jinou metodou. Napf. pii
studiu rekolonizace severnéjsich partii Evropy bukem po posledni dobé ledové metodou
analyzy pylu a makrozbytki muzeme vidét, jak se druh sifil ve viné na sever (Gie-
secke et al., 2007; Tinner and Lotter, 2006). Jednotlivé nalezy muzeme datovat a udélat
tak mapku globalniho ristu arealu. Nicméné bez analyzy DNA bychom nikdy nezjistili,
ze prakticky veskery buk severné od Alp pochazi z Balkanu: Jedinci z ostatnich refugii
z nich daleko nedorazili (Tinner and Lotter, 2006).

Ponékud opomijenou skupinou jsou ve fylogeografickych studiich vodni rostliny (Les
et al., 2003). Vodni prostfedi vvkazuje uréité na sousi neznamé charakteristiky. Napf.
v fekach proudi voda pouze jednim smérem dolu po proudu, rostliny tak jsou neustdle
»splachovany “ do dolnich partii toku (Danvind and Nilsson, 1997). Proti proudu se mo-
hou &ifit bud’ kontinualnim ristem porostu (coz nebyva piilis efektivni) nebo obéasnym
dalkovym transportem za pomoci néjakého externiho vektoru, ¢asto zivocicha (typicky
ptaka, Figuerola and Green, 2002). Vodni prostiedi tak tvofi sit jednosmérnych cest (Jo-
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18 KAPITOLA 1. UVOD

hansson et al., 1996; Burkart, 2001), pfi¢emz Sifeni mezi jednotlivymi toky nebo v pro-
tisméru (proti proudu) v rdmeci jednoho toku je pro rostlinu relativné obtizné (pokud
nejde o primarné zoochorni nebo anemochorni druh, u nich je v tomto ohledu situace jed-
nodussi, van der Pijl, 1982). Voda navic od rostlin vyzaduje specialni adaptace na snizenou
moznost vymény plyni, na hrozbu anoxie, na mozné velké zmény v prostiedi (disturbance,
vyschnuti, ...) apod (Les et al., 2003). Na druhou stranu zpravidla nenuti rostlinu inves-
tovat do opérnych pletiv a do urcité miry chrani pfed UV zafenim poskozujicim DNA.
V prostfedich fiénich systému si muzeme klast fadu otdzek. Napf.: Je vétsi genetickd va-
riabilita na hornim nebo na dolnim toku? Sif{ se rostliny vyhradné Fieni siti nebo i mezi
jednotlivymi toky? Jsou od sebe povodi ostte geneticky oddélené nebo mezi nimi dochazi
k vyméné diaspor (Danvind and Nilsson, 1997; Johansson et al., 1996; Fischer et al.,
2000)? Podili se na transportu semen vodni ptaci (Green et al., 2002; Figuerola et al.,
2005; Mueller and van der Valk, 2002)7 A mnohé dalsi.

Fylogeografie piinas{ spoustu informaci o (roz)siteni rostlin a vodni rostliny mj. i diky
své relativni neprobadanosti slibuji fadu objevi. Jako modelovy druh jsem si pro svou
praci vybral stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm., Arber, 1920; Heslop-Harrison, 1955,
obr. 1), ktery je svym zivotnim cyklem vézan na vodu (Hart and Cox, 1995), diky ¢emuz
je vhodnym modelem pro studium obecnéjsich procesu Sifeni vodnich rostlin v fi¢nich
systémech. Jeho studiem tak méame Sanci dozvédét se néco obecnéjsiho o fungovani ekolo-
gicky srovnatelnych druhl na krajinné drovni. Stulik zluty je u nés rozsifen roztrousené,
vyskytuje se hlavné v nizinach, v malych i velkych fekdch a v okolnich tinich (Chytry
and Rafajovd, 2003; Slavik, 1990, obr. 3.1). Pro stulik jsou navic k dispozici mikrosa-
telitové (Jarne and Lagoda, 1996) jaderné primery (Ouborg et al., 2000), diky ¢emuz
mame k dispozici mimofadné kvalitni a spolehlivy nastroj (Ouborg et al., 1999) k od-
haleni pfibuznosti mezi studovanymi jedinci a tak k zodpovézeni polozenych otazek (viz
dale).

Jako dopliikové studie slouzi analyza kli¢ivosti semen a oddenkovych ilomkii, o kterych
se predpokladd, ze mohou hrat uréitou roli v sifeni stuliku zlutého (Arber, 1920). Pomoci
analyzy mikrosatelitii muzeme odhalit klonalni jedince v ruznych populacich a odhadnout
tak miru vegetativniho sifeni mezi populacemi (napf. Ouborg et al., 1999). Tato otézka
je bez technik analyzy DNA prakticky nezodpovéditelnd (Avise, 2000).

Préce navazuje na praci Fér and Hroudova (2008), ktera se zabyvala sifenim stuliku
zlutého v fi¢nim systému Cidliny, Mrliny a pftilehlych ¢asti Labe. Pro svou praci mam
kromé dat z Fér and Hroudova (2008) navic k dispozici data z ostatnich ¢asti CR (Jizni
Cechy, Berounka, Ohie, Morava) i ze zahraniéi.

1.1 Otazky

K dispozici jsou vzorky ze 66 populaci stuliku zlutého z celé CR a po jedné populaci
z Belgie, Némecka, Slovenska a Litvy. Celkem je k dispozici 528 vzorki jedineil analy-



1.1. OTAZKY 19

zovanych mikrosatelitovou analyzou. Cilem prace bylo ziskat informace o fylogeografii

stuliku zlutého v ramci Ceské republiky a zodpovédét nasledujici otazky:

1.

2.

Jakd je gencticka struktura vybranych populaci? Kolik je tam klonu?

Jak kliciva jsou semena a oddenkové ulomky? Mohou oddenkové tlomky slouZit
jako dispersni agens?

. Lisi se geneticky populace stuliku zlutého v jednotlivych oblastech (Polabi, Jizni

Cechy, Odra, Jizni Morava, ...) CR? Jde o rozdily jak v hydrologicky izolovanych
timofich (imoii Severniho, Baltského a Cerného mofe) tak v jednotlivich (po-
tencidlné spojenych) rekach.

. Dochézi k transportu diaspor mezi povodimi (Odra, Morava a Labe), anebo jsou

povodi striktné oddélené? Muzeme v riznych oblastech najit identické (nebo velmi
podobné) jedince? To by znamenalo doklad dalkového sifeni.

. Jaky je vztah geografické vzdélenosti mezi jedinci a genetické podobnosti jedincu?

Na jakou vzdélenost jsou jesté jedinci pozitivné autokorelovani (na jakou vzdélenost
se stulik zluty $i{fi semeny)? Dochézi u stuliku zlutého ke genetické izolaci geogra-
fickou vzdalenosti?
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Kapitola 2
Literarni reserse

V roce dvou kulatych vyroéi slavného génial

se vynoruje fada uvah bilancujicich co vSechno
dal vede, co uz vedél a v ¢em se mylil. Darwin (2007) se v kapitole o geografickém rozsifeni
zabyval mj. problematikou Sifeni sladkovodnich organismi. Udava piiklady ryb, korysa
i vodnich rostlin (mezi nimi i stuliku), které maji siroké rozsifeni jak v rdmci ,ostrova*
vody na pevning, tak na vzdalenych oceanskych ostrovech. Uvazuje o zménach toku fek,
povodnich, sifenim vodnimi ptéky i napi. sifenim podél antarktického pobfezi béhem tep-
lejsich obdobi(!). Uvazuje o moznostech organismu §ifit se (jak jsou adaptovény), o dopadu
dob ledovych apod.? Nyni méme koneéné v ruce technologie umoziiujici ndm fadu z jeho
otazek zodpoveédeét, ovéfit jeho zdvéry a posunout lidské poznani zas o krok dal. Darwinovy
uvahy byly v principu spravné. Dlouho ale chybél novy impuls, ktery by badani na poli
Sifeni organismu posunul dal. Tim nejnovéj$im je vyuziti informace ulozené v DNA.

2.1 Biogeografie

Biogeografie (nauka o Sifeni a rozsifeni organismu) nebyla dlouho fazena mezi védu,
protoZe se zabyva jak obecnymi opakujicimi se procesy, tak neopakovatelnymi histo-
rickymi udélostmi. Sifeni mezi ostrovy se sice opakuje stale podle stejného obecného
vzorce, ale Darwinovy pénkavy na Galapagach vznikly pravé a pouze jednou a tato udalost
je v presné stejné podobé principidlné neopakovatelna (Komarek, 1997; Brown and Lo-
molino, 1998).

S rozvojem ekologie se objevila otazka jsou-li zivé organismy rozsifeny tak, jak jsou
diky svym ekologickym vztahim k jinym organismum a fyziologickym narokim (ekolo-
gickd interpretace biogeografie), nebo diky své historii (evoluéni interpretace biogeografie):

vvvvvv

historické nebo ekologické a fyziologické?

1200 let od narozeni Charlese Roberta Darwina a 150 let od prvniho vydan{ jeho pfelomové knihy
On The Origin of Species. . . (posledni ¢esky pteklad 2007).

INebyl jediny, kdo takto uvazoval, vyznamny byl piinos napf. Alfreda Russella Wallace (Komérek,
1997), ktery je obeené povazovan za zakladatele biogeografie.
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Ekologicky pfistup ndm muze odpovédét na otézku, jak dnes studované druhy mohou
v daném Uzemi spolu zit a jaké jsou mezi nimi vztahy. Historicky pfistup nam fekne pro¢
tam dané druhy jsou ¢i nejsou (zatim se ,,jen “ nedosifili, vyhynuli pfi néjaké pohromé, . . . ).
To ale neni jednoduché: spole¢ny (velmi ¢asto vyhynuly) pfedek a jeho riznymi peripeti-
emi se §ifici potomeci se dokazuji jen velice obtizné.

Moznym FeSenim tohoto problému je fylogeografie (viz téz kap. 2.2 na str. 27, Hen-
nig, 1999) vyuzivajici tzv. molekuldrnich marker k nalezeni genové variability na Sirsi
Casoprostorové skale. Muzeme tak objektivizovat nase historickd zkoumadni: Zivé orga-
nismy si ve své DNA nesou stopy své vlastni minulosti a molekularni techniky nam je
umoziuji studovat. Pro Ucely studie si uré¢ime soubor studovanych jedinct, a nasledné po-
moci molekuldrné-genetickych metod zjistujeme piibuzenské vztahy mezi témito jedinci.
Nalezenim geneticky podobnych jedinci (genovych linif), tvorbou tzv. fylogenetickych
stromu zobrazujicich piibuzenské vztahy, nehierarchickym rozdélenim jedincii do skupin
podle jejich pribuznosti a porovnanim s jejich geografickym rozsifenim se tak muzeme po-
kusit rekonstruovat historickou migraci, odlisit jednotlivé migracni proudy a zjistit, které
lokality spolu migra¢né souvisi (Avise, 2000). Molekularni markery pomahaji osvétlit me-
chanismy a logiku §ifeni a rozsifeni rostlin v krajiné, coz ma i veliky prakticky vyznam.
Od pochopeni obecnych mechanizmi sifeni rostlin (pak vime, kam povedou nase — i ne-
chténé — zéasahy do Zivotniho prostfedi) pfes ochranu vzacnych druhu po potlacovani
téch invaznich.

2.1.1 Biogeografie a vodni rostliny

Vyssi rostliny se vlastnimi silami z mista na misto zpravidla nepohybuji a ve svém sifeni
z mista svého rustu jsou odkazany na vitr (anemochorie), vodu (hydrochorie), zivocichy
(zoochorie) nebo lidi (antropochorie), viz van der Pijl (1982). Obvykle se nesifi celd rost-
lina, ale jen urcitd rozmnozovaci ¢astice (diaspora, propagule): vegetativni ilomek nebo
specialni ¢astice (turiony, ...) nebo generativné (pohlavné) vzniklé semeno ¢i plod (van
der Pijl, 1982). K tomu maji rostliny fadu specidlnich adaptaci. Napf. semena pfenasens
vodou byvaji plovatelna, schopna vykli¢it i v anoxickych podminkach a kli¢iva alespon
nékolik let.

Studiu (roz)sifeni rostlin se vénuje fytogeografie. V ni zaujimaji vodni rostliny pomérné
specifické postaveni. Sladkovodni cévnaté rostliny maji (patrné mj. diky casté schop-
nosti klonalniho rozmnozovani) velice iroké az (sub)kosmopolitni aredly. Takovy Siroky
vyskyt je éasté&jsi na severni polokouli (cirkumboredlni druhy), ale nékteré invazni druhy
(napf. Elodea) jsou Siroce rozsifené i na jizni polokouli (Thiébaut, 2007; Santamaria,
2002).

Naproti tomu jejich taxonomické bohatstvi je omezené (Les et al., 2003). MoZznou
pficinou je, Ze vodni rostliny jsou ¢asto morfologicky redukované, coz (klasické) taxo-
nomické hodnoceni ztézuje. Crow (1993) ukdzal, zec — piekvapivé — v mirném pasmu
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je vétsi diverzita vodnich rostlin nez v tropech3, avSak pfiznava, Ze z tropickych oblasti
mame nedostatek taxonomickych udaju.

Zpusoby studia Sifeni rostlin

Sifeni rostlin 1ze obeené studovat nékolika zakladnimi, principialné odliSnymi, piistupy,
které sc¢ mohou vzajemné vhodné dopliovat:

1. Pfimym sledovanim diaspor béhem procesu $ifeni od rodi¢d po semenacky. Tato
metoda je velice obtizna (i kdyz teoreticky nejlepsi). Vétsinou se pouzivaji umélé
oznafené ndhrazky semen, které se vypusti do vody (napf. Nilsson et al., 1991;
Danvind and Nilsson, 1997) a pak se sleduje jejich depozice.

2. Zachycovanim semen do pasti a zkoumanim jejich slozeni v zavislosti na charak-
teristikach toku a okolnich spolecenstvech (napi. Fér, 2000). Nevyhodou v tomto
piipadé je, Zze pokud pouzijeme jen pasti, nezjistime zdrojové jedince, ze kterych
pochdzi zachycena semena.

3. Matematickymi modely (napf. Jacobs and Macisaac, 2009). K tomu, abychom je
mohli vytvofit, musime mit minimélné nékteré udaje z ostatnich pfistupil ke studiu
§ifeni rostlin. Potom muzeme vyuzit model napt. k predikei sifeni dalSich druhq,
které maji obdobnou ekologii jako druhy, jejichz charakteristiky byly pouzity pfi
tvorbé a kalibrovani modelu (viz napf. Pairon et al., 2006, porovnavajici dva odliné
piistupy k testovani modelu sifeni semen Prunus serotina v podrostu borovicového
lesa: genetické studie a mechanistické modely zalozené na pohybu lehkych plodu
ve vzduchu sledovaného pomoci pasti).

