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1 Uvod

Pro uc¢innou ochranu ohrozenych druhti je dualezité poznat detaily jejich biologie, tedy
podminky prostiedi, které jednotlivym druhiim vyhovuji, zplisoby jejich rozmnozovani a
Sifeni, ale také genetickou diverzitu jejich populaci. Ta totiz odrazi procesy, které na populace
pusobily v minulosti i které lze ocekavat v budoucnosti. Intenzivnim vyuzivanim vétSiny
biotopil ¢lovékem v poslednich stoletich dochdzelo a stale dochazi k degradaci ptirodnich
biotopti a jejich fragmentaci v krajing. Jednim z nejohrozenéjSich biotopli intenzivné
vyuzivané krajiny jsou raSeliniSté, zejména pak minerotrofni raSelinisté, které vétSinou
oznacujeme jako slatiniSté. Jiz od 19. stoleti totiz dochazelo v Evropé k jejich odvodiovani a
preméné na zemédélskou padu, priCemz tyto zmény byly nejintenzivnéjsi v okrajovych
¢astech ptfirozené¢ho aredlu téchto biotopi, tedy ve stfedni a zdpadni Evropé. Slatinisté jsou
i ve zcela pfirozenych podminkach dynamickym biotopem, ktery podléha sukcesnim zménam
v disledku piirozené acidifikace, na niz se podileji kalcitolerantni raSeliniky (Rochefort
2000). Vlivem lidské ¢innosti se vsak tyto procesy urychluji nebo sméruji k eutrofizaci ¢i
poruseni hydrologického rezimu lokalit. Tyto negativni zmény se obvykle v prvni fadé
dotykaji mechorostli, z nichz na bohatSich slatinistich ekologicky nejvyznamnéjsi skupinu
tvofi tzv. hnédé mechy. Timto terminem jsou souborné¢ oznaCovany slatiniStni nebo
raSelini$tni mechy, systematicky vétSinou fazené do Celedi Amblystegiaceae s. I. Vyznamnym
ohrozenym hnédym mechem je i studovany druh Helodium blandowii z ¢eledi Thuidiaceae.
Biologické vlastnosti ohrozenych hnédych mecht zacaly byt podrobnéji zkoumany
Vv 90. letech 20. stoleti, takze dosud byly publikovany prace pouze na nckolika druzich.
Kooijman (1992, 1993) studovala pfi¢inu nahrazeni ohrozeného mechu Scorpidium
scorpioides béznym druhem Calliergonella cuspidata a zjistila, Ze degradace bohatych
slatini$t’ v zdpadni Evropé¢ je dana pravdépodobné eutrofizaci fosforem. Velka pozornost byla
vénovana mechu Hamatocaulis vernicosus, u kterého bylo zjisténo, Ze potieba managementu
na jeho lokalitdch zavisi na hladiné podzemni vody a z chemismu byl prokazan pouze vliv
obsahu Zeleza (Stechova 2005, Stechova & Kuéera 2007, Stechova et al. 2012). Dale byla
zkoumdna schopnost slatiniStnich mechli regenerovat z fragmenti a po vysuSeni
(Manukjanova 2011, Manukjanova et al. 2014). Druhem Helodium blandowii, kterému je
vénovana nasledujici prace, se zabyva nékolik praci ze Slovenska, ve kterych se autofi (Soltés
2004, Soltés et al. 2004) snazili zjistit, s jakymi druhy rostlin se vyskytuje a jaky chemismus
vody mu vyhovuje na slovenskych lokalitach. V poslednich letech byly publikovany obdobné

tidaje i ze sou¢asnych ¢eskych lokalit (Stechova et al. 2010). V Rusku byl studovan jeho rist
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a produkce biomasy Vv zavislosti na teploté, srazkach a zastinéni v riznych typech prostiedi
(Goncharova 2006, 2008, Goncharova & Benkov 2005, Goncharova & Sobachkin 2013).
Dalsi zminky o ohrozenych druzich hnédych mechi jsou vrameci komplexnich studii
nékterych raselinist. Omezené mnozstvi literarnich udaji o druhu Helodium blandowii muze
byt dano tim, Ze v n€kterych zemich (Skandinavské zemé, Rusko a Kanada) jsou raselinisté a
slatinisté stale jesté béznou soucasti krajiny a druh je tam pomérné bézny, a jinde naopak
nezbyva dostatek lokalit k jejich wucelenému vyzkumu vyzadujicimu manipulaéni

experimenty, které stavajici populace mohou poskozovat.

Obr. 1: Helodium blandowii.



1.2 Charakteristika studovaného druhu

Helodium blandowii (plstnatec raselinny) je jednodomy bokoplody mech z celedi
Thuidiaceae, n¢kdy fazeny do samostatné ¢eledi Helodiaceae (Smith 2004). Zpefené vétvené,
vystoupavé az vzptimené lodyzky dosahuji az 15 cm (viz obr. 1), u baze listi na nich
vyrustaji vétvené parafylie (viz obr. 3). Na Siroce vejcitych listech najdeme jednoduché slabé
zebro koncici pod $pi¢kou, bunky listd jsou protahlé a vyrazné papilnaté (Hradilek 2011, viz
obr. 4). Specialni vegetativni rozmnozovaci Castice nejsou znamy. Druh je jednodomy
(autoicky), ¢asto plodny. Nachylené tobolky na pomérné¢ dlouhém $tétu (viz obr. 2) dozravaji
na pfelomu jara a léta a doklady o jejich pozorovani pochazeji 1 z okraje aredlu rozsiteni
tohoto mechu (Lewinski & Mogensen 1979, Soltés 1998, Manzke & Wentzel 2004, Stechova
et al. 2010). Vytrusy jsou 10-16 pum velké, hladké, hnédozelené (Ignatov & Ignatova 2004,
Hradilek 2011). Chromozomové ¢islo je 12 (Fritsch 1983, Holmen 1958).

Helodium blandowii je cirkumborealni druh, ktery vyzniva v nizsi arktické
a temperatni zon€. V Gronsku 1 jinde dosahuje cca 70° severni Sitky (Lewinsky & Mogensen
1979, Ochyra et al. 1988). V Evropé je bézny ve stiedni a severni Skandinavii kromé Danska,
Vv Pobalti, na Islandu a na severu evropské ¢asti Ruska (Smith 2004, Hedends 2014), vyzniva
do zépadni, sttedni a jizni Evropy az po Bosnu a Hercegovinu, Bulharsko a Rumunsko (Ros et
al. 2013). V Asii je rozsifen zejména v jeji severni Casti, na jihozapad¢ existuji udaje
z Turecka (Ros et al. 2013), ve stfedni Asii jsou zminky o jeho pfFitomnosti jesté
z Kazachstanu (Allen 1999), Kyrgyzstanu, Tadzikistanu (Ignatov et al. 2006) a severniho
Mongolska (Tsegmed 2001). V Cing jiz nebyl v soucasné dobé potvrzen (Peng-cheng et al.
2002). Ze Severni Ameriky je znam na Aljasce, v Kanadé a severni ¢asti USA a po uboci
Skalistych hor zasahuje na jih az do Arizony a Kalifornie, dale roste v Georgii a Severni
Karoliné (Eckel 2012) a v Gronsku (Smith 2004).

V Evropé celkové neni fazen mezi zvlasté¢ ohroZzené mechorosty (ECCB 1995), ale
mimo Skandinavii a Pobalti se mu dostava rizného stupné ochrany (napf. Anonymus 2012).
Ve sttedoevropskych zemich je vSeobecné vzacny a povazovany za glacialni relikt (napf.
Herzog 1926, Rybniek 1966, Frahm & Quandt 1999, Soltés et al. 2004). V Ceské republice
je fazen do kategorie ohrozenych (Kucera et al. 2012). Ve vétsiné zemi zapadni Evropy je
povazovan za vyhynuly — ve Velké Britanii byl naposled pozorovan v roce 1894 (Smith
2004), v Belgii v roce 1980 (Sotiaux et al. 2007) a v Nizozemi v roce 1988 (Siebel et al. 2005,
Siebel et al. 2013) a vyhynuly je také ve Svycarsku (NISM 2004) a v Mad’arsku (Papp et al.
2010).



Helodium blandowii obyva hlavné nevapnita slatinisté (pfechodova raSeliniste,
raSelinné louky) a pretrvava 1 v pokrocilejSich sukcesnich stadiich, kdy zaristaji rliiznymi
dfevinami (Ochyra et al. 1988, Soltés et al. 2004, Rusinska et al. 2009) ve svazech Alnion
glutinosae, Alnion incanae, a zejména Salicion cinereae (Dité & Soltés 2002). V severni
Evropé a Asii se bézné vyskytuje v podmacenych tidkych bifezovych lesich a fidéeji v
jehli¢natych a smisenych lesich, dokonce 1 na klesti a vyvratech stromii (Ignatov & Ignatova
2004). Je tam jednim z indika¢nich druhd podmacenych bort s vyvéry podzemnich vod
bohatych na zelezo svazu Betulo-Tomentypnion, podsvazu Betulo-Tomentypnenion a asociace
Tomentypno-Pinetum sylvestris (Smagin 1999). Je povaZovan také za indika¢ni druh
zachovalého vodniho rezimu na lokalitdch (Gustafsson et al. 2005), avsak muze rust i na
sekundarnich stanovistich, jako jsou silni¢nich ptikopy a lomy (Ignatov & Ignatova 2004,
Moose-Deutschland.de 2012). U nas roste Helodium blandowii nejcastéji spolu s mechy
Sphagnum teres, Sphagnum sect. Sphagnum a Straminergon stramineum, Calliergonella
cuspidata, Aulacomnium palustre a Climacium dendroides a Sarmentypnum exannulatum
(Stechova et al. 2010), ale severnéji se potkava i s mechy Tomentypnum nitens a Paludella
squarrosa (Pawlikowski 2006). Roste vétSinou na bultech nad hladinou vody (Navratilovd &
Navratil 2005), kde tvoti hustsi polState s krats$i zelenou ¢asti lodyzky (Goncharova 2006,
2008), ale obcas ho Ize najit 1 mezi bulty (Rusinska et al. 2009). Jeho zivotni strategie je podle
DierBena (2001) oznaCovana jako ,perennial®, tedy wvytrvaly druh setrvavajici dlouho
na jednom misté. Nejedna se vSak o typicky piiklad, nebot u né&j lze pozorovat vysoké

reprodukéni Gsili, zatimco obecnou vlastnosti této strategie je reprodukcni usili nizké.

Obr. 2: Sporofyty mechu Helodium blandowii.
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na SEM JOEL JSM-6300).

na SEM JOEL JSM-6300).
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1.2 Specifika nepohlavniho rozmnozovani mechorostii

Témét vSechny mechorosty jsou schopné rozmnozovat se pohlavné pomoci spor (Pauliuk et
al. 2011), ale mnohé tvofi sporofyty jen zfidka. Naptiklad ve Velké Britanii nejsou zndmé
sporofyty u 19 % mecht (Longton 1992) a 30 % jatrovek (Laaka-Lindberg et al. 2000).
Dtivoda, pro¢ nedochazi k pohlavnimu rozmnozovéni, mize byt vice. Jednim je dvoudomost,
ktera snizuje pravdépodobnost dostate¢né blizkosti saméich a samicich gametangii. Nicmén¢
dvoudomost je u mechorostii pomérné bézna (vice nez polovina mechorostti; Wyatt 1982)
a mnohem ¢ast&js$i nez u cévnatych rostlin (cca 5 %; Kumar et al. 2014). Dalsim divodem
muze byt vyskyt na okraji arealu rozsifeni v neoptimalnich podminkach (Longton 1992) a
k poklesu pohlavniho rozmnozovani mtze dojit také v dasledku zne€isténi prostiedi (Greven
1992). Pohlavni rozmnozovani mechorosti je tak velmi casto dopliovano nebo zcela
nahrazeno nepohlavnim rozmnozovanim, které¢ ¢asto probiha pomoci specializovanych castic,
avSak zahrnuje i klonalni rust a fragmentaci lodyzek (Frey & Kiirschner 2011).

Obvykle se uvadi, ze spory slouzi k Sifeni na del§i vzdalenosti nez vegetativni Castice
(Laaka-Lindberg et al. 2003). Pravdépodobné vsak zalezi hlavné na velikosti ¢astic a jejich
tvaru (Soderstrom & Herben 1997). Velké mnozstvi malych spor (s primérem do cca 15 um)
dopadne v okruhu jednoho metru od rodi¢ovské kolonie (Kimmerer 1991, Miles & Longton
1992), avsak velké mnozstvi také doleti dale. Pravdépodobné zalezi na momentalnich
podminkach na stanovisti, protoze ruzni autofi zjistili rizné mnozstvi spor stejné velikosti
dopadlych do jednotlivych vzdalenosti (srov. Miles & Longton 1990, 1992, Stoneburner et al.
1992). Snadnou Sititelnost maji 1 stejn¢ velké nepohlavné vzniklé gemy (Pohjamo et al. 2006,
Hola 2008), ale vétSina gem je vétSich (obvykle 20-200 um) a jiné vegetativni diaspory
(lamavé listky, vétvicky) mohou dosahovat délky pies jeden cm. Velké spory (s primérem
nad cca 20 um) se do vzdalenosti pfesahujicich 1 m dostavaji mnohem obtiznéji (McQueen
1985, Soderstrdm & Jonsson 1989).

Sifeni na velké vzdalenosti u vétsich vegetativnich diaspor bylo prokazano v fadé
pfipadi a jeho intenzita miiZze byt podcefiovana. Z abiotickych cCiniteld bylo prokazano
napiiklad Sifeni vétrem po snc¢hu v nelesnatych arktickych a alpskych oblastech (Miller &
Ambrose 1976, McDaniel & Miller 2000, Robinson & Miller 2013) ¢i roznos vodou (Dalen &
Soderstrom 1999), vétSina praci vSak studovala pfenos za pomoci zvifat. Na nejkratsi
vzdalenosti mohou vegetativni Castice mechorostti dopravit bezobratli jako mravenci
(Heinken et al. 2007, Rudolphi 2009), nosatci (Gressitt et al. 1968), Zizaly (van Tooren &
During 1988) a slimaci (Kimmerer & Young 1995) nebo mensi obratlovci jako veverky,
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hrabosi a krecici (Pfeiffer et al. 2006, Barbé et al. 2014) a zelvy (McGregor 1961). Na vétsi
vzdalenosti pak mohou diaspory piendset obratlovci jako kaloni (Parsons et al. 2007), ptaci
(McGregor 1961, Breil & Moyle 1976, Davison 1976), ovce (Pauliuk et al. 2011), srnci nebo
divoka prasata (Heinken et al. 2001). Ulomky mechorostl se na zvifata dostanou vét§inou
nahodné, pti pohybu nebo odpocinku, ale néktera zvifata mechorosty vyuzivaji ke stavbé
hnizd (Breil & Moyle 1976, Heinken et al. 2007). Nékdy dokonce ulomky mechorostt
projdou i travicim traktem, ale bylo dokazano, ze i pot¢ mohou rust dale (van Tooren &
During 1988, Parsons et al. 2007).

Vyhodou vegetativnich ¢astic je rychlej$i uchyceni (Schneider & Sharp 1962,
Kimmerer 1991, Korpelainen et al. 2011). Diky tomu jsou schopné rychleji kolonizovat
uvolnéné misto a nékdy se uchyti i vtrsu jineho mechu (Mishler & Newton 1988).
Vegetativni diaspory také 1épe snaseji pobyt ve vode. V pokusu autorti Dalen a Soderstrom
(1999) fragmenty lodyzek péti druhti mechii rostoucich v alespoii mirné vlhkém prostredi
regenerovaly po Sesti mésicich ve vode stejné dobte jako ty, co ve vod¢ nebyly. Zatimco
spory mechti kromé druhu Racomitrium aciculare po jednom dni ve vodé kli¢ily v asi
0 ¢tvrtinu menSim poctu piipadi. Navic nepohlavni rozmnozovani je energeticky méné
naro¢né, protoze jedinec nemusi vytvofit sporofyt. Vegetativni diaspory jsou tedy mnohem
operativnéj$i a tak mize byt nepohlavni rozmnozovani vyhodné i1 pro pohlavné se mnozici

druhy (Mathias et al. 2001).

1.3 Regenerace

Mechorosty maji velké schopnosti regenerace z témét vSech bunc¢k gametofytu (Correns
1899). Regenerovat z listt jsou schopny i mechd ¢eledi Polytrichaceae, které maji vysoce
diferencovana pletiva (Heald 1898, Westerdijk 1907, Chopra & Sharma 1958, Ward 1960,
Selkirk 1980). Schopnost regenerace byla pozorovana i u hnédych, zdanlivé mrtvych ¢asti
stélek, které mohou byt staré az 60 let a bézné kolem 10 let (Clymo & Duckett 1986, Ducket
& Clymo 1988, Manukjanova 2011) nebo z mista fezu na Cepicce a §tétu (Mayer 1942).
Pfidanim rastovych hormonu lze dosahnout i tvorby rhizoidi na sporofytu mezi zuby
peristomu (La Rue 1942).

Pokusy v klimaboxech jsou provadény za uéelem pozdéjsiho vysazeni ohrozenych
mechorostil do jejich obnovenych biotopll. Jsou zaméfené na regeneraci malych fragmentli
lodyzek nebo listky s optimalizaci podminek pro kazdy druh (Rowntree et al. 2011).

Snadngjsi je péstovani ze spor, protoze povrch tobolky lze bez ovlivnéni jejich kli¢ivosti
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dezinfikovat, ale péstovani z fragmentli ma vyznam u druht, které netvoti sporofyty nebo je
tvoii velmi vzacné. Dezinfekci ulomkii 1ze provadét jen kratkou dobu a velmi zfedénymi
roztoky, ale ukazuje se, ze i pak mechy nemusi byt schopné vytvaiet z protonemat lodyzky
a na lodyzkach gemy, protoze potiebuji ke svému rustu nékteré fytohormony, které ziskavaji
od symbiotickych bakterii (Hornschuh et al. 2006, Ares et al. 2014).

