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Abstrakt

Suché travniky jsou velmi cennd stanovisté hostici znaéné mnozstvi vzacnych
a ohrozenych druhti. Proto je velmi dilezitd jejich ochrana. Pro vybér vhodného
zpusobu ochrany je nutné porozumét pochodim vedoucim k jejich vzniku. Jednim ze
zpusobt, jak odhalit historii suchych travniki je geneticka analyza druhti, které se na
nich vyskytuji. Cilem této diplomové prace bylo analyzovat druh $alvéj luéni (Salvia
pratensis), konkrétné zjistit genetickou strukturu jejich populaci, miru
mezipopula¢niho genetického toku, mnozstvi pivodnich zdrojovych populaci
a objasnit ptivod populaci v mezofytiku, tedy mimo hlavni, klimaticky nejteplejsi
oblasti rozsiteni. Pro tato zjisténi byla pouzita analyza mikrosatelitd, pomoci které
bylo studovano 15 mikrosatelitovych lokust u 617 jedinct, ktefi pochazeli z 21
eskych a 12 zahraniénich stfedoevropskych populaci. Ceské populace byly sbirané
tak, Zze 7 populaci pochazelo z mezofytika, 8 z ¢eského termofytika a 7 z panonského
termofytika. Ukazalo se, Ze vétSina populaci je geneticky velmi variabilni a probiha
mezi nimi geneticky tok. Analyza genetické struktury odhalila, Ze se na uzemi
sttedni Evropy vyskytuje az devét dobfe definovanych genetickych linii.
Nejvyraznéji se oddélovala linie pomérné nelogicky spojujici jednu alpskou populaci
se tfemi dal§imi populacemi roztrou$enymi na riiznych mistech Ceské republiky. To,
co dale spojovalo tyto ¢eské populace, byl jejich vyskyt na ruderalnich stanovistich.
V tomto piipad€¢ se patrné jedna o dalkové zavleCeni populace z Alp a jejich
etablovani na synantropnich stanoviStich. Jemnéjsi déleni ukazuje na vyznam
populaci rostoucich v jiznich Cechach na Piedsumavskych vapencich, které vytvaii
samostatnou genetickou linii, kterd se nevyskytuje nikde jinde v prostoru stredni
Evropy. Tyto populace jsou pravdépodobné znaéné reliktni, vyskytujici se v této
oblasti kontinualn¢ od zacatku Holocénu. Dalsi déleni ukazalo podobnost genetické
struktury stfedoceskych a severo€eskych populaci s vychodoevropskymi populacemi
a naopak moravskych se zapadoevropskymi. Populace z oblasti mezofytika jsou
z vétSiny sloZené z nizkého poctu genetickych klastri a jsou bud'to reliktni nebo
zfejm¢ recentné zavlecené. Pouze 2 populace mezofytika pravdépodobné vznikly

odvozenim z populaci termofytika.

Klic¢ova slova: popula¢né geneticka struktura, Salvia pratensis, xerotermni travniky,

genovy tok



Abstract

Dry grasslands are very valuable biotopes with many rare and endangered
species and that is why protecting them is so important. For choosing the right way
how to protect them, it is necessary to understand how they developed. One of the
tools is a genetic analysis of dry grassland species. In this study, meadow sage
(Salvia pratensis) was selected as one of the important dry grassland species in
Central Europe. The main goals of this master thesis were: (1) to reveal genetic
structure of S. pratensis, (2) to estimate the extent of gene flow, (3) to determine the
number of original populations and (4) to clarify the origin of the Czech mesophytic
populations which are out of the main thermophytic distribution area. To achieve our
objectives, 15 microsatellite loci were used to reveal overall genetic diversity within
and between 33 populations (617 individuals). 21 populations originate from the
Czech Republic and 12 populations from other Central European countries. At the
same time, the Czech populations were grouped to seven mesophytic, eight Czech
thermophytic and seven Pannonian thermophytic localities. Most of the populations
showed high genetic variability and there is noticeable gene flow between them. The
STRUCTURE analysis supported division of the populations into two, four, seven
and nine clusters. Surprisingly, the most separated lineage is detected in one Alpine
and three Czech populations, which are randomly distributed. However, they share
the same ruderal type of biotope. In this case, they were probably introduced from
distant Alpine population and established on synanthropic biotopes. In more detailed
division, the southern Czech populations on Bohemian Forest limestone create
another separated lineage that is unique in the Central European space. These
populations are probably relict in this area and occur continuously from the
beginning of the Holocene. In addition, the Middle and Northern Czech populations
are similarly structured as East European populations and conversely the Moravian
populations are similar to West European populations. The populations from the
mesophytic area are composed in most of the cases only of asmall number of
clusters and they are either relict or recently introduced. Only two mesophytic

populations developed as a result of derivation from the thermophytic population.

Key words: population genetic structer, Salvia pratensis, xerothermous grasslands,

gene flow
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1. Uvod

Suché travniky piirozené vznikaji diky suchému kontinentalnimu klimatu,
které je typické velkymi teplotnimi rozdily mezi zimou a létem a nizkym uhrnem
srazek (obvykle pod 500 mm za rok — Pokorny et al. 2015). Mraz, nizké teploty
a nedostatek vlahy neumoznuji rist kfovin nebo lesnich porosti. Kvili témto drsnym
podminkam také dochazi k pomalejsSimu rozkladu a vznikaji tak malo Gzivné pudy
(Eckmeier et al. 2007). V soucasné dob¢ patii suché travniky mezi cenné biotopy,
které v mnoha piipadech vznikly historicky dlouhodobym obhospodafovanim.
Vétsina bezlesi stfedni Evropy tedy neni pfirozend. V tadé chranénych tzemi jsou
pfedmétem ochrany pravé spolecenstva suchych travnikl, kterd by bez zésahu
zanikla a byla nahrazena lesnimi porosty. Je dulezité rozliSovat mezi bezlesim
ptirozenym a vzniklym diky lidské ¢innosti (Lozek 2004). Bohuzel rozliseni mnohdy
brani neobjasnéna historie stepnich porosti stiedni Evropy. Otazka, zda je vyskyt
stepi 0od pocatku Holocénu kontinualni ¢i zda byl pferusen zartistanim lesnimi
porosty béhem klimatického optima, tak stile neni spolehlivé zodpovézena. Prvni
ptipad je podporovan napft. klasickou stepni teorii Gradmanna (1933), ktery vychazel
predevsim z pylové analyzy Karla Bertsche (1929) a z vyzkumu historie krajiny
Reinholda Tiixena (1931). Gradmannova teorie tvrdi, Ze se prvni pfichozi neoliti¢ti
zemé&délci ve stiedni Evropé usidlili na stepich, které se sndze obhospodatovali
a vyskyt stepi byl tedy nepfetrzity i béhem holocenniho klimatického optima. Druhy
pfipad nahrazeni stepi lesnimi porosty béhem klimatického optima feSi Pokorny et al.
(2015), podle nichz pleistocenni stepi pokryvaly velkou ¢ast stfedni Evropy, ale
béhem klimatického optima vétSinou zarostly lesnimi porosty a dneSni stepni
spolecenstva jsou tedy nové¢ pfichozimi imigranty z pfirozenych kontinuélnich stepi
z vychodu. Vyse uvedené teorie je poméerné obtizné potvrdit ¢i vyvratit. Jednou
Z cest je provedeni genetickych analyz stepnich druht. Bohuzel téchto studii je stale
pomérné malo a my tak stadle nemame jasnou piedstavu o vyvoji téchto spolecenstev
v pritbéhu Holocénu. V souc¢asné dobé je na katedie ekologie FZP CZU fesen projekt
»Jaky je biogeograficky piivod stfedoevropskych suchych travnikii? Syntéza
komparativni fylogeografie a paleodistribu¢niho modelovani*“ podpoteny Grantovou
agenturou CR, vramci kterého se zkouma glacialni a postglacidlni vyvoj

spoleCenstev suchych travnikii za pomoci deviti stepnich druhll. Jednim z téchto



druhti je pravé Salvéj luéni (Salvia pratensis), jejiz ptivod v CR a geneticka struktura

je predmétem této diplomové prace.



2. Literarni reSerse

2.1 Historie stifedoevropské krajiny

Soucasna podoba krajiny je vysledkem vyvoje V prubéhu ctvrtohor, které
zacaly pted vice jak dvéma miliony let a trvaji dodnes (Cilek 2002). Z biologického
hlediska je dilezité porozumét pochodiim, které se v tomto obdobi odehraly a stale
odehravaji. Ctvrtohory hraji dileZitou roli zejména proto, Ze je to obdobi, béhem
kterého doslo k ustaleni podnebi, reliéfu i geografickych pomérti do podoby shodné
stou dne$ni. Ctvrtohory jsou typické stiidanim studenych (glacialy) a teplych
(interglacidly) obdobi. Hlavné¢ béhem glacidli dochdzi vlivem exogennich sil
K velkym zménam reliéfu. Napt. masy vody zadrZzované ledovci béhem glacialt
zpuisobuji pokles hladiny mofi o 120 az 140 m, ¢imz ovliviuji tvar i velikost
kontinentti (Lozek 2007). Cyklické vykyvy maji za nasledek presuny vegetaCnich
pasem a s tim spojené migrace a zmény aredlil rozSiteni rostlin a zivo¢icht (Hewitt

1996).

Ctvrtohory se dé&li na Holocén, coZ je obdobi pocinajici pred 11 tisici lety
a trvajici az dodnes a na Pleistocén, ktery pokryva cely zbytek ctvrtohor (2,4 mil. let
nazpét az do pocatku Holocénu (Pillans, Gibbard 2012, Lozek 2007).

2.1.1 Pleistocén

Pleistocén je zejména obdobim glaciall, tedy dob ledovych. Krajina stfedni
Evropy v glacidlu byla typickd bezlesim a jeji vyvoj byl silné¢ ovlivnén mrazem,
suchem a vétrem (Pillans, Gibbard 2012). Pro vyvoj soucasné pfirody jsou
Eemsky interglacial je povaZovany za jakousi referenci, protoze je to posledni teplé
obdobi, kdy se ekosystémy vyvijely bez zasahu clovéka. Proto, kdyz se dnes$ni
ochrana ptirody pta, jak velky vliv ma ¢lov€k na ptirodu a jak by vypadala krajina
bez zéasahu clovéka, posledni interglacidl ndm o tom poskytuje celkem dobry
obrazek. Prevladalo souvislé zalesnéni a bezlesé oteviené plochy, které zname
I z dneska, by byly v mensin¢. To dokazuji jak tehdejsi typy pud, tak druhové
slozeni, které zname diky pylovym analyzam, rostlinnym a zivociSnym fosiliim

(Pillans, Gibbard 2012, Lozek 2007).



Posledni tzv. Wiirmsky glacial je charakterizovan stfidanim teplejSich
obdobi, interstadialdi, a chladngjSich, stadiald. Béhem interstadiali dochazelo na
stepich nizSich poloh k vytvafeni ¢ernozemé a ve vyssSich polohach se dokonce
utvaiely fidké porosty jehliénanti (Larix, Picea, Pinus cembra, P. sylvestris),
dokonce i s vyskytem listnatych stromi a spoleenstev na né¢ vazanych (napt. Alnus,
Betula). Tato spolecenstva s narustajici nadmoiskou vyskou ptechazela v mrazovou
pustinu bez vegetace (Chytry 2012). Stadialy byly charakteristické ustupem dievin
a rozSifenim chladnych stepi. Jednim z béznych typa tehdejSich stepi byly stepi
sprasové (Lozek 2011), které obsahuji velmi malé mnozstvi humusu a naopak

vysoké mnozstvi CaCOz (Lozek 2007, Kunes 2004).
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Obr. 1 Rozsah ledovce béhem glaciala (Lozek 2007).

Uzemi Ceské republiky nebylo béhem posledniho zalednéni pokryto ledem,
avSak ledovec mél na vyvoj zdejsi krajiny velky vliv. Stfedni Evropa tvofila
nezalednény koridor mezi alpskym a severoevropskym zalednénim (Obr. 1), tzv.
periglacidlni krajinu. Diky této pozici bylo zdejsi klima ovliviiovano blizkosti
ledovcl a v konecném dlsledku vedlo k vytvotfeni znacné lokalni pestrosti pfirody

spojené s vyskytem druhti typickych pro rizné klimaticka obdobi (Lozek 2007).