4. Vyuziti technik studia DNA ndm umoziuje ziskat informaci o ptibuznosti studo-
vanych jedinci, ktera je jinymi metodami nedostupna. Tyto techniky lze pouzit
na ruznych ¢asoprostorovych skaldch (od rozpadu Gondwany a studia rozsifeni
a pfibuznosti ddvnych linii (Wanntorp and Wanntorp, 2003) po sledovéni pravée
probihajici invaze (Thiébaut, 2007)) a muzZeme pomoci nich tvofit a testovat hy-
potézy o Sifeni a rozsifeni rostlin (Ouborg et al., 1999). Jde o nepfimou metodu
(na rozdil od bodt 1 a 2) zobrazujici variabilitu nasbiranou za celou dobu existence
studovaného systému.

2.1.2 Vyuziti molekularnich markeri, fylogeografie

Fylogeografie (Hennig, 1999) vyuziva postupu kladistické systematiky a dalsich disciplin
a snazi se s jejich pomoci studovat Sifeni a rozsifeni organismu. Pro fylogeografické stu-
die se vétSinou pouzivaji tzv. nekédujici useky DNA, které nejsou pfimo prepisovany
do proteini. Zvlasté vyhodné je pouziti tzv. neutrdlni DNA| ktera (podle soucasné irovné

30becné m4 vétsina skupin organismu vétsi biodiverzitu v tropickych oblastech (Crow, 1993).
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poznani) neni pod selekénim tlakem a mohou se tam hromadit mutace, které obvykle ne-
maji negativni dopad na fitness svého nositele (Baker, 2000). Pro fylogeografické analyzy
se vétsinou pouzivaji introny (dseky DNA vmezefené mezi exony kédujici ¢asti proteint),
které nejsou piekladany do proteint (Ouborg et al., 1999). Jinou moznosti je pouzit tech-
niky jako AFLP (Vos et al., 1995), které ukazuji variabilitu z ndhodnych mist celého
genomu.

V soucasnosti se zd4, ze podstatna ¢ast téchto nekddujicich tisekn je plivodem tzv. pa-
razitickd DNA: rizné transpozony, replikony, pozustatky retroviru. Jejich funkce v or-
ganismu je stdle nejasna. Tyto useky vykazuji vysokou mutabilitu a v uréitych éastech
genomu se §ifi. Obsah takovéto ,neuzitecné“ DNA béhem evoluce roste (Sherratt, 1995).

Nejcastejsim a ,klasickym“ (napf. Petit et al., 1997, a dalsi) molekuldrnim marke-
rem pouzivanym v fadé analyz je chloroplastovd DNA (cpDNA Baker, 2000; McCau-
ley, 1995). Chloroplastova DNA je obvykle pomérné konzervativni a chloroplastové mar-
kery nebyvaji piili§ variabilni, proto se pro studie na mensi ¢asoprostorové skale casto
pouzivaji variabilni markery jako AFLP nebo mikrosatelity (viz dale). Vyhodou AFLP
je, ze nepotfebujeme zadnou pfedchozi znalost o genomu studovaného druhu, mikrosa-
telity jsou na druhou stranu kodominantni, diky ¢emuz muiZzeme rozlisit heterozygoty
od dominantnich homozygoti (Ouborg et al., 1999). Jelikoz pro stulik jsou k dispozici
mikrosatelitové primery (Ouborg et al., 2000), pouzil jsem tuto metodu.

Mikrosatelity (SSRs)

Mikrosatelity (SSRs, Simple Sequence Repeats Jarne and Lagoda, 1996; Balloux and
Lugon-Moulin, 2002; Slatkin, 1995) jsou velmi variabilni kodominantni markery. Davaji
nam dostatek variability i pro popula¢ni studie na mensi ¢asoprostorové urovni a diky je-
jich kodominanci muzeme rozlisit heterozygoty od dominantnich homozygoti. Jde o kratké
(1-6 bp) mnohokrat se opakujici sekvence DNA (napi. ... ATATATATATAT. .. ). Jednot-
livé alely jsou pak urcéeny délkovym polymorfismem (poctem opakovéni dané repetice
v ramci alely), ktery odhalime oddélenim alel pomoci elektroforézy a vizualizaci prouzkd.
Jejich nevyhodou je — na rozdil od napi. AFLP (kde nepotfebujeme zddnou piedchozi
znalost o studovaném genomu) — nutnost pfipravit pro kazdy studovany druh sadu spe-
cifickych primeri, jejichz izolace a priprava je pomérné narocna.

Mikrosatelity jsou vysoce specifické, polymorfni a vyskytuji se v celém genomu (spise
v nekédujicich oblastech). V piipadé rostlin se pouzivaji bud jaderné nebo plastidové
mikrosatelity (Provan et al., 2001). Vykazuji velkou mutaén{ rychlost (jaderné 10-3-10°
na lokus za generaci) a vznikaji pfevazné ,sklouznutim“ DNA polymerazy pii kopirovani
DNA. Pro stulik ( Nuphar, Nymphaeaceae) publikovali primery pro amplifikaci polymorfnich
mikrosatelitovych lokusi Ouborg et al. (2000). Jsou amplifikovany nejen ve druhu Nuphar
lutea, ale podle autoru i v dalsich zastupcich rodu.
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Statistické zpracovani dat

Ziskana molekularni data sama o sobé na polozené otazky neodpovi. Je potfeba je analyzo-
vat vhodnymi matematickymi metodami. K zakladnimu popisu populaci patii ocekavana
a pozorovana hetcrozygosita, pocty a frekvence alcl. Genetické vzdalenosti mezi jedinci
analyzovanymi pomoci kodominantnich markeri se bézné uréuji napf. pomoci parové ge-
netické vzdalenosti Nei’s chord distance (Nei et al., 1983) vychézejici z frekvence sdilenych
alel. Matice parovych genetickych vzdalenosti slouzi jako zédkladni datovy soubor pro dalsi
analyzy. K popisu rozdéleni genetické variability v rdmci populaci a mezi populacemi
a oblastmi se jako nejvhodnéjsi jevi analyza molekuldrni variance (AMOVA, Excoffier
et al., 1992) a F-statistika (Weir and Cockerham, 1984) pocitand jako Fgr-like na zdkladé
podilu shodnych alel (Weir and Cockerham, 1984) nebo Rgr-like na zakladé ¢tverce rozdilu
v délkéch alel (Kimura and Weiss, 1964). AMOVA a F-statistika globalné fika jak moc
jsou jendotlivé populace izolované, jaka je mezi nimi komunikace a jestli nejsou v néjaké
populaci fixované néjaké alely nebo naopak jsou vSechny alely vsude. U mikrosateliti
zndme dosti pfesné muta¢n{ model (stepping stone, Kimura and Weiss, 1964), coz nam
umoziuje pracovat piimo s délkami alel. Rgz-like varianta AMOVA je uréena pro mikro-
satelitovda kodominantni data, nicméné s velkym poctem velmi vzacnych alel lisicich se jen
o nékolik opakovani muze nékdy ddvat zavadéjici vysledky (Balloux and Lugon-Moulin,
2002; Kalinowski, 2002; Hartl and Clark, 1989; Galeuchet et al., 2005).

Prostorové vztahy mezi jedinci (a populacemi) lze zobrazit pomoci mnohorozmérné
techniky PCoA (principal coordinate analysis), ktera redukuje puvodni n-rozmérny hy-
perprostor molekularnich znaku do obvykle 2 nebo 3 rozméra. Jinou moznosti jak dete-
kovat vztahy mezi populacemi je Bayesidnské shlukovani (Corander and Marttinen, 2007;
Falush et al., 2003). PCoA a Bayesidnské shlukovéni jsou nehierarchické metody. K zob-
razeni hierarchickych vztahl lze vyuzit shlukovaci metody jako Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean (average linkage method, UPGMA). Pokud je ale mezi-
populaéni struktura relativné slaba, tyto metody jsou nepouzitelné, nebot ¢asto dochazi
béhem vypoctu k situaci, kdy je nékolik moznych reseni stejné dobrych a algoritmus se pak
nemuze relevantné rozhodnout. Takové vétve pii testovani (napf. bootstrapem) kolabuji
do polytomii. To je divod pro¢ hierarchické znidzornéni vztahi mezi jedinci ¢éi popula-
cemi s vyuzitim shlukovacich metod ¢asto neni vubec pouzito. Ke zjisténi vykazuje-li
studovany druh genetickou izolaci geografickou vzdélenosti (isolation by distance) slouzi
metody analyzy prostorové autokorelace (do jaké geografické vzdalenosti si jedinci jsou
signifikantné geneticky podobni, Hardy and Vekemans, 2002). Vysledky téchto analyz lze
zobrazit napf. v prostfedi geografickych informacnich systému.

Klonalita, vodni rostliny a mikrosatelity

Klonalni rozmnozovani je ve fylogenetickém stromé cévnatych rostlin rozmisténo nerov-
nomérné. U nahosemennych je velice vzacné, u krytosemennych sc vyskytuje s riznou
intenzitou napfic liniemi. Obeené se predpokladd, ze klondlni rozmmnozovani je evoluéné
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plivodnéjsi a pomaha rostlindm vyrovnat se se stresujicimi podminkami vnéjsiho prostiedi
(Klekowski, 2003; Loxdale and Lushai, 2003). Mezi vodnimi rostlinami je velké mnozstvi
druhi, které se rozmnozuji z vétsi ¢asti klonélné (Les et al., 2003). Zastoupeni klonalniho
rozmnozovani je mezi vodnimi rostlinami vyssi nez mezi suchozemskymi. To, Ze jsou vodni
rostliny klonélni jim umoziiuje snadné sifeni na velkém dzemi. Druhy, které jsou schopné
se rozmnozovat klondlné pomoci vegetativnich dlomki ( Elodea, Myriophyllum, ... ), byvaji
Siroce rozsifené az (sub)kosmopolitni a maji znaény invazni potencidl (Thiébaut, 2007;
Santamaria, 2002).

Ohledné miry klonality v rdmci populaci se zavéry délaji jen obtizné, nebot jde o dru-
hové a mistné specifickou zalezitost. Nékteré druhy tvofi velké populace slozené z nékolika
klonu (napf. Ren et al., 2005; Thiébaut, 2007), jiné vykazuji jen nizkou miru klona-
lity (napf. Nies and Reusch, 2005). Fylogeografické studie se mirou klonality zabyvaji je
vzéacné. Pollux et al. (2007) ukazali, Zze mira klonality i celkové genetické struktury v ramci
i mezi populacemi je v obou studovanych fekéch odlisné a zalezi spiSe na charakteristikach
danych fek (jak pfihodné podminky méa druh pro klonalni rozrustani). Vegetativni sifent
v ramci fek bylo velmi malé. Nelze tvorit obecné zavéry: mira klonality studovanych popu-
laci z4visi na druhu i na lokalité a je velmi variabilni (napf. Nies and Reusch, 2005; Pollux
et al., 2007; Pilon and Santamaria, 2002; Puijalon et al., 2008). Detekce klonu je sama
o sobé problematickd zalezitost (Klekowski, 2003; Loxdale and Lushai, 2003). Pouzity
molekuldrni marker musi byt dostate¢né variabilni, ale u pfilis variabilniho markeru hrozi
riziko somatickych mutaci. Mikrosatelity jsou pro tento Gc¢el dostateéné variabilni (Ou-
borg et al., 1999). Pravdépodobnost toho, Ze dva jedinci se stejnym genotypem nejsou
klony, ale ziskali shodné genotypy ndhodou lze testovat (Arnaud-Haond et al., 2007a).
Mikrosatelity k uspésné detekci klont uspésné pouzili napt. Pollux et al. (2007); Fér and
Hroudova (2008).

2.1.3 Postglacialni historie

Klasickym fylogeografickym problémem je (post)glaciilni historie organismu (Comes and
Kadereit, 1998). Evropa byla naposledy zalednéna pted asi 18 000-20 000 lety (Lozek,
1973) a obecné se soudi, Ze vétsina rostlin a zivocichi se stahla do refugii na jihu (Balkén,
Apeniny a Ibersky poloostrov). Zpét na sever se rostliny zacaly vracet pied asi 13 000 lety,
ale vratila se jen malé é4st alelické a taxonomické variability(Comes and Kadereit, 1998).
Tyto otazky se nejcastéji fesi na stromech a rostlinach rostoucich ve vysokych horach
a na severu Evropy (viz napf. Maliouchenko et al., 2007; Schonswetter et al., 2004, a dalsi).

Ponékud opomijenou skupinou jsou v tomto ohledu vodni rostliny, o kterych je rela-
tivné malo studii (ale viz napf. Dorken and Barrett, 2004; Nies and Reusch, 2005, a dalsi).
Maji silnou ekologickou vazbu na své prostredi a 8ifi se hydrochorné (van der Pijl, 1982)
pasivné unaseny vodou (napf. Smits et al., 1989; Danvind and Nilsson, 1997; Boedeltje

4Evropa tak byla ochuzena o mnoho tfetihornich druhti a linif, které dnes rostou ve vychodni Asii,
severni Americe a ptipadné na Kavkaze a ve Stfedomoti (Pterocarya, Ginkgo, ...).
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et al., 2003) nebo dalkovym transportem (napf. za pomoci ptaku, Clausen et al., 2002;
Figuerola and Green, 2002). Diky své ekologické vazbé na vodni prostiedi jsou vhodnou
modelovou skupinou pro pochopeni migrace a rozsifeni i jinych vodnich organismu (viz
napf. Nilsson et al., 1991; Johansson et al., 1996; Burkart, 2001; Les et al., 2003): na nich
ziskané vysledky mohou mit Sirs{ obecnéjsi platnost.

Mezi vyjimky patii v této oblasti prace Dorken and Barrett (2004) zkoumajici po-
moci PCR-RFLP postglacidlni historii jedno- a dvoudomych populaci Sagittaria latifolia
ve vychodni ¢asti Severni Ameriky. Glacialni refugia byla pravdépodobné na jihovvchodé
(jen tam se vyskytovaly vsechny haplotypy). Ve dvoudomych populacich byly nalezeny
jen 4 haplotypy a 94 % individui mélo jen 1 haplotyp.