Prakticky vyznam ma také studium regenerace mechorostti k obnové raselinist’ (Price
et al. 1998, Price & Whitehead 2001, Rochefort et al. 2003, Gunnarsson & Soderstrom 2007).
Vzhledem Kk tomu, Ze vétSinu biomasy raSelini$t’ tvofi raseliniky, lze pouzit i pomérné velké
fragmenty téchto mechl bez rizika poskozeni pivodniho mista. Hnédé mechy byvaji, zfejmé
vzhledem Kk niz$imu podilu na biomase, pii obnové raselinis§t’ pouzivany jen malo, ale i ony se
podili na biodiverzité raselinist, a tak by nemély byt opomijeny. V terénnich regeneracnich
pokusech s hnédymi mechy se vétSinou vyuzivaji tulomky lodyzek dlouhé 2-10 mm (Li &
Vitt 1994, Milson & Rydin 2007, Gunnarsson & Soderstrom 2007). Pilotni vyzkumy
regenerace hnédych mechi mohou probihat v klimaboxech (Poschlod & Schrag 1990,
Manukjanova 2011) nebo ve skleniku (Li & Vitt 1994, Campeau & Rochefort 1996), ale na
raSeliniSti se navic projevuji vlivy prosttedi a kompetice (Li & Vitt 1994).

1.4 Geneticka struktura populaci mechorostu

Genetickou strukturu populaci ovliviiuje napiiklad velikost a hustota populaci, populacni
dynamika, podil pohlavniho a nepohlavniho rozmnoZovani a autogamie a v neposledni fadé
Sifitelnost a uspéSnost uchyceni diaspor. Pohlavni rozmnozovani je jednim ze zékladnich
zdrojii genetické diverzity, protoze pii ném dochéazi k rekombinaci alel a vzniku novych
rekombinantnich genotypti. U mechorostli je pohlavni rozmnozovani ztizeno potiebou
vodniho prostiedi Kk $ifeni samc¢ich gamet, které proto probiha pouze na malou vzdalenost
(Wilson & Provan 2003) a zaroven ¢astou dvoudomosti gametofyt (viz vyse). Na druhou
stranu se meiospory diky své velikosti mohou §ifit na velké vzdalenosti, coz vede k nizsi
genetické diferenciaci mezi populacemi. Frekvence dalkovych ptfenost je ovSem pomérné
nizka; Hutsemékers et al. (2008a) odhaduji, Ze k takovym udalostem dochazi asi jednou za 10
let. Proto je mnohem castéjSim zpusobem genetick¢é komunikace Sifeni po kratkych
vzdalenostech (step-by-step dispersal), které vSak vyzaduje pomérné hustou sit’ vhodnych
biotopil v krajin¢ a volny substrat, nutny k uchyceni spor. Vhodna mista propojujici jednotlivé
populace vSak v krajin€ ubyvaji (Soderstrom & Herben 1997), coz je oznaCovano jako

fragmentace biotopll. Dochézi k ni zejména v poslednich asi dvou stoletich stale intenzivné;jsi
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lidskou ¢innosti (Gunnarsson & Soderstrom 2007, Milson & Rydin 2007). Pokles genetické
rekombinantné vzniklych genotyptd, vlivem zhorSujicich se podminek prostfedi dokonce
iU hojné plodnych mechi (Wilson & Provan 2003). V populacich s malym mnozstvim
genotypt pak dochazi k naristu podilu kiizeni blizce ptibuznych linii (inbreedingu).
U mechorostl oproti vét§in€ cévnatych rostlin neexistuji mechanismy branici ptibuzenskému
kiizeni, v¢etné tzv. intragametofytického selfingu (Shaw 2000). Pievladajici nebo vyhradni
nepohlavni rozmnozovani mechorosti vSak nemusi znamenat Uplnou absenci nové
generované diverzity. Nové genotypy pravdépodobné piekvapivé Casto vznikaji procesem
somatickych mutaci, které¢ se u¢inné a rychle §ifi do dalSich generaci, protoZze mechorosty
rostou meristematickou ¢innosti z jediné apikalni buniky (Newton & Mishler 1994).

Ke zjisténi struktury genetické variability populaci je mozné pouzit rizné metody,
vychazejici z dédi¢né genetické informace zapsané v DNA. Podminkou je pouze dostate¢na
variabilita zvolenych markerii, kterd se musi projevit na vnitrodruhové a vnitropopulacni
urovni. Nejdéle pouzivanymi markery jsou isozymy, coz jsou enzymy katalyzujici stejnou
reakci, ale liSici se v sekvenci aminokyselin, kterd je detekovana pomoci rozdilné migraéni
rychlosti enzymt na gelu. Jednd se o kodominantni markery a jejich nevyhodou je potieba
zivého rostlinného materialu, v pfipadé mechorostli navic umocnéna nutnosti pomérné
velkého mnozZstvi vzhledem k velikosti analyzovanych rostlin (Shaw et al. 2008). Nejvétsim
problémem pro populacné genetické studie byva, ze isozymy jsou ¢asto malo polymortni (van
der Velde et al. 2001). Presto byly uspésné pouzity napi. ke zjiSténi genetické variability
uvnitt populaci druhii a mezi pfibuznymi druhy mecht rodu Polytrichum (van der Velde &
Bijlsma 2000) nebo Kk rozliseni kloni dvou druhit mechti rodu Philonotis (Buryova &
Hradilek 2006). Metody vyuzivajici pfimo DNA nevyzaduji zivy rostlinny material, ale
zejména u nékterych metod nebo v piipadé konkrétnich druhi jsou cCerstvé vzorky velkou
vyhodou, protoZe degradovana DNA se miiZze projevit absenci skdrovanych znakii, mylné pak
interpretovanou jako jiny genotyp (Vanderpoorten & Tignon 2000, Shaw et al. 2008). Mezi
nejCastéji pouzivané DNA metody v populacni genetice patfily v posledni dobé metody
zalozené na amplifikaci (PCR) specifickych ¢i nespecifickych fragmentii genomické DNA
jako AFLP a analyza mikrosateliti (SSR, ISSR), pfestoZe v soucasnosti za¢ind piibyvat
metod zalozenych na tzv. sekvenovani pristi generace (next-generation sequencing). Metoda
AFLP (amplified fragment length polymorphism) byla u mechorostii vzhledem k potiebé

pomérné velkého mnozstvi kvalitni DNA zatim pouZita velmi vzacné — napt. Pfeiffer et al.



(2006) zkoumali klonalni strukturu populaci mechu Rhytidium rugosum. Metodou ISSR
(inter-simple sequence repeats), ktera nevyzaduje naro¢ny vyvin specifickych primerd, byla
zkoumana napf. genetické diverzita populaci rageliniku Sphagnum angermanicum ve Svédsku
(Gunnarsson et al. 2005) a jatrovky Trichocolea tomentella ve Finsku, Litveé, Velké Britanii a
Kanad¢ (Pohjamo et al. 2008).

Mikrosatelity (simple sequence repeats, SSR, také short tandem repeats, STR) jsou
opakovani 1 az cca 5 bazovych motivii DNA. K analyzam se pouzivaji vétSinou dvou az ¢tyr
bazové motivy (Jarne & Lagoda 1996), které maji do 10 opakovani, protoze delsi byvaji ptilis
variabilni. Vyhodou je nizkd potieba DNA, vysoka specificita primert,, ktera zajistuje
minimalni moznost kontaminace vzorkd, a kodominantni projev umoziujici rozlisit
heterozygoty od homozygoti (Shaw et al. 2008). Tuto skutecnost lze u mechorostl vyuzit pti
studiu druhd, u kterych probiha polyploidie, jako je tomu napi. u raSelinikd (Karlin et al.
2009, Karlin et al. 2010 ad.). Analyza vSak patii k drazsim a ¢asové naro¢néjsim zvlasté kvili
nutnosti vyvoje specifickych primert. Dal$i nevyhodou mikrosatelitl je, Ze nizky pocet jejich
moznych mutaci vede k Casté homoplazii, kdy alely jsou identické stavem, ale nikoli
puvodem (Jarne & Lagoda 1996, Shaw et al. 2008). Mikrosatelity maji pomérné¢ vysokou
mutacni rychlost, pravdépodobnost mutaci se pohybuje v Fadech 10° az 10 (Schug et al.
1997, Sun et al. 2012). Kromé raseliniki byly populac¢ni studie u mechorostti publikovany
jesté u jatrovky Barbilophozia attenuata (Korpelainen et al. 2011) a mecha Polytrichum
formosum (Van der Velde et al. 2001) a P. commune (Wilson & Provan 2003),
Platyhypnidium riparioides (Hutsemékers et al. 2010), Acanthorrhynchium papillatum
(Leonardia et al. 2013) a Scorpidium cossonii a S. revolvens (Kophimai et al. 2014), ale
mikrosatelitni primery byly vyvinuty jesté pro dalSi mechorosty (Korpelainen et al. 2007,
Ramaiya et al. 2010, Forrest et al. 2011, Brzyski et al. 2012).

1.5 Cile prace

1. Srovnat schopnost regenerace a uchyceni mechu Helodium blandowii z rizné velkych
fragmentt lodyzek a postrannich vétvi s rustovym vrcholem a bez n&j v klimaboxu
a Vv terénu.

2. Zaznamenat rustovou dynamiku trsi mechu Helodium blandowii v trvalych plochach
V terénu.

3. Na zaklad€ analyzy mikrosatelith zjistit genetickou strukturu populaci zkoumaného druhu

v CR a v pilotni studii ji srovnat s populacemi v centru rozsifeni druhu v severni Evrops.
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2 Metodika

Jména mechorostti, cévnatych rostlin a fytocenologickych jednotek byla sjednocena podle
praci Kucera et al. (2012), Danihelka et al. (2012) a Chytry (2011, 2013).

2.1 Lokalita NPP Ruda

Narodni prirodni pamatka Ruda se nachdzi 4 km JJZ od Veseli nad LuZnici. Lezi na hranici
okresti Ceské Bud&jovice a Tabor, na JV okraji Horusického rybnika (viz obr. 5 a obr. 6).
Uzemi spada do fytochorionu Tiebotiska panev (Skalicky 1988) a nadmoiskéa vyska je 415—
417 m n. m. NPP Ruda byla vyhlasena v roce 1950 a dale rozsitena v letech 1991 (Albrecht et
al. 2003) a 2009. Soucasna rozloha je 70,3 ha (Hlasek et al. 2009).

V této oblasti se primérna ro¢ni teplota vzduchu pohybuje vrozmezi 8-9 °C,
primérné rocni srazky kolem 600 mm/rok (Rol¢ik 2014). Toto raseliniSté se vyznauje
vysokou konduktivitou (kolem 250 pS.cm™), pH 5,8-7,0 (Stechova 2005, Navratilova &
Navratil 2005), vysokym obsahem Ca®* (kolem 16 mg.I™"), K* (kolem 2 mg.I"), Mg?* (kolem
4 mg.1™") a vysokou hladinou vody (Navratilova & Navratil 2005).

Jedna se o mezotrofni raSelini$té asociace Agrostio caninae-Caricetum diandrae
s vyskytem reliktnich borealnich druht rostlin i mechorostt, které misty piechazi v jezirka
s vegetaci svazu Sphagno-Utricularion (Navratil & Navratilova 2007). Na okrajich zvlasté
za poslednich 30 let, podpoten suchymi roky konce 20. stoleti (Albrecht et al. 2003), zartsta
dfevinami jako Salix cinerea, S. pentandra, Alnus glutinosa, Betula pubescens a Frangula
alnus, ¢imz dochazi k ubytku druht otevienych slatini§t. Dale se zde projevuje eutrofizace
a sukcese smérem k druhiim odolngjSim k okyseleni (Navratil & Navratilova 2007). Tento
vyvoj bohuzel pokracuje i nadale.

Z nejvyznamnéjSich rostlin se tu nachazi napt. Liparis loeselii, Sparganium natans,
Hottonia palustris, Calamagrostis phragmitoides, Eriophorum gracile, Trichophorum
alpinum, Rhynchospora alba a Carex chordorrhiza (Albrecht et al. 2003). Z mechorostu tvofi
dominantu raseliniky Sphagnum teres, S. flexuosum, S. palustre a S. subsecundum, dale jsou
zde bézné mechy Calliergonella cuspidata, Calliergon cordifolium, Sarmentypnum
exannulatum, Pseudocampylium radicale a Polytrichum commune agg. Ze vzacnych druht tu
rostou Helodium blandowii, Hamatocaulis vernicosus (Stechova 2005), Drepanocladus
polygamus (Stechova 2012), Sphagnum affine, S. obtusum a S. contortum (Stechova et al.
2013). Pro druh Helodium blandowii je navic NPP Ruda nejvétsi z péti lokalit v Ceské

republice a jedina dostatecné velka na to, aby nebyla ohrozena provadénim pokusi.
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Obr. 5: NPP Ruda pted zasahem (20. 10. 2013).

Obr. 6: NPP Ruda po vysekani a vyfezani stfedu severni ¢asti lokality (21. 4. 2014).
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2.2 Regenerace
2.2.1 Regenerace ulomkt vétvicek v terénu

Cilem pokusu bylo porovnat schopnost regenerace tulomku vétvicek o délkach 1 cm a 0,5 cm
v ndvaznosti na vysledky pfedchoziho pokusu (Bradacova 2011). Béhem néj bylo zjisténo, ze
mech Helodium blandowii v gapech pomérné dobie roste z ulomku lodyzek, ale problémem je
zarustani gapu okolni vegetaci, zejména raseliniky. Proto byly gapy v tomto pokusu do vysky
cca 20 cm ohrazeny sklositovinou s PVC povrchem a rozmérem ok 1,4 x 1,2 mm.

Na konci dubna roku 2013 bylo vyty€eno 15 mist vzdalenych od zdrojové populace
sledovaného druhu nejméné 20 m a mezi sebou cca 10 m (viz obr. 15). Kazdé misto bylo
oznaceno velkym dievénym kolikem s jedine¢nou kombinaci ¢ervenych a modrych pruhti
zPVC elektroizolacéni lepici pasky pro snadnou identifikaci jednotlivych opakovani.
Na kazdém misté byly vytvofeny dva gapy (mezery v porostu rostlin a mechorostii — dale
gapy) velikosti 20 x 20 cm ve vzdalenosti 20-100 cm od sebe, které byly ohrazeny vyse
popsanou sitovinou pfichycenou k men$im dfevénym kolikim vzdy dvéma piipinacky
(nahotfe a dole u substratu). Do jednoho z kazdé dvojice gapt bylo vsypano 20 vétvicek
0 délce 1 cm a do druhého gapu stejny pocet vétvicek Ci jejich Casti o délce 0,5 cm. Plochy
s krat§imi ulomky byly na koncich dievénych kolikli oznaceny ¢ervenymi pruhy (viz obr. 7
a 8). V kazdém gapu byla méfena primérna hladina podzemni vody pomoci zmény zbarveni
PVC elektroizolacni lepici pasky na bambusové tyCce (Belyea 1999, Booth et al. 2005,
Navratilova & Hajek 2005).

Po prvnim odectu na konci ¢ervna 2013 byly cca po ¢tvrt roce (konec fijna 2013,
dubna a Cervence 2014) pocitany rostouci lodyzky a méfena primérna délka jednotlivych
lodyzek. Pro ucel tohoto pokusu byly za lodyzku povazovany vSechny casti, které mély
zeleny rostouci vrchol. Béhem navstév byly také vytrhdvany ostatni mechorosty rostouci
V plochiach a pozd¢ji i raseliniky z tésné blizkosti sité, aby nepfertstaly a nestinily plochy.
Cévnaté rostliny byly ponechany v omezeném mnozstvi, aby lehce zastiiovaly plochy, ale
nevytvafely pfili§ velky stin branici ristu mechii. Pfi posledni navstévé byla odectena

i hladina vody od povrchu raseliny.
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Statistické zpracovani

Zakladni statistiky byly spoéteny ze vSech dat, ale pro dal$i analyzy musely byt vyrazeny
plochy, kde bud’ zkoumany druh nerostl viibec, nebo v pribé¢hu pokusu vymizel. Pocty
lodyzek ve ¢tvercich jsou malé celd Cisla, jejich variance roste s primérem rychleji, a tudiz
maji quasipoissonovo rozdéleni. Pouziti tohoto rozdé€leni spolu se smisenymi efekty vsak
modely neumoziuji, tak byly pocty lodyzek v 9 parovych opakovéanich porovnany
zobecnénym linearnim modelem se smiSenymi efekty, ktery pracuje s daty s Poissonovym
rozdélenim, pomoci funkce glmer v R knihovné Ime4 (Bates et al. 2014a,b). Hodnotit
ptezivani lodyzek v gapech nemélo smysl, protoze vétSina pifeZila, a vymizeni jsou v datech
nahodnd. ProtoZze rist se v pribchu sezony méni, byl €as zatazen jako kategorialni proménna.

ProtoZe hodnoty primérné délky narostlych lodyZzek maji normalni rozdéleni, byly
porovnany linearnim modelem se smiSenymi efekty pomoci funkce Ime v R knihovné nlme
(Pinheiro et al. 2014), kdy byly postupné vytvarené slozit€jsi modely testovany likelihood-
ratio testem. Zahrnuti Cisla ctverce, ze kterého data pochazi, jako nahodny faktor nema
prikazny vliv (L-ratio=1,92156; p=0,2826), ale z divodu zachovani charakteru pokusu byl
ponechan v modelu. V programu R (R Core Team 2012) byly vytvofeny grafy jak na relativni
tak absolutni Casové ose.

Pro zjisténi vlivu vySky hladiny vody na rust ulomka byly opét vyfazeny plochy, kde
bud’ zkoumany druh nerostl, nebo v pribéhu pokusu zmizel. Kviili velkym rozdilim ve vysce
hladiny vody mezi ¢tverci v ramei paru nemélo smysl zachovavat paroveé uspoiadani pokusu
pii statistickém vyhodnoceni, tak nebylo nutné zatazovat nahodné faktory a bylo mozno
zhodnotit 22 ploch. Pomoci zobecnéného linearniho modelu za pouziti funkce glm
vprogramu R (R Core Team 2012), pocitaného s quasipoissonovym rozdélenim, bylo
zjisténo, jestli pocet lodyzek zavisi na vySce hladiny vody. Totéz bylo zjisténo pro primérnou

délku lodyzek pomoci obecného linearniho modelu za pouziti funce Im (R Core Team 2012).

O
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Obr. 7: Uspotadani jednoho opakovani pokusu na regeneraci tlomku vétvicek v terénu.
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Obr. 8: Regenerace ulomki v terénu pii zakladani (22. 4. 2013).

