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Obrazek 1: Nuphar lutea (L.) Sm., pfevzato z Thome (1885).
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0.3 Abstrakt

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

0.3.1 Klicova slova

Biogeografie, botanika, Cesko, Ceska republika, disperze, ekologie, fylogeografie, fylogene-
tika, fytogeografie, hydrobiologie, klonalita, migrace, mikrosatelity, molekularni biologie,
molekuldrni ekologie, Nuphar lutea, populacni genetika, fi¢ni systémy, SSRs, stulik zluty,
vodni rostliny.
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0.4 English summary

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

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

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

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

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

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

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

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

Uvod

Fylogeografie ( , ) je relativné mladou a bouflivé se rozvijejici vétvi biogeo-
grafie ( , ). K zodpovézeni otazek tykajicich se sifeni a rozsifent
organismu (jeho historického vyvoje, souc¢asného stavu, obecnych charakteristik apod.)
vyuziva informaci ulozenou v DNA (hojné vyuziva ¢cpDNA i variabilngjsi markery jako
AFLP ( : ) nebo mikrosatelity, : ). Zjistuje
pribuznost studovanych jedincu a z ni odvozuje historii siteni a rozsiteni druhu ve studo-
vaném tzemi. Klasické fylogeografické prace se zabyvaji postglacialni rekolonizaci Evropy
( : ). Studuji jak ndvrat rostlin (typicky stromu) z teplych jiznich
refugii (Balkanské, Apeninské a Iberské) na sever (napf. :

: , ), tak pFibuznost rostlin z evropskych hor (Alpy, Karpaty, o)
se stejnymi nebo blizce pribuznymi druhy v severni Evropé a v Arktidé (napf.

, ). Metoda je pouzitelnd na prakticky libovolné ¢asoprostorové skale a s jeji
pomoci se posledni dobou tesi stale vice otazek, véetné velmi praktickych tykajicich se
invaznich (napf. , ) nebo naopak vzacnych druhu (napf.

, ) a dopadu lidskych aktivit na rostlinné populace (napf. , ).
Informace ziskané analyzou DNA nemuzeme nahradit zadnou jinou metodou. Napft. pii
studiu rekolonizace severnéjsich partii Evropy bukem po posledni dobé ledové metodou
analyzy pylu a makrozbytka muzeme vidét, jak se druh &ifil ve vlné na sever (

, ; , ). Jednotlivé nélezy muzeme datovat a udélat
tak mapku globalmho rustu aredlu. Nicméné bez analyzy DNA bychom nikdy nezjistili,
ze prakticky veskery buk severné od Alp pochézi z Balkanu: Jedinci z ostatnich refugii
z nich daleko nedorazili ( : ).

Ponékud opomijenou skupinou jsou ve fylogeografickych studiich vodni rostliny (
, ). Vodni prostiedi vykazuje urcité na sousi nezndmé charakteristiky. Napf.
v fekach proudi voda pouze jednim smérem dolu po proudu, rostliny tak jsou neustéle
»splachovany “ do dolnich partii toku ( , ). Proti proudu se mo-
hou &ftit bud kontinudlnim rustem porostu (coz nebyvé prilis efektivni) nebo obc¢asnym
dalkovym transportem za pomoci néjakého externiho vektoru, ¢asto zivocicha (typicky
ptéka, , ). Vodn{ prostiedi tak tvoif sit jednosmérnych cest (

17



18 KAPITOLA 1. UVOD

, ; , ), pricemz §ifeni mezi jednotlivymi toky nebo v pro-
tisméru (proti proudu) v rdmci jednoho toku je pro rostlinu relativné obtizné (pokud
nejde o primarné zoochorni nebo anemochorni druh, u nich je v tomto ohledu situace jed-
nodussi, , ). Voda navic od rostlin vyzaduje specialni adaptace na snizenou
moznost vymény plynu, na hrozbu anoxie, na mozné velké zmeény v prostedi (disturbance,
vyschnuti, ...) apod ( , ). Na druhou stranu zpravidla nenuti rostlinu inves-
tovat do opérnych pletiv a do urc¢ité miry chrani pred UV zarenim poskozujicim DNA.
V prostiedich fi¢nich systému si muzeme klast fadu otazek. Napt.: Je vétsi geneticka va-
riabilita na hornfm nebo na dolnfm toku? Sfff se rostliny vyhradné ifénf siti nebo i mezi
jednotlivymi toky? Jsou od sebe povodi ostie geneticky oddélené nebo mezi nimi dochéazi
k vyméné diaspor ( , : , : ,

)? Podili se na transportu semen vodni ptéci ( , : ,
: , )7 A mnohé dalsi.

Fylogeografie prindsi spoustu informaci o (roz)sifeni rostlin a vodni rostliny mj. i diky
své relativni neprobadanosti slibuji fadu objevi. Jako modelovy druh jsem si pro svou
praci vybral stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm., , ; , ,
obr. 1), ktery je svym zivotnim cyklem vézan na vodu ( , ), diky cemuz
je vhodnym modelem pro studium obecnéjsich procesu $iteni vodnich rostlin v fi¢nich
systémech. Jeho studiem tak mame Sanci dozvédét se néco obecnéjsiho o fungovani ekolo-
gicky srovnatelnych druhu na krajinné drovni. Stulik zluty je u nés rozsiten roztrousené,
vyskytuje se hlavné v nizinach, v malych i velkych fekach a v okolnich tunich (

, ; , , obr. 3.1). Pro stulik jsou navic k dispozici mikrosa-
telitové ( , ) jaderné primery ( , ), diky cemuz
méame k dispozici mimofadné kvalitni a spolehlivy néastroj ( , ) k od-
haleni ptibuznosti mezi studovanymi jedinci a tak k zodpovézeni polozenych otézek (viz
déle).

Jako doplnkové studie slouzi analyza kli¢ivosti semen a oddenkovych tlomk, o kterych
se predpokladd, ze mohou hrat urcitou roli v sifeni stuliku zlutého ( , ). Pomoci
analyzy mikrosatelitu muzeme odhalit klondlni jedince v ruznych populacich a odhadnout
tak miru vegetativniho $ifeni mezi populacemi (napf. , ). Tato otazka
je bez technik analyzy DNA prakticky nezodpovéditelnd ( , ).

Préce navazuje na praci ( ), kterd se zabyvala §ifenim stuliku
zlutého v fiénim systému Cidliny, Mrliny a prilehlych casti Labe. Pro svou praci mam
kromé dat z ( ) navic k dispozici data z ostatnich éasti CR (Jizni
Cechy, Berounka, Ohie, Morava) i ze zahranici.

1.1 Otazky

K dispozici jsou vzorky ze 66 populaci stuliku zlutého z celé CR a po jedné populaci
z Belgie, Némecka, Slovenska a Litvy. Celkem je k dispozici 528 vzorku jedincu analy-
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zovanych mikrosatelitovou analyzou. Cilem prace bylo ziskat informace o fylogeografii

stuliku zlutého v rémci Ceské republiky a zodpovédét nasledujici otézky:

1.

2.

Jaka je genetickd struktura vybranych populaci? Kolik je tam klonu?

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

Lisi se geneticky populace stuliku zlutého v jednotlivych oblastech (Polabi, Jizni
Cechy, Odra, Jizni Morava, ...) CR? Jde o rozdily jak v hydrologicky izolovanych
timofich (imofi Severniho, Baltského a Cerného mote) tak v jednotlivych (po-
tencidlné spojenych) rekéch.

Dochézi k transportu diaspor mezi povodimi (Odra, Morava a Labe), anebo jsou
povodi striktné oddélené? Muzeme v ruznych oblastech najit identické (nebo velmi
podobné) jedince? To by znamenalo doklad délkového siteni.

Jaky je vztah geografické vzdalenosti mezi jedinci a genetické podobnosti jedincu?
Na jakou vzdélenost jsou jesté jedinci pozitivné autokorelovani (na jakou vzdalenost
se stulik zluty $ifi semeny)? Dochézi u stuliku zlutého ke genetické izolaci geogra-
fickou vzdalenosti?
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Kapitola 2
Literarni reserse

!'se vynoiuje fada tivah bilancujicich co vSechno

V roce dvou kulatych vyroéci slavného génia
dal véde, co uz védeél a v éem se mylil. ( ) se v kapitole o geografickém rozsiteni
zabyval mj. problematikou siteni sladkovodnich organismu. Udava piiklady ryb, korysu
i vodnich rostlin (mezi nimi i stuliku), které maji siroké rozsiteni jak v rdmci ,ostrova“
vody na pevning, tak na vzdalenych oceanskych ostrovech. Uvazuje o zménach toku fek,
povodnich, sifenim vodnimi ptaky i napf. Sifenim podél antarktického pobiezi béhem tep-
lejsich obdobi(!). Uvazuje o moznostech organismu sifit se (jak jsou adaptovany), o dopadu
dob ledovych apod.”? Nyni mdme konecné v ruce technologie umoziujici ndm fadu z jeho
otazek zodpovédet, ovérit jeho zavéry a posunout lidské poznéani zas o krok dél. Darwinovy
uvahy byly v principu spravné. Dlouho ale chybél novy impuls, ktery by badani na poli
siteni organismu posunul dal. Tim nejnovéjsim je vyuziti informace ulozené v DNA.

2.1 Biogeografie

Biogeografie (nauka o sifeni a rozsifeni organismu) nebyla dlouho fazena mezi védu,
protoze se zabyva jak obecnymi opakujicimi se procesy, tak neopakovatelnymi histo-
rickymi udalostmi. Sffeni mezi ostrovy se sice opakuje stéle podle stejného obecného
vzorce, ale Darwinovy pénkavy na Galapagach vznikly praveé a pouze jednou a tato udalost
je v presné stejné podobé principidlné neopakovatelna ( , ;
, 1998).

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

vvvvvv

historické nebo ekologické a fyziologické?

1200 let od narozeni Charlese Roberta Darwina a 150 let od prvnfho vydani jeho pielomové knihy
On The Origin of Species. . . (posledni cesky pieklad ).
2Nebyl jediny, kdo takto uvazoval, vyznamny byl piinos napi. Alfreda Russella Wallace ( ,
), ktery je obecné povazovén za zakladatele biogeografie.
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Ekologicky pristup nam muze odpovédét na otazku, jak dnes studované druhy mohou
v daném uzemi spolu zit a jaké jsou mezi nimi vztahy. Historicky pfistup ndm fekne proc
tam dané druhy jsou ¢i nejsou (zatim se ,,jen “ nedositili, vyhynuli pii néjaké pohromé, .. . ).
To ale neni jednoduché: spoleény (velmi ¢asto vyhynuly) predek a jeho rtznymi peripeti-
emi se §itici potomci se dokazuji jen velice obtizné.

Moznym fesenim tohoto problému je fylogeografie (viz téz kap. 2.2 na str. 27,

, ) vyuzivajici tzv. molekuldrnich markeru k nalezeni genové variability na sirsi
casoprostorové skale. Muzeme tak objektivizovat nase historickd zkoumani: zivé orga-
nismy si ve své DNA nesou stopy své vlastni minulosti a molekularni techniky nam je
umoznuji studovat. Pro ucely studie si ur¢ime soubor studovanych jedincu, a nasledné po-
moci molekuldrné-genetickych metod zjistujeme pifbuzenské vztahy mezi témito jedinci.
Nalezenim geneticky podobnych jedincu (genovych linif), tvorbou tzv. fylogenetickych
stromu zobrazujicich pribuzenské vztahy, nehierarchickym rozdélenim jedincu do skupin
podle jejich pribuznosti a porovnanim s jejich geografickym rozsifenim se tak muzeme po-
kusit rekonstruovat historickou migraci, odlisit jednotlivé migracni proudy a zjistit, které
lokality spolu migracné souvisi ( , ). Molekularni markery poméhaji osvétlit me-
chanismy a logiku Sifeni a rozsiteni rostlin v krajiné, coz ma i veliky prakticky vyznam.
Od pochopeni obecnych mechanizmu Siteni rostlin (pak vime, kam povedou nase — i ne-
chténé — zasahy do zivotniho prostiedi) pres ochranu vzacnych druhu po potlacovani
téch invaznich.

2.1.1 Biogeografie a vodni rostliny

Vyssi rostliny se vlastnimi silami z mista na misto zpravidla nepohybuji a ve svém siteni
z mista svého rustu jsou odkézany na vitr (anemochorie), vodu (hydrochorie), zivocichy
(zoochorie) nebo lidi (antropochorie), viz ( ). Obvykle se nesiii celd rost-
lina, ale jen urcitd rozmnozovaci ¢éstice (diaspora, propagule): vegetativni tlomek nebo
specidlni ¢astice (turiony, ...) nebo generativné (pohlavné) vzniklé semeno ¢i plod (

, ). K tomu maji rostliny fadu specialnich adaptaci. Napf. semena prenasend
vodou byvaji plovatelna, schopna vyklic¢it i v anoxickych podminkach a kli¢iva alespon
nékolik let.

Studiu (roz)sireni rostlin se vénuje fytogeografie. V ni zaujimaji vodni rostliny pomérné
specifické postaveni. Sladkovodni cévnaté rostliny maji (patrné mj. diky casté schop-
nosti klonalntho rozmnozovani) velice siroké az (sub)kosmopolitni areédly. Takovy siroky
vyskyt je ¢astéjsi na severni polokouli (cirkumboredlni druhy), ale nékteré invazni druhy
(napt. Elodea) jsou giroce rozsifené i na jizni polokouli ( , : ,

).

Naproti tomu jejich taxonomické bohatstvi je omezené ( , ). Moznou
pric¢inou je, ze vodni rostliny jsou casto morfologicky redukované, coz (klasické) taxo-
nomické hodnoceni ztézuje. ( ) ukdzal, ze — prekvapivé — v mirném pasmu
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je vétsi diverzita vodnich rostlin nez v tropech?®, avsak pfiznava, ze z tropickych oblasti
mame nedostatek taxonomickych udaju.

Zpisoby studia Sifeni rostlin

Sifeni rostlin lze obecné studovat nékolika zakladnimi, principidlné odlisnymi, piistupy,
které se mohou vzajemné vhodné dopliovat:

1. Pfimym sledovanim diaspor béhem procesu Siteni od rodi¢u po semenacky. Tato
metoda je velice obtizna (i kdyz teoreticky nejlepsi). Vétsinou se pouzivaji umélé
ozna¢ené nahrazky semen, které se vypusti do vody (napf. , ;

, ) a pak se sleduje jejich depozice.

2. Zachycovanim semen do pasti a zkoumanim jejich slozeni v zavislosti na charak-
teristikdch toku a okolnich spolecenstvech (napf. , ). Nevyhodou v tomto
pripadé je, ze pokud pouzijeme jen pasti, nezjistime zdrojové jedince, ze kterych
pochézi zachycena semena.

3. Matematickymi modely (napf. ) ). K tomu, abychom je
mohli vytvorit, musime mit minimalné nékteré idaje z ostatnich ptistupu ke studiu
Siteni rostlin. Potom muzeme vyuzit model napi. k predikci sifeni dalsich druhu,
které maji obdobnou ekologii jako druhy, jejichz charakteristiky byly pouzity pii
tvorbé a kalibrovani modelu (viz napft. , , porovnavajici dva odlisné
pristupy k testovani modelu siteni semen Prunus serotina v podrostu borovicového
lesa: genetické studie a mechanistické modely zalozené na pohybu lehkych plodu
ve vzduchu sledovaného pomoci pasti).

4. Vyuziti technik studia DNA nam umoznuje ziskat informaci o ptibuznosti studo-
vanych jedincu, kterd je jinymi metodami nedostupna. Tyto techniky lze pouzit
na ruznych ¢asoprostorovych skéldch (od rozpadu Gondwany a studia rozsiteni

a piibuznosti ddvnych linif ( , ) po sledovani préve
probihajici invaze ( , )) a muzeme pomoci nich tvorit a testovat hy-
potézy o sifeni a rozsireni rostlin ( , ). Jde o nepiimou metodu

(na rozdil od bodu 1 a 2) zobrazujici variabilitu nasbiranou za celou dobu existence
studovaného systému.

2.1.2 Vyuziti molekularnich markert, fylogeografie

Fylogeografie ( , ) vyuziva postupu kladistické systematiky a dalsich disciplin
a snazi se s jejich pomoci studovat iteni a rozsiteni organismu. Pro fylogeografické stu-
die se vétsinou pouzivaji tzv. nekdédujici tseky DNA, které nejsou primo prepisovany
do proteinu. Zvlasté vyhodné je pouziti tzv. neutrdlni DNA, kterd (podle souc¢asné trovné

30becné m4 vétsina skupin organismi vétsi biodiverzitu v tropickych oblastech ( , ).
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poznani) neni pod selekénim tlakem a mohou se tam hromadit mutace, které obvykle ne-
maji negativni dopad na fitness svého nositele ( , ). Pro fylogeografické analyzy
se vétsinou pouzivaji introny (tseky DNA vmezefené mezi exony kédujici ¢asti proteinu),
které nejsou prekldddny do proteinu ( , ). Jinou moznosti je pouzit tech-
niky jako AFLP ( , ), které ukazuji variabilitu z ndhodnych mist celého
genomu.

V soucasnosti se zd4, ze podstatna ¢ast téchto nekédujicich useku je puvodem tzv. pa-
razitickd DNA: ruzné transpozony, replikony, pozustatky retroviru. Jejich funkce v or-
ganismu je stale nejasna. Tyto useky vykazuji vysokou mutabilitu a v urcitych castech
genomu se §iff. Obsah takovéto ,neuzitecné“ DNA béhem evoluce roste ( , ).

Nejcastéjsim a , klasickym* (napf. , , a dalsi) molekularnim marke-
rem pouzivanym v fadé analyz je chloroplastovd DNA (cpDNA , ;

) ). Chloroplastova DNA je obvykle pomérné konzervativni a chloroplastové mar-
kery nebyvaji prili§ variabilni, proto se pro studie na mensi ¢asoprostorové skale casto
pouzivaji variabilni markery jako AFLP nebo mikrosatelity (viz déle). Vyhodou AFLP
je, ze nepotfebujeme zadnou predchozi znalost o genomu studovaného druhu, mikrosa-
telity jsou na druhou stranu kodominantni, diky ¢emuz muzeme rozlisit heterozygoty
od dominantnich homozygotu ( , ). Jelikoz pro stulik jsou k dispozici
mikrosatelitové primery ( , ), pouzil jsem tuto metodu.

Mikrosatelity (SSRs)

Mikrosatelity (SSRs, Simple Sequence Repeats , ;

, ; , ) jsou velmi variabilni kodominantni markery. Davaji
nam dostatek variability i pro populaéni studie na mensi ¢asoprostorové urovni a diky je-
jich kodominanci muzeme rozlisit heterozygoty od dominantnich homozygotu. Jde o kratké
(1-6 bp) mnohokrat se opakujici sekvence DNA (napf. ... ATATATATATAT...). Jednot-
livé alely jsou pak urceny délkovym polymorfismem (poctem opakovani dané repetice
v ramci alely), ktery odhalime oddélenim alel pomoci elektroforézy a vizualizaci prouzku.
Jejich nevyhodou je — na rozdil od napi. AFLP (kde nepotiebujeme zadnou predchozi
znalost o studovaném genomu) — nutnost pripravit pro kazdy studovany druh sadu spe-
cifickych primert, jejichz izolace a priprava je pomérné narocna.

Mikrosatelity jsou vysoce specifické, polymorfni a vyskytuji se v celém genomu (spise
v nekddujicich oblastech). V pifpadé rostlin se pouzivaji bud jaderné nebo plastidové
mikrosatelity ( , ). Vykazuji velkou mutacni rychlost (jaderné 10731075
na lokus za generaci) a vznikaji prevazné , sklouznutim“ DNA polymerédzy pii kopirovéni
DNA. Pro stulik ( Nuphar, Nymphaeaceae) publikovali primery pro amplifikaci polymorfnich
mikrosatelitovych lokusu ( ). Jsou amplifikovany nejen ve druhu Nuphar
lutea, ale podle autoru i v dalsich zastupcich rodu.
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Statistické zpracovani dat

Ziskana molekularni data sama o sobé na polozené otazky neodpovi. Je potieba je analyzo-
vat vhodnymi matematickymi metodami. K zakladnimu popisu populaci patii ocekavana
a pozorovana heterozygosita, pocty a frekvence alel. Genetické vzdélenosti mezi jedinci
analyzovanymi pomoci kodominantnich markeru se bézné urcuji napt. pomoci parové ge-
netické vzdalenosti Nei’s chord distance ( , ) vychézejici z frekvence sdilenych
alel. Matice parovych genetickych vzdélenosti slouzi jako zakladni datovy soubor pro dalsi
analyzy. K popisu rozdéleni genetické variability v rdmci populaci a mezi populacemi
a oblastmi se jako nejvhodnéjsi jevi analyza molekuldrni variance (AMOVA,

, ) a F-statistika ( , ) pocitand jako Fgp-like na zdkladé
podilu shodnych alel ( , ) nebo Rgr-like na zékladeé ¢tverce rozdilu
v délkach alel ( : ). AMOVA a F-statistika globdlné fika jak moc

jsou jendotlivé populace izolované, jaka je mezi nimi komunikace a jestli nejsou v néjaké

populaci fixované néjaké alely nebo naopak jsou vSechny alely vSude. U mikrosateliti

zname dosti presné mutaéni model (stepping stone, , ), coZ nam

umoznuje pracovat primo s délkami alel. Rgp-like varianta AMOVA je urcena pro mikro-

satelitova kodominantni data, nicméné s velkym poctem velmi vzacnych alel lisicich se jen

o nékolik opakovani muze nékdy dévat zavadéjici vysledky ( ,
: , 2002; , 1989; , 2005).

Prostorové vztahy mezi jedinci (a populacemi) lze zobrazit pomoci mnohorozmérné
techniky PCoA (principal coordinate analysis), kterd redukuje puvodni n-rozmérny hy-
perprostor molekuldrnich znakt do obvykle 2 nebo 3 rozméru. Jinou moznosti jak dete-
kovat vztahy mezi populacemi je Bayesianské shlukovéni ( , ;

, ). PCoA a Bayesianské shlukovani jsou nehierarchické metody. K zob-
razeni hierarchickych vztahu lze vyuzit shlukovaci metody jako Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic mean (average linkage method, UPGMA). Pokud je ale mezi-
populaéni struktura relativné slabd, tyto metody jsou nepouzitelné, nebot ¢asto dochdzi
béhem vypoctu k situaci, kdy je nékolik moznych feseni stejné dobrych a algoritmus se pak
nemuze relevantné rozhodnout. Takové vétve pii testovani (napf. bootstrapem) kolabuji
do polytomii. To je duvod proé¢ hierarchické znazornéni vztahu mezi jedinci ¢ popula-
cemi s vyuzitim shlukovacich metod ¢asto neni viubec pouzito. Ke zjisténi vykazuje-li
studovany druh genetickou izolaci geografickou vzdélenosti (isolation by distance) slouzi
metody analyzy prostorové autokorelace (do jaké geografické vzdalenosti si jedinci jsou
signifikantné geneticky podobni, , ). Vysledky téchto analyz lze
zobrazit napf. v prostiedi geografickych informacnich systému.

Klonalita, vodni rostliny a mikrosatelity

Klonélni rozmnozovani je ve fylogenetickém stromé cévnatych rostlin rozmisténo nerov-
nomérné. U nahosemennych je velice vzacné, u krytosemennych se vyskytuje s ruznou
intenzitou naptic¢ liniemi. Obecné se predpoklada, ze klonalni rozmnozovani je evolucné
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puvodnéjsi a pomaha rostlindm vyrovnat se se stresujicimi podminkami vnéjsiho prostiedi
( , : , ). Mezi vodnimi rostlinami je velké mnozstvi
druhu, které se rozmnozuji z vetsi ¢asti klondlne ( , ). Zastoupeni klonalniho
rozmnozovani je mezi vodnimi rostlinami vyssi nez mezi suchozemskymi. To, Ze jsou vodni
rostliny klondlni jim umozinuje snadné siteni na velkém tizemi. Druhy, které jsou schopné
se rozmnozovat klondlné pomoci vegetativnich dlomku (Elodea, Myriophyllum, ... ), byvaji
siroce rozsitené az (sub)kosmopolitni a maji zna¢ény invazni potencidl ( , :
Y )'

Ohledné miry klonality v rdmci populaci se zdvéry délaji jen obtizné, nebot jde o dru-

hové a mistné specifickou zalezitost. Nékteré druhy tvori velké populace slozené z nékolika

klonu (napf. , : , ), jiné vykazuji jen nizkou miru klona-
lity (napf. , ). Fylogeografické studie se mirou klonality zabyvaji je
VZacné. ( ) ukdzali, Ze mira klonality i celkové genetické struktury v ramci

i mezi populacemi je v obou studovanych tekach odlisna a zélezi spiSe na charakteristikach
danych tek (jak prihodné podminky mé druh pro klondlni rozrusténi). Vegetativni Sifent
v ramci fek bylo velmi malé. Nelze tvotit obecné zavéry: mira klonality studovanych popu-
laci zavisi na druhu i na lokalité a je velmi variabilni (napf. , ;

, ; , : , ). Detekce klonu je sama
o sobé problematickd zdlezitost ( , ; , ). Pouzity
molekularni marker musi byt dostatecné variabilni, ale u ptilis variabilniho markeru hrozi
riziko somatickych mutaci. Mikrosatelity jsou pro tento 1ucel dostatecné variabilni (

, ). Pravdépodobnost toho, ze dva jedinci se stejnym genotypem nejsou

klony, ale ziskali shodné genotypy ndhodou lze testovat ( , ).
Mikrosatelity k tispésné detekci klonu ispésné pouzili napf. ( );

(2008).

2.1.3 Postglacialni historie

Klasickym fylogeografickym problémem je (post)glacidlni historie organismu (
, ). Evropa byla naposledy zalednéna pred asi 18 000—20 000 lety ( ,
) a obecneé se soudi, ze vétsina rostlin a zivocicht se stdhla do refugii na jihu (Balkén,
Apeniny a Ibersky poloostrov). Zpét na sever se rostliny zacaly vracet pred asi 13 000 lety,

ale vratila se jen mald ¢ast alelické a taxonomické variability ( , )
Tyto otazky se nejcastéji fesi na stromech a rostlindch rostoucich ve vysokych horach
a na severu Evropy (viz napf. , : , , a dalsf).

Ponékud opomijenou skupinou jsou v tomto ohledu vodni rostliny, o kterych je rela-
tivné mélo studif (ale viz napf. , : , , a dalsi).
Maji silnou ekologickou vazbu na své prostiedi a $ifi se hydrochorné ( , )

pasivné unaseny vodou (napf. , : , :

4Evropa tak byla ochuzena o mnoho tfetihornich druh@ a linii, které dnes rostou ve vychodni Asii,
severni Americe a piipadné na Kavkaze a ve Stfedomoii (Pterocarya, Ginkgo, ...).
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, ) nebo dalkovym transportem (napf. za pomoci ptéku, , :

, ). Diky své ekologické vazbé na vodni prostiedi jsou vhodnou

modelovou skupinou pro pochopeni migrace a rozsifeni i jinych vodnich organismu (viz

napr. , : , : , : , ): na nich
ziskané vysledky mohou mit Sirsi obecnéjsi platnost.

Mezi vyjimky patii v této oblasti préace ( ) zkoumajici po-
moci PCR-RFLP postglacialni historii jedno- a dvoudomych populaci Sagittaria latifolia
ve vychodni ¢asti Severni Ameriky. Glacidlni refugia byla pravdépodobné na jihovychodé
(jen tam se vyskytovaly vSechny haplotypy). Ve dvoudomych populacich byly nalezeny
jen 4 haplotypy a 94 % individui mélo jen 1 haplotyp.

P~

2.2 Fylogeografie, vodni rostliny a fiéni sit

Reky jsou strukturovany a rtznorody systém pro studium transportu gentl. Reky fun-
guji v krajiné jako koridory (nejen pro vodni rostliny) i bariéra ( , ).
O vodnich rostlindch se obecné predpokldda, ze se z velké ¢asti st prave fekami (hyd-
rochorie, , ): feka tak pusobi jako sifici koridor, ktery je navic jed-
nosmérnym tokem vodniho proudu smérové polarizovany (viz napft. ,
; , ). Predpoklada se, ze sifeni proti proudu je zajisténo relativné
vzacnymi uddlostmi transportu propaguli zvitaty (viz napf. , ,
zamétujici se na vodni ptaky). V takovém prostiedi vyvstava rada otdzek: Kde je vétsi
genetickd variabilita? Na hornim nebo dolnim toku? Jaky je charakter sifeni rostliny
v f{énim systému ( , )? Jaké abiotické a lidské zdsahy maji vliv
na rozsiteni vodnich rostlin ( ) )? Sfif se rostliny vyhradné Fieni siti nebo
i mezi jednotlivymi fekami? Jsou od sebe povodi ostie geneticky oddélené nebo mezi nimi
dochézi k vymeéné diaspor ( , : , :
, )? Podili se na transportu semen vodni ptéci ( , :
, ; ; )?
Vétsina studii zabyvajicich se fylogeografii vodnich rostlin odhalila délkové Siteni
daného druhu (napf. , : , : , :
, ; , ; , ; , , a dalsi).
Jeho vylouceni je vzacné (napf. : ; , ). U nékterych druhu
bylo omezené na kratsi vzdédlenosti (napf. , : , ;
, ; , , a dalsi). Studie, které se zabyvaly
i sifenim mezi fekami jej zpravidla — alespon v malé mite — potvrdily, nicméné idaju
stale neni dostatek (napf. , : , :
, ; , ). Genetické odlignosti hydrologicky oddélenych
Ficnich systému se zpravidla vysvétluji genetickym driftem (napf. , ).
Velka nejednotnost panuje v roli vegetativniho délkového siteni a pfevahy jednosmérného
Siteni po proudu.
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Geneticka diverzita v dolnich ¢astech idoli muze byt vyssi nez v hornich ¢astech toku
( , ). Topologie tiéniho systému tak ovliviiuje genetickou diverzitu a jeji
rozlozeni. ( ) zjistili, ze populace Hibiscus moscheutos, které
tésné souvisi s vodnim tokem, a jsou tudiz ¢asto a snadno zasobovany semeny z popu-
laci lezicich proti proudu, se geneticky prili§ nelisi. Geneticky vice odlisné byly populace
od toku vzdaleng¢jsi, bez tak castého prisunu nového genetického materidlu — diaspor
z jinych populaci. Naproti tomu ( ) zkoumali populace hydrochorné
se §iticitho amazonského stromu a vliv hydrochorie na genetickou strukturu neprokazali.
Pro vysvétleni rozdilnosti v pozorovanych charakteristikach je potifeba dostatek informaci
o ekologii studovanych druht a o krajiné (historie, ...), kde druh roste.

