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1 Uvod

Travy jsou ¢lovékem rozliSovany jako morfologické skupina rostlin uz stovky let ve vétsing
kultur. Témét kazdy jazyk ma pro tuto skupinu jednodéloznych rostlin specidlni oznaceni
(Soreng et al., 2015). Jejich spole¢ny ptivod byl piedpokladan uz ve starém Recku, u samého
zrodu botaniky. Vnitini vztahy této morfologicky dobie rozpoznatelné skupiny jsou oviem

velmi komplikované.

Jednim z nejkomplikovanéjSich rodu trav, tedy celedi Poaceae, co se fylogenetickych vztahii
a taxonomickych nejasnosti tyka, je rod Calamagrostis. Jeho problematice se vénuje prvni
Cast literarni reSerSe této prace. Experimentdlni ¢ast jsem vénovala jednomu z druhti tohoto
rodu jiz ve své bakalatské praci, pro tu diplomovou jsem si vybrala dalsi, tentokrat s vétSim

arealem — jedna se o endemita Sir$i stfedni Evropy.

Calamagrostis varia, titina pestra, je jednim z deviti druhd titin rostoucich na Gizemi Ceska.
Spolu s Calamagrostis stricta a Calamagrostis pseudophragmites navic patii do kategorie
kriticky ohroZzenych druhti Cerveného seznamu ohrozenych druhii CR (Grulich & Chobot,

2017). V soucasné dobé€ ma na nasem uzemi pouze Sest potvrzenych lokalit.

Hlavni areél C. varia tvoii vapencové oblasti Alp, Karpat a dalSich pohofi v jizni ¢asti Evropy.
Ceské lokality patii mezi izolovanou arelu vyskytu mimo hlavni rozsifeni druhu. Dalgi takové
arely se nachdzi v pohoti Harz v Némecku, na Svédském ostrové Gotland, recentné¢ byla
objevena izolovana lokalita na ostrové Saaremaa v Estonsku. Tento nespojity areal vypovida
o reliktni povaze okrajovych arel, stejné jako charakter jejich stanovist’. Jedna se o lokality na
mistech obohacenych o bazické substraty, v mnohych dalSich aspektech se ale li§i. Daly by se
rozdélit na dva zakladni typy, kterymi jsou slatinné louky a skalni vychozy. Vzhledem
k rozdilnostem v charakteru stanovist' nejen na ¢eském uzemi jsme se rozhodli studovat

variabilitu tohoto druhu napfic¢ jeho areadlem.

Pro studium variability jsme zvolili morfologickou analyzu znak v klascich, méteni relativni
velikosti genomu metodou pritokové cytometrie a molekularni analyzu vybranych tseka

chloroplastové DNA.



2 Literarni reSerse

2.1 Taxonomicka problematika rodu Calamagrostis

Rod Calamagrostis je v sou€asnosti zatazovan do celedi Poaceae, podceledi Pooidae, tribu
Poeae (Soreng et al., 2017). Jeho zatazeni do nizSich taxonomickych kategorii je ovSem i pfes
pokracujici studie vyuzivajici i moderni molekuldrni metody nejisté (Saarela et al., 2010;

Soreng et al., 2015, 2017).

Taxonomie rodu Calamagrostis je uz od pocatkii komplikovéna jeho vymezenim. Jméno
Calamagrostis poprvé pouzil Adanson v roce 1763 jako oznaceni trav s jednokvétymi klasky
a pluchou bez osiny (Adanson, 1763; Wasiljev, 1960). Pozdéji (1789) Roth rozlisil tfi rody,
Arundo, Agrostis a Calamagrostis, pticemz posledni z nich odliSoval na zakladé znakt: plucha
s osinou, jednokvété klasky a kalusové chlupy. Ve své pozdéjsi praci (1827) ale sam Roth
pretazuje jiz popsané druhy do rodu Arundo. Tyto nejasnosti chtél vytesit Clarion, jenz
ustanovil novy rod Deyeuxia (Clarion, 1812), ktery se podle né¢j odliSuje od rodt Arundo a
Calamagrostis pritomnosti pastopecky, odénim kvétnich ¢asti, vlastnostmi obilky atd. Nékteti
autofi ovSem nepfiijali jméno Deyeuxia na rodové Grovni, ale oznaCovali jim poddruh, sekci
nebo podsekci v rdmcei rodu Calamagrostis. To jesté zvétsilo nejasnosti ve vymezeni a chapani
rodu. Podrobnéji se problematikou systematickych pojeti rodu zabyval Wasiljev (1960), ktery

ve své praci uvadi jejich prehled.

V nejnovéjsich pracich rozliSuji samostatny rod Deyeuxia predevSim asijsti autofi, a to na
zaklad¢ délky pluchy a kalusovych chlupt a pfitomnosti pastopecky (Phillips et Chen, 2003).
Autofti Flora of China ale zaroven dodavaji, ze rody Agrostis, Deyeuxia a Calamagrostis tvoti
komplex nedostatecné odlisnych linii, jejichz determinacni znaky jsou nejasné (Lu et al., 2006;
Lu et Phillips, 2006). Rodova problematika je tedy i v soucasnosti zna¢n¢ komplikovana.
Podrobné se tribem Poeae a rody Calamagrostis a Deyeuxia zabyval Saarela et al. (2010,
2017). Vysledky studii ukazuji, ze pokud do rodu Calamagrostis s. 1. fadime i1 zastupce ze
sttedni a jizni Ameriky, je rod polyfyleticky. Zastupci severni polokoule vcetné typovych
druhi obou rodt (Calamagrostis canescens pro rod Calamagrostis a Calamagrostis
arundinacea pro rod Deyeuxia) se seskupili v jediné vétvi fylogenetického stromu. Autofi na
zaklad¢ relativné blizké fylogenetické ptibuznosti obou druhii v ramci Sirokého samplingu
druhti napfi¢ severni polokouli uvadéji, Ze rozliSeni téchto dvou rodi je tedy neopodstatnéné
a Deyeuxia je synonymem Calamagrostis. Rozieseni fylogenetickych vztahli pak vyzaduje

dal$i vyzkum s vétSim mnozstvim zastoupenych druhi a vyuZzitim novych molekularnich
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markert, napt. low-copy genii (Saarela et al., 2017). Teprve potom budeme blize k rozkryti
sitovité struktury linii zplisobené nékolika speciatnimi mechanismy dilezitymi ve speciaci

rodu, mezi néZ bezesporu patii polyploidizace a hybridizace (Stebbins, 1956).

2.2 Polyploidizace

Multiplikace genomu, jinak oznaovana také jako polyploidizace, by se dala oznacit za jeden
z hnacich motorti evoluce obecné (Madlung, 2013; Soltis et al., 2014). Jedna se o proces, pii
kterém se zvysi pocet chromozomovych sadek. Stupeni ploidie se pak oznacuje nasobkem
zakladniho chromozomového Cisla x. Toto Cislo odpovida haploidnimu poctu chromozomii
diploidni rostliny (2n = 2x) (Ramsey and Schemske, 1998). Polyploidizace neni proces
pozorovany vyluéné u rostlin, byl pozorovan a stale Castéji je predmétem vyzkumu i u hub

(Kellis et al., 2004) a zivoc¢ichl (shrnuto v Gregory and Mable, 2005).

Odhaduje se, ze az 15 % speciacnich udélosti v ramci krytosemennych rostlin je spojeno
s polyploidizaci (Wood et al., 2009). Jednim z dGvodli je castd asociace se vznikem
reprodukéni bariéry a morfologickou diferenciaci (Wood et al., 2009). Dalsim diivodem je
pravdépodobné moznost vzniku klic¢ovych inovaci nasledkem zdvojeni genomu. Jako ptiklady
téchto kli¢ovych inovaci uvadi Soltis a Soltis (2016) vznik kvétu, péticetnost kveétu, nekolik
morfologickych znaki jednodéloznych rostlin, nebo syntézu glukosinolatti v fadu Brassicales.
Zaroven se ukazuje korelace historickych duplikaci celého genomu s globalnimi zménami

prostiedi a s hromadnymi vymiranimi (Wu et al., 2020).

Nékteré recentni védecké prace jiz odhaluji detaily paleoploidizacnich udalosti
ptedchazejicich vzniku krytosemennych rostlin. Dvé duplikace celého genomu jsou spolec¢né
pro vSechny krytosemenné rostliny a jejich datovani vychazi ptred diverzifikaci linie
semennych a linie krytosemennych rostlin. Dvé celogenomové duplikace nejspi§ predchazely
1 vzniku Celedi Poaceae (Jiao et al., 2011; Wu et al., 2020). I proto je zédkladni chromozomové

Cislo trav vyss$i nez u jinych Celedi (Stebbins, 1985; Hilu, 2004).

Ancestralni zakladni chromozomové ¢islo podceledi Pooidae, kam je rod Calamagrostis
fazen, je x = 11. Nasledna chromozomové diverzita recentnich druhii podéeledi (x = 2—-13) je
vysledkem speciacnich udalosti, pii kterych prob&hly rizné kombinace nasledujicich procest:
polyploidizace, hybridizace, aneuploidie a diploidizace (Hilu, 2004). Molekularni podstata
diploidizace zatim neni pln€ znadma, jde ale o proces, kdy se z tetraploidniho druhu tvoficiho
pfi meidze kvadrivalenty stane diploidni druh se stejnym poctem chromozomi tvofici

bivalenty (Wolfe, 2001).



Zakladni chromozomové ¢islo v rodé¢ Calamagrostis je x = 7 (Frey and Paszko, 1999).
Diploidni druhy nejsou znamy, tetraploidni Grovei je povazovana za nejCastéjsi, nasledovana
hexa- a oktoploidnimi urovnémi (Frey and Paszko, 1999). Vyssi ploidni Grovné se vyskytuji
ziidka, ale byly zaznamenany chromozomové pocty az do 2n = 140 (C. crassiglumis,
Darlington & Wylie, 1956), které by odpovidaly ploidni urovni 20x. S ploidni Grovni tzce
souvisi 1 zplisob rozmnoZzovani, tetraploidni druhy se zpravidla rozmnoZzuji sexudlné, hexa- a
oktoploidni druhy mohou mit sexualni i apomikticky zpiisob rozmnozovani a vyssi ploidie
jsou nejcastéji zcela apomiktické (Greene, 1984). I u téch ale existuji vyjimky, napt. sexudlné
se rozmnozujici vysoky polyploid nejasné ploidni trovné (2n = 88-100), Calamagrostis

porteri subsp. porteri (Greene, 1984).

Podle mechanismu vzniku polyploidniho jedince se polyploidizace tradi¢né d€li na auto— a
allopolyploidizaci (Kihara and Ono, 1926; Briggs and Walters, 1997). OvSem definice téchto
pojmt je celkem problematickou zalezitosti. Jak ve své praci uvadi Soltis et al. (2010), existuji
dvé hlavni tfidy definic: geneticka a taxonomicka. V prvnim pfipad¢ se druh polyploidizace
rozliSuje na zaklad¢ cytologie, tedy zplsobu segregace chromozomt. V druhém piipad¢ je
kritériem taxonomicka piislusnost rodi¢ovskych genomtl, autopolyploidizace probiha v ramci
jednoho druhu, allopolyploidizace probihd s ptispénim genomu dvou druhii (hybridizaci).
Kazda z definic mé sva omezeni a ur€itou miru zjednoduseni, velmi proto zalezi i na piistupu
vyzkumnika, resp. tématu jeho vyzkumu, jakou z definic se rozhodne aplikovat (Soltis et al.,
2010). Uz prikopnik ve vyzkumu polyploidizace, George Ledyard Stebbins, Jr., vnimal
problematiku jako velmi komplexni a snahy o striktni déleni polyploidii do dvou zminénych

kategorii povazoval za ptistup spiSe matouci nez vysvétlujici (Stebbins, 1971).

2.3 Hybridizace

Za dalsi velmi vykonny motor evoluce je povazovana hybridizace (Anderson and Stebbins,
1954; Soltis and Soltis, 2009). Potencial ptirodni hybridizace z hlediska vzniku novych druht
zavisi pfedev§im na schopnosti produkovat kiizence, ktefi ptekonaji fitness svych rodict
alespont v ne¢kterych biotopech (Arnold, 1997). Hybridizace je pro skupinu trav velmi
podstatnym evolu¢nim procesem nejen na urovni druhd, ale 1 na trovni rodti. Neékteré druhy i
celé rody trav vznikly mezirodovym kiizenim, napt. xFestulolium, *Pucciphippsia,
xAgropogon, xAmmocalamagrostis. Posledni zminény rod vznikl kiiZzenim druhtt Ammophila
arenaria a Calamagrostis epigejos, ve Svédsku byla v minulosti zaznamenana i jedna lokalita

ktizence Ammophila arenaria x Calamagrostis arundinacea (Tutin, 1980).



RozliSuji se dva zakladni typy hybridni speciace, homoploidni a polyploidni. Pii homoploidni
speciaci vznika hybridni linie beze zmény poctu chromozomi, pii polyploidni speciaci
dochazi ke zdvojeni hybridniho genomu (proces jiz vySe zminény, allopolyploidizace)

(Rieseberg and Willis, 2007).

Homoploidni speciace je z téchto dvou typii méné Casta predevsim ze dvou divodi: snizena
fitness prvnich generaci kiiZzenct a slabé reprodukéni bariéra s rodicovskymi druhy, ktera
umoziuje zpétné kiizeni a genovou introgresi (Rieseberg and Willis, 2007). K témto
biologickym faktorim se pfidava i technickd naroc¢nost odhaleni takto vzniklych druht,
kterym casto chybi diagnostické znaky (Rieseberg and Willis, 2007). Nicméné piesto, Ze
genova introgrese nemusi vést piimo ke vzniku nového druhu, slouzi jako zdroj adaptivnich

genovych variant (Burke and Arnold, 2001).

