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Abstrakt

Okruh pupavy obecné (Carlina vulgaris agg.) predstavuje v ramci sttedni Evropy nékolik
ekologicky, morfologicky a chorologicky odliSenych linii. V rdmci této prace byly studovany
vztahy mezi taxony rozeznavanymi na uzemi Ceské republiky: pupava obecnd prava
(Carlina vulgaris subsp. vulgaris), pupava Biebersteinova prava (C. biebersteinii subsp.
biebersteinii), pupava Biebersteinova prostredni (C. biebersteinii subsp. brevibracteata) a pupava
Biebersteinova jesenicka (C. biebersteinii subsp. sudetica).

Molekularni analyzy ukazaly na pfitomnost dvou geneticky odliSenych skupin, prvni
zahrnuje zastupce reliktnich stanovist a horskeé rostliny klasifikované jako C. biebersteinii
subsp. biebersteinii a C. biebersteinii subsp. sudetica, druha pak rostliny fazené k C. vulgaris a
C. biebersteinii subsp. brevibracteata. Diferenciace obou skupin je podporena i
morfometrickymi analyzami. Vzajemné vztahy populaci uvnitf téchto dvou skupin vsak
zustavaji nejasné.

Jisté je, Ze ceské populace C. biebersteinii subsp. biebersteinii a C. biebersteinii subsp. sudetica
jsou ptibuzné horskym populacim z Alp a Karpat; jedna se o glacidlni relikty zasluhujici
zv]astni pozornost z hlediska ochrany pfirody. Nicméné statut samostatného endemického
taxonu pro jesenickou populaci C. biebersteinii subsp. sudetica neni pravdépodobné
opravnény.

Klicova slova: Carlina vulgaris agg., Carlina biebersteinii, endemismus, mikroevoluce,
postglacialni diferenciace, taxonomie

Abstract

The Carlina vulgaris complex in central Europe includes several lineages defined by their
ecology, morphology and distribution. This diploma thesis is focused on relationships
between the taxa recognized in the Czech Republic, namely Carlina vulgaris subsp. vulgaris,
C. biebersteinii subsp. biebersteinii, C. biebersteinii subsp. brevibracteata and C. biebersteinii subsp.
sudetica.

Molecular analysis revealed two genetically defined groups. One includes samples from
relict populations in western Bohemia and from high mountains classified as C. biebersteinii
subsp. biebersteinii and C. biebersteinii subsp. sudetica. The other is represented by plants
classified as C. vulgaris and C. biebersteinii subsp. brevibracteata. This genetic differentiation
was also confirmed by morphometric analysis. However, relationships within these two
groups remain unclear.

The Czech populations of Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii as well as of C. biebersteinii
subsp. sudetica are closely related to the mountain populations in the Alps and Carpathians.
Their occurrence in the Czech Republic is relict and they should be in focus of nature
conservation. However, the separate taxonomic position of the claimed endemic

C. biebersteinii subsp. sudetica is probably unjustified.

Key words: Carlina vulgaris complex, Carlina biebersteinii, endemic, microevolution,
postglacial differentiation, taxonomy
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1. Uvod

Stfedni Evropa, kde se potkava fada migracnich tras, je v dlouhodobém méfitku jevistém
fady fylogeografickych procesti a vegetacnich zmén. K nejprostudovanéjsim patii ty spojené
s koncem doby ledové (o ¢emz vypovida fada paleobotanickych dat i fylogeografickych
studii, napr. Kajtoch et al. 2016, Taberlet et al. 1998). V krajiné se zacaly vice uplatiiovat lesni
dfeviny, které vytlacily mnohé svétlomilné a horské druhy, ¢iizolovaly jejich zbytkové
populace v refugiich. Pravé vzajemnad izolace a mala velikost populaci spolu se specifickymi
podminkami prostfedi miize plisobenim genetického driftu urychlit evoluéni procesy vcetné
speciace (Kruckeberg & Rabinowitz 1985). Na druhou stranu otepleni umoznilo migraci fady
teplomilnych druhti do stfedni Evropy. V mistech, kde doslo k opétovnému prekryvu dfive
oddélenych aredld, pak mohlo dochdzet k hybridizaci, kterd mtize v mistnim ¢i regionalnim
méfitku vést k tomu, Ze se jinde dobfre odliSitelné druhy stavaji taxonomicky problematickou
skupinou (Hewitt 2008).

