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1. Uvod

Vymezeni rostlinnych drdhna Gzemi $edni Evropy neni ve&sine pripadi prilis
komplikované. Resto existuje &kolik skupin, kter&ini v rizné mfe potize i determinaci.

V prvni fack jsou to pl& nebo cast&ne¢ apomiktické skupiny (nd&p rody Rubus, Rosa,
Alchemilla, Hieracieuy u kterych specificky zjsob reprodukce ved| ke vzniku velkého
mnozZstvi drobnych, ale Zt&i casti dolie vymezenych taxdn K jejichZ rozliSovani je nutna
velka zkuSenost a zpravidla je ho schopno jekolik malo specialist. Skupiny, u kterych
neni znadma apomixie, zpravidla veestoevropské ldten: az na ®kolik malo vyjimek
determin&ni potize né&ini. K orém vyjimkam miZzemertadit i rod Euphrasial., ktery pati
mezi nejkomplikova#&Si a nejobtizgsi rody vceské i evropské Keere (Smejkal 1963).
Tato skuténost je zfisobena hlawh zna&nou habituélni podobnostitéiny druhi, velkou
vnitrodruhovou genetickou variabilitou, fenotypovplasticitou a velmiastou hybridizaci.
Rovrgz je vtomto rod patrna tendence tiib lokalni endemity (Yeo 1955, Smejkal &
Dvorakova 2000).

Jiz samotné vymezeni dnutv rodu Euphrasiaje pongrné obtizné a autd se s nim
potykaji uz od peétki jeho studia. Jednim z extrémnidtispupi bylo hodnoceni tést vSech
taxoni vyskytujicich se na severni polokouli v ramci fettio druhuEuphrasia officinalis
(nap. Townsend 1884). Vam pak vSak festo rozliSoval &které vnitrodruhové formy.
V hodnot samostatnych druh byly vtomto pojeti rozliSovany jen ty morfologigk
Monografie (Wettstein 1896a). Jim navrzeny druhd&wencept je vicemen s rekterymi
vyhradami pijiman dodnes (Yeo 1978, Vitek 1998). Druhym exteémbylo nekritické
popisovani i drobnych odchylek jako novych drySennen 1916, 1930), jez dnesni kriticky
pohled neuznava (Vitek 2001).réBto jsou stale popisovany nové druhy a poddruhy,
predevsim Vitekem (Vitek 1985a, b), ktery je v &asné dob specialistou na roBuphrasia

Pricin obtizné determinace a vymezeni dryk v rod Euphrasianékolik. Jednou
z nejvyznampyjSich je Zejm¢ zpisob reprodukce. V r@dje velmi ¢astd autogamie, ktera
dokonce u malokstych druhi pievazuje (nabp Wettstein 1896a, Hartl 1974, Gémez 2002,
Vitek 2002b). Neni to vSak jediny @gob reprodukce, &Sina drulii je schopna allogamie.
Dojde-li k hybridizaci, vznikli hybridni jedinci s@ak dale mohou mnozit autogamicky,

predevsSim u malokitych druhi, ¢imz jsoucasté&ne stirany rozdily mezi jednotlivymi druhy



(nap. Jargensen 1919, Smejkal 1960, Vitek 1998). Vzhitek zZejme celé hybridni roje,
které byly v minulosti i formakapopsany.

Studiem rodiEuphrasiana naSem Uzemi se zabyval Smejkal (1958, 196, 1964),
ktery se pokusil o taxonomické zpracovani naSichhidrna drovni daného poznani.
Pro KwtenuCR zpracovala tento rod Didkova (Smejkal & Dvtakova 2000), ktera se drzi
Smejkalovy koncepce. Popsala ré¥ni novy taxon,E.corcontica(Smejkal) Smejkal &
Dvordkova (Dvaakova 1999). | fes detailni studie Smejkalajistala vSak cel&ada
problémi nevyjasgna a uéovani rodu stal€ini potize. Sotasné moznosti taxonomického
studia nabizeji mnohem SirSi metodicky aparat ryéa imozno vyuzit v 60. letech. A to jak
formalizované hodnoceni morfologické variability gauZziti modernich statistickych metod,
tak i vyuziti molekularnichifstup.

Ke své praci jsem si vybrala drulig stricta J.F.Lehm aE. nemorosaPers., nebd
nedila determinaceéthto drulii problém, ale ne vzdy tomu tak je. Hlavnii¢mou je
hybridizace, diky niz vznik&. x haussknechtiwetst. (nap Wettstein 1893b, 1894, 1895),
ktera svymi znaky kolisa mezi &ba rodéovskymi druhy. Oba tyto vybrané druhy riepbi
problémy jen kuli kiizeni mezi sebou, ale také ve vztahu k dalSim tonyhjimiz jsou
E. slovaca(Yeo) Holub¢i E. tatarica Fish uE. stricta a E. coeruleaHoppe et Furnrohr
a E. curta (Fries) Wettst. LE. nemorosgHartl 1974, Smejkal & Dvi@kova 2000). kdy
byvaE. tataricaspojovana &. strictaaE. curtasE. nemorosa

Pouze podroh#si vyzkum roduEuphrasiavyuzivajici fiznych metodickych istupa,
muze dale objasnit mikrospe¢id procesy vtomto zajimavém koda objasnit ficiny
a hodnotu morfologické variability. e tak byt zékladem moderniho taxonomického

zpracovani rodu CR, které je velmi paebné.

1.1 Cile prace
Ve své praci jsem se zdiila nareSeni nasledujicich UKol
e Sezndmit se s problematikou taxonomie rdtlyphrasial. vypracovanim literarni
reSerse.
o Paateini studie morfologické variability drdhE. strictaa E. nemorosaza pomoci
modernich metod klasické a geometrické morfometrie.

» Zvladnuti a optimalizace vybranych molekularniothtgk na studovanou skupinu.



2. Literarni piehled
2.1 RodEuphrasialL.

Rod EuphrasiaL. byl jeS& donedavnaazen spolu s dalSimi rody poloparazitickych
rostlin, jako jsou nap MelampyrumL. nebo RhinanthusL., do tribu Rhinantheaeceledi
ScrophulariaceaeNa zaklad recentnich molekularnich studii se vSak ukazao; tradénim
vymezeni neniceled Scrophulariaceae monofyleticka (Olmstead & Reeves 1995).
Poloparazitické rody, aetré rodu Euphrasia tak byly girazeny doceledi Orobanchaceae
(Olmstead et al 2001, Tank et al 2006).

EuphrasiaL. je rod jednoletyclti vytrvalych poloparazitickych rostlin, ale i polef
(Wettstein 1896b, Reiche 1911, Hartl 1974, Honglefil998, Smejkal & Dviakova 2000).
NejvétSi skupinu druth tvori jednoleté druhy, které maji skalyyvinuty karenovy systém.
Hostiteli byvaji nejastji riazné druhy trav a o8t (Koch 1891, Wettstein 1896b, Townsend
1897, Yeo 1964). xa se jim ovSem i na dvodtbznych rostlinach, jako jsou ndklad
zastupciceledi Caryophyllaceag Asteraceaenebo Rubiaceae(Wettstein 1896aCrosby-
Browne 1950, Yeo 1964). 8\iky mohou Zit i bez vazby na hostitele, pak js@ak velmi
malé, mnohem ménvétvené a vyvijeji jen &kolik malo kwtia (Wettstein 1896b, Seel &
Press 1993, Vitek 2002a) Lodyhy jsoieypézrié oblé nebo miré ¢tyrhranné. Listy jsou
prisedlé az kratcéapikaté, vsicné, nejvys 15(-20) mm dlouhé, na okraji pilévaubate,
vzacrgji pilovité vroubkované. Listeny jsou podobné lodyZznimuahst Kalich je trubkovig
zvonkovity, étyrcipy. Cipy jsou celokrajnégtsinou Sptaté. Zéezy mezi cipy byvaji nestgjn
hluboké, dva z nich jsou hlubSi a sahaji az doidtdtiny kalicha. K¥ty jsou téngi prisedlé,
soungrne, vyfistaji po jednom v Uzlabi listérv koncovych klasech. K¥enstvi jsou ¥tSinou
pomérné bohata a za plodu v dolsasti rozvolgna. Barva koruny byvagkava ¢asto s bled
nafialowlym hornim pyskem), bled fialova nebo bled lildkova, fidceji ponmerné syt
fialova. Nekteré druhy maji korunu Zlutou, nebo se dokoncednpm druhu mohou
vyskytovat barevné mutace. Na spodnim pyskdagsto fialové zilkovani, coz jsou cévni
svazky zvyrazéné anthokyanovymi barvivy, a Zluta skvrnia @sti korunni trubky. Korunni
trubka se smrem ke korud pozvolna rozsuje. Koruna je dvoupyskd. Horni pysk
je prilbovity, mirn¢ klenuty, s dvouzubym az dvouldlyym, nazpt ohnutym okrajem.
Trojcipy dolni pysk byva plochy a obvykle delSi redrni. Cipy dolniho pysku jsoudhoe
vykrojené. K¢t obsahuje&tyii dvoumocné t§inky, které jsou kryté hornim pyskemycinky

maji na bazi zaSpatlé praSné vé&y, z nichZz jeden u obou kratSickeityek vybiha v delsi



Spiatou ostruhu. Dvoupouzdry semenik je elipsoidrdeniért podélré zplostly, scetnymi
obracenymi az hemitropnimi véy, ¢nélka je dlouha, s hlavatou bliznou. Tobolky byvaji
v obrysu obvejité, eliptické az podlouhlé, * podéln zploStlé, pouzdroséné

a mnohosemenné. Semena (Obr. 1) jsou mala, 1,0a5dlouha, podlouhle vejcovita
a podélg Zebernata (Jgrgensen 1919, Hartl 1974, Smejkavé&akova 2000).

Obr.1: SemenoEuphrasia nemorosaFotografie byla pizena scanovacim elektronovym
mikroskopem JEOL JSM-6300 v Laborételektronové mikroskopie. Foceno autorkou

v ramci kurzu BF JU ,Elektronova mikroskopie pro biology I

Rod Euphrasia je rozSten pedevS§im na severni polokouli, od subarktického
po subtropicky pas, fgemz nejvice druln se vyskytuje v mirném pasu.éieré druhy
muazeme najit na Azorskych ostrovech, v mirném pasoi JAmeriky, Austrélie a Nového
Zélandu, na Filipinach, Borneu, Celebésiové Guinei (Obr. 2; Jargensen 1919, Yeo 1973,
Hartl 1974, Smejkal & Dviakova 2000).

Jednim z mnoha diskutovanych témat v ramci radphrasiabyla i typifikace druhu
E. officinalisL. N¢kteri autdi, jako nag. Pugsley (1930), Smejkal (1963) nebo Yeo (1978),
jej jako nomenklatoricky typ odmitali. @™@odem byla skutost, Ze tento druh byl Linnéem
doloZzen heterogennim materidlem. V&mné dob je ovSem jako lektotyp igimana
E. officinalis Hayne var.fennica (Kihiman) Jalas (Silverdine 1991), ktera byla piopes
finskymi botaniky (Jalas & Kukkonen 1973, Jalas A9 dedna se o jednu Linnéovu polozku,
druhd odpovidak. rostkovianassp. rostkoviana Posledni z jeho originalnich polozek
odpovidaE. tricuspidata o niz vSak nebylo zdaleka tolik diskutovano jakorvnich dvou.



V celém rod se vyskytuje protogynie, entomogamie, autogami@namochorie
(Smejkal & Dvddkova 2000).

.

.
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Obr. 2: Mapa roz&eni rodu Euphrasia ve &¢ (prevzato z Hartl 1974)

2.2. Vymezeni druhii v rodé Euphrasia

V rodk Euphrasiabyva rozliSovano fiblizné¢ od 100 do 250 (—300) drat{Hartl 1974,
Smejkal & Dvadakova 2000, Vitek 2002a),figemz zalezi na taxonomickém pojeti toho
kteréeho autora. &kteri botanici (nap. Sennen 1930) pouZivali Uzké pojeti druhu, codoved
k popsani stovek drihswtliki. Mnoho z nich bylo postugnhodnoceno jako poddruhy
¢i variety jinych drulii. V disledku toho dnes existuje pro kazdy drutkatik raznych
synonym (Wettstein 1893b, 1894, 1895; Rothmaleb519&ek 1985a, 1985b, 1986).

Hlavnimi znaky pouzivanymi k rozliSovani dfuhv rodu Euphrasia jsou velikost
a barva keta, pritomnost trichom a jejich typ (Z2laznaté/nezlaznaté)itpmnost osinek
na listenech, formaistu, tvar listefi a ekologické progedi (nap. Vitek 2002a). Proto
je tteba, aby byly jednotlivé taxony davany nejen na zakladmorfologickych vlastnosti,

ale i s ohledem na ekologii.

2.3. Vnitrorodové élenéni

Vnittni kleni rodu Euphrasia je zn&n¢ komplikované. Je to Zigobeno velkou

variabilitou drutii, na niz se vizné mfe podili rkolik faktori: vnitrodruhovéa variabilita,



sezonni dimorfismus, fenotypova plasticita a hyikade. Sezonni dimorfismus je jev, kdy
se kkhem téhoZz vegetaiho obdobi daji rozliSit dva fenologicky odliSngpy, ¢asny
(aestivanli) a pozdni (autumnéni). Oba typy se &ajnh vlastnim habitem, a tak byva
castokrat zvazovan jako jedno z kritérii taxonomiditasifikace (Smejkal & Dviakova
2000, Vitek 2002b). Jednou z teorii vzniku sezoandimorfismu je diferenciacetugodns
monomorfnich typ v odbobi pleistocénu, kdy se v podminkach periglatho klimatu
vyclenil aestivalni typ. Jedinci autumnalniho typu pakstaly v oblastech vzdalenych
ledovaim (Schwarz 1935, Smejkal 1963). Druhou, starsSijitenniku sezénniho dimorfismu
byla teorie Wettsteinova (Wettstein 1893a, 189%a)povazovala za hlavni faktor koseni luk.
OvSem sezo6nni dimorfismus se vyskytuje i v obldst&de senoseneni obvykla, proto tato
jeho teorie nenifejme platna.

Autorem prvniho uzivanéhtiereéni tohoto rodu je Wettstein (1896a, b), ktery j&jld
na d¥ sekce,EueuphrasiaWettst. aTrifidae Benth., ktera obsahuje jihoamerické druhy.
Sekci Eueuphrasiadale rozdlil na subsekceSemicalcaratae zahrnujici s#tliky severni
polokoule, aAustrales ktera obsahuje druhy Australie a Nového Zélardupotud byva toto
rozckleni @ijimano wtSinou autoll. AvSak dalSi deni subsekc&emicalcaratadyva casto
diskutované (nap Wettstein 1896b, Jagrgensen 1919, Pugsley 1930, M¥8) a aufo
se na Bm doposud neshodli. Viiiti skupiny rodu byvaji tv@ny na zaklagl odkni, velikosti
kvéth ¢i pritomnosti osinek. Tyto znaky vSak mohou bytékterych skupinach rodu dosti

variabilni.

2.4. Hybridizace v roduEuphrasia

Hybridizace hraje v evoluci cévnatych rostlin vyameou roli (Ellstrand et al. 1996).
V mnohych skupinach je recentni nebo nedavna hage dilezitym zdrojem variability.
Aby se mohly entomogamni druhyiikit, je ftreba, aby se vyskytovaly sympaticky
na podobnych lokalitach a aby se al@sgésté&né prekryvala doba jejich kstu. Zarove
musi byt jejich geneticka inkompatibilita a dalZble¢ni faktory co nejmensSi (Briggs &
Watlers 1997).

