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Abstrakt

Abstrakt

Cilem této prace bylo srovnat environmentalni pozadavky, morfologické a biologické
vlastnosti diploidniho a triploidniho cytotypu moktadni rostliny $melu okoli¢natého (Butomus
umbellatus) v oblasti Vychodoslovenské niziny, kde tento druh tvoii unikatni cytotypové
smisené populace, a vyvinout primery pro variabilni mikrosatelitové lokusy vhodné k dalsim
popula¢né genetickym studiim. Celkem bylo objeveno 72 populaci Smelu okoli¢natého.
Pomoci analyzy relativni velikosti genomu (prutokova cytometrie, FCM) bylo odhaleno 34
populaci tvofenych pouze triploidnim cytotypem, 8 bylo tvofeno pouze diploidnim cytotypem
a 30 populaci bylo smiSenych. Ve smiSenych populacich jsou pocty jedincii obou cytotypt
¢asto velmi vyrovnané a tvoii prorustajici se kompaktni porosty.

Na zakladé¢ analyz environmentalnich charakteristik lokalit cytotypti (PCA, RDA,
ANOVA) nebyl prokazan rozdil mezi stanovi$tnimi naroky diploidnich a triploidnich rostlin.
Na zakladé morfometrickych analyz (PCA, CDA) souboru znakt 36 diploidnich a 54
triploidnich rostlin byl ovéfen rozdil v morfologii obou cytotypti v pifirod¢. Po nésledném
pfesazeni rostlin do kultivace a pfeméfeni znakd se tento rozdil jeSté prohloubil.
Nejspolehlivéjsim znakem, ktery odliSuje diploidni a triploidni rostliny je pomér Sitky a délky
vnitiniho okvétniho listku, ktery se zpravidla pohybuje vrozmezi hodnot 0,5-0,7 u
diploidnich rostlin a 0,7—1,1 u triploidnich rostlin. Pfesto existuji diploidni i triploidni rostliny
se znaky odpovidajicimi spiSe opacné ploidii. Naopak nebyly pozorovany rozdily mezi
cytotypy ve znacich ptedurcujicich uspéSnost vegetativniho rozmnozovéani. Oba cytotypy
tvoii pfiblizné stejné oddenkovych pacibulek a témét nikdy netvoii pacibulky v kvétenstvi.
Analyzou ploidni urovné semenackti vyrostlych ze semen triploidni rostliny byl potvrzen
znaény podil aneuploidi v potomstvu, ve kterém se vyskytovaly i semenacky pravdépodobné
¢isté diploidni 1 ¢isté triploidni. Vzrostli aneuploidni jedinci vSak nebyli v ptirod¢ objeveni.

Pro umozZnéni populac¢né genetickych studii bylo vyvinuto 14 specifickych parh primert
pro variabilni jaderné mikrosatelitové lokusy. Mikrosatelitové primery jsou v této praci

publikovany.

Klicova slova

Butomus umbellatus, polyploidizace, mokiadni biotop, mikrosatelity, morfometrika,

Vychodoslovenska nizina



Abstract

Abstract

This thesis aimed on comparison of environmental requirements and morphological and
biological traits of diploid and triploid cytotypes of wetland plant flowering rush (Butomus
umbellatus), occurring in Eastern Slovak Lowland in unique mixed populations, and to
develop primers for variable microsatellite loci suitable for further genetic studies. In total, 72
populations of Butomus umbellatus were found. The analysis of relative genome size by the
flow cytometry (FCM) technique revealed 34 exclusively triploid cytotype populations, 8
exclusively diploid populations and 30 mixed populations of Butomus umbellatus. In mixed
populations, the numbers of diploid and triploid individuals are quite equivalent and the plants
create combined compact communities.

Analyses of environmental characteristics of sites with specific cytotypes (PCA, RDA,
ANOVA) revealed no difference in site requirements of diploid and triploid Butomus
umbellatus plants. Morphometric analyses (PCA, CDA) of traits of 36 diploid and 54 triploid
plants confirmed differing morphology of both cytotypes occurring in the nature. Subsequent
replanting of these plants into pots and cultivation further increased these differences. The
ratio of width and length of internal perianthium is the most reliable parameter to distinguish
diploid and triploid plants (0.5-0.7 and 0.7-1.1, respectively). Still, there are some individuals
in either ploidy group that morphologically match rather the characteristics of the opposite
cytotype. On the other hand, no differences in traits related to vegetative reproduction were
found: both cytotypes create approximately the same number of rhizome buds and almost
never form bulbils in inflorescences. The analysis of ploidy level of seedlings grown up from
triploid plant's seeds confirmed high number of aneuploids among the descendants, alongside
purely diploid or triploid seedlings. However, full-grown aneuploid individuals were not
recorded in the nature.

To facilitate population-genetics analyses, 14 specific primer-pairs for variable nuclear

microsatellite loci were developed. The microsatellite primers are published in this thesis.

Keywords

Butomus umbellatus, polyploidization, wetland biotope, microsatellites, morphometrics,

Eastern Slovak Lowland



1 Uvod

1 Uvod

Pro studium ekologie, morfologie, evoluce a dalSich unikatnich vlastnosti polyploidi a
jejich diploidnich piredkd, jsou nejvhodnéjsi oblasti, kde se vyskytuji oba dva cytotypy
pospolu a idedlné tvoii smisené populace. V této diplomové praci jsem se zaméiil na
mokftadni rostlinu $Smel okoli¢naty (Butomus umbellatus L.), ktery se v Evropé vyskytuje
v diploidnim a triploidnim cytotypu. Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice se nikde
smiSené populace obou cytotypl nevyskytuji, rozhodl jsem se je hledat v oblasti s velkym
zastoupenim vhodnych mokiadnich biotopi a hojnym vyskytem populaci této rostliny. Jako
idealni se jevila oblast Vychodoslovenské niziny v nivé fek Latorica, Ondava, Bodrog (vznika
soutokem Latorice a Ondavy) a Laborec, kde jsem jiz diive pozoroval rozsahlé populace
Smelu, které by mohly byt tvofeny obéma cytotypy. Tento region predstavuje jednu z
poslednich oblasti ve stfedni Evropé, kde extenzivni hospodafeni c¢lovéka umoznilo
kombinaci pestré Skdly pfirozenych, polopfirozenych 1 umélych moktadnich biotopil
udrzujicich si do znacné miry svoji dynamiku (napf. znacné kolisani hladiny v prab&hu roku).

Studium smiSenych populaci nabizi unikdtni moznost nezkresleného srovnani
biologickych vlastnosti obou cytotypii v piirozenych podminkach a podchyceni znaéné
morfologické i genotypové variability vznikajici béhem moznych reprodukénich interakci
mezi diploidnimi a triploidnimi rostlinami v ramci jednotlivych populaci i na urovni celého
regionu.

Cilem této diplomové prace bylo detailné prozkoumat oblast Vychodoslovenské niziny,
odhalit rozsifeni obou cytotypl a zjistit Cetnost populaci smiSenych. Poté srovnat vliv
lokalniho prostfedi a ploidie na biologické vlastnosti obou cytotypt. Dale vyvinout primery
pro variabilni jaderné mikrosatelitové lokusy, které by umoznily v budoucnu objasnit
genetickou variabilitu a evolucni historii obou cytotypti Smelu okoli¢natého kdekoli v jeho
arealu roz$ifeni. Butomus umbellatus je rychle se Sifici invazni rostlinou mokiadnich biotopi
Severni Ameriky. Poznatky o jeho biologii v pfirozeném aredlu vyskytu, spolu s vyvinutim
specifickych sekvenci mikrosatelitovych primertt mohou byt nasledné vyuZity k efektivnéjsi

kontrole jeho invaze.
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Cilem diplomové prace bylo zodpovédét tyto otazky:

1. Jaky je charakter rozsiieni cytotypu ve studované oblasti?

A) Vyskytuji se triploidni populace ¢astéji nez diploidni?

B) Jsou populace téchto cytotypd v zdjmovém uzemi rozmisténé ndhodné?

C) Jak bézné jsou populace obsahujici oba dva cytotypy?

2. Vedla zde polyploidizace ke zméné stanovistnich preferenci?
A) Rostou diploidi ve spolecenstvech tvofenych jinymi druhy, uptednostiiuji jiné hodnoty
abiotickych parametri nez triploidi (tj. li§i se cytotypy vymezenim své niky)?

B) Osidluji triploidi $irsi spektrum rtznych biotopu (tj. 1i8i se cytotypy v $ifi své niky)?

3. Jaké je prostorové rozmisténi di- a triploidnich jedincit ve smiSenych
populacich?
A) Je rozmisténi jedincu stejné ploidie spiSe nahodné nebo pravidelné? Lisi se mezi

jednotlivymi plochami?

4. Lisi se di- a triploidni jedinci velikosti ¢i tvarem svych orgdnii?

A) Jsou triploidni rostliny mohutnéjsi nez jejich diploidni ptedci?

B) Daji se cytotypy ve smiSenych populacich od sebe morfologicky odlisit?

C) Do jaké miry se na rozdilech mezi cytotypy mohou podilet drobné mikrostanovistni

odlisnosti?

5. Jaké jsou parametry generativniho a vegetativniho rozmnoZovani rostlin?

A) Ktery z cytotypt se dokaze efektivnéji rozmnozovat?

B) Stoji za Castéj$im vyskytem triploidniho cytotypu schopnost intenzivngjsiho vegetativniho
Siteni?

C) Miize dochézet k opakovanému vzniku novych triploidt z diploidnich rostlin?

Fotografie pouzité v této praci jsou vlastni, pokud neni uvedeno jinak.
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Polyploidie, vlastnictvi tii a vice kompletnich sad chromozomt, hraje stézejni tlohu v
evoluci rostlin (Husband et al. 2013). Podle molekularn€¢ genetickych analyz prosly v
minulosti prakticky vSechny krytosemenné rostliny alespon jednou polyploidiza¢ni udalosti, a
to véetné druhli s malym genomem a nizkym poctem chromozémi, jako je napt. modelovy
druh Arabidopsis thaliana (Soltis et al. 2009, Fawcett et al. 2013). Polyploidizace je
povazovana za nejcastéjsi zpiisob, jakym mohou u rostlin vznikat nové druhy v sympatrii s
matefskymi liniemi, podilela se odhadem na 15 % vSech specianich udélosti u
krytosemennych (Wood 2009). Cela tada uzitkovych rostlin jsou polyploidi (napf. pSenice,
kukutice, bavlnik, brambor, tabak, jahodnik), a mnoho diploidnich plodin disponuje
ptibuznymi polyploidnimi druhy vyuzivanymi ve §lechtitelstvi (Udall et Wendel 2006).

Zdvojeni genomu je neziidka doprovdzeno zménami na mnoha urovnich: od
biochemickych syntéz (napt. nové obsahové latky, zvysend produkce sekundéarnich
metabolitll), pies fyziologické pochody (napt. u€innost fotosyntetické aktivity, hospodateni s
vodou) a ontogenetické procesy (napfi. rychlost ristu) az k zménam télni stavby rostlin (napf.
velikost bun¢k a rostlinnych organt;; Levin 2002, Ramsey et Schemske 2002, Weiss-
Schneeweiss et al. 2013). Rada z té&chto zmén ma adaptivni vyznam a zvysuje tak evoluéni
potencial polyploidnich linii. Zmény spusténé duplikaci genomu mohou nésledné umoznit
polyploidnim liniim osidleni novych, druhem doposud nekolonizovanych typl stanovist
(Lumaret 1987, Husband et Schemske 1998, Hiilber et al. 2009, Sonnleitner et al. 2010,
Manzaneda et al. 2012). Polyploidni rostliny mohou mit zvySenou toleranci k mnozstvi zivin
v substratu (Levin 2002, Smarda et al. 2013), k vlhkosti stanovist¢ (Maherali et al. 2009,
Treier et al. 2009, Hao et al. 2013) nebo k teplotnim vykyvim (Liu et al. 2011), ktera se ¢asto
odrazi i ve vétsi ekologické amplitudé polyploidli ve srovnani s pfibuznymi diploidnimi druhy
(Parisod et al. 2010). Dusledkem morfologickych i1 fyziologickych zmén spjatych s
polyploidizaci je neziidka i vys$8i konkurenceschopnost polyploidi (Maceira et al. 1993,
Collins et al. 2011, Hahn et al. 2012).

Fenotypové odlisnosti v kombinaci s novym, doposud neosidlenym prostfedim, mohou
preadaptovat n€které druhy ¢i genotypy, aby se staly invaznimi (van Kleunen et al. 2010).
Polyploidizace byla v mnoha ptipadech oznafena za proces potencialné€ predurcujici rostlinné
invaze (te Beest et al. 2011, Pandit et al. 2011). Hahn et al. (2012) naptiklad poukazali na

vvvvvv

severoamerickych invaznich populaci druhu Centaurea stoebe. Vyssi tolerance tetraploidniho
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cytotypu chrpy Centaurea maculosa k suchu a iteroparie (produkce semen vice nez 1x za
zivot) jsou pravdépodobnymi pii¢inami rychlé invaze tetraploidi v Severni Americe, piestoze
sem byly zfejm¢ zavleCeny rostliny obou cytotypt (Treier et al. 2009).

Polyploidizace je proces, ke kterému v ptirod¢ dochazi opakované, a to nékdy 1 v rdmci
stejnych rostlinnych linii (Soltis et Soltis 1999, Tayalé et Parisod 2013). V nékterych
ptfipadech tak mohou vznikat polyploidi s ustdlenymi vlastnostmi. Kupiikladu u druhu
Achillea borealis rostou hexaploidi na pobfeznich dunach, zatimco tetraploidi osidluji
mezofilni travniky. Jiz prvni generace hexaploidii nové vzniklych z tetraploidnich rodici v
Castéji vsak polyploidi vznikaji nezavisle z diploidnich rodiéti s riznym genetickym pozadim,
geneticka konstituce jednotlivych polyploidnich linii se pak do rizné miry lisi, coz se mlze
projevit 1 na jejich biologickych vlastnostech (Segraves et al. 1999, Kao 2008, Soltis et Soltis
2009).

Duplikace genomu byva casto spojena s vykyvy podminek prostiedi, které mohou
zvySovat pravdépodobnost vzniku novych polyploidnich linii tim, ze podnécuji chyby v
meiotickém déleni gamet (Parisod et al. 2010, Tayalé et Parisod 2013). Moktadni biotopy,
které se nachéazi na rozhrani suchozemského a vodniho prostiedi, jsou piikladem stanovisté s

oscilujicimi podminkami, na kterém by k polyploidizaci mohlo dochézet podstatné Castéji.

2.1 Polyploidizace a mokiadni biotopy

Mokiadni biotopy jsou specifické mnoha svymi vlastnostmi. Jednou z vlastnosti
zasadnich pro rostliny je jejich relativni ostivkovitost v krajiné (Soomers et al. 2013).
Rostliny musi byt pfizptisobeny k pifekonavani nékdy 1 znaénych vzdalenosti mezi nejbliz§im
dalsim vhodnym stanovistém. Dal$i pro rostliny zdsadni vlastnosti moktadnich biotopt je
jejich zna¢na dynamika béhem roku. Mokiady jsou typické vyraznym kolisanim vysky
vodniho sloupce b&hem kratké doby, coz miZe byt pro rostliny limitujici (Sosnova et al.
2010, 2011). Druhy rostlin obyvajicich tyto biotopy proto maji mnoho riiznych specifickych
ptfizpusobeni, kterd jim umoznuji i za téchto podminek prosperovat.

Jednou z nejzasadnéjsich adaptaci moktadnich rostlin je schopnost pfizptisobit svoje
dispersni mechanismy specifickym vlastnostem moktadnich biotopli. Hlavnim pfizpisobenim
vodnich a mokfadnich rostlin je znacnd schopnost klonalniho Sifeni a jeho kombinovani s
Sifenim generativnim podle aktudlnich podminek prostiedi (Polux et al. 2007). Moktadni
rostliny mohou byt Casto vystaveny nepifiznivym podminkdm (napt. dlouhé obdobi sucha),

kdy nejsou schopny tvofit semena, a tak je vegetativni Sifeni jejich jedinou moZnosti k
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rozmnoZzovani 1 za neptiznivych podminek (Klekowski 2003, Loxdale et Lushai 2003). Pomér
vegetativniho a generativniho rozmnozovani do znacné miry ovliviiuji aktudlni podminky
prostfedi a mize se ménit (Polux et al. 2007, Triest et al. 2010). Vodni a moktadni rostliny
vegetativni diaspory vyuzivaji hlavné k Sifeni na jiz obsazené lokalité (tomu odpovida nizka
genetickd diverzita uvniti populace, Santamaria 2002) a Sifeni semeny vyuzivaji k osidlovani
novych lokalit na velké vzdalenosti (Santamaria 2002, Clausen et al. 2002), ¢emuz odpovida
vysokd geneticka diverzita mezi riznymi populacemi. To je typické hlavné pro invazni druhy

vodnich a mokfadnich rostlin, které maji znacnou schopnost klonalniho rastu (Wang et al.

2005, Li et al. 2006, Okada et al. 2009).
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3 Smel okoli¢naty (Butomus umbellatus)

Obr. 1: Kvetenstvi smelu okolicnatého (Butomus umbellatus) je nejndpadnéejsim utvarem na
celé rostliné.

3.1 Smel okoliénaty ve stiedni Evropé

Ptikladem mokftadni rostliny, u které¢ za odliSnym zastoupenim a kombinacemi fady
dispersnich mechanismt stoji kromé jiného také polyploidizace, je relativné bézny druh
Butomus umellatus (obr. 1 a 2).

Smel okoli¢naty (Butomus umbellatus L.), jediny zistupce monotypické &eledi
Butomaceae Mirbel, je druhem Siroce rozsifenym v mokiadnich biotopech temperatni Eurasie
(Heywood 1980). Dle popisu v Kvétené Ceské republiky (Slavik et Hroudova 2010) se jedna
se o vytrvalou jednodéloznou rostlinu vysokou az 150 cm s vodorovnym plazivym oddenkem.
Listy vyrustaji z oddenku stfidavé ve dvou fadach, jsou ¢arkovité 3hranné az zplostélé. Stvol
je zakoncen zdanlivym okolikem (obr. 1) slozenym ze 3 Sroubel. Kvéty jsou oboupohlavné,
pravidelné se 6 okvétnimi listky ve dvou kruzich. Ty¢inek je devét (6 ve vnéjSim kruhu, 3 ve
vnitfnim). Gyneceum je apokarpni sloZené ze 6 plodolistii. Plodem je méchyiek. V ramci
druhu jsou rozliSovany dva cytotypy: diploidni (2n = 2x = 26) a triploidni (2n = 3x = 39). Ve
sttedni Evropé ptevladaji populace triploidniho cytotypu, diploidi jsou podstatné vzacnéjsi a
cytotypové smisené populace nebyly znamy (Hroudova et Zakravsky 1993b). Srovnanim

populaci diploidniho a triploidniho cytotypu z rtznych ¢asti stitedni Evropy byly odhaleny
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odliSnosti ve stanovistnich preferencich cytotypu. Triploidi Iépe snéseli eutrofizaci stanovist’ a
méli $irsi ekologickou amplitudu (Hroudova et Zakravsky 1993b, Hroudova et al. 1996).

U druhu Butomus umbellatus je proces polyploidizace dle literatury (Hroudova et
Zakravsky 1993a, Hroudova et Zakravsky 1993b, Eckert et al. 2000, Kirschner et al. 2004,
Eckert et al. 2003, Brown et Eckert 2005, Bailey et Preston 2011) zjevné spjat i se zménami
disperznich strategii. Druh ke svému S$ifeni vyuzivd kombinace vegetativnich (pacibulky v
kvétenstvi, oddenkové pacibulky, fragmenty oddenku) a generativnich diaspor (semena),
jejichz pomérné zastoupeni a kvantita se liSi mezi obéma cytotypy (Hroudova et Zakravsky
1993a, Hroudova et al. 1996, Brown et Eckert 2005). Triploidni jedinci jsou schopni tvofit
pacibulky v kvétenstvi a investuji vice do oddenkovych pacibulek, naproti tomu diploidi jsou
charakteristicti pfedev§im ohromnou produkci semen. U triploidi byl vyvin semen
zaznamenan jen vzacné v experimentdlnich podminkach béhem kontrolovanych opyleni
(Krahulcové et Jarolimové 1993). K produkci semen triploidnich rostlin vedlo opyleni pylem
diploidd nebo neptibuznych triploidnich jedinci (kvili autoinkompatibilité). Vegetativni
rozmnozovani je u Smelu patrné¢ mnohem vyznamnéjsi nez generativni reprodukce (Kirschner

et al. 2004).
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3 Smel okoli¢naty (Butomus umbellatus)

Obr. 2: Smel okolicnaty (Butomus umbellatus). A — celkovy habitus rostliny, B — detail
kvétu,C — vegetativni pacibulky v kvétenstvi, D — oddenek (Foto M. Certner).

3.2 Invaznost Ssmelu v Severni Americe

Druh byl koncem 19. stoleti zavlecen do Severni Ameriky, kde se posléze rychle rozsifil
a v soucasnosti je povazovany za invazni (Brown et Eckert 2005, Marko et al. 2015).
Zajimavé vSak je, Ze v invaznich americkych populacich dominuji diploidni rostliny (Eckert
et al. 2003), které krom¢ semen produkuji hojné i pacibulky v kvétenstvi a oddenkové pupeny
(Lui et al. 2005, Bailey et Preston 2011), intenzitou produkce vegetativnich diaspor by byly

srovnatelné spiSe s evropskymi triploidy.