I d

2.2 Fylogeografie, vodni rostliny a fiéni sit

Reky jsou strukturovany a riznorody systém pro studium transportu geni. Reky fun-
guji v krajiné jako koridory (nejen pro vodni rostliny) i bariéra (Johansson et al., 1996).
O vodnich rostlinich se obecné predpokldda, ze se z velké asti if{ pravé fekami (hyd-
rochorie, van der Pijl, 1982): feka tak pusobi jako $ifici koridor, ktery je navic jed-
nosmérnym tokem vodniho proudu smérové polarizovany (viz napf. Danvind and Nilsson,
1997; Nilsson et al., 1991). Pfedpoklada se, ze sifeni proti proudu je zajisténo relativné
vzdcnymi udédlostmi transportu propaguli zvifaty (viz napi. Figuerola and Green, 2002,
zaméfujici se na vodni ptaky). V takovém prostiedi vyvstava fada otdzek: Kde je vétsi
geneticka variabilita? Na hornim nebo dolnim toku? Jaky je charakter Sifeni rostliny
v Fiénim systému (Fér and Hroudova, 2008)? Jaké abiotické a lidské zdsahy maji vliv
na rozsffeni vodnich rostlin (Burkart, 2001)? Sifi se rostliny vyhradné iiéni siti nebo
i mezi jednotlivymi fekami? Jsou od sebe povodi ostie geneticky oddélené nebo mezi nimi
dochézi k vyméné diaspor (Danvind and Nilsson, 1997; Johansson et al., 1996; Fischer
et al., 2000)? Podili se na transportu semen vodni ptaci (Green et al., 2002; Figuerola
et al., 2005; Mueller and van der Valk, 2002)?

Vétsina studii zabyvajicich se fylogeografii vodnich rostlin odhalila dalkové Sifeni
daného druhu (napf. Keller, 2000; Lamote et al., 2002; Russell et al., 1999; Kudoh and
Whigham, 1997; Lundquist and Andersson, 2001; Pollux et al., 2007; Fér, 2008, a dalsi).
Jeho vylouceni je vzacné (napf. Imaizumi et al., 2006; Li et al., 2004). U nékterych druhu
bylo omezené na kratsi vzddlenosti (napf. Liu et al., 2006; Markwith and Scanlon, 2007,
Prentis and Mather, 2008; Araki and Kunii, 2006, a dalsi). Studie, které se zabyvaly
i sifenim mezi fekami jej zpravidla — alesponn v malé mife — potvrdily, nicméné udaju
stéle neni dostatek (napf. Russell et al., 1999; Kudoh and Whigham, 1997; Lundquist
and Andersson, 2001; Pollux et al., 2007). Genetické odli$nosti hydrologicky oddélenych
ficnich systému se zpravidla vysvétluji genetickym driftem (napf. Lamote et al., 2002).
Velka nejednotnost panuje v roli vegetativniho dalkového sifeni a pfevahy jednosmérného
§ifeni po proudu.
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Geneticka diverzita v dolnich ¢éstech udoli muze byt vyssi nez v hornich ¢astech toku
(Gornall et al., 1998). Topologie fi¢niho systému tak ovliviiuje genetickou diverzitu a jeji
rozlozeni. Kudoh and Whigham (1997) zjistili, Ze populace Hibiscus moscheutos, které
tésné souvisi s vodnim tokem, a jsou tudiz ¢asto a snadno zasobovany semeny z popu-
laci lezicich proti proudu, se geneticky pfili§ nelisi. Geneticky vice odlisné byly populace
od toku vzdélenégjsi, bez tak ¢astého piisunu nového genetického materidlu — diaspor
z jinych populaci. Naproti tomu Russell et al. (1999) zkoumali populace hydrochorné
se Sifictho amazonského stromu a vliv hydrochorie na genetickou strukturu neprokazali.
Pro vysvétleni rozdilnosti v pozorovanych charakteristikach je potfeba dostatek informaci
o ekologii studovanych druht a o krajiné (historie, ... ), kde druh roste.

Neobvyklé vysledky pfedstavili Prentis and Mather (2008) zkoumayjici vzacnou austral-
skou vodni rostlinu Helmholtzia glaberrima (Philydraceae). Zjistili, Ze jeji vyskyt koreluje
s urcitymi charakteristikami vodniho toku (nadmoiskad vyska, srazky apod.), ale gene-
tické rozdily mezi populacemi neodpovidaji geografickému rozmisténi populaci. Dochazi
k neoCekavanému Sifeni diaspor nezavislému na vodnim toku. A¢ je rostlina vazana
jen na pomeérné specifické habitaty, geografie izemi nema na jeji genetickou strukturu
vyznamnéjsi vliv.

Fér (2008) se zabyval sifenim Nuphar lutea (m4 prakticky neplavajici semena), Sparga-
nium erectum (semena plavou; oba druhy jsou hydrochorni), Typha latifolia a Phragmites
australis (oba druhy jsou anemochorni) v fiénim systému Cidliny, Mrliny a pfilehlych
¢asti Labe. Cilem prace bylo uréit miru (vegetativniho) dalkového §ifeni, zda je vétsi
geneticka diverzita na dolnim nebo na hornim toku a v jaké mife dochazi k §ifeni mezi
jednotlivymi fekami. Jednozna¢né potvrdil, ze feka je pro vodni rostliny dilezitym mi-
gracnim koridorem (ve velkych vzdélenostech byli nalezeni geneticky velmi podobni je-
dinci, jedinci byli pozitivné autokorelovani az do vzdélenosti 30 km). Mira hydrochorie
a plovatelnosti semen ma velky vliv: hydrochorni druhy migrovaly prvoradé podél vodniho
toku (v nizsich ¢astech toku byla vétsi genetickd diverzita). Druhy s lépe plovatelnymi
propagulemi se $ifili na vétsi vzdalenosti.

Vétsina praci je omezena na relativné malou oblast nebo jeden fiéni systém. Prace
pokryvajici rozsahlejsi izemi jsou vzacné. Relativné malo se vi o dalkovém transportu
propaguli vodnich rostlin v ramci jedné feky i mezi povodimi. Nejasnosti panuji i o mife
klonality v ramci populaci vodnich rostlin. Tyto otazky, o kterych se toho stale prili§ nevi
jsou hlavni{ oblasti, kterym se ve své praci (v navaznosti na Fér and Hroudovd, 2008)
vénuj.

2.2.1 Antropogenni vlivy

Na rozsiteni vodnich rostlin maji zjevny vliv lidské aktivity, zvlasté lodni doprava, upravy
toku a budovéani prehrad, eutrofizace vod a zmény chemismu (Burkart, 2001; Thiébaut,
2007). Dale ma ¢lovék nepiimy vliv prostfednictvim ovlivnéni poéetnosti a chovani ptaka
a ryb. Riis and Sand-Jensen (2001) srovnavali danské nizinné vody na konci 19. a 20. sto-
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leti®. Ke konci 19. stoleti byl stulik Zluty zaznamenan v mnoha jezerech, po 100 letech jen
v fekach dolu po proudu a jeho popula¢ni stavy celkové poklesly. Proti proudu (do fek
pfitékajicich do jezer) se viibec nerozsifil. Zhang et al. (2007) zkoumali vliv pfehrady
Tii soutésky na fece Jang-c’-fiang na §ifeni pylu a semen Vitezr negundo (Verbenaceae).
Prehrada velmi i¢inné brani sifeni semen, av§ak ne pylu (ten se 3ifi na velkou vzdalenost),
¢imz se méni charakteristiky genetické struktury i rozsifeni samotného druhu.

2.3 Stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm.)

Jako modelovy druh byl pro tuto studii vybran stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm.,
viz obr. 1 a 3.5), protoze je to relativné bézna vodni rostlina (hydrofyt) rostouci ve sto-
jatych az mirné tekoucich vodach (mé pomérné sirokou ekologickou amplitudu) a svym
zivotnim cyklem je plné zavislda na vodé. Kofeni v bahnitém nebo piskovém substratu
(Arber, 1920; Heslop-Harrison, 1955). Rozmnozuje se jak klonalnim rastem, tak pohlavné
(Arber, 1920; Heslop-Harrison, 1955; Barrat-Segretain, 1996). Je opylovdn hmyzem, ale
muze se i samosprasit (Heslop-Harrison, 1955). Kvét se po opyleni ponofi a plod ve vodé
dozraje po asi 6 tydnech (Arber, 1920). Je Siroce rozsifeny v celé Evropé. U nas se vy-
skytuje zvlasté v Polabi, v jihoceskych panvich, na Jizni Moravé a na mnoha dalsich
lokalitach (Slavik, 1990). Jsou pro néj dostupné mikrosatelitové jaderné primery (Ouborg
et al., 2000), diky kterym mame k dispozici jeden z nejlepsich molekuldrnich markeru
pro studium genetické struktury populaci i pro fylogeografické studie (Ouborg et al.,
1999).

Ma houzevnaté oddenky nepatrné zplostélé a seshora nazelenalé, dole sinale zluté,
pokryté jizvami po odpadlych listech (Arber, 1920). Oddenky mohou byt tlusté az pfes
10 em. O oddenkovych dlomecich stuliku se bézné uvazuje jako o mozném dispersnim agens
(zvlasté po jarnich zdplavach a podobnych disturbancich Arber, 1920; Heslop-Harrison,
1955). Ulomené kousky rostlin mohou odplavat po proudu a pokud se zachyti na vhodném
misté, muze z nich vzniknout novy jedinec.

Plod (bobule) méa duznatou sténu, ktera Casem zeslizovati a rozpadne se. Hart and
Cox (1995) ukazali, Ze scmena se ve vodé §iif bud’ v plovoucich plodech nebo jako soucést
mucilagindzni hmoty vzniklé z rozpadajiciho se plodu (perikarp se na bézi rozpada) a sa-
motna plavou jen kolem 72 hodin. Semena maji témeér stejnou hustotu jako sediment
(prakticky neplavou, Barrat-Segretain, 1996). Nezd4a se, Ze by nizka plovatelnost semen
méla zasadni vliv na charakteristiku jeho rozsifeni (viz téz. Smits et al., 1989).

Mnoho semen zustava dormantnich nékolik let, fadové tydny mohou pfezit i mraz
(Arber, 1920; Smits et al., 1989), kli¢i i ve tmé, ale mnohem lépe na svétle. Zda se,
ze etiolované listy muze produkovat az asi 4-5 m pod hladinou a vyrust tak z anaerobniho

5Za tu dobu se dramaticky zvysilo mnozstvi zivin v krajiné. pes 90 % toku bylo meliorovano a zkrdceno
a prudce pokleslo druhové bohatstvi. Takovyto scéndf muzeme nalézt ve vét3iné Evropy a Severn{ Ameriky
(napf. Egertson et al., 2004; Kadlec et al., 2009; Sweeney et al., 2007).
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dna ke svétlu a vzduchu. Rozmnozuje se jak semeny tak (pfevdzné) klonalnim rustem.
Podle Barrat-Segretain (1996) je kolonizace holych habitatu extrémné pomald a stulik
se ve studovaném useku Rhony §ifi prakticky jen vegetativné.

O jeho genetické struktufe a poméru vegetativniho a generativniho rozmnozovani se
toho pfilis mnoho nevi. Fér and Hroudovd (2008) odhalili v povodi Cidliny a Mrliny
a prilehlych ¢dstech Labe jen mélo dokladu vegetativniho $ifeni na dlouhé vzdalenosti.
Naopak se zda, ze duleZitou roli hraje vegetativni §ifeni na malé Skdle (v rdmci popu-
lace, Hart and Cox, 1995; Barrat-Segretain, 1996). O malo vétsi diverzita byla nalezena
v dolnich ¢astech tokil, coz muze souviset s pfisunem diaspor z mnoha riznych pfitoku.
Celkové se zd4, ze pfevazuje §ifeni fekou nad transportem mezi fekami (Fér and Hrou-
dova, 2008). Prostorova autokorelace jedincil byla pozorovana az do vzdélenosti témér

30 km.



Kapitola 3

Metodika

3.1 Sbér vzorku v terénu

Z tzemi CR bylo odebrano 489 vzorkili ze 36 populaci stuliku zlutého (viz kap. 2.3
na str. 29, obr. 1, 3.5 a obr. 3.1 ukazujici jeho rozsifeni u nas a mapa na obr. 3.3 ukazujici
odebrané populace). Po jedné populaci bylo téz sebrano z vychodniho Slovenska (La-
torica), NP Auksaitijos (Auksaitija) ve vychodni Litvé, Seeburger See (vesnice Seeburg,
Doln{ Sasko, Némecko) a z jihovychodniho okraje Bruselu (ficka Woluwe, Belgie, viz mapa
na obr. 3.4). Byla zahrnuta i data ze 30 populaci z povodi Labe z prace Fér and Hrou-
dova (2008). Pro ucely této studie byly nékteré ze 44 prostorové extrémné blizkych (a)nebo
malych populaci z prace Fér and Hroudova (2008) slou¢eny do vyslednych 30 populaci. Slo
o populace 1-2, 3-5, 6-8, 9-10, 13-15, 21-24, 25-26, 28-29 a 30-31. Celkem bylo analy-
zovano 70 populaci (z toho 66 z CR). Byly zaznamenany soufadnice viech lokalit (pomoci
GPS nebo pozdéji ode¢tem z mapy). Mapa ¢eskych lokalit je na obr. 3.3 a zahrani¢nich

na obr. 3.4, jejich struény pfehled je v tab. 3.1 a podrobnéjsi informace na str. 111 v do-
datku A. Fotografie z lokalit jsou na http://botany.natur.cuni.cz/zeisek /galerie/lokality /.

Podle velikosti populace bylo na kazdé lokalité odebrano 2-25 vzorki (vétsinou 10, viz
histogram na obr. 3.2 ukazujici pocty jedincu v populacich) listu z raznych jedincu. Sbéry
na jednotlivych lokalitich byly provedeny formou transektu podél biehu (v zavislosti
na dostupnosti vzorki) a byly sbirdny malé ¢asti mladsich listi o plose asi 10 cm?, které
byly ukladdny do oznacenych pytlikia se silikagelem (ten vzorky vysusil). Protoze stulik
ma dlouhé fapiky se vzplyvavymi listy, byl z kazdého trsu odebran jen jeden vzorek, aby
se tak, pokud mozno, pfedeslo odbéru vice vzorku z téze ramety nebo genety.

Udaje o rozsifeni stuliku zlutého v CR nejsou dostateéné komplexni. Jako zaklad
pro ziskani pfehledu lokalit byla pouzita mapa rozsifeni podle Slavik (1990, obr. 3.1),
terénni udaje Rydlo (1986, 1987, 1992a,b,c, 1994a,b, 1995, 1998a,b, 1999a,b, 2000a,b,c,d)
a databaze Chytry and Rafajovd (2003). Velmi cennd byla osobni a e-mailové sdéleni
od RNDr. Lubomira Adamce, Ph.D. (Botanicky tistav AV CR Tteboni), Mgr. Rostislava
Cerného, CSc. (Katedra biologie PF JCU), Mgr. Anezky Elidsové (Katedra botaniky

31



32 KAPITOLA 3. METODIKA

Obrazek 3.1: Mapa rozsifeni stuliku zlutého v CR podle Slavik (1990).