2.2.2 Regenerace v klimaboxu

Cilem tohoto pokusu bylo porovnat uspéSnost regenerace jednotlivych typt a délek tlomkt
za kontrolovanych podminek v klimaboxu, protoze bylo ocekdvano, Ze plsobenim
mikroklimatickych a klimatickych podminek v terénu mohou byt vysledky zkreslené.

Dva dny pted zalozenim pokusu byl mech Helodium blandowii nasbiran na 60 mistech
vzdéalenych od sebe minimalné 1 m na plose cca 40 X 40 m do samostatnych Cistych
mikrotenovych sacku. Zaroven zde byly odebrany 2 1 vody na zalévani experimentu. Voda
byla piefiltrovana ptes latkovy filtr, filtracni papir a skelny mikrovlaknovy filtr (velikost ok
1,2 um) a vykldvovéana.

Pokus byl zalozen 8. 5. 2013. Do sterilné zabalenych plastovych Petriho misek byly
vloZzeny 2 kolecka filtratniho papiru (Poschlod & Schrag 1990), sterilizovaného 30 minut
pod UV svétlem. Z kazdé lodyZzky byly odstfizeny nasledujici fragmenty nékolika typl
a velikosti (viz obr. 9): 1 cm koncové ¢asti lodyzky zbavené vétvi, 1 cm postranni vétvicky
s koncovou ¢asti, 0,5 cm koncové Casti postranni vétvicky a 0,5 cm postranni vétvicky bez
koncové casti. Fragmenty byly oplachnuty v destilované vod¢ a umistény na Petriho misky
ve dvou nahodnych opakovanich (viz obr. 10). Misky byly zaklopeny a z boku pielepeny
parafilmem, aby se zabranilo nadmérnému odparu. Piiprava pokusu byla provedena rychle

se snahou o co nejmensi kontaminaci (rukavice, ndstroje ¢isténé ethanolem).
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Obr. 9: Piiklady umisténi odstfizenych fragmentti (A — 1 ¢cm koncové ¢asti lodyzky, B —1 cm
postranni vétvicky s koncovou c¢asti, C — 0,5 cm koncové ¢asti postranni vétvicky, D
— 0,5 cm postranni vétvicky bez koncové ¢asti).

Obr. 10: Rozmisténi tlomku lodyZek na Petriho miskach, 9. 5. 2014 (A — 1 cm koncové ¢asti
lodyzky, B — 1 cm postranni vétvicky s koncovou ¢asti, C — 0,5 cm koncové ¢ésti
postranni vétvicky, D — 0,5 cm postranni vétvicky bez koncové ¢asti).
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Mechy byly péstovany v klimaboxu na katedfe botaniky PiF JU pfti teploté 19-24°C,
svételné periode 14 hodin svétla a 10 hodin tmy a ozéafenosti 83—100 pmol/m®. s. Poprvé byl
pokus zalit nefedénou pftefiltrovanou vodu z NPP Ruda (viz vyse), dale pak byla voda
na zalévani fedéna 1 : 1 vyklavovanou destilovanou vodou, aby nedochazelo ke kumulaci
zivin pfi vy$§im odparu.

Vysledky byly odecitany po tydnu (16. 5.), dale po dalsich dvou tydnech (31. 5./ 1. 6.)
a po dalSich 4 tydnech (27. 6.). Po dalsich péti tydnech (2. 8.) byly jesté pfeméteny pivodné
0,5 cm dlouhé vétve s koncovou Casti i bez ni. Zméteny byly ptirtstky ulomki véetné vétvi
(navic nad pocate¢ni délku), pocet vétvi (mimo hlavni vrchol) a Cisly 0—4 bylo kvantifikovano
mnozstvi rhizoidii. Vzhledem k pozorovanym zarodkiim plisni mezi filtracnimi papiry byly
fragmenty na pfelomu kvétna a Cervna a na konci Cervna presazeny na nové filtracni papiry
a Petriho misky byly znovu sterilizovany 30 minut pod UV svétlem. Na pielomu kvétna
a cervna byly Petriho misky kvili pferistajicim fragmentim lodyzek také otevieny
a umistény do beden piekrytych potravinaiskou folii a pruhem parafilmu pro lepsi vétrani.

Po skonceni pokusu byla spoctena celkova délka vétvi kazdého llomku. Aby mohl byt
vyjadien celkovy nartst biomasy, byly priristky lodyzek piepocitany na vahu vétvicek, jak
doporucuje 1 Rincon (1988) pokud nelze vazit biomasu. Za timto ucelem bylo né¢kolik zbylych
lodyzek ze zaklddani experimentu roziezano na vétvicky a lodyzky a byla zmétena jejich
délka. Dale byly suseny v papirovych saécich 48 hodin pii teploté 70 °C (Kooijman 1993,
Milson & Rydin 2007) a ihned po usuSeni vazeny na analytickych vahdch Kern ABJ 80-
4ANM. Z téchto udaji bylo spocitano, kolikrat jsou lodyzky t€z8i nez vétvicky, a timto ¢islem

byly délky lodyzek vynasobeny.

Statistické zpracovani

Celkoveé délky prirastki a cas byly pfed statistickym vyhodnocenim logaritmovany

dekadickym logaritmem (v piipad€ ptirtistkti podle vzorce log, (100*délka+1), protoze data

méla pozitivné Sikmé rozdéleni a variabilitu zavislou na priméru. Pomoci linearniho modelu

se smiSenymi efekty pocitaného funkci Ime v R knihovné nlme (Pinheiro et al. 2014) byly

vvvvvv

¢isla lodyZky, ze které tlomek pochazi, jako ndhodny faktor ma ve vSech analyzach priikazny
vliv. Timto postupem byly porovnany délky vSech typt tlomki v prvnich tfech méfenich,

ulomkl vétviCek v prvnich tfech méfenich a 0,5 cm dlouhé fragmenty vétvicek ve vSech
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Ctyfech métenich. Grafy byly vytvoteny také v programu R (R Core Team 2012) s pouzitim
netransformovanych dat.

Podobné byly porovnany pocty vétvi vSech typt tlomkd a ulomkut vétvicek v prvnich
ttech méfenich a 0,5 cm dlouhé fragmenty vétvicek ve vsech Ctyfech métenich. Pocty
vétvicek vSak maji Poissonovo rozdéleni, proto bylo nutné pouzit zobecnény linearni model
pocitany funkci glmer v R knihovné Ime4 (Bates et al. 2014a,b).

Mnozstvi rhizoidd jednotlivych tlomkt na pfelomu kvétna a ¢ervna bylo porovnano
pomoci Kruskal-Wallisova testu provedeného v programu Statistica 12 (StatSoft, Inc. 2013).
Pozd¢jsi data nebylo mozné pouzit, protoze pii piesazovani na nové filtracni papiry byly
rhizoidy né€kterych ulomkli ponieny. Déle byla provedena mnohonasobnd porovnani

a Kruskal-Wallistv test s vyfazenim fragmenti lodyzek.

2.2.3 Rast predpéstovanych lodyzek v terénu
Cilem tohoto pokusu bylo porovnat pifezivani a rast v klimaboxu vypéstovanych 1 cm
dlouhych konct lodyzek a vétvi¢ek. Na konci ¢ervna roku 2013 bylo vzdy 6 lodyzek stejného
puvodu ptivazano silnou polyesterovou niti ke Spejli v deseti parech gapt, které byly
vytvofeny 20—-80 cm od gapl vySe popsané¢ho experimentu (viz obr. 11). Za mésic byly
k vysazenym ulomkum pfidany ohradky ze sklositoviny s PVC povrchem do tvaru
rovnostranného trojuhelniku o hran¢ 10 cm (viz obr. 12) a konec koliku gapu
s predpéstovanymi vétvickami byl oznaten PVC elektroizolacni lepici paskou. Vzrostlé
ulomky byly navic pfitlaceny vice k podkladu, protoze usychaly. Na konci fijna roku 2013
a dubna a Cervence roku 2014 byly pocitany lodyzky (rostouci vrcholy) a méfena pramérna

dé¢lka lodyzek.

Statistické zpracovani

Pocty lodyzek ve Etvercich jsou malé cela cisla, jejich variance roste s primérem rychleji,
a tudiZ maji quasipoissonovo rozdeleni. Pouziti tohoto rozdéleni spolu se smiSenymi efekty
vsak modely neumoziuji, tak byly pocty lodyZek porovnany pomoci zobecnéného linearniho
modelu se smiSenymi efekty, ktery pracujice s daty s Poissonovym rozdélenim, pomoci
funkce glmer v R knihovné Ime4 (Bates et al. 2014a,b). Protoze rlst se v prub&hu sezony
méni, byl Cas zafazen jako kategorialni proménna.

Hodnoty primérné délky narostlych lodyzek byly porovnany pomoci linearniho
modelu se smiSenymi efekty pocitaného funkci Ime v R knihovné nlme (Pinheiro et al. 2014),

v v
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zahrnuti Cisla Ctverce, ze kterého data pochazi, jako ndhodny faktor prikazny vliv (L-

ratio=13,86125; p=0,001). V programu R (R Core Team 2012) byly vytvofeny grafy jak

na relativni tak absolutni ¢asové ose.

Obr. 11: Vzrostlé ulomky pii vysazovani do terénu — vlevo ptivodné 1 cm dlouhé vétvicky,
vpravo konce lodyzek (28. 6. 2013).

Obr. 12: Usporadani pokust v terénu po vysazeni predpéstovanych 1 cm fragmentd lodyzek
a vétvicek (28. 7. 2013).
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2.3 Sledovani dynamiky porostu

Ugelem tohoto pokusu bylo sledovat zmény pokryvnosti trsi na vymezené plose a jejich
ptipadné posuny. Na konci srpna roku 2012 byly v NPP Ruda vyméfeny 2 ¢tverce o velikosti
2 x 2 m a oznaceny velkymi dfevénymi koliky omotanymi PVC lepici paskou (viz obr. 13).
Vsechny trsy i samostatné lodyzky sledovaného druhu, nalezené v téchto ctvercich, byly
zakresleny na milimetrovy papir v méfitku 1:10. Trsy i lodyzky byly oznaceny brcky
ptipevnénymi Spejli ke snadnéjSimu nalezeni pii piisti kontrole a porovnani vysledki.

Ctverce byly kontrolovany v dubnu 2013 a znovu zakreslovany po 3 mésicich kromé
zimy (tj. na konci dubna, Cervence a fijna) az do fijna 2014. Bylo tedy pofizeno celkem 7
zaznamu.

Pfed analyzou dat byl jeden ze Cctverci vyfazen z divodu malé pokryvnosti
sledovaného druhu (<5 %). Zakresy byly naskenovany a v programu ArcGis (Esri Inc. 2012)
georeferencovany a piekresleny. Pro vypocet plochy pokryté sledovanym druhem byly
ptipady, kdy byl vrostly v jiném druhu, pocitdny jako 50% pokryvnost (plocha dé¢lena
dvéma). Podrobn&ji procenta pokryvnosti (Stechova 2005) nemélo smysl zaznamenavat,
protoZze zkoumany druh tvoii v NPP Ruda pomérné kompaktni trsy. Dodatecné byly zakresy
rozdéleny na cCtvrtiny a plocha pokryta sledovanym druhem byla spocitdna pro kazdou

ctvrtinu zvI1ast. Leva dolni Ctvrtina byla vyfazena ze stejného diivodu jako druhy Ctverec.

'l ¥ /«"/

Obr. 13: Sledovany ¢étverec pii zakladani (26. 8. 2012).
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2.4 Geneticka struktura populaci

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit genetickou strukturu a diferenciaci ohrozenych reliktnich
populaci mechu Helodium blandowii v Ceské republice a v omezené mife ji porovnat se
situaci na né€kolika lokalitich v Evropé, u kterych bylo mozné ptedpokladat, ze na nich

populace ziji v + idealnich podminkach pro rtst a rozmnozovani druhu.

Sbér vzorku

Vzorky pro tento pokus byly sbirany v Ceské republice, Litvé, Norsku a Svédsku (viz tab. |
aobr. 14). Z Ceské republiky byly sesbirany a analyzovany vzorky ze viech péti znamych
recentnich lokalit — NPP Ruda Vv jiznich Cechach, PP Urbankiv palouk na Vyso¢ing, Salajna
u Marianskych lazni, R4j v PR Kokofinsky diil a PR Vidnavské mokiiny v okrese Jesenik.
Odbér vzorkli na Ceskych lokalitdich byl planovan tak, aby byla s ohledem na financ¢ni
moznosti v maximalni mife postizena mozna variabilita, proto pocet vzorkl pfiblizné odrazel
znamou velikost populaci (tab. I; Stechové et al. 2010). V NPP Ruda byly vzorky sbirany
ve dvou znamych mikropopulacich vzdalenych od sebe cca 700 m. Ve vétsi (severni, RS)
byly pro sbér vzorkl vytyCeny dva ktizici se transekty o délce 25,5 a 25 m v misté nejveétsi
popula¢ni hustoty druhu na lokalité (viz obr. 15 a 16), z nichz byly sbirany vzorky ze vSech
trsit a zméteny vzdalenosti mezi trsy. Dalsi vzorky byly sbirany z obvodu kruznice, ktera
piiblizné¢ vymezuje hranici souvislého rozsiteni druhu na lokalité (viz obr. 15). Na mensi,
jizni mikrolokalit¢ (RJ) byl vyty¢en jeden transekt o délce 9,4 m pies oblast souvislého
vyskytu a rovnéz odebrany vzorky ze vSech na ném se vyskytujicih trsti a sebran vzorek
Z jediného dal$iho nalezeného odlehlého trsu (viz obr. 15 a 16). V ostatnich ¢eskych
populacich byl sebran jeden vzorek z kazdého nalezeného trsu na lokalité. V litevské
a skandinavskych populacich byly odbéry ptizplisobeny aktudlnim moZznostem. Byly sbirany
vzorky z trst vzdalenych od sebe 5-200 m, vzdy 3 vzorky do trojuhelniku se stranou 1040
cm. Mapy byly vytvofeny v programu ArcGis (Esri Inc. 2012)
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Obr. 14: Umisténi jednotlivych lokalit (zkratky viz tab. I).
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Obr. 15: Mista sbéru vzorki pro genetické analyzy v NPP Ruda (zluté body) a umisténi
regenera¢niho pokusu (modré body).
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Obr. 16: Detaily transekti v NPP Ruda (vlevo — severni, vpravo — jizni).

Molekularni protokoly

Pred izolaci DNA byly lodyZzky skladovany v lednici pfi teplot¢ 4 °C a casti lodyzek,
ze kterych byla DNA izolovana, byly oplachnuty v destilované vodé. DNA byla pro vétsinu
analyz ziskana pomoci extrakce v NaOH (Werner et al. 2002), vzorek na vytvotfeni obohacené
knihovny mikrosatelitd byl izolovan pomoci cetyltrimethylamonium bromidu (Doyle & Doyle
1987). V tomto pfipad¢ byla pletiva cca 7 minut drcena tiepanim za pouziti cca 5 ocelovych
kulicek a vysledny pelet DNA byl rozpus§tén v 35 ul TE.

Nejprve byla vytvotena obohacena knihovna mikrosateliti (Nunome et al. 2006). Ta
byla nasledné ptfectena s pomoci metody 454 pyrosekvenovéani provedené na pfistroji GS
Junior System (454 Life Sciences, Branford, USA). Poté byly za pouziti programu Primer3
(Koressaar et al. 2007, Untergrasser et al. 2012) navrzeny specifické primery. Pro finalni

analyzu bylo vybrano sedm polymorfnich a nejlépe fungujicich SSR markera (viz tab. 1)
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Tab. I: Podrobné informace k jednotlivym lokalitdm (velikost populaci v CR podle Stechova et al. 2010).

Stat Popis lokality Velikost | Zkratka Stired Nadmoiska | Pocet | Pocet
populace populace vyska vzorku | trst
Ceska Horusice: NPP Ruda, severni cast (RS), 10-15 m? RS N49° 09' 05,8" 416 46 46
republika | jizni ¢ast (RJ) E14°41'23,8"
RJ N49° 08' 43,6" 416 8 8
E14° 41' 242"
Olesno: PR Kokoftinsky dul, Raj, 0,25 m* Ko N50°27'51,4" 250 6 6
raselinna louka E14° 36'37,3"
Dolni Zandov: Salajna — pramenisté u nékolik S N50°01'16,2" 539 4 3
mostu pod Zelezni¢ni trati dm? E12° 30" 35,1"
Vidnava: PR Vidnavské mokftiny — 55,6 dm’ Vv N50°22'47,9" 220 2 2
raselinna louka E17°11'51,8"
Knézice: PP Urbankiiv palouk — raselinna 85 cm’ U N49° 16' 44,0" 620 1 1
louka E15°42' 05,1"
Litva Utena: Mokyliai, raselinisté u jezera L N55°24'19,1" 140 9 3
Sventiius E25° 11'33,9"
Norsko Troms: NP @Qvre Dividal — vlhké bieziny 01 N68° 42'47,6" 303 9 3
v udoli feky Divielva (O1, O2) a E19°45'32,6"
vychodni svah hory Dreggfjellet (O3) 02 N68° 43'45,3" 285 9 4
E19° 44' 232"
03 N68° 43' 24,6" 720 9 3
E19°41'51,9"
Nordland, Fauske: rezervace Fauskeeidet F N67°19'17,8" 60 14 5
na J biehu jezera Kvitblikvatnet E15°28'16,0"
Svédsko | Norrbotten: NP Abisko — slatini§té mezi A N68° 20' 20,5" 402 18 6
i. Abiskojékka a jez. Vuolip Njahkajavri E18°45' 59,0
Norrbotten: Kiruna, Rautas, Homuskaidi Ki N68° 00' 29,2" 480 15 5
— vlhky ptikop u silnice E19°50' 51,2"
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Tab. 11: Popis osmi analyzovanych lokust s mikrosatelity (F = forward primer, R = reverse primer; lokus AC9 rozdélen na motiv G a AC).