2.1.2 Holocén

Holocén je obdobi, které prichazi po dobé ledové a oznacuje se tedy jako
obdobi poledové. Klimatické podminky Holocénu jsou obdobou pleistocennich

meziledovych dob (Rojik 2013). Jeho zacatek je typicky vysSi vlhkosti



a oteplovanim; teploty byly srovnatelné nebo i1 vys$i nez ty dneSni. To umoznilo
vznik vegeta¢niho krytu a vyvinutéjSich typi pud. Krajinu zacaly pokryvat rozsahlé,
ale fidké svétlé lesni porosty, vytvarejici mozaiku s otevienymi plochami stepniho
charakteru. Lesy byly tvofeny pfevazné pionyrskymi dievinami, jako jsou lisky,
borovice a biizy (Kune§ 2004). Vodni koryta si uz diky vegetaci neprordzi cesty
v krajin¢ tak snadno, a méni se ve stadlejsSi meandrujici feky. Vzhled krajiny byl
vyznamné ovlivilovan i zivoCichy. Mezi nejvyznamnéjsi patfili velci bylozravci jako

zubii, tufi, divoci koné nebo losi (Bocherens et al. 2015).

Ptiznivé podminky vedly k velkému rozmachu vegetace, a tak se nasledné
obdobi oznacuje jako klimatické optimum. Pionyrské dieviny zacinaji byt
nahrazovany smiSenymi doubravami doplnénymi hlavné o javory a jilmy. Ve vyssich
polohach pak nastupuje smrk. Nedilnou soucésti tohoto obdobi se stava clovek
(6 000 pf. n. 1.). Ten krajinu vyznamné ovliviiuje pfedev§im pastvou spojenou
s introdukci nékterych druhll zvifat, t€Zzbou dieva a pozdéji i zemédélstvim, se
kterym byly samoziejmé spojeny i upravy vodnich tokli. Témito Cinnostmi clovek
zpusobil preménu spousty lesnich porosti na zemédélské plochy a vznikla mozaika
¢lovékem ruzné vyuzivanych a zalesnénych ploch. Pozdé&ji bylo klimatické optimum
1 vlivem clov€éka nahrazeno nevyrovnanym podnebim. Na piidu na odlesnénych
plochach zacaly putsobit erozni procesy, odnos surového vépnitého materidlu do
udoli zakryl vyvinuté lesni pudy, mizi citlivé lesni druhy a ¢lovék se §ifi i do hur
dostupnych mist. Na druhou stranu odlesnéna neboli oteviena krajina dala vzniknout
druhotnym spoleéenstviim, ktera jsou mnohdy v dne$ni dobé velmi cenna (Bouzek

1983, Lozek 2011).

Posledni nejzasadnéj$i ptevraty predchéazejici stavu stfedoevropské prirody
21. stoleti nastaly béhem primyslové revoluce a pired 70 lety, kdy prob¢hla
intenzifikace zeméd¢lstvi, zacala se pouzivat hnojiva a pesticidy a cloveék zacal

piirodu neudrZzitelné vykotistovat (Low, Michal 2003).



2.2 Modelovy druh Salvia pratensis

Salvia pratensis L., salvej lucni patii do celedi Lamiaceae, hluchavkovité.
Rod Salvia je nejpodetnéjsi skupinou celé &eledi. Cita kolem 900 druhd a je pro néj
typickd Casta hybridizace (Whittlesey 2014). Nejbéznéji se mezidruhovi kiizenci
vyskytuji zejména ve Stiedozemi. V Ceské republice se vyskytuje pouze jeden
hybrid mezi Salvia pratensis a Salvia nemorosa (=Salvia x sylvestris L.) (Stépankova
2000).

2.2.1 Popis

Salvia pratensis (Obr. 2) je diploidni
(2n = 2x = 18), vytrvala bylina s dfevnatéjicim
oddenkem. M4 pfimou roztrousené¢ az husté
chlupatou lodyhu, kterd se Vvhorni Ccasti
vétSinou vétvi. Nese 1-3 pary kratce fapikatych
az prisedlych listd (2-6 cm dlouhych, 1-3 cm
Sirokych) a v dob¢ kvétu je vyvinuta pfizemni
listova rizice (dlouze tfapikaté 8—19 cm dlouhé
a 4-11 cm Siroké listy). Listy maji podlouhle
vejcity ¢i Siroce trojuhelnikovity tvar a na bazi

jsou bud’ ut'até, nebo srdcité. Ze svrchni strany

jsou fidce az roztrousené pokryty chlupy a ze

Obr. 2 Salvia pratensis, salvej luéni

spodni strany roztrouSen¢ az pavucinovité

nezlaznatymi chlupy (Kubat 2002, Stépankova 2000). Okraje maji nepravidelnd
zubaté, vroubkované nebo zubaté laloCnaté. Listeny ma dlouze zaSpicatélé zelené
(ztidka fialové nabé€hlé) stejn¢ dlouhé nebo kratSi nez kalich. Kalich je 8-11 cm
dlouhy, dvoupysky, zeleny a muZze i nemusi byt v rizné¢ mife pokryt chlupy ¢i
zlaznatymi chlupy. Horni pysk miiZze byt nafialovély, je tficipy a krat$i nez dolni,
ktery je dvoucipy. Kvete od kvétna do cervence. Kvéty jsou po 3—6 uspotadany do
lichopteslenti. Koruna je fialova (vyjimecné riizova i bild), tlamatéa, 2—3 cm dlouha,
u funk¢éné vyhradné samicich kvéta je pouze 1,5-2,5 cm dlouha. Korunni trubka je
prohnutd, jeji horni pysk ptilbovité vyklenuty a dolni tfilalocny, ktera ma nejveétsi
lalok uprostied. Ty¢inky maji prodlouzena spojidla, opyleni probiha diky pakovému

systému, kdy se po pfistani opylovace skloni tyCinky s prasniky a nalepi se na hmyz
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(ClaBen—Bockhoff et al. 2003). Plodem jsou vejcovité az elipsoidni tvrdky matné
hn&dé barvy (Stépankova 2000).

Salvia pratensis je velmi proménlivy druh. Jeji proménlivost spoc¢iva v riizné
vySce lodyh, intenzité chlupatosti, velikosti a tvaru listd, tvaru koruny a v barvé
kvétd. To je divodem, pro¢ je u tohoto druhu popsana spousta subspecii az
subforem. Je u ni Casta gynodioecie, pfi¢emz oboupohlavné kvéty jsou vetsi nez ty

samici (St&pankova 2000).

2.2.2 Vyskyt

Nejcastéji se Salvej luéni vyskytuje na vyslunnych stranich a mezich, na
okrajich cest, v ptikopech a na Zelezni¢nich néspech. Vyhovuji ji ¢erstvé vlhké nebo
vysychavé zasadité az slabé kyselé pudy. Vyskytuje se pfedev§im ve spolecenstvech

svazil Bromion erecti a Arrhenatherion (Stépankova 2000).

Not native in Americe

Salvia pratensis

Obr. 3 Areal celosvétového vyskytu Salvéje lucni (Salvia
pratensis) (Hultén, Fries 1986)

Nejcastéji se $alvej luéni vyskytuje v jizni, stiedni a vychodni Evropé a zcela
chybi na Pyrenejském ostrové (Obr. 3). Centrum rozsifeni v Ceské republice spada
do oblasti termofytika, nicmén¢ vyskytuje se i v teplejSich oblastech mezofytika,
predevdim na Moravé, ve vychodnich, severnich a stiednich Cechach (Obr. 4).

V piipadé chladnéjSich oblasti mezofytika jej jeji vyskyt omezen na bazické
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Obr. 4 Rozsifeni druhu 3alvéj luéni v Ceské republice (Stépankova 2012)

2.3 Populaéni genetika

Popula¢ni genetika se zabyva ptvodem, rozsahem a rozloZenim genetické
diverzity populaci riznych organismd a zkouma, jak se méni v prostoru a Case
(Templeton 2006). Je zalozena na Mendelovych a jinych genetickych principech
a studuje procesy, které vedou k evoluénim zménam druhu (Hartl et al. 2007). Mezi
tyto procesy patii mutace, selekce, migrace a geneticky drift (Hartl 2000), které
budou v dalsich kapitolach podrobnéji rozebrany. Pro studium popula¢ni genetiky
jsou obvykle pouzivany takové useky DNA, které nejsou pod selekci, jsou tzv.
selekéné neutralni. V takovém ptipadé jsou totiz veSkeré rozdily mezi populacemi
zpusobeny mutacemi a genetickym driftem (Relichova 2009) a vliv selekce je

minimalizovan.

V popula¢ni genetice predstavuje populace skupinu jedinci jednoho druhu,
ktera je dostatecné geograficky oddé€lena od dalSich skupin stejného druhu, a kde
dochazi k reprodukci ndhodnym spojenim dvou jedincti opa¢ného pohlavi z dané
skupiny. Soubor vSech gent téchto jedinct jedné skupiny se pak nazyva genofond. U
diploidnich organizmt je genofond kromé gent vazanych na pohlavi slozen z 2N
haploidnich genomut.. Odhad genetické variability populace se provadi na zakladé

alelové a genotypové Getnosti. Cetnost vyskytu konkrétniho genotypu se vypogita



jako podil poctu daného genotypu v populaci k celkovému poétu jedinct v populaci.
Soucet Cetnosti vSech genotypt je tedy vzdy 1 (100%). Alelova frekvence se pak
vypocCitd jako podil souctu vSech vyskyti dané alely napific vSemi genotypy
k celkovému poctu genotypt nasobenému u diploidnich organismii 2N (genotyp
uréuji 2 alely). Cim vice alel populace pro dany znak ma, tim vys3i je jeji geneticka
variabilita. Geny, které maji vice variant, se oznaCuji jako geny polymorfni
(zastoupeni nejcastéjSiho genti nesmi byt vice jak 0,95). DalSim ukazatelem
genetické variability je heterozygotnost populace. Ta se vypocitd jako prumér

Cetnosti heterozygotii na studovanych lokusech (Relichova 2009).

Geneticka struktura populaci se Casto popisuje za pomoci matematickych
vztahil, které jsou zaloZzeny na modelovych idealnich populacich. Na idealni populaci
nepusobi 7adné faktory, které méni alelové <¢i genotypové frekvence.
Nejpouzivangj§$im modelem pro pifedpovéd  genotypovych Cetnosti je
Hardy—Weinbergiv zakon. Ten vyjadiuje oekavané genotypové slozeni populace
vztahem p?+2pg+0?=1, kde p?>=pravdépodobnost vzniku dominantniho homozygota,
2pg=pravdépodobnost vzniku heterozygota a q° pravdépodobnost vzniku recesivniho
homozygota (Hartl, Clark 2007, Hartl 2000). Hardy—Weinbergiv zakon mize byt

uplatnén za nasledujicich predpokladi:

organismy jsou diploidni

rozmnoZzuji se pohlavné

generace jsou diskrétni

oplozeni je ndhodné

velikost populace je nekoneéna (velmi pocéetna)

migrace a mutace jsou zanedbatelné

N o g k& w e

na alely neplsobi pfirodni vybér

Po ziskani poctu ocekavanych genotypl je na fadé ovefeni shody s poctem
pozorovanych genotypt. Tato shoda je testovdna chi—kvadrat testem. Jestlize je
pravdépodobnost vétsi nez 0,05, rozlozeni genotypu populace je v Hardy-

Weinbergove rovnovaze (Relichova 2009).



2.3.1 Mutace

Jak uz bylo napséno vyse, mutace jsou jednou z evolucnich sil. Nedochazi
K nim casto (napf. u kukufice seté dochazi k mutaci genu zputsobujici Cervené
zabarveni semen rychlosti 2,9x10* na generaci), avak jsou jedinym zdrojem novych
genetickych variant (Relichova 2009). Existuji tii zékladni typy mutaci, prvnim
Z nich jsou mutace genové. Ty postihuji pouze jednotlivé geny, aniz by narusily
stavbu chromozomu. Druhym typem jsou mutace chromozomové, kdy dochazi ke
zlomim a piestavbé struktury chromozomt.. Mutaci jsou tak postihnuté uz celé
skupiny gent. Ttretim typem jsou mutace genomové. V tomto pifipad¢ dochazi ke
zméndm poctu chromozomu. Hlavné u rostlin je typickym piikladem polyploidie,
kdy dochézi k pocetnim zméndm sad chromozom. Na rozdil od ostatnich organismil
je polyploidie pro rostliny zdrojem evolu¢niho vyvoje a vzniku novych druhi

(Beebee, Rowe 2008, Rosypal 2003).

Dale se mutace dé€li na mutace nukleotidovou substituci, deleci a inzerci.
Mutace nukleotidovou substituci jsou zplisobené zdménou jednoho nukleotidu u
jednofetézcovych nukleovych kyselin a zdaménou paru nukleotidii u dvoufetézcovych
nukleovych kyselin. Takové zamény u strukturnich genti vedou ke zméné smyslu
kodonu a zplsobuji produkce jiné aminokyseliny. Pfi deleci a inzerci dochézi
k posunu sekvence nukleotid kvuli ztraté jednoho ¢i dvou nukleotidi (delece) nebo

naopak jejich vlozenim (inzerce) (Rosypal 2003).

