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1 Uvod

1.1 Rod Centaurea

Rod chrpa (Centaurea) se taxonomicky fadi do ¢eledi Asteraceae podceledi Cichorioideae
tribu Cardueae subtribu Centaureinae (Hellwig 1996, Haffner et Hellwig 2000, Garcia-Jacas
et al. 2001). Dle ruzného druhového pojeti obsahuje piiblizné 400-700 druha (Dittrich 1977,
Bremer 1994, Wagenitz and Hellwig 1996), coz ptedstavuje 4. nejvétsi rod v ¢eledi. Rod
Centaurea je rozsiteny v Evropé, jihozapadni Asii a severni Africe. Né&kolik druhi
se vyskytuje 1 v Africe jizné od Sahary, v Severni a Jizni Americe (Meusel et Jager 1992,
Hellwig 2004). Vyvojové centrum rodu spojené s nejvétsi druhovou diverzitou se nachazi
Vv oblasti Stfedozemniho mote (Wagenitz 1975, Hellwig 2004). N¢kolik druhit chrp rodu
Centaurea je invaznich, zejména v Severni Americe, kde invaduji hlavné C. solstitialis,
C. melitensis a C. maculosa (Roche & Roche 1991, Pitcairn et al. 1998).

Z hlediska taxonomie a nomenklatury patii rod Centaurea k velmi obtiznym skupinam
evropské flory (Bremer 1994, Susanna et al. 1995, Gabrielyan 1995, Wagenitz and Hellwig
1996). Nejasné je zejména vymezeni druht, které je Vv nékterych skupinach dale
komplikovano absenci reprodukénich bariér. Na styku populaci né€kolika druhti pak dochazi
ke kfizeni, nékdy i vicendsobnému, a vzniku hybridnich populaci. Snaha popisovat riizné,
Casto hybridni taxony je pak pfic¢inou komplikované nomenklatorické situace, kdy je jeden
taxon riznymi autory rizné nazyvdn a naopak jedno jméno je riiznymi autory rizné

vykladano a ptifazovano k riznym taxontim.

Kwvili celkové podobnosti jednotlivych taxonii a nedostatku vhodnych znakt se Spatné urcuji.
Urcovani dale znesnadiuje pomérné velka plasticita ve vztahu k podminkam prostiedi.
Hlavnim znakem pro urovani chrp ze sekce Jacea je tvar piivéskl zakrovnich listent. Podle
néj a dalSich znakt 1ze sttedoevropské taxony rozdélit do né€kolika dobie vyhranénych skupin:
Centaurea jacea agg., Centaurea nigrescens agg., Centaurea nigra, Centaurea phrygia agg.
(Dostal 1976, Stépanek et Koutecky 2004) Tyto vyjmenované skupiny se daji snadno
rozpoznat, ale rozliSeni taxonti uvniti nich je obvykle znaén¢ obtizné. Chrpy sekce Jacea jsou
polyploidni komplex se dvéma trovnémi ploidie, zédkladni chromozémové ¢islo je x = 11
(Hellwig 2004), pticemz jsou znamy diploidni (2n = 22) a tetraploidni (2n = 44) taxony
(Dostal 1976).



To ovlivituje zejména nékteré jejich vlastnosti, mimo jiné i vzajemnou hybridizaci. Taxony
0 stejné ploidii se velmi dobie kifizi a kiiZzenci jsou obvykle také plodni. Zatimco kiizenci
taxont ruzné ploidie jsou vzacni a téméf sterilni. RGzna ploidni uroven tak predstavuje

vyznamnou reproduk¢ni bariéru (Gardou 1972, Hardy et al. 2000, 2001).

V ramci jednotlivych ploidnich urovni vSak vznikaji slozit¢ hybridni populace a dokonce
dochazi ke vzniku vicendsobnych kiizencti. Na zakladé morfologickych znak je obtizné tyto
hybridy urcovat. Ve vétSin¢ znaku totiz vykazuji primér hodnot mezi rodi¢i. Nejndpadnéjsi
jsou kiizenci mezi C. jacea jako jednim z rodi¢ a nékterym jinym taxonem jako druhym.
Tito kiizenci maji piivésky zakrovnich listenii nepravidelného tvaru s bocnimi tfasnémi
nepravidelné srostlymi. Vzhledem k hojnosti a rozsiteni C. jacea jsou v populacich ostatnich

taxonu velmi Casté.

1.2 Centaurea jacea agg.

Tato skupina druht je vymezena dvéma vyraznymi morfologickymi znaky (Dostal 1976,
1982, 1989).

1) Absence chmyru nazek

2) Tvar piivésku stiednich zakrovnich listent, které jsou viceméné okrouhlé, pomérné Siroké
ana okraji celokrajné nebo nepravidelné mélce vykousavané zoubkaté, vétSinou miskovité

prohnuté (vypuklé).

Kwviili absenci chmyru nazek jsou ve vétsing starSich i novéjsich klict a flor (napt. Wagenitz
1987, Adler et al. 1994, St&panek 2002, Fischer et al. 2008) do této skupiny pfifazovany
i druhy Centaurea macroptilon BORBAS a C. oxylepis (WIMM. et GRAB.) HAYEK, &asto
jako poddruhy C. jacea L. Odlisuji se v§ak vyrazné tvarem piivéskl zakrovnich listent, které
jsou na okraji pravideln¢ hiebenité tfasnité, jejich ned€lena Cast je trojuhelnikovita nékdy
az uzce trojuhelnikovita Z tohoto diivodu je povazuji za samostatné druhy mimo agg. a dale

se jimi moje prace nezabyva.

Do skupiny Centaurea jacea agg. je fazeno vice jak deset taxond, napt. Flora Europaea jich
uvadi v ranku druhu a poddruhu dvanéct (Dostal 1976), n¢které dalsi byly popsany pozdéji
(Poldini 1977, Dostal 1989). Vétsina taxont ze skupiny C. jacea agg. se vyskytuje v jizni

poloving¢ Evropy. Taxonomickd problematika cel¢ skupiny v jizni Evropé je velmi slozita



a na zaklad¢ soucasnych poznatkii neni situace uspokojivé feSitelna a vyzaduje dikladnou

revizi.

Ve sttedni Evropé je nejbéznéjsim taxonem skupiny Centaurea jacea L. s privésky stiednich

zékrovnich listentt 4 mm. Dale jsou udavany:

Centaurea weldeniana RCHB., s piivésky zakrovnich listeni svétle okrové zbarvenymi
a mirné prusvitnymi, vétsimi nez u C. jacea, Sirokymi okolo 6-7 mm. Rostliny jsou velmi
husté $edoplstnaté rostliny fenologicky pozdni, primarni areal tohoto druhu saha od Recka
po Italii. Ze stfedni Evropy je znama od obce GieBhiibl nedaleko Vidné (Koutecky 2008).
Patrné mylny udaj pochazi z jizniho Slovenska (Dostal 1989, Dostél et Cervenka 1992)

Centaurea bracteata SCOP. Vyrazné¢ Sedivé chlupaté rostliny s velkymi a svétlymi privésky
zékrovnich listenii o Sifce 5-8mm. Puavodni v jiznich Alpach a pfilehlych balkanskych
pohotich, (Dostal 1976, Meusel et Jager 1992). Sporny udaj z Tiebotiska (Dostal et Cervenka
1992)

Taxon, Jacea tomentosa DOSTAL, uvadény Dostalem (1989) nebyl ve skuteénosti nikdy
platn¢ popsan. Je uddvan ze slanisek jizniho Slovenska. Morfologicky ma byt Jacea
tomentosa tidajné podobna C. jacea subsp. angustifolia, ale listy maji byt husté bélovinaté,
vétve kratké, ibory malé se zakrovem jen 8—10 mm v primeéru, pfivésky zékrovnich listenti
bled¢ hnédé az bélavé. Patrné se jednd jen o adaptaci na konkrétni stanoviStni podminky

(Koutecky 2008).

1.4 Centaurea jacea

1.4.1. Morfologie

Vytrvala, 50-120 cm vysoka rostlina s hranatou lodyhou vystoupavou az pfimou v horni
poloving fidce vétvena. Ptizemni listy jsou dlouze fapikaté, celistvé az pefenodilné, lodyzni
stiidavé, fapikaté az piisedlé, celistvé, vejéité aZ kopinaté. Okraje zubaté nebo pilovité. Ubory
vyristaji jednotlivé nebo po dvou na koncich vétvi, skladaji se z pouze z péticipych rizovych
az ruzovofialovych trubkovitych kvétl. Primér uboru je pfiblizn€é 4 cm. Plodem je naZka.

Kvete od ¢ervence do zafi. (Stépanek et Koutecky 2004)

Tento druh chrpy roste na loukach, pastvinach, okrajich lest, v pfikopech a na mezich.
Upfednostiiuje svétla a sussi az stfedné vlhka stanovisté a neutralni az slabé kyselé pidy

bohaté na ziviny. (Ellenberg 1974).



Pfirozeny aredl saha na zapadé po severni Spanélsko a Francii, na severu po stfedni
Skandinavii a sever Ruska, na jihu po severni Italii, sttedni Balkan, Ukrajinu, na vychod¢
az kK Uralu. Sekundarni vyskyt je zaznamenan z jizni Anglie. Zavlecena je také do Gronska,
Severni Ameriky a Argentiny, Japonska a Altaje. (Dostal 1976, Meusel et Jager 1992).

2%

a pahorkatinach. (Stépanek et Koutecky 2004)

1.4.2 Taxonomie

Zna¢na morfologicka variabilita vedla v minulosti fadu autord k popisu mnoha
vnitrodruhovych taxont popsanych na zaklad¢ jediného nebo nékolika mélo znaku jako barva
privésku, Sifka listt, vyska lodyhy, odéni apod. (napt. Koch 1843, 1844, Gugler 1904, 1907,
Hruby 1931). Tyto snahy kritizuji jiz Hayek (1918) a Wagner (1939).

Podobné byla popsana i fada taxonti vzniklych hybridizaci vyznacujicich se pravidelné

hiebenité tfasnitymi piivésky zakrovnich listent (Wagenitz 1987).

V ranku druhu nebo poddruhu je ve vétsing recentnich stfedoevropskych flor a uréovacich
kli¢t uvadén taxon Centaurea subjacea (Dostal 1976, Dostal 1989, Dostal et Cervenka 1992,
Meusel et Jager 1992, Shubert et Vent 1994, Kubat et al. 2002, Fisher et al. 2005). Centaurea
subjacea ma podle literatury pfipominat C. jacea, od které se ma odliSovat zejména
pravidelné€ hiebenité tfasnitymi piivésky stfednich zakrovnich listent, které jsou Siroce vejcité
a jejichz koncova tfasen neni del$i nez postranni tfasné. Je udavana z Ceské republiky,
Slovenska, Polska, Némecka, Mad’arska a Rakouska (Dostal 1976). Revize tohoto taxonu
prokazala jeho hybridni ptavod (Koutecky 2009). Jedna se o kiizence C. jacea

a C. macroptilon a nema tedy smysl tento taxon dale samostatné rozliSovat.

VétSina soucasné literatury se shoduje, Ze ve sttedni Evropé ma smysl rozeznavat dva taxony,
uvadéné bud’ v ranku poddruhu jako Centaurea jacea L. subsp. jacea a subsp. angustifolia
Gremli (napt. Wagenitz 1987, Adler 1994, Shubert et Vent 1994, Oberdorfer 1994, Lange
1996, Ochsmann 1998, Stépanek 2002, Stépanek et Koutecky 2004, Fischer et al. 2005, Jiger
et Werner 2005) nebo, méné Casto, jako druhy C. jacea L. s. str. a C. pannonica (HEUFF.)
SIMONK. (Dostal 1976, 1989, Dostal et Cervenka 1992). Vzhledem k neostrému vymezeni
(ptekryv morfologickych znaktll) a existenci populaci pfechodného charakteru ve své praci
pouzivam koncepci poddruhii. V tabulce 1 jsou shrnuty v literatufe obvykle uddvané

rozliSovaci znaky mezi C. jacea subsp. jacea a subsp. angustifolia.