3.3 MoZnosti studia genetické diverzity

Moznosti studia genetické diverzity u druhu Butomus umbellatus byly doposud zna¢né
omezené. Molekularni markery byly vyuzity zatim pouze ve téech studiich (Fernando et Cass
1996, Eckert et al. 2003, Kirschner et al. 2004). Ve vsech studiich to byly pouze Allozymy a
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RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA). Mnohem v hodnéjsi pro analyzy na
populaéni Grovni jednoho druhu a na malé regionalni skale jsou mikrosatelity (Mandak 2011).

Mikrosatelity jsou repetitivni sekvence DNA, které jsou tvofeny opakovanim vétSinou
mono-, di-, tri- nebo tetranukleotidt (vzacné i penta- nebo hexanukleotid). VétSinou se
oznacuji jako repetice jednoduchych sekvenci (simple sequence repeats, SSRs). Délka lokusu
¢ini obvykle 5 az 40 opakovani mikrosatelitového motivu. Alela je definovana poctem
opakovani konkrétniho motivu. Délku alely zjistime amplifikaci dané¢ho lokusu béhem PCR
pomoci dvojice primerd, jejichz sekvence jsou kompatibilni se sekvencemi z obou stran
mikrosatelitového lokusu a naslednou kapilarni elektroforézou v automatickém sekvenatoru
(Weising et al. 2005).

Mikrosatelity jsou velmi pocetné a pravidelné rozmisténé v celém genomu, prevazné v
nekodujicich oblastech. Jsou vysoce polymorfni diky své vysoké mutacni rychlosti (107 az
10 mutaci na lokus za 1 generaci) coz generuje velké mnozstvi alel, které se 1i$i délkou v
zavislosti na poctu opakovani dané repetice (Schldtterer 2000, 2004). Mikrosatelity jsou
kodominantni markery, diky c¢emuz muzeme rozliSit heterozygoty od homozygoti.
Mikrosatelity jsou také vysoce druhové specifické (Selkoe et Toonen 2006; Mandak 2011).
To poskytuje znacnou vyhodu v omezeni moznosti amplifikace jiného organismu pii
kontaminaci studované DNA (Selkoe et Toonen 2006; Mandak 2011). Naopak je znacné
nevyhodné, ze je tieba pro témét kazdy studovany druh vyvinout specificky par primerti pro
jednotlivé mikrosatelitové lokusy, abychom je mohli amplifikovat pfi PCR, coZ je velmi
finan¢né 1 Casové narocné (Zane et al. 2002).

Mikrosatelity 1ze vyuzit napiiklad k analyze rodiovstvi a k identifikaci kloni v
populaci (Queller et al. 1993; Ellegren 2004). Pomoci mikrosatelitové analyzy mizeme s
vysokou pravdépodobnosti urcit rodi¢e daného jedince a pomér klonalniho a generativniho
Sifeni v populacich rostlin. U moktadnich a vodnich rostlin mikrosatelity ke studiu genetické
a klonalni diverzity uspéSné vyuzili napt. Zeisek (2011), Fuxova (2012) nebo MasSterova
(2013).

Pro Smel okoli¢naty byly v neddvné dobé publikovany mitochondrialni mikrosatelitové
primery (Cuenca et al. 2013), které¢ vSak nemaji pfili§ velkou vyuzitelnost bez kombinace
jadernymi markery (z divodu uniparentalni dédi¢nosti a mozné nizké variabilité). Proto jsem
se rozhodl vyvinout jaderné mikrosatelitové primery, které umozni detailni studium genetické
variability $melu okoli¢natého v populacich a pomohou objasnit vtahy mezi jednici v
populaci, genovy tok mezi ploidiemi, Umozni genotypovani jedincii a objasni vazby

biologickych znaki na konkrétni genotypy.
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4 Metodika

4.1 Sbér vzorku a cytometrické analyzy

Prvnim cilem bylo co nejdikladnéjsi prosbirani oblasti Vychodoslovenské niziny o
rozloze piiblizng 500 km? Oblast jsem se snazil systematicky projet a navstivit v&tSinu
potencialnich lokalit, kde by se Smel mohl vyskytovat. Pokud byla populace pouze sterilni,
bylo jeji objeveni velmi problematické, protoze nevyrazné Carkovité listy Smelu zanikaly
Vv porostu ostatnich moktadnich rostlin. Objeventi sterilnich jedincl v zapojeném porostu bylo
proto velmi nahodné. Zvlasté v letech 2014 a 2015, béhem zna¢ného sucha Vv této oblasti, byla
vétSina populaci (i ty, které vroce 2013 kvetly) sterilnich nebo pouze v oddencich, coz
vyrazné ztézovalo jejich nalezeni. U kazdé nalezené populace jsem zaznamenal pozici pomoci
GPS (soufadnicovy systém WGS 84) a zaznamenal jsem jeji charakter (tin, odvodiovaci
kanal, vlhké deprese, mokré pole). Za dvé rizné populace jsem povazoval ty populace, které
od sebe byly alespoii 150 m vzdéleny a nebyly propojeny souvislymi porosty Smelu (napf.
v odvodilovacich kandlech). Pokud vSak byly populace od sebe oddéleny néjakou prekazkou
(napf. protipovodiova hraz), povazoval jsem je za dvé rizné, i kdyz byly od sebe vzdaleny
méné nez 150 m. Déle jsem zaznamenal vSechny druhy cévnatych rostlin, které se na lokalité
také vyskytovaly.

Oblast vychodoslovenské niziny jsem za ucelem sbéru vzorkl navstivil celkem 6 krat
v letech 2013, 2014 a 2015. V prvni sezéné v roce 2013 jsem sbiral rostliny hlavné pro
ovéieni vyskytu populaci obou cytotypi a nalezeni smiSenych populaci. V dalSich dvou letech
jsem se vénoval hledani vSech dalSich potencidlnich populaci a detailnéjSimu sbéru rostlin ve
smiSenych populacich a také jsem odebral rostliny do srovnavacich kultivaci péstovanych

Vv experimentalni zahradé Botanického tistavu Akademie véd CR.

4.1.1 Distribuce cytotypi a cytotypova struktura populaci

V kazdé nalezené populaci jsem se snaZil nasbirat reprezentativni vzorek jedincli na
prutokovou cytometrii. Pro tcely prutokové cytometrie jsem sbiral ¢ast listu, kterou jsem
ulozil do igelitového sacku s trochou vody. Listy pro cytometrické analyzy musely zustat
zivé. U malych populaci jsem odebral listy od vSech jedinct (za jedince jsem povazoval jeden
trs, kde vSechny listy evidentn¢ vyrastaly zjednoho vétveného oddenku). U rozsahlych
populaci jsem se snazil odebrat listy z 3040 jedinci, pravidelné rozmisténych v populaci.

Celkem jsem nasbiral a zanalyzoval prutokovou cytometrii pies 1200 jedincu.
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4.1.2 Trvalé plochy

Pro detailnéjsi zjiSténi cytotypové struktury rozsahlych smiSenich populaci jsem se
rozhodl vytvofit 3 trvalé plochy a v nich v pravidelnych rozestupech odebirat jedince na
cytometrickou analyzu. Dvé plochy se nachazeji na lokalité ¢. 37 (sloupec GPS-kod v tab. 7
v ptilohach, kapitola 9.1) u obce Ladmovce. Jedna se o vlhkou depresi v zaplavové zoné feky
Bodrog. Plocha 1 je situovana do sussi ¢asti této deprese, plocha 2 do vlhéi ¢asti. Tieti trvala
plocha se nachazi v odvodiovacim kanale na lokalit¢ ¢. 51 (sloupec GPS-kéd v tab. 7
v prilohach, kapitola 9.1) u obce Velké Raskovce. VSechny trvalé plochy jsou v rozich
oznaceny kovovym hicbem s platovym vickem a jsou tedy detekovatelné i v budoucnu.

Plocha ¢. 1 ma rozméry 17x10,5 m a rostliny zde byly odebirany v ptlmetrovych
intervalech. Plocha ¢. 2 ma rozméry 1010 m a rostliny byly odebirany v metrovych
intervalech. Plocha ¢. 3 je dlouhda 30 m a Sirokd 5,2 m a rostliny zde byly odebirany
Vv metrovych intervalech v délce (na ose y) a na ose x (napti¢ vodnim tokem) byly odebrany a
analyzovany vSechny rostliny (samostatné trsy).

U vSech tii ploch jsem poté testoval v programu R ver. 3.3.1 pomoci Mantelova testu

prostorové rozmisténi diploidnich a triploidnich rostlin.

4.1.3 Pritokova cytometrie

K urceni ploidni urovné rostlin $melu okoli¢natého jsem vyuzil pritokovou cytometrii
(flow cytometry, FCM). Tato metoda umoznuje rychle zpracovavat velké mnozstvi vzorkl a
ke spolehlivému zjisténi obsahu DNA staci jen mala ¢ast rostlinného organu (v mém piipadée
listu) a mizeme ji pouzit i na jiz diferencovana pletiva (Suda et al. 2007). Vzorky jsem
pfipravoval a analyzoval z ¢asti v laboratofi pritokové cytometrie Botanického Ustavu
Akademie vé&d v Prithonicich a z ¢asti v laboratotfi pritokové cytometrie Katedry botaniky
Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze na piistrojich Partec PA-II (Partec GmbH,
Miinster, Némecko) vybavenym UV rtutovou vybojkou. Pfipravu vzorka jsem provadél
metodou, kterou vynalezl Otto (1990) a pro rostlinna pletiva upravil Dolezel et al. (2007). Do
plastové Petriho misky jsem napipetoval 550 ml extrakéniho pufru Otto I (0,1 M monohydrat
kyseliny citronové, 2,5 ul 0,5% detergentu Tween 20). D misky jsem poté ptidal ¢ast listu
Smelu (asi 4x4 mm) a stejné¢ velkou cast listu standardu. V mém piipadé se jednalo 0
sedmikrasku (Bellis perennis, 2C = 3,96 pg DNA, Schonswetter et al. 2007). Pletiva jsem
dukladné nasekal ziletkou a vzniklou suspenzi jsem prefiltroval do plastové zkumavky pies
ustfizek nylonové sit¢ (primér ok 42 pm) Poté jsem piidal 1 ml barviciho roztoku

obsahujiciho pufr Otto II (0,4 M Na2HPO4 - 12H20), barvivo DAPI (4',6-diamidino-2-
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fenylindol; 4 pg) a antioxidant - merkaptoethanol (2 pl). Analyzoval jsem vzdy 3000 jader,
pokud jich byl dostatek. Pro tcely odhaleni smiSenych populaci jsem mohl analyzovat az 8
vzorkl soucasné, protoze vysoké citlivost metody umoznovala odhaleni i jednoho jedince
s odlisnou ploidii ve smiseném vzorku z 8 jedinct. Pro detekci ploidie jednct v trvalych
plochach a pro molekularni analyzy, jsem vzdy daval pouze jednoho jedince na vzorek, abych
kazdému jedinci mohl ptfesné stanovit jeho ploidni troven. Vystupem pritokové cytometrie je
histogram zobrazujici relativni fluorescenci jader na ose x a jejich mnozstvi na ose y (obr. 3).
Ke spravnému zhodnoceni vysledki pratokové cytometrie je zapotfebi znat pocet
chromozomt jednotlivych cytotypti analyzovaného druhu. Pro Smel okoli¢naty jsou

karyologicka data dostupna v napf. v praci Krahulcova et Jarolimova (1993).

80 S 2x

3x
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pocet jader

20

0 200 400
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Obr. 3: Vystup cytometrické analyzy. Histogram relativni fluorescence smésného vzorku
nékolika rostlin Smelu okolicnatého (Butomus umbellatus) ze smisené populace diploidniho
(2x) a triploidniho (3X) cytotypu s internim standardem Bellis perennis (S). Barveno DAPI,
celkem analyzovano 3000 Ccastic.
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4.1.4 Sbér vzorki pro vyvoj mikrosatelitovych primeru

Vzorky pro vyvoj mikrosatelitovych primerti a jsem sbiral pfevazné v roce 2015. Snazil
jsem se rovnomérné pokryt celou oblast a rizné typy biotopti, kde se Smel vyskytoval, abych
co nejvice zamezil moznému sbéru blizce ptibuznych jedincti Vzhledem ke zna¢nému suchu
vtomto roce byly rostliny alesponi ve sterilnim stavu pievazné v tunich svodou a
odvodiovacich kanalech. Na mistech, ktera byla v roce 2013 vlhké (napt. vlhké deprese a
mokra pole), kviili suchu v roce 2015 nevyrostly rostliny vibec. Kviili tomu se mi nepodatilo
docilit rovnomérného zastoupeni riznych typa biotopi ve svych sbérech.

U nasbiranych vzorkt jsem nejprve stanovil ploidii pomoci priatokové cytometrie, poté
jsem kazdy list oznacil kdédem populace a pismenem oznacujicim jedince v populaci a dal
jsem ho v ¢ajovém sacku susit do silikagelu. Z kazdé populace jsem dal susit vice jedincu, ale
pro nasledny vyvoj mikrosatelitovych primert jsem pouzil pouze jednoho jedince z kazdé

populace, abych omezil moznost, Ze bude vice vzorkl tvofeno jednim klonem.

4.2 Srovnani stanovistnich preferenci diploidu a triploidi

Za Uc¢elem srovnani stanoviStnich preferenci obou cytotypli jsem na kazdé populaci
udélal detailni soupis vSech druht cévnatych rostlin, které se na dané lokalité vyskytovaly
(tab. 9 v kapitole 9.3 v ptilohach). Zaznamenaval jsem pouze ptitomnost druht, nikoli jejich
pokryvnost. Vodni a moktadni prostfedi je znacné dynamické a pokryvnosti jednotlivych
druhti se mohou béhem sezony vyrazné meénit (Sosnova et al. 2010, 2011) a samotna
informace o pfitomnosti Konkrétnich druhii je dostatecna. Dale jsem u kazdé lokality
zaznamenal jeji charakter (t0n, odvodnovaci kandl, vlhkd deprese, mokré pole). Na

vyhodnoceni dat sem se rozhodl vyuzit linearni ordina¢ni metody (Leps et Smilauer 2003).

4.2.1 Statistické zpracovani vegetacnich dat

Ziskana vegetacni data jsem analyzoval nékolika zptsoby. Pouzil jsem jednak samotny
seznam druhl z kazdé lokality, abych porovnal, zda se lokality diploidd, triploidd a smiSené
lisi poétem a piitomnosti konkrétnich druhd. Dale jsem si v programu JUICE 7.0 (Tichy
2002) ptifadil ke kazdému druhu Borhiniho indikaéni hodnoty, které jsou vytvotené pro
panonskou oblast, a jsou tedy pro oblast Vychodoslovenské niziny vice vhodné nez klasické
Ellenbergovy hodnoty. Na zéklad¢ pfitomnych druhti jsem poté v programu JUICE 7.0
vypocital priméry Borhiniho indika¢nich hodnot pro 6 riznych slozek prostfedi na kazdé
lokalité (tab. 8 v kapitole 9.3 v piilohach). U vSech proménnych jsem zajistoval predpoklady

pro provedeni analyz v programu R ver. 3.3.1. Pokud nebyla u nékteré proménné splnéna
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normalita, pouzil jsem logaritmickou transformaci, abych normalni rozlozeni dat zajistil

(nutné pouze u proménné pocet druhii).

4.2.1.1 Testovani vlivu sloZek prostiedi pomoci analyzy rozptylu (ANOVA)

V programu R ver. 3.3.1 jsem postupné testoval vlastnosti jednotlivych lokalit
(diploidnich, triploidnich a smiSenych) pomoci analyzy rozptylu (ANOVA, Analysis of
variance). Testoval jsem postupné 7 proménnych. Pouzil jsem jednak pocet druhii na kazdé
lokalit¢ a dale hodnoty jednotlivych slozek prostiedi vypocitané na zakladé Borhiniho
indika¢nich hodnot pfitomnych druhi (svétlo, teplota, kontinentalita, vlhkost, ptidni reakce,
ziviny). Vystupem byly 3 krabicové grafy pro kazdou proménnou v zavislosti na typu

populace (diploidni, triploidni, smiSena).

4.2.1.2 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Analyzu hlavnich komponent (nepiima ordinac¢ni technika) jsem provadél v programu
Canoco for Windows 5 (Ter Braak et Smilauer 2012) Zjistoval jsem odlisnosti lokalit na
zaklad¢ ptitomnosti konkrétnich druhid. Z analyzy jsem musel vytadit 9 lokalit, na kterych se
vyskytovalo jen malo druht, ¢asto vyhranénych. Tyto lokality byly v ordina¢nim diagramu

znaén¢ odlehlé a rozmisténi zbylych 63 lokalit bylo proto velmi nepiehledné.

4.2.1.3 Redundan¢ni analyza (RDA)

Redundanéni analyzu (pfimd ordina¢ni technika) jsem také provadél v programu
Canoco for Windows 5. Pomoci této metody jsem se snazil zjistit, zda vyskyt nékterych druhd
koreluje s ploidii $melu. V této analyze jsem sloucil diploidni a smisené lokality (z divodu
malého poctu cisté diploidnich lokalit). Na rozdil od pfedchozi metody jsem se tak snaZil
zjistit, zda vzacné&jsi diploidni cytotyp nedoprovazeji néjaké specifické druhy. Vystupem této
techniky je dvourozmérny graf, kde je v prvni kanonické ose testovan vliv ploidni urovné

permutac¢nim testem (99 999 opakovani).

18



4 Metodika

4.3 Morfometrika

Obr. 4: Detail kveti triploidni (vlevo) a diploidni (vpravo) rostliny rostouci ve smisené

populaci tésné vedle sebe. Tyto rostliny reprezentuji spise extrémni pripady rozpéti velikosti
kvetu.

4.3.1 Zaznamenavani znaku a odbér rostlin v terénu

Abych mohl posoudit do jaké miry ma na fenotyp diploidnich a triploidnich rostlin vliv
prostiedi, ve kterém se vyskytuji, rozhodl jsem se udélat srovnavaci experiment. V piirod¢
jsem zméfil znaky na 90 rostlinach (36 diploidnich a 54 triploidnich), které jsem nasledné
odebral pro kultivace. Kompletni prehled métenych znaki je v tab. 1. Vzhledem Kk tomu, ze
vSechny dulezité ¢asti rostliny maji jednoduchy tvar, nebylo tfeba vyuZivat geometrické
morfometriky, ale stacila pouze morfometrika klasicka.

Z vegetativnich znakd jsem méfil délku, Sitku a tloustku nejdel$iho listu, ktery byl
soucasti Casti oddenku s kvétonosnym stvolem. Dale jsem zaznamenaval délku oddenku
s kvétonosnym stvolem (délka oddenku byla méfena od mista, kde vyrustaly prvni listy
V sezone€, az po rustovy vrchol oddenku) a také jsem zaznamenaval pocet oddenkovych
pacibulek. U kvétonosného stvolu jsem zaznamenaval vysku a tloustku v jeho poloving, pocet
kvéth v okoliku a piipadnou piitomnost vegetativnich pacibulek v kvétenstvi znamych
z literatury (napt. Hroudova et Zakravsky 1993a). U jednotlivych kvéti jsem poté
zaznamenaval délku a Sifku vnitinich okvétnich listkii. U kazdé rostliny jsem takto zméfil tii
kvéty a na kazdém kvétu jeden okvétni listek.
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Tab 1: Prehledova tabulka znakit mérenych na rostlindch v terénu a ndasledné v kultivaci.

Vegetativni znaky Generativni znaky
List (v poloviné délky) Oddenek Kvétonosny stvol Vnitini okvétni listek
p ). y (3 kvéty)
délka délka vyska délka
Sitka Sitka v poloviné Sitka
t10u§t’ka poéet paclbulek na 1 pOéet kVétﬁ 5 i 5 .
pomgér §itky a délky cm delky POMET prufherne sifky
pomér Sitky a vysky a delky
pomer tloustky a Sitky

4.3.2 Srovnavaci Kultivace

Vsech 90 zméfenych rostlin z terénu jsem dovezl na dalsi kultivaci do Experimentalni
zahrady Botanického ustavu Akademie véd CR v Prihonicich. Zde jsem rostliny zasadil do
¢tvercovych kvétinadct o velikosti 20x20 cm. Do kvétinadct jsem pouzil substrat namichany
z pisku a proparené hliny v poméru 2:1 (2 dily pisku a 1 dil propafené hliny). Oddenek jsem
daval ptiblizn¢ do 5 cm hloubky a kvétinace jsem dal do vody, ktera dosahovala povrchu
substratu. Kazdou rostlinu jsem poté oznacil plastovym Stitkem s kodem populace a potfadim
rostliny v kultivaci. U kazdé rostliny jsem analyzoval ploidni uroven pomoci prutokové
cytometrie. V kultufe jsem poté u rostlin, které znovu vykvetly, pfeméfil totozné znaky, které
jsem zaznamenaval v terénu. Pouze délku oddenku jsem u rostlin v kultufe zméfil celkovou i
s prirtstky béhem kultivace, nikoli pouze ¢ast oddenku s kvétonosnym stvolem. Proto jsem

tento znak nezahrnul do souboru pro srovnani posunu znakl po piesazeni rostlin do kultury.

4.3.3 Statistické zpracovani morfologickych dat

Pro vyhodnoceni zaznamenanych morfologickych znakt jsem se rozhodl pouZit analyzu
hlavnich komponent (PCA) a kanonickou diskrimina¢ni analyzu (CDA). Témito analyzami
jsem ovéfoval, do jaké miry ma na fenotyp vliv prostiedi, ve kterém rostliny rostou a do jaké
miry ma vliv ploidni Groven. Diky tomu, ze jsem mél znaky méfené v pfirod€ na stejnych
rostlinach, které jsem poté piesazoval do kultivace, ma tato analyza relativné velkou
vypovédni hodnotu i pfes pomérn€é malé mnozstvi méfenych jedincl. V analyzach jsem pouzil
znaky uvedené v tab. 1. Hodnoty znakd pro kazdou rostlinu jsou uvedeny v tab. 10 a 11
v ptilohach (kapitola 9.3).

