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Abstrakt

Prace se zaméfuje na ohrozeny druh sasanku lesni Anemone sylvestris. Anemone
sylvestris je druhem suchych travnikl a prosvétlenych lesnich lemi, v soucasnosti
velmi ohroZenych stanovist. Pro u¢innd ochranafska opatfeni je nezbytnd znalost
genetické diverzity populaci. Cilem prace je proto popsat populacné-genetickou
strukturu tohoto druhu na uzemi Ceské republiky, véetné stanoveni miry piibuznosti
jednotlivych populaci a jejich potenciadlniho genetického puvodu. Vsechny tyto
charakteristiky byly stanoveny pomoci mikrosatelitovych DNA markert.

Prostfednictvim molekularnich analyz bylo ukéazano, e populace v Ceské
republice jsou ve srovnani se zahrani¢nimi populacemi velmi geneticky chudé.
Zaroven jsou vSak navzajem vyrazné odlisné, a tedy nedochazi zde k zadné nebo
velmi malé vyméné genti mezi populacemi. Piedeviim v populacich v Ceské
republice hraje vyznamnou roli vegetativni rozmnozovani, které umoznilo fixaci
pirevazné Casti lokusi v heterozygotni podobé a zamezilo tak absolutni ztraté
genetické diverzity vlivem genetického driftu. Zaroven naprosta prevaha jediného
klonalniho genotypu vlivem kompetice vkazdé populaci jesté vice posilila
vzajemnou odlisnost 1 velmi geograficky blizkych populaci. Témét kazda populace je

tak tvofena samostatnou genetickou linii.

Naprosta odlisnost populaci spolu se zcela nahodnou fixaci alel v populacich
jsou pravdépodobné pozistatky velké genetické diverzity pivodné velké populace
Anemone sylvestris v minulosti. Jeji jednotlivé ¢asti byly fixovany pravé

prostiednictvim klont.

Kli¢ova slova: Anemone sylvestris, ohrozeny druh, popula¢ni struktura, geneticka
diverzita, klonalita, mikrosatelity.



Abstract

This thesis focuses on an endangered species of Anemone sylvestris. Anemone
sylvestris is found in dry grasslands and bright woodland edges, both of which are
currently at high risk. Knowledge of genetic diversity of populations is essential for
the application of effective conservation measures. The aim of this thesis is to
describe the population-genetic structure of this species in the Czech Republic,
including the determination of the degree of affinity of individual populations and
their potential genetic origin. All of these characteristics were determined by

microsatellite DNA markers.

Molecular analyses have shown that populations in the Czech Republic are
genetically poor in comparison to foreign populations. At the same time they are
entirely different from each other and therefore there is no or very little gene flow
between populations. Particularly in populations in the Czech Republic, vegetative
reproduction plays an important role, allowing the majority of loci to be fixed in
heterozygous form, thus preventing the complete loss of genetic diversity due to
genetic drift. Simultaneously, an overwhelming dominance of the single clonal
genotype due to competition in each population has reinforced the distinction
between geographically close populations. Thus almost every population is a

separate genetic line.

The vast diversity of populations along with the random allele fixation in
populations are probably the remnants of the great genetic diversity of the large

Anemone sylvestris population in the past. Its individual parts were fixed by clones.

Key words: Anemone sylvestris, rare species, population structure, genetic diversity,
clonality, microsatellites.
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1. Uvod

Stepni a lucni spoleCenstva reprezentuji pfevaznou ¢ast primarniho a sekundarniho
bezlesi sttedoevropské krajiny. Jedna se ptitom o spolecenstva velmi druhové bohata
s vysokou mirou diverzity jak rostlin, tak zivo¢ichli (Denisow & Wrzesien 2015).
Tyto lokality jsou uto¢istém vétSiny xerotermnich druht, které Casto nebyvaji vazany
tak pevné na vyssi teploty, jako spiSe na oteviena stanovisté s dostatkem svétla. Zde
jsou schopny tolerovat nizké uhrny srazek. V soucasnosti jsou tato spolecenstva
ohrozena mnoha faktory, a to jak postupujici sukcesi a tim vzrlstajicim zastinem
ketli a dfevin, tak nevhodnymi zpisoby vyuzivani krajiny a ustupem od tradi¢niho
zpusobu hospodafeni. Postupujici sekundarni sukcese a stile se zvySujici
fragmentace krajiny rozd€luje vétsi populace do malych vzajemné izolovanych
nepocetnych populaci s vySSim rizikem extinkce a dlouhou dobou obnovy
(Bornkamm 2006). Ochrana téchto biotopt se stdva klicovou pro udrzeni vysoké

biodiverzity jinak ptivodné ptirozené lesnaté krajiny (Cremene et al. 2005).

Pro smysluplné zacileni ochranafskych snah na cela spoleCenstva,
ale i konkrétni druhy, je nezbytna znalost jak populaéné genetické struktury téchto
druht, tak piedevsim historie vyvoje populaci a druhti samotnych. Pohled do historie
vzniku, existence a postupného vyvoje celych spoleCenstev poskytuje piedstavu
0 nutnosti aktivniho pfistupu k managementu téchto lokalit a klicové roli pisobeni

¢lovéka v holocennim vyvoji krajiny (Hejeman et al. 2013; Lozek 1973).



1.1 Historie vyvoje otevirené krajiny

Tvar stiedoevropské krajiny piedurcuji piedev§im lesy. Jejich existence
a rekonstrukce S$ifeni v teplejSich obdobich a naopak ustup do mikroklimaticky
prihodnéjsich stanovist' v chladnych vykyvech byla dlouhou dobu stfedem zdjmu
(Magri et al. 2006; Petit et al. 2002). O refugiich stepnich druht a jejich Sifeni je
znamo vSak velmi malo. Problematika je patrné¢ o to slozitéjsi, ze si pod stepnim
druhem muazeme piedstavit jak druhy vdzané na teplé podnebi, tak druhy snasejici
drsné kontinentalni klima (Listl et al. 2017; Schmitt & Varga 2012). Spole¢nym
jmenovatelem téchto druht je tolerance k nedostatku ¢i fluktuaci srazek a casto
k dalSim extrémnim podminkam (velké vykyvy teplot, nedostatecné vyvinuté pudy,
extrémni oslunéni stanovist, zasoleni, a dalsich). S timto se poji i schopnost obyvat
oteviena stanovisté ¢i pfimo vazba na bezlesi diky slabé konkurenceschopnosti
(Lozek 2004). Kazda zuvedenych skupin stepnich druhii by tak méla jiny vzorec

Sifeni a jiné moZnosti preckani posledni doby ledové.

Kde a jak tedy tyto druhy pteckavaly uplynulé klimatické zmény a nakolik
a Vv jaké mife je jejich vyskyt dnes ptirozeny zlstava otazkou. Odpoveéd’ je mozné
nalézt pomoci analyzy fosilnich zbytki. Problémem vSak je rGznd vypovidaci
hodnota. Zatimco pyl se zachovava pievazné v kyselém a vlhkém prostiedi raselinist’
vysSich poloh, schranky mékkyst a kosti obratloved jsou dobie konzervovany
ve vapnitych sedimentech suchych oblasti nizin. Navic pyl Sifeny vétrem pokryje
daleko vétsi krajinnou plochu, nez je skutecnd rozloha mist, kde se dany druh
vyskytuje. Pylovy zdznam tak odpovida vyskytu pievladajiciho spoleCenstva
Vv krajin¢ (Chytry et al. 2010b).

1.1.1 Eemsky interglacial

Pohled do posledni doby meziledové pied vice nez 100 000 lety poskytuje dobrou
predstavu o pravdépodobném vyvoji vegetace holocenni krajiny bez vlivu ¢lovéka.
PrestoZze bylo klima pfiblizn€é o 5°C teplejSi nez v Holocénu, dominoval
sttedoevropskému prostoru les, a to 1 v nejteplejSich suchych oblastech. A¢ v tomto
obdobi hojné zili velci bylozravei neohrozeni clovékem, ktefi mohli udrzovat
otevienou parkovitou krajinu, podminky pro sekundarni sukcesi, a tim rozvoj lesa,
byly natolik vhodné, ze dosSlo k zatlaCeni xerotermnich druhd do suchych teplych

stanovist' extrémnich poloh. Jednalo se o velmi omezena mista ploskovitého
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charakteru jizné orientovanych skal a vrcholovych hran (viz obr. 1.1) (Lozek 2011).
Pro tadu druhi kontinentdlnich stepi ptedstavovala tato stanovisté interglacidlni
refugia, z nichz se mohly v nasledujicim glacialu §ifit (Bennett & Provan 2008).
Na druhou stranu druhy vazané na teplé podminky ¢ekal v glacialu piesun do refugii
Vv oblasti mediteranu stejné tak jako druhy lesni (Listl et al. 2017; Magri et al. 2006;
Petit et al. 2002; Urbaniak et al. 2018).

Obr. 1.1: Uzemi Ceské a Slovenské republiky v obdobi vrcholného Eemského interglacialu (pievzato
z Lozek 1973). Z mapky je patrna naprostd dominance teplych smiSenych lestt (svislé Srafovani).
Zelena barva vyznaCuje jediné okrsky s vyskytem lesa s drobnymi stepnimi ostrivky a okrsky
skalnich stepi, tedy refugia stepnich druhd b&hem interglacialni sekundarni sukcese s naprostou
dominanci a expanzi dievin.

Legenda: 1 — teplé smiSené lesy, 2 — les s drobnymi stepnimi ostrivky, 3 — okrsky skalnich stepi,
4 - smiSené horské lesy, 5 —horské jehlicnaté lesy, 6 — alpinské hole.

1.1.2 Wiirmsky glacial

Pro pocatek posledni doby ledové ptiblizné pied 110 000 lety je charakteristické
postupné ochlazovani a vysouseni s n€kolika teplej§imi vykyvy. Nastupujici drsné
kontinentdlni suché klima s velkymi rozdily zimnich a letnich teplot, ochlazenim
az 0 14°C a kratkou vegetacni dobou, vyrazné omezuje vyskyt kefd a stromi
a krajina se zacina otevirat (Pokorny et al. 2014; Taberlet et al. 1998). V teplejsich
obdobich se objevuje kontinentalni ¢ernozemni step typickéa pro dneSni oblast Uralu.
Ta ptechazi spolu snastupem vrcholného glacidlu a nejvét§siho ochlazeni ve

sprasSovou step (Lozek 2011).



VétsSina lesnich druhti vyzadujicich vlhko a teplo se stahla do jiznich
glacialnich refugii — Iberského, Balkanského a Apeninského (Magri et al. 2006; Petit
et al. 2002; Taberlet et al. 1998; Urbaniak et al. 2018). Ve stfedni Evropé vsak
existovala i kryptickd refugia. Mista, kde lokalni pfiznivé mikroklima umoznovalo
existenci drobnych zalesnénych enklav, které potom slouzily jako zdrojové (spolu
s jiznimi refugii) pii kolonizaci béhem teplych obdobi (Jufickova et al. 2014; Magri
et al. 2006; Stewart et al. 2009). Krypticka refugia potom mohla zasadné ovlivnit
rychlost holocenni migrace dievin do otevienych stanovist. Siteni fady téchto druha,
piedevs§im dfevin, je hojné studovano a jednotlivé migra¢ni trasy a hybridni zony

jsou dobte znamé (Hewitt 1999).

Kolik stepnich druhti vSak bylo schopno existovat v drsnych podminkach
sprasové stepi, vSak neni dosud zndmo. Nékteré druhy se stahly k jihu podobné jako
druhy lesni, tak tomu bylo napt. u Sedum album (Listl et al. 2017). Existuji vSak
analogie ke glacialni krajiné, které v souCasnosti ukazuji na moznost existence
a velkého rozsiteni stepnich druhi pravé v glacialni sprasové stepi. Takova
spoleCenstva lze nalézt v soucasnosti vV horské soustavé Altaje a Sajanu na jizni Sibifi
(Chytry et al. 2010b). Spole¢enstva zde pravdépodobné existuji kontinualné od doby
ledové, kdy byla pohoti zalednéna, ale podhorské oblasti zistaly nezalednéné
(Chytry et al. 2010b). Stepni druhy se souc¢asnym téziSt€ém vyskytu na jizni Sibifi
a typické pro kontinentélni stepi, tak mohly docela dobte nejen setrvavat v glacialni

krajing, ale se 1 velmi dobfe na sprasové stepi sifit (Rolecek et al. 2014).

v v

1400 m n. m. (viz obr. 1.2) (Lozek 2010). Praimérné ro¢ni teploty se zde pohybovaly
pod bodem mrazu, ale v kratkém 1ét€¢ mohly byt teploty srovnatelné s dne$nimi
(Lozek 2010). Vzhledem ke specifickym vlastnostem sprasi, které sice daly zaklad
souCasnym cCernozemnim pidam a stepnim spoleenstviim, je sloZité usuzovat
na jejich druhovou skladbu. Spras si lze piedstavit jako surové pudy s dostatkem
dostupnych Zivin a velkym obsahem uhli¢itanu vapenatého, kde se usazoval navaty
materidl v fidké, bylinami bohaté, stepni vegetaci (Chuman 2013; Lozek 2004).
V soucasnosti jsou takové ekosystémy pozorovatelné jen ve zminénych
jiho-Sibifskych analogiich (Chytry et al. 2010b). Jednalo se ¢asto o velmi

nesourodou kombinaci druhli s Casto protichlidnymi naroky na teplotu a vlhkost,



typicka pro né¢ byla pouze vazba na bezlesi ¢i schopnost v ném ptezivat (Lozek
2010).

Legenda: 1 — jezera a vnitrozemska mote, 2 — ptevazné keti¢kova tundra, 3 — subarktické stepi
S tundrovymi spolecenstvy, 4 — parkova tundra s kiovinami a stepnimi okrsky, 5 — sprasova step,
6 - lesostep aZ lesotundra, 7 — piimorsky smiSeny les, 8 — step, vétSinou s tvorbou sprase, 9 — lesostep,
10 — poust, 12 — galeriové lesy, 13 ledovce.

Uzemi Ceské republiky se v historickém kontextu rozsifeni sprasi a poloze
mezi severskym pevninskym zalednénim a jiznim alpskym ledovcem jevi jako velmi
unikatni (viz obr. 1.3) (Chuman 2013). Poskytovalo totiz krypticka glacialni refugia
jak lesnim druhtim (Willis & Andel 2004), tak teplomilnym stepnim druhlim jako je
napi. Sedum album (Listl et al. 2017; Schmitt & Varga 2012). Jisté tedy je, Zze se
na naSem Uzemi vyskytovaly stepni druhy, pro néZ byly podminky spraSové stepi
idealni a mohly se tedy velmi dobie §itit, spolu s teplomilngj$imi stepnimi druhy,

které zde obyvaly pouze omezené mikroklimaticky ptihodné oblasti. Ty jim slouZzily



jako takzvana kryptickd refugia, z nichz se mohly pii otepleni na konci glacidlu

uspésné hojné §itit (Schmitt & Varga 2012).

Obr. 1.3: a) Uzemi Ceské a Slovenské republiky v obdobi posledniho vrcholného glacialu. Clenéni je
oproti sou¢asnym poznatkim zavadéjici (jiz existuji doklady o setrvani nékterych dievin
ve stiedoevropském prostoru), avSak dobfe poslouzi pro ilustraci rozsifeni sprasovych stepi
(znazornény zelenég), izolovanosti Ceské Casti a dobré konektivité jihomoravské oblasti s oblasti
panonskych stepi (pfevzato z Lozek 1973).

Legenda: 1 — sprasova step, 2 — spraSova tundra, 3 —horska kamenita tundra, 4 — mrazové pustiny

b) Rozlozeni sprasi (1) a pfibuznych ulozenin (vapnité a spraSové pisky, 2 a 3) dobte korespondujici
s rozlozenim spraSovych stepnich lokalit v obdobi holocénu, ale i se soucasnou distribuci stepi
a suchych luk (pfevzato z Lozek 1973).

Struéné lze tedy fici, ze méla krajina v dobé ledové podobu stepo-tundry
s velmi heterogenni mozaikou riiznych stanovist. Jejich zastoupeni bylo ovlivnéno

dostupnou vlhkosti, kterd umoZziovala rist odolnych stromli a keti. Ve vysSich



srazkovych oblastech se jednalo o lesotundru s borovici limbou a smrkem, nizsi
a sussi oblasti pokryvala lesostep S modiinem a borovici lesni a plynule piechazela
ve sprasovou step s nejextrémnéj$imi podminkami a fadou druhGt véazanych
na bezlesi. V nejchladnéjsich vykyvech doslo k zatlaceni lesa do malych ploch napf.
ficnich niv divocicich tokl S pfiznivym mikroklimatem stejn¢ tak jako presunu
teplomilnych druht do mensich mikroklimaticky vhodnych lokalit (Chytry et al.
2010b; List et al. 2017). Na druhou stranu v teplejsich a vih¢ich vykyvech dochazelo
K propojovani jednotlivych fragmentt lesni vegetace (Horsak & Chytry 2010). Diky
této pestré mozaice a téméf chybéjicimu snéhovému pokryvu, umoziujicimu zimni

pastvu, mohla zit v krajin¢ spolecenstva velkych bylozravct (Chytry et al. 2018).

1.1.3 Holocén

Koncem pozdniho glacidlu a za¢atkem Holocénu pred 12 000 lety prechazi
sprasova step do stepi a praluk, pocatecnich biocenoz oteviené krajiny (Lozek 1973).
V této dob€ dosahuji letni teploty vys$Siho maxima, nez je tomu v soucasnosti, stale
pietrvava vyrazna sezonalita a navic jsou srazky jesté pomérné nizké a ptidni vlhkost
také. Vsechny tyto faktory vedou k maximalni expanzi stepnich spoleenstev
a suchych luk (Feurdean et al. 2018). Zaroven se otevira prostor pro rychlé Sifeni
klimaticky naro¢néjSich stepnich druhii z refugii. Naopak dochazi k ustupu nekterych
vnitroasijskych stepnich prvkia (Lozek 2010). V tomto obdobi mohlo dochéazet
i kK propojeni ¢eskych a moravskych populaci, kdy zalesnéni teprve vzristalo
a neizolovalo jednotlivé populace. Rostouci teplota a thrny srazek zaroven zménily
spraSové stepi na ¢ernozemni step. Historicka pfitomnost sprasi dodnes poskytuje
vegetaci vapnity substrat navzdory soucasné pievaze okyselenych pud (Hejcman et
al. 2013; Lozek 2010). Louky a stepi s vysokym obsahem vapniku v pudé tak
V soucasnosti  vykazuji neobyCejnou druhovou bohatost umocnénou starim

samotnych spole¢enstev (Hejcman et al. 2013).

Vyssi teploty a thrny srazek na zacatku Holocénu pied 10 000 lety zacinaji
podporovat migraci lesnich druht, ktera je urychlena ptitomnosti kryptickych refugii
ve sttedoevropském prostoru (Jufickova et al. 2014; Magri et al. 2006; Stewart et al.
2009). Vzajemny pomér teploty a vlhkosti uréoval podil lesnich a stepnich
ekosystémil (Lozek 1973). V prvni fazi Holocénu (Preboreal) dochazi k Gstupu prvk

pozdniho glacidlu a rozvoji bfezo-borovych lest, pozd¢ji s ndstupem jilmu a lisky



(Hajek et al. 2015; Lozek 1973). Ochlazeni a narust primérnych srazek v obdobi
sttedniho Holocénu zvaného Atlantik, 9000 — 4500 tisice let pted nasim letopoctem,
vedou K vyrazné expanzi lesa (Feurdean et al. 2018). Jedna se pfevazné o smiSené

doubravy s jilmem a lipou, v okoli vodnich toku se ptidava olse (Lozek 1973).

Podobné jako v uplynulém interglacidlu ma krajina tendence zartstat lesem
S drobnymi enklavami bezlesi, které¢ by se dle ptredeslého interglacidlniho vyvoje
mély omezit na plosky vyrazné extrémnich stanovist (Lozek 2011). Se vzristajicim
zalesnénim prvni faze Holocénu doslo i k izolaci stepniho bezlesi v Ceské republice
a to na &ast Ceské kotliny, ktera se vtomto okamziku stala izolovanou enklavou
acast stfedni a jizni Moravy navazujici na oblast Panonie a VySkovskou
a Moravskou branou otevienou do polskych nizin (LoZzek 1973). Sukcesi vedouci
smérem k zapojenému lesu na vétSin€ naSeho tzemi vSak vyrazné zbrzdilo nékolik

piirodnich faktord (Feurdean et al. 2018).

Za klicovy faktor pro udrzeni existence lu¢nich a stepnich spolecenstev jsou
povazovani velci bylozravci (Pokorny et al. 2015). Piestoze na konci doby ledové
vyhynuli hlavni zéstupci tzv. megafauny jako mamut ¢i srstnaty nosorozec, jejich roli
piebrali velci bylozravcei jako los, bizon, dan¢k ¢i divoky kun. Predpoklada se,
ze praveé velci bylozravci dokazali udrzet svym herbivornim tlakem vice ¢i méné
rozvolnény krajinny pokryv, alesponl v nize poloZenych susSich oblastech (Feurdean
et al. 2018). Vyhynuti téchto savci vlivem cClovéka kolem 4000 let pfed nasim
letopoétem bylo nasledné nahrazeno pastvou domestikovaného dobytka. Z hlediska
ochranatského je vSak nutné vzit v uvahu rozdilny zpiisob spasani odliSnymi druhy
domaci zvéie s ohledem na velikost téla, intenzitu a zptisob spasani ¢i selektivitu pti

pastveé (Toth et al. 2016). Ne vzdy je proto snadné simulovat tlak velkych herbivort.

Ukazuje se vSak, Ze kromé velkych zvifat, mél vyznamnou roli faktor
ptirodnich pozarl. Disturbance zpisobené ohném mély zdsadni roli pfi zvySovani
konkurenceschopnosti lu¢nich a stepnich spolecenstev pfed expandujici dievinnou

vegetaci (Feurdean et al. 2018).

Jak pastva, tak pfirodni pozary umoZiuji existenci stepnich a lu€nich
spoleCenstev i mimo plosky s extrémnimi podminkami (skalnaté svahy, hrany
a vychozy, zasolené ¢i extrémné suché jizni svahy) v jinak expandujici lesni vegetaci

(Poschlod & Wallisdevries 2002). Tyto faktory umoznuji vysvétlit souc¢asnou velkou
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bohatost polo-pfirozenych luk. Je totiz tézko predstavitelné, ze by se takova druhova
bohatost uchovala a dokazala rozsifit pouze z omezeného mnozstvi izolovanych

plosek (Feurdean et al. 2018; Pokorny & Chytry 2015).

Nastup Atlantiku s pfiznivym klimatem pro expanzivni Sifeni dievin
(ochlazeni a vyssi Ghrn srazek) a maximalni zapojeni lesa se zda byt kriticky a velmi
dobfe mohl vést k vyraznému omezeni stepnich druhti na ploskovita refugia,
podobné jako tomu bylo vuplynulém interglacidlu. Jeho role omezila velikost
populaci fady stepnich a lu¢nich druhG a zpisobila tak ztratu jejich genetické
diverzity (Bennett & Provan 2008). Zaroven k tomuto piispiva i zacatek Siteni buku,
ktery vzhledem k opadu a zastinéni umoZniuje existenci pouze jarniho aspektu bylin
(Hajkova et al. 2011). Jesté vetsi dopad mely podminky na vapnomilné druhy. VEtsi
mnozstvi srazek postupné vyplavovalo ziviny a zasadité ionty z pid, coz zpusobilo
jejich acidifikaci. Druhy naro¢né na ziviny postupné zacinaly nahrazovat druhy
acidofilni (Hajkova et al. 2011; Chuman 2013). Nejvyraznéjsi ,,bottleneck*
pro sttedoevropské stepni druhy vSak do jist¢ miry dokézal zvratit néstup
neolitického osidlovani krajiny spojeny s pocatky zemédélstvi, domestikaci

a pastvou dobytka (Feuerdan et al. 2018; Hajkova et al. 2011; Hejcman et al. 2013).

1.1.4 Role ¢lovéka ve formovani postglacialni krajiny

Velmi diskutovanym tématem je podoba holocenni krajiny pfed zacatkem
neolitického osidlovani, ve smyslu jakou krajinu mél neoliticky ¢lovék moznost
osidlit. Prave ta totiz rozhoduje o tom, zda a v jaké podob¢ rann¢ holocenni stepni
habitaty piezily kritické obdobi atlantického ,,bottlenecku®, tedy maximalniho
zalesnéni uzemi (Pokorny et al. 2015). Prvni moznou verzi je osidlovani krajiny
témet vyhradn€ porostlé lesem s bezlesim udrzovanym na velmi omezenych
ploskach (Lozek 2011). Stepni druhy by v tomto piipadé z velké asti z vychodu
nové kolonizovaly zemédé€lstvim znovu otevienou krajinu (Lozek 2011; Pokorny et
al. 2015). Ve druhém scénafi osidluje neoliticky zemédélec krajinu S rizné velkymi
zbytky staroholocénnich stepi, kde je bezlesi situovano predev§im do nejsusSich
oblasti nizin (které jsou zaroveii spjaty s vysokou intenzitou osidleni). Clovék si tedy
pro osidleni vybird jiz nezalesnéné vhodné lokality, dosud udrzované
spoluptisobenim pozaru, tlaku velkych herbivort a sussiho mikroklimatu (Feurdean

et al. 2018; Lozek; Pokorny et al. 2015). Fosilni nalezy podporuji hypotézu druhou,



coz odpovidé teorii, ze vzhledem k aktudlni druhové bohatosti lu¢nich a stepnich
spoleCenstev, nemohly byt druhy v Atlantiku omezeny pouze na nékolik malo
izolovanych bezlesych plosek (Feurdean et al. 2018; Pokorny et al. 2015). Zaroven
timto neoliti¢ti zeméde€lci zachranili velkou fadu pivodnich stepnich druht pted

vymizenim.

Ani lesni plochy vSak béhem osidlovani nebyly tvofeny pouze uniformnim
zapojenym lesem. Lze si je predstavit jako mozaiku jednotlivych stadii regenerace
lesa posilenych mikroklimatickymi odliSnostmi. Timto vznikal kontrast mezi
druhovym sloZenim oblasti s bohatymi sraZzkami a souvislym lesnim pokryvem
a susSimi niZinami s otevienou lesni vegetaci s roztrouSenymi stepnimi travniky
(Pokorny et al. 2015). Spolu s nastupem prvniho zemé&délstvi a pastvy dobytka, které
zpocatku diky nizké intenzité pouze umoznovaly udrzovat stavajici nezalesnéné
plochy, napomahaly rozSifovani bezlesi ptirodni pozéary. Ty zvétSovaly pastevni

plochy a prostor pro péstovani plodin (Feuerdan et al. 2018).

Vzhledem k tomu, Ze bylo osidlovani situovano do oblasti nizin s otevienymi
stepnimi lokalitami, je vysoce pravdépodobné, ze holocenni kontinuita ptivodnich
stepnich a lu¢nich spolecenstev (dfive udrzovand pozary a velkymi bylozZravci)
pievlada praveé v téchto oblastech. Vyssi nadmotské vysky s prevazné zapojenymi
lesy, které umoziiovaly existenci pouze stinomilnych druhti, byly pravdépodobné
kolonizovany ze vzdalenéjSich refugii, extrémnich stanovist a nizin. Coz je
upevnéno 1 jejich pozdéjsim osidlovanim v pozdnim neolitu a dobé bronzové
a az naslednym odlesnénim (Hajkova et al. 2011; Pokorny et al. 2015). Mira osidleni
v dob¢ bronzové zaroven pokryla piiblizné dneSni rozsifeni polopiirozenych luk
sv. Molinion, jejichz soucasna druhova bohatost je dikazem dlouhodobé historie
ve spojeni s tradicnim hospodarstvim (Hajkova et al. 2011). Technologicky pokrok
doby bronzové a zZelezné ptinesl i mozZnost intenzivnéj$iho vyuziti krajiny a jejiho

dalsiho otevirani (Feuerdan et al. 2018).

Posledni velké historické rozsiteni bezlesi 1 ve vysSich nadmotskych vyskach
probéhlo ve stfedoveku (13. - 15. stoleti) v ramci stfedovéké kolonizace (Lozek
2004). Intenzivni vyuzivani lest pro dobytek a jako palivovy zdroj pfeménilo husté
zapojené lesy v prosvétlené lesy, které poskytovaly nova stanovisté pro cast

svétlomilnych druhti typickych pouze pro bezlesi (Hajek et al. 2016; Hajkova et al.

10



2011). V této dob¢ se formovala soucasna, na lucni spoleCenstva bohata, krajina

(Hajek et al. 2016).

Jesté do 19. stoleti bylo bezlesi pomérné hojné, udrzované zejména pastvou
ovci, koz a skotu ¢i vyuzivanim i velmi malych ploch k ziskavani pice (Lozek 2004).
Tradi¢ni hospodareni ptindselo nesporné vyhody ve smyslu péce o drobna policka
a louky s velkym pocétem majitelt, kdy kazdy sklizel v jinou dobu a pouze ¢astecné
pro aktualni potfebu. To umoznilo existenci fady druhti s riznou dobou kveteni.
Industrializace a urbanizace na konci 19. stoleti trvajici az do soucasnosti vSak zcela
zménila zplsob vyuzivani krajiny. Ustoupilo se od tradi¢niho hospodafeni, jako byla
pastva a doSlo k ustdjeni dobytka, zorfiovani pastvin pro péstovani pice, zalesnovani
a celkové intenzifikaci vyuziti bezlesych ploch (Hejcman et al. 2013). Pozdéjsi
nastup masivniho hnojeni, scelovani poli, kontaminace bezlesych ploch nejen
pesticidy, ale i1 pfemirou zivin vedouci k zintenzivnéni sekundarni sukcese jiz jen
prohloubila degradaci a Ustup druhové bohatych stepnich a Iu¢nich spoleCenstev.
Ta se omezila pouze na plochy nevhodné k orbé — vysoké meze, uvozy, strze a skalni
vychozy (podobn¢ jako tomu bylo s nastupem zalesnéni v Atlantiku) (Lozek 2004).
Otazkou je, zda druhy, které dokazaly pickonat ,bottleneck® masivniho zalesnéni
v obdobi Atlantiku dokazi piekonat i ,bottleneck”, ktery jim pifinasi moderni
intenzivni vyuziti a fragmentace krajiny. Paradoxem zlstava, ze to byl prave ¢lovek,
ktery v Atlantiku umoznil Sifeni a nartist diverzity téchto druh a v soucasnosti se

stava hlavnim faktorem omezujicim jejich vyskyt.

