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Abstrakt

V Ceské republice jsou rozsifeny dva taxony rodu Ficaria, diploidni F. calthifolia (2n =
2x =16) a tetraploidni F. verna subsp. verna (2n = 4x = 32), které na mistech
spole¢ného vyskytu hybridizuji za vzniku triploidniho cytotypu (2n = 3x = 24).
Predlozend prace je zaméfena na studium cytogenetickych a biologickych vlastnosti
zapéstovanych rodi¢ovskych taxonti a jejich hybrida ziskanych z fady lokalit z Ceské
republiky a pftilezitostné 1 z dalSich evropskych lokalit. Metodou prutokové cytometrie
byl potvrzen vyskyt vSech 3 cytotypti a odhadnuta primérnd velikost genomu (ze 147
jedinct, z nichz kazdy byl méfen 1x/ 47 jedinct, z nichz kazdy byl méfen 3x) pro F.
calthifolia 2C DNA = 15,23/14,37 pg, F. verna subsp. verna 2C = 32,15/30,34 pg, F.
calthifolia x F. verna subsp. verna 2C = 23,56/21,72 pg (a F. verna subsp. fertilis 2C =
20,58 pg, ktera pochazela z Velké Britanie). Byly prokazany rozdily ve viabilité¢ pylu a
velikosti pylovych zrn mezi cytotypy, viabilita klesala v pofadi F. calthifolia — F.
verna subsp. verna — F. calthifolia x F. verna subsp. verna a velikost pylu v pofadi F.
verna subsp. verna — F. calthifolia x F. verna subsp. verna — F. calthifolia. Nejvice
neabortovanych nazek tvofil taxon F. calthifolia a nejméné taxon F. verna subsp. verna.
F. verna subsp. verna tvofila vice pacibulek nez F. calthifolia x F. verna subsp. verna,
které dosahovaly i1 vét§i hmotnosti. V parametrech, které maji vztah k asexuélni
reprodukci (délka lodyhy, pocet nodd a pocet pacibulek na nod), se F. verna subsp.
verna a kiizenec nelisily. F. calthifolia vstupovala do vsech fenofazi jako prvni, poté F.
calthifolia x F. verna subsp. verna a nakonec F. verna subsp. verna. F. calthifolia a F.
verna subsp. verna ukoncovaly jednotlivé fenofaze ptiblizné ve stejny Cas, kiizenec F.

calthifolia x F. verna subsp. verna pozdéji..

Kli¢ova slova: Ficaria, hybrid, velikost genomu, viabilita, sexualni a asexualni

romnozovani, fenologie
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Abstract

In the Czech Republic there occur two taxa of the genus Ficaria, uncommon diploid F.
calthifolia (2n = 4x = 32) and common tetraploid F. verna subsp. verna (2n = 2x = 16).
in the zone of local contact the species hybridize and form triploid hybrid (2n = 3x =
24). The present work is focused on the study of cytogenetic and biological features of
parental taxa and their hybrid sampledat a number of sites in the Czech Republic and
occasionally also from some other European countries. Flow cytometry confirmed
occurrence of three cytotypes corresponding to the three mentioned taxa and estimated
their genome size (from 147 individuals, each of which was measured 1x/47
individuals, each of which was measured 3 times) as follows: F. calthifolia 2C DNA =
15.23 / 14.37 pg, F. verna subsp. verna 2C = 32.15/ 30.34 pg, F. calthifolia x F. verna
subsp. verna 2C = 23.56 / 21.72 pg. Additionaly, genome size of F. verna subsp. fertilis
, Which came from two populations from the United Kingdom, was estimated (2C DNA
= 20.58 pg). Differences were shown in the viability of pollen and pollen grain size
between taxa, pollen viability decreased in the order F. calthifolia — F. verna subsp.
verna — F. calthifolia x F. verna subsp. verna and size of pollen in order F. verna
subsp. verna — F. calthifolia x F. verna subsp. verna — F. calthifolia. F. calthifolia
formed regularly well — developed achenes (on avergae 12 achenes non-aborted per
flower) while both F. verna subsp. verna and hybrid were mostly seed-sterile. Both F.
verna subsp. verna and hybrid formed bulbils in leaf axils but the former produce more
and heavier bulbils than the later.. F. verna subps. verna and hybrid F. calthifolia x F.
verna subsp. verna did not not differ in the some traits related to the asexual
reproduction (stem length, number of nodes and the number of bulbils per node). F.
calthifolia entered each phenological stages as the first, F. calthifolia x F. verna subsp.
verna was phenologically intermediate and F. verna subsp. verna was the last taxa
entering respective phenophase. However, flowering overlaped among all taxa studied,

therefore all taxa can freely cross.

Keywords: Ficaria, hybrid, genome size, viability, sexual and asexual reproduction,

phenology
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1 UVOD

1.1 Charakteristika rodu Ficaria

Rod Ficaria (Huds.) L. Bensou — orsej (¢eled” Ranunculaceae) — zahrnuje terestrické
vytrvalé byliny s bilymi adventivnimi kofeny, v ranéjSim stadiu tenké, v pozdé&jSim
stadiu nevétvené kyjovité ztlustlé kofenové hlizy dlouhé 5 — 100 mm. Lodyha 3 — 20
cm, vétvena, sjednim nebo dvéma listy v opozici. Tvar listové Cepele je celistvy,
povrch leskly, tmave zeleny, na délku a Sitku majici 5 — 50 mm. Bazalni 2 — 4 listy tvori
volnou razici, jsou dlouze fapikaté, srdcité, listy na lodyze byvaji kratce rapikaté. Kvéty
maji v priméru okolo 20 — 30 mm, rostou jednotlivé v terminalni ¢asti lodyhy a obvykle
jsou oboupohlavné, v nékterych populacich se vyskytuji ale i rostliny vytvarejici pouze
sam¢i kvéty (obvykle diploidni), které maji vétsi korunni listky s mnozstvim
abortovanych ¢i chybégjicich ty¢inek a pestikil a jsou bez nektaru, nékteré tetraploidni
rostliny na druhou stranu vytvaieji pouze samici kvéty, které jsou mensi nez
hermafroditni (Marsden — Jones, 1935; Taylor & Markham, 1978). Kvéty maji 3 vejcCité
kalisni listky nazelenalé barvy, obvykle 8 korunnich listkt, které jsou 2x delsi nez
kali$ni, podlouhlé nebo kopinaté, jasné citronové Zluté barvy, na vnéjsi strané jsou
matné a na vnitini lesklé. Mnozstvi ty¢inek a pestiki je rizné od 5 do 72, pylové zrno je
trikolpatni. Pokud dojde k oplozeni, vyviji se vejcovité, kylnaté nazky (Taylor &
Markham, 1978). Orseje patii mezi geofyty, vytrvalé efemeroidni byliny, které kvetou
od bifezna do kvétna a zbytek roku pietrvavaji ve formé pacibulek a kofenovych hliz v
padé (Reisch & Scheitler, 2009; Jung et al., 2008).

Rod Ficaria (resp. zastupci rodu) byl dlouhou dobu neuznavan jako samostatny
rod, a ve vétsiné literatury byl fazen do rodu Ranunculus jako Ranunculus ficaria s. .
(Towpasz, 1971), resp. do samostatného podrodu Ficaria, popf. sekce Ficaria v ramci
rodu Ranunculus (napt. Tutin et al. 1964, 1993). Vzhledem k velkému poctu
publikovanych jmen na riznych taxonomickych urovnich vznikaly riizné nesrovnalosti
v uziti jmen a Cerpat z takovych zdroji je velmi obtizné (Ovczinnikov, 1937; Janchen,
1949 in Horandl et al., 2005). O objasnéni a sjednoceni nomenklatoriky a typifikaci se
pokusil Sell (1994), zaméfil se na vyhledavani dostupnych materialdi, podle kterych
autofi taxon popisovali, s ohledem na fakt, ze autor taxonu neni vzdy autorem popisu,
proto metodu rozsifil o korespondenci s dosud Zijicimi autory (Sell, 1994). Sell (1994)

se na zadklad¢ studia herbatfovych dokladii a rostlin v terénu i v kultufe, pozorované
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vysoké fenotypové variabilit¢ a Castém vyskytu intermedialnich znakd rozhodl
povazovat tento agregatni taxon za jeden druh v ramci rodu Ranunculus (Ranunculus
ficaria L.) s péti poddruhy (Sell, 1994). Analogicky koncept byl pouzit pti zpracovani
komplexu v dile Flora Europea, kde je opét rozlisovano celkem 5 poddruhd (Tutin et
al.,, 1964, 1993). Prestoze se ekologické naroky a distribuce poddruhii vzajemné
prekryvaji, maji tendenci se jedna od druhé odliSovat (Sell, 1994): 1) Ranunculus
ficaria subsp. ficaria (dle nejnovéjsiho taxonomického pojeti Laegaard et al. (2001) a
Stace (2009) F. verna subsp. fertilis (Lawralrée ex Laegaard) Stace)) s rozsifenim
v zapadni Evropé, na vychod kjizni Italii, 2) Ranunculus ficaria subsp. bulbifer
Lambinon (F. verna subsp. verna), jehoZz severni hranici celkového rozsifeni tvoii
zhruba 60° severni §ifky (od jizniho Norska, Svédska a Finska) a rozsifuje se na vychod
po 60° vychodni délky. Jizni vyskyt zasahuje k Cernému moii, Makedonii, Albanii,
severni Sicilii, Sardinii, severnimu Spanélsku a Portugalsku. 3) Ranunculus ficaria
subsp. calthifolius (F. calthifolia Reichenb.) vyskytujici se oblasti stiedni Evropy, Italie,
Balkanského poloostrova, Kavkazu a Malé Asie. 4) Ranunculus ficaria subsp.
v Recku a na Krété a 5) Ranunculus ficaria subsp. ficariiformis (F. verna subsp.
ficariiformis (F. W. Schultz) B. Walln.) s rozsifenim v jizni Evropé (Taylor &
Markham, 1978; Sell, 1994, Laegaard, 2001, Stace 2009).

Dle nejnovéjsich poznatkl je na zakladé jadernych a chloroplastovych markerti
rod Ficaria vy¢lenén z rodu Ranunculus s. s. (Horandl et al., 2005, Emadzade et al.,
2010) a toto &lenéni bylo akceptovano i v nejnovéjsim check-listu flory CR (Danihelka
et al., 2012). Rod Ficaria se od rodu Ranunculus 1isi i mnoha morfologickymi znaky:
kalich nej€astéji 3- cetny, koruna 8- a viceCetna, nazky maji dobfe vyvinutou
sklerenchymatickou vrstvu, jsou bezzobanné a neobroubené¢, blizna téméf piisedla,
dimorficky charakter kotene, kliceni nazky jednou d€lohou (Horandl et al., 2005). Pro

prehlednost budu ve své praci dale uzivat nového taxonomického pojeti (viz tabulkal):



Tab. 1: Srovnani mezi star§im taxonomickym pojetim (Sell, 1994) a novym

taxonomickym pojetim (Laegaard, 2001; Horandl et al., 2005; Emadzade et al., 2010).

Starsi taxonomické pojeti (Sell, 1994) Nové taxonomické pojeti (Laegaard, 2001; Horandl et al.,
2005; Stace 2009; Emadzade et al., 2010)

Ranunculus ficaria subsp. calthifolius Ficaria calthifolia Reichenb.

(Reichenb.) Arcangeli

Ranunculus ficaria subsp. bulbifer Ficaria verna Huds. subsp. verna

Lambinon

Ranunculus ficaria subsp. ficaria Ficaria verna Huds. subsp. fertilis (Lawralrée ex Laegaard)
Stace

Ranunculus ficaria subsp. Ficaria verna Huds. subp. chrysocephala (P. D. Sell) Stace

chrysocephalus P. D. Sell
Ranunculus ficaria subsp. ficariiformis Ficaria verna Huds. subsp. ficariiformis (W. F. Schultz) B.
(F. W. Schultz) Rouy & Fouc. Walln.

Pozn. k tabulce: Zjistilo se (Laegaard, 2001), Ze typova polozka Ficaria verna neni
diploidni rostlina (tedy piedpokladana Ficaria verna subsp. verna), ale tetraploidni
rostlina (~ F. verna subsp. bulbifera), tedy vlastné ze jméno F. verna subsp. verna ma
byt pouzito pro cibulkaty tetraploidni taxon uvadény pod jménem F. verna subsp.
bulbifer(a) a diploidni rostliny uvadéné pod nazvem F. verna subsp. verna se maji nyni
oznacovat jako F. verna subsp. fertilis (Laegaard, 2001; Stace, 2009; viz tabulka vyse).
Zaroven je druhy diploidni taxon (dfive Casto oznaCovany jako Ranunculus ficaria
subsp. calthifolius (Reichenb.) Arcangeli) povazovan za samostatny druh (Ficaria
calthifolia Reichenb.)

Zastupci rodu Ficaria se vyskytuji v diploidnim (2n = 16), triploidnim (2n = 24) a
tetraploidnim (2n = 32) stavu (Pogan & Wocisto, 1974). Mezi diploidy patii F.
calthifolia a F. verna subsp. fertilis a mezi tetraploidy F. verna subsp. verna, F. verna
subsp. chrysocephala a F. verna subsp. ficariiformis. Jedinci s triploidni sadou
chromozomt jsou pravdépodobné kiizenci mezi diploidy a tetraploidy a nemaji vlastni
védecké jméno (Sell, 1994). Gill et al. (1972) zaznamenal vyskyt B-chromozomi u
diploidnich rostlin, ale ne u triploidnich a tetraploidnich. Populace, které obsahovaly az
7 B — chromozom, byly nalezeny pouze ve vzorcich odebranych z lokalit ve Velké
Britanii jizn€ od Manchesteru. Frekvence vyskytu B — chromozomi byla kolem 55 %.
Gill a jeho kolegové nezjistili, zda na takové jedince plisobi vyskyt B-chromozomi
pozitivné nebo negativné (Gill et al., 1972). Dalsi studie prokazaly, Ze ve srovnani

s diploidy, ktefi B — chromozomy neobsahuji, maji leps$i schopnost vegetativni



reprodukce rozpadem kotenovych hliz a kvetou cca o 2 tydny diive (Pogan & Wcisto,
1981D).

Sell (1994) rozélenil taxony do dvou skupin v zavislosti na velikosti jejich kvéta
a pfitomnosti ¢i absenci pacibulek v pazdi listi. Prvni skupina obsahovala 3 taxony
s malymi kvéty, z toho dvé (F. calthifolia a F. verna subsp. fertilis), které nevytvari
pacibulky a jednu (F. verna subsp. verna) pacibulky vytvarejici. F. calthifolia ma
kratky neolistény stvol a listy béhem kveteni vytvaii pfizemni riizici, zatimco F. verna
subsp. fertilis se rozsifuje do prostoru stejné¢ jako subsp. bulbifera pomoci dlouhych
olisténych lodyh. Druha skupina obsahovala 2 poddruhy s velkymi kvéty, F. verna
subsp. ficariiformis, ktera vytvaii pacibulky v pazdi lista a F. verna subsp.
chrysocephala, ktera pacibulky nevytvaii (Sell, 1994). Pacibulky v pazdi listi se
vytvareji az po odkvétu, pro determinaci je nutné pozorovat rostliny béhem celého
vegeta¢niho obdobi (Heywood, 1961). Pacibulky poddruhti se od sebe tvarové lisi, F.
verna subsp. verna vytvaii kulovité pacibulky a F. verna subsp. ficariiformis pacibulky
elipsoidni.

Bylo prokazano, ze bezpacibulkaté rostliny (F. verna subsp. fertilis a subsp.
chrysocephala) se dovedou rozmnozovat i apomikticky. Po odstranéni prasnikt a
ochranou pied cizosprasenim vznika souplodi tvofené dobie vyvinutymi i abortovanymi
nazkami, které se vytvaieji stejnym zplisobem jako u rostlin, které byly opyleny. Dobie
vyvinuté nazky byly prozkoumany pod mikroskopem a bylo zjisténo, ze vznikaji mala
nezivotaschopnd embrya, velka a dobfe vyvinuta embrya a v nékterych piipadech
embryo v nazce zcela chybi. Ve vSech piipadech kromé toho bez embrya byl prokazan
vyskyt dobfe vyvinutého endospermu (Metcalfe, 1939). Problematice apomixie v rodé
Ficaria vSak nebyla vénovana dalsi pozornost a chyb¢&ji podrobnéjsi informace (Gregor,

2013).

1.2 Charakteristika triploidnich jedinct rodu Ficaria

Na lokalitach, kde se vyskytuji smiSené populace rodi¢ovskych taxonid F. calthifolia a
F. verna subsp. verna nebo F. verna subsp. verna a F. verna subsp. fertilis, mohou
vznikat triploidni jedinci (2n = 3x = 24). Pogan & Wcisto (1974) ptedpokladaji, ze se
jedna o mezidruhové hybridy, cemuz nasvédcuje nizka fertilita pylu 1 morfologie. Tento
pfedpoklad je podporovan vysledky experimentalniho kiiZeni, které provedli Mardsen —
Jones & Turrill (1952). Tito autofi mezi sebou kiizili tetraploidni taxon F. verna subsp.

verna a diploidni taxon F. verna subsp. fertilis. Potomstvo vzniklé kiizenim F. verna
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subsp. fertilis x F. verna subsp. fertilis se skladalo z nékolika rostlin, vétSina byla
diploidni s vyjimkou jedné rostliny nesouci pacibulky, ktera byla triploidni (Mardsen —
Jones & Turrill, 1952). Citovana prace vSak velmi nejasné resp. nepiesné referuje jak o
designu opylovacich pokusi, tak o vlastnostech potomstva, a je tedy obtizné jeji zavéry
blize interpretovat. Triploidni jedinec vznika splynutim redukovanych gamet (v tomto
ptipadu 2Xx + 1x) a dale se vytvaii triploidni zygota, ktera byva Casto nestabilni, mize
byt bud’ sterilni nebo fertilni, vznikly dospé€ly triploid mize produkovat gamety, které
mohou mit riizné chromozomové ¢islo (n = x, 2x, 3x) (Ramsey & Schemske, 1998). Jak
jiz bylo zminéno vyse, triploidi rodu Ficaria jsou vétSinou téméf sterilni, béhem
mikrosporogeneze i makrosporogeneze dochazi k cetnym poruchdm, misto tetrad se
tvoii rizné uni- a multivalenty, zarode¢ny vak mize obsahovat rizny pocet jader.
Béhem sporogenezi vznikaji spory cytologicky i geneticky nevyrovnané s riznym
poctem chromozomu (n = 5 — 26). Obecné se prumérna fertilita pylovych zrn triploidd
pohybuje okolo 31,9 % (autotriploidi 39,2 % a alotriploidi 23,7 %) (Ramsey &
Shemske, 1998; Husband, 2004; Soltis & Soltis, 2009). Triploidni rostliny rodu Ficaria
nalezené v Britanii vykazovaly viabilitu pylu kolem 5 — 28 %, triploidni rostliny rodu
Ficaria v Portugalsku kolem 77 % (jednalo se o triploidy bez pacibulek, tedy nejspise o
autotriploidy). Nicméné vzacné muze dojit ke vzniku zivotaschopné zygoty a semene,
které je schopné vyklicit. AvSak vétSina nazek triploidi je abortovana, diky cemuz se
tito polyploidi rozmnozuji predevsim fragmentaci kofenovych hliz a pacibulkami
tvoficimi se v pazdi listt (Pogan & Wcisto, 1981a).

Vyskyt triploidniho cytotypu (F. calthifolia x F. verna subsp. verna) byl poprvé
zaznamenan botanikem Loschingem v Polsku, pozdéji byl vyskyt triplodniho cytotypu
(F. verna subsp. fertilis x F. verna subsp. verna) zaznamenan ve Velké Britanii
(Marsden — Jones & Turill, 1952), Portugalsku, Italii (Pogan & Wcisto, 1983). Rozsahlé
karyologické studie v rodu Ficaria byly provedeny britskymi a polskymi autory (Gill et
al., 1972; Pogan & Wcisto, 1974; 1981ab; 1983; 1988). N¢kteii triploidi jsou stejné jako
tetraploidi schopni tvofit pacibulky v pazdi listi, tyto pacibulky jsou mensi a tvofi se

vV men§im mnozstvi neZ je tomu u tetraploidi (Gill et al., 1972; Pogan & Wcisto, 1983).

1.3 Charakteristika rodu Ficaria Schaeff. na tizemi CR

Na tzemi Ceské republiky se vyskytuji 2 zastupci rodu Ficaria — F. calthifolia a F.

verna subsp. verna (Danihelka et al., 2012).
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Ficaria verna Huds. subsp. verna (2n = 32) — orsej jarni hliznaty (nejcastéji
uzivané synonymni nazvy: Ficaria verna Huds. subsp. bulbifera A. Love et F. Love,
Ranunculus ficaria var. bulbifer [bulbifera] Albert in Albert & Jahandiez, R. ficaria var.
sunuata Horwood, F. bulbifera (A. & D. Léve) J. Holub) — tvoii v pazdi list
rozmnozovaci pacibulky, lodyhy kofenujici, vystoupavé a viceClankové, z lodyhy
vyrusta vétSinou jedna olisténa kvétni stopka, netvofi pfizemni riizici, nazky v souplodi
10 — 15, nazky jsou casto zakrnélé, proto se rostliny rozmnozuji hlavné vegetativné
pomoci vegetativnich propaguli - pacibulek z pazdi listi. Listy okrouhlé, lesklé, tmave
zelené, smérem ke kvétu se zmensujici (Kfisa in Hejny & Slavik, 1988; Kubat et al.,
2002). Vyskytuje se na vlhkych stinnych mistech v listnatych lesich, vlhkych loukach,
sutovych lesich a kiovinach. Je diagnostickym druhem svazu Alnion incanae a asociaci
Ficario vernae — Ulmetum campestris, Pruno padi — Fraxinetum a Rhamno catharticae
— Cornetum sanguinae (Chytry, 2013). Vyskytuje se na celém tzemi CR, nejhojngji
V planarnim a kolinnim stupni, téZ se vyskytuje v suprakolinnim stupni a roztrousené az
do submonténniho stupné - fytogeografické oblasti termofytika a mezofytika (Kiisa in
Hejny & Slavik, 1988 ; Kubat et al., 2002). Ficaria verna subsp. verna je klasifikovana
jako stfedoevropsky druh (Taylor & Markham, 1978).