Poradi | Lokus Sekvence primeri (57-3") Motiv Délka PCR Podet T. Délka Barva
lokusu repetice produktu (bp) | alel (°C) | elongace | M13
(s) primeru
1 AC3 F: TACCCGCAAACGAAAACT (AC)13 162-180 7 52 15 NED
R: TTCAAACAGATAAGAAAAATCACT
2 AC4 F: TTTAAGTTGAAAGCATAACCTA (CA)13(TA), 229-289 19 52 15 6-FAM
R: TCCCTACAAAGTGAACTAGAATG
3-4 AC9 F: ATAGGCGATTGGAAAGTTGTAG (G)10N(AC)10 138-144 4/4 52 15 VIC
R: TTGTGCGGTAAGTTTGAATGGA
5 GT15 F: GGAGAAGCCCACAGTGAT (G4 176-184 5 57 15 PET
R: ACCTCACCTCACCCACATTC
6 GT49 F: TTCATTCATTCATAGGCTACTTTTG (GT)u 178-188 6 52 15 6-FAM
R: CTTTGGTACGACGCTCTA
7 CT104 | F: ATTCCATCAACTCGTAAGCA (CA)%(CT)1n 114-124 5 52 15 6-FAM
R: TTTTTGTTTCTCTTCCTTTTTCC
8 CT141 |F:TTTCATTTTCTCGGTGTCA (TC)12 381-409 9 49 25 6-FAM
R: AACAGCAACATTCTAAATTCAC
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Obr. 17: Amplifika¢ni schéma PCR s fluorescenéné znacenym univerzalnim primerem
(Srafované obdélniky — specifické primery, zvin€né Sedé obdélniky — M13

sekvence, hvézdy — fluorescencni znacky) (Schuelke 2000).
Pti amplifikaci byly sekvence fluorescenéné znaceny (viz tab. Il a obr. 17; Schuelke
2000). Smés (5 pl) tedy obsahovala 0,53 pl DNA, 0,3 uM reverse primer (viz tab. Il)
i fluorescenéné zna¢eny M13 primer a 0,075 uM forward primer s M13-koncem (viz tab. I1),
2,5 ul Plain PP master mixu (2,5 mM NaCl,, po 200 uM dNTP 0,25 U Tag polymerazy;
Top-Bio Praha) a 0,62 pl vody. Po pocatecni tfi minutové denaturaci pii 94°C probihala
amplifikace v 33 cyklech s 30 s denaturaci pti 94°C, 30 s primerové specifického annealingu
(viz tab. Il) a 15-25 s (viz tab. Il) elongaci pii 72°C v cyklerech XP (Bioer technology
Hangzhou), dale pokracovala 11 cykly pro nasedani M13 primeru (30 s pii 94°C, 30 s pii
46°C a 60 s pii 72°C) a zavérecnou 10 min. elongaci pfi 72°C. Vysledky amplifikace byly
testovany na 1,2% agarézovém gelu v 1x TBE pufru. Produkty PCR byly smichany
a fragmentaéni analyza probéhla v Genomickém centru BC AV CR v Ceskych Budgjovicich
na pristroji ABI 3730xl suzitim velikostniho standardu GeneScan 600 LIZ (Applied
Biosystems). Alely byly manualné odeéitany v programu GeneMarker v1.80 (SoftGenetics,
LLC, USA) a kodovany jako pocet opakovani mikrosatelitniho motivu. Lokus AC9, slozeny
Z opakovani motivi G a AC, byl osekvenovan pro vSechny délky nakazdé lokalité

a nasledné byl pouzit jako dva lokusy (viz tab. II).
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Analyza dat

Ukazatele genetické diverzity v jednotlivych populacich — pocet genotypi (Ng), pramérny
pocet alel na lokus (nz), Shannontv index (H), Simpsoniv index (D) — byly spocitany
v programech GenClone 2.0 (Ng, H a D; Arnaud-Haond & Belkhir 2007) a Arlequin ver.
3.5.1.2 (n,; Excoffier & Lischer 2010), pro ktery byla data ptipravena v programu MSA 4.05
(Dieringer & Schlotterer 2003). Pro vypocty v programu GenClone nebyly pouzity vzorky
S chybéjicimi daty. Struktura genetické variability byla testovana pomoci analyzy
molekularni variance (AMOVA) na téchto urovnich: mezi geografickymi oblastmi (Ceska
republika, Skandindvie, Pobalti), mezi populacemi a uvniti populaci a poté zvlast mezi
populacemi a uvniti populaci v Ceské republice a severni Skandinavii (O1, 02, O3, A a Ki).
Pro vypocet miry genetické diferenciace mezi populacemi byly pouzity parové hodnoty
fixacnich indext (Fsr), kdy odhad vzdalenosti mezi haplotypy byl poc¢itan na zékladé souctu
mocnin rozdilti ve velikosti alel (Rst-like) a 1000 permutaci a vysledny graf byl vytvoien
v programu Statistica 12 (StatSoft, Inc. 2013). Pro vyjadieni rozliSovaci schopnosti
pouzitych lokusti na ziskanych datech bylo na zdklad¢ 120 vzorkt, které nemély chybé&jici
data, spocitano, kolik pfibude s kazdym pouzitym lokusem novych MLG (multilokusovych
genotypt). Vypocet byl proveden opét v programu GenClone a za uziti 1000 permutaci.
Stejnym zplisobem byl proveden odhad miry odhalenych unikatnich MLG v populacich, kdy
bylo pro jednotlivé populace spocitano, kolik piibude novych MLG s kazdym dalSim
vzorkem.

Pro ilustraci vztahli mezi populacemi na zékladé matice genetickych vzdalenosti
mezi nimi byla pouzita analyza hlavnich koordinat (PCoA). Do této analyzy mohly byt
zatazeny i vzorky z Vidnavskych mokiin a Urbankova palouku, které na popula¢ni urovni
Vv ostatnich uvedenych analyzach nemohly byt pouzity pro malé mnozstvi dat. Analyza byla
spoc¢itana v programu GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012) na zakladé standardniho
nastaveni (s pouZitim kovarian¢ni matice a standardizace dat). Chybé&jici data nebyla
interpolovana vzhledem k absenci vSech dat v jednom lokusu na lokalité Raj.

Ke zjisténi izolovanosti populaci podle vzdalenosti (isolation by distance) byl pouzit
Manteliiv test pro korelaci mezi maticemi genetickych a geografickych vzdalenosti,
spocitany v programu zt (Bonnet & Van de Peer 2002) za pouziti 1000 permutaci.
Vzdalenosti mezi populacemi byly spocitany v programu QGis (QGis Development Team
2014), kdy parametry elipsoidu byly odvozeny od soufadnicového systému ETRS89 /
ETRS-LAEA. Pro vyjadieni miry genetické diferenciace byla pouzita matice parovych Rsr.
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Test byl spocitan pro vSechny populace (kromé V a U) a pak zvIast’ pro pro geograficky
blizké skandinavské populace O1, 02, O3, A a K.

Pro zjiSténi ukazateli podilu pohlavniho rozmnozovani na jednotlivych lokalitach byl
proveden vypocet vazebné nerovnovahy v programu MultiLocus 1.3 (Agapow & Burt 2001),
ktery pouziva upraveny index asociace (rg), pro odstranéni vlivu poctu analyzovanych
lokust. Prikaznost byla zjisténa srovnanim realnych dat a nulové hypotézy o neomezeném
mnozstvi pohlavi a rekombinaci po provedeni 1000 permutaci. Analyza byla provedena
zvlast’ s jednotlivymi mikrosatelity v lokusu AC9 a zaznamenany byly obé hodnoty, pokud
se lisily.

Ke zjisténi prostorové genetické struktury (SGS) populaci v NPP Ruda byla pouzita
prostorova autokorela¢ni analyza v programu SPAGeDi 1.4 (Hardy & Vekemans 2002),
ktera pocitda multilokusovy parovy koeficient ptibuznosti (Fi) zalozeny na Nasonové
koeficientu piibuznosti (Loiselle et al. 1995). Prikaznost Fjj byla testovana pro kazdou
distanéni tfidu (horni hranice 5, 10, 20, 50, 200 a 1000 m) za pouziti 1000 permutaci.
Primérné hodnoty Fj; byly vyneseny do poloviny distan¢ni tfidy. Déle byla spocitana parova
porovnani zahrnujici stejné genotypy a zobrazena jako procento kloni spadajicich
do jednotlivych distanénich tfid. Vzdalenosti mezi trsy v NPP Ruda byly spoditany
v programu QGis (QGis Development Team 2014).
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3 Vysledky

3.1 Regenerace

3.1.1 Regenerace ulomku vétviéek v terénu
Prvni rostouci tlomky byly zaznamenany po dvou mésicich od zalozeni pokusu. Béhem
dalSich ¢tyf méfeni v pribéhu 15 mesici pocet lodyzek v plochach pribyval (viz tab. 1V).
V zadné plose vSak nevyrostly vSechny vysazené ulomky. Ve tfetim méfeni vyrostlo z 20
puvodné vysazenych fragmenti maximalné 18 lodyzek z jednocentimetrovych vétvicek a 13
lodyzek z pilcentimetrovych vétvicek (viz tab. Ill). Tato ¢isla mohou byt jesté
nadhodnocena odnozovanim UspéSné rostoucich lodyzek. Z jednocentimetrovych vétvicek
rostlo prikazné vice lodyzek nez z pllcentimetrovych vétvicek, ale tvar rustové kiivky
prukazné odlisny neni (viz tab. IV a obr. 18).

Lodyzky rostly v prubéhu celého pokusu (viz tab. IV). Praimérné byly trochu delsi
lodyZky z jednocentimetrovych ulomkua vétvicek (viz tab. 1), ale délka ani charakter ristu
mezi obéma typy tlomkd nebyly prikazné odlisné (viz tab. IV a obr. 19). Neprtukazny
vysledek testu mize byt zpisoben malym mnoZstvim dat. Na zacatku Iéta 2014 (mezi tfetim
a Ctvrtym odectem) doSlo pravdépodobné kvuli extrémnimu suchu k tbytku lodyzek
ve ctvercich. LodyZky, které piezily, vSak rostly dale do délky. Vliv naméfené vysky hladiny
vody na pocet lodyzek rostoucich ve ¢tvercich (F=0,8345; df=1, 20; p=0,3719) ani na jejich
délku (F=1,0548; df=1, 20; p=0,3167) nelze potvrdit (viz obr. 20).

Tab. I1l: Primérné a maximalni hodnoty poc¢tu a primérné délky lodyzek v jednotlivych
méfenich a celkové.

mésict V1 V0,5
od pocet prium. délka [cm] pocet prum. délka [cm]
zaCatku | primér | max. | pramér | max. primér | max. | primér | max.
pokusu
2 3 8 0,7 2 1 4 0,2 1,5
6 6 15 1,1 3 3 10 1 2
12 6 18 1,1 2 5 13 1 1,8
15 6 17 1,5 3,5 3 10 1,2 4
celkem 5 18 1,1 3,5 3 13 0,9 4
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Tab. IV: Vysledky statistickych analyz pro porovnani poc¢tu lodyzek a primérné délky
lodyzek (prikazné hodnoty zndzornény tuéng).

pocet lodyZek prumérna délka lodyZek
x> df p L-ratio p
das 77,76 3 <2,2.107° | 29,3303 <0,0001
typ fragmentu 5,3639 1 0,02056 3,561176 0,0609
typ fragmentu*cas 7,6338 3 0,05422 7,023563 0,1346

log (pocCet)

Obr. 18:
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Zména poctu lodyzek, vyrostlych z 1 cm (V1) a 0,5 cm dlouhych vétvicek (VO0,5),
Vv jednotlivych métenich.
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Obr. 19: Primérna délka lodyzek vyrostlych z 1 cm (V1) a 0,5 cm vétvicek (VO0,5)
Vv jednotlivych mésicich od zaloZeni pokusu.
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Obr. 20: Zavislost kone¢ného poctu (vlevo) a praimérné délky (vpravo) lodyzek na vySce
hladiny vody (V1 — modré, V0,5 — Cervené).

3.1.2 Regenerace v klimaboxu

Vsechny péstované kousky vsech typu ulomkt v Klimaboxu regenerovaly. Aby byla
zohlednéna celkové vytvofend zregenerovand biomasa mohutnéjSich lodyzek oproti
vétvickdm, byla délka lodyzek piepocitana na odpovidajici délku vétvicek (primérna
hmotnost stejné dlouhého fragmentu lodyzky byla 6,984 x t&z§i nez hmotnost fragmentu
vétvicky). Nejvetsi nartst délky je patrny u tlomku lodyzek (viz obr. 21 a tab. V). | po jejich
vyfazeni zlstava rozdil v délkéach i charakteru nartistani mezi tfemi typy tlomka vétvicek
prukazny (viz tab. V), ptestoze 1 cm vétvicky rostly az do druhého méteni stejné jako 0,5 cm
vétvicky s koncem. Potom vSak delsi fragmenty pfirdstaji vice (viz obr. 22). Naopak 0,5 cm
dlouhé vétvicky bez konce rostou nejprve pomaleji, ale pozdéji dorastaji vétvicky s koncem
(viz obr. 23). VSechny rozdily v praimérné délce i charakteru rustu jsou prukazné, ale rozdil
v prumérné délce prirtstkt 0,5 cm vétvicek s koncem a bez konce je na hranici prikaznosti
(viz tab. V).

Regenerujici fragmenty konct lodyZzek maji také vyrazné vice vytvorenych vétvicek
nez ostatni typy ulomka (viz obr. 24 a tab. V). I po odstranéni tlomku konct lodyzek je test
stale vysoce prikazny (viz tab. V). Také zde je pozorovatelny obdobny vyvoj
jednocentimetrovych vétvicek a pllcentimetrovych vétviéek s koncem (viz obr. 25). Ovsem
pulcentimetrové vétvicky bez konce tvofily vice vétvicek nez vétvicky obou délek

s koncovou ¢asti (viz tab. V), ale na konci pokusu byl pocet vétvicek srovnatelny (viz obr.
26).
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Tab. V: Vysledky statistickych analyz pro porovnani poctu vétvicek a primérné délky
prirtistkl (prikazné hodnoty znazornény tu¢ng).

pocet vétvicek délka lodyZek

% df p L-ratio p
4 typy | typ fragmentu 416,77 3 <2,2.10° | 528,2126 | <0,0001
tlomk? | typ fragmentu*cas 54,83 3 7,466 . 1072 | 158,2268 | 0,0001
3typy | typ fragmentu 20,993 2 2,764 .10° | 29,62331 | <0,0001
tlomk? | typ fragmentu*cas 48,938 2 2,362 .10 | 121,0964 | <0,0001
2typy | typ fragmentu 22,981 1 1,636.10° | 4,42802 | 0,0354
lomki | typ fragmentu*Cas 23,555 1 1,214 .10° | 90,82606 | <0,0001
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Obr. 21: Kfivky narustu celkové délky vSech typu fragmentti v prvnich tfech méfenich

(L1 — 1 cm konec lodyzky, V1 — 1 cm vétvicky, V0.5S — 0,5 cm vétvicky
s koncem, V0.5B — 0.5 cm vétvicky bez konce).

33




10

* Vi 8
*+ V0.5S
00 V0.5B o
E o
S (0]
©
4
o Y
©
N —
o —

Cas (dny)

Obr. 22: Kfivky narustu délky vétvicek v prvnich tfech méfenich (V1 — 1 cm vétvicky,
V0.5S - 0,5 cm vétvicky s koncem, V0.5B — 0.5 cm vétvicky bez konce).
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Obr. 23: Ktivky nartstu délky 0,5 cm fragmenti vétvicek s (V0.5S) a bez (V0.5B) koncové
casti ve vSech Ctyfech méfenich.
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Obr. 24: Kfivky narustu poc¢tu vétvicek vSech typu fragmentt v prvnich tfech méfenich
(L1 -1 cm konec lodyzky, V1 — 1 cm vétvicky, V0.5S — 0,5 cm vétvicky
s koncem, V0.5B - 0.5 cm vétvicky bez konce).
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Obr. 25: Ktivky nartistu po¢tu postrannich vétvicek v prvnich tiech métenich (V1 — 1 cm
vétvicky, V0.5S — 0,5 cm vétvicky s koncem, V0.5B — 0.5 cm vétvicky bez konce).
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Obr. 26: Kiivky narustu poc¢tu vétvicek odbocujicich z ptivodné 0,5 cm fragmentd vétvicek

s a bez konce ve vSech ¢tyfech métenich (V0.5S — 0,5 cm vétvicky s koncem,
V0.5B — 0.5 cm vétvicky bez konce).

Konce lodyZzek vytvareji odlisné mnozstvi rhizoidii nez fragmenty ostatnich ¢ésti
(H=133,7628; df=3; N=240; p<0,0001). Rhizoidy u nich téméf vibec nerostly (viz obr. 27),
nebo rostly az pozdéji, zatimco ostatni fragmenty vytvaiely rhizoidy od pocatku hojné.
Pulcentimetrové fragmenty vétvicek bez koncové casti vytvarely pouze rhizoidy, dokud
nebyl vytvoren ristovy vrchol, potom ptirtistaly vétvicky 1 rhizoidy. Po vyfazeni lodyzek byl
rozdil v mnozstvi rhizoidi jednotlivych ulomku neprikazny (H=4,789462; df=2; N=180;
p=0,0912).

60
0
1
50 m2
m3
40
3 30
o
20
10
0 l
lodyzka vétvicka 1cm vétvicka 0,5 cm vétvicka 0,5 cm

sk. bez k.
Obr. 27: Pocet pozorovani jednotlivych mnozstvi rhizoida (0, 1, 2, 3) u kazdého typu
Ulomkd.
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3.1.3 Rust predpéstovanych lodyzek v terénu

Narast podtu ani délky lodyzek neni statisticky prikazny (viz tab. VI). Cast jich uschla
patrné kvili Spatnému kontaktu s vlhkym povrchem raseliny, ale ty, které mély optimalni
podminky, opét hojn¢ odnozovaly, a tak maximalni pocet lodyzek ve vSech métenich
I pramérny pocet narostlych konct lodyzek je vy$$i nez pocet vysazenych lodyzek (6; viz
tab. VII). Lodyzek vyrostlych z konct lodyzek bylo v gapech napocitano vyrazné vice nez
vyrostlych z koncu vétvicek (viz tab. V1), ale na konci pokusu jich mirné ubyvalo (viz obr.
a obr.), zatimco lodyzek z koncti vétvicek na konci ptibyva (viz obr. 28). Popsané rozdily
Vv trendu jsou v8ak statisticky neprikazné (viz tab. VI).