1.1.5 Vyvoj stepnich lokalit a Sifeni stepnich druhu

Vzhledem k uvedenému historickému vyvoji krajiny je soucasné rozsifeni stepnich
spolecenstev vysledkem nékolika moZnych scénaii. Stepni druhy kontinentdlnich
stepi s téziStém vyskytu voblasti jizni Sibife se pravdépodobné mohly
ve stfedoevropském prostoru hojné Sifit v obdobi posledniho glacidlu, jak uvadi
analogie na Altaji a Sajanech (Chytry et al. 2010b). Druhy, pro néz nebyly podminky
posledni doby ledové vyhovujici, se stdhly jak do jiznich refugii ¢i kryptickych
mikrorefugii v naSem prostoru, typickych pro druhy lesni, tak do vychodnich refugii
asijskych stepi (Listl et al. 2017; Pokorny et al. 2015; Schmitt & Varga 2012).

Expanze téchto druhtl zacala pravdépodobné v pozdnim glacialu a raném Holocénu,

kdy se klima vyrazné oteplilo a pidy byly Zivinami velmi bohaté (pfedev§im velka
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zasoba Ca diky glacialnim spraSim), ale zaroven jesté nedoslo k masivni migraci
drevin z refugii. Od této chvile dochazelo k omezovani stepnich lokalit nastupujicim

lesem smérem k obdobi Atlantiku a Sifeni dal$ich druht tak bylo velmi omezeno.

Vyrazny ,bottleneck pro stepni druhy v obdobi Atlantiku ovlivnil
genetickou skladbu pritomnych velkych populaci ¢i doslo k tstupu ¢i vymizeni fady
druht, které tak velké populace nemély. AvSak mira ohrozeni stepnich druhti v tomto
obdobi je wvelice diskutabilni, vzhledem k perzistenci casti bezlesi udrzované
bylozravci a piirodnimi Ciniteli (Feuerdan et al. 2018). Po této izolaci bezlesi
expandovalo spole¢né s neolitickym osidlenim ¢lov€kem, zemédélstvim a pastvou.
Zarovenn se opét oteviel prostor pro Siteni novych druhti z vychodu spolu
S postupnym oteviranim krajiny a tedy 1 dal$i moZznou vlnu kolonizace a expanze
druht (Pokorny et al. 2015). Od tohoto obdobi zacina dvoukolejny vyvoj Holocénu,
kdy v neosidlenych tzemich pokracuje sukcese smérem k zapojenym lesnim
spolecenstviim, zatimco v trvale osidlenych oblastech roste mnozstvi otevienych
ploch s tadou starych holocennich populaci stepnich druhti (Hajkova et al. 2011).
Na plochach malych policek, extenzivnich pastvin a Uhort dochazi k rozsifeni
populaci stepnich druhi a pfipadné mozné migraci ze vzdalen¢jSich mist (napf.
oblast jizni Moravy oteviena do panonskych stepnich oblasti a Moravskymi branami
do populaci polskych nizin) (Lozek 2011). V této dobé zaroven vznikaji spoleCenstva
polopiirozenych predevsim pastevnich luk piimo vazana na ¢lovéka (Hajkova et al.
2011).
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1.2 OhroZeni a ochrana stepnich a lu¢nich spoleCenstev

Soucasné bezles¢ druhové bohaté plochy lze délit na piirozena stepni spolecenstva na
malo vyvinutych pudach perzistujici po celé obdobi Holocénu casto na velmi
extrémnich stanoviStich; pivodni primarni luéni spolecenstva na hlubsich pidach
udrzovana ptirodnimi disturbancemi nasledné¢ nahrazenymi lidskou cinnosti
a polopfirozené extenzivné vyuzivané louky vytvofené a udrzované od doby neolitu

Clovékem (Feuerdan et al. 2018; Hejcman et al. 2013).

A¢ stepi v minulosti existovali bez vlivu ¢lovéka 1 ve velmi lesnaté krajiné,
jejich soucasna existence jiz neni zdaleka tak nezavisld. Vzhledem k hnojeni ptd
posileni zartstani kfovinami. Zaroveit miize rostouci pocet invaznich druhti ovlivnit
stavajici spoleCenstva. DalSim faktorem je fragmentace lokalit a tak zmenSeni
velikosti populaci na ¢asto nezivotaschopné celky ohrozené sebemensi klimatickou
zménou ¢1 nemoci (Pokorny et al. 2015). Je zfejmé, Ze existence lucnich
a poloptirozenych lu¢nich spolecenstev je na Clovéka piimo vazand vzhledem
k nezbytnému udrzovani disturbanci, které zabranuji postupné sukcesi smérem k lesu
(Hajkova et al. 2011). Ve vSech ptipadech tedy hraje lidsky faktor klicovou roli
V udrZzeni a zachrané bezlesé krajiny véetné jeji druhové bohatosti a to jak v jeji

ochrang, tak i v jeji degradaci.

Nezbytnost ochrany a péce o tato stanovisté je zakotvena i1 v soustavé Natura
2000, Smérnice €. 92/43/EHS ze dne 21. kvétna 1992, Priloha ¢. | O ochrané
piirodnich stanovist’ v zdjmu spolecCenstvi, kdy celym jednim velkym oddilem jsou
vymezena pravé piirozena a polopfirozena travinata spoleCenstva. Zde jsou uvedeny
napt. Panonské spraSové stepi zasahujici na jizni Moravu ¢i polopfirozena stanovisté
na vapnitém podlozi jako stanovisté vstavacovitych. Zminéné jsou zaroven oznaceny

jako prioritni typy piirodnich stanovist’ z hlediska ochrany.

Vzhledem k dlouhé dobé obnovy narusenych ¢i degradovanych stepnich
a lucnich stanovist’ s absenci managementu a nejvyssi druhové bohatosti praveé
nejstarSich lokalit s historicky kontinualnim managementem, je zaméteni ochrany na
tyto stanovisté nezbytné (Bornkamm 2006; Hajkova et al. 2011). Mezi takové
nejbohatsi evropské lokality patfi suchd lu¢ni a stepni spoleenstva na vapnitych

pudach (Hejeman et al. 2013). Pro udrzeni spolecenstev je dilezity nejen celkovy
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management lokalit, z n€éhoz prosperuje vice druhii najednou, ale i znalost stavu
a historie rozsifeni populaci jednotlivych druhti. Jen tak midze byt management
zacilen primarn¢ pravé na ty druhy a jejich populace, které jsou nejvice ohrozeny
(Allendorf & Luikart 2007). Prace je zaméfena pravé na druh ohrozenych

spolecenstev suchych a polosuchych travnika sasanku lesni (Anemone sylvestris).
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1.3 Modelovy druh Anemone sylvestris

Anemone sylvestris L., sasanka lesni, nalezi do ¢eledi Ranunculaceae. Rod Anemone
zahrnuje desitky druhti, z nichZ se v Ceské republice vyskytuji 4 druhy (b&Zné druhy
Anemone nemorosa a Anemone ranunculoides, silné ohrozena Anemone narcissiflora
a ohrozena Anemone sylvestris) spolu s kultivary Slechténymi pro zahradnictvi
(Kubat 2002; Tutin et al. 1964).

1.3.1 Popis

Anemone sylvestris je vytrvala jedovata (obsah jedovatého protoanemoninu)
klonalni bylina. Vegetativni rozmnozovani umoznuje silny Sikmy oddenek. Rostlina
je typicka svou obvykle jednou nevétvenou 15 — 40 cm vysokou plstnatou lodyhou,
ktera vyriista ze stfedu listové razice. Dlanité 5-ti dilné listy pfizemni rtizice jsou
vyvinuty i za kvétu s dlouhymi hunatymi fapiky na bazi se rozsifujicimi v pochwvu.
Listeny jsou ftapikaté, podobné listim pfizemni ruzice slozené v3 — 4 cetném
pteslenu na lodyze. Stonek obvykle nese jeden kvét. Bilé kvety jsou 5-ti Cetné, maji
3 — 7 cm v pruméru, vné jSOU plstnaté a uvniti lysé. Druh kvete od kvétna do Cervna
Vv zavislosti na klimatickych podminkach (teplé jaro mize uspisit dobu kveteni uz na

duben) (Hejny & Slavik 2003; Kubat 2002).

Opyleni je zprosttedkovavano jak vétrem, tak hmyzem (vzhledem k absenci
nektarii pfedev§im brouky a dvouk#idlymi) (Denisow et al. 2016). Rovnéz je u druhu
pfitomna ur¢itda mira autogamie zavisejici na vnéjSich podminkach, zejména
na pocasi (Denisow et al. 2016). Piikladem muze byt uzavirani kvéta v pripadé piilis
vysoké rychlosti vétru, které zptisobi samoopyleni (Denisow et al. 2016). Produkce
pylu neni tak velka jako u jinych druhG rodu Anemone a je zavisla na vnéjSich
faktorech jako jsou mira zastinu kiovinami, mnoZzstvi srazek a teplotni anomalie
(Denisow et al. 2016). Plodem je souplodi husté dlouze vinatych nazek s kratkym
zobankem (viz obr. 1.4) ( Hejny & Slavik 2003; Kubat 2002).

O mife vegetativniho rozmnozovani a jeho poméru vucipohlavnimu
rozmnozovani (véetné poméru autogamie a alogamie a miry autoinkompatibility)
nebyly dosud pro tento druh publikovany Zadné prace s vyjimkou zjisténi,
ze autogamie u tohoto druhu existuje (Denisow et al. 2016). O jinych druzich rodu

Anemone je toho vtomto smyslu zndmo mnohem vice, napiiklad u Anemone
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nemorosa byla studovana jak mira autoinkompatibility, tak mira klonalniho rustu
a vzdalenosti odlisnych genet (Holderegger et al. 1998; Miiller et al. 2000; Stehlik &
Holderegger 2000). Znalost téchto faktori a predevsim mira klonality je vsSak
klicova. Variabilita investic do pohlavniho ¢i klonalniho rozmnozovani poskytuje
ochranu pted kratkodobou proménlivosti podminek, které by zpusobily jinak lokalni
vyhynuti populace (Falk & Holsinger 1991).

Druh je diploidni (2n=16). AvSak vzhledem k polyploidnimu ptivodu velkého
mnozstvi druhi cévnatych rostlin a casté polyploidizaci vramci druhd
¢i mezidruhovych ki#izencli nelze vyloucit existenci polyploidnich populaci v ptirodé
(Woodova et al. 2009). Tento proces by pravdépodobn¢ umoznil efektivnéjsi
prezivani a S$ifeni populaci. Laboratorné indukovand polyploidizace druhu vedla
K tetraploidnim rostlinam vétsiho vzrustu (i s vétsi listovou plochou), vétsimi kvéty
svice okvétnimi listky a casnéjsi dobou kvétu. Rovnéz byly tetraploidni
rostliny daleko odolngjsi viici vnéjsim podminkam a mély vyS$i schopnost pieziti

do nasledujici sezony, nez diploidni jedinci (Zahumenicka et al. 2018).

Obr. 1.4: Anemone sylvestris v dobé kveteni (obrazek vlevo), bezprostiedné po dokvétu (obrazek
uprostied) a plodici s dlouze vlnatymi nazkami (obrazek vpravo). Fotografie z terénniho sbéru.
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1.3.2 Ekologie

Druh roste predevsim na vyslunnych stranich v suchych Sirokolistych travnicich (zde
je optimum vyskytu), v travnicich skalnich vychozii a porostech stepniho charakteru,
dale pak v suchych bylinnych lemech a svétlinach ptrevazné teplomilnych doubrav,
lesostepnich borech a misty i ve velmi svétlych lesich a nizkych xerofilnich
kfovinach s travinnym podrostem (Hejny & Slavik 2003; Chytry et al. 2010a).
Kriticka je pro néj predev§im mira zastinéni. Vyskytuje se na Zivinami chud$ich
pudach s vapnitym podlozim na suchych a svétlych stanovistich. Naopak témét chybi
na vlihkych piadach. Roztrousené se vyskytuje v oblastech nizin s velmi nizkymi
srazkami, ojedinéle v podhlfi vazany pouze na vapence (Hejny & Slavik 2003;
Kubat 2002; Pladias ©2014-2019). Anemone sylvestris je diagnostickym druhem pro
péchavové travniky bilych strani (asociace Cirsio pannonici-Seslerietum caeruleae),
prudké svahy s rozvolnénym az zapojenym porostem péchavy vapnomilné Sesleria

caerulea (Chytry et al. 2007).

1.3.3 RozS$ireni

Celkov¢ je taxon rozsifen v mirnych oblastech Asie a Evropy od stiedniho Poamuti
po Francii s tézistém vyskytu v chladnych sibifskych stepich (viz obr. 1.7) (Hejny
& Slavik 2003). Mimo souvisly aredl sahaji n¢které izolované populace az do oblasti

Spanélska (Hejny & Slavik 2003).

z Meusel et al. 1965: 160).
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V Ceské republice se vyskytuje predevsim v oblasti ¢eského a panonského
termofytika s tézistém vyskytu v kolinnim stupni, vzacné v mezofytiku na lokalitach
na vapencovém podlozi (viz obr. 1.6) (Hejny & Slavik 2003). Nejvétsi populace jsou
soustiedény predeviim na Jizni Moravu a oblast Ceské tabule, aviak oproti minulosti
populaci druhu znaén¢ ubyva a populace se pomérné rapidnim zptisobem zmensuji.
Vyskyt ma tedy spiSe charakter izolovanych Ilokalit reliktniho charakteru

odkazujicich na vétsi rozsiteni druhu v minulosti (Hejny & Slavik 2003).

9N Anemone sylvestris L -G A

B. (ed) (1986) Fytokartografické syntézy CSR [Phytocatographical syntheses of the Czech Socialistic Republic] Vol 1.~ Botanicky uistav CSAV, Prithonice

Obr. 1.5: Rozsiteni Anemone sylvestris na uzemi Ceské republiky (pievzato ze Slavik 1986).

1.3.4 Ochrana druhu

V Ceské republice je Anemone sylvestris uvedena v Priloze & II vyhlasky
€. 395/1992 Sb. jako ohrozeny druh a je tak chranéna zakonem ¢. 114/1992 Sb.
(Zakon Ceské narodni rady o ochrané ptirody a krajiny). Zarovei jsou ndkteré typy
stanovist, kde se druh vyskytuje, uvedeny ve Smérnici ¢. 92/43/EHS ze dne
21. kvétna 1992, Ptiloze €. I O ochrané ptirodnich stanovist v zdjmu spoleCenstvi.
Jedna se o poloptirozené suché louky sv. Festuco-Brometea na vapnitych substratech
suchych a teplych oblasti Cech a Moravy, subkontinentalni panonské kfoviny
na Jizni Moravé a ve stfednich Cechach a sarmatské stepni bory v &asti Ceské tabule

a na Cesko Krumlovsku, Horazd'ovicku a Strakonicku (Chytry et al. 2010a).

1.3.5 Ohrozeni a management

Vzhledem k pomérné pestré skale biotopt, v nichz se druh vyskytuje, nelze stanovit

zcela univerzalni faktory, které populace ohrozuji, ani jednotny management lokalit.
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Sirokolisté suché travniky jsou ohrozeny piedev§im nastupujici sukcesi
(zaruistani drevinami), kterd byla blokovana obhospodafovanim pozemki. Dieviny
zvysuji kompeticni tlak na druh a ovliviuji jeho zivotaschopnost. Pitomnost dievin
zaroven negativné ovliviiuje miru opyleni Anemone pylovymi zrny. Vyrazné tak
omezuje Sance na generativni Sifeni druhu. Snizeni schopnosti generativniho
mnozeni je zplUsobeno zejména zménou intenzity fotosyntézy a tim poSkozenim
funkci pylovych zrn s naslednym sniZzenim pocetnosti semen (Denisow & Wrzesien).
Dalsim negativnim vlivem zplsobenym lidskou ¢innosti je splach hnojiv, ktera
umozni nastup konkurencné silnym travinam s velkou biomasou a minimalni
druhovou diverzitou, v zavéreéné fazi s prevladajici titinou krovistni Calamagrostis
epigejos, ktera Casto blokuje dalsi sukcesni stadia. Paradoxné vSak mirné navySeni
nékterych druhii trav (napt. Brachypodium pinnatum) a pfitomnosti jejich opadu do
35 % muze napomahat existenci Anemone sylvestris, avSak jakékoli vétsi rozsifeni
traviny naopak umozni §ifeni stinomilnych lesnich druht a rapidni pokles popula¢ni
hustoty Anemone sylvestris (Denisow & Anton 2016). Kli¢ovym managementem
téchto lokalit je pravidelné odstranovani dievin a pastva predevSim ovci, piipadné
koni (dfive udrzovany pastvou divokych stepnich tarpanli) ¢i Cervencova sec
(Kwiatkowska-Falinska & Falinski 2007). V piipad¢, kdy bylo od managementu
v minulosti upusténo a doSlo k degradaci stanovisté, je pro jeho obnovu naprosto
klicova existence neposSkozenych ploch v bezprostfedni blizkosti, odkud se mohou

druhy zpét sitit. I tak je obnova pomérné dlouhodobou zélezitosti (Bornkamm 2006;

Chytry et al. 2010a; Kwiatkowska-Falinska & Falinski 2007).

U nizkych xerofilnich kfovin je situace velmi podobnd, zvysujici
se eutrofizace snizuje druhovou diverzitu, zaroven hrozi zartGstani lokalit stromy
¢i Sifeni ruderalnich druhd. V ptipad€ primarnich porost extrémnich stanovist’ neni
management nutny, sekundarni porosty naopak vyzaduji odstranéni naletd (Chytry

et al. 2010a).

Intenzivnim obhospodafovanim pozemkii a snahou o vyuziti co nejveétsi
plochy az na hranici lesa jsou ohroZeny pfedev§im suché bylinné lesni lemy.
Eutrofizace podporuje zaristani lokality travami a dfevinami. Vhodné je umoznit
spontanni vznik takové vegetace na nov€ uvolnénych lesnich svétlinach ¢i kfoviny
a stromy z lemi odstraniovat (Chytry et al. 2010a; Kwiatkowska-Falinska & Falinski
2007).

19



Lesostepni bory jsou sekundarné vzniklymi lokalitami z teplomilnych
doubrav, kde diky plsobeni ¢loveka prevladla borovice. I piesto tyto lokality obyva
fada ohroZenych rostlin a zivo¢icht. Pro udrzbu téchto lokalit bylo zésadni tradi¢ni
hospodaistvi s lesni pastvou ¢i se¢enim podrostu. S absenci téchto zpisobii jsou vSak
ohrozeny zartistanim kfovinami, ruderadlnimi druhy a lesnickou obnovou. Vsechny
tyto faktory zpiisobi ustup svétlomilné vegetace a jeji nahrazeni stinomilnou, vedouci
K zapojenému lesu. Vhodnym managementovym opatienim je profezavka listnatych

dfevin a pfipadna pastva ¢i se¢ (Chytry et al. 2010a).

Spoleénym jmenovatelem vSech zasaht je tedy prevence pied zastinénim
lokality zplisobenym zarGstanim dievinami. Blokace dalSich sukcesnich stadii vSak
vzhledem K historickym vlivim ¢lovéka vyzaduje lidsky zasah. KliCovou tedy
zustava udrzba a vhodny management lokalit, obvykle dobfe viditelny v tradi¢nich
zpusobech uplatiiovanych v minulosti. Udrzovani lokality v dobrém stavu umozni
navySeni velikosti populaci druhi. Nezbytnd je vSak znalost stavu soucasnych
populaci, jejich velikosti, genetické diverzity a tim 1 miry ohroZeni a jejich extinkce.
Zaroven i vztahti mezi nimi a pfipadnymi moznostmi jejich zachrany. Jenom tak
mohou byt ochranaiské snahy zacileny spravné a skute¢né udrzet druhovou bohatost

téchto lokalit.
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1.4 Molekularni markery v ochrané prirody

Stav populaci druhii ve spoleenstvu je mozné sledovat jako ménici se pocetnost
druhu ¢i pomoci vnéjSich znakd vykazujicich znamky dobrého ¢&i Spatného
prospivani (jako napt. pocet kvetoucich jedincl, pocet semen, velikost listové
plochy). Casto jsou viak tato pozorovani velmi zavadgjici. Mensi, geneticky viak
riznoroda populace, bude mit pravdépodobné vétsi Sanci na dlouhodobéjsi existenci,

nez geneticky velmi chudé vétsi populace.

Geneticka vnitropopula¢ni variabilita je pravé tim faktorem, ktery umoznuje
populacim pruzné reagovat na zmény podminek a ptizplsobit se jim, aniz by doSlo
k jejich lokalnimu vyhynuti. Proto je pro maximalizaci evolu¢niho potencialu druhu
nezbytna ochrana vice geneticky odlisnych populaci, ktera tak minimalizuje
dlouhodobéjsi riziko extinkce (Allendorf Luikart 2007). Zaroven je nezbytné urcit
stav genetické diverzity téchto populaci a jejich vnitropopulaéni a mezipopulacni
strukturu. Podstatna je i identifikace jednotlivych populaci a jejich ptivodu, vcetné
historickych udélosti zaznamenanych v genomu (napt. populaéni bottleneck) (Hewitt
1999). Nahlédnout do genetické tirovné populaci a druhi umoznuji molekularni

markery.

1.4.1 Ohrozeni populaci

Mrw e

faktorti. Obvykle prvotnim vlivem jsou faktory spojené s Clovékem, a to predevSim
ztrata habitat,, fragmentace populaci, zneCiSténi ¢i zavleCeni invaznich druht.
Nasledkem je obvykle zmensSeni populaci €i jejich rozdéleni na malé nekomunikujici
subpopulace (Allendorf & Luikart 2007; Frankham et al. 2002). Rizika ztraty
genetické diverzity jsou v malych populacich znacnd, jak bude zminéno pozdé&ji

(Falk & Holsinger 1991; Freeland et al. 2011).

Néslednou dal§i hrozbou jsou pro populace stochastické (ndhodné) jevy.
Prvni skupinou je demograficka stochasticita hrajici vétsi roli v malych populacich
(ndhodny pomér pohlavi jedincti ¢i nahodny thyn nékterych jedinci). Druhou
skupinu tvofi environmentalni stochasticita zptisobend srazkovymi a teplotnimi
fluktuacemi, ptirodnimi katastrofami, dostupnosti zdroji, hustotou predatort. Na ni

populace odpovidda ménicim se pomérem natality a mortality jedinct (Frankham
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etal. 2002; Lande 1988). Spoluptisobenim lidského a pfirodniho faktoru vyrazné
roste mira ohrozeni populaci. Disledkem je, ze napt. malé fragmentované populace
S vysokou mirou inbreedingu a ztratou genetické diverzity maji snizenou schopnost
se adaptovat na zmény pfirodnich podminek a casto i snizenou schopnost

reprodukce, coz muze vést k extinkci celé populace.

Mala populacni velikost vSak nemusi byt pouze dasledkem lidské Cinnosti.
Mimo fragmentaci, kterd zptsobi ubytek vhodnych ploch pro vyskyt druhu ¢i jeho
nemoznost se na velkou vzdalenost na takové plochy S§ifit, je to omezeni nosnou
kapacitou lokality, omezeni lokality naslednymi sukcesnimi stadii ¢i teprve pocatecni
kolonizace, kdy se druh jesté nestihl plné rozsitit (Falk & Holsinger 1991). Nutno

dodat, Ze ale kazdy z uvedenych faktort miize byt vyrazn¢ posilen vlivem c¢loveka.

At uz dojde k nahlému zmenseni populaéni velikosti z jakéhokoli duvodu,
snizeni poctu jedinci zplisobi vyraznou ztratu genetické diverzity, predevSim
vzacnych alel (bottleneck efekt) (Falk & Holsinger 1991). Pfitom jeji obnova je velmi
dlouhodoby proces v fadu stovek 1 vice generaci v zavislosti na muta¢ni rychlosti
DNA (Allendorf & Luikart 2007, Beebee & Rowe 2008). Naopak alespon mala
migrace jedincti mezi jednotlivymi populacemi dokaze genetickou diverzitu ¢astecné

obnovit.

Komunikace mezi malymi populacemi je dulezitou prevenci ztraty genetické
diverzity zpusobenou genetickym driftem a inbreedingem (pfibuzenskym kiizenim).
Zatimco geneticky drift ndhodné méni frekvence alel v populacich (n€které fixuje,
jiné Uplné mizi) a tim snizuje diverzitu populace, zaroven plisobi zna¢nou genetickou
odlisnost izolovanych populaci (v kazdé ndhodnym zplisobem fixovany nékteré
alely) (Allendorf & Luikart 2007; Lande 1988). Inbreeding snizuje individualni
genetickou diverzitu zvySenim procenta homozygotnich lokusti (Freeland et al.
2011). Pfedevsim u rostlin je dopad inbreedingu velky vzhledem k jejich sedentarit¢,

zvySenym rizikem samooplozeni a omezenym Sifenim semen (Falk & Holsinger

1991).

Obecné jsou populace z pohledu genetické urovné nejvice ohrozeny ztratou
genetické diverzity a zvySovanim procenta homozygotnich jedincl. To vSe vede

K poklesu fitness jedinci a omezeni schopnosti pfezivani populace. Jakékoli
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environmentalni zmény, nové nemoci ¢i akumulace Skodlivych mutaci tak mohou

byt pro populace fatalni (Allendorf & Luikart 2007; Lande 1988).

1.4.2 Jednotky ochrany

Jak jiz bylo zminéno, cilem ochrany by mély byt geneticky co nejvice odlisné
populace, aby tak byla zachovana co nejvétsi geneticka diverzita druhu. Zaroven je
pfi riznych managementovych zasazich, jako jsou napf. transfery jedincut, dilezita
znalost genetické skladby zdrojovych a cilovych populaci, aby nedoslo k zaneseni
genll mezi izolovanymi populacemi, jejichz nositelim umoznily pfizplsobeni se
upln€ jinym podminkdm, nez které cilova populace ma. Mohlo by tak dojit k jejimu
vyraznému naruSeni (Allendorf & Luikart 2007; Falk & Holsinger 1991). Dulezité
proto je stanoveni kritérii, podle nichz budou jednotlivé managementové zasahy
probihat a které dokéazi zaroven ochranit genetickou jedinecnost a lokalni adaptace
jednotlivych populaci. Z tohoto pohledu je vyznamna ptfedevsim ochrana geneticky
zdrojovych populaci (Falk & Holsinger 1991). Rovnéz fylogeografie (modelovani
souvislosti mezi fylogenezi a geografickym rozSifenim) umoziuje urcit, které
populace jsou izolované dlouho. Je totiz pomérné pravdépodobné, ze pii dlouhodobé
izolaci téchto populaci mezi nimi mohla vzniknout i ptipadna reprodukéni bariéra ¢i
by jejich kiizenim doslo ke ztrat¢ nezbytnych lokalnich adaptaci (Allendorf
& Luikart 2007).

Jednim z moznych konceptli umoznujicich vylisit skupiny, k nimz by se mély
upirat ochranaiské snahy je koncept evolucné¢ vyznamnych jednotek ESU
(evolutionary significant units). Jedna se od jednotky pod urovni druhu ¢asto praveé
postihujici reprodukcni izolaci a lokalni adaptace (Green 2005). Jejich vyliSeni je
pomérné problematické, zavisi na druhu pouzitého genetického markeru, a nejlépe
funguje pro diskrétni geograficky oddélené jednotky (Allendorf & Luikart 2007).
ESU je tvofena populaci nebo skupinou populaci, které si zaslouzi odlisny ¢i zvlastni
management Ci prioritu ochrany diky vysoké genetické ¢i ekologické odliSnosti. Je
podminéna dlouhodobou reprodukéni izolaci (napf. linie v odlisnych refugiich)
a odliSnosti v ekologickych vlastnostech vychézejicich z adaptaci na odliSné
prostiedi (genetickd a fenotypova variabilita pro budouci evolu¢ni potencial)
(Allendorf & Luikart 2007).
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ESU jsou vyznamné piedev§sim z dlouhodobého hlediska. Pro nastaveni
kratkodobého managementu je vyhodny koncept tzv. MUs (management units).
Ptedpokladem zde neni dlouhodoba nezavisla evoluce populaci, ale jedna se zde
0 populace, které si vymeéni s jinymi tak malo migrantd, ze jsou od nich geneticky
odli$né. Zastupuje tak dil¢i populace v ramci jedné ESU a vyliSeni téchto jednotek

neni zdaleka tak obtizné (Freeland et al. 2011).

1.4.3 Molekularni markery

Jak jiz bylo feceno, vybér molekularniho markeru zavisi na studované tematice, at’ uz
se jedna o stanoveni ESU, miru populac¢ni diferenciace, mezidruhovou hybridizaci
¢ivyvoj druhil, rodd ¢i celych celedi. Spole¢nou vyhodou vSech molekularnich
markeri je vSak nedestruktivni vzorkovani jedinct, kdy ke sbéru vzorkd pro
molekularni analyzy neni nutné studovany organismus fatalné¢ poskodit (Beebee

& Rowe 2008). Pfedevsim u ohrozenych druhd je to dulezity fakt.