Ficaria calthifolia Reichenb. (2n = 16) — orsej jarni blatoucholisty (nejcastéji
uzivané synonymni nazvy: Ficaria verna subsp. calthifolia Reichenb., Ficaria
calthifolia [calthaefolia] Reichenb., Ranunculus ficaria var. calthifolia (Reichenb.)
Guss., R. calthifolius (Reichenb.) Jordan, F. nudicaulis Kerner) - v pazdi listi nejsou
pfitomny rozmnoZovaci pacibulky, lodyhy nekofenujici a nevétvené, listy tvoii nékolik
centimetri nad bazi lodyhy volnou riiZici, z které vyrista obvykle nékolik neolisténych
kvétnich stopek, které se za plodu prodluzuji, nazky v souplodi v hojném poctu (12 —
25), byvaji dobie vyvinuté a jsou zakoncené kratkym hrotem (rostliny se rozmnozuji
hlavné generativn€). Listy matné, vejCité, se srdCitym vyifezem u fapiku, kvéty
zlatozluté a lesklé (Ktisa in Hejny & Slavik, 1988; Kubat, 2002). Vyskytuje se na
loukach, su$§ich stranich a ve svétlych lesich. V Ceské republice se vyskytuje
Vv nejteplejSich oblastech uzemi mezi Podkrusnohotim a vychodnim Polabim a na jizni
Moravé, nejhojnéji v planarnim a kolinnim stupni — fytogeograficka oblast termofytika

(Ktisa in Hejny & Slavik, 1988; Kubat et al., 2002).
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2 CILE PRACE

V ramci Ceské republiky jsou dobfe znamy pouze tyto dva taxony(F. calthifolia a F.
verna subsp. verna), vyskyt triploidniho ktizence F. calthifolia x F. verna subsp. verna
byl zaznamenan Danihelkou v letech 1999 — 2000 na jizni Moravé (Danihelka et al.
2012). Vzhledem k dobfe popsanému vyskytu triploida z Polska bylo mozné ocekavat
Cast&j§i vyskyt triploidnich rostlin i na uzemi CR. Protoze vs$ak bliz§i informace o
biologii zastupct rodu Ficaria a vztahu rodi¢ovskych taxont a jejich kiizence nejsou z

uzemi CR znamy, stanovila jsem si néasledujici cile mé prace:

e Urcit pocet chromozomii, DNA — ploidni Groven a absolutni velikost genomu
jednotlivych taxoni rodu Ficaria Schaeff. ziskanych z pfirozenych populaci ve
sttedni Evropé se zvlastnim zaméfenim na tuzemi CR a péstovanych
vV podminkach pokusné zahrady.

e Zjistit vyskyt a Cetnost hybridizace mezi di- a tetraploidnimi orsejemi na uzemi
CR.

e Prostudovat cytogenetické a biologické vlastnosti hybrida a srovnat je s
rodi¢ovskymi taxony:

o ploidni stupen a velikost genomu

o pylova viabilita a velikost pylu

o produkce abortovanych a neabortovanych nazek
o asexualni rozmnozovani (produkce pacibulek)

o fenologie kveteni
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3 METODIKA

3.1 Rostlinny material

Na uzemi Ceské republiky, Slovenska, Rakouska, Némecka, Italie, Mad’arska a Velké
Britanie bylo v letech 2009 — 2014 celkem prosbirano 65 populaci, které obsahovaly
jeden taxon (F. verna subsp. verna nebo F. calthifolia) nebo se jednalo o smiSené
populace obsahujici oba taxony, oba taxony a jejich kiizence nebo jeden taxon a
kiizence (Piiloha 1). Vybér lokalit na tzemi CR byl zalozen na publikovanych
literarnich udajich o vyskytu F. calthifolia (Vesela, 1968; Kiisa in Hejny & Slavik,
1988), popt. na informacich od lokalnich floristii. Sbéry mimo CR jsou piileZitostnymi
sbéry. Na lokalité¢ byly peclivé prohlizeny rostliny a hledany intermediarni jedinci.
Cilem bylo nasbirat jak typické jedince F. calthifolia, F.verna subsp. verna, tak i
intermediarni jedince, o kterych jsme piedpokladali, Zze by se mohlo jednat o k¥izence.
Podatilo se ziskat vzorky z 10 populaci obsahujici vSechny 3 taxony, 3 populaci
obsahujicich rodicovské taxony F. calthifolia a F. verna subsp. verna, 1 populaci
obsahujici F. calthifolia a kiiZzence, 2 populace obsahujici F. verna subsp. verna a
ktizence, 12 populaci obsahujicich pouze F. calthifolia a 35 populaci obsahujici pouze
F. verna subsp. verna. Z Velké Britanie byl ziskan sbér 1 populace obsahujici F. verna
subsp. verna a F. verna subsp. fertilis a 1 populaci s F. verna subsp. fertilis. Vybrané
rostliny byly vyryty a pfevezeny a zasazeny do kvétinact (15x15x18 cm) se substratem
(Florcom). Tyto kvétinace byly zapustény do pudy na pozemku experimentalni zahrady
katedry botaniky v PfF UP v Olomouci. Béhem vegetaéni sezony (bfezen — kvéten)

byly rostliny zalévany v dopolednich hodinach v intervalu 1 — 3 dny dle nutnosti.

3.2 Stanoveni po¢tu chromozomiu

Pocet chromozomi byl stanoven metodou roztlakovych preparati (Johansen, 1940).
Chromozomy byly spocitany pro kazdou ploidni uroven a to vzdy minimalné ze 2
kotenovych Spicek kazdého jedince. Jedinci byli vybrani z populaci 12/17; 11/01;
11/03; 10/02; 10/09, 4 tetraploidi, 4 diploidi a 5 triploida (tab. 2). Byl pouzit
modifikovany postup dle Hasterok et al. (2001). Odebrané kofenové Spicky (cca 1 cm)
byly ptedptsobeny v roztoku 2mM 8-hydroxychinolinu ve tmé pii pokojové teploté po
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dobu 3 hodin. Poté byly ptfeneseny do Carnoyovy fixaze I (smé&s 96% ethanolu a 99%
ledové kyseliny octové v poméru 3:1) a fixovany v lednici do doby dalsiho zpracovani.
U kazdého vzorku bylo v roztoku citratového pufru (1x) pod binokularni lupou
vypreparovano 0,4 cm délky kotenové Spicky. Takto ptipraveny material byl vlozen do
1 ml 0,3% smési pektolytickych enzymil (cellulasa, pectolyasa a cytohelicasa od Sigma-
Aldrich v 1x citratovém pufru) a inkubovan po dobu 45 min v termostatu nastaveném
na 37,5 °C. Po uplynuti vyse uvedené doby inkubace byla smés enzymi odsata a
pipetou byl k natravenému materialu ptidan 1 ml citratového pufru (1x). Roztlaky byly
zhotoveny v kapce 45% roztoku Kyseliny octové na odmasténém podloznim skle.
Preparat byl zkontrolovan pod mikroskopem, zda obsahuje vhodna metafazni jadra a
zamrazen v tekutém dusiku. Po oschnuti byl preparat obarven 10 pl 2,5 g/ml DAPI
v Vectashield (Vector Laboratories), mikroskopovan a vyfotografovan pomoci
mikroskopu Olympus BX60.

1x citratovy pufr: 10 ml 10x citratového pufru, 90 ml deionizované vody (10x citratovy

pufr: 5,68 g Na3C6H507, 500 ml deionizované vody)

3.3 Stanoveni DNA-ploidni Grovné

Zjisténi DNA-ploidni urovné (Suda et al., 2006) bylo provedeno metodou priutokové
cytometrie (Dolezel et al., 1989). Z kazd¢ho jedince (viz Ptiloha 4) byla odebrana
zdrava Cast listu. Méfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru znacky Partec PAS
(Germany) za pouziti metody vnitiniho standardu se znamym obsahem DNA (Dolezel
et al., 1997). Jako standard byl pouzit hrach sety (Pisum sativum cv. Ctirad, 2C = 9,09
pg) (Greilhuber, Temsch & Loureiro, 2007). Na Petriho misku byl napipetovan 1 ml
LBO1 pufru o pH 7,8 (Dolezel et al., 1997), v pufru byl pomoci ziletky nasekan kousek
(ptiblizné 0,5 cm?) listu standardu a vzorku. Suspenze byla prefiltrovana pfes nylonovy
filtr do kyvety, ktera jiz obsahovala 300 pl téhoZz pufru. V dalSim kroku bylo
k homogenatu napipetovano 50 pl fluorescencniho barviva PI a obsah kyvety byl kratce
vortexovan. Pfed méfenim se nechal obsah cca minutu inkubovat pti pokojové teplote,
aby doslo k obarveni chromozomi pomoci PI a vytvofila se interkalarni vazba na
fetézec DNA. Pfipraveny vzorek byl zanalyzovan pomoci pratokového cytometru.
Z vysledného histogramu byla zjiSténa DNA — ploidni Groven na zaklad¢ vzdalenosti
vrcholl (peakl) standardu a vzorku v G1 fazi. Peak standardu byl nastaven na kanal 50
a peaky vzorkt vSech zastupci rodu Ficaria se nachazely od tohoto bodu na ose vpravo.
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U kazdého vzorku bylo méfeno 3000 jader. Rozsah indext pro diploidni F. calthifolia
byl 1,59 — 1,84 (nejmensi a nejvétsi naméfend hodnota, stejné i pro ostatni), pro
diploidni F. verna subsp. fertilis byl 2,23 — 2,31, pro triploidni F. calthifolia x F. verna
subsp. verna byl 2,03 — 2,71 a pro tetpraploidni F. verna subsp. verna byl 3,08 — 4,02.
Ze ziskanych hodnot byla stanovena pomoci vzorce (Dolezel et al., 2007) velikost
jaderného genomu 2C DNA (pg) (kazdy jedinec byl méfen pouze 1x):

Poloha G1 peaku vzorku x obsah 2C DNA standardu
Poloha G1 peaku standardu

2C DNA =

a) b)
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3.4 Stanoveni absolutni velikosti genomu

Absolutni velikost genomu byla méfena pomoci pritokového cytometru znacky Accuri
C6 (BD Biosciences, USA) v r. 2013. Kazda rostlina (piehled jedinct viz Ptiloha 5)
byla proméfena 3x v riznych dnech a z primérnych hodnot byla stanovena absolutni
velikost genomu. Postup ptipravy vzorku byl shodny s postupem pii stanoveni ploidie
se zménou objemu LBO1 pufru (550 ul), objemu PI (30 pl) a vnitiniho standardu (Pisum
sativum cv. Ctirad, 2C = 8,76 pg) (Greilhuber, Temsch & Loureiro, 2007). U kazdého
vzorku bylo méteno 5000 jader. Pokud byl variacni koeficient (CV) vétsi nez 5% nebo
se naméfena hodnota lisila od pfedchozi o vice jak 1 pg, byl vzorek znovu pfichystan a

prométen a nepiesné/odlehlé méfeni bylo vylouceno z dalsi analyzy.

3.5 Stanoveni vitality pylu

Zkvétu byly odebrany zralé prasniky a pomoci pinzety a jehly byla pylova zrna
vyprasena na podlozni sklo do kapky pracovniho roztoku fluorescein diacetatu (dale jen
FDA) (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1970). Tato suspenze byla promichana
Spickou pipety a byla inkubovana 5 minut pii pokojové teploté. Poté byla pfikryta
krycim sklem a pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem Olympus BX60. V 10
zornych polich mikroskopu byl nejprve spocitan pocet vSech pylovych zrn pii
prochazejicim svétle, v druhém kroku byla pocitana ziva pylova zrna pii pouziti WB
filtru (excitace 460 — 490 nm). Viabilni pylova zrna se pomoci FDA obarvi a za pouziti
WB filtru zfetelné fluoreskuji. Tato metoda je zalozena na principu vstupu FDA do
vegetativni buiikky mikrospory, kde dochazi k hydrolyze esterdzami na fluorescein (Nepi
& Franchi, 1999). Ze ziskanych hodnot bylo vypocitano procentudlni zastoupeni Zivych
mikrospor v celkovém vzorku. Ptehled jedinctd, pro které byla stanovovana vitalita

mikrospor, je uveden v Piiloze 6.

Vzorec pro vypocet Zivotnosti mikrospor:

. . ocet zivych mikrospor v deseti zornych polich
Zivotnost mikrospor v % = P > Vy - P - y P — x 100
pocet vsech mikrospor v deseti zornych polich

Nasledné byl preparat vyfocen (Olympus BX60) a ze snimku byla prométena

velikost jednotlivych abortovanych a neabortovanych pylovych zrn.
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SloZeni zasobniho roztoku fluorescein diacetatu: 5 mg fluorescein diacetatu bylo
rozpusténo v 1 ml acetonu. Roztok byl skladovan v dobie uzaviené zkumavce pii

teploté -20 °C, pted upotiebenim byl obsah fadné protiepan.

Slozeni pracovniho roztoku fluorescein diacetatu: Pracovni roztok byl
pfipravovan tésné pred pouzitim. 20 pl zasobniho roztoku bylo nafedéno 1 ml 4 %

roztoku sachar6zy (Larkin, 1976).

3.6 Sexualni a vegetativni reprodukce

V dobé¢ zralosti nazek byly zaznamendny udaje o poctu vyprodukovanych fertilnich a
abortovanych nazek pro jednotlivé kvéty u vSech jedincti péstovanych na pozemku
experimentalni zahrady katedry botaniky PfF UP, kde jsou v kontaktu vSechny
studované taxony. Déle byly zaznamendvany pocty dcefinych pacibulek u taxoni
Ficaria verna subsp. verna a F. verna subsp. verna x F. calthifolia; F. calthifolia
pacibulky nevytvari. Byla méfena 1 délka lodyhy a pocet nodl na lodyze, které maji
vztah k asexualni reprodukci. Z vySe uvedenych znaki byla dale vypocitana produkce
pacibulek na jeden nod. V dob¢ zralosti, tedy po odkvétu, kdyz uz rostliny zasychaly,
byly pacibulky odebrany do papirovych sacki a jesté v Cerstvém stavu po jedné
zvéazeny. Byly ziskéany tyto charakteristiky: hmotnost jedné pacibulky a hmotnost vSech
pacibulek na nod. Ptehled jedinct, pro které byly tyto parametry stanovovany, je

Vv Piiloze 7.

3.7 Fenologie kveteni

Fenologickd data byla sbirana v pravidelnych intervalech 1-3 dny v dopolednich
hodinach v obdobi duben — kvéten 2013 na tfech hierarchickych trovnich: kvét, jedinec
a populace. Ke sbéru téchto dat byly pouzity vSechny kvetouci rostliny z nasbiranych
¢eskych populaci udrzovanych na pozemku experimentalni zahrady katedry botaniky

PiF UP. Rostliny byly pted sledovanim na pozemcich zapéstovany minimalné 2 sezony.
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Byly hodnoceny 4 fenofaze:

1) F1 - Otevieni poupéte
2) F, - Zacatek vypyleni prasniki
3) F3 - Odkvét a zacatek tvorby nazek

4) F4 - Zralé nazky a zacatek vysemenéni

Pozorovani zapocalo 5.4.2013 a skoncilo 17.5.2013. Pro lepsi orientaci a snadnou
moznost srovnani byly dny piepsany do porfadového Cisla dne od pocatku roku (95 —
127). Na kazdém jedinci, ktery kvetl, byly zaznamenavany fenofdze pro vSechny kvéty
(1 — 8 kvéth). V praci referuji o fenologii na urovni kvétl (zpracovavam pouze délky
jednotlivych fenofazi) a populaci, na urovni populace zacatek fenofaze reprezentuje
objeveni se dané fenofdze u nejCasnéjSitho kvétu v populaci, konec fenofize pak
ukonceni fenofaze u nejpozdnéjsiho kvétu v populaci. Piehled jedinct s poctem kvéti je

uveden v Piiloze 8.

3.8 Statistické zpracovani dat

Vsechny naméfené ¢iselné hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel a dale
byly statisticky zhodnoceny v programu NCSS 2001 (Hintze J, 2001; NCSS and PASS,
Kaysville, Utah). Naméfena data relativni velikosti DNA (jedinec méfen 1x), absolutni
velikosti DNA (jedinec méfen 3x) a vitality mikrospor byla podrobena jednocestné
ANOVA. Nameétena data velikosti mikrospor, pocet vyvinutych a abortovanych nazek,
pocet pacibulek, délka lodyhy, pocet nodd na lodyhu a pocet pacibulek na jeden nod
byla podrobena hierarchické ANOVA s taxonem jako faktorem s pevnym efektem a
jedincem s nahodnym, podfazenym efektem. Naméfena data o hmotnosti jedné
pacibulky byla podrobena hierarchické ANOVA s taxonem jako faktorem s pevnym
efektem a jedincem s nahodnym, podfazenym efektem, data o hmotnosti pacibulek a
fenologii kveteni (rozdily v zacéatcich a koncich jednotlivych fenofazi v souboru vsech
sledovanych populaci) byla podrobena jednocestné ANOVA. Data fenologie kveteni ve
smiSenych populacich (tedy obsahujicich vSechny 3 taxony) byla podrobena blokové
ANOVA spopulaci jako ndhodnym faktorem a taxonem jako faktorem s pevnym
efektem. Data fenologie na urovni kvétu byla podrobena ANCOVA s datem zacatku

fenofaze jako kovaridtou a taxonem jako faktorem spevnym efektem. V piipadé
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signifikantniho vysledku ANOVA testu byly provedeny testy mnohondsobného

porovnavani (Tukey test na 0=0,05).

3.9 Seznam pouzitych zkratek

FC — Ficaria calthifolia
FC x FVV - Ficaria calthifolia x Ficaria verna subsp. verna

FDA - flouorescein diacetat
FVF — Ficaria verna subsp. fertilis
FVV — Ficaria verna subsp. verna

Pl — propidium iodid
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4 VYSLEDKY

Sbéry populaci byly provadény na tizemi CR a Evropy (Pfiloha 1). V ramci Ceské
republiky se F. calthifolia vyskytovala v oblasti Ceského a Panonského termofytika, F.
verna subsp. verna v oblasti Ceského a Panonského termofytika a Ceskomoravského
mezofytika, F. calthifolia x F. verna subsp. verna v oblastech Ceského a Panonského
termofytika. Vyskyt rodiCovskych taxonii se shoduje s udaji uvadénymi v literatute
(Kftisa in Hejny & Slavik, 1988; Kubat et al., 2002).

V ramci Evropy byl nejsevernéjsi sbér F. verna subsp. verna proveden ve Velké

Britanii a nejjiznéjsi v Italii, nejseverngjii pro F.calthifolia v oblasti Ceského stiedohoii

........

........

Nepodatilo se provést sbér kiizence mimo CR. Ve Velké Britanii byly provedeny 2

sbéry taxonu, ktery se v CR nevyskytuje, a to Ficaria verna subsp. fertilis.

4.1 Pocet chromozomii (2n)

Pomoci roztlakovych preparati kofenovych Spi¢ek byl zjistén pocet chromozoml u

studovanych taxond: F. calthifolia 2n = 2x = 16, F. calthifolia x F. verna subsp. verna 2n = 3x

=24, F. verna subsp. verna 2n = 4x = 32. Souhrnné vysledky viz tabulka 2.

Obr. 2: Fotografie chromozomii z roztlakovych
preparati A) F. verna subsp. verna (2n = 4x =
32), B) F. calthifolia (2n = 2x = 16), C) F.
calthifolia x F. verna subsp. verna (2n = 3x =
24).
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Tab. 2: Piehled analyzovanych jedinct a zjisténé poéty chromozomu (2n) (kédy populaci viz
Ptiloha 1).

Zjisténa Pocet
Populace  Rostlina ploidie chromozomu (2n)
10/02 7 4x 32
10/02 5 3x 24
10/09 1 3x 24
11/01 1 2X 16
11/01 18 3x 24
11/01 14 4x 32
11/03 4 2X 16
11/03 1 3x 24
12/17 14 2X 16
12/17 9 3x 24
12/17 19 3x 24
12/17 8 4x 32
12/17 20 4x 32

4.2 DNA — ploidni urovein, absolutni velikost DNA

V letech 2011 — 2013 byl méfen relativni obsah jaderné DNA pomoci pritokového
cytometru u vSech sebranych a zapéstovanych populacénich vzorkd. Celkem bylo
promé&feno 314 jedinct pro relativni velikost genomu (ploidni stupen), ziskané hodnoty
u nékterych jedincti v8ak byly nepiesné, s vysokym CV (stejné€ tak vzorek standardu),
proto byli do kone¢né analyzy vybrani jen jedinci, jejichz CV bylo mensi nez 6 %. Ze
souboru populaci pro méfeni relativni velikosti genomu byli vyfazeni jedinci méfeni
v roce 2014, z divodu méfeni na jiném cytometru.

Data ziskana méfenim relativniho obsahu DNA ukazuji, Ze F. verna subsp. verna
(2n ~ 32) je v souboru studovanych populaci zastoupena 161 jedinci, F. calthifolia (2n ~
16) 88 jedinci, F. calthifolia x F. verna subsp. verna (2n ~ 24) 66 jedinci a F. verna
subsp. fertilis (2n ~ 16) 4 jedinci.

Vysledky ANOVA (po vyfazeni jedinci s CV vys§im jak 6 % a jedincl
méfenych v roce 2014 a po piepoctu relativniho obsahu DNA na velikost genomu v pg)
ukazuji signifikantni rozdily v obsahu DNA mezi studovanymi taxony (F = 2248,83; P
< 0,001; obr. 3). Diploidni (uvadéno v literature) F. verna subsp. fertilis se lisi od
diploidni F. calthifolia pfiblizné o 5 pg. Kiizenec F. calthifolia x F. verna subsp. verna

se lisi od F. calthifolia 0 8,34 pg a od F. verna subsp. verna o 8,59 pg. Dale byla
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provedena ANOVA pro monoploidni velikost DNA (1Cx DNA), ktera také ukazuje
signifikantni rozdily mezi studovanymi taxony (F = 112,79; P < 0,001; obr. 3).
Monoploidni velikost DNA mezi taxony F. calthifolia, F. calthifolia x F. verna subsp.
verna a F. verna subsp. verna se téméf nelisi (rozmezi 7,61 — 8,03 pg). F. verna subsp.

fertilis ma primérnou hodnotu 10,29 pg.
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Obr. 3: Obsah 2C DNA (pg) studovanych taxont (a), obsah 1Cx DNA (pg) studovanych taxont
(b) s odlehlymi hodnotami (ptepocet z relativni velikosti genomu), u kterych je oznacen jejich

pavod (stat).

Pro zjisténi absolutni velikosti genomu bylo vybrano a analyzovano celkem 47
jedinct (Pfiloha 4). Vysledky ANOVA prokazuji signifikantni rozdily v absolutni
velikosti 2C DNA 1 1Cx DNA mezi studovanymi taxony (2C DNA: F = 2414,14; P <
0,001; 1Cx DNA: F = 18,23; P < 0,001) (obr. 4). Nejvyssi prumérnou hodnotu 2C DNA
ma F. verna subsp. verna, mensi F. calthifolia x F. verna subsp. verna a nejmensi F.
calthifolia. Po pfepoctu na monoploidni velikost DNA (1Cx DNA) se F. calthifolia a F.
calthifolia x F. verna subsp. verna ve velikosti nelisi, a zaroven se oba taxony odliSuji od

prumérné monoploidni velikosti F. verna subsp. verna.
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Obr. 4: Absolutni obsah 2C DNA (pg) studovanych taxont (a), 1Cx DNA (pg) studovanych

taxont (b).
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Obr. 5: Absolutni obsah 2C DNA (a) a absolutni obsah 1Cx DNA (b) studovanych taxont

(pramér + standardni odchylka).

