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1. Uvod
Tato zprava shrnuje vystupy molekularné genetickych analyz provedenych na zakladé vysledkd verejné
zakdzky a jeji zadavaci dokumentace s ndzvem ,Studie genetické variability matizny bahenni a
Ovéreni hybridizace druhd rodu Schoenus”. Popisované analyzy se vztahuji k ¢asti 1. vefejné zakdazky,
tj. ,Studie genetické variability matizny bahenni”. Projekt je financovan za finan¢ni podpory EHP fond(
2009-2014 a Ministerstva Zivotniho prostfedi na zakladé ,Smlouvy o dilo“ ze dne 26.10.2015 a
»,Dodatku ¢. 1 ke smlouvé o dilo ze dne 26. 10. 2015“ ze dne 4.2.2016, které byly uzavieny mezi
sdruzenim Sagittaria - SdruZeni pro ochranu pfirody stfedni Moravy (objednatel), a Univerzitou

Palackého v Olomouci (zhotovitel).

Zhotovitel dila se vtéchto smlouvach zavazuje provést detailni vyhodnoceni genetické variability
kultivované moravské populace matizny bahenni v porovnani s populacemi v okolnich statech. Jako vstupni
material pro genetické analyzy mély byt pouzity vzorky rostlin dodané Objednatelem dila, a to alespon 12
populaci z lokalit v CR, Polska, Madarska a piipadné Némecka (10 rostlin na populaci) — tj. 120 vzorkd.
Z metodického hlediska mély byt pouzity dvé metody - metoda AFLP (Vos et al. 1995) a sekvenaci
vybranych Usek( chloroplastové DNA (napf. Shaw et al. 2005). Vystupem projektu ma byt srovnani
zékladnich indext genetické variability analyzovaného souboru poloZek (polymorfismus, ocekdvana
heterozygotnost populaci, pfitomnost privatnich markerd, analyza distribuce molekularni variability,
vizualizace vzdjemnych vztahl mezi analyzovanymi populacemi a jedinci ve formé fylogenetickych strom(

/NeighborNetwork diagram( / haplotypovych siti/ Bayesovského klastrovani).

Termin zhotoveni dila byl stanoven nejpozdéji do 31.8.2016, ve formé zavérecné zpravy zhotovené ve

tfech vytiscich (2 pro objednatele, 1 pro zhotovitele dila).



2) Material a metody
2a) Komentdr k analyzovanym vzorkim

Objednatelem dila doddno celkem 215 vzorkd, ze kterych byly provedeny extrakce DNA (viz. Tabulka
¢.1). Davodem extrakce vy$siho poctu vzorkl oproti smlouvé (max. 120) bylo dodani nekvalitnich
vzorkll z Némecka (susené poskozené listy vykazujici vizualni infekci) z lokality Alperstedt a Hassleben
na konci vegetacni sezény (21.10.2015). Objednatel dila pfi dodani téchto vzorkd upozornil na
nejednoznacnost morfologické determinace rostlin, které vykazovaly znaky matizny bahenni i déhele
lesni (An. sylvestris). Na jate 2016 bylo po dalsi konzultaci dosavadnich vysledk( s Objednatelem dila
dohodnuto osekvenovani ITS regionu u vybéru vzork( pochazejicich ze vsech lokalit, doplnénych o
vzorky déhele lesni. Dlvodem bylo provedeni molekularni identifikace (srovnanim se sekvencemi
NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a vylouéeni mezidruhovych hybrid( matizna x déhel. Oznaceni
sedmi referen¢nich vzorkd je doplnéno o ,x_, na zadatku zkratky (tj. 2 vzorky z CR, 2 vzorky
z némecké lokality Rohlbeck, a po jednom vzorku z madarskych lokalit Daru-Rét, Albert-Té a Falu-
Rét). Vzorky z Némeckych lokalit byly dodany znovu dne 20.5.2016. Jako posledni byly dodany vzorky
z Madarska dne 3.6.2016, pricemZ celkovy pocet dodanych vzork( vyrazné prevySoval plvodné
planovanych 120 jedincl. K tomuto datu jiz byly zpracovany vysledky sekvenace cpDNA doposud
dodanych vzork(l. Na zadkladé konzultace postupu dalSich analyz bylo mezi Objednatelem a
Zhotovitelem dohodnuto, Ze pro sekvenace cpDNA bude pouzito po 5 jedincich z Madarskych lokalit,
1-2 vzorky pro sekvenaci ITS a pro AFLP analyzy budou pouZzity pouze vzorky ovérené sekvenovanim

jako matizna bahenni.

2b) Rostlinny materidl a extrakce genomické DNA

Pro extrakci DNA byly zadavatelem prace dodany listy v relativné cerstvém stavu (cca 1 den po
odbéru na lokalité), poptipadé ususené, které byly pred dalSim zpracovanim preneseny do
oznacenych papirovych sacku, osetreny tekutym dusikem a uloZeny v hlubokomrazicim boxu (-80°C).
Extrakce DNA byla provedena podle standartniho CTAB protokolu (Doyle & Doyle 1987) pouzivaného
v Laboratofi molekuldrnich markerl Katedry botaniky PFF UP v Olomouci. Pro posouzeni integrity
vyizolované DNA byly vzorky separovany v 1,5% agarézovém gelu (Obr. 1). Koncentrace DNA byla
zmérena na UV-spektrofotometru Nanodrop 2000. Po nafedéni DNA na pracovni koncentraci 50

ng-ult byly vzorky uloZeny v hlubokomrazicim boxu (-80°C).