Neobvyklé vysledky predstavili ( ) zkoumayjici vzacnou austral-
skou vodni rostlinu Helmholtzia glaberrima (Philydraceae). Zjistili, ze jeji vyskyt koreluje
s ur¢itymi charakteristikami vodniho toku (nadmoiskéd vyska, srdzky apod.), ale gene-
tické rozdily mezi populacemi neodpovidaji geografickému rozmisténi populaci. Dochazi
k neocekdvanému siteni diaspor nezavislému na vodnim toku. AC je rostlina vazéna
jen na pomeérné specifické habitaty, geografie tizemi nemda na jeji genetickou strukturu
vyznamneéjsi vliv.

( ) se zabyval sftenim Nuphar lutea (mé prakticky neplavajici semena), Sparga-
nium erectum (semena plavou; oba druhy jsou hydrochorni), Typha latifolia a Phragmites
australis (oba druhy jsou anemochorni) v fiénim systému Cidliny, Mrliny a ptilehlych
¢asti Labe. Cilem prace bylo ur¢it miru (vegetativniho) dédlkového siteni, zda je vetsi
geneticka diverzita na dolnim nebo na hornim toku a v jaké miie dochazi k siteni mezi
jednotlivymi fekami. Jednozna¢éné potvrdil, ze feka je pro vodni rostliny dulezitym mi-
gracnim koridorem (ve velkych vzdalenostech byli nalezeni geneticky velmi podobni je-
dinci, jedinci byli pozitivné autokorelovani az do vzdalenosti 30 km). Mira hydrochorie
a plovatelnosti semen ma velky vliv: hydrochorni druhy migrovaly prvoradé podél vodniho
toku (v nizsich ¢astech toku byla vétsi genetickd diverzita). Druhy s 1épe plovatelnymi
propagulemi se §itili na vétsi vzdéalenosti.

Vétsina praci je omezena na relativné malou oblast nebo jeden tiéni systém. Préace
pokryvajici rozsdhlejsi izemi jsou vzécné. Relativné malo se vi o dalkovém transportu
propaguli vodnich rostlin v rdmci jedné feky i mezi povodimi. Nejasnosti panuji i o mite
klonality v ramci populaci vodnich rostlin. Tyto otazky, o kterych se toho stéle prilis nevi
jsou hlavni oblasti, kterym se ve své praci (v navaznosti na , )
veénuji.

2.2.1 Antropogenni vlivy

Na rozsiteni vodnich rostlin maji zjevny vliv lidské aktivity, zvlasté lodni doprava, apravy
tokt a budovani piehrad, eutrofizace vod a zmény chemismu ( , ; ,

). Déle ma ¢lovék nepiimy vliv prostfednictvim ovlivnéni pocetnosti a chovéni ptaku
aryb. ( ) srovnavali ddnské nizinné vody na konci 19. a 20. sto-
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leti®. Ke konci 19. stoleti byl stulik Zluty zaznamendn v mnoha jezerech, po 100 letech jen
v fekdach dolu po proudu a jeho populacéni stavy celkové poklesly. Proti proudu (do ek
pritékajicich do jezer) se vibec nerozsitil. ( ) zkoumali vliv prehrady
T¥i soutésky na fece Jang-c’-tiang na &ffeni pylu a semen Viter negundo (Verbenaceae).
Prehrada velmi ué¢inné brani sifeni semen, avsak ne pylu (ten se $iif na velkou vzdalenost),
¢imz se méni charakteristiky genetické struktury i rozsiteni samotného druhu.

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

Jako modelovy druh byl pro tuto studii vybran stulik zluty (Nuphar lutea (L.) Sm.,
viz obr. 1 a 3.5), protoze je to relativné bézna vodni rostlina (hydrofyt) rostouci ve sto-
jatych az mirné tekoucich vodach (mé& pomérné sirokou ekologickou amplitudu) a svym
zivotnim cyklem je plné zavislda na vodé. Kotfeni v bahnitém nebo piskovém substratu

( , ; , ). Rozmnozuje se jak klondlnim rustem, tak pohlavné
( , ; , ; , ). Je opylovan hmyzem, ale
muze se i samosprasit ( , ). Kvét se po opyleni ponoii a plod ve vodé
dozraje po asi 6 tydnech ( , ). Je siroce rozsiteny v celé Evropé. U nés se vy-

skytuje zvlasté v Polabi, v jihoceskych panvich, na Jizni Moravé a na mnoha dalSich
lokalitach ( , ). Jsou pro néj dostupné mikrosatelitové jaderné primery (

, ), diky kterym mame k dispozici jeden z nejlepsich molekuldrnich markeru
pro studium genetické struktury populaci i pro fylogeografické studie ( ,

).

M4 houzevnaté oddenky nepatrné zplostélé a seshora nazelenalé, dole sinale zluté,
pokryté jizvami po odpadlych listech ( , ). Oddenky mohou byt tlusté az pres
10 cm. O oddenkovych ulomcich stuliku se bézné uvazuje jako o mozném dispersnim agens
(zvlasté po jarnich zéplaviach a podobnych disturbancich , ; ,

). Ulomené kousky rostlin mohou odplavat po proudu a pokud se zachyti na vhodném
misté, muze z nich vzniknout novy jedinec.

Plod (bobule) ma duznatou sténu, kterd casem zeslizovati a rozpadne se.

( ) ukdzali, Ze semena se ve vodé §{i{ bud v plovoucich plodech nebo jako soucdst
mucilaginézni hmoty vzniklé z rozpadajiciho se plodu (perikarp se na bézi rozpadd) a sa-
motna plavou jen kolem 72 hodin. Semena maji téméf stejnou hustotu jako sediment
(prakticky neplavou, , ). Nezd4 se, ze by nizka plovatelnost semen
méla zasadni vliv na charakteristiku jeho rozsifeni (viz téz. , ).

Mnoho semen zustava dormantnich nékolik let, fadové tydny mohou prezit i mréz
( , : , ), kli¢i i ve tmé, ale mnohem lépe na svétle. Zda se,
ze etiolované listy muze produkovat az asi 4-5 m pod hladinou a vyrust tak z anaerobniho

5Za tu dobu se dramaticky zvysilo mnozstvi Zivin v krajing, pies 90 % toki bylo meliorovéno a zkriceno
a prudce pokleslo druhové bohatstvi. Takovyto scéndr miuzeme nalézt ve vétsiné Evropy a Severni Ameriky
(napf. ; ; ; ; , 2007).
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dna ke svétlu a vzduchu. Rozmnozuje se jak semeny tak (pfevazné) klondlnim rustem.
Podle ( ) je kolonizace holych habitatu extrémné pomald a stulik
se ve studovaném useku Rhony siti prakticky jen vegetativneé.

O jeho genetické struktute a poméru vegetativniho a generativniho rozmnozovani se
toho prilis mnoho nevi. ( ) odhalili v povodi Cidliny a Mrliny
a prilehlych castech Labe jen malo dokladu vegetativniho sifeni na dlouhé vzdalenosti.
Naopak se zdd, ze dulezitou roli hraje vegetativni Sifeni na malé skéle (v rdmci popu-
lace, , ; , ). O malo vetsi diverzita byla nalezena
v dolnich ¢astech toku, coz muze souviset s prisunem diaspor z mnoha ruznych piitoki.
Celkove se zdé, ze prevazuje sifeni fekou nad transportem mezi fekami (

). Prostorové autokorelace jedincu byla pozorovéna az do vzdélenosti témér

Y

30 km.



Kapitola 3

Metodika

3.1 Sbér vzorku v terénu

7 tzemi CR bylo odebrdno 489 vzorka ze 36 populaci stuliku zlutého (viz kap. 2.3
na str. 29, obr. 1, 3.5 a obr. 3.1 ukazujici jeho rozsiteni u nas a mapa na obr. 3.3 ukazujici
odebrané populace). Po jedné populaci bylo téz sebréno z vychodniho Slovenska (La-
torica), NP Auksaitijos (Auksaitija) ve vychodni Litveé, Seeburger See (vesnice Seeburg,
Dolni Sasko, Némecko) a z jihovychodniho okraje Bruselu (ficka Woluwe, Belgie, viz mapa
na obr. 3.4). Byla zahrnuta i data ze 30 populaci z povodi Labe z préce
( ). Pro tcely této studie byly nékteré ze 44 prostorové extrémné blizkych (a)nebo
malych populaci z prace ( ) slouceny do vyslednych 30 populaci. Slo
o populace 1-2, 3-5, 6-8, 9-10, 13-15, 21-24, 25-26, 28-29 a 30-31. Celkem bylo analy-
zovano 70 populaci (z toho 66 z CR). Byly zaznamenany soufadnice viech lokalit (pomoci
GPS nebo pozdéji ode¢tem z mapy). Mapa ceskych lokalit je na obr. 3.3 a zahrani¢nich
na obr. 3.4, jejich struény ptehled je v tab. 3.1 a podrobné;jsi informace na str. 111 v do-
datku A. Fotografie z lokalit jsou na http://botany.natur.cuni.cz/zeisek /galerie /lokality /.
Podle velikosti populace bylo na kazdé lokalité odebrano 2-25 vzorkua (vétsinou 10, viz
histogram na obr. 3.2 ukazujici poc¢ty jedincu v populacich) listu z ruznych jedinct. Shéry
na jednotlivych lokalitdch byly provedeny formou transektu podél biehu (v zévislosti
na dostupnosti vzorkil) a byly sbirdny malé ¢dsti mladsich listi o plose asi 10 cm?, které
byly uklddany do oznacenych pytliku se silikagelem (ten vzorky vysusil). Protoze stulik
méa dlouhé tapiky se vzplyvavymi listy, byl z kazdého trsu odebran jen jeden vzorek, aby
se tak, pokud mozno, predeslo odbéru vice vzorku z téze ramety nebo genety.

Udaje o rozsffeni stuliku zlutého v CR nejsou dostatecéné komplexni. Jako zdklad

pro ziskani prehledu lokalit byla pouzita mapa rozsiteni podle ( , obr. 3.1),
terénni ﬁdaje ( Y ) DA 27 ) ) Y ) ? PR R} )
a databaze ( ). Velmi cennd byla osobni a e-mailova sdélent

od RNDr. Lubomira Adamce, Ph.D. (Botanicky tistav AV CR Ttebon), Mgr. Rostislava
Cerného, CSc. (Katedra biologie PF JCU), Mgr. Anezky Elidsové (Katedra botaniky

31


http://botany.natur.cuni.cz/zeisek/galerie/lokality/

32 KAPITOLA 3. METODIKA

. 17 & y
3 & b b At L AR LM S S A M b
§== RN N R T

+ , -:'.I:.
r._l"_'J_i.._; N
OoAT S
R {"‘i‘ﬂ""n,i :
N ey
N
T le :
| A :—1_ B
o @
T
vl @
;,:, f_.__.l, © oo
g SRS
o T T e
..’: T_._ i "f.-/"|-"
138 ;
;

4 i b A
i by I;hs L I T R B 3 I I S T S R T
1 1" €3

72 Nuphar jutea {L} Sm. [ P R (VT TR O
Obrazek 3.1: Mapa rozsiteni stuliku zlutého v CR podle ( )

PrF UK), RNDr. Vita Grulicha, CSc. (PtF MU), RNDr. Jana Pokorného, CSc. (PiF
UK), Prof. RNDr. Karla Pracha, CSc. (Katedra botaniky PiF JCU), Mgr. Ladislava
Rektorise (Sprava CHKO Tieborisko) a Mgr. Katefiny Sumberové, Ph.D. (PiF MU), vée
z roku 2007. Préace zvlasté se starsimi literdrnimi tidaji byla pomérné problematicka, nebot
mnohé lokality postupem ¢asu doznaly fady zmén. Rada literdrné dolozenych populaci
nebyla na lokalitach viibec nalezena, nékteré lokality prakticky neexistovaly. Byl tedy
proveden pomérné podrobny pruzkum vytipovanych ficnich tuseku. Podrobnéjsi udaje
jsou v dodatku A na str. 111. Pokud neni vyskyt stuliku vétsi nez nékolik trsu uvedeny
ve vySe citované literatufe mezi analyzovanymi populacemi nebo zminén v dodatku A,
nemohu jeho udavany vyskyt potvrdit.

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

1. CHKO Poodri, populace Kr, Be a Ge

2. Stredni Morava, populace Ot, Pn, Ka, Uo, Uh a Mr

3. Jizni Morava (Dyje, soutok Moravy a Dyje), populace Br, Nz, Nj, Ne, Hr, Jl a Lp
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Histogram poctu jedinch v populacich
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Obréazek 3.2: Histogram poc¢tu jedincu v populacich. Méalo pfes 20 populaci (téméf 1/3) mé
5 a méné jedinct, vétsina jich ma velikost 5-10 jedincu.
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3.1.

SBER VZORKU V TERENU
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Obrazek 3.4: Mapa ukazuje, odkud byly sebrany zahraniéni populace stuliku zlutého (¢ervené
tecky). Od zapadu: (Bs): jihovychodni okraj Bruselu (ficka Woluwe, Belgie), (Se): jezero Se-
eburger See u vesnice Seeburg (asi 50 km vychodné od Goéttingenu, Dolni Sasko, Némecko),

(La): Latorica (jihovychodni Slovensko, pod jedinym slovenskym mostem pfes tuto feku)

a (Au): NP Auksaitija (Auksaitijos, vychodni Litva u méstecka Paluse). Ceské populace jsou
na obr. 3.3.

I

10.

11.

12.

13.

14.

. Luznice, populace NV, Nm, Du a Vy

Nezarka, populace HZ, DZ, ZL a Ls

Berounka (Ktivoklatsko), populace ZH, Cl, Zv a Ba

Ohfte (Karlovarsko), populace Ky, Nb a Ch

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

Mrlina a Labe, populace Ro, Nk, Ha, Ra, Pd, Po, Ny, Sm, VV, Ct, Sl a Ml
Cidlina a Bystftice, populace Lu, Zi, Zb, Ze, Lb, Li, Ko, Ks, Kc a SP
Horni Labe, populace N¢, RZ, Re, Tl a Kl

Slovensko (Latorica), populace La

Belgie (Brusel, Woluwe), populace Bs

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

Tabulka 3.2: Prehled lokalit stuliku zlutého. Viz téZz mapa na obr. 3.3 na str. 34. V prvnim
sloupci je zkratka populace, ve druhém feka, ze které dand populace pochazi, ve tfetim povodi
odpovidajici imoii (jsou hydrologicky izolovand — az na systém Dunaje, ktery zahrnuje jak
Moravu tak Tisu, nicméné pro potieby préce s témito daty je toto déleni vyhodnéjsi), déle je
jméno lokality, pocet vzorku a soufadnice v soufadném systému WGS84 (severni sitka a vychodni
délka) pouzivaném v GPS.

| Zkratka | Reka | Povodi [ Lokalita | Potet | WGS84N | WGSB4E |
Kr Odra Odra Kftivy rybnik 10 49,73856 18,15774
Be Odra Odra Svinovské tuné 10 49,80895 18,22394
Ge Odra Odra Gelnarovo jezero 9 49,75504 18,18225
Ot Morava Morava Otrokovice 5 49,18714 17,51081
Pn Morava Morava Pénné u Napajedel 5 49,15390 17,51419
Ka Morava Morava PR Kanada 10 49,10282 17,49297
Uo Morava Morava Uhersky Ostroh 10 48,98086 17,38349
Uh Morava Morava Uhersky Ostroh 10 48,98083 17,38033
Mr Morava Morava Veseli nad Moravou 2 48,96414 17,38004
Br Dyje Morava jezirko Bruksa nad Breclavi 10 48,76196 16,86837
Nz Kyjovka Morava nejzapadnéjsi most 10 48,65740 16,92614
Nj Kyjovka Morava nejjiznéjsi prutoény kandl 10 48,65689 16,93313
Ne Kyjovka Morava 2. nejjiznéjsi most 8 48,66327 16,93287
Hr Kyjovka Morava slepé rameno Hrazdéni 10 48,66233 16,99882
J1 Kyjovka Morava rozvétvena tun U Jeleni louky 10 48,69467 16,95529
Lp Kyjovka Morava mezi Jeleni loukou a Rozkem 10 48,68828 16,96087
NV Luznice Labe pod Novou Vsi nad Luznici 9 48,81701 14,93169
Nm Luznice Labe Novotecké mocaly a Rozvodi 4 49,49326 14,84896
Du LuZnice Labe U Dusdku 10 49,99971 14,83952
Vy Luznice Labe rybnik Vysehrad 10 49,03382 14,85255
HZ Nezarka Labe Horn{ Zd4r 10 49,11364 14,99508
DZ Nezarka Labe Dolni Zd'4r 10 49,10142 14,98995
ZL Nezéarka Labe mezi Dolnfm Zd'4rem a Horn{ Lhotou 10 49,09583 14,98417
Ls Nezédrka Labe Lésenice 10 49,07500 14,67149
ZH Berounka Labe mezi Zvikovcem a Hradistém 7 49,96718 13,71155
Cl Berounka Labe Cila 4 49,96440 13,73587
Zv Berounka Labe pod Zvikovcem 4 49,96031 13,69847
Ba Berounka Labe Zvikovec 9 49,96253 13,70153
Ky Ohfe Labe Kynsperk nad Ohi{ 9 50,12157 12,52502
Nb Ohre Labe Nebanice 9 50,11175 12,47201
Ch Ohfte Labe Chlumek 14 50,13323 12,56905
Pc Labe Labe Pocaply 3 50,52286 14,19848
RL Labe Labe Roudnice nad Labem 2 50,42848 14,26492
Kt Labe Labe Kostelec nad Labem 6 50,23765 14,59276
Pt Jizera Labe Podhradskd tun u Dalesic 3 50,46172 14,91231
Sj Jizera Labe tun Stard Jizera u Drazic 3 50,31346 14,84779
Gr Labe Labe kanal Grada u Celdkovic 9 50,16933 14,74695
Va Labe Labe tun Véaclavka u Celdkovic 11 50,17977 14,77232
Ce Labe Labe Celdkovice 6 50,16778 14,75253
Ro Mrlina Labe pod Rozd alovicemi 6 50,29294 15,17063
Nk Mrlina Labe Nové Zamky 3 50,27926 15,16045
Ha Mrlina Labe Havransko 8 50,22581 15,13593
Ra Mrlina Labe Rasovice 8 50,20426 15,11458
Pd Labe Labe Podébrady 6 50,14163 15,11629
Po Labe Labe mezi Podébrady a Nymburkem 10 50,18405 15,06563
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| Zkratka | Reka | Povodi | Lokalita Pocet | WGS84N | WGSB4E |
Ny Labe Labe Nymburk 6 50,18394 15,04223
Sm Javorka Labe Smidary 4 50,29455 15,48781
\AY% Cidlina Labe Vysoké Veseli 7 50,33783 15,42675
Ct Cidlina Labe Chotélice (u Smidar) 7 50,29990 15,47398
Sl Cidlina Labe Sloupno, Skiivany, Metlicany 11 50,25589 15,50420
Ml Cidlina Labe MIlékosrby 9 50,19466 15,49937
Lu Cidlina Labe Loukonosy 5 50,12333 15,42569
Zi Cidlina Labe Zizelice 3 50,13222 15,40181
Zb Cidlina Labe Zbran 6 50,14102 15,36578
Ze Cidlina Labe Zehunsky rybnik 2 50,14266 15,28977
Lb Cidlina Labe Libice nad Cidlinou 5 50,12228 15,17320
Li Cidlina Labe mezi Libici nad Cidlinou a Labem 25 50,12241 15,16174
Ko Bysttice Labe Kosicky 10 50,17630 15,54691
Ks Bystfice Labe okoli Kosicek 10 50,17540 15,56744
Kc Bystfice Labe Kosice 6 50,17615 15,53307
SP Bystrice Labe mezi Sobétusi a Popovicemi 2 50,25657 15,67880
Nc Labe Labe Neémcice 5 50,09522 15,80679
RZ Labe Labe Rosice-Zékouti 3 50,04289 15,72790
Re Labe Labe Recany nad Labem 2 50,04111 15,47834
TL Labe Labe Tynec nad Labem 3 50,03851 15,35943
Kl Labe Labe Kolin 6 50,02995 15,20801
La Latorica Tisa, Dunaj most pres Latoricu (Slovensko) 5 48,50043 22,04970
Bs Woluwe | Schelde (Selda) vychodni okraj Bruselu (Belgie) 15 50,83085 4,43382
Se Hahle Rhume Seeburger See (Némecko) 10 51,56377 10,15980
Au Nemen Nemen Auksaitijos (Auksaitija, Litva) 9 55,34853 26,07889

3.2 Klonalni struktura populaci

Cileny transekt na zjisténi klonalni struktury, pti kterém byly sebrany vzorky ze vSech
trst (ramet) byl proveden v populacich Libice nad Cidlinou (Li) a Chlumek (Ch, Ohfe).
V populaci Li bylo sebréano 25 vzorku, v populaci Ch 14 vzorku. V pripadé populace Li
Slo o delsi rovny tusek regulované teky, strmy bieh je zarostly kiovinami. Populace Ch
byla sbirdna v luznim lese z tuné (zjevné byvalé slepé rameno, pravdépodobné pravidelné
spojené s fekou, 5 vzorki) a z prilehlého dlouhého tizkého kandlu mifictho kolmo od feky
(9 vzorku). V Cidliné voda proudi pomérné rychle a teka je regulovand a udrzovana
(¢isténd), zatimco v tuni a kandlu na Ohfi je voda stojatd, tok je z nemalé ¢dsti nere-
gulovany a kolem se rozkldada obcas zaplavovany luzni les. Bieh je neupravovany, casté
jsou padlé stromy (a)nebo stromy a kefe rostouci ¢astecné ve vodé. Ty se odstranuji jen
z hlavniho koryta. Jde tak o ruzna, pro stulik zluty typicka, prostiedi.

Z ostatnich populaci bylo vétsinou sebrano vyrazné méné vzorkt, nez bylo trsu. Vzorky
z vétsiny trsu byly sebréany z populace Nb (Ohte, Nebanice). Pomérné dobrou predstavu
o genetické variabilité v ramci populaci predstavuji i populace Ls (Nezédrka, Lésenice), Br
(Dyje, jezirko Bruksa u Bieclavi'), Nz, Nj, Ne* a Lp (Kyjovka), ddle Gr (kanal Grada

!Jeden bieh podlouhlého jezirka je dobie pifstupny, ten byl prosbirdn viceméné cely, protéjsi strana
je husté zarostla rakosim, nepfistupna a z ni sbéry nejsou.

2Na rozdil od ostatnich populaci z Kyjovky §lo o rychle proudici vodu pod jezem. Ostatni populace
z Kyjovky byly sebrdny z pomalu tekouci feky nebo z pfilehlych tuni a ramen se stojatou vodou.
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Tabulka 3.1: Piehled analyzovanych populaci stuliku zlutého. V prvnim sloupci jsou povodi,
ve druhém jednotlivé feky, ve tfetim zkratky populaci z danych fek a v poslednim sloupci je pocet
vzorku z kazdé feky. Ceské populace jsou vidét na mapé na obr. 3.3, zahraniéni na obr. 3.4.
Podrobnéjsi informace jsou v dodatku A na str. 111. V rdmci CR byly sebrany vzorky z povodi
Odry, Moravy i Labe. Celkem bylo analyzovino 528 vzorki (z toho 489 z CR) ze 70 populaci
(z toho 66 z CR). Z préce (
z povodi Labe. Rozdéleni do geografickych oblasti je v seznamu na str. 32. Fotografie z lokalit

) bylo prebrano 156 vzorku (30 populaci)

jsou na webové adrese http://botany.natur.cuni.cz/zeisek /galerie /lokality /.

’ Povodi ‘ Reka ‘ Zkratky populaci ‘ Pocet vzorkua ‘
Odra Odra Kr, Ge, Be 29
Morava Ot, Pn, Ka, Uo, Uh, Mr 42
Morava Dyje Br 10
Kyjovka Nz, Nj, Ne, Hr, JI, Lp 58
Luznice NV, Nm, Du, Vy 33
Nezarka HZ, DZ, ZL, Ls 40
Berounka ZH, Cl, ZV, Ba 24
Ohfte Ky, Nb, Ch 32
Labe Labe Pc, Rl, Kt, Gr, Va, Ce, Pd, | 78
Po, Ny, N¢, RZ, Re, TL, Kl
Jizera Pt, Sj 6
Mrlina Ro, Nk, Ha, Ra 25
Javorka Sm 4
Cidlina VV, Ct, S, M1, Lu, Zi, Zb, | 80
Ze, Lb, Li
Bystrice Ko, Ks, K¢, SP 28
Latorica Tisa La (Slovensko) 5
Woluwe Schelde (Selda) | Br (Brusel, Belgie) 15
Hahle Rhume Se (Seeburg, Némecko) 10
Neman (Nemen) | Neman (Nemen) | Au (Paluse, Litva ) 9
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Obrazek 3.5: Ukdzky z lokalit, kde byl sbirdn stulik zluty. (A) tun u Staré feky (puvodni tok
Luznice) u samoty U Dusdku, 16. 8. 2007. (B) Kyjovka v obofe Soutok (soutok Moravy a Dyje)
u nejzapadnéjsiho mostu pres Kyjovku, 20. 8. 2007. Dalsi fotografie z lokalit jsou na webové
adrese http://botany.natur.cuni.cz/zeisek/galerie/lokality /.
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u Celékovic, Labe), Va (tin Vaclavka u Celakovic), Ko (Kosicky, Bystfice) a populace
z Berounky: Cl (Cili) a Ba, ZH a Zv z okoli Zvikovce, které ale byly celkové relativné
malé.
Vzhledem k vysoké specificité a spolehlivosti mikrosatelitu ( , ;
, ) a pravdépodobnosti toho, ze dva vzorky s identickym
genotypem jej ziskali jen ndhodou nezavisle na sobé, vzorky, které maji iplné stejné
alely ve vsech 10 lokusech mohou byt nazyvany , klony “. Klonalni jedinci a jedinci lisici se
o jednu alelu byli hleddni pomoci programu GenClone ( , ).
Stejny program byl pouzit i pro odhad pravdépodobnosti, ze dva jedinci s identickym
genotypem si nejsou pribuzni a maji stejné alelické slozeni nezavislym sexualnim procesem
(Psess , ). V8echny vypocty byly testovany 1 000 permutacemi.

3.3 Laboratorni zpracovani vzorku

Kompletni protokoly jsou v dodatku C na str. 117. Vzorky byly zpracovavany v la-
boratoii DNA Katedry botaniky Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze
(http://botany.natur.cuni.cz/dna/). Po vysuseni v silikagelu bylo asi 10 mg listti pouzito
k extrakci DNA metodou CTAB ( , ) a rozpusténo v 1xTE pufru.
Nasledné byla zméfrena koncentrace ziskané DNA na spektrofotometru BioPhotometer
(Eppendorf) a DNA byla dvakrat redestilovanou vodou (ddH,0) nafedéna na koncentraci
5 ng-ul=t.

Takto nafedénd DNA byla nasledné pouzita k polymerase chain reaction (PCR). Mi-
krosatelitové analyza byla provedena s vyuzitim PCR v objemu 10 ul (viz tab. C.3)
s 10 pary fluorescentné znacenych primeru ( , ), viz tab. 3.3). Forward
primery jsou znaceny tfemi fluorescenénimi barvami (HEX, NED a 6-FAM), 4. (¢ervend)
slouzi pro délkovy standard. Zprvu byla michana reakéni smés v objemu 6,75 ul ddH50O,
1 pl pufru pro RED Taq (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.), 0,15 ul forward a rewerse
primeru (forward primer byl fluorescentné znacen), 0,25 ul RED Taq DNA polymerézy
(Sigma) a 1,5 ul natedéné DNA. Primery mély koncentraci 25 ng-ul=t.

Pozdéji byla pouzivana predpripravena reakéni smés RedTaq ReadyMix PCR Reaction
Mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) v objemu 5 ul Reaction Mixu, 0,15 pl for-
ward a rewerse primeru (forward primer byl fluorescentné znacen), 3,2 ul ddH2O a 1,5 ul
naredéné DNA. Tento postup je prakticky stejny jako predchozi, je ale jednodussi, rych-
lejsi a predpripraveny kit je levnéjsi nez michani jednotlivych slozek. Bylo otestovano,
ze oba dva postupy déavaji shodny vysledek.

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

Byla provadéna zvlastni PCR s kazdym primerem zvlast. Tento postup byl spoleh-


http://botany.natur.cuni.cz/dna/

3.3. LABORATORNI ZPRACOVANI VZORKU

41

Tabulka 3.3: Piehled 10 pariu selektivnich jadernych mikrosatelitovych primerta pro zastupce

rodu Nuphar (

, ). V prvnim sloupci je jméno lokusu, ve druhém motiv opa-

kovéni (tandemovéa repetice na DNA), déle forward a reverse primer (sekvence kazdého péru

selektivnich primert). V poslednim sloupci je piistupové ¢islo z GenBank. Teplota annealingu

je pro vsechny primery 55°C (viz téz tab. C.3 na str. 120 popisujici prubéh PCR).

Lokus Motiv opakovani Forward primer
NL GA1 (GA)32 CTGAATATTAACCGATTAGCTCC
NL GA2 (GA)37 CTTTAGGAGGGTCTTTAGC
NL GA3 (GA)23 GTTGTAACGTAAATGCCGTC
NL GA4 (GA)23 GCTTCTCTCAGAACAATGGG
NL GA5 (GA)12 CCCGCCATATCTGATGAC
NL GAG6 (GA)11 GACGACGGAGTCAGTTCC
NL GA7 (GA)24 ATTTATTCCCAGCACTTTGG
NL GAS (GA)23 CATCTCAAATTCACATTCAGC
NL CA1 (CA)27 CTCAGAAACGAGGCTCTATG
NL TG/GA1 | (GT)8(TG)14(GA)9 AAGCAGCAGCAAAATTTGTA
Lokus Reverse primer Barva | GenBank
NL GA1 GCTTAGTGACTCAACCAGGTC | HEX | AF136638
NL GA2 CCAATCTCTAGTAGGAGGAGC | NED | AF135840
NL GA3 CTTGCCGATGAAACCCAT 6-FAM | AF136640
NL GA4 CCCTAGTTTGGAAGGGTTG HEX | AF136641
NL GA5 AAGTGGAGGGGACGAAAG NED | AF136642
NL GA6 GTTGAACAATTTGGGTGTTG | 6-FAM | AF136643
NL GA7 CTTGACATGATTTCTCTGAACC | HEX | AF137266
NL GAS GACTTGATAAGGTTGGTGAGG | NED | AF137267
NL CA1 TTTGGTTGGAAGACAAGAAG | 6-FAM | AF137265
NL TG/GA1 | TGTGCAAGTTACCTGTTTCC HEX | AF136639
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e/

zovany pomoci agarézové elektroforézy s pouzitim ethidium bromidu ke zviditelnéni DNA
v UV svétle specidlni kamerou Kodak Gel Logic 100. Pokud byly prouzky viditelné a byly
v pozici odpovidajici délkovému rozsahu alel, PCR fragmenty byly pfesrazeny se standar-
dem GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) a vizualizovany
s vyuzitim automatického sekvenatoru ABI 3100 Avant Genetic Analyzer nebo ABI 3130
Genetic Analyzer v sekvenacni laboratofi biologické sekce PTF UK (http://www.natur.-
cuni.cz/ seqlab /). Analyza na sekvendtoru ndm umoznuje dosdhnout mnohem kvalitnéjsich

v e s

na str. 119.