Také primérna délka lodyzek vyrostlych z riznych typa tlomku se lisi (viz tab. VI
a VII), ale rozdily v charakteru pftirGstani lodyZzek prikazné nejsou (viz tab VI a obr. 29)

a lodyzky dortstaly téméft stejné maximalni délky (viz tab. VII).

Tab. VI: Vysledky statistickych analyz pro porovnani poctu lodyzek a prumérné délky
lodyZek (prikazné hodnoty zndzornény tucn¢).

pocet lodyZek prumérna délka lodyZek
"’ df p L-ratio p
cas 0,9785 2 0,6131 3,001755 0,2229
typ fragmentu 9,5066 1 0,002047 11,62365 0,0007
typ fragmentu*cas 5,3531 4 0,25 7,589371 0,1078

Tab. VII: Primérné a maximalni hodnoty poé¢tu a praimérné délky lodyzek v jednotlivych

meéfenich a celkoveé.

mésici L1 V1
od pocet prum. délka [cm] pocet prium. délka [cm]
zaCatku | primér | max. | pramér | max. primér | max. | primér | max.
pokusu
4 9 15 3,1 4 4 10 11 2
10 9 16 2 3,5 3 7 1,2 2,5
13 7 14 2,6 5 4 13 1,3 4,5
celkem 8 16 2,6 5 4 13 1,2 4,5
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Obr. 28: Zména poctu prezivajicich lodyzek, vyrostlych v klimaboxu z 1 cm konct lodyZzek
(L1) a vétvicek (V1), v jednotlivych méfenich.

O | e
(40
— L
gq_ ./
~ «
®
- _
%O * ./‘
\—i_
O _ * |1+ V1
o

I I I I I I
4 6 8 10 12 14
cas (mésice)

Obr. 29: Primérna délka lodyzek, vyrostlych v klimaboxu z 1 cm konct lodyzek (L1) a
vétvicek (V1), v jednotlivych mésicich od zalozeni pokusu.
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3.2 Sledovani dynamiky porostu

Ve sledovaném ctverci v NPP Ruda lze pozorovat pomérné rychle se ménici polohu trst (viz
obr. 30). V&tsi trsy se trochu posunuji, rozd€luji a opét slucuji s jinymi a mensi trsy vznikaji
a opét zanikaji. Vysledna plocha obsazend zkoumanym druhem se za dva roky sledovani
zmensila o 16 % (viz obr. 31), pficemz v dilich plochach o velikosti 1 m? byl pozorovén
rust, pokles i setrvaly stav (viz obr. 32). Data vzhledem k poctu pozorovani nelze statisticky

vyhodnotit.

[ J6-24 102014
[ 15-24.7.2014
[ ]4-21.4.2014

3-20.10.2013
2-28.7.2013
1-22.4.2013
0-26.8.2012

Obr. 30: Zmény polohy trst a plochy porostu mechu Helodium blandowii ve sledovaném
¢tverci (kazdé pozorovani zvlast viz ptiloha 1).
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Obr. 31: Plocha obsazena sledovanym druhem v celém ¢étverci se znazornénim trendu
vyvoje.
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Obr. 32: Plocha obsazena sledovanym druhem v jednotlivych ¢tvrtinach étverce (A — leva
horni, B — prava horni, C — pravé dolni) se znazornénim tendence vyvoje.
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3.3 Geneticka struktura populaci

Genetickd struktura populaci byla charakterizovana za pomoci osmi polymorfnich
mikrosatelitnich lokusi (viz tab. Il). Tyto lokusy obsahovaly 4-19 alel. Ze 166 vzorku bylo
150 Gspésné analyzovano (1-46 vzorkd na populaci; viz tab. 1). Z nich u 27 vzorkd chybéla
data v jednom ze tii obtiznéji amplifikovatelnych lokusi. Protoze kazdy vzorek mél ve vSech
nalezenych lokusech jen jedinou alelu, lze zkoumany druh povazovat za haploidni.
Variabilita ve zjisténé ploidii nebyla prokazana ani pritokovou cytometrii provedenou
na cca 100 vzorcich z NPP Ruda.

Pocet lokust se v analyzovaném souboru jevi pro zkoumdani genetické struktury
populaci tohoto mechu dostatecny (viz obr. 33). Naproti tomu z grafi vyjadiujicich narast
odhalenych genotypti na lokalitach s pfibyvajicimi vzorky (viz obr. 34 a 35) vyplyva, Ze
témef na vSech lokalitdch, véetné nejdikladnéji prosbirané lokality Ruda, by s dalsimi

analyzovanymi vzorky dochazelo k nartstu zjisténych genotypi.
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20 -

Pocet unikatnich MLG
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1 2 3 4 5 6 7 8
Pocet lokusti

Obr. 33: Znazornéni poctu pribyvajicich unikatnich MLG s pfibyvajicimi
prozkoumanymi lokusy.
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Obr. 34: Narast odhalenych unikatnich MLG na jednotlivych lokalitich ve Skandinavii a
Litvé znazornujici prozkoumanost populaci (zkratky nazva lokalit viz tab. I).
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Obr. 35: Nartist odhalenych unikatnich MLG na jednotlivych lokalitach v CR znazoriiujici
prozkoumanost populaci (zkratky nazva lokalit viz tab. I).

V analyzovanych vzorcich bylo nalezeno 45 riiznych multilokusovych genotypt.
Jejich pocet na lokalitdich se pohyboval mezi jednim (v populacich na R4ji, Salajné,
Vidnavskych mokfinach a Urbankové palouku) a sedmi. V nejvétsi z ¢eskych populaci (RS)
bylo zjisttno 6 MLG, v ostatnich ceskych 1-2. Oproti tomu jiZz omezeny sbér
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ve skandinavskych populacich zjistil 3—7 MLG na populaci (viz tab. VIII) Primérny pocet
pozorovanych alel na lokus byl na lokalitich s Ng > 1 od 2,00 do 3,67 (viz tab. VIII).
Simpsontiv index diverzity se pohyboval od 0,250 do 0,905 a Shannoniiv index od 0,377
do 1,767 (viz tab. VIII a obr. 36). Mezi populacemi byl nalezen identicky genotyp jen mezi

severni a jizni ¢asti NPP Ruda.

1.77 174
1.6 - 1.55 1.52 D
14 1.37
] 1.26 1.24
1.2
1 0.97
0.86 088 0.9 0.86 0.83
0.8 0.79
' 0.63 0.68
0.6
0.38
0.4
0.25
02 I
0 1 T T T T T T T T 1
A Ki L 02 F 01 RS 03 RJ

Obr. 36: Hodnoty Shannonova indexu (H) a Simpsonova indexu (D) vV jednotlivych
populacich s Ng>1 (zkratky nazvu lokalit viz tab. I).

Tab. VIII: Zakladni charakteristika vnitrodruhové variability jednotlivych populaci (N —
pocet vzorkil (v zavorce pocet vzorka zahrnuty do analyzy pokud je odlisny od celkového),
Ng — pocet genotypti, % unik. — procentualni zastoupeni unikatnich multilokusovych
genotypll z poCtu vzorkl zahrnutych do analyzy, n; — primérny pocet pozorovanych alel
na lokus, H — Shannoniiv index, D — Simpsonuv index, g / ac — lokus primeru AC9 pouzity
pro vypocet vazebné nerovnovahy, prikaznost hodnot — *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05,
zkratky nazva populaci viz tab. 1).

Populace N/Ng | % unik. N.=SD H D Vazebna nerovnovaha
RS 46 (39) /6 15 2,667+1,033 | 1,235 | 0,630 | 0,250*** (g), 0,366™>** (ac)
RJ 8/2 25 2,0£0 0,377 | 0,25 1
Ko 6(5)/1 20 — — — —

S 4/1 25 — — — —

L 9(7)/5 71 2,857+0,9 1,55 | 0,905 | 0,281***(g), 0,238*** (ac)
01 9(8)/4 50 2,571+0,535 | 1,255 | 0,786 | 0,423***(g), 0,377*** (ac)
02 9/5 56 3,167+0,753 | 1523 | 0,861 0,571***

03 9(8)/3 38 2,8 +0,447 0,974 | 0,679 0,822%***

F 14(9)/4 44 3,0 +0,632 1,369 | 0,833 0,118**

A 18 (15) /7 47 2,714+0,951 | 1,767 | 0,857 | 0,113*** (ac), 0,147*** (g)
Ki 15(13)/6 46 3,667+0,516 | 1,738 | 0,885 0,329***
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Vztahy mezi populacemi na zdkladé vysledkii analyzy hlavni koordinit jsou
zobrazeny na obr. 37. Podle 1. osy, vysvétlujici 70,5 % variability v souboru dat, se
na ordina¢nim diagramu do zna¢né miry oddélily skandinavské populace spolu s litevskou
kjedné strané a Ceské k druhé. Populace O3 se v ordinacnim prostoru nachazi blize
k ¢eskym populacim, coz miize byt zptisobeno vnitropopula¢ni variabilitou této populace pii
nedostate¢ném mnozstvi dat. Genotyp populace nachazejici se na Vidnavskych mokiinach je
v ordina¢nim prostoru blizko genotypu populace v NPP Ruda (stejné v 7 lokusech s jednim
z RS), zatimco kokofinska populace je blizs§i genotypu populace na Urbankové palouku
na Vysocin¢ (stejné v 6 lokusech). Nejodlehleji z ¢eskych populaci se v ordinaénim prostoru
zobrazil genotyp populace na zdpadoceské Salajné, ktery se pftifadil k centroidiim

skandinavskych populaci (kromé populace A), coz koreluje i s hodnotami parovych Fst (viz
tab. X).
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Obr. 37: Vztahy mezi populacemi (viz tab. I) na zaklad¢ analyzy PCoA. (1. osa vysvétluje
70,49 % pozorované variability a prvni 2 osy dohromady 89,36 %).

Analyza molekularni variance celého souboru dat ukazala ptiblizn¢ vyrovnany podil
variability na urovni vnitropopula¢ni, mezipopula¢ni i meziregionalni (viz tab. 1X). Struktura
variability v jednotlivych regionech (CR, severni Skandinavie) je viak vyrazn& odli§na.
Zatimco v CR drtivy podil variability pfedstavuje geneticka variabilita mezi populacemi
(95,1 %) a uvnitt je variabilita mala (4,9 %), mezi skandindvskymi populacemi z piiblizné

stejné velké oblasti je podil vnitropopulacni variability témét 70 % 1 pies to, ze
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ve Skandinavii bylo analyzovano vice vzorkl z jednotlivych trst. Vysoké parové hodnoty
fixac¢nich indext (Fsrt, resp. Rsr; viz tab. X) byly nalezeny mezi ¢eskymi a litevskou
populaci a ¢eskymi a skandinavskymi populacemi (viz obr. 38), coz odpovida zemépisné
vzdalenosti mezi oblastmi (viz obr. 14). Stejné velké i vyssi hodnoty Fst vSak byly nalezeny
i mezi jednotlivymi ¢eskymi populacemi, coz svéd¢i o zanedbatelném genovém toku mezi
Ceskymi populacemi. Na malé vzdalenosti vSak genovy tok probiha, jak potvrzuje nizka
hodnota parového Fst mezi populacemi RS a RJ (severni a jizni ¢ast NPP Ruda, jejichz
centroidy od sebe lezi cca 700 m). Mezi jednotlivymi skandinavskymi populacemi

a dokonce i mezi skandinavskymi a litevskou populaci jsou hodnoty Fsr nizsi.

Tab. IX: Vysledky Analyzy molekularni variance (AMOV A) (zkratky nazvu lokalit viz

tab. I).

Zdroj variance df | Komponenty | Variance % Fixa¢ni index
variance

Mezi skupinami populaci 2 10,693 34,28 Fcr =0,343*
Mezi populacemi uvnitf 8 10,038 32,17 Fsc = 0,490%**
skupin
Uvnitt populaci 136 10,468 33,55
Celkem 146 31,199
Mezi populacemi v CR 3 32,307 95,12 Fs7=0,951***
Uvnitt populaci v CR 60 1,659 4,88
Mezi populacemi O1-3, A, Ki 4 8,774 30,47 Fsr=0,305***
Uvnitf populaci O1-3, A, Ki 55 20,021 69,53

Tab. X: Hodnoty parovych Fst mezi populacemi (zkratky nazva populaci viz tab. I, *
oznacuje prikaznost na hladiné p<0,05).

S Ko RJ RS L A Ki F 01 02

Ko |1*

RJ 10,997* |0,976*

RS [0,963* |0,777* |0,178*

L ]0,498* |0,941* |0,918* |0,940*

A 10,678* |0,439* |0,122* |0,270* | 0,644*

Ki ]0,368* |0,647* |0,482* |0,692* | 0,273* |0,229*

F  10,525* |0,804* |0,677* |0,801* |0,321* | 0,315* |-0,054

01 ]0,460* |0,939* |0,915* |0,938* |-0,025 |0,627* |0,227* | 0,300*

02 10,273 ]0,803* |0,725* |0,859* | 0,068 |0,435* |0,054 |0,032 |0,016

O3 ]0,643* |0,641* |0,416* |0,631* |0,555* |0,047 0,103 |0,146 |0,550* |0,257*
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Obr. 38: Geneticka diferenciace mezi populacemi zalozena na parovych Fst hodnotach (viz
tab. X; CZ — populace v CR, S — skandinavské populace, B — baltska populace
Vv Litve).

Manteltiv test korelace genetickych a geografickych vzdélenosti prokazal existenci
izolace srostouci vzdalenosti (r=0,283347; p=0,026973). Naopak mezi skandinavskymi
lokalitami O1-3, A a Ki na zakladé analyzovaného souboru dat geneticka diferenciace
s rostouci vzdalenosti prokazatelné¢ neroste (r=—0,173783; p=0,391667). Geneticka vazba
byla prokazana téméf na vSech lokalitach (mimo RJ; viz tab. VIII), i kdyZ jeji vysoké
hodnoty na nekterych skandindvskych lokalitach budou spise dasledkem malého mnozstvi
analyzovanych vzorkil. Niz§i hodnoty vazebné nerovnovahy, naznacujici vyménu genetické
informace pohlavnim rozmnoZzovanim, se podafilo prokazat pouze v NP Abisko, a to i pfes
sbér vice vzorki z jednoho trsu.

S rostouci vzdalenosti v NPP Ruda klesa mnozstvi stejnych genotypti. V1. — 3.
distan¢ni tfid¢ (do 20 m) se vyskytuje pomérné velké mnoZzstvi klonti (40-50 %) a dale
mnozstvi klonil klesa (viz obr. 39). Pomérné velké mnozstvi klonli v posledni distan¢ni tfidé
je dano piitomnosti nejcastéjSiho genotypu ze severni populace v jednom trsu V jizni
populaci. Vétsi nez pravdépodobné mnozstvi stejnych genotypt bylo nalezeno do paté
distanc¢ni tfidy (mezi 50 a 200 m) (viz obr. 40).
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Obr. 39: Procenta parovych porovnani zahrnujicich stejné genotypy, které nalezi do
jednotlivych distan¢nich tiid.
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Obr. 40: Prostorova geneticka struktura populaci mechu Helodium blandowii v NPP Ruda
(primérné hodnoty Fj; vynesené vzdy do poloviny distancni tfidy, priikaznost
hodnot — *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05).

47



4 Diskuse

4.1 Regenerace

V klimaboxu regenerovaly upln¢ vsSechny zkoumané ulomky. U podobnych diive
provadénych studii se jistd mortalita projevila. Manukjanova (2011) zjistila tmrtnost
jednocentimetrovych vétvicek druhit Hamatocaulis vernicosus a Calliergonella cuspidata do
4%, zatimco jednocentimetrové konce lodyzek druhit Hamatocaulis vernicosus,
Calliergonella cuspidata, Meesia triquetra a Paludella squarrosa regenerovaly vSechny.
Poschlod a Schrag (1990) zjistili umrtnost stejné dlouhych koncti lodyzek mechta Calliergon
giganteum, Straminergon stramineum, Campylium stellatum, Scorpidium revolvens, S.
scorpioides a Aulacomnium palustre do 2 %, ovSem u vétvicek mechu Campylium stellatum
dosahovala mortalita 23 % a u druhu Scorpidium revolvens 11 %. To mize byt dano jak
regeneraénimi schopnostmi zkoumanych druhii, tak odliSnymi svételnymi, tepelnymi
a vlhkostnimi podminkami jednotlivych pokust. K odlisSnym vysledkim regeneracnich
schopnosti jednoho druhu dospéla Manukjanova (2011) pii opakovani pokusu s mechy
nasbiranymi na jinych lokalitich a drobnymi zménami v uspofadani prostoru klimaboxu.
Proto neni mozné ¢init zavéry o uspeésnosti regenerace jednotlivych druhli jednoduchym
porovnanim uvedenych rozdili. Zajimavé by bylo také zjistit, zda je zkoumany druh schopen
vyrist i z hnédych ¢asti lodyzky, jako to u jinych druhtt hnédych mechd zkoumali Poschlod
& Schrag (1990) a Manukjanova (2011).