4.3 Vitalita pylu

Jednocestna ANOVA prokézala signifikantni rozdily ve vitalit¢ pylovych zrn mezi
vSemi taxony (F = 1054,85, P < 0,001). Nejvyssi primérnou hodnotu vitality pylu ma F.
calthifolia (diploid) 82,5% % 1,20% (primér + standardni chyba), niz§i F. verna subsp.
verna 56,7% =+ 1,53% (tetraploid) a nejniz§i hodnotu ma ktizenec F. calthifolia x F.
verna subsp. verna (triploid) 8,5% = 1,13% (obr. 6).
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Obr. 6: Vitalita pylu (%) jednotlivych taxonu (F. calthifolia, F. calthifolia x F. verna subsp.
verna, F. verna subsp. verna).
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Obr. 7: Fotografie pylovych zrn: A) F. calthifolia x F. verna subsp. verna - abortovana pylova
zra v prochazejicim svétle, B) F. verna subsp. verna - vitalni a abortovana pylova zrna
Vv prochazejicim svétle, C) F. calthifolia - vitalni pylova zrna Vv prochazejicim svétle D) F.

calthifolia - vitalni pylova zrna obarvena fluoresceinem fluoreskuji pod prochazejicim modrym

svétlem.
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4.4 Velikost pylovych zrn

U neabortovanych pylovych zrn byla méfena pouze jedna velikost - pramér, protoze
méla pravidelny kulovy tvar, abortovana pylova zrna méla tvar zdeformovany do tvaru
kavového zrnka, proto byly méteny velikosti dvé: délka a Sitka (obr. 7). Primérné délka
calthifolia, vyssi F. calthifolia x F. verna subsp. verna a nejvyssi F. verna subsp. verna
(obr. 8). Délka neabortovanych mikrospor roste vzestupné podle rostouciho ploidniho
stupné 2x — 3x — 4x. Taxony se signifikantné liSily v délce abortovanych mikrospor,
délka klesala v pofadi 4x — 2x — 3x. Sitka pylovych zrn se neli§ila mezi taxony (obr.
8, tab. 3). Délka abortovanych pylovych zrn se li§ila mezi taxony. Jejich velikost klesala
v pofadi 4x — 2Xx — 3x. Variabilita v priméru/délce/Sifce mikrospor mezi jedinci

uvniti taxonu nebyla prokézana.
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Obr. 8: Velikost pylovych zrn (um) u studovanych taxonu, a) primér neabortovanych

mikrospor, b) délka abortovanych mikrospor, ¢) Sifka abortovanych mikrospor.
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Tab. 3: Vysledky hierarchické ANOVA testujici rozdil mezi taxony a jedinci uvnitf taxont ve

velikosti (pramér, resp. délka a §itka) abortovanych a neabortovanych mikrospor.

TAXON JEDINEC
F P F P
Primér neabort. m. 42.32  <0.001 0.94 0.511
Délka abort. m. 27.19  <0.001 0.69 0.758
Siika abort. m. 5.93 0.160 0.85 0.602

4.5 Sexualni a vegetativni reprodukce

V dobé¢ zralosti nazek byly zaznamendvany udaje o poc¢tu vyvinutych a abortovanych
nazek. Vyvinuté nazky mély vypouleny, zdutely tvar, abortované nazky béhem zrani
souplodi seschly. Pocet abortovanych nazek na kvét se signifikantné 1i$i mezi jedinci 1
taxony. Velky rozdil byl zjistén mezi F. calthifolia a F. calthifolia x F. verna subsp.
verna, rozdil mezi F. verna subsp. verna a F. calthifolia x F. verna subsp. verna byl
nepatrny.

Produkce neabortovanych nazek se mezi jedinci uvniti taxonu nelis$i, mezi
taxony je ale vyrazné odlisna variabilita. Nejvyssi po¢et neabortovanych nazek na kvét
byl zjistén u F. calthifolia, nejnizsi u F. calthifolia x F. verna subsp. verna.

Podil abortovanych nazek neni signifikantni na Urovni jedincli, ale taxony
rozdily jasn€ vykazuji, nejmensSi podil abortovanych naZek dosahoval taxon F.

calthifolia, vétsi F. bulbifera a nejvétsi podil (témét 100%) dosahoval taxon F.
calthifolia x F. verna subsp. verna (obr. 9, 10; tab. 4).
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Obr. 9: Fotografie souplodi nazek, a) abortované a 2 vyvinuté nazky - F. verna subsp. verna, b)
vyvinuté nazky a 5 nevyvinutych - F. calthifolia, c) abortované a jedna vyvinuta nazka - F.

calthifolia x F. verna subsp. verna.
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Obr. 10: Pocet abortovanych nazek na kvét (a), neabortovanych nazek na kvét (b) a podil

abortovanych nazek na kvét (c) u zkoumanych taxond.

Tab. 4: Vysledky hierarchické ANOVA testujici rozdil mezi taxony a jedinci uvnitf taxont v

poctu abortovanych a neabortovanych nazek a podilu abortovanych nazek na kvét.

TAXON JEDINEC
F P F P
Pocet abort. nazek 265.98 <0.001 1.49 0.041
Pocet neabort.
nazek 961.49 <0.001 0.63 0.982
Podil abort. nazek 1787.91 <0.001 0.77 0.883
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F. calthifolia netvofi pacibulky, proto byla analyza produkce pacibulek
provedena pouze pro tri — a tetraploidy. Délka lodyhy se signifikantn¢ 1i§i mezi jedinci a
populacemi, tedy variabilita mezi populacemi piekryva variabilitu mezi taxony.

Pocet nodi na lodyhu se signifikantné li§i mezi jedinci uvnitf populace 1 mezi
populacemi. F. verna subsp. verna ma sice v praméru vice nodu nez F. calthifolia x F.
verna subsp. verna, ale taxony se v tomto znaku mezi sebou nelisi.

Pocet pacibulek na lodyhu se signifikantné li§i mezi jedinci 1 taxony, ale mezi
populacemi se nelisi. F. verna subsp. verna Vv priméru produkuje vice pacibulek nez F.
calthifolia x F. verna subsp. verna.

Pocet pacibulek na nod se signifikantné¢ 1i§i mezi jedinci a populacemi, tedy
variabilita mezi populacemi prekryva variabilitu mezi taxony. F. verna subsp. verna ma o
néco delsi lodyhu a o néco vice nodi, ale po pfepoctu na jeden nod se rozdil ztraci (obr.
11, tab. 5).
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Obr. 11: Morfometrické vlastnosti (a) délka lodyhy, b) pocet nodt, c) pocet pacibulek na lodyhu
a d) pocet pacibulek na nod) taxond F. verna subsp. verna a F. calthifolia x F. verna subsp.

verna; (prumér + standardni chyba).
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Tab. 5: Vysledky hierarchické ANOVA testujici rozdily ve vybranych morfologickych znacich

mezi jedinci, populacemi a taxony.

TAXON POPULACE JEDINEC
F P F P F P
Délka lodyhy 0.08 0.780 2.15 0.007 1.63 0.039
Pocet nodu 2.25 0.145 1.69 0.047 1.83 0.014
Pocet pacibulek 4.35 0.047 1.39 0.146 1.50 0.070
Pocet pacibulek na nod 0.85 0.365 1.10 0.476 1.96 0.008

Primérnd hmotnost jedné pacibulky se signifikantné lisi mezi jedinci uvnitf

taxonu i mezi taxony. Primérnd hmotnost pacibulky F. verna subsp. verna je pfiblizné o

10 mg vétsi nez F. calthifolia x F. verna subsp. verna. Také hmotnost vSech pacibulek na

lodyhu je signifikantn¢ vyssi u F. verna subsp. verna nez u F. calthifolia x F. verna subsp.

verna (obr. 12, tab. 6, 7).
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Obr. 12: Hmotnost jedné pacibulky a hmotnost vSech pacibulek na lodyhu (mg) studovanych

taxont F. verna subsp. verna a F. calthifolia x F. verna subsp. verna.

Tab. 6: Vysledky hierarchické ANOVA testujici rozdily v hmotnosti jedné pacibulky na lodyhu

mezi jedinci a taxony.

DF SS MS F P
Taxon 1 7736.642 7736.642 6.98 0.009
Jedinec 138 153031.7 1108.925 2.20 <0.001
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Tab. 7: Vystup jednocestné ANOVA testujici rozdily v hmotnosti pacibulek na lodyhu mezi
taxony.

DF SS MS F P
Taxon 1 70047.38 70047.38 11.19 <0.001

4.6 Fenologie kveteni

V souboru vSech populaci je signifikantné nejranéjsi (vstupuje do vSech fenofazi jako
prvni) F. calthifolia, méné rang&jsi F. calthifolia x F. verna subsp. verna a jako posledni
F. verna subsp. verna. U koncl jednotlivych fenofdzi je rozdil mezi taxony
nesignifikantni. F. bulbifera ma tendenci ukoncovat jednotlivé fenofaze ve stejny Cas
jako F. calthifolia (obr. 13, tab. 8).

Délka jednotlivych fenofazi se signifikantné 1i$i mezi taxony. F. verna subsp.
verna ma nejkrat$i délku trvani vSech fenofdzi ze vSech studovanych taxona (obr. 13,
tab. 9). Délka fenofazi pro jednotlivé kvéty se neliSi mezi taxony, pouze u F4 fenofaze
je naznak, ze F. calthifolia setrvava v této fazi kratsi dobu nez F. verna subsp. verna.
Obecné maji kvéty F. calthifolia tendeci vykvést nejrychleji a kvéty F. verna subsp.
verna nejpomaleji (obr. 14, tab. 10).

Tab. 8: Vysledky jednocestné ANOVA testujici vliv taxonu na zaatek (z) a konec (K)

jednotlivych fenofazi.
TAXON
Fenofaze F P
Flz 34.15 <0.001
F1k 2.55 0.090
F2z 31.86 <0.001
F2k 2.60 0.086
F3z 32.74 <0.001
F3k 1.99 0.154
FAz 30.84 <0.001
Fak 1.89 0.163
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Faze 1 — zaCatek a konec

Faze 3 — zacatek a konec
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Obr. 13: Zacatek, délka trvani a konec jednotlivych fenofazi taxond na experimentalnim
pozemku (v pofadovém c¢isle dne od pocatku roku) (violin plots — ¢erveny bod zobrazuje

median, modré silné ¢ary horni a dolni kvartil, zluta plocha reprezentuje relativni frekvenci).

Tab. 9: Vysledky jednocestné ANOVA testujici rozdily v délce trvani jednotlivych fenofazi

mezi taxony.

TAXON

délka F1 14.72 <0.001
délka F2 14.64 <0.001
délka F3 17.33 <0.001
délka F4 15.26 < 0.001

33



75 - T
7.0 ]
65 1
6.0 1

55 1

Dny

501
457

401

ol o ﬂiﬂ | |

|
DélkaF1 DélkaF2 DélkaF3 Délka F4
Fencféze

Obr. 14: Délka jednotlivych fenofazi na Grovni kvéta, F. calthifolia — zluty sloupecek, F.
calthifolia x F. verna subsp. verna — erveny sloupecek, F. verna subsp. verna — zeleny

sloupecek; (primér + standardni chyba).

Tab. 10: Vysledky ANCOVA testujici rozdily v délkach fazi jednotlivych kvétd mezi taxony.

DEN TAXON

F P F P

Délka F, 175  0.187 006 0943
Délka F, 579 0017 106 0347
Délka Fy 176 0.186 048 0617
Délka F, 181 0.179 266 0.071

Protoze fenologie taxonu muze byt ovlivnéna geografickych plivodem vzorkd,
bylo dale provedeno srovnani fenologického vyvoje jedinci ze smiSenych populaci,
které¢ obsahuji vSechny 3 taxony. V tomto piipad¢ se jednalo o 4 lokality (s kodem
populace Ra, VL, 10/02, 12/17; viz Ptiloha 1). Populace se nelisi v zacatcich a koncich
jednotlivych fenofazi. Mezi taxony byl zjistén signifikantni rozdil u zacatki fenofazi, u
zacatku F4 faze na hranici signifikance. Taxony se v koncich jednotlivych fenofazi
nelisi (obr. 15, tab. 11). Vysledky smiSenych populaci a vSech populaci v souboru se
nelisi, tedy zacatky jsou nejdiive u F. calthifolia, pozdé&ji F. calthifolia x F. verna subsp.

verna a nakonec F. verna subsp. verna.
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Tab. 11: Vysledky blokové ANOVA analyzujici vliv populace (ndhodny faktor) a taxonu

(faktor s pevnym efektem) na zacatky a konce fenofazi.

POPULACE TAXON

F P F P
Flz 084 0518 1267  0.007
F1k 152 0.302 128  0.343
F2z 096 0469 1228  0.008
F2 k 136 0.341 11 0.294
F3z 085 0517  11.89  0.008
F3k 384 0076 128  0.344
F4z 082 0526 507  0.051
F4 k 261  0.146 093 0444
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Obr. 15: Zacatky a konce jednotlivych fenofazi taxont ve smiSenych populacich (v pofadovém

¢isle dne od poc¢atku roku; priméerné hodnoty).
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5 DISKUZE

5.1 Pocéet chromozomu, DNA - ploidni uroven, distribuce,
absolutni velikost DNA

Karyologicka analyza potvrdila vyskyt v§ech 3 piedpokladanych cytotypu (u F. verna
subsp. fertilis chromozomy spocitany nebyly), tedy pro F. verna subsp. verna 2n = 32,
pro F. calthifolia x F. verna subsp. verna 2n = 24 a F. calthifolia 2n = 16. Mnou
zjisténé chromozomové pocty se shoduji s poCty uvadénymi v literatuie (Gill et al.,
1972; Pogan & Wocisto, 1974; 1981b, 1986; Javirkova — Jarolimova in M¢sicek &
Javirkova — Jarolimova, 1992; Druskovic & Lovka, 1995; Lovka, 1995). Autofi ale téz
pozorovali u nékterych diploidnich jedinct (Gill et al. u F. verna subsp. fertilis a Pogan
& Wcisto, Druskovic & Lovka a Lovka u F. calthifolia) vyskyt 1 - 9 B — chromozomtl,
morfologicky menSich chromozomt oproti A — chromozomiim. Pogan & Wocislo
(1981b) dokazali, ze diploidi majici alespoit 1 B — chromozom ve srovnani s diploidy
bez B — chromozomu kvetou o cca 2 tydny diive a lépe se vegetativné rozmnozuji
rozpadem kotfenovych hliz. Ve svych preparatech jsem vyskyt B — chromozomi
nepotvrdila.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, kiizenci byli primarn¢ ptedpokladani ve smisenych
populacich s vyskytem obou rodicl, ale primarné jsme se orientovali podle vyskytu F.
calthifolia, ktery je mnohem vzacné&j$i a vyskytuje se na geograficky omezené&j$im
uzemi nez F. verna subsp. verna, ktera je béznym druhem a jejiz vyskyt lze vétsinou
nalézt v tésné blizkosti populaci F. calthifolia, popt. se jednalo o smiSené populace
obou taxonil (Kfisa in Hejny & Slavik, 1988; Kubat et al., 2002). Podatilo se nejcastéji
ziskat populace, které obsahovaly hybrida a oba rodicovské taxony; je tedy
nejpravdépodobnéjsi scénaf, Ze triploidni jedinci jsou skute¢né hybridem mezi oba
rodicovskymi taxony (viz. i Pogan & Wocisto, 1974; 1981b, 1986). V takovych
populacich byly triploidni rostliny vzdy v menSiné a pievazné se vyskytovaly v
kontaktni zon¢€ obou rodict, napt. ve stfedni ¢asti vlhkostniho gradientu na loukach, kde
na vlhké casti gradientu dominoval taxon F. verna subsp. verna, na suché F. calthifolia
(Sikova, Duchoslav, Travni¢ek - osobni pozorovani) a kiiZenci obsazovali pevazné
intermediarni stanovis$té¢ uprostfed gradientu. Objevili jsme ale také populace, které
obsahovaly hybrida a pouze jeden z rodi¢ovskych taxoni. Jednim z moznych vysvétleni
je, ze druhy rodi¢ na lokalit¢ v minulosti byl, ale uz vymizel. Existence populaci s
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vyskytem hybrida a F. calthifolia v§ak mtZze naznaCovat, ze nékteré (alespon teoreticky)
triploidni rostliny mohou reprezentovat autotriploidy F. calthifolia. V dostupné
literatufe se vsak tento zpisob vzniku triploidi v rodé Ficaria nezminuje.

Na uzemi stfedni Evropy nebyla taktéz nalezena populace orseji, kterd by
obsahovala pouze triploidni jedince (Pogan & Wcisto, 1974; 1981ab, 1986, moje data);
avSak to neznamend, Ze by nemohla existovat. Identifikace moznych samostatnych
triploidnich populaci kfizence by vyzadovala intenzivni a extenzivni sbér populacnich
dat. Obecné jsou ale triploidi chépani jako slepd vyvojova ulicka, vétSinou maji
snizenou fitnes a nejsou schopni se sexualné¢ reprodukovat (Rieseberg et al., 1999).
Doposud nashromazdéna data (Pogan & Wcisto, 1974; 1981ab, 1986, moje data) taktéz
spiSe ukazuji, Ze u orseju je zdatnost triploidi v porovnani s rodici niz$i a patrné nejsou
schopni se §ifit mimo populace jejich vzniku. Na druhou stranu mnou pozorovani
triploidi F. calthifolia x F. verna subsp. verna byli schopni, stejné jako tetraploidni F.
verna subsp. verna, se rozmnozovat vegetativné pomoci pacibulek v pazdi listi (viz.
nize).

Dale byla ploidie odhadovana nepfimo z velikosti genomu. Pomoci prutokového
cytometru byl také potvrzen vyskyt 3 vyse uvedenych cytotypi a dale cytotypu F. verna
subsp. fertilis, vzorku z Velké Britanie s 2n ~ 16. Hodnoty pro tento vzorek dosahovaly
o néco vysSich hodnot, v priméru 20,6 pg, nez jsou hodnoty zjisténé u
sttedoevropskych jedinct diploidniho taxonu F. verna subsp. verna; divodem by mohl
byt vyskyt B — chromozomu (Ohri, 1998) (viz vyse). U vzorka F. verna subsp. fertilis

nebyla provedena karyologicka analyza, takze hypotézu nelze vyvratit ani potvrdit.
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Tab. 5.1: Srovnani mnou zjiSténych hodnot velikosti genomil taxonii s publikovanymi

hodnotami (FE — Feulgenova densitometrie, FC : Pl — prutokova cytometrie : propidium

iodid).

TAXON

METODA
PLOIDIE 2C(pg) STANOVENI(

AUTOR

F. calthifolia

F. calthifolia

. calthifolia

. verna subsp. fertilis

. verna subsp. fertilis

. verna subsp. fertilis

. calthifolia x F. verna subsp. verna
. calthifolia x F. verna subsp. verna
. verna subsp. verna

. verna subsp. verna

. verna subsp. verna

. verna subsp. verna

. verna subsp. verna

. verna subsp. verna

pa e W W T s T e e W e W s T

2% 14,34 FC:PI
2x 15,23 FC:PI
2% 12,92 FC:PI
2x 20,58 FC:PI
2% 18,65 FE

2x 20,60 FC:PI
3x 21,72 FC:PI
3x 23,56 FC:PI
4x 30,34 FC:PI
4x 32,15 FC:PI
4x 29,01 FC:PI

4x 38,20 FE
4x 33,60 FC:PI
4x 35,55 FE

Sikova (2014), absolutni velikost
Sikova (2014), obsah DNA
Vesely et al. (2014)

Sikova (2014), obsah DNA
Smith & Bennett (1975)
Zonneveld et al. (2005)

Sikova (2014), absolutni velikost
Sikova (2014), obsah DNA
Sikova (2014), absolutni velikost
Sikova (2014), obsah DNA
Vesely et al. (2014)

Smith & Bennett (1975)
Zonneveld et al. (2005)
Geopfert (1974)

Pozn.: obsah DNA - kazdy jedinec byl méfen pouze 1x na 3000 jader, absolutni
velikost — kazdy jedinec byl méfen 3x na 5000 jader.

Jest¢ v minulém stoleti pfevladal ndzor, Ze velikost jaderného genomu je
druhové specifickou konstantou (Greilhuber, 1998). Od 80. let 20. stoleti existuji
vyzkumy popisujici vyskyt nezanedbatelnych rozdilii ve velikosti genomu mezi
populacemi stejného druhu, ale i mezi jedinci v populaci (Ohri, 1998; Greilhuber, 2005;
Smarda & Bures, 2010, Vesely et al., 2012). Rozdil ve velikosti genomu je diisledkem
predevsim zmén podilu tzv. nekddujici DNA. U populace na téze ploidni irovni mize
touto zménou byt napfi: inzerce a delece chromozomového segmentu, nerovnomérny
crossing — over, proliferace mobilnich DNA elementt, rekombinace tisekti pomoci LTR
retrotraspozonil (Long Terminal Repeat) atd. (Greilhuber, 1998; Bennetzen et al., 2005).
V tabulce 5.1 je srovnani velikosti genomi studovanych taxonll s publikovanymi
hodnotami. Rozdil mezi nejvétsi a nejmensi hodnotou je pro F. calthifolia 2,31 pg, F.
verna subsp. fertilis 1,95 pg, F. calthifolia x F. verna subsp. verna 1,84 pg a F. verna
subsp. verna 6,54 pg. Hodnoty 2C DNA Vv ramci jednotlivych taxont si jsou pomérné
blizké, nejvétsi rozdil je u F. verna subsp. verna. Jednotlivé taxony se mohou liSit ve

velikosti z vyse uvedenych duvodu, z davodu odlisného geografického puvodu (napf.

39



selekce velikosti genomu vlivem makroklimatu; Knight et al., 2005) a také z duvodu
pouziti odliSnych metod, avSak Dolezel et al. (1998) doklada, ze vysledky ziskané
prutokovu cytometii za pouziti barviva PI jsou srovnatelné s vysledky Feulgenovy
densitometrie.

Monoploidni velikost genomu taxonu (1Cx DNA) vypoctend z absolutni
velikosti se nelisi mezi F. calthifolia a F. calthifolia x F. verna subsp. verna, avSak oba
taxony se lisi od F. verna subsp. verna, ktera ma vyssi hodnotu. Monoploidni velikost
genomu taxontl vypoctena z obsahu DNA se li§i mezi vSemi taxony, F. verna subsp.
fertilis ma nejvétsi primérnou hodnotu 10,29 pg. Polyploidni jedinci maji vyssi hodnotu
1Cx DNA nez jedinci diploidni, ale v mnoha ptipadech je tomu u krytosemennych
rostlin pravé naopak, se zvysujici se ploidni Grovni obvykle klesa hodnota monoploidni
(1Cx) DNA (tvz. downsizing), protoze dochazi k deleci repetitivnich sekvenci DNA
(Leitch & Bennett, 2004). Nicmén¢, neexistuje obecny trend zmensovani monoploidni
DNA mezi polyploidnimi druhy a pokud ke zmenSovani nedochazi, je pravdépodobné,
ze se jedna o velmi rané neopolyploidy (Bancheva & Greilhuber, 2006; Cosendai et al.,
2011), v tomto ptipadé spise hybridy. Primérna velikost genomu hybrida se pohybovala
mezi rodiCovskymi hodnotami, pro 2C DNA i 1Cx DNA vykazoval nejvétsi rozmezi
naméfenych hodnot, které by mohly potvrzovat hybridni ptivod. Pokud bychom seéetli
velikost DNA rodicovskych gamet, tedy pro F. calthifolia 1 x 1Cx a pro F. verna subps.
verna 2 X 1Cx z velikosti DNA, vysla by nam hodnota 23,72 pg, ktera je v porovnani
s nam&fenou hodnotou obsahu DNA velice blizka (23,56 pg), pro hodnoty absolutni
velikosti DNA by to bylo 22, 37 pg (21,72 pg) Prumérna hodnota 1xC DNA (vypoétena
z obsahu DNA) kiizence se neliSila primérné hodnoté F. calthifolia. Teoreticky by se
mohli mezi hybridnimi jedinci vyskytovat i jedinci vznikli jinou cestou nez hybridizaci,
napt. autopolyploidizaci F. calthifolia (viz vySe). Tuto problematiku bude nutné

prostudovat za vyuziti molekularnich technik.

