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MGSII-17 Zachranny program pro zvonovec liliolisty (Adenophora liliifolia)

Studie genetické variability

Zavérecna zprava

a) Material

Pro posouzeni soucasného stavu genetické variability a pribuznosti populaci, které se vyskytuji na
tzemi CR s populacemi v sousednich statech, bylo analyzovano celkem 93 vzorkd A. liliifolia z 23
lokalit pochazejicich z péti Evropskych statll (Ceskd republika, Slovensko, Polsko, Madarsko,

Rumunsko), viz Tabulka 1. Vzorky byly dodany v suseném stavu v plastovych saccich se silikagelem.

b) Pouzité metody
Extrakce DNA

Extrakce DNA byla provedena podle standartniho CTAB protokolu (Doyle & Doyle 1987) pouzivaného
v Laboratofi molekularnich marker( Katedry botaniky PfF UP v Olomouci. Koncentrace DNA byla
zméFena na UV-spektrofotometru Nanodrop 2000. Po nafedéni DNA na koncentraci 50 ng-pl™ byly
vzorky uloZeny v hlubokomrazicim boxu (-80°C). Integrita vyizolované DNA byla ovéfena na 1,5%

agarozovém gelu (Obr. 1).
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Obr. 1. Ukazka vysledk( agardzové elektroforézy se vzorky vyizolované DNA

AFLP

Na nékolika 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. Findlni analyzy byly provedeny pomoci osmi primerovych kombinaci (Tabulka 2). Protokol
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pouzity pro provedeni metody AFLP na studovaném souboru vzork( byl upraven podle publikace Vos
et al. (1995) s dil¢imi modifikacemi. Genomicka DNA byla stépena pomoci enzym( EcoRIl a Msel v
celkovém objemu 20 pl; nasledné byla provedena ligace EcoRl a Msel adapterl 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 cykld 94°C (30s), 56°C (60s),
72°C — (1:45); 72°C — 5:00. Preamplifikdt DNA byl zfedén v poméru 1:7 a pouZit jako templat
selektivni amplifikace pomoci osmi primerovych kombinaci uvedenych v Tabulce 2. PCR podminky
amplifikace: denaturace 95°C (4:30); 20 cykl( 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 denaturovany
pomoci denaturacniho nanaseciho pufru (98% formamid, bromfenolovd modf) zahratim na 95°C (3
min). Separace vzork( byla provedena na 6% denaturacnim polyakrylamidovém gelu s ndaslednou

vizualizaci fragment( barvenim sttibrem.
Analyza dat

AFLP fragmenty byly hodnoceny vizudlné, a to pouze bandy spolehlivé rozlisitelné a detekovatelné.
Na zakladé takto ziskanych dat (1 = pfitomnost, 0 = nepfitomnost bandu) byla v programu MS Excel
vytvofena bindrni matice, kterd byla dale pouzZita pro dal$i analyzy. Pro vizualizaci genetické
pfibuznosti analyzovanych poloZzek 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 (STRUCTURE 2.2,Falush et

al. 2007).

Z divodu malého poctu jedincl pfedstavujicich nékteré populace (viz Tab. 1) byly statistické vypocty
provadény na udrovni statl (tj. nize uvedené indexy se vztahuji ke skupiné vzorkd, pochazejich ze
stejného statu). Pro posouzeni genetické diverzity byly vypocitany indexy heterozygotnosti (Hg),
polymorfismus (P%) (GENALEX 6 software, Peakall & Smouse 2006), pocet privatnich bandd (Npg;
markery pritomné pouze u jedincl urcité skupiny vzork(, nemusi se nachazet u vsech jedinct dané
skupiny/populace) a pocet privatnich fixovanych bandl (Ngpg; markery unikdtni pro danou
skupinu/populaci, které byly nalezeny u vsech jedincl skupiny/populace) (FAMD 1.31, Schliter and
Harris 2006). Zatimco indexy P a H¢ vypovidaji o celkové variabilité souboru, indexy Npg a Nepg ukazuiji
na moznou izolovanost hodnocenych skupin/populaci. Vypocet celkové genetické variability byl
proveden v programu AFLP-SURV 1.0. Pro vypocet fixacniho indexu (Fsr), 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 vzorkl/populaci.