Ze srovnani piirastkl jednocentimetrovych konct lodyzek a stejné dlouhych vétvicek
V klimaboxu vyplynulo, Ze lodyzky piirGstaly v pfepoctu na biomasu rychleji nez vétvicky
(viz obr. 21) a také v terénu byly lodyzky delsi a piezilo jich vice (viz kap. 3.1.3). Stejné
dlouh¢ fragmenty lodyZzek maji tedy zna¢nou pievahu biomasy, z niz vyrostlé ulomky
pravdépodobné v terénu vyuzivaji vétstho mnozstvi uskladnénych zivin. Délka vétevnich
fragmentti méla vliv na délku piirastkt na konci pokusu v klimaboxu (viz obr. 22). Naopak
Rincon (1988) rozdil v ptirGstku biomasy lomki lodyzek razné délky (0,3—4,5 cm) nenasel.
Diivodem mtize byt doba sledovani ptirGstki, protoZe v uvedené praci byly ulomky péti
studovanych druhi mechorosti sledovany pouze 30 dni. Po této dobé mély i fragmenty
vétvicek mechu Helodium blandowii jesté téméf stejnou délku. Divodem vétSich prirastki
delsich fragmentl snad mlze byt to, Ze po mésici ulomky vycerpaly Ziviny z okoli a pak se
projevily zasoby obsazené v biomase dvojnasobné délky. V terénu se vliv délky Glomkd
vétvicek na jejich délkovy pfiristek neprojevil, ale jednocentimetrovych vétvicek
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neprokézali autofi obdobnych studii na riznych druzich raSelinikl pifi délkdch fragmenti
0,5, 1 a 2 cm (Campeau & Rochefort 1996, Rochefort et al. 2003). Pokusné plochy tohoto
pokusu vsak obsahovaly stejnou biomasu jen rozdélenou na jiny pocet fragmentti, zatimco
v mém pokusu se v kazdém gapu nachazel stejny pocet fragmentt, ale s polovi¢ni biomasou,
tak pokusy nelze zcela srovnat. Mensi tlomky mohou mit vzhledem ke své ploSe vétsi
regenerace centimetrovych fragmenti miZze v pfipadé mého pokusu souviset také
S ptitomnosti ristového vrcholu, ktery pilcentimetrové fragmenty obsahovaly jen nékdy.
V klimaboxu byl i pies o¢ekavany vliv pfitomnosti ristového vrcholu na ptirstek v pripadé
pulcentimetrovych fragmentt vysledek na hranici pritkaznosti, ale zptsob rtstu byl vyrazné
odlisny (viz kap. 3.1.2). Fragmenty bez koncové casti byly na zacatku zdrzeny tvorbou
apikalni rastové inicidly, avSak po tfech mésicich dosdhly téméf stejnych délek. V terénu
vSak zdrzeni mize nastat v okamziku dlouhodobého zaplaveni, které brani fragmentim
v ristu (Graf & Rochefort 2010), a tim je vyfadit z regenerace. Naopak fragmenty bez
koncové ¢asti se vice veétvi a maji pak vétsi pocet vétvicek, ze kterych mohou odnozovat.
Vzhledem ktomu, ze bylo nakonec porovnavano v terénu jen 9 opakovani srovnani
jednocentimetrovych a pilcentimetrovych tllomk, nelze z terénniho experimentu délat vetsi
Zavery.

Zajimavym vysledkem pokusu v klimaboxu byl rozdil v mife tvorby rhizoidl mezi
vrcholky lodyzek a postrannimi vétvickami (viz obr. 27). To by mohlo byt v postrannich
vétvickach, které maji mensi biomasu, zpusobeno relativné rychlejSim presunem auxinu
nebo dal§ich hormonu. Stimulujici vliv auxinu na tvorbu rhizoidi u mechorosti byl
pozorovan v praci La Rue (1942). V klimaboxu byly pozorovany i rhizoidy vytvarené
odlomenymi listeCky, které se na filtracni papiry dostaly spolu s ulomky, dalsi stadia
regenerace téchto fragmentll vSak jiz nemohla byt pozorovana. Stejné jako v pokusu
Manukjanové (2011) se jednalo pravdépodobné o regenerujici buiiky pokozky lodyzky, ktera
zustala na spodni strané listkd. Skuteéna regenerace z listki (cca 50 %) byla z hnédych
mecht prokazana jen u nékterych druhti ¢eledi Calliergonaceae, napt. Calliergon giganteum
a Straminergon stramineum (Poschlod & Schrag 1990).

Pii regeneraci v klimaboxu byly narlstajici vétvicky casto ten¢i neZz plvodni
fragment a méné vétvené nez fragmenty péstované v terénu. To mohlo byt zptsobeno jak

vyssi teplotou oproti pfirodnim podminkam, jak pozorovali Sabovljevi¢ et al. (2012), tak
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Zkoumany druh byl v klimaboxu péstovan pii 19-24 °C, zatimco Poschlod a Schrag (1990)
uvadgéji pro své pokusy teplotni rozpéti 14-22 °C a Manukjanova (2011) péstovala slatiniStni
druhy pti 18 °C. Dal§im faktorem, ktery mohl mit vliv na nepfirozeny rast sledovaného
druhu v klimaboxu, je limitace zivinami (Schneider & Sharp 1962, Furness & Grime 1982).
Prestoze ulomky byly zalévany vodou ze svého plvodniho prostfedi, koncentrace
jednotlivych iontt se kvili fedéni mohly od ptirodnich podminek lisit. Navic rizné populace
riznych druhi mechorosti mohou vyzadovat jiné podminky, protoZze mechorosty mayji
schopnost zna¢nych lokalnich adaptaci (Vitt et al. 1993).

Zatimco v klimaboxu regenerovalo 100 % fragmenti, Vterénnim experimentu
vyrostly lodyzky primérné z méné nez Gtvrtiny ulomkd (viz kap. 3.1.1 a 3.1.2). Cést
fragmenti mohla odplavat, jak se stalo v praci Milsona a Rydina (2007), ale
pravdépodobnéjsi je zvySenda mortalita ilomkl zpisobend podminkami prostfedi, protoze
odplaveni branily ohradky ze siti, pfiléhajici az k povrchu substratu. Pfestoze se nepodafilo
vliv vy8ky hladiny vody na regeneraci fragmentl v terénu prokazat, bylo mozné pozorovat,
7e vetsi pocet a vetsi lodyzky narostly téméf vyhradné v gapech s hladinou vody tésné pod
povrchem (viz obr. 20). Tato vyska hladiny vody udajné¢ mechiim, které nerostou piimo
ve vod¢, vyhovuje (Campeau & Rochefort 1996, Mélson & Rydin 2007, Graf & Rochefort
2010). Fragmentiim, které ani na mistech s pravdépodobné ptiznivou hladinou vody nerostly
dobtfe, mohlo vadit kolisani hladiny vody, které pouzitou metodou a typem pasek nelze
spolehlivé zjistit. ZkuSenosti z obdobnych terénnich experimentt fikaji, ze i malé vykyvy
hladiny vody mohou mechorosty zna¢né ovlivnit (Milson & Rydin 2007, Milson et al.
2008, Stechova et al. 2012).

Ukazalo se, ze kompetice pievazné s dalSimi druhy mechorosti je pro Helodium
blandowii pravdépodobné vyznamnym problémem. Piestoze zarustani gapi raSeliniky,
jejichZ rychlosti ristu zkoumany druh stejné jako jiné hnédé mechy (Gignac 1992, Kooijman
et al. 1994) neni schopen konkurovat, bylo zabranéno pomoci siti a disledného odstraniovani
regenerujicich lodyzek, problémem se stala konkurence jatrovek Chiloscyphus profundus
a Pellia sp. V gapu dokazou pokryt cely povrch, ¢imz znemozni regeneraci zkoumaného
druhu, a jejich odstranéni bez poskozeni regenerujicich fragmentt je prakticky nemozné.

Dalsim problémem terénniho experimentu muze byt nedostatek stinu v gapech,
protoze zvlasté v Casnych stadiich, kdy hustota trsu jesté neumoziuje kapilarni vedeni vody

mezi lodyZkami v trsu, potfebuji byt mechorosty chranéné pied vyschnutim (Milson &
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Rydin 2007, Graf & Rochefort 2010). Stin v prib&éhu pokusu vytvaiely cévnaté rostliny
ponechané v gapech, na zac¢atku vSak mohl chybét, i kdyz v této dobé mély patrné pozitivni
efekt 1 samotné ochranné sité. VySsi mortalita byla na zacatku pokusu (v Iété¢ 2013)
pozorovana u predpéstovanych lodyzek, patrné nejenom vlivem chybé&jiciho stinu, ale
I nedostateéného kontaktu s vlhkou raselinou. Neptiznivy vliv vyssich teplot a vyschnuti se
ziejmé projevil také v Cervenci 2014, kdy v dobé extrémné nizkych uhrnti srazek klesl pocet
lodyzek predpéstovanych v klimaboxu i obou typd tlomkt péstovanych v terénu. Podle
nékterych autorti (Graf & Rochefort 2010) maji pfiznivy vliv na riist mechi na raselinistich
vysoké rostliny vytvarejicich trsy, ale pomoci mize i pokryv sldmou (Price et al. 1998,
Cobbaert et al. 2004, Graf & Rochefort 2010). Lepsi rist druhu Helodium blandowii ve stinu
potvrzuje i nékolik studii (Goncharova 2006, 2008, Goncharova & Sobachkin 2013),
ve kterych autofi zjistili nejvétsi délkové a véhové priristky pod korunami stromd.
Na druhou stranu byla v terénu i v klimaboxu pozorovana schopnost lodyZzek obnovit rist
po krat$i dobé sucha. Tolerance k vyschnuti je mezi mechy rostoucimi v prevazné vlhkém
prostiedi raselinist’ patrné pomérné Siroce rozsifena (Manukjanova et al. 2014).

Uspé&snost regenerace je z dlouhodobého hlediska mozné méfit az vytvorenim trsu,
protoze az takto mohou mechy na lokalit¢ dlouhodobé konkurovat ostatnim mechorostim
(Gunnarsson & Soderstrom 2007). Po roce a pul sledovani se vSak v gapech, kde alespon
nékteré ulomky regenerovaly, trsy teprve zacinaji tvofit a zvlasté délka a pocet lodyzek

predpéstovanych v klimaboxu se stale rychle méni.

4.2 Sledovani dynamiky porostu

Ve sledovaném ¢tverci byla pozorovana béhem dvou let pomérné vyrazné se ménici poloha
trstu (viz obr. 30). To odpovida difivéjsim sledovanim jinych druhti raseliniStnich mechi
provadénym na plochach 50 x 50 cm obdobnou metodikou (Stechova 2005, Velehradska
2013). Podle pravidelného pozorovani se zda, ze mech Helodium blandowii migruje podle
vySky hladiny vody a vlhkosti v zavislosti na klimatickych podminkach dané¢ho obdobi.
Svou roli pravdépodobné hraje i kompetice s ostatnimi druhy rostlin a mechorosti.
Pozorovany pokles celkové plochy zkoumaného druhu ve ¢tverci (viz obr. 31) mize byt
zpusoben populaénimi vykyvy nebo chybou pozorovani, kterd je ddna jak ne zcela
dokonalou fixaci trvalé plochy a vegetaci zakryvajici trsy, tak samotnou metodikou zékresu,

kdy ptekresleni trsti na milimetrovy papir je zatizeno subjektivnim zkreslenim.
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Pro piesnéjsi zjisténi trendu vyvoje populace zkoumaného druhu v NPP Ruda by
bylo tfeba vytycit vice ploch o velikosti maximaln€ 1 x 1 m, pfesnéji je zafixovat a
zaznamenavat je ¢astéji (jednou za mésic). Lze si pomoci také ozna¢enim jednotlivych trsi.
Presnéjsi zakres by bylo mozné pofidit pomoci digitdlnich snimkl porostu, rozdéleného
na malé ¢tverce, jak provadéli napt. Bien (1999) nebo Benavides a Jesus (2009). Vzhledem
Kk patrovitosti vegetace by vSak bylo nutné plochy pted snimkovanim posekat, coz dynamiku
sledovaného druhu mize ovlivnit a snizit tak vypoveédni hodnotu ziskanych dat o populaci

zkoumaného druhu.

4.3 Geneticka struktura populaci

Pocet variabilnich mikrosatelitovych lokusti, které se podafilo uUspé$né vyvinout
a analyzovat, odpovida podobnym studiim (napt. Hutsemékers et al. 2008b, Leonardia et al.
2013, Kophimai et al. 2014) a zda se byt pro analyzovany dataset dostate¢ny. Pro lokus AC3
se nepodatilo analyzovat vSechny vzorky z populace z Kokofinského dolu a ¢ast vzorki
Z NPP Ruda, proto je pravdépodobné, Ze se u nich nachazi mutace v misté nasedani primeru.
Lokusy obsahovaly pouze 4-9 alel s vyjimkou jediného, u kterého bylo zjisténo 19 alel (viz
tab. II) a primérny pocet pozorovanych alel na lokus se v jednotlivych populacich
pohyboval mezi 2,0-3,7 (viz tab. VIII). Tyto hodnoty tvoii nizsi ¢ast rozsahu hodnot vétSiny
ostatnich srovnatelnych studii populacni genetické variability u mechorostii (van der Velde
et al. 2001, Kophimai et al. 2011, Korpelainen et al. 2011, Leonardia et al. 2013, Kophimai
et al. 2014, Liu et al. 2014), ale pfi studiu populaci mechu Platyhypnidium riparioides byly
zjistény niz$i hodnoty obou vyse zminénych charakteristik (Hutsemékers et al. 2008b,
Hutsemékers et al. 2010). Divodem pomérné nizké genetické variability v populacich
mechu Helodium blandowii mize byt pomérné maly pocet analyzovanych vzorki
z geneticky variabiln€jSich populaci v centru rozsifeni druhu, ale i charakter vyvinutych
mikrosatelitli, protoZze napf. mikrosatelity, které maji vice opakovéni, jako vyvinuli
Leonardia et al. (2006), jsou variabilng;si.

Na vSech ¢eskych populacich kromé populaci na Rudé (Ko, S, U, V) byl nalezen jen
jeden unikatni multilokusovy genotyp (MLG), coZ miZe znamenat, Ze celd populace je
tvotena klonem jedné rostliny, ale zvlast€ na Vidnavskych mokiinach by bylo tieba toto
tvrzeni podpofit vice vzorky. V populacich v NPP Ruda (severni i jizni) bylo v 39 vzorcich
pouZzitych k této analyze nalezeno pouze 7 MLG, a tento pocet by se pravdépodobné

0 mnoho nezvysil ani po analyze dalSich vzorkd (viz obr. 35). Oproti tomu
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v severoskandinavskych populacich bylo zjisténo srovnatelné mnozstvi (4—7 genotypl) pii
8-15 analyzovanych vzorcich z populace a je pravdépodobné, ze jejich pocet by s dal§imi
analyzovanymi vzorky nartstal (viz obr. 34). Celkové bylo v populacich v NP @Qvre Dividal
zjisténo 12 MLG ve 24 vzorcich, navzdory analyze vice vzorki z trsu. Procento zjisténych
unikatnich MLG u mechu Helodium blandowii (viz tab. VIII) je srovnatelné se studii na
mechu Scorpidium cossonii (Kophimai et al. 2014). | v nejvétsi Ceské populaci (RS)
dosahuje pouze 15 %, zatimco ve Skandinavii se pohybovalo mezi 38 a 56 %, coz odpovida
hodnoté nejchudsi lokality studie na lokalitdach tropického jedodomého mechu
Acanthorrhynchium papillatum (Leonardia et al. 2013). Naopak S$vycarské populace
jednodomého druhu Scorpidium revolvens maji pouze 6-12 % MLG (Kophimai et al. 2014),
coz odpovida Ceskym populacim mechu Helodium blandowii, a mize to byt dano
pritomnosti téchto lokalit obou druhli na okraji aredl. Ve vétSin€ srovnatelnych studii
0 struktufe populaci mechii autofi nalezli 50-100 % MLG na populaci (van der Velde et al.
2001, Leonardia et al. 2013, Liu et al. 2014), n¢které ze zkoumanych mechl jsou vSak
dvoudomé, a tudiz u nich nehrozi autogamie v ramci téhoz gametofytu (Shaw 2000,
Kophimai et al. 2014).

Rovnéz indexy genetické diverzity jsou u Ceskych populaci niz$i nez
u skandindvskych (viz tab. VIII) a tento rozdil by se s dalSimi analyzovanymi vzorky
u skandindvskych populaci pravdépodobné¢ dale zvySoval kromé lokalit Fauskeeidet
a Kiruna, které se jevi byt dostate¢né prosbirané (viz obr. 34). Hodnoty Simpsonova indexu
u ¢eskych populaci jsou nizs§i také ve srovnani s jihoasijskymi populacemi mechu
Acanthorrhynchium papillatum (Leonardia et al. 2013), avSak v pfipadé populace RS
dosahuji podobnych hodnot (mezi 0,5 a 0,6) jako v fadé ostatnich studii (van der Velde et al.
2001, Korpelainen et al. 2011, Kophimai et al. 2014). Populace jatrovky Crossocalyx
hellerianus (E. Hola, nepubl. data) maji vét$i mnozstvi a vyrovnanéjsi zastoupeni genotypu,
proto hodnoty Shannonova indexu dosahuji az 4 oproti maximalni hodnoté 1,8
v analyzovanych populacich mechu Helodium blandowii (viz tab. VIII).

Vysokd mezipopulaéni a nizk4 wvnitropopulacni genetickd variabilita, zjiSténa
v ¢eskych populacich zkoumaného druhu, svédéi o izolovanosti ceskych populaci
a prakticky chybé&jicim genovém toku mezi nimi. V izolovanych malych populacich dochézi
také k fixaci alel z populaci nalezejicich ptivodné do vétsiho souvislého arealu (Templeton et
al. 1990, Gunnarsson et al. 2005) a k rychlé fixaci nové vzniklych alel. Naopak hodnoty

fixaCnich idexti mezi Svycarskymi populacemi mechu Scorpidium revolvens, které jsou také

53



na okraji arealu zkoumaného druhu, byly niz$i (okolo hodnoty 0,2), coz svédc¢i alespon
0 mensSim pietrvavavicim genovém toku mezi témito populacemi (Kophimai et al. 2014).
Izolovanost vétSiny populaci je mozné vidét jak z vysledkii PCoA na ziskanych datech (viz
obr. 37), tak ztéméf maximalnich hodnot parovych fixa¢nich indexd mezi ceskymi
lokalitami (viz tab. X). Blizkost centroidi lokalit Salajna a skandinavskych populaci
i centroidu skandinavské lokality Abisko a centroidi populaci z Rudy a Vidnavy
v ordina¢nim prostoru PCoA, stejné jako pomérné nizké hodnoty parovych Fst populaci
z Rudy a Abiska mize byt dana homoplazii, coz je vzhledem k vysoké mutacni rychlosti
mikrosatelitli pravdépodobné (Schug et al. 1997, Sun et al. 2012).

Rozdéleni vnitropopulacni a mezipopulacni genetické variability skandinavskych
populaci mechu Helodium blandowii je srovnatelné s jinymi studiemi u jednodomych
(Leonardia et al. 2013, Kophimai et al. 2014) i dvoudomych mechti (Kophimai et al. 2014;
Liu et al. 2014) a svéd¢i o tom, ze genovy tok mezi populacemi existuje, pravdépodobné
prevazné diky Sifeni spor na delsi vzdalenosti a jejich tspéSnym uchycenim, coz je u bézné
plodnych mecht casté (Kophimai et al. 2014). Vyrazné nizs§i hodnota parovych Fst mezi
skandindvskymi a litevskou populaci neZ mezi stejné¢ vzdalenymi populacemi ceskymi
a litevskou (viz tab. X a obr. 38) svéd¢i o vysSi genetické piibuznosti pobaltské
a skandinavskych populaci a pfetrvavajicim genovém toku mezi nimi, jak lze ocekavat
U populaci nachazejicich se v centru arealu rozsiteni. Tomu bezpochyby napomaha dostatek
vhodnych biotopt, které umoznuji Sifeni po kratkych usecich (step-by-step dispersal).

