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1 Uvod

Pteridium aquilinum ssp. aquilinum sensu Der et al. (2009) je evropska subspecie hasivky
orli¢i v ramei Laurasijko-afrického cladu severni polokoule. Pati do ¢eledi Dennstaedtiaceae.
Pro sviij ekologicky vyznam a dopad se stal cely rod Pteridium hojné studovanym napiic
celym spektrem védeckych oborti.

Tato diplomova prace castecné¢ navazuje na bakalarskou praci Barbory Jondsové
(Jonasova 2015), kterda byla zaméfend predevSim na zjisténi ekologickych faktort
ovliviiujicich fertilitu hasivky orli¢i. Hasivka se totiz, na rozdil od vétSiny ostatnich kapradin,
které plodi viceméné kazdorocné, vyskytuje fertilni spiSe vzacné (JonaSova 2015). Protoze
zavislost fertility na vSech zkoumanych faktorech vysla neprtikazné€, byl pro tuto diplomovou
préaci vyrazné rozsifen dataset a byly sledovany dal$i z potencidlnich faktordi ovlivilyjicich
fertilitu hasivky orli¢i.

Béhem zpracovani vzorkli sbiranych v ramci bakaldiské prace B. JonaSové (JondSova
2015) byl v Ceské republice poprvé objeven triploidni cytotyp hasivky orli¢i. Hasivka se
vyskytuje ve tiech ploidiich, pficemz zakladni chromozomové ¢islo je x = 52 (Manton 1950).
Zakladni ploidni stupen je 2x, byly ale objeveny i rostliny tetraploidni (Jarret et al. 1968, Tan
et Thomson 1990) a vzacné i triploidni (Sheffield et al. 1993, Jonasova 2015).

ProtoZe primarnim cilem bakalaiské prace B. JonaSové bylo zjiSténi ekologickych faktorii
ovliviiujicich fertilitu hasivky orli¢i, byly analyzovany pouze ctyfi triploidni rostliny.
Smyslem této prace tedy bylo mimo jiné i rozsifit sampling a pokusit se ziskat co nejvetsi
podil triploidnich rostlin pro relevantni srovnani s rostlinami diploidnimi.

Pii bliz§im zkoumani fertilnich triploidnich rostlin bylo zjisténo B. JonaSovou velmi
vysoké procento vyvinutych vytrusi (vice nez 95%), coz je pro triploidni cytotyp velice
neobvyklé (Reichstein 1981, Otto et Whitton 2000). Kromé velkého mnozstvi vyvinutych
vytrusti byla napadné 1 jejich velikost v porovndni s vytrusy diploidnich rostlin. Z toho
divodu byly povazovany za neredukované vytrusy (tj. diplospory). Pro porovnani s jinymi
fertilnimi triploidnimi jedinci bylo opét potieba zajistit vétsi mnozstvi materialu a to bylo
dal§im z cili této prace.

ProtoZze je triploidni cytotyp hasivky orli¢i pomérné vzacny, neni dosud uspokojivé
popsan jeho vznik a Sifeni. Pro zjiSténi genetické variability triploidniho cytotypu v porovnani
s diploidnim byla v rdmci této prace provedena analyza mikrosatelitd. Smyslem této analyzy
bylo urcit, zda triploidni rostliny v naSem prostfedi vznikaji na danych lokalitach opakované

z pritomnych diploidd, nebo naopak vznikaji vzacné a §ifi se pak predev§im klonalné.



2 Cile prace

Na zaklad¢ vySe uvedenych skutecnosti byly pro tuto diplomovou praci vytyCeny

nasledujici cile.

1) Zpracovani rozsifeni hasivky orli¢i na uzemi Ceské republiky s vyuzZitim Skolitelem
revidovanych herbafovych polozek s rozliSenymi fertilnimi a sterilnimi sbéry (v ramci

projektu PLADIAS).

2) Zhodnoceni fertility populaci hasivky orli¢i na zakladé¢ dat z vlastnich sbérd, udaji

z vefejnych herbatfovych sbirek a dat bakalaiské prace Barbory JonaSové (JonaSova 2015).

3) Korelace vyskytu fertilnich populaci hasivky orli¢i s klimatickymi daty Ceského

hydrometeorologického ustavu.
4) Zjisteéni Cetnosti vyskytu jednotlivych cytotypti hasivky orlici.

5) Porovnani miry fertility diploidniho a triploidniho cytotypu hasivky orli¢i a zjisténi
vyskytu diplospor.

6) Analyza mikrosatelitd pro odhaleni struktury vybranych populaci a porovnani genetické

variability diploidniho a triploidniho cytotypu.



3 Metodika

3.1 Rozsiteni Pteridium aquilinum v CR

Pro zpracovani vyskytu hasivky orli¢i na tzemi Ceské republiky byla vyuZita data
z herbatovych dokladi z 32 herbarovych sbirek: BRNM, BRNU, CB, CESK, FMM, GM,
HR, CHOM, LIM, LIT, MJ MMI, MP, MZ, NJM, OL, OLM, OM]J, OP, OSM, PL, PR, PRC,
ROZ, SOB, SOKO, SUM, VM, VYM, ZMT (akronymy podle Thiers 2017), herb. L. Ekrt
a herb P. Zdvotak. Dale byly do tohoto datasetu zahrnuty i vlastni sbéry a sbéry Barbory
Jonasové potizené v ramci jeji bakalarské prace (Jonasova 2015). Kazda z polozek byla
georeferencovana za pouziti serveru Mapy.cz, u polozek jejichz popis to umoziioval byla téz
zaznamenana nadmotska vySka a expozice. VSechna ziskana data byla zahrnuta do databaze

PLADIAS (www.pladias.org).

3.2 Mira fertility Pteridium aquilinum

Pro zhodnoceni relativni miry fertilnich populaci v Ceské republice, byly vyuZity revidované
herbatové sbéry P aquilinum Skolitelem, které byly v dobé revize rozliSeny na sterilni
a fertilni. K t€émto idajiim byly zahrnuty vlastni sbéry a sbéry B. JonaSové (Jonasova 2015).
Rostlina na herbarové polozce byla povazovana za fertilni, pokud byly na okraji listu patrné
vytrusnice. Kritérium fertility populace nebylo podminéno ptfitomnosti vyvinutych vytrusnic
u vSech exemplaii dané populace, naopak zcela bézné bylo fertilni pouze mensi procento
rostlin. Pro pfesné stanoveni pfitomnosti nebo absence sporangii a vytrusii byly vSechny
rostliny prohlédnuty pod svételnym mikroskopem a bylo pocitano procento abortovanych
spor (SAI).

Po vytvofeni mapy s odliSenymi sterilnimi a fertilnimi vyskyty byly tyto udaje
korelovany s tiemi typy dat Ceského hydrometeorologického ustavu — primérnymi roénimi
teplotami, srdzkami a poctem mrazovych dnl v rozpéti let 1961-2000. Prikaznost byla
ovéfena t-testem. Dale byly vytvofeny histogramy cetnosti vyskytu fertilnich a sterilnich
populaci na riznych expozicich a v riznych nadmoiskych vyskach (byly vytvotfeny

kategorie po 100 vySkovych metrech).



3.3 Cetnost vyskytu jednotlivych cytotypli

Ploidie vSech rostliny z vlastnich sbéra byla zjisténa za pouziti pritokového cytometru Partec
PA II (Partec GmbH., Miinster, Germany). Z kazd¢é lokality bylo standardné¢ odebrano
10 vzorka (listti nebo jejich €asti) hasivky orli¢i v rozestupu 5-10 m ve vegetacnich sezoénach
2015 a 2016 (opakované sbéry n€kolika lokalit byly provedeny detailnéji, viz ptiloha 1).

Ptiprava vzorkli probéhla na zaklad¢ protokolu podle Dolezela et al. (2007). Pfiblizné
2 cm? listové tkané Preridium aquilinum bylo spoleéné s cca 0,25 cm? standardu (Vicia faba
,novec®, 2C=26,90 pg; DolezZel et al., 1992) homogenizovano Ziletkou v Otto I pufru
(0,1 M kyselina citrénova, 0,5% Tween-20). Kapalna slozka smési byla oddé€lena filtrem
s velikosti otvort 42 um a inkubovana po dobu péti minut pii pokojové teplote. Poté byla ke
vzorku ptidana barvici smés: Otto II pufr (0,4 M Na,HPO..12H,0), 2-merkaptoethanol
(findlni koncentrace 2 pLmL™) a fluorochrom DAPI (finalni koncentrace 4 pLmL™).
Nejméné po jedné minuté barveni vzorku byla zahdjena samotnd analyza pritokovym
cytometrem. Bylo méteno 1000-3000 jader.

Vzorky byly piipravovany vzdy z péti rostlin, pii nejednozna¢ném vysledku byl vzorek
rozdélen po jednotlivych rostlindch. Naprostd vétSina vzorkll byla méfena v Zivém stavu.
Pokusné byly provedeny analyzy pratokovym cytometrem i na vzorcich vysuSenych
silikagelem. V programu FloMax 2.6 (Partec GmbH, Miinster, Germany) byly odecteny

hodnoty relativni fluorescence 1123 rostlin hasivky orli¢i.

3.4 Velikosti prtiducht a spor

Velikost priduchti 1 spor byla méfena na svételném mikroskopu pii zvétSeni 1000x za pouziti
softwaru QuickPHOTO MICRO 3.1 (Promicra). Pro zjisténi velikosti priiduchti bylo
zkoumano deset rostlin kazdého cytotypu a na kazdé rostlin€ bylo zméteno 20 priducht.
Vysledky osmi diploidnich rostlin (lokality Pfimélkov, Tii Studné, Dolni Mésto, Rejckov,
Stary Kanclit, Kosky, Bynov — Jakule a Ostrov) a jedné triploidni rostliny (lokalita VI¢i
jezero) ziskané za pouziti stejné metodiky byly pievzaty od JondSové (JonaSova 2015).
Diploidni rostliny z vlastniho datasetu pochézi z lokalit ¢. 26 a 100, triploidi z lokalit ¢. 11,
26, 30, 32, 69, 79, 97 a 99 (viz ptiloha 1).

Z divodu nedostatku fertilnich triploidnich rostlin byly pfi méfeni velikosti spor
analyzovany jen Ctyfi triploidni rostliny (lokality ¢. 26 a 99, viz ptiloha 1). Diploidnich
rostlin bylo méfeno deset (lokality ¢. 11, 19, 21, 29, 52, 55, 93 a 104, viz ptiloha 1).



Na kazdé rostliné bylo méteno 20 spor. Vzhledem k vyskytu diplospor (u triploidnich
rostlin) s fadoveé vétsSimi rozmeéry, byla pro tyto diplospory vytvoiena samostatna kategorie
(nebyly tedy primérovany s haplosporami). K dalSim vypoctim v programu Statistica 13.0
(StatSoft, Inc.) byl pouzit pro kazdou rostlinu (v ptipad¢ diplospor kategorii) primér

z naméfenych hodnot.

3.5 Mira fertility jednotlivych cytotypt

Zhodnoceni fertility konkrétnich rostlin bylo provedeno na zikladé¢ porovnani miry
abortovanosti vytrust — SAI (Hornych et Ekrt 2017). Pro zhodnoceni SAI u diploida bylo
pouzito pét rostlin (lokality ¢. 11, 19, 21, 52, 93, viz ptiloha 1) a pro triploidy pouze jedina
rostlina (lokalita €. 26, viz ptiloha 1). Kviili nizkému poctu spor u triploida (vétSina spor jiz
byla vypadand) bylo pocitano 500 spor na rostlinu. Vysledky byly porovnany s hodnotami
zjisténymi B. JondSovou (2015).

Pro orientacni zjiSténi zivotaschopnosti spor byl proveden kultivacni experiment
s rostlinami obou cytotypii. Na kultivaéni agarové médium piipravené¢ podle Baslerové
a Dvotékové (Baslerova et Dvotdkova 1962) bylo pfeneseno v fadu stovek spor z jedné
diploidni rostliny a dvou triploidnich rostlin. Nékolik diplospor bylo téz vybrano selektivné

a kultivovano samostatné.

3.6 Geneticka struktura populaci

Pro zjisténi miry klonality, genetické diverzity a diferenciace populaci v populacich hasivky
orli¢i byla provedena analyza mikrosateliti. Osm markerti pro tuto metodu publikoval Chen
et al (2008). Data ziskana u vétSiny téchto markert se ale v nasledujici studii ukézala jako
neinterpretovatelnd, resp. nedostatecné variabilni (Zhou et al. 2014) a stejné tomu bylo
iu vzorkll sebranych v ramci této prace. Z toho divodu byly z prace Chen et al (2008)
pouzity pouze dva markery, a na zdklad¢ transkriptomovych dat z prace Der et al (2011) byly
pomoci programu Primer3 (Koressaar et al 2007, Untergasser et al 2012) navrzeny Jifim
Kosnarem primery na pét markert novych (viz tab I).

Celkem bylo analyzovano 237 vzorkli ze 17 populaci v 9 regionech. Populaci bylo
6 diploidnich, 8 smésnych a 3 triploidni. Celkem 118 vzorkl pochézi z diploidniho cytotypu,
119 vzorki z cytotypu triploidniho.