Tabulka ¢. 1. Pfehled poufZitych vzorkl pro extrakce DNA, AFLP a sekvenaci vybranych regiont coDNA

(vzorky déhele lesni jsou oznaceny ,x_

£

spolecné s poctem vzorkd matizny).

‘, jejich pocty jsou uvedeny v zavorce u prislusné analyzy,

Stdt/lokalita oznaceni Nex Ncppna Nits NarLp
Ceskd republika CZ,x _CZ 13 13 (11+2) 13 (11+2) 13(11+2)
Polsko

Nowosiolki PL-NO 8 8 5 8
Czesniky PL-CZ 10 10 8 10
Krakow PL-KR 6 5 5 5
Kamien PL-KA 10 10 8 8
Madarsko

Julia Liget HU-JL 10 5 5 10
Filopi HU-FL 10 5 2 10

Biri Nagy-Rét HU-BR 10 5 2 10
Daru-Rét HU-DR, x_ HU-DR 11 6 (5+1) 3 (2+1) 11
Batorliget HU-BT 10 5 2 10
Teleki Legelo HU-TL 10 5 2 10
Albert-Té HU-AT, x_HU-AT 11 6 (5+1) 3 (2+1) 11
Falu-Rét HU-FR, x_HU-FR 11 6 (5+1) 3 (2+1) 11
Némecko (priimér)

Alperstedt DE-AT 31 12 (9+3) 12 (9+3) 10 (9+1)
Hassleben DE-HA 24 14 (0+14) 19(0+19) O

Bad Diirrenberg - Balditz DE-BD 20 10 (0+10) 1(0+1) 0
Zwintschéna DE-ZW 11 10 (0+10) 1 (0+1) 0
Rohlbeck x_DE-RH 2 2 (0+2) 1(0+1) 2 (0+2)
Celkem 18 215 137 95 139
planovano 12 120 120 0 120

Obr. 1. Ukazka vysledkl agarozové elektroforézy vzork( vyizolované genomické DNA

Angelica palustris - gDNA



2c) sekvenace cpDNA regioni

PCR reakce byly provedeny v 20 pl objemech obsahujici 1,5 ul genomické DNA (50ng/ul); po
0,8 ul pfislusného primeru (20uM); 2ul pufru doddvaného s polymerazou; 0,38 pl dNTP’s (10 mM);
0,08 ul polymerazy KAPA (Kapabiosystems, Boston, USA) a 14,5 ul vody v PCR kvalité. PCR reakce
probéhly v pristroji Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Germany) za poufZiti rGznych PCR profil( pro
kazdy z analyzovanych region(, podle plvodnich publikaci (Tab. 2). PCR produkty byly po precisténi
(GenElute PCR Clean-Up Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sekvenovany komercni firmou (Macrogene

Europe, Amsterdam, the Netherlands).

Tabulka ¢. 2. Prehled analyzovanych regionl, sekvence pouZitych primerl a odkaz na pfislusny

literarni zdroj (F, ptimy; R, zpétny; |, vnitini sekvenacni primer)

region pfimy zdroj
trnS-trnG F AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT Shaw et al., 2005
R GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC
I TTTTACCACTAAACTATACCCGC
trnS-trnfM F GAGAGAGAGGGATTCGAACC Shaw et al., 2005
R CATAACCTTGAGGTCACGGG
rpS16-trnkK F AAACGATGTGGTARAAAGCAAC Shaw et al., 2005
R AACATCWATTGCAASGATTCGATA
psbD-trnT F CTCCGTARCCAGTCATCCATA Shaw et al. 2007
R CCCTTTTAACTCAGTGGTAG
trnL-trnF F ATTTGAACTGGTGACACGAG Taberlet et al., 1991
R GGTTCAAGTCCCTCTATCCC
ndhJ-trnF-trnL F ATGCCYGAAAGTTGGATAGG Taberlet et al., 1991;
R GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Shaw et al., 2007
psbA-trnH F GTTATGCATGAACGTAATGCTC Hamilton, 1999
R CGCGCATGGATTCACAATCC
ITS F TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. 1990
R TCCTCCGCTTATTGATATGC
2d) AFLP

Na 24 vzorcich bylo provedeno testovani funkénosti metody AFLP na DNA vyizolované pro
tuto studii. Zaroven byl proveden vybér primerovych kombinacich, které byly pouzity pro analyzu

celého datasetu. Finalni analyzy byly provedeny pomoci 3 primerovych kombinaci (Tabulka 2). Pro