Solbrig (1970) uvadi, Ze hybridizace mezi jednatatyostlinami je vzacna,ipsto se
vrodk Euphrasia i v blizce pibuzném rod Rhinanthus (Sterneck 1901, Kwak 1978,
Ducarme & Wesselingt2005) vyskytuje porrné hojré a je jednou v hlavnich fgin
sowasné variability vtomto rad(Karlsson 1976). #es rekteré izol&ni faktory (zejména

ploidie) bylo popsano z&aé mnozstvi Kzendi, nag. E. x haussknechtiiWetst.



(E. nemorosa x E. stric)a E. x lerschii Gyoffy (E. slovacax E. uechtritziana (nag.
Wettstein 1893b, 1894, 1895, Sagorski 1896, Vit&82). Nekteré z nich se vifrodk
vyskytuji dosti hoj#, a to i bez imého kontaktu s roovskymi druhy.

2.4.1. Velikost kwti a typ rozmnozovani

Kvéty swtlika jsou primarg adaptovany k entomogamii, a tim padem k allogamii,
neba’ jsou napadné a pro hmyz atraktivniedpoklada se vsak, Ze vSechny druhy jsou
schopné se rozmnozovat autogamicky, ovSem zalediiiea v jaké jsou toho schopni (Liebst
& Schneller 2005), cozZ souvisi s fumk jednopohlavnosti kit. Velkokwté druhy preferu;ji
opyleni hmyzem, zatimco malaoke davaji ve ¥tSiné pripadi prednost samoopyleni.
Apomixie nebyla v tomto radprokazana (Yeo 1968).

Abychom pochopili, prd se rekteré druhy s#tlika kiizi s jinymi ¢asgji nez jiné, je
treba se zminit zejména o velikost jejicktkva typu rozmnozovani.

Velkokveété druhy swtlika preferuji opyleni hmyzem, zatimco malété davaji
ve WtSing pripadi prednost samoopyleni. Je to dano tim, Ze se ppaxtbbré priblizuji doby
dozravani blizen a ynek a také zmensSovanim prostorového rozdilu (wkwatych druhi je
blizna mnohem blize &§inkdm nez u drul velkokwtych). Wettstein (1896a) rozliSuje
3 skupiny drufi swtliki podle velikosti k¢tu.

Velkokwvété druhy (jako naip E. rostkovianaE. vesicolomeboE. pictg, které mivaji
korunu dlouhou zpravidla 12-15 mm &fano na kbetni strag piné vyvinuté koruny),
jsou protogynni. Po opyleni se prodluzuje korurdexiraji se prasniky. Prodlouzeni koruny
a ohnuti blizny zfsobi jeji giblizeni k tyinkdm, které jsou ifirostlé ke korunni trubce.
Objevi-li se v této fazi na K hmyz, pouze odnese pyl a k opyleni uz nedocipdatpze
blizna je jiz nefunkni. Tim je u &chto druti vicemér zabragno samoopyleni. fi@sto
se u nich autogamie e vyskytnout. Pyl rive byt genesen z jednoho &w na druhy
v ramci jedné rostliny (Jgrgensen 1919, Yeo 196&tIHL974). Kerner (1888) vSak uvadi
i moznost autogamie v ramci jednoho¢ky na konci doby kveteni, a to pokud nebyl dany
kvét opylen. Tento Udaj je vSakejmeé pochybny.

Druhou skupinu tvii druhy se dedre velkymi kwty (nag. E. stricta nebo
E. pulchellg, jejichz koruna dosahuje délky 8-10 mm. Tyto dgrubyvaji opylovany
hmyzem, avSak samoopyleni u nich neni zdaleka t#cné jako u velkokstych druhi.

K dozravani tyinek u nich totiz dochazirtve a blizna je jim blize.



Druhy s malymi kety, 4—-7 mm dlouhymi, seipdnost& rozmnoZuji autogamicky
zasatku funguje jako funkné oboupohlavnyCnélka vSak brzy vadne a kv pak funkng
slouzi jiz jen jako samii. Blizna se nachaziedre u prasSnik. Proto se uéchto druti
vyskytuje samoopyleni velmiasto hned # rozkwtu jednotlivych kéta (Yeo 1966, Hartl
1974).

2.4.2. Ploidni Grovai

Jinym faktorem ovlisiujicim moznost hybridizace u &lika je jejich ploidni Grova.

V rodé Euphrasianalezneme pouze &wloidni Grovré — diploidni (n = 11) a tetraploidni (n =
22) (Yeo 1954, Hambler 1954, Vitek 1990). Hybridiegorobih& fedevsSim v ramci stejné
ploidni drovré (diploidni druhy s diploidnimi a tetraploidni gregloidnimi) (Yeo 1966), coz
je pripad i druti E. stricta a E. nemorosa které jsou tetraploidni (Yeo 1954, 1966).
Hybridizace mezi ploidnimi Growmi je Z'ejmé vzacnd a triploidni rostliny se mohou
vyskytnout jen velmi vzaen(Yeo 1954, 1966).

Jak dokazuje n&pYeo (1954), hybridizace je velmasta zvlagt mezi tetraploidnimi
druhy druly, jimiz jsou i Euphrasia strictal.F.Lehm. &uphrasia nemoroséPers.) Wallr.
(Hartl 1978), kterymi se ve své bakiaigé praci zabyvam. Tentyz autor (Yeo 1956)ast
uvadi i moznost hybridizace mezi diploidy a tetcaqhy, nag. E. anglica Pugsley aE.
micranthaRchb. Hybridizace mezi diploidyrejm¢ taktéz existuje, i kdyZ neni autoryils
zminovana (Smejkal & Dviakova 2000)

2.4.3. Hybridizace mezi diploidy a tetraploidy

PrestoZze se na zakladreovy studie (Yeo 1966) zda, Zze by k opyleni dibhého
jedince tetraploidnim mohlo dochazet riaéasto nez u jedinicv ramci jedné ploidie, nejde
ziejme o tak vzacnou skutaost, jak by se z frekvence nalezeni triploidnietiinar mohlo
zdat (Yeo 1956, 1966). vodem, prd jsou triploidni rostliny k nalezeni jen velmi vzgéc
[Yeo (1954, 1956) uvadi jediného ¥imdé pozorovaného jedincefikence mezE. anglica
Pugsley aE. micrantha V naSi k¢tergé je uvaano rekolik hybrida, nag. E. x hybrida
Wettst. E. rostkovianasubsp.rostkovianax E. strictg, které jsou vSak &Sinou uvadny
pouze z jediného pozorovani (Smejkal & Békova 2000)] je izjme¢ dalSi vyvoj embrya.

Ten zZejm¢ velmi ¢asto zavisi na matekeé rostlik, zda-li je diploidni¢i tetraploidni.



V piipact, Ze byla diploidni maitska rostlina opylena tetraploidnim pylem, tobolky
se vyvinou normaky i kdyz rekdy poretkud opozdéné. Yeo ve své studii (1966) uvadi,
Ze wtSinou obsahovaly diny paet normélg velkych, ovSem prazdnych nebo t&#m
prazdnych semen.

Byla-li matdaska rostlina tetraploidni, norm&n velkd prazdna semena
se nevyskytovala. Je to dano tim, Ze tetraploidsfliny opylené diploidnim pylem nejsou
ve WtSing pripadi schopny dalSiho vyvoje semeniku. Vyjiné vSak k gkmu miZe dojit,

a tak ve velmi vzacnychiipadech dochazi ke vzniku triploidniho jedince (M€&6).

2.5. Popis taxor
2.5.1.Euphrasia strictaJ.F.Lehm.

Swtlik tuhy (Euphrasia strictaje (2—) 5-30 (-50) cm vysoka bylina Hmou, ¢asto
vétvenou lodyhou.¥tve (obvykle v potu 2-6 i vice pdl) jsou dlouhé a s lodyhou sviraji
ostry uhel. Lodyha je narudla nebo &ewhfialowla, nazgt kuceraw pyrita. Dolni lodyzni
listy jsou v obrysu obveéjté az uzce obvejté, na bazi klinovité, s 1-2 pary tupych #aub
Stredni a horni lodyZzni listy v&jé, na bazi klinovité, asi dvakrat delSi nez S&abe 3-5 pary
zubi. Zuby jsou ¥tSinou Uzce trojuhelnikovité, osinkatéidfeji bezosinné), narféné
k vrcholu listu, kdy je distalni strana zubketelre delSi nez strana proximalni (Smejkal &
Dvorakova 2000, Smejkal 1963). Listeny jsou podobnéinododyznim listm, jsou vSak
obycejne Sirsi, vefité, na bazi kratce klinovité, $aité, se 4-7 pary osinkatych Zul®©sinky
jsou napadné &asto pokroucené. Listy a listeny maji zelenou neddedle zelenou, Bdou
¢i rezavou barvu, za suchdidka cernaji, na rubu jsou hladké a ploch&idka mirrg
svraskalé), lysé. Kitenstvi je zp®atku husté a kratké, pogdse vSak znéné prodluzuje
afidne. (5-) 6-10 (-11) mm dlouhé &y jsou skoro fisedlé,obyejreé bélavé nebo bled
lilakové, fid¢eji modravé az skoro fialové. Spodni pysk jéteySi a delSi nez horni. Kalich
byva apl lysy, Zidka miva kratiké Sttinky, s uzkymi, kopinatymi osinkatymi cipy.
Plodem je klinovit obvegita tobolka, ktera byva na vrcholkwaia nebo réce vykrojena
a obyejn¢ kratSi nez kalich. Na jeho okraji a vrcholku seskmgtuji dlouhé pimé Sttinaté
brvy (Smejkal 1963).

Mnohymi autory (nap Jargensen 1919, Smejkal 1963, Hartl 1974, Kolgettbnn
2005) byvaji vramci druhtE. stricta rozliSovany @zné poddruhy¢i variety. Byvaji
rozliSovany na zakladmorfologickych znak nebo podle toho. Toto¢keni je diskutabilni

vzhledem k vnitrodruhové variabiit fenotypové plasticit a ekologickym podminkam.



Pravd@podobre i z €chto divodi jiz nejsou Smejkalem (Smejkal 1963) rozliSovanddsahy
(E. stricta subsp.stricta a E. stricta subps.suecicd uvadny v Kvétens Ceské republiky
(Smejkal & Dvdakova 2000). Zarove se v oblastech vyskytle. stricta SE. tatarica
vyskytuji rostliny gechodnych typ, coZz znesnatje jejich zaéazeni k jednotlivym druim.
Nekdy také byvak. tatarica zahrnovana do druh&. strictg protoze se od ni odliSuje
vétvenim a pedevSim o&him, gicemz tyto znaky byvaji ovlivny pravdé&podobnou
hybridizaci obou druln Podobg problematické jsou populace na styku areaE. pectinata
(Yeo 1971), ktera vSak byw@sto sldgovana s E. tatarica (Smejkal & Diékova 2000).

Areal vyskytuE. stricta zahrnuje tér& celé Uzemi Evropy, s vyjimkou extrémniho
severu a jihu (viz Obr. 3; Wettstein 1893b, 189894, Yeo 1978, Smejkal & Dvakova
2000).

Na naSem Uzemi sE. stricta vyskytuje roztrouSenv celém Uzemi od planarniho
a zejména kolinniho az do submontanniho stuphmontannim a supramontannim stupni
se vyskytuje vzaagha v alpinském stupni ojedile (Smejkal & Dvdakova 2000).

Druh E. strictg ktery je spolu €. rostkovianasubsprostkoviananasim nejhoj&sim
swtlikem, preferuje suché louky, pastviny, meze,dilivoznich cest, lesni &liny a okraje,
kiovinaté straé apod. (Smejkal 1964, Smejkal & Diakova 2000)E. strictase vyskytuje
na vapnitych (Yeo 1978), neutrdlnich i na sl&gselych, eutrofnich az oligotrofnichigéch
(Hartl 1974).

Smejkal (1964, Smejkal & Dwakova 2000) uvadizist vyskytu ve spol&enstvech
Nardo-Callunetea zvlast svazi Genistion a Violion caninae Dale jej uvadi stiznym
stuprém cetnosti ve spoleEnstvechiadu Arrhenatheretaliaa v rekterych spoléenstvech

tiidy Festuco-Brometea

Obr. 3: RozsteniEuphrasia strictaplnacara) (Fevzato ze Smejkal 1963)
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2.5.2.Euphrasia nemoros&ers.

Swétlik vétveny Euphrasia nemoros&ers.) je jednoleta, 5-25 (-40) cm vysoka
bylina. Lodyha je ma narudlou nebo Seflaafialowlou barvou. Byva zpravidla napatn
tlusta, ridceji tenkd, nazgt kuceraw pytitd. V dolni polovig, obyejr¢ jiz od sameé baze,
byva bohat vétvena. \Etve byvaji nejastji Sikmo odstalé (s lodyhou sviraji malo ostry
uhel), vicemé# navzajem rovno¥Zné, ¢asto ogtovre vétvené. Zidka je lodyha jen chud
vétvena. Dolni lodyzni listy jsou podlouhlé nebo kgt vejcité, tupé, s 1-3 pary tupych
zubi. Prostedni a horni lodyzni listy jsou wé#e aZz podlouhle veéjté, tupé nebo tupsSpiate,
se 4-7 pary tupych nebo + za&glych zuhi. Listeny jsou SirSi, ale kratSi nez horni lodyZni
listy, vegité nebo Siroce veité, Sptaté se 4-6 (—7) pary Sjpitych neosinkatych, nebo sotva
zietelrg osinkatych, zub. Listeny jsou Sikmo nebo rovnébr¢ odstalé, skdy mohou byt
dola sehnuté. Listy a listeny jsou zcela lyse, masitg\w zelené. Za Ziva byvaji (zvl&ha
lici) lesklé, za sucha nelesklé a na rubu &itdsvraskalé se sitnvyniklou Zilnatinou. Hlavni
kvétenstvi zpoatku husté a kratké, pogdse rychle prodluzuje, pak je dlouhé a v dalasti
pretrhavané. Kdty jsou Fisedlé, kalich byva lysy a za plodu stabafoukly, se Sgatymi,
ale neosinkatymi cipy. Koruna byva mala, (4-) 5)(+#m dlouha, Blava, namodrala
az modra. Spodni pysk je maly, zdéli horniho. Ted@e podlouhle vgjt4, wata nebo rce
vykrojena, na vrcholku a na okraji Hpymi Sttinatymi brvami. Za plodu byva stejnllouh&a
nebo o trochu delSi nez kalich. Kvete od koteevence do Z& nekdy doiijna (Smejkal
1963).

V pojeti rekterych autoit (nagg. Yeo 1978) byva d&. nemorosaahrnovan&. curta
a to pedevSim v mistech jejich spoteeho vyskytu. BDvodem je zné&nd prongnlivost
dulezitéjSich morfologickych znak pouzivanych k jejich determinaci (odetii ptitomnost
osinek na listenech).

Euphrasia nemorosge atlantsky a subatlantsky druh (Smejkal 1960yskytuje
se od severniho Spaska, fres Francii, Velkou Britanii, #dni Evropu (s vyjimkou Alp),
Skandinavii [pestoze Jagrgensen (1919) ji ve své praci nezjmi Pugsley (1930) i Yeo
(1978) uvadji vyskyt E. nemorosai ztohoto Uzemi], Karpaty, jizni Polskorepme
az do stedniho Ruska. Rov jej miZzeme najit v Severni Americe (Hartl 1974).