Tab. I: Zékladni charakteristiky molekularnich markeri pouzitych pro analyzu mikrosateliti
Pteridium aquilinum. Primery markerdt AC1, AG3, TGA7, TTC8 a TG12 navrhl J. KoSnar
(molekularni laboratoi PfF JU v C. Budg&jovicich), markery Ptl12cp a Pt04 byly pievzaty od
Chen et al. (2008). Pt12cp je chloroplastovy marker, ostatni markery jsou jaderné.

nazev sekvence primeri (5" — 3°) T, — teplota nasedani | fluorescencni | velikost (bp) | pocet motiv
markeru primeri (°C) znaceni lokust
F: GCTCAAAACACGGACACACA
AC R: GGGTGAAGGTATGGAAGAGG 37 vIC 307-321 7| (CAos

F: ATTGACGGCAGTAGCGGTAT
AG3 R: ATCGAAGACCCCATCTACCC 57 6-FAM 374-392 8 | (AG)oo

F: GATGAGGACGGTCTCTTTGC
TGAT IR CTGATCATCGGAGCAGCTTA 37 PET 167-191 9 | (TGA)u2

F: CGGCTTGAACACCTCCATAA
TTC8 | R. CAGTGCCCATACCTTACCAA 37 PET 297-312 6 | (TTO)2-17

F: ATGAGCGAGCAGAAGCTAGG
TGz R TGCTGCAGAGTGTGTCTAGAGTG >7 vic 191-212 12| (TG)iz-4

F: TGGTGAAGTTGTGATGCCTAC
P2ep | R TATCGGTGGAAAGAAAGAGTG >7 NED 379-389 3 (AD)is-21

F: ATCAAGCCAAGGTCAC
P04 R: AACCCATGATTGCTAAT 48 6-FAM 231-233 2| (CAN4ts

celkem 47

DNA vzorku byla izolovana pomoci komer¢niho kitu NucleoSpin® Plant IT (Macherey-Nagel
GmbH, Germany) a izolaty byly nafedény 1:20 sterilni vodou. PCR amplifikace byla
provedena podle Schuelke (2000) ve smési obsahujici 0,15 upl sterilni vody, 0,6 pl
fluorescenéné zna¢ené¢ho M13 forward primeru (2,5 pmol/pl), 0,15 pl specifického forward
primeru - ,tailed* (2,5 pmol/ul), 0,6 ul specifického primeru (2,5 pmol/pl), 2,5 ul 2x Plain
PP Master Mixu (Top-Bio) a 1 pl izolované DNA. PCR reakce probihala v termocyclerech
TC-XP Bioerg a Biometra T3000. PCR produkty dan¢ho vzorku byly smichany (u slabSich
amplifikaci bylo pouzito vétsi mnozstvi produktu) a vyslednd smés byla poslana na
fragmentacni analyzu firm¢ SEQme.

Vysledky fragmenta¢ni analyzy byly vyhodnocovany v programu GeneMarker 1.8
(SoftGenetics, LLC.). Z divodu analyzy polyploidnich vzorkii a nekonzistentniho poctu
lokusti obou ploidii (az ¢tyfi lokusy u diploidl a az pét lokusii u triploidi) mohla byt data
odecitana pouze jako dominantni. Zakladni charakteristiky datasetu jako podil polymorfnich
lokusti, pocet genotypt, genotypova diverzita atd. byly vypoc€itdny s vyuzitim programu
GenoType/GenoDive 1.2 (Meirmans et van Tiender 2004) a FAMD 1.2 (Schliiter et Harris
2006). Pro potieby této prace jsou porovnany vysledky Stepwise mutation modelu
vypocitaného v programu GenoType 1.2 (Meirmans et van Tiender 2004) s hodnotou
thresholdu 0 a 4. Threshold 4 byl vybran proto, ze daval v mife klonality nejshodné&jsi
vysledky s ostatnimi vypocty. Missing data byla v zdkladnim nastaveni programu nahrazena

primérnou hodnotou daného markeru (jiné operace s missing data, jako jejich vyfazeni



z vypoctu ¢i nahrazeni za urCity po¢et mutacnich zmén, vedly k nesmyslnym vysledkiim).
AMOVA byla vypocitana v programu FAMD 1.2 (Schliiter et Harris 2006). Neighbour-
network byla vytvofena za pouziti simple-matching koeficientu v programu SplitsTree4
V4.14.4 (Huson et Bryant 2006). PCoA vypocitana také za pouziti simple-matching
koeficientu byla provedena v programu Canoco 5.00 (ter Braak et Smilauer 2012). K tpravé
formatd vstupnich dat byl pouzit AFLPdat package (Ehrich 2006) v programu R 3.2.4

(www.R-project.org).



4 Vysledky

4.1 Rozsifeni Pteridium aquilinum v CR

Na zaklad¢ revize (L. Ekrt) 32 herbarovych sbirek bylo ziskano 1001 udaji k vyskytu
a fertilité hasivky orli¢i v Ceské republice (viz tab. IT). Tento dataset byl doplnén vlastnimi
daty autora této prace (viz ptiloha 1) a udaji z diplomové prace B. JonaSové (JonaSova
2015). Celkové rozsifeni druhu (obr. 1) bylo pro uplnost doplnéno o relevantni
literarni/databazové tidaje obsazené v databazi PLADIAS (provedl L. Ekrt).

Obr. 1 ukazuje rozsifeni hasivky orli¢i na izemi CR. Ta je vazana piedeviim na stfedni
a vy$§i polohy. Nejhojnéjsi je hasivka v jiznich Cechach a zapadni Moravé, dale pak ve
vychodnich Cechach a vychodni ¢&asti severnich Cech a také v §ir§i oblasti
Moravskoslezskych Beskyd. Naopak zcela chybi v oblastech termofytika a jen fidce se
vyskytuje na tzemi Krusnych hor, Plzenské pahorkatiny, Stfedoceské pahorkatiny

a Hornomoravského uvalu. Samoziejmé je nutné brat v tivahu i moznou absenci udajt,

ptestoze hasivka v dané oblasti roste.
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Pteridium aquilinum

Obr. 1: Mapa rozsiteni hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum) na tizemi CR vytvofena na
zakladé udaji z vefejnych herbafovych sbirek, vlastnich udaji a s doplnénim
literarnich/databdzovych udaji pfitomnych v databazi Pladias. Piipravili: L. Ekrt
& J. Podrouzek (nepublikovano). Ze systému databdze Pladias vygeneroval Z. Kaplan.



4.2 Mira fertility Pteridium aquilinum

Ke stanoveni miry fertility hasivky orli¢i byla vyuzita vlastni data, data Jonasové (2015)
a Skolitelem revidované udaje vetejnych herbafovych sbirek. Konkrétni vycet fertilnich
sbérii s porovndnim se sbéry sterilnimi je uveden v tab. II. Nejvetsi ¢ast fertilnich sbért
pfipadd na herbafové sbirky JihoCeského muzea (CB), botanického oddéleni Narodniho
muzea (PR) a herbare Katedry botaniky Univerzity Karlovy (PRC). Z celkového poc¢tu 1001
udaja je 153 fertilnich.

Tab. II: Ptehled revidovanych herbafovych sbirek s podilem revidovanych fertilnich
a sterilnich polozek Pteridium aquilinum (akronymy podle Thiers 2017).

zkratka herbare instituce mésto sterilni poloZky fertilni poloZky
BRNM Moravské zemské muzeum Brno 60 11
BRNU Masarykova univerzita Brno 82 9
CB Jiho¢eské muzeum Ceské Budgjovice 31 24
CESK Muzeum TéSinska Cesky Tésin 11 1
FMM Muzeum Beskyd Frydek-Mistek 42 2
GM Muzeum jihovychodni Moravy Zlin - Jaroslavice 19 1
HR Muzeum vychodnich Cech Hradec Kralové 11 0
CHOM Okresni muzeum Chomutov Chomutov 2 1
LIM Severo¢eské muzeum Liberec 2 0
LIT Okresni vlastivédné muzeum Litoméfice 16 7
MJ Muzeum Vyso¢iny Jihlava 22 6
MMI Regionalni muzeum Mikulov 7 0
MP Vychodoceské muzeum Pardubice 38 5
Mz Jihomoravské muzeum Znojmo 2 1
NIM Okr. vlastivédné muzeum v N. Ji¢iné Ptibor 10 1
OL Univerzita Palackého Olomouc 21 0
OLM Vlastivédné muzeum Olomouc 29 4
OoMJ Okresni muzeum a galerie Jicin 5 0
OoP Slezské zemské muzeum Opava 33 3
OSM Ostravské muzeum Ostrava 15 2
PL Zapadoceské muzeum Plzen 23 3
PR Narodni muzeum, botanické oddéleni Praha 45 38
PRC Karlova univerzita Praha 27 21
ROZ Stiedoceské muzeum Roztoky u Prahy 22 2
SOB Husitské muzeum Tabor Sobéslav 12 0
SOKO Okresni muzeum a knihovna Sokolov 7 0
SUM Okresni vlastivédné muzeum Sumperk 1 0
VM Okresni vlastivédné muzeum Vsetin Valasské Mezifici 6 1
VYM Muzeum Vyskovska Vyskov 3 0
ZMT Muzeum Vyso¢iny Tiebid 1 2
herb. Libor Eket | e s 30 8
herb P. Zdvotak | e 1 0

848 153

celkem
1001




Fertilita hasivky orli¢i byla vyjadfena jako procento fertilnich populaci/rostlin ze vSech
zjisténych zdroji — herbare, vlastni udaje, udaje Jonasova 2015 (tab. III). Procento fertility
herbafovych dokladii je niz$i nez procento fertility vlastnich sbérii a sbérii JondSove.
Divodem je cilené vyhleddvani fertilnich exemplaii pro potfeby této prace a prace

B. Jonasové (2015).

Tab. III: Prehled sterilnich a fertilnich populaci/rostlin Pteridium aquilinum z jednotlivych
pouzitych zdroja dat.

puvod udaji sterilni populace/rostliny | fertilni populace/rostliny | procento fertility
herbare 848 153 15,3%
sbéry B. Jonasové 36 12 25,0%
vlastni sbéry 76 22 22,4%
960 187
celkem 16,3%
1147

Vyskyt fertilnich a sterilnich rostlin zjiSténych z herbait a vlastnich sbérti byl promitnut
podle geografickych soufadnic na mapu Ceské republiky (Obr. 2.). Vyskyt fertilnich rostlin
je na uzemi CR rovnomérny, v n&kterych regionech je jejich koncentrace vyssi (napiiklad
oblast Ceského Svycarska, jizni Cechy nebo Beskydy), v nékterych oblastech naopak zase

nizsi (Ttebonsko). Z celkového pohledu se zdé, Ze v rozlozeni patrn€ neni zadny jasny trend.

@ fertilni
A sterilni

Obr. 2: Mapa vyskytu fertilnich a sterilnich rostlin hasivky orli¢i (Preridium aquilinum)
v Ceské republice s pouzitim vlastnich dat, dat Jonasové (2015) a dat z revize herbarovych
sbirek (viz tab. II, ptiloha 1).
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Dale byly za pouziti GIS na tuto mapu promitnuty klimatické vrstvy hodnot teplot, srazek
amrazovych dnd ziskané z Ceského hydrometeorologického ustavu odpovidajicich
pramérnym teplotam, srazkam a po¢tu mrazovych dnti zaznamenanych mezi lety 1961-2000
(obr. 3-5). Korelace fertility s témito daty byla testovana t-testem.

Pro primérné roc¢ni teploty (obr. 3) vysel test na 95% hladin€¢ vyznamnosti nepriikazné

s dosazenou hladinou vyznamnosti p = 0,857, s hodnotou testového kritéria t = -0,180 a to

pti 1106 stupnich volnosti.

Pteridium aquilinum
teploty

@ fertile
A sterile
GRIDCODE

<2°C
2-3°C
3-4°C
4-5°C

5-6°C
6-7°C
7-8°C
8-9°C

,/,

5 ) n . A

W\

#*ﬁ‘; é j : 7
\.

100
C  Kilometers

2)

Obr. 3: Rozlozeni fertilnich a sterilnich sbérti na mapé CR s podkladem teplotnich vrstev.
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Pro primérné rocni srazky (obr. 4) vySel test rovnéz neprikazné s dosazenou hladinou

vyznamnosti p = 0,696, s hodnotou t = 0,391 také pii 1106 stupnich volnosti.

srazky

@ fertile

A sterile
IGRIDCODE
415-450 mm
450-500 mm

500-550 mm
550-600 mm
600-650 mm
650-700 mm
700-800 mm
800-900 mm
900-1000 mm
1000-1200 mm

- 1200-1500 mm

40
N [ IKilometers

Obr. 4: RozloZeni fertilnich a sterilnich sbérii na mapé CR s podkladem srazkovych vrstev.

Pro mrazové dny (obr. 5) vysSel test opét nepriikazné s hladinou vyznamnosti p = 0,137,

hodnotou kritéria t = -1,487 pii 1106 stupnich volnosti.

Pteridium aquilinum|

mrazové dny

@ fertile

A sterile
GRIDCODE

67-80 dnit

80-100 dnit
100-120 dnii
120-140 dnii
140-160 dnit
160-180 dnit
180-200 dndt
200-231 dnit

40
N [ IKilometers

Obr. 5: RozloZeni fertilnich a sterilnich sbérti na mapé CR s podkladem vrstev mrazovych dnd.
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Pro zjisténi, zda fertilita populaci miize zaviset na expozici lokality nebo nadmotské vysce, byly

vytvoreny histogramy cetnosti obou charakteristik jak u fertilnich, tak u sterilnich populaci. Pocet

populaci vyuZitych pro grafické zndzorméni vychazi z pfesnosti popisu lokality herbarovych

udaju. Expozici bylo mozné odecist v mensim procentu piipadl nez nadmotskou vysku.