Na druhé strané allopolyploidni druhy vznikaji ¢asto v jediném kroku, jde tedy o ptiklad tzv.
saltacni speciace (Grant, 1981). Znasobeni genomu a s nim spojena reprodukéni bariéra navic
zajisti genetickou integritu nové vzniklého taxonu. Allopolyploidi jsou Casto vysoce fertilni
uz v prvnich generacich potomstva, zaroven jsou také vice fenotypove odlisitelni od svych
rodicovskych druhti. (Rieseberg & Willis, 2007). Spolu se zménou chromozomového poctu
jsou tyto skutecnosti casto diivodem k vytvotreni definované taxonomické jednotky (druhu,
poddruhu atd.) (Rieseberg and Willis, 2007). Evolu¢ni vyhodu allopolyploidim poskytuje
fixni heterozygosita, kdy druh stile obsahuje alely obou rodicovskych druht (Soltis et al.,
2003), coz souvisi 1 s vetsi adaptivitou a ekologickou amplitudou kiizence (Stebbins, 1971).
Dalsi velmi vyraznou vyhodou duplikace gent je prostor pro evolu¢ni novinky napt. syntéza

heterodimernich proteint (Soltis et al., 2003).

Hybridizace je mezi sexudlné se rozmnozujicimi druhy (pfedev§im mezi druhy tetraploidni
urovné) rodu Calamagrostis béznou zalezitosti. Podle morfologickych znakt byla rozeznana
vétSina teoreticky moznych kiizenctl. (Clarke, 1980). Nejvétsi zasluhu na vyzkumu kiizeni
titin (pfirozeného 1 fizeného) ma A. Nygren, ktery provadél dikladnd pozorovani i
hybridiza¢ni experimenty. Jeho zasadnim zjiSténim bylo, Ze vSechny druhy s poctem
chromozomt 2n = 28 se rozmnozuji sexudlné (Nygren, 1946, 1948). Druhy s vyss§im poctem
chromozom jsou striktné nebo fakultativné apomiktické. Pravé kombinace apomiktického
rozmnozovani s obCasnym sexudlnim reprodukénim cyklem je pro cely rod Calamagrostis
velmi vyhodnd, protoze kombinuje vyhody obou strategii (Nygren, 1951). Velkou mérou ale

pfispiva k sitovité struktuie fylogenetickych vztahti a velmi komplikuje nédsledné analyzy.



2.4 Calamagrostis varia

2.4.1 Rozsifeni a ekologie

Titina pestrd je endemitem SirSi stfedni Evropy s velmi zajimavym nespojitym arealem
(Obr. 1). Podobné rozsiteni maji i dal$i u nds ohrozené druhy rostlin, napt. Tofieldia calyculata
Dinarskych pohofi, pfedevs§im na severnim okraji aredlu se pak nachazeji lokality, které maji
zietelné reliktni charakter. Reliktni povaha stanovist’ je ddna téz§imi bazickymi substraty
vazanymi na bezlesi nebo svétlé lesy. Takové podminky odpovidaji ranému postglacidlu, kdy

na vetsSing tzemi prevladaly bazické pidy a svétlé lesy (Chytry, 2012).

Calamagrostis varia

Obr. 1: Rozsiteni druhu Calamagrostis varia. (Hultén & Fries, 1986).

Typickym ptikladem reliktniho stanovisté jsou slatinné louky, které tvoii vétSinu lokalit
C. varia v Cesku (Piiloha I). Podobnou charakteristiku ma i nalezi§té na ostrové Saaremaa
v Estonsku, kde byl druh objeven az v roce 2005 (Lindell, 2006). Dal§im typem reliktnich
lokalit jsou skéaly obohacené bazickymi horninami — na nasem uzemi jde o skalni terasy v

Ralsko-Bezdézské tabuli obohacené bazickymi vulkanity, v Némecku odpovidd témto
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podminkam pohoii Svabska Alba s vyskytem jurskych vapencti (Jooss, 2013). Ekologicky
velmi specifické podminky poskytuji lokality na sadrovci (Escudero et. al., 2014), které se
vyskytuji v pohoti Harz v Némecku (Pfiloha I). Do objevu lokality v Estonsku byl

........

na Krété. Na Korsice se vyskytuje poddruh C. varia subsp. corsica (Clarke, 1980).

Lokality na tzemi naSeho statu jsou koncentrovany v Polabi, kde druh recentné roste
na Mélnické Vrutici, u Lou¢ené a Ceského Mezifidi, a dale ve Dzbané, kde se vyskytuje
u Bilichova. V téchto oblastech se druh vyskytuje na slatinnych loukach. Na vrSich Ralsko-
Bezdézské tabule a na MileSovee v Ceském stiedohofi roste druh v ponékud ekologicky
odlisnych podminkach, na skalnatych terasach. Ne zcela jisté, ale dolozené uidaje pochézeji

z Podkrugnohoti a Stfedniho Povltavi (Stech, in prep.).

2.4.2 Cenologie
C. varia je diagnostickym druhem bor svazu Erico-Pinion. PfedevS§im na okrajich svého
aredlu roste ale i v nékterych typech zvlast¢ moktadniho bezlesi, napt. svazy Caricion

davallianae, Molinion atd. (Grulich, 1986; Stech, in prep.).

2.4.3 Ochrana

Na tuzemi CR je povazovan za kriticky ohrozeny druh v kategorii ochrany C1 (Grulich &
Chobot, 2017). Je chranén vyhlaskou 395/1992 Sb., kde je zatazen do kategorie siln€ ohrozené
druhy.

2.4.4 Popis

Calamagrostis varia je vytrvala, volné trsnaté porosty tvorici bylina. Tvofi kratké vybézky
dvojiho typu, vnitropochevni a vn€pochevni. Stébla jsou Zlutozelend, ptima, cca 60—100 cm
vysoka, obld, podéln¢ ryhovana a hladka, zpravidla se 3—4 kolénky, ktera jsou hnédava, obcas
az nafialovéla. Cepel listd je Sikmo vzhiiru sméfujici aZ rozestala, az 25 cm dlouhd a 3-8 mm
Siroka, sivozelend, na podzim se na okrajich a konci objevuje charakteristickd cihlova barva
(Ptiloha II). Na lici i rubu je Cepel £ matna, Zebra jsou drsna, jazycek je utaty a az 4 mm
dlouhy. Pochva je hladka, + sivozelena a lysa. Pfima lata je 618 cm dlouh4, pfed odkvétem
a po ném stazena, za kvétu se kopinaté rozevira (Ptiloha III). Vétve laty vyrastaji po 2-5, tvoti
se 1 kratké ptiosni vétévky. Stopky jednokvétych klaskl jsou 1-4 mm dlouhé, samotné klasky
pak 4-5 mm dlouh¢ (Ptiloha III). Plevy jsou + stejné, koZovité, zelené az nafialovélé, z boku
kopinaté. Pastopecka je vyvinuta, az 1,5 mm dlouhd, husté chlupata 1,5-2,5 mm dlouhymi

chlupy. Husté chlupy na bazi kvétu dosahuji do cca 3/4 délky pluchy. Plucha je dlouha 34,5
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mm, + koZovita, na Spice zubatd az dvoucipa. Z jeji spodni 1/3 vyrista zfetelné kolénkata
osina, kterd je ve spodni Casti spirdlné stocend a v horni ¢ésti rovna. Je 3—5 mm dlouha,
z klasku pftili§ nevy¢niva. Pluska je jemné kozovita, + prisvitna a cca 3 mm dlouha. PraSniky
jsou 1,5-2 mm dlouhé, hladka obilka je dlouze vejéita a cca 2 mm dlouhd (Conert, 1989; Stech,

in prep.).

Druh C. varia je znam pouze v tetraploidni urovni, poc¢et chromozomi 2n = 28 (Nygren, 1946;
Strid & Franzen, 1981; Krahulcova, 2003). Stejn¢ jako vSechny tetraploidni druhy rodu

Calamagrostis se rozmnozuje sexualné (Nygren, 1946, 1948).

Tento druh se ve vétsing arealu vyskytuje ve forme malo variabilniho poddruhu Calamagrostis
varia subsp. varia. Na ostrové Korsika se vyskytuje poddruh Calamagrostis varia subsp.
corsica lisici se vétSimi klasky a krat$imi bazalnimi chlupy dosahujicimi jen poloviny délky

pluchy (Conert, 1989; Clarke, 1980).

2.4.5 Determinace druhu
Ur€eni druhu je i pfes jeho relativné malou variabilitu (Paszko, 2008) problematickou
zalezitosti, a to predev§im zdiivodu Ccastych zdmén, at’ uz s ostatnimi druhy rodu

Calamagrostis, nebo jejich kiizenci.

Nejlepsi podminky pro urceni jsou piimo na lokalit¢ sbéru, kdy je k dispozici dostatek
materialu, je vidét charakter porostu a daji se odhadnout ekologické podminky stanovisté. Pti
nejistoté urceni taxonu je idedlni zkontrolovat znaky v klascich binokularni lupou. Zamény pii
uréovani druhu jsou totiz zplisobeny ptredev§im tim, Ze kritické determinacni znaky jsou
z veétsi Casti minuciézni, coz znacné ztéZzuje urcovani v terénu. Nejvetsi problém je vSak
s uréovanim herbatovych polozek, které jsou Casto nedostatecné, navic u nich chybi informace

o charakteru porostu, barvé listd v Zivém stavu apod. (Grulich, 1986; Stech, in prep.).

Z ostatnich druhti je nejcastéjsi zdmeéna s C. arundinacea (Grulich, 1986). Takové zaméeny
byly prokazany u nékterych herbatovych polozek i v Cesku (napt. Velky Javornik) (Stech, in
prep.). Mezidruhovi kiiZenci titin maji ¢asto intermediarni znaky rodi¢ovskych taxonli, mohou
ale pfipominat i tfeti taxon (Conert, 1989). Takovym piipadem je. kiizenec C. xacutiflora (=
C. epigejos x C. arundinacea), ktery je nejpodobnéjsi pravé druhu C. varia (Nygren, 1948;
Clarke, 1980) a vétsi ¢ast chybnych udaji o vyskytu C. varia je zaloZzena na tomto kiizenci.
Ma ale Spicatéjsi plevy, nepftili§ dobie vyvinutou pastopecku a rostliny byvaji drsné, podobné

jako u rodi¢ovského druhu C. epigejos. Dalsim diivodem mylnych udaja o vyskytu C. varia



mutize byt i nespravna nomenklatorickd interpretace jmen C. sylvatica a C. montana (Stech, in

prep.).

2.4.6 Pavod

U druhu Calamagrostis varia byla Nygrenem vyslovena hypotéza o jeho hybridogennim
puvodu. Jako rodicovské taxony oznacil C. epigejos a C. arundinacea (Nygren, 1962). V jeho
hybridiza¢nich experimentech byl hybrid C. varia a C. epigejos oproti ostatnim tetraploidnim
hybridim titin vysoce fertilni, coz pfipisoval pravé uzkému piibuzenskému vztahu téchto

dvou druhu.

2.4.7 Kiizenci

Calamagrostis varia se jako pohlavné se rozmnozujici druh kiizi velmi snadno. Conert (1989)
uvadi ctyfi druhy, se kterymi byla dolozena pfirozena hybridizace: C. arundinacea,
C. epigejos, C. pseudophragmites a C. villosa. Tito kiizenci se oznacuji jako
C. x haussknechtiana, C. x bihariensis, C. X torgesiana a C. x prahliana. VétSinou jsou
intermediarniho vzhledu a vznikaji na lokalitdch, kde se vyskytuji oba rodicovské taxony
(Conert, 1989). Mezi kiizenci a rodi€ovskymi druhy miiZe dochazet ke zpétnému kiizeni a je
tedy velmi obtizné rozhodnout, jestli jedince povazovat za kiizence, nebo jako krajni projev
variability rodi¢ovského druhu (Stech, in prep.). Na uzemi Ceska dosud nebyl Zadny

z uvedenych kiizenct s jistotou doloZen (Stech, in prep.).

2.5 Vegetace Evropy v holocénu

Soucasné rozsiteni evropskych druht bylo velkou mérou formovéano vyraznymi klimatickymi
zménami na konci glacidlu a naslednou rekolonizaci Evropy po ustupu kontinentalniho
zalednéni posledni doby ledové. Posledni zalednéni dosdhlo maxima pied ptiblizné 18 000
lety, kdy jizni okraj kontinentélniho ledovce dosahoval Grovné dneSniho severniho Némecka
a Polska a horsky ledovec pokryval masiv Alp (Taberlet et al.,, 1998). Pds mezi témito
zalednénymi oblastmi tvofil permafrost a bezlesni biomy stepotundra nebo tundra (Hewitt,
1996, 1999). Alpské a arktické druhy tedy v tomto obdobi prosly expanzi svého areédlu a po
nasledném otepleni se vratily zpét do vysSich zemépisnych Sitek nebo do horskych poloh
(Birks, 2008). Druhy neptizptisobené témto extrémnim podminkdm bud’ vymiely, nebo
musely piezit na mistech s vhodnymi podminkami. Tradi¢ni pfedstava byla spojena predevsim
s teplomilnymi druhy a jejich Gistupem na jih Evropy, kde se rozliSuji tfi hlavni refugia, Ibersky

a Apeninsky poloostrov a oblast Balkdnu (Taberlet et al., 1998). Nasledna rekolonizace
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Evropy probihala dle této predstavy podle scéndit migracnich cest zjiznich refugii
pojmenovanych podle jejich modelovych druht (Hewitt, 1999).V dalsich letech ovsem zacalo
pfibyvat praci, které tuto teorii zpochybnily a na zdkladé¢ fosilnich nalezii (rostlinné
makrozbytky, schranky mékkyst, pylové diagramy) navrhly moznost vyskytu kryptickych
refugii lesnich spolecenstev a mezofilnich temperatnich druhli i v centralni Evropé (napf.
Willis et al, 2000; Stewart & Lister, 2001; Tribsch & Schonswetter, 2003; Birks & Willis,
2008; Jutickova et al., 2014; Mraz & Ronikier, 2016). Rozvoj molekularnich metod vedl ke

studiim historie roz§iteni na tirovni jednotlivych druhi, tzv. fylogeografie.