Hodnoty Fs; se pohybuji v rozmezi 0-1, pficemz hodnoty blizké 0 ukazuji na vysokou podobnost
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populaci danou vysokym poctem sdilenych alel. Pro kompletné izolované populace se hodnota Fs;

blizi 1 (nemaiji Zadné spolecné alely).

c) Vysledky

Z celkem 93 analyzovanych vzork( bylo 9 vzork( z dalsiho hodnoceni vylouceno, protoZe u nich
neprobéhla amplifikace. Vysledky studie jsou tedy zaloZzeny na hodnoceni 84 jedincl A. liliifolia, které
byly analyzovany pomoci osmi AFLP primerovych kombinaci (Tabulky 1 a 2). Celkem bylo detekovano

291 bandd, z nichZ bylo 242 polymorfnich (83.2% informativnich marker().

Tabulka 1. Seznam analyzovanych vzork( svysledky statistickych analyz (n, pocet vzork(; n.a.,
neanalyzovano; Npgz, pocet privatnich bandl; Ngg, pocet fixovanych privatnich band(; P%,
polymorfismus; He, ocekavana heterozygotnost; SE, smérodatna odchylka)

Stat/lokalita oznaceni n Nps N  P% He (SE)
Slovensko (priim. hodnoty) 29 14 0 68.73 0.138 (0.009)
Silica 01-04 4 1 1 20.62 0.069 (0.009)
Pusté pole (zapad) 05-07 3 0 0 18.90 0.072 (0.009)
Pusté pole (vychod) 08-10 3 0 0 26.46 0.097 (0.010)
Michalovo 11-15 5 0 0 30.24 0.088 (0.009)
Ciganka 16-20 5 0 0 29.55 0.093 (0.009)
Trstenik 21-23 3 0 0 20.62 0.075 (0.009)
Kopanec 24-26 3 0 0 25.43 0.093 (0.010)
Sucha Bela 27-29 3 0 0 29.55 0.107 (0.010)
Polsko (prum. hodnoty) 6 0 0 38.49 0.105 (0.009)
Dabrowa 30 1 n.a. n.a. n.a. n.a.

Kisielany 31-35 5 0 0 36.08 0.107 (0.009)
Ceskd republika (primér) 18 2 0 56.01 0.118 (0.009)
Vrazba 36-40 5 2 0 32.30 0.099 (0.009)
Bilichovské udoli 41-44 4 0 0 25.9 0.086 (0.009)
Karlické udoli 45, 46 2 n.a. n.a. n.a. n.a.

Karlstejn 47 -49 3 0 0 17.53 0.073 (0.009)
Babinské louky 50-53 4 0 0 28.18 0.092 (0.009)
Madarsko (primér) 21 5 0 64.26 0.140 (0.009)
Aggtelek 54 1 n.a. n.a. n.a. n.a.

Fuzer: Drahos 55-59 5 0 0 27.15 0.099 (0.010)
Regec: Gyertyan-kut-ret 60— 64 5 0 0 37.11 0.114 (0.010)
Kiskoros: Szucsierdo 65-69 5 0 0 31.62 0.095 (0.009)
Dabas: Vizes-nyilas 70,71 2 n.a. n.a. n.a. n.a.

Ocsa: Irtasok 72-74 3 0 0 23.2 0.080 (0.009)
Rumunsko (primér) 10 1 0 48.11 0.111 (0.009)
Prejmer 75-79 5 0 0 31.96 0.095 (0.009)
Herculian 80-384 5 0 0 34.71 0.099 (0.009)
primér 84 n.a. n.a 55.12 0.122 (0.009)
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Tabulka 2. PouZité primerové kombinace pro preselektivni a selektivni amplifikaci, sekvence
pouzitych primerl a zakladni statistika poctu detekovanych (Ng) a polymorfnich bandd (Npg) pro
danou kombinaci.