PiF UK), RNDr. Vita Grulicha, CSc. (PtF MU), RNDr. Jana Pokorného, CSc. (PiF
UK), Prof. RNDr. Karla Pracha, CSc. (Katedra botaniky PiF JCU), Mgr. Ladislava
Rektorise (Sprava CHKO Ttebonisko) a Mgr. Katefiny Sumberové, Ph.D. (PfF MU), vie
z roku 2007. Prace zv145té se starsimi literarnimi udaji byla pomérné problematickd, nebot
mnohé lokality postupem Gasu doznaly fady zmeén. Rada literarné dolozenych populaci
nebyla na lokalitdch viibec nalezena, nékteré lokality prakticky neexistovaly. Byl tedy
proveden pomérné podrobny pruzkum vytipovanych fi¢nich usekil. Podrobnéjsi udaje
jsou v dodatku A na str. 111. Pokud neni vyskyt stuliku vétsi nez nékolik trsi uvedeny
ve vySe citované literatufe mezi analyzovanymi populacemi nebo zminén v dodatku A,
nemohu jeho udavany vyskyt potvrdit.

Sebrané populace (popsané v tab. 3.1 na str. 38) byly rozdéleny do nésledujicich
geografickych skupin:

1. CHKO Poodii, populace Kr, Be a Ge
2. Stfedni Morava, populace Ot, Pn, Ka, Uo, Uh a Mr

3. Jizni Morava (Dyje, soutok Moravy a Dyje), populace Br, Nz, Nj, Ne, Hr, Jl a Lp
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Histogram pottu jedinci v populacich
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Obréazek 3.2: Histogram poétu jedincu v populacich. Médlo pfes 20 populaci (téméf 1/3) mé
5 a méné jedinct, vétsina jich m4 velikost 5-10 jedincu.
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Obrézek 3.4: Mapa ukazuje, odkud byly sebrany zahraniéni populace stuliku zlutého (Zervené
tecky). Od zdpadu: (Bs): jihovychodni okraj Bruselu (ficka Woluwe, Belgie), (Se): jezero Se-
eburger See u vesnice Seeburg (asi 50 km vychodné od Gottingenu, Dolni Sasko, Némecko),
(La): Latorica (jihovychodni Slovensko, pod jedinym slovenskym mostem pfes tuto Feku)
a (Au): NP Auksaitija (Auk3aitijos, vychodni Litva u méstecka Paluse). Ceské populace jsou
na obr. 3.3.

4. Luznice, populace NV, Nm, Du a Vy

5. Nezarka, populace HZ, DZ, ZL a Ls

6. Berounka (Kfivoklatsko), populace ZH, Cl, Zv a Ba

7. Ohfe (Karlovarsko), populace Ky, Nb a Ch

8. Labe a Jizera, populace Pc, RL, Kt, Pt, Sj, Gr, Va a Ce

9. Mrlina a Labe, populace Ro, Nk, Ha, Ra, Pd, Po, Ny, Sm, VV, Ct, Sl a Ml
10. Cidlina a Bystfice, populace Lu, Zi, Zb, Ze, Lb, Li, Ko, Ks, Kc a SP
11. Horni Labe, populace Nc, RZ, Re, Tl a Kl

12. Slovensko (Latorica), populace La

13. Belgie (Brusel, Woluwe), populace Bs

14. Némecko (Seeburg, Seeburger See), populace Se
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15. Litva (Paluse, NP Auksaitijos), populace Au

Tabulka 3.2: Pfehled lokalit stuliku zlutého. Viz téz mapa na obr. 3.3 na str. 34. V prvnim
sloupci je zkratka populace, ve drubém feka, ze které dand populace pochdzi, ve tfetim povodi
odpovidajicf imof{ (jsou hydrologicky izolovand — aZ na systém Dunaje, ktery zahrnuje jak
Moravu tak Tisu, nicméné pro potfeby prdce s témito daty je toto déleni vyhodn&jsi), déle je

jméno lokality, pocet vzorku a soufadnice v soufadném systému WGS84 (severni §itka a vychodn{
délka) pouzivaném v GPS.

| Zkratka | Reka | Povod{ | Lokalita | Pocet | WGS84N | WGSS4E |
Kr Odra Odra Kfivy rybnik 10 49,73856 18,15774
Be QOdra Odra Svinovské tiiné 10 49,80895 18,22394
Ge Odra Odra Gelnarovo jezero 9 49,75504 18,18225
Ot Morava Morava Otrokovice 5 49,18714 17,51081
Pn Morava Morava Pénné u Napajedel 5 49,15390 17,51419
Ka Morava Morava PR Kanada 10 49,10282 17,49297
Uo Morava Morava Uhersky Ostroh 10 48,98086 17,38349
Uh Morava Morava Uhersky Ostroh 10 48,98083 17,38033
Mr Morava Morava Veseli nad Moravou 2 48,96414 17,38004
Br Dyje Morava jezirko Bruksa nad Bfeclav{ 10 48,76196 16,86837
Nz Kyjovka Morava nejzdpadnéjsi most 10 48,65740 16,92614
Nj Kyjovka Morava nejjiznéjsf prutoény kanal 10 48,65689 16,93313
Ne Kyjovka Morava 2. nejjiznéjdf most 8 48,66327 16,93287
Hr Kyjovka Morava slepé rameno Hrazdén{ 10 48,66233 16,99882
J1 Kyjovka Morava rozvétvena tun U Jeleni louky 10 48,69467 16,95529
Lp Kyjovka Morava mezi Jelen{ loukou a Rozkem 10 48,68828 16,96087
NV Luznice Labe pod Novou Vsf nad Luznic{ 9 48,81701 14,93169
Nm LuzZnice Labe Novofecké moédly a Rozvodi 4 49,49326 14,84896
Du LuZnice Labe U Duséku 10 49,99971 14,83952
Vy LuzZnice Labe rybnik Vysehrad 10 49,03382 14,85255
HZ Nezarka Labe Hornf Zd'ar 10 49,11364 14,99508
DZ Nezéarka Labe Dolnf Zd'ar 10 49,10142 14,98995
ZL Nezarka Labe mezi Dolnfm Zd' 4rem a Horn{ Lhotou 10 49,09583 14,98417
Ls Nezarka Labe Lasenice 10 49,07500 14,67149
ZH Berounka Labe mezi Zvikovcem a Hradistém 7 4996718 13,71155
Cl Berounka Labe Cild 4 49,96440 13,73587
Zv Berounka Labe pod Zvikovcem 4 49,96031 13,69847
Ba Berounka Labe Zvikovec 9 49,96253 13,70153
Ky Ohfe Labe Kynsperk nad Ohif 9 50,12157 12,52502
Nb Ohfe Labe Nebanice 9 50,11175 12,47201
Ch Ohte Labe Chlumek 14 50,13323 12,56905
Pc Labe Labe Poéaply 3 50,52286 14,19848
RL Labe Labe Roudnice nad Labem 2 50,42848 14,26492
Kt Labe Labe Kostelec nad Labem 6 50,23765 14,59276
Pt Jizera Labe Podhradska tin u Dalesic 3 50,46172 14,91231
Sj Jizera Labe tun Stara Jizera u Drazic 3 50,31346 14,84779
Gr Labe Labe kanél Grada u Celdkovic 9 50,16933 14,74695
Va Labe Labe tun Véclavka u Celdkovic 11 50,17977 14,77232
Ce Labe Labe Celakovice 6 50,16778 14,75253
Ro Mrlina Labe pod Rozdalovicemi 6 50,29294 15,17063
Nk Mrlina Labe Nové Zamky 3 50,27926 15,16045
Ha Mrlina Labe Havransko 8 50,22581 15,13593
Ra Mrlina Labe Rasovice 8 50,20426 15,11458
Pd Labe Labe Podébrady 6 50,14163 15,11629
Po Labe Labe mezi Podébrady a Nymburkem 10 50,18405 15,06563
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[ Zkratka | Reka | Povodi | Lokalita [ Pocet | WGS84N | WGSBS4E |
Ny Labe Labe Nymburk 6 50,18394 15,04223
Sm Javorka Labe Smidary 4 50,29455 15,48781
vV Cidlina Labe Vysoké Veseli 7 50,33783 15,42675
Ct Cidlina Labe Chotélice (u Sinidar) 7 50,29990 15,47398
Sl Cidlina Labe Sloupno, Skfivany, Metlicany 11 50,25589 15,50420
Ml Cidlina Labe Mlékosrby 9 50,19466 15,49937
Lu Cidlina Labe Loukonosy 5 50,12333 15,42569
Zi Cidlina Labe Zizelice 3 50,13222 15,40181
Zb Cidlina Labe Zbran 6 50,14102 15,36578
Ze Cidlina Labe Zehunsky rybnik 2 50,14266 15,28977
Lb Cidlina Labe Libice nad Cidlinou 5 50,12228 15.17320
Li Cidlina Labe mezi Libici nad Cidlinou a Labem 25 50,12241 15,16174
Ko Bystfice Labe Kosicky 10 50,17630 15,54691
Ks Bystfice Labe okoli Kosicek 10 50,17540 15,56744
Kc Bystfice Labe Kosice 6 50,17615 15,53307
SP Bysttice Labe mezi Sobétusi a Popovicemi 2 50,25657 15,67880
Nc Labe Labe Némcice 5 50,09522 15,80679
RZ Labe Labe Rosice-Zakouti 3 50,04289 15,72790
Rc Labe Labe Recany nad Labem 2 50,04111 15,47834
TL Labe Labe Tynec nad Labem 3 50,03851 15,35943
Kl Labe Labe Kolin 6 50,02995 15,20801
La Latorica Tisa, Dunaj most pfes Latoricu (Slovensko) 5 48,50043 22,04970
Bs Woluwe | Schelde (Selda) vychodni okraj Bruselu (Belgie) 15 50,83085 4,43382
Se Hahle Rhume Seeburger See (Némecko) 10 51,56377 10,15980
Au Nemen Nemen Auksaitijos (Auksaitija, Litva) 9 55,34853 26,07889

3.2 Klonalni struktura populaci

Cileny transekt na zjisténi klondlni struktury, pfi kterém byly sebrany vzorky ze vsech
trsu (ramet) byl proveden v populacich Libice nad Cidlinou (Li) a Chlumek (Ch, Ohfe).
V populaci Li bylo sebrano 25 vzorkil, v populaci Ch 14 vzorki. V pfipadé populace Li
Slo o delsi rovny usek regulované teky, strmy bieh je zarostly kifovinami. Populace Ch
byla sbirdna v luznim lese z tuné (zjevné byvalé slepé rameno, pravdépodobné pravidelné
spojené s fekou, 5 vzorki) a z prilehlého dlouhého uzkého kandlu miticiho kolmo od feky
(9 vzorki). V Cidliné voda proudi pomérné rychle a feka je regulovand a udrzovana
(¢isténd), zatimco v tuni a kandlu na Ohfi je voda stojatd, tok je z nemalé Casti nere-
gulovany a kolem se rozklada obcas zaplavovany luzni les. Bieh je neupravovany, casté
jsou padlé stromy (a)nebo stromy a kefe rostouci ¢astecné ve vodé. Ty se odstraiuji jen
z hlavniho koryta. Jde tak o riznd, pro stulik zluty typickd, prostfedi.

Z ostatnich populaci bylo vét§inou sebrano vyrazné méné vzorku, nez bylo trsu. Vzorky
z vétsiny trsu byly sebrany z populace Nb (Ohfe, ;\'ebanicé). Pomérné dobrou piedstavu
o genetické variabilité v raAmei populaci pfedstavuji i populace Ls (Nezarka, Lasenice), Br
(Dyje, jezirko Bruksa u Breclavil), Nz, Nj, Ne? a Lp (Kyjovka), déle Gr (kanal Grada

1Jeden bieh podlouhlého jezirka je dobie piistupny, ten byl prosbirdn viceméné cely, protéjsf strana
je husté zarostla rakosim, nepfistupna a z ni sbéry nejsou.

2Na rozdil od ostatnich populaci z Kyjovky 8lo o rychle proudici vodu pod jezem. Ostatni populace
z Kyjovky byly scbrany z pomalu tekouci feky nebo z prilehlych tini a ramen se stojatou vodou.
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Tabulka 3.1: Piehled analyzovanych populaci stuliku zlutého. V prvnim sloupci jsou povodi,
ve drubém jednotlivé feky, ve tfetim zkratky populaci z danych Fck a v poslednim sloupci je pocet
vzorki z kazdé feky. Ceské populace jsou vidét na mapé na obr. 3.3, zahraniéni na obr. 3.4.
Odry, Moravy i Labe. Celkem bylo analyzovéno 528 vzorku (z toho 489 z CR) ze 70 populaci
(z toho 66 z CR). Z prace Fér and Hroudova (2008) bylo piebrano 156 vzorki (30 populaci)
z povodi Labe. Rozdéleni do geografickych oblasti je v seznamu na str. 32. Fotografie z lokalit
jsou na webové adrese http://botany.natur.cuni.cz/zeisek/galerie/lokality/.

l Povodi Reka | Zkratky populaci | Pocet vzorku l
Odra Odra Kr, Ge, Be 29
Morava Ot, Pn, Ka, Uo, Uh, Mr 42
Morava Dyje Br 10
Kyjovka Nz, Nj, Ne, Hr, JI, Lp 58
LuZnice NV, Nm, Du, Vy 33
Nezarka HZ, DZ, ZL, Ls 40
Berounka ZH, Cl, ZV, Ba 24
Ohfte Ky, Nb, Ch 32
Labe Labe Pc, R], Kt, Gr, Va, Ce, Pd, | 78
Po, Ny, N¢, RZ, Re, TL, Kl
Jizera Pt, Sj 6
Mrlina Ro, Nk, Ha, Ra 25
Javorka Sm 4
Cidlina VV, Ct, Sl, Ml, Lu, Zi, Zb, | 80
Ze, Lb, Li
Bystrice Ko, Ks, Kc, SP 28
Latorica Tisa La (Slovensko) 5
Woluwe Schelde (Selda) | Br (Brusel, Belgie) 15
Hahle Rhume Se (Seeburg, Némecko) 10
Neman (Nemen) | Neman (Nemen) | Au (Paluse, Litva ) 9
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Obrazek 3.5: Ukdzky z lokalit, kde byl sbirdn stulik zluty. (A) tui u Staré feky (pavodni tok
LuzZnice) u samoty U Dusdkd, 16. 8. 2007. (B) Kyjovka v obofe Soutok (soutok Moravy a Dyje)
u nejzapadnéjsiho mostu pfes Kyjovku, 20. 8. 2007. Dalsi fotografie z lokalit jsou na webové
adrese http://botany.natur.cuni.cz/zeisek/galerie/lokality/.
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u Celdkovic, Labe), Va (taii Vaclavka u Celékovic), Ko (Kosicky, Bystiice) a populace
z Berounky: Cl (Cili) a Ba, ZH a Zv z okoli Zvikovce, které ale byly celkové relativné
malé.