U geograficky blizkych skandinavskych populaci nebyla zjisténa rostouci geneticka
vzdalenost s rostouci geografickou vzdalenosti, coz mize svédc¢it o dobré Sititelnosti spor,
avSak vzhledem k nedostate¢nému sbéru dat v oblasti je potfeba vysledky interpretovat
opatrn¢€. Oproti tomu fragmentace biotoptu v jizni Casti arealu druhu jiz zfejmé presahla
hodnotu, kdy k efektivnimu genovému toku mize dochazet. Mezi témito extrémy se nachazi
populace mechu Scorpidium revolvens ve Svycarsku, kde byla zjisténa pomérné vysoka
avsak tésné prikazna korelace mezi genetickymi a geografickymi vzdalenostmi (Kophimai
et al. 2014). Spory se sice $ifi na velkou vzdalenost, ale musi se dostat vysoko do atmosféry,
coz je pro pozemni druhy obtizné (Frahm 2008), a dopadnout na holy substrat. Tyto udalosti,
pfestoze prokazateln€ existuji, jsou ndhodné a velmi vzacné, vyskytujici se jednou za desitky
let (Hutsemékers et al. 2008a).

V populacich mechu Helodium blandowii v NPP Ruda byla nalezena zfetelna

prostorova geneticka struktura (viz obr. 40). Ve srovnani s podobnymi studiemi, které vsak
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dosud byly provadény pouze na jatrovkach Barbilophozia attenuata (Korpelainen et al.
2011) a Crossocalyx hellerianus (E. Hola, nepubl. data) jsou blizce pfibuzné genotypy
rozsifeny dale (koeficienty piibuznosti Fij se blizily k nule ve vzdalenostech cca 100 m,
zatimco u zkoumané jatrovky jen do 10 m). To muze znamenat Sifeni klonti na velkou
vzdalenost. Vzhledem k absenci tvorby specifickych rozmnozovacich castic je toto $ifeni
mozné bud’ postupnym rozristanim existujicich lodyzek nebo odlomenych fragmentd nebo
Sifenim pomoci spor, vzniklych samooplozenim, které je tim pravdépodobnéjsi, ¢im bliz
jsou sobé klony a u jednodomych druhi mechli se bézné predpokladd 1 v rdmci jediného
gametofytu (Shaw 2000). To muze vysvétlit i vyssi hodnotu vazebné nerovnovahy na této
lokalité. V&tsi mnozstvi klond mize dale vést k inbredni depresi a omezené schopnosti druhu
rychle se adaptovat k ménicim se Zivotnim podminkam (Longton 1992) a nasledné k dal$imu
negativnimu ovlivnéni pocetnosti populace.

Ptitomnost malého poctu MLG, vysokd mira klonality na ceskych lokalitach
a absence prokazatelného genového toku mezi nimi svédéi o nepfiznivych procesech
Z hlediska popula¢ni genetiky, které v téchto populacich prob&hly nebo stale jesté probihaji.
MiizZe se jednat o vyrazné zmenSeni ptivodni velikosti populaci, které mohlo byt zptisobeno
zartstanim ¢i okyselovanim lokalit, ale také snizovani podilu allogamie vzhledem
Kk prostorové separaci klont ¢i snizeni reproduk¢niho tsili vlivem suboptimalnich podminek.
Tyto procesy mohou mit za nasledek nedostatecnou adaptabilitu mechi v téchto populacich
na zménéné podminky prosttedi. Odlisnost a izolovanost ¢eskych genotyptt mechu Helodium
blandowii podtrhuje vyznam ochrany vSech stavajicich populaci a jejich biotopt, protoze
jednotlivé populace jiz mohou vykazovat rozdily v adaptaci na mistni podminky, jako je

tolerance na zamokfeni ¢i zastoupeni jednotlivych iontl v prostiedi (Vitt et al. 1993).
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5 Zaver
Byly prokazany vyborné regeneracni schopnosti ohrozeného mechu Helodium blandowii
v klimaboxu 1 v terénu. Ze zkoumanych typa fragmentd regeneruji nejlépe konce lodyzek.
Vétvicky regeneruji o néco Iépe, pokud maji zachovanou koncovou cast a jsou delsi.
Zasadnim problémem piipadnych pokusti o rozsiteni zkoumaného druhu vrdmci jeho
soucasnych lokalit jsou vSak vhodné podminky k uchyceni a zabranéni kompetici. Dulezity
je tedy vybér mista pro gap a jeho tvorba a hlavné odstraniovani konkuren¢nich druhti, dokud
se nevytvoti konkurenceschopné trsy.

Populace zkoumaného mechu v Ceské republice jsou ve vét§ing piipadi tvofeny
jedingym klonem a na kazdé znich se nachazi odlisné genotypy. Pravdépodobné kvili
fragmentaci slatinistnich biotopt jsou zcela izolované a genovy tok mezi nimi neprobiha.
Omezena geneticka variabilita 1 dosud probihajici genovy tok byl prokdzan pouze v nasi
nejveétsi populaci v NPP Ruda, tvofené dvéma subpopulacemi. I tato populace vSak ma nizsi
genetickou diverzitu, nez se podafilo prokdzat na omezeném vzorku z populaci
ve Skandinavii a Litveé, u kterych genovy tok probiha a jejichz struktura genetické variability

odpovida vice ostatnim dosud publikovanym studiim.
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Priloha 1: Sledovani dynamiky porostu.
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Obr. P1: Stav ¢tverce pii zakladani 26. 8. 2012.

Obr. P2: Stav ¢tverce 22. 4. 2013.
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Obr. P3: Stav ¢tverce 28. 7. 2013.

Obr. P4: Stav ¢tverce 20. 10. 2013.
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Obr. P5: Stav ¢tverce 21. 4. 2014.
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Obr. P7: Stav ¢tverce 24. 10. 2014.

Obr. P6: Stav ¢tverce 24. 7. 2014.
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Priloha 2: Regenerace tlomki vétvi¢ek v terénu — primarni data.

1-28.6.2013 2-20.10.2013 3-21.4.2014 4-24.7.2014
vyska
East prim. délka prum. délka prum. délka prum. délka | hladiny vody
pocet [cm] pocet [cm] pocet [cm] pocet [cm] [ecm]

1/v1 0 0 0 0 4 0,5 2 1 -1
2|Vl 4 1 13 1,5 9 1,8 11 2,5 0,5
3|vli 7 1,5 15 2 16 1,5 5 1 -2
4|V1 5 0,5 6 1 5 1,7 6 3 -4
5/Vv1i 2 1 0 0 0 0 0 0 -6,75
6|Vv1 2 1 2 1,5 2 2 2 3,5 2,5
7|V1 5 2 12 3 13 1,5 15 2 -1,5
8|V1 0 0 2 1 0 0 0 0 -5
9|Vv1 5 0,5 2 1 3 0,5 4 2 -9
10| V1 0 0 9 1,5 10 2 4 2 -1,75
11|Vv1 8 1 14 1 18 1,25 17 1,5 -2,25
12| V1 1 1 13 1 7 0,75 10 1,5 -19
13 |v1 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,5
14 |v1 0 0 0 0 5 1 5 1,5 -9,5
15|Vv1 1 1 6 1,5 4 1,25 3 1 -1,5
primér 2,67 0,7| 6,27 1,07| 6,40 1,05 5,6 1,5 -4,38
1(V0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 -0,5
2/V0,5 0 0 7 2 9 1,5 6 1 -3,5
3/V0,5 3 1 6 1 7 1,5 6 1 -3,75
4|V0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 -1,5
5/V0,5 0 0 2 1 4 1,5 4 1,5 0
6 (V0,5 0 0 4 1 12 1 10 2,5 -1
7 (V0,5 0 0 6 1,5 6 1 3 2 -4
8|V0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 -13
9/V0,5 0 0 2 0,5 0 0 0 0 -7,5
10 (V0,5 0 0 3 1 4 1,25 0 0 1
11 (V0,5 2 1 8 2 8 1,8 7 15 -3,75
12 (V0,5 0 0 0 0 2 0,5 2 1 -15
13 (V0,5 4 1,5 10 2 13 1,3 7 4 -1
14 (V0,5 0 0 2 1 3 1,6 4 1,75 -6,5
15 (V0,5 0 0 1 2 1 1,5 1 2 -12,5
Pramér 0,6 0,23 3,4 1 4,6 0,96| 3,33 1,22 -4,83
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Priloha 3: Rust predpéstovanych lodyzek v terénu — primarni data.

1-20.10.2013 2-21.4.2014 3-24.7.2014
East ) prim. délka ) prum. délka ) prum. délka
pocet [cm] pocet [cm] pocet [cm]

111 7 1,5 8 1,5 4 1,5
2/1L1 15 2,5 16 1,5 14 4
3/L1 11 4 13 3 5 2,4
4|11 5 4 6 3,25 8 4
511 9 4 3 0,5 6 2
6(L1 5 2,5 2 1 3 2
711 8 3 8 3 7 1,5
8Ll 9 4 15 1 11 1,5
9/L1 13 3 14 3,5 10 5
10(L1 6 2 6 2 6 2
primér 8.8 3,05 91 2,03 7,4 2,59
1|v1 3 0,5 0 0 7 2
PARYA] 5 1,5 3 0,5 0 0
3(vV1 7 0,5 4 1 4 0,75
4|V1 2 0,5 3 1,5 2 2
5(v1 10 2 5 2,5 13 4,5
6(V1 0 0 1 0,5 0 0
7(V1 3 1,5 3 1,5 3 2
8|Vl 2 1 2 0,5 3 0,5
9(Vv1 2 1,5 1 2 0 0
10|v1 9 2 7 2 10 1,5
primér 4.3 1,1 2,9 1,2 4,2 1,33
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Priloha 4:

pocet

Obr. P8 :

pocCet

Obr. P9:

Doplijici grafy k pokustim v terénu.

o
i

o - * V1 * V0.5
| | | | | | |

2 4 6 8 10 12 14

Cas (mésice)

Primérny pocet lodyzek vyrostlych v terénu z 1 cm vétvicek (V1) a 0,5 cm
vétvicek (V0,5) v jednotlivych mésicich od zaloZeni pokusu.

)

i

o \

*l1+V1
| | | | | |
4 6 8 10 12 14

cas (mésice)

Primérny pocet piezivajicich lodyzek, vyrostlych v klimaboxu z 1 cm
konct lodyzek (L1) a vétvicek (V1), v jednotlivych mésicich od zaloZeni
pokusu.
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Priloha 5: Regenerace fragmentd v klimaboxu — primarni data.