U nas se vyskytuje t&h vyhradré ve fytochorionechCeskomoravského mezofytika
a v nizdich polohachCeskomoravského oreofytika. &iina lokalit lezi v suprakolinnim
a submontannim stupni ( nadiské vyska 400 — 700 m). Vzacrse vyskytuje taktéz

v planarnim, kolinnim a montannim stupni (Smejkdbgorakova 2000).
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Druh E. nemorosamizeme nalézt na suchych loukach, pastvinadiesowistich,
hrazich rybnils, travnatych polnich cestach a mezichesnich okrajich a stlinach (Smejkal
1963, 1964, Smejkal & Dwakova 2000). Z ekologického hlediskaite byt tento druh
srovhavan &. stricta oproti remuz vSak jevi vyrazfjSi nitrofilni charakter. To mu umaaje
vyskyt i v lemech polnich cest a v navesnich tréiohi (Smejkal & Dveakova 2000).

Tezistm vyskytuE. nemorosgsou spoléenstva tidy Nardo-Calluneteazvlast svazy
Violion caninae a Genistion Vyskytuje se ovSem i \WRterych spoléenstvechiadu

Arrhenatheretalia predevsim svaz@ynosuron

2.5.3.Euphrasia x haussknechtiiVettst.

Hybridizaci E. stricta a E. nemorosavznikd E. x haussknechtiWettst. (Wettstein
1893b, 1894, 1895, Smejkal 1963), ktery je naSijhajeejSim KiZzencem sktlika. Taxon
kolis& ve svych znacich mezidba rodtovskymi druhy. PestoZeE. x haussknechtiivori
jak formy intermediarniho vzhledu, tak jedince MiZz se jednomu nebo druhému
rodicovskému druhu, rostliny v jednotlivych populacicfivéli svym vzhledem poémné
jednotné. HE urcovani vSak v mnohatipadech neni mozno jednoduSe odliSit o extrémni
formy E. stricta¢i E. nemorosadE. x haussknechtii

Hybridizace E.stricta s E. nemorosaje umozgna FedevSim d&mito okolnostmi:
oba rodtovské druhy jsou tetraploidni, jsou blizcgibpzné, rostou na obdobnych
stanovistich a kvetouiplizné v tutéz dobu (Smejkal & Dwéakova 2000).

V Ceské republice jeE. x haussknechtiudavana z oblasti vyskytE. nemorosa
spadajicich fevazre do mezofytika, kde byla jeStv prvni polovirg 20. stoleti rozgéna
témei stejre tak hojre jako tento jeho rodovsky druh (Smejkal & Dviakova 2000). Protoze
hybridni populace v rad Euphrasia mohou byt dosti samostatné casto se vyskytuji
bez rodkovskych drubi (Vitek 1998, Stech in prep.), je velmi prapbdobné,
Ze iE. x haussknechtie naiasti lokalit vyskytuje beziftomnosti rodiovskych drui.

2.6. Morfometrie

Morfologie je k popisovani a hodnoceni takomyuzivana odedavna. S rozvojem
statistiky a vypoetni techniky (Sokal & Sneath 1963) se vyvinula fomretricka analyza,
ktera pati vtaxonomii rostlin kKasto uzivanym metodam. Ke klasickym metodam

popisujicim rozrary jednotlivych orgaf rostlin se v nedavné débpridruzily metody
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popisujici tvar a ozri@vané dnes jako geometricka morfometrie (Marhol&éda 2002).
Za jeji vznik lze povazovat sbornik praci z Michigkého morfometrického workshopu
(Rohlf & Bookstein 1990) a praci F. Booksteina (1R9Rozvoj &chto metod umoznil
zejména botlivy rozvoj vypaietni a zobrazovaci techniky a novycktpaiovych program.
Oba morfometrické ifistupy se mohou vhodndophovat @i studiu morfologie vybranych
znali studovanych taxan

Klasicka (tradini) morfometrie je taxonomy vyuzivana jiz dlouhoabd, gedevsim
k owteni platnosti determiaich znak nebo k nalezeni znakhovych, a to u nejznejSich
skupin rostlin (z recentnich studii raMarhold 1998, Kera 1999, Stech & Drabkova 2005,
Guttova et al. 2006, KoSnar 2006, Koutecky 2008). irR¢ovani k¥iz byla dokonce sestavena
diskriminani funkce, ktera rize byt pouzita jako jedno z kritérii vyuZitelnycti pejich
determinaci (Stace 1997). Nevyhodou klasické moefom vSak je, Ze Zné nemizeme
rekonstruovat tvar studovanych organisfdelditch et al. 2004).

Detailni reSersi problematiky geometrické morfoneenpracoval ve své prack3itel
(2005), proto se zde zminim jen o nggZitejSich Udajich.

V geometrické morfometrii iZeme rozliSovat analyzu zaloZzenou na vynyah
bodech — landmarciclafidmark$ a analyzu obrysu.

Metody zaloZené na vyzéiaych bodech vychazi ze srovnéni isminic €chto bodh.
Jsou jimi gedevsim fimé srovnéni sadadnic vyznanych bodi pomoci tzv. Booksteinovych
souadnic tvaru Bookstein shape coordinajesProkrustova analyza a metoda ohebnych
paski (thin plate spling (Marhold & Suda 2002, Zelditch et al. 2004).

Jednim ze z&kladnichigrpoklad UsmgSné analyzy tvaru zaloZené na vyemah
bodech je vylr landmark. Mély by byt vybirany tak, aby byly ietelrg, opakovas
a spolehli¢ rozeznatelné na vSech studovanych organismeély, g adekvatd postihovat
morfologii. Landmarky mizeme zaznamenavat jak na ploSe, tak i v prostoelditeh et al.
2004). Tato metoda byla vyuzZita fagii studiu morfologické variability &kterych fas
(Neustupa & $astny 2006, Neustupa &3dscovéa 2007,).

Metody zaloZené na analyze obrysu jsournapalyza vlastnich tvar(eigenshape
analysig nebo Fourierova analyz&durier analysis, harmonic analy3jsktera gispela nayg.
k feSeni problematiky rozdilnosti twaikorunnich platk u variet druhuPrimula sieboldii
(Yoshioka et al. 2004).
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2.6.1. Morfometrie rodu Euphrasia

Morfometrickou analyzou, fedevsSim klasickou morfometrii, rodiEuphrasia
se zabyvalarada praci (nap Bobear 1969,Yeo 1962, Hellstrom et al. 2004, &iek&
Schneller 2005, Gussarova & Vitek 2007). Bérhadna z nich se vSak nezabyvatarym
srovnanim porovnanirk. stricta aE. nemorosaVyjimku tvori studie Thomase Karlssona
(1976), ve které se autor mimo jiné zabyval valiehi délky koruny udchto dvou drub.

VétSina autoit  zabyvajicich se  morfologickou variabilitou v godEuphrasia
j nemohla zachytit v takové i@ jako je tomu mozné dnes. Je to dano moZznostrdej&h
a sowasné, pedevsSim péitacové, techniky. Stim souvisi i skdteost, Zze pes snahy
nékterych autolt (nag. Yeo 1962, Wilkins 1963) zachytit variabilitu veatech orgaf
u swtlika, nebyla doposud ke studiu rodtuphrasia vyuzita geometricka morfometrie.
Dosavadni studie tvarorgari v tomto ro@ tak bylo omezeno pouze na nakresy a hodnoceni

jen na zaklad pozorovani, bez statistického vyhodnoceni.
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3. Metodika

3.1. Morfometrické analyzy

3.1.1. Skr a zpracovani materialu

Lokality pro skr materialu byly vybirdny s cilem ziskat rostlinypapulaci, kde bylo
mozno jednoznm¢ urcit druh, i z populaci fechodnych typ, abych se mohla pokusit o
jejich Kklasifikaci pomoci morfologickychifstupi.

Pro morfometrické analyzy jsem pouzila vzorky z@spulaci (471 rostlin). Seznam
jednotlivych lokalit je uveden vioze 1, na Obr.4 je vyztiani jejich geografické polohy.
Sebrala jsem vzorky z 10 populdgi strictg 5 E. nemorosa 9 populaci fechodnych typ.
Druhy jsem wovala gedevSim na zakladvétveni, velikosti kétu a gitomnosti osinek.
V kazdé populaci jsem nahatlmybrala v ptiméru 20 jediné (viz Marhold & Suda 2002).
Na rekolika malo lokalitach nebylo moZzno #Awbdu menSi velikosti populace odebrat
poZadované mnozstvi rostlin, a tak jsem sebra@?1Tb jeding.

Z kazdé rostliny jsem odebrala dvacky lodyzni list, prvni, paty a desaty listen.

Ty jsem pomoci gihledné lepici pasky nalepila na papir (viz Obr.5).

T
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Obr. 4: Lokality, na kterych byl proveden &materiélu.

15



‘(

L

X R

Obr. 5: Zpasob nalepeni jednotlivyckasti rostlin (v peadi zleva 2 ksty, lodyzni list, 1., 5.,

a 10. listen, ot¢eno o 90° doprava).

Takto gipraveny materidl jsem naskenovala v rozliSeni @20DBata pro klasickou
i geometrickou morfometrii jsem ziskdvala pomocogramu tpsDig, verze 2.10 (Rohlf
2006).

3.1.2. Klasicka morfometrie

Pro klasickou morfometrii jsem vybrala 51 zHa® na kétu a listu, 11 na kazdém
listenu), které jsem #tiila na kazdé rostlih Znaky jsem vybirala pro ¢¥eni jejich platnosti
(predevSim délka ktu) a také pro zjighi, nejsou-li mezi nimi &ktere, které by umoznily
spolehliwji ur¢it zafazeni do druhu. Jednotlivé znaky, které jsem zaenawala, jsou
vyznaené v Obr. 6 a 7, zkratky jsou vygleny v Tab. 1.

Data ziskana programem tpsDig jsem ulozila jakmfdrtps. Pro dalSi zpracovani jsem

takto uloZzena datarpvedla do tabulky v programu Excel.

16



LTZW LTL

3. zub hist

LL

EL

Obr. 6: Vyznaieni kvantitativnich znak studovanych klasickou morfometrii. Kazdy znak
na listenu nil za svou zkratkou jeSoznaeni, z kolikatého listenu pochéazel. Ygadc délky
listenu to vypadalo nasledoxrBL1, BL5, BL10.
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Obr. 7: Vyzn&eni meéfenych ahh na listenech.
Tab. 1: Prehled znak métenych na sbiranych rostlinach (a <€t b — listy, ¢ — listeny),
kurzivou jsou zvyrazimé znaky, které nebyly zahrnuty do statistickyclalyn protoze

chybkily u vétSiho mnozstvi jedinc

a) Znaky n&rené na ktech.

Zkratka | Popis znaku

CL délka koruny
CTL délka korunni trubky
CH vySka koruny

UCL délka horniho korunniho pysku

CLU délka bo¢niho okraje dolniho korunniho pysku
CLL délka stfedni ¢asti dolniho korunniho pysku
CLW2 |1/2 Sitka dolniho korunniho pysku

CLW Sifka dolniho korunniho pysku

LCD diagonala na dolnim pysku

b) Znaky nEfené na listech.

Zkratka | Popis znaku

LL délka listu
LW Sifka listu
LD vzdalenost nejSirSiho mista od baze

LT3W |Sirfka 3.zubu

LT3L délka 3.zubu

LT30 |délka osinky 3.zubu

LTLW |Si/ka posledniho zubu

LTLL délka posledniho zubu

LTLO |délka osinky posledniho zubu
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c) Znaky n&fené na listenech.

Zkratka | Popis znaku

BL délka listenu
BW Sitka listenu
BD vzdalenost nejSirSiho mista od baze listenu

BT3W | Sifka 3.zubu listenu

BT3L délka 3.zubu listenu

BT30 |délka osinky 3.zubu listenu

BTLW | Sitka posledniho zubu listenu

BTLL délka posledniho zubu listenu

BTLO |délka osinky posledniho zubu listenu
BU Uhel koncového zubu

BL thel rozpéti spodnich zubu

3.1.2.1. Statistické zpracovani dat

Data jsem zpracovavala pomoci programu STATISTICAtafSoft 2001),
pro mnohorozrérné analyzy jsem pouzila Canoco for Windows a CaawD(ter Braak &
Smilauer 2002).

Nejprve jsem spiitala aritmeticky pimér vSech mdienych znak pro jednotlivé
populace. Bed zapdetim vlastnich statistickych analyz jseméimwvala, zda maji data
normalni rozdleni (LepS 1996, Marhold & Suda 2002), protoze diskacni analyza toto
rozckleni vyZzaduje. ¥tSina znalt vSak této distribuci neodpovidala, pokusila jsesrpeoto
o jejich transformaci pomoci logaritmické funkceog(x+1)]. Tato funkce byla proggna
u znaki UCL, CLL, BW1, BD1, BTLW1, BTLL1, BL5, BD5, BT3L5BTLL5, BD10, 1BU,
5BU a 10BU. Ani poté vSak netty vSechny znaky normalni rogeni.

Nekteré néfrené znaky jsem do analyz nezahrnula, protoZze &hylu vice
nez poloviny rostlin. Jednalo se d@k&i dolniho korunniho pysku (CLW) a hodnotyiene
na listech. V pipact, Ze bych vylodila jedince, u kterych tato data cléjd, byly by z analyz
zcela vylogeny rekteré populace. Vys#ienim, pr@ listy chykely u tak velkého procenta
rostlin je prostéE. strica i E. nemorosanivaji listy za kétu velmicasto opadané (Smejkal
1963).

Provedla jsem analyzu hlavnich komponent (P@Ancipal component analygis
jednotlivych populaci, abych detekovala atypickélinee 6utliers). Ty jsem nasledn
vylouwcila z dalSich analyz (Marhold & Suda 2002). Jedrsdoo nasledujici jedince (Ztka
populacefislo rostliny; ozn&eni populaci viz Rloha 1): Zik/3, Zik/8, Leo/11l, Pohl/17,
Poh2/10, Poh2/21, Poh2/25, Min/4, VIk/12, NR2/6,héll/4, Nevcl/3, Nevcl/9, Nevcl/10,
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Nevc2/8, Nevc2/10, Cep/10, Cep/15, Bret/4, Brdd®iB/1, HMB/7, Kad/1, Kad/3, Kad/19,
Vimp/4 Vimp/7, Vimp/20, Vimp/21.

Nejprve jsem se pokusila zjistit vztahy mezi jedingtni populacemi pomoci
shlukovych analyz, metodoutpnérné vzdalenosti (UPGMA d#nwaighted pair-group Metod
using arithmetic averaggsa Wardovou metodou. PouZila jsem datangrnych hodnot
znali pro jednotlivé populace. Jako koeficienty pro tatwalyzy byla zvolena euklidovska
vzdalenost (Marhold & Suda 2002).

Abych zjistila zakladni rozdeni populaci, provedla jsem PCA, kterou jsem pateve
na pamérnych hodnotach pro jednotlivé populace. Z dat jseyiadila atypické jedince.
Nasledr jsem vyuzila PCA ke zji8hi rozctleni jednotlivych jeding.