Vzhledem k vysoké specificité a spolehlivosti mikrosatelitti (Jarne and Lagoda, 1996;
Balloux and Lugon-Moulin, 2002) a pravdépodobnosti toho, Zze dva vzorky s identickym
genotypem jej ziskali jen nahodou nezavisle na sobé, vzorky, které maji dplné stejné
alely ve vSech 10 lokusech mohou byt nazyvany , klony“. Klonalni jedinci a jedinci lisici se
o jednu alelu byli hled4ni pomoci programu GenClone (Arnaud-Haond and Belkhir, 2007).
Stejny program byl pouzit i pro odhad pravdépodobnosti, Ze dva jedinci s identickym
genotypem si nejsou piibuzni a maji stejné alelické slozeni nezavislym sexudlnim procesem
(Psez, Arnaud-Haond et al., 2007a). Vsechny vypocty byly testovany 1 000 permutacemi.

3.3 Laboratorni zpracovani vzorku

Kompletni protokoly jsou v dodatku C na str. 117. Vzorky byly zpracovavany v la-
boratofi DNA Katedry botaniky Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze
(http://botany.natur.cuni.cz/dna/). Po vysuSeni v silikagelu bylo asi 10 mg lista pouzito
k extrakci DNA metodou CTAB (Doyle and Doyle, 1987) a rozpusténo v 1xTE pufru.
Nésledné byla zméfena koncentrace ziskané DNA na spektrofotometru BioPhotometer
(Eppendorf) a DNA byla dvakrat redestilovanou vodou (ddH;0) nafedéna na koncentraci
5 ng-pl™!.

Takto nafedénd DNA byla nésledné pouzita k polymerase chain reaction (PCR). Mi-
krosatelitovd analyza byla provedena s vyuzitim PCR v objemu 10 ul (viz tab. C.3)
s 10 pary fluorescentné znacenych primeru (Ouborg et al., 2000), viz tab. 3.3). Forward
primery jsou znaceny tfemi fluorescenénimi barvami (HEX, NED a 6-FAM), 4. (Gervena)
slouzi pro délkovy standard. Zprvu byla michana reakéni smés v objemu 6,75 ul ddH,O,
1 pl pufru pro RED Taq (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.), 0,15 ul forward a rewerse
primeru (forward primer byl fluorescentné znacen), 0,25 ul RED Taq DNA polymerazy
(Sigma) a 1,5 ul nafedéné DNA. Primery mély koncentraci 25 ng-ul ™.

Pozdéji byla pouzivana pfedpfipravena reakéni smés RedTaq ReadyMix PCR Reaction
Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) v objemu 5 ul Reaction Mixu, 0,15 ul for-
ward a rewerse primeru (forward primer byl fluorescentné znacéen), 3,2 ul ddH,0 a 1,5 ul
nafedéné DNA. Tento postup je prakticky stejny jako pfedchozi, je ale jednodussi, rych-
lejsi a predpfipraveny kit je levnéjsi nez michani jednotlivych slozek. Bylo otestovano,
Ze oba dva postupy davaji shodny vysledek.

Lokusy byly amplifikovany v Mastercycler ep gradient S thermal cykleru (Eppendorf,
Hamburg) za nésledujicich podminek: 94°C 1 minuta, 35 x 94°C 40 sekund, 50°C 40 sekund
a 72°C 50 sekund. Nakonec 72°C 15 minut a 10°C do otevieni vika. Pro podrobnosti
viz protokoly na str. 118.

Byla provadéna zvlastni PCR s kazdym primerem zvlast. Tento postup byl spoleh-
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Tabulka 3.3: Prehled 10 paru selektivnich jadernych mikrosatelitovych primeru pro zastupce
rodu Nuphar (Ouborg et al., 2000). V prvnim sloupci je jméno lokusu, ve druhém motiv opa-
kovdni (tandemovd repetice na DNA), ddle forward a reverse primer (sekvence kazdého paru
selektivnich primerd). V poslednim sloupci je piistupové &islo z GenBank. Teplota annealingu
je pro vsechny primery 55°C (viz téz tab. C.3 na str. 120 popisujici prubéh PCR).

Lokus Motiv opakovani Forward primer
NL GAl (GA)32 CTGAATATTAACCGATTAGCTCC
NL GA2 (GA)37 CTTTAGGAGGGTCTTTAGC
NL GA3 (GA)23 GTTGTAACGTAAATGCCGTC
NL GA4 (GA)23 GCTTCTCTCAGAACAATGGG
NL GA5 (GA)12 CCCGCCATATCTGATGAC
NL GA6 (GA)11 GACGACGGAGTCAGTTCC
NL GA7 (GA)24 ATTTATTCCCAGCACTTTGG
NL GAS (GA)23 CATCTCAAATTCACATTCAGC
NL CAl (CA)27 CTCAGAAACGAGGCTCTATG
NL TG/GA1l | (GT)8(TG)14(GA)9 | AAGCAGCAGCAAAATTTGTA
Lokus Reverse primer Barva | GenBank

NL GA1 GCTTAGTGACTCAACCAGGTC | HEX | AF136638
NL GA2 CCAATCTCTAGTAGGAGGAGC | NED | AF135840

NL GA3 CTTGCCGATGAAACCCAT 6-FAM | AF136640
NL GA4 CCCTAGTTTGGAAGGGTTG HEX | AF136641
NL GA5 AAGTGGAGGGGACGAAAG NED | AF136642

NL GA6 GTTGAACAATTTGGGTGTTG | 6-FAM | AF136643
NL GA7 CTTGACATGATTTCTCTGAACC | HEX | AF137266
NL GAS GACTTGATAAGGTTGGTGAGG | NED | AF137267
NL CAl TTTGGTTGGAAGACAAGAAG | 6-FAM | AF137265
NL TG/GA1 | TGTGCAAGTTACCTGTTTCC HEX | AF136639
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wen s

zovany pomoci agarézové elektroforézy s pouzitim ethidium bromidu ke zviditelnéni DNA
v UV svétle specidlni kamerou Kodak Gel Logic 100. Pokud byly prouzky viditelné a byly
v pozici odpovidajici délkovému rozsahu alel, PCR fragmenty byly pfesrazeny se standar-
dem GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) a vizualizovany
s vyuzitim automatického sekvenatoru ABI 3100 Avant Genetic Analyzer nebo ABI 3130
Genetic Analyzer v sekvena¢ni laboratofi biologické sekce PfF UK (http://www.natur.-
cuni.cz/"seglab/). Analyza na sekvenatoru ndm umoziiuje dosdhnout mnohem kvalitnéjsich
a spolehlivéjsich vysledkl nez bézna elektroforéza. Podrobnéjsi postup je v dodatku C.3
na str. 119.

3.4 Vyhodnoceni primarnich dat

Veskery pouzity software véetné odkazi na domovské stranky je uveden v dodatku B
na str. 115. Priméarni data ze sekvenatoru byla analyzovana pomoci demo verze pro-
gramu GeneMarker (SoftGenetics, LLC., State College, PA, U.S.A.) a tidaje o velikosti
alel v jednotlivych lokusech byly zapsany do tabulky (viz str. 123). Tato tabulka byla
upravena a slouzila jako vychozi zdroj dat pro dalsi zpracovani. Populace byly analy-
zovany ve dvou skupindch: (1) vSechny dohromady a (2) pouze ¢eské. V Polabi je u nés
stulik asi nejrozsifenéjsi a i diky datum z Fér and Hroudova (2008) byla z této oblasti
k dispozici téméf tfetina vSech vzorkl. Polabi tvofi asi nejvétsi oblast souvislého vyskytu
stuliku zlutého v CR. Pro potieby analyz bylo rozdéleno do nékolika oblasti podél fek
(viz str. 32).

Pti sluéovani mych vlastnich dat a dat z Fér and Hroudova (2008) nastal problém
u lokusi GA1l a GA7, kde Fér and Hroudova (2008) udédvaji sudé hodnoty, zatimco ja
liché (viz tab. 4.2). Jde jen o technicky artefakt dany zaokrouhlovanim dat. Sekvenator
vraci hodnotu s presnosti na desetinu délky béaze, pro analyzu je ale potfeba mit délky
zaokrouhleny na celé baze, zaokrouhleni je tak do jisté miry arbitrarni a je nutné jej
sjednotit. To bylo vyfeSeno otevienim ptivodnich dat Fér and Hroudova (2008) v programu
GeneMarker, porovnanim s mymi vlastnimi daty a lokusy GA1 a GA7 z Fér and Hroudova
(2008) byly posunuty o 1 (k jejich délce bylo pfi¢tena jednotka), aby jejich skérovani
odpovidalo skérovani mych dat.

Parova genetickd vzdélenost Nei’s chord distance (Nei et al., 1983) mezi jedinci byla
uréena pomoci programu MicroSatellite Analyser (MSA, Dieringer and Schlotterer, 2003).
Dale byly spo¢itany minimélni a maximalni délky, pocty a frekvence jednotlivych alel,
pozorovana a ocekdvana heterozygosita populaci. VSechny vypocty byly testovany per-
mutaénim testem o 100 000 permutacich. Nakonec byl vygenerovan vstupni soubor pro
program Arlequin (Excoffier et al., 2006).

Analyza molekularni variance (AMOVA, Excoffier et al., 1992) pro zjistén{ rozdéleni
genetické variability v ramei populaci. mezi populacemi a mezi skupinami populaci (vétsimi
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geogratickymi oblastmi, povodimi) byla provedena v programu Arlequin (Excoffier et al.,
2006). AMOVA byla poéiténa jako Fsr (Weir and Cockerham, 1984) i Rgr, tedy na zékladé
frekvence sdilenych alel i na zdkladé ¢tverce rozdilu mezi délkami alel. Na zdkladé Fgr
byla pot¢itana AMOVA i rdmci jednotlivych povodi (Odry, Moravy a Labe). Fixaéni in-
dex F-statistiky Fgr byl pocitan na zakladé podilu shodnych alel. VSechny vypocty byly
testovany 10 000 permutacemi.

Mnohorozmérna analyza pomoci techniky PCoA (principal coordinate analysis) zob-
razujici shluky geneticky podobnych jedincii byla provedena v programu SYNTAX 2000
(Podani, 2001). Vysledny graf pak byl nakreslen pomoci OpenOffice.org Calc (Sun Micro-
systems Inc.). Diky této analyze muzeme vidét, jestli néjaka skupina jedincu, kterd je
geograficky oddélena od ostatnich tvoii samostatny shluk geneticky podobnych jedinci.
PCoA byla potitana s pouze ¢eskymi vzorky a v ramci jednotlivych éeskych povodi (Odry,
Moravy a Labe).

Bayesianské shlukovani (Corander and Marttinen, 2007) jedincu pro odhaleni celkové
genetické struktury bylo provedeno v programu BAPS 3.2 (Corander and Marttinen,
2007). Algoritmus vyuziva stochastickou optimalizaci k odhaleni posteriorniho stavu ge-
netické struktury: hledd pocet shluku s nejvyssi pravdépodobnosti modelu. Maximé&lni
potty bayesidnskych shlukti byly uréeny po jednom od 1 do 40, pro kazdé nastaveni (pro
kazdy pocet skupin) byl vypoéet desetkrat opakovan.

Populaéni struktura byla zjistovdna i v programu Structure (Falush et al., 2007).
Structure se snazi tvofit shluky jedinci na zdkladé modelu minimalizace odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovdhy a minimalizaci nerovnovahy v zastoupeni jednotlivych alel (lin-
kage dissequilibrium, Falush et al., 2003). Bylo pouzito vychozi nastaveni. Burn-in fetézec
mél délku 100 000 kroku a bylo provedeno celkem 1 000 000 krokd. Pfedem dany pocet
skupin (K) byl 1-10, pro kazdy pocet (pro kazdé K) vypocet bézel 10x. Vypoéty byly
provadény na specidlnim volné dostupném clusteru (bioportél univerzity v norském Oslo,
Shalchian-Tabrizi et al., 2004, http://www.bioportal.uio.no/). Jeho vystupy byly zpra-
covéany pomoci statistického baliku R (R Development Core Team, 2008) a skriptu Sctructure-
sum.R (Ehrich et al., 2007) slouzicimu k ureni nejlepsiho poétu genetickych skupin
a piifpravé dat pro tvorbu grafického vystupu pomoci dalSich programi. Skript slouzil
k vypoétu koeficienti podobnosti mezi jednotlivymi béhy algoritmu Structure (Nordborg
et al., 2005) a k urceni optimalniho poétu pfirozenych shluki (Evano et al., 2005). Déle
byl pouzit CLUMPP (Jakobsson and Rosenberg, 2007) upravujici data do formatu pro
nakresleni vysledného obrazku pomoci programu Distruct (Rosenberg, 2004).

Vztahy mezi prostorovymi a genetickymi vzdalenostmi pro zjiSténi miry prostorové
autokorelace byly poéitany pomoci programu SPAGeDi (Hardy and Vekemans, 2002)
a parového koeficientu Moranovo I mezi jedinci (Hardy and Vekemans, 1999). Pro tuto
analyzu byly pouzity pouze vzorky z CR. Byly poéitéany nésledujici matice: (1) vzorky
z celé CR, (2) vzorky z celého povodi Moravy a (3) vzorky z celého povodi Labe. Bylo
potitano s pfimymi geografickymi vzdélenostmi (ziskanymi pomoci softwarového baliku
ArcGIS, Esri). Byly pouzity nésledujici vzdalenostni tfidy (maximdlni vzdalenost): Pro
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populace z celé CR 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65, 100, 165, 250, 350 a 500 km, pro populace
z povodi Moravy 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65 a 100 km a pro povodi Labe 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65,
100, 165 a 250 km. Standardni chyby koeficienti vzdalenosti byly odhadnuty procedurou
jacknife (15 000 opakovéani). Vypocty byly testovany 15 000 permutacemi.

3.5 Kliceni oddenkovych dlomki

O oddenkovych tlomeich stuliku se bézné uvazuje jako o mozném dispersnim agens (Arber,
1920; Heslop-Harrison, 1955). Cilem pokusu bylo zjistit, jak tyto Glomky pfezivaji, mohou-
li se stat zdkladem pro novou rostlinu a slouzit tak k sifeni. Pokus byl proveden mezi dub-
nem a ¢ervnem 2008 v laboratofi Prof. Ludwiga Triesta Algemene Plantkunde en Natuur-
beheer (APNA, Plant Biology and Nature Management, http://www.vub.ac.be/APNA/),
Vrije Universiteit Brussel, Belgie béhem mého pobytu na projektu Erasmus/LLP.