Vyse zminéné procesy mohly hrat svou ulohu i v okruhu pupavy obecné (Carlina

vulgaris agg.), ktery je tak idedlni modelovou skupinou pro vyzkum evolucnich procesti,
které se podilely a podileji na formovani druhti sttedoevropské kvéteny. V ramci skupiny
totiZ vznikla pestra smésice riznych ekomorfologicky odlisitelnych typt. Jsou zde zastupci
ze stanovist reliktni povahy s moznou navaznosti na alpské populace (klasifikované jako
Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii, v karech Hrubého Jeseniku dokonce jako samostatny
poddruh subsp. sudetica), dale stepni typy xerotermnich travnika (patfici zfejmé k poddruhu
C. biebersteinii subsp. brevibracteata, jehoz moravské lokality jsou na okraji aredlu v panonské
oblasti), nebo rostliny osidlujici pfevazné antropogenni stanovisté, jako jsou opusténé lomy,
naspy komunikaci ¢i vysypky (hodnocené jako C. vulgaris s. str.).

Cilem predkladané préce je objasnéni evolucnich vztahti této skupiny a zhodnoceni
morfologické variability rozliSenych taxonti. Dil¢i otdzky jsou nasledujici: 1) Jaké genetické
skupiny Ize v rdmci studovaného okruhu Carlina vulgaris agg. vylisit? 2) Jaka je geneticka
diferenciace mezi taxony rozeznavanymi v soucasnosti na tizem{ CR? 3) Jaké znaky lze
pouzit pro morfologické odliSeni geneticky definovanych skupin? 4) Jsou na stanovistich
refugidlniho charakteru v nizsich a stfednich polohdach (suté a hluboce zafiznuta tdoli fek v
zapadnich Cechéch, v udoli Vltavy a v udolich v Praebohemiku) relikini rostliny blizké C.
biebersteinii? 5) Nakolik se jesenicka C. biebersteinii subsp. sudetica 1isi od C. biebersteinii subsp.
biebersteinii z Alp a Karpat?

Vedle biosystematické studie zajimavé v Sirsim kontextu postglacidlnich migraci a evoluce
reliktnich skupin je vystup predkladané prace uzitecny i z hlediska ochrany pfirody. Pfinasi
udaje o variabilité (genetické, morfologické) a evolucni historii, které jsou dtilezité pro
efektivni ochranu ohrozenych taxonti, jakymi jsou vSechny tfi poddruhy C. biebersteinii:
subsp. bieberstenii je zatazena v Cerveném seznamu cévnatych rostlin CR do kategorie C3,
subsp. brevibracteata je v kategorii C4b a subsp. sudetica v kategorii Clr (Grulich 2017).
Zvl4sté posledni jmenovany poddruh, jeden z mala doposud neprobadanych endemitti CR,
je fytogeograficky velmi vyznamnym prvkem a zasluhuje tak mimofadnou pozornost.



2. Teoreticky tivod
2.1. Zmény v rozsifeni rostlin a jejich genetické aspekty

Soucasné aredly organismii jsou vysledkem fady procesti. V dlouhodobém méftitku to je ve
sttedni Evropé pfedevsim stfidani dob ledovych a meziledovych. Se zménami klimatickych
podminek dochazi k zménam v rozsifeni organisma. V ramci Evropy 1ze z pohledu migracni
historie rozdélit dnesni biotu v zdsadé do tfi skupin (Schmitt 2007). Prvni zahrnuje druhy

s mediterannimi refugii, u nichz se predpoklada, Ze béhem glacialu pfeZivaly pouze v jizni
Evropé (Ibersky, Apeninsky a Balkansky poloostrov), a ¢astecné i v jihozdpadni Asii. Druhou
predstavuji kontinentalni druhy, jejichz refugia byla zfejmé v perialpinskych oblastech,
karpatské panvi a téz na ¢asti Balkdnského poloostrova; spadaji sem i druhy s asijskymi
refugii (jizni Ural). V pfipadé téchto zminénych dvou skupin v interglacidlech dochazi

k opétovné kolonizaci oblasti, které béhem dob ledovych nejsou vhodné pro preziti téchto
druhti, na fadé mist se tak setkdvaji dlouhodobé oddélené linie, miize dojit k jejich zkfiZeni a
vzniku hybridnich zén. Z oblasti stfedni Evropy, kde se migrac¢ni trasy potkavaji, je fada

z nich dolozena (vice viz review Hewitt 1999).