6



Tab. 1: Morfologické znaky slouzici k determinaci poddruht druhu Centaurea jacea.

subsp. jacea subsp. angustifolia

lodyha nevétvena nebo vétvena nad polovinou lodyha pod polovinou délky = bohaté vétvena

délky

vétve kratké, pod iborem nékdy ztlustlé, fidce vétve dlouhé, prutovité, pod iborem tenké,

olisténé neztlustlé, bohaté olisténé

ls(trednl a horni lodyZni listy podlouhle az vejcit¢ stiedni a horni lodyzni listy ¢arkovité kopinaté
opinate

listy hladké nebo slabé drsné, lysé nebo pyftité listy + drsné, pritisklé pavucinaté nebo fidce

nebo tence Sedoplstnaté a olysavajici, zelené béloplstnaté, olysavajici, Sediveé zelené

zakrovy valcovité nebo vejcoviteé valcovité,

15-18%12-15 mm zakrovy vejcovité, 13-16x8-10 mm

privésky stfednich zakrovnich listend bélave, privésky sttednich zékrovnich listenti bled¢ az
uprostied ¢asto tmavsi tmavé hnédé, uprostied Casto svétlejsi
fenologicky Casnéjsi fenologicky pozdéjsi

mezicka stanovisté vyssich poloh sucha a tepla stanoviste niz§ich poloh

Dosavadni zkuSenosti naznacuji, ze rostliny, pochazejicich z kosenych stanovist, a zvlasté
rostliny druhé generace, maji vétSinou méné vétvi, které jsou spiSe vzpiimené a ne odstalé,
déle maji vétSinou vyrazné Sirsi listy, ale zaroven delsi internodia (jsou fidce olisténé), mivaji
fidsi odéni (nebyvaji Sedivé) a jisté rozdily jsou 1 na uborech. Urcity vliv na morfologii rostlin

ma 1 vlhkost a oslunéni stanovisté, zejména na vétveni rostlin, Sitku listl a odéni.

Je patrné, Ze rostliny jsou ve vztahu k prostfedi plastické pravé v téch znacich, které jsou
pouzivany K determinaci poddruhti. Geografické rozsifeni obou podruht - subsp. jacea ma byt
spiSe chladnomilna a vazana na horské a podhorské habitaty, zatimco subsp. angustifolia ma
vykazovat preferenci K teplomilnym a nizinnym stanovistim poukazuje na fakt,
ze charakteristiky prostfedi, které ovliviiuji determinacni znaky, jsou korelovany

s nadmoftskou vyskou.

Zaroven ve stfednich nadmotskych vySkach existuji pfechodné formy kombinujici znaky
obou poddruht. Tento fakt jen podtrhuje tuto domnénku. Pfechodné populace jsou nékdy
oznacovany jako C. jacea subsp. jungens GUGLER.

Ptesny rozsah plasticity neni znam a je tieba ho zkoumat, vyhodnotit a posoudit do jaké miry
je treba brat tuto plasticitu v uvahu pfi urovani a taxonomickém zpracovani skupiny
a analyze roz§ifeni jednotlivych taxond.

Podle soucasnych znalosti Ize na studovanou skupinu nahlizet dvéma alternativnimi zpisoby:
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1) Jedna se pouze o jeden taxon, kdy popsané poddruhy jsou jen extrémy morfologické
plasticity na gradientu stanoviStnich podminek. Piechodné populace pak prestavuji jedince

lezici mezi témito extrémy (v intermediernich podminkéch prostredi).

2) Jedna se o dva odlisné taxony, jejichz rozdily jsou skute¢né dany riznou evolucni historit,
piechodné populace pak mohou piedstavovat pouze extrémni stavy v okrajovych podminkach

prostiedi kazdého z poddruhii a nebo se mize jednat o vzajemné kiizence.



2 Cile prace

1) Dokumentace rozsahu morfologické plasticity u Centaurea jacea subsp. jacea
v malém klimaticky homogennim tzemi a srovnani této variability s celkovou
plasticitou druhu.

2) Pomoci kultiva¢niho pokusu zjistit zmény v morfologii v zavislosti na zméné prostiedi

3) Otestovani metodiky molekularnich analyz, pouzitelné ke zjisténi genetické podstaty

studovanych poddruhii.



3 Material a metody

3.1 Morfologicka plasticita

Studium morfologické plasticity dopliiuje morfometrickou analyzu okruhu C. jacea (Koutecky
2008). K analyze byly pouzity dva datové soubory. Prvni datovy soubor piedstavuji vlastni
data z populaci Centaurea jacea subsp. jacea v jiznich Cechach. Druhy soubor piedstavuji
data poskytnutd zprace Skolitele (Koutecky 2008) dokumentujici variabilitu C. jacea

na tizemi Ceské republiky a Slovenska.

3.1.1 Centaurea jacea subsp. jacea

Ke zjisténi rozsahu plasticity byla sbirdna data z populaci pochazejicich z riiznych typa
prostfedi v ramci relativné malého tizemi, ve kterém lze predpokladat vyskyt jediného taxonu,
resp. genovy tok mezi jednotlivymi populacemi druhu. Celkem bylo zmétfeno 32 populacnich
vzorkil z JihoCeského kraje (seznam a popis lokalit ptiloha 1). Z kazdé studované populace
bylo ndhodn¢ odebrano 15 plné vyvinutych neposkozenych jedincti v dobé kvétu nebo plodu.
Nebyli sbirani jedinci s poskozenym nebo ukousnutym termindlnim tborem, protoze to siln¢
méni charakter vétveni lodyhy. Na kosenych plochach byly sbirany rostliny druhé generace.
Chrpy casto tvofi trsy s mnoha kvetoucimi lodyhami, zejména na lokalitach del§i dobu
neobhospodafovanych. ProtoZze se jedna o jediného jedince, byla z kazdého trsu odebréna
pouze jedna lodyha. Na kazdé lokalité byly na pomérové Skale 1-3 zaznamenana vihkost, dale
byl pofizen fytocenologicky snimek o velikosti 4x4m. V programu Juice 7.0 (Tichy 2002)
byly pro kazdy snimek vypoéteny primérné Ellenbergovy hodnoty pro teplotu, vihkost, svételné
podminky, pH pudy, obsah Zzivin a kontinentalitu. Na kazdé rostliné bylo zmétfeno
19 kvantitativnich a 12 binarnich znak a spoc¢itano 8 pomért (tab. 2). Byly zahrnuty vSechny
znaky udéavané v literatuie jako dulezité pro ur€ovani studované skupiny a dale n¢kolik znakai,
které se zdaly jako potencialné pouzitelné na zaklad¢ terénnich zkusenosti. VSechny znaky
s vyjimkou zakrovnich listeni byly méfeny pfimo na Cerstvém materidlu, rostliny pak byly

vylisovany a uloZeny pro domé&feni zbylych znaki a pro piipadnou revizi.
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Tab. 2: Morfologické znaky méfené na Centaurea jacea.

Kvantita

tivni: Znak Popis

PV pocet kvetoucich vétvi

PL pocet listil na lodyze

VN délka nevétvené Casti lodyhy cm; od zemée po prvni kvetouci vétev

cm; od prvni kvetouci vétve po

\AY/ délka vétvené casti lodyhy terminalni zékrov

VC celkova vyska lodyhy cm; VN + VV

VU uhel mezi nejdelsi vétvi a hlavni lodyhou stupné

VD délka nejdelsi vétve cm

VL pocet listil na nejdelsi vétvi

LD délka cepele stfedniho lodyzniho listu cm

LS Sitka Cepele stfedniho lodyZniho listu cm
LVD |délka cepele stfedniho listu nejdelsi vétve cm
LVS |sitka cepele stfedniho listu nejdelsi vétve cm

uv vyska zadkrovu terminalniho tboru mm

us Sitka zékrovu terminalniho tboru mm
UZ1 | sitka nejdelsi vétve v jeji neztlustlé Easti mm; alespofi 5 cm pod koncovym

uborem

UZ2 | sitka nejdelsi vétve v jeji ztlustlé Casti mm; tésné pod koncovym tiborem
UZR rozdil v Sifce nejdelsi vétve mezi jeji ztlustlou mm

a neztlustlou ¢asti

ZD délka stiednich ptivéskli zdkrovnich listenti mm

ZS Sitka stfednich ptiveéskil zakrovnich listenti mm
Poméry Znak Popis
VVC | podil vétvené Casti na celkové délce lodyhy VV/VC
vDy |Pomer délky nejdelsi vétve k délce vétvené VD / WV
¢asti lodyhy
VDL | délka internodia na nejdelsi vétvi VD /VL
LDs |Pomér fielky a sitky Cepele stiednich LD/LS
lodyznich listi
LVDS po.mervfielvky a sitky Cepele stfedniho listu LVD / LVS
nejdelsi vétve
uys | Pomer vysky a Sitky zakrovu terminalniho UV / US
uboru
Uz21 ztlustnutl’ lf)fiyhy (pomér sitky ztlustlé a Uz2/ UZ1
neztlustlé ¢asti)
2Ds | Pomer délky a sifky privésku stfednich 7D/ 7S

zakrovnich listenu

Binarni Znak Popis

0 — pfimé, prutovité;

VT tvar vétvi y . o o
1 — zieteln€ prohnuté smérem vzhiliru

0 — nevétvené, prip. jen skupinka +

VB vétveni bocnich vétvi o AR : < .
ptisedlych uiborti na konci; 1 — vétvené

Sedivé odéni stfedni ¢asti lodyhy a stfednich

OS lodyznich listi

0 — chybi; 1 — pfitomno

Sedivé odéni horni ¢asti lodyhy a hornich

OH lodyznich listi

0 — chybi; 1 — ptitomno
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C oy T 0 — celokrajné nebo jen drobné zubaté;
LO okraj stiednich lodyznich listi celoxrajne ebo jen drobné zubaté
1 — lalo¢naté
LB tvar baze hornich lodyZnich listi 0 — $irok4; 1 — klinovita
Ll pomér délky stfednich lodyznich listti a 0 — listy kratsi nez internodia;
internodii 1 — listy delsi nez internodia
. o — kulovity; 1 — vej¢ity n alcovity
uT tvar zakrovu terminalniho tiboru OV wlovity, 1~ vejery ebo valcovity,
zietelné vyssi nez Siroky
uz ztlustnuti bo¢nich vétvi pod ubory 0 — chybi nebo nezietelné; 1 — zietelné
0 — kulovité nebo eliptické, celokrajné
ZDO tvar piiveéski vnéjsich zakrovnich listenti nebo nepravidelné zubaté;
(2. a3.tada) 1 — + trojuhelnikovité, + pravidelné
trasnité
0 — kulovité nebo eliptické, celokrajné
tvar piiveéski vnéjsich zakrovnich listenti nebo nepravidelné zubaté;
ZNO y . e . y
(1. rada) 1 — + trojuhelnikovité, + pravidelné
trasnité
7B |barva piivéski strednich zékrovnich listeng | Contralni Cast tmavsi nez okraj;
1 — centralni ¢ast svétlejsi nez okraj

3.1.2 Celkova variabilita C. jacea

Druhy datovy soubor byl ziskan z piedchozi studie Skolitele. Jednd se 0 34 populacnich
vzorkii obou poddruhii a jejich vzajemnych prechodi z celého tizemi Ceska a Slovenska.
Uéelem puivodni studie bylo pokusit se rozlisit udavané taxony v ramci C. jacea. Proto bylo
nutné odfiltrovat z dat vliv morfologické plasticity, ktera by mohla rozdily mezi taxony
prekryt. Vzorky proto byly sbirany pouze na jediném ,standardnim® typu stanoviste:
nekosend oslunénd mista a bez extrémnich hodnot v ostatnich faktorech (napt. vlhkost).
Lokalizace populaci jsou uvedeny v disertacni praci Skolitele (Koutecky 2008), kromé
4 populaci, které byly do datového souboru piidany dodate¢né. Jejich lokalizace je uvedena

Vv priloze 2.