Obrazek 3.6: Bruselské parkové jezirko Etang de Boitsfort, jedna ze dvou lokalit pro odbér
vzorki oddenkovych dlomkii.

Oddenky byly sbirdny 17. 4. 2008 v bruselskych parkovych jezirkach Bemel (Woluwe
park) a Etang de Boitsfort (viz obr. 3.6). Oddenky prortistaly dnem s mnozstvim bahna,
kameni a pletiv na stabilizaci dna, byly sekdny zahradnim ry¢em a tahany ven hrabémi,
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coz mélo simulovat vétsi pfirodni disturbanci (jarni povodné, lamani ledu a jeho drhnuti
o dno). Diky dlouhym a bohatym kofentim drZely i nasekané oddenky stale pevné ve dné
a sbér byl velice obtizny.

Obrazek 3.7: Ukédzka casti oddenkovych tdlomka stuliku Zlutého nasbiranych v bruselskych
parkovych jezirkdch Bemel (Woluwe park) a Etang de Boitsfort 17. 4. 2008.

Celkem bylo sebrano 61 ulomku: 2 kusy o pruméru 5 cm dlouhé 10 a 15 cm, 6 kusi
o pruméru 3 cm a délce 5-20 cm (z toho 3 delsi dlomky mély listy), 2 kusy o priméru 2 cm
a délce 3 a 5 cm (s listy), 9 kusi mensiho zdkladu listové ruzice s listy, 4 kusy zdklada
listové rizice bez listi a 38 malych dlomku stonku s fapiky. Pro ukéazku viz obr. 3.7.
Vzhledem k malému poétu nesourodych vzorku (kvili obtiznosti sbéru se nepodatfilo ziskat
dostatek materidlu) nebyl vysledek statisticky zpracovavan.

Oddenky byly ponechdny ve dvou otevienych plastovych nadrzich (cca 60x60 cm,
viz obr. 3.8) na stiese univerzity? (bez jakékoliv ochrany proti atmosférickym vliviim),
voda byla podle potfeby po nékolika dnech dopliovana z vodovodu (bez tprav nebo
pfidavku zivin).

3Je tam sklenfk a prostor pro experimenty.
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Obrédzek 3.8: Jedna ze dvou plastovych beden, ve které byly volné ve vodé po 7 tydni po-
nechany oddenkové ilomky stuliku nasbirané 17. 4. 2008 v bruselskych parkovych jezirkach
Bemel (Woluwe park) a Etang de Boitsfort.

3.6 Klic¢ivost semen

Cilem pokusu bylo zjistit, za jakych podminek a jak dobfe kli¢i semena stuliku zlutého.
11. 9. 2006 bylo v Cidliné mezi Libici nad Cidlinou a soutokem s Labem (populace Li)
sebrano celkem osm zralych plodd stuliku Zlutého. Plody byly umistény v pokojovych
podminkach v miskach s vodou dokud se nerozpadly na jednotliva semena. Ta byla dlou-
hodobeé stratifikovana v epruvetich v temnu v lednici pfi 10°C. 16. 3. 2007 byla semena
prenesena do velkych Petriho misek. Z kazdého plodu byla polovina semen dana do vody
a byla klicena v kultivaénim boxu na Katedie botaniky PfF UK v rezimu teplot 25°C
pfes den a 10°C v noci. Druha polovina semen byla klicena v miskach s vodou za oknem
orientovanym smérem k jihu.

23. 4. 2007 byly z misek v kultiva¢nim boxu odebrany 2 skupiny po 20 semenech a byly
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vlozeny do novych misek (taktéz v kultivaénim boxu). K prvni skupiné byla vlozena hlina
a trs travy, druha skupina byla pomoci smirkového papiru jemné povrchové narusena.
Oboji mélo simulovat poSkozeni semen v pfirodnim prostfedi a podpofit tak kli¢ivost.

31. 5. 2007 byla vSechna nekli¢ici semena pfenesena do déravych plastovych misek
naplnénych do poloviny hlinou s piskem a pfikrytych jemnym plastovym pletivem. Ty byly
vlozeny do bazénku v Ustavu botaniky AV CR v Prihonicich (it p:/ /ibot.cas.cz/). Misky
byly na svych mistech ponechdny az do jara 2008, kdy byla zaznamenana velka kli¢ivost
a 3.-8. 7. 2008 byly odebrany klicici rostlinky. Nekli¢ici semena byla vracena do jedné
misky zpét do bazénku a ponechdny na misté do jara 2009.
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Kapitola 4

Vysledky

Bylo analyzovéno celkem 528 vzorki stuliku zlutého (Nuphar lutea (L) Sm.) z 66 Geskych
a 4 zahrani¢nich (Slovensko, Némecko, Belgie a Litva) populaci. Vzorky byly sebrany
ze 13 Eeskych a 4 zahrani¢nich fek z imoii Severniho, Baltského a Cerného mofe. Vzorky
byly analyzovany technikou mikrosatelitovych jadernych primert a déle zpracovany ma-
tematickymi metodami.

4.1 Molekularni analyzy

Ne ve vSech jedincich se podatilo detekovat alely ze vSech lokust. Chybéjici data se vy-
skytovala ve 20 jedincich. V téch byly detekovany alely v 6-9 lokusech. Ocekdvand hete-
rozygosita byla 0,502—0,901, pozorovana 0,263-0,551, alel bylo v kazdém lokusu nalezeno
6-23. Celkem bylo nalezeno 192 ruznych alel (vse i s daty z , )-
V populacich bylo nalezeno 19-52 alel, o¢ekdvand heterozygosita v ramci populaci byla
0,1-0,78, v ramci oblasti 0,31-0,75. Tab. 4.1 porovnava ofekavanou heterozygositu mezi
jednotlivymi populacemi a oblastmi. Tab. 1.2 porovnava zakladni charakteristiky mezi
datovym souborem ( , v této praci byly publikovdny pouzité mikrosa-
telitové jaderné primery), kde jsou data z nizozemskych fek, ( ),
kde jsou data z Polabi a mymi vlastnimi daty (bez dat pfevzatych z ,

) z celé CR, Slovenska, Belgie, Némecka a Litvy. Moje data maji ve vétsiné lokust
nejvyssi pocty a délkové rozsahy alel. Velké rozdily jsou v heterozygosité, a to jak mezi
otekdvanou a pozorovanou, tak mezi riznymi autory. U mych dat obecné vychazi velice
vysokd ocekavand heterozygosita, ale pozorovand heterozygosita je oproti tomu — i oproti

( )a () — velmi nizka.

Ptehled délkového rozsahu alel pro viechny populace ukazuje krabicovy graf na obr. 1.1.
Vétsina alel je relativné vzacnd. Ve vétsiné lokust i populaci bylo malé mnozstvi ¢etnych
alel a vétsi mnozstvi vzacnych, vyskytujicich se jen v nékolika populacich. Obecné vzacné
alely maji v nékterych jednotlivych populacich vysokou frekvenci vyskytu (viz obr. 4.2
a 1.3). Nékteré alely byly specifické jen pro uréité populace: GAL 131 pro La, GA1 173
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pro Ze, GA1 175 pro RL, GA3 134 pro Be, GA6 252 pro Ze a GA2 78 pro La. V téchto
piipadech §lo o fddové jednotkové vyskyty, které zjevné nemaji vétsi vyznam. Zadns alela
nebyla specifickd pro néjakym zpisobem geograficky souvisejici skupinu populaci.

Tabulka 4.1: Zakladni porovnani jednotlivych populaci a oblasti. Prvnf tfi sloupce ukazuji po-
vodi, geografickou oblast a jednotlivé populace. Déle je pocet alel pfes viechny lokusy (4. slou-
pec) v dané populaci a oéekdvana heterozygosita (Hg) v rdmci populaci (5. sloupec) a v ramci
geografickych oblasti (6. sloupec).

Povodi | Oblast Populace | Pocet | Hg v ramci | Hg v ramci
alel populaci oblasti

Odra Poodii Kr 22 0,23

Odra Poodii Be 35 0,46 04

Odra Pood#i Ge 34 0,51

Morava | Stfedni Morava Ot 22 0,33

Morava | Stfedni Morava Pn 24 0,41

Morava | Stfedni Morava Ka 26 0,43 0,49

Morava | Stfedni Morava Uo 41 0,57

Morava | Stfedni Morava Uh 40 0,57

Morava | Stfedni Morava Mr 23 0,62

Morava | Jizni Morava Br 44 0,56

Morava | Jizni Morava Nz 51 0,64

Morava | Jizni Morava Nj 45 0,59

Morava | Jizni Morava ne 45 0,62 0,58

Morava | Jizni Morava Hr 34 0,51

Morava | Jizni Morava J1 38 0,54

Morava | Jizni Morava Lp 37 0,6

Labe LuZnice NV 20 0,24

Labe Luznice Nm 19 0,31 0,33

Labe LuzZnice Du 35 0,48

Labe LuzZnice Vy 22 0,29

Labe Nezarka, HZ 27 0,38

Labe Nezarka DZ 25 0,36 0,31

Labe Nezarka ZL 19 0,2

Labe Nezarka Ls 19 0,29

Labe Berounka ZH 26 0,39

Labe Berounka Cl 26 0,52 0,5

Labe Berounka Zv 29 0,53

Labe Berounka Ba 37 0,56

Labe Ohfe Ky 37 0,58

Labe Ohfe Nb 43 0,68 0,65
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Povodi | Oblast Populace | Pocet | Hg v ramci | Hg v rdmci
alel populaci oblasti

Labe Ohie Ch 52 0,68

Labe Labe a Jizera Pc 25 0,55

Labe Labe a Jizera RL 23 0,6

Labe Labe a Jizera Kt 37 0,64

Labe Labe a Jizera Pt 29 0,63 0,58

Labe Labe a Jizera Sj 28 0,62

Labe Labe a Jizera Gr 32 0,49

Labe Labe a Jizera Va 33 0,47

Labe Labe a Jizera Ce 39 0,62

Labe Mrlina a Labe Ro 28 0,42

Labe Mrlina a Labe Nk 24 0,49

Labe Mrlina a Labe Ha 39 0,53

Labe Mrlina a Labe Ra 37 0,52

Labe Mrlina a Labe Pd 48 0,71

Labe Mrlina a Labe po 47 0,64 0,56

Labe Mrlina a Labe Ny 41 0,63

Labe Mrlina a Labe Sm 12 0,1

Labe Mrlina a Labe \'AY 19 0,31

Labe Mrlina a Labe Ct 30 0,45

Labe Mrlina a Labe Sl 34 0,47

Labe Mrlina a Labe Ml 33 0,5

Labe Cidlina a Bystfice | Lu 30 0,55

Labe Cidlina a Bystfice | Zi 30 0,55

Labe Cidlina a Bysttice | Zb 33 0,57

Labe Cidlina a Bystfice | Ze 19 0,5

Labe Cidlina a Bystfice | Lb 25 0,39 0,42

Labe Cidlina a Bystfice | Li 32 0,38

Labe Cidlina a Bystfice | Ko 33 0,44

Labe Cidlina a Bystfice | Ks 32 0,47

Labe Cidlina a Bystfice | Kc 34 0,58

Labe Cidlina a Bystfice | SP 11 0,05

Labe Horni Labe Nc 25 0,47

Labe Horni Labe RZ 16 0,3

Labe Horni Labe Rc 22 0,6 0,54

Labe Horni Labe TL 29 0,67

Labe Horni Labe Kl 42 0,64

Tisa Slovensko La 37 0,75 0,75

Schelde | Belgie Bs 41 0,49 0,49
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Povodi | Oblast Populace | Pocet | Hg v ramci | Hg v ramci
alel populaci oblasti

Rhume | Némecko Se 33 0,5 0,5

Neman | Litva Au 57 0,75 0,75

Tabulka 4.2: Porovnani délkového rozsahu alel, poctu alel, ocekdvané (Hg) a pozorované (Hp)
heterozygosity mezi pracemi ( ) (O) z Nizozemi, ( ) (F)
z Polabi a mymi vlastnimi daty (Z) z celé CR, Slovenska, Belgie, Némecka a Litvy pro jednotlivé
lokusy (ve sloupcich).

Lokus NL |NL |NL (NL |NL (NL |NL |[NL |NL |NL
GAl | GA2 | GA3 | GA4 | GA5 | GA6 | GAT | GAB | CA1 | TG/
GAl

Rozsah (O) | 140- | 85— 140- | 166— | 81- | 260- | 80— 184— [ 206- | 118~
170 127 172 202 103 270 108 228 232 140
Rozsah (F) | 146— | 82— 142- | 176- | 70- | 250~ | 76— 196- | 202- | 115-
176 102 178 202 106 270 106 236 232 137
Rozsah (Z) | 125- | 78- 134- | 170~ | 62— | 250~ | 75— 192- | 200- | 113-
177 122 182 206 110 272 111 224 236 139

Pocet alel (O) | 16 18 11 12 6 3 11 18 8 7

Pocet alel (F) | 14 11 13 9 12 8 13 20 10 6

Pocet alel (Z) | 23 21 23 19 18 10 19 17 17 9
Hg (O) | 0,695 | 0,570 | 0,658 | 0,636 | 0,399 | 0,202 | 0,230 | 0,587 | 0,546 | 0,602
Hg (F) | 0,766 | 0,749 | 0,535 | 0,741 | 0,788 | 0,502 | 0,772 | 0,825 | 0,615 | 0,520
Hg (Z) | 0,855 | 0,748 | 0,874 | 0,865 | 0,778 | 0,710 | 0,889 | 0,901 | 0,837 | 0,753
Ho (O) | 0,482 | 0,362 | 0,437 | 0,400 | 0,306 | 0,267 | 0,270 | 0,421 | 0,354 | 0,240
Ho (F) | 0,487 | 0,365 | 0,276 | 0,494 | 0,365 | 0,391 | 0,506 | 0,551 | 0,263 | 0,333
Ho (Z) | 0,383 | 0,285 | 0,375 | 0,316 | 0,277 | 0,160 | 0,460 | 0,301 | 0,274 | 0,125

4.1.1 Klonalni struktura populaci

Pravdépodobnost toho, ze dva vzorky s identickym genotypem jej ziskali jen nahodou
nezavisle na sobé (Pgey , ) byla pomoci programu GenClone
odhadnuta na fddové 10719-10"2, coz jsou zanedbatelné malé hodnoty. Z celkového poctu
528 vzorkil ze 70 populaci bylo nalezeno celkem 501 riznych genotypl a v 11 populacich
bylo nalezeno celkem 15 klont o velikosti 2-3 jedincd. Vétsina zaznamenanych klonii méla
velikost 2 jedincii, jen 3 klony mély velikost 3 jedincd.