délkal | pocet | rhizoidy| délka 2 | pocet | rhizoidy | délka3 | pocet |rhizoidy | délkad | pocet | rhizoidy
cast [cm] 1 1 [cm] 2 2 [cm] 3 3 [cm] q q
1|11 2,196752 3 0]10,28051 10 0] 31,4529 17 0
2|L1 3,095128 2 0]13,77402 11 0] 35,54478 25 0
3|L1 3,995128 8 0]19,87077 21 11]43,34641 37 2
4|L1 2,895128 4 0]14,47239 6 0] 51,02205 29 2
5|]L1 4,19188 2 0]17,16914 8 0] 36,34966 23 1
6|L1 5,645128 10 0]21,67239 26 0] 52,03829 42 0
7|L1 4,09188 3 0]15,57077 15 0] 44,14316 37 0
8|L1 3,79188 1 0]12,17402 4 0] 46,73017 33 0
9|L1 2,895128 3 0]17,26752 12 0]47,52692 33 2
10| L1 2,895128 2 0]17,56752 13 0] 39,35128 32 0
11| L1 2,395128 2 0]15,76914 14 0] 53,22205 35 1
12| L1 2,395128 2 0] 14,86914 8 0] 44,04154 29 0
13|L1 2,095128 0 0]11,87564 8 0] 42,73017 24 2
14| L1 2,795128 4 0]12,27564 9 0] 21,46427 19 0
15|11 2,695128 3 0] 15,57077 9 0] 44,63017 28 0
16| L1 3,145128 4 01]20,96427 17 0] 44,73504 33 1
17|11 3,393504 4 0]17,46752 15 0] 48,92692 38 0
18|L1 3,096752 4 0] 20,0659 17 0] 50,53179 35 0
19|L1 2,696752 5 0]18,86914 20 0] 55,82367 40 1
20| L1 2,245128 2 0]18,46427 13 0] 47,82854 35 2
21| L1 3,045128 3 0]16,17077 16 0] 46,82854 36 1
22| L1 3,195128 4 0] 18,2659 16 0] 63,10581 42 0
23| L1 2,595128 3 0]12,17564 8 0] 33,14803 23 0
24|11 2,196752 3 0]19,16752 16 0] 46,93504 36 0
25| L1 2,795128 2 0]12,67564 10 0] 19,96752 22 0
26| L1 5,490256 5 0]22,76102 18 0] 56,9253 41 3
27| L1 4,19188 3 0] 20,0659 23 0] 56,83017 45 2
28| L1 3,79188 1 0]14,47239 12 0]47,92692 37 0
29| L1 2,895128 2 0]14,17239 11 0] 45,23179 34 0
30|L1 1,396752 0 0] 14,66914 10 0] 48,02854 30 0
31|L1 2,895128 2 0]18,56427 12 2143,21068 18 0
32|L1 1,698376 5 0]15,17564 17 21 42,84316 34 2
33|L1 3,49188 0 0]17,16427 10 0] 38,84803 27 0
34|L1 4,59188 4 0]16,37077 14 0] 38,04803 32 0
35|L1 3,243504 3 0]18,16752 15 0] 39,04966 29 0
36|L1 1,6 2 0]11,38376 5 21 42,04641 29 2
37| L1 1,996752 3 0]18,77239 22 2139,34478 36 0
38| L1 2,295128 1 0]19,16427 12 0] 54,52042 36 0
39|L1 1,5 2 0]7,888632 2 1| 28,4594 18 0
40| L1 3,093504 1 0]16,86752 12 0] 50,82692 37 1
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41|11 1,098376 1 0]14,47239 10 0] 39,44641 28 0
42|11 2,895128 2 0]12,77564 10 0] 37,34154 25 0
43|11 2,096752 4 0]12,47564 12 0] 31,06265 28 0
44111 3,693504 4 0]17,66752 15 0] 44,72205 31 0
45| L1 1,098376 2 0]13,37564 13 0] 38,84641 25 2
46| L1 2,495128 1 0]14,27402 15 0] 53,02367 33 1
47|11 5,290256 4 0]14,07239 12 0] 66,39606 44 0
48| L1 2,896752 5 0]13,87726 11 0] 43,64641 31 2
49|11 3,195128 3 0]20,96265 15 0] 54,0253 34 2
50| L1 2,196752 4 0]17,27239 21 0] 48,43342 37 2
51|L1 3,393504 4 0]13,67402 13 0] 36,84803 29 0
52|L1 3,195128 5 0]19,76427 16 0] 61,21555 41 1
53|L1 3,79188 1 0] 16,7659 10 0] 50,03342 29 1
54|11 2,545128 3 0]14,17564 16 0] 38,04641 32 2
55|L1 3,393504 3 0]13,87402 14 0] 39,14803 31 2
56|L1 3,445128 5 0]18,76752 17 0] 57,02042 39 1
57|L1 1,098376 2 0]12,57564 10 0] 32,75453 28 0
58|L1 3,99188 2 0]15,97402 18 0] 42,94154 32 0
59|11 3,893504 4 0]16,57239 18 0] 45,03829 35 0
60| L1 3,193504 1 0] 17,7659 12 0] 55,61068 33 0
1|Vl 0,2 1 2 1,8 1 3 4,9 1 3
2|Vl 0,1 2 2 2,3 2 2 3,6 2 0
3|Vl 0,4 0 2 1,6 0 3 3,5 0 2
4|Vv1 0,2 0 1 1,4 0 2 3,5 1 3
5|v1 0,4 0 1 1,6 0 1 3,8 1 0
6|V1 0,1 0 2 2,1 1 3 4,5 1 0
7|V1 0,1 0 1 2,5 1 2 6,3 3 1
8|Vl 0,5 0 1 2,1 1 3 5,6 5 2
9|Vl 0,4 0 1 1,7 0 3 5,7 3 2
10|Vl 0,5 0 1 2,8 2 3 6,6 6 2
11|Vl 0,9 1 2 2,8 2 3 3,2 0 2
12|Vv1 0,6 0 1 2,4 1 2 4,8 2 2
13|Vl 0,3 0 0 1,6 0 3 4,5 2 3
14|V1 0,6 0 1 2 1 3 51 4 1
15|Vl 0,3 0 1 2,2 2 1 4,4 3 2
16|V1 0,1 0 2 1,6 0 3 3,7 0 4
17|V1 0,1 0 1 1,9 1 2 4,2 1 2
18| V1 0,8 1 1 2,7 1 1 5,8 5 1
19|Vl 0,6 0 1 2,3 1 3 4,7 2 0
20|V1 0,4 0 1 2 0 3 4,2 0 3
21|Vv1 0,7 1 1 2,9 1 2 5,2 1 1
22|V1 0,3 0 1 2,8 2 2 5,8 6 2
23|V1 0,4 0 1 1,3 1 2 3,5 1 0
24|V1 0,4 0 2 1,75 1 3 3,5 2 3
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25(v1 0,4 0 1 2,2 1 3 3,4 1 1
26| V1 0,1 0 2 1,6 1 3 3,6 2 2
27(v1 0,6 1 1 3,3 3 3 6,2 5 2
28| v1 0,5 0 1 1,5 0 2 4,6 3 3
29| v1 0,5 0 2 1,9 0 3 4,2 2 2
30|Vv1 0,3 0 1 1,7 0 3 4,5 2 2
31|v1 0,6 2 1 2,1 2 3 5,1 3 3
32|v1 0,6 0 1 2 0 3 6,9 2 2
33|v1 0,5 0 1 2 0 2 4,5 1 3
34(v1 0,1 0 2 1,8 1 1 3,5 2 1
35(v1 0,4 0 1 2 1 2 5,5 6 2
36(Vv1 0,2 0 1 1,7 1 2 3,8 1 1
37|v1 0,3 0 1 1,4 0 3 3,5 0 2
38|v1 0,4 0 1 2,4 1 2 5,5 4 0
39|v1 0,6 0 1 2,5 2 2 5,2 4 1
40| v1 0,4 0 0 2,1 2 1 6,7 7 0
a1|v1 1,1 1 1 4,1 2 2 9,2 10 2
42|v1 0,5 0 1 1,9 1 2 5,2 2 1
a3|v1 0,3 0 1 2 0 3 4,3 3 1
a4|v1 0,5 0 1 2,2 2 2 4,1 2 2
45| v1 0,2 0 1 1,8 0 3 3 1 3
46| V1 0,5 1 1 3,2 3 3 9,3 5 3
a7|v1 0,5 0 1 2 0 2 5,1 1 1
a8|v1 0,3 0 1 1,7 0 3 3,5 0 3
a9|v1 0,3 0 2 1,7 0 3 3,4 0 2
50| V1 0,2 0 2 1,3 0 3 5,4 4 2
51|v1 0,4 0 1 2,2 1 2 5 5 0
52|v1 0,2 0 1 1,5 0 2 5,1 1 2
53|v1 0,1 0 2 1,3 0 3 3 0 2
54|v1 0,3 0 2 1,8 0 3 4,7 3 3
55| V1 0,6 0 2 2,1 0 3 4,9 1 1
56| V1 0,4 0 1 2,3 1 2 5,3 6 2
57|v1 0,4 0 1 1,9 0 3 4,9 2 4
58| V1 0,6 0 2 2,8 1 3 5 3 2
59|v1 0,3 0 2 2,3 1 3 4,7 2 3
60| V1 0,3 0 1 1,5 0 2 3,4 0 1
1|vo.5s 0,3 0 1 1,7 0 3 4,5 1 3l 83 1 2
2|vo.5s 0,4 0 1 2 1 1 5,4 4 1l 62 0 4
3|vo.55 0,8 1 2 1,8 1 3 5,1 4 3l 69 4 3
4|v0.55 0,5 0 1 1,5 0 1 3,4 1 2| 62 1 2
5|vo0.55 0,1 0 1 0,9 0 2 2,7 0 1l 3,7 0 1
6|vo0.55 0,5 0 1 2,6 0 1 3,5 2 2| 77 3 1
7| vo.5s 0,4 0 1 2,1 2 2 4,5 2 1l 72 3 1
8|v0.55 0,5 0 1 1,5 0 3 3,4 0 4] 54 0 3
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9|vo0.55 0,4 0 1 1,9 0 3 5,5 4 3| 101 9 1
10| Vvo0.55 0,6 0 1 1,9 0 3 4,6 0 2| 72 0 3
11| Vvo0.55 0,2 0 2 1,4 1 3 5,1 2 4] 99 2 3
12| vo0.55 0,5 0 2 1,7 0 2 3,3 0 2l 41 0 2
13| vo0.55 0,4 0 1 2 0 3 4,6 2 3l 78 2 2
14| vo0.55 0,8 0 1 2,4 0 3 4,4 3 1l 71 6 2
15| Vv0.55 0,3 0 1 1,2 0 1 2,5 0 1l 38 0 2
16| Vv0.55 0,4 0 0 1,7 0 2 4,2 4 2| 67 4 2
17| vo0.55 0,6 0 1 2,2 1 2 3,5 3 2 77 0 3
18| v0.55 0,4 0 1 1,7 0 1 4,4 3 1| 63 4 2
19 vo0.55 0,8 0 1 3,2 2 3 7,3 9 2| 111 11 2
20 Vvo.55 0,3 0 1 1,5 0 2 2,7 2 4l 55 3 3
21| vo.55 0,4 0 1 1,8 0 2 3,3 0 2| 48 0 2
22| vo.55 0,1 0 1 1,3 0 2 3 0 3| 48 0 3
23| vo.55 0,5 0 1 1,7 0 2 3,8 1 2l 59 1 2
24| vo.55 0,6 0 1 2 1 3 3,9 2 3| 68 2 2
25| Vvo0.55 0,4 0 1 1,5 0 3 5,2 5 4l 92 5 2
26 Vvo0.55 0,8 0 1 2,4 1 2 4,1 1 2|l 66 1 1
27| vo.5s 0,5 0 1 1,8 0 2 4,7 3 2| 65 3 2
28| Vvo0.55 0,5 0 1 1,3 0 1 3,3 0 3l 54 0 2
29| vo.55 0,7 0 2 2,3 1 3 4,4 1 2l 79 1 2
30[Vvo.55 0,7 0 1 2 0 2 5,4 3 2| 77 4 2
31| vo.55 0,8 1 0 2,1 1 3 4,8 0 4l 67 3 2
32| vo.55 1,4 3 1 41 3 3 7,1 10 ol 94 12 2
33| vo.55 0,7 0 1 1,8 0 3 5 1 4l 87 1 3
34| vo.55 0,4 0 1 1,7 0 2 3,2 0 4l 31 0 2
35[Vv0.55 0,4 0 1 1,3 1 3 4,2 3 2| 62 4 1
36 Vv0.55 0,1 0 2 1,2 0 2 2,5 0 3| 47 0 3
37| vo.5s 0,4 0 1 1,9 1 2 4,3 1 1l 65 1 2
38| Vv0.55 0,6 0 1 2,1 0 1 5,1 3 3 10 3 3
39| Vv0.55 0,1 2 1 1,1 1 3 4,2 3 2| 67 3 2
40| Vv0.55 0,3 0 0 1,7 0 2 4,1 1 2| 61 2 1
41| vo.55 0,9 2 0 2,7 3 2 7,8 10 2| 145 12 1
42| vo.5s 0,4 0 1 1,6 0 2 4 3 2| 79 3 2
43| vo.55 0,3 0 1 1,8 0 2 4 0 1l 63 1 1
44|vo.55 0,4 0 1 1,9 0 2 3,4 1 4l a9 1 4
45| Vv0.55 0,3 0 1 2 0 3 3,2 0 3| 48 0 2
46| Vv0.55 0,2 0 1 1,9 1 1 6,2 2 7] B 1 3
47| vo.5s 0,4 0 0 2,1 1 1 5 1 2| 51 1 3
48| Vv0.55 0,4 0 1 1,6 0 3 2,5 1 4l 37 0 3
49 Vvo.55 0,2 0 1 1,8 0 3 2,1 0 3] 35 0 2
50(Vv0.55 0,3 0 1 1,7 0 3 4,8 2 2| 81 6 3
51 Vv0.55 0,4 0 1 1,5 0 2 3,9 2 2l 71 2 1
52| vo.55 0,5 0 1 2,2 0 2 4,7 0 2| 73 0 3
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53| V0.55 0,6 0 1 1,7 0 3 3,6 0 4 5,6 0 4
54|V0.5S 0,3 1 1 2,3 1 2 5,8 3 2 10,3 3 3
55| Vv0.5S 0,5 0 2 1,7 0 3 4,3 0 3 6,5 0 2
56| V0.55 0,4 0 1 2,7 1 1 4,9 3 1 7 2 2
57|V0.5S 0,5 0 1 1,8 0 2 3,8 0 3 5,9 0 2
58| V0.5S 0,7 0 1 1,5 0 2 5,3 2 3 8,2 6 2
59|V0.5S 0,3 0 2 1,3 0 3 4,2 2 3 4,4 2 3
60| V0.5S 0,5 0 1 1,7 0 1 3,6 0 1 51 0 1
1|Vv0.5B 0 0 1 1,8 2 2 4,8 2 3 7 2 2
2|V0.5B 0,15 1 1 0,6 1 2 3,7 1 3 6,4 5 0
3|V0.5B 0 0 0 0,5 1 1 2 1 4 3,3 1 4
41V0.5B 0 0 0 0 0 3 4,5 2 1 8,1 3 2
5]|V0.5B 0 0 0 0,9 1 1 2,5 1 2 3,8 1 2
6|V0.5B 0,1 1 1 1,4 1 2 3,4 3 1 5,7 2 2
7|V0.5B 0,1 1 1 1,1 1 2 3,5 2 2 5,1 2 2
8]V0.5B 0 0 0 1,6 3 2 4,1 3 2 7,2 3 3
9|V0.5B 0 0 0 1 1 3 3 1 2 4,6 2 2
10| vV0.5B 0 0 1 0,8 1 3 2,8 1 3 4,6 1 4
11| V0.5B 0,15 1 1 1,5 1 3 3,5 1 4 7,4 2 4
12| Vv0.5B 0,1 1 0 1,6 2 2 3,5 2 3 6,5 3 3
13| VvO0.5B 0,05 1 0 0,8 1 1 2,4 1 2 4,3 1 1
14|V0.5B 0,1 1 1 1,3 1 3 2,9 1 2 4,7 1 3
15]|V0.5B 0,1 2 0 1,3 2 1 2,5 2 1 4,6 2 2
16|V0.5B 0,15 2 0 1,6 2 2 3,5 3 4 6,2 3 3
17|V0.5B 0,1 2 0 2,7 3 3 6,3 3 3 10,6 3 2
18|V0.5B 0,4 5 1 1,3 2 2 6,1 7 4 6,6 7 3
19|V0.5B 0 0 0 0,5 2 3 3 3 4 6,2 4 3
20| V0.5B 0,15 2 0 2 2 3 3,8 2 4 6,5 2 4
21|V0.5B 0 0 0 0,6 2 3 2,3 2 2 3,9 2 1
22|V0.5B 0 0 0 0,5 1 1 2 1 3 3,4 1 4
23|V0.5B 0 0 1 1,1 1 2 2,6 1 2 4,8 1 3
24|V0.5B 0,15 2 0 1,7 2 3 4,5 2 3 8 2 3
25|V0.5B 0,25 4 0 1,7 3 2 3,7 4 4 8,5 3 3
26|V0.5B 0,1 1 1 1,2 1 3 5 7 2 9,4 7 2
27|V0.5B 0 0 1 1,3 3 2 3,5 5 3 4,8 4 2
28|V0.5B 0,2 2 0 1,3 2 3 3,9 2 2 5,7 2 2
29|V0.5B 0 0 1 0,5 2 3 1,9 2 4 4 5 3
30| V0.5B 0,05 1 0 1 1 2 3,2 2 2 5,8 2 2
31|V0.5B 0,05 1 0 0 0 1 0,4 1 2 5,3 1 3
32|V0.5B 0,75 1 1 3,3 2 3 5,9 3 0 13,2 3 0
33|V0.5B 0,15 2 0 1,4 2 2 3 2 2 4,9 2 3
34|V0.5B 0 0 0 1,8 3 3 4 3 2 5,4 3 2
35]|V0.5B 0 0 0 0,7 2 1 2,4 2 4 2,8 2 5
36|V0.5B 0 0 0 0,1 1 3 0,8 1 3 1,5 1 3
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37|vo.58 0 0 1 0,6 1 3 4,2 2 2| 67 3 0
38| Vv0.5B 0,2 2 0 1,6 2 2 3,3 1 4l 85 2 5
39| vo0.58 0,15 1 1 1,4 1 3 4,1 3 3] 65 2 3
40|vo.58 0,15 1 0 1,5 1 2 5,1 3 2| 56 3 4
41|vo.58 0,5 1 0 1,6 1 2 3,3 2 4] 65 2 4
42|vo.58 0,1 1 0 1,2 1 1 3,2 1 2| 52 1 2
43|vo.58 0,15 1 0 1,3 1 0 3,1 1 o] 56 1 2
44|vo.58 0,15 2 1 1,2 2 2 2,6 2 2 31 2 1
45|Vvo0.58 0 0 0 0,4 2 3 2,5 1 4l 53 2 3
46| Vvo0.58 0,15 1 0 1,3 1 2 5 4 3| 86 4 3
47|vo.58 0,15 2 0 2 2 3 5 2 3| 109 2 3
48| vo.58 0 0 0 1 1 2 2,1 1 4l 3.2 1 3
49|vo.58 0,1 1 0 1,3 1 2 2,3 1 1| 34 1 2
50| Vv0.5B 0 0 0 0,1 1 3 1,8 1 3 33 1 4
51| Vv0.5B 0,15 2 0 1,6 2 2 3,1 2 4l 76 3 1
52| v0.5B 0,05 1 1 2,4 2 2 3,5 1 3l a9 1 3
53| Vv0.5B 0,1 1 0 1,5 3 2 3,7 5 0 6 5 2
54|Vv0.5B 0 0 1 1,3 2 2 4 6 2| 65 6 3
55| Vv0.58 0 0 2 1 1 3 3,5 1 3 6 1 2
56| V0.5B 0 0 0 0,2 1 2 1,3 1 4l 16 1 5
57| vo0.58 0 0 0 0,6 3 2 3,5 4 4l 46 4 4
58| Vv0.5B 0 0 0 1,4 2 2 4,5 2 4] 84 2 3
59| Vv0.5B 0,05 1 0 1,3 1 3 3,3 1 3l 66 1 3
60| Vv0.5B 0 0 0 0,5 1 2 1,8 1 3l 32 1 1
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Priloha 6: Genetickd struktura populaci — primarni data (-1 = chybé&jici data).

Cislo
Lokalita | vzorku AC3 AC4 G-AC9 | AC9-AC | GT15 GT49 CT104 CT141
U Ul 8 38 8 9 13 13 18 10
\Y) V1 10 23 10 10 14 11 16 12
\Y) V2 10 23 10 10 14 11 16 12
S S2 13 23 10 8 14 12 19 22
S S3 13 23 10 8 14 12 19 22
S S4 13 23 10 8 14 12 19 22
S S5 13 23 10 8 14 12 19 22
Ko K2 -1 35 8 9 13 13 18 10
Ko K3 -1 35 8 9 13 13 18 10
Ko K4 -1 35 8 9 13 13 18 10
Ko K5 -1 35 8 9 13 13 18 10
Ko K6 -1 35 8 9 13 13 18 10
Ko K7 -1 -1 8 9 13 13 18 10
L L1.1 14 23 9 10 15 8 16 23
L L1.1b 12 29 10 10 14 9 19 19
L L1.1c 12 29 10 10 14 9 19 19
L L1.2 11 -1 10 10 14 9 19 22
L L1.2b 11 23 10 10 14 9 19 22
L L1.2c 11 -1 10 10 14 9 19 22
L L1.3 13 27 10 10 14 11 19 23
L L1.3b 13 22 10 10 14 9 16 19
L L1.3c 13 27 10 10 14 11 19 23
A Al 12 23 10 10 15 10 19 12
A Alb 12 23 10 10 15 10 19 12
A Alc 12 23 10 10 15 10 19 12
A A2 13 -1 10 11 15 13 16 12
A A2b 13 24 10 11 15 13 16 12
A A2c 12 33 10 10 17 9 16 12
A A3 13 -1 10 10 15 11 16 22
A A3b 13 34 10 10 15 11 16 22
A A3c 13 34 10 10 15 11 16 22
A A4 12 -1 10 10 15 11 19 12
A Adb 12 30 10 10 15 11 19 12
A Adc 12 30 10 10 15 11 19 12
A A5 14 24 10 10 15 9 19 12
A A5b 14 24 10 10 15 9 19 12
A A5c 14 24 10 10 15 9 19 12
A A6 14 24 10 10 15 9 19 12
A A6b 14 24 10 10 15 9 19 12
A Abc 17 24 10 10 15 11 16 12
Ki c1 12 16 10 10 14 13 19 21
Ki Cilb 12 16 10 10 14 13 19 21
Ki Cic 12 16 10 10 14 13 19 21
Ki C2 13 -1 10 10 15 8 18 19
Ki C2b 13 27 10 10 15 8 18 19
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03 012b 12 29 10 10 15 11 16 19
03 012c 12 29 10 10 15 11 16 19
RJ R30 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R31 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R32 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R33 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R34 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R35 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R37 13 23 9 10 14 11 19 12
RJ R39 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R40 11 22 10 10 15 9 19 12
RS R41 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R42 11 25 10 10 15 8 19 12
RS R43 11 25 10 10 15 8 19 12
RS R45 -1 23 10 10 14 12 19 12
RS R46 -1 25 10 10 14 12 19 12
RS R47 -1 23 10 10 14 11 19 12
RS R48 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R49 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R50 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R51 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R53 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R57 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R58 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R59 13 23 11 10 14 11 19 12
RS R60 13 23 11 10 14 11 19 12
RS R61 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R62 13 23 11 10 14 11 19 12
RS R63 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R64 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R65 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R66 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R67 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R68 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R69 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R70 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R71 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R72 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R73 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R74 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R75 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R76 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R77 13 23 11 10 14 11 19 12
RS R78 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R79 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R80 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R81 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R84 -1 23 10 10 14 12 19 12
RS R85 -1 23 10 10 14 12 19 12
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RS R87 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R88 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R89 13 23 10 10 14 11 19 12
RS R90 13 24 10 10 14 9 15 12
RS RIO1 -1 23 11 10 14 11 15 12
RS R92 13 23 10 10 14 12 19 12
RS R94 -1 23 10 10 14 12 19 12
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Priloha 7: Fotografie.

Obr. P11: Lodyzky narostlé z 1 cm vétvic¢ek v terénu po 6 mésicich (20. 10. 2013).
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Obr. P15: Lodyzky narostlé z 1 cm vétvic¢ek v terénu po 15 mésicich (24. 7. 2014).
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Obr. P17: Ptirastky fragmentt v Klimaboxu po 23 dnech (31. 5. 2014).
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Obr. P18: Piirastky fragmentt v klimaboxu po 23 dnech (31. 5. 2014).

Obr. P19: Piirastky fragmentt v klimaboxu po 51 dnech (27. 6. 2013).
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Obr. P20: Ptirastky fragmentti po 51 dnech (27. 6. 2013).

Obr. P21: Piirtstky fragmentt piivodné 0,5 cm dlouhych vétvicek s a bez konce po 56
dnech v klimaboxu (2. 8. 2013 vpravo).
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Obr. P22: Predpéstované lodyzky po 1 mésici v terénu (28. 7. 2013).
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Obr. P23: Predpéstované tlomky konct lodyzek po 4 mésicich v terénu (20. 10. 2013).
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