3.1.3 Uprava dat a vybér znaku

V obou datovych souborech byly analyzovéany tytéZ morfologické znaky, ve studii
morfologické plasticity v jiznich Cechach byly navic pfidany znaky pocet listd a vétvi.
Nejprve byla otestovana normalita rozdéleni pro jednotlivé znaky. Hodnoty znakd PV,VV,
LVS, VL, UZl, LD, LS, VC, VVC, VDL a LVD byly logaritmicky transformovany.
Pro mnohorozmérné analyzy byly hodnoty vSech znaki normalizovany. Pro detekci
atypickych individui uvnitf jednotlivych populaci byla pouzita PCA jedincti. Nalezeni jedinci
(max. 3 na populaci) pak byli vylouceni z dat pro vypocet primérnych hodnot pro jednotlivé
populace. Spoéteny byly jak parametrické (Pearsonovy) tak neparametrické (Spearmanovy)

korela¢ni koeficienty, jejich hodnoty se téméft nelisi (Tab. 3).
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Tab. 3: Spearmanovy korelaéni koeficienty, hodnoty nad 0,5 jsou zvyraznény tu¢né.

PL PV VN|VV |VD |[VL |[VU |LVD |LVS [Uz1|UZ2 |LD LS |UV |US |zD |ZS |VC |UZR
PL - 052 |047|040 |028 |056 |[-011 |008 |-0,14 [003 |011 |0,04 (')'15 -0,06 6’19 0,00 6’05 0,67 | 0,10
PV 052 |- 007|084 |059 |055 |[007 |035 |017 |02l |024 |026 |021 017 {009 |05 |0,08 |056 |0,16
VN 0,47 | 0,07 - 0,02 [-019 [-003 [-014 [-0,30 [-0,29 |[-0,19 |-0,12 |0,17 (')' 12 | 001 o o4 6‘05 o 06 | 078 | -0.04
vy | 040 o84 6’02 - 077 |060 |005 |049 [032 |026 [030 [031 |026 (025 |[022 (023|012 |055 |021
vp | 028 |059 6’19 077 |- 075 |005 |068 [044 |034 [039 [019 |022|021 |05 |017 |012 |027 |0,27
yL |056 |055 (')’03 060 |075 |- 003 |051 |022 [023 |026 |007 |006|011 |0,00 |007 |[004 |033 |08
vy |01 |007 (')’14 005 |005 |003 |- 0,10 |009 |006 {003 |001 |007 |008 |007 |0,07 6101 6‘12 0,00
LvD | 008 |035 (')’30 049 |068 |051 [010 |- 056 |032 (038 |035 |034 009 |012 |0,08 |00 |0,03 |07
Lys |04 |017 6’29 032 |044 |022 |[009 |056 |- 035 |036 |[019 |[051 (025 |027 [013 |08 6‘08 0,24
Uz |003 |021 6’19 026 |034 |023 |006 [032 |035 |- 055 |011 |[031 020 |06 |018 |0,12 6‘03 0,11
uzo | 011|024 6’12 030 |039 |026 |[003 [038 |036 |055 |- 015 |027 (016 |06 |022 |09 | 0,05 |0,88
LD 004 |026 |017|031 |019 |[007 |001 (035 |019 |[011 015 |- 0,48 [0,08 |04 | 004 0,03 |032 |01
LS 0,15 |021 6’12 026 |022 |006 |[007 |034 |051 |[031 |027 |048 |- 025 |037 (015 [0,22 0,02 |05
oy | 008 | 017 6’01 025 |021 |011 |[008 [009 |025 |020 [016 |008 |0725 |- 0,55 | 0,32 | 0,27 | 0,09 | 0,07
us 0,19 |0,09 6’04 022 |015 |000 |007 |012 |027 |016 |016 |014 [037 |055 |- 0,27 | 0,31 | 0,04 | 0,09
- 0,00 |015 (')’05 023 {017 |007 |007 [008 |013 |018 |[022 |004 |015|032 [027 |- 0,63 | 0,08 | 0,16
75 0,05 |0,08 (')’06 012 |012 |004 |-001 |[010 |018 |02 |019 |003 |022|027 {031 |063 |- 0,02 | 0,16
vc |067 |056 |078|055 |027 [033 |-012 [003 |-008 |-003|005 (032 002|009 |[004 008|002 |- 0,07
uzr | 010 |016 (')’04 021 |027 |018 |000 |027 |024 |011 |088 |011 |05 |007 |009 [016 |016 |[0,07 |-
we | 010 |052 6’69 070 |067 |042 |016 |[055 |044 |032 [031 |009 |029 |021 |023|0,20 |03 6‘20 0,19
vpy | 028 |-050 (')’22 049 |016 |007 |002 |06 |[010 |[007 |006 |-0,20 6’09 0,11 6]13 6’12 6]03 6‘51 0,04
vpL | 037 |ou 624 030 |040 |-030 [001 [027 |032 |018 |020 |018 |025 014 {021 |05 |013 6‘06 0,13
LDs |018 [-007 |024]-009 |-011 |-002 |-003 |-013 |-042 |-028|-019 |009 (')'80 0,22 6130 6‘13 6121 0,17 | -0,07
LvDs | 026 [013 |008|011 |012 |024 |-003 |024 |-063 |-012-007 |008 6‘30 0,18 6117 6'04 6108 0,13 | -0,02
uvs |01l 006 002001 |005 |010 |00l |-004 |-003 |002 |-001 |-0,06 6,11 0,41 6150 0,00 6’09 0,05 | -0,02
Uzo1 | 008|002 007|004 004 |004 |-005 |006 |-001 |-049|045 |004 E),oe -0,08 6’04 0,03 | 0,07 | 0,08 | 0,80
sps | 005 | 006 0,02 | 008 |002 |002 |009 |-0,04 |-0,07 |006 [001 |0,00 6’09 0,02 6]07 0,33 6151 0,06 |-0,02
& 0,17 |-0,03 (')’04 001 |-008 |-012 |001 |[-003 |005 |003 |-001 |010 |02 |009 |04 |0,07 |0,02 6’05 0,03
uT  |005 000 |001]-002 003 |003 |003 |-003 002 |004 |-005 |00L 016|032 |017 [015 016 6‘01 0,08
2o | 021 | -0.04 ;107 0,05 |-005 |-0,12 [004 [000 |003 |003 |-006 |004 |009 |007 |0,02 6'06 6102 6'09 -0,09
ZNo | 7009 | -0.03 5,07 -0,07 |-007 |-008 |-002 [001 {000 |005 |[0,00 0,00 (')'02 -0,01 6104 6'02 0,01 6'11 -0,03
yT | 009 |014 (’)’16 014 |009 |002 |03 |[014 |011 |04 |009 |000 |006 |006 |006 |0,07 |005 6'05 0,03
vg | 023 |040 (’)’19 049 |063 |054 |008 |046 |030 |08 |018 |008 |0,08 |009 |006 |0,06 |0,04|013 |011
os 008 |-001 |012|-004 |-004 |001 |-007 |000 [001 |002 004 |[002 0,04 |0,01 6’05 6'01 0,06 | 0,05 | 0,04
oy |02 |006 |010(002 |000 |012 |-001 |004 |-005 |002 |003 010 (')‘03 0,07 6112 0,01 | 0,02 | 0,10 | 0,03
16 -0,04 | 0,04 693 002 |000 |002 |-006 [005 |008 |004 [001 |013 |037 |006 |009 |00 |0,09 6‘03 0,02
= 017 |016 |017|012 |009 |[011 |-002 [002 |-003 |-0,04|002 |014 [001 |-015 6107 6‘02 6103 0,21 | 0,04
Ll 0,02 0,02 (’)’03 0,04 |005 |006 |[004 [009 |006 |008 [005 |005 |004 004 |0,02 6'03 6’02 6'01 0,02
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VVC | VDV | VDL |LDS | LVDS | UVS | UZ21 | ZDS |ZB ut ZDO |ZNO |[VT |VB [0S OH LO LB LI