2.3.2 Migrace

Migrace umoznuje genovy tok diky pfemistovani jedincti z jedné populace
do druhé, kde dojde ke kiizeni. V ptipadg, ze tyto dvé populace maji odlisné alelové
cetnosti, miZe na lokalni Grovni dojit k jejich frekvenénim zménam. Migrace mohou
byt jednosmérné, kdy do prvni (recipientni) populace pfichazeji jedinci z druhé
(donorové) populace. Cim vice se budou alelové Getnosti obou populaci lisit a &im
vice bude imigrujicich jedinct, tim je zména alelové Cetnosti rychlejsi. Bez pteruseni
migrace by se po Case alelové Cetnosti obou populaci vyrovnaly. Migrace mohou byt
i obousmérné. V tomto piipadé je kazda populace jak donorem, tak recipientem.
Takto mize dochazet 1 ke klindlnim (gradientovym) zménam alelovych Cetnosti, kdy

do populace prichazeji, ale zaroven i odchazeji nositelé alel (Relichova 2009).
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2.3.3 Geneticky drift

Geneticky drift neboli ndhodny geneticky posun zptisobuje ndhodné zmény
alelovych cetnosti. Dochazi k nému piedev§im v malych populacich, protoze
Vv dtsledku nizkého poctu jedincti dochdzi k vétsi chybé vyberu a alelové Cetnosti se
tak 1i§i od té&ch ogekavanych. Cim vice jedincti populace ¢&ita, tim vice se alelové
Cetnosti blizi tém ocekavanym. Vysledkem genetického driftu je fixace nebo

eliminace urcité alely a pokles heterozygotnosti (Hartl,Clark 2007, Relichova 2009).

2.3.4 Prirodni vybér

Posledni evoluéni silou je pfirodni vybér. Ten na rozdil od predchozich méni
alelovou cCetnost zavisle na zmén¢ adaptace organizmu k prostredi. Tyto zmény jsou
dédi¢né a maji pomahat organismu zvysit Sanci na pfeziti a reprodukci. Znamena to
tedy, ze ptenos alel do dal$i generace je umoznén jen nejlépe adaptovanym jedinctiim
tim, ze preziji a reprodukuji se (Hartl 2000). Mira efektivity rozmnozovani urcitého
genotypu se nazyva adaptivni hodnota (w). Tu lze ziskat, jestlize je znam pocet
potomki a lze diky ni pfedpovidat rychlost zmén genotypovych Cetnosti. Stejné tak

lze vyuzit pro vypocet selekéniho koeficientu (s), ktery urcuje rychlost snizovani

¢etnosti ur¢itého genotypu (s=1-w) (Relichova 2009).

2.3.5 Inbreeding

Inbreeding neboli pfibuzenské kiiZeni je jev, pii kterém dochazi ke zvySeni
miry homozygotnosti a hromadéni recesivnich alel v populaci. Jeho skodlivé vlivy se
nazyvaji inbredni deprese, ktera zahrnuje zhorSeni plodnosti, Zivotaschopnosti,
odolnosti vici chorobam atd. U rostlin, u kterych je ¢asté samospraseni, je inbredni
depresi pfedchdzeno pfirodnim vybérem, ktery zabrafiuje zvySeni poctu Skodlivych
recesivnich alel. Pfibuzenskym kiizenim muze ale také dojit k heterozi (hybridni
zdatnosti). T¢ je vyuzivano ve Slechtitelstvi, protoZe pii kiizeni hybridd muze v prvni
generaci dojit ke zvySeni zdatnosti a v praxi se vyuZziva napt. ke zvySovani vynosu.
Mira inbreedingu se vypocitavd pomoci koeficientu inbreedingu (F). Ten je zaloZen
na srovnani aktudlniho poctu heterozygotli s poctem heterozygotli, ktefi by se
v populaci nachazeli, kdyby dochazelo k nahodnym oplodnénim F=(Ho—H)/Ho
(Relichova 2009).
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2.4 Molekularni markery v ochrané piirody

Molekularni markery nam umoziuji zkoumat genetickou variabilitu zivych
organismil se zna¢nou piesnosti. Jejich vyuziti je tak oblibené a rozsifené hlavné
diky tomu, Ze DNA je obsazena ve vSech zijicich organismech. Veskeré genetické
informace zapsané v DNA se souhrnné oznacuji jako genom. Riizné organismy maji
rizné¢ velké genomy, které obsahuji ruzné mnozstvi gend (Freeland et al. 2011).
Naptiklad lidsky genom ma velikost kolem 3200 Mbp (mega base pair)
(International Human Genome Mapping Consirtium 2001 ex. Freeland et al. 2011),
husenic¢ek rolni (Arabidopsis thaliana) 157 Mbp (Arabidopsis Genome Initiative
2000 ex. Freeland et al. 2011). Navzdory zna¢né velikosti lidského genomu,
obsahuje tento genom jen kolem 20-25 tisic funk¢nich genti. Je to zptisobené tim, ze
DNA obsahuje nekodujici useky tzv. introny a pseudogeny, coZ jsou zmutované
funkéni geny, u kterych kviili mutaci nedochazi k transkripei. Dale obsahuje tseky,
v nichz se opakuje uréity motiv sekvence nukleotidli nazyvané repetitivni DNA
(Beebee, Rowe 2008, Freeland et al. 2011). Do téchto useku se fadi tfeba kratké
tandemové se opakujici useky, které se podle toho, jak je dany motiv dlouhy,

rozliSuji na minisatelity sdélkou 10-60 bp (az tisickrdt opakované) a na

mikrosatelity s délkou 2—6 bp (obvykle 5 az 40 krat opakované) (Mandak 2011).

Stejnad struktura a funkce genii jsou obvykle zachovany v ramci jednoho
druhu a li§i se tim pravé od druhii jinych. Neznamena to ovSem, Ze by jedinci uvnitf
druhu byli geneticky stejni (kromé& klonll). Rozmanitost kodujicich 1 nekddujich
usekll prameni z mutaci, ke kterym dochazi béhem replikace, kdyZ se vytvaii nova
DNA ¢i RNA podle templatu, z duplikace a rekombinace, ke které dochazi pfi
meidze pii vyméné genetické informace mezi homolognimi chromozomy (Freeland

etal. 2011).

Pii vybirani vhodného molekularniho markeru je jednou z hlavnich véci si
uvédomit, jaka cast genomu ma byt studovana, protoze se od toho odviji jaky marker
pouzit a jak ho nasledn¢ interpretovat. Genom je bud'to jaderny anebo organelovy,
aspekt je zpusob, jakym je genom dédeén. Genetickd informace mutize byt dédéna
biparentalng, tzn. potomek ma polovinu DNA od jednoho rodice a druhou polovinu

od druhého rodi¢e nebo uniparentalné, tzn. potomek ziskava veskerou genetickou
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informaci jen od jednoho z rodi¢i. Uniparentalni dédi¢nost se tyka druhého vyse
zminéného typu genomu, tedy organelového. Organelovd DNA je obvykle kruhova,
slozena z dvouvlaknovych molekul a je o hodn¢ mensi nez jaderna DNA (Beebee,

Rowe 2008, Freeland et al. 2011).

2.4.1 Mitochondrialni DNA (mtDNA)

Mitochondrialni DNA je hojné vyuzivana pro studie populacni genetiky
zvirat. Je tomu tak predevsSim kvili jeji malé velikosti a stalosti usporadani geni,
diky kterému lze vyuzivat univerzalni primery. Ackoliv je uspoiradani mtDNA stalé,
dochéazi velmi &asto k mutacim, napf. u savcll je mutaéni rychlost piiblizné 5,7x1078
substituci bazi za rok (pro srovnani mutacni rychlost jaderné DNA savci je
2,2 x107° — Kumar, Subramanian 2002). Takto vysoka mutaéni rychlost je diivodem
vysokého polymorfismu. U zvifat nese mitochondridlni DNA 13 gent kodujici
bilkoviny, 22 gent kodujicich transferové DNA (ta pfipojuje specifickou
aminokyselinu do polypeptidového fetézce pii translaci), kontrolni region
a 2 ribozomalni RNA (nejhojnéjsi typ RNA, podili se na tvorb¢é ribozomu).
Mitochondridlni DNA je haploidné dédi¢na a v ptipad€ zvifat je v naprosté vétSing
dédéna po matce, tzn. vSichni jeji potomci maji stejny haplotyp. Diky tomu je
mtDNA vhodna napf. pro fylogeografické studie, protoze prochazi skrze generace
bez rekombinaci, tudiz vtomto piipadé lze pomémé jednoduse identifikovat
ptislusniky jedné genetické linie. (Alberts et al. 2008, Beebee, Rowe 2008, Freeland
etal. 2011)

Pro studium populaé¢ni genetiky rostlin se mtDNA na rozdil od zvifat pouziva
jen ziidkakdy. Je tomu tak ptredev§im kvuli jeji odlisné struktufe. Struktura
rostlinného mitochondridlniho genomu je oproti zvifeci velmi nestala (dochézi
K pfestavbam genu a jejich duplikacim) a velikost mitochondridlniho genomu je
velmi proménliva, rizné druhy rostlin maji riizn€ velky mitochondridlni genom
(Freeland et al. 2011). I pies Casté zmény ve struktuie mitochondridlniho genomu
rostlin, mutaéni rychlost je nizsi, protoze dochazi Kk substituci nukleotidd az stokrat

mén¢ Castéji nez u zvirat (Wolfe et al. 1987).
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2.4.2 Chloroplastova DNA (cpDNA)

U rostlin se chloroplastova DNA (cpDNA) vyuziva mnohem castéji nez
mitochondrialni. CpDNA je stejné jako mtDNA kruhova dvouvlaknova molekula
a jeji struktura je pomérné stald. Ackoliv se jeji velikost druh od druhu lisi, je to
zpusobené predevsim odlisSnymi délkami repetitivni DNA. Chloroplatova DNA neni
dédéna vyhradné po maternalni linii u vSech skupin rostlin. Maternalné je cpDNA
dédéna pouze u krytosemennych a u nahosemennych pak paternalné. Mutacni
rychlost je témét 3 krat vyssi nez u mtDNA vysSich rostlin (Wolfe et al., 1987),

zaroven témet 5 krat mensi neZ u nDNA rostlin (Wolfe et al., 1989).

Pro vybér vhodného molekularniho markeru je tfeba si ujasnit, jaka data
budou do analyzy vstupovat a jaké vysledky jsou pozadovany. Obecné plati, ze
molekularni markery, které dokazi rozeznat blizce ptibuzné jedince, musi byt vysoce
variabilni. Naopak pro studium vztahi mezi vy$$imi taxonomickymi skupinami
postaci i méné variabilni markery. Krom¢ zvazeni variability je tfeba brat v tivahu,

zda je marker kodominantni, ¢i dominantni.

2.4.3 Kodominantni markery

Kodominantni markery jsou schopné u diploidnich organismi rozliSovat mezi
homozygoty a heterozygoty. Tato vlastnost je uzitecna ptedevsim proto, ze diky ni je
mozné zjistit zastoupeni jednotlivych alel v populaci (vypoétem alelové frekvence).
Vyuzivaji se pfi analyzdch rodiCovstvi, k identifikaci klond, v systematice Cci
k popula¢né—genetickym studim a detekci hybridizace. Mezi nejpouzivanéjsi
kodominantni markery patii mikrosatelity, alozymy, RFLP (restriction fragment
length polymorphysms), DNA sekvenovani, SNP (single nucleotide polymorphism)
(Arif et al. 2010, Freeland et al. 2011).