5.2 Vitalita a velikost pylu

MnozZstvi a kvalita pylu jsou jednim z hlavnich faktord, které rozhoduji o reprodukéni

uspésnosti rostlin (fitness). Kvalita pylu je ¢asto hodnocena jako tvz. viabilita nebo

vitalita, tj. podil pylovych zrn, ktera jsou zivotaschopna (Kelly et al., 2002). Na viabilité

se podili fada vnitinich 1 vnéjSich Cinitelli. Mezi vnitini patii celkovy stav rostliny

(genetickd informace, napadeni herbivory, parazity, chorobami) a mezi vngjsi teplota a
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vlhkostni podminky, negativni vliv na Zivotnost a nasledné oplozeni maji nizsi teploty a
zvySena vlhkost (Dafni et al., 2000).

Na zékladé pfedchozich studii byla variabilita v produkcei Zivotaschopného pylu
mezi jednotlivymi taxony oc¢ekavana. Marchant & Brighton (1974) uvadéji pylovou
viabilitu triploidi F. verna subsp. fertilis x F. verna subsp. verna barvenych
acetokarminem nasbiranych ve Velké Britanii v rozmezi 5-28 %, s vét§inou hodnot pod
20 %. Pogan & Wcisto (1983) uvadéji viabilitu pylu barvenych acetokarminem u
triploid F. calthifolia x F. verna subsp. verna v rozmezi 11-43 %. U F. calthifolia
dosahuje pylova viabilita rozmezi 79—100 %, s nejcastéji se vyskytujicimi se hodnotami
mezi 95-99 % a u F. verna subsp. verna 57-97 %, s nejvice zastoupenymi hodnotami
mezi 30-65% (Pogan & Wcisto, 1981a). Ve své praci jsem zjistila, ze nejvyssi
praimérné hodnoty vitality dosahoval diploidni taxon F. calthifolia (83 %), méné
taxon F. calthifolia x F. verna subsp. verna (8 %). Mnou zji§téné pramérné hodnoty
vitality se nachazeji v rozmezi hodnot, které byly zjistény v pfedchozich studiich.
V ramci jednotlivych taxonii je pylova viabilita homogenni, nevyskytuji se zadné
extrémni odchylky od primémych hodnot. U diploidnich rostlin dochazi k
pravidelnému rozchodu chromozomi do dcefinych bunck béhem procesu meidzy a
vznikaji tak pylova zrna, ktera maji pravidelnou velikost a jsou velmi Zivotaschopna, u
rostlin, které dosahuji vysSiho stupné ploidie dochéazi k narusSeni tohoto procesu, pii
pylovych zrn. Snizena viabilita muze byt nasledkem hybridizace, mutace,
autopolyploidizace a allopolyploizace (Stomka et al., 2010). Ptesnéjsi metodou pro
stanoveni viability pylu by byl test schopnosti pylu vykli¢it, oplodnit vaje¢nou bunku a
nasledné vytvofit semeno, protoZe piitomnost semen je dikazem viability pylu, naopak
to vSak neplati (Shivanna & Johri, 1989 in Dafni et al., 2000).

Primémma velikost neabortovanych pylovych zrn signifikantné koreluje
S ploidnim stupném, s rostoucim ploidnim stupném roste primérna velikost pylu. Tento
trend byl pozorovan i u rodu Lappula, Cuscuta, Fumaria, Andropogon, Rumex a
Ipomoea (Clarke, 1977, Cronk & Clarke, 1981; Kalis, 1979; Gould, 1957; Leeuwen et
al., 1988; Orjeda et al., 1990). Nejvyssi pramérné hodnoty velikosti neabortovanych
mikrospor dosahoval tetraploidni taxon F. verna subsp. verna (37,9 um), poté triploidni

taxon F. calthifolia x F. verna subsp. verna (35,4 um) a nejnizsi dosahoval diploidni

41



taxon F. calthifolia (33,9 um). Mnou zjisténé vysledky se shoduji s vysledky Pogan &
Weisto (1981a), ktefi uvadéji, ze velikost viabilnich pylovych zrn je u F. verna subsp.
verna vétsi nez u F. calthifolia, u F. verna subsp. verna s nejcastéji zastoupenymi
hodnotami v rozmezi 37,5 — 40 um a pro F. calthifolia 32,5 — 35 um. Tento vysledek
stejné jako u viability souvisi s ploidni trovni, protoze obecné¢ plati, ze s rostouci ploidii
roste velikost bunék (Ramsey & Schemske, 2002) a nasledné i vegetativnich i
generativnich ¢asti (Levin, 2002). Knight et al. (2010) uvadéji, ze pokud dojde ke
zdvojeni obsahu DNA, pylova zrna se zvétsi 1,1 — 2X. Nejvyssi variability ve velikosti
neabortovaného pylu dosahoval triploidni taxon F. calthifolia x F. bulbifera. Tento tdaj
by mohl vypovidat o mife poruchy béhem meidzy.

Primérné hodnoty abortovanych pylovych zrn nekoreluji s ploidii taxonti jako je
tomu u velikosti neabortovaného pylu. Délka pylovych zrn vSech taxond byla vétsi nez
jejich sitka. Rozdil ve velikostech abortovanych pylovych zrn by mohl byt dan tim, ze
ztrata viability je proces, pii kterém dochazi k postupné degradaci enzymu a jednotliva

pylova zrna mohla byt v rizném stupni abortace (Dafhni et al., 2000).

5.3 Sexualni a vegetativni reprodukce

Sexualni reprodukce

F. calthifolia produkovala v priméru 12,1 neabortovanych a 3,0 abortovanych nazek na
souplodi, F. verna subsp. verna 1,0 neabortovanych a 14,1 abortovanych nazek na
souplodi a F. calthifolia x F. verna subsp. verna 0,4 neaborovanych a 14,1 aborovanych
nazek na souplodi. Podil abortovanych nazek ¢inil u F. calthifolia 19 %, F. verna subsp.
verna 93 % a u jejich hybrida 97 %. Marsden — Jones (1933) sledoval produkci nazek u
F. verna subsp. verna a u F. verna subsp. fertilis (2n = 16). Ve Velké Britanii, kde bylo
pozorovani provadéno, se diploidni taxon F. calthifolia nevyskytuje, proto ve své praci
uvadim pro srovnani F. verna subsp. fertilis, ktery je téz diploidem a spolecné s F.
verna subsp. verna vytvari triploidniho hybrida. U F. verna subsp. verna Marsden —
Jones dospél k zavéru, Ze produkuje 0,4 neabortovanych a 17,4 abortovanych na
souplodi a u F. verna subsp. fertilis 20,3 neabortovanych a 5,5 abortovanych. Po
prepoctu na podil abortovanych nazek to bylo u F. verna subsp. verna 98 % a u F.
verna subsp. fertilis 21 %. Mnou pozorovani jedinci obou taxont v pruméru plodili o
néco méné abortovanych nazek, diploidni F. calthifolia plodila méné neabortovanych
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nazek nez diploidni F. verna subsp. fertilis a F. verna subsp. verna plodila v praiméru
vice neabortovanych nazek nez anglické populace F. verna subsp. verna. Produkce
nazek Uzce souvisi s vitalitou gamet. Jedinci s vys$sim ploidnim stupném (v tomto
ptipad¢ triploidni a tetraploidni jedinci) mohou tvofit gamety rizné ploidni Grovné (n =
X, 2X, 3X, 4x) (Ramsey & Schemske, 1998), pokud dojde ke sparovani kompatibilnich
gamet, miize vzniknout jedinec s jinou ploidii nez jeho rodice. Jestlize dojde ke splynuti
n a 2n gamety, vznikd embryo, které ma bud’ snizenou fitness, ale vétSinou je
nezivotaschopné. Béhem vyvoje embrya (semene) dochazi pravdépodobné k poruse
vyvoje endospermu, ktery ma za nasledek abortaci semene (Lin, 1984). Tento jev se
oznacuje jako tvz. triploidni blok (Marks, 1966). Normalni vyvoj endospermu je
pravdépodobny za ptedpokladu, ze bude zachovan pomér mezi maternalnim a
paternalnim genomem 2:1 (Lin, 1984). Pokud je pomér jiny, dochazi k inhibici, ktera je
zpusobena nerovnovahou mnozstvim organel a cytoplazmatickych faktort (Kohler et
al., 2010). Podle Ramsey & Schemske (1998) je pieziti triploidniho semene mozné za
ptedpokladu, pokud vzniklo hybridizaci mezi diploidem a tetraploidem, ktery je darcem
pylu. Za takového predpokladu by mateéni rostlinou musel byt taxon F. calthifolia a
otcovskou F. verna subsp. verna. Pro zjisténi, ktera z rostlin je mate¢ni by musel byt
udélan opylovaci experiment nebo analyzovadna chloroplastovd DNA, jelikoz ta se
prenasi ze samicich pohlavnich bunék do embrya (Ramsey & Schemske, 1998). F.
calthifolia je pravdépodobnéj$i mate¢ni rostlinou triploidniho semene, ale neni zcela
jisté, jestli F. verna subsp. verna je vzdy donorem pylu. Nelze totiz zcela vyloucit
samoopyleni vlastnim neredukovanym pylovym zrnem, protoze samoopyleni je obecné
u rodu Ficaria mozné (Sell, 1994).

Vysledky by mohla ovlivnit skutecnost, Ze rostliny studovanych taxonti byly
péstovany na pozemku za standardizovanych podminek spolecné, a tedy se jednalo o
"smiSené" populace, simulujici situaci vyskytujici se necasto v ptirodé; mohlo tedy dojit
k vzajemnému spraseni pylem mezi taxony. V dusledku toho lze piedpokladat, ze
mohly byt ovlivnény jak pocty, tak 1 proporce (ne)abortovanych nazek; jednotlivé nazky
Vv souplodi mohou nabyvat rizného ploidniho stupné jako disledek hybridizace mezi

taxony, a tento parametr by m¢l byt hodnocen pomoci pritokového cytometru.
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Vegetativni rozmnozovani

Pro Kklasifikaci rostlin patii morfologické znaky k zdkladnim a nejdostupnéjSim
informacim. Béhem hybridizace a polyploidizace mtize dochézet k transformaci téchto
znakd uvnité taxonu, ale také mohou zustat morfologicky zcela identické (Briggs &
Walters 2001). Na taxonech F. verna subsp. verna a F. calthifolia x F. verna subsp.
verna jsem hodnotila vybrané morfologické znaky, které maji vztah k asexudlni
reprodukci a mohou souviset s ploidnim stupném taxonu: délka lodyhy, pocet noda,
pocet pacibulek, pocet pacibulek na nod, hmotnost pacibulky a hmotnost pacibulek.
Studiem téchto znakiti (kromé tvorby pacibulek) u sledovanych taxonti ve vztahu
k ploidii se doposud nikdo nezabyval.

Ficaria calthifolia je charakteristicka tim, ze vytvaii kratké lodyhy, které
vyvolavaji dojem, ze listy vyruastaji rizicovité; a nevytvari pacibulky v pazdi listt (Kiisa
in Hejny & Slavik, 1988), tim se zasadné liSi od obou srovnavanych taxont, které
produkuji lodyhu s listy a pacibulkami. Tvorba lodyhy s listy a pacibulkami v pazdi
listh u hybrida prokazuje znaky typické pro F. verna subsp. verna. Hybrid je
charakteristicky tendenci produkovat krat$i lodyhy s men$im poc¢tem nodl a nizSim
poctem pacibulek v porovnani s F. verna subsp. verna. Nicméng, rozdily mezi taxony
jsou signifikantni pouze pro pocet pacibulek na lodyhu, kdy hybrid produkuje o cca 17
% mén¢ pacibulek nez F. verna subsp. verna. V piipadé ostatnich znakt variabilita
mezi populacemi resp. mezi jedinci piekryva variabilitu mezi taxony. Délka lodyhy a
pocet nodii by mohly byt také ovliviiovany fenotypovou plasticitou, tedy schopnosti
genotypu odpovidat na heterogenitu prostfedi béhem zivotniho cyklu jedince modifikaci
fenotypu (Gianoli, 2004). Heterogenita prostiedi zahrnuje nestalost vnéjSich podminek,
pritomnost okolnich druht rostlin a pfitomnost herbivori (Callaway et al., 2003).
Jedinci vSak byli péstovani za standardizovanych podminek prostfedi a délka lodyhy a
pocet nodii by také mohly byt ovlivilovany ontogenetickym stavem rostliny. Délka
lodyhy a pocet nodid tedy nejsou spolehlivym znakem k rozeznavani hybrida a
tetraploidni F. verna subsp. verna.

Ficaria verna subsp. verna produkuje vice pacibulek na lodyhu nez F.
calthifolia x F. verna subsp. verna. Pro srovnani triploid F. verna subsp. verna x F.
verna subsp. fertilis produkuje mén¢ pacibulek, které maji mensi rozméry nez tetraploid
F. verna subsp. verna (Gill et al., 1972). Mnou zjistény vysledek koreluje s projevujici

se tendenci F. verna subsp. verna mit delsi lodyhu a vyssi pocet nodi. Avsak pokud
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piepocteme pocet pacibulek na nod, rozdil se ztraci. Podstatné pro udrzeni a Sifeni
hybrida je vSak pravé schopnost tvorby vegetativnich propaguli, kterd mu umoznuje
uniknout od sexudlni sterility (Abrahamson, 1980), kterou hybridni jedinci na
experimentalnim pozemku vykazovali, a kterd je patrné zdsadni pfekazkou pro Siteni
hybrida na vétsi vzdalenosti pomoci Zivotaschopnych semen (Ellstrand et al., 1996).
Primérnd hmotnost jedné pacibulky i pacibulek na lodyhu se signifikantné 1isi
mezi taxony. F. verna subsp. verna nese v pazdi listi vétsi pacibulky, které maji 1 vyssi
hmotnost, nez F. calthifolia x F. verna subsp. verna. Gill et al. (1972) uvadi, ze
tetraploidni jedinci F. verna subsp. verna produkuji vét$i pacibulky nez triploidni
jedinci F. verna subsp. verna x F. verna subsp. fertilis. VéEtsi pacibulky maji vetsi
pravdépodobnost vypuceni, vyssi juvenilni vitalitu a pravdépodobnost preziti, nebot’
obsahuji vice zasobnich latek nez mensi pacibulky. Na druhou stranu, velikost
pacibulky muze ovliviiovat vzdalenost rozptylu, vétsi pacibulky maji mensi
pravdépodobnost se Sifit na delsi vzdéalenosti nez pacibulky mensi velikosti (Bretagnolle
et al., 1995; Levin et al., 2003). Provedla jsem orienta¢ni pokus puceni pacibulek, avsak
pacibulky zplesnivély diive, nez vypucely. Proto nelze zatim stanovit uspésnost jejich

uchyceni a tedy potvrdit ¢i vyvratit ptedchozi tvrzeni.

5.4 Fenologie kveteni

Orseje patii mezi efemeroidy, tedy rostliny, které¢ maji kratké vegetacni obdobi, ale na
jeho konci nehynou, nybrz odumira pouze nadzemni ¢ast rostliny a po zbytek roku
pteckavaji pod pudou v podobé kofenovych hliz a pacibulek. Z pudy zacinaji vyrastat
jiz béhem zacatku biezna, a pokud je tepla zima, tak mohou vyristat i diive a setrvavat
V podobg listl nad povrchem pidy (Taylor & Markham, 1978). Tento jev byl pozorovan
béhem zimy 2013 — 2014 u F. verna subsp. verna, F. calthifolia i F. calthifolia x F.
verna subsp. verna (Sikova, vlastni pozorovéani). Pro F. verna subsp. verna je doba
kvétu ve stfedoevropskych podminkdch uvadéna od biezna do cervna a pro F.
calthifolia od bfezna do dubna (Kfisa in Hejny & Slavik, 1988). Studium pribéhu
fenofazi na pokusném pozemku ukazalo, ze diploidni F. calthifolia byla nejrané;si
(vstupovala do vSech fenofazi jako prvni), triploidni F. calthifolia x F. verna subsp.
verna pozd¢jsi a nejpozde€jsi byla tetraploidni F. verna subsp. verna. Se zvysujici se
ploidni urovni se tedy prodluzovala doba nastupu jednotlivych fenofazi. Tento jev je
popsan u tady polyploidnich komplexti, diploidni jedinci kvetou dfive nez polyploidni
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cytotypy (Rathcke & Lacey, 1985). Napiiklad Kao (2007) provedla srovnani mezi
dvéma cytotypy (3x, 4x) u druhu Arnica cordifolia, triploidi kvetli o trochu dfive nez
jejich tetraploidi. Pii zvySeni poctu chromozomovych sad polyploidi dochazi
k pomalejsimu ontogenetickému vyvoji, mohou za to predevsim duplikované FLC geny
(Flowering locus C geny zodpovidajici za na¢asovani kveteni), které¢ zptsobuji pozdéjsi
nastup do jednotlivych fenofazi kveteni a prodluzuji i1 jejich trvani (Michaelsa &
Amasinoa, 1999; Levin, 2002). Jednotlivé fenofaze se ptesto u vSech studovanych
taxontl ptekryvaly, a tedy mize dochézet k potencionalnimu k#izeni mezi vS§emi taxony
(Levin, 2006). Fenologicky vyvoj kiizence se nachdzi mezi rodicovskymi taxony.
Stejny trend piekryvani kvétni fenologie byl pozorovan u tii cytotypi (2n = 2x, 3x, 4x)
druhu Chamerion angustifolium (Burton & Husband, 2000). Pokud by byly taxony
fenologicky rozriiznéné, doslo by k vytvoreni reprodukéni bariéry a vyvijely by se
nadale oddé€lené (Petit, 1996). To ale nebylo u studovanych taxonti pozorovano.

Taxony F. calthifolia (2x) a F. verna subsp. verna (4x) ukoncovaly jednotlivé
fenofaze piiblizné ve stejny Cas, kiizenec F. calthifolia x F. verna subsp. verna pozd¢ji
(3x). Trvani jednotlivych fenofazi se zvySovalo v pofadi 4x — 3x — 2x, kromé faze 3
(faze 1: 9 — 16 — 17, faze 2: 9 — 16 — 18, faze 3: 19 — 16 — 19, faze 4: 12 —> 19 —
22 dntl), tedy v obraceném potadi nez bychom ocekévali. Protoze jak je uvedeno vyse,
se zvySujicim se ploidnim stupném by se mély i prodluzovat doby trvani jednotlivych
fenofazi. Mohl by to byt artefakt zplisobeny nedostatecnych navstévovanim
pozorovanych taxonti (1 — 3 dny) nebo artefakt, ktery mohl vzniknout v disledku poctu
sledovanych kvéti u F. verna subsp. verna, u mnohych jedincti F. verna subsp. verna
béhem sezony vykvetl pouze jeden kvét. To podporuji i Udaje o délce fenofazi
sledovanych na urovni jednotlivych kvét, které se neli§i mezi taxony. Pouze byla
pozorovana tendence, kdy jednotlivé kvéty F. calthifolia rychleji vykvétaji a odkvétaji
nez F. verna subsp. verna. Na druhou stranu bylo sledovano vice kvétl, a tak i maly
rozdil v délce kveteni mlze byt kumulativni. Patrné to neni otazkou polyploidie, nybrz
zélezi 1 na uspéSnosti opyleni. Kvéty, které jsou uspéSné opyleny, prechazeji diive do

dalsi faze (Kearns & Inouye, 1997).
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6 ZAVER

Diplomova prace se zabyvala studiem cytogenetickych a biologickych vlastnosti

rodicovskych taxont Ficaria calthifolia a Ficaria verna subsp. verna a jejich hybrida

Ficaria calthifolia x Ficaria verna subsp. verna ziskanych z Ceské republiky a oblasti

sttedni Evropy. Cilem bylo urcit poc¢et chromozomi, DNA — ploidni Groven a absolutni

velikost genomu, zjistit jak ¢asty je vyskyt hybrida v populacich rodi¢t a prostudovat

cytogenetické a biologické vlastnosti hybrida a srovnat je s rodiCovskymi taxony.

Pocet chromozomu pro jednotlivé taxony je: F. calthifolia 2n = 2x = 16,
F. verna subsp. verna 2n = 4x = 32, F. calthifolia x F. verna subsp.
verna2n=3x=24

Zjisténé chromozomové pocty potvrdily vysledky ziskané na
prutokovém cytometru. Jedinci ziskani z Velké Britanie byly ur¢eni jako
F. verna subsp. fertilis 2C = 2x = 16 (i kdyz vysledek nebyl ovéfen
poctem chromozomt).

Hybridi se vyskytuji v populacich, kde jsou pfitomni oba rodicovské
taxony, ale i v populacich, kde je zastoupen pouze jeden z rodi¢ovskych
taxonll; nebyla nalezena Cista populace tvotfend jen triploidnim hybridem.
Absence jednoho z rodi¢t ve smisenych populacich je patrné dusledkem
jeho vymizeni z lokality. Nelze ani (teoreticky) vyloudit situaci, ze
nékteré triploidni rostliny by mohly mit pivod autotriploidni z F.
calthifolia. Byly zjistény absolutni velikosti genomu (2C DNA) pro
studované taxony: F. calthifolia 2C = 15,23/ 14,37 pg, F. verna subsp.
verna 2C = 32,15/30,34 pg, F. calthifolia x F. verna subsp. verna 2C =
23,56/ 21,72 pg. (147 jedincu, z nichz kazdy byl méten 1x/ 47 jedinct,
z nichZ kazdy byl méten 3x).

Monoploidni velikosti DNA (1Cx DNA) dosahuji pro F. calthifolia
hodnot 7,61/7,19 pg, pro F. verna subsp. verna 8,04/7,59 pg a pro F.
calthifolia x F. verna subsp. verna 7,58/7,44 pg (147 jedinct, z nichz
kazdy byl méten 1x/ 47 jedinci, z nichz kazdy byl méten 3x). Po secteni
primérnych velikosti obsahu DNA rodi¢ovskych gamet vychazi
oc¢ekavany obsah DNA kiiZzence velice blizko naméfené absolutni
velikosti DNA triploida. Velikost genomu triploida je ale pomérné

variabilni, a pfitomnost rostlin "kfiZence" s monoploidni velikosti DNA
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niz8i nez je 1Cx F. calthifolia muze poukazovat na vyskyt aneuploidie
nebo (alespon teoretickou) moznost autopolyploidniho vzniku triploida z
F. calthifolia.

Viabilita pylu klesala v pofadi cytotypi 2x — 4x — 3x.

Velikost pylu klesala v porfadi cytotypu 4x — 3x — 2x.

Triploidni hybrid neprodukoval v podminkach "smiSenych" populaci na
experimentalni zahradé témét zaddné vyvinuté nazky, vétSina byla
abortovanych. Naopak F. calthifolia tvofila vice dobfe vyvinutych nazek
nez abortovanych.

Triploidni hybrid vytvaii listnaté lodyhy a produkuje v pazdi listi
pacibulky. Zdédil tedy tyto znaky po F. verna subsp. verna. F. verna
subsp. verna ma tendenci mit del$i lodyhu a vyssi pocet nodu nez F.
calthifolia x F. verna subsp. verna. F. verna subsp. verna tvoii vice
pacibulek nez F. calthifolia x F. verna subsp. verna; (F. calthifolia
pacibulky netvofi). Pacibulky vSak dosahuji vétsi hmotnosti u F. verna
subsp. verna nez u triploidniho hybrida.