Pro zajiSténi predpokladl pro provedeni analyz jsem provedl transformace nékterych

proménnych. V souboru znakl rostlin pouze zterénu jsem provedl logaritmickou
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transformaci u znaki: pomeér sirky a vysky stvolu, pomér sirky a délky listu, délka oddenku a
pomér prumérné Sirky a délky okvétniho listku. Odmocninovou transformaci jsem proved! u
znakl: pocet pacibulek na 1 cm délky oddenku a pocet kveétii.

V souboru dat pro srovnani znaki rostlin méfenych v ptirod¢ a poté v kultivaci jsem
provedl logaritmickou transformaci téchto znakl: sirka stvolu, pomeér vysky a sirky stvolu,
délka listu, délka oddenku, pocet kvetii a délka okvétniho listku. Odmocninovou transformaci
jsem provedl u téchto znakt: tloustka listu, pomer sirky a délky listu, pocet pacibulek na I cm
délky oddenku a pomeér prumeérné sirky a délky okvétniho listku. Kazdého jedince jsem m¢l
unikatné oznaceného identifikacnim cislem, ploidni trovni a kédem oznacujicim méfeni
z terénu nebo z kultivace. Dale jsem si v programu R ver. 3.3.1 vytvofil korelacni matice
znakli obou souborti dat, pomoci kterych jsem mohl ovétit, zda nékteré znaky spolu nejsou
korelované (absolutni hodnota korelacniho koeficientu vyssi nez 0,95).

Pomoci skriptu Morphotools (Koutecky 2015) v programu R ver. 3.3.1 jsem ziskal
tabulku se skory pro vSechny znaky, které jsem mohl dale analyzovat v programu Canoco for
Windows 5.

4.3.3.1 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Touto metodou jsem nejprve analyzoval morfologické rozdily mezi diploidnimi a
triploidnimi rostlinami pouze na rostlindch z pfirody. Poté jsem analyzoval soubor dat, ve
kterém jsem mél znaky totoznych jedincu z pfirody a z kultivace. V tomto souboru jsem
vynechal znak urcujici délku oddenku, protoze v kultivaci mély rostliny diky ristu oddenek
vzdy mnohem del$i. V poslednim souboru dat jsem srovnaval rostliny pouze z kultivace,
abych vidél, zda se prohloubi morfologické rozdily mezi ploidiemi, pokud se eliminuje efekt

prostiedi.

4.3.3.2 Kanonicka diskrimina¢ni analyza (CDA)

Touto metodou jsem testoval rozdily na stejnych souborech dat, které jsem analyzoval
pomoci PCA. Nejprve na souboru dat rostlin pouze z ptirody, poté z pfirody a z kultivace a
nakonec pouze z kultivace. V souboru dat pouze z pfirody a pouze z kultivace jsem testoval
vliv ploidie na morfologické znaky v jedné ose permutacnim testem (99 999 opakovani).
Vysledny histogram jsem poté vytvotil v programu STATISTICA (StatSoft. Inc.).

V piipad¢ srovnani rostlin z kultivace jsem ve dvou osach testoval vliv ploidie
kombinovany s vlivem kultivace vs. pfiroda permutacnim testem (99 999 opakovani).

Vystupem je dvourozmeérny graf.
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4.4 Vysev semen a priitokovd cytometrie semendcki

Vysevy a analyzy potomstva byly doposud provadény pouze u semen vytvoienych
rostlinami v experimentalnich podminkach (Krahulcova et Jarolimova 1993, Hroudova et
Zakravsky 1993a, Hroudova et Zakravsky 2003). Proto jsem se rozhodl ovérit, jaké
potomstvo mlze vznikat ze semen vytvorenych v pfirozenych populacich, kde se vyskytuji
ob¢ ploidie.

V terénu jsem odebral semena z diploidnich i triploidnich rostlin (tvorba semen
triploidy byla diive dokazana v experimentalnich podminkach, Krahulcova et Jarolimova
1993). Semena jsem poté nechal stratifikovat ve zkumavkach s vodou Vv lednici pii 4 °C po
dobu 6 mésict. Poté jsem je vysel na Petriho misky do vlhkého zahradnického substratu a
nechal kli¢it pii pokojové teploté. Vyrostlé semendcky (pfi velikosti alesponi 3 cm) jsem poté
analyzoval pritokovou cytometrii. Usp&$nost kli¢eni semen $melu v riznych podminkach
byla jiz zjisténa v diivEjSich experimentech (napt. Hroudova et Zakravsky 2003), proto jsem ji
pouze vyuzil jako informaci pro uspesné vykli¢eni svych semen a skute¢nou procentualni

uspésnost kliceni jsem nezaznamenaval a pouze jsem analyzoval ploidni aroven potomstva.

4.5 Vyvoj mikrosatelitovych primeri

4.5.1 lzolace dna

Izolaci DNA jsem provadél v DNA laboratofi Katedry botaniky PfF UK. K izolaci
DNA jsem pouzil pfiblizn€ 0,5 g suSené¢ho listu, ktery jsem vkladal do 2 ml eppendorfek
spolu se dvéma wolfram-karbidovymi kuli¢kami. Material jsem drtil 5-7 minut (podle
pevnosti materialu) pii 27 otackach za sekundu (mlynek Mixer Mill 200, Retsch), dokud
nebyl materidl rozdrcen na prasek).

K vlastni izolaci DNA jsem pouZil sorbitolovou metodu podle protokolu uvedeného
v ptilohach (kapitola 9.2). Uspésnost izolace jsem ovéfil elektroforézou na 0,8% agarézovém
TAE gelu v TAE pufru. DNA na gelu jsem vizualizoval pomoci UV transluminatoru (Herolab
UVT-20M) a pomoci dokumenta¢niho systému Kodak Gel Logic 100 a softwaru 1D Image
Analysis (Kodak) jsem ho nasnimal do pocitace. Poté jsem zméfil koncentraci a Cistotu
extrahované DNA pomoci spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Podle
naméfenych hodnot jsem DNA nafedil na pracovni koncentraci 10 ng/ul v mnozstvi 100 pl.
Naredénou DNA jsem dale pouzival pro PCR (Polymerase chain reaction).

22



4 Metodika

4.5.2 Vyvoj mikrosatelitovych primeri

Pro vyvoj mikrosatelitovych primert jsem pouzil sekvence ziskané sekvenovanim podle
protokolu uvedeného v priloze (kapitola 9.2). V programu BioEdit Sequence Alignment
editor (Hall 1999) jsem hledal sekvence s vhodnymi mikrosatelitovymi repeticemi. Preferoval
jsem co mikrosatelity s co nejvétsim poctem opakovani repetic a také s delSimi motivy. Dale
jsem preferoval lokusy, ve kterych uz byla viditelna variabilita v rdmci nékolika sekvenci.

Konsensus vytvoreny z podobnych sekvenci v programu BioEdit jsem vlozil do

programu Primer 3 na internetové adrese http://bioinfo.ut.ee/primer3d/, ktery je urceny

K tvorb¢ primerd. Jako délku primeru jsem zadal 18-23 pard bazi a jako délku vysledného
produktu jsem zadal 100-1000 pard bazi. V tomto programu jsem vytvofil primery pro 48

mikrosatelitovych lokust, které jsem dale testoval.

4.5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ptipravu i samotnou PCR jsem provadél v DNA laboratoti Katedry botaniky PiF UK.
Vsech 48 pard primerd jsem testoval nejprve na 1 diploidnim a 1 triploidnim jedinci, abych
ovétil amplifikaci lokusu pomoci PCR. Primery jsem nafedil na pracovni 2,5 pikomolarni.
koncentraci a poté jsem piipravil PCR reakci. Smichal jsem si reakéni smés tak, aby kazda
zkumavka obsahovala 1,8 ul sterilni vody, 3,75 ul PCR Master Mixu (QIAGEN), 0,6 ul
forward primeru, 0,6 pl reverse primeru a 0,75 ul DNA.

Vysledny produkt (v mnozstvi 1,5 ul) jsem obarvil 1,5 ul barvicky a nanesl na 1,8%
TBE gel v TBE pufru. Jako Zebtik jsem pouzil O’GeneRuler 100bp Ladder Plus (Fermentas)
také v mnozstvi 1,5 pul a spustil jsem elektroforézu. Vysledny gel jsem vizualizoval na UV
transluminatoru. Poté jsem vybral lokusy, které se amplifikovaly u obou vzorka a netvorily

pfilis nespecifickych produktil a ty jsem pouzil pro dalsi analyzy.

4.5.4 Fragmentaéni analyza a sekvenovani mikrosatelitovych

lokusu

Vybrané lokusy jsem poté amplifikoval pomoci PCR na 16 vzorcich (8 diploidi a 8
triploidit). Pfi PCR jsem jiZ pouzil univerzalni znacené primery M13 ve 4 fluorescencnich
barvach (modra, zelena, zluta a Cervena). Reakéni PCR smés se znacenym primerem byla
odli$na a skladala se z 0,82 ul sterilni vody, 2,72 ul PCR Master Mixu (QIAGEN), 0,65 pnl
univerzalniho zna¢eného M13 primeru, 0,16 pul forward primeru, 0,65 ul reverse primeru a
0,5 ul DNA na jeden vzorek. Znaceny primer se béhem PCR vazal na ocasek (tail) na forward
primeru. Pro kazdy vzorek jsem zvolil tfi testovaci teploty annealingu v PCR cyklech (50, 55

a 60°C). Vysledné¢ produkty jsem vizualizoval na gelu z elektroforézy pomoci UV
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transluminatoru. Lokusy, které se konzistentn¢ amplifikovaly u vSech vzorkl, jsem dale
pouzil pro fragmentacni analyzu.

Ke kazdému vzorku (0,5 ul) smichaného az ze 4 odlisné fluorescenéné znacenych PCR
produktt, jsem piidal 10 ul formamidu a 0,25 ul standardu L1Z 600 (Applied Biosystems).
Tento standard obsahuje fragmenty o pfedem definované délce, diky kterym jsem mohl zjistit
délku svych amplifikovanych lokust. Dale jsem mohl smichat pokazdé 4 produkty s primery
znacenymi odliSnymi barvami do 1 zkumavky. Takto pfipravené vzorky jsem odnesl do
sekvenacni laboratofe Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, Vini¢na 7
(http://www.natur.cuni.cz/biologie/servisni-laboratore/laborator-sekvenace-dna), kde byla
provedena fragmenta¢ni analyza na Sestnactikapilarovém sekvenatoru 3130xl Genetic
Analyzer (Applied Biosystems), béhem které byly jednotlivé mikrosatelitové alely rozdéleny
podle délky.

Vysledky z fragmentaéni analyzy jsem jsou zasilany ve formdatu .fsa, ktery jsem
prohlizel a analyzoval v programu GeneMarker ver. 1.80 (Soft Genetics). U kazdého vzorku
jsem hodnotil variabilitu konkrétniho mikrosatelitového lokusu a piekryvy jednotlivych alel
s nespecifickymi produkty. Poté jsem vybral variabilni lokusy, které v rozmezi délek
jednotlivych alel neobsahovaly nespecifické produkty, které by znemoznily skorovani alel.

Celkem se mi podafilo vybrat 14 variabilnich lokust, které jsem nechal osekvenovat
v sekvenaéni laboratoti (SEQme, https://www.segme.eu/cs), abych mohl ovéfit, zda se
skutecné amplifikuji lokusy s konkrétnimi mikrosatelity. Pro sekvenovani jsem vybral vzdy
jednoho diploidniho a jednoho triploidniho jedince pro kazdy lokus. PCR reakce probihala
bez znaCenych primert a vysledny produkt jsem piesrazel octanem podle protokolu

uvedeného v ptilohach (kap. 9.2).

4.5.5 Geneticka variabilita rostlin pouzitych pro vyvoj makrert

Variabilni lokusy s mikrosatelitovymi repeticemi jsem vyvijel na 14 jedincich (6
diploidnich a 8 triploidnich) ze 14 rGznych populaci relativn€ rovnomérné rozmisténych
Vv oblasti. Po obdrzeni vysledkd z fragmentacni analyzy jsem jednotlivé alely identifikoval
v programu GeneMarker ver. 1.80 (Soft Genetics) a zjistil jejich délku v parech bazi. Délky
alel jednotlivych lokusti u heterozygott se musely liSit o nasobky délky motivu repetice (napf.
u tetranukleotidu o nasobky 4). Pro vSechny jedince jsem udélal skorovaci tabulku s alelami
pro vSech 14 lokust (tab. 12) a spocital jsem genetické vzdalenosti mezi jedinci pomoci
knihovny POLYSAT (Clark et Jaseniuk 2011) v programu R ver. 3.3.1. Genetické vzdalenosti

jsem poté analyzoval pomoci PCA v programu Canoco for Windows 5.
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5.1 Distribuce cytotypit v oblasti Vychodoslovenské niZiny

V oblasti Vychodoslovenské niziny se mi podatilo objevit celkem 72 populaci Smelu
okoli¢natého (obr. 5 a 6, tab. 7). Populace se zna¢né lisily svoji velikosti. Nékteré byly
tvofeny pouze jednim sterilnim jedincem, nékteré mnoha sty kvetoucimi jedinci. Populace se
podle charakteru biotopu daly rozdélit do 4 hlavnich skupin (tin, odvodiiovaci kanal, vlhka
deprese, mokré pole). Za tin byla povazovana slepa ramena, kde po zna¢nou ¢ast sezony byva
vodni sloupec s otevienou hladinou. Tané (obr. 7) jsou velmi ¢asté hlavné v prostoru mezi
protipovodiiovymi hrazemi. V tlnich se vyskytovala vétSina populaci, celkem 37.

Odvodnovaci kanaly (obr. 8 a 9) jsou v oblasti také velmi ¢asté a v mnoha z nich byva
vodni sloupec po celou sezonu Casto S proudici vodou. V odvodnovacich kanalech se
vyskytovalo 23 populaci.

Za vihkou depresi (obr. 10) jsem povazoval mista napf. v pastvinach, kde uz se
nevyskytoval vodni sloupec ani oteviend hladina. Vlhké deprese byly pievazné zarostlé
bohatou mokiadni vegetaci a Smel se zde dal najit zpravidla pouze za kvétu. V tomto biotopu
se vyskytovalo 10 populaci. Poslednim typem biotopu byla mokra pole (obr. 11), zde jsem
objevil pouze 2 populace.

Dale se daly populace rozdélit podle jejich umisténi vzhledem k protipovodiiovym
hrazim. Celkem 30 populaci se nachazelo v prostoru mezi hrdzemi, 17 populaci jizné€ od jiZni
hraze a 25 populaci severné od severni hraze.

Z celkem 72 populaci bylo Cisté triploidnich 34, 30 populaci bylo smiSenych a Cisté
diploidnich bylo pouze 8. Triploidni cytotyp je v oblasti hojn&jsi (stejné jako v Ceské
republice, Hroudova et Zakravsky 1993b), vyskytoval se témét na 90 % vSech objevenych
lokalit. Diploidni cytotyp se vyskytuje mnohem castéji ve smiSenych populacich nez
uniformnich. A ty jsou vétSinou tvofeny pouze n€kolika malo jedinci. Celkové poéty populaci

a jejich ploidii napfi¢ biotopy jsou uvedeny v tab. 2.

Tab. 2: Prehledova tabulka distribuce lokalit mezi 4 biotopy s uvedenym poctem jednotlivych
typii populaci (cytotypoveé uniformni a smisené).

Biotop 2X 3X 2x+3x | Celkem
Mokré pole 1 1 0 2
Vlhka deprese 3 5 2 10
Odvodiiovaci kanal 1 11 11 23
Tin 3 17 17 37
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Obr. 5: Distribuce populaci v oblasti Vychodoslovenské niZiny obarvenych podle typu biotopu (fialové — tin, Zluté — odvodnovaci kandl, oranzove —
vihka deprese, zelené — mokré pole). Cislo u lokality je dlesloupce poradi v tabulce 7 v prilohdch (kapitola 9.1)
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Obr. 6: Distribuce populaci obarvenych podle pritomnosti diploidniho (cervené), nebo triploidniho (modre) cytotypu. U smiSenych populaci je
zastoupeni jednotlivych cytotypu zndzornéno proporcné v kolacovém diagramu. Velikost kruhu odpovida logaritmu velikosti populace.
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Obr. 7:Triploidni cytotyp smelu (Butomus umbellatus) ve vysychajici tini na lokalité u obce
Kaporna (sloupec GPS-kaéd ¢. 72; sloupec poradi ¢. 51 v tab. 7, kapitola 9.1) v roce 2014.

Obr. 8: Sterilni smiSend populace Smelu spolecné se Sipatkou (Sagittaria sagittifolia) v
odvodnovacim kandle v roce 2013. Lokalita: sloupec GPS-kod ¢. 51; sloupec poiadi ¢. 33 v
tab. 7, kapitola 9.1. Foto M. Certner.
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Obr. 9: Totozna populace jako na obr. 8 po dvou suchych sezonach (rok 2015). Odvodriovaci
kanaly byly jedeny z mala biotopii, kde byl dostatek viahy, ktery umoznoval bohaté kveteni
populace a prevazeni vegetace smelu nad ostatnimi druhy.

Obr. 10: Diploidni rostlina smelu okolicnatého na vysychajici vihké depresi na pastviné u
obce Zemplin v roce 2013. (sloupec GPS-kod ¢. 36, sloupec poiadi ¢. 19 v tab. 7, kapitola
9.1); Foto M. Certner.
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Obr. 11: Lokalita triploidniho Smelu okolicnatého na mokrém poli u obce Brehov (Sloupec
GPS-kod ¢. 29; sloupec poradi ¢. 12 v tab. 7, kapitola 9.1). Rostlina z této lokality vytvorila
velké mnozstvi semen, kterd byla pouzita pro analyzu semenacki (kapitola 5.4). Foto M.
Certner.

5.1.1 Cytotypova struktura smiSenych populaci

Ke zjisténi cytotypové struktury populaci jsem vyuzil dvé velké smisené populace, kde
jsem vyty¢il trvalé plochy. Plochy 1 a 2 (obr. 12 a 13) jsou na jedné lokalité u obce Ladmovce
ve vlhké depresi a 3. plocha (obr. 14 a 15) je v odvodnovacim kanale u obce Vel'ké Raskovce.

Rostliny na plochdch 1 a 2 byly v dob&é méfeni v roce 2014 témét vSechny sterilni.
Plocha 1 byla v sussi ¢asti deprese rostliny Smelu zde byly vSechny sterilni malého vzrustu.
Plocha 2 byla ve vlhéi ¢asti deprese a populace zde méla charakter hustého zapojeného
porostu, ve kterém bylo minimalni mnoZstvi kvetoucich jedinct. Plocha 3 v odvodinovacim
kanalu diky dostatku vody obsahovala mnoho kvetoucich jedincti. Smel zde ale pievazné
tvofil jednotlivé trsy nebo fidké porosty (pravdépodobné kvili proudéni vody).

Na vSech 3 plochach bylo zastoupeni diploidd a triploidd piekvapivé pomérné
vyrovnané. Pomoci prostorové statistiky (Manteliv test) v programu R ver. 3.3.1 jsem
otestoval shlukovitost jedincti obou ploidii ve vSech tiech plochach. Na plose ¢. 1 a 2 jsou
jedinci prukazné shlukovité usporadani v ramci stejnych ploidii. Naopak na plose ¢. 3 jsou
jedinci usporadani nadhodné a jedinci odlisné ploidie jsou zna¢né promiseny. To muize byt
pravdépodobné zplsobeno disturbancemi zptisobenymi proudici vodou pii zvySené vodni
hlading.
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Obr. 12: Distribuce diploidnich (cervené) a triploidnich (modre) rostlin na plose ¢. 1. Na
obou osdch jsou uvedeny vzdalenosti v centimetrech. Plocha se nachdzi v suSsi casti vihké
deprese u obce Ladmovce.
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Obr. 13: Distribuce diploidnich (cervené) a triploidnich (modre) rostlin na plose ¢. 2. Na

obou osdch jsou uvedeny vzdalenosti v centimetrech. Plocha se nachazi ve vIhci casti deprese

u obce Ladmovce.
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Obr. 14: Distribuce diploidnich (Cervené) a triploidnich (modre) rostlin na plose ¢. 3. Na
obou osdach jsou uvedeny vzddlenosti v centimetrech. Plocha se nachdzi v odvodnovacim

kanadle u obce Velké Raskovce.
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.......

b oY

Obr. 15: Odvodnovaci kanal, ve kterém se nachazi plocha ¢. 3. Na brezich se pase stado skotu
s prevahou madarského (téz uherského) stepniho plemene. Foto je z roku 2015, rok po
zalozeni plochy. Porosty smelu jsou zde jiz mnohem rozsahlejsi nez v roce 2014, kdy byl
proveden cytotypovy screening této plochy.
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5.2 Stanovistni preference cytotypii

Z ordina¢niho diagramu analyzy PCA (obr. 15) neni patrna zadna zfetelna separace
mezi lokalitami diploidnimi, triploidnimi ani smiSenymi na zaklad¢ soupisu druhti cévnatych
rostlin. Prvni osa vysvétlila pouze 6,5 % celkové variability a druha osa 6,1 % celkové
variability. V analyze neni zahrnuto 9 lokalit (1 diploidni, 3 smiSené a 5 triploidnich), které
byly z n&jakého divodu extrémni (téméf zadné piitomné druhy, zcela odlisné doprovodné
druhy apod.) a v ordina¢nim diagramu tvofily vyrazn¢ odlehlé hodnoty.