Mikrosatelity

Asi  nejvyuzivanéjSim kodominantnim markerem jsou mikrosatelity.
Mikrosatelity jsou kratké tandemoveé se opakujici tiseky DNA (single sequence
repeats—SSRs), jejichz opakujici se motivy se skladaji z 1-6 paru bazi a opakuje se
5 az 40 krat. Vyuzivaji se predev§im v populaéné—genetickych studiich, k analyze
rodicovstvi, identifikaci klond, v systematice a ke studiu hybridizace. Analyza

mikrosatelitii je zalozena na zjiStovani polymorfismu délky alel. Hojnost jejich
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vyuziti spociva piedev§im ve vyhodéch, které nabizeji. Jsou vysoce polymorfni,
pfitomné po celém genomu, jsou kodominantni a jejich analyza je pomérné
jednoducha a levna, pokud zname sekvenci mikrosatelitovych primeri. Pro jejich
ziskani lze vyuzit jak jaderny, tak i organelovy genom (mitochondridlni ovSem
vzacng). Nejdraz$i a c¢asoveé nejndrocnéjsi je vyvoj novych mikrosatelitovych
markerd. Naopak nejjednodussi zptisob je prevzit znamé mikrosatlity, které byly jiz
pro dany druh publikovany. V pfipad€, ze znamé zatim nejsou a zaroven vyvoj
vlastnich je pfili§ drahy, je Ize ziskat cross—amplifikaci od piibuzného druhu. To
muze stdt vzhledem k druhové specificnosti mikrosateliti hodné Casu a dany
mikrosatelit na pozadovaném druhu nemusi fungovat. Nicméné tato moznost je
o mnoho levnéjsi nez vyvoj novych (Mandék 2011). Nasledujicim krokem je pak
optimalizace mikrosateliti, béhem kter¢ se testuje hlavné kvalita a variabilita lokust.
KdyZz uz mame vhodnou a funk¢éni sadu mikrosatelitt, jejich aplikace na veSkery

nasbirany materidl miize zacit. Cely laboratorni proces se pak sklada z:

1) izolace DNA
2) PCR Gspésné vyizolavané DNA

3) Elektroforéza/kapilarni elektroforéza

Vystupem laboratorni prace je pak elektorferogram, ze které¢ho se odecitaji
délky mikrosatelitovych alel porovnanim s velikostnim standardem. Je zde uZz patrné,
zda jde o heterozygotniho ¢i homozygotniho jedince. Nejcastéji se pak data testuji

shodou s Hardy—Weinbergovym zakonem.

RFLP

RFLP (restriction fragment length polymorphysms) odhaluje genetickou
variability skrze polymorfismus délek restrikénich fragmentii. RFLP je vyuZivano
napt. pro DNA fingerprinting, analyzy genetické diverzity nebo genetické mapovani.
Fragmenty DNA jsou ziskavany pomoci restrikénich enzymt, které nastépi molekuly
DNA v konkrétnim misté, kde enzym rozpozna specifickou sekvenci DNA. Jako
zdroj DNA lze vyuzit jak jaderny, tak i organelovy genom. Fragmenty jsou nasledné
rozdélovany pomoci elektroforézy na zéklad¢ odliSné velikosti (kratSi fragmenty se

pohybuji v gelu rychleji) Beebee, Rowe 2008, Freeland et al. 2011).
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Takovou rozsifenou metodou RFLP je PCR-RFLP, kdy samotnému RFLP
pfedchazi amplifikace urcitého useku DNA pomoci PCR. Podle toho kolik ma
amplifikovany tusek restrikénich mist, vznikne umérny pocet fragmentl (jedno
restrikéni misto = dva fragmenty, dvé restrik¢ni mist = 3 fragmenty, atd.) (Freeland
etal. 2011)

DNA sekvenovani

DNA sekvenovani je jediny zptisob, jak zjistit rozdily mezi jedinci na rovni
jednotlivych para bazi. Lze diky nému odhalit bodové mutace (SNP-single
nucleotide polymorphism) a délkovy polymorfizmus, ktery je zpiisobeny inserci ¢i
deleci nukleotidi. Sekvenovani prvni generace pracuje pouze s jednotlivymi geny,
popt. jejich ¢astmi, které byli naamplifikované PCR. Nevyhodou je, Ze takto lze
ziskat informace jen o malé ¢asti genomu a samoziejmé je nutnd znalost primerti pro
cilové sekvence. Cim z vice oblasti genomu jsou informace ziskavany, tim drazsi
DNA, které jsou ukonCeny znaCenymi nukleotidy. Fragmenty jsou poté
elektroforeticky rozdéleny a vysledkem je potfadi znaCenych nukleotidt, jejichz
komplementarni fetézec je sekvence pozadovaného tseku DNA. Sekvenovani prvni
generace se vyuzivda ve fylogenetice, fylogeografii, pro detekci hybridizace
a introgrese, pro studium populaéni struktury a ptibuzenskych vztahi (Beebee, Rowe
2008, Ansorge 2009).

Nevyhodu prvni generace je osekvenovani jen malé ¢asti genomu. Tento
problém fes$i moderngjsi piistupy, tzv. ,,next generation sequencing“ (NGS). NGS
umoznuje masivni paralelni sekvenovani a tim ndm dovoluje osekvenovat velké
¢asti genomu. Cely proces zaind ptipravou knihovny, béhem které se ziskavaji
nahodné fragmenty DNA sonikaci. Na ziskané fragmenty pak b&hem ligace
nasednou adaptory (useky DNA o znamé sekvenci) a elektroforeticky jsou
vyselektovany fragmenty o pozadované délce. Dalsim krokem je pak separace
riznych fragmentl. Aby fragmenty byly pii sekvenovani dobte detekovatelné, tak se
pfed samotnym sekvenovanim jest¢ amplifikuji. PCR produkty jsou pak ukotveny
vV urCité Casti sekvendtoru a ten je uz pak schopny jejich detekce. Vystupem je
textovy soubor, ktery neobsahuje jen samotné potfadi nukleotidd, ale 1 dalsi

informace. Nespornou vyhodou je moZnost zpracovani velkého mnoZstvi dat, o coZ
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vice je pak ale naro¢né zpracovani vystupnich dat. Dale je tato metoda piesnd, rychla
(nejen diky moznosti multiplexovani) a pii rozsahlych studiich i ekonomicky

vyhodna (Ansorge 2009, Arif et al. 2010).

2.4.4 Dominantni markery

Na rozdil od kodominantnich markert neni mozné pomoci dominantnich
markertl rozliSit homozygoty a heterozygoty. DalSim hlavnim rozdilem je, Ze se
jedna o multi-lokus markery, vyskytuji se tedy na vice lokusech a béhem analyzy se
najednou ziskaji informace pomoci jednoho markeru i o nékolika lokusech. Jejich
vyhodou je, ze se pro jejich detekci vyuzivaji univerzalni primery, coz snizuje
¢asovou a finan¢ni naroc¢nost. Vyuzivaji se hlavné k identifikaci klonl, analyzam
rodi¢ovstvi, v systematice nebo analyzam genetické struktury populaci (Idrees,
Irshad 2014). Mezi nejéastéji vyuzivané dominantni markery patii RAPD, AFLP
nebo ISSR. Nicméné v dnesni dobé jsou nahrazovany spiSe kodominantnimi

markeryjako jsou mikrosatelity nebo sekvenovani.
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3. Cile prace

Cilem této prace je popsat populaéné—genetickou strukturu populaci druhu Salvia
pratensis na uzemi CR pomoci analyzy variability mikrosatelitovych markert

a ukazat:

1. jakym zptisobem jsou populace tohoto druhu na tzemi CR geneticky
strukturované

2. do jaké miry probiha mezi jednotlivymi populacemi geneticky tok

3. zkolika zdrojovych populaci pochazeji soucasné populace tohoto
druhu v CR

4. zjakych oblasti jsou odvozené populace vyskytujici se v mezofytiku

mimo hlavni klimaticky nejteplejsi oblasti rozsiteni druhu v CR
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4. Metodika

4.1 Vybér lokalit

Lokality jsem vybirala za pomoci online databaze PLADIAS (Wild et al.
2019), ktera obsahuje informace o rozSifeni druhti vétSinou se soufadnicemi
a popisem dané lokality. Bohuzel konkrétné u Salvéje lucni stav neni Casto aktualni.
To plati predev§im pro oblast mezofytika, kde na vice jak polovin¢ navstivenych
lokalit uz neroste. Pro uspésné nalezeni dvaceti ceskych populaci jsem navstivila 42
lokalit (seznam netuspésnych lokalit Pfiloha 2). Dale jsem vybér lokalit kombinovala
tak, aby byly zastoupeny populace z oblasti termofytika i mezofytika. Zaroven se
populace v termofytiku nachazely v neolitickych sidelnich oblastech a populace
v mezofytiku nikoliv. To jsem ovéfovala pomoci webové aplikace Archeologického
tstavu AV CR (2015) a jejich informaéniho systému AMCR (2018). Takto vybrané
lokality byly doplnény o zahrani¢ni lokality tak, aby reprezentovaly vSechny oblasti
obklopujici Ceskou Republiku (Obr. 5)

4.2 Sbér vzorku

Vzorky jsem nasbirala celkem z devatenacti lokalit, z toho 7 z mezofytika, 11
z termofytika a 1 z Rakouska (Tab. 1, Obr. 5). Z kazdé lokality jsem odebrala vzdy
1-3 listy od kazdého z dvaceti jedinct, ktefi od sebe byli vzdaleni, pokud to bylo
mozné, 5 m. Listy jsem ulozila do c¢ajovych sackid, oznacila a vlozila do
vzduchotésné krabicky se silikagelem. Dale bylo pouzito 11 populaci z okolnich
stati a 4 populace z CR, které byly sebrany v ramci vy$e zminéného stepniho grantu

(Tab. 2).
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Lokality sbéru Salvéje lucni

Legenda
%) Fytogeografické ¢lenéni
oblast
[Z77] Ceske Oreofytikum
@ [ ] Ceskeé Termofytikum
|:| Ceskomoravské Mezofytikum
|:| Karpatské Mezofytikum
I:l Karpatské Oreofytikum
I:l Panonské Termofytikum

0 75 150
|

.1 L L 1 1 1
Obr. 5 Studované lokality Salvéjé lucni, 7 populaci (4, 5, 10, 11, 13, 19, 21) ¢eskomoravského mezofytika, 8 populaci (1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, 22)
Ceského termofytika, 6 populaci (12, 14, 15, 16, 17, 18) panonského termofytika a 12 zahrani¢nich populaci. (podkladovd mapa stati:
© European Union 1995-2019 a fytogeografickych oblasti ©CENIA 2010-2019)

300 km
|

I 1 1 Tereza Pospigilikova, CZU, 2019
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Tab. 1 Seznam ¢eskych studovanych lokalit druhu Salvéj lu¢ni (Salvia pratensis)