Kfizenec vykazoval intermedialni fenologii mezi ¢asnou F. calthifolia a
pozdngjsi F. verna subsp. verna. Jednotlivé fenofaze se vsak piekryvaji

mezi taxony a taxony tedy nejsou vzajemné reprodukéné izolovany.
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PRILOHY

Ptiloha 1: Prehled lokalit navstivenych v terénu a populaci zapéstovanych na experimentalnim pozemku PiF UP Olomouc a pouzitych ve vyzkumu (c- F.

calthifolia, vv — Ficaria verna subsp. verna, x — F. calthifolia x F. verna subsp. verna; velikost populace = pocet jedincii péstovanych na experimentalnim

pozemku).
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-2°7"31"
-2°8'49"
-2°8°55"
14°33730""
17°5°44""
17°5°43"
15°32°45"”
15°25°45"
15°24°58""

GB

Kadan
Libocany

Levonice
Budenice

Blevice

Plumlov

Nagelberg near Gmiind

Havraniky
Kojetin
Zajeci
Nova Basta
Aberdeen
Aberdeen
Newtonhill
Newtonhill
Prihonice
Slatinice
Slatinice
Prasek
Novy Bydzov
Luzec

Uhost: na cesté na nahorni plosiné nad S strani

travnaty kraj cesty neudrzovanym parkem, S od

obce, pii Ohfti

okres Louny, na levém biehu Ohte 1,1 km S - SSV

od obce

Svaty Isidor, kifoviny mezi polem a hibitovem
okraj listnatého lesa u cesty na Zakolany 500 m

JJV od obce

PR Knézi hora, okraj vlhkych kfovin pti spodnim

okraji rezervace

travnik v centru obce

kolem kostela v obci

zahrada v obci

okraj lesa

travnik v obci, 100 m na J od kostela
Walker Park, okraj silnice

centrum meésta

SSV okraj mésta

centrum meésta

nadvoii zamku, piimo ptred kostelem
pas travniku mezi silnici a zahradou
bieh potoka u vpusti na okraji obce
okraj lesa Chlum

okraj asfalové cesty podél lesa
naves, naproti kostelu, mezofilni travnik
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30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

12/11
12/12
12/13
12/14
12/15
12/16
12/17
12/18
12/19
12/20
12/21
12/22
12/23
12/24
12/25
12/26
12/27
12/28
12/29
12/30
13/1

13/2

13/3

13/4

13/5

13/6

SopS32353252222202222002%00

x

239
268
250
355
290
225
256
180
155
220
250
il
275
250
210
220
300
528
210
310
215
280
295
220
300
850

50°13°37"
50°17°13
50°21°14”
49°54°22
49°11°22"
48°56°37"
49°1'1”
48°45°34"
48°48°19"
46°58°41"
47°41°25"
47°4024"
47°23°11"
49°32°10"
49°5722"
50°24°46"
50°6°9"
48°54°43"
49°5627"
49°44°44""
47°57°36"
47°15'51"
47°332"
46°54°42"
48°48725"
45°42°13"

15°24'1"
15°26°1"

15°56"23"

16°3°35”

16°45756""

17°8°5"

16°16°19”
16°50°15"
16°52°42""

16°30°1""

16°31°15”
16°30°40""
16°32°47"

17°3°44""

16°19°54""

17°9°14""

17°47°43""
15°12°59”
18°18°51”
13°22727"
16°46°40""

18°36'3"

18°58734""
17°51°19”

16°0728"
14°11°6""

CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
CR
HU
HU
HU
HU
CR
CR
PL
PL
A
PL
CR
A
HU
HU
HU
CR
Sl

Skochovice
Vinary
Jaromgér
Domanice
Brno, Santon
Horky u Milotic
Dobelice
Charvatska Nova Ves
Ladna
Csakanydoroszlo
mezi Sopron a a Agfalva
mezi Sopron a Gorbehalom
Koszeg
Stafechovice
Reznovice
Piotrovice Nyskie
Lewice
Weissenbach
Rudyszwald
Plzen
Neusiedl am See
Nadap
Harsakalja
Sajkod
Havraniky
Selce

podél cesty v obci

mezofilni travnik u brany ZD

u silnice za obci, smér Nové Mésto n. Met.
mezofilni louka na okraji obce

mezofilni louka, SV od kaplicky

v amfiteatru

akatina pfi silnici na Z okraji obce

les Boteles

Z okraj obce

remizek u silnice

mezofilni louka

les u potoka

zastinény travnik v obci

akatina na okraji lesniho komlexu nad obci
ptikop pod skalnim blokem (PP Pekarna)
v parku v S ¢asti obce

vlh¢i louka ve V ¢asti obce

travnik v obci

travnik v obci

Smetanovy sady, méstsky xerofilni travnik
travnik u dubohabftiny

vlhky ptikop u silnice

okraj jehli¢natého lesa

vlhka mez

PP Skalky, terénni deprese ve stepi
kamenita sucha pastvina
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56 13/7 Y 440 45°57°38" 13°41°1" Sl Kromberk dubohabtina pod hradem

58 13/9 c 155 45°49°49" 13°33723” IT Lago di Doberdo vlhky les s Leucojum aestivum 1

60 13/11 Y, 1155 47°3926"" 12°34'49"" DE Reit im Winkl mez u silnice 3

62 14/2 wW 105 47°32°7" 18°58°13""  HU Budapest’ listnaty lesik, ptida Cerstve vlhka 8

64 14/4 vV 600 48°193"” 17°16°57" Sl Vinosady dubohabtina 3




P¥iloha 2: a) Mapa Ceské republiky s vyznaenymi lokalitami jednotlivych populaci; b) Mapa Evropy s vyzna¢enymi lokalitami jednotlivych populaci (FC — Ficaria
calthifolia, FVV. — Ficaria verna subsp. verna, X — F. calthifolia x F. verna subsp. verna, FVC — Ficaria verna subsp. fertilis).

1000 km




Piiloha 3: Fotografie studovanych taxont: A) F. calthifolia, B) F. verna subsp. verna, C) F.

calthifolia x F. verna subsp. verna, D) detail pacibulky v pazdi listu F. verna subsp. verna.




Ptiloha 4: DNA-ploidni troven: piehled jedinct, pro které byla stanovovana DNA-ploidni
uroven (2C DNA, pg; CV v %; viz Metodika; vv — Ficaria verna subsp. verna, X — F. calthifolia
x F. verna subsp. verna, vf - F. verna subsp. fertis ).

Vzorek s';gl[(u Taxon Ploidie CV hrach CV vzorek 2C DNA (pg)
RA 1 2009 calthifolia 2X 3,73 4,09 15,609
RA 2 2009 X 3X 4,32 4,61 23,610
RA3 2009 X 3X 6,04 6,08 23,450
RA 4 2009 Y 4x 3,20 5,27 32,629
RA5 2009 W 4X 4,04 3,19 32,095
RA 6 2009 Y 4x 8,04 7,91 30,781
RA7 2009 X 3X 3,88 4,79 24,210
RA 8 2009 X 3X 3,79 4,16 23,483
RA9 2009 calthifolia 2X 8,23 7,33 15,003
RA 10 2009 X 3X 9,85 10,86 22,947
VL1 2009 W 4x 9,73 9,88 30,026
VL 2 2009 X 3X 9,50 11,11 23,799
VL3 2009 X 3X 10,89 14,47 22,049
VL 4 2009 Y 4x 8,47 3,74 31,234
VL5 2009 X 3X 7,74 5,07 23,171
VL 6 2009 Y 4x 7,24 3,48 30,823
VL7 2009 W 4x 6,87 4,11 30,416
VL 8 2009 Y 4x 7,31 3,66 32,198
VL9 2009 W 4x 7,15 4,17 31,717
VL 10 2009 X 3X 6,35 5,49 23,390
VL 11 2009 calthifolia 2X 6,77 4,70 14,978
VL 12 2009 Y 4x 6,66 3,83 32,844
VL 13 2009 calthifolia 2X 6,55 4,87 15,148
PA 1 2009 X 3X 6,56 3,53 23,481
PA?2 2009 v 4x 7,38 3,61 32,699
PA4 2009 A% ax 7,21 4,55 32,413
PA5 2009 v 4x 6,68 2,75 31,841
PA 6 2009 Y 4x 6,74 4,26 30,845
PA7 2009 X 3X 6,91 3,92 23,802
PA9 2009 X 3X 6,43 4,42 24,199
PA 10 2009 X 3X 10,42 5,15 24,979
PA 11 2009 X 3X 11,03 5,28 22,887
PA 12 2009 X 3X 13,00 6,01 25,519
PA 13 2009 X 3X 10,82 5,89 24,048
PA 14 2009 X 3X 5,93 3,61 23,669
PA 15 2009 X 3X 6,37 4,29 22,777
PA 16 2009 X 3X 6,15 4,25 23,482




PA 17
PA 18
PA 19
PA 20
PA 21
KO1
KO 2
KO3
KO 4
KO5
KO 6
KO 7
KO 8
KO 9
KO 10
KO 11
KO 12
10/01/1
10/01/2
10/01/3
10/01/4
10/01/5
10/01/6
10/01/7
10/01/8
10/01/9
10/01/10
10/01/11
10/01/12
10/01/13
10/02/1
10/02/2
10/02/3
10/02/4
10/02/5
10/02/6
10/02/7
10/02/8
10/02/9
10/02/10
10/03/1
10/03/2
10/03/3
10/03/4
10/03/5
10/03/6
10/03/7
10/04/1

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010

calthifolia
X
X
X
WV
X
WV
X
WV
WV
calthifolia
WV
WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
WV
vV
WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
WV
vV
WV
vV
X
calthifolia
WV
WV
WV
calthifolia
WV
calthifolia
X
WV
WV
WV
WV
vV
WV
vV
WV
vV
X
X
WV
WV

3X
3X
3X
ax
3X
ax
3X
4x
4x
2X
4x
ax
2X
2X
2X
4x
4x
4x
2X
2X
2X
4x
4x
4x
4x
3X
2X
ax
4x
ax
2X
4x
2X
3X
4x
ax
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
3X
3X
4x
4x

7,25
6,81
6,25
6,16
7,72
5,86
5,39
5,94
5,60
6,04
6,67
5,18
5,29
5,80
6,09
8,90
8,58
5,54
4,94
4,65
7,44
5,36
4,33
4,98
5,46
3,41
5,54
4,86
5,22
5,56
4,69
6,21
5,45
4,14
7,44
5,18
6,2
5,72
3,51
3,98
4,79
3,34
4,67
4,52
4,78
5,14
4,85
6,2

3,57
4,08
3,46
3,55
4,08
3,36
4,42
4,04
3,33
3,74
4,97
3,95
6,71
4,27
5,85
4,25
4,26
9,86
6,13
4,88
8,71
6,11
4,25
6,49
8,85
5,61
6,16
5,82
7,31
6,76
9,15
5,91
6,57
4,91
9,41
5,7
9,96
5,8
3,45
6,83
6,38
4,54
5,23
4,12
7,83
6,36
7,56
7,15

15,469
23,848
24,043
23,877
31,837
23,034
30,875
22,931
32,112
31,705
14,936
32,069
33,290
15,041
14,842
14,960
32,004
30,034
30,751
15,305
14,917
15,325
31,005
31,353
30,322
29,965
24,086
15,404
31,924
32,727
31,527
15,394
31,465
15,543
23,543
31,924
30,746
31,423
31,517
31,484
31,304
32,156
32,342
32,583
23,676
24,001
32,288
33,399




10/04/2
10/04/3
10/04/4
10/04/5
10/04/6
10/04/7
10/04/8
10/04/9
10/04/10
10/05/1
10/05/2
10/05/3
10/05/4
10/05/5
10/05/6
10/05/7
10/05/8
10/05/9
10/05/10
10/05/11
10/06/1
10/06/2
10/06/3
10/06/4
10/06/5
10/06/6
10/06/7
10/06/8
10/07/1
10/07/2
10/07/3
10/07/4
10/07/5
10/08/1
10/08/2
10/08/3
10/09/1
10/09/2
10/09/3
10/09/4
10/09/5
10/09/6
10/09/7
10/09/8
10/09/9
10/09/10
11/01/1
11/01/2

2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011

X X X X X X X

X
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
X
calthifolia
vV
calthifolia
X
WV
vV
calthifolia
vV
WV
vV
WV
WV
calthifolia
calthifolia
WV
calthifolia
calthifolia
WV
WV
WV
X
calthifolia
X
vV
WV

v
calthifolia
calthifolia

ax
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
3X
2X
2X
2X
2X
2X
2X
3X
2X
4x
2X
3X
4x
4x
2X
4x
4x
4x
4x
4x
2X
2X
ax
2X
2X
4x
4x
4x
3X
2X
3X
4x
4x
3X
3X
3X
3X
4x
2X
2X

5,2
5,36
6,64
5,12

6.8
5,25

5,7
6,41
5,24

5,3
5,21
7,83
6,76
6,08
6,12

5,5
7,76
4,53
8,05
4,31
3,95
3,82
4,12

35
3,35
3,43
3,14
3,93
4,74
3,98
3,71
5,08
4,09
3,77
3,12
3,42

3,7
5,34
4,01
5,16
5,02
3,71

3.9
3,97
5,36
3,77
5,35
4,35

5,06
7,03
8,39
7,39
11,49
4,49
7,2
11,03
5,68
6,91
7,02
9,59
8,96
7,19
6,18
5,76
9,51
9,58
8,08
32,32
7,53
8,9
5,77
8,64
7,97
6,22
9,26
6,81
6,51
5,6
8,33
6,37
4,16
4,84
4,56
5,37
5,29
6,97
6,43
5,15
5,18
5,43
5,82
5,82
9,31
5,81
5,24
4,94

32,950
23,897
23,479
23,343
23,119
24,471
23,431
22,682
24,607
15,206
15,514
15,173
15,061
15,443
15,091
24,358
14,700
31,954
15,097
18,446
31,990
31,350
15,086
31,096
31,406
32,321
29,918
32,519
15,107
15,395
32,055
15,178
15,448
32,714
33,271
31,543
24,197
14,978
23,381
32,604
32,094
23,887
23,861
23,622
22,473
31,997
15,316
15,143




11/01/3
11/01/4
11/01/6
11/01/7
11/01/9
11/01/10
11/01/11
11/01/12
11/01/13
11/01/14
11/01/15
11/01/16
11/01/17
11/01/18
11/01/19
11/01/20
11/01/22
11/01/23
11/02/1
11/02/2
11/02/3
11/02/4
11/03/3
11/03/4
11/03/5
11/03/6
11/03/7
11/03/8
11/03/9
11/03/10
11/03/11
11/03/12
11/03/13
11/04/1
11/04/2
11/04/3
11/05/1
11/05/2
11/05/3
11/06/1
11/07/1
11/07/2
11/07/3
12/01/1
12/01/2
12/01/3
12/01/4
12/02/1

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012
2012

calthifolia
calthifolia
WV
WV

vV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

WV

WV

WV

WV

WV

vV

WV

vV

WV

vf

vf

WV

WV

WV

4,91
7,83
6,33
4,23
3,6
8,97
7,6
3,11
2,81
3,85
3,44
4,22
3,53
5,68
7,15
6,35
6,32
3,47
5,22
5,39
4,59
4,85
6,44
5,27
7,7
5,68
5,1
8,55
7.9
6,48
8,63
9,32
7,97
6,7
4,2
5,49
5,86
4,58
7,22
11,77
10,2
10,17
9,68
3,83
3,72
3,98
4,41
4,42

5,95
9,32
7,04
5,44
4,05
17,09
7,28
4,08
5,76
6,54
6,53
5,19
4,97
9,01
18,92
4,05
6,11
4,31
5,84
9,31
6,03
7,36
5,66
8,52
6,79
8,37
5,12
9,57
11,1
9,48
8,86
9,82
9,67
11,62
8,34
3,32
718
6,73
9,65
12,35
13,19
10,76
9,5
4,83
5,24
4,83
5,51
5,94

15,692
14,999
32,218
31,900
24,199
21,325
23,961
23,772
31,209
32,483
32,091
24,239
23,271
20,205
19,834
23,995
23,433
23,520
31,164
31,967
32,525
31,768
15,232
15,004
14,950
15,084
15,341
15,168
14,897
15,401
15,218
14,793
14,717
32,249
32,107
31,297
32,088
32,788
31,137
31,381
31,530
32,180
32,088
20,500
20,250
36,566
36,248
35,955




12/02/2
12/02/3
12/02/4
12/02/5
12/03/1
12/03/2
12/04/1
12/04/2
12/04/3
12/05/1
12/05/2
12/06/1
12/06/2
12/06/3
12/07/1
12/07/2
12/07/3
12/07/4
12/08/1
12/08/2
12/08/3
12/08/4
12/09/1
12/09/2
12/09/3
12/09/4
12/10/1
12/10/2
12/10/3
12/10/4
12/11/1
12/11/2
12/11/3
12/12/1
12/12/2
12/12/3
12/12/4
12/13/1
12/13/2
12/13/3
12/14/1
12/14/2
12/14/3
12/14/4
12/14/5
12/14/6
12/1417
12/15/1

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

WV

WV

WV

WV

vf

vf

WV

WV

WV

WV

WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

vV

WV

vV

WV

vV

WV

vV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

WV

vV

WV

vV

WV

vV

WV

WV

WV
calthifolia

4,70
5,29
391
3,99
4,41
3,42
5,86
4,55
3,78
5,36
5,31
4,09
4,51
5,30
5,56
6,09
4,34
5,12
4,94
4,95
4,42
5,28
5,31
5,23
5,50
5,88
3,78
4,56
3,97
4,37
3,96
3,83
4,66
4,23
4,87
4,37
6,87
4,79
4,87
5,19
3,52
4,42
4,85
4,50
4,49
5,45
4,86
8,86

4,75
4,51
5,17
6,91
5,00
4,92
5,45
5,33
6,53
5,96
6,27
5,90
5,10
5,05
6,37
7,05
5,69
5,15
6,77
5,59
3,62
5,12
7,03
5,73
5,23
6,85
3,99
4,74
4,56
4,89
5,91
4,04
4,90
5,09
5,05
4,41
8,64
5,18
5,83
7,07
5,00
4,76
6,17
6,14
5,74
6,00
6,13
5,51

35,501
36,069
35,481
34,217
20,948
20,626
34,224
36,510
35,197
32,561
32,304
16,055
15,144
16,697
30,391
32,862
31,618
31,853
31,768
31,622
31,354
32,146
15,299
15,134
15,329
15,010
15,136
15,181
15,194
15,133
14,908
15,175
15,052
15,079
15,023
14,837
14,202
31,505
32,135
30,748
31,331
31,559
31,441
32,163
31,500
31,780
31,827
15,208




12/15/2
12/15/3
12/16/1
12/16/2
12/16/3
12/16/4
12/16/5
12/16/6
12/16/7
12/16/8
12/16/9
12/16/10
12/17/1
12/17/2
12/17/3
12/17/4
12/17/5
12/17/6
12/17/7
12/17/8
12/17/9
12/17/10
12/17/11
12/17/12
12/17/13
12/17/14
12/17/15
12/17/16
12/17/17
12/17/18
12/17/19
12/17/20
12/18/1
12/18/2
12/18/3
12/19/1
12/19/2
12/19/3
12/20/1
12/20/2
12/21/1
12/21/2
12/22/1
12/22/2
12/23/1
12/23/2
12/23/3
12/23/4

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
X
WV
calthifolia
X
X
calthifolia
calthifolia
vV
X
X
calthifolia
X
WV
calthifolia
X
X
X
WV
X
WV
WV
WV
WV
WV
WV
WV
WV
vV
calthifolia
calthifolia
WV
vV
WV
WV
WV
WV

3x

5,16
3,87
5,44
5,37
4,11
4,42
6,26
5,33
5,20
4,97
4,04
5,33
5,01
4,98
4,33
4,19
3,68
4,50
3,58
4,30
4,15
3,95
4,16
4,07
4,17
3,58
3,93
4,93
3,58
3,64
2,97
3,94
8,91
5,53
4,40
5,31
5,81
5,35
4,32
4,62
4,44
4,00
3,74
4,39
5,00
4,61
4,67
3,89

6,06
4,71
6,82
5,92
4,79
5,03
4,90
5,79
6,50
6,06
5,10
6,74
5,89
5,63
5,15
5,04
4,70
5,31
4,22
6,07
5,56
5,32
4,56
4,96
5,37
3,96
4,36
5,92
4,92
4,74
4,10
5,02
6,28
6,82
5,64
4,89
5,52
5,40
5,85
6,03
6,00
6,25
4,87
6,04
6,43
5,68
7,04
5,60

15,109
15,066
14,933
15,001
15,201
14,900
15,417
15,084
15,216
15,204
15,095
15,059
22,647
31,223
14,865
23,550
23,295
15,175
15,009
31,436
22,744
23,063
14,944
23,483
31,131
14,852
22,880
23,096
23,198
31,799
22,837
31,191
27,972
30,955
30,807
31,115
30,991
30,703
30,948
30,364
15,142
14,949
31,694
31,350
31,650
32,572
31,573
30,727




12/24/1
12/24/2
12/25/1
12/26/1
12/26/2
12/26/3
12/27/1
12/27/2
12/27/3
12/28/1
12/28/2
12/28/3
12/29/1
12/29/2
12/29/3
12/29/4
12/30/1
12/30/2
12/30/3
13/1/3
13/2/1
13/2/2
13/2/3
13/3/1
13/3/3
13/4/2
13/4/3
13/4/4
13/4/5
13/5/1
13/5/2
13/5/3
13/6/1
13/7/1
13/8/1
13/9/1
13/10/1
13/11/1
13/11/2
13/11/3
14/1/1
14/1/2
14/1/3
14/1/4
14/1/5
14/2/1
14/2/2
14/2/3

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

WV

vV

WV

vV

WV
calthifolia

WV

vV

WV

vV

WV

vV

WV

WV

WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

WV

WV
calthifolia

WV

WV

WV

vV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

WV

WV

4x
4x
4x
4x
ax
4x
ax
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x

4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
4x
2X
2X
2X
ax
4x
4x
2X
ax
4x
4x
4x

4,61
4,60
4,28
4,20
4,10
3,80
3,61
3,91
3,58
3,38
3,01
3,54
3,85
4,16
4,33
3,49
3,86
3,62
3,77
5,46
9,82
5,69
6,15
7,28
5,76
4,90
5,31
7,66
6,88
11,14
7,69
5,58
7,23
7,16
6,77
9,68
6,04
5,08
5,33
5,20
3,31
5,55
4,50
4,07
3,94
3,26
3,45
2,81

5,50
5,50
6,97
4,19
4,15
4,64
3,69
4,70
3,62
3,76
4,27
4,51
5,06
4,34
4,94
4,93
6,61
5,78
5,57
4,70
12,19
3,85
3,95
12,09
9,53
9,67
9,55
6,09
9,21
7,05
6,36
7,21
4,42
4,42
4,47
7,24
4,34
3,35
5,21
3,34
3,21
5,76
4,78
4,43
3,98
3,56
4,62
2,62

31,002
30,734
31,087
32,370
32,166
31,892
31,885
32,088
31,890
31,667
31,854
31,675
31,889
32,317
31,816
31,568
31,596
31,918
31,917
15,342
28,417
30,883
30,999
28,547
28,799
30,486
29,860
28,950
30,366
15,190
14,827
14,862
31,318
31,738
30,963
15,574
31,663
31,883
31,863
32,061
13,998
14,174
13,941
13,947
14,035
28,559
29,836
30,063