Vybér markeru pro analyzy muze byt ovlivnén vice faktory, jako je napf.
cena analyz pro dany marker, pravdépodobnost kontaminace vzorku jinym
genetickym materidlem ¢i Groven, na niz variabilitu studujeme. Jiné molekularni
markery budou vhodné na trovni vyssich taxonti, nez jdou rody a druhy a jiné napft.
pod urovni druhu a v ramci vnitropopula¢nich charakteristik (Allendorf & Luikart
2007; Freeland et al. 2011). U rostlin je obecné mt DNA pomérné¢ velmi
konzervativni a i cp DNA ma nizkou miru variability a jeji vyuziti je vhodné pro
studium procesi ve velmi vzdalené minulosti na vyssi nez druhové trovni (Allendorf
& Luikart 2007; Freeland et al. 2011). Naopak jaderna DNA a jeji mikrosatelitové
useky jsou diky své vysoké mutacni rychlosti vybornym molekuldrnim markerem na

urovni a pod urovni druhu (Arif et al. 2010).

1.4.3.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity neboli SSRs (single sequence repeats) ¢i STR (short tandem repeats)
byly objeveny v 90. letech minulého stoleti. V soucasnosti jsou $iroce pouzivanymi
markery v populaéni genetice (Allendorf & Luikart 2007). Patii do vétsi skupiny
tandemovych repetitivnich sekvenci (spolu se satelity a minisatelity — 1i§i se délkou

motivu a poctem opakovani) (Bennett 2000).
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Jedna se o tandemové opakované kratké sekvence s motivem o délce 1 — 6
nukleotidii ohrani¢ené specifickou sekvenci nukleotidi tzv. flanking region. Pocet
opakovani motivu se pohybuje od 5 do 100, obvykle vsak do 40 opakovani. Zkracené
lze napt. dinuklotidovy mikrosatelit zapsat jako (XY), ¢i trinukleotidovy (XYZ),
(kde X, Y, Z jsou jednotlivé nukleotidy — spravné tedy A, C, G ¢i T; a n je pocet
opakovani motivu) (Allendorf & Luikart 2007; Beebee & Rowe 2008). Pravé rozdil
Vpoctu opakovani motivu uruje jednotlivé alely (Avise 2004). Jedna
se 0 kodominantni marker umoznujici rozli$it mezi homo- a heterozygoty (umoznuje
tak stanovit napt. vliv inbreedingu v populaci) (Freeland et al. 2011). Homozygotni
mikrosatelitovy lokus ma stejny pocet opakovani jednotek dané¢ho mikrosatelitu
na obou homolognich chromozomech, zatimco heterozygot ma odlisSny pocet

opakovani pro kazdou alelu (Oliveira et al. 2006).

Mikrosatelity jsou velmi pocetné v eukaryotnim genomu (Beebee & Rowe
2008). U rostlin tvoti az 1 % jaderného genomu, jejich pocetnost je vSak druhoveé
specificka (Oliveira et al. 2006). Velka ¢ast je situovdna v nekodujicich usecich,
nejsou tedy zdrojem genetické informace a jsou selekéné neutrdlni. Pravé diky
selekéni neutralité pretrvavaji v ¢ase po generace a pouze se konstantné méni diky
mutacim (Beebee & Rowe 2008). Alely tak nejsou odstranovany seleci a rozdily
mezi populacemi jsou tak vysledkem mutaci a nahodného genetického driftu.
Neékteré mikrosatelity, pfedevSim tri- a hexanukleotidové, vSak mohou mit vliv
na regulaci genové exprese (Bennett 2000). Pfevazuji proto v exonech koddujicich

expresi proteind (Toth et al. 2000).

Diky vysoké mutacni rychlosti 10-3 az 10—6 za generaci (oproti mutacni
rychlosti zbytku DNA 10-9 az 10-10) se jedna o vysoce polymorfni marker
(Freeland et al. 2011). Mutace obvykle zplisobi zménu v poctu opakovani motivu
jako dusledek sklouznuti DNA polymeradzy o 1 ¢i vice jednotek béhem replikace
DNA (DNA slippage) ¢i nerovnomérného crossing-over, kdy mize dojit k velkym
zméndm ztratou ¢i ziskdnim velkého poctu jednotek opakovani (Oliveira et al. 2006).
Vysoka polymorfnost markeru je na jednu stranu velmi Spatné vyuZitelnd pro
interpretaci procest z davné minulosti na vysSich taxonomickych urovnich, ale
naopak vyborné reflektuje relativné nedavné udalosti na vnitro druhové tGrovni i
v malych populacich. Umoznuje tak dobrou identifikaci populaéné genetickych

procesii jako jsou mira inbreedingu, geneticky drift ¢i genovy tok. Velkd mutaéni
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rychlost generujici mnoho riznych alel na lokus rovnéz umoziuje piesnou
identifikaci jedinct a velmi dobré rozliseni klonalnich jedinct (Avise 2004; Oliveira
et al. 2006).

1.4.3.2 Mikrosatelitova analyza populaci

Analyza je zalozena na PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust (Avise 2004). Pro
ty je nutné vyvinout primery, které jsou komplementarni k flanking region
(specificka nukleotidova sekvence) ohranicujici kazdy mikrosatelit (Arif et al. 2010).
Jednotlivé useky jsou potom namnoZeny pii PCR (Beebee & Rowe 2008).

Primery jsou druhové specifické, coZ ¢ini mikrosatelitovou analyzu
nakladnéj$i a obtiznéjsi (Freeland et al. 2011). Vyvoj primertt miize probihat Gplné
nove konstrukei genomickych knihoven pro dany druh obohacenych o mikrosatelity
(zahrnuje screening, sekvenovani a charakteristiku mikrosatelitovych lokusit)
(Beebee & Rowe 2008). Dalsi moznosti je tzv. cross-amplifikace. Jedna se
0 testovani pouzitelnosti primerti publikovanych jiZ zndmych mikrosatelitd
pro mikrosatelitové lokusy u blizce pfibuznych druhti (Allendorf & Luikart 2007;
Avise 2004). Pienositelnost na piibuzné druhy je vSak pouze Castecna (Beebee
& Rowe 2008). Na druhou stranu pravé druhova specifita primerit umoznuje analyzu

i kontaminovaného materialu jinymi organismy ¢i organickymi zbytky.

Celou analyzu lze zjednodusit tvorbou multiplexu pro amplifikaci vice
mikrosatelitovych lokustu pii jednom béhu PCR. Multiplex obsahuje pary primert
identifikujicich vice lokusu, ptiCemz je kazdy primer obarven fluorescencni barvou.
Primery, u nichZz nedochazi k piekryvu délky alel mikrosatelitovych lokust jsou
obarveny stejnou fluorescenéni barvou, primery s piekryvajici se délkou alel jsou

obarveny riznymi barvami (Guichoux et al. 2011).

Produkty PCR (amplifikované alely pro jednotlivé mikrosatelitové lokusy)
jsou vizualizovany a analyzovany naslednou elektroforézou (Allendorf & Luikart
2007). Vzhledem k malé délce mikrosatelitovych lokust mezi 75 a 300 pary bazi
a odli$nosti alel v jen pouze malém poctu nukleotidli je potfebné vyuzit presného
polyakryamidového gelu nebo radioaktivniho znaceni alel a jejich rozdéleni
autoradiografii ¢i flourescen¢ni znaceni a déleni v automatickém DNA sekvenatoru

(Allendorf & Luikart 2007; Beebee & Rowe 2008).
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Mikrosatelitova analyza skytd i nékolik problému. Jednim z nich je vyskyt
tzv. nulovych alel, kdy doslo k mutaci ve flanking region a dany primer tak nemuize
nasednout. Pfislusna alela neni amplifikovana a zptisobi tak zdanlivou homozygozitu
jedince (Beebee & Rowe 2008). Dalsim, ale dobie fesitelnym problémem je
homoplazie, nahodna podobnost dvou alel wvznikld nezavisle bez mutaci
ze spole¢ného predka. Tu lIze ale identifikovat pomoci odlisnosti ve flanking region
(Jarne & Lagoda 1996). Dale pak nelze pouzit analyzu k determinaci polyploidnich
jedinct, protoze metodou nelze urcit, ktera alela je ptitomna vicekrat (Ferrao et al.
2014). Keliminaci problémti a pro maximalizaci sily statistickych vystupi je

dulezité vyuziti vétsiho poctu lokust (Beebee & Rowe 2008).
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1.5 Cile prace

Prace je zaméfena na zdkonem chranény ohrozeny druh, sasanku lesni Anemone
sylvestris. Pies ptivodné pomérné hojné rozsiteni zejména v oblasti nizin, pocetnost
populaci vyrazné klesa. Pro stanoveni vhodnych opatfeni na zachranu druhu je
nezbytné odhaleni genetické struktury populaci. Cilem této prace je pravé popis této
populaéné-genetické struktury druhu na izemi celé Ceské republiky pomoci analyzy

variability mikrosatelitovych markert. Prace je rozdélena na ne€kolik dil¢ich cili:

a) Odhaleni struktury populaci Anemone sylvestris na izemi Ceské republiky
b) Stanoveni miry odli$nosti téchto populaci tj. genetického toku mezi nimi

c) Urceni zdrojovych populaci pro aktudlni populace Anemone sylvestris
v Ceské republice

d) Urceni genetického ptivodu populaci, které jsou enklavami vyskytu druhu
mimo hlavni oblast rozsiteni Anemone sylvestris v Ceské republice
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2. Metodika

2.1 Sbér vzorku

Vzhledem k zamyslenym populaéné-genetickym analyzam a ostrivkovitému
rozsiteni druhu, bylo nezbytné postihnout sbérem vzorkli celou oblast vyskytu
Anemone sylvestris v Ceské republice. Vybér lokalit s potencialnim vyskytem druhu
jsem ucinila jiz v 1ét€¢ 2017 za pomoci databaze Pladias (Pladias ©2014-2019), ktera
shrnuje nalezy druhu ve fytocenologickych snimcich se struénym popisem lokality
vyskytu, €1 ptipadné s GPS soufadnicemi. Zaroven jsem tyto informace srovnavala
S dostupnymi 0daji o lokalitdch (napt. s plany péce, informaénimi tabulemi,
nauénymi stezkami). Vytipovala jsem si 15 lokalit, na nichZ by se mél druh
vyskytovat. Pii navstévé terénu jsem vSak Anemone sylvestris nasla pouze na
3 lokalitach. Vzhledem k tomu, Ze se obvykle vyskytuje pouze na velmi malé plose,
nikoli kontinualné, a v malych populacich v ramci vétSiho tizemi, kde je jeji vyskyt
uvadén, je velmi obtizné populaci najit. V ramci hledani lokalit na Strakonicku jsem
kontaktovala Ing. Radima Pauli¢e z Odboru Zivotniho prostfedi — Oddéleni ekologie
krajiny Méstského tradu Strakonice, ktery mél velky ptehled o vyskytu Anemone ze
svych terénnich etfeni nejen na Strakonicku, ale v celych jiznich Cechach. Zaroveti
mi potvrdil, ze vyskyt Anemone na lokalitach se rok od roku méni tim, Ze je druh na
ustupu, proto neni na fad¢ lokalit z databaze jiz vibec ptitomny. Ziskala jsem od n¢;j
i cenné kontakty na pracovniky lokalnich muzei, kteti vyskyt Anemone sylvestris
sleduji (Ing. Radim Pauli¢, VI. 2017, in verb.). Anemone sylvestris je na lokalitaich
nejsnaze nalezitelnd v dob¢ kveteni a bezprostiedn¢ po odkvétu, diky népadnym
bilym kvétim a dlouze vlinatym nazkam (obr. 2.1) (Hejny & Slavik 2003; Kubat

2002). Dalsi sbér vzorki jsem proto odloZila na nadchazejici sezonu.

Diky kontaktiim od Ing. Paulice jsem obeslala pracovniky regiondlnich muzei
a pracovist AOPK na botanickych usecich a zaroven ziskala piistup k Nalezové
databazi ochrany pfirody, ktera sdruzuje mimo jiné i druhové zaznamy z terénnich
prizkumt pracovnikiit AOPK spolu s pfibliznym popisem mista nalezu a kde lze tedy
dohledat aktualngjsi vyskyty Anemone sylvestris (AOPK CR ©2016-2019).
Z uvedenych pramentl jsem vytipovala 35 lokalit tak, aby co nejvice korespondovaly
s rozsifenim Anemone sylvestris v Ceské republice (viz obr. 2.2). Sbér jsem

provadéla na prelomu kvétna a ¢ervna 2018 v dob€, kdy by mél druh kvést (Kubat
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2002; Hejny & Slavik 2003). Diky extrémné teplému a suchému obdobi, vSak byly
rostliny jiz na fadé mist odkvetlé, coz ztézovalo jejich determinaci. Vzhledem

k problematickému hledani a rychle mizicim lokalitam vyskytu o malych populacich,

jsem nalezla druh na 26 lokalitach (obr. 2.2, obr. 2.3, tab. 2.1).

Obr. 2.1: Ukazka snadné identifikace druhu v dobé kveteni. Kvetouci (obrazek vlevo) a plodici
Anemone sylvestris (obrazek vpravo bezprosttedné po odkvétu a s dlouze vilnatymi nazkami).
Fotografie z terénniho sbéru vzorku.

Na kazdé lokalit¢ jsem zaznamenala GPS soufadnice vyskytu druhu,
charakteristiku presného mista vyskytu a piibliznou velikost populace, véetné poctu
sterilnich a fertilnich jedinct (viz tab. 2.1). Zaroven jsem, pokud to bylo vzhledem
k velikosti populace mozné, odebrala vzorky z 20 rostlin, vzdalenych od sebe
minimaln¢ 1 metr na transektu (vzhledem ke klonalité rostlin zptsobené Sitenim
oddenky, a tedy moZnosti zachytit téhoz jedince ve vzorku vicekrat odbérem z téhoz
polykormonu, by byla vhodn&jsi jesté vétsi vzdalenost mezi odbéry, ale ta byla
omezena praveé velikosti populaci a malym ostrivkovitym vyskytem druhu) (Hejny
& Slavik 2003). Pokud to vSak velikost populace umoziiovala, provadéla jsem odbér
vzorkli co nejdale od sebe. ProtoZe jsem provadéla veskerd populacni porovnani
na zaklad¢ molekularnich markert a nesledovala Zadné morfologické charakteristiky,
jako je vyska rostlin, velikost polykormonti ¢i pocet semen, odebirala jsem z kazdé

rostliny vzdy jen tfi zhruba dvoucentimetrové kousky z listi pfizemni rizice.
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Odebrané vzorky jsem uchovavala az do molekularnich analyz v ¢ajovych saccich

v silikagelu.
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Obr. 2.2: Porovnani rozsifeni Anemone sylvestris v CR a lokalit, na nichz byl uskute¢nén sbér vzorki.
a) Rozsifeni Anemone sylvestris v CR (vyznaéen vyskyt druhu v kazdém ze &tvercll, na néz je
rozdéleno uzemi CR), erpa z fytokartografickych zaznami (pievzato ze Slavik 1986). Novéjsi udaje
napi. z databaze Pladias jsou bohuzel pouze neovéfené nalezy, mapa je proto vzhledem k Gstupu
druhu Vv krajing velmi orientaéni.

b) 26 lokalit sbéru vzorka Anemone sylvestris (z ptivodnich 35 vytipovanych). Tyto lokality pokryvaji
pfiblizné cely areal rozsiteni druhu na uzemi CR.

Legenda: A — na mikrosatelity analyzované populace; A — neanalyzované populace.
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Obr. 2.3: Ukazka z fotodokumentace lokalit sbéru.
Legenda: (a) Velké Dunajovice, Slune¢na, (b) Cesky Krumlov, Zelezniéni trat’ na Dobrkovice,
(c) Nerestce, horni hrana Nerestského lomu.

32



Tab. 2.1: Piehled lokalit sbéru Anemone sylvestris v CR a jejich charakteristik. Vybarveny a tuéné zvyraznény jsou populace, které byly vybrany pro molekularni analyzy
(svétle Zluta a syté zluta barva). Syté zlutou barvou jsou zvyraznény velké populace s nejméné 100 kvetoucimi jedinci.
Legenda: ¢.p.- ¢islo populace (pfidéleno v ramci celého evropského projektu, vz. — pocet sebranych vzorkt na dané lokalité, po¢. kv. — odhadnuty pocet kvetoucich jedinca.

C.p.| vz Lokalita Velikost populace, popis I:((:/c. Popis nalezu Zem. Siika Zem. délka
v Pouzdtanska nékolik desitek jedinct, z toho 3 plosky vzdalené cca 2-3 metry od S=/EO I oL T

225 | 20 Pouzdrany step-Kolby zhruba do 20 kvetoucich 20 sebe, strmé&;jsi sklon, zartsta kefi 48°56'32,757 16°38'36,30
226 | 20 Duz;;gsice e Sl | e 100 Sk 100 |Po% vreholovym platem uriZoyeh | 4g050-43 476" | 16°33'52,596"
‘. zhruba dvé desitky sterilnich okrajovy lem lesa, ve vyssi travé u ocA " onA "

227 | 20 Knézdub jedinc, jeden kvetouct 1 nekosené louky 48°52'12.236 17°22'58.290
. pod vrchem dvé az tii desitky sterilnich a podmacena nekosena lokalita s ocA " on o1 "

228 | 20 | Mala Vrbka Vyzkum cca 10 kvetoucich 10 kosatci, hlohem a ruzi 48°52'40.609 17°26'15.945
229 | 20 VAT e dvé az ti des1tl’(y sterilnich a 10 dr’obn? skalni enklavy v lese,’v okoli 48°59'57 959" 15934'2.243"

cca 10 kvetoucich byvalého lomu, velmi prudky svah

Cesky trat’ C. Krumlov - desitky sterilnich a cca 20 prudké suché skalni svahy po obou oA " 0101 "

230 | 20 Krumlov Dobrkovice kvetoucich 20 stranach Zelezni¢ni trati 48°49'4.840 14°18'8.776
231 | 20 Kfjr;klzv E,‘;‘;‘I’;Chem desitiy steeilnich a cca 10 10 | terasy pod lesem 48°49'49.761" | 14°17'46.812"
Rovna dvé az tfi desitky kvetoucich, . 01 " oc s "

232 | 20 u Zbuge nekolik desitek sterilnich 30 | strafi u cesty 49°17'30.393 13°56'41.668
233 | 20 | Hejna  Lpaivich zzg;’l‘fsljﬁ dhod bsosliovsiste '8 | oy | e i et lesp o fpeivaghu. | ASPITIZSE0P | 13940718, 1297

234 | 20 | Nerestce | Nerestsklom | pies 300 kvetoucich 3pp |Mmalinkd stra nad hranou lomu, 49°3032.161" |  14°4'7.720"

Castedné zastinéna

235 | 20 | Lestkov | Rasovické skaly |50 az 100 kvetoucich 100 ;‘grfllfz“;fg Supnichupaty skalve | 5000146.317" | 13°1228.364"
236 | 20 | Kocourov e 200 Toneeh 9o |nekosend louka zartstajici kefipod | 50031135 5o | 13056'26.328"

lesem




C.p. | Vz Lokalita Velikost populace, popis Ky Popis nalezu Zem. Siika Zem. délka
237 | 20 | Pokratice | Bilé Strané cea do 19 kvetoucich, 2Ok 110 | prudsi st oslunéné louky 50°3326.230" | 14°7'51.213"
238 | 20 Védlice ﬁtrDé:;i obuzi cca 50 kvetoucich 50 |pod stromem ve stinu na louéce 50°31'40.892" 14°20'33.697"
239 | 20 | Lochkov | Cikanka cca 30 kvetoucich, 20 3p | p&tinkynakraji v lemu lesa, 49°59'51.679" | 14°20122.449"
sterilnich svétlina na prudkém svahu
240 | 20 Suchomasty | Na Voskopé pouze ostarllnl, kolem 50 0 kefi z’arustajlcl svétlina v lese, velmi 49°54'17.359" 14°4'10.069"
jedinci sucha
1, . ptes 30 kvetoucich, desitky suché louka sv. Bromion, on 11 " oA "
241 | 20 | Vilémovice sterilnich 30 prohloubenina pod stromem 49°21'28.331 16°42'56.562
y velka populace v okrajich suchého
242 | 20 Zdar pies 100 kvetoucich 100 | travniku kolem vychozli vapence u 49°25'36.281" 16°42'13.628"
mlaziny smrku
243 | 20 | Markvartice pies cca 30 kvetoucich 30 f;ﬁf"ke trévé uvnitf smrkového | yg01508 620" | 15°46'9.012"
244 | 20 | Choténov kolem 100 kvetoucich 100 |Stréfi s pastvinoua kefovympdsem | 4g0g158 596" | 16°1123.045"
uprostied poli
, VKP Sasanky 5 , , T o AN . 0y Q! "
245 | 20 Banin 4 Banina pies 100 kvetoucich 100 |lesni prosvétleny svah u silnice 49°40'15.742 16°28'47.511
246 | 20 Prosetin pies 50 kvetoucich 50 |svétlina na okraji remizku 49°31'55.800" 16°23'45.400"
247 | 20 Klentnice | Tabulova kolem 30-40 kvetoucich 40 | roztrouSené v louce 48°50'10.084" 16°38'19.347"
248 | 20 Javornik | Jizerské hory 30 lfve,toucnch, cca desitka 30 Vysrczhly kraj pastviny, jihozapadni 50°41'58 822" 14°59'48 343"
sterilnich stran
249 | 20 Rydvaltice 20 lfve’toucwh, cca 20 20 okrajrseéene louky, jizni svah, velmi 50°40'21.120" 15°7'10.209"
sterilnich suchy
250 | 19 | Dubeeno 60 kvetoucich go |hoina populace, vremizkovémlese, | 50016145 193" | 15°1947.026"

pomeérné vlhko




Podle stejného principu byl provadén sbér vzorkii v 6 zahrani¢nich
populacich (pro identifikaci zdrojovych populaci a sméru $ifeni druhu) (viz obr. 2.4a
a 2.4b atab. 2.2), které jiz ale sbiral tym pod vedenim prof. Mgr. Bohumila
Mandaka, Ph.D. vramci $ir§iho projektu podpofeného GA CR na téma: Jaky je
biogeograficky pivod stfedoevropskych suchych travniki? Syntéza komparativni
fylogeografie a paleodistribu¢niho modelovani (GA18-03028S) (GA CR ©2019),
kterého je prace soucasti. Ze zahrani¢nich sbéri nejsou dostupné informace o
velikosti populaci a charakteru stanovist. Pocet vzorka v téchto populacich obvykle
nedosahuje 20 (viz tab. 2.2). Zaroven neni pokryta rovnomérné oblast kolem celé
republiky, protoze je sbér vzorkd v ramci projektu délen na nékolik let. Z tohoto
divodu v analyzach chybi populace z Rakouska (sbér je planovan aZz na letni

vegetacni sezonu 2019), coz se budu snazit pfi interpretaci mozné historie Sifeni a

ptivodu linii Anemone sylvestris v Ceské republice zohlediiovat.

Obr. 2.4a: Porovnani rozsiteni Anemone sylvestris v Evropé a zahrani¢nich lokalit sbéru vzork.
- celosvétové rozsiteni Anemone sylvestris (ptevzato z Meusel et al. 1965: 160).
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Obr. 2.4b: Porovnani rozsifeni Anemone sylvestris v Evropé a zahraniénich lokalit sbéru vzorka.

- 6 zahrani¢nich lokalit sbéru vzorkii (oznaGeny A). Je zde patrna absence vzorkil ze

Severnich vapencovych Alp na uzemi Rakouska (sbér je, jakozto soucast grantového
projektu, planovan az na nasledujici vegetacni sezonu).

Tab. 2.2: Piehled lokalit sbéru Anemone sylvestris v zahraniéi a jejich charakteristik.

Cislo Poceto Zeme Lokalita Zelvlzeveplsna Zem’eplsna
populace | vzorki §ifka délka
4 10 Polsko | 10Maszow Lubelski, | 550)5¢ 740 [ 23934139, 108"
Zuravce

9 20 Mad’arsko Biikk, Eger 48°0'44.640" | 20°34'44.220"

14 12 Polsko Kalina-Lisiniec 50°21'41.832" | 20°9'42.480"
22 20 Polsko Trzeciewnica 53°9'14.672" | 17°39'13.071"
25 20 Némecko Mallnow 52°27'48.838" | 14°29'9.906"

. Seega 161 & on1 "

30 14 Némecko (Wipperdurchbruch) 51°18'42.215" | 11°2'52.105
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2.2 Molekularni analyzy

Veskeré molekularni analyzy jsem provadéla v laboratoii katedry ekologie na FZP

CZU pod vedenim Ing. Katetiny Machynkové.

Pocet populaci jsem omezila tak, aby pocet vzorkd odpovidal dvéma velkym
izolacim DNA (tj. 4 x 96 vzorkd, izoluji se vzdy 2 sady najednou). Pro molekularni
analyzy jsem proto vybrala z 26 tuzemskych populaci 19 populaci rovnomérné
postihujicich vyskyt druhu (obr. 2.2, tab 2.1). Analyzovano bylo celkem 475 vzorkt
z nich 379 z ¢eskych populaci (jedna populace ¢itala pouze 19 vzorkli namisto
obvyklych 20) a 96 ze zahrani¢nich (viz obr 2.5, tab. 2.3). Molekularni analyzy
u zahrani¢nich populaci provadéla laborantka Ing. Katefina Machynkova pracujici

Vv ramei vyse zminéného projektu (GA CR ©2019).
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Obr. 2.5: Vybrané molekularné analyzované populace (19 z izemi CR a 6 z blizkého zahraniéi).
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Tab. 2.3: Prehled vSech molekularné analyzovanych lokalit sbéru Anemone sylvestris. Odhad
velikosti populace udava celkovy odhad poctu jedincti/odhad poctu kvetoucich jedinct.

. § Odhad . e .
pog‘jllgce V‘;g:i‘ﬂ Zemé Lokalita velikosti Ze‘;g:“a Ze‘;éelﬁ‘:“a
populace
225 20 Pouzd¥any 40/20 | 48°56'32,757" | 16°38'36,30"
226 20 Velké 150/100 | 48°50'42,476" | 16°33'52,596"
Dunajovice
228 20 Mal Vrbka 40/10 | 48°52'40.609" | 17°26'15.945"
229 20 Menhartice 40/10 | 48°59'57.959" | 15°34'2.243"
230 20 Cesky 50/20 48°49'4.840" | 14°18'8.776"
Krumlov
232 20 Rovna u 60/30 | 49°17'30.393" | 13°56'41.668"
Zbuse
233 20 Hejn4 300/200 | 49°17'12.580" | 13°40'18.129"
234 20 Nerestce 350/300 | 49°30'32.161" | 14°4'7.720"
235 20 CR Lestkov 150/100 | 50°21'46.317" | 13°12'28.364"
236 20 Kocourov 40/20 | 50°31'32.059" | 13°56'26.328"
238 20 Védlice 80/50 | 50°31'40.892" | 14°20'33.697"
239 20 Lochkov 50/30 | 49°59'51.679" | 14°20'22.449"
242 20 Zdar 200/100 | 49°25'36.281" | 16°42'13.628"
243 20 Markvartice 50/30 | 49°12'28.620" | 15°46'9.012"
244 20 Choténov 150/100 | 49°48'58.596" | 16°11'23.045"
245 20 Banin 120/100 | 49°40'15.742" | 16°28'47.511"
246 20 Prosetin 100/50 | 49°31'55.800" | 16°23'45.400"
248 20 Javornik 50/30 | 50°41'58.822" | 14°59'48.343"
250 19 Dubetno 100/60 | 50°16'45.123" | 15°19'47.026"
4 10 Polsko | ! Cmaszow ) 50°22'28.740" | 23°34'39.108"
Lubelski
9 20 | Mad’arsko Biikk - 48°0'44.640" | 20°34'44.220"
14 12 Polsko Kalina- i 50°21'41.832" | 20°9'42.480"
Lisiniec
22 20 Polsko Trzeciewnica - 53°9'14.672" | 17°39'13.071"
25 20 Némecko Mallnow - 52°27'48.838" | 14°29'9.906"
30 14 Némecko Seega - 51°18'42.215" | 11°2'52.105"
2.2.1 lzolace DNA

Cely postup jsem provadéla dle postupu pro izolaci velkym kitem spolecnosti Qiagen
(DNeasy Plant Maxi kit) s drobnymi zménami zaznamenanymi v metodické casti

(Qiagen ©2018a).

Nejprve jsem rostlinny material pfipravila do kolonek o objemu 650 ul. Vzdy
zhruba jeden 2 cm kousek listu daného vzorku jsem pinzetou nalamala na mensi
a vlozila do kolonky. Do kazdé jsem pridala 2 velké a 2 malé wolframkarbidové

kulicky. Kolonky jsem umistila do stojankt po 96 vzorcich. Dostala jsem tak 4 sady
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vzorkil, celou izolaci jsem provadéla dvakrat (analyzovala jsem vzdy 2 sady
najednou). Nasledné jsem vzorky drtila v oscilacnim mlynu Mixer Mill 400 (Retsch)

po dobu 1 minuty pfi frekvenci 30Hz, dokud v kolonkach nezbyl pouze prach.

Bunééna lyze: Udelem bunééné lyze je naruseni bunéénych stén a organel.
Pufr AP1 jsem nechala zahiat na 65°C tak, aby doslo k rozpusténi srazenin a mohla
probihat reakce. Z90 ml predehiatého pufru APL, 225 pl RNasy A a 225 pl
Reagentu DX jsem si ptipravila bunécny lyzat pro prvni dvé sady vzorkl. Do kazdé
kolonky jsem napipetovala 400 ul lyzatu. Ob¢ sady jsem potom nechala v oscilaénim

mlynu po dobu 10 s pfi frekvenci 30Hz.