3.4 Vyhodnoceni primarnich dat

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

Pii sluc¢ovani mych vlastnich dat a dat z ( ) nastal problém
u lokusu GA1l a GA7, kde ( ) udavaji sudé hodnoty, zatimco ja
liché (viz tab. 4.2). Jde jen o technicky artefakt dany zaokrouhlovdnim dat. Sekvendtor
vraci hodnotu s pfesnosti na desetinu délky baze, pro analyzu je ale potieba mit délky
zaokrouhleny na celé baze, zaokrouhleni je tak do jisté miry arbitrarni a je nutné jej
sjednotit. To bylo vyfeseno otevienim puvodnich dat ( ) v programu
GeneMarker, porovnanim s mymi vlastnimi daty a lokusy GA1 a GA7 z
( ) byly posunuty o 1 (k jejich délce bylo piictena jednotka), aby jejich skérovani
odpovidalo skérovani mych dat.

Parova genetickd vzdélenost Nei’s chord distance ( , ) mezi jedinci byla
urcena pomoci programu MicroSatellite Analyser (MSA, , ).
Déle byly spocitany minimalni a maximalni délky, pocty a frekvence jednotlivych alel,
pozorovana a ocekavana heterozygosita populaci. Vsechny vypocty byly testovany per-
mutac¢nim testem o 100 000 permutacich. Nakonec byl vygenerovan vstupni soubor pro
program Arlequin ( , ).

Analyza molekularni variance (AMOVA, , ) pro zjisténi rozdéleni
genetické variability v rdmci populaci, mezi populacemi a mezi skupinami populaci (vétsimi
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geografickymi oblastmi, povodimi) byla provedena v programu Arlequin ( ,

). AMOVA byla pocitédna jako Fgr ( : )iRsr, tedy na zéklade
frekvence sdilenych alel i na zdkladé ¢tverce rozdilu mezi délkami alel. Na zakladé Fgr
byla po¢itana AMOVA i ramci jednotlivych povodi (Odry, Moravy a Labe). Fixa¢ni in-
dex F-statistiky Fg¢r byl poc¢itan na zdkladé podilu shodnych alel. VSechny vypocty byly
testovany 10 000 permutacemi.

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

Bayesianské shlukovani ( , ) jedincu pro odhaleni celkové
genetické struktury bylo provedeno v programu BAPS 3.2 ( ,

). Algoritmus vyuziva stochastickou optimalizaci k odhaleni posteriorniho stavu ge-
netické struktury: hledd pocet shluku s nejvyssi pravdépodobnosti modelu. Maximalni
pocty bayesidnskych shluka byly uréeny po jednom od 1 do 40, pro kazdé nastaveni (pro
kazdy pocet skupin) byl vypocet desetkrét opakovan.

Populaéni struktura byla zjisfovdna i v programu Structure ( , ).
Structure se snazi tvorit shluky jedinct na zdkladé modelu minimalizace odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovéhy a minimalizaci nerovnovéhy v zastoupeni jednotlivych alel (lin-
kage dissequilibrium, , ). Bylo pouzito vychozi nastaveni. Burn-in fetézec
mél délku 100 000 kroku a bylo provedeno celkem 1 000 000 kroku. Pfedem dany pocet
skupin (K) byl 1-10, pro kazdy pocet (pro kazdé K) vypocet bézel 10x. Vypocty byly
provadény na specidlnim volné dostupném clusteru (bioportal univerzity v norském Oslo,

, , http://www.bioportal.uio.no/). Jeho vystupy byly zpra-
covany pomoci statistického baliku R ( , ) a skriptu Sctructure-
sum.R ( , ) slouzicimu k urceni nejlepsiho poctu genetickych skupin
a pripravé dat pro tvorbu grafického vystupu pomoci dalsich programu. Skript slouzil
k vypoctu koeficientu podobnosti mezi jednotlivymi béhy algoritmu Structure (

, ) a k urcéeni optimalniho poctu ptirozenych shluku ( , ). Déle
byl pouzit CLUMPP ( , ) upravujici data do formétu pro
nakresleni vysledného obréazku pomoci programu Distruct ( , ).

Vztahy mezi prostorovymi a genetickymi vzdalenostmi pro zjisténi miry prostorové
autokorelace byly poécitdny pomoci programu SPAGeDi ( , )
a parového koeficientu Moranovo I mezi jedinci ( , ). Pro tuto

analyzu byly pouzity pouze vzorky z CR. Byly pocitany nasledujici matice: (1) vzorky
z celé CR, (2) vzorky z celého povodi Moravy a (3) vzorky z celého povodi Labe. Bylo
pocitano s primymi geografickymi vzdalenostmi (ziskanymi pomoci softwarového baliku
ArcGIS, Esri). Byly pouzity nésledujici vzdélenostni tiidy (maximalni vzdélenost): Pro
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populace z celé CR 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65, 100, 165, 250, 350 a 500 km, pro populace
z povodi Moravy 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65 a 100 km a pro povodi Labe 0,8, 4,5, 10, 20, 45, 65,
100, 165 a 250 km. Standardni chyby koeficientu vzdélenosti byly odhadnuty procedurou
jacknife (15 000 opakovéni). Vypocty byly testovany 15 000 permutacemi.

3.5 Klicéeni oddenkovych tlomku
O oddenkovych tilomcich stuliku se bézné uvazuje jako o mozném dispersnim agens (Arber,

19205 Heslop-THarrison, 1955). Cilem pokusu bylo zjistit, jak tyto dlomky piezivaji, mohou-
li se stat zdkladem pro novou rostlinu a slouzit tak k siteni. Pokus byl proveden mezi dub-

nem a cervnem 2008 v laboratofi Prof. Ludwiga Triesta Algemene Plantkunde en Natuur-
beheer (APNA, Plant Biology and Nature Management, http://www.vub.ac.be/APNA /),
Vrije Universiteit Brussel, Belgie béhem mého pobytu na projektu Erasmus/LLP.

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

Oddenky byly sbirdany 17. 4. 2008 v bruselskych parkovych jezirkdch Bemel (Woluwe
park) a Etang de Boitsfort (viz obr. 3.6). Oddenky prorustaly dnem s mnozstvim bahna,
kamenu a pletiv na stabilizaci dna, byly sekdny zahradnim ryc¢em a tahany ven hrabémi,
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coz mélo simulovat vétsi pfirodni disturbanci (jarni povodné, ldméni ledu a jeho drhnuti
o dno). Diky dlouhym a bohatym kofenum drzely i nasekané oddenky stéle pevné ve dné

a shér byl velice obtizny.

Obrazek 3.7: Ukézka c¢dsti oddenkovych tlomku stuliku zlutého nasbiranych v bruselskych
parkovych jezirkdch Bemel (Woluwe park) a Etang de Boitsfort 17. 4. 2008.

Celkem bylo sebrano 61 tlomku: 2 kusy o pruméru 5 cm dlouhé 10 a 15 cm, 6 kusu
o pruméru 3 cm a délce 5-20 cm (z toho 3 delsi ilomky mély listy), 2 kusy o pruméru 2 cm
a délce 3 a 5 cm (s listy), 9 kusu mensiho zdkladu listové ruzice s listy, 4 kusy zdkladu
listové ruzice bez listi a 38 malych dlomku stonku s fapiky. Pro ukézku viz obr. 3.7.
Vzhledem k malému poc¢tu nesourodych vzorku (kvuli obtiznosti shéru se nepodafilo ziskat
dostatek materidlu) nebyl vysledek statisticky zpracovavan.

Oddenky byly ponechény ve dvou otevienych plastovych nadrzich (cca 60x60 cm,
viz obr. 3.8) na stiese univerzity® (bez jakékoliv ochrany proti atmosférickym vliviim),
voda byla podle potieby po nékolika dnech doplnovana z vodovodu (bez tiprav nebo
pridavku zivin).

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

3.6 Klicivost semen

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

23. 4. 2007 byly z misek v kultivaénim boxu odebrany 2 skupiny po 20 semenech a byly
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vlozeny do novych misek (taktéz v kultivacnim boxu). K prvni skupiné byla vlozena hlina
a trs travy, druhd skupina byla pomoci smirkového papiru jemné povrchové narusena.
Oboji mélo simulovat poskozeni semen v pfirodnim prostiedi a podpotit tak klicivost.

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

Vysledky

Bylo analyzovano celkem 528 vzorku stuliku zlutého (Nuphar lutea (L) Sm.) z 66 Ceskych
a 4 zahrani¢nich (Slovensko, Némecko, Belgie a Litva) populaci. Vzorky byly sebrany
ze 13 ¢eskych a 4 zahraniénich fek z imoif Severniho, Baltského a Cerného mote. Vzorky
byly analyzovany technikou mikrosatelitovych jadernych primeru a déle zpracovany ma-
tematickymi metodami.

4.1 Molekularni analyzy

Ne ve vsech jedincich se podarilo detekovat alely ze vSech lokusu. Chybéjici data se vy-
skytovala ve 20 jedincich. V téch byly detekovany alely v 6-9 lokusech. Oc¢ekévand hete-
rozygosita byla 0,502-0,901, pozorovana 0,263-0,551, alel bylo v kazdém lokusu nalezeno
6-23. Celkem bylo nalezeno 192 ruznych alel (vSe i s daty z , ).
V populacich bylo nalezeno 19-52 alel, ocekavana heterozygosita v ramci populaci byla
0,1-0,78, v rdmci oblasti 0,31-0,75. Tab. 4.1 porovnava ocekavanou heterozygositu mezi
jednotlivymi populacemi a oblastmi. Tab. 4.2 porovnava zakladni charakteristiky mezi
datovym souborem ( , v této praci byly publikovany pouzité mikrosa-
telitové jaderné primery), kde jsou data z nizozemskych fek, ( )
kde jsou data z Polabi a mymi vlastnimi daty (bez dat pfevzatych z ,

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

( ) a ( ) — velmi nizk4.

Ptehled délkového rozsahu alel pro vSsechny populace ukazuje krabicovy graf na obr. 4.1.
Vétsina alel je relativné vzacnd. Ve vétsiné lokusu i populaci bylo malé mnozstvi ¢etnych
alel a vétsi mnozstvi vzacnych, vyskytujicich se jen v nékolika populacich. Obecné vzacné
alely maji v nékterych jednotlivych populacich vysokou frekvenci vyskytu (viz obr. 4.2
a 4.3). Nekteré alely byly specifické jen pro urcité populace: GA1 131 pro La, GA1 173
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pro Ze, GA1 175 pro RL, GA3 134 pro Be, GA6 252 pro Ze a GA2 78 pro La. V téchto
pifpadech §lo o fadové jednotkové vyskyty, které zjevné nemaji vétsi vyznam. Zadna alela
nebyla specifickd pro néjakym zpusobem geograficky souvisejici skupinu populaci.

Tabulka 4.1: Zakladni porovnani jednotlivych populaci a oblasti. Prvni tii sloupce ukazuji po-
vodi, geografickou oblast a jednotlivé populace. Déle je pocet alel ptes vSechny lokusy (4. slou-
pec) v dané populaci a o¢ekavand heterozygosita (Hg) v rdmci populaci (5. sloupec) a v rdmci
geografickych oblasti (6. sloupec).

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

Odra Poodii Kr 22 0,23

Odra Poodri Be 35 0,46 0,4

Odra Poodii Ge 34 0,51

Morava | Stredni Morava Ot 22 0,33

Morava | Stfedni Morava Pn 24 0,41

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

Morava | Stredni Morava Uo 41 0,57

Morava | Stredni Morava Uh 40 0,57

Morava | Stfedni Morava Mr 23 0,62

Morava | Jizni Morava Br 44 0,56

Morava | Jizni Morava Nz 51 0,64

Morava | Jizni Morava Nj 45 0,59

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

Morava | Jizni Morava Hr 34 0,51

Morava | Jizni Morava J1 38 0,54

Morava | Jizni Morava Lp 37 0,6

Labe Luznice NV 20 0,24

Labe Luznice Nm 19 0,31 0,33

Labe Luznice Du 35 0,48

Labe LuZnice Vy 22 0,29

Labe Nezarka HZ 27 0,38

Labe Nezarka DZ 25 0,36 0,31

Labe Nezarka ZL 19 0,2

Labe Nezarka Ls 19 0,29

Labe Berounka ZH 26 0,39

Labe Berounka Cl 26 0,52 0,5

Labe Berounka yAY 29 0,53

Labe Berounka Ba 37 0,56

Labe Ohfte Ky 37 0,58

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

Labe Ohre Ch 52 0,68

Labe Labe a Jizera Pc 25 0,55

Labe Labe a Jizera RL 23 0,6

Labe Labe a Jizera Kt 37 0,64

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

Labe Labe a Jizera Sj 28 0,62

Labe Labe a Jizera Gr 32 0,49

Labe Labe a Jizera Va 33 0,47

Labe Labe a Jizera Ce 39 0,62

Labe Mrlina a Labe Ro 28 0,42

Labe Mrlina a Labe Nk 24 0,49

Labe Mrlina a Labe Ha 39 0,53

Labe Mrlina a Labe Ra 37 0,52

Labe Mrlina a Labe Pd 48 0,71

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

Labe Mrlina a Labe Ny 41 0,63

Labe Mrlina a Labe Sm 12 0,1

Labe Mrlina a Labe \AY 19 0,31

Labe Mrlina a Labe Ct 30 0,45

Labe Mrlina a Labe Sl 34 0,47

Labe Mrlina a Labe M1 33 0,5

Labe Cidlina a Bystiice | Lu 30 0,55

Labe Cidlina a Bysttice | Zi 30 0,55

Labe Cidlina a Bysttice | Zb 33 0,57

Labe Cidlina a Bysttice | Ze 19 0,5

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

Labe Cidlina a Bysttice | Li 32 0,38

Labe Cidlina a Bysttice | Ko 33 0,44

Labe Cidlina a Bysttice | Ks 32 0,47

Labe Cidlina a Bysttice | Kc 34 0,58

Labe Cidlina a Bysttice | SP 11 0,05

Labe Horni Labe Nc 25 0,47

Labe Horni Labe RZ 16 0,3

Labe Horni Labe Rec 22 0,6 0,54

Labe Horni Labe TL 29 0,67

Labe Horni Labe Kl 42 0,64

Tisa Slovensko La 37 0,75 0,75

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

Rhume | Némecko Se 33 0,5 0,5

Neman | Litva Au 57 0,75 0,75

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

Lokus | NL NL NL NL NL NL NL NL NL NL
GAl | GA2 | GA3 | GA4 | GA5 | GA6 | GA7T | GA8 | CA1 | TG/
GAl
Rozsah (O) | 140- | 85— 140- | 166— | 81— 260- | 80— 184— | 206—- | 118-
170 127 172 202 103 270 108 228 232 140
Rozsah (F) | 146— | 82— 142— | 176—- | 70— 250- | 76— 196- | 202—- | 115-
176 102 178 202 106 270 106 236 232 137
Rozsah (Z) | 125— | 78~ 134— | 170- | 62— 250 | 75— 192— | 200- | 113-
177 122 182 206 110 272 111 224 236 139

Pocet alel (0) | 16 |18 |11 |12 |6 3 11 |18 |8 7

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

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

4.1.1 Klonalni struktura populaci

Pravdépodobnost toho, ze dva vzorky s identickym genotypem jej ziskali jen nahodou
nezavisle na sobé (P, , ) byla pomoci programu GenClone
odhadnuta na fadove 1071910725, coz jsou zanedbatelné malé hodnoty. Z celkového poétu
528 vzorku ze 70 populaci bylo nalezeno celkem 501 ruznych genotypu a v 11 populacich
bylo nalezeno celkem 15 klont o velikosti 2-3 jedinct. Vétsina zaznamenanych klonu méla
velikost 2 jedincu, jen 3 klony mély velikost 3 jedincu.

Cileny transekt na detekci klonu, pfi kterém byly sebrany vzorky ze vsech trsu (ramet)
byl proveden v populacich Libice nad Cidlinou (Li) a Chlumek (Ch, Ohte). V populaci
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Obrazek 4.1: Prehled délkového rozsahu (délka fragmentu DNA, svisld osa) jednotlivych lo-
kusu (vodorovna osa) mikrosatelitovych alel stuliku zlutého pro vsechny populace dohromady.
V kazdém lokusu existuje nékolik ¢etnych alel a vétsi mnozstvi vzacnych. Podrobnéjsi prehled
podle frekvenci jednotlivych alel pro jednotlivé populace ukazuji obr. 4.2 a 4.3.
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Li (celkem 25 vzorku) byly nalezeny 3 klony o velikosti 2, 3 a 3 jedincti. V populaci Ch'
(14 vzorku) nebyl nalezen zadny klon. Ve vétsiné ostatnich populaci bylo sbirdno méné
vzorku, nez bylo trsu (ramet) stuliku a nelze tedy vylouéit, ze tam jsou vétsi klony, nez
byly ty detekované (viz déle).

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

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

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

V ramci 14 populaci bylo nalezeno celkem 37 paru jedincu lisicich se v jediné alele.
Slo o populace Kr (2 pary) z Odry, DZ (1 par), HZ (4 pary), Ls (2 pary) a ZL (4 pary)
z Nezarky, NV (2 pary) a Vy (3 péary) z Luznice, Ba (2 pary) z Berounky, Li (7 paru)
a VV (3 pary) z Cidliny, Ro (1 par) z Mrliny, Sm (2 pary) z Javorky, Gr (1 par) z Labe
a SP (1 pdr) z Bystrice.

4.1.2 Klony nalezené v rtuznych populacich

Ze 70 populaci byly klony nalezeny mezi celkem 6 ruznymi populacemi (celkem 7 klonalnich
jedinctt). Dva péry klonti byly nalezeny mezi populacemi ZL (mezi Dolnim Zd'drem a Horni
Lhotou) a Ls (Lésenice), které jsou od sebe na Nezdrce vzdalené 3,3 km. Tti pary klonu
byly nalezeny mezi populacemi Kt (Kostelec nad Labem) a Pt (Podhradska tun u Dalesic,
Jizera), které jsou od sebe po fece vzdalené pres 120 km. Posledni tii pary klonu byly na-
lezeny mezi populacemi Kt (Kostelec nad Labem) a Sj (tun Stara Jizera u Drazic, Jizera),
které jsou od sebe po tece vzdalené asi 60 km. Jeden klon nalezeny v téchto dvou popu-
lacich byl nalezen i v populaci TL (Tynec nad Labem), ktery je od populace Kl vzdaleny
po fece témér 90 km (je na hornim Labi). Jedinci lisici se v jediné alele byli nalezeni mezi
populacemi DZ a HZ (5 péara, 1,8 km) a ZL a LS (2 pary, 3,3 km) z Nezérky.

1Slo o tan a prilehly dlouhy tzky kanél tstici do Feky.
2Jde o malé byvalé slepé rameno obklopené chatkami, kam neddvno rybéii vysadili amura bilého.
Od té doby je vodni vegetace na ustupu (ustni sdéleni obyvatel).
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4.1.3 Analyza molekularni variance (AMOVA)

Vysledky pro pouze ceské a ¢eské i zahrani¢éni populace dohromady se 1isi jen minimalné,
naproti tomu vysledky poc¢itané metodou Fgr a Rgr se lisi mnozstvim variability odhad-
nuté pro rozdil mezi povodimi anebo mezi jedinci v ramci populaci. Vsechny vysledky se
shoduji v mnozstvi variability na trovni rozdili mezi jednotlivymi populacemi v ramci
jednotlivych povod{ (timoii, kolem 18 %).

Tab. 4.3 ukazuje AMOVA ceskych populaci stuliku zlutého pocitanou metodou podilu
shodnych alel (Fgr-like vypocet) a na zakladé sumy ¢tvercu rozdilu v délkach alel (Rgp-
like vypocet). Druhy piipad ukazuje mnohem vétsi rozdil mezi jednotlivymi povodimi
na tukor variability v rdmci jednotlivych individui (u Fgr 22 % mezi povodimi a 58 %
v rdmci populaci, u Rgr 43 % mezi povodimi a 37 % v rdmci populaci). Velmi podobné
vysledky davda i AMOVA se zahrnutim vsech (i zahrani¢nich) populaci (u Fer 22 % mezi
povodimi a 58 % v rdmci populaci, u Rgr 42 % mezi povodimi a 38 % v ramci populaci)
— viz tab. 4.4 ukazujici vysledky pocitané na zdkladé podilu shodnych alel (Fgr-like)
a na zakladé sumy ctvercu rozdilu v délkach alel (Rgp-like).

AMOVA pocitand v ramci jednotlivych povodi vykazovala zvyseni variability v ramci
populaci a snizeni mezi geografickymi oblastmi (skupinami populaci, viz tab. 4.5). Vzrostla
mira variability v rdmci populaci (5874 %) a poklesl podil variability mezi geografickymi
oblastmi (skupinami populaci, 9-23 %). Nicméné fixa¢ni indexy Fgr stéle ukazuji na velmi
vysoky stupen izolovanosti jednotlivych populaci.

Fixacni indexy Fgr (F-statistika) pocitané metodou podilu shodnych alel (Fgp-like)
a ctverce rozdilu v délkdch alel (Rgp-like) jsou v tab. 4.6. Jejich hodnoty se pii pocitani
s pouze Ceskymi a ¢eskymi i zahrani¢nimi prakticky nelisi. Na zakladé Fgr predpoklada
nizs{ hodnotu nez na zdkladé Rgr (podle Fgr 0,42 a podle Rgr 0,63). Vysledky jedno-
znacné ukazuji velmi vysokou diferenciaci na jednotlivé populace. Vsechny vypocty vysly
vysoce signifikantné (p<0,001).
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Tabulka 4.3: AMOVA ceskych populaci stuliku poc¢itand programem Arlequin metodou Fgr
(podil shodnych alel, (A)) a metodou Rgr (suma ¢tvercu rozdilu v délkéch alel, (B)). Vypocet
byl v obou piipadech testovan 10 000 permutacemi a p<0,001. Ridek 3 ukazujici variabilitu
v rdmci jedinct je souctem fadku 4 a 5, které tuto variabilitu rozkladaji na variabilitu mezi
jedinci a v rdmci jedincu (heterozygositu). Posledni fddek je souc¢tem Fadku 1-3 (nebo 1, 2,
4 a 5). Tab. (A) i (B) udavaji miru variability mezi populacemi v ramci povodi 18 %, ale
lisi se podilem variability mezi povodimi v rdmci populaci (pfesnéji v mife heterozygosity), kde
tab. (A) udava 22 % mezi povodimi a 58 % mezi jedinci v rdmci populace, zatimco tab. (B) 43 %
mezi povodimi a 37 % mezi jedinci v rdmci populace. Vysledky jsou velmi podobné vysledkum
ze vSech populaci v tab. 4.4. Fixaéni indexy Fgp (F-statistika) jsou v tab. 4.6.

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

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

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

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

V ramci jedincu | 489 17795,5 36,39 19,23
Celkem 977 174838,98 | 189,28
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Tabulka 4.4: AMOVA ceskych i zahraniénich populaci stuliku po¢itand programem Arlequin
metodou Fgr (podil shodnych alel, (A)) a metodou Rgy (suma ¢tvercu rozdilu v délkach alel,
(B)). Vypocet byl v obou piipadech testovan 10 000 permutacemi a p<0,001. Réadek 3 ukazujici
variabilitu v ramci jedincti je souc¢tem fadku 4 a 5, které tuto variabilitu rozkladaji na variabilitu
mezi jedinci a v rdmeci jedincu (heterozygositu). Posledni fadek je souc¢tem radku 1-3 (nebo 1, 2,
4 a5). Tab. (A) a (B) udavaji miru variability mezi populacemi v rdmci povodi velmi podobnou:
17 a 19 %, ale lisi se podilem variability mezi povodimi v rdmci populaci (pfesnéji v mite
heterozygosity), kde tab. (A) udavé 22 % mezi povodimi a 58 % mezi jedinci v rdmci populace,
zatimco tab. (B) 42 % mezi povodimi a 38 % mezi jedinci v ramci populace. Vysledky jsou velmi
podobné vysledkum pouze ¢eskych populaci v tab. 4.3. Fixacni indexy Fgp (F-statistika) jsou
v tab. 4.6.

Tab. (A) Fgr-like | Stupné | Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ¢tverci | komponent | variability
Mezi povodimi 14 1100,27 0,92 22,21
V ramci povodi mezi | 55 762,9 0,8 19,4
populacemi
V ramci populace (bez | 986 2375,15 2,41 58,4
individudlni drovné)

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

V ramci jedincu | 528 867 1,64 3981
Celkem 1055 4238,317 | 4,12515
Tab. (B) Rgr-like | Stupné | Suma Variabilita | Procento
Zdroj variability volnosti | ¢tvercii | komponent | variability
Mezi povodimi 14 87268,83 | 81,46733 Va | 42,12
V ramci povodi mezi | 55 33377,382 | 34,15182 Vb | 17,66
populacemi
V ramci populace (bez | 986 73912,98 | 74,96 38,76
individudlni drovneé)

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

V ramci jedincu | 528 20042 37,96 19,63
Celkem 1055 194559,2 | 193,40944
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Tabulka 4.5: AMOVA pocitand v ramci jednotlivych povodi (Odra, Morava a Labe, 2.—4. slou-
pec) na zakladé podilu shodnych alel (Fg7). Povodi byla rozdélena do geografickych skupin podle
vyctu na str. 32. Povodi Odry (3 populace) neni déleno na zadné skupiny populaci. Variabilita
mezi populacemi v rdmci povodi je 19-25 %. Variabilita mezi skupinami populaci je v povodi
Moravy jen 9 %, v povodi Labe 23 %. Variabilita v rdmci populaci je 58 % (Labe)-74 % (Odra).
Podobné jako u AMOVA pocitané metodou Fgr se viemi vzorky dohromady (tab. 4.3) je nizky
podil variability mezi povodimi a vysoky v ramci populaci. V poslednim fadku je fixa¢ni index
Fgr (F-statistika pocitana taktéz na zdkladé podilu shodnych alel) popisujici miru diferenciace
na subpopulace. Pohybuje se v rozmezi 0,26 (Odra)-0,42 (Labe), coz svédéi pro velmi vyso-
kou miru diferenciace a tedy nizkou miru komunikace mezi populacemi. V8echny vypocty byly
testovany 10 000 permutacemi a p<0,001.

Povodi Odra Morava Labe

Zdroj variability Procento Procento Procento
variability | variability | variability

Mezi skupinami populaci — 9,19 22,97

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

mezi populacemi

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

Fixacn{ index Fgr | 0,26 0,32 0,42

Tabulka 4.6: Fixa¢ni indexy Fgr (F-statistika) ukazujici rozdéleni genetické variability na jed-
notlivych urovnich. Fixaéni indexy byly poc¢itany na zdkladé Fgr (podilu shodnych alel) i Rgr
(¢tverce rozdilu v délkéach alel) a pro pouze ¢eské i vsechny populace dohromady. Vysledky
se pro pouze Ceské a pro ¢eské i zahrani¢ni populace prakticky nelisi. Vyrazné se 1isi vysledky
ziskané na zakladé Fgr a Rgr, kdy Rgr predpokladéd vyrazné vyssi hodnoty. Stupen diferenciace
na subpopulace je velmi vysoky. Zvlasté podle Rgr se populace blizi stavu, kdy v kazdé jsou
fixovany jiné alely. VSechny vypocty byly testovany 10 000 permutacemi a p<<0,001.

Metoda | Pouze ceské populace | VSechny populace
Fgor 0,42 0,42
Rsr 0,63 0,61
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4.1.4 Shlukovani jedinci podle PCoA

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

PCoA provedena v ramci jednotlivych povodi je na obr. 4.6 (Odra), 4.7 (Morava)
a 4.8 (Labe). PCoA z povodi Odry vysvétlila na dvou osach plnych 37,45 % pozorované
variability (21,41 a 16,04 %), nicméné populace se nijak neoddélily. PCoA z ostatnich
povodi vysvétluje vyrazné méné pozorované variability: z povodi Moravy 14,63 % (8,05
a 6,58 %) a i kdyz populace vykazuji urcité ndznaky shlukovani, celkové tvori jednu tézko
rozlisitelnou skupinu. PCoA z povodi Labe vysvétluje 10,02 % pozorované variability (5,41
a 4,79 %) a jednotlivé populace a povodi se sice vétsinou drzi pospolu, nicméné celkové
jde o jeden velky shluk bez zjevné struktury.
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Obrazek 4.4: PCoA ceskych jedinct stuliku zlutého vypocitdna na zakladé vzdalenosti Nei

et al. (1983). Prvni osa ukazuje 3,81 % a druhd 2,84 % pozorované variability (dohromady

6,65 %). Na obr. (A) je vidét, ze moravské populace se od sebe navzdjem relativné dobte oddéluji

a viditelné (i kdyz slabé) se oddéluji i od ¢eskych populaci z povodi Labe. Obr. (B) ukazuje velmi

promichané populace z povodi Labe (Jizni Cechy, Berounka a Ohfe): populace z ruznych ek

v ramci povodi — 1 kdyz jsou od sebe casto dosti vzdalené — se vibec neoddéluji. PCoA

se znazornénymi vSemi populacemi je na obr. 4.5.
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Obrazek 4.6: PCoA jedinciu stuliku zlutého z Odry vypocitana na zakladé vzdalenosti Nei
et al. (1983). Prvni osa ukazuje 21,41 % a druhd 16,04 % pozorované variability (dohromady
37,45 %). To je pravdépodobné déno malym poctem vzorku. Jednotlivé populace jsou odliseny
barevnymi symboly. Zadna populace netvoii oddéleny shluk, nicméné jak je vidét na obr. 4.4,
Odra se relativné dobfe oddéluje od ostatnich ceskych populaci.
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Obrazek 4.7: PCoA jedincu stuliku zlutého z povodi Moravy vypocitana na zakladé vzdalenosti

( ). Prvni osa ukazuje 8,05 % a druhd 6,58 % pozorované variability (dohromady
14,63 %). Jednotlivé oblasti jsou barevné odlisené: modie je stfedni Morava mezi Otrokovicemi
a Veselim nad Moravou, oranzové je jezirko Bruksa u Dyje nad Bfeclavi a zluté je Kyjovka
z obory Soutok (soutok Moravy a Dyje). Jednotlivé populace jsou odlisené symboly. Vétsina
populaci vykazuje urcitou tendenci se shlukovat, ale shluky nejsou oddélené od ostatnich populaci
a vSechny populace tak prakticky tvoii jeden balik.
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Obrazek 4.8: PCoA jedinct stuliku zlutého z povodi Labe vypoc¢itana na zakladé vzdalenosti

( ). Prvni osa ukazuje 5,41 % a druhd 4,79 % pozorované variability (dohromady
10,2 %). Jednotlivé oblasti jsou barevné odliené: tmavé modie je Luznice (NV-Vy), oranzové
Nezarka (HZ-Ls), zluté Berounka (ZH-Ba), svétle zelené Ohte (Ky—Ch), tmavé ¢ervené Labe
a Jizera (Pc—Ce), svétle modie Mrlina a Labe (Ro-Ml), tmavé zelené Cidlina a Bystfice (Li-SP)
a nejsvetlejsi zelend je horni Labe (Nc—Kl1). Jednotlivé populace jsou odlisené symboly. Jednotlivé
populace a oblasti vykazuji slabou tendenci se shlukovat, ale shluky jsou silné promichané.
Jednotlivé populace (a)nebo geografické oblasti tak prakticky nelze rozlisit.