14/2/4 2014 % 4,00 3,56 29,017

14/2/5 2014 Y 3,60 3,15 29,290
14/2/6 2014 v 4,72 4,11 29,893
141217 2014 Y 4,08 3,00 29,558
14/2/8 2014 v 5,38 3,21 29,985
14/3/1 2014 calthifolia 5,02 5,40 14,407
14/3/2 2014 calthifolia 4,34 4,40 14,464
14/3/3 2014 calthifolia 4,68 4,06 14,281
14/4/1 2014 v 4,01 3,09 30,347
14/4/2 2014 Y 4,91 3,16 29,087
14/4/3 2014 v 4,49 3,26 28,926
14/5/1 2014 Y 4,39 2,98 30,627
14/5/2 2014 v 4,83 2,81 30,644
14/5/3 2014 Y 5,12 3,18 29,632
14/5/4 2014 W 5,94 3,38 30,824
14/5/5 2014 vV 5,38 2,98 30,640

Priloha 5: Absolutni velikost genomu: piehled jedincd, u kterych byla stanovovana absolutni
velikost genomu (2C DNA, pg; CV v %; viz Metodika) (uvedeny praméry tfi opakovanych

méfeni; c- F. calthifolia, vv — Ficaria verna subsp. verna, x — F. calthifolia x F. verna subsp.

verna).
Populace Taxon  CV hrach CV vzorek 2C (pg)
10/01/11 c 3,16 3,23 14,128
10/03/5 X 4,56 3,17 22,428
10/04/8 X 3,73 2,95 22,537
10/05/5 c 3,46 3,27 14,297
10/05/7 X 4,66 3,34 20,376
10/05/11 X 3,50 2,97 22,808
10/06/1 wW 4,08 2,98 31,052
10/06/2 Y 3,64 2,81 31,177
10/07/3 wW 3,43 2,64 30,035
10/09/2 c 5,79 4,86 14,318
10/09/3 X 4,83 3,91 21,218
11/01/11 X 4,27 3,25 21,157
11/01/23 X 3,67 3,14 22,544
11/03/7 c 3,08 2,95 14,594
11/03/8 c 4,65 4,37 14,488
11/04/2 Y 4,55 4,19 30,402
11/07/2 Y 4,09 2,82 30,683
12/06/1 c 4,36 4,06 14,296
12/09/1 c 4,00 3,69 14,595

12/10/1 c 3,14 2,77 14,375




12/13/2 w 5,20 3,65 29,810

12/15/3 c 4,12 3,87 14,485
12/16/8 c 5,07 4,02 14,377
12/17/9 X 4,29 3,86 20,566
12/17/11 c 4,45 4,86 14,553
12/17/12 X 5,60 4,33 20,608
12/17/15 X 5,03 3,75 20,783
12/18/3 Y 4,44 3,15 30,584
12/19/3 Y 5,04 3,34 30,824
12/25/1 Y 4,52 3,19 30,721
13/04/1 Y 3,85 3,06 29,505
13/05/1 c 2,55 2,35 14,496
13/08/1 Y 4,80 3,15 30,398
14/01/4 c 3,60 3,83 14,106
PA 10 X 3,75 2,91 22,695
PA 18 X 4,27 3,72 22,752
PA 21 Y 3,54 2,74 30,666
PA 8 c 3,60 3,19 14,498
PA9 X 4,44 3,73 21,351
RA 2 X 3,97 3,52 21,963
RA 4 Y 4,03 3,76 30,753
VL 10 X 4,30 3,30 22,398
VL 12 Y 3,75 2,84 28,769
VL 13 c 3,78 3,32 13,998
VL5 X 4,15 3,67 21,377
VL 8 Y 4,51 3,06 29,736
VL9 Y 3,95 2,74 30,394

Piiloha 6: Viabilita pylu: piehled jedinct, pro které byla stanovovana viabilita mikrospor (Vviz
Metodika; c- F. calthifolia, vv — Ficaria verna subsp. verna, x — F. calthifolia x F. verna subsp.
verna).

Celkovy Celkovy Celkova

Jedinec Taxon pocet pocet zivych  viabilita
mikrospor  mikrospor (%)
RA 2 X 329 29 8,81
12/17/10 X 281 19 6,76
12/17/6 c 343 296 86,30
12/16/10 c 309 224 72,49
12/17/12 X 335 34 10,15
12/17/5 X 304 21 6,91
12/17/9 X 344 38 11,05
12/1716 c 315 245 77,78
12/17/3 c 345 288 83,48
12/15/3 c 401 361 90,02
12/9/3 c 360 278 77,22
12/9/2 c 396 323 81,57
12/16/5 C 374 319 85,29




12/15/1
12/8/1
12/13/3
12/7/2
12/5/2
10/5/8
10/9/6
RA 8
10/9/9
10/9/7
10/6/3
10/5/5
12/8/1
127712
VL5
10/9/7
11/1/11
11/3/7
VL 2
VL3
RA9
VL 11
RA 10
10/2/5
10/2/4
10/2/2
PA 15

X OO X X 00O X X O X X X

394
321
336
325
283
430
250
453
199
345
426
426
388
418
236
348
543
369
336
257
513
383
336
586
488
633
800

333
199
185
192
174
342
31
85
20
32
335
299
211
157
13
15
50
281
49
37
444
338
18
40
424
561
31

84,52
61,99
55,06
59,08
61,48
79,53
12,40
18,76
10,05
9,28

78,64
70,19
54,38
37,56
551

4,31

9,21

76,15
14,58
14,40
86,55
88,25
5,36

6,83

86,89
88,63
3,88




Priloha 7: Sexudlni a asexualni rozmnozovani: piehled jedinct, pro které byly hodnoceny vybrané znaky (viz Metodika) (c- F. calthifolia, vv — Ficaria verna
subsp. verna, x — F. calthifolia x F. verna subsp. verna).

. Cislo Délka Pocet Pocet _Poéet Pocet Pocet Podil
Jedinec  Taxon lodvh lodvh nodii acibulek pacibulek na abortovanych neabortovanych abortovanych
yny yny p v ¥ ¥
nod nazek nazek nazek
RA 2 X 1 13,4 3 3 1,00 9 1 0,90
RA 2 X 2 13,1 2 4 2,00 17 0 1,00
RA3 X 1 11,6 3 4 1,33 8 0 1,00
RA 4 v 1 22,3 3 3 1,00 9 2 0,82
RA 4 W 2 18,8 2 3 1,50 6 1 0,86
RA 6 v 1 10,6 4 5 1,25 16 1 0,94
RA 6 W 2 7,7 3 3 1,00 21 0 1,00
RA7 X 1 11,9 2 3 1,50 9 0 1,00
RA 7 X 2 12,4 3 5 1,67 12 1 0,92
RA 8 X 1 10,9 2 2 1,00 20 0 1,00
RA 8 X 2 8,8 1 2 2,00 24 2 0,92
RA 10 X 1 10,3 1 2 2,00 13 0 1,00
VL1 v 1 13,8 4 4 1,00 9 0 1,00
VL1 v 2 15,5 4 4 1,00 17 1 0,94
VL1 v 3 11,2 5 5 1,00 15 0 1,00
VL1 W 4 17,1 3 2 0,67 9 2 0,82
VL2 X 1 12,5 2 3 1,50 14 1 0,93
VL 2 X 2 11,5 2 2 1,00 11 0 1,00
VL 2 X 1 16,7 4 5 1,25 20 0 1,00




VL 2 X

VL 2 X
VL 4 v
VL4 w
VL 4 v
VL4 w
VL5 X
VL5 X
VL5 X
VL 6 w
VL7 v
VL 10 X
VL 10 X
VL 10 X
VL 12 v
VL 12 v
PA 1 X
PA1l X
PA9 X
PA 11 X
PA 12 X
PA 13 X
PA 13 X
PA 16 X
PA 17 calthifolia

10/01/11 calthifolia

13
10,6
12,2
14,4

13
10,3
13,2
14,1

14

6,7

14,7
9,2
12,5
13,8
7,9
8,4
7,5
5,7
10,6
8,4
91
11,9
7,5

P PP NMNNPRFRPRPOOOPRODNODNMOPDOWWWPESEWDNDWW

N PP W WEFEDNDNNOPRRWOWEDNWO OO PWEDEDNDIO

1,67
1,33
1,00
1,33
1,00
1,00
1,33
1,67
1,50
1,00
1,00
1,33
1,50
1,33
1,50
1,40
2,00
2,00
1,00
1,50
1,50
1,00
1,00
2,00
0,00
0,00

13
11

11
17
10
10
12
18
15
14
11
13
18
12
15
13
11
11
11
13
18
15
14

OO 0O 0O 0O O PFrRPF PFPOPFPOOOPFPFOOOFPDNPEF OOLPKrOo

el
[ERN SN

1,00
0,92
1,00
1,00
0,94
0,83
0,91
1,00
1,00
1,00
0,93
1,00
1,00
1,00
0,92
1,00
0,93
0,92
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
0,39
0,27




10/02/5
10/02/5
10/02/9
10/02/10
10/02/10
10/03/1
10/04/3
10/04/6
10/05/3
10/05/5
10/05/6
10/05/8
10/05/11
10/06/2
10/06/2
10/06/3
10/06/5
10/06/6
10/06/7
10/06/7
10/06/7
10/07/1
10/07/4
10/07/5
10/09/2
10/09/3

X
X
vV
WV
vV
WV
X
X
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
X
WV
vV
calthifolia
vV
WV
vV
WV
vV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
X

P PR PP ONRPRRPRRPRPNRPRRPRPRRPRPRPRPRPREPNDNRERNLER

12
11,4
9,3
13
13,3
13,2

12,4
94
151
11,9

N NDDDN W WEFEDNDN

NN -

NN DN W N

NN D W WwNDWDN

W W N

W W W o1 N

1,00
1,50
2,00
1,00
1,00
2,00
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00
1,50
1,50
0,00
1,00
1,67
1,50
1,50
1,50
0,00
0,00
0,00
0,00
1,00

15
11
18
13
15
15
12
17

~

17
14
12

13
16
11
15
14

= W

18

o,k O Pk O O

(RN [N
g~ P o

w N

1,00
0,92
1,00
0,93
1,00
0,94
0,92
1,00
0,29
0,47
0,27
0,12
0,94
0,88
0,80
0,20
0,93
0,89
0,85
0,94
1,00
0,19
0,23
0,07
0,06
1,00




11/01/1
11/01/2
11/01/4
11/01/6
11/01/16
11/02/1
11/02/2
11/02/3
11/02/4
11/02/4
11/03/2
11/03/3
11/03/6
11/03/8
11/03/10
11/03/11
11/04/1
11/04/2
11/04/3
11/05/2
11/05/3
11/06/1
11/07/1
11/07/1
11/07/2
11/07/2

calthifolia
calthifolia
calthifolia

WV

X

WV

vV

WV

vV

WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia

vV

WV

vV

WV

vV

WV

vV

WV

vV

WV

NP NRPRPRRPRRPRRPRRPRPRPRPRPRRPRPRRPNRPRPRRPRERRRERLERELR

P W W NNDNDNDN

NN EFEPDNWWWPAWDNI

N OO B BN W

W W N WO Wwwo O w

0,00
0,00
0,00
1,50
1,00
2,00
2,00
1,67
1,67
2,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,50
1,67
1,50
1,00
1,00
1,67
1,50
2,00
1,50
1,50

OO NEF NPFP OFPDNPEFEP O

0,21
0,35
0,00
0,88
1,00
1,00
0,93
0,89
0,93
0,91
0,26
0,20
0,40
0,29
0,30
0,10
0,94
0,85
0,95
1,00
0,94
0,89
0,89
0,82
1,00
1,00




11/07/2
11/07/3
12/06/1
12/06/2
12/06/3
12/07/2
12/07/2
12/09/1
12/09/2
12/09/3
12/10/2
12/11/1
12/11/2
12/12/1
12/12/3
12/12/4
12/13/1
12/13/2
12/15/1
12/15/3
12/16/2
12/16/4
12/16/5
12/16/9
12/17/3
12/17/4

vV
WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
WV
vV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
vV
WV
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
calthifolia
X

P PR RPRPRPRRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRRPRPRPRPEPNNRPRPLRREREO®

2,00
1,00
0,00
0,00
0,00
1,00
1,67
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00
2,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
2,00

oOCwooh~MwoOW oMo wur~WADN

=
»

0,93
1,00
0,07
0,27
0,14
1,00
0,94
0,13
0,31
0,30
0,20
0,19
0,30
0,00
0,18
0,33
1,00
0,90
0,00
0,25
0,31
0,00
0,00
0,19
0,00
0,94




12/17/6
12/17/7
12/17/12
12/17/15
12/17/18
12/18/2
12/19/3
12/21/1
12/21/2
12/27/3
12/28/1
12/28/2
12/28/2
12/28/3
12/29/1

calthifolia
calthifolia
X
X
vV
WV
vV
calthifolia
calthifolia
WV
vV
WV
vV
WV
vV

P P NNRPRPRPRPRPRRPRPRRRERRRER

10,5
9,3
9,8
7,6
10

6,4
6,7
10,5
15,6
14,5
9,8

NN W WwWN

N NN P NN

AW o1 w N

W W NDNDN W

0,00
0,00
1,00
1,00
1,67
1,50
2,00
0,00
0,00
1,50
1,00
2,00
1,00
1,50
1,50

17
14
10
11
19

21
17
14
14
21
19

0,13
0,30
0,89
1,00
0,77
0,85
0,95
0,18
0,35
1,00
0,89
0,93
0,88
1,00
1,00




Priloha 8: Fenologie kveteni: piehled studovanych fenofazi u sledovanych jedinct v r. 2013, péstvanych na experimentalni zahradé PiF UP Olomouc (délky
fenofézi jsou uvedeny ve dnech).

w © % N Q N —;‘) N < N % N < N % N < @
E 2 E 5§ g £ g T 8 g £ g % & g8 & g8 9% o5 28 g 8 3%
S = s = & = X = 3 < = X = 3 < = X = 3 < = X = 3
3 2 2 =y > : 2 = > ' 2 = > ! 2 =N > ' 2 =
s £ FF 3§z S £ 30y of gz s Yof g5 Fof
\2 O s S0 R 5 oo 0 R 5 oo 0 R E ooF 0 R
PA PA 1 Xx 1 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 65 126 7
2 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 65 126 7
PA PA9 x 1 154 105 184 108 3 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 25 122 7
2 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 25 122 7 25 122 95 129 7
PA PA10 x 1 154 105 224 112 7 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 65 126 7
PA PA11 x 1 154 105 184 108 3 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 25 122 7
PA PA12 x 1 114 101 154 105 4 154 105 184 108 3 184 108 254 115 7 254 115 25 122 7
2 114 101 154 105 4 154 105 184 108 3 184 108 224 112 7 224 112 25 122 10
3 154 105 184 108 3 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 25 122 7
PA PA13 x 1 114 101 154 105 4 154 105 184 108 3 184 108 254 115 7 254 115 25 122 7
2 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 65 126 7
3 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 65 126 7
4 224 112 254 115 3 254 115 294 119 4 294 119 25 122 3 25 122 95 129 7
PA PA14 x 1 114 101 154 105 4 154 105 184 108 3 184 108 224 112 4 224 112 294 119 7
2 114 101 154 105 4 154 105 184 108 3 184 108 254 115 7 254 115 25 122 7
3 184 108 224 112 4 224 112 254 115 3 254 115 25 122 7 25 122 95 129 7




PA

PA

PA

PA

RA

RA
RA

RA

RA

RA

RA

PA 15

PA 16

PA 17

PA 18

RA1

RA 2
RA 3

RA 4

RAS5

RA 6

RA 7

X X o X

A%

A WONEFE NPEFP OWODNPOORRODNEPEPODNPEPRPRPEPRPEPNPEPREPRPWODNDER

18.4
22.4
22.4
154
15.4
18.4
15.4
154
22.4
18.4
22.4
22.4
22.4
22.4
22.4
25.4
254
114
18.4
18.4
15.4
154
114
18.4
18.4
22.4

108
112
112
105
105
108
105
105
112
108
112
112
112
112
112
115
115
101
108
108
105
105
101
108
108
112

22.4
254
254
224
18.4
224
18.4
18.4
254
22.4
254
254
254
254
254
29.4
29.4
154
22.4
22.4
22.4
18.4
15.4
22.4
22.4
254

112
115
115
112
108
112
108
108
115
112
115
115
115
115
115
119
119
105
112
112
112
108
105
112
112
115

Wb, AP ONPRPEDEEEDDOOOWLOOLOPRERELOWMLWOLOWRERONTWWHS

22.4
254
254
224
18.4
224
18.4
18.4
254
22.4
254
254
254
254
254
29.4
29.4
154
22.4
22.4
22.4
18.4
15.4
22.4
22.4
254

112
115
115
112
108
112
108
108
115
112
115
115
115
115
115
119
119
105
112
112
112
108
105
112
112
115

254
29.4
29.4
254
22.4
254
22.4
22.4
29.4
254
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
25
2.5
18.4
254
254
254
22.4
18.4
254
254
29.4

115
119
119
115
112
115
112
112
119
115
119
119
119
119
119
122
122
108
115
115
115
112
108
115
115
119

A WWWPRPRWWLWLWWLWWWWPSAREEERMdNWOWPAEAEAAPOWOWDEWOWPEP~O®

254
29.4
29.4
254
22.4
254
22.4
22.4
29.4
254
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
25
2.5
18.4
254
254
254
22.4
18.4
254
254
29.4

115
119
119
115
112
115
112
112
119
115
119
119
119
119
119
122
122
108
115
115
115
112
108
115
115
119

29.4
2.5
2.5
2.5

254
2.5

254

29.4
6.5

29.4
6.5
2.5
2.5
6.5
6.5
6.5
9.5

22.4

29.4

29.4

29.4

25.4

22.4

29.4

29.4
2.5

119
122
122
122
115
122
115
119
126
119
126
122
122
126
126
126
129
112
119
119
119
115
112
119
119
122

WA DDA WDEDAELEDNUDS N ~AWWND~~NWNWNWWA

29.4
2.5
2.5
2.5

254
2.5

254

29.4
6.5

29.4
6.5
25
2.5
6.5
6.5
6.5
9.5

22.4

29.4

29.4

29.4

254

254

29.4

29.4
25

119
122
122
122
115
122
115
119
126
119
126
122
122
126
126
126
129
112
119
119
119
115
112
119
119
122

6.5
9.5
9.5
9.5
2.5
9.5
2.5
6.5
17.5
6.5
17.5
9.5
9.5
135
13.5
135
17.5
2.5
6.5
6.5
6.5
6.5
2.5
6.5
6.5
9.5

126
129
129
129
122
129
122
126
137
126
137
129
129
133
133
133
137
122
126
126
126
126
122
126
126
129

NN NN NN NN
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RA

RA

RA

VL

VL

RA 8

RA9

RA 10

VL1

VL 2

A%

A WONEFE WONPEFP OO OWODNEPEOONO OOPRWDNERWODNEO O

22.4
254
114
22.4
22.4
254
5.4

114
114
114
18.4
18.4
22.4
25.4
5.4

18.4
18.4
22.4
254
22.4
254
25.4
15.4
154
18.4
18.4

112
115
101
112
112
115
95

101
101
101
108
108
112
115
95

108
108
112
115
112
115
115
105
105
108
108

254
29.4
15.4
254
254
29.4
8.4
154
15.4
154
22.4
22.4
254
29.4
8.4
22.4
22.4
254
29.4
254
29.4
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4

115
119
105
115
115
119
98
105
105
105
112
112
115
119
98
112
112
115
119
115
119
119
108
108
112
112

AP, owoowprprprowopbrbowoprrprooprprodbdbdbprrpPrrPrPOPPOCOPEAP~A®

254
29.4
15.4
254
254
29.4
8.4
154
154
154
22.4
22.4
254
29.4
8.4
22.4
22.4
254
29.4
254
29.4
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4

115
119
105
115
115
119
98

105
105
105
112
112
115
119
98

112
112
115
119
115
119
119
108
108
112
112

29.4
2.5
18.4
29.4
29.4
2.5
114
18.4
18.4
18.4
254
254
29.4
25
114
254
254
29.4
2.5
29.4
2.5
25
22.4
22.4
254
254

119
122
108
119
119
122
101
108
108
108
115
115
119
122
101
115
115
119
122
119
122
122
112
112
115
115

W Wb DDwWwWwbkAowWwdbkwWwwWwwWwwWwbkrWWWWWLWWLWWDDEWWHS

29.4
2.5
18.4
29.4
29.4
2.5
114
18.4
18.4
18.4
254
254
29.4
25
114
254
254
29.4
2.5
29.4
2.5
25
22.4
22.4
254
254

119
122
108
119
119
122
101
108
108
108
115
115
119
122
101
115
115
119
122
119
122
122
112
112
115
115

2.5
6.5
22.4
2.5
2.5
6.5
18.4
22.4
22.4
22.4
29.4
29.4
2.5
6.5
15.4
29.4
29.4
6.5
6.5
2.5
6.5
6.5
254
25.4
29.4
2.5

122
126
112
122
122
126
108
112
112
112
119
119
122
126
105
119
119
126
126
122
126
126
115
115
119
122

~NPhroOWOWowprrPrProopbrbhNPEAArPrpPPrpPOOPDEEPEPEAPEAAPPOCOPEEPP®

2.5
6.5
22.4
2.5
2.5
6.5
18.4
22.4
22.4
22.4
29.4
29.4
2.5
6.5
15.4
29.4
29.4
6.5
6.5
25
6.5
6.5
254
254
29.4
25

122
126
112
122
122
126
108
112
112
112
119
119
122
126
105
119
119
126
126
122
126
126
115
115
119
122

9.5
13.5
29.4

9.5

9.5
13.5
254
29.4
29.4

2.5

6.5

6.5

9.5
135
254

6.5

6.5
135
17.5
135
13.5
135

2.5

2.5

6.5

9.5

129
133
119
129
129
133
115
119
119
122
126
126
129
133
115
126
126
133
137
133
133
133
122
122
126
129
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VL

VL

VL

VL

VL
VL

VL 3

VL 4

VL5

VL 6

VL7
VL 10

w

w

'A%
X

A WONEFP P OWODMNPEPOOPODNMNEP~AODNPEPENOOOGPR OWODNEO O

22.4
22.4
8.4
154
18.4
254
254
29.4
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4
18.4
18.4
22.4
22.4
25.4
15.4
18.4
22.4
18.4
8.4
114
18.4
22.4

112
112
98
105
108
115
115
119
119
108
108
112
112
108
108
112
112
115
105
108
112
108
98
101
108
112

254
254
114
18.4
22.4
29.4
29.4
25
2.5
22.4
22.4
254
254
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
22.4
254
22.4
114
154
22.4
254

115
115
101
108
112
119
119
122
122
112
112
115
115
112
112
115
115
119
108
112
115
112
101
105
112
115

w

Wwbrrbdbowobrbrowpbrbowodbrbowuowprprowowoowprrowoowrdds~b~ow

254
254
114
18.4
22.4
29.4
29.4
25
2.5
22.4
22.4
254
254
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
22.4
254
22.4
114
154
22.4
254

115
115
101
108
112
119
119
122
122
112
112
115
115
112
112
115
115
119
108
112
115
112
101
105
112
115

29.4
29.4
15.4
224
254
2.5
2.5
6.5
6.5
254
254
29.4
29.4
254
254
29.4
29.4
25
22.4
254
29.4
254
15.4
18.4
254
29.4

119
119
105
112
115
122
122
126
126
115
115
119
119
115
115
119
119
122
112
115
119
115
105
108
115
119

AW OWPPRWPOOPPOODPDARPOOLOPRRDPOWWOPREARPRLOVDWLOWPERPEEDS

29.4
29.4
15.4
224
254
2.5
2.5
6.5
6.5
254
254
29.4
29.4
254
254
29.4
29.4
25
22.4
254
29.4
254
154
18.4
254
29.4