provedeni metody AFLP byl pouZit pavodni protokol podle Vos et al. (1995). Genomicka DNA byla
Stépena pomoci enzym( EcoRl a Msel v celkovém objemu 20 pl; nasledné byla provedena ligace
EcoRl a Msel adaptert k fragmentim DNA ziskanych v predchozim kroku. Preamplifikace takto
ziskanych konjugatl byla provedena v 20 pl objemu PCR mastermixu. PCR podminky preamplifikace :
94°C — 3:00; 20 cykll 94°C (30s), 56°C (60s), 72°C — (1:45); 72°C — 5:00. Preamplifikat DNA byl zfedén
v poméru 1:7 a pouzit jako templat pro selektivni amplifikaci pomoci tfi primerovych kombinaci
uvedenych v Tabulce 2. Pro fluorescenéni znaceni fragmentl byly pouZity forward primery
s fluorescenénimi znackami Well Red (D2, D3, D4) pro sekvendatory Beckman Coulter. PCR podminky
amplifikace byly nasledujici: denaturace 95°C (4:30); 20 cykld 95°C (30 s), annealing 60,1°C (30 s),
extenze 72°C (60 s); nasledné 1 cyklus s annealingovou teplotou 56°C. Amplifikované fragmenty byly
separovany a detekovdny na kapildrnim sekvenatoru Genomelab™ GeXP Genetic Analysis System

(Beckman Coulter, Inc., Kalifornie, USA).

Tabulka ¢. 3. Pouzité primerové kombinace pro preselektivni a selektivni amplifikaci, sekvence
pouzitych primer(

Primerové kombinace pro selektivni amplifikaci

Set A D2-EcoRI primer E-ACC / Msel primer M-ACT
Set B D3-EcoRlI primer E-ACT / Msel primer M-AAC
Set C D4-EcoRl primer E-AGC / Msel primer M-AAT
Sekvence primer( pouZitych pro preselektivni amplifikaci:
EcoRl primer: 5'-GACTGCGTACCAATTCA-3’

Msel primer: 5'-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’

2e) Analyza dat

Elektroforetogramy ziskané ze sekvenacni laboratofe byly zpracovany pomoci programu
Geneious 7.1.8 (Biomatters Ltd., Auckland, New Zealand) — t.j. vizualni kontrola, asemblovani dil¢ich
¢teni do kontigt, tvorba alignment( a spojovani dil¢ich alignment(. Zakladni statistiky polymorfismu
(pocCet SNP, mezer, pocet sigletonovych a parsimonicky informativnich pozic) hodnocenych useki
byly vypocitany pomoci programu DnaSP 5.10 (Librado and Rozas 2009). Haplotypova sit byla
vytvorena programem TCS (TCS Network, Clement et al. 2002). Pro ptipravu vstupniho souboru pro
TCS a pro identifikaci haplotyp( byla pouZita internetova aplikace FaBox (Villesen 2007).

Detekované AFLP fragmenty o délce 60-550bp byly automaticky vyhodnoceny pomoci programu
Genomelab Genetic Analysis System Software ver.11.0.24 (treshold 100, bin 1) a vyexportovany ve

formé binarni matice (1 = pfitomnost, 0 = nepfitomnost bandu). Tato byla dale pouZita pro dalsi



analyzy. Pro vizualizaci genetické pribuznosti analyzovanych polozek byly pouZity dva pfistupy: a)
formou Neighbor-joining dendrogramu (Dicelv koeficient podobnosti, 1000 bootstrap replikaci)
pomoci software FreeTree a FigTree (Pavlicek et al. 1999, FigTree 2015); b) Bayesovskym
clusterovanim pomoci program( STRUCTURE 2.2 (Falush et al. 2007) a GENELAND

(http://www2.imm.dtu.dk/~gigu/Geneland/).

Pro posouzeni genetické diverzity byly vypocitany indexy heterozygotnosti (He), polymorfismus (P%)
(GENALEX 6 software, Peakall & Smouse 2006), pocet privatnich band( (Nes; markery pritomné pouze
u jedincl urdité skupiny vzorkd, nemusi se nachazet u vsech jedinct dané skupiny/populace) a pocet
privatnich fixovanych band( (Nrps; markery unikatni pro danou skupinu/populaci, které byly nalezeny
u vsech jedincl skupiny/populace) (FAMD 1.31, Schliiter and Harris 2006). Zatimco indexy P a He
vypovidaji o celkové variabilité souboru, indexy Nps a Nepg ukazuji na moZnou izolovanost
hodnocenych skupin/populaci. Vypocet celkové genetické variability byl proveden v programu AFLP-
SURV 1.0. Pro vypocet fixacniho indexu (Fst), a analyzy molekularni variance (AMOVA) byl pouZit
program ARLEQUIN 3.5 (Excoffier and Lischer 2010) pro posouzeni distribuce celkové genetické
variability uvnitf a mezi hodnocenymi skupinami vzork(/populaci. Hodnoty Fsr se pohybuji v rozmezi
0-1, pficemZz hodnoty blizké 0 ukazuji na vysokou podobnost populaci danou vysokym poctem

sdilenych alel. Pro kompletné izolované populace se hodnota Fsr blizi 1 (nemaji zadné spolecné alely).