Pro zjiS&ni, které znaky nejlépe oddji E. stricta od E. nemorosajsem vyuzila

diskriminani analyzu. Jako klasifikai znak jsem pouzila kéd druhu.

3.1.3. Geometrickd morfometrie

Rozdil tvai mezi jednotlivymi druhy jsem zkoumala pomoci getinkeé
morfometrie. Data jsem ziskavala z analyzgtly patého a desatého listenu. Tvar ligten
je totiz pouzivam jako jeden z determin&ch znak. Analyzou kétu jsem chila zjistit,
zda-li se jejich tvar u studovanych diuhgjak lisi.

K popséani tvaru kitu jsem vybrala 4 landmarky a 21 semilandnmafkyznaeni viz
Obr.8). Landmarky jsem definovala jako vrchol hoamtipu k¥tu (1), konce korunni trubky
(2 a 3) a misto odteni horniho a dolniho pysku koruny (4)ékteré semilandmarky jsem
si také definovala vyznamnymi zlomy obrysu: (54)1(15) a (22). Ostatnimi jsem danou
cast kwtu rozctlila opakovaw na poloviny.

K analyze tvaru listenu jsem vybrala vybrala 9 laadd a 12 semilandmaitk (viz
Obr. 8). Landmarky (2), (4), (7) a (9) jsem defiatavjako konce zul) landmarky (1), (3),
(5), (6) a (8) potom baze zublistenu. Semilandmarky jsem poté dand&ést listenu
rozcklovala na poloviny,tetiny ¢i ¢tvrtiny. Protoze programy pouZivané ke zpracovati d
(viz dale) neumi fesreé pracovat se symetrickymi objekty, zaznamenavaejpouze tvar
poloviny listenu.

Vzhledem k tomu, Ze listeny mivaji variabilniged zuli, zaznamendavala jsem pouze
tvar dvou nejspodijSich zulfi, koncového zubu a zubgsté pod nim (viz Obr. 8). Takto
jsem mohla popsat t&invsechny listeny. Jen ve velmi vzacnydiippdech se stalo, Ze ani

tento péet zulli na daném listenu nebyl. Tyto listeny jsem pro@nalyz vyadila. Roviz
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jsem vyadila kwty ¢i listeny, na kterych nebylo mozno landmarky splehvyzn&it,
protoZe byly poSkozené. By analyzovanych rostlin z jednotlivych populacdysuvedeny
v Priloze 2.

Obr. 8: Landmarky (motk) a semilandmarkyérvere) pouzité i analyze kétu a lister.

3.1.3.1. Statistické zpracovani dat

Data jsem zpracovavala pomoci progiatpsUtil, ver. 1.26 (Rohlf 2004), tpsRelw,
ver. 1.45 (Rohlf 2007), tpsPLS, ver. 1.12 (Rohlf2Pa STATISTICA (StatSoft 2001).

Pred zapoetim vlastni analyzy bylo piba si nejprve jednotlivé objekty @y
¢i listeny) usp#adat tak, aby si homologni body co nejvice odpdyi(léelditch et al. 2004).
Toto uspd#adani jsem provedla v programu tpsRelw, ver. 1.B®h{f 2007) pomoci
Prokrustovy superimpozice. K porovnani tvarovychditi jsem vyuzila analyzu relativnich
deformaci, ktera je obdobna analyze hlavnich korepofMarhold & Suda 2002, Zelditch
et al. 2004). Ziskana data jsem nastedtandardizovala a poté vyt#a vysledny diagram
pomoci programu STATISTICA (StatSoft 2001).

Protoze spolna analyza vSech listtndohromady nefnesla @éekavané vysledky,
bylo nutné vyhodnotit pouze data ziskana jen rarlech, které sty stejny pdet pat zuh.

Vybrala jsem proto listeny se 4 a 5 pary &ukteré jsem analyzovala zvtas
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3.2. Molekularni metody

K vyzkouSeni molekularnich metod jsem zvolila seta@ nekodujicich UsékDNA:
ITS (jaderna DNA), matK a trnT-trnL (cpDNA), ktergou v rostlinné taxonomitasto

pouzivaneé, napke studiu fylogenetickych vztah

3.2.1. Skr materialu

Material pro molekularni metody jsem sebrala nak@litach: VLhol, VLho2, Nevcl,
Nevc2, VLho3 a Cep (viz iHoha 1) v pétu 3-10 rostlin z populace,fipgemz zélezelo
na velikosti populace. Z kazdé rostliny jsem odkbr20 listeri, které jsem uchovavala

v silikagelu v mrazaku.

3.2.2. Izolace DNA

K izolaci DNA jsem vybralait ze sebranych populaci: VLhol, VLho2 a Nevc2.
Z kazdé populace (dvpopulaceE. stricta a jedna populac&. nemorospajsem izolovala
DNA ze tech vzork.

Izolaci jsem provagla podle standardniho protokolu korr@m kitem INVITEK
pouze s dkterymi malymi zmnami (zmisob homogenizace). Kizolaci jsem pouzila
5-6 listeri z kazdé rostliny, zaleZzelo na velikosti. Homoganizjsem provagla v 1,5 ml
Eppendorfce pomoci sterilniho pisku a 400yzacniho pufru Lysis Buffer . Poté jsem
homogenizat 1 min. centrifugovald @£1000 ot./min. Homogenizat jsem naslégienesla
do novych 1,5 ml zkumavekigala 20ul proteinazy K, zamichala a inkubovala 30 min.
pii 65°C. BEhem inkubace jsem si® tikrat promichala. Vzorky jsemienesla na filtr $pin
Filter) a centrifugovala 10 minutipl2 000 ot. Poté jsen¥ipala 40ul RNazy A (k jednomu
vzorku E. strictaa E. nemorosanebyla pidana, protoZe jiz nebyla k dispozici). Zamichala
jsem pomoci vortexu. Po 5 minutach inkubadée gokojové teplot jsem gidala 200 pl
vazaciho pufru Binding Buffer B a zamichala jsem. Vzorky jsentepesla na nové filtry
a 1 min. jsem je nechala inkubovat. Poté jsengsspentrifugovala 1 min.ip 12 000 ot.
Odstranila jsem filtrat afala jsem 550ul prvniho vymyvaciho pufruWash Buffer ),
centrifugovala jsem 1 min.fp12 000 ot. Adala jsem 55Qul druhého vymyvaciho pufru
(Wash Buffer I a ogt jsem centrifugovala 1 min.fipp12 000 ot. Filtrat jsem odstranila

a pidala ot 550 ul druhého vymyvaciho pufru a centrifugovala 1 mpfi. 12 000 ot.
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Odstranila jsem filtrat a centrifugovala 2 mifi p2 000 ot. pro odstr&ni ethanolu /jim jsou
naredéné pufry). Eluci (posledni krok izolace) jsem praddla dvakrat pomoci 0 elucniho
pufru (Elution Buffer D) pedeltatého na 65°C, inkubovala jsem 5 minut pokojové
teplo€. Poslednim krokem izolace DNA byla centrifugaamifh. pii 10 000 ot.

3.2.3. PCR, purifikace a ffiprava sekveréni smesi

DalSim krokem byla amplifikace vybranych Ug8eRNA pomoci PCR golymerase
chain reaction. Vzorki, které jsem pouzila pro tento a nasledujici kroydp jen velmi malo:
pro ITS jeden vzorelE. stricta a jedenE. nemorosapro matK dva vzorky od kazdého
z téchto dvou druh a pro Ustek trnT-trnL pak po dva vzorlg. stricta a jeden vzorek
E. nemorosaPCR snis (vzdy 25ul na vzorek) pro useky matK a trnT-trnL jsem naraiah
v poreru 12,5l Master Mix Top Bio, il prvniho primeru, il druného primeru, 98 PCR
vody a 1ul vzorku DNA, pro uUsek ITS pak vpamu 12,51 Master Mix Top Bio,
3ul prvniho primeru, g8l druhého primeru, 58 vody a 1ul DNA. Pouzité primery byly
nasledujici: ITS1P (5-CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG-3 Selosse, Bauer &
Moyersoen 2002), ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC:-3White et al. 1990), matK5
(5-TGGGTTGCTAACTCAATGG-3'), matk3 (5-AACTAGTCGGAIGAGTAG-3;
Shaw et al. 2005), trnT (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC)3  trnL
(5-TCTACCGATTTCGCCATATC-3'; Taberlet et al. 1991Koncentrace primér byla
2,5 pmol. Amplifikace DNA probihala v termocycleBiometra T3000 nebo BIOER XP
CYCLER. V Tabulce 2 jsou uvedené PCR cykly pro ftiné Useky DNA. Peet cykli byl
pro ITS 32, pro matK 35 a pro trnT-trnL 30.

Tab.2: PCR cykly pro Useky ITS, matK a trnT-trnL.

ITS matK trnT-trnL
teplota |éas |teplota |€as |teplota | €as
() (s) |(T) () [(O) (s)
pocatecni amplifikace | 95 300 |95 240 |95 300
cykly 95 60 [95 60 95 60
52 90 |54 60 62 60
72 90 |72 120 (72 150
konecna elongace 72 600 (72 300 |72 600
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Amplifikované useky DNA jsem analyzovala elektr&fmou na 1,5% agar6zovych
gelech v pufru TBE a detekovala barvenim SyberGréph vzorku a 1. SyberGreen).
Elektroforéza probihalafpnapsti 60-65 V. Gely jsem fotografovala pod UVeétlem.

Poté bylo patba DNA purifikovat. To jsem provéld podle standardniho protokolu
komeknim kitem JETquick (GENOMED). Ke 2@ PCR reakce jsemifalala 80ul roztoku
H1 (NH.C(NH)NH.HCI, isopropanol, pH=7,0)Radré promichanou sis jsem penesla
na JETquick kolonku, ktera byla untise ve 2 ml zkumavce. Centrifugovala jsem
pii 12 000 ot. 1 minutu. Odstranila jsem filtrat, kalonku jsem pdala 500ul roztoku H2
(50 - 200 mM NaCl, 10 - 100 mM Tris a 1 - 10 mM E®TpH 7.5) a opt jsem
centrifugovala 1 min i 12 000 ot. Odstranila jsem filtrat a pro Uplinéwdréni roztoku H2

z kolonky jsem centrifugovala 1 mintigl3 500 ot. Poté jsem kolonkugmistila do nové
1,5 ml zkumavky a fdala 30 ul TE pufru (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)
predeltatého na 65°C a centrifugovala jsem 2 miinl1@ 000 ot.

Po purifikaci jsem fpravila snés na sekvenovani. Pro Useky ITS a matK jsem
pouzila nasledujici po#n: 4ul vzorku, 2ul primeru (ITS1, matk3) a @l vody, pro usek
trnT-trnL pak pondr 6ul vzorku, 2ul primeru (trnL) a 7ul vody. Takto pipravenou srés

jsem odnesla do sekv&riho centra.
3.3. Nomenklatura
Jmeéna taxol vyskytujicich se na naSem uzemi jsem éagodle Dvdakova (2002)

a Smejkal & Dv@akova (2000). Jména drithkteré se u nas nevyskytuji, jsem ustad
dle Stace (1997).

24



4. Vysledky

4.1. Morfometrické analyzy

4.1.1. Klasicka morfometrie

Do statistickych analyz jsem zahrnula 41 z 5&enych znak (viz kapitola 3.1.2.1.).
Nejdrive jsem spéitala korelace mezi &ienymi znaky. ProtoZeésina dat neodpovidala
normalnimu rozéleni, pouzila jsem neparametricky Speariharkorelani koeficient.
Prehled korelaci zndk je uveden v Rloze 3. Znaky nejvice korelované>(r5) jsou
zvyrazréné. RestoZe nebyla zji§ha extréma silnd korelace (vSechny korétd koeficienty
byly menSi nez 0,9), wvadila jsem z &kterych analyz délku kmiho okraje dolniho
korunniho pysku (CLU) a délkuistdnic¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), které byly siln
korelované (r = 0,84 reps. 0,87) s diagonalou nainopysku (LCD). Taktéz jsem ygdila
znaky na prvnim a deséatém listenu, protoZe bylyelkoané se znaky na patém listenu.
Na listenech byly korelovanéigrdevSim jejich délky, ale vgdila jsem vSechny znaky

na listenech. Data jsem standardizoval&rsafatnou odchylkou.

4.1.1.1. Shlukovéa analyza

Vysledky shlukové analyzy metodoudprérné vzdalenosti jsou uvedeny v Obr.9.
Je vidtt, Ze populace z Kozénku (Koz) se Uplmdctlila od ostatnich. Zbytek dendrogramu
od sebe usgEn: oddEluje populaceE. strictaa E. nemorosaPrechodné populace jsou vSak
rozmisgny rizré v obou skupinach. Row# populace £epiné (Cep) a Nevcehle (Nevcl)
jsou girazeny ke shlukie. nemorosaa WtSiny prechodnych populaci,igstoZze se jednalo
o E. stricta

Vysledky Wardovy metody (Obr.10) nazwg rozctleni populaci do dvou shlik
které by se daly ozg# jako E. stricaa E. nemorosaOvSem populace z Kozénku je oproti
metod praimérné vzdalenosti Zazena do shluku E. nemorosaPrechodné populace jsou
opct rozmistny jak ve shluku spiSe odpovidajicifau strictg tak ve shluku kolem populaci
E. nemorosa Nekteré populace jsou vSak oprottepchozi meto#l zatazeny do blizkosti
opaného druhu.
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Obr. 9: Shlukova analyza populaci (metodéamérné vzdalenosti, Euklidovska vzdalenost).
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Obr. 10: Shlukovéa analyza populaci (Wardova metoda, Eokk#a vzdalenost).
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4.1.1.2. Analyza hlavnich komponent

DalSim krokem byla analyza hlavnich komponent (P8ddnot populénich pfiméra
pro jednotlivé znaky (na standardizovanych, aleramsformovanych datech). Tu jsem
provedla jak na souboru dat, ktery obsahoval védchnalyzovanych znéktak na datech,
ze kterych byly odstramy korelované znaky délka &rmho okraje dolniho korunniho pysku
(CLU), délka gtedni ¢asti dolniho korunniho pysku (CLL) a znaky na pmna desatém
listenu. Vysledky v obouifpadech (Obr. 11, Obr. 12 a Obr. 13) ukazigteiné oddeni
populaciE. strictaod populaciE. nemorosaPrechodné populace se v ordiném prostoru
skut&né nachazi mezi morfologicky déd vyhragnymi populacemi E. stricta
a E. nemorosaZnaky, které pedevSim odliSuji oba druhy jsou znaky natkeh a délka
osinek na listenech. Populace z Kozénku, kterahabituelf vypadala jakoE. stricta

byla touto metodouifrazena spiSe K. nemorosa
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Obr.11: Rozmis¢ni jednotlivych populaci na zakladinalyzy populénich péiméra vSech
znalki v PCA prostoru. Prvni ordigai osa vysetluje 25,4% a druha 12,5% variability. Prvni
dvé osy vyswtluji 37,9% variability.
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Obr. 12: Rozmiséni jednotlivych populaci na zakladgnalyzy populénich paméra znaka
(s vyfazenim korelovanych znakv PCA prostoru. Prvni ordidai osa vysutluje 38,7%

a druha 16,2% variability. Prvni &wsy vys¥tluji 54,9% variability.
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Obr. 13: PCA variability 16 znak (vyfazeny byly korelované znaky). Prvni ordinaosa
vyswtluje 38,7% a druhd 16,2% variability. Prvni¢chsy vyswetiuji 54,9% variability
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Nasled# jsem provedla PCA jednotlivych rostlin. Tuto armlyjsem provedla
jak na souboru dat, ze kterého bylyazeni vSichni jedinci, u kterych chsla nektera data,
tak i na datech, do kterych byly dophy popul&ni priméry tam, kde tato data chifa.
Protoze se od sebe ®hnalyzy vyraza neliSily, uvadim zde tu s dognmymi popul&nimi
praméry pro chykjici data a viazenymi atypickymi jedinci. | vtomto fipact jsem
provadla PCA na vSech 41 znacich, tak na datechiazenymi korelovanymi znaky.
Ani zde nebyl velky rozdil ve vysledcich. Uvadimsigdky PCA se vSemi znaky (Obr. 12

al1l3).
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Obr. 12: Rozmis¢ni jednotlivych rostlin na zaklgdanalyzy 41 znakv PCA prostoru. Prvni
ordina&ni osa vys¥tluje 25,4% a druha 12,5% variability. Prvni¢dosy vyswétluji 37,9%

variability.
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Obr. 13: PCA variability 41 znak Prvni ordin&ni osa vysutluje 25,4% a druha 12,5%
variability. Prvni d¢ osy vyswtluji 37,9% variability.