119
119
105
112
115
122
122
126
126
115
115
119
119
115
115
119
119
122
112
115
119
115
105
108
115
119

2.5
2.5
18.4
254
2.5
6.5
6.5
9.5
9.5
29.4
29.4
2.5
2.5
29.4
29.4
2.5
2.5
6.5
254
29.4
2.5
2.5
18.4
22.4
29.4
2.5

122
122
108
115
122
126
126
129
129
119
119
122
122
119
119
122
122
126
115
119
122
122
108
112
119
122

W hrDdDowuNWPPOLOPWWPREARPPROLWLCOLOPRPPLWVLCLOPRREANWWWW

2.5
2.5
18.4
254
2.5
6.5
6.5
95
9.5
29.4
29.4
25
2.5
29.4
29.4
25
2.5
6.5
254
29.4
2.5
25
18.4
22.4
29.4
25

122
122
108
115
122
126
126
129
129
119
119
122
122
119
119
122
122
126
115
119
122
122
108
112
119
122

9.5
9.5
254
2.5
9.5
13.5
13.5
175
17.5
6.5
6.5
9.5
9.5
6.5
6.5
9.5
9.5
135
2.5
6.5
9.5
9.5
254
29.4
6.5
9.5

129
129
115
122
129
133
133
137
137
126
126
129
129
126
126
129
129
133
122
126
129
129
115
119
126
129
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VL

VL

VL
10/01
10/01

10/01

10/01

10/01
10/02

VL 11

VL 12

VL 13
10/01/1
10/01/3

10/01/4

10/01/5

10/01/6
10/02/4

c
w

O B WONEFPEFPPRAWODNMPEPWODNMNEPODNEPRPRPEPPEREODNMNPEWDNDEREO

22.4
8.4
15.4
154
15.4
18.4
254
25.4
15.4
18.4
114
154
22.4
54
15.4
18.4
114
154
22.4
25.4
18.4
54
114
154
15.4
18.4

112
98
105
105
105
108
115
115
105
108
101
105
112
95
105
108
101
105
112
115
108
95
101
105
105
108

254
114
18.4
18.4
18.4
224
29.4
29.4
18.4
22.4
15.4
18.4
254
8.4
18.4
22.4
15.4
18.4
254
29.4
22.4
8.4
15.4
18.4
18.4
22.4

115
101
108
108
108
112
119
119
108
112
105
108
115
98
108
112
105
108
115
119
112
98
105
108
108
112

A W WP, OWOWPEAEP,OLCWLOPRERPPROLOLWCWLWOPERPERPOWOERARERRLWWWWW

254
114
18.4
18.4
18.4
224
29.4
29.4
18.4
22.4
154
18.4
254
8.4
18.4
22.4
15.4
18.4
254
29.4
22.4
8.4
15.4
18.4
18.4
22.4

115
101
108
108
108
112
119
119
108
112
105
108
115
98

108
112
105
108
115
119
112
98

105
108
108
112

29.4
154
22.4
224
22.4
254
2.5
25
22.4
254
18.4
22.4
29.4
114
22.4
254
18.4
22.4
29.4
25
254
114
18.4
22.4
22.4
254

119
105
112
112
112
115
122
122
112
115
108
112
119
101
112
115
108
112
119
122
115
101
108
112
112
115

W hrDdDowwwwdbrbrdbbhowwprpowdbrbhbbhowuwprpowowowdrbr~s~rps~-H

29.4
154
22.4
224
22.4
254
2.5
25
22.4
254
18.4
22.4
29.4
114
22.4
254
18.4
22.4
29.4
25
254
114
18.4
22.4
22.4
254

119
105
112
112
112
115
122
122
112
115
108
112
119
101
112
115
108
112
119
122
115
101
108
112
112
115

2.5
18.4
254
29.4
254
29.4

6.5

6.5
254
29.4
22.4
25.4

2.5
154
254

2.5
254
25.4

2.5

6.5
29.4
18.4
22.4
29.4
254
29.4

122
108
115
119
115
119
126
126
115
119
112
115
122
105
115
122
115
115
122
126
119
108
112
119
115
119

A OO NPPNPPPPOLOOAINATOPDDPOLOODDPPOPEAPEEDPDOOANLOLOW

2.5
18.4
254
29.4
254
29.4

6.5

6.5
254
29.4
22.4
254

2.5
15.4
254

25
254
254

2.5

6.5
29.4
15.4
22.4
29.4
254
29.4

122
108
115
119
115
119
126
126
115
119
112
115
122
105
115
122
115
115
122
126
119
108
112
119
115
119

9.5
254
2.5
6.5
6.5
6.5
13.5
135
2.5
6.5
29.4
2.5
9.5
25.4
2.5
9.5
2.5
2.5
13.5
135
6.5
25.4
29.4
6.5
2.5
6.5

129
115
122
126
126
126
133
133
122
126
119
122
129
115
122
129
122
122
133
133
126
115
119
126
122
126
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10/02

10/02
10/02
10/02

10/03

10/03

10/03

10/03

10/03

10/04

10/02/5

10/02/8
10/02/9
10/02/10

10/03/1

10/03/2

10/03/3

10/03/5

10/03/6

10/04/3

X

w

P WONEFEPE D OWODMNPEFDNEPEPRRODNMNPEPODNEPEP P~ ODNMNPEPRPPEPRPWODNER

15.4
18.4
22.4
154
18.4
154
15.4
154
18.4
18.4
22.4
22.4
15.4
18.4
22.4
22.4
15.4
18.4
18.4
22.4
22.4
25.4
15.4
154
18.4
154

105
108
112
105
108
105
105
105
108
108
112
112
105
108
112
112
105
108
108
112
112
115
105
105
108
105

18.4
224
254
18.4
22.4
18.4
18.4
18.4
22.4
22.4
254
254
18.4
22.4
254
254
18.4
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
18.4
22.4
18.4

108
112
115
108
112
108
108
108
112
112
115
115
108
112
115
115
108
112
112
115
115
119
108
108
112
108

WP WWDPWWPEARPPOWLWWLWWLWOPPRLWLWOLWOWPEPPWLWWDPDDLOWDD®W

18.4
224
254
18.4
22.4
18.4
18.4
18.4
22.4
22.4
254
254
18.4
22.4
254
254
18.4
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
18.4
22.4
18.4

108
112
115
108
112
108
108
108
112
112
115
115
108
112
115
115
108
112
112
115
115
119
108
108
112
108

22.4
254
29.4
224
254
224
22.4
22.4
254
254
29.4
29.4
22.4
254
29.4
29.4
22.4
254
254
29.4
29.4
25
22.4
22.4
254
22.4

112
115
119
112
115
112
112
112
115
115
119
119
112
115
119
119
112
115
115
119
119
122
112
112
115
112

AW bSAAPdPowuprprPrpPooowopbrrprprpoOoprAbdbdooowoprrdb>dobrpro0pd

22.4
254
29.4
224
254
224
22.4
22.4
254
254
29.4
29.4
22.4
254
29.4
29.4
22.4
254
254
29.4
29.4
25
22.4
22.4
254
22.4

112
115
119
112
115
112
112
112
115
115
119
119
112
115
119
119
112
115
115
119
119
122
112
112
115
112

29.4
29.4
2.5
254
29.4
254
254
29.4
29.4
2.5
2.5
2.5
254
2.5
2.5
2.5
254
29.4
29.4
2.5
2.5
6.5
254
25.4
29.4
25.4

119
119
122
115
119
115
115
119
119
122
122
122
115
122
122
122
115
119
119
122
122
126
115
115
119
115

Wb WWPEAWWEDWWLWLWLWOWANWWOLWONDERDRANLWLWPEDLWWDEDN

29.4
29.4
2.5
254
29.4
254
254
29.4
29.4
25
2.5
25
254
25
2.5
25
254
29.4
29.4
25
2.5
6.5
254
254
29.4
254

119
119
122
115
119
115
115
119
119
122
122
122
115
122
122
122
115
119
119
122
122
126
115
115
119
115

6.5
6.5
9.5
2.5
9.5
2.5
2.5
6.5
6.5
9.5
9.5
9.5
6.5
9.5
9.5
9.5
2.5
9.5
6.5
9.5
9.5
135
2.5
6.5
6.5
2.5

126
126
129
122
129
122
122
126
126
129
129
129
126
129
129
129
122
129
126
129
129
133
122
126
126
122
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10/04

10/04

10/04
10/05
10/05

10/05

10/05
10/05

10/05

10/04/6

10/04/7

10/04/9
10/05/3
10/05/5

10/05/6

10/05/7
10/05/8

10/05/11

NP, WONEFPF P WODNPEPEYNOOOPRROWODNEPRPRPEPDNEPODODNMNENDN

18.4
154
18.4
22.4
22.4
254
114
154
15.4
18.4
5.4

8.4

15.4
154
18.4
22.4
22.4
8.4

114
154
18.4
8.4

114
18.4
15.4
22.4

108
105
108
112
112
115
101
105
105
108
95

98

105
105
108
112
112
98

101
105
108
98

101
108
105
112

22.4
18.4
22.4
254
254
29.4
15.4
18.4
18.4
22.4
8.4
114
18.4
18.4
22.4
254
254
114
15.4
18.4
22.4
114
15.4
22.4
18.4
254

112
108
112
115
115
119
105
108
108
112
98
101
108
108
112
115
115
101
105
108
112
101
105
112
108
115

Wb, WWEAEADDOOWWE WS

W W kAP owbrbowbkrbowowowdrowow

22.4
18.4
22.4
254
254
29.4
154
18.4
18.4
22.4
8.4
114
18.4
18.4
22.4
254
254
114
15.4
18.4
22.4
114
15.4
22.4
18.4
254

112
108
112
115
115
119
105
108
108
112
98

101
108
108
112
115
115
101
105
108
112
101
105
112
108
115

254
224
254
29.4
29.4
2.5
18.4
22.4
22.4
254
114
154
22.4
22.4
254
29.4
29.4
154
18.4
22.4
254
154
18.4
254
22.4
29.4

115
112
115
119
119
122
108
112
112
115
101
105
112
112
115
119
119
105
108
112
115
105
108
115
112
119

AP, owoowprowuwprbpbowuodrbrrbrprprowoprrpdrbdooowowoprrPrproooodro00opro0

254
224
254
29.4
29.4
2.5
18.4
22.4
22.4
254
114
154
22.4
22.4
254
29.4
29.4
154
18.4
22.4
254
154
18.4
254
22.4
29.4

115
112
115
119
119
122
108
112
112
115
101
105
112
112
115
119
119
105
108
112
115
105
108
115
112
119

29.4
254
2.5
2.5
2.5
6.5
22.4
29.4
29.4
29.4
15.4
18.4
254
25.4
29.4
2.5
2.5
18.4
22.4
29.4
29.4
18.4
22.4
29.4
254
2.5

119
115
122
122
122
126
112
119
119
119
105
108
115
115
119
122
122
108
112
119
119
108
112
119
115
122

W Wb bwpkrrNPrPoWWWPPWOLWOWDRRPENANPDDPPWWA WS

29.4
254
2.5
2.5
2.5
6.5
22.4
29.4
29.4
29.4
15.4
18.4
254
254
29.4
25
2.5
18.4
22.4
29.4
29.4
18.4
22.4
29.4
254
25

119
115
122
122
122
126
112
119
119
119
105
108
115
115
119
122
122
108
112
119
119
108
112
119
115
122

6.5
2.5
9.5
9.5
9.5
13.5
2.5
6.5
6.5
6.5
22.4
25.4
2.5
2.5
6.5
9.5
29.4
25.4
29.4
6.5
6.5
25.4
29.4
6.5
2.5
9.5

126
122
129
129
129
133
122
126
126
126
112
115
122
122
126
129
119
115
119
126
126
115
119
126
122
129

NN NN NN
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10/06

10/06

10/06
10/06
10/06
10/07

10/07
10/07

10/07

10/09

10/09

10/09

10/06/2

10/06/3

10/06/5
10/06/6
10/06/7
10/07/1

10/07/2
10/07/4

10/07/5

10/09/1

10/09/2

10/09/3

P OO0 WONPEFPF P OWODMNMNPEDNEPEPRPPR~AODNPEPRPPRPEPRPPRRODNMNMEDNDER

18.4
22.4
5.4
8.4
18.4
18.4
18.4
18.4
15.4
154
18.4
22.4
22.4
154
114
154
8.4
18.4
18.4
154
114
154
18.4
18.4
22.4
154

108
112
95
98
108
108
108
108
105
105
108
112
112
105
101
105
98
108
108
105
101
105
108
108
112
105

22.4
254
8.4
114
22.4
224
22.4
22.4
18.4
18.4
22.4
254
254
18.4
15.4
18.4
114
22.4
22.4
18.4
15.4
18.4
22.4
22.4
254
18.4

112
115
98
101
112
112
112
112
108
108
112
115
115
108
105
108
101
112
112
108
105
108
112
112
115
108

w w

Wb WWWPrOLWWEAEDEDS

W w b bbwpr~rowdbrob>~

22.4
254
8.4
114
22.4
224
22.4
22.4
18.4
18.4
22.4
254
254
18.4
15.4
18.4
114
22.4
22.4
18.4
15.4
18.4
22.4
22.4
254
18.4

112
115
98
101
112
112
112
112
108
108
112
115
115
108
105
108
101
112
112
108
105
108
112
112
115
108

254
29.4
114
154
254
254
254
254
22.4
22.4
254
29.4
29.4
22.4
18.4
22.4
15.4
254
254
22.4
18.4
22.4
254
254
29.4
22.4

115
119
101
105
115
115
115
115
112
112
115
119
119
112
108
112
105
115
115
112
108
112
115
115
119
112

AP owoowprowprpbowoowprprowuprprr>rrorrPrProOOOWPEOLOWP~~®W

254
29.4
114
154
254
254
254
254
22.4
22.4
254
29.4
29.4
22.4
18.4
22.4
154
254
254
22.4
18.4
22.4
254
254
29.4
22.4

115
119
101
105
115
115
115
115
112
112
115
119
119
112
108
112
105
115
115
112
108
112
115
115
119
112

29.4
2.5
15.4
18.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
2.5
2.5
25.4
22.4
25.4
18.4
29.4
29.4
25.4
22.4
25.4
2.5
29.4
2.5
29.4

119
122
105
108
119
119
119
119
119
119
119
122
122
115
112
115
108
119
119
115
112
115
122
119
122
119

~Now AN WP OOPRARPOWWOPLWLWCLWOWDRAININIPEPERDEEDDWPE WS

29.4
2.5
15.4
18.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
25
2.5
254
22.4
254
18.4
29.4
29.4
254
22.4
254
2.5
29.4
2.5
29.4

119
122
105
108
119
119
119
119
119
119
119
122
122
115
112
115
108
119
119
115
112
115
122
119
122
119

9.5
9.5
22.4
254
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
9.5
9.5
2.5
2.5
2.5
254
6.5
6.5
2.5
29.4
2.5
9.5
6.5
9.5
6.5

129
129
112
115
126
126
126
126
126
126
126
129
129
122
122
122
115
126
126
122
119
122
129
126
129
126
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10/09

10/09

11/01

11/01

11/01

11/01

11/01

11/01

11/01
11/01

10/09/6

10/09/7

11/01/1

11/01/2

11/01/3

11/01/4

11/01/6

11/01/9

11/01/10
11/01/16

X
X

NP FP NP PFPWODNMNPOOOOPRRWODNENENEDNEDODNMNENDN

18.4
114
114
154
18.4
114
18.4
114
15.4
114
15.4
54

15.4
154
18.4
25.4
254
154
18.4
22.4
18.4
114
15.4
154
8.4

22.4

108
101
101
105
108
101
108
101
105
101
105
95

105
105
108
115
115
105
108
112
108
101
105
105
98

112

22.4
154
15.4
18.4
22.4
154
22.4
154
18.4
154
18.4
8.4
18.4
18.4
22.4
29.4
29.4
18.4
22.4
254
22.4
154
18.4
18.4
114
254

112
105
105
108
112
105
112
105
108
105
108
98
108
108
112
119
119
108
112
115
112
105
108
108
101
115

WwWwwwrrprpowbrbowuwdrbprPrprowoowowowrowuprprrrbbowesrps~r>p>

22.4
154
15.4
18.4
22.4
154
22.4
154
18.4
154
18.4
8.4
18.4
18.4
22.4
29.4
29.4
18.4
22.4
254
22.4
154
18.4
18.4
114
254

112
105
105
108
112
105
112
105
108
105
108
98

108
108
112
119
119
108
112
115
112
105
108
108
101
115

254
18.4
18.4
224
254
18.4
254
18.4
22.4
18.4
22.4
114
22.4
22.4
254
25
2.5
22.4
254
29.4
254
18.4
22.4
22.4
15.4
29.4

115
108
108
112
115
108
115
108
112
108
112
101
112
112
115
122
122
112
115
119
115
108
112
112
105
119

A A DDDMWOWWPP,OWPWWWEPWPRRWPEPLWWWWPERWWW

254
18.4
18.4
224
254
18.4
254
18.4
22.4
18.4
22.4
114
22.4
22.4
254
25
2.5
22.4
254
29.4
254
18.4
22.4
22.4
154
29.4

115
108
108
112
115
108
115
108
112
108
112
101
112
112
115
122
122
112
115
119
115
108
112
112
105
119

29.4
22.4
22.4
254
29.4
22.4
29.4
22.4
254
22.4
254
154
254
25.4
29.4
6.5
6.5
25.4
29.4
2.5
29.4
22.4
254
25.4
18.4
2.5

119
112
112
115
119
112
119
112
115
112
115
105
115
115
119
126
126
115
119
122
119
112
115
115
108
122

WwWwwwkrrprprowprbhowprrprprpoLoowowoprboworowouprrprrbdooprp>rDpd

29.4
224
22.4
254
29.4
224
29.4
22.4
254
22.4
254
15.4
254
254
29.4
6.5
6.5
254
29.4
25
29.4
22.4
254
254
18.4
25

119
112
112
115
119
112
119
112
115
112
115
105
115
115
119
126
126
115
119
122
119
112
115
115
108
122

6.5
29.4
29.4

2.5

6.5
29.4

6.5
29.4

2.5
29.4

2.5
22.4

2.5

2.5

6.5
135
13.5

2.5

6.5

9.5

9.5
29.4

2.5

6.5
254

9.5

126
119
119
122
126
119
126
119
122
119
122
112
122
122
126
133
133
122
126
129
129
119
122
126
115
129
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11/01

11/01
11/01
11/01
11/02
11/02
11/02
11/02

11/03

11/03

11/03

11/03

11/03

11/01/17

11/01/19

11/01/20

11/01/23
11/02/1
11/02/2
11/02/3
11/02/4

11/03/1

11/03/3

11/03/5

11/03/6

11/03/7

P NRPNRPOODMONRPREONRPRPNNRRPRPRPREPRERPNREL,NSEWDNLR

15.4
154
22.4
254
15.4
18.4
15.4
154
22.4
22.4
22.4
54

18.4
8.4

114
114
5.4

114
15.4
154
18.4
54

114
114
15.4
54

105
105
112
115
105
108
105
105
112
112
112
95

108
98

101
101
95

101
105
105
108
95

101
101
105
95

18.4
18.4
254
29.4
18.4
224
18.4
18.4
254
254
254
8.4
22.4
114
15.4
154
8.4
154
18.4
18.4
22.4
8.4
15.4
154
18.4
8.4

108
108
115
119
108
112
108
108
115
115
115
98
112
101
105
105
98
105
108
108
112
98
105
105
108
98

W W hr PP, owowdrbowdbrb,PrPoOwPPoOWWWWWWPRWPEWWW

18.4
18.4
254
29.4
18.4
224
18.4
18.4
254
254
254
8.4
22.4
114
15.4
154
8.4
154
18.4
18.4
22.4
8.4
15.4
154
18.4
8.4

108
108
115
119
108
112
108
108
115
115
115
98

112
101
105
105
98

105
108
108
112
98

105
105
108
98

22.4
224
29.4
2.5
22.4
254
22.4
22.4
29.4
29.4
29.4
114
254
154
18.4
18.4
114
18.4
22.4
22.4
254
114
18.4
18.4
22.4
114

112
112
119
122
112
115
112
112
119
119
119
101
115
105
108
108
101
108
112
112
115
101
108
108
112
101

WP WWWWPAARPPOLWLWLWCWWPP,LVLCLODSARPEPEAEEAPPNODDWOWPEPEDS

22.4
224
29.4
2.5
22.4
254
22.4
22.4
29.4
29.4
29.4
114
254
154
18.4
18.4
114
18.4
22.4
22.4
254
114
18.4
18.4
22.4
114

112
112
119
122
112
115
112
112
119
119
119
101
115
105
108
108
101
108
112
112
115
101
108
108
112
101

254
254
2.5
6.5
254
29.4
254
25.4
2.5
2.5
2.5
154
29.4
18.4
22.4
22.4
15.4
25.4
254
25.4
29.4
154
22.4
22.4
254
154

115
115
122
126
115
119
115
115
122
122
122
105
119
108
112
112
105
115
115
115
119
105
112
112
115
105

Arow bbb pPpoO0oOoNPPPEPPOPRADOOLOLOOLOPEWOWPELWLWW

254
254
2.5
6.5
254
29.4
254
254
2.5
25
2.5
15.4
29.4
18.4
22.4
22.4
15.4
254
254
254
29.4
15.4
22.4
22.4
254
15.4

115
115
122
126
115
119
115
115
122
122
122
105
119
108
112
112
105
115
115
115
119
105
112
112
115
105

2.5
2.5
9.5
13.5
2.5
6.5
2.5
2.5
9.5
9.5
9.5
22.4
6.5
25.4
29.4
29.4
22.4
2.5
2.5
2.5
6.5
22.4
29.4
29.4
2.5
22.4

122
122
129
133
122
126
122
122
129
129
129
112
126
115
119
119
112
122
122
122
126
112
119
119
122
112
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11/03

11/03
11/03

11/03

11/03

11/03

11/03/8

11/03/9
11/03/10

11/03/11

11/03/12

11/03/13

O o

NP, WONPEFE O OWODNERROODNEPEEPO OGP WDNPEPOOOORWNDN

5.4

8.4

8.4

114
18.4
54

114
114
114
18.4
18.4
18.4
114
114
114
18.4
5.4

114
114
154
18.4
54

114
18.4
114
114

95
98
98
101
108
95
101
101
101
108
108
108
101
101
101
108
95
101
101
105
108
95
101
108
101
101

8.4
114
114
154
22.4

8.4
15.4
154
15.4
22.4
22.4
22.4
15.4
154
15.4
22.4

8.4
154
15.4
18.4
22.4

8.4
15.4
22.4
15.4
154

98
101
101
105
112

98
105
105
105
112
112
112
105
105
105
112

98
105
105
108
112

98
105
112
105
105

ArbrArbdbdowoprprowopbhboprp~rpprprpdbdbbdbdprrpPAAPPoOobdPoO0OoO®

8.4
114
114
154
22.4

8.4
154
154
154
22.4
22.4
22.4
154
154
15.4
22.4

8.4
154
15.4
18.4
22.4

8.4
15.4
22.4
15.4
154

98
101
101
105
112

98
105
105
105
112
112
112
105
105
105
112

98
105
105
108
112

98
105
112
105
105

114
154
15.4
18.4
254
114
18.4
18.4
18.4
254
254
254
18.4
18.4
18.4
254
114
18.4
18.4
22.4
254
114
18.4
254
18.4
18.4