4.1. MOLEKULARNI ANALYZY 67

4.1.5 Bayesianské shlukovani

V pripadé pocitani s jedinci nebyl bayesiansky shlukovaci algoritmus v programu BAPS 3.2
( , ) schopen rozdélit jedince do skupin populaci, ale délil je
jen do shluku odpovidajicich puvodnim populacim. Obdobné vypadal vysledek v piipadé
poc¢itani na drovni skupin populaci (ne celych povodi), kdy opét kazdd predem geogra-
ficky definovana skupina populaci tvotila vlastni dobfe oddéleny shluk odpovidajici realné
geografické situaci, kdy jednotlivé populace jsou prostorové oddélené. V zadném pripadé
nevznikaly shluky, které by obsahovaly vice populaci nebo jejich skupin.

4.1.6 Shlukovani podle programu Structure

Pro pocitani s jen ceskymi i vSemi populacemi vyslo jako nejlepsi vysledek rozdéleni
viech jedincu do dvou skupin (mé nejvyssi AK, pravdépodobnost i koeficient podobnosti
— podobnost jednotlivych opakovani vypoctu). Rozdéleni bylo naprosto stejné ve vsech
10 ruznych opakovénich vypoctu. Jeden prirozeny shluk tvoii moravské a jihoceské po-
pulace spolu s Ohii (v pripadé pocitdni i se zahraniénimi populacemi se k nim shlukuje
jesté Slovensko, Belgie a Litva); druhy ptirozeny shluk je tvofen Berounkou a polabskymi
populacemi z oblasti severovychodné od Prahy (v pfipadé pocitani i se zahraniénimi popu-
lacemi se k nim shlukuje jesté Némecko). Grafy poméahajici zvolit optimdlni pocet skupin
(K) pro ceské vzorky jsou na obr. 4.9, pro ¢eské a zahrani¢ni na obr. 4.12. Grafy uka-
zuji pravdépodobnost modelu rozdélujiciho jedince do daného poctu skupin (K) a zménu
pravdépodobnosti mezi béhy programu pro ruzné K (pro ruzné piredem urcené pocty sku-
pin). Mira podobnosti mezi jednotlivymi béhy programu Structure pro ¢eské vzorky je
na obr. 4.10, pro ¢eské i zahrani¢ni na obr. 4.13. Vysoka podobnost mezi jednotlivymi
vypocty se stejnym danym poctem skupin (K) ukazuje na vysokou stabilitu takového
rozdéleni jedincu (kazdé nezdvislé opakovani vypoctu vyslo stejné nebo velmi podobné)
a na jeho velkou pravdépodobnost. Podobnost mezi jednotlivymi pary béhu algoritmu pro
¢eské vzorky je na obr. 4.11, pro ¢eské i zahrani¢ni na obr. 4.14. Dulezitym voditkem pro
urceni nejlepsiho poétu skupin je nejen vysoké AK, ale také vysoky koeficient podobnosti
(similarity coefficient, , ) jednotlivych béhu programu® vyjddieny malou
smérodatnou odchylkou. Vysledné rozdéleni do shluku je na obr. 4.15 na str. 75.

Na zékladé relativné vysoké pravdépodobnosti a koeficientu podobnosti (vysoké po-
dobnosti mezi jednotlivymi vypoécty) se dd uvazovat i o rozdéleni jedincu do 3 skupin
(viz obr. 4.11 a 4.14. Jako nejlepsi sice vychazi rozdéleni na 2 skupiny (mé nejvyssi AK),
nicméné toto ma také vysoky koeficient podobnosti (similarity coefficient, podobnost jed-
notlivych béhu vypoctu) a vyrazné vyssi pravdépodobnost nez vyssi pocty skupin (i kdyz
pravdépodobnost je vyrazné niz$i nez u rozdéleni na 2 skupiny). V tomto piipadé se
shluk tvoreny moravskymi a jihoceskymi populacemi rozpada a vydéluje se c¢ast Luznice,

3Tzn. ze algoritmus rozdéli jedince pii vSech nezédvislych opakovanich vypoétu stejné nebo velmi
podobné.
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Nezérka a Odra tvorici novy samostatny shluk (viz obr. 4.15 na str. 75). Na stabilité Po-
labi se nic neméni, stale tvoii pomérné kompaktni shluk oddéleny od ostatnich populaci.
Stejné dopadlo i prifazeni zahrani¢nich populaci.

Polabi severozédpadné od Prahy (skupiny (8)-(11), obr. 4.15) vychazi ve vsech opa-
kovanich jako dobre rozlisend skupina. Z velké ¢dsti do této skupiny patii i Berounka (6).
Podle obr. 4.15 (B) navic vykazuje silnou vazbu k Némecku (74). Pfi déleni na 2 skupiny
tvoif druhy velky shluk Morava ((1)-(3)), Jizni Cechy ((4)-(5)) a Ohie (7); v pifpadé
obr. 4.15 (B) je shluk doplnén jesté o Slovensko (12), Belgii (13) a Litvu (15). Pfi déleni
na 3 skupiny (obr. 4.15 (C)—(F)) se puvodné jednolity ¢erveny shluk Moravy ((1)-(3))
a Jiznich Cech ((4)-(5)) rozpadé (obr. 4.15 (C)-(D), jen CR): oddéluje se ¢ést Luznice
(4) a Nezarka (5) a v 9 z 10 opakovénich (C) jesté Odra (1). Pii zahrnuti i zahrani¢nich
populaci (obr. 4.15 (E)—(F)) je v tomto ohledu rozdil jen v mife piislusnosti Luznice (4)
a Odry (1) do zeleného shluku. Vsechny zahrani¢ni populace (12—15) se shlukuji s Jizni
Moravou (2-3) a Ohii (7).

Mapka ukazujici rozdéleni geografickych oblasti do genetickych shluku je na obr. 4.16
(2 shluky) a 4.17 (3 shluky). Vysledky jsou mirné odlisné od vystupu PCoA (obr. 4.4),
nicméné také ukazuji urcitou separaci jednotlivych povodi.
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Obrazek 4.9: Vystupy Structure-sum ukazujici vysledky ziskané s pouze ceskymi vzorky. Graf
(A) ukazuje na svislé ose logaritmus pravdépodobnosti modelu optimalniho rozdéleni do daného
poctu skupin (K, vodorovna osa). Jde o prumérnou hodnotu z 10 béht programu. Cim vyssi
skupin az do K=pocet jedincu. Hleddme takové K, kdy zlepseni pro K+1 jiz neni vyrazné (to je
nejlepsi, mé nejvyssi AK). Graf (B) ukazuje prumérnou miru zmény pravdépodobnosti mezi
vypocty s dvéma ruznymi K (poc¢ty skupin). Graf (C) analogicky ukazuje miru zmény mezi
dvéma péry béhu programu, tedy mezi dvéma body grafu (B). Graf (D) ukazuje AK ziskané
jako prumeér absolutnich hodnot z grafu (C') za vSechny béhy programu pro dané K. Jako nejlepsi
se ukazuje rozdéleni jedincu do 2 skupin (mé nejvyssi AK). Podobnost mezi jednotlivymi béhy
programu Structure, kterd pomaha vybrat optimalni K je i na obr. 4.10 a 4.11.
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Obrazek 4.10: Podobnost jednotlivych béhu programu Structure pro ¢eské vzorky pro uréené
pocty shluku. Algoritmus mél uréeny maximdlni pocet shluku (K, vodorovnd osa), pro kazdy
pocet bézel vypocet 10x. Na svislé ose je logaritmus pravdépodobnosti modelu optimélniho
rozdéleni do daného poctu skupin (K). Nejstabilnéjsi vystupy jsou pro dva a tfi shluky
(pravdépodobnost se mezi jednotlivymi béhy algoritmu neméni, vysledek je konzistentni). Viz téz
obr. 4.11.
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Obrazek 4.11: Koeficient podobnosti (svisld osa) mezi jednotlivymi pary béhu programu
Structure pro ¢eské vzorky pro uréené pocty shluki (K, vodorovnd osa). Algoritmus mél uréeny
maximdlni pocet shluku (K, vodorovnd osa), pro kazdy pocet shluku (pro kazdé K) bézel
vypocet 10x. Graf ukazuje primérny koeficient podobnosti mezi pary béht programu Structure
a smérodatnou odchylku. Jako jednozna¢né nejlepsi vychazi rozdéleni na 2 skupiny (vSechny
béhy jsou stejné), ale ma smysl uvazovat i o rozdéleni na 3 skupiny, protoze je mezi nimi stéle
vysokd podobnost a maji malou smérodatnou odchylku. Jak je vidét na obr. 4.15, jedna varianta
vysla v tomto piipadé 9x a druhd 1x. Viz téz obr. 4.10.
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Obrazek 4.12: Vystupy Structure-sum ukazujici vysledky ziskané s ¢eskymi i zahrani¢nimi
vzorky. Graf (A) ukazuje na svislé ose logaritmus pravdépodobnosti modelu optimélniho
rozdéleni do daného poc¢tu skupin (K, vodorovnd osa). Jde o prumérnou hodnotu z 10 béhu
programu. Cim vyssi je hodnota, tim pravdépodobnéjsi je rozdéleni do daného poétu skupin.
L(K) roste s po¢tem skupin az do K=pocet jedincu. Hleddme takové K, kdy zlepseni pro K+1
jiz neni vyrazné (to je nejlepsi, ma nejvyssi AK). Graf (B) ukazuje prumérnou miru zmény
pravdépodobnosti mezi vypocty s dvéma ruznymi K (pocty skupin). Graf (C') analogicky uka-
zuje miru zmény mezi dvéma péary béhu programu, tedy mezi dvéma body grafu (B). Graf
(D) ukazuje AK ziskané jako prumér absolutnich hodnot z grafu (C') za vSechny béhy programu
pro dané K. Jako nejlepsi se ukazuje rozdéleni jedincu do 2 skupin (ma nejvyssi AK). Podobnost
mezi jednotlivymi béhy programu Structure, kterd pomaha vybrat optimalni K je i na obr. 4.13
a4.14.
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Obrazek 4.13: Podobnost jednotlivych béhu programu Structure pro ¢eské i zahrani¢éni vzorky
pro ur¢ené pocty shluku. Algoritmus mél uréeny maximélni pocet shluku (K, vodorovné osa),
pro kazdy pocet bézel vypocet 10x. Na svislé ose je logaritmus pravdépodobnosti modelu op-
timdlniho rozdéleni do daného poctu skupin (K). Nejstabilnéjsi vystupy jsou pro dva a tii shluky
(pravdépodobnost se mezi jednotlivymi béhy algoritmu neméni, vysledek je konzistentni). Viz téz
obr. 4.14.
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Obrazek 4.14: Koeficient podobnosti (svisld osa) mezi jednotlivymi pary béhu programu
Structure pro ¢eské i zahraniéni vzorky pro urcené pocty shluku (K, vodorovnd osa). Algo-
ritmus mél uréeny maximalni pocet shluku (K, vodorovna osa), pro kazdy pocet (pro kazdé
K) bézel vypocet 10x. Graf ukazuje prumeérny koeficient podobnosti mezi pary béhu programu
Structure a smérodatnou odchylku. Jako jednozna¢né nejlepsi vychédzi rozdéleni na 2 skupiny
(vSechny béhy jsou stejné), ale ma smysl uvazovat i o rozdéleni na 3 skupiny, protoze je mezi
nimi stale vysokd podobnost a maji malou smérodatnou odchylku. Jak je vidét na obr. 4.15,
jedna varianta vysla v tomto piipadé 9x a druhd 1x. Viz téz obr. 4.13.
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Obrazek 4.15: Shlukovani jedincti do skupin podle jejich genetické podobnosti programem
Structure. Kazdy sloupecek je jeden jedinec. Je-li jednobarevny, znamena to, Ze jedinec
se 100% pravdépodobnosti nédlezi do daného barevné odliseného genetického shluku. Pomeér
barev ve sloupecku odpovida pravdépodobnosti piislusnosti daného jedince do danych barevné
odlisenych genetickych shlukii. Obr. (4), (C) a (D) ukazuji shlukovéni vzorki pouze z CR,
obr. (B), (E) a (F) i z dalsich zemi. Podle vysledku (obr. 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 a 4.14)
vychézi jako jednoznacéné nejlepsi rozdéleni na 2 skupiny ((A) a (B), které bylo velice ustélené
a ve vsech 10 opakovénich vyslo stejné), nicméné mé smysl uvazovat i o rozdéleni na 3 skupiny
((C)—(F)): rozdéleni ¢eskych vzorku na 3 skupiny vyslo 9x podle (C) a 1x podle (D). Ob-
dobné rozdéleni ¢eskych i zahrani¢nich vzorku na 3 skupiny vyslo 9x podle (E) a 1x podle (F).
Cisla pod obrézky odpovidaji geografickym oblastem (viz str. 32, 38 a 111): (1) CHKO Poodi,
(2) Stiedni Morava, (3) Jizni Morava, (4) Luznice, (5) Nezarka, (6) Berounka (Kfivoklatsko),
(7) Ohte (Karlovarsko), (8) Labe a Jizera, (9) Mrlina a Labe, (10) Cidlina a Bystftice, (11) horni
Labe, (12) Slovensko, (13) Belgie, (14) Némecko a (15) Litva. Mapa ukazujici polohu jednot-
livych populaci je na obr. 3.3 (CR) a 3.4 (zahranici). Mapa zobrazujici geografickou distribuci
vypoéitanych genetickych skupin je na obr. 4.16 (2 shluky) a 4.17 (3 shluky).
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Woluwe, Brusel, Belgie Geograficka distribuce 2 genetickych
shlukl vypocitanych programem

Structure

NP Auksaitijos,
Paluse, vychodni
Litva

Seeburger See,

. Seeburg, Doln{
Sasko, Dlé

Labe a Jizera

Berounka
horni Labe

Nezarka
Stredni

Latorica,
jihovychodni
Slovensko

Jizni Morava

Obrazek 4.16: Geografickd distribuce genetickych (barevné odlisenych) shluku vypocitanych
programem Structure a zobrazenych na obr. 4.15 (barvy jsou stejné) v ramci geografickych
oblasti (skupin populaci, viz str. 32 a 111). Pro popis vazeb mezi oblastmi viz popisek k obr. 4.15.
Jde o variantu se 2 shluky, kterd je podle vysledkii nejlepsim rozdélenim jedincu do genetickych
skupin. Varianta s rozdélenim na 3 shluky je na obr. 4.17.
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Woluwe, Brusel, Belgie Geograficka distribuce 3 genetickych

. shlukt vypocitanych programem
.Seeburger See, Structure

NP Auksaitijos,
Paluse, vychodni
Litva

Labe a Jizera

Latorica,
jinovychodni
Slovensko

Jizni Morava

Obrazek 4.17: Geograficka distribuce genetickych (barevné odlisenych) shluku vypoéitanych
programem Structure a zobrazenych na obr. 4.15 (barvy jsou stejné) v rdmci geografickych
oblasti (skupin populaci, viz str. 32 a 111). Pro popis vazeb mezi oblastmi viz popisek k obr. 4.15.
Jde o variantu se 3 shluky, kterd je podle vysledkii nejlepsim rozdélenim jedincu do genetickych
skupin. Varianta s rozdélenim na 2 shluky je na obr. 4.16.
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4.1.7 Vztah genetické a geografické vzdalenosti

V datech byla pomoci méreni Moranova I objevena signifikantni prostorova struktura
parové genetické podobnosti mezi jedinci. Se vzrustem piimé geografické vzdalenosti
mezi jedinci v pruméru klesala jejich genetickd podobnost (viz obr. 4.18, 4.19 a 4.20).
Bylo pociténo s piimymi geografickymi vzddlenostmi (1) mezi vSemi Ceskymi vzorky
(489 vzorku, obr. 4.18), (2) mezi vzorky z povodi Moravy (110 vzorku, obr. 4.19) a (3) mezi
vzorky z povodi Labe (350 vzorku, obr. 4.20). Obecné parova genetickd podobnost se
vzdélenosti klesd, u stfednich vzdalenosti dochazi ke stagnaci az slabému narustu po-
dobnosti. Jedinci jsou prostorové autokorelovani. Jedinci vzdaleni vice jak 110-120 km
jsou negativné autokorelovani, coz naznacuje izolaci geografickou vzdalenosti (isolation
by distance) u stuliku zlutého. V ramci povodi Moravy k tomuto dochazi uz na 25. km,
coz muze souviset s tim, ze stulik byl sbiran z useku stfedni Moravy a velké mnozstvi
vzorktl je z pomérné malého povodi Kyjovky. Udaje o vyskytu stulfku mezi témito dvéma
oblastmi jsou velmi vzacné a nejisté. Navic je v Povodi Moravy Moranovo I nejmensi, coz
muze souviset s tim, ze populace ze stifedni Moravy jsou z izolovanych tuni mimo vlastni
feku. Podobny vzorkovaci problém nastdva v povodi Labe, kde chybi vzorky z Vltavy
(stulik z ni prakticky neni udédvan), ale (pravdépodobné vzhledem k vétsi rozloze, zvlasté
pak Polabi severozapadné od Prahy) jsou negativné korelovani az velmi vzdaleni jedinci.
Vypocty shrnuje tab. 4.7.
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Obrazek 4.18: Prostorové autokorelace 489 vzorku z celé CR. Modré ¢éra zobrazuje ziskanou
hodnotu Moranova I (svisld osa) a smeérodatnou odchylku pro danou piimou geografickou
vzdélenost mezi jedinci (vodorovnd osa). Prehled vzdélenosti pro jednotlivé vzdélenostni t¥idy
je v tab. 4.7. Do 45. km dochézi k poklesu parové genetické podobnosti mezi jedinci, dalSich
55 km podobnost stagnuje a jedinci vzdaleni vice nez asi 110 km jiz nejsou pozitivné autokorelo-
vani. Vzdalengjsi jedinci jsou negativné korelovani, coz naznacuje izolaci geografickou vzdalenosti
u stuliku zlutého.
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Obrazek 4.19: Prostorova autokorelace 110 vzorku z povodi Moravy. Modra ¢ara zobrazuje
ziskanou hodnotu Moranova I (svisld osa) a smérodatnou odchylku pro danou pfimou geogra-
fickou vzdélenost mezi jedinci (vodorovnd osa). Piehled vzdalenosti pro jednotlivé vzdalenostni
ttidy je v tab. 4.7. Prvnich 4,5 km dochézi k rychlému poklesu, déle dochézi ke stagnaci parové
genetické podobnosti a nasleduje opétovny pokles. Jedinci vzdaleni vice jak zhruba 25 km
uz spolu nejsou pozitivné autokorelovani. Korelace je v povodi Moravy celkové pomérné slaba,
zhruba poloviéni oproti Polabi (obr. 4.20) i celé CR. (obr. 4.18). Vzdélengjsf jedinci jsou negativné
korelovani, coz naznacuje izolaci geografickou vzdalenosti u stuliku zlutého.
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Obriazek 4.20: Prostorové autokorelace 350 vzorkt z Cech. Modré ¢éra zobrazuje ziskanou hod-
notu Moranova I (svisld osa) a smérodatnou odchylku pro danou piimou geografickou vzdélenost
mezi jedinci (vodorovnd osa). Prehled vzdalenosti pro jednotlivé vzdélenostni tiidy je v tab. 4.7.
Béhem prvnich 45 km dochazi k poklesu parové genetické podobnosti, dalsich témét 55 km je jen

malo pozitivni, zprvu stagnuje, posléze mirné roste. Jedinci vzdéleni vice jak asi 110 km spolu

v

izolaci geografickou vzdalenosti u stuliku zlutého.
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Tabulka 4.7: Porovnani vypoctu Moranova I v rdmci povodi Moravy, povodi Labe a mezi
vSemi ¢eskymi vzorky. Grafy jsou uvedeny na obr. 4.18, 4.19 a 4.20. Prvni dva fadky ukazuji
vzdalenostni tf¥idy a maximalni vzdalenost v dané t¥idé. Jde o pfimé geografické vzdalenosti.
Vsechny vzdélenosti jsou uvedeny v km. Nejmensi vzdélenosti tiida pokryvéa vnitropopulaéni
uroven. Nejvyssi tfidy nejsou definovany ve vSech povodich, takovy pripad je naznacen —.
Nasledujici tii bloky ukazuji vypocet Moranova I v rdmci povodi Moravy (tam je Moranovo [
nejmensi), povodi Labe a vSech ceskych vzorku. Pro vSechny tii pfipady plati, ze Moranovo I
se vzdalenosti klesd, blizci jedinci jsou pozitivné korelovani, zatimco vzdaleni negativné, coz
sveédéi pro genetickou izolaci geografickou vzdéalenosti u stuliku. Na nejvétsich vzdélenostech
Moranovo I mirné roste. Stfedni chyba je velice nizkd a vSechny vysledky jsou vysoce signifi-

kantni.
Vzdélenostni 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
trida
Maximalni 0,8 4,5 10 20 45 65 100 165 250 350 500
vzdéalenost
[knn]
Povodi Moravy, viz obr. 4.19
Pocet paru 728 715 776 656 924 1 450 746 — — — —
Prumérnd 0,22 3,04 5,8 13,4 38,47 53,89 68,76 — — — —
vzdéalenost
[ke]
Moranovo 1 0,217 | 0,069 | 0,073 | 0,016 | -0,057 | -0,075 | -0,149 — — — —
SE 0,022 | 0,017 | 0,045 | 0,035 | 0,013 | 0,015 | 0,042 — — — —
p 0<001 | 0<001 | 0<001 | 0,0359 | 0<001 0<001 | 0<001 — — — —
Povodi Labem, viz obr. 4.20
Pocet paru 1498 1976 1678 5 085 13197 | 4 368 4134 | 20 585 8 554 — —
Prumérnd 0,09 2,55 7,6 14,68 29,79 53,59 80,92 130,53 | 199,35 — —
vzdéalenost
[ke]
Moranovo 1 0,527 | 0,346 | 0,181 | 0,085 | 0,019 | 0,013 | 0,055 | -0,112 | -0,052 — —
SE 0,05 | 0,033 | 0,029 | 0,023 | 0,012 | 0,016 | 0,012 | 0,018 | 0,007 — —
p 0<001 | 0<001 | 0<001 | 0<001 0<001 0<001 | 0<001 0<001 0<001 — —
Vsechny ¢eské vzorky, viz obr. 4.18
Pocet paru 2 352 2 781 2 644 5 741 14 121 5 818 5460 | 27116 | 43350 | 5715 4 218
Prumérnd 0,12 2,68 7,1 14,54 30,36 53,66 79,74 134,57 | 206,57 | 283,71 | 374,68
vzdéalenost
[ke]
Moranovo 1 0,473 | 0,316 | 0,231 | 0,127 | 0,066 | 0,063 | 0,05 | -0,064 | -0,075 | -0,014 | 0,048
SE 0,035 | 0,028 | 0,028 | 0,029 | 0,019 | 0,024 | 0,01 0,021 | 0,016 | 0,027 | 0,033
p 0<001 | 0<001 | 0<001 | 0<001 0<001 0<001 | 0<001 0<001 0<001 0<001 | 0<001
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4.2 Kliceni oddenkovych ulomku

Obréazek 4.21: Typicky stav tluststho oddenkového tlomku po mésici ve vodni nadrzi (stav
21. 5. 2008).

Prubéh pocasi byl nasledujici: duben — zamraceny, destivy, chladny, kvéten — su-
cho, slunecno, teplo a ¢erven — destivo, az poslednich par dnu pred koncem pokusu se
vyjasnilo a oteplilo. VSechny tlomky oddenku byly v poloviné vynorené nad hladinou
fialové, ponotend ¢ést byla bild, po prohniti ¢erné (vice rozlozend), a celkové byly zméklé
(viz obr. 4.21). Oddenky bez listu (bez vzrostného vrcholu) se az na tvrdsi povrchovou
vrstvu uplné rozlozily a jejich obsah vytekl do vody. Vsechny oddenky s listy (vzrostnym
vrcholem) bez ohledu na velikost dobie prosperovaly a tvofily mladé listy (pokud na od-
denku nebyl kus kofene, nové koteny se netvorily) a vyuzivaly zdsob k aktivnimu rustu.

4.3 Klicivost semen

V osmi plodech bylo celkem 982 semen (v 1 jednom plodu nebylo zddné, v jednom 26,
v ostatnich 114-184, prumér byl v 7 plodech 140). Ze 491 semen umisténych v kultiva¢nim
boxu jich na jare 2007 vyklicilo 11 (2,2 %). Ze 491 semen kli¢icich v miskach za oknem
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Tabulka 4.8: Pocty semen (2. sloupec) a jejich kli¢ivost pii ruznych typech osetfeni (fadky)
a v ruznych letech (3.-5. sloupec). Semena pochdzela ze sedmi ploda z jedné populace (Li
z Cidliny mezi Libici nad Cidlinou a soutokem s Labem). — znaéi, ze v daném roce nebylo
osetieni timto zpusobem provedeno. Prvni rok byla polovina semen klicena ve vodé v kultiva¢nim
boxu (z nich vykli¢ilo 2,2 %) a polovina ve vodé za oknem (z nich nevykli¢ilo nic), ze semen
klicicich v kultivaénim boxu bylo odebréno po 20 semenech a povrchové naruseno (1. skupina)
a byl k nim pfiddn zahnivajici materidl (2. skupina). Z nich také nevyklicilo nic. Druhy rok
byla vSechna semena nechana od léta pres zimu po nésledujici 1éto v bazénku v BU AV CR
v Pruhonicich. Tam vykli¢ilo 43,6 %. Posledni rok na stejném misté jiz nevyklicilo nic.

Osetreni Pocet | Klicivost | Klicivost | Klicivost
semen | 2007 2008 2009

Kultiva¢éni box 491 11 (22 %) | — —

Misky za oknem 491 0 — —

Narusené brousenim 20 0 — —

S pridanym zahnivajicim materidlem | 20 0 — —

V miskach s hlinou v bazénku v BU | 951 — 415 0

AV CR v Prithonicich (43,6 %)

nevyklicilo zadné. Ze 40 semen odebranych z kultivaéniho boxu a narusenych brousenim
(20 semen) a piiddnim zahnivajictho materidlu (20 semen) nevyklicilo zadné. Roku 2007
tak z 982 semen vyKkli¢ilo pouze 11 (1,1 %). Z 951 semen nechanych v bazénku v Bota-
nickém tstavu Akademie véd CR v Prithonicich jich na jafe 2008 vyklicilo 415 (43,6 %).
V jedné misce nevyklicilo zadné semeno, v jedné vse a ve zbylych péti miskach 20-60 %.
Na jare 2009 jiz nic nevyklicilo. Celkovy prehled ukazuje tab. 4.8.



Kapitola 5

Diskuze

Molekularni techniky umoznily zodpovédét fadu fylogeografickych otazek o siteni a rozsiteni
stuliku zlutého, které by jinymi technikami byly nefesSitelné. Pouzival jsem neptfimé me-
tody odhadu sifeni (vyuzivajici molekuldrni techniky), tj. studuji historii sifeni za celou
dobu existence systému. Vysledky tak neukazuji pouze soucasny stav, ale i jeho vyvoj
(Avise, ; ; )-

Castym problémem fylogeografickych analyz byva nedostatecné rozliSeni pouzitého
molekularntho markeru. V tomto pripadé je, jak ukazuje AMOVA, variabilita v ramci
populaci tak vysoké (podle Fgr: 58 % a podle Rgr: 37 %), ze jakakoliv struktura na vyssi
urovni se stava velmi nezretelnou. To muze byt zpusobeno jak tim, ze pouzité mikro-
satelitové lokusy jsou prilis variabilni, tak tim, ze mezi populacemi opravdu neni zadna
vyraznéjsi struktura a jednotlivé populace jsou dosti izolované a zvlasté vzdalenéjsi popu-
lace (z ruznych povodi, . ..) jsou velmi odlisné. Pro jasné odliseni téchto pripadu by bylo
potieba zopakovat analyzy s méné variabilnim markerem.

Obdobny problém zaznamenali i ( ) studujici Calystegia sol-
danella na evropském pobtezi. Nepodafilo se jim odhalit zadnou fylogeografickou struk-
turu. Autori diskutuji moznou roli posledni doby ledové, ale nakonec se priklani k vysvétleni
kombinaci ¢astého délkového prenosu (semena maji obrovskou kli¢ivost i po dlouhém po-
bytu v mofi a velice dobfe plavou) a dlouhovékych klonu. I kdyz klony jsou velké ma-
ximalné asi 30 m, vnitropopulacni genetické variabilita je velice mala.

Genetickd variabilita uvnitt populaci vodnich rostlin byva obecné spise nizka, ale mezi
populacemi vysoka ( , ). Pravdépodobné je to diky dlouhodobé zijicim
klonum. Tendence ke klonalité zlepsuje moznosti preziti populace. Vodni klonalni rostliny
7iji v mikrohabitatu, v prostfedi, ve kterém je na omezené plose mozaika ruznych habi-
tatu, které se vyplati obsadit klonalnim rustem (protoze dany klon je pro dany konkrétni
riabilnéjsimi generativnimi diasporami, u kterych je vétsi sance, ze jejich riuzné genotypy
budou odpovidat i jinym prostiedim ( , ; , ). Rozdilny
charakter distribuce genetické diverzity stuliku je pravdépodobné dén tim, Zze mira jeho
klonality je vyrazné nizsi nez u rostlin typu Potamogeton ( , ) nebo Fi-

85



36 KAPITOLA 5. DISKUZE

chhornia ( : ).