2.5.1 Fylogeografie

Fylogeografie se zabyva aktualnim prostorovym uspotadanim genetickych linii a rozkryva tak
historii rozsifeni jednotlivych druhti i vegetacnich typl (Avise, 2000). Pocatecni studie
zabyvajici se fylogeografii na evropském tzemi se tykaly hlavné dievin (Taberlet et al. 1995,
Jaarola et al. 1999) a savct (Breitenbach et al. 1997, King & Ferris 1998). V soucasnosti
vznika stale vétsi mnozstvi fylogenetickych studii na velkém spektru evropskych druht rostlin
véetné tas (Batrachospermum gelatinosum, Keil et al., 2015) a mecht (Rhytidium rugosum,
Hedends, 2017). Nejvice praci se ale vénuje krytosemennym rostlindm, napt. druhlim Melica
nutans (Tyler, 2002), Saxifraga oppositifolia (Holderegger & Abbott, 2003), Festuca
pratensis (Fjellheim et al., 2006), Rosa pendulina (Fér et al., 2007), Eryngium alpinum
(Naciri & Gaudeul, 2007), Carex pilosa (Rejzkova et al., 2008), Pulsatilla vernalis (Ronikier
et al., 2008), Hordelymus europaeus (Dvorakova et al., 2009), Lonicera nigra (Daneck et al.
2011), Ranunculus platanifolius (Stachurska-Swakon et al., 2013), Helianthemum

nummularium (Volkova et al., 2016) nebo Hordeum murinum (Bieniek, 2018).

v

Pro skupinu trav je prakticky nemozné ziskat podrobnéjsi informace o historickém rozsireni
druhti z paleobotanickych dat. U rostlin ¢asto vyuzivand pylova zrna jsou ve skupiné trav
velmi morfologicky podobnd a je téméetf nemozné rozliSit pfisluSnost k jednotlivym druhiim
(Beug, 2004), ptedevsim pak ve fosilnim materialu (Dvotékova et al., 2009). Zteteln¢ reliktni
vyskyty mimo hlavni aredl druhu C. varia ale poskytuji vhodné vychozi podminky pro jeho
fylogenetickou analyzu. Potencidlné zjiSt€éna geneticka struktura populaci v jednotlivych
¢astech soucasného arealu by mohla vnést novy pohled na asovy pribéh migrace a historické
rozSiteni druhu béhem postglacialu a pfinést tak nové informace k probihajici diskusi

o vegetaci $ir$i sttedni Evropy v tomto obdobi.
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3 Cile prace
1. zjisténi morfologické a genetické variability
2. srovnani variability v hlavni ¢asti aredlu a v izolovanych arelach
3. nalezeni potencidlnich rozdilii mezi rostlinami z odli§nych biotopi

4. srovnani analyzovanych znakl s C. arundinacea

4 Material a metody

4.1 Sbér materialu

Byly vybrany ¢tyti geografické celky s dolozenym vyskytem druhu Calamagrostis varia, a to
sttedni Némecko, severni ¢ast Ceska, stfed Slovenska a vychodni ¢ast Alp. V kazdé oblasti
byly v dostupnych databazich vybrany vyskyty druhu s uvedenymi GPS soufadnicemi a podle
nich naplanovana cesta. V Cesku patii taxon mezi kriticky ohroZzené a vyhlagkou 395/1992
Sb. chranéné (siln€ ohrozené) druhy, proto jsme nejprve ziskali od ptislusnych tfadi povoleni

ke sbéru.

Sbér hlavni ¢asti vzorkil probihal v dobé kvétu a plodu, v Cervnu az zafi 2017. Na kazdé
lokalité bylo odebrano 10 fertilnich lodyh vzdalenych nejméné 3 metry od sebe, u mensich
populaci byl pocet rostlin imérné snizen. Z kazdého jedince byl odebran sterilni vyhon na
pritokovou cytometrii, pro izolaci DNA byla do silikagelu vloZena €epel listu. Fertilni lodyhy

byly herbarovany, laty byly nasledné pouZzity pro morfometrickou analyzu klaski.

Pii prizkumu vybranych lokalit byly na né€kolika mistech odebrany i vzorky druht
C. arundinacea a C. epigejos. Celkem byl nasbiran material z 31 populaci C. varia, 9 populaci
C. arundinacea a 11 populaci C. epigejos. (Ptiloha V). Dokladové polozky jsou ulozeny
v herbafi Piirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity (CBFS). Lokality byly zobrazeny na
mapé¢ v programu QGIS Desktop 2.18.11 (OSGeo, Beaverton, OR, USA) (Obr. 2). Dalsi
vzorky vsech tii studovanych druhti a po jedné lokalité druht C. brachytricha a C. purpurea
VI). Celkové rozmisténi vSech populaci s vyznacenim metod pouzitych k jejich analyze je

zobrazeno na Obr. 3.
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Obr. 2: Lokality druhti C. varia, C. arundinacea a C. epigejos nasbirané v roce 2017.
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Obr. 3: VSechny studované lokality a na nich vyuzité metod.
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4.2 Pritokova cytometrie

Ke studiu velikosti genomu byla méfena jeho relativni velikost pomoci barveni A-T
specifickym barvivem DAPI na pratokovém cytometru Partec PA II (Partec GmbH,
Germany). Pfiprava vzorku probihala dvoustupiiovou metodikou bez centrifugace s pouzitim
,Otto pufra® (Otto, 1990; Dolezel et al., 2007). Jako interni standard byl pouzit druh Bellis
perennis, jehoz velikost genomu 2C=3,62 pg (Koutecky, unpubl.). Tato velikost byla zjiSténa
métenim s barvenim PI proti Pisum sativum ,,Ctirad* o velikosti genomu 2C=9,09 pg (Dolezel

et al., 1998) ziskanému z Laboratofe experimentalni botaniky AVCR v Olomouci.

Ptiprava vzorku probihala rozsekanim rostlinného materialu ziletkou v Petriho misce s 400 ul
pufru Otto I (0,1 M kyselina citronova, 0,5% Tween 20) vychlazené¢ho na ledu. Pouzito bylo
cca 0,5 cm? listové Gepele vzorku a cca Ctvrtinové mnozstvi standardu. Suspenze byla
nékolikrat promichéana pipetou se sefiznutou Spic¢kou a prefiltrovana pres 42 pm filtr (textilie
Uhelon 130T) do cytometrické zkumavky. Po ovéfeni Cistoty roztoku bylo pfiddno 800 pl
barviciho roztoku, pfipraveného ze smési pufru Otto II (0,4 M Na HPO4-12H0), 2-
merkaptoethanolu a A-T specifického fluorochromu DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole)
ve vysledné koncentraci 4 pg/ml. Tento fluorochrom ma excitaéni maximum pii A = 358 nm,
byl proto vyuzit cytometr Partec PA II (Partec GmbH, Germany) se rtutovou vybojkou HBO
100. Standard byl nastaven na kanal 200 na 1024kanélové skale, méfeno bylo minimalné 3000
jader. Priklad histogramu cytometrick¢ analyzy relativni velikosti genomu C. varia je

zobrazen na Obr. 4.
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Obr. 4: Histogram analyzy relativni velikosti genomu C. varia (vzorek Kals am
Grossglockner 6).
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Analyzy byly zpracovany v programu FlowJo (TreeStar, Inc., Oregon, USA), byl proveden
gating ¢astic a ruéné vymezen rozsah fluorescencnich pikd. Byly zjistény hodnoty koeficientli
variance (CV) pikti standardi i vzorkt a z dalSich analyz vyloucena méfeni s CV>3. Pro kazdy
vzorek byl zjistén pomér fluorescence vzorek/standard. Pro jednotlivé skupiny (zjiSténé
ploidni urovné studovanych druhti) byly zjistény minimalni, primérné a maximalni hodnoty
poméru fluorescence vzorek/standard, ze kterych byla vypoctena variabilita jako rozdil
maximalni a minimalni hodnoty vyjadfeny jako procento minima. Obrazové vystupy byly
vytvoteny pomoci uzivatelské funkce (Koutecky, pers. comm.) v programu R (R Core Team,
2013) s vyuzitim softwaru RStudio (verze 1.2.5019; RStudio, Inc.). Celkem bylo zméfeno 267

vzorku ze 65 lokalit.

4.3 Morfologicka analyza
4.3.1 Vybér znakt a populaci

K méfeni morfologickych charakteristik bylo vybrano nékolik minuciéznich znaki v klascich
(Tab. I). Vybrané znaky jsou povazovany za determinacni v urcovaci literature (Conert, 1989;
Fischer et al., 2008; Jager, 2017; Kaplan et al., 2019). Vegetativni znaky byly zdmérné
vynechdny z diivodu zdsadniho vlivu prostfedi a velké fenotypové plasticity druhti. Sbéry
probihaly v riznych mésicich, zemépisnych Sitkach, nadmoiskych vyskach, a tedy i riznych
fazich vegetacni sezony. Zarovei se velmi liSily podminky na stanovistich, ptredevsim vlhkost
a zastinéni. Proto by srovnavani populaci na zdkladé proménlivych vegetativnich znaki

nebylo relevantni.

Byl proveden reprezentativni vybér 20 populaci napii¢ aredlem Calamagrostis varia. Pro
srovnani byly naméfeny jesté rostliny z 5 populaci druhu C. arundinacea. Z kazdé populace

byly ndhodné vybrany 3 rostliny, celkem bylo zméfeno 74 rostlin z 25 populaci (Obr. 3).

4.3.2 Méfteni

Z kazdé métené rostliny byly odebrany 3 vétve laty, a to z jejiho nejspodnéjsiho a prostiedniho
patra a z koncové casti kvétenstvi. Z kazdé vétve byl nahodné vybran jeden klasek a méten
pod stereomikroskop pii osmindsobném zvétSeni. Klasek byl vypreparovan tak, aby na
fotografii zachycené kamerou Lumenera ® INFINITY (Roper Technologies, Inc.) bylo mozné
zm¢étit vybrané znaky (Obr. 5). Samotné méfeni probihalo v programu QuickPHOTO
CAMERA (Promicra, s r.0.), jednotkou byly mikrometry (Pfiloha IV). Z jednotlivych méfeni

byla vypoctena primérnéd hodnota znaku pro celou rostlinu.
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Obr. 5: Morfologické znaky vybrané pro analyzu. Pfevzato z prace Paszko (2008), upraveno.

Tab. I: Morfologické znaky métené na rostlinach Calamagrostis varia a C. arundinacea.

Zkratka popis znaku

D PL délka dolni plevy klasku

H PL délka horni plevy klasku

PLUCH délka pluchy od baze po spicku

OS délka osiny od mista nasednuti k pluse po Spicku
POLOS délka osiny od mista nasednuti k pluse po kolénko
SP délka pluchy od mista nasednuti osiny ke Spicce
CHL délka nejdelsich kalusovych chlupt

PAS délka pastopecky

CHLPAS | délka nejdelsich chlupti na pastopecce

4.3.3 Analyza morfometrickych dat

Analyza dat prob¢hla v programu R (R Core Team, 2013) s vyuzitim softwaru RStudio (verze
1.2.5019; RStudio, Inc.). Pfi préci byl pouzit bali¢ek funkci pro analyzu morfometrickych dat
MorphoTools (Koutecky, 2015). Byly vypocteny zékladni popisné statistiky a testovano
normalni rozdéleni dat, pouzit byl Shapiro-Wilkav test. U znak, které se nejvice odchylovaly
od normalniho rozdé¢leni, byla provedena transformace dat dekadickym logaritmem.

Transformace probé¢hla u péti znaki: PLUCH, OS, POLOS, SP a CHLPAS.

Pro zjisténi korelace znakti byly vypocteny Pearsonovy korelacni koeficienty. V samostatné

analyze zastupct C. varia mély vSechny znaky korela¢ni koeficient < 0,95, proto byly vSechny
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pouzity i v dalSich statistickych metodach. Ve spole¢né analyze obou studovanych druh,
C. varia a C. arundinacea, byl vytazen znak HPL z diivodu silné korelace se znakem DPL

(korelacni koeficient = 0,96) (Tab. II).

Tab. II: Pearsonovy korela¢ni koeficienty morfologickych znakt druhii C. arundinacea a

C. varia. Znak s koeficientem > 0,95 je vyznacen tucn¢.

Pearson dpl hpl log uch log os | log polos | log sp chl pas log chlpas
dpl 1 0,960 0,868 0,771 0,758 0,796 -0,390 0,168 -0,356
hpl 0,960 1 0,887 0,763 0,760 0,806 -0,374 0,183 -0,375
log uch 0,868 0,887 1 0,728 0,772 0,913 -0,289 0,213 -0,231
log os 0,771 0,763 0,728 1 0,885 0,793 -0,652 -0,072 -0,640
log polos 0,758 0,760 0,772 0,885 1 0,863 -0,475 0,051 -0,491
log_sp 0,796 0,806 0,913 0,793 0,863 1 -0,344 0,135 -0,322
chl -0,390 -0,374 -0,289 -0,652 -0,475 -0,344 1 0,331 0,860
pas 0,168 0,183 0,213 -0,072 0,051 0,135 0,331 1 0,389

log chlpas -0,356 -0,375 -0,231 -0,640 -0,491 -0,322 0,860 0,389 1

Byla provedena shlukova analyza Wardovou metodou pro vSechny naméfené rostliny obou
studovanych druhti. Analyzy byly provedeny i pro oba studované druhy jednotliveé, Zadna
struktura vSak zjiSténa nebyla, proto nejsou zahrnuty ve vysledcich. Stejnym zplisobem byla
provedena analyza hlavnich komponent, PCA. Ordina¢ni diagramy spole¢né analyzy
zobrazuji pfislusnost vzorki k druhu, diagramy analyz jednotlivych druhl zobrazuji

ptislusnost ke geografickym celkiim podle mista sbéru.