Vysrazeni zbytkovych molekul bilkovin a polysacharidi: Do kazdé kolonky
jsem napipetovala 130 ul pufru P3 a uzaviela je Cistymi vi¢ky. Vzorky jsem
promichala na vortexu Vortex Mixer classic (Velp Scientific) a nechala stocit
v centrifuze Heraeus Multifugex3R Centrifuge (Thermo Scientific) tak, aby bylo
dosazeno 3000 otacek. Plata se vzorky jsem potom nechala na 10 minut v mrazaku
Comfort (Liebherr) pii -20°C, coz napomaha vysrazeni bilkovin. Poté jsem vzorky

odstiedila v centrifuze po dobu 5 minut p#i 6000 otackach.

Vazani DNA na membranu: Do novych kolonek jsem nasledné
napipetovala 400 ul odstfedéného supernatantu tak, abych nasala pouze Cistou ¢ast
bez usazenin na dné. Ke kazdému vzorku jsem piidala 600 ul pufru AWL (pufr byl
v laboratofi natedén ethanolem, dle instrukci na obalu). Vzorky jsem nejprve ru¢né
protiepala pfiblizné 15 s a poté nechala v centrifuze odstiedit tak, aby bylo dosazeno
3000 otacek. DNeasy 96 jamkové desticky s filtry jsem polozila na S-bloky slouzici
k zachyceni sacharidi a dalSich rostlinnych metabolitd. Z kazdého vzorku jsem
ptepipetovala 1 ml do odpovidajici kolonky s filtrem v DNeasy 96 jamkové desticce.
Desti¢ku jsem ptelepila vzducho-propustnou folii a odstiedila v centrifuze po dobu
4 minut pti 6000 otackéach. Ve vSech jamkach prosel lyzat ptes filtracni membranu,

na které ziistala zachycena DNA kontaminovand sacharidy a dal§imi latkami.

Promyvani DNA: Lyzat z S-bloku jsem vylila, a do kazdé jamky v DNeasy
desticce jsem piidala 800 ul pufru AW2 (pufr byl v laboratofi nafedén ethanolem,

dle instrukci na obalu). Odsttfedila jsem v centrifuze pti 6000 otackach po dobu
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15 minut, diky ¢emuz doslo k odstranéni nezadoucich latek a k vysuseni DNeasy

membran. Na membrandch tak zlstala jiz jen ¢istd DNA.

Eluce DNA (uvolnéni DNA do pufru): DNeasy desticky s membranami jsem
premistila na novou 96 jamkovou desticku, do které se diky ptidanému pufru uvolni
DNA z membrany. Do kazdého vzorku jsem piidala 50 ul pufru AE a pielepila folii.
Vzorky jsem nechala stat pti pokojové teploté po dobu 1 minuty a potom odsttedila
2 minuty pii 6000 otackach. Krok jsem zopakovala a opét ptidala 50 ul pufru AE
a odstfedila. Timto postupem jsem ziskala postupné vSechny Cctyfi destiCky

s izolovanou DNA z mych populaci.

Megteni koncentrace DNA: Pro PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokust
bylo potitebné nafedit vzorky na piiblizn€ stejnou koncentraci DNA. Koncentraci
izolované DNA jsem m¢éfila na spektrofotometru Nanodrop UVS-99 (AvansBio).
VSechny vzorky jsem nafedila dvojité destilovanou deionizovanou vodou na

koncentraci 10 ng/ul. Takto ptipravené desticky jsem ulozila do mrazaku az do PCR.

2.2.2 PCR amplifikace mikrosatelitovych lokust

Pti polymerazové tetézové reakci (PCR) dojde k rychlému zmnozeni (amplifikaci)
daného useku DNA (zde konkrétn¢ mikrosatelitu) pfesné¢ ohrani¢eného dvéma
primery (forward — pfednim a reverse — zadnim primerem) (Alberts et al. 2001).
Vsechny pouzivané primery byly vyvinuty v laboratofi FZP CZU v ramci jiz
zminéného feseného projektu (GA CR ©2019). Pouziti vyvinutych primerd bylo
tymem optimalizovano pro tento druh. Tedy na dostupnych vzorcich vybranych
populaci Anemone sylvestris byly testovany vSechny vybrané primery na pfitomnost
danych mikrosatelitovych sekvenci ve vSech vzorcich. Nasledn¢ bylo provedeno
sestaveni primert do Multiplexu a vybér jejich spravné koncentrace a optimalnich
teplot nasedani (annealingu) pti PCR (tab. 2.4). Vysledny Multiplex tak umozni
amplifikaci v8ech mikrosatelit v daném vzorku pii jedné PCR. Vysledkem je tedy

mnoho kopii primery uréenych mikrosateliti pro kazdy vzorek.

Piiprava Multiplexu: Slozeni PCR Multiplexu, véetné piislusnych objemi
pro 1 vzorek uvadi tabulka (tab. 2.4). Multiplex jsem ptipravila pro 96 vzorka (jedna
desti¢ka) najednou a to tak, ze k celkovému mnozstvi slozek jsem ptipocetla 10%

rezervu pro piipadné ztraty zplsobené nepiesnosti pipety. VSechny pouZivané
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primery byly jiz z laboratofe nafedéné a barevné oznacené (pouzity jsou Ctyfi barvy
FAM — modra, VIC — zelena, PET - c¢ervena a NED - Zlutd). Vedle
mikrosatelitovych primert byl soucasti multiplexu i Qiagen Multiplex PCR (slozeni
Multiplexu: Taq DNA polymeraza, MgCl,, dNTP Mix, Q-Solution, R-Nase free
water) (Qiagen ©2018b). Vsechny slozky PCR multiplexu jsem pied piipravou

po rozmrznuti zvortexovala a kratce odstiedila v centrifuze.

Tab. 2.4: Slozeni Multiplexu pro PCR. Voda jiz nebyla pfidavana, celkovy objem byl potiebné 4 pl.

Legenda: MM Qiagen — Qiagen Multiplex PCR, As-Tet-47-FAM — nézev primeru (as — Anemone
sylvestris, Di/Tri/Tetra — primer vymezujici mikrosatelit slozeni ze dvou/tti/¢tyf nukleotidovych
opakujicich se sekvenci, FAM/VIC/PET/NED — barva, kterou je dany primer znacen, F/R — forward
a reverse primer).

Multiplexl
Y . V (ul)
SloZky multiplexu oro 1 vzorek
MM Qiagen 2,500
Primery
As-Tet-47-FAM F 0,050
R 0,050
As-Tri-35-VIC F 0,050
R 0,050
F 0,125
R 0,125
As-Tri-30-NED F 0,050
R 0,050
As-Tet-49-FAM F 0,050
R 0,050
F 0,075
R 0,075
As-Tet-91 -NED F 0,050
R 0,050
As-Di-21-VIC F 0,200
R 0,200
As-Di-67-NED F 0,050
R 0,050
As-Tet-90-FAM F 0,050
R 0,050
Celkovy objem PCR multiplexu 4,000
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Priprava vzorki DNA pro PCR: Celou pfipravu (vCetné pfipravy
Multiplexul) jsem provadéla v lamindtovém boxu UVP (UX Sterilizing PCR
Workstation). Do nové desti¢ky jsem napipetovala 4 ul PCR Multiplexul (viz tab.
2.4) a 1 pl DNA (rozmrznuté, zvortexované a odstfedéné na dosazeni otacek).
Zafoliované desticky jsem zvortexovala a odstfedila na centrifuze Iniversal 320R

(Hettich Zentrifugen) po dobu 1 minuty p#i 3000 otackach.

Piipravené vzorky jsem vloZzila do termocyklerti Veriti Thermal cykler 96
Well (Applied Biosystems) a Labcykler (Sensoquest), PCR probihala tedy pro dvé
desti¢ky paralelné. Teplotni program a jednotlivé faze PCR reakce jsou uvedeny
v tabulce (tab. 2.5). Usp&snost amplifikace jsem jiZ netestovala na agarozovém gelu
(byla testovana béhem optimalizace primerti). Cely proces jsem zopakovala pro PCR
amplifikaci vSech 380 vzorkli DNA. VSechny vzorky jsem ndsledn¢ piedala
laborantce, ktera je pfipravila na fragmenta¢ni analyzu a to piipravou nové desticky,
kdy kazda jamka obsahovala 1 ul PCR produktu, 12 ul deionizovaného formamidu
(Applied Biosystems) a 0,2 ul interniho velikostniho standardu Gene Trace 500 LIZ
cize standard (Zebii¢ek). Analyza probihala v automatickém sekvenatoru Genetic
Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Vystupem ze sekvenatoru byla data s ptiponou
* fsa, kterd poté vstupovala do dalsiho vyhodnocovani prostfednictvim pocitatovych
programdi.
Tab. 2.5: Teplotni program PCR reakce pro znaené primery nastaveny v termocykleru. T udava
teplotu béhem reakce ve °C, t znadi Cas, po ktery trva dana faze programu (v minutach ¢i sekundach)
a op. vyjadiuje pocet opakovani dané faze programu. Faze reakce znaci, co v dany okamzik pii PCR
reakci probiha: uvodni denaturace — rozpleteni dvouvlaknové DNA, opakovana sekvence s nasedanim
primert — annealingu a syntetizovanim produktd, tedy mikrosatelitd Taq polymerazou (opakovani pro

zvySeni poctu syntetizovanych fragmentl), zavérecna extenze — plné dosyntetizovani vSech produktt
(Alberts et al. 2001).

PCR program

Faze Uvodni Nasedani Zavéretna
Denaturace . o Extense

reakce | denaturace primeru extense

T (°C) 95 95 55 12 12 4

t 15 min 30s 30s 30s 10 min 0

op. 1x 35 X 1x
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2.3 Analyza molekularnich dat

2.3.1 Analyza mikrosatelitovych dat

Mikrosatelitova data jsem prohlizela v programu GeneMarker (verze 2.4.0,
SoftGenetics), pficemz jsem analyzu provadéla jiz pro vSechny vzorky, vcetné
zahrani¢nich populaci. Pfi nacitdni vzorkli jsem nastavila parovani se standardem
(size standard — GMC), aby mé&l program pii analyze dat stanoveny standard
pro délky pikia, dale fragmenta¢ni analyzu u rostlin (Fragment Plant) a v editaénim

panelu oznacila druh jako diploidni (Diploid). Nasledné jsem spustila analyzu.

Pro kazdy vzorek se zobrazil jeden nebo dva piky symbolizujici jednotlivé
alely pro kazdy mikrosatelitovy lokus. To zna¢i homozygotniho (pfitomnost pouze
jedné alely v daném lokusu) ¢i heterozygotniho jedince (pfitomnost dvou alel).
Pfiblizna délka kazdého mikrosatelitového lokusu byla znama z procesu optimalizace
primerd (tab. 2.6). Vtomto rozmezi poctu bazi by se mély v daném programu
nachazet vSechny alely pfislusné danému lokusu. Zaroven byl kazdy lokus urcen
barvou, jiz byly oznaCeny primery, které amplifikovany mikrosatelitovy tsek
vymezuji. Pocet bazi a barva tak specificky urcily kazdy mikrosatelitovy lokus
(obr. 2.6). Zaroven spravné setazeni alel podle poctu bazi umoznil velikostni
standard Gene Trace 500 LIZ (zebtic¢ek) ptidany pied analyzou v sekvenatoru.

Tab. 2.6: Ocekavané délky jednotlivych mikrosatelitovych lokusi dané poétem bazi tvoricich dany

mikrosatelit (v€etné specifickych sekvenci, na néz nasedaji dané primery). V rozmezi téchto délek
by se mély nachazet vSechny alely pfislusné danému mikrosatelitu.

Barva FAM VIC
Primer As-Tet-47 | As-Tet-49 | As-Tet-90 | As-Tri-35 | As-Di-21
Otekavana délka 167-184 | 197-216 | 407-466 | 182-197 | 280-286
mikrosatelitového lokusu

Primer As-Di-92 | As-Tet-44 | As-Tri-30 | As-Tet-91 | As-Di-67
Ocekivana délka 171-200 | 207-222 | 168-203 | 214-222 | 301-320
mikrosatelitového lokusu
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Obr. 2.6: Ukazka jednoho mikrosatelitového lokusu zobrazené¢ho programem GeneMarker pro dva
ruzné vzorky. U prvniho vzorku je pfitomna pouze jedna alela, jedna se tedy o homozygota se dvéma
stejnymi alelami o délce 285 bazi na tomto lokusu. Druhy vzorek je ptikladem heterozygota se dvéma
riznymi alelami o délkach 291 a 301 bazi.

Legenda: Cernou barvou jsou oznaleny jednotlivé alely (zde se jedna o zobrazeni mikrosatelitu
znaceného Zlutou barvou NED, kterou program zobrazi jako ¢ernou). V hornim ramecku je oznacen
ptislusny mikrosatelitovy lokus zde vymezeny primerem As-Di-67. Osa x znaéi pocet bazi, na ni se
fadi dle délky jednotlivé fragmenty, osa y znaci intenzitu jednotlivych pikd, oranzovou barvou je
znédzornén zebiicek.

Prohlédla jsem vSechny vzorky a upravila nasledujici problémy v programu.
Pro vSechny vzorky jsem upravila podle ptitomnych alel hranice pro délku
piredpokladaného mikrosatelitového lokusu (n€které alely byly mimo rozsah délek,
na niz byly oCekavany dle dat z optimalizace) a zaokrouhlila alely, pro kazdy
mikrosatelit stejnym zptisobem, na cela Cisla (kazda alela je dana poctem nukleotidd,

tedy celym cCislem).

Casto dochézelo v programu ke &teni pouze prvni alely o vysoké intenzitd
a neteni druhé malé alely. Zpisobil to ziejmé jev zvany allele drop-out, kdy neni
ve vzorku pii PCR dostatek DNA a prvni alela je proto mnoZena preferenéné a druha
méné (viz obr. 2.7) (Piyamongkol et al. 2003). Vysledek pak ukazuje na faleSnou
homozygozytu namisto heterozygotnich jedincl. V programu jsem proto manudlné

mensi alelu doplnila.
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Obr. 2.7: Demonstrace allele drop-out (ADO). Prvni vzorek je homozygot s alelou 165. V druhém
piipadé¢ byla piivodné programem ¢tena pouze alela 165. Jedna se vSak o heterozygota s alelami 165
alv4.

Dalsi komplikaci bylo obtizné Cteni n€kterych alel, kdy bud’ mohlo dojit
K posunu alely o jednu bazi vlivem mutace a mikrosatelit tak byl zkracen a vznikla
alela nova anebo doslo pouze k netemplatovému piidani adenosinu na "3 konec
mikrosatelitového fetézce Taq DNA polymerazou, zde by se nejednalo o jinou alelu,

ale pouze o tzv. +A alelu rodi¢ovské alely (Smith et al. 1995).

Déle bylo mnohdy problematické urceni heterozygotnich alel v ptipad¢, kdy
byly jednotlivé alely blizko sebe, ¢i se piekryvaly a zaroven vytvarely velké
mnozstvi stutteri. Stutter je artefaktem amplifikace mikrosatelitové sekvence
zpusobeny sklouznutim Taq DNA polymerazy pii amplifikaci a tim preskoCenim
repetitivni jednotky a jeho délka je obvykle o jednu jednotku opakovani kratSi nez
samotna rodiCovskd alela. Ne&které¢ alely vytvareji nckolik stutteru, jejichz
vzdalenosti od rodiCovské alely jsou pravé nasobky téchto jednotek
(u di-nukleotidové opakujici se sekvence budou stuttery od rodiovské alely
vzdaleny o nasobek 2 bazi, tedy budou o 2, 4, 6... bazi krat$i nez rodiCovska alela)

(viz obr. 2.8) (Brookes et al. 2012; Hosseinzadeh-Colagar et al. 2016).
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Obr. 2.8: Alely pfisluSejici mikrosatelitovému lokusu tvotené di-nukleotidovou opakujici
se jednotkou. Kazda alela vytvari velké mnozstvi stutterii vzdalenych od rodiCovské alely o 2
nukleotidy, tedy o 1 repetici (k alele na pozici 166 tak nalezi stutter na pozici 164). Obvykle l1ze uréit
rodicovskou alelu podle predchazejicich stutterii a intenzity piku. U prvniho vzorku se vsak jedinec
jevi jako heterozygot s alelami 162 a 166, kdy kazda z nich vytvari velké mnozstvi stutteri a
rodi¢ovské alely jsou diky vysoké intenzité jiz dobie patrné. Ve druhém piipadé vSak neni jasné, zda
se nejedna o tii alely na pozicich 162, 164 a 166 (jednalo by se o tetraploidniho jedince, ktery by mél
jednu z uvedenych alel ptitomnou ve dvou kopiich).

Na tfad¢ mist vznikaly i faleSné piky, jejichz pfitomnost byla zplisobena pouze
casteCnym Ctenim mikrosatelitti, kdy Taqg DNA polymeréaza sklouzla pfi jejich ¢teni
a preskocila tak i n¢kolik opakovani dané mikrosatelitové jednotky. Vznikala tak
situace naznacujici znasobenou ploidii vzorkované rostliny a pfitomnost tii alel, ale
piitom se jednalo pouze o fragment nékteré =z rodiCovskych alel (obr. 2.9)

(Hosseinzadeh-Colagar et al. 2016).
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Obr. 2.9: Fragment alely na pozici 159 zptsobeny sklouznutim Taq DNA polymerazy vytvati falesny
pik a zdanlivou dalsi alelu mikrosatelitového lokusu u prvniho vzorku. Vsechny rodi¢ovské alely maji
v§ak k sobé pfitomnou i tzv. +A alelu (alelu s pfidanym adenosinem na ‘3 konci fetézce, kterou
fragment na pozici 159 nema).

Vzhledem k velkému poctu nejasnosti pii Cteni alel u nékterych primert,
podezieni na polyploidizaci u nékterych vzorka (obr. 2.10) a netspésné PCR
amplifilaci nékterych lokustu i celych vzorku bylo nutné cely proces zopakovat.
U vzorkl, kde nedoslo k amplifikaci vétSiny mikrosatelitovych lokusti jsem znovu

izolovala DNA (celkem 19 vzorki) pomoci DNeasy plant mini kit, postupovala jsem
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pfesn¢ podle protokolu uréeného pro izolaci timto kitem (Qiagen ©2016).
A nésledné provedla znovu i PCR. V piipadé podezieni na polyploidni jedince
(u vzorki piitomnost nékolika tii-alelovych lokust) jsem zopakovala PCR reakci se
vSemi primery. Vzorky, u nichz bylo nejasné ¢teni nékterych lokust, jsem rozdélila
do skupin podle primert, které jsem u nich potiebovala zopakovat. V téchto
skupinach potom byla provedena znovu PCR tentokrat vSak jiz s multiplexem
tvofenym pouze problematickymi primery. Objem vybranych primerti se shodoval
s jejich objemem v pivodnim Multiplexu 1 (viz tab. 2.4), novy multiplex byl
doplnén do pozadovaného objemu 4 ul pro jeden vzorek vodou bez piitomnosti R-

Nasy (R-Nase free water).

292_4_Hi fsa

[ AsTri-30-NED. ] [ AsTet91-NED As Di-67-NED
150 150 70 180 150 200 210 220 230 260 250 260 270 280 250 300
3000
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[ As-Tri-30-NED | [ AsTets1nED AsDiB7-NED
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4000
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2000
1000
Of=— = -
160] 197] [205]

Obr. 2.10: Ukazka pravdépodobné tetraploidniho jedince v populaci. Prvni vzorek ma na dvou
mikrosatelitovych lokusech (As-Tri-30 a As-Di-67) ptitomné tii alely, zatimco ve druhém piipadé se

jedna o heterozygota na vsech tfech mikrosatelitovych lokusech.

Noveé ziskand data jsem nasledné porovnala se stavajicimi a doplnila
chybg¢jici alely. U nékterych vzorki bylo vsak riziko $patné determinace alel natolik
vysoké, ze jim byla pro dal$i analyzy stanovena hodnota 0 pro dany chybny
mikrosatelitovy lokus. Z dalSich analyz byly dale vyfazeny 4 vzorky z populace 232,
u nichz pretrvavalo podezieni na polyploidizaci a stadle se jevili na vice
mikrosatelitovych lokusech zarovenn jako tetraploidni (na lokusu se opétovné

vyskytovaly tii alely).

Vystupem z programu GeneMarker pro dalsi statistické vyhodnoceni byla
tabulka v MS Excel znazorfujici vSechny populace a vzorky v ramci nich a k nim
hodnoty pftislusnych alel pro kazdy zkoumany mikrosatelitovy lokus, tedy pro 10

lokusti uré¢enych piislusnymi znaéenymi primery (viz ptiloha ¢. 1).
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2.4 Vyhodnoceni molekularnich dat

2.4.1 Zakladni populacné-genetické charakteristiky

Nejprve jsem pripravila vstupni matici populaci, jedincti a jim ptislusejicich alel pro
vSechny mikrosatelitové lokusy. Matice vznikla Upravou vystupu z programu
GeneMarker v MSExcel. Matici jsem vlozila do poznamkového bloku a upravila
chybéjici hodnoty v jednotlivych lokusech na hodnotu 0. Cely soubor jsem ulozila

S piiponou *.dat.

Zakladni parametry jsem vypocitala v programu Fstat 2.9.3 (Goudet 1995).
Genetickou diverzitu vSech populaci jsem popsala pomoci nasledujich parametrt:
poctu polymorfnich lokust (P, jedna se o lokusy s vice nez jednou alelou),
primérného poctu alel na lokus (A, je vSak ovlivnén velikosti vzorku/populace)
a alelickou bohatosti (Ag, allelic richness, umoziuje porovnavat rizné velké vzorky
razné velkych populaci). Dale jsem prostiednictvim programu R 3.5.1, knihovna
adegenet 2.0.0, vypocitala koeficient inbreedingu pro jednotlivé populace (Fis),
pozorovanou heterozygozytu v dané populaci (Ho, observed heterozygozity,
tj. praimérnou heterozygozitu populace pro vzorky o 10 ruznych lokusech)
a o¢ekavanou heterozygozitu (Hg, expected heterozygozity, tj. podil heterozygotnich
jedinct v piipadg, Ze je dana populace v HWE) (Allendorf & Luikart 2007). V tomto
programu bylo testovano, i zda jsou jednotlivé populace v Hardy-Weinbergové
rovaze (HWE) (Fath 2018).

V programu GenAlEx 6.51b2 (Peakall & Smouse 2006; Peakall & Smouse
2012) jsem urcila pocet unikatnich alel pro populaci (Ay), tedy alel které se vyskytuji
pravé v jedné populaci ze vSech analyzovanych. Déle jsem v programu vytvofila
grafy shrnujici alelickou bohatost u jednotlivych populaci. Program funguje jako

doplnek k MSExcel, nebylo proto nutné ménit format dat.

Miru zavislosti parametru, které popisuji genetické slozeni populaci,
na velikosti populace jsem vyjadfila a vizualizovala pomoci linedrni regrese
v programu Statistica (Tibco Software). Stejny program jsem pouzila i pro vyjadieni

korelaci n€kterych populaénich charakteristik.
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2.4.2 Klonalni struktura uvnitf populaci

Klondlni strukturu populaci jsem popsala pomoci parametrii vypocétenych pomoci
programu GenClone 2.0 (Arnaud-Haond & Belkhir 2006). Vytvotila jsem celkem 25
vstupnich souborli, pro kazdou populaci separatni soubor s pfiponou *.txt.
Pro kazdou populaci jsem testovala matici alel danych vzorkd. Vzorky, které
obsahovaly neznamé hodnoty pro nékteré lokusy, jsem z vypoc¢ti vyradila. Program
neumi pracovat s neznamymi hodnotami, diky jejich ptitomnosti vyhodnoti vzorek
jako unikatni genotyp a snizi tak pfipadnou miru klonality (Arnaud-Haond & Belkhir
2006). Testovany byly tyto parametry: pocet riznych MLG (G, MLG — multi locus
genotype), genotypova bohatost (R, genotypic richness), pgen (pravdépodobnost
vyskytu daného genotypu) a psex (pravdépodobnost, Ze urcity genotyp, ktery
se vV populaci vyskytl vicekrat, je vysledkem pohlavniho rozmnozovani) (Arnaud-
Haond et al. 2007).

2.4.3 Prostorova struktura populaci

2.4.3.1 Analyza molekularni variance

Zpusob rozlozeni genetické variability mezi populacemi a uvnitt populaci jsem
vypocitala pomoci programu Arlequin 3.5.2.2 analyzou molekularni variance
AMOVA (Excoffier & Lischer 2010). Analyza umoznuje porovnavat i variabilitu
mezi skupinami populaci. Pro tyto ucely jsem rozdé¢lila populace do ctyf skupin,
v ramci nichz bych, dle geografické polohy, oCekavala stejny ¢i podobny piivod
(velké oblasti souvislejSich nizin s vyskytem vhodnych stanovist druhu vzajemné
oddélené geografickou bariérou, zde se jednd zejména o pohoii) (viz tab. 2.7
aobr. 2.10). Analyzu jsem provedla jak pro cely dataset rozd€leny na skupiny
populaci, tak pro jednotlivé skupiny populaci, abych mohla vylisit skupinu, v niz

jsou populace geneticky podobnéjsi, nez v ramci jinych skupin.

Pro tento program byl nutny pievod souboru s piiponou *.dat na jiné
rozlozeni matice do souboru s pfiponou *.arp. Pro pfevod na tento format jsem
pouzila program PGDSpider 2.1.1.5 (Excoffier & Lischer 2012). Do této matice jsem

doplnila rozd¢€leni na 4 skupiny a zatazeni jednotlivych populaci do té€chto skupin.

49



Tab. 2.7: Rozdéleni populaci do skupin dle jejich spole¢ného geografického puvodu.

Skupina populaci Populace ve skupiné
Moravsko-panonska oblast 225 226 228 229 242 243 244 245 246 9
Oblast jiho¢eskych panvi 230 232 233 234
Oblast Ceské tabule 235 236 238 239 248 250
Oblast Némecko-Polskych nizin 14 22 25 30 4
TSN z
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Obr. 2.10: Rozdéleni populaci do skupin dle jejich spoleéného geografického pavodu.
Legenda: /. — Moravsko-panonské oblast; A — Oblast jihoteskych panvi; A — Oblast Ceské tabule;

A — Oblast Némecko-Polskych nizin.

2.4.3.2 Geneticky tok a analyza hlavnich koordinat (PCoA)

V programu Arlequin 3.5.2.2 jsem rovnéz vypocitala parovy Fst index vyjadiujici
geneticky tok mezi dvéma populacemi, tedy miru jejich podobnosti zaloZenou na
frekvencich alel (Allendorf & Luikart 2007). Vystupem byla matice parovych Fsr
hodnot pro kazdou dvojici populaci a statistickd prikaznost genetické diferenciace
dané dvojice. Dale jsem v témze programu vypocetla Slatkiniv Rsr index (Slatkin

1995). Ten je zaloZen na poctu opakovani mikrosatelitového motivu. Bere tedy
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v uvahu moznost mutace alely pfidanim ¢i odstranénim jedné jednotky diky DNA
slippage. Takto vzniklé dvé ruzné alely si budou v modelu pfibuznéjsi ve srovnani
S Fst, kdy jsou odlisné alely povazovany za unikatni (Slatkin 1995). Pro vypocet Rst
bylo nutné ptipravit novy vstupni soubor, ktery bude misto délek alel obsahovat
pocet motivil jejich opakovani. K tomuto tucéelu byl vyuzit program Convert
(Glaubitz 2004).

Pro vizualizaci vztahii mezi dvojicemi populaci jsem provedla analyzu
hlavnich koordinat PCoA (principal coordinate analysis). Vztahy jsem timto
vyjadiila prosttednictvim ordina¢niho diagramu, ktery na zaklad€ genetické
vzdalenosti mezi populacemi (vyjadieno pro Fsta Rst) pievede populace do prostoru
tak, aby byla maximalizovdna vysvétlend variabilita. Pro vypocet vysvétlené
variability a grafickou vizualizaci jsem pouzila program Past 3.22 (Hammer et al.
2001). Vstupnimi daty byla v MSExcel upravena symetricka distanéni matice
(vystup Fst/Rst hodnot z programu Arlequin). V ordinaénim diagramu jsem
zobrazila 1. a 2. osu, které vysvétlovaly nejvice variability. Jednotlivé populace jsem
v diagramu barevné rozd¢lila do vétSich skupin odpovidajicich geografické
piibuznosti stejné jako u analyzy variance (viz vySe). Piibuznost vztahii jsem
vizualizovala pomoci analyzy UPGMA, metodou shlukovani populaci s nejmensi
genetickou vzdalenosti, v programu Past 3.22 (Hammer et al. 2001). Jako kritérium

pro rozd¢€leni populaci jsem zvolila jiz jen hodnoty Fsr.

2.4.3.3 Izolace vzdalenosti

Izolaci vzdalenosti (IBD, isolation by distance) tedy souvislost mezi geografickou
vzdalenosti mezi populacemi a mirou jejich genetické diferenciace jsem znazornila
Vv programu Past 3.22 prolozenim regresni pfimky metodou linedrni regrese.
Vstupnimi daty byly hodnoty FST pro kazdou dvojici populaci a k nim pfislusna
hodnota jejich vzajemné geografické vzdalenosti. Matici geografickych vzdalenosti
jsem ziskala z GPS soufadnic jednotlivych populaci pomoci programu GDMG 1.2.3
(Geographic Distance Matrix Generator) (Ersts 2019). GPS soutadnice jsem pied

vypoctem matice pievedla do formatu WGS84.