3. Vysledky

3a) Sekvenovani

Pred provedenim sekvenace vsech vzork( bylo nutné provést predvybér vhodnych regiond, a to na
osmi vzorcich dodanych na podzim 2015 (1 z Ceské republiky, 2 z Némecka, 2 z Madarska, 3 z Polska).
Celkem bylo otestovano 5 hypervariabilnich regioni cpDNA: trnS-trnG intergenic spacer (trnS-trnG),
trnS-trnfM, rpS16-trnK (rpS16), psbD-trnT intergenic spacer (psbD-trnT), ndhJ-trnF-trnL (ndhJ-trnl).
VSechny testované regiony obsahovaly velké mnozstvi variabilnich mist odliSujici testované vzorky
z Némecka od ostatnich. Pro analyzu celého sample setu byly vybrany tfi nejvice variabilni regiony, a
to trnS-trnG, ndhJ-trnlL a rpS16. Tento vybér byl proveden na podzim 2015 a podle dohody
s Objednatelem dila byly osekvenovany vsechny doposud dodané vzorky. Ze ziskanych vysledkt byla
zfejma vyrazna odlisSnost ¢asti némeckych vzorka.

Po slouceni dil¢ich ¢teni vSech t¥i chloroplastovych gen(i 138 analyzovanych jedincl byl ziskan 3088
bp (base pairs, nukleotid(l) dlouhy usek (alighment), obsahujici 189 variabilnich mist (SNP). Sekvenaci
84 jedincl byl ziskan 629 bp dlouhy alignment ITS regionu obsahujici 98 SNP. Detailni statistiky jsou

pro jednotlivé sekvenované useky uvedeny v Tabulce €. 4a. Po srovnani ziskanych ITS sekvenci se
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zdaznamy v nukleotidové databazi NCBI bylo u ¢asti vzork(l z Némecka nalezena shoda s ulozenymi
zdaznamy odpovidajici déheli lesni, stejné jako se sekvencemi referencnich vzork( déhele lesni
dodanych zadavatelem. Navic se ITS sekvence jednoho vzorku zlokality Alperstedt shodovala
s deponovanou sekvenci Aegopodium podagraria (brilice kozi noha). Cast vzorkd An. sylvestris a
vzorek Ae. podagraria byly dale ve studii pouZity jako srovndvaci a jejich variabilita neni dale
diskutovana. Po vylouceni vzorkl déhele lesni, mél vysledny alignment cpDNA regionl délku 2927 bp
a obsahoval 6 SNP. Zajimavym zjiSténim je 18 bp dlouha delece v regionu psbD-trnT, ktera byla
charakteristickd pro véechny vzorky z Ceské republiky, a diky které se tyto vzorky vyrazné odliduji od
ostatnich vzorkl (Obr. 2). Ve stejném regionu byla nalezena u 4 vzorkl zdména guaninu za tymin u
Ctyr vzorkd z Polské lokality Nowosiolki. U tfi vzork( ze stejné lokality byla v ITS regionu (624bp)
nalezena SNP zdména A/G v pozici 597 alignmentu, kterd je odliSovala od vzork( z ostatnich lokalit a

statll. Detailni statistiky jsou uvedeny v Tabulce 4b.

Tabulka &. 4. Prehled zékladnich indexd variability sekvenovanych usekl. Cést a) udavd statistiky

celého souboru vzork(, ¢ast b) se vztahuje ke statistikam jedincl A. palustris

lokus N délka (bp) Nhap Nsnp Nss Npi gaps(bp) in/del
a) rpSi6-trnKk 138 895 9 61 15 46 13bp 105 bp (4-22-8-6-9-19-4-9-8-11-5)
psbD-trnT 138 1307 8 82 23 59 21bp 84 bp (10-40-7-7-20bp)
ndhJ-trnL 138 886 6 46 17 29 7 bp 143 bp(5-10-18-25-4-6-47-28)
ITS 95 629 4 98 0 98 12bp Obp
b) rpS16-trnk 94 848 3 4 0 4 0 bp 0 bp
psbD-trnT 94 1233 2 1 0 1 0 bp 18 bp (18)
ndhJ-trnL 94 846 2 1 0 1 0bp 0 bp
ITS 63 624 2 1 0 1 0 bp 0 bp
Legenda:

N, pocet hodnocenych jedinc(;

délka, pocet bazi daného alignmentu;

Nhap, pocet haplotypi;

Nsnp, pocet pozic v alignmentu, na kterych se vyskytuje u riiznych sekvenci vice variant rlznych bazi (tj. 2 a vice
bazi );

Nss, singleton sites = pocet SNP, které se vyskytuji pouze u 1 jedince;

Npi, parsimony informative site = pocet SNP, které se vyskytuji u vice neZ u 2 a vice jedincU;

gaps, mezery = pocet pozic s chybéjici bazi u nékteré ze sekvenci (zde jsou za mezeru povazovany i dvoj- a troj-
mezery);

in/del, délka alignmentu s inzercemi nebo delecemi. Uddvame celkovy pocet chybéjicich bazi a v zavorce délku
jednotivych deleci podle poradi v alignmentu).