-0,10 | -0,28 | -0,37 | 0,18 | 0,26 0411 |0,08 |005 |-017 |-0,05|-0,21 |-0,09 |-0,09 | 0,23 | 0,08 |0,23 -004 | 017 | 0,02 |
0552 |-050|0,11 |-0,07 | 0,13 0,06 |0,02 |06 |-003|000 |-004 |-0,03]|014 |0,40 |-0,01 |0,06 0,04 1016 002 |py,
-0,69 | -0,22 | -0,24 | 0,24 | 0,08 0,02 |0,07 |002 |-004|001 |-007 |-007|-016 |-0,19 |0,12 |0,10 -0,03 (017 |-0,03 |/
0,70 |-0,49 | 0,30 |-0,09 | 0,11 0,01 | 004 |008 |001 |-0,02|-005 |-007|014 |0,49 |-0,04 |0,02 0,02 1012 004 |\n,
0,67 |016 | 040 |-0,11 | 0,12 0,05 | 004 |002 |-008|003 [-005 |-007|009 |0,63 |-004 |0,00 0,00 {009 (005 |\
042 |007 |-0,30 |-0,02 024 (010 |004 (002 |-0,12 (003 |-0,12 |-0,08 |0,02 |054 |0,01 |0,12 0,02 {011 006 |y,
0,16 |0,02 |001 |-003|-003 001 |-0,05 009 |001 |0,03 |0,04 -0,02 | 0,36 |0,08 |-0,07 |-001 |-0,06 |-0,02 |0,04 VU
055 |016 |0,27 |-0,13 0,24 |-0,04|0,06 |-0,04 |-0,03 |-0,03 |0,00 0,01 |014 | 046 |0,00 |0,04 0,05 1002 009 | \p
044 |00 |032 |-042 |-063 |-003]-001 [-0,07 005 |0,02 |0,03 0,00 {011 |0,30 |001 |-0,05 |0,08 [-003 0,06 LVS
032 |007 |018 |-0,28 |-0,12 |0,02 |-0,49 0,06 |0,03 |0,04 |0,03 0,05 |04 |08 |0,02 |0,02 0,04 1-0,04 0,08 |7,
031 |006 |020 |-0,19 |-0,07 |-0,01|045 (001 |-0,01 -0,05]|-0,06 |0,00 |009 |0,18 |0,04 |0,03 0,01 | 0,02 |0,05 uz2
0,09 |-0,20 | 0,18 | 0,09 |0,08 -0,06 | 0,04 | 0,00 |0,10 |0,01 |0,04 0,00 |0,00 |0,08 |002 |0,10 013 1014 1005 || p
0,29 |-0,09 {025 (-0,80 |-0,30 |-0,11 |-0,06 |-0,09 |0,12 | 0,16 | 0,09 0,02 10,06 |008 |004 |-003 |037 [001 |004 | g
021 |-011|014 |-022 |-0,18 |041 |-0,08 (002 |0,09 |032 |0,07 -0,01 | 0,06 |0,09 |001 |-007 |006 [-015 |0,04 uv
023 (-0,13 {021 |-0,30 |-0,27 |-0,50 | -0,04 |-0,07 | 0,14 | 0,17 | 0,02 0,04 1006 |006 |-005]-012 |009 |-007 002 | g
0,20 |-0,12 |05 |-0,13 |-0,04 {000 |003 (033 |007 |015 |-0,06 |-0,02|0,07 |006 |-001 |0,01 0,10 |-0,02 | -0,03 | 5
013 |-0,03 013 |-0,21 | -0,08 |-0,09 | 0,07 |-0551|0,02 |06 |-0,02 |0,01 [005 |0,04 |006 |O0,02 0,09 |-0,03 | -0,02 | ¢
-0,20 | -0,51 | -0,06 | 0,17 | 0,13 0,05 (008 |006 |-005 |-001]-0,09 |-0,11|-0,05]|0,13 |0,05 |0,10 0031021 |-0,01 |,
0,19 |0,04 |03 |-0,07 |-0,02 |-0,02|080 [-002]-003 |-008|-0,09 |-0,03]003 [011 |0,04 |0,03 -0,02 { 0,04 | 0,02 UZR
- -0,14 (0,41 |-0,26 | 0,01 -0,03 | -0,02 | 0,04 |0,05 |-0,02 0,02 0,01 021 |046 |-009|-007 [005 |-004]006 |\n/c
-0,14 | - 0,11 |0,00 |0,01 0,04 | 0,00 |-0,09 |-0,09 | 0,06 |0,01 0,02 |-0,08 | 008 |002 |-003 |-0,03|-0,06 001 [/
041 (011 |- -0,14 | -0,14 | -0,08 | 0,01 |0,02 |0,08 |-0,01 |0,09 0,02 1009 |014 |-006|-018 |-001|-001|-001 |y
-0,26 | 0,00 |-0,14 | - 0,38 0,07 {011 |0,09 |-005|-0,16 |-0,08 |0,03 |-0,05|-0,02 |-0,05 | 0,09 -0,30 | 0,08 | 0,00 LDS
0,01 |001 |-0,14 | 038 |- -0,01 | 0,08 | 0,05 |-0,07 |-0,05|-0,10 |-0,02|-0,01|0,08 |-0,03 |0,08 -0,05 [ 0,08 | 0,04 LVDS
-0,03 | 0,04 |-0,08 | 0,07 |-0,01 |- -0,04 (0,10 |-0,06 | 0,16 | 0,10 0,06 {001 |0,03 [007 |0,05 0,01 -008 | 0,02 | ;s
-0,02 | 0,00 | 0,01 |0,11 |0,08 -0,04 | - -0,06 | -0,05 | -0,10 | -0,10 |-0,04 | -0,05 | -0,01 | 0,03 | 0,03 -0,04 { 0,06 |-0,03 uz21
0,04 |-0,09 {002 (009 [005 |010 |-0,06 |- 0,06 |-0,03|-0,03 |-0020,02 |001 [-0,09|-002 |002 |00l |-001 |;pg
0,05 |-0,09 | 0,08 |-0,05|-0,07 |-0,06|-0,05 [006 |- 0,06 |-004 |001 |009 |-008 0,03 |0,00 0,03 |000 (002 |,p
-0,02 (0,06 |-0,01 |-0,16 | -0,05 |0,16 |-0,10 |-0,03 | 0,06 |- 0,06 -0,01 {0,010 |0,02 |-0,03 |0,03 0,03 |-0,09 | 0,04 | 1
0,02 (001 {009 |-008|-010 |00 |-0,10 |-0,03 |-0,04 | 0,06 |- 033 1009 |-002-005]|-008 |007 |-002]|-013 |-
0,01 |002 |002 |003 |-002 |006 |-0,04 |-002 001 |-001]0,33 - 0,01 |-0,06 |-0,04 |-0,09 0,01 |-0,10 [-0,05 ZNO
0,21 |-0,08 0,09 |-0,05|-0,01 |0,01 |-0,05 [0,02 |0,09 |001 |0,09 0,01 |- 0,08 | -0,03 | 0,05 0,07 1009 | 0,04 |\t
0,46 |0,08 |014 |-0,02 |0,08 0,03 |-001 |0,01 |-008 |002 [-002 |-0,06|008 |- -0,07 | 0,08 -0,02 10,04 |004 |\
-0,09 | 0,02 |-0,06 |-0,05 |-0,03 |0,07 |003 |-009 003 |-003]|-005 |-004 |-0,03]-007 |- 0,37 0,01 1010 003 |g
-0,07 | -0,03 | -0,18 | 0,09 | 0,08 0,05 |003 |-002|000 |003 [-008 |-0,09|005 |008 |037 |- -0,02 { 0,11 | 0,04 OH
0,05 |-0,03|-0,01|-0,30 |-0,05 |-001]-0,04 (002 |0,03 |0,03 |0,07 0,01 |-0,07 |-0,02 | 0,01 |-0,02 |- 0,06 {003 |, 4
-0,04 | -0,06 | -0,01 | 0,08 | 0,08 -0,08 { 0,06 |0,01 |000 |-0,09|-0,02 |-0,10|-0,09 |0,04 |0,10 |0,11 0,06 |- 006 |,g
0,06 |0,01 |-0,01|000 (004 (002 |-003 |-001|002 |[004 |-013 |-0,05|0,04 [004 |0,03 |0,04 0,03 | 0,06 |- Ll
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Na zakladé€ korelaci byl proveden nésledujici vybér u znaki, které riznym zplisobem popisuji

jednu strukturu, tak, aby znaky v analyze byly co nejvice nezavislé.

Znaky PL a PV koreluji s celkovou vyskou rostliny a byly tedy z dalSich analyz vynechany.
Ze znaki popisujicich vysku a vétveni rostliny VV, VN, VVC, VC jsou VV a VN vyrazné
korelované se znakem VC. VC a VVC spolu nekoreluji. VN a VV byly vytazeny.

Ze znakl popisujicich bocni vétve VD, VL a VDL byl pro analyzu s obéma datovymi
soubory vylouéen znak VDL, pro ostatni analyzy byl znak VDL ponechan a vylou¢en znak
VL. Ze znaku popisujici vlastnosti lodyzniho lisu LD, LS a LDS a listu LVD, LVS a LVDS,
jsou znaky popisujici $itku listu LS a LVS korelované s pomérem vysky a jsou proto
vylouceny. Ze znakl popisujici ubor UV, US, UVS a UT je opét nejvice korelovanym
znakem S§itka tboru (US). Binarni znak UT m4 stejnou vypovédni hodnotu jako UVS. Z této

ctvefice byly tedy vyskrtnuty znaky UT a US.

Ze znaku charakterizujicich ztlustnuti bo¢nich vétvi pod uborem UZ1, UZ2, UZR s UZ21 byl
ponechéan pouze UZR, ostatni byly vylouc¢eny. Ve znaku UZR doslo odchylkdm ve zptisobu
méfeni mezi datovymi soubory, proto byl tento znak pro analyzy vyzadujici oba datové

soubory vypusten.

Ze znaku charakterizujicich zakrovni listeny velikost a tvar pfivéskli zakrovnich listeni ZD,
ZS a ZDS byl ponechan znak ZDS a také korelovangjsi, zato tradicnéj$i znak, ZS. Z bindrnich
znakl popisujicich podobné charakteristiky byly vypusStény OS a ZDO. Dale byl z analyz
vyloucen binarni znak ZB, ktery nebyl prakticky variabilni.

Pfi srovnani jednotlivych datovych soubor nebyly az na vyjimky zminéné vySe nalezeny
rozdily, stejné znaky koreluji stejné v obou souborech a jsou shodné vylouceny z ostatnich

analyz. Znaky ponechané vyZaduji stejné transformace. Soubory tedy lze sloucit.

Znaky pouzivané pro analyzy jsou VC, VVC, VU, VD, VDV, VT, VB, OH, LD, LDS, LO,
LBK, LVD, LVDS, UV, UVS, ZS, ZDS, ZNO, LI, VL, UZR.

Data zpracovana pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) a redundanc¢ni analyzy (RDA)
v programovém baliku Canoco for Windows 4.5 (Ter Braak et Smilauer 2002). Zji§téni
normality dat a vypoCty korelac¢nich koeficientd byly provedeny v programu STATISTICA
9.1 (StatSoft 2009).
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3.2 Kultivaéni pokus

Ke zjisténi vztahu prostiedi a jednotlivych urCovacich znaki byl sestaven a pouzit kultivaéni

pokus. Ve dvou oddélenych pokusech byl zjistovan 1) vliv zastinéni 2) vliv sucha.

Z 5 populaci Centaurea jacea subsp. jacea (viz piiloha 3) bylo pied vyrasenim kvétnich lodyh
(koncem kvétna) pro kazdy pokus vykopano 10 trsi. Kazdy trs byl rozdélen na dvé poloviny,
predstavujici geneticky identické klony. Klony byly zasazeny do riznych podminek prostiedi.
V ptipad¢ prvniho pokusu (vliv zastinéni) byl vzdy jeden klon v ramci lokality ponechan
VvV puvodnich podminkach a druhy byl vysazen do zastinu (okraj porostu stromu) v tésné
blizkosti puvodni lokality. V pfipad¢ druhého pokusu (vliv sucha) byl vzdy jeden klon
zasazen zpét na pavodni lokalitu a druhy pfesazen na vybranou oslunénou suchou stran
u obce Usilné na okraji Bud&jovické panve (lokalizace viz ptiloha 3). Rostlinam byl ponechén
rok na adaptaci k novym stanovistnim podminkdm a nasledujiciho roku byly rostliny
sesbirany na vrcholu vegetatni sezony (srpen). Na rostlinach se zméfily stejné znaky
a pouzily stejné transformace jako v piedchozi ¢asti (kap 3.1.3). Z analyzy vynechany rostliny
s poskozenym termindlnim tborem nebo jinak poSkozené (napf. opletené lidnami). Data

zpracovana pomoci redundanc¢ni analyzy (RDA).

3.3 Molekularni analyza

Ke zjisténi vzajemnych genetickych vztaht poddruhti pouzita analyza DNA. Analyzovany
vzorky z obou poddruhti a pfechodnych typu z lokalit pouzitych k morfometrické analyze
(seznam lokalit viz ptiloha 4). K izolaci DNA byly vypéstovany rostliny ze semen matetskych
rostlin pouzitych k morfometrické analyze Skolitelem (Koutecky 2008). V ptipad€ potieby
se dosbiraly vzorky pfimo na dané lokalité. Zkoumano bylo po 10 jedincich ze 14 zmé&fenych
populaci, pro srovnani byla zafazena lokalita jedné populace C. jacea ze Svédska a n&kolik
vzorkt jinych druhti ze sekce Centaurea sect. Jacea (C. elatior, C. carpatica, C. phrygia

a C. stenolepis).

3.3.1 Izolace DNA
Izolace DNA byla provedena z listl vysuSenych v silikagelu metodou CTAB podle

nasledujiciho protokolu:

Ke 0,7 mg rozdrceného materialu piidano 700 ul roztoku CTAB (0,1M Tris; 0,02M Na,-
EDTA; 1,4M NaCl; 2% w/v CTAB) a 10 ul 2-merkaptoethanolu promichano na vortexu
a inkubuvdno 30 min pii 60°C. Béhem prvnich minut inkubace pfiddno malé mnoZstvi
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polyvinylpyrolidonu (PVP). Po inkubaci ptiddno 500 pl smési chloroform: isoamylalkohol
(24:1). Zkumavka 2-3x pievracena. Ponechano 5 min pii pokojové teploté. Smés

centrifugovana 10 min pfi 13 800 rpm.