Zemépisna Zemépisna Nadmorska Datum Pocet . . Neoliticka Skupina (fytogeograficka "
Populace Sitka délka vyka (m) shéru jedinci Popis lokalit sbéru sidelni oblast oblast) Sbératel
CR; Ustecky kraj, Litoméfice, Kamyk, SZ od zficeniny hradu Kamyk < . P
1 50.5590256 14.0789039 307 22.6.2019 20 na palougku v zéstavbé asi 100 m SV od Hosptidky Pod Hradem ano Ceské termofytikum Tereza Pospisilikova
2 50.4310694 14.8975731 214 22.6.2019 20 CR; Stredocesky kraj, Mladd Boleslav, NPP Radout, pdr metru od ano Ceské termofytikum Tereza Pospiilikovd
vstupu od silnice naproti mostu
3 49.8632256 13.9481481 399 29.6.2019 20 CR; StredoCesky kraj, Beroun, Otmice, PP Otmicskd hora, na vrcholu ano Ceské termofytikum Tereza Pospiilikova
Otmicské hory, Z od lomu, na suchém travniku
4 49.1183019 14.1097511 515 30.6.2019 20 CR; Jihotesky kraj, Bavorské svobodné hory, podél silnice vedouciz ne Ceskomoravské mezofytikum | Tereza Pospiilikova
Bavorskych svobodnych hor na vychod, na posekaném pruhu
5 49.2694942 13.9494247 405 30.6.2019 20 CR; Jihocesky kraj, Slanik, podé silnice vedouci ze severu do ne Ceskomoravské mezofytikum | Tereza Pospisilikova
Slaniku, mezi kfizkem a samotnou vesnici
6 49.9901997 14.3360492 340 8.7.2019 20 CR; Stredocesky kraj, Kosof, NPP Cerné rokle, VaJV od vyhlidky ano Ceské termofytikum Tereza Pospilikovd
Nad Cernou rokli, v suchém a strmém svahu
CR; Stiedocesky kraj, Kolin, NPR Libicky luh, Ose¢ek—pfivoz, pravy < . . P
7 .1026311 15.1 1 12.7.201! 2 k fytik Ti P lik
SolvAE SAZEEL e ik g bfeh Labe, louka J od silnice vedouci pod Oseckem v ¢asti blizsi Labi ano e ereza Fospiiliova
8 49.8942778 16.0738483 445 13.7.2019 20 CR; Pardubicky kraj, StremoSice, PR StremoSicka straf v Casti ano Ceské termofytikum Tereza Pospilikovd
zapadné od silnice u vyhlidkového mista
CR; Pardubicky kraj, Bily K, cca 400 m severné od silnice v prvni
9 49.8811984 16.0798323 378 13.7.2019 20 tretiné mezi Bilym Koném a Doubravicemi, neposekany travnaty ano Ceské termofytikum Tereza Pospisilikova
svah s kefi nad polem a sekanou loukou
10 49.8406186 16.4750222 430 13.7.2019 20 CR; Pardubicky kraj, Opatov, cca 700 mjizné podél trati od viakové ne Ceskomoravské mezofytikum | Tereza Pospiilikova
zastavky Semanin, na levé strané trati
11 49.7206533 17.0264536 239 14.7.2019 20 CR; Olomoucky kraj, Nové zamky, na louce pod zdmeckou zahradou ne Ceskomoravské mezofytikum Tereza Pospisilikova
12 495564958 17.1787869 255 14.7.2019 20 CR; Olomoucky kraj, Bystrocice, severni polovina NPP Na skale, ano Panonské termofytikum Tereza Pospisilikova
suchy travnik, roztrousené kroviny
13 49.4875933 16.9907856 356 14.7.2019 20 CR; Olomoucky kraj, Plumlov, JZ hranice NPP Za Hrncifkou v severni ne Ceskomoravské mezofytikum | Tereza Pospiilikova
Casti, ovocny sad
14 49.3416308 17.0741567 264 14.7.2019 20 CR; Jihomoravsky kraj, Drysice, nad zatopenym lomem ano Panonské termofytikum Tereza Pospisilikova
15 49.3240275 17.4709011 199 14.7.2019 20 (6% ety el [ rmaieis e, 200 i ) @) Loty elleiitan Ano Panonské termofytikum Tereza Pospisilikova
PP Mokrad Pumpak
16 49.3377028 17.3013464 195 15.7.2019 20 CR; Olomoucky kraj, Prerov, Kojetin, levy breh feky Hand, 400 m Ano Panonské termofytikum Tereza PospRilikové
V od autobusové zastavky Kojetin—Poplivky—most
17 49.1923806 16.7556000 256 15.7.2019 20 (% M OEENE N M) [Eie=ter.oy, Ve Eee, P Velkie & ano Panonské termofytikum Tereza Pospfiilikova
slepencova stran, ve strmém svahu pod kfizem
— S ———— B v
18 49.1831367 16.5513733 374 15.7.2019 20 CR; Jihomoravsky kraj, Brno-mésto, Brno, PR Kamenny vrch, ano Panonské termofytikum Tereza Pospisilikova
v poloviné nejjiznéji polozené cesty chranéného tzemi
19 49.3133542 13.7317911 430 29.7.2019 20 CR; Horazdovice, Kacle ne Ceskomoravské mezofytikum Bohumil Mandak
21 49.3018400 13.7206406 509 9.8.2019 21 CR; Svaté Pole, Radlin ne Ceskomoravské mezofytikum Bohumil Mandéak
22 50.4102239 13.8070417 485 20 CR; Ustecky kraj, Louny, hora Oblik ano Ceské termofytikum Bohumil Mandék
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Tab. 2 Seznam zahrani¢nich studovanych lokalit druhu Salvéj luéni (Salvia pratensis)

Populace | Zemépisna Sitka

23 49.09425
24 47.750617
25 52.478540
26 50.338267
27 51.6725420
28 48.3991986
29 49.8060846
30 50.37465
31 48.1281389
32 48.012401
33 50.1570503
20 47.6467150

Zemépisna délka

19.29616667
18.741983
14.457828
20.233317

11.7423420
9.1100703
11.2071098
23.577533
16.9333611
20.578951
8.7756038
13.6308053

Pocet jedincl

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
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Skupina
Vychodni
Vychodni
Zapadni
Vychodni
Zapadni
Zapadni
Zapadni
Vychodni
Vychodni
Vychodni
Zapadni
Zapadni

Lokalita
Slovensko
Madarsko
Némecko

Polsko
Némecko
Némecko
Némecko

Polsko
Rakousko
Madarsko
Némecko
Rakousko

Sbératel
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Bohumil Mandak, Karol Krak
Tereza Pospisilikova



4.3 Molekularni analyzy

4.3.1 Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provadéna dle protokolu velkého kitu (DNeasy Plant

Maxi kit) od spolesnosti Qiagen (Pfiloha 1) s drobnymi tpravami viz dale.

Jako prvni jsem naplnila kazdou kolonku max. 50 mg suchych listl a ptidala
knim dvé malé a jednu velkou sklenénou kulicku a zaviela vic¢ky. Stojanky
s kolonkami jsem vlozila do oscilatniho mlynu Mixer Mill 400 (Retsch) a listy drtila
1 minutu pfi frekvenci 30 Hz. Vzorky, které nebyly jesté dostate¢né nadrceny, jsem
drtila dal$i minutu. Nedostate¢né rozdrceni bylo vétSinou zplsobené zaseklymi
kulickami. Pro naruseni bunéénych stén a organel jsem piipravila a piidala
k nadrcenym listim bunéény lyzat, ktery se skladal prol vzorek z 400 ul pufr AP1
zahtaty na 65°C, 1 pul RNasy a 1 pl Reagentu DX . Uzaviené kolonky novymi vi¢ky
jsem opét vlozila do mlynku na 10 sekund a 30 HZ. Pro oddéleni bilkovin
a polysacharidt jsem do kolonek pfidala 130 pl pufru P3 a opét zaviela Cistymi
vicky. Kolonky umisténé a uzaviené vikem stojanku jsem 15 sekund promichévala
otaCenim ruky. Poté jsem kolonky stocila v centrifuze Heraeus Multifuge Xx3R
Centrifuge (Thermo Scientific) dosazenim 3000 RPM. Stocené vzorky jsem na
10 minut ulozila do mrazaku Comfort (Liebherr) do —20°C potom stocila centrifugou
5 minut pti 6000 RPM. V kolonkach byl v tuto chvili supernatant a ve spodni ¢asti
nechténé usazeniny (Obr. 6A). Potfebny d¢isty supernatant (cca 400 ul) jsem
ptepipetovala do novych kolonek a ptidala ke kazdému vzorku 600 ul (=objemu 1,5
vzorku) pufru AW1 (Obr. 6B). Kolonky opét uzaviela Cistymi vicky, protiepala
vruce 15 sekund nahoru dolu a sto¢ila 2 minuty pfi 3000 RPM. Cca 1000 pl
supernatantu jsem piepipetovala (Obr. 6C) do DNeasy 96 jamkové desticky s filtry
na S—bloku (Obr. 6D) a piekryla vzducho—propustnou membranou. Vzorky jsem
sto¢ila v centrifuze 4 minutu pii 6000 RPM. Odstranila jsem kryci membranu
a pridala do kazdého vzorkd 400 pl pufru AW2 (Obr. 6E) a nasledné 7,5 minuty
stocila pf1 6000 RPM. Do vzorki jsem ptidala dalSich 400 pl pufru AW2 se stejnym
nastavenim centrifugy. Pro uplné dosuseni membrany filtrii jsem vzorky stocila jesté
1 minutu pfi 6000 RPM. V tuto chvili byla potfebna DNA uchycena na filtru a pro
jeji uvolnéni jsem desticka umistila na novou DNeasy 96 desticku a pfesné na filtr

napipetovala 60 pl AE pufru. Desti¢ku jsem piikryla opét membranou a nechala 1
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minutu inkubovat pii pokojové teploté. Inkubované vzorky jsem 2 minuty sto€ila pfi
6000 RPM a na filtry po t€ nanesla dalsich 60 pul AE pufru. Po minutové inkubace

jsem vzorky se stejnym nastavenim sto€il. Filtry jsem pro moZnost dalsi potieby

uskladnila a vyizolovanou DNA uzaviela novymi vicky.

Obr. 6 Postup extrakce DNA. A bunééna lyze. B odstfedény supernatant s Cisticim
pufrem AW1. C Oddéleni supernatantu od usedlin. D+E Promyvani pies filtry
a uchyceni DNA. F Vyizolovana DNA

Extrahované DNA (Obr. 6F) jsem zméfila koncentraci na pristroji Nano
Drop 2000c device (Nano Drop products, USA), abych ovétila uspéSnost izolace,
a aby bylo mozné vzorky nafedit na 10 ng/pl, coz je pozadovana vstupni koncentrace
pro PCR.
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4.3.2 PCR

Pro PCR jsem pouzila 2 Multiplexy, které se v riznych pomérech skladaly

z Qiagen mixu (Taq DNA polymeraza, MgClz2, dNTP Mix, Q-Solution, R—Nase free
water) (Qiagen ©2018b), dohromady z 15 forward a reverse znafenych primerd
nafedénych na 10 ng/ul a destilované vody. Do piipravenych multiplext (4 ul) jsem
nasledné ptidala 1 ul DNA (10 ng/ul), vstupni objem do reakce byl tedy 5 ul na jeden
vzorek (Tab. 3). Pro PCR byl pouzit termocyklér (Mastercycler® X50, eppendorf)
s nasledujicim nastavenim:

95°C 5 min

95°C 30s

55°C 30s 35x

72°C 2 min

72°C 10 min

10°C oo
Tab. 3 Rozpis jednotlivych slozek multiplexu 1 a 2

Multiplex 1 Multiplex 2
Slozky multiplexu ulnal Slozky multiplexu ulnal
vzorek vzorek

MM Qiagen 2,5 MM Qiagen 2,5
Primery Primery
SP-Di-30FAM | F 0,05 SP-te-07FAM | F 0,1
(156-204) R 0,05 (165-215) R 0,1
SP-Tri-36VIC | F 0,05 SP-Tri-10VIC | F 0,05
(160-202) R 0,05 (166-199) R 0,05
SP-Di-08NED | F 0,05 SP-Di-02NED | F 0,05
(162-208) R 0,05 (174-214) R 0,05
SP-Tri-06PET | F 0,05 SP-Tri-04PET | F 0,1
(165-195) R 0,05 (196-207) R 0,1
SP-Di-24VIC | F 0,03 SP-Tri-23VIC | F 0,03
(209-221) R 0,03 (230-246) R 0,03
SP-Tri- SP-Di-31FAM
3ANED F 0,1 F 0,05
(223-259) R 0,1 (282-332) R 0,05
SP-Di-27VIC | F 0,03 SP-Tri-15VIC | F 0,1
(247-352) R 0,03 (297-330) R 0,1
dd H20 0,79 SP-Di-25NED | F 0,05

Celkovy objem 4 (302-337) R 0,05

dd H20 0,45
Celkovy objem 4
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4.3.3 Priprava vzorki na fragmentacni analyzu

Pro ptipravu vzorkl jsem smichala 1224 ul formamidu (Applied Biosystems)
a 12,4 pl velikostniho standardu (GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard). Tuto smés
jsem rozpipetovala do jamek po 12,2 ul a pfidala k nim 1 pul PCR produktu. Takto
piipravené vzorky jsem vloZila to termocykléru (Mastercycler® X50, eppendorf) na
denaturaci. Ta probihala 10 min pfi nastavené teploté¢ 75°C s otevienym vikem.
V této fazi jsou jiz vzorky pfipraveny na fragmentacni analyzu, ke které byl pouzit
sekvenator Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems) a ukoncuji se tim veskeré

laboratorni prace.