Dale jsem spocitala v programu Arlequin 3.5.2.2 Manteldv test tj. korelaci

matic genetickych a geografickych vzdalenosti. Vstupnim souborem byl jiz vyse
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uvedeny soubor ve formatu *.arp, do kterého jsem doplnila matici parovych Fsr

a matici geografickych vzdalenosti.

2.4.4 Krypticka struktura populaci

Pro urceni zédkladnich genetickych klastrd, z nichz zkoumané populace povstaly,
a tedy zatrazeni jedinc do urcitého poctu klastri nezavislém na mém definovaném
poc¢tu separatnich populaci, jsem vyuzila program InStruct (Gao et al. 2007).
Program, na rozdil od ¢asto pouzivaného programu Structure (Pritchard et al. 2000),

umoznuje analyzu populaci, které nejsou v Hardy-Weinbergové rovnovaze.

Vstupni datovy soubor jsem vytvofila pfevodem z piivodniho v programu
PGDSpider 2.1.1.5. Pro béh programu je nutné urcit pocet K, tedy klastrii, do nichz
se budou jednotlivé populace délit a jejichz pravdépodobnost bude potom nasledné
testovana. Testovano bylo celkem 25 klastra, pficemz pro kazdé K je nutné spustit
program zvlaSt. Vzhledem k velké vypocCetni naro€nosti programu mi program
InStruct pustil prof. Mgr. Bohumil Mandak, Ph.D. na fakultnich pocitacich. Dale
jsem pak zpracovavala vystupy z programu. Podobné jako v programu Structure,
i zde bylo nutné zvolit model: with admixture, ktery zohlednuje piipadny spole¢ny
puvod (genovy tok z jinych populaci) a tedy sdileni Casti genti a jejich alelickych
frekvenci mezi riznymi jedinci. Dalsi parametry pro chod programu byly nastaveny
nasledovné: pocet generaci burn-in na 500 000 (délka béhu programu), pocet
generaci na 1 000 000 (pocet kroki Markov chain fetézce, Number of MCMC Reps

after Burnin) a pocet fetézct jako 10 (pocet béhi pro kazdé K).

Pro vybér optimalniho poctu klastri (K) jsem z vystupti z programu InStruct
vytvofila graf v MsExcel. Z vystupi pro kazdé K jsem pouzila pramérnou
pravdépodobnost pro dané K (logaritmus pravdépodobnosti). Pro kazdy fetézec (bch
programu pro dané K) byla modelem vypocitana i pravdépodobnost, tedy 10 hodnot
pro dané K. Ztéch jsem urCila primérnou pravdépodobnost a jeji standartni
odchylku, dale jsem pak dle Evanno et al. 2005 vytvofila grafy vztaht: logaritmu
likelihood modelu [LnP(D)] a poctu klastri (K) a graf delta K a K (tj. jakych hodnot

dosahuje vybrané K). Na zéklad¢ téchto udaji jsem stanovila optimalni K.

Dale jsem pracovala jiZ jen s vystupy z programu InStruct pro vybrana K.

Z vystupu jsem si vykopirovala z kazdého béhu do nového souboru tdaje o rozdé€leni
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populaci do klastri a do dalsiho souboru udaje o rozdé€leni jedincii. Populace jsem
piecislovala tak, aby mohly byt béhy spojeny do jednoho pomoci programu Clumpp
1.1.2b (Jakobsson et al. 2007) (program InStruct zacal ¢islovat vSechny populace od
0, zatimco program Clumpp vyzaduje Cislovani od 1, podobné i s jedinci). Dale jsem
spojila vSechny nezavislé béhy (iterace) pro vybrané K do jedné primérné
Vv programu Clumpp 1.1.2b. Pro program jsem pouzila z vysledkii zvlast’ soubor pro
jednotlivee *.indfile a zvlast pro populace *.popfile (pro mnou vybrané K).
Pro kazdy soubor jsem pfipravila soubor s parametry pro program paramfile, kde
jsem upravila K — pocet klastrl, pocet iteraci, pocet jedinci/populaci (podle toho, zda
dany soubor piislusel k populacim ¢i jedincim) a metodu jsem nastavila jako
algoritmus Greedy (Greedy option 2 — nahodné vstupni potadi, Repeats 1000 — pocet
opakovani). Metoda Greedy pracuje sice v omezenéjSim rozsahu a neni tedy tak
piesna jako metoda fullSearch, ale vzhledem k velkému rozsahu vzorkd neni zdaleka
tak Casov€ vypocetné narofna jako piesnéjSi metoda (Jakobsson et al. 2007).
Po probéhnuti programu jsem dostala dva vystupni soubory s ptiponou *.outfile pro

populace a pro jedince zvlast.

Vizualizaci zatazeni jedincti/populaci do jednotlivych klastrii jsem provedla
v programu Distruct 1.1 (Rosenberg 2004). Pro program jsem zménila piipony
u vystupnich soubord z programu Clumpp na *.indivq pro jedince a na *.popq
pro populace. Dale jsem vytvofila soubot *.names s Cislovanim a nazvy populaci
a soubor *.perm barvami pro kazdy klastr. V poslednim souboru drawparams, ktery
udavd parametry pro vykresleni bar plotu, jsem opravila nazvy vstupnich
a vystupnich soubort, pocet klastrti, populaci a jedincti a parametry pro vzhled bar
plotu. Vysledny soubor s piiponou *.ps jsem piekonvertovala do formatu PDF
pomoci programi Ghostscript 9.26 a GSview 5.0 (Artifex Software). Genetické
slozeni populaci jsem vizualizovala v mapé pomoci kola€ovych grafi. Podkladem
byl vstupni soubor se slozenim populaci pro program Distruct (podil zastoupeni

jednotlivych klastrii v rdmci populace).
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3. Vysledky

3.1 Zakladni populacné-genetické charakteristiky

Pro urceni zakladnich charakteristik vSech populaci byl v programu Arlequin
stanoven pocet polymorfnich lokust, primérny pocet alel a alelicka bohatost (allelic

richness) (viz tab. 3.1, obr. 3.1).

V populacich v Ceské republice se podet polymorfnich lokust, tedy lokusi,
kde jsou v populaci zastoupeny alespont dvé alely, pohyboval od 4 do 10, zatim co
zahraniéni populace vykazovaly témét 100% zastoupeni polymorfnich lokust

Vv populacich, coZ se poji 1 S dopovidajici vyssi genetickou bohatosti populaci.

Jako geneticky nejbohatsi populace (nejvétsi alelicka bohatost; Ag > 2, se jevi
populace jizni Moravy (populace ¢ 225 a 226). Dale pak populace v Ceském
Krumlové (populace ¢. 230) a u Védlic (populace ¢. 238). Zaroven je
u jihomoravskych populaci a u populace z Ceského Krumlova koeficient inbreedingu
nejblizsi 0 (viz tab. 3.2). Naopak ostatni populace v Ceské republice nedosahuji AR
= 2, jednd se tedy o velmi geneticky chudé populace. Extrémnimi pfipady jsou
lokality Nerestce (234), Lestkov (235), Mala Vrbka (238), Lochkov (239) a Banin
(245), kde alelicka bohatost nepiesahuje 1,7 a zaroven je koeficient inbreedingu
blizky nebo roven -1, tedy populace jsou vyrazné heterozygotni. Celkova nizka
alelicka bohatost populaci v CR ukazuje ¢asto na ptitomnost nejvyse dvou alel na
lokus (viz obr. 3.2). Zaroveii vramci populaci v Ceské republice, neni alelicka
bohatost korelovana s velikosti populaci (viz obr. 3.3). Geneticky nejbohatsi jsou
v8ak zahrani¢ni lokality (Polsko, Némecko a Mad’arsko) (Ar se pohybuje v rozsahu
2,3 — 3,5), mezi nimiz nejvice vynika Biikk v Mad’arsku s Ag = 3,472 (populace
¢.9). Zaroven je i koeficient inbreedingu u zahrani¢nich populaci blizky O,
predevsim u polskych populaci 14 (Fis = -0,097) a 22 (Fis = -0,038). Chybi vsak
terénni zaznamy velikosti zahrani¢nich populaci, proto zde nemlze byt vztazen Fg

k velikosti populace, ktera by mohla byt pti¢inou takto vyrovnanych hodnot.
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V populacich byl stanoven pocet unikatnich alel (Ay; alely pfitomné prave
Vv jedné populaci v ramci vSech analyzovanych). Nejvétsi zastoupeni téchto alel je
v zahrani¢nich populacich (1-3 unikétni alely na populaci). V Ceské republice jsou
vzacné alely ptfitomny pouze v 6 populacich v poctu jedné, maximalné dvou
vzacnych alel na populaci. Korelace poc¢tu unikatnich alel s velikosti populace zde

nebyla prokazana (viz obr. 3.4).
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Obr. 3.1: Skladba alel v jednotlivych populacich. Na ose x jsou vyneseny jednotlivé populace, na ose y primérny pocet alel na lokus v dané populaci.
Legenda: A — pramérny pocet alel; A (f(A)>= 5%) — pocet alel, jejichz frekvence je v&tsi nebo rovna 5%; Au — primérny pocet unikatnich alel na lokus v dané populaci, As
<= 25% - primérny pocet alel, které sdili méné nez ¢i praveé 25% populaci; As <= 50% - primérny pocet alel, které sdili méné nez ¢i pravé 50% populaci.
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Obr. 3.2: Alelické frekvence pro jednotlivé lokusy a populace. Na ose x je vynesena délka fragmenti (jednotlivé alely na mikrosatelitovych lokusech), na ose y alelicka
frekvence, modrou ¢arkou jsou oznadeny frekvence alel v kazdé populaci pro dany lokus. Z grafu je patra nerovnomeérnost, kdy nékteré lokusy v urcitych populacich jsou
¢isté homozygotni s fixovanou jedinou alelou (frekvence = 1) — zbylé odstranil geneticky drift, zato ¢ast lokusti je heterozygotni s fixaci pravé dvou alel (frekvence = 0,5),
kdy nedoslo k jejich odstranéni genetickym driftem. Tyto dva extrémni pripady zcela pievazuji ve velké ¢asti populaci (alely o jinych frekvencich se vyskytuji méné casto).
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Obr. 3.3: Korelace alelické bohatosti (Ag, allelic
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Obr. 3.4: Korelace poétu unikatnich alel (Ay) s velikosti
populace (N) u populaci v CR. Zobrazen 95% konfidenéni
interval.

Uréeni, zda jsou populace v HWE ¢&i nikoli (zalozené na odlisnostech
pozorované a oc¢ekavané heterozygozity) bylo provedeno v programu R, nikoli
Vv programu Arlequin, ktery z analyz odstranioval monomorfni lokusy v populaci
(homozygotni lokusy s ptitomnosti pouze 1 alely v celé populaci), ¢imz jeSté vice
vyklonil hodnoty pozorované heterozygozity do extrému. VSechny analyzované
populace se prukazné 1isi od HWE pii¢emz dle koeficientu inbreedingu Fs (hodnoty

Casto se blizici Fis = - 1) a srovnani pozorované a ocekavané heterozygozity (Ho a

He) zde dochazi

k vyraznym odchylkdam ve
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heterozygotnich jedincti (brano pomérné pies vSechny lokusy) (viz tab. 3.1). Fis
(podobné jako pozorovana heterozygozita — veliCiny vzajemné koreluji, zobrazena

proto pouze korelace Fis) nejsou korelovany s velikosti populace (viz obr. 3.5).

0,2

Fis

0 50 100 150 200 250 300 350 400
N

Obr. 3.5: Korelace koeficientu inbreedingu (FIS) s velikosti populace (N) u populaci v CR. Zobrazen
95% konfiden¢ni interval.
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Tab. 3.1: Geneticka diverzita populaci Anemone sylvestris, zakladni populaéné-genetické parametry. Legenda: Pop. — ¢islo populace, V — koneény pocet hodnocenych vzorka
(n€které po hodnoceni lokust kviilli mozné polyploidizaci odstranény), Np — odhadovana velikost populace udavana v poétech jedincl, Zemépisna Sitka a délka — GPS
soutadnice ve formatu WGS84, P — pocet polymorfnich lokusu, A — primérny pocet alel na lokus, Ar — alelicka bohatost (allelic richness), Ay — pocet unikatnich alel (alely
piitomné pravé v jedné populaci), Fis — koeficient inbreedingu ( * u hodnoty znaéi, Zze populace meni v HWE), Ho — pozorovana heterozygozita, He — ofekavana
heterozygozita. Graficky shrnuje populaéni charakteristiky zaméiené na alelické sloZeni populaci obr. 3.1).

Pop.| V |Zemé Lokalita Np Ze';;‘;ﬁ;s“a Ze'(;";fl’;:“a P A A | Ay | Fs | Ho | He
225 |20 Pouzdfany | 40 |48.9424325] 16.6434167 | 10 | 29 | 273 | - [-0.1907] 052 | 0,43
226 |20 Velké Dunajovice | 150 |48.8451322| 16.5646100 | 10 | 3,1 | 293 | - [-0.055| 0,52 | 0,49
228 |20 Malé Vrbka | 40 |48.8779469 | 17.4377625 | 6 16 | 1,68 | - [-0.9537] 0,60 | 0,30
229 20 Menhartice | 40 |48.9994331| 15.5672897 | 7 22 | 211 | 2 |-0.2887] 042 | 032
230 |20 Cesky Krumlov | 50 |48.8180111| 14.3024378 | 10 | 2,7 | 2,76 | - [-0.027°| 0,47 | 0,46
232 |16 Rovnd u Zbuse | 60 |49.2917758 | 13.9449078 | 6 16 | 16 - [-0.9157] 056 | 0,29
233 [ 20| CZE Hejna 300(49.2868278 13.6717025 | 7 18 | 1,74 | 1 [-0605| 042 | 0,26
23420 Nerestce 350(49.5089336 | 14.0688111 | 4 14 | 140 [ - [-1.0007] 0,40 | 0,20
235 |20 Lestkov 150(50.3628658 | 13.2078789 | 5 15 [ 1500 - [-1.0007] 0,50 | 0,25
236 | 20 Kocourov 40 [50.5255719 | 13.9406467 | 6 16 | 1,600 | - [-0.8367| 054 | 0,29
238 20 Védlice 80 |50.5280256 | 14.3426936 | 10 | 2,5 | 2235| 2 |-0.661°| 0,61 | 0,37
239 |20 Lochkov 50 |49.9976886| 14.3395692 | 7 17 [ 1700 - [-09507 0,70 | 0,36
242 20 Zdar 200(49.4267447| 16.7037856 | 6 16 | 1563 | 1 [-0.7107] 050 | 0,30




Zemépisna

Zemépisna

POp. V | Zemé Lokalita Np Sivka délka P A AR AU F|s Ho HE
243 | 20 Markvartice | 50 |49.2079500| 15.7691700 | 5 17 | 1.696 -0.568"| 037 | 024
244 | 20 Choténoy 150 49.8162767| 16.1897347 | 6 16 | 1576 | 1 |-0.7037| 048 | 028
245 [20] Banin 12049.6710394 | 16.4798642 | 6 16 | 1.600 | 1 |-1.0007| 0,60 | 0,30
246 | 20 Prosetin 100495321667 | 16.3959444 | 8 2 11900| - |0117 | 032 | 037
248 | 20 Javornik 50 |50.6996728 | 14.9967619 | 5 15 | 1,500 -0.753"| 050 | 029
250 | 19 Dubecno 100|50.2792008 | 15.3297294 | 5 15 | 1500 | - |-0.6947| 051 | 030
14 [12| POL | Kalina-Lisiniec | - |50.3616200| 20.1618000 | 10 | 2.9 | 2841 | 2 |-0.097°| 052 | 047
22 |20| POL | Trzeciewnica | - |53.1540756| 17.6536309 | 10 | 33 | 2982 | 3 |-0.038°| 052 | 050
25 |20| DEU Mallnow - |52.4635660| 14.4860850 | 10 | 3.4 | 3115 | 1 |-0.174°| 062 | 052
30 |14 | DEU Seega - |51.3117264]| 11.0478070 | 9 25 | 2376 | - |-0526°| 056 | 037
4 10| POL Tf&?éﬁ‘l"’ - |50.3746500| 23.5775300 | 9 29 |2900| 2 [-0.337"| 066 | 049
9 [20|HUN Biikk - 148.0124000| 205789500 | 10 | 39 | 3472 | 2 |-0.184°| 066 | 056




3.2 Klonalni struktura uvniti populaci

Vzhledem k moznosti vegetativniho §ifeni druhu pomoci oddenkl a absenci studii
zabyvajicich se mirou klonality, velikosti kloni a podilu vegetativniho
a generativniho rozmnozovani Anemone sylvestris, bylo nutné provétit miru klonality
analyzovanych populaci. Ta totiz mize byt pfi¢inou neobvykle vysoké miry

heterozygozity populaci.

Mira klonality v populacich byla ur¢ena pomoci programu GenClone a je
shrnuta v tabulce ¢. 3.2. Genotypova bohatost (R) je opét nejvyssi v zahrani¢nich
populacich, kde pocet unikatnich multi-lokusovych (MLG) genotypti dosahuje az 15,
coZ znamend, Ze témet vsichni vzorkovani jedinci jsou nezavislymi genetickymi
individui, tedy genetami. Naopak populace v Ceské republice jsou genotypové velmi
chudé, od extrémnich piipadl s jedinym MLG na populaci po populace s 6 riznymi

multi-lokusovymi genotypy.

Pravdépodobnost, ze by jedinci se stejnym multi-lokusovym genotypem
vznikly pohlavni cestou rozmnozovanim mezi blizce pfibuznymi jedinci (v tabulce
uvedena jako psex) je pro vSechny populace v ramci kazdého z multi-lokusovych

genotypu velmi nizka (< 0,01).

r=0,975
p <0,05

-100 -5 0 50 100 150 200 250 300 350 400
NK

Obr. 3.6: Korelace poc¢tu kvetoucich s celkovym
poétem jedincti u populaci v CR. Zobrazen 95%
konfidenéni interval.
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Obr. 3.7: Korelace genotypové bohatosti (R) s poétem
kvetoucich jedinct u populaci v CR. Zobrazen 95%
konfiden¢ni interval.

Pro stanoveni faktorl ovliviiujicich schopnost vegetativniho a generativniho
rozmnozovani byl vzajemné korelovan pocet kvetoucich jedincl s velikosti
populace. Korelace je siln€ pozitivni (p< 0,05) (viz obr. 3.6). Déle pak urcen vztah
mezi genotypovou bohatosti a pocftem kvetoucich (potencidlné pohlavné se
rozmnozujicich jedinctt) (viz obr. 3.7). Tato korelace byla vSak neprukazna (p>0,05).
Pro ovéteni vlivu vegetativniho rozmnozovani na genetickou skladbu populace
(zastoupeni homo a heterozygotnich lokusii) byl korelovan rozdil pozorované
a oCekavané heterozygozity populaci s multi-lokusovou bohatosti populaci (viz obr.
3.8). Jedna se o prikazné zaporny vztah (p< 0,05). Kdy sklesajicim pocétem
rozdilnych multi-lokusovych genotypti v populaci vyrazné¢ roste rozdil mezi
pozorovanou a ocekavanou heterozygozitou populace, tedy je v populaci vice
heterozygotnich jedincii, nez by se dalo dle HWE ocekavat.

deltaH

-0,2 0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

Obr. 3.8: Korelace MLG hohatosti (R) s delta H (delta H = Ho — Hg; rozdil mezi pozorovanou
a ocekavanou heterozygozitou). Zobrazen 95% konfidenéni interval.
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Tab. 3.2: Mira klonality v populacich. Legenda: Np — odhadovana velikost populace udavana
v poctech jedinct, Nx — pocet kvetoucich jedincd v populaci, Vi — pocet vzorkli v dané populaci
vySetfovany na miru klonality a unikatnich genotypl, G — pocet odlisnych MLG (multi locus
genotype, pocet odlisnych multi-lokusovych genotypt v populaci; prvni ¢islo udava pocet MLG, ktery
se lisi o vice nez jednu alelu; druhé (+1/42... udava pocet MLG, které se od ostatnich li§i pouze
Vv délce jedné alely, pravdépodobné jakozto dusledek mutace), R — genotypova bohatost (genotypic
richness, obdoba alelické bohatosti bez vlivu poctu vzorkli mezi populacemi), pgn — pravdépodobnost
vyskytu daného genotypu, psex — pravdépodobnost ze se urcity genotyp, ktery je v populaci pritomen
vicekrat, objevil v diisledku pohlavniho rozmnozovani mezi blizce pfibuznymi a nikoli jako dusledek
nepohlavniho klonalniho mnoZeni.

Populace | Zemé Lokalita Np Nk Vk G R Pren Psex
225 Pouzdfany 30 20 18 3 10,118 | <0,01 |<0,01
226 Du}]’:jlé‘\‘fice 150 | 100 | 19 | 5+1 | 0,278 | <001 |<0,01
228 Mala Vrbka 40 10 19 1+1 | 0,056 | <0,1 |<0,01
229 Menhartice 40 10 20 3 0,105 | <0,01 |<0,01
230 oW L 50 | 20 | 16 | 4 | 02 | <001 <001
232 Rovna u Zbuse | 50 30 16 1+1 | 0,067 | <0,1 |[<0,01
233 Hejna 300 | 200 20 2 10053| <0,1 |<0,01
234 Nerestce 350 | 300 20 1 0 <01 | <01
235 CZE Lestkov 150 | 100 20 1 0 <0,1 |<0,01
236 Kocourov 40 20 18 1+1 | 0,059 | <0,1 |<0,01
238 Védlice 80 50 19 5+1 | 0,278 | <0,01 |<0,01
239 Lochkov 50 30 18 1 0 <0,01 |<0,01
242 Zdar 200 | 100 | 15 | 1+2 | 0,143 | <0,1 |<0,01
243 Markvartice 50 30 19 3+1 | 0,167 | <0,1 [<0,01
244 Choténov 150 100 16 2+2 0,2 <0,1 [<0,01
245 Banin 120 100 20 1 0 <0,1 [<0,01
246 Prosetin 100 50 18 3+3 | 0,294 | <0,01 |<0,01
248 Javornik 50 30 14 1 0 <0,1 [<0,01
250 Dubecno 100 60 17 1+1 | 0,063 | <0,1 |<0,01

14 POL | Kalina-Lisiniec - - 12 6+1 | 0,455 | <0,01 |<0,01
22 POL | Trzeciewnica - - 20 13 |0,632| <0,01 |<0,01
25 DEU Mallnow - - 20 15 |0,737 | <0,01 |<0,01
30 DEU Seega - - 14 5 0,308 | <0,01 [<0,01
4 POL Tf&iﬁzﬁ:"’ - - | 10 | 7+#1 | 0,778 | <0,01 |<0,01
9 HUN Biikk - - 20 7+2 10,421 | <0,01 |<0,01
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3.3 Prostorova struktura populaci

3.3.1 Analyza molekularni variance

Pro analyzu molekularni variance AMOV A byly populace rozdéleny do skupin podle
spole¢ného geografického ptivodu (viz tab. 3.3). Variabilita byla uréovana jak mezi
témito skupinami, tak i v rdmci nich. Jednotlivé geograficky ¢lenéné regiony se mezi
sebou prokazatelné neliSi, na jejich genetickou odliSnost ptipadaji pouhda 2 %
genetické variability. Mezi-populac¢ni variabilita je vSak velmi vysokd tj. 42 %

genetické variability. Zbylych 56 % urcuje variabilitu v rdmci populaci.

V ramci vymezenych geografickych celkll je situace velmi podobna. Opét je
vysoka mezi-populaéni variabilita kolem 45 % a relativné nizka vnitro-populaéni
variabilita pfiblizné 55 % v zavislosti na konkrétnim regionu. Vyjimkou je pouze
skupina némeckych a polskych nizin, kde je vnitro-popula¢ni variabilita o néco vyssi
nez V ostatnich skupinach tj. 68 % a mezi-popula¢ni variabilita naopak vyraznéji
nizsi 32 %.

Tab. 3.3: Analyza molekularni variance (AMOVA) mezi skupinami populaci a populacemi Anemone
sylvestris. Analyza jak pro cely dataset, tak i pro popis variability v ramci geograficky ¢lenénych

skupin. Legenda: % — procento modelem vysvétlené variability na zakladé variance alelickych
frekvenci, p — hladina signifikance.

sum of _
d.f. variance % p

squares
Cely dataset
Mezi regiony (skupinami) 3 198,5 0,1 2 >0,05
Mezi populacemi v ramci regionti 21 1079,1 1,3 42 <0,05
V ramci populaci 919 1597,3 1,7 56 <0,05
Moravsko-panonska oblast
Mezi populacemi 9 492,1 1,3 43 <0,05
V ramci populaci 390 683,7 1,8 57
Oblast jihoceskych panvi
Mezi populacemi 3 123,9 1,1 45 <0,05
V ramci populaci 148 192,194 1,3 55
Oblast Ceské tabule
Mezi populacemi 5 2411 1,2 47 <0,05
V ramci populaci 234 307,2 1,3 53
Oblast némeckych a polskych nizin
Mezi populacemi 4 146,3 1,1 32 <0,05
V réamci populaci 147 360,9 2,5 68
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3.3.2 Geneticky tok a analyza hlavnich koordinat (PCoA)

Kromé rozdéleni variability mezi a v rdmci populaci pomoci analyzy molekularni
variance byla stanovena i mira genetické odliSnosti jednotlivych parti populaci
prostiednictvim fixa¢niho indexu, Wrightova Fst (viz tab. 3.4) a Slatkinova Rsrt

indexu (viz tab. 3.5), ktery odrazi pocet opakovani motivu alel.

Celkova mira diferenciace populaci je vysoce prikazna (Fst = 0,436,
p < 0,05), coz vyplynulo jiz z analyzy variance. Podle ¢lenéni Wrighta (Wright 1978)
se jedna o velmi velkou genetickou diferenciaci, ta plati pro hodnoty Fsr > 0,25.

Celkové Rst (Rst = 0,366, p< 0,05) ukazuje rovnéz prikaznou odlisnost populaci.

Pti detailn€jsi analyze vSech parti populaci, vySla prikaznd geneticka
i tak znaci stfedni miru diferenciace (Wright 1978). Hodnoty vSak Casto ptesahuji
10,5, kdy je tedy mezipopula¢ni odlisnost vice nez 50 %, kdezto variabilita uvnitf
populaci je mensi nez 50 % (podobné jako v piipadé celkové analyzy variance).
V piipadé¢ Rsr nebyla odliSnost prokazana pouze v jednom piipadé u dvojice

populaci 230 a 9 (Mad’arsko a Cesky Krumlov) (viz tab. 3.4 a 3.5).

Tabulka 3.5 uvadi pary populaci, u nichz je Rst > Fsr, tudiz ma vétsi vliv na
jejich diferenciaci mutace alel. Zavislost rozdilu Rst — Fst (vyjadiujici prevladajici
vliv mutaci v kladnych hodnotach a genetického driftu v nulovych ¢i zapornych
hodnotach) na geografické vzdalenosti dvojice populaci vSak vysla neprikazna,
koeficient determinace nevysvétluje ani 1 % variability (viz obr. 3.9). Z obr. 3.9 je

naopak patrné, ze jsou tyto veli¢iny zcela nezavislé (p > 0,05).
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Tab. 3.4: Sila genetického toku mezi populacemi vyjadfena hodnotami parového Fsr. Mira (ne)podobnosti mezi populacemi vyjadiena matici genetickych
vzdalenosti. Legenda: v8echny populace jsou navzajem prikazné geneticky diferenciované; mira nepodobnosti dvojice populaci, jejich diferenciace je vyjadiena
intenzitou barvy (tmavsi barva indikuje velmi vysokou miru populaéni diferenciace, kdy je nevice genetické variability spotfebovano na rozdily mezi populacemi,

kdezto vnitro-populadni variabilita je velmi nizk4). [J 0,15-0,25 (stfedni mira genetické diferenciace), CJCJCIE>0,25 (velmi velka geneticka diferenciace).