5.1 Klonalni struktura populaci

Mezi 528 analyzovanymi jedinci ze 70 populaci bylo v 11 populacich nalezeno jen 15 malych
klonu o velikosti 2-3 jedincu. Kromé klonu bylo v ramci 14 populaci nalezeno jesté cel-
kem 37 paru jedincu, kteti se lisili v jediné alele, coz svédéi pro blizkou piibuznost ta-
kovych jedinct (muze jit i o somatickou mutaci'). Vsechny nalezené klony vykazuji nékolik
spoleénych rysu: jednd se o vétsi populace vyskytujici se v klidné vodé (tun nebo néjaka
fiéni laguna, tfeba nad jezem) a v mistech, kde ma jedinec kolem sebe dostatek volného
prostoru na rust a neni ni¢im omezovan. Populace také musi byt dostatecné stabilni v ¢ase
(nesmi byt prilis ¢asto disturbovana). Vzhledem k tomu, ze takovych populaci jsem potkal
jen mélo (populace nejcastéji sestdvala z rady skupin jedincu oddélenych volnym prosto-
rem, malokdy slo o jeden velky souvisly porost), nedomnivam se, ze by mira klonality
meéla byt vyrazné vyssi, nez ta — i pres misty pomeérné fidky sbér — detekovand. Spis se
domnivam, ze to zavisi na vyse zminénych charakteristikdch populace. Obecné se dé tvr-
dit, ze populace sestava spise z vétsiho mnozstvi mensich klonu nez z nékolika rozsahlych
klonu. Klondlni rust se zda byt dulezity na prostorové skéle jednotek metra (coz souhlasi
s , ; , ; : ; : )-

Za prevahu klonalniho rustu na velmi malych skélach muze byt zodpovédné nejlepsi
ptizpusobeni daného klonu jeho mikrohabitatu ( , ). Napf.

( ) zjistili, ze Potamogeton pectinatus tvori v jednotlivych lokalitdch klony
adaptované na ruzné teploty vody (maji ruzné teplotni optimum fotosyntézy).

( ) piisli s vysledky zajimavymi i pro rust stuliku v ruznych typech prostiedi®:
zjistili, ze klony Potamogeton coloratus a Mentha aquatica prenesené do proudici vody
zareagovaly na proud zménou charakteru klonalniho riustu, zvySsenym podilem dlouzivého
rustu a stonku plazicich se po sméru proudu. Obdobny mechanismus je predstavitelny
i pro stulik v proudici vodé, kde mu proud nebo jiny druh (mechanického) stresu nedovo-
luje plné uplatnit své moznosti klondlniho rozrustani se do vSech stran, zatimco v klidné
vodé tuni se muze relativné volné rozrustat (nestoji-li mu v cesté néjaka prekazka typu
vyvraceného stromu).

Mira klonality vodnich rostlin je stdle ponékud spornd zélezitost. Diive se obecné
predpoklddal vysoky stupen klonality ( , ), dnesni studie (snad diky vyssi
rozlisovaci schopnosti molekuldrnich markeru) odhaduji spise nizsi miru klonality. Uplném
shoda nepanuje ani v ramci jednoho druhu a oblasti. Napr. ( ) zjistili
v ramci ¢inskych populaci Eichhornia crassipes vysokou miru klonality a nizkou diferen-
ciaci v ramci i mezi populacemi a argumentuji lidskym vlivem (¢lovék jej nezdmeérné $iif,
podobné to bylo v Evropé s invazi Elodea canadensis, , ) a vysokou mirou

Vylouéit nelze ani skérovaci chybu pii zpracovavani primarnich dat. Tomu jsem se vSak snazil predejit
opakovanymi kontrolami.
2Je minén hlavné charakter proudéni vody, dna apod.
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klonalniho rustu; v pozdéjsi praci ( , ) objevili v populacich vétsi
mnozstvi klont (a nepotvrzuji tak puvodni predpoklad monoklonality populaci Eichhor-
nia). Uvazuji jednak o vlivu ¢lovéka prenésejiciho klony z lokality na lokalitu (zvysuje se
tak mnozstvi klont na jedné lokalité) a disturbujiciho populace, jednak o vlivu vodniho
proudu (v fekédch byla mira klonality mensi). Podobné ( ) zjistili, ze mira
klonality v rdmci populaci z nemalé ¢asti zavisi na rychlosti ficniho proudu, coz je me-
chanismus predstavitelny i pro stulik (a moje data jej naznacuji). Dvé studované teky
v tomto ohledu vykazovaly znacéné rozdily.

Na zakladé dostupnych dat a srovnani s dalsimi druhy se domnivam, ze stulik tvori
spiSe mensi klony, a to pfedev§im v mistech, kde mé dostatek prostoru k volnému rustu
a netrpi prilisnymi disturbancemi nebo jinym stresem. Rozhodné netvoii (i diky dulezité
roli pohlavniho rozmnozovani, , ; , ) porosty tvorené jednim
nebo nékolika mélo klony, spise naopak. Pro dukaz by bylo potfeba sesbirat vzorky z uplné
vSech jedincu z celé velké populace. Takovyto sbér by bylo vhodné opakovat ve vice po-
pulacich. Jak bylo v této praci ukazano, pouzité mikrosatelitové lokusy jsou dostatecné
variabilni, aby bylo mozné jednotlivé klonalni jedince spolehlivé detekovat.

5.2 Semena, oddenkové ulomky a Sireni stuliku

Na nejkratsi vzdalenosti se stulik zluty sifi prevazné rozrustanim jednotlivych trsu, na delsi
semeny ( , : , ). Méné se vi o mozné roli oddenkovych
ulomk, o kterych se predpoklada, ze se jejich prostrednictvim stulik muze §itit, ale ze toto
siten{ neni piilis vyznamné ( , : , ). Nelze pominout ani
moznost siteni vodnimi ptaky (str. 94) nebo ¢lovéka.

5.2.1 Kli¢éivost semen

Dramaticky rozdil mezi prakticky nulovym klicenim v umeélych podminkach (které se snazily
napodobit podminky pfirozené) a mohutnym klicenim ve viceméné ptirozenych podminkach
druhy rok muze byt zpusoben dvéma faktory:

1. Umélé podminky semenum z néjakého duvodu nevyhovovaly anebo

2. jde o ukazku obecnéjsi skutecnosti, ze vodni rostliny maji casto pozdrzenou kli¢ivost
semen a v 1. sezéné jich vykli¢i jen relativné méalo, semena vsak zustavaji kliciva
nékolik let (viz napf. : ).

Obdobné vysledky ziskal i ( ). Semena stratifikovana na vzduchu (na vlhkém
filtracnim papiru) vubec neklicila, ta stratifikovand ve vodé klicila ve vodé, ale ne na vzdu-
chu. Klicilo asi 20 % semen. Pokus byl provddén pouze jednu sezénu. V pifrodé semena
kli¢i v anaerobnim bahné a mladé semenécky rychle rostou ke svétlu. Uspéénost semenacku
je limitovana hlavné svétlem. Semena mohou zustat kliciva nékolik malo let ( , :
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, ; , ). ( ) uddva prumérny pocet semen
v plodu témér 200, ( ) 285, ale povazuje to za podhodnocené. J&
jsem nalezl v sedmi plodech v pruméru 140 semen (26-184), v jednom dalsim plodu ne-
bylo zddné (pravdépodobné slo o nedozraly plod), ale vzhledem k malému poctu plodu
nemohu prumeérny pocet semen v plodu blize odhadnout. Na viné muze byt i pripadna
geograficka variabilita v poc¢tu semen v plodu, nicméné ja jsem semena sbiral ve stejné
oblasti jako ( ).

Je mozné, ze v tomto piipadé se podepsaly oba dva vlivy. Kazdopadné jako nej-
vhodnéjsi se jevi stratifikovani i kliceni semen v prirozenych podminkach (nep#ilis hluboka
stojatd az mirné proudici voda, bahnité az kamenité dno). V piirodé, kde stulik pfirozené
roste lze takova mista najit velmi casto do urovné normalni hladiny. Malé periodické tuné
vznikajici pii jarnich povodnich stuliku nevyhovuji a v fekach (hlavné v neregulovanych
usecich), slepych ramenech a velkych tunich je mist vhodnych ke kliceni dostatek (pokud
sama tato mista nejsou regulacemi a melioracemi toku znicena). Zd4 se, ze etiolované listy
muze produkovat az asi 4-5 m pod hladinou a vyrust tak z anaerobniho dna ke svétlu
a vzduchu ( ).

5.2.2 Plovatelnost semen a Sifeni v ficnim systému
Semena stuliku prakticky neplavou ( , ; , ; ,
: , : , : , ). Maji témér stejnou hustotu
jako sediment a rychle se potapi. Jednotlivi jedinci si jsou vyznamné podobni az na vzda-
lenost asi 110 km (v povodi Moravy jen do asi 20 km, tam je diky geografické situ-
aci vyména diaspor stizend a koeficient podobnosti je mnohem nizsi nez v Polabi nebo
v celé CR), coz naznacuje ur¢itou komunikaci semeny i mezi vzdalenymi populacemi.
AMOVA (viz déle) sice ukazuje vysokou miru izolace jednotlivych populaci a zvlasté po-
vodi, nicméné mezi prostorové blizsimi populacemi zjevné dochazi k urcité (i kdyz asi
nepfili§ intenzivni) vyméné genetického materidlu. Vysledky analyzy prostorové autoko-
relace mezi genetickou podobnosti a geografickou vzdélenosti ukazuji, ze blizké populace
si jsou vyznamné podobné, zatimco vzdalené jsou velmi odlisné (viz kap. 5.3.2). AMOVA
déva ,globalni“ obraz a nebere v potaz prostorovou blizkost /vzdalenost lokalit, proto je
mozné tvrdit, ze mezi prostorové bliz§imi populacemi dochéazi k urcité vymeéné semen.
Tomu nasvédcuje i skutecnost, ze AMOVA pocitand v ramci jednotlivych povodi vykazo-
vala zvySeni variability v rdmci populaci a snizeni mezi geografickymi oblastmi (skupinami
populaci).
Pravdépodobnost siteni semeny zvysuje jednak vysoka produkce semen ( ,
; , ), jednak to, ze semena zustavaji po rozpadu dobfe plavajictho
plodu jesté nékolik dni spojena v plavajici hlenovité hmoteé ( , ; ,
: , : , : , ). Dobfe plavajici
plody mohou byt fitnim proudem snadno transportovany. I neplavajici semena mohou
byt transportovana spolu se sedimentem a jejich velkd produkce muze zarucit, ze alespon
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¢ast z nich se dostane do podminek vhodnych k vykliceni. Kli¢eni stuliku je limitovano

hlubsi vodou, anoxii a nedostatkem svétla (stulik muze klicit i ve tmeé, ale musi se rychle

dostat na svétlo , ; , ; , ). Mnoho

semen navic zustava dormantnich nékolik let a fadové tydny mohou prezit i mraz ( ,
) ) )

( ) provadeéli pokusy s dfevénymi kostkami napodobujicimi semena
uvolnénd do proudu a zkoumali jejich depozici (odpovidala rozlozeni pobiezni vegetace).
Podle vysledku je hydrochorie neefektivni pro kratce plovatelna semena. To ale nezna-
mena, ze je bezvyznamna. Pro stulik a jeho neplavajici semena je jen malo dokladu
vegetativniho Siteni na vétsi vzdalenost, naopak o generativnim s$ifeni je dostatek in-
formaci ( , ; , ; , ).

( ) ukazali na pifkladu Ranunculus lingua ve Svédsku, ze u vodnich rost-
lin neni selekéni tlak na plovatelnost semen, protoze se velmi snadno — v porovnani se
suchozemskymi — fragmentuji a $iif vegetativné. Je to odpovéd na zddnlivy paradox,
ze vodni rostliny s dobrou schopnosti klonalntho rozmnozovani nemivaji ptilis plovatelna
semena ( , ). Pohlavni rozmnozovéani je Casto omezovano stresujicimi
podminkami vodniho prostiedi, které je prostorové velmi heterogenni. Jde napi. o za-
plaveni a naslednou anoxii nebo naopak o pokles hladiny vody a hrozici vyschnuti atd
( , 2002).

K velkému transportu diaspor stuliku mozna dochazi prevazné béhem kratkych period
zaplav a podobnych udalosti, které maji obvykle za nasledek presun velkého mnozstvi
ruzného materialu. D4 se predpokladat, Ze semena (nebo jiné propagule) se pohybuji spise
na kratké vzdalenosti (stepping-stone model piibuznosti a siteni , ).
Neékteré populace mezi soucasnymi vyskyty stuliku mohly jiz ddvno zaniknout (

, ; , ) a my tak dnes mame tendenci nadhodnocovat
vyznam dalkového §iteni na tkor kratkych presunu mezi sousednimi populacemi. Lze si
i predstavit, ze velka plovatelnost semen je pro vodni rostliny nevyhodna: semena mohou
odplavat az prilis daleko (mimo vhodné biotopy) nebo je vysoka hladina vody béhem
povodni vynese vysoko nad normalni stav vody, kde pak semena zahynou.

5.2.3 Oddenkové tlomky jako mozny dispersni agens

VVVVVV

déno jejich nadmiru obtiznym sbérem (ve dné jsou zarostlé nad oc¢ekavéni pevné). Vzhle-
dem k pevnému srustu se dnem povazuji moznost Sifeni timto vektorem za spiSe méné
pravdépodobnou. Ale napft. ( ); ( ) 0 této moznosti uvazuji
jako realné formeé siteni. Pokud uz je oddenek ulomen a ma-li par listu, trochu zdsob
a korenu, zda se, ze muze bez potizi uspésné zakorenit a dat vznik nové rostlince. Musi se
ale zachytit na vhodném misté. Jarni zaplavy jej mohu vynést vysoko nad normélni stav
vody, kde pak na suchu zahyne.

Geneticky totozni jedinci byli nalezeni jen v nékolika malo piipadech. To sice muze byt
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dano ptilis fidkym samplingem, ktery nebyl prvoradeé cilen na detekci klonti v celém fiénim
systému, ale i tak lze ddlkové vegetativni Siteni povazovat za spise fidké. Ackoliv pro ve-
getativni $iteni mezi populacemi bylo nalezeno jen malo dokladu, nelze jej vyloucit, ale
pravdépodobné nehraje vyznamnéjsi roli. Mezi 489 ¢eskymi vzorky z 66 ¢eskych populaci
bylo nalezeno jen 7 klont, které se vyskytovaly v ruznych populacich.

Na Nezarce, kde byly zachyceny dva pary geneticky identickych jedincu ve dvou
ruznych populacich, jsou populace v klidnéjsich tunich nad jezy a kolem mostu. Vege-
tativni tlomky i plody se mohou pomérné rychlym proudem dostat do populace nize
po proudu, zachytit se v klidngjsi vodé, kde se potom novy jedinec rozrusta. Popu-
lace si jsou geneticky pomérné podobné. Nejvyssi geneticka diverzita byla zaznamenana
laci. To nesvédci o zasadnim vlivu §iteni, spiS o charakteristikach populaci: jak jsou velké
(a tedy jak jsou nachylné ke genetickému driftu) a jak v nich rostlina roste: jestli jde
o souvisly porost par klont nebo o diverzifikovanéjsi prostiedi. Tuto hypotézu podporuji
préce ( ) ( ); ( ) zminéné
v kap. 5.1 a dalsi.

Zbylé 4 mezipopulacni klony byly detekovany v Labi a Jizefe v populacich vzdalenych
od sebe desitky km (populace Kt, Pt, Sj a T1, viz str. 36). Vzhledem k ¢etnym prekazkam
v fiénim proudu (véetné fady meést) je plovani vegetativniho tlomku celou cestu naréz
pomérné tézko predstavitelné. Na druhou stranu, soucasny charakter rozsiteni stuliku
v krajiné nevznikl béhem nékolika poslednich sezén, ale béhem stovek, moznd az tisicu
let. Pouzitda metoda odhaluje variabilitu nasbiranou za celou dobu historie systému, nejen
za par poslednich sezén. Klony mohly byt prineseny do svych soucasnych lokalit napf.
béhem néjaké velké davné povodné (nebo béhem mnoha takovychto mensich udélosti).
Mohly také migrovat postupné pies fetéz dnes jiz mozna zaniklych nebo jen neovzorko-
vanych populaci. Nebo naopak muze jit o ndhodny transport v souvislosti s lodni dopravou
nebo jinou lidskou aktivitou. Nelze vyloucit ani moznou roli vodniho ptactva (napf.

, , str. 94), rybafstvi, péstovani apod. Obecné nelze vyloucit vliv lidskych aktivit,
ktery by vysledky mohl snadno zkreslit. Stulik muze byt nezdmérné siten rybaii nebo
lodni dopravou a ¢asto byva péstovan jako okrasnd kvétina (i kdyz ¢astéjsi je piibuzny
leknin). K vysazovani stuliku do zahradnich jezirek nebo chatovych osad na brezich fek
prakticky neexistuje evidence, ale urcité k nému dochazi. Vétsinou asi sbérem z jinych
nedalekych mistnich populaci a prenesenim na nové misto.

Pomérné husty sbér vzorku byl proveden v Kyjovce a okolnich tunich, kde ale nebyly
zaznamenany zadné klony. Absence klonu mezi populacemi muze byt dana tim, ze dostat
se z tuné do feky a pak dal je pro semena i vegetativni tlomky pomeérné obtizné. Navic
je proud v Kyjovce vyrazné pomalejsi nez v Nezarce, coz jeSté snizuje Sanci na transport
diaspor (semena maji hustotu sedimentu a prakticky neplavou, , ).
Populace v Kyjovce zpravidla netvorily souvislejsi porosty, ale spise shluky nékolika je-
dincu oddélené volnym prostorem. Jednotlivi jedinci z ruznych populaci Kyjovky si jsou
geneticky podobni, pravdépodobné tedy dochazi k vymeéné genetického materidlu mezi po-
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pulacemi. Podle PCoA (obr. 4.7 na str. 65) nemaji jedinci z jednotlivych populaci tendenci
tvorit shluky, ale populace jsou promichané. Geneticka diverzita nevykazuje po proudu
tendenci ke vzrustu ani k poklesu.

5.3 Vztahy mezi populacemi

5.3.1 Geneticka diferenciace jednotlivych populaci a oblasti

Jelikoz mikrosatelity vykazuji stepwise mutaéni model ( : ), lze pro odhady
genetické podobnosti pouzit nejen frekvence alel, ale i jejich délky (napt. Rgr, ,
). Podle AMOVA pocitané jako Fgp-like je mezi povodimi 22 % variability, podle
Rgr-like 43 % (tab. 4.3 na str. 58). Vyrazné vyssi hodnota Rgr je pravdépodobné déna
vyskytem alel, které se mezi vzdélenymi populacemi lisi o velké mnozstvi opakovani (jsou
velmi odlisné). Rgr je bere jako velky rozdil. Zatimco F g7 hodnoti kazdou rozdilnou alelu
stejné, bez ohledu na miru rozdilnosti v délkach. Rgr vykazuje nizké hodnoty v ramci
populaci, coz je pravdépodobné dano vyskytem velkého mnozstvi vzacnych alel, které se
1isf jen o jedno nebo nékolik malo opakovani. Rgr je v tomto ptipadé hodnoti jako relativné
mensi rozdil nez Fgr, které je ddano hlavné spolecnym vyskytem relativné béznych alel
mezi populacemi a skupinami populaci. ( ) prisel s podezienim, ze vyhody
Rsr jsou velmi malé doslo-li k izolaci populaci relativné neddavno a
( ) se domnivaji, ze v situaci, kdy struktura populaci nenf zcela jasna je Fgr
lepsi nez Rgr. Proto se domnivam, ze F g analog AMOVA v tomto pripadé 1épe odpovida
realité ( , : , ).

Podobny zaveér davaji i fixa¢ni koeficienty F-statistiky. Na zdkladé Fgr i Rgr predpo-
kladaji velmi vysoky stupen izolovanosti jednotlivych populaci. Fixaéni index F g7 pocitany
na zakladeé ¢tverce rozdilu v délkdch alel (Rgr) je vyrazné vyssi nez na zékladé podilu
shodnych alel (Fgr), coz svédéi pro velmi rozdilné alely v ruznych povodich, a tedy
pro realné pomeérné nizkou miru komunikace mezi povodimi.

Potencidlnim rizikem s touto AMOVA je urcita nevyrovnanost v poctech jedincu
v populaci (viz histogram na str. 33), kdy existuje pomérné vysoké mnozstvi populaci
s malym poctem jedincu. Na to je metoda citliva ( , ). Vétsina z popu-
laci z nejmensi velikostni tfidy méla velikost 4 jedincu, ale nékolik jich bylo jen ze dvou
jedincu. Je tedy nutné vysledky AMOVA interpretovat s urcitou obezietnosti.

Bayesianské shlukovani pomoci programu BAPS 3.2 neodhalilo zadné shluky, které
by zabiraly vice populaci, coz svédci pro velkou miru odlisnosti danych populaci. Zna-
mena to, ze mezi populacemi neni zretelna struktura na vyssi prostorové drovni a ze jed-
notlivé populace se od ostatnich pomérné vyrazné odlisuji. To pomérné dobte odpovida
vysledkim AMOVA a F-statistiky. [ kdyz nékteré alely se z velké casti vyskytuji jen
v nékterych populacich, odlisnosti geografickych oblasti nejsou dost velké na to, aby pro
né bayesiansky algoritmus vytvoril vlastni vétsi shluk. Program Structure (obr. 4.15
na str. 75) jasné definuje shluk Polabi. Prvky polabskych populaci v jinych populacich
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a naopak naznacuji obcasné dalkové siteni diaspor. Shluk obsahujici prakticky celou Mo-
ravu je doplnén o jihoceské a dalsi populace. Shluk Moravy neni tolik stabilni jako Polabi.
Naproti tomu PCoA (viz obr. 4.4 na str. 62) jasné vydéluje Odru, méné i Stiedni a Jizn{
Moravu. Od nich se pak oddéluje Polabi (i kdyz dochdzi k uréitému miSeni jedincu)
To velmi dobtfe odpovida realné geografické situaci. Mirné odlisné vysledky Structure
a PCoA jsou zpusobeny odlisnymi algoritmy, nicméné vedou k velmi podobnému zavéru:
jednotlivd povodi jsou z velké ¢asti oddélena. Jednotlivd povodi jsou geneticky hodné
odlisna, nicméné k urcité komunikaci mezi nimi dochazi. Za pozorované charakteristiky
genetické diverzity muze distribuce alel, kdy existuji velmi hojné alely, které se sice vy-
skytuji v celém aredlu, ale vyraznéji zastoupené jsou jen v nékterych populacich. Naproti
tomu existuji velmi vzacné alely, které se s mizivou frekvenci vyskytuji jen v nékolika
populacich. Je to stav, se kterym se pouzité algoritmy vyrovnavaji jen s obtiZemi.

Relativné dobfe interpretovatelné jsou genetické shluky vytvorené pomoci Structure
(obr. 4.15 na str. 75 a obr. 4.16 na str. 76) a PCoA (obr. 4.4 na str. 62). Structure jasné
vydéluje Polabi, ke kterému se z vétsi ¢asti pridruzuje Berounka. Trochu ptrekvapivé se
k nému nepfipojuje o néco vzdalenéjsi, ale hydrologicky spojena Ohte. Druhy shluk (Mo-
rava, Jizni Cechy a Ohfe) milze byt z ¢dsti metodologicky artefakt: nékteré oblasti se
k nému pftipojily ¢isté proto, ze nebyly podobné Polabi, ani dost odlisné na to, aby vy-
tvorily vlastni shluk. Nicméné stéle to vypovida o urcité podobnosti (propojenosti) danych
oblasti. Zato prifazeni zahrani¢nich populaci do téchto shluku nejspise nebude — vzhle-
dem k velké prostorové vzdalenosti a mnozstvi neovzorkovanych populaci mezi nimi —
piflis relevantni. Ale je zajimavé, ze populace vychodné od CR (Slovensko a Litva) se
shlukuji s Moravou, zatimco Némecko s Cechami. Toto uspoiddani narusuje Brusel shlu-
kujici se s Moravou (anebo s Ohii?). PCoA spiSe nez jednotnost Polabi zduraznuje urcitou
izolaci Poodii a Moravy, ale principidlné iika totéz.

Velmi podobné se da uvazovat o varianté vypoctu Structure pro 3 genetické shluky
(obr. 4.17 na str. 77). Na vylucnosti Polabi se nic neméni. Stale tvoii dobie definovany
shluk. Vydéluje se novy shluk obsahujici Luznici, Nezdrku (tzn. vSechny jiho¢eské popu-
lace) a Odrou (zde se d4 uvazovat napi. o ptacich tazich). Nezarka vykazuje silnou vazbu
k Moravé a Jizni Morava malou vazbu na Odru a Jizni Cechy. Velmi silng je vazba Ohfe
k povodi Moravy, coz uz je hure vysvétlitelné. Vzhledem k tomu, ze z Ohte je oproti Mo-
raveé k dispozici relativné malo vzorku muze jit o dusledek néjakého dalkového transportu,
mozna s lidskym pri¢inénim.
siteni (coz souhlasi s vysledky ziskanymi pouze v Polabi , ): popu-
lace vykazuji urcitou pribuznost, nicméné néjaka jasna struktura mezi populacemi neni.
Populace mezi sebou zjevné (hlavné na kratsi) vzdalenosti komunikuji, nicméné vzdalené
vzajemné odlisitelnd (napf. obr. 4.4 na str. 62 a obr. 4.15 na str. 75), nicméné vykazuji
urcité vztahy. Nejsou tedy izolovana stoprocentné.

Soucasné charakteristiky genetické podobnosti populaci stuliku mohou byt zpusobeny
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nastupujicim genetickym driftem ve fragmentovaném aredlu ( , ;
, ; , ). Velké mnozstvi lokalit, kde by stulik
mohl rust (a v minulosti pravdépodobné rostl) bylo zni¢eno béhem tprav fek (napfimovani,
vybetonovani koryta, odfezavani a zazemnovani slepych ramen, stavba vodnich dél apod.,
napr. , ; , ). Tento relativné souvisly aredl se vlivem
lidské cinnosti fragmentoval, ¢imz se moznosti vymeény diaspor zhorsily. Stulik je dlou-
hoveky ( , ), ale vlivy genetického driftu jiz pomalu nastupuji. Je to vidét na tom,
ze jednotlivé populace k sobé stale vykazuji urcité vazby, ale nadpopulacni struktura jiz
je nezfetelnd a v populacich se §if{ nové, zatim vzacné, alely ( , ).
Tato zjisténi jsou trochu podobnd praci ( ), kde autori taktéz odhalili
vysokou miru izolace jednotlivych povodi a vysoky podil genetické variability v rdamci
populaci (patrné diky genetickému driftu ve fragmentovaném aredlu).
Podobné zévéry jsou znamy napt. z druhu rostoucich v evropskych horach (napft.
, ; , ; , ), jejichz aredl se ménil
v dusledku dob ledovych (glacidlni relikty). Ale takovéto pattern muzeme najit i u lesnich
druht (napf. ; ) nebo na ostrovech (napf. , :
, ). Vsechny pripady maji bez ohledu na své velké odlisnosti jednoho
spole¢ného jmenovatele: relativné kratkou dobu fragmentovany aredl a piipadné nedavné
velké zmeény pocetnosti. Takové druhy (typicky s nizkou konektivitou populaci) vykazuji
v urcitych pohledech srovnatelné charakteristiky jako stulik zluty.

5.3.2 Geograficka vzdalenost a geneticka podobnost

Heterozygosita (tab. 4.1 na str. 50) vykazuje mezi populacemi a povodimi uréité, i kdyz
slabé tendence. Jizni Morava vykazuje jako oblast vyssi heterozygositu nez Morava stiedni.
To muze byt dano jednak samotnou polohou nize po proudu, jednak tim, ze populace
z Kyjovky jsou v pruméru vétsi a jsou potencidlné lépe propojené (populace ze stfedni
Moravy jsou povétsinou z izolovanych tuni dale od feky). Nicméné jednotlivé populace
jako takové vykazuji dosti podobné hodnoty heterozygosity. V ramci Luznice a Nezarky
zéddnd takovato tendence neni. V Polabi sice jsou rozdily v heterozygosité, ale nevykazuji
zadnou geografickou tendenci a spise vypovidaji o rozdilnostech jednotlivych populaci.
Tamni populace jsou c¢asto pomérné malé, coz pouzitelnost tohoto indikatoru vyrazné
snizuje.

Stulik zluty v CR jasné vykazuje genetickou izolaci geografickou vzdalenosti (isolation
by distance). Prostorové blizsi populace si jsou geneticky podobnéjsi, vzdalené jsou signifi-
kantné odlisné. Na to ukazuji vysledky AMOVA i PCoA. Takovy vysledek je v obdobnych

studiich pomérné bézny. Napf.: ( , Lythrum, Phragmites a Typha),
( , Potamogeton coloratus), ( , Hibiscus moscheutos),
( , Calycophyllum spruceanum), ( , Vis-
caria alpina a Angelica archangelica), ( , Sparganium emersum). Tedy

pokud jde o druhy, které se siti nejcastéji vodou nebo alespon ricnim koridorem. Naopak
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napi. ( ) zkoumali Helmholtzia glaberrima, kterd se $iti nezavisle
na vodnim toku a geneticka struktura tak reflektuje spise podminky vhodné k rustu rost-
liny nez geografii fi¢ni site.

Obdobné vysledky byly ziskdny i mimo #i¢ni systémy. ( ) zkoumali
genetickou diverzitu 19 populaci Potamogeton pectinatus z celé Evropy a severni Afriky
a v jadernych ani plastidovych sekvencich pomoci RFLP nenalezli zadné shodné jedince.
Nutno vsak podotknout, ze sbér vzorku byl, vzhledem k rozlehlosti oblasti, pomérné fidky.
Geneticka variabilita rostla se vzdélenosti, situaci nejlépe popisoval stepping stone anebo
isolation by distance model. Podle autoru je zjevny vliv ptacich tahu. Je skoda, ze prace
mela tak ridky sampling.

S témito vysledky zajimavé kontrastuje préce ( ) zkoumajici
baltské a jezerni populace Potamogeton pectinatus. Severni Evropu druh rekolonizoval
z vétstho mnozstvi refugii pred cca 12 000 lety a roste jak v prakticky brakickém Baltu,
tak napft. v jezerech. Geneticka piibuznost populaci nevykazuje zadné geografické pattern.
Baltské populace jsou geneticky méné diferencované a je mezi nimi 2,5x vétsi genovy tok.
V kazdé jednotlivé populaci dochazi k silné adaptaci k lokalnim podminkam. Asi pozo-
rujeme prvopocatek speciace mezi baltskymi a jezernimi populacemi, nicméné sekvence
rRNA jsou u obou skupin populaci identické.

Zajimavé je, ze ( ) pozorovali pozitivni autokorelaci mezi jedinci
do vzdélenosti 25 km (coz odpovidd mym vysledkum z povodi Moravy, kde byla obecné
tato vzdalenost vyrazné slabsf nez v Polabf nebo v celé CR), nicméné v rdmei povodi
Labe a celé CR jsem pozitivni autokorelaci zaznamenal az do vzdélenosti pies 110 km
(na velkych vzdélenostech uz byla velmi slaba). To implikuje sifeni generativnich diaspor
na veétsi vzdalenosti nez se predpokladalo.