4.4 Zpracovani dat

Pro zpracovani dat ze sekvendtoru jsem pouzila program GeneMarker (verze
2.4.0, SoftGenetics). Po nahrani dat jsem pro spusténi nastavila pouzity velikostni
standard (GMC-GT500-LIZ ) a typ analyzy, ktera je v tomto ptipad¢ fragmentacni
a studovany piedmét je rostlina, vSechna ostatni nastaveni jsem ponechala defaultné.
Nésledné jsem zkontrolovala, jestli byl kazdy vzorek spravné srovnany s velikostnim
standardem, popfipad€ rucn€ opravila a vzorky sniz§im skorem nez 90 jsem
z analyzy vyloucila. Poslednim krokem pfed samotnym procistovanim dat bylo
vytvofeni panelu pro diploidni rostliny a nastaveni zaclonek, kde jsem si pro kazdy
marker (mikrosatelitovy lokus) nastavila rozhrani, kde by se mél nachazet a z kolika
nukleotidii je sloZena repetitivni sekvence. Poté jsem tento panel nahradla na data
a zaCala je prociStovat. ProCiStovani spoCiva v potvrzovani, odmitani, mazani
a pridavani alel tam, kde je program S$patné urcil nebo si jimi neni jisty. Nepfesnosti
urovani alel timto programem jsou zplsobené nékolika jevy. Jednim a v mém
datasetu velmi Castym jevem byl tzv. large allele drop out (Obr. 7A), kdy
sekvenator zaznamenal pouze nizké hodnoty zafeni a program proto alelu ,,piehlédl,
ackoliv spliiuje minimalni hranici sily zafeni (100 a vice). Pfi nedetekovani této
chyby dochazi k podhodnoceni poétu heterozygotnich jedinci. Casto také dochéazelo
k tomu, Ze byla alela posunuta o jednu bazi, coz je zpisobeno bodovou mutaci.
Obcas se vyskytovala tzv. +A alela (Obr. 7C), ktera vznika netemplatovym piidanim
adenosinu béhem PCR (Mandédk 2011), nejedna se o skutecnou alelu. Velmi ¢astym

jevem byl vyskyt stuttert (Obr. 7B) neboli ,,koktavych® pikt, které vznikaji kvuli
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prokluzim polymerazy, kdy polymeraza sjede z templatu a kdyz zpét nasedd, tak

vynecha jeden motiv (Simkova 2012). U nékolika jedincti se také vyskytlo vice nez

dva piky vypadajici jako skutec¢na alela, mohlo by se tudiz jednat o polyploidni

jedince (Obr. 7E). Tito jedinci byli z analyzy vyfazeni a budou v naslednych studiich

zkoumani co do po¢tu chromosomii a velikosti genomu. Procisténa data jsem pak

z programu GeneMarker vyexportovala do Excelu.
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Obr. 7 Mozné vystupy z fragmenta¢ni analyzy. A: Jsou patrné tfi vyrazné piky, které

zna¢i pfitomnost tii alel na jednom mikrosatelitovém lokusu, jednd se tedy

pravdépodobné o polyploidniho jedince. B: Nalevo od vyssich piku jsou stuttery,

které vznikaji sklouznutim polymerazy. C: na pozici 156 a 160 jsou zobrazeny +A

alely. D: Alela na pozici 183 byla dodatecné rucné ptidana, kvili nizké intenzité

nebyla programem GeneMarker detekovana (tzv. ,,large allele drop out*).
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4.5 Vyhodnocovani dat

4.5.1 Vypocet populacné-genetickych parametri

Pro ziskani popula¢né—genetickych parametri jsem pouzila program
R (R Core Team 2013). Vstupnim souborem byl textovy dokument, ktery jsem
vytvorila z vystupniho souboru z programu GeneMarker. V prvnim sloupci byli
jednotlivi jedinci pojmenovani pouze nazvem populace a v dalSich sloupcich uz
ptislusné alely danych mikrosatelitovych lokusti. Nazvy alel pro jeden
mikrosatelitovy lokus bylo nutné sloucit tak, aby vznikla Sesticiferna Cisla (pf. alely
156 a 160 pak tvofily jednu bunku s ¢islem 156160). Chybgjici data jsem nahradila
hodnotami “NA®“. Po nahrani dat do programu R jsem stdhla balicek diveRsity
(Keenan et al. 2013). Pomoci n¢j jsem pieformatovala vstupni data do pozadovaného
formatu “genind* a ziskala populaéné genetické parametry (P — podil polymortnich
lokusii, A — pocet alel na lokus, Ar — alelové bohatstvi “allelic richness®,
Ho — pozorovanad heterozygozita a He — ocekavand heterozygozita). Pomoci
programu FSTAT verze 2.9.3.2 ( Goudet 2002) jsem testovala Hardy—Weinbergovu

rovnovahu.

4.5.2 Analyza molekularni variance (AMOVA)

Pro analyzu molekularni variance jsem pouzila balicek pegas (Paradise
2010). Populace jsem rozdélila v piipadé ceskych lokalit na skupiny “Ceskomoravské
mezofytikum”, “Ceské termofytikum” a panonské termofytikum” a zahrani¢ni

lokality jsem rozdé¢lila do skupiny “zapadni” a “vychodni” (Tab.1, Tab.2)

4.5.3 Zjistovani genetické struktury pomoci programu

STRUCTER

Oproti pfedchozim vstupnim souboriim, které byly identické, bylo tieba
soubor upravit tak, aby hodnoty alel pro dany mikrosatelitovy lokus nebyly vedle
sebe, ale pod sebou. V prvnim sloupci tak byly nazvy jedinct (pojmenovani podle
nazvu populace od 1-33), vdalsich sloupcich nazvy alel pro jednotlivé
mikrosatelitové lokusy a chybéjici data byla nahrazena hodnotou ,—9“. Takto
upraveny soubor byl ulozen v textovém formatu. Prvnim krokem je STRUCTURE

analyza, pro kterou bylo nastaveni délky béhu ,,Burning period* (délka béhu, po
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kterou program nesbira data) 10 000 a ,,MCMC Reps* (pocet krokt fetézce) 25 000.
Pocet iteraci byl 10 a jako druh modelu byl nastaven “admixture model* (jedinec je
tedy do klastru zatrazen s urcitou pravdépodobnosti) a model pro korelované alelové
frekvence. Druhym krokem je STRUCTER harvester, ktery vizualizuje vysledky
a stanovuje nejpravdépodobnéjsi pocet genetickych skupin v datasetu, tzv. klastri K.
Zazipovany vystupni soubor zpfedchoziho kroku jsem nahrdla na web
http://taylorD.biology.ucla.edu/structureHarvester. Ttetim krokem je CLUMPP, coz
je program, kam jsem nacetla vystupni soubory z ptedchoziho kroku “idenfile*
a “popfile”. V tomto kroku se spoji iterace jednotlivych klastrii do jedné primeérné.
Pti vy$$im poctu klastrd, v mém piipadé uz od 4, bylo nutné soubory rozd¢lit
a prumeérovat postupng. Poslednim krokem je vizualizace zprimérovanych vysledki
pomoci programu DISTRUCT. Pro ptehlednost jsem vysledky genetické struktury
populaci také graficky znazornila kolaCovymi grafy v programu ArcGIS desktop
(ESRI 2011).
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5. Vysledky

5.1 Populacné—genetické parametry

V tabulce (Tab. 4) jsou uvedeny zprimérované populacné—genetické
parametry pro vSechny studované populace. Nejvyssiho poctu alel (A) dosahla
populace 31, ktera ¢ita 125 alel pochazejicich z 15 lokusi, naopak nejméné se jich
vyskytovalo u populace 21, ktera z patnacti lokusi ¢ita jen 56 alel. Nejvyssi podil
u populace 21 (17,97%). Pti zahrnuti poctu jedincii na populaci pii sledovani poctu

alel vychazely vysledky alelového bohatstvi (Ar) pomé&rmné konzistentné, nejvyssiho

cvwr

cv v

ofekavané heterozygozity (He) se pohybovaly mezi 55-72 %. Pii hladiné
vyznamnosti 0,05 (po Bonferroniho korekci 0,0001) jsou vsSechny populace
v Hardy—Weinbergové rovnovaze. Co se tyka koeficientu inbreedingu (Fis), ten
vySel nejvyssi u populace 28 (0,077), ale celkové je podil homozygott Vv populacich

nizky, protoze vétsina z nich byla v Hardy—Weinbergové rovnovaze.
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Populace N A % Ar Ho He HWE Fis Fis_Low  Fis_High

1 19870 108 34470 4910 0650 0.670 0,0481 0.022 -0.049 0.088
2 19930 103 32910 4720 0.630 0660 0,0148  0.047 -0.031 0.124
3 19800 89 27100 4.190 0.580 0.590 0,1467 0.010 -0.076 0.102
4 19930 72 22090 3730 0610 0.590 05211 -0.027 -0.128 0.070
5 15870 87 27.860 4440 0.680 0.640 0,8082 -0.064 -0.144 0.010
6 14730 81 25350 4.040 0.600 0600 0,1914 -0.001 -0.109 0.111
7 20.000 76 24200 3.780 0.610 0580 0,7718 -0.050 -0.111 0.004
8 19870 100 31910 4960 0.770 0.720 09447 -0.071 -0.146 -0.014
9 20.000 89 28460 4430 0.710 0670 08114 -0.052 -0.142 0.042
10 19930 71 23170 3600 0.520 0.550 0,0167  0.058 -0.046 0.147
11 19870 76 24580 4000 0660 0.610 0,9497 -0.080 -0.178 0.008
12 19730 111 34270 4670 0.620 0.650 0,0112 0.045 -0.015 0.105
13 19470 95 29610 4250 0610 0.620 0,1290 0.012 -0.036 0.054
14 18930 111 34620 4860 0.680 0.670 02137 -0.003 -0.051 0.038
15 19870 83 27320 4.070 0.620 0.630 01724  0.008 -0.075 0.080
16 18870 75 24500 3.820 0620 0.600 0,6273 -0.042 -0.132 0.045
17 19870 107 31470 4660 0.580 0.600 00579  0.023 -0.055 0.091
18 19730 97 31310 4480 0.610 0.640 0,0187  0.039 -0.036 0.114
19 21000 65 20200 3.540 0.560 0.560 0,3630 -0.009 -0.098 0.068
20 20.000 62 20310 3.230 0580 0.540 0,8806 -0.071 -0.163 0.005
21 20870 56 17970 2900 0460 0490 0,0419  0.053 -0.057 0.146
22 3.000 88 27960 4630 0610 0.650 0,0028  0.068 -0.112 0.171
23 19800 98 30.530 4440 0620 0.610 04174 -0.019 -0.089 0.039
24 14670 112 35490 5.040 0670 0.680 0,1110  0.006 -0.064 0.060
25 20.000 99 33170 4.580 0.660 0.660 0,2351 0.000 -0.065 0.060
26 12930 98 31370 4780 0640 0.630 0,1800 -0.008 -0.085 0.054
27 20.000 98 30.670 4.460 0590 0.620 0,0092 0.053 -0.038 0.141
28 20.000 102 31.690 4.520 0.600 0.650 0,0011 0.077 -0.003 0.140
29 19930 90 29.720 4360 0630 0.670 0,0061 0.059 -0.008 0.128
30 9730 86 27500 4450 0630 0630 0,1245 -0.001 -0.123 0.110
31 19.870 125 40.500 5.290 0660 0.690 0,0124  0.038 -0.014 0.085
32 20000 101 31150 4.710 0660 0.660 0,2860 -0.006 -0.068 0.050

33 20000 96 30.190 4360 0610 0620 0,077 0017 0045  0.079
Tab. 4 Populaéné—genetické parametry studovanych populaci druhu Salvia pratensis.

Hodnoty jsou zprimérované ze vSech studovanych mikrosatelitovych lokust.

5.2 Analyza molekularni variance (AMOVA)

Na celkové variabilit¢ ma statisticky vyznamné nejmensi podil variabilita
mezi definovanymi skupinami (Ceské termofytikum, panonské termofytikum,
¢eskomoravské mezofytikum, vychodni a zapadni (Tab. 1, Tab. 2), ktera vysla
pouhych 0,71 %. Vé&tsi podil na celkové variabilité ma variabilita mezi populacemi,

18,67 %. Nejvétsi mira pripadla na vnitropopulaéni variabilitu, ktera vysla 80,62 %.
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5.3 Geneticka struktura populaci

Jako nejvérohodnéj$i pocet klastri (K) pro popis genetické struktury

cvwr

(Obr. 8A). To je pocet klastrl, ktery také zaroven dosahoval nejvyssich hodnot delty
K (Obr. 8B).

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
L(K) (mean +- SD) B
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Obr. 8A Pravdépodobnost modelu (Ln Delta) se vzrustajicim poctem klastra. 8B

Optimalni pocet klastrii, nejlepsi rozdéleni jedinct je pro K2, K4, K7 a K9.

Geneticka struktura populaci je graficky zndzornéna pomoci sloupcovych
grafii tvofenymi dle procentudlniho zastoupeni vybranych klastrii pro jednotlivé
jedince, ktefi jsou zobrazeni v rdmci své populace (Obr. 9). Déle jsou tyto vystupy

prevedeny do map (Obr. 10-13).

Pti rozdéleni genetické struktury populaci pouze dvou klastrti (K2) (Obr.9,
Obr. 10) se vyrazné vyliSuji populace 4, 10, 15 a 20, které se nachazeji podél
Zelezni¢nich trati a silnic, tedy mimo pfirodni stanovisté. Tyto populace se na rozdil
od vétsiny ostatnich populaci, u kterych ptrevlada druhy geneticky klastr (fialova
barva), skladaji z odliSného genetického klastru (zelend barva). Tento odliSny
(zeleny) klastr se ve zvySené mife, nikoliv vSak prevazujici, vyskytuje 1 u populaci

(napt. 16, 19, 21), které se nachézeji v okoli odlisnych populaci.