Prvni graf (obr. 6) ukazuje procentudlni zastoupeni pro fertilni (77 lokalit) a sterilni

(252 lokalit) sbéry podle jednotlivych expozic.

Procento shér(

20
@ Sterilni
W Fertilni
15
10
| ﬂ
0
S N \% I\ J Jz V4 SZ rovina

Expozice

Obr. 6: Procentualni zastoupeni fertilnich a sterilnich sbérti podle expozice lokality.

V orientaci lokalit na rizné svétové strany nelze u sterilnich populaci najit Zadny konkrétni trend.

Fertilni rostliny byly ¢astéji zaznamenany na vychodnich a jiznich svazich. Charakter rozmisténi

je ale v obou ptipadech podobny, zavislost fertility na expozici tedy nelze predpokladat.

Dalsi graf (obr. 7) znadzornuje cetnost vyskytu fertilnich (122 lokalit) a sterilnich

(589 lokalit) sbérti v riznych nadmotskych vyskach.
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Obr. 7: Procentualni zastoupeni fertilnich a sterilnich sbérii podle nadmotské vysky lokality.
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Rozdéleni cetnosti u obou typl sbérii ma identicky trend s nejcastéj$im vyskytem okolo
500 m n. m. Jedna se tedy také o charakteristiku nezavislou na fertilité.

Z celkového poctu 1147 udaji o vyskytu hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum) bylo
stanoveno procento fertility na 16,3%. Nebyla zjiSténa korelace fertility s Zadnym ze
zkoumanych faktori (primérna ro¢ni teplota, primérné rocni srazky, prumérny pocet

mrazovych dni za rok, expozice lokality, nadmoiska vyska lokality).

4.3 Cetnost vyskytu jednotlivych cytotypt

Z celkového poétu 98 analyzovanych lokalit (viz piiloha 1) pochazi 66 z uzemi Ceské
republiky a 32 je zahrani¢nich (jmenovit¢ Rakousko, Némecko, Chorvatsko, Francie,
Portugalsko, Dansko, Norsko a Svédsko). Na nasledujici map& (obr. 9) jsou barevné
rozliSeny populace diploidni (modfe), smésné (oranzove) a triploidni (Cerveng). V mapé€ jsou
zahrnuté 1 tidaje B. JonaSové (2015), konkrétné jde o 44 populaci diploidnich, 1 smésnou
a 3 triploidni. Vyskyt smésnych a triploidnich populaci v obou zminénych datasetech je
z geografického pohledu nahodny.

Obr. 8: Mapa rozmisténi analyzovanych populaci hasivky orli
potizenych pro ucely této prace.
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Z té&chto 98 lokalit byl pritokovou cytometrii odhadnut stupeni ploidie 1123 rostlin hasivky
orli¢i. Diploidnich rostlin bylo 86,3%, triploidnich 13,7% (relativni velikosti genomu

viz tab. 1V, ptiklad histogramu analyzy smésného vzorku 2x a 3x obr. 8).

Tab. IV: Odhadnuti stupné ploidie pomoci prutokové cytometrie u 240 vzorkl Pteridium
aquilinum.

ploidie | pocet vzorki primér poméri relativni min. max. SD
fluorescence vzorek/standard
2x 200 0,418 0,383 0,440 0,012
3x 40 0,616 0,601 0,650 0,024
120 4
standard
80
5 2x
=
&
2
Q
2 3x
40 -
0 4 PP PRI Y e
0 200 400

relativni fluorescence

Obr. 9: Analyza smésného vzorku diploidni a triploidni rostliny na pratokovém cytometru.
Pfi nastaveni peaku standardu (Vicia faba ,Inovec®, 2C=26,90 pg; Dolezel et al., 1992) na
hodnotu relativni fluorescence 300 se diploidni vzorky zobrazuji na hodnoté cca 125
a triploidni vzorky pfiblizné na 190.

Vysledky méteni z pohledu populaci shrnuje tab. V. Pfevazna vétSina populaci je tvoiena

pouze diploidnimi rostlinami, smésnych populaci bylo detekovano osm a Cisté triploidni

pouze tfi.

Tab. V: Zastoupeni ploidii v datasetu vlastnich sbért z 98 lokalit.

ploidie populace |pocet populaci |procento populaci
2x 87 88,78%
smesna 8 8,16%
3x 3 3,06%
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Porovnani vysledkli pro oba cytotypy bylo znazornéno diagramem Box and whisker plot
(obr. 10). Pomér relativni fluorescence diploidnich vzorki se pohybuje mezi hodnotami 0,383—
0,440, u triploidnich rostlin bylo zjiSténo rozmezi 0,601 — 0,650 (viz tab. IV). Vysledky
ziskané méefenim vzorka vysusenych silikagelem mély vyrazn€ nizsi hodnoty a nebyly proto
zahrnuty do soubornych dat spole¢né s rostlinami, které byly analyzovany zivé. V ptipadé

vzorkll analyzovanych ze silikagelu bylo 5 diploidnich a 11 triploidnich rostlin.
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0,65 |

0,60 | %I
0,55 |
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045 |
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o Median
I [25%-75%
0,40 T Rozsah neodleh.
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* Extrémy
0,35 : '
2% 3X
Ploidie

Obr. 10: Pomér relativni fluorescence diploidnich a triploidnich vzorkd ke standardu
(Vicia faba ,,Jnovec*, 2C=26,90 pg; Dolezel et al., 1992).

Prikaznost rozdilnosti poméra relativni fluorescence vzorku ke standardu u obou ploidii
byla potvrzena t-testem na 95% hladiné vyznamnosti s dosaZenou hladinou vyznamnosti

p < 0,001 a hodnotou testového kritéria t = -106,230 pii 244 stupnich volnosti.

4.4 Velikost praduchi a spor

ZvySovani stupné ploidie je spjato se zvétSovanim bunék organismu (Barrington et al. 1986).
Obecné se proto primémé velikosti priduchti, u vytrusnych rostlin téZ spor, vyuzivaji pro
determinaci riznych cytotypt (Beck et al. 2010). Pro potieby morfologického odliSeni cytotypti
byla primérna velikost praducht zjisténa u deseti rostlin obou cytotypi a primérna velikost

spor u deseti diploidnich a Ctyt triploidnich rostlin (z ptfi¢iny nedostatku fertilnich triploida).
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Porovnani primemé velikosti priduchii diploidt a triploidi ukazuje nasledujici Box and whisker plot
(obr. 11). Rozmezi namétenych hodnot je u diploida 21,3 — 24,5 um, u triploidt 29,3 — 36,5 um.
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Obr. 11: Primérnd velikost priducht rostlin diploidniho a triploidniho cytotypu
(kombinovana data autora této prace a JonaSové (2015).

Potvrzeni rozdilnosti primérnych velikosti praduchi diploidnich a triploidnich rostlin
dokladaji vysledky t-testu pii 95% hladin€ vyznamnosti s dosazenou hladinou vyznamnosti
p < 0,000 a hodnotou t =-11,266 pii 18 stupnich volnosti.

Stejnymi metodami byly zpracovany pramérné hodnoty velikosti spor rostlin obou
ploidii. Primérna velikost spor diploidnich rostlin se pohybuje mezi 27,2 — 31,9 um, spory
triploidnich rostlin vykazuji rozpéti 32,2 — 34,9 um. Specidlni kategorii v diagramu Box and
whisker plot jsou diplospory ptivodem z triploidnich rostlin s primérnou velikosti 61,5 pm
(rozmezi 52 — 80 um).
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Obr. 12: Primérna velikost vytrusi rostlin diploidniho a triploidniho cytotypu.
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T-testem zde byla testovana rozdilnost v primérné velikosti ,,normalnich® spor obou
cytotypt (diplospory pro svou vyraznou odliSnost nebyly do testu zahrnuty, jejich odlisnost
je zjevna). Na 95% hladin€¢ vyznamnosti s dosazenou hodnotou p = 0,006 a hodnotou
testového kritéria t = -3,306 pii 12 stupnich volnosti byla vy$§i primérnd velikost spor

triploidnich rostlin potvrzena.

4.5 Mira fertility jednotlivych cytotypl

Samotnd tvorba vytrusnic a vytrusit neni je§t¢ zarukou redlné moZnosti sexudlniho
rozmnozovani. Smérodatnym faktorem je zde vyvinutost/abortovanost vytrusi vyjadiena
jako procento abortovanych vytrusiti neboli spore abortion index — SAI (Hornych et Ekrt
2017). U lichych ploidii byva tento index fadove vyssi nez u ploidii sudych, mize se blizit az
100% (Otto et Whitton 2000). Vysoké hodnoty SAI tedy byly pfedpokladany 1 u triploidni
hasivky orli¢i. Porovnani vzhledu vyvinuté a abortované spory diploidni hasivky orli¢i pfi

zvétseni 1000x pod svételnym mikroskopem ukazuje obr. 13.

20 pm
i

Obr. 13: Ukazka vyvinutého a abortovaného vytrusu hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum).
Tab. VI obsahuje udaje o procentudlnim zastoupeni fertilnich rostlin obou cytotypl

Pteridium aquilinum v ramci sbérii provedenych pro ucely této prace. Procento fertilnich

triploidnich rostlin je znateln€ nizsi nez procento fertilnich diploidnich rostlin.

Tab. VI: Mnozstvi fertilnich rostlin hasivky orli¢i v datasetu vlastnich sbért autora této prace.

ploidie sterilni rostliny | fertilni rostliny | procento fertility
2x 874 95 9,80%
3x 149 5 3,25%
1023 100
celkem 8,90%
1123
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Vysledky vypoctu spore abortion index pro pét diploidnich a jednu triploidni rostlinu
(lokalita €. 26, viz ptiloha 1) v porovnani s vysledky B. Jonasové (2015) ukazuje graf na
obr. 14. Rozmezi hodnot vSech diploidnich vzorkt je 1,3 — 9,6%, triploidni vzorky se

zasadné 1isi hodnotami 4,9% a 44,2%.
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Obr. 14: Porovnani hodnot SAI z prace Jonasové (2015) a z vlastnich vysledk.

Vypoctem SAI u péti diploidnich rostlin bylo potvrzeno, Ze 1ze data navz4jem porovnavat.
Velmi zajimavy vysledek poskytlo uréeni SAI u triploidnich rostlin. Zatimco triploid z méteni
B. JondSové se hodnotou SAI nelisi od rostlin diploidnich, triploidni vzorek z vlastniho
meéteni vykazuje hodnotu SAI daleko vyssi. Rozdil je pravdépodobné zptisoben piitomnosti
triletnich spor u jedné a monoletnich spor u druhé rostliny (viz sekce Diskuze).

Béhem kultiva¢niho experimentu byl zjistén vyrazny rozdil v kli¢ivosti spor diploidnich
(cca 75%) a triploidnich rostlin (cca 10 %). Zatimco spory z diploidniho vzorku klicily
v naprosté vétsing piipadu, spory triploidni hasivky z této prace (lokalita ¢. 26, viz piiloha 1)
kli¢ily jen v fadu jednotek piipadii (obr. 15) a spory triploida B. JonaSové (lokalita VI¢i
jezero, JondSova 2015) meély klic¢ivost dokonce nulovou. Selektivné vybrané diplospory

z triploidnich rostlin také neklicily.

Obr. 15: Gametofyty vzniklé ze spor diploidni (leva ¢ast obrazku) a triploidni rostliny
(prava ¢ast obrazku) hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum).

19



Vzrostlé gametofyty diploidniho ptivodu daly po urCitém case vzniknout sporofytim.
Gametofyty z triploidni rostliny tvofily plné vyvinutd gametangia (viz obr. 16) a zhruba po
dvojnasobné dobé z nich také vyrostly sporofyty. Tyto sporofyty zatim nedosahly dostatecné

velikosti, aby mohly byt proméfeny na priitokovém cytometru.

Obr. 16: Sporofyty vyvijejici se z gametofyti vzniklych z vytrust diploida (leva Cést
obrazku) a gametofyt tvorici gametangia vznikly ze spory triploida (prava ¢ast obrazku).

4.6 Geneticka struktura populaci

Pro analyzu mikrosateliti bylo vybrano Sest diploidnich, osm smésnych a tfi triploidni
populace. Celkovy pocet zkoumanych rostlin je 237. Pomér analyzovanych diploidnich
a triploidnich rostlin je vyrovnany, a to v poméru 118:119 ks. Pro porovnani byly
analyzovany populace z 9 riznych regiond v ramci CR (Lipensko, Bud&jovicko,
Tieboiisko, Plzefisko, Ceské Svycarsko) a v ramci zahranic¢i (Rakousko, Némecko, Francie,
Norsko) (viztab. VII). V nasledujici tabulce je kromé zakladnich tdaji vybranych
populaci uveden také celkovy pocet lokusti v populaci, podil polymorfnich lokust v dané
populaci, primérny pocet lokusti na jeden marker v rdmci populace a primérny pocet

lokusii ve v§ech markerech na jedince.