Analyzou spojenych chloroplastovych regionli bylo identifikovano celkem 24 haplotypd (unikatnich
sekvenci) (Tabulka 5), které byly programem TCS rozdéleny do celkem 5 nezavislych siti/linii (Obrazek
2). Kromé vice ¢i méné komplikovanych siti B-D tvorené jedinci déhele lesni a linie E (brslice kozi

noha), vSech 7 haplotypld matizny bahenni tvofilo haplotypovou sit A. V této siti byl identifikovan




haplotyp hap_5 jako ancestralni (matersky), ze kterého se postupné odvozovaly evoluéné mladsi
haplotypy tvofici ¢tyfi samostatné, nepropojené linie. Ancestralni haplotyp hap 5 je predstavovan 53
jedinci pavodem predevsim z Madarska (37 jedincl ze vSech lokalit), Polska (14 — 4 Nowosiolki, 9
Kamien, 1 Czesniky) a dvéma jedinci z Némecka (Alperstedt). Z této skupiny se odstépuje skupina t¥i
haplotyp@l charakteristickych pouze pro jedince z Ceské republiky (hap_1, hap_2, hap_3); déle linie
18 jedincl haplotypu hap_6 z Polska (15 — Czesniky 9, Krakow 6) a Madarska (3, Julia Liget); linie
hap_4 je charakteristickd pro dva jedince z lokality Alperdstedt; a konecné linie haplotypu hap_7
predstavovand Ctyfmi vzorky z polské lokality Nowosiolki.

Jedinci pochazejici z jedné populace mohou nést rizné chloroplastové haplotypy. Naopak u
nékterych populaci byl nalezen pouze jeden haplotyp — napt. hap_5 u vsSech lokalit z Madarska
(kromé lokality Julia Liget) nebo hap_6 na lokalité Czesniky (Polsko).

Jako vyvojové plvodni byl identifikovan haplotyp hap_5 charakteristicky pro vétsinu jedincl
z Madarska, polovinu jedincll z Polska (14) a Némecka (2). Dalsi nejrozsitenéjsi linii byl haplotyp
hap 6, detekovany v druhé poloviné vzorkd z Polska a 3 vzorkl z Madarska. Samostatnou linii
predstavuje populace A. palustris z Ceské republiky, sunikdtnimi haplotypy, které nebyly
identifikovany u Zadného z jedincG A. palustris ze sousednich statli. Jako unikatni Ize oznadit i
haplotypy hap_4 (Alperstedt) a hap_7 (Nowosiolki), avsak jedinci nesouci tyto haplotypy koexistuji na

svych lokalitach s jedinci nesoucimi haplotypy jinych linii.
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Obr. 2: Haplotypové sité A-E vytvorené na zakladé sekvenovanych chloroplastovych regiont rpSi6-
trnK psbD-trnT a ndhJ-trnL. Obdélniky oznacuji ancestralni haplotypy identifikované programem TCS,
ze kterych se odvozovaly dalsi mladsi linie. Te¢ky na spojnicich jednotlivych skupin vyjadfuji pocet
rozdilnych mutaci mezi skupinami. Velikost ovall resp. obdélnikd odpovida poctu jedincd nesouci

dany haplotyp — viz. Tabulka €. 5.



Tabulka €. 5. Detailni prehled rozdéleni analyzovanych vzorkd podle nalezenych haplotypl (taxon,

molekuldrni identifikace sekvenaci ITS; MB, matizna bahenni; DL, déhel lesni; brslice kozi noha).

Haplotyp Pocet jedincd Délka sekvence (bp) Jedincis danym haplotypem Taxon
hap_1 2 2909 €Z-01,09 (1,16 ndhj) MB
hap 2 9 2909 CZ-02-08, 10 MB

hap_3 1 2909 CZ-11 (pGv 19 - rps16) MB

hap_4 7 2927 DE-AL-01,02 MB
DE-AL-04-08
hap_5 53 2927 DE-AL-03,38 MB
HU-AT-01-05
HU-BR-01-05
HU-BT-01-05
HU-DR-01-05
HU-FL-01-05
HU-FR-01-05
HU-JL-04,05
HU-TL-01-05
PL-NO-37-39
PL-NO-42
PL-Cz-45
PL-KA-61-66
PL-KA-68-70
hap_6 18 2927 HU-JL-01-03 MB
PL-CZ-46-54
PL-KR-56-60
PL-KA-67
hap_7 4 2927 PL-NO-40,41 MB
PL-NO-43,44
2909 DE-AL-25 DL

hap_8

hap_9 2909 DE-AL-27 DL

hap_10 2845 DE-AL-28 BKN

DR | Rk

hap_11 2908 DE-BD-01-04 DL
DE-BD-07

DE-BD-10

hap_12 2 2910 DE-BD-05 DL
DE-HA-74

hap_13 3 2917 DE-BD-06 DL
DE-BD-08,09
DE-HA-52,53
DE-HA-56

hap_14 3 2912 DE-HA-46-48 DL
DE-HA-47
DE-HA-48
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Tabulka 5. -pokracovani

Haplotyp Pocet jedincd Délka sekvence (bp) Jedincis danym haplotypem Taxon

hap_15 5 2917 DE-HA-49 DL
DE-HA-51
DE-HA-55
DE-HA-61,62
hap_16 2 2917 DE-HA-01,02 DL
hap_17 2 2918 x_DE-RH-01,02 DL
hap_18 6 2920 DE-ZW-01-06 DL
hap_19 2 2910 DE-ZW-07 DL
DE-ZW-10
hap_20 1 2920 DE-ZW-08 DL
hap_21 1 2896 DE-ZW-09 DL
hap_22 1 2867 x_CZ-01 DL
hap_23 1 2911 x_CZ-02 DL
hap_24 3 2909 x_HU-DR DL
x_HU-FR
x_HU-AT

3b) Vysledky - AFLP

Vysledky této Casti studie jsou zaloZeny na hodnoceni 132 jedincl A. palustris, doplnénych o
srovnavaci skupinu sedmi jedincl A. sylvestris, které byly analyzovany pomoci tfi AFLP primerovych
kombinaci (Tabulka €. 3). Celkem bylo detekovédno 249 bandd, pticemz 235 z nich bylo polymorfnich
(94,4%).