4.1.1.3. Kanonicka diskriminani analyza

Pro kanonickou diskrimirtai analyzu jsem pouzila ro&deéni jediné podle uteni
v terénuci z polozek, tzn. populack. stricta E. nemorosaa grechodné populace. Zarave
jsem vyznéila populaci z Kozénku, nebgi shlukova analyza metodougpnérné vzdalenosti
odcEluje od zbylych populaci a PCA jiipazuje kE. nemorosaprestoze habituetnvypadala
jako E. stricta

Diskriminatni analyzou, kterou jsem provda na transformovanych datech, jsem
testovala moznost, zda Ize odliSit popul&cestrictaod E: nemorosaa zarové jsem chila
zjistit, kterému druhu jsou na zakkadat klasické morfometrie blizSitgchodné populace
a populace z Kozénku. Vzhledem k tomu, Ze Zadn@iadvetudovanych zndiknebyla silg

korelovana (ve vSechijpadechr|<0,9, viz Riloha 3), z#&adila jsem do analyzy vSech 41
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znali. Pouzila jsem data, ze kterych bylytageny ti jedinci, u kterych ¢které znaky
chykely.

Na Obrazku 14 je znazamm vysledek analyzy populadt. strictg E. nemorosa
a populace z Kozénku. Koeficienty diskriménd analyzy jsou uvedeny v Tab. 3. Je zde
patrné dobré odliSeni obou studovanych drulpopulace z Kozénku. Nejvyznaggimi
znaky, které nejviceijspivaji k oddleni populack. strictaod E. nemorosgdpodél prvni osy)
pati predevsim délky osinek, délkadroho okraje dolniho korunniho pysku (CLEl)délka
stredni ¢asti dolniho korunniho pysku (CLL)fipemzZ posledni dva z nich jsou korelovany
s tradtn¢é uzivanym znakem, délkou koruny. K odliSeni popeladozénku od obou drih
dochazi podél druhé osyigalevSim na zaklgddélky a Siky listeni, délky koruny a korunni
trubky, poloviny Siky dolniho pysku (LCW2), vySky ku a Uhly ngtené na prvnim listenu.

6

5 L
4 4 ¢
o QQ SN
o
3 QQQQ 00% <
<o
o o
2 @ o 68 o O
~ o °°8 R ° @Y O¢
B % © %79 %00 °
g8 1 o o o W o ) Oo o O
. T oS ® ° o I o Qo
l¢) 00 o O O 0
O %O 68300 (o] O m}
o R N S o &0 th ]}
o) (g@ O EF'
0.0 o 00© ® HoH oo
4l P80 3 o8 o T
fe) OOC% % od oo EI:ID m]
OO (0] 00 DDD %
o
2l ° 6 o ©° A g, oo
o) © .
3 o ©
o E. stricta
a . ; : . . . L . ' . o E. nemorosa
5 -4 -3 =) -1 0 1 2 3 4 5 6 o Kozének
Root 1

Obr. 14: Kanonicka diskriminéni analyza populack. strictg E. nemorosaa populace

z Kozénku.
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Tab. 3:

Celkové strukturni koeficienty a standardizovaneéeflcienty diskriminani

funkce.

Celkové struk. koef. Standard. str. koef. Celkové struk. koef. Standard. str. koef.
Znak OSAl OSA 2 OSA 1 OSA2 Znak OSA1 OSA 2 OSA 1 OSA2
CL -0.4781 7.7717]-0.021030] 0.34184] |BT3L5 2.4191 -0.8223] 0.135053] -0.04591
CTL 0.8584 -7.0106] 0.046269] -0.37788| |IBT305 -6.1771 3.2352]-0.401717] 0.21040
CH -5.8426 -4.7931] -0.299804] -0.24595] |BTLW5 4.2217 -5.1671] 0.184537] -0.22587
UCL -1.3937 3.4526] -0.083986] 0.20807] |BTLL5 -1.4244 1.7955] -0.069029] 0.08702
CLU -2.6037 0.5888] -0.157034] 0.03551] |BTLO5 -1.7848 -2.0183] -0.105048] -0.11879
CLL -3.6933 0.1077] -0.239435] 0.00698] |BL10 -10.1802 6.9085] -0.623259] 0.42296
CLW?2 2.4189 -5.2028] 0.165946] -0.35694] IBW10 0.2224 1.3185] 0.019703] 0.11681
LCD -1.8529 4.4337]-0.118185| 0.28280] |[BD10 1.6792 -5.3119] 0.097416] -0.30815
BL1 -1.9785 -0.3358] -0.141877] -0.02408| |IBT3W10 -1.2204 -6.0458] -0.059711] -0.29581
BW1 0.1845 -4.0874] 0.016309] -0.36130] |BT3L10 0.0401 -3.9355] 0.002406] -0.23590
BD1 -2.7740 5.3202] -0.165140] 0.31672] |BT3010 -2.0717 -0.3259] -0.123654] -0.01945
BT3W1 0.1268 -1.9056] 0.007165] -0.10766| IBTLW10 -0.2758 2.4666]-0.011677] 0.10445
BT3L1 -2.2174 2.7782]-0.130404] 0.16339] |BTLL10 2.2625| -11.3164] 0.114727] -0.57383
BT301 -7.1051 5.6476] -0.446941] 0.35525] |[BTLO10 1.2095 -6.1255] 0.067570] -0.34221
BTLW1 7.0031 -1.0046] 0.313427] -0.04496| 11BU -4.6393 3.1437]-0.308728| 0.20921
BTLL1 0.2727 -5.4441] 0.015612] -0.31164| |1BL 3.7005 2.2439] 0.231028| 0.14009
BTLO1 0.9002 1.0212] 0.056699] 0.06432] I5BU -0.5467 3.8255]-0.037774] 0.26430
BL5 -1.7754] 10.9961] -0.109410| 0.67765] |5BL -0.7593 2.2328] -0.046299] 0.13615
BW5 4.3031| -13.3589] 0.359947]| -1.11744] |10BU 2.8537 -0.4793] 0.205377] -0.03449
BD5 1.7585 -1.5892] 0.105584| -0.09542] |J10BL 1.7085 -0.8455] 0.110869] -0.05487
BT3W5 -3.1324 3.4072]-0.163905] 0.17828

Nasledr jsem provedla kanonickou diskrimiftd analyzu na datech, do kterych byly
zahrnuty i pechodné populace (Obr. 15 a 16, Tab. 4ktQe ukazuje dobré odliSeni obou
rodicovskych druli. Prechodné populace stoji mezi strictaa E. nemorosaZnaky, které se
na tomto rozdeni nejvice podileji (podél prvni osy) jsou zejmétySka kétu, délka stedni
¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), polovinaidi dolniho korunniho pysku (CLW2),
délka osinek na listenech, délka &ailisteri. Podél druhé osy se méoddcluji prechodné
populace, jejichz odliSeni probih&epevsim na zaklgddelky koruny, korunni truby, délky
stredni ¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), aékolika znaki na listenech. Populace
z Kozénku se od zbylych populaci eétige az naiteti ose (Obr. 16). Znaky, kterymi je toto
odcEleni nejvice ovliviéno, jsou opt zejména délka koruny a korunni trubky, délkizdi

¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), vySka korungirka listeri.

32



5.
4+
o
LS
g oS %%
000 %Og OOQ
2 %() @%6} < o (o]
O T oo TR o
©  RPY 80 0o o
1 & 9 ProRS
4N- u] Ag 8@0 Q% oc% 8 o
=) AD 00@@(%» &) fo) o©O
g u] [RE N 9000 ° o
€ of B 0, XY oo o
45 s FRo%s Qo §’0%§0 o0 O
a"” o 2o Fo® o 00%,% cg?og)tbo ©
R OO o 00 o)
1 [ QEI)DDQ S GO&QOO%OOOO 0 o
o & o 0 045 @@og ©
2 od o DD (0] Qd o000
ul AIE@I' oo o
'-_ﬁth o
3 o O
A &
4t
-5 L L L L L
-6 -4 -2 0 2 4
Root 1

> & OO0

E. stricta

E. nemorosa

E. (intermediate)
Kozének

Obr. 15: Kanonicka diskrimin&ni analyza populadt. stricta E. nemorosapiechodnych
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5
4t
3 ‘ - ! A o
Ajp TS
N A o
<& o o
2 N 2 oo o 08
o g0 o ° 50
o o & 0 o B o
w1 B o © & %5090 o R, 02
5 o q]QiZI NN < O§> @Cg °
o ©
3 00 o of 3o 9%
x 5 55& O ono Ro Q6 0
0 OD @ X < OO&p 8{? @]
= g ©0 o
o Yo o S Q¥ 5o
IE D%O %‘?Q oo o 0 900 d)Ooo
a1t oHhFog 59 £Q © g% °F o
o " fap® 59 2 °
0 g o %0 g 9, 0
o poO® oo o ©°
2 o
o O
L =0 o
g ° o o
<© o
3| o
o .
O E. stricta
O E. nemorosa
-4 L ¢ E. (intermediate)
6 4 -2 0 2 4 6 4 Kozének
Root 1
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Tab. 4: Celkoveé strukturni koeficienty a standardizovaoéficienty diskrimin&ni funkce.

Celkové strukturni koeficienty Standardizované struk. koef.

Znak OSA1l OSA 2 OSA 3 OSA 1 OSA2 OSA 3

CL -1.62240| 12.9383| 8.20635]-0.071653| 0.57142| 0.362432
CTL -0.75199| -8.3514| -3.52938]-0.043699| -0.48531}-0.205096
CH 8.50627| -6.7607| -4.53607] 0.419176] -0.33316]-0.223531
UCL 1.94098 0.8519| 2.27033] 0.113271] 0.04972] 0.132491
CLU 1.73688 2.7041| -1.25085] 0.098875| 0.15394)-0.071206
CLL 6.99607| -12.7919| 4.54305] 0.411363] -0.75215| 0.267127
CLW2 -2.21845 0.9320| -2.70052]-0.146691] 0.06162]-0.178567
LCD -0.03590 5.1519| 1.48321]-0.002154] 0.30911| 0.088993
BL1 1.86184 2.5604| -0.40649] 0.131769| 0.18121)-0.028769
BW1 -0.28215 7.6122| -4.23285]-0.025793| 0.69587| -0.386946
BD1 1.15539 3.3983| 5.51855] 0.068164] 0.20049| 0.325576
BT3W1 1.25868| -3.5583| 1.26344] 0.070966| -0.20062] 0.071234
BT3L1 0.64998| -1.8819| 4.15487] 0.038420] -0.11124]| 0.245593
BT301 6.00925 1.2981| 3.15686] 0.346991| 0.07495| 0.182286
BTLW1 -3.26653| -12.7151| -0.25177]-0.150979| -0.58769|-0.011637
BTLL1 -0.19911| -1.4267| -6.32965]-0.011809| -0.08462| -0.375408
BTLO1 -0.82561 3.4508| 0.44130]-0.048114] 0.20110{ 0.025718
BL5 0.63525| 13.9560] 2.53024] 0.038778| 0.85192| 0.154454
BW5 -3.61643| -13.4580| -6.26498]-0.319062| -1.18734|-0.552732
BD5 -0.68478| -1.8285| -1.49411]-0.040836] -0.10904|-0.089098
BT3W5 0.78330 3.3977| 1.34706] 0.043093] 0.18692| 0.074108
BT3L5 -0.90058| -1.2289| -1.19004]-0.050991| -0.06958| -0.067381
BT305 6.56305] -0.9874| 4.63205] 0.394480| -0.05935| 0.278414
BTLW5 -1.40976| -2.1494| -4.75100] -0.062569| -0.09540} -0.210860
BTLL5 -0.42339| -2.3888| 3.22413]-0.022795| -0.12861| 0.173584
BTLOS5 0.02705| -2.4138| -0.13632] 0.001801] -0.16069]-0.009075
BL10 8.45112 8.3243| 0.64086] 0.525784] 0.51790[ 0.039871
BW10 1.39291| -6.9265[ 4.49759] 0.130164| -0.64726] 0.420289
BD10 -0.81917 0.9937| -2.47069]-0.047449] 0.05756]-0.143111
BT3W10 | -0.18644 4.4657| -7.04814]-0.009602| 0.22999] -0.362997
BT3L10 -0.41352| -1.2371| -4.45252]-0.025660| -0.07677|-0.276293
BT3010 3.65597 1.1147] -1.90923] 0.206579| 0.06298|-0.107880
BTLW10 | -0.43617] -0.7063| -0.21374]-0.019450f -0.03150]-0.009531
BTLL10 -1.54654| -5.0754| -5.20707]-0.085040| -0.27908| -0.286322
BTLO10 0.14921| -0.3721| -3.72009] 0.007595] -0.01894|-0.189369
1BU 2.41285 1.2643| 2.47006] 0.166899| 0.08745| 0.170856
1BL -4.33816 4.8928| 0.25987]-0.277795| 0.31331] 0.016641
5BU 0.21342| -1.2023| 4.30137] 0.015466] -0.08713| 0.311713
5BL 1.04089 4.8169| 0.76997] 0.067421] 0.31200f 0.049873
10BU -1.86526| -0.7411] 0.19735]-0.135110] -0.05368| 0.014295
10BL -3.80854 9.0761| -2.12669]-0.257447] 0.61352]-0.143759
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4.1.1.4. Klasifikaéni diskrimina ¢ni analyza

Klasifika¢ni diskrimin&ni analyza slouzila k sestaveni klasitikéfunkce pro kazdou
skupinu. Koeficienty této funkce pro soubdE.sstricta E. nemorosa populace z Kozénku
jsou v Riloze 4, pro souboE. stricta E. nemorosa prechodnych populaci a populace
z Kozénku pak v floze 5.

Pomoci &chto funkci byly soubory studovanych rostlinéag klasifikovany (toto
zarazeni je ozngovano jakoposterior probabilitiey. Vysledek prav&podobnosti z&azeni

do skupin je uveden v Tabulce 5 a 6.

Tabulka 5: Klasifikatni matice jeding@ (posterior probabilites pro analyzuE. strictg
E. nemorosa populace z Kozénku.