Pomoci kanonické diskrimina¢ni analyzy byly zjistény nejvyznamné;jsi znaky odliSujici druhy
C. arundinacea a C. varia. Byl nastaven postupny vybér (forward selection) jednotlivych
znakd, pocet permutaci byl nastaven na 1000. Byl vytvofen histogram znézornujici kanonické
skore obou analyzovanych druhd. Byla provedena klasifikaéni diskrimina¢ni analyza na

zakladé ptislusnosti k druhu a ptipraven odpovidajici graficky vystup.

4.4 Molekularni metody
Ke studiu molekularnich markerti byla zvolena metoda sekvenace tisekt chloroplastové DNA

(cpDNA). Vybrany byly dva nekodujici useky, psbA-trnHSYS a psbK-trnSYCY, které byl
yly

vvvvvv
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2015; Piherova, 2016). Pocet vzorkil na populaci byl 1-5, celkem bylo zanalyzovano 167
rostlin z 95 populaci (Obr. 3).

Pti pribéznych analyzach jevily sekvence relativné nizkou miru variability, proto byly na
zaklad¢ studii o variabilité jednotlivych tisekli cpDNA a jejich vhodnosti pii studiich blizce
ptibuznych taxonil z riznych systematickych skupin vybrany dalsi tfi iseky cpDNA, rpl32F-
trnLYAS, ndhC-trnVYAC (Shaw et al., 2007) a ndhF-rpl32 (Shaw et al., 2014). Sekvence ze
sedmi lokalit napfi¢ aredlem C. varia vSak vykazovaly spiSe niz$i miru variability nez jiz
osekvenované useky, proto nebyly aplikovany na vSechny analyzované vzorky a nejsou

zahrnuty ve vysledcich. Tabulka III zobrazuje sekvence primert a citace pivodni publikace.

Tab. III: Primery analyzovanych tisekli cpDNA a jejich literarni zdroje.

primer sekvence primeru 5'-3' zdroj
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC
trnHOYS CGCGCATGGTGGATTCACAATCC Sang et al., 1997
psbK TGTTTGGCAAGCTGCTGTAA
trnS9Y GGGTTCGAATCCCTCTCTTT Ebert et Peakall, 2009
rpl32F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC
trnLYAC CTGCTTCTTAAGAGCAGCGT Shaw et al., 2007
ndhC TATTATTAGAAATGYCCARAAAATATCTATTC
trnVUAC GTCTACGGTTCGARTCCGTA Shaw et al., 2007
ndhF AAGAGGGATTACCCATGCATATT
rpl32 AAAATAAGTCTTTTTCTTCCAA Shaw et al., 2014

4.4.1 Izolace DNA

K izolaci DNA byly vyuzity celkem tfi metody, vSechny Gspésné.
Izolace s vyuzitim NaOH

Casové€ nejmén¢ narocnd a zaroven nejlevnéjsi z pouzitych metod je izolace DNA s vyuzitim

vvvvvv

genetické metody jako AFLP. Pro ucely PCR se ale ukazala zcela dostate¢na. Do zkumavky

byl vlozen cca 0,5 cm? velky kousek listové Cepele vysuSené v silikagelu spolu s malym
y
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mnozstvim sterilniho pisku. Bylo pfidano 20 ul 0,5M NaOH a homogeniza¢nim tlou¢kem byl
materidl rozmélnén. Byl pfidan stejny objem 0,5M NaOH a pokracovalo se v homogenizaci
materialu. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 2 minut pii 13 000 rpm. Do PCR stripu bylo
napipetovano 20 pl 100mM Tris-HCI, pH 8,3 a pfidano 2 pl supernatantu ze zkumavky se
vzorkem. Takto pfipravené izolaty byly skladovany pti -20 °C.

Izolace metodou CTAB

Z listovych Cepeli vysuSenych v silikagelu bylo odebrano ca 0,5 ¢cm? a spolu se Ctyfmi
wolframkarbidovymi kuli¢kami byl material vlozen do mikrozkumavky typu Eppendorf o
objemu 2 ml. Rozdrceni rostlinného materialu bylo provedeno v mlynku Retsch MM400
(frekvence 30 s, po dobu 5-10 minut). V digestofi bylo k materialu pfidano 700 ul CTAB
pufru a 10 pl 2-mercaptoethanolu. Promichané vzorky byly umistény do tfepacky a
inkubovény pii 50 °C po dobu 30 minut. Nasledn¢ byly vzorky centrifugovany po dobu
I minuty ve stolni centrifuze. Supernatant byl pfenesen do cistych mikrozkumavek a
v digestofi k nému bylo pridano 500 pl smési chloroform : isoamyl alkohol (24:1). Po inkubaci
v pokojové teploté po dobu 5 minut byl vzorek centrifugovan po dobu 10 minut pti 10 000
rpm. Horni vodni faze byla pfenesena do €istych 1,5 ml mikrozkumavek a bylo ptidano 500 ul
ledové vychlazeného isopropanolu. Zkumavky byly né€kolikrat pfevraceny a inkubovany po
dobu 30 minut pfi -20 °C. Poté byly centrifugovany po dobu 5 minut pifi 13 000 rpm.
V digestoti byl odsan veskery supernatant, v mikrozkumavkce zlstal jen DNA pelet. Bylo
ptidano 400 pl ledové vychlazeného 96% ethanolu Probéhla dalsi inkubace po dobu 15 minut
pti 37 °C, po ni centrifugace po dobu 5 minut pfi 13 000 rpm. Byl odsan supernatant,
v mikrozkumavce zlistal jen DNA pelet. Bylo pfidano 200 pl ledové vychlazen¢ho 70%
ethanolu a protfepanim byl uvolnén pelet ze dna mikrozkumavky. Po inkubaci po dobu
5 minut pii pokojové teploté byl vzorek centrifugovan po dobu 5 minut pfi 13 000 rpm. Byl
odsan supernatant a oteviené mikrozkumavky s DNA peletem se nechaly vysychat 15 minut
pfi pokojové teploté. Bylo pfidano 30 ul TE pufru a DNA pelet se nechal rozpustit pfes noc

v lednici. Takto ziskany izolat byl ulozen do mrazéku a skladovan pfi teploté -20 °C.
Izolace komer¢nim kitem

Jako posledni metoda izolace byl vyuzit komercni kit Macherey Nagel NucleoSpin Plant II
Kit (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co). Do zkumavky srozdrcenym rostlinnym
materidlem (viz [zolace metodou CTAB) byl ptidan lyza¢ni pufr PL1 v objemu 400 pl a obsah
byl inkubovan po dobu 10 minut pii 65 °C. Vznikly lyzat byl ptefiltrovan pfes NucleoSpin
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Filter centrifugaci pfi 12 000 rpm po dobu 2 minut. Supernatant byl pienesen do Cisté
mikrozkumavky, kde byl smichan se 450 pl PC pufru. Vznikly vzorek byl po 600 pl krocich
pfenesen na NucleoSpin Plant II kolonku, kde se pfi centrifugaci po dobu 1 minuty zachytila
DNA na membranu. Nasledovalo ptecisténi promyvacimi pufry, 400 ul PW1, 650 pl a 200 pl
PW2, vzdy s centrifugaci po dobu 1 minuty s vylitim obsahu zkumavky mezi jednotlivymi
kroky. Kolonka byla ptfenesena do €isté safe-lock zkumavky a na membranu bylo naneseno
50 pl eluéniho pufru PE ptedehtatého na 65 °C. Probéhla inkubace po dobu 5 minut pfi 65 °C
a nasledna centrifugace pii 12 000 rpm po dobu 1 minuty. Ziskany izolat byl uloZzen do

mrazaku a skladovan pfi teploté -20 °C.

4.42 PCR

Polymerazova fetézova reakce byla pripravovana v objemu 10 pl. Obsahovala 5 pl Plain PP
Master Mixu (Top-Bio, CR), forward a reverse primer ve finélni koncentraci 0,3 uM a 0,4 pl
DNA vzorku. Zbyvajici objem byl doplnén PCR vodou. Kazdy probihajici PCR cyklus
obsahoval i kontrolni vzorek bez DNA. Amplifikace probihala v termocycleru BIOER XP
(Hangzhou BORI Technology Co., Ltd. (BIOER), China) nebo Biometra T3000 (Biometra
GmbH, Germany). Pribéh reakénich podminek pro jednotlivé useky je zobrazen v Tabulce

IV.

Uspésnost reakce a kvalita PCR produktil byly zkontrolovany metodou elektroforézy na 1,5%
agarézovém gelu v TBE pufru. Byly smichany 2 ul produktu s 0,8 pl nanasSeciho pufru
obsahujiciho fluorescencni barvivo GEL RED na mikrotitra¢ni desticce. Vzniklad smés byla
pipetou nanaSena do jamek gelu, jako velikostni standard byl pouzit 100bp ladder (5 ul).
Elektroforéza probihala pfi 140 V, vysledek byl ovéfen vlozenim gelu do komory UV
transiluminatoru a vyhodnocen v programu Scion VisiCapture (Scion Corporation, USA).

Byla zkontrolovana ¢istota kontrolniho vzorku.

4.4.3 Sekvenace

K precisténi PCR produktti byla pouzita dvojice enzymd, tzv. Exo-AP. Exonukleaza I §tépi
jednovlaknovou DNA (nepfisedlé primery), AP (Fast Alkaline Phosphatase) odstrafiuje
neinkorporované dNTP. Smés ve slozeni 1 pl produktu a 0,5 pl Exo-AP byla promichdna
v mikrozkumavce a stocena na stolni centrifuze. Aktivace a nésledna degradace enzymil

probéhla v termocykleru, 15 minut pfi teploté 37 °C a 15 minut pfi teploté 85 °C.
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Tab. IV: Reakéni podminky pro PCR analyzovanych tseki cpDNA.

usek DNA teplota (°C) | doba trvani (s) | pocet cyklii
94 300 -
94 30
psbA-trnHCOVC 57 30 40
72 60
72 600 -
94 180 -
94 30
66 (1,5)* 30 12
psbK-trnSECY 72 4
94 30
47 30 30
72 45
72 600 -
95 180 -
95 45
rpl32F- trnLUAC 54 60 35
65 120
72 600 -
80 300 -
ndhC-trnVUAC % 60
50 (0,3 °C/s)** 60 30
ndhF-rpl32 65 240
65 300 -

*pii kazdém cyklu se teplota snizi o 1,5 °C

**tzv. ramp rate, udava rychlost snizovani teploty
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Sekvenacni reakce byly michany podle pozadavki spolecnosti, ktera sekvenovani provedla.
Vyuzity byly dvé spolecnosti, SEQme s.r.o0. (Seq & QPCR Company, CZ) a GATC Biotech
(GATC Biotech AG, Germany). Pozadovand finalni koncentrace primeru je 25 pmol,
optimalni mnozstvi DNA zhruba 100 ng. Objem ptidaného vzorku tedy zavisel na koncentraci
DNA v produktu, kterd byla odhadnuta na zaklad¢ intenzity fluorescence prouzku na gelu
elektroforézy. Zbyvajici objem pozadované 10 pl reakce byl doplnén PCR vodou a vzorek

odeslan ke zpracovani.

Ziskané sekvence byly editovany v programu Geneious Prime 2020.0.4 (Biomatters Ltd.).
Alignment sekvenci byl proveden ve stejném programu, trimming a dalsi Gpravy v programu
BioEdit version 7.2.5. (Hall, 1999). Pro ucely vytvoieni haplotypt byl jediny odhaleny
inverzni Gisek kdédovan jako jedna substituce a inzerce a delece nebyly zohlednény. Soubory z
formatu fasta do formatu nexus byly pfevedeny pomoci Sequence conversion
(www.bugaco.com). Haplotypové sité byly vytvoteny v programu PopART version 1.7 (Leigh
& Bryant, 2015) metodou TCS network (Clement et al., 2002), mapy vyskytu zjisténych
haplotypti v programu QGIS Desktop 2.18.11 (OSGeo, Beaverton, OR, USA).

Veskera primarni data (morfometrickd méfeni, cytometrické analyzy, sekvence studovanych

useki) jsou k dispozici u autorky prace, na dotaz na e-mailové adrese j.piherka@gmail.com.
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5 Vysledky

5.1 Prttokova cytometrie

Analyza DNA ploidni Grovné 267 vzorkl potvrdila tetraploidni Groven studované¢ho druhu
C. varia. Pouze tetraploidni uroven vykazoval i dal$i analyzovany druh, C. arundinacea.
Vétsina jedinct tretiho druhu, C. epigejos, byla také tetraploidni, 4 jedinci ze 2 populaci
odpovidali oktoploidni Grovni. Velikost genomu jedinct tii studovanych druhti s tetraploidni
urovni jsou znazornény v box a whisker plotu na Obrazku 6. Bylo zjisténo, Ze relativni velikost
genomu C. arundinacea a C. epigejos se nelisi (df = 50, p = 0,36). Relativni velikost genomu
C. varia je vétsi nez relativni velikost genomu C. arundinacea a C. epigejos (df = 212, p =

9x107'12, resp. df = 209, p = 5x10°11),
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Obr. 6: Relativni velikost genomu tetraploidni urovné tii studovanych druht.

Neodekavanou variabilitu mély analyzy populace na Mile$ovce v Ceském stiedohoid. Jedinci
sbirani na této lokalité v pozdni fazi vegetacni sezony se podobali druhu C. varia, n¢kteii ale
byli morfologicky odlisni. Cytometrickd analyza u nich odhalila dvé DNA ploidni urovné,
tetraploidni a hexaploidni. Proto jsou ve vysledcich oznaeny jako xxx 4x, resp. Xxx OX.
Tetraploidni Groven vykazovala niz8i hodnoty velikosti genomu neZz ostatni populace C. varia,

ale zaroven vyssi hodnoty nez u C. arundinacea a C. epigejos. Hexaploidni uroven u C. varia
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neni zndma, na Uzemi Ceska se tato DNA ploidni tirovenl objevuje pouze u jediné¢ho druhu,

C. rivalis (Piherova, 2016). Graficky je relativni velikost genomu studovanych skupin

znazornéna v box and whisker plotu na Obrazku 7.
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Obr. 7: Relativni velikost genomu vSech métenych vzorkd.