20



Tab. VII: Seznam a zakladni informace o vzorcich hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum)
vybranych pro analyzu mikrosateliti. Populace s vice ¢iselnym oznacenim byly opakované
sbirany ve dvou nésledujicich vegetacnich sezénach 2015 a 2016 (viz ptiloha 1).

¢. populace |lokalita region ploidie | pocet |pocet podil priumérny priumérny
vzorku |lokusi |polymorfnich | pocet lokusi | pocet lokusi
lokusi na marker na jedince
L1l Mi¢ Budgjovicko | 2x+3x 10 27 0,89 3,9 11,9
L21 Chiibska C. Svycarsko | 2x 10 9 0,22 13 8,0
L30 Settichen Némecko 3x 5 17 0,12 2.4 15,8
L31 Lietzow Némecko 2x 5 14 0,57 2,0 10,2
L32 Skovde Norsko 2x+3x 5 19 0,79 2,7 9,8
L34 Hemsjoen Norsko 2x 5 16 0,75 23 10,2
L44 St. Guilhem Francie 2x 5 13 0,54 1,9 9,2
L48 Laveissiére Francie 2x 5 14 0,50 2,0 11,0
L68 Kokotsky ryb. | Plzefisko 2x 10 18 0,94 2,6 9,7
L69 Cilina Plzensko 3x 10 13 0,00 1,9 12,5
L79 Dobiiv Plzensko 3x 10 17 0,65 2.4 11,2
L26+95+96 |Pernek Lipensko 2x+3x 35 32 0,97 4.6 13,7
L99 Loucovice Lipensko 2x+3x 22 25 0,88 3,6 12,2
L97 Walcherbauer | Rakousko 2x+3x 10 24 1,00 34 10,9
L7 MladoSovice | Trebonsko 2x+3x 10 20 0,75 2.9 10,3
L10+102 rybnik Kukla | Tteborisko 2x+3x 40 28 0,96 4,0 14,4
L9+103 Holicky Trebonisko | 2x+3x 40 30 0,93 4,3 13,0
celkové 237 47 — 6,7 12,3

Velmi rozdilny podil polymorfnich lokust jednotlivych populaci ukazuje na vysokou
variabilitu datasetu. Vedle Cisté klonalnich populaci (nejjasnéj$im ptikladem je populace L69
z Plzeniska s nulovym podilem polymorfnich lokusi) byly odhaleny i populace o mnoho
variabilné&jsi a tato variabilita, jak je vidét ve vySe uvedené tabulce, nemusi nutné zaviset na
mnozstvi vzorkll z dané lokality (viz norské populace). Vysoky podil polymorfnich lokust

u nékterych populaci je zptisoben pfitomnosti nepiibuznych genotypu.

4.6.1 AMOVA

Pro zjisténi variability mezi ploidiemi a mezi pfislusSnymi populacemi byla v programu
FAMD 1.2 (Schliiter et Harris 2006) vypocitana hierarchicka AMOVA (byli zahrnuti 1 jedinci
s missing data). Hlavni skupiny tvofily ob¢ ploidie, podskupiny pak populace rozdélené na
pfislusné ploidie. Nejvétsi ¢ast variability, 75,98%, pfipadd na mezi-populacni variabilitu
v ramci ploidii, 23,17% na vnitro-populacni variabilitu a pouze 0,85% na variabilitu mezi

obéma ploidiemi. Tyto vysledky ukazuji, Zze jednotlivé populace jsou si Casto navzajem
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nepiibuzné, ale i uvnité populaci je variabilita pomérné vysoka. Jednotlivé ploidie nelze

odlisit, coz dokazuje necelé procento variability mezi ploidiemi.

4.6.2 Neighbour-network

Grafické znazornéni podobnosti zkoumanych jedinci na zdkladé parovych distanci
vypocitanych jako simple-matching coefficient v programu SplitsTree4 V4.14.4 (Huson et
Bryant 2006) uvadi Neighbour-network na obr. 17 (jedinci s missing data v celém markeru
jsou vyrazeni, viz pfiloha 2). Vysoka variabilita datasetu je zjevnd, populace jednotlivych
regiont ji vétSinou pokryvaji pomérné Siroce. Z charakteru rozloZeni je patrné, Ze pfevazna
cast populaci se sklada z nckolika odlisnych genotypii. Mezi jednotlivymi genotypy vSak
nejsou vyrazné rozdily, spiSe se jedné o celé kontinuum rizné odlisSnych genotypti.

Zaroven jsou ale nékteré populace zjevné siln€ klonalni, coz dokazuje naptiklad cluster
triploidnich rostlin z lipenské populace (31ip096) v pravé casti obrazku sestdvajici
z 18 rostlin zcela identického genotypu. Byly zjiStény i celé populace vytvarejici jednotné
clustry vSech jedinct, jako piiklad opét poslouzi plzenskd triploidni populace L69
(zde 3plz069) nebo diploidni populace z Ceského Svycarska L21 (2csv021).
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Obr. 17: Neighbour-network vytvoiena z dat ziskanych analyzou mikrosatelitti. Jedinci s missing data
v celém markeru byly z vypoctu vytazeni (jednd se o 20 rostlin, viz pfiloha 2). Prvni ¢islice v nazvu
urcuje ploidii, néasleduje zkratka regionu a trojciferny koéd odkazujici na ¢islo lokality (viz tab. VII
nebo pfiloha 1). Triploidi jsou zvyraznéni podtrzenim.
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Dalsi pozoruhodnou skutecnosti je Casté oddéleni ploidii v rdmci jedné populace a jejich
umisténi na oddélenych vétvich sité (naptiklad 1lip096, tre007, no034 a dalsi). Takova situace
napovida nezavislému vzniku triploidniho cytotypu a jeho naslednému setkani s jinou
diploidni populaci. Piimy vznik triploidnich rostlin z jiz pfitomnych diploida Ize tusit
kuptikladu v lipenské populaci 1ip099 (dolni ¢ast sit€). Rozdil mezi takovymi diploidy

a triploidy pak mize odrazet vyssi pocet lokusi u triploidd.

4.6.3 PCoA

Prevladajici nezavislost a genotypovou nepodobnost obou cytotypi pifitomnych v konkrétnich
populacich doklada analyza hlavnich koordinat zalozend na parovych distancich vypocitanych
jako simple-matching coefficient v programu Canoco 5.00 (ter Braak et Smilauer 2012). Obr. 18
ukazuje vysledek PCoA se zobrazenim prvni a druhé ordina¢ni osy pii zahrnuti vSech vzorkt
s rozliSenim diploidnich a triploidnich jedinch. Tento obrazek odpovidd vysledkim AMOVY
a potvrzuje stejnou miru variability obou ploidii. Vysledky analyzy vSech vzork se zvyraznénim

jednotlivych regiontl a se zobrazenim prvni a druhé ordinacni osy jsou na obr. 19-23.
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Obr. 18: PCoA vsech vzorkt s rozliSenim obou ploidnich stupiid.
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Tieboniskému regionu nalezi v souctu nejvétsi pocet vzorkld. Oddélend pozice diploidnich
a triploidnich rostlin je zfetelna u kazdé z lokalit (obr. 19). Zatimco populace z lokality
treb007 je velmi variabilni (osm rtiznych pozic na deset rostlin), u dalSich dvou lokalit se
podaftilo zachytit opakovany vyskyt t€hoz genotypu (tedy klonalitu), coZ je nejlépe vidét na
30 triploidnich rostlinach z lokality treb009+103, které¢ na diagramu zaujimaji dohromady

sedm pozic.
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Obr. 19: PCoA populaci z tfeboniského regionu.

Budgjovickd populace (obr. 20) znovu ukazuje neptibuznost triploidniho cytotypu vici
ostatnim diploidnim jedinctim. Muzeme zde ale také pozorovat stejné ,,odskoceni* jednoho

diploidniho genotypu v horni ¢asti obrazku.
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Obr. 20: PCoA populace z budéjovického regionu
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Lipenska populace (obr. 21) oznacend jako lip026+095+096 vykazuje podobny pattern, jaky
bylo mozné pozorovat u populaci tfebonskych, tj. triploidni cytotyp je separovany od
diploidniho a tvofi uniformni klon 19 rostlin. Diploidni cytotyp je tvofen dvéma vyrazné
odliSnymi skupinami genotypt. Druhd populace, 1ip099, by podle vysledkii PCoA (ale také
podle Neighbour-network, obr. 17) mohla poslouzit jako ptiklad vzniku triploidnich rostlin
z jiz pritomnych rostlin diploidnich. V této populaci byl také nalezen genotyp daleko blizsi
populaci lip026+095+096, coz muze dokladat vzajemny kontakt obou populaci vzdalenych

necelych 30 km vzduSnou ¢arou ptes vodni nadrz Lipno.
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Obr. 21: PCoA populaci z lipenského regionu.

Plzensky region (obr. 22) je ptikladem zachyceni méné variabilnich populaci. Jednak jsou
jednotné v ploidni urovni, jednak jsou si genotypy vyskytujici se v nich velmi podobné.
Rostliny z populace s oznacenim plz069 nalezi podle absence polymorfnich lokusu

pravdépodobné k jednomu klonu, tfi rizné pozice v PCoA na obr. 21 jsou zplsobeny

pritomnosti missing data, které¢ nemuseji nutné znamenat genetické rozdily (viz pfiloha 2).
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Obr. 22: PCoA populaci z plzeiiského regionu.
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Némecka populace de030 je slozena z péti triploidnich rostlin, de031 z péti diploidnich
rostlin. Jejich variabilita je nizkd (obr. 23). Francouzské populace jsou obé¢ Cisté¢ diploidni,
op¢€t s nevyraznou variabilitou. Variabilita rostlin z rakouské populace je 1épe nez na PCoA
vidét na Neighbour-network (viz obr. 17). Norska populace no032 je smésna, sestava

z jednoho diploida a ¢tyf triploidii, populace no034 je cisté diploidni.
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Obr. 23: PCoA zahrani¢nich populaci.

4.6.4 Genotypova diverzita

U klonélnich organismli obecné neni snadné rozhodnout jednoznacné o poctu genotypil
a ptislusnosti zkoumanych jedinct k nim. Zavadi se proto hodnota tzv. thresholdu udavajici
pocet zmén v genotypu, ktery je jest¢ mozné piisuzovat jednomu klonu (Douhovnikoff
et Dodd 2003). Zahrnuti vzorki s mirné¢ odliSnymi genotypy do jednoho klonu muze byt
opodstatnéno dvéma ditvody. Celkova variabilita mize byt nadhodnocena kvili technickym
chybam, tj. zjisténi napf. dvou rtznych lokust, piestoze redlné je pfitomen pouze jeden.
odlisnych genotypti i pfes absenci sexudlniho rozmnoZovani.

Threshold 4 byl vybran proto, ze popisem klonl nejlépe odpovidal pfedeslym analyzdm
a teprve pii jeho aplikaci pocet genotypti populace L69 klesl na jeden, coz odpovida absenci
polymorfnich lokusti (viz tab. VII). Zaroven u ostatnich populaci nedoslo k zadnému

dramatickému propadu a pomér diverzity zlstal podobny.
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Nasledujici tabulky uvéadi pro oba thresholdy pocty genotypt, efektivni pocty genotypl
(analogie k efektivnimu poctu alel), genotypovou diverzitu podle Nei (1987), Shannontiv

index diverzity a index klonalni diverzity R.

Tab. VIII: Zakladni informace o poctu a diverzité genotypu analyzovanych vzorkl hasivky

orli¢i (Pteridium aquilinum) pti hodnot¢ thresholdu 0.

threshold = 0; number of genotypes = 109
. . number of number of | effective number | Nei‘s genotypic Shannon- R - clonal
Ol |l samples genotypes of genotypes diversity Wiener index | diversity
L1l 2x+3x 10 8 7,14 0,96 0,88 0,78
L21 2x 10 2 1,22 0,20 0,14 0,11
L30 3x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L31 2x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L32 2x+3x 5 4 3,57 0,90 0,58 0,75
L34 2x 5 4 3,57 0,90 0,58 0,75
L44 2x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L48 2x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L68 2x 10 4 2,38 0,64 0,47 0,33
L69 3x 10 4 2,38 0,64 0,47 0,33
L79 3x 10 8 7,14 0,95 0,88 0,78
L26+95+96 | 2x+3x 35 9 3,25 0,71 0,70 0,24
L99 2x+3x 22 13 8,07 0,92 1,01 0,57
L97 2x+3x 10 8 7,14 0,96 0,88 0,78
L7 2x+3x 10 7 4,55 0,87 0,76 0,78
L10+102 2x+3x 40 19 5,33 0,83 1,01 0,46
L9+103 2x+3x 40 13 4,42 0,79 0,84 0,31

Pti pouziti nulového thresholdu bylo rozeznano 109 genotypt. Nejvariabilnéjsi populace
jsou tieboniska smésnd populace L7 a rakouskd smésna populace L97 s poctem sedmi
genotypti na 10 rostlin. Naopak nejméné variabilni je diploidni populace z Ceského

Svycarska se dvéma genotypy na 10 rostlin.
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Aplikace thresholdu s hodnotou 4 se projevila ve sniZzeni poctu genotypui ze 109 na 86.

Analogicky poklesla 1 variabilita populaci v uvedenych indexech diverzity. Dulezitym

faktem je, Ze u plzenské populace L69 doSlo ke snizeni poctu genotypli na jeden. Tato

hodnota jiz koresponduje s vySe zminénou absenci polymorfnich lokusi a vytvofenim

klonalniho clustru v Neighbour-network. Zdanlivé vysoky pocet genotypti této populace pii

nulovém thresholdu je pravdépodobné artefaktem zplsobenym piitomnosti véts§iho poctu

missing data (viz ptiloha 2).