% spravnych
Druh klasifikaci E. stricta |E. nemorosa |Kozének
E. stricta 97.19101 173 5 0
E. nemorosa 98.61111 0 71 1
Kozének 94.73684 0 1 18
celkem 97.39777 173 77 19

Tabulka 6: Klasifikatni matice jeding@ (posterior probabilites pro analyzuE. stricta

E. nemorosaprechodnych populaci a populace z Kozénku.

% spravnych
Druh klasifikaci  |E. stricta |E. nemorosa |E.(interm.)|Kozének
E. stricta 93.25843 166 2 10 0
E. nemorosa 87.50000 0 63 8 1
E. (interm.) 88.81119 10 5 127 1
Kozének 94.73684 0 1 0 18
celkem 90.77670 176 71 145 20

Znaky, které na zakl&dvysledki kanonické diskriminégni analyzy popuknich
praméra populaciE. stricta E. nemorosaa populace z Kozénku praymbdobré nejlépe
odctlujioba druhy jsem vynesla do obrézkobrazujicich Box & Whiskers plot (Obr.17-22),
abych vizualizovala jejich rozdily mezi &ba druhy. Jsou jimi znaky délka d&soho okraje
dolniho korunniho pysku (CLU), délkaretini ¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), vySka
koruny (CH), polovina $ky dolniho korunniho pysku (CLW2), délka osinekékd listenu.
Ne vSechny tyto znaky vSak zcel&etelrt oddluji populace E. stricta od populaci
E. nemorosaPopulace véchto obrazcich jsowazeny podle p@di na prvni ordinai ose
PCA populé&nich pamera (viz Obr. 11).
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Obr. 17: Box & Whiskers plot délky himiho okraje dolniho korunniho pysku (CLU),
v zavislosti na populaci.
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Obr. 18: Box&Whiskers plot délky sednicasti dolniho korunniho pysku (CLL) v zavislosti

na populaci.
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Obr. 19: Box & Whiskers plot vysky koruny (CH) v zavislosta populaci.
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Obr. 20: Box&Whiskers plot poloviny $ky dolniho korunniho pysku (CLW2) v zavislosti
na populaci
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Obr.21: Box&Whiskers plot délky délky osinky naetim zubu prvniho listenu (BT301)
v zavislosti na populaci.
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Obr.22: Box&Whiskers plot délky délky desatého listenu (BI). v zavislosti na populaci
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4.1.2. Geometricka morfometrie

Pomoci programu tpsRelw, ver. 1.45 (Rohlf 2007)mjsgestrojila diagramy, které
vyjadiuji variabilitu jednotlivych landmaika semilandmark zaznamenavanych nadech
a listenech (Obr.23).

A
Obr. 23: Diagram zaznamendévanych liath jednotlivych organech (A — &y B — 10. listen)

Na zaklad analyzy relativnich deformaci (RWAelative warps analysjsObr.24)
se ukazuje, Ze tvar ktu se mezi okma druhy piliS neliSi. Prvni osa vystluje 33,7%
variability. Zda se, Ze K& E. strictam& o ®co delSi korunni trubku. Potencialni variabilita
v tvaru vSak mze byt gekryta variabilitou, ktera vzniké vidledku fizného ontogenetického

st&i kvstu.
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Obr. 24: Ordinani diagram RWA kuti. Prvni osa vysstluje 33,7% variability, druh&a
27,6%.

Analyza relativnich deformaci vSech desatych listeovréZz negfinesla @éekavané
vysledky. Vytvail se kompaktni shluk, jehoz struktura neni korélwa s pislusnosti rostlin
k jednotlivym drulim. Variabilita mezi druhy je iekryta rozdily mezi listeny siznym
poétem ba@nich zuli. Na ordin&nim diagramu (Obr. 25) jsou pémé¢ dolre oddleny
listeny seitemi ba&nimi zuby. Listeny se 4 a 5 pary Zubmirné promichané, i@sto se vSak
pro jednotlivé poty parti zubi vytvorily pomérné kompaktni shluky. Prvni osa vy&iuje
64,5% a druh& 8,6% variability.
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Obr. 25: RWA ordinani diagram rozliSujici z&mu tvaru podle p&iu paG zubi. Prvni osa

vyswtluje 64,5% a druh& 8,6% variability.

Naslednd analyza listénse 4 péry zub (tzn. jednim pérem zubmezi okma
analyzovanymicdstmi) ukazuje, Z&. stricta pravdpodobré dosahuje tvaru mnohem vice
variabilniho neZ. nemorosgObr.26). Zatimcde. nemorosana listeny SpiSe Sirdk. stricta
je ma pogkud StihlejSi a protahlejSi.iéstoze miva listeny i SirSi, zda se, Ze nedosahuje
takové Siky jako E. nemorosaU prechodnych populaci se tvar listenu pohybujét opezi
obéma rodéovskymi druhy. Resto si myslim, Ze stejrjako v gipact kvétu, mize byt tato
variabilita ve tvaru listenu ipkryta variabilitou, ktera vznika widledku fizného

ontogenetického stélistenu.
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Obr. 26: RWA ordinani diagram 10.listelhse 4 pary zub nazng&uje tvarové odéeni E.
stricta od E. nemorosa Hybridni rostliny jsou rozptylené mezi &ba druhy. Prvni osa

vyswtluje 36,6% a druh& osa 15,4% variability.

4.2. Molekularni metody

Celkem jsem ziskala 9 sekvenci pro vSeclingtudované useky (2 pro usek ITS, 3
pro usek trnT-trnL a 4 pro matK). VSechny vzorkylybyteny pouze z jedné stranyii P
michani smsi pro PCR Useku matKigim¢ dosSlo ke kontaminaci jednoho vzorkt.
nemorosaTento proto musel byt z nasledného vyhodnocos@kvenci viazen.

Sekvence UseklTS, matK ani trnT-trnL nebyly mezi druHy. strictaa E. nemorosa

variabilni.

42



5. Diskuse

5.1. Morfometrické analyzy

Analyza morfologickych znak preswdcivé ukézala, Zze ddb vyhrarkné populace
obou druli se liSi mnoha znaky. Mezi nejlepSi zda seipgatdevsim vysSka koruny (CH),
délka stednic¢asti dolniho korunniho pysku (CLL), délkadmého okraje dolniho korunniho
pysku (CLU), délka osinek na listenectikailisterii ¢i hel koncového zubu listenu.

Délka koruny, tradiné uzivany znak k rozliSovani drttE. strictaa E. nemorosa
muze rozliSovani obou dridhkomplikovat, a to proto, Ze praggbdobré existuji populace
E. strictas menSimi kéty nez se &Zn¢ uvadi v literatie (nap. Smejkal 1963, Vitek 2002b).
To dokazuje i Karlssonova studie (Karlsson 197@&)ja/popisuje populacE. strictg které
délkou koruny odpovidaly spige. nemorosase kterou je porovnaval. Radnv pripads
E. nemorosae vyskytuji komplikace. Existuje totiz dréh curtg ktera jeE. nemorosazelmi
podobna, ale ma a:oo WtSi kwty a osinky (Smejkal & Dviakova). Proto s ni byva mnohdy
zanenovana. Nktefi autdi (nap. Hartl 1974, Yeo 1978) protd. curta ztotoZuji
SE. nemorosa

Ani v pripadé této studie nebyly n&fené délky koruny zcela homogenni. KratSi
korunou se odliSovaly ipdevsim populace @epiné (Cep) e Nevcehle (Nevcl). &hto
piipadech to vSak bylo pragpodobré zpisobeno st@m kweétia. Ok populace byly sbirany
koncem doby k&tu, proto ngly kvéty porekud povadlé, coz se praygbdobré projevilo
v délce jejich koruny i dalSich znacich natech.

DalSim vyznamnym a hojnvyuzivanym znakem Kk rozliSovani diéuly ramci rodu
Euphrasiaje pfitomnost¢i nepgitomnost osinek listenech.rd3toZze se v literate uvadi,
Ze druhE. nemorosanema osinky (Smejkal 1963, Stace 1997), jini &autwap. Pugsley
1930, Hartl 1974 Yeo 1978) pipousti moznost, Ze mA. nemorosaaktéz osinky. Je to
zpasobeno pedevSim tim, Ze do druh. nemorosazahrnuji jinymi autory (nap Smejkal
1963, Smejkal & Dvtakova 2000, Stace 1997) odliSovanou E. curta. WWeaumych dat
nebyla snad Zadna populace, u které by toto narstcent platilo.Mize to byt zjisobeno
variabilitou vramci druhu nebo tim, Ze ani tyto plaze nebyly zcel&isté, gestoze se tak
podle habitu i dalSich znakevi.

Znakem, ktery by mohl byt uzitey pii odliSovani obou druh je Uhel néteny

na koncovém zubu listenu. Zatimcdeustrictabyl tento ahel velmi ostry, pmérné zhruba
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45°, u populackE. nemorosalosahoval hodnot o 5-9° vice. Populace intermetharvzhledu
pak dosahovaly zhruba 51°.

Ostatni znaky pak byly&Sinou dosti variabilni aifgjmé ovlivnéné i ontogenetickym
stadiem jednotlivych rostlin. Jejich vyuzitelnosbdliSovani jednotlivych druhtedy Zejme
neni gilis velkad. Je vSak nutno podotknout, Ze by aspligba prozkoumat dalekciti
soubor dat na dalek@t&im Uzemi nez jsemdia k dispozici v této praci ja.

Zarover by bylo zajimavé pokusit se porovnat populace sigznymi ekologickymi
podminkami, jako nap zastigni lokalit ¢i hostitel. | tyto faktory maji totiz zajisté vlima
vzhled rostlin (nap Smejkal & Dvdakova, Vitek 2002a).

Analyza tvaru keta ukazala, Ze je tvar je mezi @ba druhy porérné uniformni.
Presto se zde vSak ukazalo, Ee stricta by mohla mit o #&co delSi korunni trubku.
Pravd@&podobna variabilita ve tvaru &u vSak mohla byt figkryta variabilitou zfisobenou
raznym ontogenetickym stadiem vyvoje jednotlivycleétiv

Pfi analyze relativnich deformaci listese ukazalo, Ze analyzovat tvar listemodu
Euphrasia narazi na zrimé metodické potize apobené zejménanznym pdctem zuli
u rizreé vyvinutych listeri. Je protoieba analyzovat listeny s pokud mozno stejnyrtga
pari zuhi. DalSi moznosti pak je pokusit se vyuZzit jiné ndgtaMcLellan & Endler (1998)
analyzovali tvar list podobr tvarow komplikovanych druth rodu Acer pomoci
Fourierovych analyz. To by mohla byt moznost, jékd analyzovat tvar i vramci rodu
Euphrasia

PrestoZze morfometricka analyza nepotvrdil&, gohledu na listeny typickych jedific
E. strictaa E. nemorosgviz Obr. 27) je zjevné, Ze se oba druhy od s&iel. stricta méa

uzsi a protahlejsi listeny zatimEo nemoros&ratSi a SirSi.

A B
Obr. 27: Rozdil tvaru listentt. stricta(A) aE. nemorosdB).
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TaktéZ je mozné, Ze pouzitd metoda analyzy tvata bylivnéna vnigni variabilitou
mezi populacemi. Tim by se mohly zcela zkreslilegky. Nabizi se proto také otazka, zda-li
by nebylo lepSi a vhodjsi pro tento el vybirat listeny v optimalni fazi vyvoje, nez dieat

striktné prvni, patyci desaty listen.

5.2. Molekularni metody

Cilem této casti bakaléské prace bylo #@devSim natit se metodice ippravy
sebraného materialu pro sekvenovani afibvvyuzitelnost této metody ke studiu
vnitrodruhové variability v rodl Euphrasia Z tohoto divodu jsem pracovala pouze s velmi
malym pa@tem vzorki. Neni proto mozné vyvozovat ze ziskanych vysied¥jaké zasadni
zawry. Presto se zd4, Ze Useky ITS, matK a trnT-trnL nejseai E. strictaa E. nemorosa
rozdilné a nejsou proto vhodné ke studiu mezidraheariability. Pro dalSi studium
variability této supiny rodiEuphrasiabude protofeba pokusit se najit dujiné useky DNA
nebo vyzkousSet dalSi molekularni metody, inad=LP, ISSR¢i analyzu mikrosatelit, kterd

byla pouzita s usghem na Britskych s#licich (French, Hollinsworth & Ennos 2003).
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6. Zawér

Za elem studia morfologické variability mezi druty. stricta a E. nemorosa
se podslo sesbirat 24 populaci. Zpracovani tohoto matenastinilo znaky, které oba druhy
pravcEpodobré nejlépe odliSuji,. K tradn¢ udavané délce korunyipyly piedevsim délka
bocniho okraje dolniho pysku (CLU), vySka korukiyihel koncového zubu listenu.

Pti studiu variability tvait se ukazalo, Ze tvar ki je u obou druiln stejny a neni tak
mozno jej vyuZit jako determitiai znak. Naopak analyzou tvaru listese ukazuje, Ze zde
jisté rozdily mezi obma druhy jsou, avSak jejich formalni zachyceni drtoweni narazi
na zn&né metodické potize .

Sekvenovani UsékITS, matK a trnT-trnL zatim neprokazalo, Ze byybk. stricta
a E. nemorosav téchto Usecich variabilni. Zda se, Ze jsou ke stuaézidruhové variability
nevhodné a bude protieba vyzkouSet jiné Useky molekularni metody.