Vysledky méfeni relativni velikosti genomu vEetné variability a priméru koeficientii variance

(CV) jsou zaznamenany v Tabulce V.

Tab. V: Analyza relativni velikosti genomu vSech métenych vzorki.

DAPI aru epi 4x epi 8x var XXX 4x XXX 6x
Pomér primér 1,48 1,47 2,81 1,61 1,53 2,37
Pomér min 1,40 1,39 2,76 1,53 1,43 2,33
Pomér max 1,65 1,65 2,86 1,76 1,62 2,40
Variabilita (%) 17,86 18,71 3,62 15,03 13,29 3,00
Vzorek - CV mean 2,27 2,08 1,88 2,15 1,87 1,68
Standard - CV mean 2,35 2,17 2,37 2,08 2,12 2,26
Pocet méfeni 27 24 4 186 13 13




5.2 Morfologicka analyza
5.2.1 Popisné statistiky

Primérné hodnoty naméfenych znakii na 14 rostlindch C. arundinacea a 60 rostlinach C. varia
jsou zobrazeny v Tabulce VI. VSechny méfené znaky byly mezi druhy signifikantné rozdilné.
Ve vysledcich byly pozorovany dva trendy. Casti klasku souvisejici s jeho celkovou velikosti
(délka dolni 1 horni plevy a pluchy) byly vétsi u druhu C. arundinacea (Obr. 8). Podobné to
bylo s délkou osiny, délkou osiny od baze ke kolénku a délkou pluchy od mista nasednuti
osiny ke Spicce. Druhym trendem byly delsi chlupy u druhu C. varia, a to jak chlupy kalusové,
tak chlupy pastopecky (Obr. 9). I samotna pastopecka byla delsi u druhu C. varia, rozdil oviem

nebyl tak vyrazny jako u ostatnich dvou znakt v této skupiné.

Tab. VI: Primérné hodnoty morfologickych znakt pro C. arundinacea a C. varia (um).

znak| D PL | H PL |PLUCH| OS |POLOS| SP CHL PAS |CHLPAS

aru | 5087 | 4853 3928 5997 | 2314 | 3275 1174 1027 1286
var | 4357 | 4160 3438 3746 1560 | 2746 | 2692 1215 2263
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Obr. 8: Délka dolni plevy u druhti C. arundinacea a C. varia.
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Obr. 9: Délka kalusovych chlupii u druhit C. arundinacea a C. varia.

5.2.2 Shlukova analyza

Shlukova analyza Wardovou metodou byla provedena na vSech méfenych rostlinach i na
zastupcich obou méfenych druhti zvlast. V celkové analyze se oddélili zastupci druhii do
jednozna¢né oddélenych klastrti (Obr. 10). V ramci druhu C. varia se vytvortily dalsi clustry,
jedinci z jednotlivych populaci se ale rozdélili do obou vétvi. Struktura na Grovni druhu tedy

nema smysluplnou interpretaci.
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Obr. 10: Shlukova analyza Wardovou metodou viech studovanych rostlin. Cervené je
oznacen klastr jedinct C. arundinacea, zelené klastr jedinct C. varia.
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5.2.3 Analyza hlavnich komponent (PCA)

Pro analyzu hlavnich komponent byla nejprve provedena transformace znakt, které meély
nejvetsi odchylku od normaélniho rozdéleni podle Shapiro-Wilkova testu. Byla zvolena
transformace dekadickym logaritmem. Transformované znaky jsou v nasledujicich PCA

diagramech oznaceny jako log uch, log_os, log polos, log sp a log_chlpas.

Byla provedena PCA na datasetu vSech 74 naméfenych rostlin, pfisluSnost k druhu
C. arundinacea nebo C. varia byla ve vysledné analyze zobrazena odliSnym symbolem. Obé¢
skupiny se odd¢lily na diagramu ordina¢nich os 1 a 2 (Obr. 11) i na diagramu ordina¢nich os
1 a 3 (Obr. 12). Prvni osa vysvétlila 60,6 % variability, druha osa 23,1 % a tieti osa 7,3 %
variability (celkem 91 % variability). S prvni osou negativné korelovaly znaky souvisejici
predevsim s celkovou velikosti klasku a délkou osiny, tedy D_PL, PLUCH, OS, POLOS a SP.
Z této analyzy byl vyfazen znak H PL (viz Metody). Naopak pozitivné byly s prvni osou
korelovany znaky CHL a CHLPAS. S druhou a tfeti osou pozitivné koreloval znak PAS. Tato

skutecnost odpovidad dvéma zminovanym trendiim ve vysledcich popisnych statistik.
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Obr. 11: Ordinacni diagram PCA osy 1 a 2, oznaceni jedincii podle ptislusnosti k druhu.
Korelace znakli s osami, procento variability vysvétlené ptislusnou ordinaéni osou.
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Obr. 12: Ordinacni diagram PCA osy 1 a 3, oznaceni jedincii podle ptislusnosti k druhu.
Korelace znakli s osami, procento variability vysvétlené ptislusnou ordinaéni osou.

Analyza PCA provedena jen na 60 rostlindch druhu C. varia neukdzala Zadnou strukturu podle
geografické oblasti mista sbéru (Obr. 13 a 14). Prvni ordinac¢ni osa vysvétlila 59 %, druhd osa
13,4 % a treti osa 8,8 % variability (celkem 81,2 % variability). Jedinci se rozdélili hlavné
podle gradientu velikosti klasku, ¢emuz odpovida i silnd pozitivni korelace vétSiny znaki
s prvni ordinaéni osou. Césteéné s druhou osou korelovaly znaky CHL a CHLPAS, &aste¢nd

s tieti osou koreloval znak PAS (vSechny pozitivng).
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Obr. 13: Ordinac¢ni diagram PCA osy 1 a 2, oznaceni jedinct C. varia podle geografické
oblasti mista sbéru. Korelace znakl s osami, procento variability vysvétlené piislusnou
ordinacni osou.
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Obr. 14: Ordina¢ni diagram PCA osy 1 a 3, oznaceni jedinct C. varia podle geografické
oblasti mista sbéru. Korelace znakl s osami, procento variability vysvétlené piislusnou

ordina¢ni osou.

Analyza PCA provedend pouze na 14 rostlinach druhu C. arundinacea také neukézala zadnou

strukturu, korelace znakl s osami méla velmi podobné rozlozeni jako u druhu C. varia.

Vysledky zde nejsou prezentovany, jelikoz nejsou pro téma tykajici se druhu C. varia

podstatné a pocet vzorki neni pro relevantni samostatnou analyzu tohoto druhu dostate¢ny.
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5.2.4 Kanonicka diskriminac¢ni analyza (CDA)

Vysledek kanonické diskriminaéni analyzy jedinct je na obrazku 15. Jedinci obou druhti se
oddélily do dvou zietelnych skupin bez jakéhokoliv ptekryvu. Kanonicky korela¢ni koeficient
prvni ordinac¢ni osy je 0,881, druhd mocnina ma hodnotu 0,776. Tato hodnota byva
povazovana za podil variability hodnot diskrimina¢ni funkce vysvétleny rozdélenim objektt
do skupin (Koutecky, 2008). Analyza CDA také odhalila znaky, které ptispivaji na 5% hladiné
vyznamnosti k odliSeni druhu C. arundinacea od druhu C. varia. Tyto znaky vybrané
s nastavenim postupného vybéru (forward selection) jsou CHL, OS a PAS. Nestandardizované

a standardizované koeficienty pro jednotlivé znaky jsou uvedeny v Tabulce VII.
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Obr. 15: Kanonicka diskriminacéni analyza jedinct C. arundinacea a C. varia.
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Tab. VII: Kanonické diskriminaéni analyza jedinct C. arundinacea a C. varia. Koeficienty

diskriminac¢ni funkce.

nestandardizované | standardizované

Znak koeficienty koeficienty
D PL 34,85 0,854

H PL 32,72 0,235
UCH 22,68 0,535
oS 160,18 3,760
POLOS 65,36 0,569
SP 30,87 0,197
CHL 249,85 28,509
PAS 8,55 4,766
CHLPAS 134,17 4,037

5.2.5 Klasifikac¢ni analyza
Pii klasifikacni diskrimina¢ni analyze se v§emi znaky bylo spravné klasifikovano celkem 100
% jedinct. Graficky vystup (barplot) klasifikacni analyzy s posteriornimi pravdépodobnostmi

klasifikace kazdého jedince do obou skupin je zobrazen na Obrazku 16.
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Obr. 16: Klasifikaéni diskriminaéni analyza jedinct C. arundinacea a C. varia.
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5.3 Molekularni analyza

Ziskané zalignované sekvence chloroplastovych tseki psbA-trnHSVS a psbK-trnS9CY ze 167
jedinctt 5 druhd mély délku 469 bp, resp. 515 bp. Ty byly spojeny do jednoho alignmentu
(984 bp), u kterého bylo zjisténo 22 haplotypi, ze kterych byla vytvorena haplotypova sit

(Obr. 17). Zastoupeni jednotlivych druhi v jednotlivych haplotypech je znadzornéno barevne.

Z4dny z druhti nevytvofil plné izolovanou skupinu haplotypti. Nejéetn&jsi haplotyp V1 (55
jedincit) se vyskytl u vSech tii studovanych druhii, u C. varia, C. arundinacea i C. epigejos.
Dalsi tii haplotypy (V2, V3 a V10) sdili C. varia s C. arundinacea, jeden dalsi haplotyp (V13)
sdili C. varia s C. epigejos. Bylo odhaleno 6 haplotypt unikatnich pro C. arundinacea,
haplotyp A1l o péti jedincich ze 4 populaci, ostatnich 5 haplotypl (A2, A3, A4, A5 a A6) o
jediném jedinci. Haplotyp A6 byl geneticky velmi pfibuzny dominantnimu haplotypu V1,
ostatni unikétni haplotypy C. arundinacea tvotily samostatnou vétev haplotypové sité. I ptes
vétsi genetickou vzdalenost byl zaznamenan vyskyt haplotypti V1 a Al v jediné populaci
C. arundinacea (VISAA). Geografické rozmisténi haplotypt zastupct C. arundinacea je

zobrazeno na map¢ (Obr. 18).

Na bazi vétve haplotypt unikatnich pro C. arundinacea se odd¢luje haplotyp B1, ktery sdili
zastupci druhid C. purpurea a C. brachytricha (kazdy druh po dvou jedincich v jediné
populaci). Dalsi vétev sité tvoii tii haplotypy se zastupci C. epigejos, dva unikatni haplotypy
(E1, E2) a jeden haplotyp se zastupci C. varia (V13). Dva jedinci pochézeji z lokality VIDUV
v Estonsku, jeden jedinec z lokality HARMV, jejiz druhy studovany jedinec mé geneticky
pomérné vzdaleny haplotyp V2.

Pro druh C. varia byla vytvofena samostatna haplotypova mapa s 13 haplotypy, na niz byl
pouzit jiny barevny kéd oznacdujici geografickou oblast sbéru (Obr. 19). Stejné kdédovani je
pouzito na mapé zobrazujici rozmisténi jednotlivych haplotypti (Obr. 20). Pouze dva nejmensi
geografické celky obsahovaly jediny haplotyp, a to Srbsko (V5) (po jednom jedinci ze 2
lokalit) a Estonsko (V13) (2 jedinci zjediné lokality). Nejvétsi mnozstvi haplotypti bylo
odhaleno v hlavnim masivu Alp, a to 8 (V1, V2, V3, V4, V7, V9, V10, V11). Tato oblast je

ale zaroveil nejvétsim geografickym celkem s nejvétsim poctem lokalit (15).

Dominantni haplotyp V1 (37 jedincit) se vyskytl ve Ctyfech ze sedmi geografickych celkd, po
tiech oblastech maji haplotypy V2, V4, V9 a V10. Ve dvou zemépisnych celcich se vyskytly
haplotypy V3, V7 a V13, ostatni haplotypy byly unikétni pro jednotlivé geografické oblasti
(V5,V6,V8, V11 a V12).
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Obr. 17: Haplotypova sit’ chloroplastovych tsekii psbA-trnHOYS a psbK-trnS9CY viech
zpracovanych sekvenci (167 jedinci).
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Obr. 18: Rozmisteéni zjisténych haplotypti druhu Calamagrostis arundinacea.

34



1 sample

Ccz

DE

SK

Alpy
Alpy jih
Srbsko
Estonsko

V12

Obr. 19: Haplotypova sit’ chloroplastovych tsekti psbA-trnHOYS a psbK-trnSSCY druhu
Calamagrostis varia (97 jedinct).
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Obr. 20: Rozmisténi zjisténych haplotypt druhu Calamagrostis varia.
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6 Diskuze

6.1 Pritokova cytometrie

Analyza relativni velikosti genomu na pritokovém cytometru potvrdila tetraploidni uroven
druhu Calamagrostis varia uvadénou v literatute (Nygren, 1946; Strid & Franzen, 1981;
Krahulcova, 2003). Zaroven ukazala, ze je relativni velikost genomu vétsi nez u dalSich dvou
studovanych druht — C. arundinacea a C. epigejos. Tyto dva druhy byly v minulosti
oznacovany jako potencialni rodi¢ovské taxony druhu C. varia (Nygren, 1962). Tato hypotéza
ovSem byla vytvoifena na zdklad¢ umélého kiizeni druhii a pouze na morfologické podobnosti
vzniklého kfizence s divoce rostoucimi zastupci druhu C. varia. Tento jev se ukazuje i
v soucasnosti, kdy i pfirozené vznikli kiizenci druhl C. arundinacea a C. epigejos, oznaovani
jako C. xacutiflora, velmi napadné pfipominaji druh C. varia a dochézi tak k jejich astym
zaménam (Stech, in prep.). Velikost genomu je idealnim znakem k rozligeni homoploidnich
druht (Loureiro et al., 2010). MiZe se totiz dramaticky liSit i mezi blizce pfibuznymi druhy
(Bennett & Leitch, 2005), ve vétsin¢ piipadt je ale konzistentni v rdmci jedné evolucni
jednotky (Greilhuber 1998, 2005, Bennett et al. 2000, Murray 2005). Neékteré studie
cytometrickou analyzou velikosti genomu odhalily naptiklad hybridni jedince mezi dvéma
druhy rodu Elytrigia (Mahelka et al., 2005), dvé variety druhu Koeleria macrantha (Pecinka
et al., 2006) nebo kiizence mezi n¢kolika druhy sect. Batrachium rodu Ranunculus (Prancl et
al., 2018). V této studii zjisténa velikost genomu druhu C. varia nepodporuje hypotézu o jeho
hybridogennim ptvodu s rodicovskymi druhy C. arundinacea a C. epigejos. Jeho velikost
genomu je ve srovnani s témito potencialnimi rodiovskymi druhy vétsi. VEétsi velikost
genomu u taxonu vzniklého kiizenim dvou druhii s mensi relativni velikosti genomu neni

pfilis pravdépodobna.