101
105
105
108
115
101
108
108
108
115
115
115
108
108
108
115
101
108
108
112
115
101
108
115
108
108

W W WWwWwWwWPWWwWwwwwwowwowwowwowwwds~dobdow

114
154
15.4
18.4
254
114
18.4
18.4
18.4
254
254
254
18.4
18.4
18.4
254
114
18.4
18.4
22.4
254
114
18.4
254
18.4
18.4

101
105
105
108
115
101
108
108
108
115
115
115
108
108
108
115
101
108
108
112
115
101
108
115
108
108

15.4
18.4
18.4
254
29.4
154
22.4
22.4
22.4
29.4
29.4
2.5
22.4
22.4
22.4
2.5
15.4
22.4
22.4
25.4
29.4
154
22.4
29.4
22.4
22.4

105
108
108
115
119
105
112
112
112
119
119
122
112
112
112
122
105
112
112
115
119
105
112
119
112
112

N I S N S S S & S N S S S S N e A S T S Y >N SN S N S N I GO B GO I SN

15.4
18.4
18.4
254
29.4
15.4
22.4
22.4
22.4
29.4
29.4
29.4
22.4
22.4
22.4
25
15.4
22.4
22.4
254
29.4
15.4
22.4
29.4
22.4
22.4

105
108
108
115
119
105
112
112
112
119
119
122
112
112
112
122
105
112
112
115
119
105
112
119
112
112

22.4
254
254
2.5
6.5
224
29.4
29.4
29.4
6.5
6.5
6.5
29.4
29.4
29.4
9.5
22.4
29.4
2.5
2.5
6.5
22.4
29.4
6.5
29.4
29.4

112
115
115
122
126
112
119
119
119
126
126
126
119
119
119
129
112
119
122
122
126
112
119
126
119
119
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11/04
11/04
11/04
11/05
11/05
11/05
11/06
11/07

11/07

11/07

12/06

11/04/1
11/04/2
11/04/3
11/05/1
11/05/2
11/05/3
11/06/1
11/07/1

11/07/2

11/07/3

12/06/1

s8¢

O U WNRNMNRPORNMWMNREPDNWONRPREPERERPRERRERRERLANOW

w

18.4
18.4
18.4
18.4
15.4
18.4
18.4
22.4
18.4
18.4
22.4
22.4
254
154
18.4
18.4
22.4
25.4
18.4
22.4
5.4

54

8.4

114
114
18.4

108
108
108
108
105
108
108
112
108
108
112
112
115
105
108
108
112
115
108
112
95

95

98

101
101
108

22.4
224
22.4
224
18.4
224
22.4
254
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
22.4
22.4
254
29.4
22.4
254
8.4
8.4
114
154
15.4
22.4

112
112
112
112
108
112
112
115
112
112
115
115
119
108
112
112
115
119
112
115
98
98
101
105
105
112

A Ddowowowowrrbrhowuwprprprowupbrbowuwprrprowwudbrrrhowuoprrps~rpsr2r>H>

22.4
224
22.4
224
18.4
224
22.4
254
22.4
22.4
254
254
29.4
18.4
22.4
22.4
254
29.4
22.4
254
8.4
8.4
114
154
15.4
22.4

112
112
112
112
108
112
112
115
112
112
115
115
119
108
112
112
115
119
112
115
98

98

101
105
105
112

254
254
254
254
22.4
254
254
29.4
254
254
29.4
29.4
2.5
22.4
254
254
29.4
25
254
29.4
114
114
15.4
18.4
18.4
254

115
115
115
115
112
115
115
119
115
115
119
119
122
112
115
115
119
122
115
119
101
101
105
108
108
115

W W wWwrwwrowowbrhowwrowdbdbhowuwowrowowdowowowow

254
254
254
254
22.4
254
254
29.4
254
254
29.4
29.4
2.5
22.4
254
254
29.4
25
254
29.4
114
114
154
18.4
18.4
254

115
115
115
115
112
115
115
119
115
115
119
119
122
112
115
115
119
122
115
119
101
101
105
108
108
115

29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
2.5
29.4
29.4
2.5
2.5
6.5
25.4
29.4
29.4
2.5
6.5
29.4
2.5
15.4
154
18.4
22.4
254
29.4

119
119
119
119
119
119
119
122
119
119
122
122
126
115
119
119
122
126
119
122
105
105
108
112
115
119

AN owowoprprproopbdbhbdbboprPrpProopbrbPoooorrrooprb>PEE2A~Pd

29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
29.4
25
29.4
29.4
2.5
25
6.5
254
29.4
29.4
2.5
6.5
29.4
25
15.4
15.4
18.4
22.4
254
29.4

119
119
119
119
119
119
119
122
119
119
122
122
126
115
119
119
122
126
119
122
105
105
108
112
115
119

6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
6.5
9.5
6.5
9.5
9.5
9.5
13.5
2.5
6.5
6.5
9.5
135
6.5
9.5
22.4
22.4
254
29.4
2.5
6.5

126
126
126
126
126
126
126
129
126
129
129
129
133
122
126
126
129
133
126
129
112
112
115
119
122
126
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12/06

12/06

12/07
12/07

12/07
12/09

12/09

12/09

12/10

12/11

12/11

12/06/2

12/06/3

12/07/1
12/07/2

12/07/3
12/09/1

12/09/2

12/09/3

12/09/4

12/10/2

12/11/1

12/11/2

g s

NP WONEFE P2 OWODNPENEDNEPODNEPENPEPEPNMNPEPERPNMNEDNER

w

114
114
15.4
18.4
114
22.4
22.4
22.4
8.4

114
15.4
18.4
18.4
114
114
154
18.4
114
15.4
18.4
22.4
54

15.4
154
15.4
154

101
101
105
108
101
112
112
112
98

101
105
108
108
101
101
105
108
101
105
108
112
95

105
105
105
105

15.4
154
18.4
224
15.4
254
254
254
114
154
18.4
22.4
22.4
154
15.4
18.4
22.4
154
18.4
22.4
254
8.4
18.4
18.4
18.4
18.4

105
105
108
112
105
115
115
115
101
105
108
112
112
105
105
108
112
105
108
112
115
98
108
108
108
108

W W wWwwwwrbuwrbrpr,owpbhprrprrProwupr~rprowowowowdsrdrowuwpbsrsps

15.4
154
18.4
224
15.4
254
254
254
114
154
18.4
22.4
22.4
154
15.4
18.4
22.4
154
18.4
22.4
254
8.4
18.4
18.4
18.4
18.4

105
105
108
112
105
115
115
115
101
105
108
112
112
105
105
108
112
105
108
112
115
98

108
108
108
108

18.4
18.4
22.4
254
18.4
29.4
29.4
29.4
154
18.4
22.4
254
254
18.4
18.4
22.4
254
18.4
22.4
254
29.4
114
22.4
22.4
22.4
22.4

108
108
112
115
108
119
119
119
105
108
112
115
115
108
108
112
115
108
112
115
119
101
112
112
112
112

AR PPOPP,POWOWPRRLOLCLWOLWLWWDDRWPEAEEEEDWWPEEWW

18.4
18.4
22.4
254
18.4
29.4
29.4
29.4
15.4
18.4
22.4
254
254
18.4
18.4
22.4
254
18.4
22.4
254
29.4
114
22.4
22.4
22.4
22.4

108
108
112
115
108
119
119
119
105
108
112
115
115
108
108
112
115
108
112
115
119
101
112
112
112
112

22.4
22.4
254
2.5
22.4
2.5
2.5
2.5
18.4
22.4
29.4
29.4
29.4
22.4
22.4
25.4
29.4
22.4
254
29.4
2.5
154
254
25.4
254
25.4

112
112
115
122
112
122
122
122
108
112
119
119
119
112
112
115
119
112
115
119
122
105
115
115
115
115

WwWwwwrwprpbowdrbrr,owuprrrrprrb,r,rdPrProwLwOLOOLOWWDERRNdyWRSEPD>

22.4
224
254
2.5
22.4
2.5
2.5
25
18.4
22.4
29.4
29.4
29.4
22.4
22.4
254
29.4
22.4
254
29.4
2.5
15.4
254
254
254
254

112
112
115
122
112
122
122
122
108
112
119
119
119
112
112
115
119
112
115
119
122
105
115
115
115
115

29.4
29.4
2.5
9.5
29.4
9.5
9.5
9.5
254
29.4
6.5
6.5
9.5
29.4
29.4
2.5
6.5
29.4
2.5
6.5
9.5
22.4
2.5
2.5
2.5
2.5

119
119
122
129
119
129
129
129
115
119
126
126
129
119
119
122
126
119
122
126
129
112
122
122
122
122
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12/12

12/12

12/12

12/12

12/13

12/13

12/15

12/12/1

12/12/2

12/12/3

12/12/4

12/13/1

12/13/2

12/15/1

A%

A%

O B WONEFEF NMNEFEPNPFPODNMEPORRODNEPEPP~WODNMNPE>WODNPE®

18.4
114
15.4
154
18.4
8.4

8.4

154
15.4
54

8.4

8.4

18.4
18.4
114
154
254
154
15.4
18.4
18.4
8.4

15.4
154
18.4
22.4

108
101
105
105
108
98

98

105
105
95

98

98

108
108
101
105
115
105
105
108
108
98

105
105
108
112

22.4
154
18.4
18.4
22.4
114
114
18.4
18.4
8.4
114
114
22.4
22.4
15.4
18.4
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4
114
18.4
18.4
22.4
254

112
105
108
108
112
101
101
108
108
98
101
101
112
112
105
108
119
108
108
112
112
101
108
108
112
115

W P WWWPrrPP,oWWP,OWOWPEPEPRPLOWCWWWWWLWWDPDLWWLWDSDED>

22.4
154
18.4
18.4
22.4
114
114
18.4
18.4
8.4
114
114
22.4
22.4
15.4
18.4
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4
114
18.4
18.4
22.4
254

112
105
108
108
112
101
101
108
108
98

101
101
112
112
105
108
119
108
108
112
112
101
108
108
112
115

254
18.4
22.4
224
254
154
154
22.4
22.4
114
154
154
254
254
18.4
22.4
2.5
22.4
22.4
254
254
154
22.4
22.4
254
29.4

115
108
112
112
115
105
105
112
112
101
105
105
115
115
108
112
122
112
112
115
115
105
112
112
115
119

~row bbb owoowpbrphbr,owoprprowoowoowdbrbrowuprrrrrr>rrowobrprooow

254
18.4
22.4
224
254
154
15.4
22.4
22.4
114
15.4
154
254
254
18.4
22.4
2.5
22.4
22.4
254
254
154
22.4
22.4
254
29.4

115
108
112
112
115
105
105
112
112
101
105
105
115
115
108
112
122
112
112
115
115
105
112
112
115
119

29.4
22.4
254
254
29.4
18.4
18.4
25.4
254
154
18.4
18.4
29.4
29.4
22.4
25.4
6.5
25.4
254
29.4
29.4
18.4
254
25.4
29.4
2.5

119
112
115
115
119
108
108
115
115
105
108
108
119
119
112
115
126
115
115
119
119
108
115
115
119
122

W hrhr WWWPAPRPPOLWOWOWPDRWOPEAPPEPPOOWOWPERLWLWWLWLWWDRDWWESED>

29.4
224
254
254
29.4
18.4
18.4
254
254
15.4
18.4
18.4
29.4
29.4
22.4
254
6.5
254
254
29.4
29.4
18.4
254
254
29.4
25

119
112
115
115
119
108
108
115
115
105
108
108
119
119
112
115
126
115
115
119
119
108
115
115
119
122

6.5
29.4
2.5
2.5
6.5
254
254
2.5
2.5
22.4
254
25.4
6.5
6.5
29.4
2.5
13.5
2.5
2.5
6.5
6.5
29.4
2.5
2.5
6.5
9.5
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12/15

12/15

12/16
12/16

12/16

12/16
12/16

12/16
12/16

12/16

12/15/2

12/15/3

12/16/1
12/16/2

12/16/3

12/16/4
12/16/5

12/16/6
12/16/8

12/16/9

A WONPFPOOOOOP,OWODNPEPEPNEPEPNENEPRERPDREODNMPEWOWDNER

15.4
154
18.4
54

8.4

18.4
18.4
18.4
114
18.4
8.4

154
114
114
18.4
154
5.4

54

8.4

114
15.4
22.4
114
114
15.4
18.4

105
105
108
95

98

108
108
108
101
108
98

105
101
101
108
105
95

95

98

101
105
112
101
101
105
108

18.4
18.4
22.4
8.4
114
224
22.4
22.4
15.4
22.4
114
18.4
15.4
154
22.4
18.4
8.4
8.4
114
154
18.4
254
15.4
154
18.4
22.4

108
108
112
98
101
112
112
112
105
112
101
108
105
105
112
108
98
98
101
105
108
115
105
105
108
112

A WA PPOOOPPOVCLOLOLWOPEREPR,LOVLCWLOPEEEAPERRLWLWWPEWW

18.4
18.4
22.4
8.4
114
224
22.4
22.4
154
22.4
114
18.4
154
154
22.4
18.4
8.4
8.4
114
154
18.4
254
15.4
154
18.4
22.4

108
108
112
98

101
112
112
112
105
112
101
108
105
105
112
108
98

98

101
105
108
115
105
105
108
112

22.4
224
254
114
15.4
254
254
254
18.4
254
154
22.4
18.4
18.4
254
22.4
114
114
15.4
18.4
22.4
29.4
18.4
18.4
22.4
254

112
112
115
101
105
115
115
115
108
115
105
112
108
108
115
112
101
101
105
108
112
119
108
108
112
115

W hrhr WWPErPPWOWPPOWWPERWWLWWLODRDDWWWLWWDRDRWWESED>

22.4
224
22.4
114
15.4
254
254
254
18.4
254
15.4
22.4
18.4
18.4
254
22.4
114
114
154
18.4
22.4
29.4
18.4
18.4
22.4
254

112
112
115
101
105
115
115
115
108
115
105
112
108
108
115
112
101
101
105
108
112
119
108
108
112
115

254
254
29.4
154
18.4
29.4
29.4
29.4
254
29.4
18.4
25.4
22.4
22.4
29.4
29.4
15.4
154
18.4
22.4
254
2.5
22.4
22.4
29.4
29.4

115
115
119
105
108
119
119
119
115
119
108
115
112
112
119
119
105
105
108
112
115
122
112
112
119
119

AN owowuwpbrbpowouodbhbhdyprrprprr,ooowowopbrryNrr>~doobrdooow

254
254
29.4
15.4
18.4
29.4
29.4
29.4
254
29.4
18.4
254
22.4
22.4
29.4
29.4
15.4
15.4
18.4
22.4
254
25
22.4
22.4
254
29.4

115
115
119
105
108
119
119
119
115
119
108
115
112
112
119
119
105
105
108
112
115
122
112
112
119
119

2.5
2.5
6.5
224
254
6.5
6.5
6.5
2.5
6.5
254
2.5
2.5
29.4
6.5
6.5
22.4
22.4
254
29.4
2.5
9.5
29.4
29.4
2.5
6.5

122
122
126
112
115
126
126
126
122
126
115
122
122
119
126
126
112
112
115
119
122
129
119
119
122
126
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12/16

12/17

12/17

12/17

12/17

12/17

12/16/10

12/17/3

12/17/4

12/17/5

12/17/6

12/1717

A WONPFPOONOOOGTE WONE OO PRROWODNEPRERPPERODNMNPEWDNDEREO

18.4
54
114
114
114
154
18.4
18.4
18.4
114
114
114
15.4
22.4
5.4
54
8.4
114
18.4
18.4
22.4
22.4
15.4
154
15.4
18.4

108
95
101
101
101
105
108
108
108
101
101
101
105
112
95
95
98
101
108
108
112
112
105
105
105
108

22.4
8.4
15.4
154
15.4
18.4
22.4
22.4
22.4
154
15.4
154
18.4
254
8.4
8.4
114
154
22.4
22.4
254
254
18.4
18.4
18.4
22.4

112
98
105
105
105
108
112
112
112
105
105
105
108
115
98
98
101
105
112
112
115
115
108
108
108
112

A WWWWWEAAREARdMNWWWWLWLWLWLWODSRRDEEAEAAPNWDEAEP~EEWHS

22.4
8.4
15.4
154
15.4
18.4
22.4
22.4
22.4
154
154
154
18.4
254
8.4
8.4
114
154
22.4
22.4
254
254
18.4
18.4
18.4
22.4

112
98
105
105
105
108
112
112
112
105
105
105
108
115
98
98
101
105
112
112
115
115
108
108
108
112

254
114
18.4
18.4
18.4
224
254
254
254
18.4
18.4
18.4
22.4
29.4
114
114
15.4
18.4
254
254
29.4
29.4
22.4
22.4
22.4
254

115
101
108
108
108
112
115
115
115
108
108
108
112
119
101
101
105
108
115
115
119
119
112
112
112
115

W hr DD DEPPWWWDERWWEDPERWWWWWWDRERWWWWO®W

254
114
18.4
18.4
18.4
224
254
254
254
18.4
18.4
18.4
22.4
29.4
114
114
154
18.4
254
254
29.4
29.4
22.4
22.4
22.4
254

115
101
108
108
108
112
115
115
115
108
108
108
112
119
101
101
105
108
115
115
119
119
112
112
112
115

29.4
154
22.4
22.4
22.4
254
29.4
2.5
29.4
22.4
22.4
22.4
254
2.5
15.4
154
18.4
22.4
29.4
29.4
2.5
2.5
254
25.4
254
29.4

119
105
112
112
112
115
119
122
119
112
112
112
115
122
105
105
108
112
119
119
122
122
115
115
115
119

AW WWWWPMARMAdNOWMARPLVCLODSDRDEAEMAANPPLOWDEEEEPED

29.4
15.4
22.4
224
22.4
254
29.4
25
29.4
22.4
22.4
22.4
254
25
15.4
15.4
18.4
22.4
29.4
29.4
2.5
25
254
254
254
29.4

119
105
112
112
112
115
119
122
119
112
112
112
115
122
105
105
108
112
119
119
122
122
115
115
115
119

6.5
254
29.4
29.4
29.4

2.5

6.5
135

6.5
29.4
29.4
29.4

2.5

9.5
22.4
22.4
254
29.4

6.5

6.5

9.5

9.5

2.5

2.5

2.5

6.5

126
115
119
119
119
122
126
133
126
119
119
119
122
129
112
112
115
119
126
126
129
129
122
122
122
126
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12/17

12/17

12/17

12/17

12/17

12/17

12/17
12/18
12/18
12/18

12/17/10

12/17/11

12/17/12

12/17/15

12/17/16

12/17/17

12/17/18
12/18/1
12/18/2
12/18/3

P P PFP ODNPFPODNMNPOORRODNEPSMODNEDRODNMNMEDNDPREO

22.4
114
15.4
54

114
154
18.4
154
15.4
18.4
22.4
114
114
154
15.4
18.4
15.4
154
18.4
114
15.4
154
18.4
154
18.4
18.4

112
101
105
95

101
105
108
105
105
108
112
101
101
105
105
108
105
105
108
101
105
105
108
105
108
108

254
154
18.4
8.4
15.4
18.4
22.4
18.4
18.4
22.4
254
154
15.4
18.4
18.4
22.4
18.4
18.4
22.4
154
18.4
18.4
22.4
18.4
22.4
22.4

115
105
108
98
105
108
112
108
108
112
115
105
105
108
108
112
108
108
112
105
108
108
112
108
112
112

A DD OOPPOOPERRPNOVODPDLOLVWWOWPERARPPOWOPERARLVWLWLOPRROLOWPEEDLOWWODEDO®

254
154
18.4
8.4
15.4
18.4
22.4
18.4
18.4
22.4
254
154
154
18.4
18.4
22.4
18.4
18.4
22.4
154
18.4
18.4
22.4
18.4
22.4
22.4

115
105
108
98

105
108
112
108
108
112
115
105
105
108
108
112
108
108
112
105
108
108
112
108
112
112

29.4
18.4
22.4
114
18.4
224
254
22.4
22.4
254
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4
254
22.4
22.4
254
18.4
22.4
22.4
254
22.4
254
254

119
108
112
101
108
112
115
112
112
115
119
108
108
112
112
115
112
112
115
108
112
112
115
112
115
115

WwWwbhbhowprbrprpowoowdbrrrr,owprrproOoowdrhowuprrrrOPrO0OWOWPE~OP>

29.4
18.4
22.4
114
18.4
224
254
22.4
22.4
254
29.4
18.4
18.4
22.4
22.4
254
22.4
22.4
254
18.4
22.4
22.4
254
22.4
254
254

119
108
112
101
108
112
115
112
112
115
119
108
108
112
112
115
112
112
115
108
112
112
115
112
115
115

2.5
254
254
154
22.4
254
29.4
25.4
254
29.4

2.5
22.4
22.4
25.4
254
29.4
254
25.4
29.4
22.4
254
25.4
29.4
29.4
29.4
29.4

122
115
115
105
112
115
119
115
115
119
122
112
112
115
115
119
115
115
119
112
115
115
119
119
119
119

AP, owwprbh,owuwprowuwowprpbrhowurowuwowprowdrrownyow

2.5
254
254
15.4
22.4
254
29.4
254
254
29.4

2.5
22.4
22.4
254
254
29.4
254
254
29.4
22.4
254
254
29.4
29.4
29.4
29.4

122
115
115
105
112
115
119
115
115
119
122
112
112
115
115
119
115
115
119
112
115
115
119
119
119
119

9.5
2.5
2.5
224
29.4
2.5
6.5
2.5
2.5
6.5
9.5
29.4
29.4
2.5
2.5
6.5
2.5
2.5
6.5
29.4
2.5
2.5
6.5
6.5
6.5
6.5

129
122
122
112
119
122
126
122
122
126
129
119
119
122
122
126
122
122
126
119
122
122
126
126
126
126
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12/19
12/21

12/21

12/28

12/28

12/28

12/29
12/29

12/19/2
12/21/1

12/21/2

12/28/1

12/28/2

12/28/3

12/29/1
12/29/3

w

w

w

P PR NNRPR R ONRPRNR R

15.4
154
22.4
114
15.4
18.4
254
25.4
29.4
18.4
22.4
18.4

105
105
112
101
105
108
115
115
119
108
112
108

18.4
18.4
254
154
18.4
224
29.4
29.4
2.5
22.4
254
22.4

108
108
115
105
108
112
119
119
122
112
115
112

A WD, P~APPOPWWW

18.4
18.4
254
154
18.4
224
29.4
29.4
2.5
22.4
254
22.4

108
108
115
105
108
112
119
119
122
112
115
112

22.4
224
29.4
18.4
22.4
254
2.5
25
6.5
254
29.4
254

112
112
119
108
112
115
122
122
126
115
119
115

Wb Wb, wwwkrowdbdps~apH>

22.4
224
29.4
18.4
22.4
254
2.5
25
6.5
254
29.4
254

112
112
119
108
112
115
122
122
126
115
119
115

254
254
2.5
22.4
254
2.5
6.5
6.5
9.5
29.4
2.5
29.4

115
115
122
112
115
122
126
126
129
119
122
119

A WD, WOWPEAPAAAdODWWW

254
254
2.5
224
254
2.5
6.5
6.5
9.5
29.4
2.5
29.4

115
115
122
112
115
122
126
126
129
119
122
119

2.5
2.5
9.5
29.4
2.5
13.5
13.5
135
17.5
6.5
9.5
6.5

122
122
129
119
122
133
133
133
137
126
129
126
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