Primerové kombinace pro selektivni amplifikaci Ng Npg
Set A EcoRI primer E-GG / Msel primer M-AAC 41 31
Set B EcoRlI primer E-CC / Msel primer M-AAC 43 38
Set C EcoRI primer E-CC / Msel primer M-AAT 49 44
SetD EcoRI primer E-CG / Msel primer M-AAC 35 29
Set E EcoRI primer E-CG / Msel primer M-AAT 42 36
Set F EcoRI primer E-TCG / Msel primer M-AACG 22 17
Set G EcoRI primer E-TCC / Msel primer M-AACG 26 20
Set H EcoRI primer E-TC / Msel primer M-AACCG 33 27

Sekvence primer( pouZitych pro preselektivni amplifikaci:

EcoRI 5= G ACT GCG TACCAATTCA -3’ Msel 5= G ATG AGT CCT GAG TAAC-3’

Zakladni indexy genetické variability

Nejvyssi hodnoty polymorfismu a o¢ekdvané heterozygotnosti byly nalezeny u skupiny vzorkt
ze Slovenska (P=68.7%; H=0.138) a Madarska (P=64.2%; H=0.140), naopak nejnizsi hodnoty byly
pozorovany u vzork( z Polska (P=38.4%; H=0.105) (Tab. 1). Kromé hodnoceni na urovni vyssich
geografickych celkli — statd, bylo provedeno hodnoceni i na udrovni populaci. Pocty vzorkd
z jednotlivych populaci se lisily a u nékterych populaci byly pfili$ nizké, coz mlze mit ve vysledku vliv
populace Karlstejn kde je popisovan ubytek jedincli, podobné jako u lokality Silica (SK). Na druhé
strané nejvyssi hodnoty byly zjistény u lokalit z Rumunska, lokality Regec z Madarska a lokality

Kisielany (Polsko), kde je udavan nejvyssi pocet jedincli na lokalitu (ca 1000).

Pro hodnoceni rozdéleni celkové genetické variability na variabilitu predstavovanou rozdily mezi
jedinci uvnitt populaci a podilu variability na Urovni populaci jako takovych, byla provedena analyza
molekuldrni variance (AMOVA). Vysledek ukazuje, Ze celkova hodnota genetické variability (Ht =
0.158) predstavuje z 92% rozdily mezi jedinci uvnitf populaci/skupin, zatimco pouze 8% variability

predstavuji vzajemné rozdily mezi populacemi/skupinami. Hodnota fixa¢niho indexu byla nizka (Fsr =

4



Priloha 1.

0.081) a ukazuje na malé rozdily ve frekvenci alel mezi jednotlivymi staty. Tyto hodnoty byly ziskany
pfi rozdéleni analyzovanych jedincl do skupin na udrovni statll. Pokud provedeme modifikaci
vypoctQ, kdy v rdmci statd hodnotime i variabilitu ve skutecnych populacich (zastoupené ale nizkym
poctem vzorkd), pak stale velmi vysoky podil variability (77.5%) predstavuje vnitropopulacni
variabilita, 4.1% predstavuji rozdily mezi staty a zbylych 18.4% predstavuji rozdily mezi populacemi

uvnitr statd (hodnota celkové genetické variability Ht = 0.139; Fs; = 0.225).

S vyjimkou Slovenska nebyly na Urovni statl ani populaci detekovany privatni ani privatni fixované
bandy. U skupiny vzork(l ze Slovenska bylo detekovano 14 privatnich bandi, pficemzZ u vzork( z

lokality Silica byl detekovan jeden privatni fixovany band.
Populacné geneticka struktura

Vizualizace vzajemnych vztahl mezi analyzovanymi vzorky ve formé Neighbor-Joining (NJ)
dendrogramu rozdélila dataset do sedmi hlavnich skupin (A-G; Obr. 2). Ackoliv rozdéleni vzorkd do
skupin neni striktné spojeno s mistem jejich geografického plvodu a neni podporeno vysledky
bootstrapové analyzy, vztah mezi plvodem vzork(l a pozici ve skupinach A-G lze nalézt. VSechny
vzorky ze Slovenska se vyskytuji ve skupinach A-C, pficemz do skupiny A spadaji pouze vzorky ze
Stfedniho Slovenska a lokality Silica. Ve skupiné B jsou kromé vzork( ze Slovenskych lokalit i dva
odlehlé vzorky z Madarska (skupina B, po jednom vzorku z lokalit Aggtelek a Regec). Sedm vzork(
z CR a dva vzorky z Polska tvofi skupinu C, spoleéné se vzorky z lokalit Michalovo a Ciganka. Zbylé
vzorky z CR jsou rozdéleny do nékolika skupin: $est vzorkd tvofi samostatnou vétev D; do skupiny E
s prevahou vzork z Rumunska spada jeden vzorek; a kone¢né zbylé ¢tyFi vzorky z CR spadaji do
skupiny F, kde se shlukuji vzorky z jizni ¢asti Madarska, dva z Rumunska a dva z Polska. Posledni

skupina G je tvorena pouze vzorky ze severu Madarska (Fuzer, Regec).
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Obr. 2. Neighbour-joining dendrogram vygenerovany pomoci 291 AFLP marker(i na souboru 84

vzork( Adenophora liliifolia z péti Evropskych statQ.