Nasledné jsem pouzil redundantni analyzu (RDA, obr. 16) ktera ploidni trovni na prvni
kanonické ose vysvétlila pouze 1,7 % variability a druhd ordinacni osa vysvétlila 6,5 %
variability (p = 0,32, 99 999 permutaci). Témét vSechny druhy vSechny druhy byly rozlozené
podél druhé osy. Nepodaftilo se tedy prokazat, Ze by na lokalitach, kde roste pouze triploidni
cytotyp a kde diploidni cytotyp, rostly odlisné doprovodné druhy cévnatych rostlin a lokality

se tedy v tomto ohledu nelisi.
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Obr 15: Analyza hlavnich komponent na zdakladé soupisu druhii cévnatych rostlin z
diploidnich (Cervené), triploidnich (modre) a smisenych (fialové) lokalit.
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Obr. 16: Redundancni analyza (RDA) na zdkladé soupisu druhii z lokalit, kde se vyskytovali
poucze triploidni jedinci a kde i diploidni jedinci (diploidni a smisené populace byly slouceny).
Viiv ploidni urovné byl nepritkazny (p = 0,32, 99 999 permutaci). Sipky reprezentuji
Jjednotlivé druhy zapsané na lokalitach.

Déle jsem pomoci analyzy rozptylu (ANOVA) testoval dalSi charakteristiky
jednotlivych lokalit. Lokality se prukazné nelisi v poétu druhti (p = 0,58, obr 17), maly pocet
druhli u diploidnich lokalit v krabicovém grafu je zplsoben hlavné malym poctem cisté
diploidnich lokalit vzhledem k lokalitdm triploidnim a smiSenym.

Prikazné se lokality neodliSuji ani v nasledné testovanych charakteristikach prostredi
ptepocitanych z primért Borhiniho indikac¢nich hodnot (obr. 18). Marginaln¢ prikazné (p =
0,0508) se lokality odlisuji pouze ve vlhkosti lokalit. Jedna se ale pravdépodobné o artefakt,
protoze smisené lokality by mély byt na vlhéich mistech nez Cisté diploidni i Cisté triploidni,
coz je velice nepravdépodobné. Je to zplisobeno pravdépodobné nerovnomérnym rozdélenim
lokalit mezi jednotlivé biotopy (tin, odvodiovaci kanal, vlhka deprese a suché pole)
v kombinaci s relativné malym poétem lokalit. Zadné dalsi odlisnosti mezi diploidnimi,

triploidnimi a smiSenymi populacemi jiz nebyly prikazné.
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Obr 17: Srovndni primérného poctu druhu v diploidnich (cervené) triploidnich (modre) a

smisenych (fialove) populacich.
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Obr. 18: Srovnani priumeérnych Borhiniho indikacnich hodnot pro Sest parametrii prostredi

vypoctenych na zdklade soupisu druhit porizenych v diploidnich (cervené), triploidnich

(modre) a smisenych (fialové) populacich. Priimér nebyl pri vypoctu vizZen pokryvnostmi

Jjednotlivych druhii.
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5.3 Morfometrika

5.3.1 Vyhodnoceni znakii rostlin z prirozeného prostiedi

V ordina¢nim diagramu analyzy hlavnich komponent (PCA, obr. 19) mizeme vidét
relativné velkou separaci diploidnich a triploidnich rostlin podél prvni ordina¢ni osy, ktera
vysvétluje 34 % variability 1 podél druhé osy, ktera vysvétluje 20 % variability. Diploidni a
triploidni rostliny se tedy do urcité miry lisi ve svych morfologickych znacich.

Nasledna kanonicka diskriminacni analyza (CDA, obr. 20) rozdélila rostliny
s odlisnou ploidii podle jedné osy (p = 0,00001, 99 999 permutaci) V histogramu muizeme
vidét relativné velky rozdil v morfologickych znacich. V tabulce 3 jsou uvedeny kanonické
diskrimina&ni koeficienty ke kazdému analyzovanému znaku. Cim vy3ii je absolutni hodnota

koeficientu, tim vét$i ma tento znak vliv na odlisnost cytotypt.. Z uvedené tabulky je ziejmé,

wevr

vvvvvv

Dalsi znaky s jest¢ pomérné¢ velkou vypovidajici hodnotou jsou Sitka listu, Sitka stvolu a

pomgér sitky a vysky stvolu. VSechny tyto hodnoty maji opét vétsi triploidni rostliny.
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Obr. 19: Analyza hlavnich komponent (PCA) souboru morfologickych znakii porizenych na 36
diploidnich (¢ervene) a 54 triploidnich (modre) rostlinach v terénu.
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Obr 20: Kanonickd diskriminacni analyza souboru znakit namérenych na 36 diploidnich
(Cervené) a 54 triploidnich (modre) rostlindach v terénu rozdélila jedince podle jedné osy (p =
0,00001, 99 999 permutaci). Na ose y je pocet jedincii pro dané rozmezi kanonického skore.
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Tab. 3: Kanonické diskriminacni koeficienty pro kazdy méreny znak rostlin v terénu. Cim
vy$si je absolutni hodnota koeficientu, tim hral zasadnéjsi roli pri odliseni cytotypii.

Znak Koeficient
Vyska stvolu -0.1747
Sitka stvolu -0.4329
Pomeér Sitky a vysky stvolu -0.3743
Délka listu -0.051
Sitka listu -0.4103
Tloustka listu -0.2169
Pomér Sitky a délky listu -0.1855
Pomeér Sitky a tloustky listu 0.1464
D¢élka oddenku -0.0796
Pocet pacibulek na 1 cm oddenku -0.1638
Pocet kvéta -0.198
Primérna délka okvétniho listku -0.0485
Priimérna Sitka okvétniho listku -0.5738
Pomér Sitky a délky okvétniho listku -0.6811

5.3.2 Vyhodnoceni znaku rostlin z kultivace

Stejné analyzy jsem vyuZil i ke srovnani diploidnich a triploidnich rostlin vykvetlych
v kultivaci. Celkem znovu vykvetlo v kultivaci 36 rostlin z 90. Z ordina¢niho diagramu PCA
(obr. 21) je i zde patrna separace diploidnich i triploidnich rostlin, ktera se zda byt zietelngjsi
nez u rostlin v pfirod¢. Celkové se zmenSily extrémy ve vSech znacich a body jsou
ordinacnim prostoru rozmistény na mensi plose. Prvni osa vysvétluje 32 % variability a druha
osa 17 %. Hodnoty jsou tedy podobné analyze rostlin z pfirody.

Na obr. 22 je totozny graf, do kterého je promitnuto pouze rozlozeni znakl
v ordina¢nim prostoru. Z grafu je patrné, Ze s druhou osou koreluje délka okvétniho listku a
ve sméru veétSiny triploida se zvétSuje pomér Sitky a délky okvétniho listku, Sitka okvétniho
listku, $itka a vyska stvolu a pocet pacibulek na délku oddenku.

Nésledna diskriminacni analyza v jedné ose rozdélila diploidni a triploidni rostliny bez
prekryvu, jak je vidét v histogramu (obr. 23, p = 0,00001, 99 999 permutaci). Rostliny
Vv kultivaci by tedy mély byt snaze odlisitelné na zakladé morfologickych znaku. V tab. 4 jsou
op¢t uvedeny diskriminacni korela¢ni koeficienty. I v tomto piipad€ hraje v odliSnosti
diploidnich a triploidnich rostlin nejvétsi roli pomér Sitky a délky okvétniho listku
nasledovany Sifkou okvétniho listku, ktera v kultufe hraje daleko zasadné&jsi roli nez v ptirodé.
DalS8imi jesté relativné vyznamnymi znaky jsou §itka stvolu a $itka listu. Dalsi znaky jiz zde

pfilis velkou roli nehraji.
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Rostliny v kultufe by tedy mély byt jesté snaze odliSitelné pomoci poméru Sifky a délky
okvétniho listku nez v ptirodé (absolutni hodnota korela¢niho koeficientu tohoto znaku je zde
vyssi, nez piipad¢ rostlin z pfirody). Témét totozny korelacni koeficient zde ma i Sitka
okvétniho listku, ktera v pifipadé rostlin z pfirody nehrdla témét Zzadnou roli. Je to
pravdépodobné zplsobené absenci znacné casti variability diky totoZnym podminkam

prostiedi v kultivaci.
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Obr. 21 Analyza hlavnich komponent (PCA) souboru morfologickych znakii diploidnich
(Cervené) a triploidnich (modre) rostlin mérenych v kultivaci.
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Obr. 22: Totoznd analyza hlavnich komponent (PCA), tentokrat s promitnutym vlivem
Jednotlivych znaki.
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Obr. 23: Kanonicka diskriminacni analyza souboru morfologickych znaku diploidnich
(Cervené) a triploidnich (modre) rostlin mérenych v kultivaci. Analyza rozdeélila rostliny dle
ploidie v prvni ose (p = 0,00001, 99 999 permutaci). Na ose y je pocet jedincii pro dané
rozmezi kanonického skore.
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Tab. 4: Kanonické diskriminacni koeficienty pro kazdy méreny znak rostlin v kultivaci. Cim
vy$si je absolutni hodnota koeficientu, tim hral zasadnéjsi roli pri odliseni cytotypii.

Znak Koeficient
Vyska stvolu -0.2452
Sitka stvolu -0.6536
Pomér $itky a vysky stvolu -0.323
Délka listu -0.2563
Sitka listu -0.4622
Tloustka listu -0.2795
Pomér $itky a délky listu -0.2995
Pomér $itky a tloustky listu 0.3856
Délka oddenku -0.149
Pocet pacibulek na 1 cm oddenku -0.3062
Pocet kvéth -0.2638
Primérna délka okvétniho listku 0.3112
Primérna Sitka okvétniho listku -0.8191
Pomér $itky a délky okvétniho listku -0.826
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5.3.3 Srovnani znakii rostlin v prirodé a v kultivaci

Pro srovnani rostlin v kultufe a v ptirodé jsem vyuzil opét PCA a CDA. Na ordina¢nim
diagramu PCA (obr. 24) je znazornéna variabilita v morfologickych znacich diploidnich
rostlin v pfirod¢ (Cervena koleCka, plnd Cara ohraniCuje extrémy) a totoznych rostlin
Vv kultivaci (Cervené trojuhelniky, te€Ckovana ¢ara ohraniCuje extrémy) a variabilita triploidnich
v piirod¢ (modra koleCka, plna Cara ohraniCuje extrémy) a totoznych rostlin v kultivaci
(modré trojuhelniky, teckovana Cara ohranicuje extrémy). Z grafu je patrné, ze rostliny se
morfologicky neli§i pouze mezi ploidiemi, ale také se zna¢né¢ méni po piesazeni do kultury.
Po piesazeni se zmensSuje morfologicka variabilita znakG u diploidi a triploidi diky
uniformité prosttedi v kultufe a znaky se stabilizuji.

Diskriminaéni analyza dale prohloubi rozdily mezi jednotlivymi skupinami rostlin (obr.
25) V grafu jsem ponechal identifikacni ¢isla jednotlivych rostlin, aby bylo mozné dohledat
posun ve znacich kazdého jedince po presazeni do kultury.

V tab. 5 jsou kanonické korelaéni koeficienty obou os diskrimina¢ni analyzy. V prvni
ose jsou rostliny rozdéleny do skupin podle toho, zda byly méteny v terénu, nebo v Kultivaci.
Podle koeficientl je zfejmé, ze se rostliny nejvice zméenily v délce listu, poctu kvétl a vysce a
Sifce stvolu. U vSech téchto znaki se v kultivaci zmensSila jejich hodnota. Rostliny byly niZsi,
m¢ely kratsi listy a méné kvéth a celkove byly méné robustni.

Druh4 osa rostliny rozdéluje podle ploidni trovné. Zde opét hraje, podobné jako
v pfedchozich métenich, nejvétsi roli pomér Sitky a délky okvétniho listku 1 samotnd Sitka
okvétniho listku. I ostatni znaky jsou podobné vyznamné jako v samostatnych analyzach

rostlin z ptirody a z kultury.
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Obr. 24: Analyza hlavnich komponent (PCA) kombinace souborii znakii mérenych na
rostlindch v prirodé a poté znovu v kultivaci. Cervené jsou zndzornény diploidni rostliny,
modre rostliny triploidni. Kolecky jsou zndzornény rostliny mérené v terénu, trojuhelniky ty
sameé rostliny premérené znovu v kultivaci. Plnd c¢ara ohranicuje extrémy ve znacich rostlin v

prirodé a teckovand éara u rostlin v kultivaci.
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Obr. 25: Kanonicka diskriminacni analyza (CDA) kombinace souborii znakit mérenych na
rostlindch v prirodé a poté znovu v kultivaci. Cervené jsou zndzornény diploidni rostliny,
modre rostliny triploidni. Kolecky jsou zndazornény rostliny mérené v terénu, trojuhelniky
totozné rostliny premérené znovu v kultivaci. Plna c¢ara ohranicuje extrémy ve znacich rostlin
v piirodé a teckovand cara u rostlin v kultivaci. Cisla znazoriuji kédy jednotlivych jedincii,
aby bylo mozné dohledat posun ve znacich konkrétnich jedincii po presazeni do kultivace.
Prvni osa rozdéluje jedince podle posunu znakit mezi terénem a Kultivaci a druhd osa podle
ploidie (p = 0,00001, 99 999 permutaci).
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Tab. 5: Kanonické diskriminacni koeficienty pro kazdy méreny znak rostlin v kultivaci. Cim
vys$si je absolutni hodnota koeficientu, tim hral zasadnéjsi roli pri odliseni cytotypii. 1. osa
rozdeluje rostliny podle posunu znakit po presazeni do kultivace, 2. osa podle ploidni urovne.

Znak Koeficient| Koeficient

1. osa 2. 0sa
Vyska stvolu 0.4753 0.458
Sitka stvolu 0.4438 0.6206
Pomeér sitky a vysky stvolu -0.079 0.2896
Délka listu 0.7416 0.4042
Siika listu -0.0308 0.4992
Tloustka listu 0.3015 0.3183
Pomér sitky a délky listu -0.7281 -0.0462
Pomér §itky a tloustky listu 0.4316 -0.0972
Pocet pacibulek na 1 cm oddenku 0.0531 0.3491
Pocet kvéta 0.5627 0.4316
Primérna délka okvétniho listku -0.2574 -0.0926
Primérna Sitka okvétniho listku -0.4769 0.6129
Pomér Sitky a délky okvétniho listku -0.3756 0.6702
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5.4 Cytotypova variabilita semendckii

Celkem jsem zanalyzoval 20 semenacku vyrostlych ze semen triploidni rostliny (obr.
28) a stejny pocet semenacku diploidni rostliny. Nizky pocet analyzovanych semenacki je
dan piedev§im malym mnozstvim semenacku z triploidni rostliny, které vyrostly do stadia, ve
kterém mély jiz alesponl centimetrovy pravy list. Cytometrie délozniho listku nebyla mozna,
pravdépodobné kvili velkému mnozstvi obsahovych latek, které naruSovaly analyzy.

Mezi semendcky vzrostlych ze semen diploidni rostliny jsem nalezl pouze diploidni
cytotyp. Naopak semenacky z triploidni rostliny byly velmi variabilni v relativni velikosti
genomu (obr. 26 a 27). Bylo mezi nimi mnoho aneuploidti o rizné velikosti genomu. Tvorba
aneuploidnich semen triploidy jiz byla dokézana v experimentalnich podminkach, jak jiz bylo
feCeno v predchozich kapitolach. Nékteré semenacky vypadaly, Ze jsou to i Cisti diploidni
nebo triploidni jedinci, ale pfesny pocet chromozomi jsem nemohl pouze na zakladé
pratokové cytometrie stanovit. Je tedy mozné, ze triploidni rostliny mohou zpétné pomoci
semen generovat diploidy, nebo se dale sifit semeny jako triploidi. Aneuploidni jedince jsem
mezi dospélymi rostlinami neobjevil, je proto pravdépodobné, Ze aneuploidie je pro né
Vv urcitém stadiu ontogeneze letdlni. Mné se dopéstovat aneuploidy do vice nez 4 cm velikosti

listu nepodafilo z divodu napadeni rostlin i substratu plisni, ktera je zahubila.
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Obr. 26: Analyza prutokové cytometrie (FCM) vzorku vytvoreného ze 3 semendckii ze semen
triploidni rostliny. S znaci interni standard (Bellis perennis), 2x pravdépodobného cistého
diploida a A aneuploidni jedince.G2 znaci pik bunék v G2 fazi bunécného cyklu. Analyzovano
bylo 3000 jader.
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Obr. 27:Analyza prutokové cytometrie (FCM) vzorku vytvoreného ze 4 semendckii ze semen
triploidni rostliny. S znaci interni standard (Bellis perennis), 2X pravdépodobného cistého
diploida, A aneuploidni jedince a 3x pravdépodobného cistého triploida. Analyzovdno bylo
3000 jader.
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Obr. 28: Detail semen 2 z triploidni rostliny (vlevo) a 2 semen diploidni rostliny (vpravo).
Napadny je rozdil v barveé a velikosti semen, ktery ale miize byt ciste nahodny.
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5.5 Variabilni mikrosatelitové lokusy

Celkem se mi podafilo vytvofit primery pro 14 variabilnich mikrosatelitovych lokust
(tab. 6) obsahujicich di- tri- a tetranukleotidové motivy repetic. Délky vyslednych produkti se
pohybuji od 100 do pfiblizné¢ 450 part bazi. Tyto délky jsou uvedeny i ocaskem pro
univerzalni fluorescenéné znaceny M13 primer. Délky produktl s jiz znacenym forward
primerem budou tedy piiblizné o 20 part bazi kratsi. VSechny tyto lokusy se dobie

amplifikuji pii teploté annealingu PCR 55 °C.

Tab. 6: Prehledova tabulka primeri ke 14 variabilnim mikrosatelitovymi lokusum. Ke
kazdému paru primeri je uveden motiv repetice mikrosatelitu, délka motivu a rozmezi délek

produktu.
Nazev . . .| Délka Rozmezi
lokusu Sekvence forward primeru Sekvence reverse primeru | Motiv motivy | d€lek
produktu
BUT4 CAGCAGATCAATCATGGACA | TGAAAACGATGTGCAAGTCT | CTTT 4 180-215
BUT6 TCATTTCAGTCGAGCACCCT TGCAGAAACGGATTGCTGAG | CTT 3 105-130
BUT14 | TGATAATGAGAACGACCAGTC | CCATGCATCAAACCACAAACA | TC 2 100-145
BUT15 | TTGTGGGATTGTGTAGGCCT ATCCTCCTCTGCTGCCTTTT | GAA 3 195-220
BUT28 | TCTTCGTAAAACACCCCGCA | GAAAGCAGGCATTTCACTTGT | CA 2 290-310
BUT29 | GCAAAACTCCAGCACGAAATCA | AGGATTCCATGAGCTTCCCG GA 2 185-220
BUT31 | GAAGGAGGGGATGGAGAGGT | TGATGTGATTGCAAATACTCT | GA 2 220-270
BUT32 GTTTCCTGTTGCCCCTCTCA TTGTGCATCCCTTCCCTCAC TC 2 100-130
BUT34 | AGGTTTGTATCCCAGCATTTCCT | TGATGAACCGGGTCGAAAGG | GA 2 255-300
BUT37 | TGGTTCTTCACTAGGCCACA [TGTCATCTTTAACATGGCCACG | TTCC 4 365-445
BUT39 | CCTTGAAAGAATCCCGAATGTGT | CCCTTCTCCTTGCCCTTTCC TCT 3 200-240
BUT41 | ACCTTCACCACGGGATCCTA | GCCTTGCATTATGGTGAGAGA [AAAG| 4 290-320
BUT42 ATGGACGCATGCCCTTCAA GCCATGGTGCCTTAAGAACG [GAAA| 4 231-371
BUT45 | ACGGATTGCTAAGACCCACG | TGCAGGAGATAAGGCAGCAC | GAA 3 150-215
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5.5.1 Geneticka variabilita 14 rostlin Smelu okoli¢natého

Z grafu (obr. 29) je patrné, ze diploidni a triploidni jedinci (i pfes maly pocet vzorki)
netvoii dvé vyrazné¢ oddélené skupiny ale je zde naznak blizké ptibuznosti nékterych
diploidnich a triploidnich rostlin, coz by mohlo byt zplisobeno opakovanym vznikem
triploidniho cytotypu. Mezi triploidy i diploidy je také zietelna blizka vzdalenost nékolika
dvojic jedincd, pravdépodobné se bude jednat o klony. Vzhledem K nizkému poctu a
specifickému vybéru vzorki nelze tyto vysledky genetické variability zobecnit pro celou
oblast Vychodoslovenské niziny, ale je pravdépodobné, ze se zde bude nachazet velké

mnozstvi specifickych genotypt.

o0}
S %
@
=
(@]
i @
@ o®
(@]
< ®
O
o
@
@
© @
@
[13)
© @
OI J
-0.8 PCA osa 1 (29 %) 0.8

Obr. 29: Analyza hlavnich komponent (PCA) genetickych vzdalenosti 6 diploidnich (Cervené)
a 8 triploidnich (Cervené) jedincu pouZitych pro vyvoj mikrosatelitovych primerii.

o1



6 Diskuse

6 Diskuse

6.1 Distribuce cytotypii a cytotypova struktura populaci

Béhem hledani vSech populaci Smelu jsem se snazil rovhomérné pokryt celé tizemi a
vSechny typy biotopt, ve kterych by se mohly populace Smelu vyskytovat. V roce 2013, kdy
jsem byl pouze ovétrovat vyskyt obou cytotypu a hledat smiSené populace byl jesté relativné
vlhky rok. Sezona 2014 byla jiz znacné sucha a sezona 2015 byla nejsussi. Bohuzel vétsinu
sbért vzorkl jsem mél naplanovanou na roky 2014 a 2015, kdy bylo vlhko prakticky pouze
Vv hlubokych tinich a nékterych odvodnovacich kanalech. Proto je zastoupeni jednotlivych
biotopl u nalezenych populaci tak nerovnomérné. V oblasti se vyskytuje obrovské mnozstvi
vlhkych depresi a hodné poli s mokrymi ¢astmi, takze vyskyt $melu v téchto biotopech zde
bude mit pravdépodobné mnohem vétsi zastoupeni, nez to vypada z mych dat. U vlhkych
depresi je také nalezeni Smelu v zapojeném porostu zna¢n¢ nadhodné pokud je sterilni, coz pii
nedostatku vody casto byva. Sam jsem nékolik lokalit, které byly v roce 2013 velmi vlhké
navstivil opakované a vroce 2014 a 2015 byly vyprahlé a $mel jsem zde jiz nenaSel.
Piikladem miZe byt lokalita ¢. 37 (sloupec GPS-kod v tab. 7, kapitola 9.1) u obce Ladmovce,
kde jsem v r. 2014 vytycil 2 trvalé plochy. V roce 2013, kdy jsem tuto lokalitu objevil, zde
kvetlo velké mnozstvi jedincii obou cytotypt $melu (obr. 30). Dalsi rok v dobé zaloZeni
trvalych ploch jiz byla lokalita témét suchd, Smel byl jesté Casty ale pfevazné sterilni (kvetlo
kolem 5 jedinct). Nasledujici rok byla jiz lokalita znaén¢ vyprahla, obehnana elektrickym
ohradnikem a pésly se zde kravy (obr. 31). Smel jsem zde v roce 2015 jiz viibec nenasel.