V piipadé rozdé€leni populaci do 4 genetickych klastri (K4) (Obr. 9, Obr. 11)
se jiz vyliSuji populace 19 a 21 na PfedSumavskych vapencich. Ty jsou tvofeny
samostatnym genetickym klastrem (svétle zelend barva), ktery se ve vétsi mife

nenachéazi u zadné jiné populace, snad jen s vyjimkou populace 16 (z panonského
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termofytika), kde tvoii 19 %. Zaroven lze pozorovat, ze u vychodnich zahrani¢nich
a severonémeckych populaci pievazuje jeden geneticky klastr (tmavé fialova barva),
ktery se v pievaze vyskytuje i u Seskych populaci z oblasti Ceského stfedohofi
(populace 22 a 1), Ceského krasu (populace 3 a 6), nedaleko Kokoiinska (populace
2) a jedna z panonského termofytika (populace 12). Naopak pievazujici geneticky
Klastr v jiznim Némecku (svétle rizova barva) se paradoxné objevuje ve vEtSi mite
spiSe u Moravskych populaci (napt. 11, 14, 17, 18). Z ¢eskych populaci se vyskytuje
napt. u populace 5 (jizni Cechy, mezofytikum) nebo populace 7 (stfedni Cechy,

mezofytikum).

Oproti predeslému rozdéleni populaci do 4 genetickych klastrii, rozdéleni do
7 klastra (Obr. 9, Obr. 12) ukazuje vyrazngj$i odliSnosti mezi populacemi jizniho
Némecka. Jihonémeckd populace 29 je pievdzné slozena z odliSné¢ho ,,tmavé
modrého® klastru, ktery sdili s moravskymi populacemi (napi. 13 v mezofytiku a 14,
17, 18 v panonském termofytiku). Podobnou genetickou strukturu maji nadale
severonémecké populace (25 a 27), kterd je patrna i u populaci Ceského stiedohoii
(1, 22) a vychodniho Rakouska (31). Pii stavajicim poctu klastrit K7 se dale vylisila
severomoravska populace (11) skladajici se z91% z ,tmave fialového* klastru.
Tento klastr se pak ve vét§in€ nachéazi jen u populace 16 (59%), kterd se nachédzi na
severu panonského termofytika. Zaroven se vyliSila stfedoceskd populace 7, ktera je
Z 92% tvotena ,,zlutym* klastrem. Ten se ve vyss$i mife vyskytuje uz jen u jithoceské

populace 5.

Pii rozdéleni populaci deviti genetickymi klastry K9 (Obr. 9, Obr. 13) si
jihonémecké populace nejsou jiz podobné. Jedna z nich (29) je stejn€ jako moravské
populace (12, 13, 14, 16, 17, 18) vétSinové zastoupena ,,svétle raizovym* klastrem.
Dalsi jihonémecka populace (33) je sloZzena pievazné z ,,Sedého* klastru, ktery se ve
vétsi mife vyskytuje jen u zahraniénich populaci na vychod od Ceské republiky
(napt. 23, 24, 26). Novy samostatny ,tmavé modry*“ klastr se pro K9 utvofil
u populaci 8 a 9 vtermofytiku. Podobnou genetickou strukturu maji stiedo-

a severoceské populace, kde prevazuje ,,tmave zeleny* klastr.
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Obr. 9 Grafické znazornéni 4 nejpravdépodobnéjsich roziazeni jedincti do klastri (K2, K4, K7, K9) pomoci programu Structure, Clumpp a

Distruct. Jednotlivé barvy znazornuji procentualni zastoupeni danych klastrii na populaci resp. jedince, ¢isla oznacuji nazev populace.

34



25

30—

Obr. 10 Geneticka struktura populaci $alvéje luéni pro K2 (tuéné populace mezofytika) (podkladova mapa: © European Union 1995-2019)
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Obr. 11 Geneticka struktura populaci salvéje luéni pro K4 (tu¢né populace mezofytika) (podkladova mapa: © European Union 1995-2019)
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Obr. 12 Geneticka struktura populaci Salvéje luéni pro K7 (tuéné populace mezofytika) (podkladova mapa: © European Union 1995-2019)
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Obr. 13 Geneticka struktura populaci salvéje lucni pro K9 (tuéné populace mezofytika) (podkladova mapa: © European Union 1995-2019)
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6. Diskuse

6.1 Analyza molekularni variance

Geneticka variabilita studovanych populaci byla nejvyssi uvniti jednotlivych
populaci, témét 81 % a necelych 19 % mezi populacemi. Zanedbatelné procento
variability bylo vysvétleno variabilitou mezi skupinami. Tyto populace se ve vét$iné
piipadli nachazeji na pro Salvéj lucni typickych stanovistich, tedy na ptirodnich
suchych travnicich s nizkou mirou ovlivnéni Clovékem. Vysokd mira genetické
variability uvnitt populaci na ptirodnich stanovistich je pomérn¢ Casty jev (Amselem
et al. 2000) a takovéto rozlozeni genetické variability je celkem Casté i u ostatnich
druht rodu $alvéj (Salvia) (Safaei et al. 2016). Nicméné jsou i oblasti, kde je Salv¢j
luéni vzacna i ohrozena a trpi problémy malych populaci, jako jsou geneticky drift,
inbreeding a s tim spojenou inbredni depresi, napf. v Holandsko a Velké Britanii
(Rich 1999, Bijlsma et al. 1994) Vysoka geneticka variabilita navic napovida
dlouhodobému vyskytu Salvéje lucni na téchto lokalitdich a naopak populace s nizsi
variabilitou indikuji neddvno vzniklé populace (napt. 4, 10, 15, 20) stejné jako je

tomu i u jinych rostlinnych druht, napt. lebedy tatarské (Hodkova et al. 2019).

6.2 Geneticka struktura populaci Salvéje lu¢ni

Populace salvéje luéni, které se nenachéazeji na pftirodnich stanovistich, se
skladaji pfevazné pouze z jednoho genetického klastru. Jsou to populace (4, 10, 15,
20) vyskytujici se podél silnic a Zeleznic. Z tohoto diivodu je velmi pravdépodobné,
Ze byly na dana mista zavleceny ¢lovékem. Geograficky nelezi pobliz sebe (Obr. 5)
a jejich rozmisténi se jevi ndhodné. Navic se tento klastr u ostatnich populaci viibec
nevyskytuje nebo jen v zanedbatelném mnozstvi. Otazkou zlstava jejich puvod.
Jedna z populaci se vyskytuje v predhiiti Alp, dalsi v Cechach. Je pravdépodobné, ze
tyto populace jsou odvozeny od populace alpské. BohuZzel tato prace byla zamétena
zejména na oblast Ceské republiky a mnoZstvi populaci z okolnich zemi je spise
nizké. Nemuzeme tedy fici, Ze vétSina alpskych populaci nalezi tomuto genetickému
klastru a vSechny ceské populace rostouci vtomto piipadé na sekundarnich

stanovistich, jsou od nich odvozené.
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Geneticka diverzita téchto populaci je u 10 a 20 niz8i, u 4 a 15 naopak vyssi
a srovnatelna s dal$imi populacemi na pfirodnich stanovistich. Nedd se tedy
jednoznacné fict, Ze by populace na antropogenné vzniklych stanovistich vykazovaly

niz8i genetickou diverzitu, coz lze pozorovat i u jinych druht (napt. Reich 2007).

Dalsi ojedin€ly geneticky klastr se vyskytuje u populaci sbiranych na
Predsumavskych vapencich (populace 19 a 21). Vzhledem kjejich genetické
podobnosti a geografické blizkosti by se daly povazovat i za jednu populaci. V tomto
piipadé lze predpokladat, Ze se jedna o reliktni populace, jelikoz jsou tvofeny témér
ze 100 % jednim klastrem a na rozdil od zminénych populaci podél silnic a zeleznic
se zde vyskytuji v pro né typickych spolecenstvech svazu Bromion erecti (konkrétné
Sirokolisté suché travniky mirné¢ teplych oblasti) (Novak, Chytry 2007). Nizka
genetickd variabilita téchto populaci miize byt zplisobena slabym genetickym tokem
nebo specifickou stanovistni selekci (Amselem et al. 2000). Vzhledem k tomu, Ze na
podobnych stanovistich situovanych i v geografické blizkosti téchto populaci se
vyskytuji 1 populace geneticky variabilnéjsi (napf. populace 5), ptrikladam vétsi vahu
slabému genetickému toku. Ten je zpravidla omezen geografickymi barierami, jako
jsou hory ¢i feky (Slatkin 1987). V tomto pfipadé ale nejsou Zadné takové bariéry
vyrazné. Vzhledem ke zplsobu opylovani piedev§im blanokiidlymi, mize touto
barierou byt I napf. zména nadmoiské vysky nebo fragmentace krajiny. Ta ale
zahrnuje 1 oteviené zeméd€lské plochy, které naopak napomédhaji Sifeni hmyzu
(Keller et al. 2012). Nejpravdépodobnéjsim duvodem nizsi genetické variability je
tak zfejm¢ vzhledem k izolovanosti a malé velikosti populaci geneticky drift. Nizka
genetickd diverzita u reliktnich populaci neni neobvyklé (napt. Bauert et al. 1998, Ge
et al. 2005), ale jsou 1 reliktni populace, které maji vysokou vnitropopulacni
variabilitu (napf. Dubreuil et al. 2008). Navzdory tomu, Ze se populace skladaji
témét jen z jednoho klastru, maji obé nizky koeficient inbreedingu (populace 19 ma
—0,009 a populace 21 ma 0,053). V ramci téchto populaci je mozné, ze probiha
geneticky tok, ¢imZ se zvySuje genetickd variabilita populaci.
nejteplejsi oblasti Ceské republiky, tedy oblasti termofytika. Otazkou tedy bylo,
odkud pochazi populace, které se vyskytuji v oblasti mezofytika. Cast znich

(populace 4, 10 na ruderalnich stanovistich) jsou slozené ze stejného genetického

klastru jako populace 15 z panonského termofytika a populace 20 z Rakouska (patrné
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u vSech vybranych K). Dalsi populace z mezofytika (19 a 21 na PredSumavskych
vapencich) tvofi samostatné genetické linie, které se neobjevuji u zadnych z
termofytickych populaci. Pii d€leni vyssim poctem klastr vznika u populace 11
(moravska ¢ast mezofytika) ojedin€ly klastr, ktery je pro K7 sdilen s populaci 16
(termofytikum) a pro K9 sdilen s populaci 28 (jizni Némecko). Ostatni populace
mezofytika (5 a 13) jsou ziejm¢ odvozeny od populaci z oblasti termofytika (5
hlavné ze 7 a populace 13 z populaci panonského termofytika). VétSina studovanych
populaci mezofytika jsou tak na rozdil od populaci termofytika sloZzeny z mens$iho
poctu klastri, mnohdy ojedin€lych. Divodem muze byt izolovanost od ostatnich
populaci (napt. ziejmé reliktni populace 19 a 21) nebo zavleceni z jinych lokalit a

recentn&j$i vznik populaci (4, 10).
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(. Zavér

Salvéj luéni je na stfedoevropskych lokalitich ve vét§ing piipadd velmi
geneticky variabilni a jeji populace se obvykle skladaji z n¢kolika genetickych
klastri. Jako maximalni podlozeny pocet klastrii se ukdzal 9. Soucasné populace
vyskytujici se na tuzemi Ceské republiky jsou tedy sloZeny maximalné z deviti
zdrojovych populaci. Tyto klastry nejsou mezi populace distribuovany s néjakou
geografickou pravidelnosti, ale spiSe nahodn¢. Vzhledem ke sdileni stejnych klastra
V ramci vice populaci mezi nimi evidentné probiha genovy tok. Nejpatrnéjsi je to u
populaci v termofytiku, které se zaroven vyskytuji v oblasti neolitickych sidel. Je
tedy mozné, Ze genovy tok kromé pfirozenych procesi mohl byt posilnén pravé
lidskou aktivitou, tedy pfenosem semen mezi jednotlivymi lokalitami. U nékolika
populaci z mezofytika je evidentni, Ze byly odvozeny =z populaci rostouci
v termofytiku, avSak nékteré jsou slozeny ze zcela ojedin€lého genetického klastru.
Jeden z takovychto ojedinélych klastr byl nalezen na 4 lokalitach, které se nachazeji
podél silnic a Zeleznic a druhy na 2 lokalitdich PfedSumavskych vapenct, kde jsou
tamni populace ziejmé reliktni. Do budoucna by bylo zajimavé se zaméfit na oblast
téchto reliktnich populaci a zjistit, jak jsou dal$i populace geneticky strukturované,

zda neskryvaji dalsi reliktni populace popft., jakého jsou stafi a jaky maji piivod.
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9. P¥ilohy

Ptiloha 1 Izola¢ni protokol

Protocol: Purification of Total DNA from Fresh Plant
Tissue (DNeasy 96 Protocol)

Important points before starting

If using the DNeasy 96 Plant Kit for the first time, read “Important Notes”
{poge 14).