PFi Bayesovském hodnoceni vztaht mezi jednotlivymi populacemi nedoslo k diferenciaci vzork( do
jasné vyclenénych skupin podle vyssich geografickych celk(, co? je zfejmé i z dendrogramu (Obr. 2 a

3). Programem STRUCTURE byly navrzeny jako nejvic pravdépodobné dva zpUsoby rozdéleni vzorkd, a
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to do dvou (K = 2) nebo péti (K = 5) skupin (max. hodnota AK=57.627 proK=2 a AK=16.419 proK =
5) (Obr. 3).

Diagram pro K = 2 demonstruje celkové vysokou podobnost analyzovanych vzork( a soucasné
urcitou odlisSnost Slovenskych populaci Silica (Slovensky kras) a Pusté pole (zapad) (Obr. 3; leva

strana diagramu barevné odlisena od prevazujici zelené barvy).

Rozdéleni do péti skupin (K = 5, Obr. 3) prakticky odrazi rozdéleni vzork(l na NJ dendrogramu: i)
skupina vzorku ze Slovenska (odpovida skupiné A na NJ dendrogramu: ~NJ¢* 2); ii) zbyvajici vzorky

6roupsB.CD). i) vzorky ze severu

ze Slovenska vykazujici podobny profil s &asti vzorkl z CR a Polska (~NJ
Madarska(~NJ®°" ©); iiii) skupina tvorena vzorky z jihu Madarska a Rumunska, s nékolika vzorky z

Polska a CR (~NJC™**FF) (Obr. 3).

Slovakia Poland Czech Republie Hungary Romania

Obr. 3. Vysledek Bayesovského clusterovani programem STRUCTURE, rozdélujici 84 jedincu A. liliifolia
do dvou (K = 2) nebo péti (K = 5) skupin. Kazdy vertikalni sloupec predstavuje jednoho jedince,
pficemZ barevny profil jedince odpovidd pravdépodobnému zafazeni daného jedince do jednoho

nebo vice skupin. Geograficky plvod analyzovanych vzorkd je uveden pod diagramem.
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d) Komentdr k vysledkové cdsti a zavér

V této studii bylo metodou AFLP analyzovano 84 jedincl Adenophora liliifolia z 23 lokalit leZicich v
péti statech Stfedni Evropy. Celkem bylo hodnoceno 291 spolehlivé detekovatelnych fragmentd,

které byly pouZity pro vypocty zakladnich index( genetické variability a konstrukci diagrama graficky



Priloha 1.

znazornujicich vztahy mezi analyzovanymi vzorky (Obr. 2,3; Tabulka 1). Byly zjistény stfedni hodnoty
genetické variability, které predstavuji spiSe rozdily na drovni jedincl nez rozdily mezi populacemi a
ukazuji na prevahu pohlavniho rozmnoZovani v populacich. Udrzovani genetické variability
v populacich v dlsledku ¢asté vymény genetického materidlu ve formé pylu preneseného hmyzem
pfi opyleni nebo transportu semen lze povaZovat za malo pravdépodobné. Populace jsou od sebe
navzajem izolované a pomérné vzdalené (napf. vic nez 1000 km mezi lokalitou Babinské louky v CR a
lokalitou Prejmer v Rumunsku, nejbliZe si jsou lokality ve stfednim Slovensku - 7 km). Nizky pocet
detekovanych privatnich band(i, absence privatnich fixovanych bandd, nizké hodnoty Fsr a nizka
strukturovanost populaci mize naznacovat, Ze k izolaci a vzniku recentnich populaci doslo v

relativné nedavné dobé.

Z geneticko-populacniho hlediska Ize hodnotit populace jako Zivotaschopné s dostate¢nou uUrovni
genetické variability, zabezpecujici dostateCny zdroj prirozené variability v populacich. Na dalsi
pozitivni vyvoj populaci bude mit vliv hlavné pocetnost jedincl v jednotlivych populacich, poskytujici

zdroj variability a zabranujici snizeni fitness inbridingem.
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