Tab. IX: Zéakladni informace o poctu a diverzité genotypli analyzovanych vzorkd hasivky
orli¢i (Pteridium aquilinum) pti hodnot¢ thresholdu 4.

threshold = 4; number of genotypes = 86

. . number of | number of | effective number genotypic Shannon- R - clonal

popelEien | pledy samples genotypes of genotypes diversity Wiener index diversity
L1l 2x+3x 10 7 5,56 0,91 0,80 0,67
L21 2x 10 2 1,22 0,20 0,14 0,11
L30 3x 5 2 1,47 0,40 0,22 0,25
L31 2x 5 2 1,47 0,40 0,22 0,25
L32 2x+3x 5 4 3,57 0,90 0,58 0,75
L34 2x 5 3 2,78 0,80 0,46 0,50
L44 2x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L48 2x 5 3 2,27 0,70 0,41 0,50
L68 2x 10 3 1,52 0,38 0,28 0,22
L69 3x 10 1 1,00 0,00 0,00 0,00
L79 3x 10 8 7,14 0,96 0,88 0,78
L26+95+96 | 2x+3x 35 8 322 0,71 0,67 0,21
L99 2x+3x 22 10 4,25 0,80 0,79 0,43
L97 2x+3x 10 7 5,56 0,91 0,80 0,67
L7 2x+3x 10 7 4,55 0,87 0,76 0,67
L10+102 2x+3x 40 14 2,86 0,67 0,74 0,33
L9+103 2x+3x 40 11 3,23 0,71 0,71 0,26

U 20 rostlin doslo ke ztraté celého markeru (pravdépodobné z ditvodu chyby pii PCR nebo

samotné fragmentacni analyze) a u 50 rostlin byla zaznamenana missing data v jednom az

dvou lokusech (zde z ditvodu nejistoty pii odecitani).
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5 Diskuze

5.1 Rozsifeni a fertilita Pteridium aquilinum v CR

V soucasném pojeti sensu Der et al. (2009) jiz neni hasivka orli¢i uvazovéana jako jeden
kosmopolitni druh (Page 1976), ale rozpada se na dvé hlavni linie a n¢kolik samostatnych
druhti. Rostliny zkoumané v této praci nalezi skupiné vdzané primarn¢ na severni polokouli,
konkrétné jde o evropskou P. aquilinum ssp. aquilinum. Z celkového rozsiteni této subspecie
lze vycist preferenci spiSe (sub)oceanického klimatu. Patrné z tohoto dliivodu je na uzemi
Ceské republiky hasivka vazana predevsim na stiedni a vys§i polohy, podobné jako je tomu
i u jinych oceanicky ladénych druht kapradin, napt. druhu Blechnum spicant (Ekrt in Kaplan
et al. 2017). Podobny charakter vyskytu hasivky orli¢i lze najit v kontinentilni &asti
Némecka, kde je vyskyt hasivky orli¢i soustiedén piedev§im do oceaniCtéjsi Casti, kde se
navic vyskytuje i v polohéch nizsich (www.floraweb.de).

Prvotnim impulzem studia fertility hasivky orli¢i byla zkuSenost Skolitele aj., Ze fertilni
rostliny se v piirod¢ vyskytuji velmi vzacné. Po provedeni zevrubné revize herbarového
materidlu 32 herbatovych sbirek s doplnénim vlastnich tidaji z terénu se potvrdilo, Ze fertilni
rostliny jsou vzacné a predstavuji pouze 16% zkoumaného datového souboru. Navic fertilita
konkrétnich jedinct Casto nebyla plné v optimu, naopak pomérné velké mnozstvi fertilnich
rostlin bylo odhaleno az pfi detailnéjsSim studiu pod binolupou. Piesto lze predpokladat, ze
sexualni rozmnozovani i v nasich podminkéch hraje dtlezitou roli.

Pokusy o vysvétleni geografického rozmisténi fertilnich populaci hasivky na skale celé
Ceské republiky na zakladé vybranych klimatickych faktort (teploty, srazky, mrazové dny)
v této praci byly statisticky nepritkazné a je tedy pravdépodobné, ze druh je fertilni ndhodné
nebo nebyly dosud postihnuty patficné faktory, které by toto mohly ovliviiovat. Podobné
negativni vysledky z pohledu faktorti na jemnéjsi ekologické skale zjistila Jonasova (2015).

Aktualni udaje o distribuci hasivky orli¢i na izemi CR vzhledem k nadmotské vysce
zjidténé pro databazi PLADIAS odpovidaji udajim, které udava Kvétena Ceské republiky
(Hejny et Slavik 1997). Minimalni nadmotska vyska vyskytu hasivky orli¢i je 190 m n. m. —
Brandys nad Labem a les Dubrava u Hodonina (viz Hejny et Slavik 1997), Labska Stran
a Nymburk (www.pladias.org). Maximalni nadmoiska vySka se pohybuje okolo
1350 m n. m. — Mala Kotelna jama v KrkonoSich (www.pladias.org), Hejny et Slavik (1997)

uvadi cca 1340 m n. m. v kotliné¢ Moravy na Kralickém Snézniku.
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5.2 Cetnost vyskytu jednotlivych cytotypt

Vétsina rostlin hasivky orli¢i analyzovanych v této praci odpovida diploidnimu cytotypu,
v mensi mife lze ale narazit na cytotyp triploidni. Cetnost vyskytu triploidi byla v datasetu
této prace stanovena na 13,7% ze vSech sebranych rostlin. 87% triploidnich rostlin pochazi
ze smeésnych populaci, zbylych 13% ze tii Cisté triploidnich populaci. Vzhledem k malému
poctu odhalenych triploidnich nebo smésnych populaci v ramci této prace je obtizné hledat
n¢jakou zéakonitost v jejich vyskytu. Z dosavadnich vysledkt se vSak spiSe zda, Ze zde zadna
zakonitost neni a vyskyt triploidnich jedincti je ndhodny.

Sheffield et al. (1993) pfi prvnim objevu triploidniho cytotypu Pteridium aquilinum
v Anglii pfipousti, ze jeho vyskyt mize byt vazan na lidskou Cinnosti Casto naruSovana
stanovisté. Niz$i stupenn tolerance naruSeni diploidnich rodict oproti autopolyploidnimu
potomstvu uvadi napiiklad 1 Rabe et Haufler (1992). Situace je ale komplikovana skute¢nosti,
ze uz samotny diploidni cytotyp hasivky orli¢i bézné kolonizuje lidmi naruSované stanoviste
(Sheffield et al. 1993). Podobny ptekryv nik diploidniho a autotriploidniho cytotypu, ovSem
v ramci krytosemennych rostlin, u druhu Lilium lancifolium dokumentuje Chung et al. (2015).

Haufler et al. (1985) pfi zkoumani autotriploidniho puchyiniku Cystopteris protrusa
zjistil rovn&Z jeho spoleény vyskyt s diploidnim rodi¢em. Cetnost triploidnich rostlin uvadi
10%, coz je velice podobny vysledek jako u hasivky zjistény v této praci. Vznik triploidniho
cytotypu autofi vysvétluji na zakladé analyzy chromosomu jako nedokoncené déleni po
meidze I, tedy podobnym mechanismem jako Braithwaithe (1964) u Asplenium aethiopicum,
ktery takto popsal specidlni typ apomiktického rozmnozovani kapradin. Obecné Ize tedy tyto
ptipady, povazovat, za splynuti gamet z gametofytd vzniklych z redeukovaného
a neredukovaného vytrusu (Haufler et al. 1985).

Vznik autotriploida u Pteridium aquilinum vSak podle Sheffield et al. (1993) sleduje
jinou cestu. Kfizeni gametofyti z redukované a neredukované spory zde povazuje za méné
pravdépodobné z diivodu velice vzacného vyskytu diplospor u diploidnich rostlin hasivky
(Wolf et al. 1987), ktery byl potvrzen 1 v ramci této prace. Jako moznou alternativu uvadi

Sheffield et al. (1993) proces aposporie.

5.3 Velikost priducht a spor

Velikost priiduchi a spor miize byt jednim ze zplisobtl, jak od sebe odlisit rizné ploidie v ramci

jednoho druhu nebo skupiny piibuznych druhii (Dyer et al. 2012). Ploidie je totiz jednim
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z faktor, které ovliviiuji velikost bun€k organismu (Barrington et al. 1986).
U reprezentativniho poctu rostlin obou zkoumanych cytotypl Pteridium aquilinum byly
nameéfeny a statisticky prikazné vyhodnoceny jako odlisné velikosti priduchd, tak i velikosti
spor. Sheffield et al. (1993) uvadi primérnou délku praduchi diploida 41,6-43,0 um, triploida
46,5-48,0 um a primeérnou velikost spor diploida 31,2 um, triploida 34,1 pm. Je zajimavé, Ze
zatimco hodnoty priduchli namétené u rostlin z Walesu (Sheffield et al. 1993) vychazeji
trendove vyrazné vetsi nez u rostlin méfenych v této praci, hodnoty délky vytrusi jsou
viceméné¢ obdobné.

Délka téchto mikroznaki je vSak trendovd, tedy diploidni rostliny vykazuji mensi
hodnoty nez triploidni rostliny. Proto se tedy tyto znaky daji pouzit vedle stanoveni ploidni
stupné 1 pro morfologickou determinaci obou cytotypt. Piiklady takového pouziti (délka
praducht téZ u semennych rostlin) jsou studie Beck et al. (2010), Sigel et al (2011) nebo
Przywara et al. (2011).

Nasledujici kli¢ k rozliSeni diploidniho a triploidniho cytotypu hasivky orli¢i (Pteridium
aquilinum) je sestaven na zékladé¢ vyvinutosti vytrustt a pramérné velikosti praducht

a vytrusti namefenych v této praci:

a. pruduchy 21,3-24,5 um dl., vytrusy zpravidla vyvinuté, jednoho typu, v priméru
27,2-31,9 M AL oo diploidni cytotyp
b. praduchy 29,3-36,5 um dl., vytrusy z 45% abortované, vyvinuté vytrusy dvou typa,
mens$i v priméru 32,2-34,9 pum dl., vzacnéji se vyskytujici diplospory v priméru

01,5 UM AL oo triploidni cytotyp

5.4 Mira fertility jednotlivych cytotypu

U diploidniho 1 triploidniho cytotypu Pteridium aquilinum byly nalezeny fertilni rostliny.
Diploidni cytotyp byva castéji fertilni (9,8%), zatimco triploidni mén¢ (3,3%). Fertilni
diploidni rostliny maji zpravidla vyvinuté vytrusy (SAI = 1,3-9,6%), zatimco triploidni
rostliny obsahuji vétsi podil abortovanych vytrusi (SAI = 44,2%). U aneuploidnich
(zpravidla triploidnich) jedinci sexualné reprodukujicich rodi¢l je uvadénd omezend az
prakticky nulova fertilita (Reichstein 1981, Otto et Whitton 2000). Tvorbu abortovanych
spor u triploidnich hybrid popisuji napiiklad Schneller et Rasbach (1984) u rodu Athyrium,
Bennert et al. (2005) u rodu FEguisetum, procento abortovanosti u autotriploidniho

Cystopteris protrusa dokonce vyssi nez 95% uvadi Haufler et al. (1985). Snizené fertilité tedy
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odpovida i vysledek méfeni v ramci této prace (SAI = 44,2%) a také procento klicivosti spor
triploidni hasivky stanovené Sheffieldovou na 23-53% (Sheffield et al. 1993), ackoliv ta spory
popisuje jako z naprosté vétSiny vyvinuté. B. JonaSovou byl zjistén SAI triploidni rostliny
4,9% (JonaSova 2015), coz je hodnota odpovidajici béZnym diploidnim jedincim (kli¢ivost
spor vSak byla nulovd). Vysoka mira fertility je u triploidnich jedincli vyjimecna, v ramci
krytosemennych ji popisuje Matsuoka et al. (2007) v F1 generaci béhem kfizeni pSenice.

Pfi detailnéj$im porovnani jedincti hodnocenych B. JonaSovou a autorem této prace byla
odhalena pfitomnost dvou naprosto odliSnych typtd spor. Zatimco rostlina studovana v ramci
této prace obsahuje klasické triletni spory (vyjimecné téz triletni diplospory nékolikandsobné
velikosti), rostlina z prace JonaSové (JonaSova 2015) ma spory monoletni, mirné vetsSi nez
jsou klasické triletni spory (viz obr. 24 a 25). V fadu jednotek se u ni vyskytuji rovnéz triletni
spory a stejné tak u triploidni rostliny z této prace lze ojedinéle najit spory monoletni.

Pritomnost takto diametralné odlisnych spor v rdmci jedné rostliny je zcela unikétni tikaz.
Tato situace byla u kapradin popsana pouze u dvou konkrétnich rostlin druhu Lindsaea pallida,
spadajicich rovnéz do Celedi Dennstaedtiaceae, stejn¢ jako Pteridium aquilinum (Tryon 1991).
V ramci rodu se triletni a monoletni spory u jednotlivych druhii vyskytuji méné vzacné — napf.
Gleichenia, Odontosoria, Lindsaea, u ruznych rodl v ramci Celedi pak jesté cCast&ji —

Marattiaceae, Gleicheniaceae, Schizeaceae, Vittariaceae, Dennstaedtiaceae (Tryon 1991).