Ensure that you cre familiar with operating the Tissuelyser and the QIAGEN 96-
Well-Plate Centrifugation System. See “Disruption and homogenization using the
Tissuelyser System”, page 15, and “Centrifugation {DNeasy 96 procedures)”,
page 17. Refer to the Tissuelyser Handbook and the certrifuge user manual for
operating instructions,

This protocol describes processing of 192 samples (2 x 96). If you wish to process
96 or fewer samples, provide o balance for the Tissuelyser by assembling a
second plate sandwich using a rack of collection microtubes without samples or
buffers, but containing lungsten carbide beads, and fixing this second sandwich
into the empty clamp.

Tungsten carbide oeads are reusable. See Appendix B (page 48) for recovery and
cleaning details.

All centrifugation steps should be performec! at room lemperature (15-25°C). If
the Centrifuge 4-16KS is used, set the temperature 7o 40°C for ol centrifugation
steps.

DNA can appear as @ smecr on agarose gels when using this protocol. This con
be avoided by using the protocol “Purification of Total DNA from Frozen or
Lyophilized Plant Tissue (DNeasy 96 Protocol|”, poge 35.

Things 1o do before starting

Buffer AW2 and Buffer AW are supplied s concenirates. Before using for the
first fime, add the appropriate amount of ethancl [(96-100%) as indicated on the
bottle to obtain a working sclution.

Buffer AW1 concentrate may form precipitates upern storege. If necessary, warm
te 85°C to redissolve (before adding ethencl). Do not heat Buffer AW after
ethanol has been added.

Freheat Buffer AP1 to 65°C. This heating is necessary for the DNeasy 96 Plant
procedure, and will also dissolve any precipitate that may have formed in
Buffer AP1.
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Pracedure

s

Harvest leaves and place up to 50 mg into each tube in 2 collection microtube
racks.

Unless o different optimal amount of starting materiol has been previously
determined, do not use more than 50 mg (wet weight) per sample (see “Sample
size”, page 14].

Most leaf material can be stored at 4°C for at leas: 24 h prior te processing without
affecting DNA yield or quality.

Keep the clear covers from the collection micretube racks for use in step 10.

Use the plate register cards provided to record the position of each sample in the
racks.

Add one tungsten carbide bead to each collection microtube.

Combine Buffer AP1, RNase A, and Reagent DX, according to the table below, to
make a working lysis solution. Pipet 400 pl of the working lysis solution inte each
collection microtube. Seal the microtubes with the caps provided.

It is important to prepare a fresh working lysis selution. To allow thoraugh mixing
of the solution, combine the components in o tube and vortex to mix, then dispense
the solution into o reagent reservoir for use with a multichannel pipet.

Volume per sampl Volume for 2 x 96
samples*
Buffer AP1 [preheated to 65°C) 400 pl 90 ml
RNase A (100 mg/mi) 14 225 4l
Reagent DX' 14l 225l

* 15% excess mixture is included in these calculetions to allow for pipetting errors.

1 Reagent DX is viscous

Sandwich each rack of collection microtubes between cdapter plates and fix into
Tissuelyser clamps as described in the Tissuelyser User Manual.

Note: Ensure thel the microtubes are properly sealed with cops.

IMPORTANT: Two plate sandwiches must be clamped 1o the Tissvelyser to provide
balance. To process 96 samples or less, assemble ¢ second plate sandwich using
arack of collection microtubes containing tungsten carbide beads, but no samples
or buffers, and fix it into the empty clamp.

Grind the samples for 1.5 min at 30 Hz.

IMPORTANT: Prolonging the disruption time may result in DNA shearing.
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R and di ble the plate sondwiches. Ensure that the collection
microtubes are tightly closed. Reassemble the plate sandwiches so that the
collection microtubes nearest the Tissuelyser in steps 4 and 5 are now outermast.
Reinsert the plate sandwiches into the Tissuelyser.

Rotating the racks of collection microtubes in this way ensures that all samples are
thoroughly disrupted (See “Disruption and homogenization using the Tissuelyser
System”, page 15). More foam will form in the tubes that were outermost during
the initial disruption step.

IMPORTANT: Merely rotating the entire plate sandwich so that the QIAGEN logos
are upside down when reinserted inta the mixer mill is not sufficient, since the same
samples that were outermost during the initial disruption will remain outermest in
the second disrupticn step.

Grind the samples for ancther 1.5 min at 30 Hz.

IMPORTANT: Prolonging the disruption fime moy result in shearing of DNA
Remave the plate sandwiches from the Tissuelyser and remove the adapter plates
from each rack of collection microtubes. To collect any solution from the caps,
centrifuge the collection microtubes. Allow the centrifuge to reach 3000 rpm, and
then stap the centrifuge.

Do not prolong this step.

Remave and discard caps. Add 130 pl Buffer P3 to each callection microtube.  ©

. Close the microtubes carefully with new caps [provided); ensure that the

microtubes are properly sealed to avoid leckage during shaking. Place a clear
caver (saved from step 1) over each rack of collection microtubes and shake the
racks vigorously up and down for 15 s. To collect any solution from the caps,
centrifuge the collection microtubes. Allow the centrifuge fo reach 3000 rpm, and
then stap the centrifuge.

Do not prelong this step.

Note: To ensure optimal DNA yields, it is important ‘o shake the racks of collection
microtubes vigerously up and dewn with both hands for the full 15 s. The genomic
DNA will not be sheared by vigorous shaking.

The centrifugation step prevents precipitates from freezing fo the caps, which
wauld otherwise be difficult to remove after incubation at =20°C (step 11). <

Keep the clear covers from the collection microtube -acks for use in step 15.

. Incubate the racks of collection microtubes far 10 min at =20°C. &

This incubation oids the precipitation of proteins and inhibitors of downstream
cpplications following addition of Buffer P3
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12

13.

Centrifuge the racks of collection microtubes for 5 min at 6000 rpm.

Compact pellets will form, but some particles may float. Be careful not fo transfer
any of these particles in the following step.

Remove and discard the caps. Carefully transfer 400 pl of each supernatant to new
racks of collection microtubes [provided), ensuring that the new tubes are in the
correct orientation.

Do not discard the pellets as they contain the tungsten carbide beads, which can
be recovered ond revsed [see Appendix B, page 48).

Do not transfer more than 400 pl of the supernatant as otherwise the capacity of
the DNeasy 96 plates and the $-Blocks used in subsequent steps will be excesded.
IF less than 400 pl supernatant is recovered, cdjust the amaunt of Buffer AW 1 in
step 14 accordingly.

Collection microtubes are connected in strips of 8. To ovoid transferring particulate
matter, it is heloful to remove the strips from the rack so that the contents of the
microtubes are visible, and to use o mullichannel pipet an its lowest speed sefting.
Save the used collection micretubes to recover the tungsten carbide beads at o
later stage (see Appendix B, page 48).

. Add 1.5 volumes (typically 600 pl) of Buffer AW to each sample.

Note: Ensure that ethanol has been added to Buffer AW? prior to use. See “Things
to do before storting”, page 30.

A white precipitate may form upon addition of Buffer AW/, This precipitate does
not interfere with the DNeasy 96 Plant procedure or cny subsequent application.

. Close the collection microtubes with new caps [provided); ensure that the tubes are

praperly sealed to prevent leakage during shaking. Place a clear caver over each
rack of collection microtubes and shake the racks vigorously up and down for 15's.
To collect any solution from the caps, centrifuge the collection microtubes. Allow
the centrifuge to reach 3000 rpm, and then stop the centrifuge.

Do not prolong this step

Nf:ie: To ensure opfimal DNA yields, it is impertant to shake the racks of collection
microtubes vigorously up and down with both hands for the full 15's. The genomic
DNA will not be sheared by vigorous shaking.

- Place two DNeasy 96 plates on top of S-Blacks (provided). Mark the DNeasy 96

plates for later sample identification.
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19.

20.

21.

22.

Remove and discard the caps from the collection microtubes. Carefully transfer
1 ml of each sample to each well of the DNeasy 96 plates.

Take care not lo wet the rims of the wells to aveid verosols during centrifugation.
Do not transfer mere than 1 ml per well.

Note: Lowering pipet fips to the bottoms of the wells may couse sample overflow
and cresscontamination. Therefore, remove one set of ceps at a time, and begin
drawing up the samples as soon os the pipzt tips contact the liquid. Repeat until
all the samples have been transferred to the DNeasy 96 plates.

. Seal each DNeasy 96 plate with an AirPore Tape Sheet (provided). Centrifuge for

4 min ot 6000 rpm.

AirPore Tope prevents cross-contamination between samples during centrifugation.
After centrifugation, check that all of the lyscte has passed through the membrane
in each well of the DNeasy 96 plates. if lysate remains in any of the wells,
centrifuge for o further 4 min.

Remove the tape. Carefully add 800 pl Buffer AW2 1o each sample.

Note: Ensure that ethanol hos been added to Buffer AW?2 prior fo use. See “Things
to do before starting”, page 30

Centrifuge for 15 min af 6000 rpm to dry the DNeasy membranes.

For efficient drying, do not reseal the DNecsy 96 plate with AirPare Tape.
IMPORTANT: Residual ethanol in the DNeasy membranes derived from Buffer Aw2
may inhibit PCR and must be removed by carnirifugation before elution of the DNA.
Note: DNeasy membranes are sometimes slightly colored after this wash step. This
should not affect the DNeasy 96 Plont procedure. A very dark membrane could
indicate thot too much starting material was used. A second wash step with 800 pl
ethanol (96-100%) may improve DNA quality in these cases. Empty the How-
through from the S-Block before performing this second wash step.

To elute the DNA, place each DNeasy 96 plate in the correct arientation on a new
rack of Elution Microtubes RS (provided], add 100 pf Buffer AE to each sample, and
seal the DNeasy 96 plates with new AirPore Tape Sheets [provided). Incubate for
1 min at room temperature (15-25°C). Centrifuge for 2 min at 6000 rpm.

Elution in 2 x 50 pl (instead of 2 x 100 ) increases DNA concentration, but
decreases the overall DNA yield (see “Elution”, page 19).

Repeat step 21 with another 100 pl Buffer AE.

Use new caps (provided) fo secl the Elution Micratubes RS for storage.
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Ptiloha 2 Lokality Salvéje lu¢ni, kde se v roce 2019 oproti pfedchozim letlim jiz nevyskytovala

Zemépisna délka Zemgpisna Sitka Lokalita
1 48.8432058 14.3708281 Jiho&esky kraj, Cesky Krumlov, Zlata Koruna—Rajov
2 48.8278289 14.3221619 Jihogesky kraj, Cesky Krumlov, Cesky Krumlov—Vys$ny
3 48.8029372 14.3225858 Jihogesky kraj, Cesky Krumlov, Cesky Krumlov—Horni Brana
4 48.8406089 14.2362778 Jihogesky kraj, Cesky Krumlov, Chvalsiny— Cerveny Dviir
5 50.2062628 15.9476744 Kralovéhradecky kraj, Hradec Kralové, Ttebechovice pod Orebem—Nepasice
6 50.1396683 16.3090714 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Rychnov nad Knéznou—Roven
7 50.1381744 16.3135400 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Rychnov nad Kné¢Zznou—Roven
8 50.1288797 16.3336403 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Rychnov nad Knéznou—Peklo
9 50.1334569 16.3140119 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Rychnov nad Knéznou—Peklo
10 50.1026922 16.2887564 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Zamél
11 50.1221428 16.2030544 Kralovéhradecky kraj, Rychnov nad Knéznou, Kostelec nad Orlici
12 49.8443322 16.3319036 Pardubicky kraj, Svitavy, Benatky
13 49.8249325 16.5043589 Pardubicky kraj, Svitavy, Opatov
14 49.8474047 16.4846339 Pardubicky kraj, Svitavy, Opatov
15 49.6695247 16.5453136 Pardubicky kraj, Svitavy, Pohledy—Horni Hyn¢ina
16 49.6722519 16.5446081 Pardubicky kraj, Svitavy, Pohledy—Horni Hync¢ina
17 49.6917253 16.5699203 Pardubicky kraj, Svitavy, Pohledy
18 49.7164903 16.6401725 Pardubicky kraj, Svitavy, Dlouh4 Loucka
19 49.7499528 16.9956753 Olomoucky kraj, Sumperk, Moravi¢any
20 49.6547986 17.3357364 Olomoucky kraj, Olomouc, Dolany
21 48.9282903 14.4991703 Jiho&esky kraj, Ceské Budgjovice, Vidov