Ke studiu takto problematické skupiny déubude pateba vyuzit co mozna nejvice
raznych gistupi. Kromé¢ morfomterickych analyz a molekularnich metod byhigobyt
piinosné kultivéni pokusy ke studiu fenotypové plasticity umélé hybridizace, abychom
zjistili, zda-li mezi €mito druhy skutén¢ probih&. Rové je teba problematikuéthto druti
studovat na mnohen&tgim Uzemi nez které pokryvala tato baksita prace.
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Piilohal:Seznam lokalit

Severni Vychodni  J[Nadm.
zemeépisna |zemépisna |vyska
Oznaéeni |Druh | okalita Sifka delka (m) Datum
Zik E. stricta Zikov: pastvina ve strani u silnice, ca 150 m Z od stfedu obce 49°3'53.3" [327'16.9" $53 2.8.2007
Pohorské Ves, Leopoldov: staré zarGstajici skladisté dfeva u kfizovatky cest ca 0,4 km JJ(Z)
Leo prechodny typ Jod stfedu osady 4838'33.6" [438'17.7" F98 29.8.2007
Pohl prechodny typ JPohorska Ves, Pohofi na Sumavé: okraj louky a stara luéni cesta cca 900 m JZ kostela 48%35'45.4" [441'24.2 " 922 29.8.2007
Pohorska Ves, Pohoti na Sumavé: travnaté plochy pred kostelem a v zakladech zficeného
Poh2 prechodny typ Jkostela 4836'14.2" [441'47.9" 918 29.8.2007
Min E. stricta SusSice: stard cesta nad lomem na vrchu Minovka ca 1,2 km SV od nadrazi v SuSici 49°15'18.9" [333'03.5' ' |584 30.8.2007
Len prechodny typ JLenora: sloZiSté dfeva u silnice ca 0,4 km S od nadraZi v Lenofe 48%55'58.7" [1347'46.2" [65 30.8.2007
Hod prechodny typ JHodriov: okraj lesni cesty ca 100 m V od Zelezniéni zastavky Hodrov 48%6'37.9" [1406'09.5" [52 30.8.2007
VIk E. stricta VIkonice: travnata plocha u silnice ca 0,8 km S od stfedu obce 49°8'25.2" N33B5'34.3" §72 30.8.2007
Lhanice: u rezervace Kozének V od Lhénic: travnaté plocha u polni cesty ca 100 m SV od
Koz prechodny typ |statku 49906'29.5" [16°14'20.6" P65 11.9.2007
NR1 E. stricta Hrubsice: okraj silniéky podél PR Nad Rekami ca 500 m od mostu z Biskoupek na Hrubsice [4905'34.8" [16°17'21.9" P69 11.9.2007
HrubSice: travnata plocha na svahu v PR Nad Rekami ca 500 m od mostu z Biskoupek na
NR2 E. stricta HrubSice 49905'31.5" [6%17'20.8" P71 11.9.2007
CVel prechodny typ JCeské Velenice: lesni cesta ca 2,8 km ZSZ od Zelezni¢niho nadrazi v Ceskych Velenicich 48%6'49.2" [4%55'19.2" $15 15.9.20 07
VLhol E. nemorosa |Velka Lhota: kulturni louka na Z od silnice ca 500 m S od kfizovatky na Poldovku 4908'44,7" [15°19'59,4" $26 20.9 .2007
VLho2 E. stricta Velka Lhota: lesni cesta k rybniku ca 300 m SZ od kfizovatky na Poldovku 49908'35,3" [15°19'54,6" $40 20.9 .2007
Nevcl E. stricta Nevcehle: polni cesta ca 1.5 km SZ od stfedu obce 4914'14.3" [531'32.7" $75 20.9.2007
Nevc2 E. stricta Nevcehle: polni cesta ca 300 SSZ od stiedu obce 49°3'42.2" HN532'12,8" $08 20.9.2007
VLho3 E. nemorosa |Velka Lhota: luéni komplex Z rybnika ca 800 m SZ od kfizovatky na Poldovku 49908'50" 15°19'38,7" $00 20.9.2 007
Cep E. stricta Cepi¢né: dno starého lomu ca 0,4 km Z(S)Z od kaple v obci 49°6'03.9" [1335'15.1" $50 20.9.2007
Bret prechodny typ |Bretétice: soukroma louka cca 200 m jizné od stfedu obce pfi silnici na SvojSice 49°15'04,5" |3°27'39,7" $37 5.9 .2007
HMB prechodny typ [Hory Matky Bozi: 500 m jizné po Zluté turistické znac¢ce od obce 49°15'46.3" [13?26'16.9" $86 5.9.2007
Kad E. stricta Kadov: lada na jihozapadnim okraji obce 4924'01.1" [346'12.7" P17 20.8.2007
Horni Pole: lu¢ni cesta V od rybnika Karhov ca 750 m V od kfiZzovatky silnic na severnim
Kar E. nemorosa Jokraji obce Horni Pole 49°12'37.5" [5%18'40.4" $86 19.8.2007
Vimperk: okraj louky severné od silnice, ca 0,5 km Z(J)Z od kfizovatky U Sloupu Z od
Vimp E. nemorosa JVimperka 4903'44.9" [13%43'49.2" 900 8.9.2007
ZhUfi: okraje silnicky a luéni cesty nedaleko kaplicky v zaniklé obci Zh(Fi ca 8,6 km SV od
Zhuri E. nemorosa__|Zelezné Rudy 49°0'34.3" [1320'05.9" $95  ]10.8.2007




Priloha 2: Paty analyzovanych rostlin

pocet
sebranych | klas.

populace | rostlin morfom. |kvét |list |5B |10B
Zik 20 20 20 |5 19 |20
Leo 22 22 22 |21 |21 |22
Pohl 20 20 17 |9 19 |19
Poh2 25 25 24 |25 |25 |25
Min 25 25 25 |13 |24 |25
Len 21 21 21 |10 |21 |21
Hod 20 20 20 |11 |19 |19
VIK 19 19 19 |7 18 |19
Koz 20 20 20 |1 20 |20
NR1 21 21 21 |1 21 |21
NR2 21 21 21 |0 21 |21
Cvel 20 20 20 |4 19 |20
VLhol 21 21 21 |16 |21 |21
VLho2 20 20 18 |6 18 |20
Nevcl 13 13 11 |1 11 |10
Nevc2 14 14 13 |0 14 |14
VLho3 25 25 22 |15 |24 |24
Cep 19 19 14 |0 15 |17
Bret 15 15 15 |10 |14 |9
HMB 10 10 10 |3 9 9
Kad 20 20 16 |14 |20 |18
Kar 20 20 11 |14 |17 |16
Vimp 20 20 19 |18 |19 |16
Zhuri 20 20 10 (13 |18 |12




Priloha 3: Spearmanovy korel&ni koeficienty.

0 2 1= = 13 5 |3
CL *| 0.74] 0.82] 0.73] 0.78] 0.80] 0.69f] 0.82] 0.46] 0.26] 0.47] 0.38] 0.38] 0.40] 0.36] 0.42] 0.24f 0.50] 0.25] 0.42
CTL 0.74 *| 0.60] 0.52] 0.57] 0.46] 0.49] 0.59] 0.30] 0.17| 0.32] 0.33] 0.26] 0.21] 0.25] 0.32|] 0.14] 0.32] 0.14] 0.34
CH 0.82] 0.60 *| 0.76] 0.75] 0.73] 0.78] 0.83] 0.39] 0.24f 0.33] 0.34] 0.35] 0.37] 0.36] 0.41] 0.26] 0.38] 0.21] o0.27
UCL 0.73] 0.52] 0.76 *l 0.62] 0.58] 0.49] 0.64|] 0.41] 0.20f 0.35] 0.30] 0.33] 0.33] 0.32] 0.39] 0.23] 0.39] 0.18] o0.27
CLU 0.78] 0.57] 0.75] 0.62 *| 0.80] 0.78] 0.84] 0.32] 0.13] 0.37] 0.32] 0.31] 0.35] 0.25] 0.34| 0.28] 0.36] 0.12] 0.34
CLL 0.80] 0.46] 0.73] 0.58f 0.80 *| 0.76] 0.87] 0.33] 0.12] 0.36] 0.31] 0.28] 0.37] 0.25] 0.31] 0.24] 0.40] 0.13] 0.35
CLW2 0.69] 0.49] 0.78] 0.49] 0.78] 0.76 *l 0.84] 0.26] 0.12] 0.23] 0.30] 0.26] 0.30] 0.26] 0.31] 0.20] 0.28] 0.12] 0.23
LCD 0.82] 0.59] 0.83] 0.64| 0.84] 0.87] 0.84 *| 0.35] 0.14] 0.39] 0.34] 0.32] 0.39] 0.27] 0.37| 0.27f 0.38] 0.12] 0.35
BL1 0.46] 0.30] 0.39] 0.41] 0.32] 0.33] 0.26] 0.35 *| 0.74] 0.72] 0.59] 0.56| 0.27] 0.63] 0.67| 0.10f 0.85] 0.65] 0.52
BW1 0.26] 0.17] 0.24] 0.20f 0.13] 0.12] 0.12] 0.14] 0.74 *l 0.45] 0.37] 0.52|] 0.21] 0.62] 0.40] -0.05f 0.68] 0.84] 0.38
BD1 0.47] 0.32] 0.33] 0.35] 0.37] 0.36] 0.23] 0.39] 0.72] 0.45 *| 0.54| 0.42] 0.28] 0.40] 0.45| 0.08] 0.72] 0.43] 0.68
BT3W1 0.38] 0.33] 0.34] 0.30] 0.32] 0.31] 0.30] 0.34] 0.59] 0.37] 0.54 *| 0.32] 0.05] 0.51] 0.46| 0.03] 0.61] 0.46] 0.47
BT3L1 0.38] 0.26] 0.35] 0.33] 0.31] 0.28] 0.26] 0.32] 0.56] 0.52| 0.42] 0.32 *| 0.31] 0.44] 0.54| 0.09] 0.54| 0.43] 0.34
BT301 0.40{ 0.21] 0.37] 0.33] 0.35] 0.37] 0.30] 0.39] 0.27] 0.21] 0.28] 0.05f 0.31 *l 0.04] 0.19] 0.45] 0.30] 0.11] 0.22
BTLW1 0.36] 0.25] 0.36] 0.32] 0.25] 0.25] 0.26] 0.27] 0.63] 0.62| 0.40] 0.51] 0.44] 0.04 *| 0.58] -0.02] 0.53] 0.58] 0.26
BTLL1 0.42] 0.32] 0.41] 0.39] 0.34] 0.31] 0.31] 0.37] 0.67] 0.40f 0.45] 0.46] 0.54] 0.19] 0.58 *| 0.06] 0.54] 0.35] 0.33
BTLO1 0.24] 0.14] 0.26] 0.23] 0.28] 0.24] 0.20f 0.27] 0.10] -0.05] 0.08] 0.03] 0.09] 0.45] -0.02] o0.06 *1 0.10] -0.09] 0.04
BL5 0.50] 0.32] 0.38] 0.39] 0.36] 0.40] 0.28] 0.38] 0.85] 0.68] 0.72] 0.61] 0.54] 0.30] 0.53] 0.54] 0.10 *| 0.73] 0.69
BW5 0.25] 0.14] 0.21] 0.18] 0.12] 0.13] 0.12] 0.12] 0.65] 0.84| 0.43] 0.46] 0.43] 0.11] 0.58] 0.35] -0.09] 0.73 *| 0.40
BD5 0.42] 0.34] 0.27] 0.27] 0.34] 0.35] 0.23] 0.35] 0.52| 0.38f 0.68] 0.47] 0.34] 0.22] 0.26] 0.33] 0.04] 0.69] 0.40 *
BT3W5 0.40] 0.35] 0.32] 0.29] 0.31] 0.33] 0.32] 0.34] 0.41] 0.28f 0.42] 0.60]f 0.30] 0.06] 0.33] 0.30f 0.03}] 0.58] 0.37] 0.52
BT3L5 0.37] 0.28] 0.33] 0.26] 0.33] 0.27] 0.26] 0.30] 0.41] 0.37| 0.36] 0.35] 0.61] 0.29] 0.35] 0.39] 0.10f 0.48] 0.43] 0.39
BT305 0.38] 0.25] 0.36] 0.28] 0.37] 0.35] 0.31] 0.37] 0.27] 0.15f 0.28] 0.12] 0.31] 0.65] 0.11] 0.21] 0.46] 0.27] 0.10] O.16
BTLW5S 0.36] 0.23] 0.36] 0.31] 0.28] 0.27] 0.29] 0.30} 0.51} 0.56f 0.38] 0.49] 0.38] 0.09] 0.63] 0.39] 0.03] 0.61] 0.66] 0.34
BTLL5 0.46] 0.35] 0.39] 0.38] 0.35] 0.35] 0.29] 0.40] 0.59] 0.38f§ 0.50f 0.48] 0.50] 0.28] 0.49] 0.64| 0.21}] 0.65] 0.39] 0.41
BTLOS 0.33] 0.18] 0.30] 0.27] 0.28] 0.29] 0.19] 0.29] 0.15] -0.04] 0.16] 0.04] 0.22] 0.42] 0.03] 0.15} 0.47] 0.19] -0.08] 0.09
BL10 0.49] 0.32] 0.35] 0.36] 0.37] 0.41] 0.28] 0.38] 0.70] 0.52f4 0.66] 0.53] 0.43] 0.29] 0.36] 0.41] 0.09] 0.86] 0.60] 0.66
BW10 0.29] 0.14] 0.21] 0.18] 0.17] 0.22] 0.15] 0.16] 0.59] 0.66f 0.45| 0.41] 0.34| 0.15] 0.41] 0.27] -0.03] 0.71] 0.76] 0.44
BD10 0.32] 0.31] 0.21] 0.20] 0.26] 0.26] 0.18] 0.25|] 0.42] 0.35f 0.52] 0.39] 0.24|] 0.14] 0.24] 0.24] -0.05] 0.55] 0.39] 0.64
BT3W10 0.33] 0.32] 0.27] 0.21] 0.27] 0.27] 0.25] 0.27] 0.37] 0.27|] 0.40f 0.54] 0.25| 0.04] 0.29] 0.20] -0.01} 0.52] 0.38] 0.48
BT3L10 0.39] 0.28] 0.31] 0.28] 0.34] 0.31] 0.27] 0.34] 0.45] 0.35f 0.43] 0.33] 0.50] 0.31] 0.21] 0.39] 0.09] 0.56] 0.38] 0.47
BT3010 0.43] 0.32] 0.42] 0.36] 0.43] 0.38] 0.34] 0.41] 0.25] 0.09fy 0.30f 0.13] 0.25] 0.61] 0.03] 0.21] 0.42] 0.28] 0.07] 0.24
BTLW10 0.31] 0.22] 0.24] 0.18] 0.24] 0.27] 0.25] 0.26] 0.47] 0.44f 0.40f 0.50{ 0.31] 0.05] 0.45] 0.32] -0.02} 0.62] 0.57] 0.43
BTLL10 0.53] 0.39] 0.43] 0.38] 0.45] 0.45] 0.39] 0.48] 0.52] 0.28] 0.52] 0.44] 0.46] 0.33] 0.34] 0.52] 0.22] 0.63] 0.29] 0.54
BTLO10 0.32] 0.15] 0.29] 0.31] 0.27] 0.24] 0.20] 0.28] 0.21] 0.07f 0.30f 0.11] 0.22] 0.43] 0.08] 0.17|] 0.36] 0.23] -0.01] 0.19
1BU -0.19] -0.16] -0.16] -0.16] -0.19] -0.19] -0.11] -0.20] -0.17] 0.14| -0.19] -0.04] -0.25] -0.24] 0.17] -0.45] -0.21}] -0.14] 0.17] -0.19
1BL -0.11] -0.10| -0.03] -0.05] -0.22] -0.24] -0.12] -0.21] 0.11] 0.49| -0.28] -0.03] 0.19] -0.01] 0.29] 0.08] -0.13] 0.02] 0.39] -0.23
5BU -0.24{ -0.16] -0.15] -0.20] -0.20] -0.20] -0.08] -0.19] -0.15] 0.16] -0.22] -0.02| -0.22] -0.29] 0.09] -0.29] -0.23}] -0.16] 0.22] -0.15
5BL -0.11| -0.14] -0.08] -0.06] -0.19] -0.21] -0.13] -0.21] 0.15] 0.35] -0.16] 0.06] 0.12] -0.08] 0.29] 0.08] -0.07] 0.09] 0.46] -0.34
10BU -0.28] -0.20] -0.23] -0.24] -0.25] -0.19] -0.15] -0.22] -0.16] 0.07] -0.21] 0.00| -0.25] -0.31] 0.04] -0.31}] -0.22} -0.17] 0.15] -0.21
10BL 0.02] -0.10{ -0.01] 0.00] -0.09] -0.04] -0.06] -0.07] 0.23] 0.30] 0.03] 0.07] 0.13] 0.06] 0.20] 0.06] 0.02] 0.23] 0.33] -0.12




Priloha 3: Spearmanovy korel&ni koeficienty (pokra¢ovani).