LEMCB SE GB-L LEI 4.0kV X900 WD 15 1mm  10um

Obr. 24: Tti typy vytrust nalezené u fertilnich rostlin Pteridium aquilinum. 1 - béZzna triletni
spora 2x rostliny, 2 - abortovana diplospora 3x rostliny, 3 - monoletni spora 3x rostliny.
Me¢ftitko 10 um shodné pro vSechny obrazky. Fotografie byly potizeny v laboratofii elektronové
mikroskopie BC AVCR za podpory projektu MEYS CR (LM2015062 Czech-Biolmaging).
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Obr. 25: Tti typy vytrust nalezené u fertilnich rostlin Pteridium aquilinum. 1 - bézna triletni
spora 2x rostliny, 2 - abortovana diplospora 3x rostliny, 3 - monoletni spora 3x rostliny.
Mgetitko 20 um shodné pro vSechny obrazky. Fotografie ze svételného mikroskopu.

Triletni vytrusy vznikaji v tetradach, odkud ziskévaji svou charakteristickou triletni jizvu.
Uspotadani monoletnich vytrusi méa ovSem dvé moznosti, podle toho, zda tyto vytrusy tvoii
tetrddy nebo v krajnim ptipadé diady. Tetrdda monoletnich vytrust je tvorena dvéma pary
vytrust, jejichz osa je vzajemné pootocena o 90° (viz obr. 26). Monoletni vytrusy v diadach
vznikaji u apomiktickych druht kapradin jako disledek nedokoncené meidzy

(Raghavan 1989).

©®— & —
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Obr. 26: Schéma uspoiadani monoletnich (horni ¢éast) a triletnich (spodni ¢ast) spor
v tetradach (ptevzato z Ollgaard et Tind 1993).
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Spory triploidni hasivky z prace Sheffield et al. (1993) tvorily tetrady. Pii blizSim zkouméni
vytrusnic triploidni rostliny z této diplomové prace byl zjistén pocet spor blizici se 32,
piicemz vytrusnice obsahovala vyvinuté i1 riizné abortované triletni spory. Pro nedostatek
neporusenych vytrusnic nebylo ovSem mozné provést relevantni pocet pozorovani. Patrné
vsak jde o apomikticky proces popsany jako schéma Dopp-Mantonové (Raghavan 1989).
Triletni a monoletni spory by se navzijem nemély funkéné lisit (Tryon 1991). Piesto
byla béhem kultivacnich pokust kli¢ivost monoletnich spor triploida B. JonaSové nulova.
Negativni byly téZ vysledky pii kultivaci selektivné vybranych diplospor triploidi.
Na druhou stranu vytrusy simultanné kultivovanych diploidii dobie klicily a dale byla
zaznamenana alespon ¢aste¢na klicivost spor triploidnich rostlin. Nelze vSak s jistotou fici,
zjakého typu vytrusi ,triploidni“ gametofyty vznikly (pravdépodobné vSak pujde
o normalni triletni spory, podle nulové kli¢ivosti selektivné kultivovanych diplospor
a monoletnich spor). Nasledny vznik sporofyti triploidnich rostlin z experimentalné
kultivovanych gametofyti dokazuje moznost sexualniho rozmnozovani tohoto cytotypu.
Sheffield et al. (1993) uvadi procento pln€ vyvinutych gametofytl ze spor triploidni rostliny
0,009-0,2%. Velmi zajimavou otdzkou vSak je, jaké ploidie jsou produkovany vytrusy
triploida. Sheffield et al. (1993) pfi kultivaci triploidl zjistila vznik euploidnich gametofyta,
vetsi cast jich vSak byla aneuploidni. Sporofyty z triploida napéstované v ramci této prace
jsou v soucasné dobé pfili§ mladé a do odevzdani této diplomové prace nebylo mozné je na

pratokovém cytometru zanalyzovat.

5.5 Geneticka struktura populaci

Hasivka orli¢i (Pteridium aquilinum) je obecné povazovana za klonalni rostlinu (Wolf et al.
1988). Wolf et al. (1990) nebo Parks et Werth (1993) na zaklad¢ analyzy isoenzymil potvrdili
vyskyt nepfibuznych genet v ramci konkrétnich populaci Pteridium aquilinum.
Charakteristika populaci Pteridium aquilinum tak odpovida tzv. ,guerrilla® typu, kdy se
jednotlivé genety rychle §ifi na velké vzdalenosti (Lovett Doust 1981). Tato vlastnost
v kombinaci s ¢astym vyskytem hasivky vede k promixovani riznych genet.

Analyza mikrosatelitli v této praci méla osvétlit, jaka je struktura populaci diploidniho
a triploidniho cytotypu hasivky orli¢i a jaka je genetickd podobnost obou cytotypa.
Na zéklad¢ takovych dat je pak mozné urcit, zda triploidni rostliny vznikaji opakované na

dané lokalité z pfitomnych diploidd, nebo vznikaji vzacné a pak se $iti klonalné.
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Studium 17 populaci diploidnich, triploidnich i smésnych ukdzala, ze naprosta vétSina
populaci se skladala z dvou a vice genet riiznych velikosti, coz koresponduje s vysledky
analyzy isoenzymil na diploidnich populacich Pteridium aquilinum (Wolf et al. 1990, Parks
et Werth 1993). Rovnéz byla odhalena triploidni populace (L69, viz pfiloha 1) tvofena
pravdépodobné pouze jedinym klonem. Velikost genet hasivky orli¢i byva proménliva od
velmi malych az po ty s maximalnim rozsahem ptfes 1000 m (Parks et Werth 1993).
U Cystopteris protrusa zjistil Haufler et al. (1985) podobny pattern. Vedle smésnych
populaci diploidnich a autotriploidnich rostlin nalezl také Cisté triploidni populaci sloZzenou
z rostlin jednoho klonu.

Sifeni genotypti na vétsi vzdalenosti 1ze u kapradin jednoduse vysvétlit disperzi spor
(Wolf 1991). V ramci zkoumaného datasetu 1147 rostlin z tzemi CR bylo zaznamenano
pouze 16% fertilnich rostlin. Je v8ak otdzkou, zda je vliibec mozné, aby zdejsi fertilni rostliny
obsahly cely prostor statu. Problém nastdva predevSim u triploidniho cytotypu, ktery je uz
sdm o sob¢ pomérné vzacny a jeho fertilita je navic oproti diploidim nizsi. Nabizi se
pravdépodobnéjsi vysvétleni, a to pfisun spor z atlantské oblasti (odkud proudi prevladajici
vétry potencialné piinasejici vytrusy), kde mize byt hasivka plodna ve vétsi mite.

Podle vysledkl této prace mé vétsina triploidnich rostlin odlisny genotyp od okolnich
diploidnich rostlin. Zaroven je triploidni cytotyp geneticky stejn¢ variabilni jako cytotyp
diploidni. To napovidd opakovanému vzniku triploidd a jejich UspéSnému Sifeni.
Lze ptedpokladat, Zze v Sifeni triploidniho cytotypu hasivky maji vyznamnéj$i lohu
neredukované spory triploidi nez diploidd, jejichz vzacnost popisuje Wolf et al. (1987).
Ke vzniku triploidniho sporofytu je zapotiebi kiizeni diploidniho a haploidniho gametofytu.
Zatim ale zistava otdzkou, zda triploidni hasivka miize produkovat dostacujici mnozstvi
diploidnich spor. Sheffield et al. (1993) popisuje pfi kultivaci spor z triploidni hasivky vznik
euploidnich a aneuploidnich gametofytl, pfi¢emz stupent aneuploidie neni specifikovan.

Vznik triploidniho cytotypu lze také vysvétlit aposporii, kdy je preskoCena faze spory
a gametofyt vznikd pfimo ze sporofytu. KiiZenim aposporického diploidniho gametofytu
s normalnim haploidnim gametofytem pak vznika triploidni sporofyt. K aposporii se
u hasivky ptiklani i Sheffield et al. (1993). Protoze ale béhem aposporie vznika neredukovany
gametofyt nutné na misté svého diploidniho rodice a dédi od néj dvé z budoucich trech sadek
chromosomi, museli by se triploidi jevit z vétSi ¢asti pribuzni nékterému z ptitomnych
diploida. Triploidi analyzovani v této praci vsak byly ¢asto velmi odlisni od diploida ze stejné
populace. Aposporie u hasivky je doloZena praci Steil (1949), piesto tento proces v naSich

podminkéch patrné nebude stat za vznikem triploidniho cytotypu.
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Pro naSe podminky se tedy jevi pravdépodobnéjsi takové vysvétleni, Ze triploidni cytotyp
vznika na jiném misté a na nase izemi migruje ve form¢ spor. Alternativni vysvétleni, ze by
puvodni diploidni cytotyp, ze kterého triploidni rostliny vznikly, postupné ustoupil, a to
témet ve vSech detekovanych ptipadech, se zda nepravdépodobné.

Zhodnotit celkovou genotypovou diverzitu datasetu klonalniho druhu neni trivialni
zalezitosti. Klon je v botanickém pojeti charakterizovan jako ,,geneticky jednotny soubor
jedincti asexualné vzniklych pivodné z jednoho jedince* (Cook 1985). Béhem jeho
vegetativniho Sifeni ov§em miiZe dochazet ke vzniku somatickych mutaci, ¢imz se sice ¢ast
klonu geneticky odlisi, avSak jeji ptislusnost ke zbytku klonu by méla byt zachovana. Proto,
aby mira klonality nebyla takovym zplisobem podhodnocena, Ize vysledky molekularnich
analyz korigovat zavedenim thresholdu, tj. poctu neshodnych lokust, ktery je jest€¢ mozné
prisoudit ndhodnému vzniku mutaci v ramci jednoho klonu (Douhovnikoff et Dodd 2003).
Na druhou stranu je tfeba s touto hranici zachazet opatrné, jinak hrozi smazani genotypové
variability mezi skute¢n€ odlisnymi jedinci a jejich slouceni do neexistujiciho klonu. Kromé
somatickych mutaci mohou k nespravné interpretaci klonality pfispét navic i chyby
v prib¢chu ¢teni a prepisovani genotypl (Bonin et al. 2004).

Situace v souvislosti s vysledky této prace je navic komplikovana samotnym
charakterem dat ziskanych analyzou mikrosateliti. Pfesto, ze analyzované rostliny nalezely
bud’to diploidnimu nebo triploidnimu cytotypu, neziidka se u triploidnich rostlin
vyskytovaly v jednom markeru Etyfi lokusy (vyjimecné az pét lokusil). Podobnd situace
vyvstavala i u rostlin diploidnich, kde byly detekovany markery se tfemi az ¢tyfmi lokusy.
S ptihlédnutim k tomuto faktu posléze ani nebylo mozné urcit, je-li ncktery z lokusi
naptiklad duplikovan. Dal§im nasledkem byla nutnost upustit od kodominantniho charakteru
dat a odecitat je pouze jako dominantni.

Pristup ke stanoveni hodnoty thresholdu je v rtiznych pracich odliSny a je zavisly
predevsim na typu zkoumanych dat. Bienau et al. (2016) naptiklad vyuziva dvé metody —
prumérnou vzdalenost (mean genotypic distance) klondlnich jedinci a minimalni hodnotu
bimodalniho rozlozeni parovych distanci vzorka. Pti aplikaci na dana data se ukazalo, ze
prvni z metod miru klonality nadhodnocuje, zatimco druha ji podhodnocuje. Ve finéle
Bienau et al. (2016) pouziva hodnoty vychazejici z obou metod a diskutuje jejich rozdily.
Threshold ziskany na zaklad€ cCetnosti rozloZeni parovych distanci doporucuji i dalsi,
naptiklad Gitzendanner et al. (2011), Arnaud-Haond et al. (2007) nebo piimo na SSR datech
Meloni et al. (2013).
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Vysledky této prace pro hodnotu thresholdu 0 potvrzuji vysledky jinych praci na popula¢ni
struktuie hasivky orli¢i (Wolf et al. 1990, Parks et Werth 1993), tj. vysokou genetickou
variabilitu, nejsou vSak zcela ve shod€ s pouzitymi vizualizatnimi metodami, pfedevSim
Neighbour-network (obr. 17). Pro hodnotu thresholdu 4 zlstava vysoka variabilita datasetu
zachovana (stale 86 riiznych genotypii na 237 vzorkt), ale vysledky rtiznych metod vypocta
jsou si jiz blizsi. S védomim vSech problémt spojenych s datasetem této prace samoziejmée
nelze ptimo fici, ze zvoleny threshold piesné popisuje realnou situaci, v soucasném stavu je
to vSak zfejmé& nejverohodnéjsi vysledek, ktery byl ziskan.

Douhovnikoff et Dodd (2003) ve své studii uvadéji i konkrétni vzorec, podle kterého Ize,
po dosazeni primért a standardnich odchylek péarovych podobnosti klonalnich
a neklonalnich jedincii, vypocitat konkrétni hodnotu thresholdu. VSechny tyto postupy ale
ptedpokladaji mozZnost ptedchoziho fyzického rozliSeni klondlnich a neklondlnich vzorki

v datasetu, coZ pro jejich aplikaci v této praci piedstavuje zasadni prekazku.
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6 Zaver

1) Byla vytvoiena aktualni mapa rozsifeni hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum) na Gzemi
Ceské republiky, ktera bude vyhledové publikovana v souborném piispévku ,,Rozsifeni
cévnatych rostlin v Ceské republice. Cést 6. v Gasopise Preslia.