Geneticka izolovanost geografickou vzdalenosti (isolation by distance) je pomérné

bézna i mezi jinymi rostlinami. Napf.: ( , Senecio rodriguezii),
( , Hypericum nummularium), ( , Zostera marina),
( , Sazifraga paniculata), ( , Arabidopsis thaliana),
( , Posidonia oceanica). Jiné studie tuto zavislost nepotvrzuji. Napt.:
( , Trillium erectum), ( , Iris aphylla).

Vzhledem k obrovské variabilité studovanych druht i jejich prostedi nelze v tomto ohledu
délat jednoznacny zavér. Obecné se da fici, ze druhy nevykazujici genetickou izolaci ge-
ografickou vzdélenosti byvaji extrémné dobte §ititelné nebo v neddvné minulosti prosly
udalosti typu delstho bottleneckingu a nasledného prudkého nartustu populaéni pocetnosti
(a/nebo arealu). To ale neni piipad stuliku.

5.3.3 Mozné siteni vodnimi ptaky

( ) konstatovali, Zze transport rostlinnych propaguli vodnimi
ptaky (ornitochorie®) je sice z terénnich studii dobie dokumentovany, chybi vSak po-

3Semena se mohou jak zachytit zevné na téle ptaka (exozoochorie), tak mohou prochazet jeho zazivacim
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ev s

drobnéjsi informace o vlastnostech transportovanych propagulich a o ptacich, kteti je
transportuji a jak tyto jejich vlastnosti ovliviiuji cely proces. ( ) se
k moznosti Sifeni vodnich rostlin v ptacich zaludcich na velké vzdalenosti stavi velice
skepticky protoze (1) Ptéci zerou semena mimo dobu z hlediska rostlin nejvhodnéjsi pro
rozmnozovani (coz nevylucuje moznost transportu vegetativnich diaspor), (2) dalkovy
transport by logicky pfipadal v dvahu jen na podzim ze severu na jih (prusecik ge-
nera¢ni doby rostlin a ptactho tahu), (3) vétsina ptaciho zaludku se vyprazdni do asi
300 km letu (stejné tak nevime nic o tom, jak dlouho mohou diaspory vydrzet zachyceny
na ptacim téle) a (4) ptdci mnohdy cestuji mezi velmi odlisnymi habitaty: rostliny se
tak mohou snadno dostat z prostiedi, pro které jsou prizpusobené do prostiedi o poznani
méné vhodného. Na druhou stranu maji obvykle Sirokou ekologickou amplitudu a jsou
prizpusobivé.

( ) jasné ukazuje, ze dalkovy transport vodnim ptactvem je mozny,
nepiindsi vsak dukazy o jeho sile a vyznamnosti. Ukazuje mj. fadu krmnych pokusu (ptéci
byli nékdy krmeni i nésilim nebo neméli na vybér jinou potravu). Takové pokusy — i kdyz
ukazuji, ze semena si po pruchodu ptacim zaludkem uchovévaji kli¢ivost — musime brat
s rezervou. Nevypovidaji o potravnich preferencich ptaku v pfirodeé.

Vysledky Structure i PCoA naznacuji urc¢itou komunikaci zvlasté mezi moravskymi
a jihoteskymi populacemi. Zvlasté na Jizni Moravé a v Jiznich Cechach jsou vyznamné
ptaci oblasti, kde se ptaci casto zastavuji. Alespon ¢ast pozorovanych vztaht mezi témito
oblastmi lze jisté pri¢ist na vrub vodnim ptaktum. Vzhledem k dostupnym tdajum (studie
o §iteni ptaky, ptacich migracich i charakter rozdéleni genetické diverzity stuliku) je prak-
ticky jisté, ze dochazi k siteni semen stuliku prosttednictvim vodnich ptaku, nicméné jeho
intenzita je pravdépodobné nevelka. Jasny vliv ptacich taht naproti tomu odhalili
( ) studujici vysoce klondlni Potamogeton pectinatus v celé Evropé a severni

Africe.

5.4 Zobecnéni

Je jen relativné mélo fylogeografickych praci na vodnich rostlinach, které meély srovnatelny
rozsah. Pati{ mezi né mj. ( ) zabyvajici se jedno- a dvoudomymi
populacemi Sagittaria latifolia v Severni Americe. Populace S. latifolia vykazuji mnohem
vétsi strukturu a pomérné jasné pattern rekolonizace vychodni casti Severni Ameriky
po posledni dobé ledové. ( ) na rozdil od mych vysledku jasné prokézali
vliv ptac¢ich tahu na evropské populace Potamogeton pectinatus a odhalili vysoky stupen
klonalniho rozmnozovani. Pozorované pattern nejlépe popisoval isolation by distance nebo
stepping-stone model. Zajimavé je srovnani se stromy (napf. , ;

, : , ). Ty — snad diky své dlouhovékosti a nizké mite

traktem (endozoochorie; ) ).
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klonélniho rozmnozovani — zpravidla ukazuji jasné geografické pattern genetické diver-
zity (a nepodobaji se zde prezentovanym vysledki,), zpravidla souvisejici s postglacidlni
rekolonizaci Evropy ( , : , ).

Piiklady jinych vodnich rostlin i horskych a ostrovnich druhu mnohdy ukézaly po-
dobné charakteristiky genetické variability. PTinos této prace zustava v tom, ze poodhalila
situaci u mélo probadanych vodnich rostlin a pracovala na relativné velkém a diverzifi-
kovaném uzemi. Vzhledem k prezentovanym podobnostem s druhy, které vykazuji urcité
podobné charakteristiky se domnivam, ze tyto zaveéry lze do urcité miry zobecnit i na dalsi
doposud nestudované druhy (napi. Nymphaea, Trapa, Stratoides, Sirolisté rdesty, pobiezni
rostliny, ...).



Kapitola 6
Zaveér

Pomoci mikrosatelitové analyzy 528 jedinct ze 70 populaci stuliku zlutého z CR (66 popu-
laci a 489 jedincu), Slovenska, Belgie, Némecka a Litvy byly zodpovézeny otézky o fyloge-
ografii stuliku zlutého v CR (str. 18). Mikrosatelitové lokusy byly velmi variabiln{ a sbér
dat dostatecné husty, aby prezentované zavéry byly kvalitné podlozené. Nizkd struk-
tura mezi populacemi je pravdépodobné déna charakteristikami soucasného siteni stuliku
zlutého v ¢eské krajiné a ne vlastnostmi pouzitych molekuldrnich markertu. Podrobnosti
jsou v diskuzi zacinajici na str. 85.

1. Klonalni struktura populaci: Ukazuje se, ze populace sestavaji spise z vétsiho
poc¢tu mensich klonu a ptibuznych jedincu. Nedochézi k prevaze jednoho nebo
nékolika méalo klonalnich jedincu. Kazdy trs se, pokud mu to okolni podminky dovo-
luji, rozrustd kolem sebe (jde o rust v fddové jednotkdch metru). K prevaze klonu tak
pravdépodobné muze dojit jen ve specifickych podminkach (malé disturbance, slaby
az zadny proud a dostatek volného prostoru — podminky vhodné pro rozrustani
trsu do stran). V rdmci populaci pravdépodobné nedochézi k vyznamnému Siteni
vegetativnich tdlomki.

2. Klic¢ivost semen a potencialni role oddenkovych dlomku jako dispersniho
agens: Prvni rok semena klicila velmi slabé (vykli¢ilo pouze 1,1 % semen), druhy
rok v témeér prirozenych podminkach vyklicilo 43,6 % semen. Semena si mohou
udrzovat klicivost nékolik mélo let a nejlépe kli¢i v mélké prohiaté vodé v piscitém
az bahnitém substratu. Plody dobte plavou, samotnd semena ne, ale vzhledem k je-
jich mnozstvi mohou slouzit jako efektivni vektor siteni. PtiliSna plovatelnost by
mohla byt i nevyhodné: semeny by se mohla snadno dosta daleko mimo vhodné lo-
klaity nebo napt. pti vysokém stavu vody nad troven normélni hladiny a zahynout
na suchu.

Oddenkové ulomky jsou velmi pevné vzrostlé do dna, uvolnit je tak dokéaze jen velka
disturbance (povodné, drhnuti ledovych ker o dno za jarniho tani a praskani ledu
apod.), navic se ilomek musi zachytit na vhodném misté, coz je pii vysokém stavu
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vody za povodni dosti obtizné. Ma-li oddenkovy tlomek vzrostny vrchol a dosta-
tek zivin a zachyti-li se na vhodném misté, muze snadno dat vznik novému jedinci
(takové tlomky velmi dobfe prezivaji a rostou). Nicméné bylo nalezeno jen méalo do-
kladu vegetativniho Sifeni mezi populacemi, da se tedy tvrdit, ze tento zpusob neni
ale sesbirat vzorky ze vSech trsu rostoucich ve studované fece. Je-li mi znamo, studie
takového rozsahu nebyla doposud provedena.

. Geneticka variabilita populaci mezi riznymi oblastmi (#i¢nimi tseky, po-

vodimi): Jednotlivd povodi i feky jsou dobie izolované (to potvrzuje F-statistika
i Bayesianské shlukovani), v ruznych povodich dominuji velmi odligné alely (nicméné
zadné nejsou pro néjaké povodi vylucné), ale stdle mezi nimi dochézi (nebo dochazelo
v neddvné minulosti) k vyméné genetického materialu (jak naznacuje PCoA a shlu-
kovani Structure). Pouzité metody odrazi genetickou variabilitu sesbiranou za ce-
lou dobu existence populaci, zjisténé charakteristiky tak nemusi presné odpovidat
soucasnému stavu moznosti Siteni stuliku v c¢eské krajiné.

. Transport diaspor mezi povodimi: Mezi vSemi populacemi bylo nalezeno jen

celkem 7 klontu (vSechny byly nalezeny v hydrologicky propojenych lokalitach), l1ze
tedy tvrdit, ze vegetativni sifeni mezi populacemi je velmi omezené (i kdyz dete-
kovatelné). K sifeni semeny dochdzi az na vzdalenost asi 120 km (i kdyz reativné
vzacné — s rostouci vzdalenosti jeho mira prudce klesd), je tedy detekovatelné i mezi
ruznymi populacemi a povodimi. Nicméné vyznamnou roli hraje hlavné na kratsich
vzdalenostech (fadové jednotky km). Transport diaspor na velké vzdalenosti je ome-
zeny.

. Vztah geografické vzdalenosti a parové genetické podobnosti mezi je-

dinci: Stulik vykazuje jasnou genetickou izolaci geografickou vzdalenosti (isolation
by distance). Pozitivni autokorelace (signifikantni podobnost) mezi jedinci je dete-
kovatelna az do 25 km v povodi Moravy a do asi 120 km v povodi Labe a v ramci
celé CR. Genetickd podobnost jedinci klesd s rostouci geografickou vzdélenosti.
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Dodatek A

Prehled lokalit

Nize je uveden struény popis jednotlivych oblasti vyskytu stuliku zlutého v CR, které
byly béhem diplomové prace prozkoumany. Piehled lokalit je v tab. 3.2 na str. 36 a 3.1
na str. 38. Rozdéleni populaci do geografickych skupin je na str. 32. Mapa ¢eskych populaci
je na obr. 3.3 na str. 34, zahrani¢nich na obr. 3.4 na str. 35. Fotografie z lokalit jsou
na webové adrese http://botany.natur.cuni.cz/zeisek/galerie/lokality /.

A.1 Povodi Odry

V CHKO Poodii v Odie mezi Jistebnikem a Ostravou-Svinovem byl stulik zaznamenan
pouze v jizni ¢asti Kfivého rybnika, na obnazeném dné rybniku Prosndku a Kukly a ve
Svinskych (Svinovskych) tunich (Beckarna). V samotné fece zaznamenan nebyl. Déle
byly Mgr. Martinou Pichrtovou (Katedra botaniky PiF UK) sebrény vzorky z populace
z Gelnarova jezera.

A.2 Povodi Moravy

A.2.1 Morava

V Litovelském Pomoravi v Moravé v Kurflirstové rameni a okoli nebyl stulik zaznamenan
(je tam uddvan'). Mezi Otrokovicemi a Veselim nad Moravou nebyl v fece zaznamendn
(feka je prakticky mrtvé, regulovand, bez makrofyt). Je zjevné péstovan v tuni na pravém
brehu mezi Otrokovicemi a Napajedly (chatova osada), mensi trsy jsou v byvalém slepém
rameni Pénné (levy bieh, jizni okraj Napajedel), nékolik trsu je zjevné vysazeno do seve-
rozapadniho okraje ramene, do kterého tece Pohotelicky potok. V byvalém slepém rameni
na jiznim okraji Spytihnévu je na soukromém pozemku péstovan. Obrovska populace je
v PR Kanada severné od JaroSova (levy bieh), hlavné v jejim jiznim rameni. Nékolik trsu
je v PR Tun u Kostelan. Posledni vétsi populace jsou slepa ramena jizné od Uherského

'Podle Mgr. Tomése Vitka, ktery dlouho piisobil jako dobrovolny strazce v CHKO Litovelské Pomoravi.
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Ostrohu (levy bieh, chaty), vétsi populace je na jihozdpadnim okraji mésta na pravém
brehu (nejseverovychodnéjsi a prostiedni ze tif tuni, v posledni neni nic). Dva trsy byly
v tuni severné od Veseli nad Moravou na pravém bfehu. V ostatnim lokalitdach (zvlaste
kolem Uherského Ostrohu) nebyl stulik nalezen. Nelze tak potvrdit udaje z ( ,

K ( ). Pravdépodobné je to déno tim, ze zadznamy jsou jiz
starsiho data a od té doby doslo v krajiné k fadé zmén.

A.2.2 Dyje

........ ’

V obote soutok v Dyji stulik zluty pravdépodobné neni (mozna je v nejjiznéjsim cipu
u vlastniho soutoku s Moravou, je v Kyjovece — viz dale). Kolem Bieclavi je feka silné
regulovand, stulik byl nalezen jen v jezirku Bruksa (byvalé rameno dnes oddélené protipo-
vodnovou hrazi) nad méstem smérem k Lednici. D4l proti proudu k Bulharum nenalezen.
Nenalezen ani v lednickém parku ve Staré Dyji (silné zarostld okiehky), je tam jen pér
vysazenych trsi. Okolo Lednice jsou idajné vyznamné lokality vodni kvéteny (Pastvisko
u Lednice, Kvétné jezero, Kutna a Mahenovo jezero), které ale byly v 1éte 2007 bud
vyschlé nebo bez vodnich makrofyt.

A.2.3 Kyjovka

V obofe Soutok jsou velké populace stuliku jak v samotné fece, tak (vyrazné castéji)
v jejich pritocich a v okolnich tunich. Smérem proti proudu k Lanzhotu rychle ubyva.
Nebyla projita nejjiznéjsi ¢ast u vlastniho soutoku s Dyji.

A.3 Povodi Labe

VVVVV

Pro podrobnéjsi informace o vyskytu stuliku v povodi Labe severné a vychodné od Prahy
viz ( ) a tam citovanou literaturu.

A.3.1 Luznice

Udaje o vyskytu stuliku zlutého na horni Luznici se rizni, ale obecné se tam predpoklad4?.
V tseku asi 2 km pod Novou Vsi nad Luznici byl nalezen jen v nékolika tunich okolo feky,
ve vlastni fece ne. Okolo Dvorti nad Luznici nenalezen. V Nové fece neni, je v Novoreckych
mocélech (ze severni a vychodni strany, od Nové teky je nepiistupny), nékolik skupin je
kolem Rozvodi. V samotné Staré fece nebyl nalezen, pouze v tuni u samoty U Dusaku.
Nékdy je udavan ze stok v okoli Treboné. V blizkosti mésta ale nebyl zaznamenan. Byl
nalezen pouze v rybniku Vysehrad (velkd populace).

2Ustn{ sdélen{ Mgr. Ladislava Rektorise z CHKO Tiebonsko, prof. Karla Pracha z PfF JCU, Dr. Lu-
bomira Adamce z BU AV CR Tieboii a dalsich.
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A.3.2 Nezarka

Mezi Jindfichovym Hradcem a Lasenici zaznamenan pouze v mistech klidnéjsiho proudu
kolem mostu a jezu, v fece mezi vesnicemi ne. Z Nezarky pod Lasenici neni dolozen.

A.3.3 Berounka

Reka byla prozkouména od Roztok u Kfivoklatu po Zvikovec. Mens{ populace je pfi levém
brehu nad jezem ve Zvikovci (zarostlé okiehky) a cca 300 m pod mostem ve Zvikovci (levy
bteh pii usti potoka), ddle u levého brehu pod Zvikovcem u $kolky dubu, ve slepém rameni
(spojené s fekou) u levého biehu pod pilou pod Zvikovcem severozapadné od Hradisteé,
v levém rameni mezi Hradistém a Cilou kolem #iénfho ostrova (i u nepiistupného pravého
bfehu dale po proudu) a u pravého biehu pod Cilou pod ohradou (mal& populace).
Vsechny populace nalezené v Berounce byly pomérné malé.

A.3.4 Ohre

Nejvétsi vyskyt je udavan mezi Citicemi nad Sokolovem a Vokovem ( , ), tam
ale bylo nalezeno jen nékolik osamocenych trsu. Stulik nebyl nalezen ani mezi Chlumkem
a Hlavnem a mezi Kynsperkem nad Ohii a Dobrosi. Kromé samotného Kynsperka nad
Ohii se vyskytuje prakticky vyhradné v tiunich kolem teky. Ty postupné zarustaji, za-
zemnuji se a podminky pro rust stuliku se zhorsuji. Pod Sokolovem jiz stulik prakticky
neni dolozen, obcas je udavan z horni Ohte u némeckych hranic.

A.4 Brusel, Belgie

Vzorky byly sbirdny podél ticky Woluwe. Jde o mélkou malou ticku prochézejici ji-
hovychodnim okrajem mésta (to se tam rozrostlo relativné nedédvno, podobné jako prazské
okrajova sidlisté zabiraji byvalé vesnice). Cely tok a okoli jsou viceméné udrzované, rost-
liny v jezirkach, kterymi feka protékd, jsou povétsinou péstované (ne vzdy, s ruznou in-
tenzitou), podle Prof. Ludwiga Triesta (ustni sdéleni) je stulik i na starych predvéle¢nych
fotografiich (coz by mohlo indikovat jeho ptirozeny puvod, z belgickych fek zmizel az kvuli
rostoucimu znecisténi, pred tim byl hojny, dnes povétsinou jen v jezirkach a rybnicich
okolo fek, ne ve vlastnich fekéach).
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Dodatek B

Pouzity software

NiZe je uveden seznam a odkazy na domovské stranky (pfipadné i citace ¢lanku) softwa-
rového vybaveni pouzitého pii tvorbé diplomové prace.

e Arlequin (Excoffier et al., 2006), http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/

e BAPS 3.2 (Corander and Marttinen, 2007),
http://web.abo.fi/fak /mnf/mate/jc/software/baps.html

e BibTgX (bibliograficky doplnék pro IXTEX 2¢), http://www.bibtex.org/

e CLUMPP (Jakobsson and Rosenberg, 2007),

http://rosenberglab.bioinformatics.med.umich.edu/clumpp.html

e Distruct (Rosenberg, 2004),
http://rosenberglab.bioinformatics.med.umich.edu/distruct.html

e Esri ArcGIS, http://www.esri.com/

e GenClone (Arnaud-Haond and Belkhir, 2007),
http://www.ccmar.ualg.pt /maree/software.php?soft=genclon

e GeneMarker Demo, http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html
e GNU Image Manipulation Project (GIMP), http://www.gimp.org/
e Inkscape, http://www.inkscape.org/

e K Desktop Environment (KDE), http://www.kde.org/

e KBibTEX (BibTEX editor pro KDE),
http://www.unix-ag.uni-kl.de/ fischer /kbibtex/

e Kile (KTEX 2¢ IDE pro KDE), http://kile.sourceforge.net/

115


http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/
http://web.abo.fi/fak/mnf/mate/jc/software/baps.html
http://www.bibtex.org/
http://rosenberglab.bioinformatics.med.umich.edu/clumpp.html
http://rosenberglab.bioinformatics.med.umich.edu/distruct.html
http://www.esri.com/
http://www.ccmar.ualg.pt/maree/software.php?soft=genclon
http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html
http://www.gimp.org/
http://www.inkscape.org/
http://www.kde.org/
http://www.unix-ag.uni-kl.de/~fischer/kbibtex/
http://kile.sourceforge.net/

116

DODATEK B. POUZITY SOFTWARE
Typograficky systém KTEX 2¢, http://www. latex-project.org/,
http://www.tug.org/texlive/

MicroSatellite Analyser (MSA, Dieringer and Schlotterer, 2003),
http://i122server.vu-wien.ac.at/MSA /MSA_download.html

OpenOffice.org, http://www.openoffice.cz/, http://www.openoffice.org/

openSUSE GNU/Linux, http://www.opensuse.org/, http://www.gnu.org/,
http://www.linux.org/

Statisticky balik R (R Development Core Team, 2008), http://www.r-project.org/
Rkward (R GUI pro KDE), http://rkward.sourceforge.net/

SPAGeDi (Hardy and Vekemans, 2002),
http://www.ulb.ac.be/sciences/ecoevol /spagedi.html

Structure (Falush et al., 2007), http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html

Structure sum (Fhrich et al., 2007),
http://www.nhm.uio.no/forskning-samlinger /forskning /forskningsgrupper /ncb/

SYNTAX 2000 (Podani, 2001), http://ramet.elte.hu/ podani/
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Dodatek C

Protokoly

Protokoly pouZivané pii izolaci DNA, piipravé a prubéhu PCR a pii precistovani DNA

pred odeslanim na fragmentacni analyzu na automatickém sekvenatoru.

C.1 Izolace DNA (CTAB)

Jde o mirné upravenou variantu postupu ( ), princip se neméni.

Metoda poskytuje i bez zvlastniho precisténi pii dostatecné cistoté vysledné DNA a nizké

cené velmi kvalitni a stabilni vytézky.

1.

10.

11.

Cca 0,5 g suchého materidlu (ze silikagelu, .. .) dat do kulatych eppendorfek a pridat
5-10 sklenénych nebo 2 kovové kulicky.

Drceni, 30 ot./sek., 10 minut (nejde-li, pridat kulicky a drtit dalsich 10 min.).
Pridat 700 pl CTAB (s merkaptanolem) + 5 ul RNazy a protiepat.

Inkubace na termobloku 60°C, 14 000 rpm, 30 min.

Po 2 min. inkubace na 1zi¢ce pridat PVP.

Centrifugace 14 000 rpm, 3 min.

Pridat 500 pl smési chloroform : isoamylalkohol 24 : 1.

Promichat otocenim na misce a nechat 5 min. stat

Centrifugace 14 000 rpm, 6 min.

Prepipetovat 500 ul supernatantu do novych eppendorfek (v digestofi, staré spicky
a eppendorfky vyhodit do zvlastni nadoby).

500 pl vychlazeného isopropanolu.
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12. 1-2x prevratit.
13. Nechat 30 min. pti laboratorni teploteé.
14. Centrifugace 14 000 rpm, 3 min.

15. V digestori slit supernatant a oteviené eppendorfky prevratit dnem nahoru na fil-
tracni papir.

16. Pridat 400 pl vychlazeného 96% ethanolu.

17. Inkubace na termobloku 37°C, 1 200 rpm, 3 min. (mozno vynechat).
18. Centrifugace 14 000 rpm, 3 min.

19. Slit supernatant.

20. Pridat 200 pl vychlazeného 70% ethanolu

21. Nechat stat 5 min.

22. Centrifugace 14 000 rpm, 3 min.

23. Slit supernatant, nechat stat 10 min.

24. Vysusit oteviené na termobloku pti 90°C, 1-2 min.

25. Dle potteby pridat 200 ul TE pufru.

26. Dle potteby inkubace na termobloku 37°C, 600 rpm, 30 min.
27. Dle potteby kratce centrifugovat.

28. Meéreni koncentrace az druhy den.

C.2 PCR

Priprava reakéni smeési pro PCR pro kazdy z 10 paru fluorescentné znacenych primeru
zv1ast ukazuje tab. C.1. Primery mély koncentraci 25 ng-ul~!. Vétsinou byla pouzivdna
poloviéni reakce (v poloviénim objemu), protoZe pii mnohem nizsi cené poskytuje plné
srovhatelné vystupy jako reakce ve standardnim objemu. Reakéni smés s vyuzitim Ep-
pendorf RedTaq ReadyMix PCR Reaction Mix ukazuje tab. C.2. Od ptedchozi reakce se
principialné nelisi, jen reakéni smés je jiz pripravena vyrobcem. Prubéh PCR v termocy-
kleru ukazuje tab. C.3.



C.3. PRESRAZENI MIKROSATELITOVYCH PRODUKTU 119

Tabulka C.1: Reakéni smés pro PCR se pripravuje pro kazdy z 10 primert zvlast. V prvnim
sloupci jsou jednotlivé slozky reakéni smési, ve druhém jejich objem pro reakci ve 20 pl (plnd
reakce) a ve tfetim sloupci jsou objemy pro poloviéni reakei v 10 ul. Vsechny objemy jsou v ul.
Posledni tadek je souctem piedchozich radku.

| Reakce | PIna (20 1) Poloviéni (10 1) |
Sterilni voda 13,6 6,75
Pufr 2 1
dNTP 0,4 0,2
Forward primer || 0,25 0,15
Reverse primer | 0,25 0,15
Taq polymeraza || 0,5 0,25
| DNA |3 |15 |
| Do stripu | 17 multimixu a 3 DNA | 8,5 multimixu a 1,5 DNA |

C.3 Presrazeni mikrosatelitovych produkti
C.3.1 Presrazeni jednotlivych vzorkua
1. Ve zvlastnim stripu natedit produkty (obvykle 1 : 1 s ddH,O).
2. Do 1,5 ml eppendorfek ptridat na sténu 2 ul CH3COOH a 1 pl natedéného produktu.
3. Pridat 25 ul predchlazeného 96% ethanolu, promichat.
4. Dat na 20 min. do mrazaku.
5. Centrifugovat v centrifuze predchlazené na 4° C 30 min. na maximum.
6. Opatrné slit.
7. Pridat 100 pl predchlazeného 70% ethanolu.
8. Centrifugovat 3 min. na maximum.
9. Opatrné slit.
10. Nechat stat 10 min. ve flow boxu.
11. Dle potteby nechat asi 10 min. schnout v termobloku ptedehiatém na 65° C.

12. Ulozit do mrazaku.



120 DODATEK C. PROTOKOLY

Tabulka C.2: Reakéni smés pro PCR s vyuzitim Eppendorf RedTaq ReadyMix PCR Reaction
Mix. Reakéni smés se piipravuje pro kazdy z 10 primerii zvlast. V prvnim sloupci jsou jednotlivé
slozky reakéni smési, ve druhém jejich objem pro poloviéni reakci v 10 pl. Posledni tadek je
souc¢tem piedchozich radku.

Slozka Objem v ul

Sterilni voda 3,2

RedTaq ReadyMix PCR Reaction Mix | 5

Forward primer 0,15

Reverse primer 0,15
[ DNA (15 |
’ Do stripu ‘ 8,5 multimixu a 1,5 DNA ‘

Tabulka C.3: PCR pouzivana pro amplifikaci mikrosatelitovych primeru. Po inicidlnim zahiati
nasleduje 35 cykla a 15 minut na dosyntetizovani zbytkt, ¢imz PCR konéi. Az do otevieni vika
termocykleru a vyjmuti vzorku je teplota drzena na 10°C.

Teplota ve °C | Cas

94 1 minuta | inicidlni
94 40 sekund

50 40 sekund | 35 cyklu
72 50 sekund

72 15 minut | terminacni
10 hold

C.3.2 Presrazeni v platu do sekvenatoru

1. Ve zvlastnim stripu natedit produkty (obvykle 1 : 1 s ddH,O).

2. Do kazdé jamky plata pridat na sténu 2 ul CH3COOH a 1 ul natedéného produktu.
3. Sekvenator cte plato ve sméru Al, B1, C1, ...

4. Do kazdé jamky multikandlovou pipetou pridat 25 ul 96% ethanolu.

5. Uzaviit desticku a opatrné zvortexovat.

6. Stocit desticku v centrifuze 1 min. Pii 40 RCF.

7. Dat na 20 min. do mrazéaku.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.
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Centrifugovat pti 4° C 20 min. pii 2250 RCF (maximdlni brzdéni).

Opatrné odstranit viko desticky, prikryt buni¢inou, oto¢it dnem vzhuru a centrifu-
govat 1 min. pii 40 RCF (vytece ethanol, neviditelny precipitdt ziustane na sténé).

Multikanéalovou pipetou pridat 100 ul 70% ethanolu.
Zaviit plato a centrifugovat 15 min. pti 2250 RCF.

Opatrné odstranit viko desticky, prikryt novou buni¢inou, otoc¢it dnem vzhuru a cen-
trifugovat 1 min. pii 40 RCF (vytece ethanol, neviditelny precipitat zustane na sténé).

Nechat stat otevienou desticku 10 min. ve flow boxu.
Nechat 5 min. schnout v termobloku predehfatém na 65° C.

Ulozit do mrazéaku.

Po presrdzeni byly vzorky odeslany na fragmentacni analyzu na automaticky sek-
venator ABI Avant 3100 nebo ABI 3130 Genetic Analyzer v Sekvenaé¢ni laboratoti Piirodo-
védecké fakulty UK v Praze (http://www.natur.cuni.cz/ seqlab/).
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Dodatek D

Primarni data

Délky jednotlivych alel vSech analyzovanych jedincu. S témito daty bylo v pocitano
ve viech analyzdch. V prvnim sloupci je zkratka jedince (dvojpismennd ¢ast zkratky od-
povida zkratkdm populaci podle tab. 3.2 na str. 36, v dalsich sloupcich jsou po radé délky
alel pro jednotlivé lokusy. Pro kazdy lokus jsou uvedeny 2 alely (stulik zluty je diploidni).
Otazniky (?) znamenaji chybéjici data.