K ptepipetovanému supernatantu piidano 500 pl vychlazeného isopropanolu, zkumavka 1-2x
prevracena a ponechana 30 min v —20°C. Centrifugovano 5 min pii 13 800 rpm. Supernatan
odstranén. Pfidano 400 pl vychlazeného 96% ethanolu a inkubovéno 15 min v termobloku
pti 37°C. Centrifugovdno 5 min pfi 13 800 rpm. Supernatan odstranén. Pfiddno 200 pl
vychlazeného 70% ethanolu. Ponechano 5 min pii pokojové teploté. Centrifuguvano 5 min pii

13 800 rpm. Supernatan odstranén. DNA vysus$Sena a nasledné rozpusténa ve 200 ul TE pufru.

3.3.2 Sekvence ITS
Pro studium genetické variability byla pouzita sekvence ITS. Tento jaderny tsek je obecné

velmi variabilni a pfedstavuje dobry marker pro studium druhové variability.

Pro PCR reakci byly pouzity nasledujici primery: ITS 1p 5'-CCGTACCATTTAGAGGAAG-
3'alTS45-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'".

Slozeni reak¢éni smési pro PCR bylo: PCR voda 3,5 ul, 2x Plain PP Master Mix (Top-Bio)
12,5 ul, primer ITS 1p (2,5 pM) 4 ul, primer ITS 4 (2,5 pM) 4 ul, DNA (konc. 5-10 ng/ul)
1l

PCR byla provedena podle nasledujiciho ptredpisu: Denaturace pii 95°C 5 min; 30 cykld

1 min 94°C, 1 min 54°C, 1,5 min 72°C; z&vére¢na elongace pii 72°C 10 min.

Pro sekven¢ni reakei byl pouzit primer ITS 4. Celkové mnozstvi DNA pro sekvenéni reakci
piedstavovalo 10 ng. Sekvenace provedena na automatickém sekvenatoru ABI PRISM 3130xl1
(Applied Biosystems) v Laboratofi genomiky Biologického centra AVCR v Ceskych

Budgjovicich.

Studovany usek neposkytl dostatecné variabilni data, takze tato metoda neni pro studovany

problém vhodna. Bylo nutné nalezeni jiného dostatecné variabilniho markeru.

3.3.3ISSR
Metoda ISSR (Inter simple sequence repeat) je zalozena na PCR, kde jsou jako primery
vyuzivany mikrosatelitové sekvence. Mikrosatelity (SSR) jsou jednoduché kratké opakujici

se sekvence nékolika nukleotidi. Tyto repetitivni jednotky se nahodné vyskytuji v celém
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genomu u vSech eukaryot a liSi se poctem opakovani. ISSR primery nesou sekvencni motiv
komplementarni k sekvenci mikrosateliti. Béhem PCR dochéazi k amplifikaci useki DNA
mezi dvéma stejnymi mikrosatelitovymi repetitivnimi sekvencemi, které jsou umistény
vietézci DNA v opacném sméru. Vysledkem jsou rizné¢ dlouhé useky DNA mezi
mikrosatelity. Metoda poskytuje velmi variabilni data vhodna pro studium této problematiky.
V minulosti byla jiz uspé€$né pouzita napt. K determinaci druhi a vzajemnych kiizencti rodu
Equisetum (Brune et al. 2008) a dokonce k rozliseni variet Geonoma macrostachys (Roncal
et al. 2007).

Metoda byla optimalizovana pro primery fluorescencné znaené na 5’ konci

OW 2 (PET) - GAGAGAGAGAGAGAGALC,

OW4 (6-FAM) — T GAGAGAGAGAGAGAGAYA,

840 (VIC) - GAGAGAGAGAGAGAGAYT.

Slozeni reakéni smési pro PCR bylo: PCR voda 2 pl, primer (koncentrace 2,5 pM) 2,4 pl,
PCR Enhancer (Top-Bio) 0,2 ul, 2x Plain PP Master Mix (Top-Bio) 5 ul, DNA (konc. 5-
10 ng/pul) 0,4 pl.

Pro jednotlivé primery byly provedeny samostatné PCR reakce. Pribéh PCR reakce je uveden

v tabulce 4.

Tab. 4: Prubéh PCR reakci

Oow2 OW 4; 840
Denaturace 94°C, 3 min 94°C, 3 min
5 cykld s touchdown protokolem | 94°C, 1 min 94°C, 1 min
(sniZzenim teploty annealingu o 60°C, 1 min 64°C, 1 min
1°C v kazdém cyklu) 72°C, 2 min 72°C, 2 min
32 cykla 94°C, 1min 94°C, 1min
55°C, 1min 59°C, 1min
72°C, 2 min 72°C, 2 min
Zavérecna elongace 72°C, 10 min 72°C, 10 min

Produkty vSech tii reakci pro jeden vzorek byly nasledné smichany v poméru 1 : 1 : 1 a délka
ISSR fragmentid byla analyzovéana fragmentacni analyzou v automatickém sekvenatoru ABI
PRISM 3130xI (Applied Biosystems) v Laboratofi genomiky Biologického centra AVCR v Ceskych

Budgjovicich.
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Slozeni vzorku pro fragmentacni analyzu: Hi-Di Formamid 10 pl, velikostni standard

GeneScan 1200LI1Z - 0,5 ul, smés PCR produkti 0,5 pl.

Vysledky analyzovany v programu GeneMarker 2.7 (SoftGenetics, Inc.) Byla hodnocena

pfitomnost / neptfitomnost fragmentu urcité délky, bez ohledu na intenzitu fluorescence.

U 10 % vzorki byly provedeny dva nezéavislé béhy (PCR + fragmentacni analyza) a vysledky
byly nezavisle vyhodnoceny. Fragmenty, které nebyly hodnoceny u obou opakovani shodné,
byly z dat (u vSech vzorkl) vylouceny. Byl spoc¢ten podil neshodné hodnocenych fragmentti
(error rate). Nasledn¢ byly z dat vylouceny také vSechny fragmenty vyskytujici se s celkovou

frekvenci mensi nebo rovnou error rate.

Binarni data byla zpracovana v programu GenAlEx 6.2 (Peakall & Smouse 2006). Genetické
vztahy jednotlivych populaci byly analyzovany na zakladé¢ matice genetickych vzdalenosti
pomoci analyzy hlavnich koordinat (PCoA) programovém baliku Canoco for Windows 4.5
(Ter Braak et Smilauer 2002). Vztah jednotlivych jedinci byl analyzovan pomoci metody
neighbour network v programu SplitsTree 4.1 (Huson & Bryant 2006).
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4 Vysledky
4.1 Morfologicka plasticita

Morfologickd variabilita byla zkoumdna pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA)
kombinujici oba datové soubory (rtizna stanovisté v jiznich Cechach a ,.standardni* stanovisté
v celém Cesku a na Slovensku). V prvni analyze byla data pochazejici z jiznich Cech pouzita
jako doplnkova (supplementary). Ordinac¢ni prostor byl tedy definovan klasifikovanymi
populacemi od obou podruht a jejich vzajemnych piechodd (obr. 1). Pasivni promitnuti

jiho¢eskych populaci umoziuje srovnat jejich podobnost k jednotlivym typam.
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Obr. 1: Ordinac¢ni diagram PCA. Ordina¢niho prostor definovany na zaklad¢ variability druhu

Centaurea jacea v $irSim arealu.

Lokélni variabilita C. jacea subsp. jacea v jiznich Cechach plynule vypliuje piechod
od subsp. jacea pies prechodné populace jacea-angustifolia po subsp. angustifolia, pfi¢emz
nejvice se piekryva s netypickymi populacemi blizkymi C. jacea subsp. jacea, liSicimi se

od typickych populaci charakterem vétveni (Obr. 2).

20



0 | 4 2| B
-
OH
KUR NOS
A A s
BUR s LB
A TVR w
BES A DER
KOR A
BUJ A KAS
[ ] A
DRO soL_
RIC “ad LB ROV
e Nnou A
VRO, ezLl A
® OKRIP H'I>L”.mN ZtEREZ Ap0H
®om ZLK @
VEL e RO
® nseD ckrdP VEL a0 PLV
sTA® @ CEB @ p
BoL KND .LINMEZO KOKz(3, Ogrz
SYB. e CUB ue 4 ®BOR
DOV "Rt Hi® Ve heE
HOD TAB DCE @ VRASTT
HUS @ O kom
Q KoL @ vop® @
-— NMC TIS pAD
1
. Jacea O Jacea-angustifolia  /\ Angustifolia-jacea A Angustifolia @ Jihogesko

Obr. 2: Ordinaéni diagram PCA. A) Pasivni promitnuti jiho¢eskych populaci do ordina¢niho prostoru

definovaného na zaklad¢ variability druhu v Sir§im arealu. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.

Pro vizualizaci vztahu morfologické variability a stanovistnich podminek byly jihoceské
populace klasifikovany podle jednotlivych charakteristik prostifedi a zkoumany tyto
nasledujici faktory:

e Management - kosené vs. nekosené plochy (Obr. 3)

e Typ stanovisté - luéni oteviena spolecenstva vs. lemova kiovinata (Obr. 4)

e Gradient vlhkosti - sucho vs. stied vs. mokro (Obr. 5)
Jedinym faktorem, ktery vykazuje urcité rozdily v rozloZzeni studovanych populaci

v ordinaénim prostoru je typ managementu.
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Obr. 3: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zakladé managementu v ordinacnim prostoru

definovaného na zaklad¢ variability druhu v Sir§im arealu. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.
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Obr. 4: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zakladé typu stanovisté¢ v ordinacnim prostoru
definovaného na zaklad¢ variability druhu v Sir§im arealu. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.
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Obr. 5: A) Klasifikace jihocCeskych populaci na zaklad¢ managementu v ordina¢nim prostoru
definovaného na zaklad¢ variability druhu v Sir§im arealu. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.

Smér variability zjistény PCA analyzou na zaklad& populaénich vzork (vice taxont) z Ceska
a Slovenska z viceméné jednoho ,standardniho* typu stanovist¢ se ale miZze liSit
od variability jednoho taxonu dané riznymi stanovistnimi podminkami. Proto byla provedena
druhéa PCA tak, ze vSechny populace z obou datovych souborti ovliviuji definici ordina¢niho
prostoru. Prvni ordina¢ni osa pak odd¢luje jiho¢eské populace subsp. jacea od populaci toho
poddruhu pochazejicich ze standardizovanych podminek. Druha osa odd€luje jednotlivé
poddruhy (Obr. 6). Je patrné, Ze jihoCeské populace mély zejména delsi listy a byly vice
vétvené (delsi vétvend Cast lodyhy, vétsi délka veétvi a thel odvétvovani). Tento rozdil mezi
datovymi soubory je vyrazn€j$i neZ mezipoddruhovy, piesto jihoCeské populace sleduji

gradient subsp. jacea—subsp. angustifolia
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Obr. 6: A) Ordina¢ni diagram PCA, ordinacni prostor definovan vSemi populacemi. B) Znaky
definujici ordina¢ni prostor.

Opét byly vizualizované vztahy morfologické variability a stanoviStnich podminek
jihoceskych populaci klasifikovanych podle jednotlivych charakteristik prostredi:
Managementu (Obr.7), typu stanovist¢ (Obr.8) a gradientu vlhkosti (Obr.9).
Typ managementu je znovu jedinym faktorem, ktery vykazuje urité rozdily v rozlozeni

studovanych populaci v ordina¢nim prostoru.
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Obr. 7: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zaklad¢ managementu v ordina¢nim prostoru
definovaném vSemi populacemi. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.