2) Hasivka orli¢i je na uzemi CR velmi omezené fertilni. V ramci zkoumaného datasetu
1147 rostlin bylo zaznamenédno pouze 16,3%. rostlin fertilnich. Ani ptes korelace tohoto
datasetu s klimatickymi faktory (sraZky, teplota, mrazové dny) nebyl zjistén zadny faktor,
ktery by statisticky prukazné vysvétloval rozsifeni fertilnich populaci hasivky na nasem
uzemi. Zasadni roli ve vyskytu fertilnich populaci zfejmé nehraje ani nadmotiska vyska,
ani expozice populace v terénu.

3) Z celkového poctu 997 analyzovanych rostlin pritokovym cytometrem byl zaznamenan
prevazujici vyskyt diploidi (86%) a mensi podil triploidi (14%). Z pohledu celych
populaci (98 analyzovanych populaci) bylo zaznamenano 89% Cist¢ diploidnich,
3% populaci ¢iste triploidnich a 8% populaci smésnych (2x+3x).

4) Primérna velikost priiduchii a spor koreluje statisticky prukazné se stupném ploidie
rostlin. Lze je tedy vyuzit jako morfologicky determinacni znak pro rozpoznani obou
ploidii.

5) U rostlin hasivky orli¢i byly nalezeny c¢tyfi typy spor — triletni spory, neredukované
diplospory, monoletni spory a abortované spory. Neredukované diplospory a monoletni
spory byly nalezeny pouze u triploidniho cytotypu. Procento abortovanych spor (SAI) bylo
u diploidnich jedinct zjiSténo v rozmezi 1,3-9,6% a tomu piiblizné odpovidala i klicivost.
U jedné triploidni rostliny s triletnimi sporami byl vypocitan SAI roven 44,2%. Kli¢ivost
zde byla vyrazné nizsi, nikoliv v§ak nulova, jako u spor monoletnich.

6) Populacni struktura hasivky orli¢i je podobné variabilni u obou ploidii. V naprosté vétsine
piipadii se v jedné populaci vyskytuje vice genet spolecné, ale byla zaznamendna
i triploidni populace tvofend pouze jednim genetickym klonem. V ramci konkrétni
promichané populace lze vysledovat klondln¢ vzniklé jedince vSech piitomnych genet.
Triploidni cytotyp patrng vznika opakovang, zfejmé viak nikoliv na tzemi CR.

Pravdépodobné se na naSe Gizemi dostava vzdusnymi proudy z jinych oblasti.
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8 Prilohy

Ptiloha 1: Seznam lokalit hasivky orli¢i (Pteridium aquilinum), na kterych byly provedeny sbéry vzork pro tuto praci.

oznaceni lokalita okres/stat nadm. vyska souradnice datum ploidie | fertilita

L1 Roznov pod Radho$tém Vsetin 484 49°29'24.500"N, 18°10'07.300"E 2015-08-02 2x

L2 Staj Jihlava 680 49°27'55.800"N, 15°49'27.700"E 2015-08-04 2x S
L3 Rajnochovice Kroméfiz 497 49°25'01.500"N, 17°49'33.700"E 2015-08-06 2x S
L4 Valtinov JindfichGv Hradec 650 49°05'23.300"N, 15°16'19.800"E 2015-08-10 2x S
L5 Valtinov JindfichGiv Hradec 670 49°05'15.500"N, 15°16'17.500"E 2015-08-10 2x S
L6 Zell am See Némecko 1250 47°19'37.900"N, 12°45'43.700"E 2015-08-21 2x S
L7 MladoSovice Ceské Budgjovice 487 48°57'11.600"N, 14°43'10.500"E 2015-08-25 2x+3X S
L8 Borek Ceské Budgjovice 441 49°01'26.900"N, 14°30'28.700"E 2015-08-26 2x S
L9 Trebon Holicky JindfichGiv Hradec 454 49°00'13.900"N, 14°48'42.700"E 2015-08-29 2x+3x S
L10 Hamr JindfichGv Hradec 459 48°57'07.800"N, 14°53'14.700"E 2015-09-03 2x+3x F
L1 MFi¢ Cesky Krumlov 574 48°54'52.100"N, 14°19'38.600"E 2015-09-02 2x+3x F
L12 Rudolfov Ceské Budgjovice 560 49°00'20.900"N, 14°33'59.400"E 2015-09-05 2x S
L13 Nova Ves Ceské Budgjovice 482 48°54'46.000"N, 14°32'54.000"E 2015-09-16 2x S
L14 Poresin Cesky Krumlov 563 48°46'43.400"N, 14°30'35.800"E 2015-09-20 2x S
L15 Plav Ceské Budgjovice 419 48°54'45.000"N, 14°28'11.900"E 2015-09-20 2x F
L16 Konigstein Némecko 303 50°55'09.400"N, 14°03'14.100"E 2015-09-28 2x S
L17 Leichtenhain Némecko 193 50°55'40.500"N, 14°14'27.600"E 2015-09-28 2x S
L18 Hinterhermsdorf Némecko 397 50°55'08.500"N, 14°22'13.300"E 2015-09-28 2x F
L19 Dolni Poustevna Décin 379 50°59'09.100"N, 14°18'28.100"E 2015-09-28 2x F
L20 Doubice Décin 417 50°53'55.900"N, 14°27'20.300"E 2015-09-28 2x S
L21 Chribska Décin 320 50°51'39.600"N, 14°26'42.300"E 2015-09-28 2x F
L22 Lipnice Décin 409 50°49'43.400"N, 14°25'38.700"E 2015-09-28 2x S
L23 Jaromér Cesky Krumlov 602 48°42'10.500"N, 14°31'34.400"E 2015-10-03 2x F
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oznaceni lokalita okres/stat nadm. vyska souradnice datum ploidie | fertilita
L24 Pohorska Ves Cesky Krumlov 786 48°39'59.000"N, 14°38'34.700"E 2015-10-03 2x F
L25 Suchdol Cesky Krumlov 659 48°40'45.900"N, 14°27'06.300"E 2015-10-03 2x S
L26 Pernek Cesky Krumlov 835 48°47'43.600"N, 13°59'40.100"E 2015-10-04 2x+3x F
L27 Stozec Prachatice 803 48°48'32.800"N, 13°56'00.300"E 2015-10-04 2x S
L28 Frymburk Cesky Krumlov 740 48°38'45.100"N, 14°10'20.400"E 2015-10-04 2x S
L29 Hojsova Straz Klatovy 835 49°11'50.700"N, 13°13'17.900"E 2015-10-18 2x F
L30 Settinchen Némecko 135 51°41'48.700"N, 13°54'07.100"E 2015-08-21 3x S
L31 Lietzow Némecko 2 54°29'20.300"N, 13°30'03.700"E 2015-08-22 2x S
L32 Skévde Svédsko 280 58°24'06.400"N, 13°45'37.500"E 2015-08-23 2x+3x S
L33 Asphaugen Norsko 80 64°03'13.500"N, 11°29'40.700"E 2015-08-24 | - S
L34 Hemsjoen Norsko 135 64°14'04.900"N, 12°07'01.900"E 2015-08-25 2x S
L35 Vestre Loding Norsko 45 67°17'55.500"N, 14°47'55.000"E 2015-08-26 2x S
L36 Innhavet Norsko 75 67°51'41.800"N, 15°56'24.500"E 2015-08-30 2x S
L37 Eide Norsko 130 63°12'38.700"N, 09°04'58.800"E 2015-09-02 2x S
L38 Marstein Norsko 40 62°29'18.200"N, 07°45'35.600"E 2015-09-03 2x S
L39 Feset Norsko 80 58°58'25.700"N, 09°31'23.400"E 2015-09-04 2x S
L40 Kristiansand Norsko 15 58°07'58.500"N, 08°00'43.900"E 2015-09-04 2x S
L41 Arestrup Déansko 50 56°48'35.200"N, 09°44'02.300"E 2015-09-05 2x S
L42 Ostrov Pag Chorvatsko 10 44°28'24.200"N, 15°00'36.200"E 2016-05-01 2x S
L43 Quinta das Cegonhas Portugalsko 595 40°31'11.300"N, 07°32'29.300"E 2016-05-01 2x S
L44 St. Guilhem le Desert Francie 446 43°44'01.900"N, 03°32'07.000"E 2016-06-04 2x S
L45 karony fek Tarn a Jonte Francie 578 44°17'41.400"N, 03°14'34.100"E 2016-06-05 2x S
L46 karony fek Tarn a Jonte Francie 589 44°13'13.300"N, 03°13'40.200"E 2016-06-05 2x S
L47 Les Vergnes de Mazes Francie 994 44°48'38.700"N, 02°52'46.000"E 2016-06-07 2x S
L48 Monts du Cantal Francie 1193 45°06'44.700"N, 02°46'08.500"E 2016-06-08 2x S
L49 Compains Francie 1224 45°28'00.800"N, 02°53'16.000"E 2016-06-09 2x S
L50 Puy Pariou Francie 987 45°48'06.200"N, 02°58'51.400"E 2016-06-11 2x S
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oznaceni lokalita okres/stat nadm. vyska souradnice datum ploidie | fertilita
L51 Prise¢na Cesky Krumlov 702 48°50'23.600"N, 14°18'41.700"E 2016-06-25 2x S
L52 Kokorinsky Dul Mélnik 250 50°25'50.800"N, 14°34'54.100"E 2016-07-11 2x F
L53 Dobren Mélnik 365 50°28'29.300"N, 14°33'00.600"E 2016-07-11 2x S
L54 Béla pod Bezdézem Mlada Boleslav 300 50°27'48.800"N, 14°46'48.900"E 2016-07-11 2x S
L55 Béla pod Bezdézem — Cista Mlada Boleslav 292 50°29'13.400"N, 14°50'17.200"E 2016-07-11 2x F
L56 Bitouchov Mlada Boleslav 297 50°27'45.500"N, 14°53'21.300"E 2016-07-11 2x S
L57 Riesachsee Rakousko 1358 47°19'49.100"N, 13°46'22.400"E 2016-07-13 2x S
L58 Riesachsee Rakousko 1028 47°21'11.600"N, 13°43'20.600"E 2016-07-13 2x S
L59 Duisitzkarsee Rakousko 1195 47°18'30.700"N, 13°42'06.400"E 2016-07-13 2x S
L60 Schladming Rakousko 813 47°24'04.000"N, 13°41'30.400"E 2016-07-15 2x S
L61 Ramsau — Vorberg Rakousko 1120 47°24'25.700"N, 13°38'17.300"E 2016-07-15 2x S
L62 Dvorce Ceské Budgjovice 482 48°52'12.500"N, 14°39'23.000"E 2016-07-17 2x S
L63 Nové Hrady — Zarsky rybnik Ceské Budgjovice 530 48°47'38.900"N, 14°43'35.100"E 2016-07-17 2x S
L64 Razice Pisek 427 49°14'17.700"N, 14°06'25.700"E 2016-07-18 2x S
L65 Rozmital pod TfremSinem — Sobensky ryb. PFibram 568 49°37'37.200"N, 13°50'34.100"E 2016-07-18 2x S
L66 Brdy — MiSov Plzen-jih 621 49°37'14.900"N, 13°42'39.500"E 2016-07-18 2x S
L67 Plzeri—Bolevec — PP Doubi Plzefi-mésto 380 49°47'26.000"N, 13°23'42.400"E 2016-07-19 2x S
L68 Busovice — Kokotsky rybnik Rokycany 462 49°46'51.700"N, 13°32'42.400"E 2016-07-19 2x S
L69 Rokycany — vrchol Cilina (523 m n. m.) Rokycany 505 49°44'14.900"N, 13°32'31.900"E 2016-07-19 3x S
L70 Sténovice Plzeni-jih 450 49°39'58.300"N, 13°24'51.300"E 2016-07-19 2x S
L71 Prestaviky Plzeni-jih 412 49°35'07.500"N, 13°13'24.900"E 2016-07-19 2x S
L72 Stékre Cesky Krumlov 540 48°52'11.600"N, 14°21'55.100"E 2016-07-31 2x S
L73 Pridoli Cesky Krumlov 623 48°44'25.000"N, 14°20'56.600"E 2016-07-31 2x S
L74 Vyprachtice Usti nad Orlici 709 49°59'58.600"N, 16°40'26.400"E 2016-08-08 2x S
L75 Véapenna Jesenik 458 50°15'37.200"N, 17°06'33.100"E 2016-08-08 2x S
L76 Zulova — Vycpalkav lom Jesenik 470 50°17'25.700"N, 17°07'14.700"E 2016-08-08 2x S
L77 Stity Sumperk 430 49°57'03.300"N, 16°45'58.500"E 2016-08-09 2x F
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oznaceni lokalita okres/stat nadm. vyska souradnice datum ploidie | fertilita
L78 Maletin Sumperk 535 49°48'30.600"N, 16°46'40.600"E 2016-08-09 2x F
L79 Dobfiv Rokycany 504 49°43'42.500"N, 13°44'01.300"E 2016-08-03 3x S
L80 Mrakotin Jihlava 580 49°11'28.800"N, 15°21'10.100"E 2016-08-11 2x S
L81 Konice, Jednov Prosté&jov 550 49°33'26.100"N, 16°52'09.100"E 2016-08-11 2x S
L82 Tyn nad Be¢vou Prerov 430 49°30'21.900"N, 17°39'36.600"E 2016-08-12 2x F
L83 Pul€inské skaly Vsetin 590 49°13'37.400"N, 18°04'39.600"E 2016-08-12 2x S
L84 Mala Bystfice — Zezulka Vsetin 450 49°24'00.500"N, 18°02'55.800"E 2016-08-12 2x F
L85 Vala$ska Bystfice — Na Horach Vsetin 540 49°25'42 800"N, 18°06'31.400"E 2016-08-12 2x F
L86 Hutisko-Solanec Vsetin 560 49°24'50.000"N, 18°13'49.300"E 2016-08-13 2x S
L87 Horni Be¢va Vsetin 560 49°25'25.300"N, 18°18'51.300"E 2016-08-13 2x F
L88 StfiteZz nad Bec¢vou Vsetin 400 49°27'21.300"N, 18°02'39.800"E 2016-08-13 2x S
L89 Havifov, PeZgovsky les Ostrava-mésto 270 49°48'21.100"N, 18°23'28.500"E 2016-08-13 2x S
L90 Albrechtice — Velky les Karvina 300 49°47'04.800"N, 18°29'36.200"E 2016-08-13 2x S
L91 Ostravice — vodni nadrz Sance Frydek-Mistek 470 49°31'08.800"N, 18°24'22.900"E 2016-08-14 2x S
L92 Staré Hamry Frydek-Mistek 530 49°27'20.700"N, 18°28'02.900"E 2016-08-14 2x S
L93 Prostfedni Be¢va — Bacov Vsetin 480 49°26'28.500"N, 18°15'05.000"E 2016-08-14 2x F
L94 Roznov pod Radho$tém Vsetin 485 49°29'24.200"N, 18°10'06.100"E 2016-08-14 2x F
L95 Pernek Cesky Krumlov 835 48°47'43.600"N, 13°59'40.100"E 2016-08-25 2x S
L96 Pernek Cesky Krumlov 835 48°47'43.600"N, 13°59'40.100"E 2016-08-25 2x+3x S
L97 Hollenstein Rakousko 645 47°49'10.800"N, 14°44'48.600"E 2016-08-20 2x+3x S
L98 Mariazell Rakousko 855 47°46'52.700"N, 15°14'35.800"E 2016-08-25 2x S
L99 Loucovice Cesky Krumlov 690 48°37'23.900"N, 14°14'32.000"E 2016-09-18 2x+3x F
L100 Loucovice Cesky Krumlov 690 48°37'23.900"N, 14°14'32.000"E 2016-09-18 2x F
L101 MladoSovice Ceské Budgjovice 480 48°57'20.000"N, 14°43'02.300"E 2016-09-20 3x S
L102 Hamr JindfichGv Hradec 459 48°57'07.800"N, 14°53'14.700"E 2016-09-20 2x+3x S
L103 Trebor Holicky JindfichGiv Hradec 454 49°00'13.900"N, 14°48'42.700"E 2016-09-20 2x+3X S
L104 Zdarky Nachod 525 50°28'23.474"N, 16°14'36.829"E 2016-09-17 2x F
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Piiloha 2: Vysledky analyzy mikrosateliti, dominantni skérovani. Oznacéeni lokalit: L — ¢islo lokality, R — ¢islo rostliny. Lokusy jsou oznaceny délkou (bp).
Pro prehlednost je znacena ptitomnost lokusu jako 1, nepfitomnost jako prazdné pole, otaznik zna¢i missing data (konkrétni lokus nebo cely marker). Stejné
tak je u ploidie oznacen pouze triploidni cytotyp, prazdné pole znaci cytotyp diploidni.

marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
lokalita | ploidie 8| 8| X1 212 Q)8 F/8 8 8 8 88 E|la 3 IV V)28 88 oo oo =333 39 aeM8M8
N o|lw|la|N|© 2| 2O N P O OSIN|N|O| W O ON O ® 2N O SO N2 0[N0 2O 000 0N O WO s ®
L7R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R2 101 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R3 1 117 1 1 1 ? 1 1 1
L7R4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R5 101 1 117 1 1 1 1 1 1 1
L7R6 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R7 1101 1 111 1 1 1 1 1 1 1
L7R8 101 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R9 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L7R10 3x 1 1 1 1 1 1 11111 ? 1 1 1
L11R1 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L11R2 101 1 1 1 1 1 1 1 101 1 1
L11R3 3x 1 1 1 1 1 1 171 1711 1 1 1
L11R4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L11R5 ? 1 20?2 ?2(?[?|?[?]?1 1 20?20?21 ?2|?]?2 (11 1 1
L11R6 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L11R7 1 1 1711 1 1 1 101 101 1 1
L11R8 1 1 11111 1 1 1 101 101 1 1
L11R9 101 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L11R10 1 1 1 171 1 1 1 1 1 1
L21R1 1 1 1 1 1 1 1 1
L21R2 1 1 1 1 1 1 1 1
L21R3 1 1 1 1 1 1 1 1
L21R4 1 1 1 1 1 1 1 1
L21R5 1 1 1 1 1 1 1 1
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marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
el e L HHEHEBEHEHEHEEEHBEHEHE HEHE HHEHEEHEHEHHEHEEHHEBEHHEEEEHHEBEHHEE:
L79R2 3x 1 1 1 1 1 171 171 1 1 1
L79R3 3x 1 ? 2020?21?22 20?7 1 1 171 171 1 1 1
L79R4 3x 1 1 11 1 1 1 171 171 1 1 1
L79R5 3x 1 ? 20?21?21 ?|?|?]|?]7 1 1 171 171 1 1 1
L79R6 3x 1 117 1 1 1 171 171 1 1 1
L79R7 3x 1 1 117 1 1 171 1 ? 1 1
L79R8 3x 1 1 101 1 1 1 171 171 1 1 1
L79R9 3x 1 ? 2020?21?20 2|20 ?|? 1 171 171 1 1 1
L79R10 3x 1 20?21?21 ?2 0?2?2177 1 1 117 171 1 1 1
L26R1 1 1 1 1 101 1 1 1 171
L26R2 1 1 1 1 1 101 1 1 1 111
L26R3 1 1 1 1 1 1 10111 1 1 1 1
L26R4 1 1 1 1 1 1 10111 1 1 1 1
L26R5 3x 1 1 92?2?2207 ?01 1 1 20101 1 111 1 1
L26R6 1 1 2020?20?22 7?01 1 10111 1 1 1 1
L26R7 1 1 1 1 1 1 1 111 1 171
L26R8 1 1 1 1 1 101 1 1 1 111
L26R9 1 1 ? 1 1 101 1 1 1 1
L26R10 1 1 1 1 101 1 ? 1 171
L95R1 1 1 1 1 1 1 101 1 ? 1 1 11
L95R2 1 1 1 1 1 1 101 1 ? 1 1 171
L95R3 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1 171
L95R4 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 11
L95R5 1 1 1 1 1 1 101 1 ? 1 1 171
L96R1 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R2 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R3 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R4 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
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marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
oaie [poide | @[ alalalalalglslelelalglglglga]3[3]3]3]a]zlalz|8eglelelelzlzlzlzlzlz]2[al2lalalzlx g glgla]s
~ ©0 | w (5] ~N | © = | dlON O O N N ol w| o | © N | o == N | © W o | © N | = ® o | N © =W o oo|® O N © W e = | ©w
L96R5 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R6 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R7 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R8 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R9 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R10 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R11 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R12 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R13 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R14 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R15 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R16 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L96R17 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 111
L96R18 3x 1 1 1 1 1 1 1 10111 1 111 1 1
L96R19 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 111
L96R20 3x 1 1 1 1 1 1 1 11111 1 111 1 1
L97R1 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1
L97R2 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1
L97R3 1 1 1 171 1 111
L97R4 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1
L97R5 1 1 1 1 1 171 1 1 1
L97R6 1 1 1 1 1 171 1 1 1
L97R7 1 1 1 1 1 101 1 1 1 ? 01
L97R8 3x 101 1 1 1 ? 101 1 1 1 171
L97R9 3x 101 1 1 1 ?201 )1 1 1 ? 01
L97R10 101 1 1 1 1 101 1 1 11
L99R1 3x ? 01 111 171 1 1 1 1 ? 1 1
L99R2 3x 101 111 171 111 1 1 1 1 1 1

54




marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
oaie [poide | @[ alalalalalglslelelalglglglga]3[3]3]3]a]zlalz|8eglelelelzlzlzlzlzlz]2[al2lalalzlx g glgla]s
~ ©0 | w (5] ~N | © = | dlON O O N N ol w| o | © N | o == N | © W o | © N | = ® o | N © =W o oo|® O N © W e = | ©w
L99R3 3x 1 111 171 1 1 1 1 1 1 ?07?
L99R4 3x 1 171 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L99R6 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1 1
L99R7 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1 1
L99R8 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1 1
L99R9 1 1 1 1 1 1 101 1 o B 2 B A A R A A I I 4 1 1
L99R10 117 1 1 1 N2 1 1 1 1 1 ?0?
L99R11 111 1 1 1 1 1 117 1 1 1 1 1 1
L99R12 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 171
L99R13 3x 1 1 171 1 1 1 1 ?0?
L99R 14 3x 1 111 171 1 1 1 1 1 1 1 1
L99R15 3x 101 111 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R16 3x 1101 171 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R17 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1 1
L99R18 3x 101 111 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R19 3x 1101 171 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R20 3x 101 111 171 1 101 1 1 1 1 1
L99R21 3x 101 111 171 1 1 1 1 1 1 1
L99R22 ? 1 1 1 10111 1 1 1 1
L10R1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 101 1 1
L10R2 1 1 ? 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L10R3 3x 101 1 1 1 1 1 21111 11117 1 1
L10R4 1 1 21?1 1 1 1 1711 1 1 1
L10R5 1 1 111 1 1 171 1 1 1
L10R6 3x 101 2020?21?22 20?7 1 1 117 101 1 11
L10R7 3x 101 1 1 1 1 1 1 1 1 171
L10R8 3x 101 1 1 1 1 1 1 1111 1 101 1 171
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marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
oaie [poide | @[ alalalalalglslelelalglglglga]3[3]3]3]a]zlalz|8eglelelelzlzlzlzlzlz]2[al2lalalzlx g glgla]s
~ ©0 | w (5] ~N | © = | dlON O O N N ol w| o | © N | o == N | © W o | © N | = ® o | N © =W o oo|® O N © W e = | ©w
L10R9 3x 1 1 20?21?21 ?(?|?[?]?1 1 1 111 1 10?2?21 1 171
L10R10 3x 1 1 1 1 1 1 11?21?2121 ?2 |11 ? 01 1 1
L102R2 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R3 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R4 3x || ? 1 1 1 1 10111 11111 1 111
L102R5 3x 101 1 1 1 1 1 21101 1111 1 171
L102R6 3x 101 ? 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R7 3x 1101 1 1 1 1 1 10111 11111 1 111
L102R8 3x 101 ? 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R9 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R10 3x 1101 1 1 1 1 10111 11111 1 111
L102R11 3x 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R12 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R13 3x ? 01 ? 1 1 1 1 10111 11111 1 111
L102R14 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R15 3x 1 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R16 1 1 1 1 1 1 101 11111 1 1
L102R17 1 1 1 1 1 1 101 11111 1 1
L102R18 1 1 1 1 1 1 101 11101 1 1
L102R19 1 1 1 1 1 1 101 11111 1 1
L102R20 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R21 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R22 3x 1101 1 1 1 1 1 10111 11111 1 171
L102R23 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R24 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R25 3x 1101 1 1 1 1 1 10111 11111 1 111
L102R26 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R27 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
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marker AC1 AG3 TGA7 TTC8 TG12 Pt12cp Pt04
s LI R R R R R R R IR EE I N EE R EE IR IR I A
L102R28 3x 101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 171
L102R29 3x 1101 1 1 1 1 1 10111 1111 1 111
L102R30 1 1 1 1 1 1 1 1T 1711111 1 1
L102R31 1 1 1 1 1 1 1 T 111111 1 1
L9R1 1 1 1 1 1 1 1 101
L9R2 101 1 1 171 1011 1 ? 1 1
L9R3 101 1 1 171 10111 1 ? 1 1
L9R4 1 1 1 1 1 1 101 1 1 1 1
L9R5 101 ? 1 1 1 1 171 1 1 1
L9R6 3x 101 20?21 ?2(?(?|?[?]?1 1 1 171 1 1
L9R7 3x 11011 2020?21?22 20?7 1 1 1 1 ? 1 1
L9R8 3x 11011 1 1 1 1 1 1 1 1
L9R9 3x 11011 20?2 ?2(?(?|?[?]?1 1 1 1 1 ? 1 1
L9R10 3x 11011 1 1 1 1 117 1 1 1
L103R2 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R3 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R4 3x 1111 171 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R5 3x 1 1 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R6 3x 1 1 111 1 1 1 1 1 ? 1 1 1
L103R7 3x 1 1 171 1 1 1 1 1 ? 1 1 1
L103R8 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R9 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R10 3x 1111 171 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R11 3x 1111 111 1 1 1 1 1 ? 1 1 1
L103R12 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R13 3x 1111 171 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R14 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
L103R15 3x 1111 111 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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