225 | 226 | 228 | 229 | 230 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 238 | 239 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 248 | 250 | 14 | 22 | 25 | 30 4 9
225 : * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
A e e T TETTTTTTTTTTTETT
228 | 0,274 | 0379 - * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
229 [ 0,330| 0,334 | 0469 | - * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
230 | 0,224 | 0,252 | 0,362 | 0,367 | - * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
232 |1 0,392 | 0,297 | 0,536 | 0,437 | 0,221 - * * * * * * * * * * * * * * * * * * *
233 || 0,482 | 0,477 | 0,498 | 0,614 | 0473 | 0,604 | - * * * * * * * * * * * * * * * * * *
234 |1 0,405 | 0,454 | 0,488 | 0,547 | 0212 | 0,474 | 0580 - * * * * * * * * * * * * * * * * *
235 |1 0,413 0,393 | 0,490 | 0,510 | 0,341 | 0507 | 0,433 | 0,457 | - * * * * * * * * * * * * * * * *
236 || 0,387 | 0,370 | 0,458 | 0,531 | 0,374 | 0510 | 0,494 | 0531 | 0,488 | - * * * * * * * * * * * * * * *
238 |1 0,265 | 0,368 | 0,339 | 0,476 | 0,239 | 0,380 | 0,455 | 0,290 | 0,364 | 0,386 | - * * * * * * * * * * * * * *
239 |l 0,257 | 0,336 | 0,488 | 0,409 | 0,337 | 0,410 | 0,612 | 0,549 | 0,546 | 0,499 | 0,358 | - * * * * * * * * * * * * *
242 || 0,508 | 0,485 | 0,629 | 0,565 | 0,459 | 0,474 | 0,606 | 0,634 | 0,596 | 0,640 | 0,548 | 0,569 | * * > > > * * * * * * *
243 |1 0,431 0,310 | 0,558 | 0,550 | 0,311 | 0,460 | 0,640 | 0,554 | 0,499 | 0,621 | 0,480 | 0521 | 0,637 | - > > > > * * * * * * *
244 11 0,350 | 0,326 | 0,401 | 0,418 | 0,261 | 0,383 | 0,576 | 0,556 | 0,550 | 0,460 | 0,462 | 0,451 | 0,601 | 0,575 | > > > * * * * * * *
245 |1 0,357 | 0,380 | 0,560 | 0,545 | 0,380 | 0,474 | 0,664 | 0,606 | 0,597 | 0,593 | 0,446 | 0,419 | 0,59 | 0,519 | 0,574 | > > * * * * * * *
246 |1 0,330 | 0,362 | 0,388 | 0,456 | 0,330 | 0,441 | 0,507 | 0,431 | 0,494 | 0,511 | 0,356 | 0,411 | 0,562 | 0,531 | 0,493 | 0525 | > * * * * * * *
248 | 0,481 | 0,458 | 0,507 | 0,566 | 0,433 | 0,602 | 0,645 | 0,605 | 0,544 | 0,634 | 0,525 | 0,589 | 0,685 | 0,529 | 0,631 | 0,596 | 0,413 | * * * * * * *
250 | 0,345 | 0,444 | 0,507 | 0,538 | 0,354 | 0,447 | 0,603 | 0,515 | 0,569 | 0,563 | 0,331 | 0,430 | 0,612 | 0,539 | 0,589 | 0,554 | 0,387 | 0,601 | * * * * * *
14 110,266 | 0,262 | 0,422 0,412 | 0,153 | 0,293 | 0,487 | 0,376 | 0,397 | 0,436 | 0,306 | 0,366 | 0,458 | 0,334 | 0,384 | 0,361 | 0,306 | 0,353 | 0,406 | - * * * * *
22 110,323 0,257 | 0,375 | 0,395 | 0,268 | 0,366 | 0,440 | 0,492 | 0,409 | 0,431 | 0,426 | 0,438 | 0,485 | 0,442 | 0,273 | 0,471 | 0,368 | 0,401 | 0,515 | 0,238 | ° * * * *
25 110,299 | 0,229 | 0,267 | 0,374 | 0,247 | 0,305 | 0,445 | 0,388 | 0,398 | 0,385 | 0,271 | 0,322 | 0,465 | 0,367 | 0,330 | 0,442 | 0,322 | 0,372 | 0,401 | 0,261 | 0,279| * * *
30 | 0487 0,371 0,585 | 0,570 | 0,504 | 0,557 | 0,590 | 0,663 | 0,589 | 0,569 | 0,508 | 0,470 | 0,637 | 0,630 | 0,607 | 0,577 | 0,489 | 0,616 | 0,634 | 0,427 | 0,400 | 0371 | - * *

0,293 | 0,279 0,389 | 0,445 | 0,356 | 0,436 | 0,461 | 0,553 | 0,469 | 0,442 | 0,375 | 0,409 | 0,500 | 0,508 | 0,414 | 0,438 | 0,474 | 0,535 | 0,531 | 0,270 | 0,283 | 0,248 | 0,404 | - *
9 |0148]0213]| 0272|0328 | 0,171 | 0,285 | 0,324 | 0,341 | 0,303 | 0,291 | 0,244 | 0,248 | 0,350 | 0,369 | 0,256 | 0,358 | 0,254 | 0,397 | 0,333 | 0,178 | 0,216 | 0,214 | 0,397 | 0,201




Tab. 3.5: Sila genetického toku mezi populacemi vyjadfena hodnotami parového Rst (hodnoty pod diagonalou). Jedina dvojice populaci, u niz nebyla prikazna
diferenciace je zvyraznéna. Nad diagonalou jsou uvedeny populace, u nichz byla hodnota Rst > Fsr.

Legenda: - populace Rst < Fst; * populace Rst > Fst (barva a pocet * znazorfiuji velikost rozdilu:| . |<0,05; " |0,05-O,15;E| > 0,15

225|226 | 228 | 229 | 230 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 238 | 239 | 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 248 | 250 | 14 | 22 | 25 | 30 4 9
225 o - - _ _ * * - - *k - * *k - * - _ * _ *k kK * _ ** *
226 | 0,219 ° - - - - - - - - - = & & - & - - - & & - - - -
228 [ 0,238 (0,186 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
229 [/ 0,291 | 0,186 [ 0,430 [ - - - 2 - - - - = = - - - - - - - e - - - -
230 [/ 0,183 | 0,114 | 0,148 | 0,310 | - - - - - - - =3 @ - - @ - - - - & - - - -
232 [ 0,423 | 0,274 | 0,283 (0,391 | 0,117 | - - - - - S ] - * - * - - - - - - - - -
233 [/ 0,568 | 0,467 | 0,405 | 0,618 | 0,441 | 0,320 [ - - - - & s - & - & - - - - - - - - -
234 [ 0,238 | 0,250 | 0,198 | 0,390 | 0,028 | 0,204 | 0,533 | - - - - - - - - - - - - - - - - - -
235 ][ 0,386 | 0,341 | 0,233 | 0,501 | 0,191 | 0,208 | 0,315 | 0,203 | - - - b - - - * - - - - - - - - N
236 [/ 0,520 | 0,217 | 0,310 | 0,473 | 0,316 | 0,320 | 0,417 | 0,457 | 0,416 | - - o - - - = - - - - - - - - -
238 [/ 0,232 | 0,183 | 0,138 | 0,329 | 0,022 | 0,150 | 0,463 | 0,029 | 0,237 | 0,364 | - & - - - - - - - - - - - - -
239 [/ 0,275 | 0,385 | 0,479 | 0,441 | 0,455 | 0,633 | 0,810 | 0,532 | 0,688 | 0,671 | 0,380 | = | ***= | = | sk | - = | o+ (Sl <~ |~ (e~
242 [ 0,658 | 0,566 | 0,463 | 0,703 | 0,507 | 0,359 | 0,527 | 0,563 | 0,434 | 0,581 | 0,466 | 0,831 | - = - = - - - = - = = z z
243 [/ 0,339 | 0,394 | 0,390 | 0,519 | 0,236 | 0,473 | 0,668 | 0,268 | 0,380 | 0,594 | 0,306 | 0,668 | 0,705 | - * - - - - - | * = -
244 (10,400 | 0,180 | 0,292 | 0,323 | 0,240 | 0,163 | 0,373 | 0,366 | 0,377 | 0,303 | 0,275 | 0,662 | 0,560 | 0,597 | - * - - - - - - - - -
245 (10,319 | 0,396 | 0,416 | 0,489 | 0,394 | 0,576 | 0,726 | 0,462 | 0,610 | 0,625 | 0,351 | 0,268 | 0,742 | 0,508 | 0,609 | - - * - I * - = *
246 [/ 0,212 | 0,144 | 0,257 | 0,248 | 0,118 | 0,282 | 0,492 | 0,221 | 0,338 | 0,422 | 0,152 | 0,368 | 0,536 | 0,388 | 0,288 | 0,310 | - - - - - - - - -
248 [/ 0,533 | 0,417 | 0,474 | 0,539 | 0,385 | 0,462 | 0,583 | 0,499 | 0,443 | 0,534 | 0,427 | 0,778 | 0,680 | 0,453 | 0,564 | 0,603 | 0,358 | - - - * * * * -
250 [/ 0,335 | 0,325 | 0,258 | 0,445 | 0,110 | 0,200 | 0,390 | 0,143 | 0,107 | 0,450 | 0,173 | 0,608 | 0,421 | 0,205 | 0,384 | 0,534 | 0,297 | 0,330 | - - - - - - -
14 /0,381 0,314 | 0,331 | 0,389 | 0,145 | 0,114 | 0,390 | 0,183 | 0,150 | 0,434 | 0,217 | 0,680 | 0,497 | 0,331 | 0,311 | 0,569 | 0,285 | 0,332 | 0,131 | - * * * ** -
22 || 0,528 | 0,338 | 0,349 | 0,503 | 0,338 | 0,161 | 0,223 | 0,431 | 0,291 | 0,309 | 0,366 | 0,724 | 0,307 | 0,593 | 0,202 | 0,659 | 0,367 | 0,480 | 0,356 | 0,269 | - * * - -
25 |/0,387| 0,185 | 0,237 | 0,346 | 0,187 | 0,169 | 0,431 | 0,285 | 0,360 | 0,267 | 0,128 | 0,505 | 0,478 | 0,525 | 0,206 | 0,476 | 0,194 | 0,465 | 0,319 | 0,350 | 0,305 | - - - -
30 || 0,453 0,267 | 0,357 | 0,379 | 0,356 | 0,369 | 0,589 | 0,447 | 0,510 | 0,365 | 0,310 | 0,592 | 0,687 | 0,655 | 0,376 | 0,499 | 0,329 | 0,631 | 0,539 | 0,461 | 0,461 | 0,276 | - - -
4 {0400 | 0,234 | 0,166 | 0,433 | 0,283 | 0,206 | 0,315 | 0,382 | 0,334 | 0,251 | 0,255 | 0,680 | 0,505 | 0,627 | 0,129 | 0,601 | 0,354 | 0,618 | 0,377 | 0,381 | 0,243 | 0,169 | 0,335 | - -
9 | 0,150|0,074 0,153 0,194 | 0,016 | 0,133 | 0,231 | 0,113 | 0,135 | 0,234 | 0,112 | 0,364 | 0,424 | 0,263 | 0,101 | 0,373 | 0,072 | 0,232 | 0,152 | 0,115 | 0,206 | 0,142 | 0,239 | 0,151




R?= 0,0006
p> 0,05
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Obr. 3.9: Zavislost rozdilu Rst — Fst na geografické vzdalenosti pfislusnych dvojic populaci.

Analyza hlavnich koordinat (PCoA) parovych hodnot Fst i Rst nevylisila
zadné smysluplné klastry (viz obr. 3.10 a 3.11). Spolu se zobrazuji snad jen nékteré
zahrani¢ni populace z Polska a Némecka (14, 25, 4 a 22; populace 30 je vSak uplné
mimo). Ackoli se rozlozeni populaci v prostoru 1i§i mezi PCoA zaloZzené na Fsr
a Rst, ob¢ analyzy maji spole¢nou absenci struktury v rozlozeni populaci. Nezavisle
na geografické ptribuznosti v ramci vétSich geografickych celkit (vyliSeny barevng)
jsou populace rozmistény v celém ordinacnim prostoru.

Absenci jakychkoli smysluplnych skupin vykazuje i1 analyza UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic mean), ktera shlukuje populace
s nejmensi genetickou vzdalenosti do klastrii. Strom je vytvoieny na zaklad¢ matice
genetické vzdalenosti populaci vyjadiené fixatnim indexem Fst (viz obr. 3.12).
Vzhledem k pievaze vlivu genetického driftu ve vétsin¢ populaci reprezentovaného
pravé fixaénim indexem (Fst > Rst), uz dale neni uvedena varianta UPGMA analyzy
pro Rst. Opét jsou zde vyliSeny pouze zahranicni populace Polska a Némecka (bez
populace 30, kterd se oddé¢lovala i v analyze PCoA), jejichz ptibuznost je ale
vyjaddiena mnohem vétSim klastrem, do néjz jsou zatazeny i dalsi populace. I strom

tak odrazi ndhodnou popula¢ni strukturu.
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Obr. 3.10: Analyza hlavnich koordinat (PCoA) parovych hodnot Fsr vizualizovana programem Past. 1. ordinaéni osa vysvétluje 36% variability, 2. osa vysvétluje 10%

variability. Legenda: populace barevné a tvarové odliseny dle ptislu$nosti do geografického celku, v ramci néhoz byla provadéna AMOVA (m — Moravsko- panonska oblast;
— Oblast jiho¢eskych panvi; A — Oblast Ceské tabule; € — Oblast Némecko-Polskych nizin).
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Obr. 3.11: Analyza hlavnich koordinat (PCoA) parovych hodnot Rsr vizualizovana programem Past. 1. ordinaéni osa vysvétluje 43% variability, 2. osa vysvétluje 26%

variability. Legenda: populace barevné a tvarové odliSeny dle piislusnosti do geografického celku, v ramci néhoZ byla provaidéna AMOVA (= — Moravsko- panonska oblast;
— Oblast jiho¢eskych panvi; A — Oblast Ceské tabule; @ — Oblast Némecko-Polskych nizin).
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Obr. 3.12: Fylogeneticky strom vytvofeny metodou UPGMA zalozeny na fixanim indexu Fst. Neni zde patrné zadné déleni do smysluplnych skupin (snad jen klastr

zahrnujici jihomoravské populace, Mad’arskou populaci a Polské a Némecké populace). Legenda: populace barevné odliSeny dle pislusnosti do geografického celku, v ramei
— Oblast jihoeskych panvi; A — Oblast Ceské tabule; 4 — Oblast Némecko-Polskych nizin).

néhoz byla provadéna AMOVA (= — Moravsko- panonska oblast;



3.3.3 lzolace vzdalenosti

Zavislost miry genetické diferenciace populaci na jejich geografické vzdalenosti je
vyjadiena pomoci fixaéniho indexu Fst (rozdil od hodnost Rst diskutovan jiz diive)
(viz obr. 3.13). Koeficient determinace linearni regrese (R® = 0,082) ukazuje, Ze
geograficka vzdalenost populaci vysvétluje pouze necelych 8 % variability v datech.
Zaroven Manteliv korelacni test matic genetickych a geografickych vzdalenosti
neudava dostate¢nou pravdépodobnost pro korelaci vzdalenosti s hodnotami Fsr

(r=—0,29 p = 0,96).

y = 0,49 — 0,0002x
R*=0,082

p = 0,031

100 200 300 400 500 600 700 800

Geografické vzdilenost (km)

Obr. 3.13: IBD (isolation by distance) vyjadiujici zavislost Fst (mira genetické diferenciace dvojice
populaci) na geografické vzdalenosti pfislusné dvojice populaci. Osa x — geograficka vzdalenost v km,
0sa Y — hodnota parového Fsr.
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3.4 Krypticka struktura populaci

Jelikoz analyzované populace nebyly v Hardy-Weinbergové rovnovaze, nebylo
mozné k analyze kryptické genetické populacni struktury pouzit program Structure.
Analyza byla proto provedena v programu InStruct, ktery umoziuje analyzu dat
vychylenych z HWE (inbrednich populaci, populaci se zastoupenim autogamie

apod.).

Na zaklad¢ urCeni primérné pravdépodobnosti modelu (vyjadiené jako
logaritmus pravdépodobnosti LnP (D)) a jeji standartni odchylky byly dle Evanno
vytvoteny grafy pro pravdépodobnost modelu a delta K, ty umozni urcit vhodné K
(pocet klastrti, z nichZ se jednotlivé populace skladaji) (viz obr. 3.14 a 3.15) (Evanno
et al. 2005). Vhodnymi K jsou K = 3 a K = 13, kde dochazi k narovnani kiivky (pro
K = 3 prestava kiivka strmé rust, pro K = 13se kiivka vyrovnava vodorovné s 0Sou
X). Delta K dosahuje nejvyssich hodnot pro K = 13, zaroven jsou i hodnoty p ro K =
3 ve srovnani s jinymi hodnotami velmi vysoké. Uvazovany budou tedy obé¢

varianty, pti¢emz pravdépodobnéjSim scéndiem je K = 13.

-2000 -

-4000 -

Ln P(D)

-6000 -

-8000 -

-10000 4

-12000 -
K (pocet klastru)

Obr. 3.14: Pravdépodobnost modelu (likelihood) ve vztahu k rostoucimu
K. Osa x vyjadiuje hodnotu K (poctu klastri), osa y logaritmus
pravdépodobnosti [LnP(D)].
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Obr. 3.15: Hodnoty delta K pro dana K. Osa x udava
hodnotu K, osa y odpovidajici delta K.

SloZeni jedincu a populact ze tf1 ruznych Klastra pro K = 3 je graficky
znazornéno v obrazku €. 3.16. Obrazek €. 3.17 znazornuje genetické sloZzeni populaci
zobrazenych na map¢. Dle analyzy by méla byt fada ceskych populaci zatfazena
do stejné genetické linie (populace ¢islo 228, 233, 234, 235 do jedné a populace ¢islo
232, 239, 242, 245 a 250 do druhé¢). Dalsi populace by pak mély byt tvofeny riznym
zastoupeni vSech tfi linii (populace ¢islo 225, 230, 236, 238, 246).
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Obr. 3.16: a) Rozdéleni jedincu v populacich do 3 genetickych linii (K = 3) (graf a). b) Slozeni populaci ze 3 genetickych linii s riznym zastoupenim.
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Obr. 3.17: Geneticka skladba populaci Anemone sylvestris (rozdéleni do 3 genetickych linif).




Slozeni jedincti a populaci ze 13 riznych klastri pro K = 13 je graficky zndzornéno v obrazku ¢. 3.18. Obrazky €. 3.19 a 3.20 znazornuji
genetické sloZeni populaci zobrazenych na mapé. Témét kazda populace v ramci Ceské republiky je reprezentovana samostatnou genetickou
linii, kdy jsou jedinci uniformni a jejich genetické skladba odpovida ptislusnosti pravé do této genetické linie (populace ¢. 228, 233, 234, 235,
236, 239, 242, 243, 244, 245, 248 a 250). Ve zbylych populacich jsou néktefi jedinci reprezentujici vice genetickych linii (populace ¢. 225, 230,
246 a zahrani¢ni populace).

Obr. 3.18: a) Rozdéleni jedincu v populacich do 13 genetickych linii (K = 13) (graf a). b) Slozeni populaci ze 13 genetickych linii s riznym zastoupenim.
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Obr. 3.19: Geneticka skladba populaci Anemone sylvestris (rozdéleni do 13 genetickych linii).
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Obr. 3.19: Geneticka skladba populaci Anemone sylvestris v Ceské republice (rozdéleni do 13 genetickych linif).



4. Diskuze

4.1 Zakladni populacné-genetické charakteristiky

Vsechny analyzované populace v CR se ukazaly jako pomérné geneticky chudé
ve srovndni se zahranicnimi. Pfestoze jsou mikrosatelity vyrazné polymorfnimi
markery (Hartl & Clark 2007), pocet zastoupeni polymorfnich lokust v ¢eskych
populacich byl velmi nizky, zfidka kdy dosahujici 100%. Ukazuje zde tak na
pomérné velkou genetickou uniformitu jednotlivych populaci s fadou homozygotnich

lokusu s jedinou alelou v celé populaci.

Populace v Ceské republice &asto nepfesahuji velikost 100 jedincti, coz
ukazuje na potencidlni rizika malych populaci jako je geneticky drift plisobici ztratu
alelické bohatosti ¢i vysokd mira inbreedingu zvysujici zastoupeni homozygotnich
jedinct (Allendorf & Luikart 2007; Falk & Holsinger 1991). Alelicka bohatost ale
V tomto piipad€ nesouvisi s velikosti populace. Pocet alel tak mize byt bud’ zcela
nahodnym jevem, ¢i jevem zavisejicim na délce izolace populace (z vice izolovanych
populaci mohla tada alel jiz vymizet, 1 kdyZ jsou populace pocetnéjsi nez recentnéji
izolované populace) nebo jevem, ktery do zna¢né miry ovliviiuje jiny mechanismus

(klonalita, diskutovana pozdéji).

Nejvyssi alelicka diverzita jihomoravskych populaci miize byt vysvétlena
moznosti genetického toku mezi populacemi diky vysoké hustot¢ lokalit, na nichz je
Anemone sylvestris na jizni Morav¢ piitomna (analogicky je mozné uvazovat i pro
populace v Ceském Krumlové, kde je v okoli také pomérné velky pocet lokalit
vyskytu). Diky své genetické bohatosti by tak tyto lokality pfi prvnim hrubém
pohledu mohly byt povazovany za zdrojové a tedy byt i v centru ochranaiskych
opatteni. Druhou moznosti je oziveni populaci jizni Moravy pietrvavajicim tokem
genll ze zdrojovych madarskych populaci panonské oblasti, které jsou geneticky

nejbohatsi.

Vzhledem k velké alelické bohatosti (ve srovnani s ¢eskymi populacemi), by
mohly byt zahrani¢ni populace povazovany za zdrojové pro populace v CR. V&tsi
genetickou bohatost zahrani¢nich lokalit 1ze vysvétlit pravdépodobnym tokem gent

mezi populacemi (ptedevsim v piipadé populaci v Polsku a Némecku), pfipadné
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jejich izolaci v neddvné dobé (jesté nedoslo ke ztraté alel vlivem genetického driftu)
(Freeland et al. 2011). Velka alelicka bohatost a vyrovnana pozorovana a ocekavana
heterozygozita v téchto populacich vSak muze byt pouze disledkem velké velikosti
populaci, o které ale bohuzel nejsou zaznamy (Allendorf & Luikart 2007). Mozny
scénai tak mize priblizit mira odli$nosti téchto populaci vyjadiena pomoci Fst
Vv nasledujicich kapitolach, kdy by nizky fixa¢ni index Fst znamenal vétsi podobnost
lokalit a tim vétsi tok gentl, ktery by zvySoval genetickou bohatost a snizoval tak
I ptibuzenské kiiZeni, naopak vysoky Fst by u téchto populaci s Fis blizkym 0
ukazoval na velké populace s mnozstvim jedincid, kde by alely nemohly byt tak
snadno odstranovany genetickym driftem a zaroven by bylo omezeno kiizeni

ptibuznych jedinct.

Vsechny analyzované populace (populace v Ceské republice mnohem
vyraznéji) vykazovaly vet§i miru heterozygozity, nez jakd by byla na zdkladé
alelickych frekvenci ocekavana. Diky ni nebyly populace v HWE. V malych
populacich dochazi obvykle vlivem inbreedingu k odchylkam opa¢ného sméru, kdy
roste zastoupeni homozygotnich jedinct, ¢imz heterozygozita klesa a tim roste F;s do
kladnych hodnot blizicich se 1 (Allendorf & Luikart 2007). Zde vSak pozorovana
heterozygozita ¢i mira inbreedingu nesouvisely s velikosti populace a musi tak
existovat mechanismus, ktery fixuje heterozygotni jedince i1 v malych populacich.
Zaroven se Casto vysokd mira heterozygozity v malych populacich poji s nizkou
alelickou bohatosti nasvédcujici Casto fixaci dvou alel na lokus. Vlivem genetického
driftu by vSak jiz davno byla jedna alela fixovana a druha odstranéna (Allendorf &
Luikart 2007). Moznymi mechanismy tak mohou byt bud’ velmi silna selekce ve
prospéch heterozygotnich jedinci, ¢i vysokd mira klonality, ktera mtze fixovat
heterozygotni jedince v podobé ramet vradmci jedné genety. Dobrymi ukazateli
téchto jevll jsou geograficky zcela izolované populace (piipad lokalit Lestkov,
Nerestce a Mala Vrbka), které maji jak velmi nizkou alelickou bohatost, tak i jejich
index inbreedingu dosahuje vyrazné extrémnich zépornych hodnot dokladajicich
fixaci fady lokusti v heterozygotni podob&. Zaroven by fixace nckterych alel
prostiednictvim klon vysvétlila 1 existenci vzacnych alel v nékterych pomérné
malych populacich v CR, které by jinak jiz davno byly vlivem genetického driftu
zZ populaci odstranény (Falk & Holsinger 1991).
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Tyto zékladni udaje poskytuji predstavu o pestrosti genetického slozeni
jednotlivych populaci, avSak neurcuji nic bliz§iho o jejich ptfipadné genetické

unikatnosti ve srovnani s jinymi populacemi.

4.2 Klonalni struktura uvnitf populaci

Vysoky pocet multi-lokusovych genotypti v ramei zahrani¢nich lokalit ukazal
na nizkou miru klonality a mens$i roli vegetativniho rozmnozovani, podpofenou
i hodnotami indexu inbreedingu bliZicich se 0. Naopak populace v Ceské republice
se vzhledem Kk velmi nizkym poctim MLG ukéazaly jako silné klonalni.
Pravdépodobnost, ze by jedinci se stejnym genotypem v ramci lokality vznikly
pohlavni cestou v ramci rozmnozovani mezi velmi blizce pfibuznymi jedinci (psex) S€
ukézala byt velmi nizka. Zaroven 1 sbér vzorkil probihal na celém transektu, na némz
se druh vyskytoval a piesto se i v pomérné pocetnych populaci okolo 100 jedinct
vyskytl pouze jediny MLG (ptipad lokalit Banin, Nerestce a Lestkov). Pfitom
Holderegger ve své praci vymezujici vzdalenost odlisnych klona (tedy rozdilnych
genet) pro piibuzny druh Anemone nemorosa uvadi vzdalenost 1 m jakoZto okruh
ovlivnény klonalnim ristem jedné genety (Holderegger et al. 1998). V podrobné;jsi
studii pak udava pouze vzdalenost 0,5 m vymezujici geneticky ptibuznéjsi jedince,

nez vzdalenosti vétsi (Stehlik & Holderegger 2000).

VétSina jedincti, ktefi tedy sdili stejny MLG v dané populaci jsou s nejveétsi
pravdépodobnosti pouze klony (potomci jedné klonalni linie MLL, multi locus
lineage). Pocet nezavislych MLG je proto dobrym ukazatelem miry pohlavniho
rozmnozovani, ¢i spiSe historické schopnosti jedinci se Gspé$né pohlavné mnozit.
Vice MLG tak muze byt pozistatkem z minulosti a sou¢asné populace se napt. jiz
pohlavné mnozit nemusi a geneticti jedinci tak existuji pouze prostfednictvim

Lhesmrtelnych® klont.

Vysokd mira klonality by mohla vysvétlit jak nizkou alelickou bohatost
populaci (urcitd kombinace alel fixovana jako klon pies celou lokalitu), tak 1 vysokou
heterozygozitu jedinci v populaci. Podobny trend doklada Matthew ve studii
populaci Ziziphus celata, kde se rovnéz vyskytuje velka miry heterozygozity a je zde
vysvétlena pravé klonalitou populaci (Matthew et al. 2011). Na fixaci
heterozygotnich lokust prostiednictvim klont ukazuje i prikazna zaporna korelace

rozdilu pozorované a o¢ekavané heterozygozity a multi-lokusové bohatosti. Znamena
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to tedy, ze v populacich, kde byla pozorovana heterozygozita vyrazn¢ vyss$i nez
ocekavana, je i niz§i MGL bohatost, tedy vyssi mira klonality, naopak v populacich,
kde se pozorovand a oCekavana heterozygozita svymi hodnotami ptiblizuji, roste
zastoupeni rozdilnych MLG a tedy klesd mira klonalniho zastoupeni jedinct. Rozdil
Vv pozorované a ocekavané heterozygozité, potazmo i v zdporném F;s a HW
nerovnovaze populaci, tak mize byt vysvétlen jejich klondlnim mnozenim.
Vzhledem k tomu, Ze je pozorovana heterozygozita vyssi u vSech lokalit s vyjimkou
populace u Prosetina a v zddné populaci neni roven pocet vzorkll a pocet unikéatnich

MLG, hraje zjevné klonalita alespon ¢aste¢nou roli ve vSech populacich.

Otazkou je, z jakého divodu je zastoupeno na lokalité tak extrémné nizké
mnozstvi genotypi (pfipad lokalit s jedinym klonalné fixovanym genotypem;
vapencovy lom u obce Nerestce, Lestkovské vychozy skal a Mala Vrbka v Bilych
Karpatech) a pro¢ se zafixovalo tolik lokusi v heterozygotni podobé¢, kdy nedoslo
nejprve k fixaci pouze jediné alely na lokus zplisobené genetickym driftem. Patrné
byla takovato kombinace alel selekéné vyhodnégjsi anebo je vysledek dilem prevazeni
Klonality nad genetickym driftem, podobné jako tomu je v piipadé Cypripedium
calceolus, kdy klonalita zabranila pravé ztraté alel driftem (Gargiulo et al. 2018).
U klonalnich druhii se snizenou schopnosti pohlavniho rozmnozovani vSak béhem
Timto vyrazné poklesne diverzita a dochdzi ke genetické homogenité populace
(Stehlik & Holderegger 2000). Zaroven se vSak da predpokladat, ze ma tento
uspésny genotyp SirSi ekologickou valenci nez jiné (coz by mohl odrazet 1 vyssi
pocet heterozygotnich lokusi umoznujici vétsi toleranci jedince ke zménam

prostiedi, nez v piipadé ¢ist¢ homozygotnich lokusit) (Cosedai et al. 2013).

Nespornou vyhodou klonality je schopnost rychlé kolonizace volnych ploch
bez nutnosti pfitomnosti pohlavniho partnera. Proto maji také vegetativné
rozmnozujici se druhy vétsi kolonizaéni potencial, Sir$i aredl rozSifeni a Castéji se
vyskytuji ve diive zalednénych oblastech (Cosedai et al. 2013). Je tedy mozné, Ze se
Anemone sylvestris Vv tézisti svého rozsifeni tj. jizni Sibifi klonalné¢ ani neSifi.
Hypotézu by bylo nutné ovéfit analyzou pivodnich populaci. Na druhou stranu by
mohla vSechny nevyhody, které klonalita skytad, kompenzovat polyploidizace
jedinct. Ta kromé udrZeni vétsi genetické diverzity a vySS$i miry heterozygozity

u Anemone sylvestris zvysuje i schopnost regenerace jedincd, jejich vzrist, produkei
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semen a prezivani do nasledujicich sezon (Cosedai et al. 2013; Zahumenicka et al.
2018). Otazkou je, zda se v ptirodé¢ tetraploidni jedinci vyskytuji (pfedchozi studie
pracovala s laboratorn¢ indukovanou polyploidizaci). V ptipad¢ této prace byly napft.
Z lokality Rovna u Zbuse vylouceni z dalsich analyz 4 jedinci pravé pro podezieni
na polyploidizaci podle ptitomnosti tii alel na vice lokusech. Populaci by vsak bylo

vhodné podrobnéji provétit metodou pritokové cytometrie.