Yo
- Y
o
e ]
[¢]
o
° o
e
@ @
o)
o ° o
@ @
..o ®o A a A
5] o
& !
® © 0, .o A
° © A
e
S
-
1 i
-1.0 1.5
[ . Louky . Lemy Jacea O Jacea-angustifolia A Angustifolia-jacea Angustifolia

Obr. 8: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zakladé typu stanovisté v ordinacnim prostoru
definovaném vSemi populacemi. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.
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Obr. 9: A) Klasifikace jiho¢eskych populaci na zakladé vlhkostniho gradientu v ordinaénim prostoru
definovaném vsemi populacemi. B) Znaky definujici ordinacni prostor.

Jako posledni krok byla provedena PCA jihoceskych populaci samostatné. Prvni osa byla
pozitivn¢ korelovéana s vice vétvenymi rostlinami, vySkou tboru, délkou internodii na bo¢nich
vétvich a negativné korelovana s pomérem délky listd k Sifce. Populace byly opét
klasifikovany podle jednotlivych charakteristik prostiedi: management (Obr. 10),
typ stanovisté (Obr. 11) a gradient vihkosti (Obr. 12). Typ managementu netvoii tak vyrazné

shluky jako v ptedchozich ptipadech piesto i zde je patrny jisty gradient.
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Obr. 10: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zadkladé managementu v jimi definovaném
ordina¢nim prostoru. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.
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Obr. 11: A) Klasifikace jihoCeskych populaci na zakladé typu stanovi§té v jimi definovaném

ordina¢nim prostoru. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.
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Obr. 12: A) Klasifikace jihoc¢eskych populaci na zakladé vlhkostniho gradientu v jimi definovaném
ordina¢nim prostoru. B) Znaky definujici ordina¢ni prostor.

4.2 Vliv prostredi

Zavislost morfologie rostlin na charakteristikach prostiedi byla studovdna pomoci
redundancéni analyzy (RDA), kdy jako druhové data slouzily priméry znakl jednotlivych
populaci a jako vysvétlujici proménné charakteristiky prostiedi primérné Ellenbergovy
hodnoty pro kazdou populaci odvozené z druhového slozeni vegetace ve fytocenologickych
snimcich a dale byl zahrnut vliv koseni. Korelace jednotlivych znaki s vlivy prostiedi byla
vizualizovana pouzitim PCA ordina¢niho diagramu Obr 13. Z ordina¢niho diagramu vyplyva,
ze koseni ma vyznamny vliv. Ellenbergovy hodnoty s vyjimkou pH jsou spolu do zna¢né miry

korelovany.
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Obr 13: Ordina¢ni diagram analyzy hlavnich komponent (PCA). Vztah jednotlivych faktori prostiedi
a urcovacich znakd.

Z duvodu odlisného charakteru znaku koseni (typ managementu) od Ellenbergovych hodnot
(abiotické faktory) byl vliv koseni otestovan samostatné pomoci RDA, na 5% hladiné
prikaznosti byl nalezen prikkazny vliv (F = 4,935 p = 0,012). Koseni je pozitivné korelovano
s délenymi piivésky zdkrovnich listent, del§imi vétvemi v poméru s délkou vétveni
a negativné korelovano s celkovou vyskou rostliny, vétvenim bocnich vétvi a délkou vétvi

(Obr. 14). Prekvapivé neni s kosenim korelovana délka listu viéi internodiu.

Nasledné byla provedena druha RDA, kde byl vliv koseni pouZit jako kovariat a za pouZiti
forward selection byl testovan vliv abiotickych faktort prostiedi. Na 5% hladin¢ vyznamnosti
byl nalezen priikkazny vliv obsahu Zivin v ptidé€, vliv ostatnich faktori je nepriikazny. Hodnoty
testovych statistik jsou uvedeny v tabulce 5. Obsah zivin je pozitivné korelovany s Sir§im
zékrovem, délkou internodii vétvi, podilem vétvené Casti rostliny a délkou listi. Negativné

je korelovan s sirokymi listy (Obr. 15).

29



hUvs

oH-DS'

Ve, Lvps . O

Nekoseno LB | | ZNO Koseno

A T . A
LD~ |

f “vov
ZDs§
VB ur VDL

0.4

VD y v
LVD rvc

-1.0

VU

-1.0 ' ' | 1.0

Obr. 14: Ordina¢ni diagram RDA. Korelace koseni s determina¢nimi znaky.
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Obr. 15: Ordinacni diagram RDA s pouzitim vlivu koseni jako kovariaty. Korelace Ellenbergovych
hodnot a jednotlivych znak.
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Tabulka 5: Vysledky Monte Carlo - permuta¢niho testu pti 500 permutacich pro jednotlivé faktory
prostiedi.

Marginal Effects | Conditional Effects

F P F P
Obsah zivin | 5,35 0,014 5,35 0,014
Svétlo 2,45 0,094 1,65 0,204
Teplota 0,7 0,532 0,49 0,622
VIhkost 0,65 0,514 0,08 0,964
pH 0,53 0,582 2,19 0,108
Kontinentalita | 0,43 0,664 0,39 0,678

4.3 Kultivacni pokus

4.3.1 Reakce na zastinéni
Zvolena troven zastinéni, byla pro lu¢ni druh jakym je Centaurea jacea piili§ vysoka. Doslo
k thynu 50% jedinct. Zbylé rostliny piezivaly pouze jako vegetativni listové ruzice. Pokus

nelze vyhodnotit.

4.3.2 Reakce na sucho

Béhem konéni pokusu podlehly dvé ptivodni lokality sukcesnim zméndm (invaze ostruziniku)
a doslo k zahubeni rostlin. K vyhodnoceni pokusu byl pouzit relativné¢ maly vzorek 26 part
rostlin. K zjisténi vlivu pfesazeni na suchou lokalitu byla pouzita RDA, kdy oznaceni dvojice
klont bylo pouzito jako kovariata, a v nasledném Monte Carlo - permutaénim testu byly

permutace omezeny kovariatami.

Sussi podminky stanovisté jsou pozitivné korelovany s podilem vétvené casti lodyhy,
ztlustnutim vétvi, vétvenim bocnich vétvi a okraji listu a negativné korelovany s pomérem
délky k Sifce listl a zakrova. (Obr. 16). Nicméné na 5% hladiné vyznamnosti nejsou tyto

vztahy statisticky prikazné (pocet permutaci = 499, F = 1,431 p = 0,246).
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Obr. 16: Ordina¢ni diagram RDA, korelace jednotlivych znaki s lokalitou.

4.3 Sekvence

Ve studovaném uUseku ITS nebyla nalezena Zz4dna variabilita. Sekvence studovaného Useku
je uvedena v ptiloze 5.

4.4 Fragmentacéni analyza

Celkem nalezeno pro primer OW2 — 17 polymorfnich lokusi (error rate 12%). Pro primer
OW4 20 polymorfnich lokust (error rate 13,3%) a pro primer 840 — 18 polymorfnich lokusi

(error rate 8,6%).

Pro srovnani mezidruhové a vnitrodruhové variability byla vypoctena matice genetickych
vzdalenosti jednotlivych populaci druhu Centaurea jacea. Pro srovnani byla zahrnuta jedna
geograficky vzdalena populace C. jacea ze Skandinavie, morfologicky odpovidajici C. jacea
subsp. jacea, a nékolik vzorku riznych druhti z agregatu C. phrygia agg. (C. carpatica,
C elatior, C phrygia a C. stenolepis). Byla pouzita vzdalenost pro binarni data v programu
GenAlEx 6.3 (Peakall & Smouse 2006). Na zakladé¢ matice genetickych vzdalenosti byla
spoctena analyza hlavnich koordinat (PCoA). Druhy Centaurea phrygia agg. jsou geneticky
odlisné a v ordinacnim diagramu se vyrazné¢ oddé€luji, populace druhu C. jacea vytvaii

kompaktni shluk, a to v¢etn¢ skandinavské populace (Obr 17).
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Obr 17: Vysledky PCoA matice genetickych vzdalenosti populaci druhu Centaurea jacea a druhi
z agregatu C. phrygia.

Vzhledem ke zna¢né odlisnosti druht ze skupiny C. phrygia agg., ktera by mohla piekryvat
variabilitu uvniti C. jacea, byla pro srovnani genetickych vzdalenosti jednotlivych populaci
patiicich k obéma poddruhtim C. jacea a jejich vzajemnym piechodiim provedena PCoA
S pouzitim pouze matice genetickych vzdalenosti populaci druhu C. jacea. Poddruhy
se vV ordinacnim prostoru od sebe nijak neodd€luji, neni zde patrny ani geneticky ani

geograficky gradient (Obr. 18).
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Obr 18: PCoA matice genetické vzdalenosti druhu Centaurea jacea

Dale byla provedena analyza metodou neighbour network v programu SplitsTree 4.1 (Huson
& Bryant 2006). Ani v této analyze nebyly nalezeny zadné definovatelné skupiny v ramci
C. jacea. Vsechny vzorky tvofi jen veliky cluster a jednotlivi jedinci z riznych populaci jsou
ve vysledné siti promiSeni (Obr. 19). Vysledek ukazuje, Zze v ramci C. jacea nelze nalézt

zadnou interpretovatelnou strukturu genetické variability.
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Obr 19: Vysledek neighbour network analyzy.

4.5 Shrnuti

Z provedenych analyz vyplyva, Ze v geograficky tizké oblasti jiznich Cech se vyskytuji

populace, které¢ morfologicky odpovidaji obéma poddruhiim a dale populace, které 1ze oznacit

jako prechodny typ. Absence kosenych ploch ve vzorcich definujici ptivodni ordinaéni prostor

pravdépodobné skryla dualezitou cast vnitrodruhové variability, kterou se podafilo objevit.

Koseni mé prukazny vliv na nékteré dilezité¢ determinaéni znaky jako je vySka rostliny a tvar

zékrovnich listenll. Z abiotickych faktori prostfedi byl nalezen priikkazny vliv obsahu Zivin

Vv pudé.

determina¢nim znakem mezi poddruhy.
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Pfi molekularni studii se podafilo nalézt a otestovat metodu vhodnou pro studium
vnitrodruhové variability. Mezi studovanymi populacemi nebyla nalezena zadna variabilita.

Poddruhy se od sebe geneticky nelisi.

Z vyse uvedenych divodi je rozliSovani morfotypli na tirovni poddruhii neopravnéné. Pokud
Ize tyto morfotypy klasifikovat tak pouze jako variety, tedy taxony, které vznikaji opakované
jako odpovéd na podobné podminky prostredi. Pro potvrzeni stavajicich vysledka

a definitivni rozfeSeni situace je potieba provést dalsi studie.
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5 Diskuze

5.1 Morfologicka plasticita

Zjistény rozsah morfologické plasticity determinacnich znakii v geograficky uzké oblasti
piekryva variabilitu mezi obéma poddruhy na ,standardnim® stanovisti. Nekteré
Z determinacnich znakt byly korelovany s faktory prostiedi. Celkové 1ze posoudit vliv faktort

nasledovné:

Mira vétveni lodyhy byl znak, ktery poskytoval nejvétsi variabilitu. Pfi vlastnim sbéru rostlin
bylo napadné, ze velké trsy chrp vytvaii né€kolik kvétnich lodyh, které z vétsi vzdalenosti
Casto habituelné pusobi jako bohaté vétvena subsp. angustifolia. Jednotlivé kvétni lodyhy
virsu jsou vSak vétveny pouze fidce v horni ¢asti. Opakem toho jsou rostliny rostouci
v dlazbé, které nemohou vytvaret kompaktni trsy, ale zaroven nejsou limitovany okolni
vegetaci. Takové rostliny vytvarely obvykle jedinou mohutnou kvétni lodyhu, od baze bohaté
vétvenou. Toto pozorovani naznacuje, ze vétveni lodyhy je adaptaci na aktudlni stav okolni
vegetace, a konkurenci o prostor, kdy si jednotlivé lodyhy mohou konkurovat navzijem.
V kratkostébelnych spolecenstvech teplych oblasti 1ze proto ocekavat vice veétvené rostliny,
zatimco ve vysokostébelnych loukdch stfednich poloh rostliny méné vétvené. Tendence
k vétsimu poméru vétvené Casti vykazovali i rostliny v piesazovacim pokusu, i kdyz byl vliv

neprikazny.