Je pravdépodobné, Ze Smel preckava suché sezony pouze v oddencich, aniz by mu to
néjak vyrazné uskodilo. Podle pisemného sdéleni (M. Dudas) letos (2016) Smel na lokalité €.
37 opét kvete, protoZe je v celé oblasti dostatek vlahy. Bylo by velmi zajimavé plochu znovu
prosbirat a zjistit, jaky vliv mély dvé suché sezdny a paseni krav na cytotypovou strukturu
populace.

Stejné tak je pravdépodobné, ze zde bude jest¢ vyrazné veétsi zastoupeni smiSenych
populaci. Jak je vidét z cytotypové struktury smisenych populaci (obr. 12, 13 a 14), mohou
oba cytotypy prorustat vzajemné dohromady (trvala plocha ¢. 2 obr. 13, vypadala jako jeden
souvisly témét sterilni porost). Pii prosbirani napt. 30 rostlin v populaci a pfi malém
zastoupeni nekteré ploidie, je dosti pravdépodobné, Ze tato ploidie nebude objevena. Sdm
jsem u né€kolika opétovné navstivenych lokalit po dikladnéjSim prosbirdni zjistil, Ze jsou
smiSené, 1 kdyz jsem je mél vedené jako cytotypoveé uniformni. Je proto otazkou, zda se

skutecné jinde v Evrop¢ smiSené populace nevyskytuji, nebo zatim unikaji pozornosti kvili

52



6 Diskuse

nedokonalému prosbiravani populaci. Nendhodnost rozmisténi jedincii obou ploidii na plose 1
a 2 mize byt zplisoben dlouhodobéjsim neruSenym vegetativnim ristem, zatimco plocha 3 je
Vv proudici vodé (odvodnovaci kanal), kde casto intenzivné proudi velké mnozstvi vody a

zamezuje vzniku kompaktniho porostu vegetativnim rastem.

Obr. 30: Rozkvetla smisend populace smelu ve vihké depresi u obce Ladmovce (sloupec GPS-
kéd ¢ 37, sloupec Poiadi ¢. 20 v tab. 7)v roce 2013. Na lokalité se nachazi plocha 1 a 2. V
dobé zaloZeni plochy v r. 2014 zde byly jiz témér vSechny rostliny sterilni. Foto M. Certner
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Obr. 31: Stejna lokalita jako na obr. 30 v roce 2015 rok po zalozeni ploch. Na vyprahlé

lokalite se nachazela pastvina pro kravy a smel zde tento rok jiz vitbec nevyrostl.

6.2 Stanovistni preference cytotypit

V oblasti Vychodoslovenské niziny jsem nepozoroval zddné vyznamné rozdily mezi
stanovistnimi preferencemi obou cytotypt. Je to do zna¢né miry dano tim, Ze triploidni
cytotyp je zde hojnéjsi a diploidni cytotyp roste daleko Castéji ve smiSenych populacich, nez
V cytotypové uniformnich populacich. Cisté diploidni populace ¢&italy vétsinou nékolik malo
jedinct a nebyly nikterak stanovisté odlisSné od ostatnich populaci.

Na mokrém poli se vyskytovaly pouze dvé populace, jedna ¢isté diploidni a jedna Cisté
triploidni. Stejné tak o néco vice rozsifenéj$i vlhké deprese hostily populace cytotypové
uniformni, ale také jiz populace smiSené. SmiSené populace se hojné vyskytovaly
v odvodiiovacich kanalech i v tinich. V obou piipadech bylo smiSenych populaci stejné jako
gisté triploidnich. Cist¢ diploidnich bylo minimum (1 resp. 3). Tyto rozdily
Vv zastoupeni populaci v jednotlivych biotopech mohou byt dany nékolika skute¢nostmi. O
ptehlédnutelnosti sterilnich populaci a vlivu suchych sezon jsem diskutoval v predchazejici
kapitole. Dalsi moznosti je jeSté néjaky dalsi skryty faktor, ktery pifeduréuje vétsi rozsiteni

triploidniho cytotypu.
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Triploidni cytotyp muze mit vétsi ekologickou amplitudu nez diploidni cytotyp, jak
bylo experimentilné dokazdno na rostlinach z Ceské republiky (Hroudova et Zakravsky
1993Db). Pro ucely téchto experimentl v§ak byly pouzity rostliny z riiznych oblasti. Z tohoto
divodu mohly byt pozorované rozdily v ekologickych narocich obou cytotypti dany
vlastnostmi konkrétni populace, potazmo konkrétnich genotypd. Pro komplexni zhodnoceni
vlivu ploidie na ekologické naroky a morfologické vlastnosti by bylo vhodné priradit
konkrétni genotypy k danym rostlinam. Diky tomu bychom mohli posoudit, zda ma vétsi vliv
ploidie, nebo konkrétni genotyp na studované znaky.

Dalsi divodem vétsiho rozsifeni triploidniho cytotypu v oblasti je miize byt existence
adaptace byly popsany v pracich (Krahulcova et Jarolimova 1993, Hroudova et Zakravsky
1993a, Eckert. et al. 2003). O morfologickych adaptacich obou cytotypi je pojednano

Vv nésledujici kapitole.

6.3 Morfologické rozdily mezi cytotypy a moznosti Siieni

Na zéklad¢ vysledkl analyz je zfejmé, ze se daji diploidni a triploidni rostliny odliSit na
zakladé morfologickych znakii. B€hem pozorovani v terénu jsem byl schopen na zaklad¢
vzhledu rozpoznat ploidni uroven odhadem asi 80 % procent kvetoucich rostlin (sterilni
rostliny se rozpoznat nedaji. Hlavnim morfologickym rozdilem mezi ploidiemi je uZ na prvni
pohled pomér délky a Sitky okvétnich listk (obr. 32). Diploidni rostliny maji okvétni listky
zfetelné uzsi, coZ je na rostlin€ nejnapadnéjsi. Diploidni rostliny dle vlastniho pozorovani
maji méné intenzivné rizoveé zabarvené kvéty a Casto jsou téméf bile. Hodnoceni intenzity
barevnosti kvétl jsem mél ptivodné také v planu, ale kviili problematickému vyhodnocovani
barvy kazdého jedince jsem se rozhodl toto méfeni vynechat.

Nékteré znaky na kvétech se méni podle stafi kvétu a pozici v okoliku. Nejdiive
vykvetlé kvéty byvaji nejvétsi, av§ak zachovavaji si pomérné znaky shodné (coZ neplati pouze
pro kvéty). Proto jsem do morfometrickych analyz zatadil né€kolik pomérnych znaki, které
béhem odkvétani ztraceji intenzitu barvy (plati pro vSechny kvéty). Triploidni rostliny maji
kvéty casto velké a okvétni listky mohou byt i $irsi nez delsi. Toto jsem u diploidi nikdy
nepozoroval. Je otdzkou, k ¢emu jsou triploidim velké barevné kvéty, kdyz netvoii téméet
zaddna semena a $ifi se pravdépodobné hlavné vegetativné. Miize se pravdépodobné jednat
pouze o nahodné zvyraznéni tohoto znaku zpusobené polyploidizaci bez zasadniho

evolu¢niho vyznamu.
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Dalsi znaky jsou uz méné spolehlivé a ploidni Groven se podle nich detekuje obtizné.
Jesté je mozné se orientovat Sitkou listu a Sitkou stvolu, kterou mivaji vétsi triploidni jedinci,
ale v terénu to lze vyuzit jen omezeng.

Vsechny tyto znaky jsou mnohem vyraznéjSi na smisenych lokalitach, kde Ize odlisit
téméei kazdého kvetouciho jedince (nékdy i sterilniho, podle Siiky listu a jeho poméru k délce,
ale nespolehlivé). Na ostatnich lokalitach se uplatiuji jiz mikrostanovistni rozdily a rostliny
byvaji Spatné rozpoznatelné. Zvlasté¢ absolutni velikosti znakii byvaji velmi variabilni. Na
suchych mistech byvaji rostliny obecné mensi a na velmi vlhkych mnohem mohutné;si.

V literatufe udavana ¢astd tvorba pacibulek v kvétenstvi triploidnimi rostlinami
(Hroudova et Zakravsky 1993a, Bailey et Preston 2011) se v této oblasti neuplatiiuje. Nasel
jsem pouze jedinou rostlinu (triploidni), ktera tyto pacibulky tvofila. Stejné tak udavany rozdil
Vv tvorbé oddenkovych pacibulek (pupentll) jsem nepozoroval, diploidni i triploidni rostliny
jich netvotily vyrazné jiny pocet. Naopak z experimentd udavanou tvorbu semen triploidy
jsem pozoroval, zvlasté na smisSenych populacich. Vétsinou bylo pouze nékolik desitek semen
na jednu tobolku. Diploidni jedinci mély vzdy plné tobolky (méchyiky) semen (obr. 33).
Pouze jednou jsem naSel triploidni rostlinu s vyrazné velkym poctem semen (nékolik set)
v tobolkach. Tato lokalita sice byla cytotypové uniformni ale nedaleko smiSenych populaci,
takze mohla byt opylena diploidnim jedincem, coZ je jeden z ptedpokladli pro tvorbu semen
triploidy (Krahulcova et Jarolimova 1993). Semena této rostliny jsem vyuzil v experimentu
s métenim ploidie semenacku (kap. 5.4).

Zajimava je rovnéz zména znakil po presazeni rostlin do rovnocennych podminek
Vv kultufe. Rostliny (diploidni i triploidni) se téméef ve vSech svych znacich (vegetativnich)
zmenSily. Primérna délka listu se zmensila na polovinu své ptivodni hodnoty i vSechny
ostatni znaky na listu se zmenSily, pomérné znaky se nezménily. ZmenSila se také Sitka i
vyska stvolu. Znacné klesl 1 primérny pocet kvéti v okoliku (u diploidd o tfetinu a u triploid
témer o polovinu). Naopak mirn€ narostla velikost kvéti. Nejvice se projevil nartst délky
okvétnich listkli u diploidd (v priméru o 2 mm). I pies to jsou kvéty organem s nejvice
konstantnimi hodnotami znak, tedy jen malo zavislé na charakteru prostiedi a poméry znaki
jsou vtomto ohledu nejvhodnéjsi pro morfologické zhodnoceni. Zmenseni hodnot mnoha
znaki po piresazeni do kultury mlze byt zpisobeno dvéma hlavnimi faktory:

1) Podminky v kultufe byly pro rostliny nevhodné (i ptes dostatek vlahy celou sezonu)
napf. z divodu malého mnozstvi Zivin v substratu, nebo

2) rostliny byly oslabeny oddélenim pouze malé ¢asti oddenku, kterou jsem piesazoval
do kultury, a vykvetly pouze rostliny, které mély nahromadénych nejvice zasobnich latek, ale

i tak nemohly investovat tolik energie do tvorby svych organd.
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I ptes uvedené morfologické rozdily mezi ploidiemi jsem nasel nékolik jedinct diploidi
i triploida, které v mnoha znacich pfipominaly opacnou ploidii a jejich identifikace byla
moznd pouze na zaklad¢ prutokové cytometrie. Je tedy zfejmé, ze spoléhat pouze na
morfologii neni vhodné.

Na zéklad¢ neprokazanych rozdili v mnozstvi vytvorenych vegetativnich oddenkovych
pacibulek a absence vyznamné tvorby pacibulek v kvétenstvi je tedy zadhadou, pro¢ jsou
V oblasti rozsifenéjsi triploidni rostliny, kdyz se diploidi mohou navic §ifit semeny, kterych
vetSinou vytvari 1 rostlina tisice. Pravdépodobné v tom budou hrat roli néjaké dalsi faktory,
které¢ by byly vhodné k dalSimu studiu. Je také mozné, Ze se Sifeni pomoci semen v této
oblasti uplatiuje velmi ziidka. Pomoci nové vytvofenych jadernych mikrosatelitovych
markerti v kombinaci s analyzou chloroplastové DNA by bylo mozné zmapovat genotypovou
variabilitu a historii $melu okoli¢natého v této oblasti (potazmo v celé Evrop¢) a objasnit
procesy, vedouci k prolinani riznych znaki mezi diploidnimi a triploidnimi rostlinami, které
jinde nebylo pozorovano v takové mife. Piikladem muze byt chovani rostlin v sekundarnim
aredlu v Severni Americe, kde diploidni a triploidni rostliny vykazuji odlisné chovani
v parametrech vegetativniho $iteni neZ rostliny evropské (Eckert et al. 2003, Lui et al. 2005,
Bailey et Preston 2011) a muzeme tedy ptepokladat vazbu znakl nejen na ploidii ale v rizné
mife i na konkrétni genotyp. Zvlasté i z divodu vyskytu rostlin v morfologickych znacich
odpovidajicim americkym jedincim v oblasti Vychodoslovenské niziny.

Stejné tak zajimava je otazka, zda se zde mohou triploidni jedinci skute¢né §ifit pomoci
semen. Na zéklad¢ analyzy ploidni Grovné potomstva triploidni rostliny jsem ovéfil, Ze
semena mohou normalné vyklicit, ale potomstvo je pifevazné vyrazné aneuploidni. Dospélé
aneuploidy jsem nikde v pfirodé neobjevil, a je tedy pochyb o jejich dlouhodobéjsi
Zivotaschopnosti. Pfesto jsem objevil 1 semenacky této rostliny, které byly zjevné cisté
diploidni i ¢isté triploidni, coz miZe znamenat i moznost zpétného generovani diploidu
triploidni rostlinou 1 rozSifovani triploidi semeny. Jak se toto uplatitiuje ve skutecnosti, neni

jasné a bylo by to vhodné ovéfit opét molekularnimi metodami.
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Obr. 32: Srovnadni kvéti v terénu 4 diploidnich a 3 triploidnich rostlin odebiranych do

kultivace ze smisené lokality (sloupce GPS-kéd ¢. 51, sloupec Poiadi ¢. 33 v tab. 7, kapitola
9.1).
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Obr. 33: Srovnani tobolek diploidni (vlevo) a triploidni (vpravo) rostliny. Tobolky (méchyrky)
diploidit jsou vetsi a plné semen, tobolky (méchyrky) triploidnich rostlin se pri zasychani
zmensuji a zpravidla obsahuji velmi malo, nebo Zadnd semena.

58



6 Diskuse

6.4 Moznosti vzniku triploidit de novo

Je zajimavou otazkou, zda triploidni cytotyp vznikl v evoluéni historii pouze jednou a
nasledn¢ se prosadil na ukor diploidniho pfedka, nebo zda triploidni rostliny vznikaji
opakovan¢. Pro prvni hypotézu mize mluvit fakt, Ze jsou jedinci morfologicky odli$ni, coz by
mohlo odpovidat dlouhé izolovanosti obou linii a také fakt, Ze se tento druh $ifi velmi snadno
vegetativné, coz muze také dobie konzervovat nahodné vzniklé triploidy, ktefi nemayji
schopnost generativniho rozmnozovani.

V oblasti Vychodoslovenské niziny se vyskytuje mnoho smisenych populaci a nékteii
jedinci maji fenotyp podobny opacné ploidii. To by naopak mohlo odpovidat opakovanému
vzniku triploidd ve smiSenych populacich. Proto jsem se rozhodl vyvinout jaderné
mikrosatelitové markery, pomoci kterych by bylo mozné objasnit genotypovou strukturu
populaci a piibuznost jedinc.

Z grafu genetickych vzdalenosti mezi 14 jedinci (obr. 28, kapitola 5.5.1) je patrny
naznak blizké pribuznosti néktery, coz by mohlo naznacovat jejich neddvnou spole¢nou
evoluéni historii. Pro jisty dikaz. Pro bezpetny dikaz opakovaného vzniku triploidii z
diploidi a stejné¢ tak pro ovéfeni mozného zpétného generovani diploidii triploidnimi
rostlinami by bylo nutné molekularné¢ zanalyzovat velké mnozstvi vzorkt ze smiSenych
populaci a zkombinovat analyzu jadernych mikrosatelitovych markera s analyzou
chloroplastové DNA, ktera by nam diky uniparentalni dédi¢nosti v kombinaci s jadernymi

markery pomohla s jistotou detekovat rodice a evolu¢ni historii kazdého jedince
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V oblasti Vychodoslovenské niziny jsem objevil celkem 72 populaci Smelu
okoli¢natého (Butomus umbellatus). Triploidni cytotyp je zde cCastéj$i a nejcastéji tvori
uniformni populace (34). Diploidni cytotyp mnohem castéji roste ve smiSenych populacich
(30) nez v uniformnich (8). Ve tfech plochach vytyCenych ve dvou smisenych populacich
bylo zastoupeni obou cytotypti pomérné vyrovnané. Na obou trvalych plochach z lokality 37
(GPS-kod) ve vlhké depresi bylo rozmisténi jedinct stejné ploidie nenahodné, pravdépodobné
z davodu ptevazujiciho nerusen¢ho vegetativniho ristu. Naopak na lokalité¢ 51 (GPS-kod)
vV odvodilovacim kandle bylo rozmisténi jedincti ndhodné, pravdépodobné z diivodu Castych
disturbanci zptisobenych proudici vodou.

Na zékladé soupisti druhti cévnatych rostlin provedenych na kazdé lokalité a naslednych
analyz jsem neobjevil Zadné odliSnosti ve stanovisStnich preferencich obou cytotypt. ani
v preferencich urcitého typu biotopu (tin, vlhkéa deprese, odvodiovaci kanal, mokré pole).

Podle morfologickych analyz souboru znakii na rostlinach v pfirodé¢ a na stejnych
rostlinach v nasledné kultivaci, jsem ovéfil morfologickou odliSnost obou cytotypi
Vv piirodnich podminkach. OdliSnosti se jeSt¢ vice projevi pfi nasledné kultivaci, kterd
odliSeni diploidni a triploidni rostliny je pomér Sitky a délky a Sitky vnitiniho okvétniho
listku, ktery se u diploidii pohybuje zpravidla v rozmezi hodnot 0,5-0,7 a u triploida 0,7-1,1.
Mezi rostlinami Ize najit 1 jedince, kteti svymi morfologickymi znaky odpovidaji spiSe opacné
ploidii. Naopak jsem nepozoroval z literatury znamé rozdily v moznostech vegetativniho
Siteni. Triploidni rostliny v této oblasti zpravidla netvoti vegetativni pacibulky v kvétenstvi a
diploidni rostliny naopak tvofi pfiblizn¢ stejné oddenkovych pacibulek jako rostliny
triploidni. To miize poukazovat na moznou vazbu téchto znakl spiSe na konkrétni genotyp
neZ na ploidni Groven.

Analyzou ploidni urovné semendCku vyrostlych ze semen triploidni rostliny jsem
potvrdil zna¢ny podil aneuploidii v potomstvu znamy z experimentalnich podminek (citace),
ktefi se vSak v pfirodé jako dospélci pravdépodobné nevyskytuji. V potomstvu se také
vyskytovaly pravdépodobné Cisté diploidni i triploidni jedinci, coz by mohlo poukazovat na
mozné Sifeni triploidi pomoci semen 1 zpétné generovani diploida triploidnimi rostlinami.

Aby bylo mozné analyzovat genetickou variabilitu a evolu¢ni historii diploidnich a
triploidnich rostlin ve smiSenych populacich a celych regionech, vyvinul jsem primery pro 14
variabilnich jadernych mikrosatelitovych lokust, které umozni jesté¢ komplexnégjsi zhodnoceni
vazby znakli na konkrétni genotypy a cytotypy. Po vyneseni genetickych vzdalenosti 14
analyzovanych jedinci do PCA grafu je napadna genetickd blizkost nékterych diploidnich

jedinci s triploidnimi.
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9.1 Piehled lokalit

Tab. 7: Prehled vsech nalezenych lokalit Smelu okolicnatého. Podle sloupce poradi jsou
oznaceny lokality na obr. 5. U fotografii je uvedeno cislo ze sloupce GPS-kéd i ze sloupce
Poradi. Latituda je uvedena ve stupnich severni zemépisné sirky a longituda ve stupnich
vychodni zemépisné délky v souradnicovém systemu WGS 84. Jako lokalita je uvedena
nejblizsi obec (v zdvorce je u kazdé obce jednou uveden madarsky nazev). Pomeér ploidii je
odhadnut podle cytometrickych analyz z kazdé populace.