Pravé hybridizace je jednim z klicovych evolu¢nich déjti. Na jedné strané mtze pfispét

k vy$si genetické variabilité a tim umoznit vznik novych vlastnosti, na strané druhé muze
vyustit ve vznik neplodnych hybrid nebo jedincti se sniZenou Zivotaschopnosti (zde se pak
uplatiiuje disruptivni selekce a opétovny prekryv aredlti dvou dfive oddélenych populaci
povede k posileni reprodukcnich bariér mezi nimi). Situace mize byt riznoroda i v ramci
jedné oblasti, kde se linie potkavaji, a sice vlivem heterogenity prostfedi a riznych naroka
organismu i jejich disperznich schopnosti (vznikaji tzv. mozaikové hybridni zony) (Harrison
1993). Jaky vliv ma kfizeni na ptivodni taxony a linie se téZ lisi pfipad od pfipadu. Nékteré
druhy se mohou vyskytovat sympatricky a prileZitostné vytvaret hybridy, aniz by ztracely
svoji genetickou identitu (Steeves et al. 2010), jindy dochazi ke smyvani rozdili (vliv
introgrese) mezi pivodnimi liniemi (Allendorf et al. 2001, Ayres et al. 2003).

Zmény klimatu vSak mohly v fadé pfipadi mit i pfesné opacny duisledek, a sice zmenseni
arealli (takové druhy tvoii tfeti skupinu z pohledu rtizné postglacialni migrac¢ni historie).
Jejich aredl zahrnoval rozsahlé stepni periglacialni oblasti; typicky se sem fadi rostliny

s alpinskym a alpsko-arktickym rozsifenim (Schmitt 2007), které s oteplenim migrovaly za
vhodnymi podminkami severnéji, pfipadné ztistaly v izolovanych refugiich v horach.
Podobnou historii vSak méla i cela fada dalSich druhti, které nebyly schopné celit nastupujici
konkurenci dfevin. Jejich refugii se tak, v zavislosti na jejich konkrétnich ndrocich, mohly stat
rizné typy nelesnich stanovist, skalni vychozy (zvlasté v ficnich adolich), suté, strmé svahy
s Castymi sesuvy plidy, hadce, slatinisté, raselinisté, lavinové drahy nebo kary). I s druhy,
které maji centrum rozsifeni v Alpach a Karpatech, se tak Ize u nas setkat na téchto reliktnich
stanovistich i v niz8ich polohach (Kaplan 2017).

Dalsi druhy vSak mohly vykazovat disjukini rozsiteni i béhem glacialu (a¢ adaptované
k chladu, byly limitované jinymi faktory, zejména suchem). Rada evropskych pohoti tak mé
své endemické linie. Zastupci téchto populaci mohou se zménou podminek migrovat do



vyssich ¢i nizsich nadmotskych vysek pouze v ramci jednoho horského systému ¢i oblasti a
zlistat tak izolovany od dalsich linii i béhem glaciala (Schmitt 2007). Zminéna fragmentace
arealll s sebou prinasi omezeni genového toku a tim téz zvyseni genetické diferenciace mezi
jednotlivymi populacemi. Vlivem nahodnych mutaci, genetickym driftem, ale i adaptaci na
konkrétni podminky dané oblasti muze dojit k alopatrické speciaci. V malych populacich se
navic uplatiuje efekt hrdla lahve, je zde snizena heterozygozita, ndahodné vlivy obecné se
zde projevuji daleko vice, coz je pfipad fady endemickych druhti (Kruckeberg & Rabinowitz
1985).

2.2. Prehled studovanych taxonti

Rod Carlina (Cesky pupava) je dle recentni fylogenetické studie (Barres et al. 2013) soucasti
podtribu Carlininae, tribu Cardueae a podceledi Carduoideae v ramci celedi Asteraceae
(Compositae). Tato prace se tyka skupiny Carlina vulgaris agg., kterd v ramci rodu spada do
sekce Carlina a subsekce Carlina (Meusel & Kéastner 1990). Skupina zahrnuje druhy C. vulgaris
a C. biebersteinii, v ramci kterych je rozeznavano nékolik taxonti na trovni poddruhti a variet.
Vedle sarmatskych a baltickych typti, oznacovanych jako C. biebersteinii subsp. biebersteinii
var. fennica a jihoevropskych C. vulgaris subsp. spinosa, se jednd o taxony, jejichzZ aredly se
prolinaji ve stfedoevropském prostoru (viz obr. 1). Je to nominatni poddruh C. vulgaris
subsp. vulgaris, ktery se vyskytuje od mediterdnu pres jihozapadni Evropu po jih
Skandinavie, dale nominatni varieta C. biebersteinii subsp. biebersteinii var. biebersteinii, ktera
ma rozsahly souvisly aredl od vychodni Evropy po Sibif a dale nékolik arel v evropskych
pohorich (Vogézy, Alpy, Karpaty) a poddruh C. biebersteinii subsp. brevibracteata znamy

z ponticko-panonské oblasti (Meusel & Kastner 1994, Meusel 1993). V Ceské republice

k pfedchozim jesté pfibyva relativné neddvno popsany taxon C. biebersteinii subsp. sudetica,
endemit Hrubého Jeseniku, zndm pouze z Malé a Velké kotliny (Kovanda 2002).
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® Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii

® C. biebersteinii subsp. brevibracteata

® C. vulgaris

Obr. 1 Rozsifeni zajmovych taxont. Pfevzato (Kérner & Meusel 1986, Meusel 1993) a upraveno.



Z vyse uvedeného plyne, Ze se na nasem tizemi v ramci studované skupiny miZeme setkat
se zastupci s pravdépodobné riznou postglacialni historii. Carlina biebersteinii subsp.
biebersteinii a subsp. sudetica v evropskych pohotich mohou byt pfikladem glacidlniho
reliktu, zatimco zbylé dva taxony mohou reprezentovat dvé genetické linie Sifici se

v postglacidlu z raznych refugii a setkavajici se ve sttedni Evropé. Vyloucena neni
hybridizace v téch ptipadech, kdy se vzhledem k pfitomnosti zatizlych adoli se strmymi
svahy pomérné blizko k sobé dostavaji i jinak ekologicky dobfe oddélené nominatni
podruhy C. biebersteinii subsp. biebersteinii a C. vulgaris subsp. vulgaris. Takova situace byla
popsana z balkanského pohori Igman, kde se zastupci rliznych vegetacnich jednotek, obr. 2,
mohou dostat do kontaktu napt. prostfednictvim disturbance v podobé laviny, ¢i vlivem
lidské ¢innosti (Meusel & Kastner 1994).
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«— Aphoricarpus neumannii

dolomity ]

«— Carlina acanthifolia

< Carlina biebersteinii

1) nizky bukovy les
2) skalni viesovisté
3) rozvolnéné kioviny

4) skalni sténa
5) bory bfidlicové vrstvy . oari
6) habrovco-bukovy les Carlina vulgaris
7) jedlobuciny sliny a jily
8) pastviny ggg;

Obr. 2 Schéma vegetacniho krytu svahi stitu Igman blizko Sarajeva. Carlina biebersteinii (a C. acanthifolia,
druh podobny C. acaulis) roste ve svétlych lesich pii upati skal, C. vulgaris nize, na pastvinach. Pfevzato
(Meusel & Kistner 1994) a upraveno.

Pfitomnost morfologicky intermedidrnich jedincti (Kubat 2013) mezi taxony C. biebersteinii
subsp. brevibracteata a C. vulgaris subsp. vulgaris by naznacovala t€Z mozné kfizeni téchto
taxont1 a vyskyt hybridni zény, ktera prochazi Ceskou republikou. Stirajici se rozdily mezi
nimi pak mohou byt diivodem rtiznorodych pohledii na taxonomii okruhu C. vulgaris agg.
na nasem uzemi. Literarni reSerse na toto téma byla pfedmétem predchozi prace (Maskova
2015), proto jsou zde uvedeny pouze zdkladni znaky pouzivané k odliSeni taxonti a kratka
charakteristika (formou dichotomického klice dle monografie rodu Carlina (Meusel &
Késtner 1994) a ¢lanku vénovaného rostlindm okruhu C. vulgaris agg. v CR (Kubét 2013)).



1a Pfizemni a lodyzni listy pefenolalo¢né az pefenosecné, ukrojky s nestejné dlouhymi ostny.
Cepel, zv1asté u stfednich a hornich lodyznich listi, je zprohyband, na okraji zvinéna az
kadefava, listy jsou kozovité. Ubory (10-)12-16(~18) mm v praméru (dle Kubata (2013) az 22
mm), listeny vnéjsiho zakrovu kratsi nez tibor (obr. 3c).
............................................................................................................ Carlina vulgaris subsp. vulgaris
Roste na kfovinatych stranich, pastvinach, mezich, v lesnich lemech a ve svétlejsich lesich, dale
na antropogennich stanovistich jako jsou lomy a vysypky. Ze zahrnutych taxonti je nejhojnéjsi.
Jedna se o velmi variabilni druh. (Autofi Meusel & Kastner (1994) rozliSuji 3 rizné morfotypy,
planifolia, orophila a polycephala, kterym vsak nepfikladaji taxonomickou hodnotu.)