Celkova vyska rostliny a vétveni boénich vétvi jsou znaky negativné korelované s kosenim.
Pti klasifikaci kosené vs. nekosené byl gradient oddélujici jednotlivé managementy korelovan
s vétvenim bocnich vétvi a celkovou vySkou rostliny. Pokoseni rostlin€ odcerpa jisté mnozstvi
energie, ta obvykle reinvestuje pouze do vzristu a jiz se ned€li. Na kosenych plochach tedy
miZe mit ta sama rostlina vyrazné jiny habitus nezZ na nekosenych. Konkrétni u¢inky koseni

by bylo vhodné ovéfit presazovacim pokusem.

Znakem, ktery v ordina¢nim prostoru nejvice oddéluje piechodné typy, je délka bocnich vétvi.
Z terénniho pozorovani lze usoudit, Ze bo¢ni vétve dosahuji piiblizné stejné vysky jako
terminalni ubor. Pokud dochazi k vétveni ve vrcholové ¢asti rostliny, neni mozné, aby délka
vétve dosahla stejné hodnoty, jako kdyz k vétveni dochazi od baze lodyhy. Lze také ocekavat,
ze vyssi rostliny budou mit, pfi stejném poméru vétvené a nevétvené casti, delsi vétve nez
rostliny niz8i. Dale Ize ptedpokladat, Ze delsi vétve se skladaji z vice internodii a jsou tedy

vice listnaté
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Délka listu je znak variabilni, K determinaci poddruhd je nutno sledovat celkovy tvar listu,
ktery u subsp. angustifolia bude carkovité kopinaty, zatimco u subsp. jacea podlouhle
kopinaty. Pomér délky listu k Sifce je tedy znak, ktery oddé€luje jednotlivé poddruhy. Nicméné
je tento pomér negativné korelovan s obsahem zivin v pudé. V teplejSich oblastech, kde
se vyskytuji urodné&jsi pady, jsou listy uzsi, v chladnéjSich oblastech na méné uzivnych

pudach maji rostliny listy $irsi, coz odpovida geografické distribuci poddruhd.

Odéni je znak, ktery hraje roli v rozliseni poddruhu, nicméné v ramci kultivacniho pokusu
vykazovaly rostliny v susSich podminkach tendenci k tvorbé chlupt. To by napovidalo
piedpokladu, ze tvorba chluptl je podminéna prostiedim jako ochrana pted ptiliSnym zafenim

a ztraté vody.

Velikost a tvar tboru byly znaky, které¢ dobfe definovali jednotlivé poddruhy. Pti srovnani
vSech populaci vSak tato rozliSovaci schopnost nefunguje. Lze ptedpokladat, Ze na gradientu
podminek dochazi k plynulému ptechodu tj. postupnému zvétSovani tboru. Velikost uboru
muze byt nepfimo spojena s vétvenim lodyhy. Pokud rostlina vytvoii velké mnozstvi kvétnich
lodyh, dojde k n¢kolikanasobnému navyseni celkového po¢tu ubort rostliny. Z energetického
1 reprodukéniho hlediska je pro rostlinu menS$im poSkozenim ztrdta mensiho uboru, proto
délené rostliny neinvestuji tolik do jednotlivych tibort, kterych ma mnoho. Ridce vétvené
¢i nevétvené rostliny musi tuto nevyhodu kompenzovat navySenim poctu kvétl v uboru.
Vysledkem jsou vétsi tibory s velkym mnoZzstvim nahloucenych kvét v termindlni ¢asti, ¢imz
miZze byt 1 zm&néna morfologie celého tboru na valcovity. Obecné tedy 1ze usoudit, Ze bohaté

vétvené rostliny budou mit mensi ubory nez rostliny nevétvené.

Tvar zékrovnich listent je druhym znakem, ktery umozinuje rozeznat oba taxony i pii pouziti
vSech populaci. Sitka zdkrovu je pozitivné korelovana s obsahem Zivin. V piesazovacim
pokusu také vykazovala zménu smérem do suché oblasti, plati o ni tedy to co o Sifce listu.

Rozdé&leni kopiruje zemé&pisny gradient a rozdilné stanovistni podminky.

5.2 Kultivaéni experiment

Korelace znakl zjisténé se suchou lokalitou ptesné odpovidaji danym predpokladim.
Neprtikaznost experimentu byla s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisobena nizkym poctem
dochovanych rostlin. Dvé vegetani sezony by mély byt dostatecnym casovym Usekem,
pro adaptaci k novému prostiedi, ale neni vylouéeno, ze k uplné adaptaci, resp. ke stabilizaci
po piesazeni, a souvisejici zmeéné morfologie dochazi az po del$im Casovém useku.
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Ackoliv vysledky kultivacniho experimentu zaostaly za ocekévanim, provedeni ptineslo
nékolik dulezitych poznatkli pro pfisti opakovani. Rostliny snasi pfesazeni velmi dobfe,

je vsak nutné je zasadit do podminek, ve kterych jsou schopné tvorby kvétnich lodyh.

Pokus ma smysl opakovat za nasledujicich podminek:

1) Experiment je nutné provést na obou poddruzich.

2) Zvysit pocet pouzitych populaci, pro piipad zniceni jedné ¢i vice lokalit.

3) Studijni lokalita by méla byt dlouhodobé¢ stabilnim prostfedim, kde nedochézi k sukcesnim
¢1 jinym zmeéndm.

4) Lze sledovat i postupnou adaptaci rostliny na podminky. Mé&feni stejné rostliny po dobu
2 az 3 let.

Ze zkoumani lokdlni morfologické plasticity dale vyplynul vyrazny vliv koseni. Bylo by tedy
vhodné provést treti typ experimentu sledujici vliv faktoru kosena vs. nekosena lokalita. Zde

se dale nabizi dvé mozna provedeni, a to pfesazeni z kosené do nekosené a naopak.

5.3 Molekularni analyza

Ackoliv byla metoda ITS na chrpich na mezidruhové Urovni uspéSné vyzkousSena (Garcia-
Jacas 2006), pro studium vnitrodruhové variability neposkytovala dostatecnou variabilitu.
Otestovand metoda ISSR naopak splnila veskerd ocekavani. Celkovy pocet polymorfnich
lokust byl srovnatelny s podobnymi pracemi pouzivajici metodu ISSR (Belaid 2005, Roncal
2007). Molekularni analyza naznacuje, ze mezi studovanymi poddruhy neni Zzadna
diferenciace coz je v souladu s morfologickou ¢asti prace. Bylo by vhodné potvrdit tento
zaveér dalsi metodou. Nabizi se vyuziti metody AFLP, ktera byla v ramci C. jacea okrajové

pouzita a studované populace z riznych Casti Evropy se pomérné vyrazné liSily (Bassin et al.
2004).

5.4 Shrnuti

Vysledky morfometrické a molekularni analyzy hovofi ve prospéch hypotézy, ze v rdmci
vnitrodruhové variability Centaurea jacea se jedna pouze o jeden taxon, kdy popsané
poddruhy jsou jen extrémy morfologické plasticity na gradientu stanovistnich podminek.
Nicméné vysledky zatim nejsou dostateéné robustni. Pokud se stdvajici poznatky potvrdi
V navazujicich analyzach, bude nutné provést zmény v klasifikaci podruhti a to bud’ sniZeni
taxonil na Uroven variet, v piipadé vyskytu znaki fixovanych na ur€ity typ stanoviste, nebo

k tplnému zruseni taxonomické hodnoty stavajicich poddruht, v pfipadé€, kdy bude nalezena
39



kontinualni variabilita a nebude existovat vztah mezi typem stanovist¢ a morfologickymi

vlastnostmy.
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6 Zaveér

Studium morfologické plasticity poddruhu Centaurea jacea subsp. jacea piineslo dikaz,
ze rostliny pfizplisobuji svoji morfologii stanovi§tnim podminkdm. Pfi srovnani celkové
variability druhu tvofily studované lokality plynuly pfechod od C. j subsp. jacea pies
prechodné typy az po C. j. subsp. angustifolia.

Molekularni studie prokéazala, Ze se studované poddruhy vzéjemné geneticky nelisi.

Vyse uvedené divody hovoii ve prospéch hypotézy, ze studované podruhy jsou pouze

extrémy morfologické plasticity na gradientu stanoviStnich podminek.

Pro definitivni potvrzeni této skuteCnosti, je tfeba provedeni rozsahlejSich kultiva¢nich

experimentt, a dokumentace lokalni variability subsp. angustifolia.
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8 Pfilohy

Piiloha 1:

Populace méfené v ramci jiznich Cech

Zkratka

Lokalita

Charakteristika

Gps souiadnice

Cerveny tjezd - 100 m od konce obce

cuB smérem na Lhotice, lem silnice na suchy, kiovinaty lem,

prave strané koseny +49°2'52" +14° 33' 8"
VEL Velechvin — 50 m nad vodni nadrzi Silné podméacena louka,

smérem k lesu kosena +49°3'4" + 14°35' 21"
KOK Kolny — 500 m vychodn¢ od obce, na | Suchy, slunny lem lesa,

obvodu lesniho vychozu kamenity, koseny +49°3' 35" + 14° 34' 31"
LIC Libni¢ — 500 m severné od obce,

u mostu na cyklostezce 1107 V1héi louka, nekosend | +49° 1' 28"+ 14° 32' 34"
LIN Cerveny tjezd 2 — trnkova straft 600 m Slunny kiovinaty lem,

vychodné od obce nekoseny +49°2' 30" + 14° 33' 52"
BOR Borek — c_)kraj lesa mezi obcemi BoreK | Lesni lem, kamenity,

a Nemanice nekoseny +49° 1' 16"+ 14° 29' 29"

Benesov nad Cernou - louka na
STA severnim okraji obce pfi polni cest€ do | Mezotrofni louka,

Dluhosté kosena +48°43'49"+ 14° 37' 13"
STT Dynin - nasep 200 m jizn¢ od Vysluny pise¢ny nasep,

vlakového nadrazi nekoseny +49° 8' 24"+ 14° 37" 17"

Stredné vlhka cast

TIS Brloh — louka pfi pravé strané cesty zastinéné louky,

smérem na Klukov nekosend +48° 55' 25"+ 14° 12'43"
TAN Luznice - thor 100 m severo- Vysluny uhor,

severozapadné od Slepiciho vrsku nekoseny +49°4' 18"+ 14° 45' 42"
BRZ Bfezi - nekosena plocha u posledni Zastinéna louka,

chaty smérem k zficeniné¢ Masek nekosena +48°54' 32"+ 14° 25' 12"
KUJ Kam_enn}'/ Ujezd — travnaté plocha u V1héi opusténd travnatd

benzinky plocha +48° 53' 53"+ 14° 26' 29"
PLV Plav - 250 m za obci u silnice smérem Lem obhospodafované

na Hefman louky, koseny +48° 54' 24"+ 14° 29' 40"
ORT o ) Siln€ podmacena louka,

Ortvinovice - louka u rybnika kosena +48° 58' 51"+ 14° 35' 50"
ZLK Zliv — louka u rybnika Maly Knapr VIhka louka, kosend +49° 4' 40"+ 14° 20' 47"
ZLN Zliv — opusténa travnata plocha na Lesni lem, pis¢ity,

okraji lesa u Mydlovarského rybnika nekoseny +49° 4' 23"+ 14° 21' 10"