Pomér ploidii
(%)
, . .| Latituda |Longituda . .
GPS-kéd|Porad . S Lokalita Bioto 2X 3x
TNy CE) P
18 1 48.5118 | 21.81711 | Sirnik (Sziirnyeg) | vlhka deprese 0 100
19 2 | 48.49032 | 22.07101 | Leles (Lelesz) taf 0 | 100
20 3 | 48.47723 | 22.05628 Leles vlhka deprese 0 100
21 4 | 48.47571 | 22.08299 |Kapona (Kaponya) taf 100 | 0
22 5 | 48.48494 | 22.07043 Leles taf 0 | 100
23 6 | 4850183 | 22.045 Leles taf 50 | 50
24 7 | 4850587 | 22.04108 Leles taf 0 | 100
25 8 | 48.49326 | 21.93903 Bol’ (Boly) taf 0 | 100
26 9 | 48.4893 | 21.91894 | Zatin (Zétény) Odvﬁggglva‘“ 50 50
27 10 | 48.49384 | 21.91593 Zatin taf 45 | 55
28 11 | 48.49491 | 21.91006 Zatin taf 25 | 75
29 12 | 48.48634 | 21.83553 | Brehov (Imreg) | mokrépole | 0 | 100
30 13 | 48.49079 | 21.84098 Brehov vlhka deprese| 50 | 50
31 14 | 48.49149 | 21.83979 Brehov odvodiiovaci | 5 | 45
kanal
32 15 | 48.49492 | 21.84729 Brehov vlhka deprese| 0 | 100
33 16 | 48.49631 | 21.85048 Brehov vlhka deprese| 0 | 100
34 17 | 48.49922 | 21.85734 Brehov vlhka deprese 0 100
35 18 | 48.49258 | 21.83959 Brehov odvodfovaci | 5| 44,
kanal
36 19 | 48.43503 | 21.81408 |Zemplin (Zemplén)| vlhka deprese| 100 0
37 20 | 48.40695 | 21.77791 Ladmovee | i deprese| 75 | 25
(Ladmoc)
Kapusianské
38 21 | 48.50126 | 22.07462 Klagany thf 50 | 50
(Magyarkelecsény)
39 22 | 48.49977 | 22.07125 | Kapusianské tf 60 | 40
KrlaCany
40 23 | 48.49508 | 22.07581 | [<apusianske i 100 | 0
Klacany
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41 24 | 48.49531 | 22.07862 | KapuSianské tf 75 | 25
Klacany
43 25 | 48.48917 | 21.99597 | Polany (Pélyén) Odvl‘zg;’glva‘“ 0 | 100
44 26 | 48.53123 | 21.95324 Besa (Bés) t0f 0 | 100
45 27 | 485315 | 21.95575 Besa t0f 0 | 100
46 28 | 48.53037 | 21.94751 Besa £ 0 | 100
47 29 | 4852808 | 21.957 Besa odvodiiovaci | 5 | 45,
kanal
48 30 | 485271 | 21.9549 Besa odvodfiovaci | 54 | g
kanal
49 31 | 48.52602 | 21.95265 Besa odvodiovaci | 54 | g
kanal
50 32 | 48.56438 | 21.92725 | VeIké Raskovee | e qonrese| 100 | 0
(Nagyraska)
51 33 | 4856276 | 21.9237 | Velké Raskovce Odvﬁgﬁgf“‘ 50 | 50
55 | 34 | 4852954 | 21.85931 |Kucany (Mészpest) Odvﬁgﬁzlva‘“ 50 | 50
56 35 | 48.53038 | 21.86716 Kucany t0f 0 | 100
57 | 36 | 48.3471 | 21.83509 | Verky Kamenec i 10 | 90
(Nagykovesd)
_ odvodiovaci
58 37 | 48.36934 | 21.83704 | Velky Kamenec Kanal 0 100
59 38 | 48.36428 | 21.83937 | Velky Kamenec t0f 0 | 100
60 | 30 | 483750 | 218364 | VelkyKamence | VPNV g | 100
61 | 40 |48.37228 | 21.85969 | Strazne (Ords) Odvl‘zgﬁ;lva“ o | 100
62 | 41 | 4837413 | 21.86593 Strézne odvodiiovact | g4 | g
kanal
63 42 | 48.43277 | 21.85406 HruSov. odvodfiovact | | 44,
(Magasmajtény) kanal
64 | 43 |48.44171 | 21.83607 |Pavlovo (Palfslde) Odvﬁgﬁglv a0 | 100
65 44 | 48.39689 | 21.80708 Somotor odvodiiovaci | 5| 45
(Szomotor) kanal
66 45 | 48.39274 | 21.73285 Vinicky t0f 35 | 65
(Sz6l16ske)
67 | 46 | 48.3955 | 21.73111 Vini¢ky odvodfiovact | 74 | 49
kanal
68 | 47 | 485649 | 21.92383 | Velké Raskovce Odvggﬁglva“ 75 | 25
69 48 | 48.57001 | 21.97058 | Vojany (Vajan) |vlhka deprese| 100 0
70 49 | 48.5712 | 21.96916 Vojany mokré pole 100 0
71 | 50 | 484931 | 22.07796 | [KapuSianske it o | 100
Klafany
72 51 | 48.46164 | 22.04756 Kapona t0f 0 | 100
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74 52 |48.456389|21.804722 Zemplin odvodilovaci | 4 | 4
kanal
75 53 | 48.49072 | 21.84236 Brehov odvodhovact | 5 | 45
kanal
76 54 | 48.54146 | 21.8879 | Oborin (Abara) tan 0 | 100
77 55 | 4853178 | 21.8703 Kucany tan 10 | 90
78 56 | 48.51685 | 21.82982 Sirnik odvodiovaci | - o5 | 45
kanal
79 57 | 48.44024 | 22.09769 | Botany (Battyan) tan 0 | 100
80 58 | 48.50937 | 22.02047 Leles tan 0 | 100
81 59 | 48.49513 | 21.89514 | Zatin (Zétény) ton 80 | 20
82 60 | 48.49425 | 21.88894 Zatin ton 50 | 50
83 61 |48.48923 | 21.87708 Zatin tan 10 | 90
84 62 | 48.47674 | 21.86093 Rad ton 60 | 40
85 63 | 48.4148 | 21.80414 | Vée (Bodrogvécs) ton 50 | 50
86 64 | 48.41422 | 21.80025 Ve tan 20 | 80
Streda nad
87 65 |48.377778|21.752222 Bodrogom tan 20 80
(Bodrogszerdahely)
Klin nad
88 66 |48.381389|21.725139|  Bodrogom taf 0 | 100
(Bodrogszog)
89 | 67 |48.383333|21.723056 Klin nad i 100 | 0
Bodrogom
91 68 | 48.43351 | 21.8093 Zemplin tan 0 | 100
92 69 | 48.47392 | 22.10923 Botany tan 0 | 100
93 70 | 48.57581 | 21.81899 | Hradistska Mol'va Odvﬁgﬁglva“ 0 | 100
94 71 | 4857838 | 21.82727 | Maltice (Malca) Odvl‘zg;l;’lva“ 0 | 100
95 72 | 48.49096 | 21.88015 Zatin tan 50 | 50
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9.2 Protokoly

9.2.1 Sorbitolova extrakce DNA

AR A

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

pfipravit si vzorky ze silikagelu

nadepsat si dle ndzva vzorka 2 ml eppendortky

vlozit do ependorfek kousek listku rostliny

do kazdé eppendorfky piidat 2 wolfram-karbidové kulicky

eppendorfky zavfit a dat do drti¢e — tak, aby byly vzorky viceméné vyvazené, nastavit
drceni: 27/sek 5—7 minut

mezitim si pfipravit extakéni pufr — toho se dava 1300 ul na vzorek (1,3 ml) + 300 pl na
vzorek + pfidat pro 1 vzorek navic = 1600 ul x pocet vzorkt = 38 400 ul + 1 vzorek
navic 1600 ul =40 000 pl

poté pracovat v digestofi — ptidd se 1 000x méné markaptoetanolu (ke 40 ml ptidat 40
ul merkaptoetanolu)

zkumavky si dat do digestote a do kazd¢ ptidat Spetku PVP

do kazdé zkumavky ptidat 1300 ul EP — vzit modrou pipetu a 2x do kazdé zkumavky
nabrat 650 pul. (pokud je tam pfili§ biomasy — tak to udéla s EP gel — pak je dobré trochu
EP pridat)

do kazdé zkumavky pridat jesté 4 ul RNAsy

kazdou zkumavku lehce zvortexovat a proklepat v ruce — nesmi na dné zkumavky zbyt
zeleny pelet

nechat zkumavky stat 20 minut (na stole — nedavat do lednice)

v pauzach popsat nové 1,5 ml eppendortky

zapnout termoblok (65°C)

zkumavky centrifugovat 5 minut/7000 rpm (pokud se na dn¢€ nevytvofil sediment — tak
jeste jednou s vice otdCkami — ale ne vic nez 9000)

odpipetovat supernatant ze zkumavek — nechat jen zelené na dné¢ — vzorky piesunout do
digestore

ke kazdé zkumavce k peletu ptidat 300 ul extrakéniho pufru — pak proklepnout v ruce,
aby zeleny pelet nezlistal na dné

ptidat 300 pl Sorbitol lysis (LP)

vSechny zkumavky nékolikrat pieklopit

zkumavky dat do termobloku a nechat 15 minut pii 65°C a ttepat 300 rpm

zkumavky dat do digestofe — piidat ke kazdé 600 ul chloroformu-isoamylakoholu —

zkumavky nékolikrat preklapet — alesponi 1 minutu
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22.
23.

24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

9 Ptilohy

zkumavky zcentrifugovat 10 minut/9000 rpm

odebrat horni vodnou fazi — nejlépe 600 pl — téchto 600 pl prepipetovat do novych 1,5
ul eppendorfek

do kazdé zkumavky piidat 400 pl vychlazené¢ho isopropanolu z mrazaku

zkumavky né¢kolikrat prevratit

zkumavky ulozit na nejméné 30 minut do mrazaku (-20°C)

vzit si kadinku a jesté v digestofi do kadinky vylit staré zkumavky (2 ml) — kadinku
vyplachovat n¢kolikrat vodou

dat vychladit centrifugu na 4°C (tlacitkem Fast Temp)

mezitim si také udélat gel (0,8% TAE)

vzorky z mrazaku centrifugovat 15 minut/13000 rpm/4°C

pomalu odlit ze zkumavek supernatant — nesmi se odlit pelet na dn¢, zkumavky otfit o
kapesnicek, aby byly co nejsussi

k peletu ptidame 700 pl 80% etanolu

poté zkumavky 2 minuty pfevracet

centrifugovat 2 minuty/13000 rpm

opét opatrné slit supernatant a zkumavky okapat o kapesnicek a nechat je tam dnem
vzhtiru, aby vyschly (nechat je tak 1-2 minuty)

dat vzorky znovu do termobloku — nechat je Gplné vyschnout (nesmi tam ztistat zadny
etanol) maximalné 10 minut

ptidat 50 pl TE pufru — proklepnout v ruce, ale také sklepnout — TE musi zlstat na dné
—kde je 1 pelet DNA, DNA se musi v TE pufru rozpustit

vzorky nechat s TE pufrem jesté v termobloku minimélné 10 minut pti 60°C

lehce zvortexovat a stocit
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9.2.2 Tvorba knihovny pro sekvenovani

1.

200-900 ng extrahované DNA byla naStipana na pfistroji S220 sonicator (Covaris,
Woburn, MA, USA) s pouzitim programu pro fragmentaci na 1,000 part bazi.
Sekvenacni knihovna byla pfipravena s pouzitim NEBNext Ultra DNA Library Prep
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) protokolu pro piistroj Illumina
nasledujicimi modifikacemi:

(1) Délkova selekce (~400—600 parti bazi) byla provedena na 1% agarézovém gelu

(i)  byly pfidany dalsi 2 piecistovaci kroky, jeden po ligaci adaptori s pouzitim
QIAquick PCR Purification kitu (Qiagen, Venlo, Netherlands), druhy po
extrakci z gelu s pouzitim QIAquick Gel Extraction kitu (Qiagen).

(i)  Obohacené PCR produkty byly ptecistény pomoci QIAquick PCR Purification
kKitu and a nasledné pomoci Agencourt AMPure XP beads (Beckman Coulter
Genomics, Danvers, MA, USA).

Amplifikace ligovanych, velikostné vybranych fragmentt byla provedena s pouzitim 8

cykli PCR, pomoci NEBNext Multiplex Oligos for lllumina Index Primers Set 1 a 2

(New England Biolabs).

DNA koncentrace knihovny byla zmétena piistrojem Qubit 2.0 fluorometer (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Knihovna byla sekvenovana na pfistroji Illumina MiSeq v laboratoii Genomics Core

Facility v CEITEC (Masarykova Universita, Brno) s pouzitim 600 cyklového kitu (v3)

pro obdrZeni 300 bp paired-end readu.
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9.2.3 Priprava vzorku pro sekvenovani amplifikovanych lokust

1
2
3
4.
5
6

produkt sekvenacni reakce ptepipetujeme do popsanych 0.5 ml eppendorfek

ke 20 pl produktu ptidame 2 pl 3M NaOAc (acetat sodny) a 50 pl 96% ethanolu
promichame a nechame stat pii laboratorni teploté 10-15 minut

centrifugujeme v chlazené centrifuze 30 minut pii 13 200 rpm a 22 °C

opatrn¢€ odpipetujeme supernatant (precipitat neni vidét)

ptidame 250 pl 70% ethanolu, promichame a centrifugujeme v chlazené 15 minut pfi 13
200 rpm a 22 °C

zopakujeme piedchozi dva body

oteviené¢ zkumavky s odpipetovanym supernatantem nechdme 5 minut stat pii
laboratorni teploté

vysusime 5—10 minut pti 65 °C (na termobloku), ubrouskem otfeme zbytky ethanolu ze

svrchni ¢asti zkumavky
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9.3 Primarni data

Tab. 8: Prehled priuméri Borhiniho indikacnich hodnot pro Sest ruznych slozek prostredi pro
kazdou lokalitu na zaklade soupisu druhii z kazdé lokality. Sloupce GPS-kéd a Poradi se
shoduji s tabulkou lokalit v prilohdch (Tab. 7).

GPS- | Poiadi | Potet | Svétlo | Teplota | Kontinentalita | VIhkost | Padni | Ziviny

kéd druhi reakce

18 1 24 71.22 5.7 4.26 9.17 6.7 5.61
19 2 9 71.22 5.89 4.22 9.33 6.78 5.22
20 3 11 7.18 5.73 4.45 8.73 6.45 6.09
21 4 6 7 5.8 4.4 10.2 6.8 6

22 5 9 7 6.14 3.86 10.14 6.71 6.71
23 6 7 7.14 6.14 3.57 11.14 6.71 6.43
24 7 4 8 55 3.75 10.5 6.5 5.75
25 8 7 7.17 5.83 5.33 10 6.83 6.17
26 9 6 7.17 55 45 9.5 6.83 6.17
27 10 5 7 52 5.2 9.6 6.8 5

28 11 8 7 5.86 4.57 10.57 6.71 6

29 12 14 7.62 6.15 4.46 7.92 6.85 6.15
30 13 8 7.29 5.86 4.29 9.29 6.86 7.14
31 14 3 6.67 5.67 4 11 7.33 7

32 15 13 7.08 5.54 3.92 8.92 6.38 5.69
33 16 10 7.3 55 4.6 9.5 6.6 4.9
34 17 8 7.25 5.75 3.63 9.5 6.5 5.75
35 18 12 7.33 5.67 4.92 9.5 6.75 6.5
36 19 7 7.57 6 4.43 8 6.57 5.43
37 20 13 7.09 5.55 4.64 9.36 6.45 5.45
38 21 7 7.17 55 5.17 9.17 6.5 6.17
39 22 3 7.33 5.67 5 10 7 7

40 23 6 7.33 5.33 4.5 9.67 6.83 6.83
41 24 9 7.25 5.75 5.13 9.38 6.75 6.5
43 25 2 7 6 5 10 6.5 5

44 26 4 7.5 55 4.5 10 6.75 6.25
45 27 8 1.75 5.38 4.75 95 6.75 7.13
46 28 5 7.2 5.6 4.8 10 6.8 6.6
47 29 7 7.29 5.43 5 9.43 6.57 4.86
48 30 5 7 6.2 5.8 10 6.8 5.8
49 31 6 7.5 55 5.67 9.5 7 6.17
50 32 3 7.33 5.67 4.33 9.33 6.67 6.67
51 33 7 7.14 5 4.57 10.29 6.71 571
55 34 24 7 5.75 4.67 9.08 6.71 5.92
56 35 13 7.62 5.69 4.62 7.08 6.77 6.54
57 36 3 7.67 6.67 5 10.67 6.67 7.33
58 37 13 7.25 6.25 4.42 10.17 7 6.58
59 38 11 7.4 5.9 4.9 10.1 6.9 7.2
60 39 18 7.39 5.78 4.22 10.11 6.89 6.11
61 40 12 7.17 6.17 4.5 10.25 7.08 6.25
62 41 18 7.24 6 4.35 10.35 6.88 6.53
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GPS- | Pofadi Polet | Svétlo  Teplota | Kontinentalita | VIhkost | Padni | Ziviny

kéd druhu reakce

63 42 8 7.13 5.88 4 9.88 6.75 5.88
64 43 9 7.33 5.89 4 10.11 6.78 6.56
65 44 9 7.33 5.89 3.89 10.67 7.11 6.78
66 45 11 7.5 5.5 4.4 9.6 6.7 6.4
67 46 6 1.17 5.5 4.67 10.17 6.5 6.33
68 47 17 6.44 5.88 4.31 10.75 7.06 5.94
69 48 8 7.38 55 4.13 9.38 6.75 6.38
70 49 15 7.14 55 3.86 7.93 6.93 6.43
71 50 3 7 5.67 4.33 10.67 7 6

72 51 6 7.17 5.83 5.17 9.5 7 7

74 52 9 7.25 5.88 4.5 9.75 7 6.13
75 53 10 6.9 5.8 4.6 10.5 7.1 6.4
76 54 6 7.33 6 4.33 9.83 6.83 7.17
77 55 10 7.67 5.78 5.22 9.22 6.67 7.67
78 56 23 7.23 5.73 4.36 9.45 6.91 5.91
79 57 9 7.78 5.89 4.89 9.11 6.89 7.56
80 58 7 7.29 5.43 4.43 9.57 6.86 6.43
81 59 7 7.14 5.71 4.29 10.29 6.71 6

82 60 10 7.22 5.44 4.78 9.89 6.78 5.44
83 61 14 7.36 5.71 4.29 10.07 7 6

84 62 5 7.6 5.2 4.8 10 6.6 5.8
85 63 13 7.46 5.62 4.15 10.23 6.62 6.31
86 64 13 7.31 5.85 4.15 10.15 7 6.15
87 65 5 7.5 5.75 3.75 9.5 7 6.5
88 66 7 7.14 6 4.57 10.43 7 6.43
89 67 9 7.11 6.11 4.22 10.56 6.89 6.67
91 68 16 7 5.87 4.2 10 6.93 5.47
92 69 11 7 6 3.9 10.7 6.7 6.7
93 70 8 7.13 5.75 4.13 9.75 6.75 5.63
94 71 8 7.5 5.38 4.38 9.38 6.63 6

95 72 8 7.63 55 4 10.13 7 6.63
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Tab. 9: Prehled druhii vyskytujicich se na kazdé lokalité. Jako cislo lokality je uveden GPS-
kod z tabulky prehledu lokalit v prilohdch (tab. 7)

18
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Batrachium sp.
Bidens frondosus
Carex pseudocyperus
Carex riparia
Cirsium arvense
Cirsium brachycephalum
Galium palustre
Glyceria fluitans
Lemna minor
Leonurus marrubiastrum
Lycopus exaltatus
Lythrum salicaria
Oenanthe aquatica
Persicaria amphibia
Scutellaria galericulata
Schoenoplectus lacustris
Solanum dulcamara
Sparganium erectum
Stachys palustris
Teucrium scordium
Veronica scutellata
Xanthium italicum

22
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Eleocharis mamillata
Iris pseudacorus
Oenanthe aquatica
Persicaria amphibia
Populus alba juv.
Salvinia natans
Sium latifolium

19
Carex riparia
Carex vesicaria
Glyceria maxima
Iris pseudacorus
Lysimachia vulgaris
Lythrum virgatum
Oenanthe aquatica
Salvinia natans
Veronica scutellata

23

Alisma lanceolatum
Ceratophyllum demersum
Hydrocharis morsus-ranae

Potamogeton lucens

Sagittaria sagittifolia

Trapa natans
Utricularia australis

26
Carex riparia
Glyceria maxima
Sagittaria sagittifolia
Solanum dulcamara
Stellaria palustris
Typha latifolia

29
Agrostis stolonifera
Alisma lanceolatum
Ambrosia artemisiifolia
Bidens frondosus
Bolboschoenus planiculmis
Carex hirta
Echinochloa cruss-galli
Eleocharis palustris
Lythrum virgatum
Persicaria amphibia
Plantago uliginosa
Rorippa austriaca
Rumex crispus
Xanthium italicum