Cileny transekt na detekci klonti, pfi kterém byly sebrany vzorky ze viech trsi (ramet)
byl proveden v populacich Libice nad Cidlinou (Li) a Chlumek (Ch, Ohfe). V populaci
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Obrazek 4.1: Piehled délkového rozsahu (délka fragmentu DNA, svisld osa) jednotlivych lo-
kusu (vodorovna osa) mikrosatelitovych alel stuliku zlutého pro vsechny populace dohromady.
V kazdém lokusu existuje nékolik Cetnych alel a vétsi mnozstvi vzacnych. Podrobnéjsi piehled
podle frekvenci jednotlivych alel pro jednotlivé populace ukazuji obr. 4.2 a 4.3.
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Li (celkem 25 vzorkd) byly nalezeny 3 klony o velikosti 2, 3 a 3 jedinci. V populaci Ch!
(14 vzorki) nebyl nalezen zadny klon. Ve vétsiné ostatnich populaci bylo sbirdno méné
vzorkil, nez bylo trsi (ramet) stuliku a nelze tedy vylouéit, Ze tam jsou vétsf klony, nez
byly ty detekované (viz dale).

Na, celé Moravé byl nalezen jediny klon o velikosti 2 jedincti (populace Ot u Otrokovic?,
5 vzorku). Z populace NV (Nova Ves nad Luznici, horni Luznice) bylo sebrano 9 vzorkd,
z toho 8 bylo z velké tiné pravdépodobné spojené s fekou jen pii zaplavach a 1 z nedaleké
malé tiné. Tam byly nalezeny 3 klony o velikosti 2 jedinci. Po jednom klonu o velikosti
2 jedincu bylo nalezeno v populacich Du, Vy a Ls. V populacich NV a Du byly sebrany
vzorky z podstatné ¢ésti trsu, populace Ls tvofila velky souvisly porost nad jezem (k tomu
par malych trsti pod mostem déle po proudu).

Na Berounce (vsechny 4 populace sebrané na Berounce byly pomérné malé) nebyl
nalezen zadny klon. Na Ohfi (3 populace) nebyl nalezen Zadny klon. Klony nalezené
v Polabi (kromé Li, viz vyse): V populaci Gr (kanal Grada u Celdkovic) byl nalezen
1 klon o velikosti 2 jedincu (celkem 9 vzorkil). Po jednom klonu o velikosti 2 jedinci bylo
nalezeno v populacich M1 (Mlékosrby, 9 vzorku), Lu (Loukonosy, 5 vzorki) a Ko (Kosicky,
10 vzorkd).

Posledni klon o velikosti 3 jedinct byl nalezen v populaci Bs (Brusel, Woluwe), 15 vzorku
z této populace bylo sebrano ve 4 parkovych jezirkach. V jezirku, kde byl nalezen klon
byly sebrany celkem 4 vzorky.

V ramci 14 populaci bylo nalezeno celkem 37 pari jedinci lisicich se v jediné alele.
Slo o populace Kr (2 pary) z Odry, DZ (1 par), HZ (4 péary), Ls (2 péary) a ZL (4 pary)
z Nezéarky, NV (2 pary) a Vy (3 péry) z LuZnice, Ba (2 péary) z Berounky, Li (7 para)
a VV (3 pary) z Cidliny, Ro (1 péar) z Mrliny, Sm (2 pary) z Javorky, Gr (1 par) z Labe
a SP (1 pér) z Bystfice.

4.1.2 Klony nalezené v ruznych populacich

Ze 70 populaci byly klony nalezeny mezi celkem 6 riznymi populacemi (celkem 7 klonélnich
jedinct). Dva péry klont byly nalezeny mezi populacemi ZL (mezi Dolnim Zd 4rem a Horni
Lhotou) a Ls (Lésenice), které jsou od sebe na Nezarce vzdalené 3,3 km. TFi pary klonu
byly nalezeny mezi populacemi Kt (Kostelec nad Labem) a Pt (Podhradsk4 tti u Dalesic,
Jizera), které jsou od sebe po fece vzdilené pfes 120 km. Posledni tfi pary klonu byly na-
lezeny mezi populacemi Kt (Kostelec nad Labem) a Sj (tuni Stard Jizera u Drazic, Jizera),
které jsou od sebe po fece vzdalené asi 60 km. Jeden klon nalezeny v téchto dvou popu-
lacich byl nalezen i v populaci TL (Tynec nad Labem), ktery je od populace Kl vzdaleny
po fece téméf 90 km (je na hornim Labi). Jedinci lisici se v jediné alele byli nalezeni mezi
populacemi DZ a HZ (5 péart, 1,8 km) a ZL a LS (2 péry, 3,3 km) z Nezérky.

18lo o thi a prilehly dlouhy tzky kanél tstici do Feky.
2Jde o malé byvalé slepé rameno obklopené chatkami, kam neddvno rybsfi vysadili amura bilého.
Od té doby je vodni vegetace na tstupu (Ustni sdélen{ obyvatel).
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4.1.3 Analyza molekuldrni variance (AMOVA)

Vysledky pro pouze ¢eské a ¢eské 1 zahraniéni populace dohromady se lisi jen minimalné,
naproti tomu vysledky poc¢itané metodou Fgr a Rgr se lisi mnozstvim variability odhad-
nuté pro rozdil mezi povodimi anebo mezi jedinci v ramci populaci. VSechny vysledky se
shoduji v mnozstvi variability na drovni rozdili mezi jednotlivymi populacemi v ramci
jednotlivych povodi (imofi, kolem 18 %).

Tab. 4.3 ukazuje AMOVA ¢ceskych populaci stuliku zlutého pocitanou metodou podilu
shodnych alel (Fgr-like vypocet) a na zdkladé sumy ¢tvercu rozdilu v délkach alel (Rsp-
like vypocet). Druhy pfipad ukazuje mnohem vétsi rozdil mezi jednotlivymi povodimi
na ukor variability v rdmei jednotlivych individui (u Fsr 22 % mezi povodimi a 58 %
v ramci populaci, u Rgr 43 % mezi povodimi a 37 % v rdmci populaci). Velmi podobné
vysledky dava i AMOVA se zahrnutim vSech (i zahrani¢nich) populaci (u Fgr 22 % mezi
povodimi a 58 % v rdmeci populaci, u Rgr 42 % mezi povodimi a 38 % v ramci populaci)
— viz tab. 4.4 ukazujici vysledky poc¢itané na zdkladé podilu shodnych alel (Fgr-like)
a na zakladé sumy ¢tverci rozdili v délkach alel (Rgr-like).

AMOVA pocitana v ramci jednotlivych povodi vykazovala zvyseni variability v ramci
populaci a snizeni mezi geografickymi oblastmi (skupinami populaci, viz tab. 4.5). Vzrostla
mira variability v ramci populaci (58-74 %) a poklesl podil variability mezi geografickymi
oblastmi (skupinami populaci, 9-23 %). Nicméné fixa¢ni indexy F g7 stéle ukazuji na velmi
vysoky stupen izolovanosti jednotlivych populaci.

Fixa¢ni indexy Fgr (F-statistika) pocitané metodou podilu shodnych alel (Fgp-like)
a Ctverce rozdili v délkach alel (Rsr-like) jsou v tab. 4.6. Jejich hodnoty se pfi poéitani
s pouze Ceskymi a Ceskymi i zahrani¢nimi prakticky nelisi. Na zakladé Fgr predpoklada
nizsi hodnotu nez na zékladé Rgr (podle Fgr 0,42 a podle Rgr 0,63). Vysledky jedno-
zna¢né ukazuji velmi vysokou diferenciaci na jednotlivé populace. VSechny vypocty vysly
vysoce signifikantné (p<0,001).
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Tabulka 4.3: AMOVA c¢eskych populaci stuliku poéitand programem Arlequin metodou Fgr
(podil shodnych alel, (A)) a metodou Rgr (suma Etvercu rozdila v délkéch alel, (B)). Vypocet
byl v obou piipadech testovan 10 000 permutacemi a p<0,001. Radek 3 ukazujici variabilitu
v ramci jedincl je souc¢tem fadka 4 a 5, které tuto variabilitu rozklddaji na variabilitu mezi
jedinei a v rdci jedincu (heterozygositu). Posledni fddek je souctem fadku 1-3 (nebo 1, 2,
4 a 5). Tab. (A) i (B) udévaji miru variability mezi populacemi v rdmci povodi 18 %, ale
li3i se podilem variability mezi povodimi v rdmci populaci (pfesnéji v mife heterozygosity), kde
tab. (A) uddvé 22 % mezi povodimi a 58 % mezi jedinci v rdmci populace, zatimco tab. (B) 43 %
mezi povodimi a 37 % mezi jedinci v rdmci populace. Vysledky jsou velmi podobné vysledkum
ze vSech populaci v tab. 4.4. Fixa¢n{ indexy Fgr (F-statistika) jsou v tab. 4.6.

Tab. (A), Fgr-like | Stupné Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ¢tvercu komponent | variability
Mezi povodimi 10 950,67 0,92 22,41
V ramci povodi mezi | 55 762,9 0,74 18,12
populacemi
V ramci populace (bez | 912 2186,23 2,42 58,06
individudlni urovneé)

Mezi jedinci 423 1370,2 0,8 19,59
v ramci populace

V ramci jedincu | 489 799 1,63 39,88
Celkem 977 3882,76 4,1
Tab. (B), Rgr-like | Stupné Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ¢tverci komponent | variability
Mezi povodimi 10 77464,95 81,73 43,18
V ramci povodi mezi | 55 33377,38 34,74 18,35
populacemi
V rdmci populace (bez | 912 64773,88 | 71,65 37,15
individualni drovné)

Mezi jedinci 423 46201,15 | 36,42 19,24
v ramci populace

V ramci jedincu | 489 17795,5 36,39 19,23
Celkem 977 174838,98 | 189,28
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Tabulka 4.4: AMOVA ¢eskych i zahrani¢nich populaci stuliku poéitand programem Arlequin
metodou Fgr (podil shodnych alel, (A)) a metodou Rgr (suma ¢tvercu rozdila v délkich alel,
(B)). Vypotet byl v obou pifpadech testovan 10 000 permutacemi a p<0,001. Rédek 3 ukazujici
variabilitu v rdmci jedinct je souttem fadku 4 a 5, které tuto variabilitu rozklddaji na variabilitu
mezi jedinci a v rdmci jedinct (heterozygositu). Posledni féadek je souttem fadka 1-3 (nebo 1, 2,
4 a5). Tab. (A) a (B) uddvaji miru variability mezi populacemi v rdmci povodi velmi podobnou:
17 a 19 %, ale lis{ se podilem variability mezi povodimi v ramci populaci (pfesnéji v mife
heterozygosity), kde tab. (A) uddava 22 % mezi povodimi a 58 % mezi jedinci v rainci populace,
zatimco tab. (B) 42 % mezi povodimi a 38 % mezi jedinci v rdmci populace. Vysledky jsou velmi
podobné vysledkiim pouze ceskych populaci v tab. 4.3. Fixa¢ni indexy Fgr (F-statistika) jsou
v tab. 4.6.

Tab. (A) Fgr-like | Stupné | Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ctverci | komponent | variability
Mezi povodimi 14 1100,27 0,92 22,21
V ramci povodi mezi | 55 762,9 0,8 19.4
populacemi
V ramci populace (bez | 986 2375,15 2,41 58,4
individudlni drovné)

Mezi jedinci 458 1508,15 0,83 20,01
v ramci populace

V rémci jedincu | 528 867 1,64 3981
Celkem 1055 4238,317 | 4,12515
Tab. (B) Rgr-like | Stupné | Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ¢tverci | komponent | variability
Mezi povodimi 14 87268,83 | 81,46733 Va | 42,12
V ramci povodi mezi | 55 33377,382 | 34,15182 Vb | 17,66
populacemi
V ramci populace (bez | 986 7391298 | 74,96 38,76
individualni \rovné)

Mezi jedinci 458 53870,98 | 39,83 20,59
v ramci populace

V ramci jedincu | 528 20042 37,96 19,63
Celkem 1055 194559,2 | 193,40944
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Tabulka 4.5: AMOVA pocitand v rdmeci jednotlivych povodi (Odra, Morava a Labe, 2.—4. slou-
pec) na zakladé podilu shodnych alel (Fg7). Povodi byla rozdélena do geografickych skupin podle
vyctu na str. 32. Povodi Odry (3 populace) neni déleno na zaddné skupiny populaci. Variabilita
mezi populacemi v rdmci povodi je 19-25 %. Variabilita mezi skupinami populaci je v povodi
Moravy jen 9 %, v povodi Labe 23 %. Variabilita v rdmci populaci je 58 % (Labe)-74 % (Odra).
Podobné jako u AMOVA pocitané metodou Fgr se vSemi vzorky dohromady (tab. 4.3) je nizky
podil variability mezi povodimi a vysoky v ramci populaci. V poslednim fadku je fixaéni index
Fgr (F-statistika pocitand taktéz na zdkladé podilu shodnych alel) popisujici miru diferenciace
na subpopulace. Pohybuje se v rozmezi 0,26 (Odra)-0,42 (Labe), coz svéd¢i pro velmi vyso-
kou miru diferenciace a tedy nizkou miru komunikace mezi populacemi. Vsechny vypocty byly
testovany 10 000 permutacemi a p<0,001.

Povodi Odra Morava Labe

Zdroj variability Procento | Procento | Procento
variability | variability | variability

Mezi skupinami populaci — 9,19 22,97

V ramci skupin populaci | 25,54 22,63 19,06

mezi populacemi

V ramci populace 74,46 68,19 57,97

Fixaén{ index Fgr | 0,26 0,32 0,42

Tabulka 4.6: Fixatni indexy Fgr (F-statistika) ukazujici rozdéleni genetické variability na jed-
notlivych drovnich. Fixa¢ni indexy byly pocitany na zékladé Fgr (podilu shodnych alel) i Rgr
(¢tverce rozdili v délkich alel) a pro pouze Ceské i vSechny populace dohromady. Vysledky
se pro pouze Ceské a pro Ceské i zahrani¢ni populace prakticky nelisi. Vyrazné se lisi vysledky
ziskané na zakladé Fgr a Rgr, kdy Rgr predpoklada vyrazné vyssi hodnoty. Stupen diferenciace
na subpopulace je velmi vysoky. Zvldsté podle Rgr se populace blizi stavu, kdy v kazdé jsou
fixovdny jiné alely. Vsechny vypocty byly testovany 10 000 permutacemi a p<0,001.