Zakladni indexy genetické variability

Zjisténé hodnoty ocekavané heterozygotnosti se pohybovaly v rozmezi od 0,126 (Kamien,
Polsko) do 0,182 (Nowosiolki, Polsko) (Tabulka ¢. 6). Nejnizsi hodnoty polymorfismu, dalsiho
ukazatele variability populaci, byly zjistény u polské populace Kamien (36.14%), naopak nevyssi
hodnota (58,2%) byla zjisténa u populace z Ceské republiky (s nejvy$$im poctem analyzovanych

jedinca).

Pro hodnoceni rozdéleni celkové genetické variability na variabilitu predstavovanou rozdily mezi

jedinci uvnitf populaci a podilu variability na Urovni populaci jako takovych, byla provedena analyza
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molekuldrni variance (AMOVA). Celkova hodnota genetické variability (Ht) je 0,257, kterd je z 66,74%
pfedstavovana rozdily mezi jedinci uvnitf populaci a z 33,25% vzajemnymi rozdily mezi populacemi
jako takovymi. Poukazuje to urcity stupen strukturovanosti populaci (odlisSnosti), stejné jako hodnota

fixacniho indexu (Fst = 0.339) a pfitomnost privatnich band( u nékolika lokalit (Tabulka ¢. 6).

Tabulka ¢. 6. Seznam analyzovanych vzorkd s vysledky statistickych analyz (n, pocet vzorkl; n.a.,
neanalyzovano; Ny pocet polymorfnich bandi, N pocet fixovanych bandl Ners, pocet privatnich
band(; Neprs, pocet fixovanych privatnich band(; P%, polymorfismus; He, o¢ekdvana heterozygotnost;
SE, smérodatnd odchylka)

Stat Lokalita Pop n He He(SE) %P Nee Niz  Nps Neprs
Cesko Hrdibofice CZE 11 0,169 0,012 58,23% 145 47 0 0
Némecko Alperstedt DE-ALP 9 0,129 0,012 37,35% 93 84 1 0
Madarsko Julia Liget HU-JL 10 0,168 0,012 52,21% 130 48 0 0
Filopi HU-FL 10 0,168 0,012 52,21% 130 51 1 0
Biri Nagy Rét HU-BR 10 0,135 0,012 38,15% 95 84 0 0
Daru-Rét HU-DR 10 0,181 0,013 52,21% 130 56 0 0
Batorliget HU-BT 10 0,144 0,012 42,97% 107 81 0 0
Teleki Legelo HU-TL 10 0,127 0,012 37,35% 93 70 0 0
Albert - To HU-AT 10 0,172 0,013 49,00% 122 54 0 0
Falu-Rét HU-FR 10 0,160 0,012 48,59% 121 75 0 0
Polsko Nowosiolki PL-NO 8 0,182 0,013 51,41% 128 77 1 0
Czesnik PL-CZ 10 0,146 0,012 49,00% 122 55 1 0
Krakow PL-KR 5 0,133 0,012 37,35% 93 77 0 0
Kamien PL-KA 9 0,126 0,012 36,14% 90 60 1 1

Populacné geneticka struktura

Vizualizace vzajemnych vztahl mezi analyzovanymi vzorky ve formé Neighbor-Joining (NJ)
dendrogramu rozdélila dataset do nékolika skupin, ale bez statisticky vyznamné podpory (Obr. 3).
Kromé samostatné skupiny vzork( déhele (Skupina O) jsou vzorky matizny bahenni rozdéleny do tfi
hlavnich skupin A-C. Vzorky plvodem z Madarska jsou seskupeny ve skupinach A a B. Soucasti
skupiny B jsou i vzorky z polské lokality Nowosiolki tvofici samostatnou podskupinu, stejné jako
samostatna podskupina jedinct z némecké lokality Alperstedt a samostatné stojici tfi vzorky z CR.
Konecné posledni skupinu C tvoti vzorky ze zbytku polskych lokalit ve vice ¢i méné oddélenych

podskupinach a samostatna vétev zbyvajicich sedmi vzorka z CR.
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Obr. 4. Neighbour-joining dendrogram vygenerovany pomoci 249 AFLP marker( na souboru 139

vzorkl A. palustris a 7 vzork( A. sylvestris ze Ctyf Evropskych statd.



Pfi Bayesovském hodnoceni vztahll mezi jednotlivymi populacemi programem STRUCTURE byly
nalezeny dva zplsoby nejvice pravdépodobného rozdéleni vzork(, a to do dvou (K = 2; AK = 14.01)

nebo do ctyt skupin (K =4; AK = 13.36) (Obr. 5).