20
Alisma plantago-aquatica
Cirsium vulgare
Iris pseudacorus
Lycopus exaltatus
Lysimachia vulgaris
Lythrum virgatum
Oenanthe aquatica
Sparganium erectum
Symphytum officinale
Typha latifolia
Veronica scutellata

24
Alisma plantago-aquatica
Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Utricularia australis

27
Bolboschoenus sp.
Carex acuta
Lemna minor
Lysimachia vulgaris
Sagittaria sagittifolia

30
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Glyceria maxima
Persicaria maculosa
Rorippa amphibia
Stachys palustris
Xanthium italicum

21
Alisma plantago-aquatica
Eleocharis mamillata
Lemna minor
Lythrum salicaria
Oenanthe aquatica
Salvinia natans

25

Carex acuta

Eleocharis mamillata
Hydrocharis morsus-ranae
Lythrum virgatum
Sagittaria sagittifolia
Spirodela polyrhiza
Trapa natans

28
Carex acuta
Ceratophyllum demersum
Eleocharis acicularis
Eleocharis mamillata
Hydrocharis morsus-ranae
Sagittaria sagittifolia
Spirodela polyrhiza
Trapa natans

31
Carex sp.
Ceratophyllum demersum
Persicaria amphibia
Sagittaria sagittifolia
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32

Carex riparia
Cirsium arvense
Galium palustre
Iris pseudacorus

Lysimachia vulgaris
Lythrum salicaria
Oenanthe aquatica

Sium latifolium
Sparganium erectum
Symphytum officinale
Veronica scutellata

36
Agrostis stolonifera
Alisma lanceolatum
Carex acuta
Gratiola officinalis
Potentilla anserina
Trifolium fragiferum
Xanthium italicum

40

Carex acutiformis

Glyceria maxima

Rorippa amphibia
Solanum dulcamara
Sparganium erectum

47
Bidens tripartitus
Carex acuta
Eleocharis acicularis
Eleocharis palustris
Gnaphalium uliginosum
Oenanthe aquatica
Sparganium erectum

Alisma plantago-aquatica

Schoenoplectus lacustris

Alisma plantago-aquatica

33

Carex acuta
Carex riparia
Eleocharis palustris
Glyceria maxima
Lysimachia vulgaris
Lythrum salicaria
Oenanthe aquatica
Sparganium erectum
Veronica scutellata

37
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Bidens frondosus
Bolboschoenus laticarpus
Carex acuta
Carex vulpina
Eleocharis mamillata
Galium palustre
Iris pseudacorus
Lycopus exaltatus
Lysimachia vulgaris
Oenanthe aquatica
Persicaria amphibia

41
Agrostis stolonifera
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Carex acuta
Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Persicaria lapathifolia
Rorippa amphibia
Salvinia natans

Alisma plantago-aquatica

34

Carex riparia
Glyceria fluitans
Iris pseudacorus

Persicaria amphibia

Sparganium erectum
Veronica scutellata
Xanthium italicum

38
Agrostis stolonifera

Bidens frondosus
Carex acuta
Iris pseudacorus
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia

43
Oenanthe aquatica
Sparganium erectum

45
Agrostis stolonifera
Alisma plantago-aquatica
Bidens cernuus

Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Schoenoplectus lacustris
Typha latifolia

48
Carex acuta
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Salvinia natans
Sparganium erectum

Alisma plantago-aquatica

Alisma plantago-aquatica

35
Alisma plantago-aquatica
Alopecurus aequalis
Carex acuta
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna trisulca
Myosotis palustris
Oenanthe aquatica
Rumex maritimus
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Sparganium erectum
Stachys palustris

39
Leersia oryzoides
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia

44
Alisma plantago-aquatica
Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Sparganium erectum

46

Alisma plantago-aquatica
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Schoenoplectus lacustris
Sparganium erectum

49
Bidens tripartitus
Bolboschoenus sp.
Carex acuta
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Schoenoplectus lacustris
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50
Glyceria maxima
Persicaria lapathifolia
Sparganium erectum

57
Stratiotes aloides
Trapa natans
Typha latifolia

61
Carex riparia
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna minor
Lycopus europaeus
Lythrum salicaria
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Rorippa amphibia
Rumex hydrolapathum
Salvinia natans
Spirodela polyrhiza
Stratiotes aloides

64
Alisma plantago-aquatica
Galium palustre
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Iris pseudacorus
Nymphaea alba
Oenanthe aquatica
Stratiotes aloides
Typha latifolia

51
Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Glyceria maxima
Lemna minor
Potamogeton natans
Sagittaria sagittifolia
Sparganium erectum

58
Bidens frondosus
Carex riparia
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna trisulca
Myosotis palustris
Rorippa amphibia
Rumex hydrolapathum
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Sium latifolium
Stratiotes aloides
Typha angustifolia
Typha latifolia

62
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Carex riparia
Hydrocharis morsus ranae
Lemna minor
Lemna trisulca
Lycopus europaeus
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Rumex hydrolapathum
Schoenoplectus lacustris
Sium latifolium
Sparganium erectum
Spirodela polyrhiza

Stratiotes aloides

Typha angustifolia
Typha latifolia
Utricularia vulgaris

55
Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Carex riparia
Cirsium arvense
Galium palustre
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna trisulca
Lycopus europaeus
Lysimachia vulgaris
Mentha arvensis
Myosotis palustris
Oenanthe aquatica
Phragmites australis
Rorippa austriaca
Rumex hydrolapathum
Rumex maritimus
Salix alba
Salix cinerea
Salix triandra
Salvinia natans
Scutellaria galericulata
Sparganium erectum
Spirodela polyrhiza
Veronica anagallis-aquatica

59
Alopecurus aequalis
Bidens cernuus
Bidens frondosus
Ceratophyllum demersum
Hydrocharis morsus-ranae
Lythrum salicaria
Phragmites australis
Rorippa amphibia
Stratiotes aloides
Trapa natans
Typha latifolia

56
Alopecurus aequalis
Alopecurus pratensis

Atriplex patula
Carex riparia
Cirsium arvense
Cirsium vulgare
Galium aparine
Glyceria fluitans
Lactuca seriola
Lycopus europaeus
Lythrum salicaria
Rumex maritimus
Typha latifolia

60
Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Carex riparia
Eleocharis palustris
Elodea canadensis
Epilobium hirsutum
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Juncus articulatus
Juncus effusus
Lemna trisulca
Lycopus europaeus
Potamogeton lucens
Rumex hydrolapathum
Salvinia natans
Schoenoplectus lacustris
Spirodela polyrhiza
Typha angustifolia

63
Carex pseudocyperus
Galium palustre
Glyceria maxima

Hydrocharis morsus-
ranae

Lycopus europaeus
Lythrum salicaria
Rumex hydrolapathum
Stratiotes aloides
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65

Glyceria maxima
Iris pseudacorus
Lemna minor
Lemna trisulca
Nuphar lutea
Phragmites australi
Salvinia natans

69
Alisma lanceolatum

Alopecurus aequalis
Bidens tripartitus
Glyceria fluitans

Oenanthe aquatica

Sagittaria sagittifolia
Sparganium erectum

74
Bidens frondosus

Carex riparia
Equisetum fluviatile
Iris pseudacorus

Oenanthe aquatica

Phalaris arundinacea
Rorippa amphibia
Rumex hydrolapathum

79

Alisma plantago-aquatica

Bidens cernuus
Echinochloa cruss-galli
Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Phalaris arundinacea
Rumex maritimus
Typha angustifolia
Typha latifolia

Ceratophyllum demersum

Spirodela polyrhiza

Alisma plantago-aquatica

Bolboschoenus laticarpus

66

Bidens frondosus
Carex acuta
Glyceria maxima
Iris pseudacorus
Lythrum salicaria
S Oenanthe aquatica
Persicaria amphibia

Typha latifolia
Xanthium italicum

70
Alopecurus aequalis
Bidens frondosus
Carex riparia
Carex vesicaria
Galium aparine
Glyceria fluitans
Chenopodium album
Chenopodium polyspermum
Persicaria hydropiper
Persicaria minor
Poa trivialis
Rorippa amphibia

Sparganium erectum

Tripleurospermum
inodorum

Veronica scutellata

75

Alisma plantago-aquatica
Bolboschoenus laticarpus
Ceratophyllum demersum
Lemna minor
Persicaria hydropiper
Potamogeton crispus
Rorippa amphibia
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Sparganium erectum

Alisma plantago-aquatica

Schoenoplectus lacustris

67

Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna minor
Sparganium erectum
Typha latifolia

71
Lemna minor
Oenanthe aquatica
Spirodela polyrhiza

76
Calystegia sepium
Lemna minor
Potentilla arenaria
Salvinia natans
Spirodela polyrhiza
Typha latifolia

72
Glyceria maxima
Oenanthe aquatica
Persicaria lapathifolia
Rorippa amphibia
Rumex palustris

Sparganium erectum

77
Alisma plantago-aquatica
Bidens cernuus
Bidens frondosus
Bolboschoenus laticarpus
Iris pseudacorus
Ranunculus sceleratus
Rumex maritimus
Rumex palustris
Sparganium erectum
Typha latifolia

Alisma plantago-aquatica

68
Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Ceratophyllum demersum
Elodea canadensis
Chara sp.
Iris pseudacorus
Lythrum salicaria
Myriophyllum spicatum
Najas marina
Najas minor
Nuphar lutea
Potamogeton crispus
Potamogeton nodosus
Potamogeton pusillus
Rorippa sylvestris
Sagittaria sagittifolia
Sparganium erectum

78

Bidens frondosus
Carex hirta
Carex otrubae
Cirsium arvense
Glyceria fluitans
Hydrocharis morsus-ranae

Lemna minor

Lemna trisulca
Lythrum virgatum
Oenanthe aquatica
Persicaria hydropiper
Phragmites australis
Plantago major
Potamogeton crispus
Rorippa amphibia

Salvinia natans

Sparganium erectum
Spirodela polyrhiza
Teucrium scordium
Typha angustifolia
Utricularia vulgaris

Veronica anagallis-aquatica
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80
Alisma plantago-aquatica
Glyceria maxima
Juncus effusus
Oenanthe aquatica
Persicaria lapathifolia
Rorippa amphibia
Sagittaria sagittifolia

84
Carex acuta
Equisetum fluviatile
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Sparganium erectum

88
Carex acuta

Ceratophyllum
demersum

Lemna trisulca
Lythrum salicaria
Nuphar lutea
Salvinia natans
Sium latifolium

91
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Bolboschoenus planiculmis
Eleocharis palustris
Glyceria fluitans
Lemna minor
Mentha aquatica
Najas minor
Oenanthe aquatica
Potamogeton natans
Ranunculus repens
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Sparganium erectum
Spirodela polyrhiza
Xanthium italicum

81
Alisma lanceolatum
Carex acuta
Nuphar lutea
Oenanthe aquatica
Potamogeton lucens
Schoenoplectus lacustris
Sparganium erectum

85
Alisma plantago-aquatica
Bidens cernuus
Carex pseudocyperus
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Lemna minor
Oenanthe aquatica
Persicaria hydropiper

Scutellaria galericulata

Spirodela polyrhiza
Stratiotes aloides
Typha latifolia
Utricularia australis

89
Alisma plantago-aquatica
Ceratophyllum demersum
Lemna trisulca
Lythrum salicaria
Nuphar lutea
Rumex hydrolapathum
Salvinia natans
Sparganium erectum
Spirodela polyrhiza

94
Carex acuta
Carex acutiformis
Glyceria maxima
Iris pseudacorus
Myosotis palustris
Schoenoplectus lacustris
Sparganium erectum
Typha latifolia

82
Carex acuta
Eleocharis acicularis
Eleocharis mamillata
Lythrum salicaria
Nuphar lutea
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Sagittaria sagittifolia
Schoenoplectus lacustris
Sparganium erectum

86
Carex acuta
Ceratophyllum demersum
Glyceria fluitans
Glyceria maxima
Iris pseudacorus

Iris pseudacorus

Lemna trisulca
Nuphar lutea
Nymphaea alba
Oenanthe aquatica
Persicaria hydropiper
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Sparganium erectum

92
Alisma plantago-aquatica
Bidens frondosus
Ceratophyllum demersum
Eleocharis acicularis
Hydrocharis morsus-ranae
Iris pseudacorus
Nuphar lutea
Potamogeton crispus
Potamogeton natans
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Trapa natans

83
Alisma lanceolatum
Alisma plantago-aquatica
Carex acuta
Eleocharis acicularis
Eleocharis palustris
Glyceria fluitans
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Nuphar lutea
Oenanthe aquatica
Rorippa amphibia
Sagittaria sagittifolia
Salvinia natans
Schoenoplectus lacustris

87
Bidens forndosus
Hydrocharis morsus-
ranae
Iris pseudacorus
Juncus inflexus

Typha latifolia

93
Alisma plantago-aquatica
Carex riparia
Mentha aquatica
Oenanthe aquatica
Phallaris arundinacea
Phragmites australis
Sparganium erectum
Typha angustifolia

95
Alisma plantago-aquatica
Eleocharis palustris
Glyceria maxima
Hydrocharis morsus-ranae
Sagittaria sagittifolia
Schoenoplectus lacustris
Trapa natans
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Tab. 10: Prehled znakii merenych na rostlinach v terénu. V tabulce je uvedena lokalita, ze

které rostlina pochazi, poradi odebirané rostliny v populaci, ploidie rostliny a informace, zda

rostlina vykvetla v kultivaci. Dadle jsou jiz uvedeny hodnoty jednotlivych znakai.

Poradi | Lokalita _qu'adi . . | Kveteni v Vyska Sifka S?mér
jedince | (GPS kéd) jedince v Ploidie Kultivaci stvolu stvolu SII',lfy a
populaci (cm) (mm) vySky

1 51 1 2X Ano 97 6.4 0.066
2 51 2 2X Ne 76 6.5 0.086
3 51 3 3x Ne 106 7.6 0.072
4 51 4 2X Ano 91 55 0.060
5 51 5 3x Ano 103 6.1 0.059
6 59 1 3x Ne 111 6.2 0.056
7 59 2 3x Ano 103 9 0.088
8 59 3 3X Ne 132 9.6 0.073
9 59 4 3x Ne 104 7 0.068
10 59 5 3X Ne 123 8 0.065
11 67 1 2X Ne 110 6 0.055
12 67 2 3X Ano 120 7.4 0.062
13 67 3 2X Ne 96 6 0.063
14 67 4 3x Ano 144 9.1 0.063
15 67 5 2X Ano 112 5.2 0.046
16 68 1 2X Ne 80 4.8 0.060
17 68 2 2X Ne 99 5 0.051
18 68 3 2X Ne 109 6.4 0.059
19 68 4 2X Ne 121 7 0.058
20 68 5 2X Ano 78 4.6 0.059
21 37 1 3X Ne 81 5.8 0.072
22 37 2 3X Ne 66 4.5 0.068
23 37 3 3x Ne 50 6.2 0.124
24 37 4 3X Ne 65 5.2 0.080
25 37 5 3X Ne 64 5.1 0.080
26 72 1 3X Ne 82 6.2 0.076
27 72 2 3X Ne 101 8 0.079
28 72 3 3X Ne 94 7.2 0.077
29 72 4 3X Ne 93 6.5 0.070
30 72 5 3X Ne 118 8 0.068
31 91 1 3X Ne 79 6.2 0.078
32 91 2 3X Ne 73 6.9 0.095
33 91 3 3X Ne 79 7.6 0.096
34 91 4 3X Ne 86 8.4 0.098
35 91 5 3X Ne 90 8.3 0.092
36 67 6 3X Ano 105 7.4 0.070
37 67 7 2X Ano 70 3.9 0.056
38 67 8 2X Ne 86 5 0.058
39 67 9 2X Ne 78 4.8 0.062
40 74 1 3X Ano 114 6.9 0.061
41 74 2 2X Ano 77 4.4 0.057
42 74 3 3x Ano 124 8.5 0.069
43 74 4 3X Ne 128 9.5 0.074
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Poradi | Lokalita _Po_radl .. | Kveteni v Vyska Sirka B?mer

jedince | (GPS kod) jedince v | Ploidie kultivaci stvolu stvolu Sifky a

J populaci (cm) (mm) vysky
44 74 5 3x Ano 138 9.9 0.072
45 74 6 2X Ano 84 5.6 0.067
46 74 7 2X Ano 127 5.7 0.045
47 74 8 2X Ano 117 6.6 0.056
48 74 9 3X Ne 40 5.1 0.128
49 39 1 3X Ano 152 12.1 0.080
50 39 2 3X Ne 120 7 0.058
51 39 3 2X Ne 94 6 0.064
52 28 1 2X Ne 125 8 0.064
53 28 2 3x Ano 153 115 0.075
54 28 3 3x Ano 164 10.5 0.064
55 28 4 3x Ne 143 8.4 0.059
56 28 5 3X Ne 148 9.7 0.066
57 81 1 3X Ne 152 7.7 0.051
58 81 2 3X Ano 147 7.2 0.049
59 81 3 2X Ano 119 8.4 0.071
60 82 1 3x Ne 130 9.4 0.072
61 82 2 2X Ano 115 6.3 0.055
62 82 3 2X Ano 90 6.4 0.071
63 82 4 2X Ano 93 5.1 0.055
64 82 5 3X Ano 136 7.4 0.054
65 82 6 3X Ne 153 8.6 0.056
66 78 1 3X Ano 83 7.5 0.090
67 78 2 3X Ano 61 5.8 0.095
68 51 6 2X Ano 134 6.5 0.049
69 51 7 2X Ano 110 6.7 0.061
70 51 8 3x Ne 107 7.4 0.069
71 51 9 3x Ne 143 10.7 0.075
72 51 10 2X Ne 105 5.5 0.052
73 51 11 2X Ne 89 5.4 0.061
74 51 12 3X Ne 121 8.2 0.068
75 95 1 2X Ano 91 8 0.088
76 95 2 2X Ano 107 8 0.075
77 95 3 2X Ano 127 9.3 0.073
78 95 4 3x Ne 131 7.6 0.058
79 95 5 3x Ano 97 6.8 0.070
80 83 1 2X Ne 116 7.5 0.065
81 83 2 2X Ne 99 6.5 0.066
82 83 3 2X Ne 101 5.8 0.057
83 83 4 2X Ne 106 7.8 0.074
84 57 1 3x Ne 104 6 0.058
85 57 2 3x Ano 110 6.8 0.062
86 57 3 3x Ne 106 6 0.057
87 57 4 3x Ano 130 9.3 0.072
88 75 1 2X Ne 126 7.8 0.062
89 75 2 3x Ano 128 6.8 0.053
90 75 3 3X Ne 139 9.3 0.067
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Poradi ]?.élka Sifka Tloustka | Pomér §ifky | Pomér tloust’ky Délka Pocet Pacibulky
jedince istu | listu listu (mm) a délky a SiFky oddenku pacibulek [ nalcm
(cm) | (cm) (cm)
1 84 7.2 45 0.086 0.625 31 26 0.84
2 84 10.3 4.9 0.123 0.476 14 7 0.50
3 105 10 6.4 0.095 0.640 30 11 0.37
4 80 7.6 5.4 0.095 0.711 22 13 0.59
5 79 8 2.2 0.101 0.275 17 30 1.76
6 109 9 4 0.083 0.444 40 33 0.83
7 102 12.6 34 0.124 0.270 32 30 0.94
8 111 11.1 4 0.100 0.360 25 24 0.96
9 109 9.3 4.3 0.085 0.462 32 32 1.00
10 95 8.6 4 0.091 0.465 21 22 1.05
11 92 7.4 2.2 0.080 0.297 16 16 1.00
12 90 7.9 2 0.088 0.253 12 13 1.08
13 91.5 9.1 29 0.099 0.319 19 22 1.16
14 116 9.4 3 0.081 0.319 13 20 1.54
15 103 6 4.2 0.058 0.700 10 5 0.50
16 70 7.3 2.9 0.104 0.397 11 10 0.91
17 81 7 3.6 0.086 0.514 23 10 0.43
18 77 8.4 55 0.109 0.655 25 15 0.60
19 99 11 4 0.111 0.364 29 21 0.72
20 76 7.9 4.6 0.104 0.582 17 11 0.65
21 58 6.2 24 0.107 0.387 10 10 1.00
22 60 6.6 21 0.110 0.318 9 1 0.11
23 76 8.5 3.3 0.112 0.388 15 10 0.67
24 55 7 3 0.127 0.429 8 7 0.88
25 64 7.3 2.8 0.114 0.384 6 3 0.50
26 63 10.2 7 0.162 0.686 25 23 0.92
27 64 11.9 7.8 0.186 0.655 22 17 0.77
28 71 111 6 0.156 0.541 17 9 0.53
29 67 8.9 5 0.133 0.562 18 15 0.83
30 87 10 6.2 0.115 0.620 20 14 0.70
31 93 7.6 5.7 0.082 0.750 16 8 0.50
32 95 8.2 53 0.086 0.646 18 10 0.56
33 89 8 4.6 0.090 0.575 24 10 0.42
34 95 8.5 5.8 0.089 0.682 18 8 0.44
35 104 9.4 6.6 0.090 0.702 21 14 0.67
36 71 9.8 4.9 0.138 0.500 20 36 1.80
37 59 5 29 0.085 0.580 10 13 1.30
38 78 6.9 3.2 0.088 0.464 12 7 0.58
39 65 5 31 0.077 0.620 6 9 1.50
40 106 9.4 8 0.089 0.851 14 10 0.71
41 86 7.5 4.7 0.087 0.627 11 14 1.27
42 112 125 6.5 0.112 0.520 15 28 1.87
43 98 11.6 6.8 0.118 0.586 17 22 1.29
44 111 11.2 7.1 0.101 0.634 14 20 1.43
45 72 7.7 5.6 0.107 0.727 13 11 0.85
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Poradi ]?.élka S'if'ka Tloustka | Pomér §ifky | Pomér tloust’ky Délka Pocet Pacibulky