2 = |3 [3 |z |3 o 21212 12 |12 [2 _
CL 0.40] 0.37] 0.38] 0.36] 0.46] 0.33] 0.49] 0.29] 0.32] 0.33] 0.39] 0.43] 0.31}] 0.53] 0.32] -0.19] -0.11] -0.24] -0.11] -0.28] 0.02
CTL 0.35] 0.28] 0.25] 0.23] 0.35| 0.18] 0.32] 0.14] 0.31] 0.32] 0.28] 0.32] 0.22] 0.39] 0.15] -0.16] -0.10] -0.16] -0.14] -0.20] -0.10
CH 0.32] 0.33] 0.36] 0.36] 0.39] 0.30] 0.35] 0.21)] 0.21] 0.27| 0.31] 0.42] 0.24] 0.43] 0.29] -0.16] -0.03] -0.15| -0.08] -0.23| -0.01
ucCL 0.29] 0.26] 0.28] 0.31] 0.38] 0.27] 0.36] 0.18] 0.20] 0.21] 0.28] 0.36] 0.18] 0.38] 0.31] -0.16] -0.05] -0.20| -0.06] -0.24] 0.00
CLU 0.31] 0.33] 0.37] 0.28] 0.35] 0.28] 0.37] 0.17] 0.26] 0.27] 0.34] 0.43] 0.24] 0.45] 0.27] -0.19] -0.22] -0.20] -0.19] -0.25] -0.09
CLL 0.33] 0.27] 0.35] 0.27] 0.35] 0.29] 0.41] 0.22] 0.26] 0.27] 0.31] 0.38] 0.27] 0.45] 0.24] -0.19] -0.24] -0.20] -0.21] -0.19] -0.04
CLW2 0.32] 0.26] 0.31] 0.29] 0.29] 0.19] 0.28] 0.15f 0.18] 0.25] 0.27| 0.34] 0.25] 0.39] 0.20] -0.11} -0.12] -0.08] -0.13] -0.15] -0.06
LCD 0.34] 0.30] 0.37] 0.30] 0.40] 0.29] 0.38] 0.16] 0.25] 0.27| 0.34] 0.41] 0.26] 0.48] 0.28] -0.20] -0.21] -0.19| -0.21] -0.22]| -0.07
BL1 0.41] 0.41] 0.27] 0.51] 0.59] 0.15] 0.70] 0.59] 0.42| 0.37| 0.45] 0.25| 0.47] 0.52| 0.21] -0.17] 0.11} -0.15] 0.15] -0.16] 0.23
BW1 0.28] 0.37| 0.15] 0.56] 0.38] -0.04] 0.52] 0.66] 0.35| 0.27| 0.35] 0.09] 0.44] 0.28] 0.07] 0.14] 0.49] 0.16] 0.35] 0.07] 0.30
BD1 0.42] 0.36] 0.28| 0.38] 0.50] 0.16] 0.66] 0.45] 0.52| 0.40] 0.43] 0.30f 0.40] 0.52| 0.30] -0.19] -0.28} -0.22| -0.16] -0.21} 0.03
BT3W1 0.60] 0.35] 0.12] 0.49] 0.48] 0.04] 0.53] 0.41] 0.39] 0.54] 0.33] 0.13] 0.50] 0.44| 0.11}] -0.04] -0.03| -0.02] 0.06] 0.00] 0.07
BT3L1 0.30] 0.61] 0.31] 0.38] 0.50] 0.22] 0.43] 0.34] 0.24] 0.25| 0.50] 0.25] 0.31] 0.46] 0.22] -0.25] 0.19] -0.22| 0.12] -0.25| 0.13
BT301 0.06] 0.29] 0.65] 0.09] 0.28] 0.42] 0.29] 0.15] 0.14] 0.04| 0.31] 0.61] 0.05] 0.33] 0.43] -0.24] -0.01] -0.29| -0.08] -0.31] 0.06
BTLW1 0.33] 0.35] 0.11] 0.63] 0.49] 0.03] 0.36] 0.41)] 0.24] 0.29] 0.21] 0.03] 0.45] 0.34] 0.08] 0.17] 0.29] 0.09] 0.29] 0.04] 0.20
BTLL1 0.30] 0.39] 0.21] 0.39] 0.64] 0.15] 0.41] 0.27] 0.24| 0.20] 0.39] 0.21] 0.32] 0.52| 0.17] -0.45] 0.08) -0.29] 0.08] -0.31] 0.06
BTLO1 0.03] 0.10] 0.46] 0.03] 0.21] 0.47] 0.09] -0.03] -0.05| -0.01] 0.09| 0.42] -0.02] 0.22] 0.36] -0.21} -0.13] -0.23] -0.07| -0.22] 0.02
BL5 0.58] 0.48] 0.27] 0.61] 0.65] 0.19] 0.86] 0.71] 0.55| 0.52|] 0.56] 0.28] 0.62] 0.63| 0.23| -0.14] 0.02| -0.16] 0.09] -0.17| 0.23
BWS5 0.37] 0.43] 0.10] 0.66] 0.39] -0.08] 0.60] 0.76] 0.39] 0.38] 0.38] 0.07] 0.57] 0.29] -0.01] 0.17] 0.39] 0.22| 0.46] 0.15] 0.33
BD5 0.52] 0.39] 0.16] 0.34] 0.41] 0.09] 0.66] 0.44] 0.64| 0.48] 0.47] 0.24] 0.43] 0.54] 0.19] -0.19] -0.23] -0.15] -0.34] -0.21] -0.12
BT3W5 *| 0.29] 0.00] 0.45] 0.42] 0.04] 0.56] 0.43] 0.44] 0.61] 0.39] 0.08] 0.53] 0.49] 0.08] 0.02] -0.08] -0.03| -0.02] -0.04] 0.09
BT3L5 0.29 *] 0.25| 0.41] 0.47|] 0.18] 0.43] 0.35] 0.34] 0.30] 0.57|] 0.28] 0.35] 0.49] 0.20] -0.19] 0.10{ -0.20] 0.10] -0.28] 0.05
BT305 0.00] 0.25 *] 0.09] 0.30] 0.46] 0.23] 0.07] 0.11] 0.04] 0.24] 0.64] 0.03] 0.30] 0.45] -0.24] -0.07] -0.29] -0.01] -0.27] 0.00
BTLW5 0.45] 0.41] 0.09 *] 0.50] 0.02] 0.47] 0.54] 0.33] 0.37] 0.32] 0.06] 0.61] 0.40] 0.08] 0.20] 0.24] 0.26] 0.31] 0.12] 0.22
BTLL5 0.42] 0.47] 0.30] 0.50 * 0.21] 0.52] 0.34] 0.30] 0.30| 0.43] 0.25] 0.41} 0.63] 0.28] -0.29] 0.01] -0.41] 0.11] -0.31] 0.10
BTLOS 0.04] 0.18] 0.46] 0.02] 0.21 *| 0.14] -0.05] 0.01] -0.02| 0.20] 0.48] -0.02] 0.26] 0.45] -0.30] -0.16] -0.41] -0.07| -0.30] 0.04
BL10 0.56] 0.43] 0.23] 0.47] 0.52] 0.14 * 0.78] 0.68] 0.62] 0.62|] 0.33] 0.66] 0.65] 0.24| -0.16] -0.10f -0.16] 0.00] -0.15| 0.21
BW10 0.43] 0.35] 0.07] 0.54] 0.34] -0.05] 0.78 *l 0.47] 0.43] 0.53] 0.16] 0.66] 0.38] 0.01] 0.07] 0.22] 0.08] 0.31] 0.14] 0.52
BD10 0.44] 0.34] 0.11] 0.33] 0.30] 0.01] 0.68] 0.47 *| 0.59] 0.45] 0.15] 0.46] 0.39] 0.08] -0.08] -0.17] -0.03]| -0.18] -0.04] -0.22
BT3W10 0.61] 0.30] 0.04| 0.37] 0.30] -0.02] 0.62] 0.43] 0.59 *| 0.35] 0.06] 0.55| 0.42] 0.03] 0.02] -0.10] 0.01] -0.04] -0.02] 0.01
BT3L10 0.39] 0.57| 0.24] 0.32] 0.43] 0.20] 0.62] 0.53] 0.45| 0.35 *| 0.28] 0.43] 0.56| 0.18] -0.28] 0.01} -0.24] 0.00] -0.25| 0.17
BT3010 0.08 0.28] 0.64| 0.06] 0.25] 0.48] 0.33] 0.16] 0.15| 0.06] 0.28 *] 0.06] 0.36] 0.47] -0.28] -0.14| -0.32] -0.06] -0.39] 0.09
BTLW10 0.53] 0.35] 0.03] 0.61] 0.41] -0.02) 0.66] 0.66] 0.46] 0.55] 0.43] 0.06 *| 0.49] 0.04] 0.08] 0.11)] 0.10] 0.19] 0.21] 0.29
BTLL10 0.49] 0.49] 0.30] 0.40] 0.63] 0.26] 0.65] 0.38] 0.39] 0.42] 0.56] 0.36] 0.49 *] 0.23] -0.33] -0.08] -0.35] -0.06] -0.49] 0.11
BTLO10 0.08] 0.20] 0.45] 0.08] 0.28] 0.45] 0.24] 0.01)] 0.08] 0.03| 0.18] 0.47] 0.04] 0.23 *| -0.20] -0.13] -0.29] -0.09] -0.35] 0.00|
1BU 0.02] -0.19] -0.24] 0.20] -0.29| -0.30] -0.16] 0.07f -0.08] 0.02] -0.28] -0.28] 0.08] -0.33] -0.20 *| 0.25] 0.57| 0.26] 0.49] 0.11
1BL -0.08] 0.10f -0.07| 0.24] 0.01}] -0.16] -0.10] 0.22] -0.17| -0.10{ 0.01}] -0.14] 0.11] -0.08] -0.13] 0.25 *| 0.28] 0.57] 0.17] 0.41
5BU -0.03] -0.20§ -0.29| 0.26] -0.41] -0.41] -0.16] 0.08] -0.03] 0.01] -0.24] -0.32] 0.10] -0.35] -0.29] 0.57{ 0.28 *| 0.22] 0.54] 0.05
5BL -0.02] 0.10] -0.01| 0.31} 0.11} -0.07] 0.00] 0.31] -0.18| -0.04] 0.00] -0.06] 0.19] -0.06] -0.09] 0.26] 0.57] 0.22 *l 0.23] 0.54
10BU -0.04] -0.28] -0.27| 0.12] -0.31] -0.30] -0.15] 0.14] -0.04| -0.02] -0.25] -0.39] 0.21] -0.49] -0.35] 0.49] 0.17] 0.54| 0.23 *|l 0.10
10BL 0.09] 0.05] 0.00] 0.22] 0.10] 0.04] 0.21} 0.52] -0.22| 0.01|] 0.17] 0.09] 0.29] 0.11] 0.00] 0.11)] 0.41] 0.05] 0.54] 0.10 *




Priloha 4: Koeficienty klasifika¢ni funkce pro E. strictay E. nemorosaa populaci
z Kozénku

E. E.
Znak stricta nemorosa Kozének
CL 460.78 453.04| 481.93
CTL -52.96 -44.17 -70.31
CH 574.85 553.50| 536.82
UCL -481.86 -490.32 | -477.27
CLU 287.28 275.76| 278.43
CLL -148.38 -164.18| -163.10
CLW2 -46.62 -32.52 -52.25
LCD -146.19 -157.32| -140.55
BL1 -296.35 -304.52| -305.40
BW1 -394.29 -390.51| -405.69
BD1 996.17 980.47| 1000.69
BT3w1 -459.96 -458.02 | -465.11
BT3L1 -186.27 -197.74| -187.04
BT301 127.51 93.14 115.38
BTLW1 -1317.74 -1287.20 | -1292.22
BTLL1 627.37 632.52| 612.30
BTLO1 232.33 235.41| 239.03
BL5 1981.96 1966.35| 2007.43
BW5 -1646.00 -1617.89 | -1668.19
BD5 602.90 611.55| 605.33
BT3W5 -299.63 -315.45| -302.25
BT3L5 330.27 341.16| 337.67
BT305 111.23 82.57 95.70
BTLWS5 -1259.08 -1237.32 | -1257.25
BTLL5 666.38 659.01| 665.93
BTLO5 -184.18 -190.30| -197.45
BL10 1278.59 1230.20| 1257.69
BW10 -974.69 -974.71| -969.86
BD10 336.69 347.73| 327.74
BT3wW10 -125.97 -126.73| -148.90
BT3L10 -215.13 -212.08| -226.67
BT3010 -188.90 -197.48| -198.30
BTLW10 -936.03 -939.01| -929.82
BTLL10 -23.36 -5.44 -47.79
BTLO10 -288.28 -278.64| -301.56
1BU 736.40 714.36| 726.87
1BL 1098.58 1112.69| 1120.31
5BU 762.24 757.11| 771.38
5BL 1319.44 1314.57 | 1322.98
10BU 780.91 793.40| 791.10
10BL 850.44 858.33| 854.88
konstanta | -5770.46 -5716.88 | -5786.39




Priloha 5: Koeficienty klasifikaéni funkce pro E. stricta, E. nemorosa, pechodné
populace [E. (interm.)] a populaci z Kozénku.

Znak E. stricta |E. nemorosa |[E. (interm.) |Kozének

CL 1096.64 1087.94 1118.95( 1122.13
CTL -244.33 -232.09 -254.42 -248.52
CH 349.79 321.81 318.67 302.75
UCL -479.26 -489.59 -483.27] -482.04
CLU 233.96 225.05 233.79 222.79
CLL -219.66 -241.59 -257.39] -236.05
CLW?2 -14.41 -4.11 -6.95 -11.84
LCD -156.76 -161.77 -149.16f -153.78
BL1 -178.57 -188.39 -179.40f -188.11
BW1 -677.18 -679.78 -664.37| -688.07
BD1 888.00 876.96 889.32 896.39
BT3W1 -307.23 -310.39 -315.97f -308.82
BT3L1 -29.47 -33.15 -34.59 -21.40
BT301 67.35 38.76 53.52 49.16
BTLW1 -1277.94 -1253.30 -1288.69| -1262.16
BTLL1 771.10 776.90 770.44 756.17
BTLO1 267.52 267.91 274.74 271.58
BL5 1527.30 1511.50 1546.27( 1528.45
BW5 -1187.11 -1156.79 -1197.17| -1184.95
BD5 636.04 641.37 635.26 635.54
BT3W5 -290.15 -297.11 -287.24f -290.73
BT3L5 191.33 196.90 191.96 192.42
BT305 113.75 83.81 94.84 97.32
BTLW5 -1045.46 -1034.84 -1044.38| -1051.04
BTLL5 433.31 435.18 430.31 443.75
BTLO5 45.96 47.93 42.29 45.94
BL10 1318.10 1274.76 1308.99( 1281.71
BW10 -1109.62 -1112.49 -1124.26{ -1102.98
BD10 423.25 427.38 427.20 420.34
BT3W10 -9.55 -8.26 -1.28 -27.43
BT3L10 -155.25 -149.82 -155.38] -164.54
BT3010 -94.03 -109.41 -101.37f -114.87
BTLW10 -868.00 -865.43 -867.92| -866.53
BTLL10 -106.56 -92.66 -109.45( -112.17
BTLO10 -449.99 -448.10 -450.36] -460.00
1BU 902.13 889.32 897.51 897.74
1BL 1251.30 1265.59 1269.65[ 1269.81
5BU 713.46 710.99 710.45 723.66
5BL 1076.28 1067.38 1080.75[ 1072.86
10BU 653.16 661.62 656.77 661.86
10BL 967.13 977.11 990.79 976.55
konstanta | -5884.79 -5831.65 -5938.07| -5890.58




Priloha 6: Fotograficka priloha

E. stricta Intermediarni jedinec