Pfi rozdéleni vzorkil do dvou skupin (K = 2, Obr. 3) je jednak ziejma shoda profilGi populace z CR
s polskymi populacemi Czesniky a _ (zeleny signal), a dale vyznamny pfrispévek tohoto
signdlu u madarskych lokalit Julia-Liget, Fulopi, Teleki Legelo. Pfi navrzeném modelu rozdéleni do
étyr skupin (K=4, Obr. 3) je zachovan spoleény zaklad populaci CR a lokalit Czesniky a Nowosiolki
(zeleny signal), dale se ukazuje podobnost populaci Alperstedt (Némecko) s populacemi Krakow a
Nowosiolki (pfevaha modrého signalu). U dvou jedincd z CR byl pfi tomto modelu identifikovan
prakticky stejny profil jako u jedincl z populaci Krakow a Nowosiolki. U vzorkd z madarskych lokalit
pfevazuje Cerveny signal, ktery je u populaci Julia Liget, Fiilopi a Teleki Legelo doplnén o Zluty signal,

pfitomny i v profilech polskych populaci Krakow a Nowosiolki.

K=2

CZE DE-ALP HU-AT HU-BR HU-BT HU-DR HU-FL HU-FR HU-JL HU-TL PL-CZ PL-KA PL-KR PL-NO

Obr. 5. Vysledek Bayesovského clusterovani programem STRUCTURE, rozdélujici 139 vzork( do dvou
(K=2) a C¢tyf (K=4) skupin. Kazdy vertikalni sloupec predstavuje jednoho jedince, pficemz barevny
profil jedince odpovidad pravdépodobnému zarazeni daného jedince do jedné nebo vice skupin.
Geograficky plvod analyzovanych vzorkid je uveden pod diagramem ve formé zkratky odpovidajici

oznaceni v Tabulce ¢.1.
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Obr. 6. Vysledek Bayesovského clusterovani programem GENELAND. Pravdépodobnost rozdéleni
analyzovanych populaci do stejnych skupin. S prechodem barvy Cervené do Zluté se zvySuje

pravdépodobnost zafazeni lokalit do stejné skupiny.

15




7 v

a) Komentdr k vysledkové cdsti a zavér

Bayesovské rozdélovani dat do skupin provddi program GENELAND., pficemz v analyze zohledriuje
vzajemnou geografickou polohu studovanych jedincl a populaci. Vystup programu zobrazuje mapy
»posterior probabilities” pfislusnosti do jednotlivych skupin. PFi této simulaci program pfiradil
vSechny populace z Madarska do samostatného klastru (Obr. 6a), populace Alperstedt a Krakow do

druhého klastru (Obr. 6b) a do samostatného klastru c) zbyvajici polské populace a populaci z CR.

Zavér
- Sekvenaci vybranych chloroplastovych regionli a metodou AFLP byla provedena analyza

genetické variability a vzdjemnych vztahG populaci matizny bahenni z Ceské republiky,

Madarska, Polska a Némecka.

- Zdodaného rostlinného materidlu byla provedena extrakce genomické DNA, ovérena jeji

integrita a koncentrace.

- Zcelkem 215 extrahovanych vzorkd bylo analyzovéano 137 vzork(l sekvenaci tfi region( cpDNA a
139 metodou AFLP. Oproti poZadavku uvedenych ve smlouvé o dilo byla navic u 95 vzorki
provedena sekvenace ITS regionu pro ovéreni morfologické identifikace dodanych rostlin

Objednatelem dila.

- Kombinaci vysledk vSech molekuldrnich analyz bylo zjisténo, Ze se jednd o 134 jedincd An.
palustris, 43 An. sylvestris a 1 jedince Aegopodium podagraria. Zbyvajici vzorky nebyly pouzity,

protoZe u nich neprobéhla PCR reakce.

- Celkovy pocet analyzovanych populaci byl 18, pficemz se jednalo o 14 populaci An. palustris a 4
populace An. sylvestris. Pro vypocet hodnot genetické variability populaci (metoda AFLP) byl
dodrZien poZadavek min. 10 analyzovanych jedinci na populaci, s vyjimkou dvou populaci
z Polska (5 a 8 vzorkd) a némecké populace Alperstedt (9 vzork(l), z ddvodu malého poctu

nalezenych rostlin na lokalité.

- U analyzovanych populaci byly provedeny vypocty zakladnich index(l genetické variability a
vizualizovany vztahy mezi analyzovanymi jedinci ve formé haplotypovych siti, fylogenetického stromu
a Bayesovského klastrovani. Vizualizace ve formé NeighborNetworku neposkytla dalsi informaci

k ostatnim pouZzitym metodam a byla ze studie vypusténa.
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Sekvenacni data ukazuji na existenci péti chloroplastovych linii A. palustris, které nejsou vazany
na konkrétni lokalitu nebo stat. Vyjimkou je populace z Ceské republiky nesouci unikatni
haplotypy, které nebyly identifikovany u Zadného z jedincli A. palustris ze sousednich statd.
Vramci jedné populace byli detekovani jedinci nesouci bud pouze jeden haplotyp nebo
maximalné dva rdzné haplotypy. Vyjimkou je opét populace ze zachranné kultivace v Ceské
republice, kde byly nalezeny tfi. Z vysledk(l Ize usuzovat na vzajemné propojeni (gen-flow)
Evropskych populaci matizny bahenni demonstrované pfitomnosti dvou prevazujicich haplotypl
(hap_5 a hap_6) vriznych populacich napti¢ Evropou, které postupné vytladuji minoritni
haplotypy z okrajovych populaci se kterymi jsou v kontaktu — tj. haplotyp hap_4 na lokalité
Alperstedt nebo hap_7 prevazujici na lokalité Nowosiolki. Tato lokalité leZi blizko hranic Polska
s Ukrajinou, takZe nelze vyloucit, Ze hap 7 predstavuje linii charakteristickou pro Ukrajinu (a

popripadé dalsi pobaltské staty).