S istu listu |, . wry oddenku h

jedince cm) | m) listu (mm) a délky a SiFky (cm) pacibulek nalcm
46 101 8.6 5.7 0.085 0.663 11 11 1.00
47 85 6.6 3.8 0.078 0.576 12 12 1.00
48 92 9.2 5.6 0.100 0.609 9 15 1.67
49 120 115 8.4 0.096 0.730 24 52 2.17
50 82 9.5 6.7 0.116 0.705 16 17 1.06
51 89 9 6 0.101 0.667 21 20 0.95
52 124 7.4 5.8 0.060 0.784 14 3 0.21
53 139 114 10.2 0.082 0.895 23 9 0.39
54 139 9 6.4 0.065 0.711 14 0 0.00
55 119 6.8 5 0.057 0.735 8 1 0.13
56 141 9.3 5.7 0.066 0.613 19 8 0.42
57 124 8 4.9 0.065 0.613 14 16 1.14
58 139 6 4 0.043 0.667 6 4 0.67
59 139 75 6.3 0.054 0.840 14 6 0.43
60 115 9.5 6.3 0.083 0.663 11 1 0.09
61 107 6.2 5.4 0.058 0.871 15 2 0.13
62 100 8.5 5.6 0.085 0.659 18 5 0.28
63 104 4.1 3.2 0.039 0.780 11 1 0.09
64 115 7.5 4.7 0.065 0.627 10 15 1.50
65 123 8.9 5.2 0.072 0.584 17 13 0.76
66 92 6 4.2 0.065 0.700 20 7 0.35
67 60 7.4 4.4 0.123 0.595 14 2 0.14
68 118 6 4.3 0.051 0.717 15 12 0.80
69 96 7.2 5.4 0.075 0.750 17 12 0.71
70 120 9 4.8 0.075 0.533 15 2 0.13
71 153 10.6 7.3 0.069 0.689 26 7 0.27
72 128 6 4.8 0.047 0.800 12 11 0.92
73 83 4.8 4 0.058 0.833 8 4 0.50
74 12.6 8.3 5.9 0.659 0.711 14 2 0.14
75 124 7.8 5.7 0.063 0.731 17 2 0.12
76 115 54 35 0.047 0.648 12 3 0.25
77 134 8.5 6 0.063 0.706 20 5 0.25
78 127 6.9 5 0.054 0.725 13 2 0.15
79 97 8.5 5.5 0.088 0.647 20 16 0.80
80 123 7.3 5 0.059 0.685 18 4 0.22
81 94 5.9 4.7 0.063 0.797 8 0 0.00
82 107 5.7 3.9 0.053 0.684 12 4 0.33
83 123 8.4 6.5 0.068 0.774 25 8 0.32
84 92 6.2 35 0.067 0.565 11 15 1.36
85 98 75 6.9 0.077 0.920 9 10 111
86 100 9.1 5.4 0.091 0.593 8 7 0.88
87 106 8 6.2 0.075 0.775 12 16 1.33
88 105 11.8 5.5 0.112 0.466 13 11 0.85
89 100 5.8 5.5 0.058 0.948 16 6 0.38
90 116 9.8 6.4 0.084 0.653 16 17 1.06
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Vnitini okvétni listky
Poradi | Pocet
jedince | kvéti 1 v,}' 2 . v,?' 3 . v,?' Priamérna Primérna Pomér prium.
délka | Sirka | délka | Sifka | délka | Sirka délka (mm) SiFka (mm) $i¥ky a délky
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
1 37 12 7.9 11 8.1 13 7.2 11.9 1.7 0.65
2 21 12 9 13 7.5 12 7 12.2 7.8 0.64
3 38 12 12 13 13 14 14 12.9 12.9 1.00
4 35 14 7.4 12 8 13 8.1 12.9 7.8 0.61
5 29 12 9.6 13 8.1 12 9 125 8.9 0.71
6 34 14 7.8 14 9 12 9 13.3 8.6 0.65
7 52 16 10 15 10 18 9.4 16.2 9.8 0.60
8 50 15 10 14 11 14 11 14.4 105 0.73
9 36 14 8.7 15 9.2 15 9.5 14.6 9.1 0.63
10 43 13 9.5 14 9.4 12 10 133 9.6 0.73
11 45 13 6.6 13 7.6 15 7.4 13.8 7.2 0.52
12 46 13 9.9 14 9.9 12 9.4 12.7 9.7 0.77
13 41 12 6.1 13 6.2 12 6.8 12.3 6.4 0.52
14 59 11 10 11 10 13 11 11.7 104 0.89
15 29 16 7.4 12 7 14 74 13.6 7.3 0.53
16 21 10 7.3 13 6.9 12 6.7 11.7 7.0 0.60
17 30 12 7.1 13 7.8 13 8.2 125 1.7 0.62
18 43 12 10 12 12 13 10 12.3 10.5 0.85
19 39 16 10 16 13 15 12 15.9 11.6 0.73
20 24 11 6.5 10 6.5 10 6.2 10.3 6.4 0.62
21 17 7.8 6.4 1.7 7.1 7 6 7.5 6.5 0.87
22 19 7 5.3 7.3 6.8 7.9 6.3 7.4 6.1 0.83
23 20 8 9 9.3 8.4 7.5 8.8 8.3 8.7 1.06
24 19 6.5 6.2 7.5 6.4 8.2 7.2 74 6.6 0.89
25 14 7 6 6.2 51 6.6 5.6 6.6 5.6 0.84
26 28 10 8 13 8.6 13 8 11.8 8.2 0.69
27 34 16 9.6 15 11 12 12 14.2 10.7 0.76
28 30 12 11 13 11 14 9.7 13.1 104 0.80
29 28 12 7.8 12 9.4 13 9 12.4 8.7 0.70
30 41 14 9 13 8.4 12 8.2 12.9 8.5 0.66
31 29 12 9.4 9.9 8.8 11 8.9 10.9 9.0 0.83
32 32 12 11 12 11 11 12 11.9 11.3 0.95
33 27 9.2 11 13 12 13 11 115 115 1.00
34 27 9.7 10 11 10 11 9 10.8 9.9 0.92
35 32 12 12 12 12 12 10 12.0 11.2 0.93
36 33 13 11 14 10 13 12 13.1 10.7 0.82
37 19 11 6.4 11 5.2 9.8 6.1 105 5.9 0.56
38 26 12 5.7 11 6.1 12 6.6 11.6 6.1 0.53
39 18 8.5 4.8 8.6 4.2 1.7 4.6 8.3 4.5 0.55
40 36 12 7.2 10 6.7 9.6 6.7 10.6 6.9 0.65
41 23 9.9 5.2 9 5.7 94 5 9.4 5.3 0.56
42 41 13 10 11 9.6 13 10 121 9.9 0.82
43 45 12 8.6 12 7.9 13 8.8 12.3 8.4 0.69
44 47 10 6.8 9.9 6.5 11 7.3 10.1 6.9 0.68
45 36 9.5 5.6 10 5.6 8.8 6 9.4 5.7 0.61
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Vnitini okvétni listky
.Pof'*adi Po?e} 1 . w:,l" 2 . ,,?' 3 . ,,?' Primérna Primérna Pomér prum.
jecinee | JB | ddka | Sk | déla | Sifka | délka | Pkt | gy () | Sieka (mm) | SiFky 2 delky
46 37 87 | 56 | 83 55 | 9.8 | 6.2 8.9 5.8 0.65
47 46 11 45 11 5 11 4.9 10.7 4.8 0.45
48 15 86 | 59 | 88 66 | 88 | 75 8.7 6.7 0.76
49 71 16 11 14 13 13 12 14.4 11.9 0.82
50 43 13 10 13 9.5 13 10 12.9 9.9 0.77
51 20 9.1 7 10 55 10 6.2 9.9 6.2 0.63
52 41 16 8 15 7.7 15 8.1 15.2 7.9 0.52
53 45 13 15 13 12 11 13 12.1 13.1 1.08
54 69 14 12 15 12 15 11 14.7 114 0.78
55 36 11 9.3 13 8.6 12 9.6 11.9 9.2 0.77
56 47 12 9.8 12 8.9 12 10 11.8 9.6 0.82
57 39 12 7.5 13 8.8 11 7.9 11.7 8.1 0.69
58 25 14 7.2 13 7 13 7.4 13.0 7.2 0.55
59 23 12 42 | 9.8 38 | 9.7 | 5.2 10.4 4.4 0.42
60 41 11 13 13 13 13 10 12.3 12.1 0.99
61 45 13 8.6 12 7.3 12 7.5 12.4 7.8 0.63
62 40 12 7.1 11 6.6 12 7.7 115 7.1 0.62
63 25 11 6 11 6.1 11 6.2 10.9 6.1 0.56
64 27 11 8.1 10 82 | 96 7 104 7.8 0.75
65 45 84 | 87 | 97 82 | 98 | 85 9.3 8.5 0.91
66 34 11 8.8 12 9 12 9.4 11.9 9.1 0.76
67 18 10 6.9 10 7.7 10 8.5 10.2 7.7 0.75
68 36 12 7.8 12 7.7 12 7.4 11.9 7.6 0.64
69 40 11 7.6 13 6.9 13 7.6 12.4 7.4 0.60
70 35 13 12 14 12 12 13 13.1 12.4 0.95
71 63 15 13 13 13 13 13 13.7 13.0 0.95
72 30 11 57 | 94 | 6.7 11 6 10.5 6.1 0.59
73 26 13 6.7 12 7.1 12 7 12.2 6.9 0.57
74 41 13 12 13 10 12 11 12.9 11.0 0.86
75 31 12 6.2 12 6.4 13 6.4 12.4 6.3 0.51
76 27 11 6.3 11 6.1 12 5.3 111 5.9 0.53
77 39 12 6.7 12 6.2 12 6 12.1 6.3 0.52
78 46 13 8.6 12 8.7 14 8.8 13.1 8.7 0.67
79 40 10 9.7 | 938 9.8 10 10 10.0 9.9 0.98
80 31 12 8.1 13 8.9 12 8.2 12.3 8.4 0.68
81 33 14 7.7 13 7.9 12 6.5 13.1 7.4 0.56
82 28 13 9.1 14 7.5 13 6.8 13.1 7.8 0.60
83 31 14 7.6 15 8.2 14 8.2 14.1 8.0 0.57
84 30 15 8.5 13 9 13 7.9 13.6 85 0.62
85 30 17 8.9 17 9.9 16 8.7 16.5 9.2 0.56
86 32 13 9.2 14 8.2 14 7.5 138 8.3 0.60
87 49 16 9.1 16 10 14 9.7 15.1 9.6 0.63
88 33 13 8.5 15 9.3 12 9 13.3 8.9 0.67
89 37 12 8.2 11 9.5 12 9 11.7 8.9 0.76
90 47 13 9.2 14 9.9 14 8.9 134 9.3 0.70
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Tab. 11: Prehled znakii namérenych na rostlindach, které vykvetly kultivaci. Cislo ve sloupci

Poradi jedince odpovida stejnému cislu (jedinci) v predchdazejici tabulce

Poradi | YY3ka Siika Pomér | Délka Sifka | Tloustka Pomér |, .. Siky a Délka Pacibulky na

Co stvolu | stvolu| SiFky a listu listu listu Sirky a v oddenku

Jedince (cm) | (mm) vySky (cm) | (mm) (mm) délky tlouStky (cm) Lem
1 65 3.8 0.0585 44 35 2.5 0.080 0.714 87 0.8
4 71 4 0.0563 40 2.9 15 0.073 0.517 53 0.9
5 79 4.4 0.0557 35 5 2.5 0.143 0.500 64 1
7 95 6 0.0632 59 7.5 4.3 0.127 0.573 85 0.6
12 93 6.1 0.0656 52 35 2.5 0.067 0.714 81 0.4
14 70 5 0.0714 55 6.1 3.1 0.111 0.508 78 1
15 63 2.9 0.0460 50 4.2 25 0.084 0.595 89 0.4
20 63 4 0.0635 32 2.6 21 0.081 0.808 56 0.4
36 84 5.3 0.0631 43 7.2 3.3 0.167 0.458 50 0.3
37 73 4.5 0.0616 46 5.7 3.5 0.124 0.614 47 1
40 81 5.7 0.0704 48 8.4 4.2 0.175 0.500 84 0.3
41 64 4.2 0.0656 39 6.6 4.3 0.169 0.652 87 0.8
42 111 6 0.0541 58 9.8 4.3 0.169 0.439 77 1.2
44 100 | 6.4 0.0640 49 9.1 45 0.186 0.495 76 1
45 84 4.7 0.0560 37 6.6 4.2 0.178 0.636 62 0.9
47 78 4.6 0.0590 30 6.6 45 0.220 0.682 64 0.3
49 94 5.2 0.0553 54 8 51 0.148 0.638 70 0.4
53 91 5.8 0.0637 53 10.6 6 0.200 0.566 70 0.8
54 80 5.4 0.0675 53 10 4.7 0.189 0.470 39 0.6
58 87 5.7 0.0655 54 7.7 4.4 0.143 0.571 53 0.4
59 79 4.8 0.0608 56 7.7 4.8 0.138 0.623 42 0.1
61 52 5.3 0.1019 94 9.5 4.9 0.101 0.516 49 0.3
62 86 45 0.0523 46 7.9 4.7 0.172 0.595 76 0.3
63 77 4.2 0.0545 50 6.1 3 0.122 0.492 45 0.2
64 104 | 5.8 0.0558 58 11.2 5 0.193 0.446 44 1
66 51 5.1 0.1000 55 8.6 5 0.156 0.581 96 0.2
67 62 4.4 0.0710 45 8.5 3.5 0.189 0.412 70 0.2
68 77 3.9 0.0506 46 6.5 3.2 0.141 0.492 47 0.5
69 88 4.8 0.0545 58 6.5 4 0.112 0.615 33 1
75 77 4.8 0.0623 50 8.1 4.4 0.162 0.543 51 0.1
76 65 4.6 0.0708 44 6.5 25 0.148 0.385 35 0.2
77 90 5.2 0.0578 58 8.7 4.4 0.150 0.506 61 0.1
79 91 5.6 0.0615 43 9.6 4.1 0.223 0.427 69 15
85 89 55 0.0618 50 7.2 4.2 0.144 0.583 23 1
87 35 4.7 0.1343 57 9.4 4.2 0.165 0.447 47 0.5
89 52 4.8 0.0923 92 8.5 3.6 0.092 0.424 45 0.8
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Vniti'ni okvétni listky
Pofadi | Pocet [ 7 1. 2, 2. 3. 3. | Pramérna .
jedince [ kvétd | gélka | §itka | délka | sitka | délka | Sifka iﬁﬁ?&?ﬁ) Sirka 1;‘;‘11‘;;‘(’11‘]‘]'3
(mm) [ (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm)
1 20 10 7.6 10 7.1 9.4 5.8 9.8 6.8 0.70
4 19 135 7.4 11.9 7.9 13.5 7.5 13.0 7.6 0.59
5 26 14 11.4 11 10 14.1 | 10.2 13.0 10.6 0.81
7 24 9.8 9.9 10.9 9.1 109 | 10.2 10.5 9.7 0.92
12 21 12.4 10 11.6 9.6 11.1 10 11.7 9.9 0.84
14 22 114 | 11.3 | 11.8 11 10.2 | 11.8 11.1 11.4 1.02
15 20 10.6 6.1 12.2 6.8 12.1 7.3 11.6 6.7 0.58
20 16 10 7.1 10.4 7.3 10.6 7.3 10.3 7.2 0.70
36 22 11.9 9.9 12 11 12.5 9.3 12.1 9.9 0.82
37 21 14.6 8.7 15 8 15.1 8.2 14.9 8.3 0.56
40 18 13 9.5 13.1 11 15.3 | 12.2 13.8 10.8 0.79
41 20 13.9 6.8 14 6.2 13.3 6.9 13.7 6.6 0.48
42 31 12.2 | 10.2 14 10 12.6 9.4 12.9 10.0 0.77
44 27 9.2 7.9 11 8.3 10 8.5 10.1 8.2 0.82
45 21 149 | 87 | 143 | 6.2 | 144 | 6.3 14.5 7.1 0.49
47 22 17.2 6.1 16.8 6 16.7 6 16.9 6.0 0.36
49 22 126 | 10.1 | 139 11 13.8 11 134 10.7 0.80
53 19 125 | 109 | 123 11 11.9 9 12.2 10.1 0.83
54 22 123 | 129 | 128 12 11.4 13 12.2 12.7 1.04
58 24 12.3 9.6 13.2 10 12.6 9.7 12.7 9.9 0.78
59 24 12.8 7.4 13.7 7.3 13.4 6.7 13.3 7.1 0.54
61 27 13 8.4 13 8.7 13 8.9 13.0 8.7 0.67
62 23 12.1 7.8 13.1 8.5 12.7 8.1 12.6 8.1 0.64
63 21 13.3 5.8 14.5 6.1 13.8 6.5 13.9 6.1 0.44
64 28 129 | 124 | 14.3 11 13 11.5 134 11.6 0.87
66 23 153 | 115 | 136 10 13.8 | 11.7 14.2 11.1 0.78
67 17 11.9 8.7 13.3 9.2 13.7 9.5 13.0 9.1 0.70
68 20 13 1.7 134 8.2 13.5 1.7 13.3 7.9 0.59
69 23 13 8.3 13.8 8.3 13.6 7.6 13.5 8.1 0.60
75 17 13.1 6.3 12.2 1.7 13.2 7.1 12.8 7.0 0.55
76 16 12.2 7.9 135 6.7 12.4 7 12.7 7.2 0.57
77 23 16.6 8.1 15.3 8.7 15.7 8.6 15.9 8.5 0.53
79 26 10.2 | 10.2 | 10.3 10 12 9.5 10.8 10.0 0.92
85 20 13.2 | 109 | 131 11 11.7 | 10.1 12.7 10.6 0.84
87 16 11.9 7.5 11 7.1 12.7 8 11.9 7.5 0.63
89 23 10.7 8.6 12.1 9.1 121 | 104 11.6 9.4 0.81
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Tab. 12: Prehled skorovanych alel 14 mikrosatelitovych lokusii na 14 vzorcich, které byly
pouzity pro testovani variability, ve formatu pro knihovnu POLYSAT. V prvnim sloupci je
nazev vzorku, ve druhém ndzev lokusu. U kazdé alely je uvedena jeji délka v parech bazi (-9
znamena chybéjici alelu).

Sample.Name | Marker Allele.1 Allele.2 Allele.3
B39 BUT6 109 112

B39 BUT4 192 212

B39 BUT14 143

B39 BUT15 195 201 219
B39 BUT29 190 192 200
B39 BUT28 291 303 311
B39 BUT31 240 250 252
B39 BUT45 149 152 155
B39 BUT34 259 277 287
B39 BUT32 104 112 122
B39 BUT39 259 277 286
B39 BUT37 436 440

B39 BUT42 231 259

B39 BUT41 288 300

B40 BUT6 109 112

B40 BUT4 200 220

B40 BUT14 127

B40 BUT15 210 213

B40 BUT29 190 218

B40 BUT28 299 301

B40 BUT31 240 268

B40 BUT45 185

B40 BUT34 269 285

B40 BUT32 104

B40 BUT39 268 283

B40 BUT37 424 436

B40 BUT42 315 371

B40 BUT41 288 300

B42 BUT6 109

B42 BUT4 200 204

B42 BUT14 121 135

B42 BUT15 204 213

B42 BUT29 200 206

B42 BUT28 299 303

B42 BUT31 240 256

B42 BUT45 155 158

B42 BUT34 259 273

B42 BUT32 112

B42 BUT39 259 271

B42 BUT37 412 440

B42 BUT42 299 319

B42 BUT41 288 304

B43 BUT6 109 112 115
B43 BUT4 192 212

B43 BUT14 131 143

B43 BUT15 195 201 207
B43 BUT29 200

B43 BUT28 299

B43 BUT31 246 250 252
B43 BUT45 170 179 185
B43 BUT34 259 267 273
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B43
B43
B43
B43
B43
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B44
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B45
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B47
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52
B52

BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37

268
432
259
308
112
212
143
207
200
301
250
167
275
118
274
440
255

212
143
201

250
176
269
114
268
432
259
308

129

184

252
170

126

440
331
316

204
135
213
206
303
256
158
273
112
271
440

271
440
303
320

219

311
252

287
122
286

259

207

252
185
273

271
440
303
320
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B52
B52
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B53
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B57
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B58
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B66
B8O

BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

299
288
112
196
127
207
188
297
240
170
259
112
259
412
307
288

200
129
210
194
299
236
149
259
112
259
436
255
288
109
192
129
201
190
291
236
148
259
112
259
436
231
300
106
204
121
195
186
297
224
182
259
104
259
424
327
292
106

319
304
115

147
216
218
299
252

275
118
274
440
315

212

222
200
311
252

277

277
440
311
300
112
212
143
207
200
301
252
152
275
118
274
440
255

109

127
204
200
301
252

269
110
268
440
339
296
109

219

311

167

287

122

286

259

112

135

216

254

277

118

277
444

112
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B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B80
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98
B98

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41
BUT6

BUT4

BUT14
BUT15
BUT29
BUT28
BUT31
BUT45
BUT34
BUT32
BUT39
BUT37
BUT42
BUT41

192
127
201
190
291
234
152
259
112
259
412
231
288
106
204
121
195
186
297
224
185
259
104
259
424
327
292

204
143
210
200
299
248
167
275
116
274
436
259
300
109

127
204
200
301
252

269
110
268
440
339
296

212

219

311

250

118

440

112

135
216

254

277
118
277
444

94
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