Uhor lemujici

ZLI Zelezni¢ni trat’,

Zliv — 1 km od nadrazi smér Plzen nekoseny +49°4' 17"+ 14° 21" 13"

Ceské Budéjovice — Nébiezi na Rostliny rostouci z
CBU kiizovatce ulice Kubatova a Jirdskovo | kamenitého zpevnéni

Nabrezi fi¢niho biehu +48° 58' 53"+ 14° 27" 50"

Zlatéa koruna — ptikop 200 m od
HRD Zelezni¢ni stanice smér Ceské V1hky, slunny piikop,

Bud¢jovice koseny + 48° 44' 40"+ 14° 34' 43"
US| Usilné — lesni okraj 200 m severné od

konce obce

Stinny lem, nekoseny

+49° 1'4"+ 14° 30' 46"




Vrabce — louka 200 m severné od

Podmacena louka,

VRA N . . .
zelezni¢ni stanice nekosena +48°55' 5"+ 14° 21' 30"
HCE Louka v zastinu,
Hradce — louka na jiznim okraji obce  |nekosena +48°55' 51"+ 14° 21' 42"
Lipi — 600 m jizn¢ od obce, rozhrani
LIP . L ,
mezi polem a loukou VIhky ptikop, nekoseny | + 48° 56' 25"+ 14° 21' 27"
PAD Populace na hrazi
Hréaz rybnika olSina rybnika +48°46' 43"+ 14° 5' 52"
Hluboké nad Vltavou — Kamenité
HVS « . . . . . ,
zpevnéni levého biehu Vitavy v obci | Kamenitd, nekosend +49°2' 55"+ 14° 26' 48"
Hluboka nad Vltavou — louka na
HVH pravém biehu Vltavy smérem k obci
Opatovice Louka, kosena +49°2' 43"+ 14° 26' 49"
Hodnov — lesni palouk u nadrazi
HOD " , ,
Hodnov Lesni lem, nekoseny +48° 46' 44"+ 14° 6' 13"
OlSina — mokré louka, na severnim Podmééena louka
OoLM .. , o . y "
okraji rybnika OlSina nepravidelné kosena +48° 46' 59"+ 14° 7' 15"
TAB Dobiejovice — stavebni parcela v obci | Uhor, nekoseny +49° 4' 0"+ 14° 28' 57"
Knézské dvory — 500 m severne od Podmééena louka
KND Y . ’
vratnice Bosch kosena +49°0' 29"+ 14° 28' 15"
VOD Bavorovice — Levy bieh Vitavy na V1hky porost na
Jiznim okraji obce naplavce, koseny +49°1' 15"+ 14° 26' 51"
NMC Nemanice - louka u Voselského

rybnika

Mezicka louka, kosena

+49°0'34"+ 14° 29' 56"




Ptiloha 2 Lokality dopInéné k praci Skolitele (Koutecky 2008)

Zkratka | Zemé; fyt. okres/oblast — obec: lokalita; nadm. vy§ka; soufadnice (WGS84)

Nou Cesko; 7c. Slanska tabule - Nové Ouholice, nekosena sucha louka asi 0,3
km SSV od zelezni¢ni zastavky; 180 m n. m.; +50°18'16"+14°19'06"

Nos Cesko; 6. Dzban - Nové Straseci, louka v obore Liben, asi 2,2 km SV od
namésti; 430 m n. m.; +50°10'07"+13°55'10"
Cesko; 78. Bilé Karpaty lesni — Korytna, nekosena sucha stran nad

Kor silnici do obce, nad odbockou od hlavni silnice Strani-Veseli n. Moravou,
asi 3,3 km JJV od kostela v obci; 540 m n. m.; +48°54'46"+17°40'37"
Slovensko; 6. Podunajska nizina — Radava, nekoseny travnaty pruh na

Rdv okraji vinic asi 1 km V od kostela v obci; 145m  n. m.; +48°05'38"

+18°18'55"

Ptiloha 3: Lokality pouzité pro ptfesazovaci pokus

Lokalita Umisténi GPS souradnice Poznamka
Cesky VySenské kopce, travniky a kioviny na Podlehla
Krumlov | vapencovém vrchu severné od nadrazi +48° 49' 33"+ 14° 18' 59" | sukcesi
Travnata plocha na jiznim okraji byvalého
Ceské vojenského cviCiste na severozapadnim okraji
Budéjovice | mésta +48° 59' 22"+ 14° 26' 27"
Vyhlidky | Okraj lesa 400 m zapadné od obce Vyhlidky | +48°59' 5"+ 14° 35' 6"
Neobhospodazovany lem obhospodafované Podlehla
Biezi louky u zficeniny Maskovec +48°54' 7"+ 14° 25' 12" | sukcesi
Klukov Okraj cesty u osady Klukov +48°55' 22"+ 14° 33' 31"
Spolecna
lokalita pro
Prudky sraz s jihozépadni orientaci u silnice 1 vyzkum vlivu
Usilné km zapadné od obce Usilné +49°0' 37"+ 14° 31' 44" sucha




Ptiloha 4: Seznam lokalit pouzitych k molekularnim analyzam

Zkratka Zemé; fyt. okres/oblast — obec: lokalita; nadm. vySka; souradnice (WGS84)

C.j. subsp.

jacea

Dov Cesko; 89. Novohradské hory — Dobra Voda: louky asi 0,5 km SZ od kostela
v obci; 650m n. m.; +49,3460; +015,0107
Stiedni Svédsko, pobiezi Baltu ca 65 km SV od Uppsaly, Herréing: okraj

Hall lesa na pobiezi zalivu ca 0.6 km SV od stiedu obce, N60° 8°18.17¢,
E18°39°15.56%, 5 m n. m.

HUS Cesko; 37h. Prachatické Piedsumavi — Husinec: louka na pravém biehu feky
Blanice, asi 0,8 km J od kostela v obci; 510 m n. m.; +49,0472; +013,9847
Slovensko; 31. Bukovské vrchy — Nova Sedlica: louky na Z svahu vrchu

Nsed Rozdiel (654,5), asi 2 km JV od stfedu obce; 500 m n. m.; +49,0307;
+022,5301

C.jacea

prechodny typ

jacea

—angustifolia
Cesko; 67. Ceskomoravska vrchovina — Horni Myslové: louka u potoka Z od

Kom osady Kopejtkiv Mlyn, asi 0,7 km SZ od obce; 500 m n. m.; +49,1700;
+015,4153

Mez Cesko; 37p. Novohradské podhtiii — Mezilesi: svah nad polni cestou asi 0,4
km V od kaplicky v obci; 545 m n. m.; +48,8101; +014,6500

C. jacea

prechodny typ

angustifolia

— jacea

NoS Cesko : 6. Dzban - Nové Straseci, louka v obofe Libefi, asi 2.2 km SV od
nameésti; 430 m n. m.; +50°10'07"+13°55'10"

C.j.subsp

angustifolia
Cesko; 38. Ceskobudgjovicka panev — Ceské Budgjovice: travnata plocha na J

Ceb okraji byvalého vojenského cviCist€¢ na SZ okraji mésta; 390 m n. m.;
+48,9895; +014,4421
Cesko; 11b. Podébradské Polabi —Libice nad Cidlinou: podél cesty s Eervenou

Lib turistickou znac¢kou na V okraji NPR Libicky luh, asi 1 km JJZ od nadrazi v
obci; 190 m n. m.; +50,1192; +015,1784

Nou Cesko; 7c. Slanska tabule - Nové Ouholice, nekosena sucha louka asi 0.3 km
SSV od Zelezni¢ni zastavky; 180 m n. m.; +50°18'16"+14°19'06"
Cesko; 17b. Palavské vrchy — Horni véstonice, Nekosena louka na hornim

Pal okraji vinice, 1 km JVV od obecniho ufadu; 350 m n. m.; +48°52'20.014"
+16°38'27.433"
Cesko; 18a. Dyjsko-svratecky uval — Bieclav, Pohansko: hriid za plotem

Poh obory mezi Lanskymi loukami a Pohanskem, asi 4,9 km JJV od nadrazi; 155
mn. m.; +48,7134; +016,9075

Rad Slovensko; 6. Podunajské nizina — Radava, nekoseny travnaty pruh na okraji
vinic asi 1 km V od kostela v obci; 145 mn. m.; +48°05'38"+18°18'55"

Sol Slovensko; 8. Vychodoslovenska niZzina — Sol'nicka: zbytky luk na okraji poli

iv




u vyusténi cesty z obce na protipovodnovou hraz Latorice, asi 2,6 km S-SSV
od kostela v obci; 100 m n. m.; +48,5008; +021,9661

Slovensko; 6. Podunajska nizina — TvrdoSovce: slanisko na okraji zatopené

Tur téZebni jamy na S okraji Z ¢asti obce, asi 800 m VSV od nadrazi; 116 m n. m.;
+48,0959; +018,0514
C. stenolepis
Dub Cesko; 18b. Dolnomoravsky tval — Ratikovice: okraj paseky u Zl. turist.
zn. asi 2,2 km JJV od kostela v obci; 200 m n. m.; +48,9039 +017,1706
Cesko; 78. Bilé Karpaty lesni — Horni Ném¢i: louky na S svahu vrchu
Les Lesna (696 m), asi 3,9 km JZ od kostela v obci; 630 m n. m.; +48,9028
+017,6531
C. phrygia
Cesko; 99a. Radhoit'ské Beskydy — Krasna Visalaje, horni ¢ast sjezdovky asi
Vis 0.25 km JJV od parkovisté na konci silnice u hotelu Visalaje; 760 m n. m.;+
49°30'56"+ 18°31'47"
C. carpatica
Slovensko; 21c. Velka Fatra — Liptovské Reviice, Vysna Revuca: alpinské
Suchy louky na JV svahu hiebene asi 0,5 km ZJZ od vrcholu Suchy vrch (1549,6),
asi 6 km Z od obce; 1520 m n. m.; +48,9083 +019,0842
Rumunsko; Rodna - Valea Vinului, Z svah hory Kis-Korongys (1854), asi 3,6
Rodna km SZ od soutoku hlavnich udoli na S okraji obce; 1680 m n. m.;
+47°30'39"+24°48'05'
C. elatior
stud Cesko; 83. Ostravska panev — Studénka: ruderalni porost mezi silni¢kou a

zel. trati asi 0,6 km V od nadrazi; 225 m n. m.; +49,7094 +018,0739




Pfiloha 5: Sekvence studovaného useku ITS

TCGAAGCCTGCACAGCAGAACGACCCGTGAACATGTAATCACAACTGGGTGTCGTGGGATTGGGTGCGA
GCCTTAGCCCTGCGATGCTCGTCGGCATCCATTCAAGGTGCCTATCTCTAGGCATCGTGGATGTTTTGTCG
GCACAAAAACAAAACCCCGGCACGGCATGTGCCAAGGAAAACAAAACTCAAGAAGGGTGCGTCTCGTG
TTGCCCCGTTTTCGGTGTGCATGCGGGTCGCGGCCTCTCATTAACCATAAACGACTCTCGGCAACGGATA
TCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGA
ACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA
CGCATCGCGTCGCCCCAGACCATGCTCCCCCAGAGGGACGTTTGGTTTGGGACGGAGACTGGCCTCCCGT
GCCGATGGTGCGGTTGGCCTAAAAAGGAGTCCCCTTTGGCGGACGCACGGCTAGTGGTGGTTGTCAAGA
CCTTCGTATCGAGCCGTGGTGATGCTAGGGAGTTGCTCTCTAAAGACCCTAACGTGTCGTTTACGACGAT
GCTTCGA

Vi