Na zakladé AFLP dat byly vypocteny hodnoty ocekdvané heterozygotnosti, které Ize oznacit za

stfedné vysoké a odrdzi prevahu pohlavniho rozmnozovani v populacich.

Vizualizace vzajemnych vztahl mezi analyzovanymi jedinci pomoci Neighbor-Joining
dendrogramu (AFLP data) poskytla nejednoznacné rozdéleni vzorkli do jasné definovanych
skupin podle jejich geografického plivodu. V zdsadé podporuje vysledky sekvenacnich dat
v identifikaci nékolika linii, které jsou v analyzovanych lokalitdch promichany. Populace
Alperdstadt a Nowosiolki se shlukuji ve spoleéném sub-klastru, stejné jako na vystupu
Bayesovského shlukovani. Nejednoznacné plsobi postaveni populace Krakow, pokud
srovndavame vystupy ze vsSech pouzitych programl. Na dendrogramu je populace Krakow
umisténa vedle vétsiny vzork( z CR a polskych populaci Kamien a Czesniky, zatimco Structure
identifikuje podobny profil s populacemi Nowosiolki a Alperstedt a tfemi vzorky z CR. Naopak
program Geneland identifikuje populaci Krakow ve stejném clusteru jako populaci Nowosiolki.
Tyto diléi rozdily ve shlukovani mohou ukazovat na spoleény plvod populaci z CR, Némecka a

Polska, oproti populacim z Madarska.

Summary

In this study, we used sequencing of selected chloroplast regions and AFLP markers to describe
genetic variability and relationship among populations of Angelica palustris originated from the

Czech Republic, Hungary, Poland and Germany.

Genomic DNA was extracted from plant material and its integrity and concentration was

verified.
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From the total of 215 extracted samples, 137 samples were used for sequencing and 139 for
AFLP’s. Contrary to requirements specified in the contract, sequencing of nuclear ITS region was
performed (95 samples) to verify morphological determination of samples provided by the

Client.

The result of both molecular methods have identified 134 Angelica palustris, 43 Angelica
sylvestris and one Aegopodium podagraria. The PCR reactions performed on remaining samples

were unsuccesfull.

The total number of analysed populations was 18, 14 populations of An. palustris and 4 An.
sylvestris populations. To calculate population genetic variability indices using AFLP method, we
used 10 analyzed individuals per population (as required in contract), with the exception of two
populations from Poland (5 and 8 samples) and Alperstedt (9 samples) from Germany because

of the small number of plants found at particular site.

We performed calculations of basic genetic variability indices, visualisations of relationships
among analysed individuals by means of haplotype network, phylogenetic tree, and Bayesian
clustering. Visualisation by NeighborNetwork provided no additional information to other methods

and was excluded from the study.

Sequencing data showed the existence of five chloroplast lines of A. palustris, which are not
linked to a specific location nor state. The exception is the Czech population with unique
haplotypes that were not identified in any of A. palustris individuals from neighboring countries.
Within one population, we identified individuals carrying either only one haplotype or a
maximum of two different haplotypes. There is single exception again, the Czech population,
where three haplotypes have been found. Based on acquired results we can deduce on the
interconnection (gene-flow) of European populations of A. palustris which is demonstrated by
the presence of two predominant haplotypes (hap_5 and hap_6) scattered in several
populations across Europe, which gradually displace the minor haplotypes from peripheral
populations - i.e. haplotype hap_4 (Alperstedt) or hap_7 prevailing in the locality Nowosiéfki.
This locality is situated near the border with Ukraine, so it can not be ruled out that hap_7 line

represents a characteristic for Ukraine (and possibly other Baltic States).

Based on the AFLP data values of expected heterozygosity were calculated, which can be

described as medium-high and reflects the predominance of sexual reproduction in populations.

Visualization of relationships between analysed individuals on Neighbor-Joining dendrogram
(AFLP data) showed ambiguous clustering of samples into clearly defined groups according to

their geographic origin. In principle it is in line with the sequencing data identifying several lines,
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being mixed in analyzed populations. Individuals from Alperdstadt and Nowosidtki populations
fell into single sub-cluster on Neigbor-Joining dendrogram as well as on Bayesian plots.
Ambiguous character of the population Krakow is evident when comparing outputs of all
software used. On the dendrogram, population Krakow is located next to the majority of
samples from the Czech Republic, and Polish populations Kamien and Czesniky, while Structure
identifies a similar profile with populations Nowosidtki and Alperstedt and three samples from
the Czech Republic. Conversely Geneland program assigns Krakow population in the same
cluster as the population Nowosioétki. These minor differences in clustering may indicate a
common ancestry of populations from the Czech Republic, Germany and Poland, contrary to

populations from Hungary.
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