DalSim zajimavym vysledkem je zjisténi nezvyklych hodnot velikosti genomu u rostlin na
Milesovce v Ceském stiedohoti. Uz pfi sbéru byly tyto rostliny morfologicky nezvyklé, jejich
morfologické analyza ale nebyla vzhledem k pokrocilé vegetadni sezoné mozna. Cast rostlin
vykazovala tetraploidni hodnoty, které ale byly niz$i neZ u rostlin bezpecné urcenych jako
C. varia, ale zaroven vys$i nez u rostlin C. arundinacea, které jsou morfologicky
nejpodobnéjsi. Jednou z hypotéz je hybridogenni ptiivod jedinct kiizenim pravé C. varia a
C. arundinacea, které tato cytometricka analyza odpovida. V analyze cpDNA byla lokalita na
MileSovce zastoupena dvéma jedinci. Jedinec, jehoz velikost genomu odpovidala tetraploidni

urovni, mél haplotyp V9, ktery byl jinak vyhradné zjistén u jedinct druhu C. varia. Druhy
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analyzovany jedinec mél haplotyp V2, ktery byl sdileny rostlinami druhtt C. varia a
C. arundinacea. 1 tento vysledek tedy odpovida hypotéze, ze by tetraploidni jedinci
s intermediarni velikosti genomu mohli vzniknout kfiZzenim téchto dvou druhti. Pro potvrzeni
hypotézy o rodicovskych druzich je potieba dalsi analyza, idedlné¢ sekvence biparentalné

dédeéné jaderné DNA.

DalSim zajimavym vysledkem cytometrickych analyz lokality na MileSovce byly rostliny,
u nichz analyza velikosti genomu odhalila hodnoty odpovidajici hexaploidni urovni. Tato
ploidni troveti je u titin s vyskytem na Gizemi Ceska znama jen u taxonu C. rivalis (Piherova,
2016). Tento druh ma ale velmi odlisné ekologické néaroky, jeho populace jsou znamy jen ze
Stérkovych néplavt feky Ohfe a stejného biotopu fek v némeckém Sasku. Jednou z moznosti
vzniku hexaploida je kiizeni jedincii rGznych ploidnich trovni. Pokud by byl jednim
z rodi¢ovskych taxonti druh C. varia, ktery je tetraploidni, nabizi se moznost oktoploidni
C. epigejos. Tento druh ale nebyl pfi sbéru hexaploidl na lokalité nalezen. Analyza cpDNA
ukazuje, ze jiz diive zminény osekvenovany hexaploidni jedinec mé haplotyp V2, ktery byl
zjistén u druhd C. varia a C. arundinacea. Oba druhy se v okoli lokality s nalezenymi
hexaploidnimi jedinci vyskytuji, oba jsou ale tetraploidni urovné. Moznym mechanismem
vzniku hexaploida by tedy byla hypotéza splynuti redukované (2x) a neredukované (4x)
gamety. Neredukovana gameta je nejcastéji vysledkem meiotického defektu (Brownfield &
Kohler, 2011). Tento defekt miize byt zplsoben vynechanim prvniho nebo druhého
meiotického déleni, morfologickou abnormalitou d¢liciho vieténka nebo narusenim
cytokineze (Bretagnolle & Thompson, 1995; Ramanna & Jacobsen, 2003). Mechanismus
vzniku hexaploidni urovné pomoci neredukované gamety byl prokdzan napt. v rdmci druht
Centaurea jacea (Koutecky et al., 2011) nebo Achillea borealis (Ramsey, 2006). Pro testovani
jakékoli z hypotéz vzniku zjisténé¢ho hexaploida bude potfeba analyza biparentdlné¢ dédéné

jaderné DNA.

Vznikly hexaploidni hybrid mize mit z divodu nerovnomérné zastoupenych chromozomu
dvou rodicovskych druhti problémy s parovanim chromozému pii meidze. To miize vést
k rozmnoZzovani pomoci apomixie, pfipadné vegetativnimu S§ifeni. Této teorii by mohla

odpovidat také velmi nizké variabilita ve velikosti genomu (3 %).

DalSim vysledkem je vysoka intraspecificka variabilita relativni velikosti genomu. VSechny
zjisténé tetraploidni skupiny (vcetné jediné lokality na MileSovce nejistého taxonomického

zafazeni) mély variabilitu v intervalu 13-19 %. V rdmci druhu C. arundinacea mély dve
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rostliny odlehlé hodnoty, po jejich vyfazeni z vypoctu je variabilita 9,5 %. V ramci méteni
C. varia, kde bylo témét 7x vice méfenych vzorkli bylo nalezeno 5 rostlin s odlehlymi
hodnotami, po jejichz vyfazeni byla variabilita 9,3 %. Podobnou strukturu meéla data v rdmci
tetraploidni C. epigejos, po vyfazeni dvou rostlin s odlehlymi hodnotami vychazi variabilita
9,6 %. Lokalita na MileSovce ma potencial vyskytu hybrida C. varia x C. arundinacea, tam

by se tedy vétsi variabilita dala vysvétlit timto mechanismem.

I pfi vyrazeni odlehlych hodnot méfeni byla zjiSténa vyssi variabilita nez u tetraploidniho
druhu C. canescens (7,05 %) a u tetraploidnich zastupcti skupiny C. purpurea agg. (4,67 %)
(Schaabova, 2015). Ne¢kolik dalSich ptikladd taxond z celedi Poaceae, které maji vysokou
intraspecifickou i vnitropopulacni variabilitu, jsou napt. druhy Festuca pallens, Hordeum
spontaneum a hybridi mezi druhy rodu Lolium. Potencialni faktory ovlivitujici tuto variabilitu

uvadi Smarda a Bure$ (2010).

6.2 Morfologicka analyza

Zjisténé hodnoty méfenych morfologickych znakti u druhG C. varia a C. arundinacea
odpovidaji udajim uvadénym v urcovaci literatuie (Conert, 1989; Fischer et al., 2008; Jager,
2017; Kaplan et al., 2019). Oba taxony se odd¢lily bez plynulych piechodi, jedinym ¢aste¢né
spornym jedincem byla rostlina s kddem Zbytka 4b, ktera se v ordina¢nim diagramu os 1 a 3
zobrazila mezi body oznacujicimi rostliny druhu C. arundinacea (Obr. 12). Méfeni tohoto
jedince vykazovala vyssi hodnoty znakti souvisejicich s celkovou velikosti klasku nez ostatni
rostliny C. varia, hodnoty znakii CHL, PAS a CHLPAS ale odpovidaly rozsahim hodnot
délka kalusovych chlupt, délka osiny a délka pastopecky. PfedevS§im prvni dva znaky lze
relativné spolehlivé pozorovat pomoci botanické lupy i v terénu, s jejich determinaci by tedy

nem¢ly byt problémy.

Pomérné prekvapivym vysledkem je morfologicka jednotnost druhu C. varia. 1 pies ziskani
vzorkl z lokalit reprezentujicich vétsi ¢ast aredlu druhu a méfeni jedinch i z izolovanych
lokalit na okrajich arealu a reliktnich typech stanovist nebyla objevena morfologicka struktura
v ramci druhu. Morfologicka jednotnost druhu byla zjiSténa jiz v mensi studii Pazko (2008),
kterd analyzovala rostliny z9 populaci v polské Casti aredlu. Primémé hodnoty znakt

odpovidaji nami zjiSténym hodnotdm.
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6.3 Molekularni metody

Opacnym vysledkem skoncily molekularni analyzy. Byla zjisténa relativné vysoké geneticka
variabilita na Grovni druhti, geografickych celkt i populaci. U druhu C. arundinacea bylo
zjisténo 10 haplotypt u 29 jedinct z 20 populaci, u C. varia 13 haplotypti u 97 jedinci ze 45
populaci. V praci Schaabové (2015) byly ve stejném alignmentu chloroplastovych usekt
(psbA-trnHCYS a psbK-trnSYCY) u 25 rostlin C. canescens objeveny pouze 4 haplotypy, u 80
rostlin C. purpurea agg. dokonce jen 2 haplotypy. V praci Dvotdkové et al. (2009) na druhu
Hordelymus europaeus bylo pfi analyze spole¢ného alignmentu tfi usekii cpDNA, z nichz
jeden se shodoval s touto praci (psbA-trnH%VY), objeveno 6 haplotypt u 51 rostlin ze 43
populaci. Dvé skupiny po dvou haplotypech pfitom byly rozdilné jen délkou poly-C useku,
tedy inzerci/deleci, které¢ v nasi praci nejsou z diivodu problémil s ur¢enim homologie délky

repetitivnich sekvenci do analyzy zahrnuty (Kelchner, 2000).

Velka variabilita spojena se sitovitou strukturou vztahli mezi haplotypy li§icimi se nejcastéji
o 1-2 substituce neumoziuje odhaleni genetické struktury v ramci arealu druhu C. varia. Ze
stejného diivodu nebylo mozné zjistit rozdily mezi jednotlivymi biotopy. Populace neziidka
obsahovaly jedince srozdilnymi haplotypy, v nékterych pifipadech navic geneticky
vzdalenymi. Takovym ptikladem jsou populace MURAV (haplotypy V1, V6 a V7), MARIV
(haplotypy V1, V2 a V11) nebo HARMV (haplotypy V2 a V13). Nekteré haplotypy se
objevily v populacich geograficky velmi vzdalenych, napt. haplotyp V13 v populaci VIDUV
a HARMYV, tedy v Estonsku a na Slovensku. Mala ¢ast haplotypti se objevila pouze v jediném

geografickém celku, vyjimkou nebylo ani roz§iteni ve tiech a vice geografickych celcich.

Sdileni né¢kterych haplotypi vSemi tfemi primdrn€ studovanymi druhy (C. varia,
C. arundinacea a C. epigejos) naznacuje jejich spolecnou historii. Nevylucuje tedy ani
hypotézu hybridogenniho ptvodu C. varia pravé s C. arundinacea a C. epigejos jako
rodicovskymi taxony. Pro potvrzeni této hypotézy je ale potieba rozsifit analyzu o dalsi
molekularni markery, idedlni by v tomto ptipadé byly useky jaderné DNA, kterd je na rozdil
od maternalné dédéné cpDNA dédéna biparentilné (Blattner, 2015). Casto vyuzivané tseky
ITS ale nejsou v pripad€ polyploidnich druhti vhodné, protoze odhaleni vSech ribotypi v rdmci
jednoho jedince komplikuje jejich vysoky pocet. Dal§im problémem useku ITS je fenomén
zvany concerted evolution, kdy mé jedinec tendenci homogenizovat zdédéné riznorodé kopie
na jedinou sekvenci (Alvarez & Wendel, 2003). Idealni pro analyzu jaderné DNA na druhové
urovni se ukazuji single-copy geny, na Celedi Poaceae jiz byl v n€kolika analyzach Gspésné
pouzit lokus topo6 (Blattner, 2015; Hochbach et al., 2015; Wolk et al., 2015).
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Geograficka struktura rozmisténi haplotypli dava prostor alespont volné interpretaci historie
roz$iteni druhu C. varia. Velka variabilita haplotypt v Alpach a Karpatech by odpovidala
teorii o refugiich v okrajovych ¢astech téchto pohoti v dobé maxima posledniho zalednéni
(Tribsch & Schonswetter, 2003; Mraz & Ronikier, 2016) a ploSnému vyskytu druhu v
soucasnosti. V dobé konce glacidlu a zacatku holocénu byly zfejmé podminky na mnohych
biotopech i v nizSich polohach stiedni Evropy blizké ekologickym narokim druhu, tedy
pfevazujici bazické plidy a oteviena stanovisté, pozdéji svétlé lesy (Chytry, 2012). Proto je
mozné, ze druh byl rozsifen predev§im v podhiii mezi horskym a kontinentdlnim ledovcem.
vapencovych oblasti vysSich pohofi a mimo né zustal druh jen na lokalitach s vhodnymi

podminkami. Po ustupu severského ledovce se druh rozsitil také do severni Evropy.

Této teorii by odpovidalo rozmisténi hned n¢kolika haplotypi. Dva nejcetnéjsi haplotypy se
vyskytuji v Alpach a Karpatech, V1 dominuje v Alpach, V2 dominuje v Karpatech, oba
haplotypy se ale vyskytuji v obou pohotich. Podobné rozmisténi jako haplotyp V2, tedy
vychodni ¢ast Alp a Karpaty, maji haplotypy V4, V7 a V10. V zépadni ¢asti Alp se objevuje
haplotyp V9, ktery je dominantni v oblasti Harzu v Némecku. Spolu s nim se na dvou ze tii
analyzovanych lokalit C. varia v Harzu objevuje i pro toto uzemi unikatni haplotyp V12.
Relativni geneticka jednotnost by mohla souviset se specifickymi ekologickymi podminkami
lokalit tvofenych sddrovcovymi skalami. Z hlediska variability je velmi zajimavé uzemi
Ceska, kde se setkavaji haplotypy z Alpsko-Karpatské &asti arealu (V1, V2, V10) spolu
s haplotypy ze severozapadni ¢asti Alp (V3, V9), z nichz jeden je i na izemi Harzu. Variabilita

na tizemi Ceska tedy spojuje haplotypy ze viech sousednich geografickych celkd.