Pro Zzivotaschopnost populaci je vsak klicova alespon Caste¢na schopnost
pohlavniho rozmnozovani, které generuje genetickou variabilitu, umoZiuje
se piizpasobit dlouhodobym zméndm podminek a v neposledni fadé zvySuje
odolnost proti nemocem (Allendorf & Luikart 2007; Denisow & Worzesien 2015;
Holderegger et al. 1998). V piipadé Anemone sylvestris se jedna piedevs§im
0 ohroZeni rzi Transchelia pruni—spinosae, kde Anemone funguje jako druhy hostitel
(Duskova & Kopfiva 2009). Uspé&nost pohlavniho rozmnozovani miZe byt
ovlivnéna fadou faktort. Vzhledem K silné pozitivni korelaci poctu kvetoucich
jedinct s velikosti populace a naopak nezavislosti genotypové bohatosti a poctu
kvetoucich, neni omezena schopnost ramet kvést a neliSi se mezi populacemi
tvofenymi pievazné rametami Ci genetami (ve stejné velkych populacich je
srovnatelny pocet kvetoucich jedincti nezavisly na poctu MLG v dané populaci).
Absence jedinct vzniklych pohlavni cestou na fad¢ lokalit tedy miize mit mnohem

skryt&jsi priciny.

Castym reprodukénim problémem byva zména v produkei &i kvalité pylovych
zrn (Denisow Wrzesien 2015). Dale citlivost semenackti potazmo 1 dospélych
jedinc k zastinu kefi a stromy, ktery tak omezuje jejich kli¢ivost (Denisow
Wrzesien 2015). Kompeti¢ni tlak dfevin na Anemone sylvestris prostfednictvim
zmény Vv intenzit¢ fotosyntézy rovnéz ovliviluje Zivotaschopnost pylovych zrn
a potazmo i mnozstvi vyprodukovanych semen (Denisow Wrzesien 2015). Klonalita
tak miize byt zplisobena nedostatkem semen, kterd maji navic omezenou kli¢ivost.
Zaroven neni zndmo, jakou ma druh semennou banku a zda je tedy semeno schopno
pretrvavat v pidé vice let. Stehlik a Holderegger ve své praci u piibuzného druhu
Anemone nemorosa dokladaji vétSi limitaci pohlavniho rozmnoZovani druhu
nedostatkem vhodnych mist pro kli¢eni semenacku daleko vice nez nedostatkem
semen (Stehlik & Holderegger 2000). Spolu se ztratou vhodnych habitatii, na nichz

by mohla semena kli¢it a s rostoucim tlakem kompeti¢né silngjSich druhii se jevi
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klonalita jako jedinym moznym zptsobem Sifeni druhu. Navic i v pfipad¢ naruseni
porostu a uvolnéni ploch pro uchyceni novych jedincii mohou byt plosky obsazeny
rychleji progresivnéj$imi klony. Pfi tom se jako dostate¢na pro udrzZeni genetické
variability populaci udava alespon 3% uspésSnost semendcka (Stehlik & Holderegger
2000). | v pripadé, ze by doslo k obnoveni pohlavniho rozmnozovani populaci
azvySeni produkce semen, v extrémnich ptipadech pouze jediného genotypu
na lokalit¢ se bude i pohlavni rozmnozovani prakticky rovnat tomu klondlnimu.
Navic zhorSeni klimatickych podminek zvySuje riziko samooplozeni jedinct
(Denisow et al. 2016). Variabilita zptisobena mutacemi tak zde bude generovana az
za mnoho desitek ¢i stovek generaci (Allendorf & Luikart 2007, Beebee & Rowe
2008).

4.3 Prostorova struktura populaci

4.3.1 Analyza molekularni variance

Analyza molekuldrni variance neukézala nijak prikaznou variabilitu mezi vétSimi
geografickymi celky. Nema tedy smysl uvazovat o spolecném plivodu populaci
z geografického hlediska. Vyvraci se tedy piivodni myslenka propojeni Moravskych
populaci s panonskymi a tim potencialni genovy tok z Mad’arskych populaci smérem
na Moravu. Zaroveni ale jeho ptipadny historicky vliv nelze vyloucit vzhledem
k mozné dlouhodobé izolaci populaci a tim vzniklé fadé genetickych odliSnosti, jak

pusobenim genetického driftu, tak prostiednictvim dominance jinych klonalnich linii

(Stehlik & Holderegger 2000 ) (viz pfedchozi kapitola).

Naopak variabilita mezi populacemi je velmi vysoka a poukazuje pravé
na izolovany vyvoj jednotlivych populaci a velmi omezeny komunika¢ni tok mezi
nimi. Velka podobnost vnitro a mezi popula¢ni variability ukazuje na relativné
uniformni sloZeni populaci (oproti bézné ocekavané vysoké vnitro-populaéni
variabilit€) — odraZzi tedy nizkou alelickou diverzitu populaci. Pfi dlouhodobé izolaci
pomérné malych populaci tak mohl geneticky drift nahodné odstranit nékteré alely
z kazdé populace, populace by tedy ted’ obsahovaly jen ur¢itou ndhodnou ¢ast alel
z pavodni velké populace (Allendorf & Luikart 2007). Spolu s kompetici
jednotlivych genotypt reprezentujicich klony, kdy béhem urcitého ¢asového obdobi

a vegetacni podminky dané lokality, tak zapficinil velkou genetickou diferenciaci
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jednotlivych populaci a zaroven vysvétluje velkou uniformitu v ramci populaci

(Cosedai et al. 2013; Stehlik & Holderegger 2000).

Vyjimku tvofi pouze skupina populaci zPolska a Némecka, kde je
mezi-populacni variabilita vyraznéji niz$i, nez v ostatnich regionech. Mezi témito
populacemi patrné néjaky geneticky tok pietrvava ¢i maji spole¢ny puvod a k jejich
oddéleni doslo v relativné neddvné dobé ve srovndni s ostatnimi analyzovanymi
populacemi. Pfipadné migraci mezi témito populacemi vyrazné napomaha
geograficka kontinuita obou oblasti nizin, kdy jedna piechazi plynule do druhé
anejsou zde piitomny Cetné geografické bariéry tak, jak je tomu naopak napf.
v Ceské republice. Piipadna velkd velikost téchto populaci by rovnéz umoznila

udrzet daleko vétsi pocet alel a snizit tak rizika klonality a genetického driftu.

4.3.2 Geneticky tok a analyza hlavnich koordinat PCoA

Velka mira vzajemné genetické diferenciace populaci urcend jak pomoci Wrightova
Fst (fixacni index), tak i pomoci Slatkinova Rst ukazala na velkou genetickou
odliSnost mezi pary populaci (s vyjimkou jediné dvojice v piipadé Rst, kdy odlisnost
nebyla prukaznd). Je tak v souladu s piedchozi analyzou variance. Parova srovnani
vSak navic umoziuji vyli§it miru podobnosti konkrétnich populaci. Pokud uvazujeme
miru diferenciace populaci dle Wrighta, hodnoty ptesahujici Fst = 0,25 jiz poukazuji
na velmi velkou miru diferenciace populaci (Wright 1978). Velkd vétSina
analyzovanych populaci vSak vykazuje jesté daleko vétsi odliSnost (Casto kolem Fsr
= 0,5). Nejen tedy ze se dle analyzy variance obecné lisi populace mezi sebou,

ale i mezi konkrétnimi dvojicemi populaci je stale velka geneticka odli$nost.

Pomérné podstatné je srovnani rozdilu hodnot Fsr a Rsr, ten umozni odhalit
hlavni mechanismus ovliviiujici miru tak velké genetické odliSnosti. Fst odrazi jak
genetickou diferenciaci populaci, tak i1 intenzitu genetického toku mezi nimi, kdy
dvojice populaci s nizkym Fst bude méné geneticky odlisné a bude si tak vyménovat
vice jedinci, nez dvojice s vysokym Fsr, ktera bude zcela izolovana. Zaroven vSak
Fst index bere kazdou alelu separatné jako unikatni a nerozli§i jejich ptipadny
spole¢ny piivod vznikly mutaci. Zasadni roli vSak mtiZze hrat pravé vysoka mutaéni
rychlost mikrosatelitovych lokust (Freeland et al. 2011), kde dv¢ alely lisici se
0 jednotku opakovani maji patrné spole¢ny plivod a jedna dala vznik druhé a jsou si

tedy ptibuznéjsi, nez alely liSici se o velky pocet jednotek (Oliveira et al. 2006).

87



Prestoze je Fst ve studiich nejvice pouzivanym indexem vhodnym pro analyzy
s men$im poctem lokust (do 20), je z hlediska mutace mikrosatelitovych lokust
vhodné pouziti srovnani se Slatkinovym indexem diferenciace Rst (Gaggiotti et al.
1999; Hardy et al. 2003). Rst zohledniuje mutaci jednotlivych lokusi, kdy jsou si
alely lisici se o 1 jednotku opakovani podobné&jsi, nez ty které se 1isi o vice jednotek.
Rozdil obou indexti tedy odrazi, zda hlavni pfi¢inou genetické diferenciace jsou
mutace V pocétu motivi opakovani (vét§i Rsr index) nebo dlouhodoba izolace
populaci (absence migrace) a nasledny geneticky drift (vétsi Fsr index) (Hardy et al.
2003).

Pro primérné celkové hodnoty indexti zde plati Fst > Rsr, coZ znamena,
ze alely liSici se o maly pocet jednotek jsou Castéji mezi populacemi, nez v rdmci
populaci a k diferenciaci populaci tak pfispiva vétsi mérou jejich izolace a geneticky
drift (Hardy et al. 2003). Vse tedy nasvédCuje velké fragmentaci populaci na malé
subpopulace, v nichz geneticky drift naprosto nezavisle nékteré alely zafixoval,
a proto jsou si populace navzajem velmi nepodobné (Allendorf & Luikart 2007.
Zaroven je geneticky tok pferusen jiz po velmi dlouhou dobu, vzhledem k naprosté

odlisnosti populaci.

Pfesto je u Casti populaci situace opacnd a mutace prevazuji nad genetickym
driftem (ale pouze v mensin¢ populaci). Bylo by mozné oc¢ekavat, Ze mutace budou
hrat vétsi roli v diferenciaci geograficky blizSich populacich, nez v téch
vzdalenéjSich (spole¢ny puvod stejnych alel, které se vlivem mutaci pii izolaci
blizkych populaci mirné odlisi ve své délce). Ukazuje se vSak, ze variabilita
generovana mutacemi alel a geografickd vzdalenost jsou zcela nezdvislé veliCiny

(viz. obr. 3.9).

Nahodny proces ovlivitujici slozeni a fixaci alel v populacich, tedy geneticky
drift, nezavisly na ptibuznosti populaci ve vétSich geografickych celcich potvrzuje
i zobrazeni vzorkli v ordinaénim prostoru prostiednictvim analyzy hlavnich
koordinat PCoA, z nichZ neni patrny Zadny smysluplny vztah mezi populacemi (viz
obr. 3.10 a 3.11). I fylogeneticky strom vytvofeny shlukovaci analyzou UPGMA
odrazi nahodnou populaéni strukturu (viz obr. 3.12). Podobné tomu bylo zji§téno
u populaci Ziziphus celata, kdy se spolu zobrazovaly a klastrovaly genotypy

z velkych geografickych vzdalenosti nezdvisle na svém geografickém plvodu.
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Analyza tak neznazornuje jejich piibuznost, ale pravé pozistatek vétsSiho rozsireni

s naslednou fragmentaci a genetickym driftem (Matthew et al. 2011).

4.3.3 Izolace vzdalenosti

Izolace vzdalenosti vyjadiujici zavislost genetické diferenciace populaci (Fsr)
na jejich geografické vzdalenosti je vtomto piipadé neprikkazna. Stejné geneticky
odlisné ¢i pribuzné si mohou byt jak geograficky blizké populace, tak i ty velmi
vzdalené. Vzhledem k velkému rozptylu hodnot od regresni pfimky je pfevazujicim
jevem pisobicim popula¢ni odlisnost geneticky drift, zatimco migrace jedincd je

minimalni (Beebee & Rowe 2008), coz je zcela v souladu s pfedchozimi analyzami.

4.4 Krypticka struktura populaci

Analyza genetickych linii, z nichZ se sklddaji jednotlivé populace, ukazala dva
potencialn€ mozné scénate. V prvnim se déli populace pouze do tfi odliSnych
genetickych linii. Tato moznost je pomérné nepravdépodobnid pii srovnani
s predchozimi vysledky, kdy byly jednotlivé populace navziajem od sebe velmi
odlisné. Navic pokud se podivime na populace tvofené pouze Cisté jedinou
genetickou linii (napt. lokality Lochkov, Zd’ar, Dubeé¢no a Banin v jedné genetické
linii ¢i Mala Vrbka, Hejna, Nerestce a Lestkov ptedstavujici druhou genetickou
linii), jsou z hlediska alelické skladby reprezentovany obvykle jednim, maximalné
dvéma multi-lokusovymi genotypy. Jedna se tedy o silné klonalni populace. Je tézko
predstavitelné, ze pokud se na lokalit¢ vyskytuje pouze jediny genotyp, neukazi
piedeslé analyzy zadnou podobnost mezi témito lokalitami. Ani v PCoA
¢i klastrovaci analyze UPGMA nevytvofily tyto populace jednotlivy klastr a jsou
soucasti pomérné neptibuznych vétvi. Takto maly pocet genetickych linii by mohl
reflektovat snad pouze velmi davny spole¢ny ptivod, kdy byl druh hojnéji rozsifen
a stepni lokality byly vice propojeny, napiiklad na konci posledni ledové a Gplném
pocatku Holocénu, kdy doslo k velké expanzi stepnich a lu¢nich spolecenstev
(Feurdean et al. 2018), ¢i jesté diive béhem posledniho glacialu, kdy sprasova step
umoziovala pravdépodobné existenci fady druhli kontinentalnich stepi se sou¢asnym
té€zistém vyskytu na jizni Sibifi (Chytry et al. 2010b). To by bylo vhodné provéfit
analyzou konzervativnéjSich méné polymorfnich markert, které dokazi odhalit

opravdu starou strukturu (Allendorf & Luikart 2007; Freeland et al. 2011).
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Ptednost je proto dana mnohem jemnéjsimu déleni populaci do tfinacti riznych
genetickych linii, pro néz model vykazuje zaroven i vy$si pravdépodobnost. Toto
déleni, kdy témét kazda populace reprezentuje samostatnou genetickou linii, odrazi
velkou miru nepiibuznosti jednotlivych populaci, jejich izolaci a ndhodnou fixaci
ur¢itych alel geneticky driftem. Zaroven populace s vysokou mirou klonality, tedy
s uniformnim slozenim jedinct, jsou pravé témi populacemi, které jsou nejcasté;ji
tvofeny zcela odliSnymi samostatnymi liniemi. Naopak populace s vétsim poctem
multi-lokusovych genotopi jsou pestiejsi. Zvlastnimi piipady jsou zahrani¢ni
populace z polské Trzeciwnice (populace 22) a z némecké lokality Seega (populace
30). V obou téchto populacich vyrazné pievlada jedina geneticka linie, pfestoZze maji
vyrazné vyssi pocet multi-lokusovych genotypu a alelickou bohatost, nez populace
v Ceské republice. Vysvétlenim mize byt vyrazné vyssi pocet polymorfnich lokust
ve srovnani s Ceskymi populacemi, které maji obvykle cast lokust striktné
homozygotnich a C¢ist€ monomorfnich v populaci a druhou ¢ast striktné
heterozygotnich s ¢asto pouze dvéma alelami na populaci. Vysoky pocet multi-
alel navic oproti ¢eskym populacim, které umozni vice kombinaci a tim 1 vétsi pocet
unikatnich genotypti, ptesto se vSak celkové zastoupeni alel bude jen velmi malo liSit
od populaci v CR, proto budou tyto dvé zahraniéni populace tvofeny opdt velmi

malym poctem genetickych linii.

Vzhledem k velké odlisnosti jednotlivych populaci tedy nelze ptili§ uvazovat
alely zcela nahodné fixovany genetickym driftem (Allendorf & Luikart 2007).
A zaroven klonalitou, ktera zajistila, Ze alespon nékteré lokusy zistaly polymorfni,
ana druhou stranu jest¢ vice posilila vzdjemnou odliSnost jednotlivych lokalit
et al. 2018; Stehlik & Holderegger 2000). Kazdou populaci tak lze povazovat
za geneticky unikat se specifickou kombinaci alel, kterd neni nahraditelnd ani

geograficky blizkymi populacemi.

Otazkou je, jaké historické udalosti za touto izolaci a velkou diferenciaci stoji.
Moznych vysvétleni je hned nekolik sohledem na rizné hluboky pohled
do minulosti. Prvni moznosti je nékolik scénaiti odrazejicich soucasnou strukturu

populaci jako pozistatek historicky velmi bohatych diferenciovanych populaci,
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Z nichz se vlivem fragmentace do soucasnosti dochovala jen cast, kterd byla vlivem
driftu ochuzena a klonalné fixovana analogicky jako v ptipadé Ziziphus celata
(Matthew et al. 2011):

1. Druh se hojné rozsitil v dobé ledové v ramcei sprasové stepi (Rolecek et al.
2014). Takovou moznost lIze dolozit analogiemi z oblasti jizni Sibife, kde je zaroven
i souCasné t€zist¢ vyskytu druhu (Hejny & Slavik 2003; Chytry et al. 2010b).
Piitomnost ledovce dosahujiciho na severni hranici Ceské republiky by vysvétlovala
velkou odlignost polskych a némeckych populaci (od populaci severu CR), které se
na Uzemi polskych a némeckych nizin patrné rozSifily aZ na konci doby ledové
(Lozek 2004). Bariéra pohoi#i podél hranic CR pak patrné branila jejich priniku na
nase tizemi. Ceské populace pak Vv pribéhu Holocénu a s nim spojenou intenzivni
expanzi dfevin zistaly izolovany a zde by mohlo dojit k jejich vyrazné diferenciaci
(Bennet & Provan 2008). Diky klonalité vsak zlstala cast historické genetické

variability zachovana a nebyla odstranéna genetickym driftem (Gargiulo et al. 2018).

2. Druh byl na nasem tzemi piitomen jiz pfed posledni dobou ledovou. Jeji
podminky vSak neumoznily existenci vétSich populaci v ramci drsného klimatu
sprasové stepi a jednotlivé populace tak zistaly izolovany Vv mikroklimatickych
kryptickych refugiich (Schmitt & Varga 2012). Existence téchto refugii v Ceské
republice je doloZena i pro fadu stepni druht (Listl et al. 2017; Schmitt & Varga
2012). Béhem doby ledové tak vlivem izolace mohlo dojit k diferenciaci
genetickych linii. Zaroven by ale pfi nejvétsi expanzi stepnich lokalit za zacatku
Holocénu nemohlo dojit k promichani téchto linii natolik, aby byla geneticka
odli§nost smazana (Feuerdan et al. 2018). Ci naopak na stfetu mensich hybridnich
z6n vramci CR doslo k vzniku novych geneticky smiSenych populaci, jejichz
diferenciace byla pfi néasledné izolaci vlivem nastupu lesa v Atlantiku vyrazné

posilena (Bylebyl et al. 2008).

3. Druh se rozsitil do stfedoevropského prostoru z vychodnich refugii asijské
stepni zony az s ptithodnymi podminkami na konci doby ledové a zacatku Holocénu
(Feuerdan et al. 2018; Pokorny et al. 2015). Jeho Sifeni vSak nebylo kontinualni
smérem z vychodu, ale doslo ke styku nékolika migra¢nich linii v CR a tim zde byla
vytvofena hybridni zona, kde se styka v urcitém prostoru nékolik oddélenych

genetickych linii na velmi malém geografickém prostoru — velmi geograficky blizké
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populace tak mohou byt zcela neptibuzné. Podobné jako v piipadé hybridni zony

Eryngium campestre v sousednim Némecku (Bylebyl et al. 2008).

4. Druh se sifil kontinudln¢ z vychodoasijskych stepi v raném Holocénu, kdy
nasledné doslo k izolaci jednotlivych populaci vlivem expanze lesa v obdobi
Atlantiku (Bennet & Provan 2008; Pokorny et al. 2015). V této dob& pak doslo
Kk fragmentaci velké bohaté zdrojové populace na malé subpopulace postupné
vzajemné diferencované nahodnym odstranénim alel genetickym driftem (Matthew
et al. 2011).

Dalsi moZnosti je recentni struktura zahrnujici dva mozné scénare diferenciace

lokalit:

1. Velmi malo pocetné geneticky chudé populace, které byly nedavno
izolovany. V tomto piipadé by ale hodnoty Rsr indexu nebyly prukazné. Kdyby se
délky alel vzajemng¢ lisily jen jednim ¢i nékolika malo motivy opakovani, tak by se
jednotlivé multi-lokusové genotypy populaci od sebe nemély piilis lisit, tedy by byla
mira odliSnosti populaci vyjadiena prostiednictvim Rst velmi nizka. Vzhledem
k velmi vysokym hodnotam Fsr a pritkaznosti hodnot Rst indexu, je ale ukazano,
ze praveé naopak je mezi vSemi multi-lokusovymi genotypy rozdil zna¢ny a vysoka
mira diverzifikace tak neni zplsobena jen nékolika malo mutacemi pltvodné
spole¢nych alel (Hardy et al. 2003). Z tohoto divodu se takovy scénaf zda jako velmi
nepravdépodobny.

2. Zdanliva ptibuznost geograficky zcela nepiibuznych lokalit mize byt
dusledkem pienosu jedinci ¢lovékem, piesadbou na lokality ¢i unikem ze zahrad
a piesadbou ze zahrad jako tomu bylo u fady jinych druhd nap#. Vinca minor,
Hedera helix a Aquilegia vulgaris (Pergl et al. 2016). Lidsky faktor by mohl vysvétlit
i vyskyt druhu na lokalitach mimo hlavni oblast rozsiteni (pfedSumavské Vapence,
Mala Vrbka v Bilych Karpatech). Jak jiz bylo feceno, na kazdé lokalité ma tendenci
linii. Nektefi jedinci v jinak uniformnim sloZzeni lokalit vSak napadné pfipominaji
strukturu genetickych linii rozdéleni jedinct v jinych lokalitach (viz obr. 3.18 a)
(jedna se zejména o jedince z populace 239, ktefi se svym sloZzenim geneticky

shoduji s ¢asti jedincii v populaci 225; déle dvojice populaci 243 a 226; 228 a 230;
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248 a 246). To by mohlo znamenat pravé pienos jedincii mezi populacemi predevsim

Vv ptipad¢ vzdalenéjsich lokalit.

Na kolik je pestra diverzifikace dilem historického vyvoje geneticky bohatych
populaci davné minulosti a nakolik je ovlivnéna potencidlnimi recentnimi lidskymi
zasahy je velmi tézké stanovit. S jistotou hraje vyvoj v davné minulosti vyznamnou
roli, spole¢nym jmenovatelem vSech scénaii je zde obdobi Atlantiku — kriticky
bottleneck pro tfadu druhi nelesni vegetace. Pficemz konkrétni podoba Sifeni
Anemone sylvestris by méla byt urcena s ohledem na slozeni populaci v celé Evropé
a centra jejiho roz$ifeni na jizni Sibifi. Jen tak lze odpovédéet, nakolik jsou soucasné
populace pozistatkem velké genetické bohatosti. Vliv recentnich udalosti je mnozné
castecné odfiltrovat 1 pouzitim méné polymortnich genetickych markerti, které tak

dobfe neodrazi vnitropopulacni strukturu a rychlé mutace mikrosatelitovych lokusi.
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5. Zavér

Znalost genetické populacni struktury je velmi hodnotnd pro tvorbu uGc¢innych
ochranarskych opatfeni a vybér populaci, které by mély byt ve stiedu zdjmu. Cilem
je ochrana co nejvétsiho spektra genetické diverzity zvysSujici evoluéni potencial
druhu a snizujici riziko ohrozeni. Ohrozeny jsou predev§im malé populace
somezenym podilem pohlavniho rozmnozovani, kdy neni geneticka diverzita
generovana. Pii velkém podilu vegetativniho rozmnozovani jsou vSak ohrozeny
i populace velké, pokud jsou tvofeny nékolika malo klony. Absence genetické
variability zapfi¢ini vyhynuti celé populace pfi zméné podminek ¢i vyskytu

patogenu.

V piipadé populaci Anemone sylvestris v Ceské republice se jedna pravé
0 extrémné vysokou miru klondlnich geneticky chudych populaci s absenci pohlavné
vzniklych jedinc. Velk4a izolace téchto populaci zamezuje migracnimu toku
a eliminuje tak jakoukoli moZnost oZiveni genetické diverzity. Hlavni roli ma
Vv populacich pfedevSsim geneticky drift, ktery v malych populacich odstranuje
nahodné nékteré alely a v extrémnich piipadech vytvoii zcela monomorfni lokusy
pro celou populaci. Vlivem pusobeni driftu tak zacaly byt zcela nahodné nékteré
alely z populaci odstranovany. Diky klonalité jedinct vSak doslo k fixaci casti alel,
ato 1 téch vzacnych, a tim fady lokusti v heterozygotni podob¢ pied tim, nez byly
populace zcela postizeny genetickym driftem. Zaroven na fadé lokalit dle mistnich
Pfi nedostatecné migraci a ptisunu novych alel, nemoznosti mit velké geneticky
bohaté populace, se tak jevi jako efektivni unik z naprosté genetické chudoby
s pouze 1 alelou na lokus nepohlavni klonalni mnozeni. Vysledkem jsou geneticky
zcela diferencované unikatni populace, kde vzajemna ptibuznost nékterych je

vysledkem nédhody prostfednictvim ndhodné fixace alel genetickym driftem.

Historicky se jevi jako velmi pravdépodobna existence velké geneticky
bohaté populace, ktera byla vlivem ztraty vhodnych stanovist, pravdépodobné
vV dobé maxima =zalesnéni v obdobi Atlantiku, fragmentovéna. V jednotlivych
populacich se vlivem bottleneck efektu proto nahodné vyskytla ur¢ita skladba alel
a nasledné ovlivnil malé populace pravé geneticky drift. Klonalita vSak alespon

castecné ,,zakonzervovala® plivodni genetickou diverzitu. Geografickou nesourodost
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geograficky velmi blizkych lokalit v§ak mohl do jisté miry ovlivnit i ¢lovék moznou

presadbou ¢i Sifenim druhu ze zahrad, kde se jeho kultivary bézné péstuji.

Uspésna zachrana ohroZenych populaci tohoto druhu skytd vak fadu
problémti a nevysvétlenych otazek. Kazda populace je zde totiz zvlastni genetickou
jednotkou hodnou ochrany. Ztrata kazdé klonalni linie (tedy Casto celé populace)
znamena vyraznou ztratu genetické variability druhu. Je proto nezbytné chranit
vSechny soucasné populace jako geneticky unikatni. V budoucnu se zaméfit
predevSim na experimenty zaméfené na schopnost pohlavniho rozmnoZovani
jedincti, vhodnym managementem (pfedevSim sniZzovani zastinu difevin) udrzovat
dostatek vhodnych ploch pro kliceni semen a rust populace. V piipadé velkého
snizeni velikosti populace a nutnosti transferu jedinct, tak pouze z co nejblizSich
lokalit, jestli viibec, je zde zvySené riziko naruseni lokalnich adaptaci prevladajiciho
genotypu. Ve vysledku tak muze dojit k iplnému vyhynuti populace. Klicové je
vsak, generovat genetickou variabilitu pro zajisténi odolnosti stavajicich populaci

zajiSténim pohlavniho rozmnoZovani jedinct.
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z <http://lwww.giagen.com/jp/resources/download.aspx?id=6b9bcd96-d7d4-48al-
9838-58dbfb0e57d0&lang=en>.

Qiagen ©2018a: DNeasy® Plant Handbook (online) [cit. 2019.01.28], dostupné
z <http://lwww.giagen.com/us/resources/download.aspx?id=95dec8a9-ec37-4457-
8884-5dedd8ba9448&lang=en>.
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Qiagen ©2018b: MM PCR kit (online) [cit. 2019.02.9], dostupné z
<https://www.qiagen.com/us/shop/pcr/end-point-pcr-enzymes-and-Kkits/regular-
pcr/qiagen-multiplex-pcr-kit/#orderinginformation>.

Legislativni zdroje:

Smérnice ¢. 92/43/EHS ze dne 21. kvétna 1992, O ochrané ptirodnich stanovist,
volné zijicich zivocichil a plané€ rostoucich rostlin., Pfiloha ¢. I O ochrané pfirodnich

stanovist’ v zajmu spolecenstvi.

Vyhlagka ¢ 395/1992 Sb. VYHLASKA ministerstva Zivotniho prostiedi Ceské
republiky ze dne 11. Cervna 1992, kterou se provadéji néktera ustanoveni zakona

Ceské narodni rady &. 114/1992 Sb., o ochrané ptirody a krajiny.
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7. Prilohy

7.1 Prilohac¢. 1

Alelické slozeni mikrosatelitovych lokust vzorkovanych jedincti analyzovanych v programu GenClone 2.0.