Metoda ] Pouze ceské populace | VSsechny populace
For 0,42 0,42
Rsr 0,63 0,61
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4.1.4 Shlukovani jedinct podle PCoA

PCoA ukazala jen slabé rozliSeni vzorka z jednotlivych populaci, populace ani geogra-
fické oblasti zpravidla netvofily dobfe oddélené shluky. Dobie se od ostatnich populaci
oddélovala pouze Odra. PCoA na obr. 4.4 ukazuje polohu jednotlivych jedincu v or-
dina¢nim prostoru s barevné vyznacenymi povodimi (jednotlivé populace nejsou rozlisené),
na obr. 4.5 je poloha jednotlivych vzorkl ve stejném ordinaénim prostoru, pfi¢emz jsou
zobrazeny vSechny populace. Zobrazené osy (1. a 2.) vysvétluji celkem 6,65 % pozorované
variability (3,81 a 2,84 %). Pomérné silné se od sebe navzijem oddélily jednotlivé mo-
ravské populace (povodi Odry a Moravy), slabéji se oddélily i od povodi Labe (ale ¢astecné
se misi s populacemi NV, Ml, Sl, Li, Ko a dal$imi, viz téz obr. 4.5, dodatek A na str. 111
a tab. 3.2 na str. 36). K miSeni dochdzi mezi nékterymi populacemi z povodi Moravy
(Uh, Br, J1, Hr, Lp a méné dalsimi) na jedné strané a Jiznich Cech (zvl4sté z Nezsrky)
a Casti Polabi severovychodné od Prahy na strané druhé. Populace z Berounky a Ohie
— 1 kdyz jsou neodliSitelné zamichané mezi ostatnimi ¢eskymi populacemi — nevykazuji
zadné vztahy k Moravé. Celkové pomérné izolované jsou populace z Odry, coz odpovida
realné geografické situaci.

PCoA provedend v rdmci jednotlivych povodi je na obr. 4.6 (Odra), 4.7 (Morava)
a 4.8 (Labe). PCoA z povodi Odry vysvétlila na dvou oséach plnych 37,45 % pozorované
variability (21,41 a 16,04 %), nicméné populace se nijak neoddélily. PCoA z ostatnich
povodi vysvétluje vyrazné méné pozorované variability: z povodi Moravy 14,63 % (8,05
a 6,58 %) a i kdyz populace vykazuji uréité naznaky shlukovani, celkové tvoii jednu tézko
rozlisitelnou skupinu. PCoA z povodi Labe vysvétluje 10,02 % pozorované variability (5,41
a 4,79 %) a jednotlivé populace a povodi se sice vétsinou drzi pospolu, nicméné celkové
jde o jeden velky shluk bez zjevné struktury.
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Obrdazek 4.4: PCoA ceskych jedincu stuliku Zlutého vypocitdna na zdkladé vzdélenosti Nei
et al. (1983). Prvni osa ukazuje 3,81 % a druhd 2,84 % pozorované variability (dohromady
6,65 %). Na obr. (A) je vidét, Ze moravské populace se od sebe navzijem relativné dobie oddéluji
a viditelné (i kdyz slabé) se oddéluji i od &eskych populaci z povod{ Labe. Obr. (B) ukazuje velmi
promichané populace z povodi Labe (Jizni Cechy, Berounka a Ohfe): populace z riiznych fek

v ramci povodi — i kdyz jsou od sebe Casto dosti vzdilené — se viibec neoddéluji. PCoA
se znazornénymi vSemi populacemi je na obr. 4.5.
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Obréazek 4.6: PCoA jedinci stuliku zlutého z Odry vypocitdna na zdkladé vzdilenosti Nei
et al. (1983). Prvni osa ukazuje 21,41 % a druhd 16,04 % pozorované variability (dohromady
37,45 %). To je pravdépodobné ddno malym poétem vzorkd. Jednotlivé populace jsou odliseny
barevnymi symboly. Zadna populace netvoii oddéleny shluk, nicméné jak je vidét na obr. 4.4,
Odra se relativné dobie oddéluje od ostatnich ¢eskych populaci.
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Obrazek 4.7: PCoA jedinct stuliku zlutého z povodi Moravy vypoéitana na zdkladé vzddlenosti
Nei et al. (1983). Prvni osa ukazuje 8,05 % a druhd 6,58 % pozorované variability (dohromady
14,63 %). Jednotlivé oblasti jsou barevné odliSené: modfe je stfedni Morava mezi Otrokovicemi
a Veselim nad Moravou, oranZové je jezirko Bruksa u Dyje nad Bfeclavi a zluté je Kyjovka
z obory Soutok (soutok Moravy a Dyje). Jednotlivé populace jsou odliené symboly. Vétsina
populaci vykazuje uréitou tendenci se shlukovat, ale shluky nejsou oddélené od ostatnich populaci
a vSechny populace tak prakticky tvofi jeden balik.



66 KAPITOLA 4. VYSLEDKY

® [ ] .
04 4 v v
* v
» v
s ,.’x‘} M‘ -y t? <
] i . * v M
. " l‘f&«""’ g °f Qo =
”txx ”ﬁ l ."' z . H; 4 g ™
4 x‘i X <
02 ‘- v s ﬁ * ' h .’ v
- A a
04 A . . : o _l’

03 02 €1 0 0,1 02 03 04 05
BNV ©¢Nm YDu AVy BHZ ¢DZ V7L AlLs BZH ©C| V2v ABa WKy ¢Nb YCh BPc ®RL
VKt APt »Sj 4Gr Mva XCe BRo Nk YHa ARa P Pd 4Po MNy XSm BVv ¢Ct VS
AM BLu ®Zi ¥7Zb AZe PLb 4L MKo XKs BKc ¢SP BNc ¢RZ YRc ATL P Kl

Obrizek 4.8: PCoA jedinci stulfku zlutého z povodi Labe vypoéitani na zdkladé vzdilenosti
Nei et al. (1983). Prvni osa ukazuje 5,41 % a druh4 4,79 % pozorované variability (dohromady
10,2 %). Jednotlivé oblasti jsou barevné odlisené: tmavé modfe je Luznice (NV-Vy), oranzove
Nezirka (HZ-Ls), zluté Berounka (ZH-Ba), svétle zelené Ohfe (Ky—Ch), tmavé Cervené Labe
a Jizera (Pc—Ce), svétle modfe Mrlina a Labe (Ro—MIl), tmavé zelené Cidlina a Bystfice (Li-SP)
a nejsvétlejsi zelend je horni Labe (Nc-Kl). Jednotlivé populace jsou odlisené symboly. Jednotlivé
populace a oblasti vykazuji slabou tendenci se shlukovat, ale shluky jsou silné promichané.
Jednotlivé populace (a)nebo geografické oblasti tak prakticky nelze rozlisit.
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4.1.5 Bayesianské shlukovani

V ptipadé pocitani s jedinci nebyl bayesiansky shlukovaci algoritmus v programu BAPS 3.2
(Corander and Marttinen, 2007) schopen rozdélit jedince do skupin populaci, ale délil je
jen do shlukd odpovidajicich pivodnim populacim. Obdobné vypadal vysledek v piipadé
pocitani na tdrovni skupin populaci (ne celych povodi), kdy opét kazdd predem geogra-
ficky definovana skupina populaci tvofila vlastni dobie oddéleny shluk odpovidajici realné
geografické situaci, kdy jednotlivé populace jsou prostorové oddélené. V zadném piipadé
nevznikaly shluky, které by obsahovaly vice populaci nebo jejich skupin.

4.1.6 Shlukovani podle programu Structure

Pro pocitani s jen ¢eskymi i vSemi populacemi vyslo jako nejlepsi vysledek rozdéleni
viech jedineu do dvou skupin (mé nejvyssi AK, pravdépodobnost i koeficient podobnosti
— podobnost jednotlivych opakovani vypoétu). Rozdéleni bylo naprosto stejné ve vSech
10 ruznych opakovanich vypocétu. Jeden prirozeny shluk tvorii moravské a jihoceské po-
pulace spolu s Ohii (v pfipadé pocitani i se zahrani¢nimi populacemi se k nim shlukuje
jeste Slovensko, Belgie a Litva); druhy pfirozeny shluk je tvoren Berounkou a polabskymi
populacemi z oblasti severovychodné od Prahy (v pfipadé pocitdni i se zahrani¢nimi popu-
lacemi se k nim shlukuje jesté Némecko). Grafy pomahajici zvolit optimalni pocet skupin
(K) pro ¢ceské vzorky jsou na obr. 4.9, pro Geské a zahrani¢ni na obr. 4.12. Grafy uka-
zuji pravdépodobnost modelu rozdélujiciho jedince do daného poctu skupin (K) a zménu
pravdépodobnosti mezi béhy programu pro ruzné K (pro rizné pfedem urcené pocty sku-
pin). Mira podobnosti mezi jednotlivymi béhy programu Structure pro ¢eské vzorky je
na obr. 4.10, pro Ceské i zahrani¢ni na obr. 4.13. Vysoka podobnost mezi jednotlivymi
_vypocty se stejnym danym poctem skupin (K) ukazuje na vysokou stabilitu takového
rozdéleni jedincu (kazdé nezdvislé opakovani vypoétu vyslo stejné nebo velmi podobné)
a na jeho velkou pravdépodobnost. Podobnost mezi jednotlivymi pary béhu algoritmu pro
ceské vzorky je na obr. 4.11, pro ¢eské i zahrani¢ni na obr. 4.14. Dulezitym voditkem pro
ur¢eni nejlepsiho poctu skupin je nejen vysoké AK, ale také vysoky koeficient podobnosti
(similarity coefficient, Falush et al., 2003) jednotlivych béhti programu® vyjadieny malou
smeérodatnou odchylkou. Vysledné rozdéleni do shluki je na obr. 4.15 na str. 75.

Na zdkladé relativné vysoké pravdépodobnosti a koeficientu podobnosti (vysoké po-
dobnosti mezi jednotlivymi vypocty) se da uvaZovat i o rozdéleni jedinci do 3 skupin
(viz obr. 4.11 a 4.14. Jako nejlepsi sice vychazi rozdéleni na 2 skupiny (mé nejvyssi AK),
nicméné toto mé také vysoky koeficient podobnosti (similarity coefficient, podobnost jed-
notlivych béht vypoétu) a vyrazné vyssi pravdépodobnost nez vyssi pocty skupin (i kdyz
pravdépodobnost je vyrazné nizsi nez u rozdéleni na 2 skupiny). V tomto piipadé se
shluk tvofeny moravskymi a jihoc¢eskymi populacemi rozpada a vydéluje se ¢ast Luznice,

3Tzn. 7e algoritmus rozdéli jedince pfi viech nezavislych opakovénich vypoétu stejné nebo velmi
podobné.
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Nezarka a Odra tvofici novy samostatny shluk (viz obr. 4.15 na str. 75). Na stabilité Po-
labi se nic neméni, stale tvoii pomérné kompaktni shluk oddéleny od ostatnich populaci.
Stejné dopadlo i pfifazeni zahraniénich populaci.

Polabi severozédpadné od Prahy (skupiny (8)-(11), obr. 4.15) vychézi ve viech opa-
kovanich jako dobfe rozliSena skupina. Z velké ¢asti do této skupiny patii i Berounka (6).
Podle obr. 4.15 (B) navic vykazuje silnou vazbu k Némecku (14). Pti déleni na 2 skupiny
tvoii druhy velky shluk Morava ((1)-(3)), Jizni Cechy ((4)-(5)) a Ohfe (7); v piipadé
obr. 4.15 (B) je shluk doplnén jesté o Slovensko (12), Belgii (13) a Litvu (15). Pti déleni
na 3 skupiny (obr. 4.15 (C)-(F)) se pivodné jednolity cerveny shluk Moravy ((1)-(3))
a Jiznich Cech ((4)-(5)) rozpadéa (obr. 4.15 (C)-(D), jen CR): oddéluje se ¢ast Luznice
(4) a Nezarka (5) a v 9 z 10 opakovanich (C) jesté Odra (1). Pfi zahrnuti i zahrani¢nich
populaci (obr. 4.15 (E)-(F)) je v tomto ohledu rozdil jen v mife pfislusnosti Luznice (4)
a Odry (1) do zeleného shluku. Vsechny zahrani¢ni populace (12-15) se shlukuji s Jizni
Moravou (2-3) a Ohii (7).

Mapka ukazujici rozdéleni geografickych oblasti do genetickych shluki je na obr. 4.16
(2 shluky) a 4.17 (3 shluky). Vysledky jsou mirné odlisné od vystupu PCoA (obr. 4.4),
nicméné také ukazuji uréitou separaci jednotlivych povodi.
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Obrazek 4.9: Vystupy Structure-sum ukazujici vysledky ziskané s pouze ceskymi vzorky. Graf
(A) ukazuje na svislé ose logaritmus pravdépodobnosti modelu optiméiniho rozdéleni do daného
poctu skupin (K, vodorovng osa). Jde o pramérnou hodnotu z 10 behil programu. Cim vyssi
je hodnota, tim pravdépodobnéjsi je rozdéleni do daného poc¢tu skupin. L(K) roste s poctem
skupin az do K=pocet jedinct. Hledame takové K, kdy zlepSeni pro K+1 jiz neni vyrazné (to je
nejlepsi, md nejvyssi AK). Graf (B) ukazuje primérnou miru zmény pravdépodobnosti mezi
vypotty s dvéma ruznymi K (pocty skupin). Graf (C) analogicky ukazuje miru zmény mezi
dvéma péary béhu programu, tedy mezi dvéma body grafu (B). Graf (D) ukazuje AK ziskané
jako prameér absolutnich hodnot z grafu (C) za véechny béhy programu pro dané K. Jako nejlepsi
se ukazuje rozdéleni jedinci do 2 skupin (mé nejvyssi AK). Podobnost mezi jednotlivymi béhy
programu Structure, kterd pomahd vybrat optimdlni K je i na obr. 4.10 a 4.11.
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Obrazek 4.10: Podobnost jednotlivych b&hu programu Structure pro ¢eské vzorky pro uréené
pocty shluki. Algoritmus mél uréeny maximalni pocet shluku (K, vodorovna osa), pro kazdy
pocet bézel vypocet 10x. Na svislé ose je logaritmus pravdépodobnosti modelu optiméiniho
rozdéleni do dandého poctu skupin (K). Nejstabilnéjsi vystupy jsou pro dva a tfi shluky
(pravdépodobnost se mezi jednotlivymi béhy algoritmu neméni, vysledek je konzistentni). Viz téz
obr. 4.11.
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Obrazek 4.11: Koeficient podobnosti (svisld osa) mezi jednotlivymi pary béhli programu
Structure pro ¢eské vzorky pr