Bez zajimavosti urCité nejsou ani haplotypy v odlehlych arelach vyskytu, v Estonsku byl
objeven haplotyp V13, ktery se vyskytuje jesté na jedné slovenské lokalité a je sdileny se
zastupci druhu C. epigejos. Jeho plivod je tedy velmi nejasny. Typickym vysledkem
fylogeografické studie evropského druhu se zdé byt unikatni haplotyp v Srbsku, které je jako
soucast Balkanu povazovano za jedno ze tii tradiéné rozliSovanych jihoevropskych refugii

(Taberlet et al., 1998).
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7 Z.aveér

U druhu Calamagrostis varia byla analyzovana morfologickd a genetickd variabilita.
Morfometrickd analyza neprokazala Zzadnou strukturu variability napfi¢ aredlem druhu.
Analyza relativni velikosti genomu potvrdila tetraploidni uroveit druhu. Relativni velikost
genomu je vétsi nez u dalSich tetraploidnich jedincti dvou studovanych druhti C. arundinacea
a C. epigejos. Byla objevena lokalita s jedinci hexaploidni urovné, u nichz je mozny vznik
splynutim redukované a neredukované gamety potencidlnich rodicd C. varia a C.

arundinacea. K potvrzeni této hypotézy jsou nutné analyzy usekl jaderné DNA.

Variabilita studovanych tsekl chloroplastové DNA byla relativné vysoké ve vSech vétsich
studovanych geografickych oblastech. Byly zjistény haplotypy sdilené s druhy C. arundinacea

a C. epigejos, coz odpovida diivéjsim hypotézam o jejich blizkych pribuzenskych vztazich.

Byla srovnéna variabilita v hlavni ¢4sti aredlu a odlehlych izolovanych arelach. Morfologicky
nebyly méfené rostliny ze vzdalenych lokalit odlisné. V nejvzdalenéjSich arelach byly
objeveny ziidka se vyskytujici haplotypy, v Harzu byla variabilita niz§i nez v Cesku, kde byla

variabilita zjiSténych haplotypti vysoka.

Nebyly nalezeny rozdily mezi rostlinami z odlisnych biotoptli. Jedinym néznakem odliseni
jednoho z typt stanovist’ je nizsi geneticka variabilita lokalit v Harzu, kde ptevazuji lokality
na sadrovci. Tento jev ale miiZze byt vysvétlen relativné malymi populacemi a jejich malou

geografickou vzdalenosti.

Studované znaky byly srovnany s druhem C. arundinacea. Morfologické analyza ukdzala, ze
kalusovych chlupti, délka osiny a délka pastopecky. Velikost genomu se mezi studovanymi
druhy lisi, na jedné lokalité ale intermediarni velikost genomu naznacuje moZznost jejich
hybridizace. Stejny vysledek ukazuje i analyza cpDNA, ve které oba studované druhy sdili
n¢kolik haplotypt.
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9 Ptilohy

Piiloha I

Charakter porostu na slatinné louce, lokalita M¢lnicka Vrutice (VRUTV).

v

© Milan Stech

~

© Milan Stech




Piiloha 11

Charakteristické cihlové zbarventi listi druhu C. varia na konci vegetacni sezony.

~

© Milan Stech



Piiloha 111

Lata druhu C. varia, kopinaté rozeviena pred dobou kvétu.

~

© Milan Stech

Klasek jedince druhu C. varia z herbafového materialu sebraného v dobé kvétu.

v

© Milan Stech




Ptiloha IV

Vybrané morfologické znaky méfené v programu QuickPHOTO CAMERA, vypreparovany
klasek pochazi z rostliny Niedersachswerfen—5, druh C. varia.
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Pfiloha VI

r

fazeni

Lokality druht C. varia, C. arundinacea, C. epigejos, C. brachytricha a nejistého taxonomického za

1000 A B|9)SOY PO Al WY #°€ BD UsWEe)| AYSUlUS NYdIA W UoeIg| J.9L°LL.LL 22| N.8Y'GY.9G .8¥| X VNINS esoeuipunie "9
110)0 :alweH 9ysujjdwaz ‘yawey] ASuluS ‘O)YSUano|S
91sgw oA |zeipeu po (AT Wy 6 eO W Yoelg| 3.20°6C .91 .52 N.80°¢CC.LE€ .SPY| X VNVAI esoeuipunie "9
0L-H 92IUjIS PO [ BABIQNOP HMSADjUBI{-OUBA| ‘Bullenn
9070 PO Z W 9| €9 A}S80 9¥o1sUN) ‘N eaoueQNT| 3,20°6C .91 G2 N.80°¢CC.LE S| X VNIV esoeuipunie "9
wa|oy Ayieys :einbepy ‘InjniesD eljeld ‘oysunwiny
19q0 A B|9)SOY PO S Wy 8°C BJ Bl09 ‘N yoL8lg .20V .Ly . ¥Z| N.9L 0V .EL .6V X | X VYOSV eaodeuipunie "9
BAOSBY| 910Y eu A1solod judals :alysaog ‘eullenn
alejesi\ njeaie (fenjo  eu "L BAOYOSlg| d.8G7LELE .8l N.G9'E€ L€ 67| X | X VVSIA esoeuipunie "9
gisinoxied po z w 00z sd| :alejesiA ‘Aphysag ‘oxsa) 19 N Yoalg
19Q0 A ‘N Yoelg 3.26°9L .LE€ .0 NuV99L.EV.CV| X | X VYHON eaodeuipunie "9
B|91SOY PO AN WY L‘Q B aI18I9) B| 9p neassiny eyojod
wjjopn peu yeas :uoyonj-ap-saisubeqg ‘souely
BXNO| eussoyau RRME 3..°CL .CS .8l N.€6L .¥C .8Y| X X VVILS esoeuipunie "9
BYUIA BAOYBAS (0UNS ‘AYOIA §HOIUABIS ‘ONSUBAOIS
. (wnuo) "d Mooy 3.0€ .LC .LL| Nu.66°CC .€S .6V X YMZIN esoeuipunie "9
S €69 A10% PO AP Wy G| BD QuIRIWs Juinyny A A}sad
m Juse| doyiid Ajeuaely :8o1UWOT HJuasar A4ZIN ‘03s8Q
S MnosaliN "L BAOYddlg| 3.¢v'0G9.9G .€L| N.99°0L .€€ .08 X V3TN esoeuipunie "9
g NUeAs " BU BABIQNOP B[}2AS ‘|JOYOPBJIS 9YS) ‘0¥sa) 19 "IN Yyoo1g
M 80(/0 NIJUSD A B[8)SOY PO [ WY G°G W3] 3.28°10.20 .61 N.9L0€ .2l .6V X VSZOd esoeuipunie "9
Vm B0 AjAoue| 91sizoyoha-eulelp A1leyD po 7z W Qg9 Bo
2| Nnoised noxolsun} NousQBUZ QUSISZ PEU 8S8| A UBAS
5 Juse| Anoouaden :eAOyOIa]| ‘eiie4 BlB\ ‘O)YSUBAO|S
m 1000 A e|9}s0¥ po Zf wy /9| ed wilnis W YoRdIg| JupS'8L LS .SL| NuSL'LY.€G .87 X X voda3 esoeuipunie "9
3 wAhropaT ) A)se0 Juss| n s jeusaT ‘JIApod ‘03s8)
2 890 po Z(S)Z W Yoelg| J.vS0L.0C.YL| N.6Z'SE .85 .8V X vNand esoeuipunie "9
.m 9zel/\ Nuagay NjoydiA A1o¥ po AP W 008 BD ‘A0XED
m -puqnQ 8d1ujis po r s :uqnq ‘Ayoa Juzil ‘oxsaY
@ A1exo| sidod |9jelaqs ey|ap ‘waz BYIs waz| o | 3 | 2 [Auedol poy ynig
g o|S|g
E AEE
& >12|2
g 3| &
E 5




80710 Np8JIs po Z Wi 9°| Bd noxeuz N UoeIg| Fulv've .99 .G N.9E€'8Y .8€ .6¥| X VYHMIO esoeuipunie "9
noxolsuN} nospow s 8031u|is Ud s ey ‘o3se)
90Q0 npaj}s ‘L eaoyoslg| 3.10°L€ .G .1C N.C8'¢C .¥€ .LG| X VYININMA esoeuipunie "9
PO AS Wy ' eo 1fjinig Ayowes n nynjod wayajq 1@ ‘N Yyo8ig
wAhaeisd peu yeas Auguss|ez :sbeiwiny| ‘oyssA1o
1040 A njsow po A 8210 N YoLIg 19| J.6L°92.¢€ 9L N.¥'€G0.€0.0S5| X VOM3AN esoeuipunie "9
9Y0oAIQ Yalq Ars) JoxeN ‘Ayos) Jupoyoha ‘oysad| A BAOQeeydS
1040 A €|9)S0Y ‘N Yyosig 38 3.v€°¢ .0C .Sl N.l2'G .6C .6Y| X vdaTInN esoeuipunie "9
PO [ W 0Z9 B0 exojod oydysulpely NYaiq WoAd) '\ BAOQERBYOS
BU NOXQIUlIS peu YeAs Ajeuss) :9is1ig opeliN ‘03sa)
1900 A NYWEZ PO Z Wy |L°¢ N Yo®lg gl J.ce Ly .€9.€L| N.CS'8L 9% .05 X VHHAIM eaoeulpunie "9
eo eyojod oyjugiuely yoyud Auuensoaeld sajd A)sao ‘A BAOgERYDS
aiels n gisiuaweld :so7 Ausery ‘Aloy ausniy] ‘oysan
89q0 PO AS W Q€ BO OMS|EY NYdIA ljedn Zp ‘Leroyoigl  J.bL've .SY vl N.LG9.0¥ .0G| X vianr esoeuipunie "9
BU BYPIIYAA eulnp :AOURIA ‘0¥sdijodsa) ‘Oyse) 18 "IN Yoelg
LIISBUOI\ Ejawns eislisey ‘W yoeig| 3.86°6C .6€ .6€ N.C'CC .l¥ .0F| X VaNNS esoeuipunie "9
po r Ayeas guaussjez :exde|\ ‘uozqgel] ‘oyoain]
UNYS}y 80(0 PO ASS ‘N yoL8lg 3.9C°1V .1 €Y NuG6'LG .SV .L¥| X vrdo4g eaoeulpunie "9
wy # B2 A1s80 9yo1sLN} N s9| LUNYsy ‘lwoliog ‘eiznig
83Q0 PO ZSZ Wy /'Z BJ 00S NPPIA lisIuljosel W YodIg| 3.99'910.50 .¢C| Nub¥ Lv L)L .8G| X vNAdiA esoeuipunie "9
3 A1S82 N S9| :NpIIA ‘BwBIERS AOJISO ‘0YSU0}ST
82q0 po ZSZ ‘N yoelg 3.€2°1€ .25 .6 N.92°0.€L -LG| X VYNvdd esoeuipunie "9
W Z°Z 0 Yd1a] 9|joH-nel4 3 AjQeuz oxoisun} n agey
NUDJA YBAS A\S :9POISNIOA ‘ONSUBSSH ‘OMOBWIN
1590 W Yoelg| 3.2€'¢S .2 .91 N.?7'G .€€ .61 X vS310 eaodeuipunie "9
A 9|dey po zS wy | eo eyojod oydysuasal] nyaiq
waA8| eu Ayiulis Juss| [enjo :801use|O N BJOYT ‘0Y4S8)
8070 pozZ uy ¢y ‘W yoeig| 3.88°8€0 .00 .£C N.9°6.0G .8¥| X YMMid esoeuipunie "9
B0 InYid Aoy nyeas AS eu As9| :eisiinose|g ‘eullenyn
10q0 A 8|dey po ZSS N yoslg 3.l2..€ ..l N.80°0C.€G .8¥%| X vvd0d esoeuipunie "9
wy g*| ed Ajuadep HdN Ayuadep ‘Aizelod ‘oyse)
Ajljexo| sidod |9jelaqs e)j|ap ‘waz BYIS "Wwaz| o 2 [Auedol poy ynig
m g
> 5|3
=