Ep. Vzorek Odhad | As-Tet-47- | AS-Tet-49- | As-Tet-90- | As-Tri-35- | As-Di-21- | As-Tri-30- | As-Tet-91- | As-Di-67- ;
N FAM FAM FAM VIC VIC NED NED NED
10 | 225_10_B02 fsa 161 | 161 | 178 | 182 | 393 | 397 | 162 | 165 | 264 | 264 | 182 | 182 [ 197 | 205 | 285 | 289 | 164 | 174 | 200 | 200
11 | 225_11_C02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 416 | 165 | 165 | © | 0 | 169 | 178 | 205 | 205 | 285 | 285 | 154 | 166 | 200 | 200
12 | 225_12_D02.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 389 | 397 | 162 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 174 | 200 | 200
13 | 225_13_E02.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 389 | 397 | 162 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 174 | 200 | 200
14 | 225_14_F02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
15 | 225_15_G02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
16 | 225_16_H02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
17 | 225_17_A03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
18 | 225_18_B03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
225 119 (225 19 co3fsa | 0 [157] 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
20 | 225_20_DO03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
2 |225_2 BO1.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
3 |225_3 COlfsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
4 |225_4_DO1fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
5 |225_5_E01.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
6 | 225_6_FO1.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 [ 397 | 0 | 0 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
7 | 225_7_GO1.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 289 | 166 | 166 | 200 | 208
1 |225_1 A01fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 389 | 397 | 162 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 174 | 200 | 200




9 [225_9_A02.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 389 | 397 | 162 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 174 | 200 | 200
8 |225_8_HO01.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 389 | 397 | 162 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 174 | 200 | 200
10 | 226_10_F04.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 262 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
11 | 226_11_GO04.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 266 | 268 | 169 | 175 | 205 | 205 | 295 | 297 | 164 | 164 | 200 | 208
12 | 226_12_HO04.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 262 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
13 | 226_13_A05.fsa 149 | 157 | 190 | 198 | 397 | 408 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 291 | 291 | 164 | 172 | 200 | 200
14 | 226_14 B05.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 262 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
15 | 226_15_CO05.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 262 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
16 | 226_16_DO05.fsa 149 | 157 | 190 | 198 | 397 | 408 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 291 | 291 | 164 | 172 | 200 | 200
17 | 226_17_E05.fsa 149 | 149 | 178 | 190 | 397 | 408 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 182 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
18 | 226_18_F05.fsa 149 | 149 | 178 | 190 | 397 | 408 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 182 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
19 | 226_19_G05.fsa 149 | 149 | 178 | 190 | 397 | 408 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 182 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
226 1 |226_1_EO3.fsa 100 149 | 157 | 190 | 198 | 397 | 408 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 291 | 291 | 164 | 172 | 200 | 200
20 | 226_20_HO05.fsa 149 | 149 | 178 | 190 | 397 | 408 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 182 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
2 |226_2_F03.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
3 |226_3_GO03.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
4 |226_4_HO03.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 175 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 164 | 164 | 200 | 200
5 [226_5_A04.fsa 157 | 157 0 0 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 0 0 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
6 |226_6_B04.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
7 |226_7_CO4.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
8 |226_8_DO04.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
9 |226_9_E04.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 408 | 162 | 165 | 262 | 268 | 182 | 182 | 205 | 205 | 291 | 293 | 164 | 172 | 208 | 208
10 | 228_10_B07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 0 0 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
11 | 228 _11_CO07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
12 | 228 _12_DO07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
228 13 | 228 _13_EO07.fsa 40 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
14 | 228 14 F07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
15 | 228_15_G07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208




16 | 228 16_HO07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
17 | 228 17_A08.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
18 | 228 18 B08.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
19 | 228_19_C08.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
1 |228 1_A06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
20 | 228_20_D08.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
2 | 228_2_B06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
3 |228_3_C06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
4 |228_4_D06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
5 |228_5_E06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
6 |228_6_F06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
7 |228_7_GO06.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
8 |228_8_HO06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
9 |228_9_A07.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 154 | 166 | 200 | 208
10 | 229_10_F09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
11 | 229_11_G09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
12 | 229_12_HO09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
13 | 229_13_A10.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
14 | 229_14_B10.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
15 | 229_15_C10.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
16 | 229_16_D10.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
229 17 | 229_17_E10.fsa 40 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
18 | 229_18 F10.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
19 | 229_19_G10.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 166 | 200 | 200
1 |229_1_EO08.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
20 | 229_20_H10.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 400 | 162 | 165 | 268 | 268 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 168 | 200 | 200
2 |229_2_F08.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 400 | 162 | 165 | 268 | 268 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 168 | 200 | 200
3 [229_3_GO08.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 166 | 200 | 200




4 |229 4_HO08.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 400 | 162 | 165 | 268 | 268 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 168 | 200 | 200
5 [229_5_A09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
6 |229_6_B09.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 400 | 162 | 165 | 268 | 268 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 168 | 200 | 200
7 |229_7_C09.fsa 157 | 157 | 186 | 194 | 397 | 400 | 162 | 165 | 268 | 268 | 182 | 185 | 205 | 205 | 293 | 293 | 166 | 168 | 200 | 200
8 |229_8_DO09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
9 |229_9_E09.fsa 157 | 157 | 178 | 186 | 397 | 397 | 162 | 162 | 268 | 268 | 169 | 182 | 205 | 205 | 295 | 297 | 166 | 181 | 200 | 200
10 | 230_10_B12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 168 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 287 | 166 | 166 | 200 | 208
11 | 230_11_C12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 168 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 287 | 166 | 166 | 200 | 208
12 | 230_12_D12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 168 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 287 | 166 | 166 | 200 | 208
13 | 230_13_E12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 168 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 287 | 166 | 166 | 200 | 208
17 |1 230_17_A01.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 400 | 416 | 165 | 165 | 262 | 262 0 0 197 | 205 | 289 | 291 | 162 | 166 | 200 | 200
14 | 230_14_G12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
15 | 230_15_F12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 168 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 287 | 166 | 166 | 200 | 208
16 | 230_16_H12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
18 | 230_18_B01.fsa 157 | 157 | 178 | 190 0 0 165 | 165 | 262 | 262 0 0 197 | 205 | 289 | 291 | 162 | 166 | 200 | 200
19 | 230_19_CO01.fsa 157 | 157 | 178 | 190 0 0 165 | 165 | 262 | 262 0 0 197 | 205 | 289 | 291 | 162 | 166 | 200 | 200
230 1 |230_1_All.fsa >0 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 266 | 169 | 182 | 197 | 205 | 299 | 299 | 166 | 166 | 200 | 208
20 | 230_20_DO01.fsa 157 | 157 | 178 | 190 0 0 165 | 165 | 262 | 262 0 0 197 | 205 | 289 | 291 | 162 | 166 | 200 | 200
2 [230_2_B1l.fsa 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 266 | 169 | 182 | 197 | 205 | 299 | 299 | 166 | 166 | 200 | 208
3 [230_3_Cll.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
4 |230_4_D11.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
5 [230_5_E11l.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
6 [230_6_F11.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
7 [230_7_G1l.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
8 [230_8_H1l.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 289 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
9 [230_9_Al2fsa 149 | 149 | 178 | 190 | 400 | 416 | 165 | 165 | 262 | 262 | 178 | 182 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 166 | 200 | 200
10 | 232_10_F02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
232 11 | 232_11_G02.fsa >0 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200




12 | 232_12_HO02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
13 | 232_13_A03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
14 | 232_14 B03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
15 | 232_15_C03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
16 | 232_16_DO03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
17 | 232_17_E03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
18 | 232_18 F03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
19 | 232_19_GO03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
1 |232_1_EO1.fsa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 | 232_20_HO03.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
2 | 232_2_F01.fsa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 |232_3_GO01.fsa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 |232_4_HOl.fsa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 [232_5_A02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
6 |232_6_B02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
7 |232_7_C02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
8 |232_8_DO02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
9 [232_9_E02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 268 | 160 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
10 | 233_10_B05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
11 | 233_11_CO05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
12 | 233_12_D05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
13 | 233_13_EO05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
14 | 233_14_F05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
233 15 | 233_15_G05.fsa 200 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
16 | 233_16_HO05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
17 | 233_17_A06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 168 | 176 | 200 | 208
18 | 233_18_B06.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
19 | 233_19_CO06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 168 | 176 | 200 | 208




1 |233_1_A0OA4.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
20 | 233_20_D06.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 168 | 176 | 200 | 208
2 |233_2_B04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
3 |233_3_C04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
4 |233_4_D04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
5 |233_5_EO04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
6 |233_6_F04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
7 |233_7_GO04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
8 |233_8_H04.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
9 |233_9_A05.fsa 161 | 161 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 291 | 162 | 168 | 208 | 208
10 | 234_10_F07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
11 | 234_11_GO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
12 | 234_12_HO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
13 | 234_13_A08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
14 | 234_14_B08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
15 | 234_15_CO08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
16 | 234_16_D08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
17 | 234_17_EO08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
18 | 234_18 F08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
234 19 | 234_19_G08.fsa 300 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
1 |234_1_EO6.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
20 | 234_20_H08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
2 |234_2_FO06.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
3 |234_3_GO06.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
4 |234_4_HO06.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
5 [234_5_A07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
6 |234_6_B07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
7 |234_7_C07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200




8 |234_8_DO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
9 |234_9_E07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 295 | 162 | 162 | 200 | 200
10 | 235_10_B10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
11 | 235_11 C10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
12 | 235_12_D10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
13 | 235_13_E10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
14 | 235_14 F10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
15 | 235_15_G10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
16 | 235_16_H10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
17 |1 235_17_All.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
18 | 235_18 B11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
19 | 235_19 C11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
233 1 |235_1_A09.fsa 100 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
20 | 235_20_D11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
2 |235_2_B09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
3 |235_3_C09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
4 |235_4_DO09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
5 |235_5_E09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
6 |235_6_F09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
7 |235_7_G09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
8 |235_8_H09.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
9 |[235_9_Al0.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 268 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 162 | 162 | 200 | 208
10 | 236_10_F12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
11 | 236_11_G12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
12 | 236_12_H12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
236 13 | 236_13_E12.fsa 20 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 0 0 208 | 208
14 | 236_14_F12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
15 | 236_15_C01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 0 0 208 | 208




16 | 236_16_DO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
13 | 236_13_A01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 0 0 208 | 208
17 | 236_17_EO1.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
18 | 236_18 FO1.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
19 | 236_19_GO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
1 |236_1_Ell.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
20 | 236_20_G12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
2 |236_2_Fll.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
3 |236_3_Gll.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
4 |236_4_H11l.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
5 |236_5_A12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
6 |236_6_B12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
7 |236_7_Cl2.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
8 |236_8_D12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
9 |236_9_El12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 264 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 293 | 293 | 162 | 166 | 208 | 208
10 | 238_10_B03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
11 | 238_11_CO03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
12 | 238_12_D03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
13 | 238_13_EO03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
14 | 238_14_F03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
15 | 238_15_G03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
238 | 16 | 238_16_H03.fsa 50 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
17 | 238_17_AO4.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
18 | 238_18_BO04.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
19 | 238_19_CO04.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
1 |238_1_A02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 176 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
20 | 238_20_DO04.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 0 0 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
2 |238_2_B02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 289 | 299 | 162 | 164 | 200 | 200




3 |238_3_C02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
4 |238 4_D02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
5 |238_5_E02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 400 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 297 | 299 | 160 | 162 | 196 | 200
6 |238_6_F02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
7 |238_7_G02.fsa 153 | 157 | 194 | 194 | 404 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 297 | 299 | 162 | 162 | 208 | 208
8 |238_8_H02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 400 | 404 | 165 | 165 | 263 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 297 | 299 | 160 | 162 | 196 | 200
9 |238_9_A03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 289 | 162 | 162 | 196 | 200
10 | 239_10_F05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
11 | 239_11_GO05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
12 | 239_12_HO05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
13 | 239_13_A06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
14 | 239_14_B06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
15 | 239_15_CO06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
16 | 239_16_D06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
17 | 239_17_EO06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
18 | 239_18_F06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
19 | 239_19_G06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
239 1 |239_1_EO4.fsa >0 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
20 | 239_20_HO06.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
2 |239_2_FO4.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
3 [239_3_GO04.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 0 0 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
4 |239_4_HO4.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 0 0 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
5 [239_5_A05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
6 |239_6_B05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
7 |239_7_C05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
8 |239_8_DO05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
9 |[239_9_EO05.fsa 157 | 157 | 178 | 182 | 397 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 166 | 168 | 196 | 200
242 | 10 |242_10_B08.fsa 100 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200




11 | 242_11_C08.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
12 | 242_12_D08.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
13 | 242_13_EO08.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
14 | 242_14 F08.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
15 | 242_15_GO08.fsa 0 0 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
16 | 242_16_H08.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 262 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
17 | 242_17_A09.fsa 149 | 157 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 262 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
18 | 242_18 B09.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
19 | 242_19 _C09.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 0 0 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
1 |242_1_A07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
20 | 242_20_D09.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
2 |242_2_B07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
3 |242_3_C07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
4 |242_4_DO07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
5 [242_5_E07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
6 |242_6_F07.fsa 0 0 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
7 |242_7_GO07.fsa 149 | 149 | 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 268 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
8 |242_8_H07.fsa 0 0 194 | 194 | 397 | 397 | 165 | 174 | 262 | 262 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
9 |242_9_A08.fsa 0 0 194 | 194 | 397 | 397 0 0 262 | 262 | 160 | 172 | 197 | 205 | 285 | 285 | 158 | 162 | 200 | 200
10 | 243_10_F10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
11 | 243_11_G10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
12 | 243_12_H10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
13 | 243_13_All.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
243 | 14 | 243_14_Bl1.fsa 40 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
15 | 243_15_C11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
16 | 243_16_D11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
17 | 243_17_E11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
18 | 243_18 F11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200




19 | 243_19_G11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
1 |243_1_E09.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
20 | 243_20_H11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
2 | 243_2_F09.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
3 |243_3_G09.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
4 | 243_4_HO09.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 404 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 178 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
5 |243_5_A10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
6 |243_6_B10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
7 |243_7_C10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 0 0 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
8 |243_8_D10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 170 | 200 | 200
9 |243_9_E10.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 262 | 264 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 164 | 200 | 200
10 | 244_10_BO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
11 | 244_11_CO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
12 | 244_12_DO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 0 0 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
13 | 244_13_EO1.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
9 |244_9_A01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
14 | 244_14_F01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 0 0 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
15 | 244_15_G01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
16 | 244_16_HO01.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 0 0 0 0 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
244 | 17 | 244_17_A02.fsa 100 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
18 | 244_18 B02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
19 | 244_19_CO02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
1 |244_1_Al2.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
20 | 244_20_DO02.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
2 |244_2_B12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
3 [244_3_Cl2.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 180 | 200 | 208
4 |244 4 _D12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
5 |244_5_E12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 0 0 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208




6 |244_6_F12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 180 | 200 | 208
7 |244_7_G12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
8 |244_8_H12.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 166 | 166 | 200 | 200
10 | 245_10_F03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
11 | 245_11_GO3.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
12 | 245_12_H03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
13 | 245_13_A04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
14 | 245_14_B04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
15 | 245_15_CO04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
16 | 245_16_DO04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
17 | 245_17_E04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
18 | 245_18_F04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
19 | 245_19_G04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
245 1 |245_1_EO2.fsa 100 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
20 | 245_20_HO04.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
2 |245_2_F02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
3 |245_3_GO02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
4 |245_4_H02.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
5 [245_5_A03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
6 |245_6_B03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
7 |245_7_C03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
8 |245_8_DO03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
9 |245_9_E03.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 408 | 165 | 174 | 262 | 262 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 289 | 162 | 170 | 192 | 200
10 | 246_10_B06.fsa 157 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
11 | 246_11_CO06.fsa 149 | 149 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
246 | 12 | 246_12_DO06.fsa 50 149 | 149 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
13 | 246_13_EO06.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
14 | 246_14_F06.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200




15 | 246_15_G06.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
16 | 246_16_HO06.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
17 | 246_17_A07.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
18 | 246_18 B07.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 0 0 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
19 | 246_19_CO07.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 0 0 200 | 200
1 |246_1_A05.fsa 149 | 149 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
20 | 246_20_D07.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 171 | 171 | 264 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 168 | 200 | 200
2 | 246_2_B05.fsa 149 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
3 | 246_3_C05.fsa 149 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
4 |246_4_DO05.fsa 149 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
5 |246_5_E05.fsa 149 | 149 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
6 |246_6_F05.fsa 149 | 149 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
7 |246_7_GO05.fsa 149 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
8 |246_8_H05.fsa 149 | 161 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
9 |246_9_A06.fsa 149 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 264 | 264 | 182 | 182 | 197 | 205 | 289 | 297 | 168 | 168 | 200 | 200
10 | 248_10_F08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
11 | 248_11_G08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200
12 | 248_12_HO08.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 404 | 404 | 171 | 171 0 0 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200
13 | 248_13_A09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200
14 | 248_14_B09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
15 | 248_15_C09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
248 | 16 |248_16_D09.fsa 40 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
17 | 248_17_E09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
18 | 248_18 F09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
19 | 248_19_G09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
1 | 248 1_EO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
20 | 248_20_H09.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
2 |248_2_F07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 0 0 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200




3 |248_3_GO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200
4 |248 4_HO07.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 0 0 168 | 172 | 200 | 200
5 |248_5_A08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
6 |248_6_B08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
7 |248_7_C08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
8 |248_8_DO08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
9 |248_9_E08.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 404 | 404 | 171 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 291 | 295 | 168 | 172 | 200 | 200
10 | 250_10_A1l11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
11 | 250_11_B11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
12 | 250_12_C11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
13 | 250_13_D11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
14 | 250_14_E11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
15 | 250_15_F11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
16 | 250_16_G11.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
17 | 250_17_H11.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 0 0 0 0 160 | 175 0 0 289 | 289 0 0 0 0
18 | 250_18_B12.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 400 0 0 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
250 | 19 | 250_19_C12.fsa 60 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
20 | 250_20_D12.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
2 |250_2_A10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
3 |250_3_B10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
4 |250_4_C10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
5 |250_5_D10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
6 |250_6_E10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
7 |250_7_F10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
8 |250_8_G10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
9 |250_9_H10.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 400 | 165 | 165 | 264 | 264 | 160 | 175 | 197 | 205 | 289 | 289 | 160 | 168 | 200 | 200
10 | 14_10_F12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 299 | 303 | 164 | 168 | 200 | 200
14 11 |14_11_G12.fsa 157 | 157 | 190 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 285 | 164 | 168 | 200 | 208




12 | 14_12_H12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 397 | 400 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 169 | 197 | 205 | 299 | 303 | 164 | 168 | 200 | 200
1 |14_1_E1l.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 393 | 393 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 169 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 200 | 200
2 [14_2_F1l.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 163 | 169 | 197 | 205 | 301 | 301 | 162 | 162 | 200 | 204
3 |14 _3_G1l.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 163 | 169 | 197 | 205 | 301 | 301 | 162 | 162 | 200 | 204
4 |14 4 H1lfsa 157 | 157 | 178 | 178 | 393 | 400 | 165 | 171 | 262 | 262 | 163 | 169 | 197 | 205 | 285 | 285 | 162 | 168 | 200 | 200
5 |14 5 A12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 393 | 393 | 165 | 165 | 262 | 266 | 169 | 169 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 200 | 200
6 |14 6_B12.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 393 | 393 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 169 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 200 | 200
7 |14 7_Cl2.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 393 | 400 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 175 | 197 | 205 | 285 | 303 | 162 | 162 | 200 | 200
8 |14 8 D12.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 393 | 400 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 175 | 197 | 205 | 285 | 303 | 162 | 162 | 200 | 200
9 |14 9 El2.fsa 157 | 157 | 178 | 190 | 393 | 393 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 169 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 200 | 200
10 | 22_10_B05.fsa 145 | 145 | 190 | 198 | 397 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 200 | 208
11 | 22_11_CO05.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 393 | 416 | 171 | 171 | 262 | 266 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
12 | 22_12_DO05.fsa 145 | 145 | 190 | 198 | 397 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 200 | 208
13 | 22_13_E05.fsa 149 | 161 | 190 | 194 | 397 | 397 | 171 | 171 | 262 | 266 | 166 | 169 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
14 | 22_14_F05.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 397 | 397 | 171 | 171 | 262 | 266 | 166 | 169 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
15 | 22_15_GO05.fsa 149 | 161 | 198 | 198 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 197 | 205 | 297 | 297 | 166 | 174 | 200 | 200
16 | 22_16_H05.fsa 157 | 161 | 190 | 198 | 397 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
17 | 22_17_EO03.fsa 161 | 161 | 198 | 198 | 397 | 397 | 165 | 168 | 266 | 266 | 169 | 169 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
18 | 22_18_F03.fsa 157 | 157 | 198 | 198 | 393 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 289 | 297 | 157 | 164 | 208 | 208
22 19 | 22_19_GO03.fsa 161 | 161 | 190 | 198 | 397 | 397 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 289 | 291 | 164 | 166 | 200 | 208
1 |22_1_A04.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 166 | 169 | 205 | 205 | 297 | 297 | 164 | 166 | 208 | 208
20 | 22_20_HO03.fsa 161 | 161 | 190 | 198 | 393 | 404 | 171 | 171 | 262 | 266 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
2 |22_2_BO04.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 166 | 169 | 205 | 205 | 297 | 297 | 164 | 166 | 208 | 208
3 |22_3_C04.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 166 | 169 | 205 | 205 | 297 | 297 | 164 | 166 | 208 | 208
4 |22_4_DO04.fsa 145 | 145 | 198 | 198 | 393 | 397 | 171 | 171 | 266 | 266 | 169 | 169 | 197 | 205 | 297 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208
5 [22_5_EO4.fsa 157 | 157 | 190 | 198 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 262 | 166 | 169 | 205 | 205 | 297 | 297 | 164 | 166 | 208 | 208
6 |22_6_F04.fsa 145 | 145 | 190 | 198 | 397 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 200 | 208
7 |22_7_GO04.fsa 145 | 145 | 190 | 198 | 397 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 169 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 200 | 208
8 |22_8 HO4.fsa 157 | 161 | 190 | 190 | 397 | 404 | 165 | 171 | 262 | 262 | 182 | 182 | 205 | 205 | 287 | 297 | 164 | 166 | 200 | 208
9 [22_9 _AO5.fsa 145 | 145 | 198 | 198 | 393 | 397 | 171 | 171 | 266 | 266 | 169 | 169 | 197 | 205 | 297 | 297 | 166 | 166 | 200 | 208




10 | 25_10_F08.fsa 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 404 | 164 | 171 | 264 | 266 | 160 | 182 | 197 | 205 | 287 | 291 | 160 | 162 | 196 | 200
11 | 25_11_GO08.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 404 | 404 | 164 | 165 | 266 | 268 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 174 | 196 | 196
12 | 25_12_H08.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 165 | 171 | 266 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 291 | 164 | 166 | 196 | 200
13 | 25_13_A09.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 264 | 264 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 164 | 196 | 200
14 | 25_14_B09.fsa 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 174 | 200 | 208
15 | 25_15_C09.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 397 | 404 | 164 | 165 | 266 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 164 | 196 | 200
16 | 25_16_D09.fsa 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 397 | 164 | 171 | 266 | 268 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 297 | 164 | 164 | 196 | 200
17 | 25_17_EQ9.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 165 | 171 | 266 | 268 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 291 | 164 | 166 | 196 | 200
18 | 25_18_F09.fsa 157 | 157 | 190 | 190 | 404 | 404 | 165 | 171 | 266 | 266 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 297 | 162 | 164 | 200 | 200
25 19 | 25_19_G09.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 404 | 164 | 165 | 266 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 164 | 200 | 200
1 |25_1_GO07.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 165 | 165 | 264 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 164 | 196 | 200
20 | 25_20_H09.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 164 | 171 | 266 | 268 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 291 | 164 | 166 | 200 | 200
2 | 25_2_HO07.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 165 | 165 | 264 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 164 | 196 | 200
3 [25_3_A10.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 404 | 164 | 165 | 266 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 164 | 200 | 200
4 |25_4_B10.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 178 | 182 | 205 | 205 | 287 | 287 | 164 | 174 | 196 | 208
5 |25_5_A08.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 404 | 404 | 164 | 171 | 266 | 268 | 169 | 178 | 197 | 205 | 287 | 291 | 164 | 166 | 200 | 200
6 |25_6_B08.fsa 149 | 149 | 178 | 194 | 404 | 404 | 164 | 165 | 266 | 268 | 178 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 164 | 174 | 196 | 196
7 |25_7_C08.fsa 157 | 157 | 190 | 190 | 397 | 404 | 165 | 171 | 266 | 268 | 160 | 178 | 197 | 205 | 297 | 297 | 158 | 158 | 196 | 208
8 |25_8 DO08.fsa 157 | 157 | 190 | 194 | 397 | 404 | 165 | 171 | 266 | 268 | 160 | 169 | 197 | 205 | 291 | 291 | 164 | 172 | 196 | 200
9 |25_9 EO08.fsa 157 | 157 | 194 | 194 | 397 | 404 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 287 | 287 | 168 | 174 | 200 | 208
10 | 30_10_B07.fsa 149 | 161 | 178 | 194 | 400 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 164 | 164 | 196 | 208
11 |30_11_CO07.fsa 161 | 161 | 186 | 190 | 400 | 416 | 165 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 200 | 208
12 | 30_12_DO07.fsa 157 | 161 | 178 | 190 | 400 | 400 | 165 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 285 | 301 | 164 | 168 | 196 | 208
13 | 30_13_EO07.fsa 149 | 149 | 190 | 194 | 400 | 400 | 165 | 165 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 200
30 | 14 |30_14_F07.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
1 |30_1_A06.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
2 |30_2_B06.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
3 |30_3_C06.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
4 |30_4_DO06.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208




5 |30_5_E06.fsa 161 ] 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
6 |30_6_F06.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
7 [30_7_GO6.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
8 |30_8_HO6.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
9 [30_9_A07.fsa 161 | 161 | 190 | 190 | 400 | 400 | 171 | 171 | 266 | 268 | 182 | 182 | 197 | 205 | 291 | 301 | 162 | 164 | 196 | 208
10 | 4_10 _D11.fsa 157 | 161 | 194 | 194 | 393 | 393 | 165 | 165 | 262 | 262 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 287 | 164 | 166 | 204 | 204
1 |4 _1_C10.fsa 157 | 161 | 194 | 194 | 393 | 408 | 165 | 165 | 268 | 270 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 287 | 162 | 164 | 204 | 208
2 |4 2 D10.fsa 157 | 161 | 194 | 198 | 393 | 404 | 165 | 165 | 268 | 270 | 169 | 182 | 205 | 205 | 287 | 291 | 164 | 166 | 204 | 208
3 |4_3 E10.fsa 157 | 161 | 194 | 198 | 393 | 404 | 165 | 165 | 268 | 270 | 182 | 182 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 204 | 204
4 |4_4_F10.fsa 157 | 161 | 194 | 194 | 393 | 408 | 165 | 165 | 268 | 270 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 287 | 162 | 164 | 204 | 208
5 |4_5 G10.fsa 157 | 161 | 194 | 194 | 393 | 408 | 165 | 165 | 268 | 270 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 287 | 162 | 164 | 204 | 208
6 |4_6_H10.fsa 157 | 161 | 194 | 198 | 393 | 404 | 165 | 171 | 264 | 266 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 285 | 162 | 164 | 204 | 204
7 |4 7 Allfsa 157 | 161 | 194 | 194 | 393 | 408 | 165 | 165 | 268 | 270 | 169 | 182 | 205 | 205 | 285 | 291 | 162 | 166 | 204 | 208
8 |4 8 Bllfsa 157 | 161 | 178 | 194 | 393 | 404 | 171 | 171 | 262 | 266 | 169 | 178 | 205 | 205 | 285 | 295 | 156 | 164 | 204 | 204
9 |49 Cllfsa 157 | 161 | 178 | 194 | 393 | 404 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 178 | 205 | 205 | 285 | 295 | 156 | 164 | 204 | 204
10 [9_10_B02.fsa 153 ] 157 | 178 [ 194 [ 397 [ 397 [ 165 [ 171 | 264 | 264 | 169 | 182 [ 197 | 205 | 285 [ 285 | 166 | 168 | 200 | 204
11 |9 11_C02.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
12 |9 12_D02.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 389 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 293 | 293 | 164 | 166 | 200 | 204
13 |9 13 E02.fsa 165 | 165 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 169 | 197 | 205 | 287 | 307 | 162 | 174 | 208 | 208
14 |9 14 F02.fsa 165 | 165 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 169 | 197 | 205 | 287 | 307 | 162 | 174 | 208 | 208
15 | 9_15_G02.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
16 | 9_16_H02.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 168 | 170 | 200 | 204
17 |9 17 A03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 389 | 397 | 165 | 165 | 264 | 264 | 169 | 182 | 205 | 205 | 293 | 293 | 164 | 166 | 200 | 204
18 |9 18 B03.fsa 157 | 161 | 178 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 266 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 307 | 307 | 168 | 170 | 204 | 208
19 |9 19 _C03.fsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 416 | 165 | 165 | 266 | 266 | 178 | 182 | 197 | 205 | 295 | 295 | 162 | 168 | 208 | 208
20 |9_20_DO03.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
2 |9 2 BOl.fsa 157 | 157 | 178 | 178 | 397 | 397 | 165 | 165 | 264 | 266 | 169 | 182 | 197 | 205 | 299 | 301 | 162 | 168 | 208 | 208
3 |93 colfsa 157 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 171 | 171 | 262 | 262 | 169 | 182 | 197 | 205 | 289 | 289 | 166 | 172 | 208 | 208
4 |9_4 DO1.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
5 |9 5 EO1.fsa 153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204




9 _6_F01.fsa

9 7 _GO01.fsa

9 8 HO1.fsa

9 9 AO02.fsa

RO IN|O

9 1 AO1.fsa

153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
153 | 157 | 178 | 194 | 397 | 397 | 165 | 171 | 262 | 264 | 169 | 182 | 197 | 205 | 285 | 285 | 166 | 168 | 200 | 204
165 | 165 | 190 | 194 | 397 | 397 | 165 | 165 | 266 | 266 | 160 | 169 | 197 | 205 | 287 | 307 | 162 | 174 | 208 | 208
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