[ Vzorek | GA1 | GA3 [ GA5 [ GA6 | TG/GAl [ GA2 [ CAl1 [ GA4 [ GA7 [ GAs
Kr 1 127 127 | 152 152 | 86 86 260 260 | 121 121 104 106 | 202 202 [ 184 184 | 89 89 202 202
Kr 2 127 127 | 152 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 118 | 202 202 | 184 196 | 87 89 202 202
Kr 3 127 127 | 152 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 116 | 202202 | 184 184 | 91 91 202 202
Kr 4 127 127 | 140 140 | 86 86 260 260 | 121 121 100 100 | 202 202 | 184 196 | 105 105 | 202 202
Kr 5 127 127 | 154 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 116 | 202 202 | 184 184 | 89 89 202 202
Kr 6 127 127 | 154 154 | 86 86 260 260 | 121 121 114 116 | 202 202 | 184 196 | 89 89 202 202
Kr 7 127 127 | 152 152 | 86 86 260 260 | 121 121 116 118 | 202 202 | 184 184 | 87 101 202 202
Kr 8 127 127 | 152 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 118 | 202 202 | 184 184 | 89 101 202 202
Kr 9 127 127 | 154 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 116 | 202 202 | 184 196 | 89 101 202 202
Kr 10 127 127 | 154 154 | 86 86 260 260 | 121 121 116 116 | 202 202 | 184 184 | 89 101 202 202
Be 1 127 127 | 154 162 | 86 86 260 260 | 117 117 116 118 | 202 202 | 186 196 | 87 97 202 202
Be 2 127 127 | 152 162 | 86 86 260 260 | 117 121 116 118 | 202 202 | 192192 | 91 91 202 204
Be 3 125 127 | 154 162 | 86 86 260 260 | 117 117 116 116 | 202 202 | 188 188 | 87 87 204 204
Be 4 127 127 | 154 162 | 86 86 260 260 | 117 121 116 118 | 202 202 | 192196 | 87 91 202 204
Be 5 127 127 | 162 162 | 98 98 260 260 | 117 121 98 98 202 202 | 186 192 | 87 91 196 204
Be 6 127 127 | 154 162 | 86 86 260 260 | 117 121 116 118 | 202 202 | 186 192 | 87 91 196 204
Be 7 127 127 | 148 148 | 86 86 260 260 | 117 117 98 98 200 202 | 188 188 | 87 93 218 220
Be 8 127 127 | 154 162 | 86 86 260 260 | 117 117 116 116 | 202 202 | 202 202 | 87 97 204 204
Be 9 127 127 | 134 146 | 86 86 260 260 | 117 121 98 98 202 202 | 192 196 | 87 91 196 204
Be 10 127 127 | 160 162 | 86 86 262 262 | 117 117 98 98 202 202 | 196 196 | 107 107 | 204 204
Ge 1 127 127 | 154 154 | 86 92 262 262 | 119 121 98 98 200 202 | 190 190 | 107 107 | 202 202
Ge 2 127 127 | 146 146 | 86 92 260 260 | 121 121 114 116 | 202202 | 192196 | 87 105 196 202
Ge 3 127 127 | 150 160 | 86 86 260 260 | 119 121 98 98 202 202 | 192192 | 107 107 | 202 202
Ge 4 127 127 | 150 150 | ?? 262262 | 77 98 98 77 190 190 | 107 107 | 202 204
Ge 5 127 127 | 150 150 | 86 86 262262 | 77 86 116 77 190 202 | 107 107 | 202 202
Ge 6 127 127 | 150 150 | 86 86 260 266 | 127 127 116 116 | 202 202 | 194 202 | 101 101 | 202 202
Ge 7 137 137 | 150 150 | 98 98 260 260 | 127 127 118 118 | 77 77 105 105 | 77
Ge 8 127 127 | 150 150 | 86 92 260 260 | 119 121 116 116 | 202 202 | 194 202 | 87 101 202 202
Ge 9 127 127 | 150 150 | 86 86 260 260 | 119 121 98 98 202 202 | 192 192 | 87 87 202 202
ot 1 145 145 | 150 152 | 94 94 258 258 | 121 121 94 94 230 230 | 170 192 | 89 89 196 196
Ot 2 143 147 | 150 150 | 94 94 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 188 190 | 89 89 196 196
Ot 3 145 145 | 152 152 | 94 94 258 258 | 121 121 94 94 230 230 | 188 188 | 87 87 196 210
Ot 4 145 145 | 152 152 | 94 94 258 258 | 121 121 94 94 230 230 | 188 188 | 87 87 196 210
Ot 5 135 135 | 140 142 | 94 94 258 258 | 121 121 94 94 230 230 | 188 188 | 87 89 196 210
Pn 1 145 145 | 152 152 | 92 94 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 89 89 196 196
Pn 2 145 145 | 148 148 | 92 94 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 89 89 200 212
Pn 3 145 145 | 148 150 | 92 94 260 260 | 121 121 94 94 232232 | 172 172 | 89 89 196 210
Pn 4 145 145 | 152 152 | 92 94 260 260 | 121 121 90 110 232232 | 170 190 | 77 77 200 200
Pn 5 145 145 | 150 152 | 92 92 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 190 | 87 89 198 198
Ka 1 145 145 | 182182 | 94 94 260 260 | 121 121 94 94 222 222 | 170 170 | 89 89 196 196
Ka 2 145 145 | 146 146 | 92 92 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 89 89 198 198
Ka 3 145 145 | 146 146 | 92 94 258 258 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 87 87 198 198
Ka 4 125 125 | 146 146 | 92 92 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 190 190 | 87 87 198 198
Ka 5 145 145 | 148 148 | 94 94 260 260 | 121 121 98 98 232 232 | 170 190 | 87 89 196 196
Ka 6 145 145 | 148 148 | 94 94 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 89 89 196 196
Ka 7 145 145 | 148 148 | 92 94 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 170 170 | 87 87 198 198
Ka 8 145 145 | 144 162 | 92 92 260 260 | 121 121 94 94 230 230 | 190 190 | 87 87 198 198
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Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT7 GAS8

Ka 9 145 145 | 148 150 [ 94 94 258 258 | 121 121 94 94 232232 [ 172 172 [ 89 89 200 200
Ka 10 145 145 | 148 148 | 94 94 258 258 | 121 121 94 94 232232 | 190 190 | 87 87 198 198
Uo 1 165 165 | 158 158 | 68 90 258 258 | 119 119 114 114 | 232232 | 196 196 | 89 101 218 218
Uo 2 127 165 | 158 158 | 92 92 258 260 | 119 119 114 114 | 232232 | 194 194 | 89 89 200 218
Uo 3 139 165 | 158 166 | 100 100 | 258 258 | 119 119 92 114 226 232 | 194 194 | 87 89 218 218
Uo 4 165 165 | 158 158 | 68 68 258 258 | 119 119 114 114 | 232232 | 194 194 | 91 97 222 222
Uo 5 165 165 | 158 158 | 68 68 258 258 | 117 117 114 114 | 228 228 | 194 194 | 89 97 222 222
Uo 6 127 127 | 166 166 | 92 92 262 262 | 123 123 92 92 220 220 | 194 194 | 99 99 220 220
Uo 7 165 165 | 158 158 | 100 100 | 258 258 | 119 119 92 92 202 208 | 196 196 | 89 89 198 220
Uo 8 127 127 | 158 182 | 68 68 258 258 | 119 119 92 92 232 232 | 196 196 | 99 99 200 200
Uo 9 165 165 | 158 158 | 62 70 258 258 | 119 119 114 114 | 230 230 | 194 194 | 89 89 218 218
Uo 10 127 127 | 158 166 | 92 92 260 260 | 119 119 114 114 | 236 236 | 194 194 | 87 89 218 218
Uh 1 127 127 | 166 166 | 68 68 260 260 | 119 119 114 114 | 218 220 | 194 194 | 89 89 218 218
Uh 2 127 127 | 158 166 | 90 92 258 258 | 119 119 92 92 228 228 | 194 194 | 87 87 218 218
Uh 3 127 127 | 158 166 | 68 82 260 260 | 119 119 92 114 230 230 | 194 194 | 89 89 218 218
Uh 4 127 127 | 158 166 | 70 92 260 262 | 119 119 114 114 | 230 230 | 194 194 | 87 89 198 198
Uh 5 127 165 | 156 158 | 92 92 260 260 | 119 119 114 114 | 230 230 | 194 196 | 87 89 198 198
Uh 6 127 165 | 158 158 | 92 92 258 260 | 119 119 92 92 228 228 | 194 194 | 87 93 218 218
Uh 7 127 127 | 148 148 | 70 70 260 260 | 119 119 90 90 230 230 | 200 200 | 87 87 220 220
Uh 8 127 127 | 166 166 | 68 90 260 262 | 119 119 102 102 | 218 218 | 194 194 | 89 97 220 220
Uh 9 127 127 | 158 158 | 68 68 262 262 | 119 119 92 114 218 218 | 194 196 | 99 99 196 196
Uh 10 127 127 | 156 164 | 68 92 262 262 | 119 119 92 94 216 216 | 194 194 | 101 103 | 196 220
Mr 1 161 161 | 162 164 | 94 94 256 256 | 115 123 86 96 230 230 | 194 194 | 77 77 224 224
Mr 2 127 127 | 158 160 | 70 92 260 260 | 119 119 92 92 230 230 | 194 194 | 91 91 220 220
Br 1 163 165 | 148 148 | 86 92 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 194 198 | 89 97 210 220
Br 2 161 161 | 148 166 | 86 86 260 260 | 115 119 92 92 202 216 | 194 194 | 8193 210 220
Br 3 161 161 | 146 146 | 86 86 260 260 | 115 119 92 92 202 216 | 198 198 | 93 93 210 220
Br 4 161 161 | 150 150 | 86 86 260 260 | 115 119 92 92 202 216 | 194 194 | 89 89 200 200
Br 5 161 161 | 148 148 | 86 86 260 260 | 115 119 92 116 202 202 | 192 198 | 97 97 196 222
Br 6 161 163 | 148 148 | 86 86 260 260 | 115 115 92 116 202 216 | 192 192 | 89 89 202 218
Br 7 161 163 | 148 154 | 86 86 260 260 | 115 121 92 92 216 216 | 178 178 | 89 89 196 204
Br 8 149 151 | 148 166 | 86 86 260 260 | 115 115 94 94 202 216 | 198 198 | 89 91 202 204
Br 9 159 159 | 148 148 | 84 92 260 260 | 119 119 92 116 204 204 | 184 188 | 91 91 202 202
Br 10 161 161 | 148 148 | 86 92 260 260 | 115 115 92 92 202 202 | 198 198 | 91 91 198 202
Nz 1 157 157 | 148 148 | 70 86 260 260 | 119 119 92 94 202 216 | 194 198 | 8585 202 202
Nz 2 127 127 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 102 102 | 218 218 | 188 188 | 77 202 202
Nz 3 141 165 | 156 158 | 100 110 | 260 260 | 119 119 92 94 202 216 | 194 198 | 8585 202 202
Nz 4 127 127 | 148 148 | 68 86 260 260 | 119 119 92 94 202 216 | 194 198 | 8585 196 202
Nz 5 127 127 | 148 148 | 68 68 264 264 | 119 119 92 94 77 198198 | 77 196 204
Nz 6 139 151 | 148 150 | 84 92 260 260 | 121 121 118 118 | 218 232 | 196 200 | 99 99 202 202
Nz 7 127 161 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 198 198 | 8585 196 202
Nz 8 161 161 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 104 110 | 204 234 | 198 198 | 8593 202 204
Nz 9 127 127 | 150 150 | 92 92 258 260 | 119 119 92 92 202 202 | 194 194 | 99 99 196 196
Nz 10 139 139 | 144 148 | 102 102 | 258 260 | 123 123 100 100 | 234 234 | 196 196 | 97 97 204 204
Nj 1 127 127 | 144 148 | 86 92 260 260 | 119 119 92 116 202 216 | 194 194 | 87 89 196 202
Nj 2 125 125 | 144 154 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 206 206 | 192 192 | 87 89 198 200
Nj 3 127 127 | 148 148 | 92 92 260 260 | 119 119 116 116 | 216 216 | 198 198 | 87 87 196 208
Nj 4 127 127 | 146 146 | 86 92 260 260 | 125 125 116 116 | 202 202 | 194 194 | 87 99 204 204
Nj 5 127 127 | 148 150 | 90 92 270 270 | 119 119 92 116 216 216 | 198 198 | 81 89 194 194
Nj 6 127 161 | 146 148 | 90 92 260 260 | 119 119 92 116 202 202 | 186 198 | 89 97 194 202
Nj 7 153 153 | 152 152 | 100 100 | 260 260 | 119 119 92 116 202 230 | 194 198 | 8589 202 204
Nj 8 127 127 | 148 154 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 216 230 | 186 194 | 89 91 196 204
Nj 9 127 127 | 148 148 | 92 92 262 262 | 119 119 92 92 202 202 | 194 194 | 89 89 196 218
Nj 10 127 127 | 146 148 | 86 92 260 260 | 119 119 92 92 202202 | 194 194 | 89 105 204 218
Ne 1 159 161 | 148 150 | 92 96 260 260 | 119 119 92 92 216 232 | 194 198 | 91 105 196 202
Ne 2 127 127 | 148 148 | 92 92 260 260 | 119 119 92 92 202 216 | 194 198 | 89 105 216 218
Ne 3 127 161 | 148 150 | 92 92 264 272 | 119 119 92 92 202202 | 194 194 | 89 99 196 196
Ne 4 161 161 | 148 150 | 86 92 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 194 194 | 89 99 196 204
Ne 5 127 127 | 146 148 | 92 92 260 260 | 139 139 104 104 | 220 220 | 200 200 | 99 99 222 222
Ne 6 137 137 | 156 158 | 102 102 | 250 250 | 119 119 92 92 202 202 | 194 194 | 87 89 196 218
Ne 7 141 141 | 156 158 | 84 104 260 260 | 119 119 92 92 216 216 | 198 198 | 81 105 196 218
Ne 8 127 141 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 92 116 216 216 | 198 202 | 89 105 196 218
Hr 1 127 127 | 154 154 | 86 86 266 266 | 119 119 92 92 77 190 192 | 77 89 196 196
Hr 2 127 127 | 158 158 | 86 86 262 262 | 119 119 92 102 202 202 | 190 190 | 77 93 196 196
Hr 3 153 153 | 148 148 | 86 92 262 262 | 119 119 92 102 202 230 | 200 200 | 89 91 196 196
Hr 4 127 127 | 158 158 | 86 86 262 262 | 119 119 92 102 202 202 | 190 200 | 89 93 196 196
Hr 5 127 127 | 148 158 | 92 92 262 262 | 119 119 92 92 202 230 | 180 198 | 93 95 196 196
Hr 6 127 127 | 154 154 | 86 92 262 262 | 119 119 92 92 77 186 200 | 93 95 196 196
Hr 7 77 154 182 | 84 84 268 268 | 127 127 92 92 206 206 | 77 77 196 196
Hr 8 127 127 | 154 158 | 86 92 266 266 | 119 119 92 92 230 230 | 198 200 | 93 95 196 196
Hr 9 133 133 | 154 154 | 86 86 270 270 | 119 119 92 102 202 202 | 190 190 | 89 89 196 196
Hr 10 127 127 | 148 154 | 86 86 260 260 | 119 119 102 102 | 202 202 | 190 190 | 89 89 196 196
Ji 127 127 | 148 158 | 68 94 260 260 | 119 119 92 92 200 200 | 200 200 | 97 97 196 216
a2 127 127 | 158 158 | 68 68 260 260 | 139 139 100 100 | 202 202 | 202 206 | 93 109 200 220
J3 127 127 | 148 158 | 68 94 260 260 | 121 121 100 100 | 200 200 | 200 200 | 7575 196 216
Jl4 127 127 | 158 158 | 68 94 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 196 196 | 89 89 192 192
s 129 129 | 158 158 | 100 100 | 262 262 | 119 119 92 92 202 202 | 196 196 | 105 105 | 194 194
Je 127 127 | 158 158 | 94 94 262 262 | 119 119 92 92 208 208 | 202202 | 89 89 202 202
a7 127 127 | 158 158 | 94 94 262 262 | 119 119 92 92 202 202 | 196 196 | 91 91 194 194
Js 127 127 | 158 158 | 94 94 262 262 | 119 119 92 92 206 206 | 196 196 | 89 91 196 196
J9 127 127 | 158 158 | 70 70 262 262 | 119 119 92 92 77 188 188 | 97 97 196 196
J110 127 127 | 158 158 | 100 100 | 262 262 | 119 119 92 92 208 208 | 196 196 | 89 89 196 196
Lp 1 127 127 | 148 148 | 100 100 | 262 262 | 121 121 92 92 202 202 | 194200 | 105 105 | 196 196




Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT GAS8
Lp 2 127 127 | 148 148 [ 86 92 262 262 | 121 121 116 116 | 216 216 | 186 198 | 87 105 204 204
Lp 3 127 127 | 148 148 | 86 92 256 270 | 119 119 114 116 | 216 216 | 186 198 | 87 105 204 204
Lp 4 161 161 | 148 148 | 92 92 260 260 | 119 119 92 92 230 230 | 194 194 | 8585 196 204
Lp 5 127 127 | 148 148 | 92 92 260 260 | 119 119 114 116 | 216 216 | 186 198 | 105 105 | 204 204
Lp 6 151 161 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 186 186 | 85 89 202 202
Lp 7 127 127 | 150 150 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 202 202 | 198 198 | 89 89 196 196
Lp 8 127 127 | 148 150 | 86 86 260 260 | 119 119 116 116 | 202 216 | 194 198 | 87 87 218 220
Lp 9 127 127 | 148 148 | 96 96 262 262 | 119 119 98 98 216 216 | 198 198 | 105 105 | 216 216
Lp 10 157 157 | 148 148 | 86 86 260 260 | 119 119 114 116 | 202 202 | 194 194 | 87 87 218 218
NV 1 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 210 228 | 202 202 | 105 105 | 216 216
NV 2 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 210 228 | 202 202 | 95 97 216 216
NV 3 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 210 228 | 202 202 | 95 97 216 216
NV 4 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 210 228 | 202 202 | 93 97 216 216
NV 5 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 228 228 | 202 202 | 95 97 216 216
NV 6 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 228 228 | 202 202 | 93 97 216 216
NV 7 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 228 228 | 202 202 | 95 97 216 216
NV 8 129 129 | 174 176 | 92 92 260 260 | 117 117 114 114 | 228 228 | 202 202 | 93 97 216 216
NV 9 139 139 | 180 182 | 100 100 | 260 260 | 117 117 116 116 | 228 228 | 202 202 | 95 95 216 216
Nm 1 143 147 | 142 142 | 96 96 260 260 | 127 127 92 92 77 172 172 | 87 87 202 202
Nm 2 147 147 | 150 150 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 196 196 | 87 87 202 202
Nm 3 147 147 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 118 202 202 | 196 196 | 87 87 212 212
Nm 4 147 147 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 196 196 | 87 87 202 220
Du 1 149 163 | 142 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 198 | 87 87 200 200
Du 2 147 163 | 142 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 198 | 87 87 202 202
Du 3 149 149 | 150 150 | 86 86 262 262 | 117 117 90 90 202 202 | 192200 | 81 87 202 202
Du 4 149 163 | 142 150 | 86 86 262 262 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 202 202
Du 5 149 163 | 142 150 | 86 86 262 262 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 202 202
Du 6 161 163 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 202 202
Du 7 165 167 | 148 152 | 84 84 260 260 | 121 121 100 100 | 202 202 | 194 202 | 87 87 204 204
Du 8 161 163 | 148 150 | 84 84 260 260 | 139 139 100 100 | 202 202 | 200 200 | 8393 206 208
Du 9 161 163 | 150 150 | 84 84 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 202 202
Du 10 163 167 | 148 150 | 84 84 260 260 | 117 117 90 90 202 202 | 192 192 | 81 87 202 202
Vy 1 147 149 | 142 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 196 202
Vy 2 147 147 | 142 150 | 84 86 260 260 | 127 127 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 196 202
Vy 3 147 147 | 142 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 87 87 196 202
Vy 4 161 163 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 202 202
Vy 5 163 163 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 202 202
Vy 6 163 163 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 196 202
Vy 7 163 163 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 196 202
Vy 8 147 147 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 196 196
Vy 9 149 163 | 142 142 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 200 202 | 192 196 | 87 87 196 196
Vy 10 149 163 | 142 142 | 86 86 262 268 | 117 117 92 92 202 202 | 192 196 | 87 87 196 196
HZ 1 165 167 | 150 152 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 220
HZ 2 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 220 222
HZ 3 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 8187 202 220
HZ 4 161 161 | 152 152 | 98 98 258 258 | 117 117 86 98 210 210 | 188 188 | 105105 | 77

HZ 5 165 167 | 150 152 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192204 | 81 87 202 220
HZ 6 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 182192 | 81 87 218 220
HZ 7 165 167 | 150 152 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 218 220
HZ 8 165 167 | 150 152 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 182192 | 81 87 202 220
HZ 9 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 202 202
HZ 10 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192204 | 81 87 202 220
DZ 1 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 182204 | 81 87 202 220
DZ 2 165 167 | 152 152 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 81 87 202 202
DZ 3 165 167 | 150 152 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 182204 | 81 87 220 220
DZ 4 161 163 | 150 152 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 218 220
DZ 5 165 167 | 150 150 | 86 86 260 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 202 220
DZ 6 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202202 | 192 192 | 107 107 | 202 202
DZ 7 165 167 | 146 148 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 188 188 | 81 87 202 202
DZ 8 165 167 | 150 152 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192204 | 81 87 196 220
DZ 9 165 167 | 150 150 | 86 86 260 260 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 218 220
DZ 10 165 167 | 150 152 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192204 | 81 87 202 220
ZL 1 165 165 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 2 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 204 204 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 3 165 167 | 148 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 4 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 216 | 192 192 | 81 87 202 202
ZL 5 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192204 | 81 87 202 202
ZL 6 163 163 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 7 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 196 202
ZL 8 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 9 163 163 | 148 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
ZL 10 165 167 | 146 146 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
Ls 1 165 167 | 148 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
Ls 2 165 167 | 146 146 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192192 | 81 87 202 202
Ls 3 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 81 87 196 196
Ls 4 165 167 | 148 148 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202202 | 192192 | 81 87 202 202
Ls 5 163 163 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 81 87 196 202
Ls 6 165 167 | 146 146 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 81 87 202 202
Ls 7 165 167 | 146 146 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 202 202
Ls 8 165 167 | 146 146 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 192 192 | 81 87 202 222
Ls 9 165 167 | 150 150 | 86 86 266 266 | 117 117 92 92 202 202 | 204 204 | 81 87 202 202
Ls 10 167 167 | 150 150 | 86 86 264 264 | 117 117 92 92 202202 | 192 192 | 81 87 196 202
ZH 1 159 161 | 152 160 | 86 96 260 260 | 121 121 92 92 222 222 | 194 194 | 87 97 224 224

125



126 DODATEK D. PRIMARNI DATA

Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT7 GAS8

ZH 2 161 161 | 160 160 | 86 96 260 260 | 123 123 88 92 222230 | 194 196 | 87 91 224 224
ZH 3 161 161 | 152 152 | 92 92 260 260 | 123 123 92 92 222222 | 194 194 | 99 99 224 224
ZH 4 161 161 | 146 146 | 96 96 260 260 | 123 123 92 92 222 222 | 198 198 | 97 97 224 224
ZH 5 161 161 | 146 146 | 86 96 260 260 | 123 123 92 92 222 222 | 194 194 | 87 97 224 224
ZH 6 161 161 | 146 146 | 86 96 260 260 | 123 123 88 92 222 230 | 194 194 | 97 99 224 224
ZH 7 161 161 | 146 148 | 80 80 260 260 | 123 123 88 92 222 230 | 182 182 | 97 99 224 224
Cl1 161 167 | 150 150 | 98 98 260 260 | 121 121 88 92 230 230 | 198 198 | 97 99 206 224
Cl2 161 163 | 160 160 | 102 102 | 260 260 | 121 121 92 92 222 230 | 198 198 | 97 97 206 206
cl13 161 161 | 154 154 | 96 96 260 260 | 121 121 88 92 230 230 | 198 198 | 97 99 206 224
Cl 4 161 161 | 158 160 | 96 96 260 260 | 121 121 96 96 232232 | 190 190 | 105 105 | 196 196
Zv 1 161 163 | 150 152 | 102 102 | 260 260 | 121 121 92 92 216 224 | 198 200 | 91 91 206 206
Zv 2 161 163 | 152 152 | 100 100 | 260 260 | 121 121 92 92 224 232 | 200 200 | 91 97 208 208
Zv 3 161 165 | 146 166 | 100 100 | 260 260 | 121 121 88 92 222 222 | 170 194 | 87 99 206 206
Zv 4 161 161 | 166 174 | 100 100 | 260 260 | 121 121 88 88 222 230 | 194 198 | 87 87 206 206
Ba 1 157 157 | 160 160 | 84 84 260 260 | 139 139 104 106 | 232232 | 200200 | 101 111 | 222 222
Ba 2 157 157 | 160 160 | 86 86 260 260 | 123 123 92 92 232232 | 194 194 | 87 97 206 224
Ba 3 161 161 | 160 160 | 86 100 260 260 | 123 123 88 92 230 230 | 198 198 | 91 97 206 206
Ba 4 161 161 | 160 160 | 86 100 260 260 | 123 123 88 92 230 230 | 198 198 | 93 97 206 206
Ba 5 161 161 | 162 162 | 86 100 260 260 | 123 123 88 92 230 230 | 198 198 | 91 97 206 206
Ba 6 161 161 | 152 160 | 100 100 | 260 260 | 123 123 92 92 222230 | 194 194 | 87 97 206 224
Ba 7 161 161 | 152 152 | 100 100 | 260 260 | 123 123 92 92 222230 | 194 194 | 97 101 222 222
Ba 8 161 161 | 152 152 | 86 100 260 260 | 123 123 92 92 222 230 | 194 198 | 87 97 224 224
Ba 9 161 161 | 148 150 | 92 92 272 272 | 121 121 92 92 220 228 | 194 198 | 87 97 222 222
Ky 1 161 163 | 174 176 | 84 86 260 260 | 119 119 114 114 | 202202 | 170 170 | 91 91 198 198
Ky 2 163 165 | 174 176 | 86 86 260 260 | 119 119 88 88 234 234 | 170 170 | 95 95 200 200
Ky 3 161 163 | 174 176 | 86 94 262 262 | 119 119 114 116 | 206 234 | 170 196 | 93 93 200 200
Ky 4 161 161 | 174 176 | 86 94 262 262 | 119 119 116 116 | 206 232 | 170 196 | 93 93 200 200
Ky 5 163 163 | 174 176 | 86 92 262 264 | 119 119 114 114 | 232236 | 170 194 | 93 95 198 198
Ky 6 161 161 | 174 176 | 86 86 260 262 | 119 119 116 116 | 200 234 | 170 170 | 91 91 198 198
Ky 7 177 177 | 148 148 | 82 82 260 260 | 77 112114 | 77 176 176 | 93 93 200 200
Ky 8 161 163 | 174 176 | 86 86 262 262 | 119 119 114 116 | 202 202 | 176 176 | 93 93 200 208
Ky 9 161 165 | 148 148 | 86 86 262 262 | 119 119 114 118 | 234236 | 170 194 | 93 93 200 200
Nb 1 161 161 | 176 178 | 86 94 264 264 | 119 119 122 122 | 234 234 | 198 198 | 103 103 | 198 198
Nb 2 77 148 148 | 84 84 260 260 | 127 127 77 234234 | 77 107 107 | 200 200
Nb 3 161 163 | 172 174 | 82 82 262 262 | 119 119 114 114 | 232232 | 194 194 | 93 93 200 200
Nb 4 161 163 | 174 176 | 84 84 260 260 | 119 119 114 114 | 202 202 | 176 176 | 91 93 200 200
Nb 5 161 163 | 176 176 | 86 86 260 262 | 119 119 120 122 | 232 234 | 194 194 | 93 93 198 200
Nb 6 153 153 | 174 176 | 84 84 260 262 | 119 119 102 102 | 77 188 188 | 91 91 198 200
Nb 7 161 161 | 176 178 | 84 84 260 262 | 119 119 90 92 204 204 | 194 194 | 107 107 | 198 198
Nb 8 163 165 | 162 176 | 94 94 262 262 | 119 119 116 118 | 202 202 | 194 194 | 93 95 200 200
Nb 9 163 165 | 174 176 | 86 86 262 264 | 119 119 116 116 | 202 202 | 170 170 | 93 95 198 200
Ch 1 165 167 | 178 180 | 94 96 260 264 | 119 121 114 114 | 232234 | 178 194 | 91 103 198 210
Ch 2 161 163 | 178 180 | 94 94 262 264 | 119 121 108 116 | 232234 | 170 170 | 89 97 218 220
Ch 3 161 163 | 172 174 | 94 94 266 268 | 121 121 90 90 228 230 | 170 190 | 97 97 200 200
Ch 4 163 165 | 178 180 | 94 96 262 264 | 121 123 88 114 232 234 | 198 198 | 93 103 198 210
Ch 5 163 165 | 178 180 | 86 94 262 264 | 121 123 88 114 232 234 | 198 198 | 93 93 198 210
Ch 6 161 163 | 148 148 | 86 94 258 258 | 119 119 114 116 | 77 176 190 | 107 107 | 198 198
Ch 7 161 163 | 146 146 | 86 86 264 264 | 119 119 88 88 232232 | 194 194 | 9595 200 200
Ch 8 127 127 | 148 148 | 86 94 262 262 | 119 119 88 88 77 77 107 107 | 200 200
Ch 9 161 163 | 148 148 | 86 86 262 262 | 121 121 88 88 232232 | 194 194 | 95 103 200 200
Ch 10 163 163 | 148 148 | 86 86 260 260 | 121 121 116 116 | 232234 | 194194 | 95103 200 200
Ch 11 161 163 | 148 148 | 86 86 260 262 | 119 119 116 116 | 232234 | 194194 | 95103 200 200
Ch 12 161 163 | 148 148 | 86 94 262 262 | 119 119 116 118 | 230 232 | 194 194 | 107 107 | 200 200
Ch 13 161 163 | 174 174 | 86 94 262 262 | 119 119 116 116 | 232 234 | 200 200 | 107 107 | 200 200
Ch 14 161 163 | 148 148 | 86 94 262 262 | 121 121 118 118 | 232232 | 194 194 | 93 93 210 210
Pc 1 163 163 | 152 152 | 94 94 260 260 | 115 115 92 92 216 216 | 194 194 | 99 103 222 222
Pc 2 151 163 | 150 152 | 94 100 260 260 | 115 119 92 102 216 220 | 194 196 | 99 103 198 222
Pc 3 155 155 | 152 152 | 94 94 260 268 | 119 119 92 92 224 224 | 192 194 | 97 103 218 218
RL 1 161 161 | 152 152 | 102 102 | 268 268 | 119 121 92 96 216 220 | 192 196 | 103 103 | 214 222
RL 2 175 175 | 152 152 | 80 80 268 268 | 121 135 94 94 224 224 | 194 198 | 99 99 222 222
Kt 1 153 153 | 154 154 | 94 94 260 260 | 119 119 92 102 216 216 | 198 198 | 91 99 204 204
Kt 2 153 169 | 152 152 | 94 96 268 268 | 119 119 92 92 216 216 | 180 196 | 97 97 214 222
Kt 3 161 163 | 152 152 | 92 92 268 268 | 119 121 92 92 222222 | 192200 | 97 103 204 222
Kt 4 161 161 | 152 152 | 92 92 268 268 | 115 119 92 92 218 224 | 192194 | 97 103 204 204
Kt 5 161 163 | 152 154 | 102 102 | 260 266 | 119 119 92 92 222 222 | 194 200 | 97 103 214 222
Kt 6 161 161 | 178 178 | 94 94 260 260 | 115 121 92 92 222222 | 196 200 | 103 103 | 196 214
Pt 1 153 153 | 154 154 | 94 94 260 260 | 119 119 92 102 216 216 | 198 198 | 91 99 204 204
Pt 2 153 169 | 152 152 | 94 96 268 268 | 119 119 92 92 216 216 | 180 196 | 97 97 214 222
Pt 3 161 163 | 152 152 | 92 92 268 268 | 119 121 92 92 222222 | 192200 | 97 103 204 222
Sj 1 161 161 | 152 152 | 92 92 268 268 | 115 119 92 92 218 224 | 192194 | 97 103 204 204
Sj 2 161 163 | 152 154 | 102 102 | 260 266 | 119 119 92 92 222222 | 194 200 | 97 103 214 222
Sj 3 161 161 | 178 178 | 94 94 260 260 | 115 121 92 92 222222 | 196 200 | 103 103 | 196 214
Gr1 163 163 | 152 152 | 86 94 260 268 | 119 119 94 100 222222 | 194 194 | 9597 214 214
Gr 2 163 163 | 156 156 | 94 94 268 268 | 119 119 94 100 222222 | 194 194 | 9597 214 214
Gr 3 161 161 | 152 152 | 86 94 268 268 | 119 119 92 92 216 216 | 194 194 | 97 103 204 210
Gr 4 163 163 | 152 152 | 86 94 260 268 | 119 119 94 100 222222 | 194 194 | 9597 214 214
Grb 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 115 119 92 92 222 222 | 192 194 | 97 97 204 204
Gr 6 161 161 | 152152 | 92 94 268 268 | 119 119 92 100 216 222 | 194 204 | 97 97 204 204
Gr 7 161 163 | 150 152 | 100 102 | 268 268 | 115 121 92 92 216 222 | 194 194 | 97 97 204 214
Gr 8 161 161 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 86 94 216 222 | 190 190 | 97 103 204 224
Gr 9 161 161 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 86 94 216 222 | 190 190 | 97 103 204 204
Va 1 161 163 | 152 152 | 94 102 268 268 | 119 119 92 94 222 222 | 192 196 | 97 97 222 222
Va 2 161 163 | 152 152 | 94 102 268 268 | 119 119 94 100 216 218 | 192 196 | 97 97 222 222




Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT GAS8
Va 3 161 161 | 152 152 [ 94 102 268 268 | 119 119 90 100 222222 | 194 198 [ 91 97 222 222
Va 4 161 163 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 92 94 222 232 | 194 198 | 97 103 204 204
Va 5 161 163 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 94 100 232232 | 194 198 | 97 103 202 202
Va 6 161 161 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 94 94 222 230 | 194 198 | 91 91 204 204
Va 7 161 163 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 94 94 222 230 | 194 204 | 97 103 204 220
Va 8 161 163 | 152 152 | 92 94 268 268 | 119 119 92 102 222232 | 194204 | 77 204 220
Va 9 161 161 | 152 152 | 92 102 268 268 | 119 119 94 100 218 218 | 194 198 | 97 103 204 222
Va 10 161 161 | 152 152 | 90 90 268 268 | 119 119 100 100 | 222 222 | 194 204 | 97 103 204 204
Va 11 161 161 | 152 152 | 90 90 268 268 | 119 119 106 108 | 222222 | 192194 | 97 103 204 204
Ce 1 163 171 | 150 168 | 94 102 268 268 | 119 119 92 96 218 222 | 194 198 | 97 97 222 224
Ce 2 165 177 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 96 100 222232 | 194196 | 103 103 | 204 214
Ce 3 163 163 | 150 152 | 92 102 260 260 | 115 119 92 100 222222 | 194 194 | 103 103 | 204 204
Ce 4 161 163 | 152 152 | 92 100 268 268 | 119 119 86 92 216 216 | 192200 | 97 103 204 222
Ce 5 161 163 | 152 160 | 94 102 268 268 | 119 119 92 92 222222 | 194 200 | 103 103 | 222 222
Ce 6 161 161 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 115 119 92 94 222224 | 192196 | 97 103 216 222
Ro 1 161 163 | 152 162 | 106 106 | 268 268 | 119 119 94 94 216 216 | 188 202 | 89 97 214 220
Ro 2 161 161 | 152 152 | 102 106 | 268 268 | 119 119 94 100 216 216 | 198 198 | 89 97 198 214
Ro 3 165 165 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 86 96 216 224 | 202202 | 89 105 214 222
Ro 4 161 165 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 94 96 216 224 | 188 202 | 89 89 198 214
Ro 5 161 161 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 96 96 216 216 | 192 192 | 93 93 220 220
Ro 6 161 161 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 90 96 216 216 | 192 192 | 93 93 220 220
Nk 1 161 163 | 152 152 | 76 96 268 268 | 119 119 90 90 212 216 | 198 198 | 97 97 214 218
Nk 2 165 165 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 94 94 216 216 | 194 198 | 89 97 220 220
Nk 3 165 165 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 96 96 224 224 | 202202 | 89 89 222 222
Ha 1 163 163 | 152 154 | 70 70 260 268 | 119 119 90 90 216 216 | 194 198 | 93 97 204 214
Ha 2 161 163 | 152 152 | 70 94 268 268 | 119 119 90 90 216 216 | 192 198 | 93 97 214 222
Ha 3 161 161 | 152 152 | 70 94 262 268 | 119 119 94 94 216 216 | 194 198 | 89 97 220 220
Ha 4 161 163 | 152 152 | 86 86 268 268 | 119 119 90 96 216 230 | 194 196 | 97 103 206 222
Ha 5 161 161 | 152 152 | 106 106 | 268 268 | 119 119 90 90 216 224 | 192 192 | 93 97 214 220
Ha 6 153 153 | 152 152 | 70 102 268 268 | 119 119 94 100 216 216 | 198 198 | 97 97 198 220
Ha 7 163 163 | 150 152 | 94 94 266 268 | 119 119 96 96 216 216 | 196 196 | 93 97 214 220
Ha 8 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 121 90 90 216 216 | 198 198 | 95 95 204 220
Ra 1 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 94 94 216 216 | 198 198 | 97 97 214 218
Ra 2 161 163 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 90 96 216 218 | 192 194 | 95 97 220 220
Ra 3 161 161 | 170 170 | 102 102 | 268 268 | 119 119 88 100 216 216 | 198 198 | 95 95 220 220
Ra 4 161 161 | 152 152 | 94 102 262 268 | 119 119 90 96 77 194 198 | 93 95 214 220
Ra 5 161 161 | 150 168 | 94 102 268 268 | 119 119 86 90 216 216 | 198 200 | 97 105 214 222
Ra 6 161 163 | 152 154 | 70 94 260 268 | 119 121 86 90 216 216 | 194 194 | 97 103 214 214
Ra 7 151 161 | 152 168 | 94 102 260 268 | 119 119 86 94 216 216 | 194 198 | 103 103 | ?7?

Ra 8 161 163 | 152 152 | 70 94 268 268 | 119 119 94 96 216 216 | 194 198 | 97 103 214 214
Pd 1 153 165 | 152 152 | 92 94 262 268 | 119 121 92 92 222230 | 194196 | 97 105 204 214
Pd 2 151 157 | 152 160 | 94 94 262 268 | 119 119 92 92 222222 | 196 196 | 97 97 216 218
Pd 3 161 163 | 152 152 | 92 92 268 268 | 119 119 100 100 | 216 224 | 196 196 | 103 103 | 222 228
Pd 4 153 163 | 152 166 | 86 100 260 268 | 115 137 92 92 222222 | 194 196 | 97 103 210 214
Pd 5 155 161 | 152 152 | 94 94 260 268 | 119 119 92 102 216 216 | 192 198 | 91 91 214 216
Pd 6 153 161 | 156 156 | 86 100 260 268 | 119 121 88 92 216 220 | 194 194 | 103 103 | 198 206
Po 1 153 153 | 152 160 | 94 96 268 268 | 119 119 100 102 | 224 224 | 200 202 | 103 103 | 220 222
Po 2 165 165 | 152 160 | 70 98 268 268 | 119 119 92 92 216 222 | 194 194 | 97 103 220 222
Po 3 161 161 | 152 152 | 86 94 268 268 | 123 123 92 92 222224 | 196 200 | 97 103 200 200
Po 4 161 161 | 150 152 | 86 100 260 268 | 119 119 92 94 222 224 | 194 196 | 87 97 216 216
Po 5 155 155 | 152 152 | 92 100 260 268 | 119 119 92 102 222 222 | 194 196 | 97 103 204 204
Po 6 155 161 | 152 152 | 94 100 268 268 | 119 121 92 102 218 232 | 194 196 | 97 103 200 200
Po 7 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 92 92 218 218 | 194 196 | 97 103 216 218
Po 8 155 155 | 160 160 | 70 92 260 260 | 119 119 102 102 | 216 216 | 178 194 | 103 103 | 220 222
Po 9 163 165 | 152 152 | 86 100 268 268 | 119 119 92 102 216 222 | 194 196 | 103 103 | 206 206
Po 10 155 155 | 152 152 | 96 100 268 268 | 119 121 92 100 222 224 | 180 194 | 91 97 198 198
Ny 1 161 161 | 152 152 | 96 96 268 268 | 119 119 92 92 216 216 | 192 194 | 93 97 216 224
Ny 2 153 163 | 152 152 | 92 92 268 268 | 119 121 92 100 222 222 | 196 198 | 103 103 | 204 218
Ny 3 161 177 | 150 152 | 70 94 268 268 | 119 121 92 92 220 220 | 194 196 | 97 97 214 222
Ny 4 161 165 | 150 150 | 92 94 268 268 | 119 119 92 92 216 222 | 194 196 | 97 97 228 228
Ny 5 161 161 | 152 156 | 86 94 260 268 | 119 121 92 100 216 222 | 194 196 | 91 97 214 218
Ny 6 163 169 | 152 152 | 86 86 260 268 | 119 119 92 94 222 224 | 194 196 | 103 103 | 198 214
Sm 1 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 96 96 222 222 | 198 198 | 103 103 | 208 208
Sm 2 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 96 96 222 222 | 198 198 | 89 103 208 208
Sm 3 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 96 96 222222 | 198 198 | 89 103 224 224
Sm 4 161 161 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 96 96 222222 | 198 198 | 103 103 | 224 224
VV 1 161 161 | 142 142 | 100 100 | 262 268 | 119 121 86 96 222222 | 198 198 | 95 95 214 214
VV 2 167 167 | 152 152 | 100 100 | 262 268 | 115 119 86 86 222222 | 198 198 | 103 103 | 214 214
VvV 3 167 167 | 152 152 | 100 100 | 262 268 | 115 119 86 86 224 224 | 198 198 | 103 103 | 214 214
VV 4 167 167 | 152 152 | 100 100 | 262 268 | 115 115 86 86 224 224 | 198 198 | 103 103 | 214 214
VvV 5 167 167 | 152 152 | 100 100 | 262268 | 119 119 86 86 224 224 | 198 198 | 103 103 | 214 214
VV 6 167 167 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 115 115 86 86 224 224 | 198 198 | 103 103 | 214 214
vV 7 161 167 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 121 121 86 86 222222 | 198 198 | 95 95 214 230
Ct 1 167 167 | 150 150 | 100 100 | 262 268 | 119 119 86 96 222222 | 196 198 | 103 103 | 214 214
Ct 2 161 167 | 150 150 | 100 104 | 262 268 | 119 119 84 84 222222 | 196 198 | 97 103 216 216
Ct 3 161 167 | 150 152 | 100 100 | 262 268 | 119 119 86 96 222222 | 196 198 | 97 103 214 214
Ct 4 161 167 | 150 152 | 100 100 | 268 268 | 119 119 92 92 222222 | 196 198 | 103 103 | 214 214
Ct 5 167 167 | 150 150 | 100 100 | 268 268 | 119 119 90 92 77 198 198 | 77 214 220
Ct 6 167 167 | 150 152 | 100 100 | 262 268 | 119 119 82 82 222 222 | 200 200 | 103 103 | 216 216
Ct 7 161 163 | 152 152 | 94 100 260 268 | 119 121 86 96 222 222 | 198 198 | 89 103 214 218
S 161 161 | 150 150 | 100 100 | 268 268 | 119 119 86 86 222222 | 198 198 | 103 103 | 214 214
S1 2 153 161 | 152 152 | 100 100 | 260 268 | 119 121 86 96 222222 | 198 198 | 105 107 | 218 224
S13 153 163 | 152 152 | 94 100 268 268 | 121 121 92 96 222 222 | 198 198 | 97 105 216 218
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Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT7 GAS8
S1 4 161 161 | 152 152 [ 94 102 268 268 | 119 121 88 92 222222 | 198 200 | 89 105 218 232
S5 161 163 | 152 152 | 94 100 268 268 | 119 121 92 92 222 222 | 198 198 | 97 103 214 232
S1 6 161 163 | 152 152 | 94 102 268 268 | 119 121 92 96 222 222 | 198 200 | 103 105 | 214 218
S17 161 163 | 152 152 | 94 94 268 268 | 119 119 88 92 222 222 | 198 198 | 97 103 214 232
S18 163 163 | 152 152 | 94 94 260 268 | 119 119 92 92 222 222 | 198 198 | 103 103 | 214 214
S1 9 151 161 | 152 152 | 70 70 268 268 | 119 119 86 86 222 222 | 198 198 | 89 89 214 214
S1 10 163 167 | 152 152 | 94 100 260 268 | 119 121 92 92 222 222 | 198 200 | 103 103 | 214 214
S111 161 161 | 154 154 | 94 94 268 268 | 119 121 92 92 222 222 | 198 198 | 89 95 214 232
Ml 1 161 161 | 152 152 | 100 100 | 260 260 | 119 121 86 86 222222 | 198 198 | 89 89 214 214
Ml 2 161 161 | 152 152 | 100 100 | 260 268 | 119 121 86 86 222222 | 198 198 | 89 99 214 228
Ml 3 161 163 | 152 168 | 70 70 260 268 | 129 129 86 86 222 222 | 198 200 | 83 89 214 216
Ml 4 161 161 | 152 152 | 70 70 268 268 | 119 121 92 92 222222 | 198 198 | 83 103 214 214
Ml 5 161 161 | 152 154 | 94 100 268 268 | 119 119 86 86 222 222 | 198 198 | 89 97 234 236
Ml 6 161 161 | 152 152 | 70 100 260 268 | 121 121 96 96 202 222 | 198 198 | 77 89 218 218
Ml 7 161 163 | 152 152 | 94 100 260 268 | 119 121 92 96 222222 | 198200 | 103 103 | 214 214
Ml 8 163 167 | 152 152 | 70 94 260 268 | 7?7 86 92 77 198 198 | 77 77

Ml 9 161 163 | 152 152 | 94 100 260 268 | 119 121 92 96 222222 | 198200 | 103 103 | 214 214
Lu 1 153 161 | 152 152 | 94 100 260 268 | 119 119 92 96 222222 | 194 198 | 97 103 214 222
Lu 2 161 161 | 168 168 | 70 94 268 268 | 119 119 92 96 216 216 | 196 196 | 89 103 214 214
Lu 3 161 161 | 152 154 | 94 94 268 268 | 121 121 96 96 222 222 | 198 198 | 89 89 206 206
Lu 4 161 161 | 152 154 | 94 94 268 268 | 121 121 96 96 222 222 | 198 198 | 89 89 206 206
Lu 5 161 163 | 154 154 | 86 102 268 268 | 115 119 102 102 | 216 222 | 198 198 | 103 103 | 214 214
Zi 1 155 161 | 152 152 | 86 94 260 268 | 119 119 92 92 222 222 | 196 200 | 87 97 200 214
Zi 2 151 161 | 152 152 | 100 100 | 262 268 | 119 121 92 92 222222 | 198 198 | 103 105 | 214 216
Zi 3 161 163 | 152 154 | 100 100 | 268 268 | 119 119 92 92 222 224 | 194 196 | 89 95 214 214
Zb 1 155 161 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 119 119 92 100 202 222 | 198 200 | 103 105 | 204 214
Zb 2 161 163 | 152 152 | 90 100 260 268 | 121 121 92 92 224 224 | 198 202 | 95 103 206 216
Zb 3 163 163 | 152 154 | 90 90 268 268 | 119 121 92 92 222222 | 178 198 | 103 105 | 214 216
Zb 4 161 161 | 152 154 | 92 100 260 268 | 121 121 92 92 222 224 | 194 194 | 97 103 214 216
Zb 5 161 161 | 152 154 | 92 100 268 270 | 121 121 92 92 222 224 | 194 200 | 89 97 210 214
Zb 6 161 161 | 152 152 | 90 100 260 268 | 121 121 92 92 222 222 | 194 200 | 89 103 214 214
Ze 1 151 173 | 152 154 | 94 100 250 252 | 119 121 92 92 222 222 | 198 198 | 97 103 214 216
Ze 2 151 173 | 152 154 | 94 100 262 264 | 119 121 92 92 222 222 | 198 198 | 97 103 214 216
Lb 1 151 151 | 152 152 | 94 100 268 268 | 121 121 92 92 220 222 | 192 194 | 97 97 214 218
Lb 2 155 161 | 152 152 | 94 100 268 268 | 119 121 92 92 220 222 | 194 196 | 97 103 198 216
Lb 3 165 165 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 121 121 92 92 220 222 | 192194 | 97 97 198 198
Lb 4 151 153 | 152 152 | 70 94 268 268 | 121 135 92 92 220 222 | 196 196 | 97 97 198 214
Lb 5 151 161 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 121 121 92 92 220 222 | 194 196 | 97 97 198 198
Li1 161 161 | 152 152 | 94 94 264 270 | 121 121 92 92 226 234 | 194 194 | 97 97 204 204
Li 2 161 161 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 224 224 | 196 196 | 97 97 218 218
Li 3 161 161 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 194 196 | 97 97 198 198
Li 4 151 165 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 198 198
Li 5 151 165 | 148 150 | 100 100 | 270270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 99 99 198 198
Li 6 161 163 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 105 218 218
Li7 161 161 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 105 198 198
Li 8 151 161 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 105 198 198
Li9 151 161 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 105 198 198
Li 10 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 200 | 97 105 204 204
Li 11 153 165 | 150 152 | 94 100 262 270 | 121 123 92 92 226 232 | 196 196 | 99 99 204 218
Li 12 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 194 200 | 97 97 204 218
Li 13 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 200 | 97 97 204 204
Li 14 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 194 200 | 97 97 204 204
Li 15 153 165 | 150 152 | 94 100 262 270 | 121 123 92 92 226 232 | 196 196 | 97 97 204 204
Li 16 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 83 97 204 204
Li 17 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 204 204
Li 18 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 204 204
Li 19 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 83 97 204 218
Li 20 151 155 | 152 152 | 94 100 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 198 198
Li 21 161 161 | 152 152 | 94 94 262 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 204 204
Li 22 151 165 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 198 198
Li 23 151 165 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 97 97 198 198
Li 24 151 165 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 92 226 234 | 196 196 | 99 99 198 198
Li 25 161 161 | 152 152 | 100 100 | 270 270 | 121 121 92 108 224 226 | 196 196 | 99 99 204 204
Ko 1 161 161 | 152 152 | 86 94 260 268 | 119 121 92 92 222222 | 194 194 | 93 93 220 220
Ko 2 161 163 | 152 152 | 86 86 260 268 | 119 119 92 92 222222 | 194 194 | 87 101 214 214
Ko 3 155 155 | 152 154 | 94 100 260 268 | 119 121 92 92 222222 | 194 194 | 103 103 | 222 222
Ko 4 153 161 | 152 154 | 94 100 260 260 | 119 119 90 92 222 224 | 196 196 | 97 97 216 216
Ko 5 161 163 | 152 152 | 94 94 260 268 | 119 121 92 92 222222 | 192194 | 97 97 214 222
Ko 6 161 161 | 152 156 | 100 100 | 260 260 | 119 121 92 92 222222 | 194194 | 97 97 214 214
Ko 7 161 161 | 152 156 | 100 100 | 260 260 | 119 121 92 92 222222 | 194 194 | 97 97 214 214
Ko 8 153 161 | 152 152 | 100 100 | 268 268 | 119 121 92 96 222222 | 194 194 | 97 97 214 214
Ko 9 161 161 | 152 152 | 92 94 262 268 | 119 119 92 92 222222 | 194 196 | 97 97 214 214
Ko 10 161 161 | 152 152 | 100 100 | 262 262 | 119 119 92 92 222222 | 194 194 | 97 97 214 222
Ks 1 153 153 | 152 152 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 222224 | 194 194 | 97 97 222 222
Ks 2 153 163 | 152 152 | 86 86 260 260 | 119 119 92 92 222222 | 194 198 | 97 97 220 222
Ks 3 153 153 | 152 152 | 94 94 260 260 | 119 119 92 92 222224 | 194194 | 9197 220 220
Ks 4 153 161 | 156 156 | 70 70 260 260 | 119 119 92 96 222222 | 194 194 | 91 91 214 214
Ks 5 161 161 | 152 152 | 76 100 260 260 | 119 119 92 92 222222 | 194 194 | 97 101 214 222
Ks 6 155 163 | 154 154 | 100 100 | 260 268 | 119 119 92 92 222 222 | 178 200 | 89 89 220 220
Ks 7 161 161 | 152 154 | 70 70 260 268 | 119 119 92 92 222222 | 194 194 | 89 89 214 214
Ks 8 155 155 | 152 156 | 100 100 | 260 268 | 119 119 92 96 222222 | 194 194 | 89 103 214 214
Ks 9 153 153 | 152 152 | 86 100 260 268 | 119 119 92 92 222 222 | 194 194 | 97 103 222 222
Ks 10 161 167 | 156 156 | 100 100 | 260 268 | 119 119 92 92 222 222 | 198 198 | 89 97 214 222
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Vzorek [ GA1l GA3 GA5 GA6 | TG/GA1l | GA2 CA1 GA4 GAT GAS8
Kc 1 161 161 | 152 156 | 100 100 | 260 268 | 119 119 92 92 222222 | 194 194 | 87 105 214 214
Kc 2 155 163 | 152 168 | 70 94 260 268 | 119 119 92 96 222 222 | 196 198 | 103 105 | 202 214
Kc 3 153 155 | 152 168 | 70 70 268 268 | 119 121 92 92 222 222 | 194 200 | 95 97 214 214
Kc 4 153 153 | 152 152 | 94 94 260 260 | 119 119 96 96 222 222 | 196 196 | 105 105 | 216 216
Kc 5 153 161 | 152 172 | 94 100 260 260 | 119 121 90 92 222222 | 194198 | 77 220 222
Kc 6 153 155 | 152 156 | 86 94 268 268 | 119 119 92 92 222 222 | 196 198 | 103 105 | 216 216
SP 1 161 161 | 154 154 | 100 100 | 268 268 | 119 119 98 98 222 222 | 196 196 | 103 103 | 210 210
SP 2 161 163 | 154 154 | 100 100 | 268 268 | 119 119 98 98 222 222 | 196 196 | 103 103 | 210 210
Nc 1 159 161 | 168 178 | 86 86 260 268 | 115 121 92 92 222222 | 198 198 | 103 103 | 216 218
Nc 2 161 169 | 156 168 | 86 94 260 260 | 115 115 92 92 222222 | 198200 | 103 103 | 218 224
Nc 3 159 161 | 156 156 | 94 96 260 268 | 115 115 92 96 222222 | 198 198 | 103 103 | 196 214
Nc 4 169 169 | 156 156 | 94 94 268 268 | 115 115 92 96 222222 | 200200 | 103 103 | 214 214
Nc 5 161 161 | 156 178 | 86 86 260 260 | 115 121 77 222222 | 194 198 | 103 103 | 218 224
RZ 1 165 165 | 158 158 | 100 100 | 260 268 | 115 119 88 88 224 224 | 194194 | 87 91 196 218
RZ 2 165 165 | 158 158 | 100 100 | 268 268 | 115 119 88 92 224 224 | 194198 | 91 91 196 196
RZ 3 165 165 | 158 158 | 100 100 | 260 268 | 115 115 88 88 224 224 | 194 198 | 87 91 196 218
Rc 1 159 163 | 152 152 | 86 86 260 262 | 115 115 94 94 216 222 | 178 198 | 91 103 218 220
Rc 2 159 161 | 152 152 | 94 94 260 268 | 115 119 92 94 216 222 | 198 198 | 91 103 220 224
TL 1 161 165 | 160 160 | 86 86 268 268 | 137 137 92 96 216 224 | 178 198 | 103 103 | 218 218
TL 2 157 163 | 160 160 | 94 94 260 268 | 119 119 96 96 216 222 | 198 200 | 91 103 198 214
TL 3 161 161 | 178 178 | 94 94 260 260 | 115 121 92 92 222222 | 196 200 | 103 103 | 196 214
Kl 1 159 177 | 150 152 | 94 94 268 268 | 115 119 88 98 216 222 | 194 198 | 103 107 | 218 222
K1 2 165 165 | 152 152 | 86 94 260 260 | 119 121 90 94 224 224 | 194 198 | 91 103 214 214
K13 159 165 | 142 154 | 86 86 260 260 | 115 121 92 92 216 222 | 194 194 | 103 103 | 210 224
Kl 4 159 165 | 152 154 | 86 92 260 260 | 115 115 90 92 222228 | 194 194 | 103 103 | 210 218
K15 165 165 | 152 152 | 94 94 260 268 | 115 115 90 90 222 222 | 194 194 | 99 105 216 226
K16 161 165 | 168 168 | 94 94 260 260 | 115 119 94 94 222 222 | 194 198 | 103 103 | 196 204
La 1 131 133 | 148 148 | 82 82 262 262 | 123 123 82 82 77 77 105 105 | 206 206
La 2 77 174 176 | 82 82 260 260 | 113 113 82 82 77 176 176 | 77 77

La 3 137 137 | 182 182 | 70 86 260 260 | 119 119 88 88 232232 | 192192 | 7575 198 198
La 4 137 151 | 148 150 | 68 68 262 262 | 119 119 88 96 220220 | 77 77 77

La 5 127 127 | 158 158 | 86 86 260 260 | 119 119 78 96 200 202 | 176 176 | 77 77 194 196
Bs 1 163 165 | 150 150 | 94 94 262 262 | 115 115 116 116 | 216 216 | 192 192 | 97 103 212 212
Bs 2 163 165 | 150 150 | 94 94 262 262 | 115 115 116 116 | 216 216 | 192 192 | 97 103 212 212
Bs 3 163 165 | 150 150 | 94 94 262 262 | 115 115 116 116 | 216 216 | 192 192 | 97 103 212 212
Bs 4 163 165 | 148 150 | 94 94 262 262 | 115 115 114 116 | 216 216 | 192 192 | 97 103 212 212
Bs 5 139 139 | 150 150 | 86 86 262 262 | 115 115 116 116 | 216 216 | 194 194 | 97 97 212 212
Bs 6 139 139 | 150 150 | 86 86 262 262 | 115 115 90 116 230 230 | 192194 | 97 107 196 212
Bs 7 139 139 | 150 150 | 86 86 266 266 | 115 115 114 116 | 216 216 | 194 194 | 97 97 212 212
Bs 8 139 139 | 150 150 | 86 86 262 262 | 115 115 114 116 | 216 216 | 194 194 | 97 97 210 212
Bs 9 139 139 | 148 150 | 86 86 260 260 | 115 115 114 116 | 216 216 | 194 194 | 77 77 210 212
Bs 10 141 141 | 150 150 | 86 86 260 260 | 115 115 116 116 | 216 216 | 172 194 | 77 77 212 212
Bs 11 139 139 | 150 150 | 86 86 260 260 | 115 115 116 116 | 216 216 | 180 194 | 77 77 212 212
Bs 12 165 167 | 150 150 | 94 94 260 260 | 115 115 114 116 | 216 216 | 194 194 | 97 103 210 212
Bs 13 163 165 | 150 150 | 96 96 260 260 | 121 127 108 108 | 216 220 | 200 200 | 97 97 216 216
Bs 14 163 165 | 150 150 | 94 94 260 260 | 115 115 116 116 | 216 216 | 178 192 | 97 103 212 212
Bs 15 139 139 | 150 152 | 86 94 268 268 | 115 119 90 120 220 230 | 172 194 | 97 107 216 216
Se 1 161 163 | 162 164 | 94 94 262 262 | 119 125 86 100 220230 | 178 192 | 77 77 224 224
Se 2 161 163 | 164 164 | 94 94 260 260 | 115 125 86 96 220 232 | 194194 | 77 77 222 224
Se 3 161 163 | 164 164 | 94 94 260 268 | 115 125 86 96 220 220 | 194 194 | 77 77 204 204
Se 4 161 161 | 164 164 | 94 94 262 268 | 115 125 86 96 220 220 | 194 194 | 77 77 204 204
Se 5 161 163 | 164 164 | 94 94 262 262 | 115 125 86 96 220 232 | 194 194 | 77 77 222 224
Se 6 161 163 | 158 158 | 70 70 262 262 | 121 121 114 114 | 232232 | 194194 | 101 101 | 220 220
Se 7 159 161 | 142 142 | 94 94 262 268 | 125 125 86 96 220 232 | 194 194 | 77 77 204 204
Se 8 159 161 | 142 164 | 94 94 262 268 | 125 125 86 96 220 230 | 194 194 | 77 77 204 204
Se 9 159 161 | 164 164 | 94 94 262 262 | 115 125 86 96 230 230 | 194 194 | 77 77 204 204
Se 10 159 161 | 162 164 | 94 94 262 262 | 115 123 86 96 232232 | 194 194 | 77 77 222 224
Aul 139 163 | 148 154 | 92 94 262 262 | 115 121 118 118 | 220220 | 172172 | 77 79 202 222
Au 2 137 161 | 148 160 | 68 68 262 262 | 115 119 94 116 200 200 | 180 192 | 79 93 196 222
Au 3 153 161 | 146 160 | 74 74 262 262 | 121 121 92 116 200 200 | 172180 | 79 79 222 222
Au 4 159 161 | 148 160 | 66 68 262 262 | 115 121 92 114 200 200 | 178 184 | 77 77 196 220
Aub 137 137 | 164 166 | 86 86 262 262 | 121 125 90 114 232232 | 180 192 | 79 79 220 220
Au 6 139 151 | 146 160 | 94 94 260 260 | 123 125 90 90 232232 | 178 178 | 7979 196 220
Au7 159 161 | 168 170 | 66 68 260 260 | 121 123 90 94 200 200 | 174 180 | 79 79 196 218
Au 8 129 139 | 148 164 | 68 68 264 264 | 113 115 92 92 200 200 | 170 192 | 79 79 206 206
Au 9 129 161 | 148 148 | 68 68 262 266 | 119 119 92 92 200 200 | 170 192 | 77 77 218 220

Vytvoteno v typografickém systému ITEX 2¢ (http://www.latex-project.org/,
http://www.tug.org/texlive/) na openSUSE GNU/Linuxu (http://www.opensuse.org/) 18. srpna
2009.


http://www.latex-project.org/
http://www.tug.org/texlive/
http://www.gnu.org/
http://www.linux.org/
http://www.opensuse.org/
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