eyLjawoIow




AyAelsez jugluze|az po zrz "1 BAOYO®)S 3.81°2.92 .1 N.29'8 .0V .6%| X 3anyH solebide 9
w O£z eo A1sed [enjo :epop eqniH ‘ojonowo|0 ‘oysa) 19 '\ Yodig
Apeso po A w 0G| B0 AYQlujis ‘W yoeyg 19| 3.68°240 .60 o7L| N.606E V¥ .8 X 31SOH solebide 9
po 7 @isiusweld :e}JOYT BAOWIISOH ‘BABWNG ‘0%S8) ‘A eanogeeyos
1090 A B|8)S0Y PO ASS W 0E£Q O BYAO|PUI\ EX0}0d ‘W Yoeyg| 3.62°22.Sv o¥L| Nub¥ ¥L.0€ o6%| X 3SVH solebids "D
1opn A Anoj sueaopelbap :0AISe|H ‘o)sioge] ‘oysa)
8000 PO ZSS Wy /' BOD BOISISH JWSZN duIuRIYD ‘Wuyoeis e 3.92°26.92 .91 NuvZ¥Z .8Z .67 X 3/493H solebide 9
:AOYOLPaYG ‘BUIAOYDIA BYSABIOWONSD) ‘0%SdY ‘A eanogeeyos
8200 PO ZI Nnisow po 7S ‘Wyosis e 3.1296.9% .€L] N.9G 0L .22 .06| X 34900a solebide 9
W 0G B9 ‘®IY0 yaiq Ars| :@oygwoIqoq ‘HYyood ‘03sa) T eAoJayid
8070 ‘W yoeg 19| 3.69°92 67 oL | Nu6¥7'G20 .60 o LS| X ERREE] solebide "D
ifeno A eu npzalajd oylugluza|gz po w g/ B2 ap|NAl ‘' enolayld
Jabiaqialq Aja) yaiq Areid U3 ‘oyseS ‘0xMoBWIN
8090 po ArT "djiuyelg 3.2°22.0S .l¢ N.. V€ .0€ oL X 3493a solebide 9
wy €z eo eyased :dejeH ‘uadaigaq ‘oysiepep 19 ' Yodig
8070 PO ZS Wy 9°| €O ‘W yoeyg| 3.62°LG.£G.E€L| N.Z8'G) .9) .0G| X IVMID solebide "D
Mop AysueyiD e)NO| Buulels :A0YDljlg ‘UBqzQ ‘03s8Q
80qo0 ‘W yoeis e 3.6v°22.92.SL] N.2L'6€.22 .6¥7| X 31930 solebide 9
PO Al %8ULI) NYDIA NJOYIIA PO ASA W 09€ BD Aisao ‘A enogeeyos
1usa| [en0 :A0Y[OH ‘eUINOYDIA BYSABIOWOXSD) ‘0%SdY
1040 A NYQ8WEZ PO ALA ‘W yoeiS 18| 3.26'%50 .80 o¥7L| NuZl'¥¥ .82 0G| X IVNH4 solebide 9
W 002 B9 Y0 yalq Ars| :Auewig ‘lJyood ‘o3se) ‘T eaosayld
8070 PO ZSS Wy | B2 exojod oygysaoyoLpeg ‘N YoelS 18 Jub L2 9L N.¥ZLL .82 6% X 34a3g solebide 9
10PN :A0YJLPag ‘BUIAOYDIA BYSABIOWOYSDY ‘0XSBY ‘A eaogeeyos
89S we zun7 80qo| QO IoMyosyoed| J.81°G¥0 .70 .SL| N.Z82Z 8% ..V X 37190 solebide "D
po Al WY / "B @8s1aqQ walazal peu AYQIujIs Juss) “IN Yoels
feno :Adly 9xs|eisqgA ‘(oysnoyey [ujoQ) oysnoyey
eisiw| "D lomyosyoed| 3.60°0L .7} SL| N.Z9ES .9V LV X JIYVIN solebide 9
oyjuynod po z(S)Z wy z'9 ed ‘| /g 92Iu|is dA0N|0ds “IN yoeig
po r Ayseo Jusej [esyo :||ozeue ‘0xsifig ‘oxsnoyey
Ajljexo| sidod |9jelaqs e)j|ap ‘waz BYIs waz| o | 3 | 2 [Auedol poy ynig
2138
]
> S|3
o |5
S| o
Pl
Q




9070 PO A W QG BD ‘UBWSZ ‘W Uoeg[ 3.9€8€ .62 oFL| N.OO'GL.LE 67| X ENAEV solebide "D
dd A ejjughi fysosod jujesoy) 19011940404 ‘0S8
ejsaw Iflenjo 7S eu YYQ sa8ld nysow oyjugluza|ez EEETS 3.8°6.L€.EL| NuZ¥ Lt .61 0G| X 331vZ solaebide O
PO Al 061 B2 alyO yaiq >>N._Q ”omymN .OV_OQHNN ,Ov_wmu.,u
nAejsid po Ar Ayoojd jujelapni ipeIsS A ‘OMSPIAg ‘W Yoelg| 3.81°0L.0G.EL| N.SGL'2Z .62 .SG| X IVLISA solaebide O
B}SQU NIJU8D A NISOW PO ASS W OFZ D ‘W Uo9IS 18| 3.6%'820 .10 .€L| NuE¥'0E0 .70 o LS| X 3avM solebide "D
nedoyosz Aqa) yaiq AAg| :waypiep) ‘0)SeS ‘0MosaWaN T eAoIayld
89qo Ifenjo AS eu ‘W YodlS| 3.v20S 7L oEL| N.ZL'9G.0€ .SG| X ERENS solaebide O
aojue)s joediad n Ayoojd jujelapni ‘ejlepang ‘0)SpPaAg
90qO0 PO Zf W 08G o nedoydsz ‘W YodlS| 3.2¥L0.L0.EL| N.6'9€0.£0,LG| X JOHOS solebide "D
M8l yalq Aneud :Biaquoyog ‘oyseS ‘oyo8WaN 1@ ' eAolayld
80q0 po A ,Jyoenul3 inz, adeinejsal ‘Wuoeg|  3.62°6.87 .¢L| NulG'820.60 LS| X ANY3S solebide "D
n gisinoyied nyol A BN :Ylhuasg ‘0Yses ‘0M08WwaN 1@ [ enosayld
adlA0}8d Npoydsld oyjugiuely po AS W O/ ‘W UodIS 18|  3.8G°GZ .6G €I N.9Y L 6% .0G| X 3413d solaebide O
B0 ey0j0d OYydyoIn0I18d SAIU A AYNOJ ;801018 ‘oysa) A\ enogeeyos
90Q0 PO ZS W 006 €2 Zdjed exfjuqh EEESEE ERZ T N.8'2Z .9€ .6%| X 334vd solabide O
[e10 A :28S01d ‘BUIAOYDIA BYSABIOWOXSD) ‘0%SdY ‘A eaogeeyos
890 po " Wy 8°g ed A)sad [enjo ‘W yodls| 3.96°9S 91 €L N.E9'8G.2€ .0G| X JOAON sofebide O
:9]SIUIjoSEl 9)SWOPOAON ‘UullageN ‘Aloy ausniy ‘oysa)
100 A AY}eAOZUY PO ZSS W 076 EEESEE] EE N.89'¥ .S .0G| X IIMYN sofabide O
Ano| auenopelbap :AoiopeN ‘Auoy ausniy ‘oysa) ‘A enogeeyos
Aureipia|d Jupoa ‘W YoeIS 19| 3.69'2€0.00 .€L| N.¥9'€Z .6G .06 X 3LLIN solebide "D
n 9isinoyied po AS w Q0§ eo nedoyosz ‘I eAoJdyId
A8l yalq Aneld iepiempiy ‘0YSES ‘0MOBWIN
900 PO ZSS Wy G'| BO AOYYOEZ BYIUgA nyayq "1 eAroyodlg| 3,66°0€0.00 .GL| N.¥8'61 .02 0G| X aMavr solaebide O
eu Anoj| ¥81Aqz :eo1udyger Scomw Jjupajis ‘oysa) 19 "IN Yyoo1g
100 A B|9)S0Y PO S EERSRE 3.2°91 .8V .91 N.9'2S .G 67| X 3INLSH solaebide O
w 0Gg B9 A0CIYAS eyjugll nyalq Ar eu gisiusweld ‘A eAOgERUDS
:Auspnis JuioH ‘eunexioyed eyoinosnueH ‘0ysa)
Ajljexo| sidod |9jelaqs e)j|ap ‘waz BYIS "Wwaz| o 2 [Auedol poy ynig
) )
> s
w.

eyLjawoIow




Adenjs 9roouaden ‘W|eaasuaplip\ 13s80z0i ‘WeArouednT|  3,29°07 .G €L Nu¥8LL .2V oLY| X AQTIM euen "9
PO ASS W QEE :W|edasuap|Iip ‘@assnely ‘oysnoyey
e19zal po A W Q¢ O BI19)S J9juIsH sueH bia)sianaly "d Hos8inoy 3,95 8V .£) N.EE .2G oL¥| X ANVYL euen "9
K199 9x)onsuN] Wajoy As9| (uleisunel] ‘oysnoyey
9070 PO ZSZ WY |'¢ €D 00S NPIA ‘W UoeIg| 3.21°650 .70 .22| N.26'GY .2l .8S[ X [ X ANQIA euen "9
disiulasel [enjo ArQ :NpIA ‘Bwaleeg A0JSO ‘0YsSu0ls]
e|alg noyQli peu REDE] 3.7°€ .71 .02] Nul'LG .Gl .6Y| X X AL739 euen "9
ouadeA eu eysels) eipz ‘A1e] 9ysuelag ‘0}SUBAOIS
9070 po Z Wy €€°| "M eAopoAlop 3.£C.62.9] Nu.L'6E LV .SV X X AS3HO euen "9
B0 AgH,p 8)noy dolu|is [enfo :puejop-isal) ‘eoueld| “r1glery 7 w43
9070 po "M eropoalap 3.6°2S V€ .6 N.LE6Y.8€ 97| X X EEIN euen "9
wy 9| ed ¢ "2 dolulis [esx0 :|9)seoudyal] ‘oxsIedAAg| 1 I9leay 7 U3
wausweld e waxzeiqo ‘W erouednT|  3,64°GY .0G oEL| N.L0OL V¥ oL¥| X X | A3dd0 euen "9
wAhiens as Ayje)s n ‘ennuydauury eu ndnisAa Ld A1seo
[opod :easusy ‘@asunel] we aasuaqy ‘oysnoyey
(sqqiayos sanjo) 8ag we zung 82qo| O [lomydsyoed| 3.,81°G¥0 .70 .GL| N.Z8'2Z .8V ..L¥| X X | A¥3g0 euen "9
PO Al Wy / "ed 8as1aqQ walazal peu AYQlIujis 1UsS9| “IN Yoels
fenjo :Adly 9)s|eIsqgA ‘(odsnoyey jujoq) oysnoxey
elsiw| O lomyosyoed| 3J.60°0L &) G| Nu29'€S .9V .L¥| X X AIHVIN euen "9
oyjuinod po z(S)Z wy z'9 ©d ‘| /g 92Iu|iS dA0M4|0ds “IN yoeig
po 1 Ayseo Jussl [esyo :||ozeue\ ‘0xsifig ‘oxsnoyey
njun} oyjululis 13sn n wajsiroyied peu nyeas "d AfosInoy J.L¥ .S VL] Nu20'6S.SZ.97| X | X [ X AgIOT euen "9
eu s9| ‘(ssed|qi07) flagnl7 ojpas :9iz1] ‘O3SUIAOIS
nbulwpe|yos "d Ao8noy ERZAS AT N.9Z .S .L¥| X X |  AHOVA euen "9
PO AS Buissoy 8290 po AP W 0g. o [960xbuissoy
Aoy nyeas 7 eu a21ujIs N yeas AJaolns e 1ouaden
eu Joq AHpi :Bulwpeyos ‘uleisyoeq ‘oysnoyey
990G Joassney|y elazal REDE] 3.1€ LV €L Nu.G8'LSG .8€ .L¥| X X AV1TV euen "9
ifesyjo g ud 1puaden eu ‘eassne)y ‘Adly ‘oyshoyey
Ajljexo| sidod |9jelaqs e)j|ap ‘waz BYIs waz| o | 3 | 2 [Auedol poy ynig
2138
]
> 5|3
o |5
S|
e
Q




19q0 A B|81S0) PO AS WX Z°| N Uoelg| J.6¥°LL 8L 61| NulEPY0 .80 .6¥| X ANAVA eueA "9
B0 Q0UD AY|9A BU NOJS8D NOYOIISLN} peU AUI19AS
|Us9| :eAOQNQ BYSSEIEA ‘AUDIA 93SQ0UD ‘OY)SUBAO|S
800 npajis po ASA W 099 ed edllupez N UoeIg| J.6L°LE .SV .E€L| N.G9'LG.CC 9P| X ANTHL eueA "9
14 1lopn A esa| [enjo (ejual] ‘Ady 9¥s|nf ‘03sUINO|S
92qo ‘N yo8lg 3.9°6 .€C .61 N.8°¢G .€G .E¥| X A\R=AAN eueA "9
PO ALA W 09¢ B2 oiazal oysuinoez Apeiyasd nyaiq
od AQ1ujis J1usg| [ey0 :eo19sNIY] oqgie[Z JISIp ‘0YSqIS
8070 ‘L BAOYOSlg| 348060 .70 6L NuV¥' 1S .€L 61| X NSZOd euen "o
B13u8d po A(M)A WY ‘L 0 dl|oyIZpaj\ e|pes op )8 1@ ' Yyodlg
oyonslny 14d 9Ins ‘eAOURS)S ‘Blied Ble|\ ‘OYSUDAOIS
900 po Z W (/6 B0 019z8l ojsuinoez N yoslg 3.28°€ .¥C 6L N.VELY.LG.EV| X AVHVL euen "D
Apelya)d nyaiq od AQiujis 1usag| [eno eu A1sao
aoNsuN} [9pod 9ins :10izeT oqijez JsIp ‘0YSqS
9040 pO Al 88§ ‘L BAOYOBIG| .G LL €S 0L Null'lP.ll oLY| X ANgld euen "D
Jabingiq waiazal peu Ayjeys :Binqgid ‘[e1ziQ ‘oxsnoyey 19 "IN Yo9lg
neulageH 829o po Zrr Wy g ed ydegbbauagyiop N UBIg| F.G8°1G .99 .€L| N.99'9V .G¥ .LY| X ASINTVY eueA "9
eyojod nyaiq woaAaeld eu Asg| 9)19As :neulaqeH
‘lejwy wi neunus) ‘Adjy 94SnoyelouloH ‘oysnoyey
Aijeyo| sidod I9elqs BY|9p ‘Wz XS "Wez| o ) Ajljexo| poy yniqg
m g
> 5|3
=

eyLjawoIow




1000 A NYWEZ PO ZSS WY | D AYAOSa|IN N Yoelg| 3.8€°0G .9S €L N.€L°L.€€ 0G| X X [ dL3LecLIN XXX
NUBAS Z[ }SBY JUjOp :AOSI|I ‘1IOYOopalls 9)Sa) ‘0Xsa)
1000 A NYWEZ PO ZSS WY £G°| Bd AYAOSIJIN N Uoelg| 3.88°GY .95 .€L| N..8'0l .€€.09]| X X | X3IHSCO0LIN XXX
NUBAS Z[ }SBQ JUjOp :AOSIIN ‘1A0YOpalIs 9)Sa) ‘04sa)
d8uadeA Nupny T eisny 3.02 €€ .S€l N.6°8€ V€ .v¥| X aNva eyoujAyoeiq o
IAuyia A nwoj ziiqod A1s80 n ysiobaujeq ‘oysny
Ajljexo| sidod |9jelaqs e)j|ap ‘waz BYIs waz| o | 3 | 2 [Auedol poy ynig
1EIE]
o
> 5|3
o |5
=)
e
Q