1b Pfizemni a lodyzni listy ploché, obvykle nedélen€, okraj listu pravidelné ostnity. Paklize se
vytvari ostnité tkrojky, jsou v roviné Cepele. ... 2

2a Dolni a stfedni lodyzni listy tizce kopinaté, horni vejcité kopinaté az vejcité, kratce Spicaté,
c¢asto podle stfedni Zilky sloZené. Dolni polovina ¢epele ¢asto s nékolika ostnitymi tkrojky.
Lodyzni listy pod tborem dlouhé 11-20(—25) mm. Ijbory (10-)12-17(-20) mm siroké (dle Kubata
Sirsi, az 25 mm). Listeny vnéjsiho zakrovu kratsi neZ ubor (obr 3b). Rostliny casto vzriistné
((25-)40-100(=125) cm vysoké), zpravidla vétvené, s (1-)3-10(—40) ubory (nicméné Kubat (2013)
uvadi jen 1-3(-5) uborti).

................................................................................................... C. biebersteinii subsp. brevibracteata

Rostliny xerotermnich travnik{i. Zasahuji na jizni Moravu a s morfologicky obdobnymi typy se
Ize setkat i v Ceském stfedohofi (severozapadni hranice aredlu tohoto taxonu, ktery byl popsan
z ponticko-panonské oblasti, neni dostate¢né znama, Meusel & Kastner (1994) cituji z tizemi CR
pouze 1 herbafovou polozku).

2b Pfizemni listy prechazeji v postupné se zmensujici listy lodyzni (obr. 4a), které jsou podlouhlé,
uzce kopinaté, do Spicky pozvolna se zuZujici, ploché, podle stfedni Zilky neprohnuté. Okraj listu
obvykle celistvy, pravidelné ostnity, pfipadné vtrouseny skupiny osténk, ostnité tkrojky
mohou byt patrné na cepeli stiednich a hornich lodyznich listt. Ubory vétsi (15-)19-28

(—45) mm. Listeny vnéjsiho zakrovu podobné hornim lodyznim listiim (obr 3a), tizce kopinaté,
stejné dlouhé jako ubor nebo delsi, rostliny vysoké (20—)30-60(-95) cm ........ccccccvevviviriiuicininnnns 3

3a Ubory do 39 mm v praméru -V CR velmi vzacné (Manétin, tdoli Teplé)
....................................................................................................... C. biebersteinii subsp. biebersteinii

3b Ubory o praméru az 45 mm — Endemit Hrubého Jeseniku
............................................................................................................... C. biebersteinii subsp. sudetica

/

‘a f b
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S

Obr. 3 Tvar vnéjsich zakrovnich listent. a) Carlina biebersteinii subsp.
biebersteinii, b) C. biebersteinii subsp. brevibracteata c) C. vulgaris
subsp. vulgaris. Pfevzato z Fischer et al. (2008).
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Obr. 4 Variabilita v ramci skupiny Carlina vulgaris agg. ve vzrustu a vétveni. a) Carlina biebersteinii subsp.
biebersteinii, b) C. biebersteinii subsp. brevibracteata, c) C. vulgaris subsp. vulgaris. Vpravo znazornéna silueta
olisténé lodyhy (bez boc¢nich vétvi) pro ukazku rozdilného charakteru lodyznich list. Pfevzato z prace
Meusel & Kistner (1994).



2.3. Pouzité metody

2.3.1. Morfometrické analyzy

K zhodnoceni morfologické variability pozorované v ramci populaci studovanych taxonti Ize
pouzit rizné pristupy. Od 50. let minulého stoleti se za ti¢elem studia tvar(i pouziva tzv.
tradi¢ni morfometrika zaloZend na kvantitativnich znacich. Typicky jde o pocty (napt. listd,
kvéttr), délky a thly. Vybér vhodnych znaki je zde klicovy, stejné tak jako rozhodnuti
ohledné poctu méfenych rostlin na populaci. Vedle jinych by mély byt zahrnuty také znaky,
které jsou pouzivany k odliSeni jednotlivych taxont v kli¢ich a florach pro pozdéjsi ovéfeni
jejich relevance. Pfi sbéru rostlin ke zhodnoceni by méla byt postihnuta co nejvétsi Sife
rtiznych stanovist. Zaroven by mély byt vylouceny znaky, které jsou silné ovlivnény
ekologickymi podminkami ¢i takové, které jsou patrné pouze na organech v urcité fazi
vyvoje; napt. odéni casto v pribéhu starnuti mizi, neni tedy dobrym znakem, pakliZe si
nejsme jisti, Ze vSechny ndmi hodnocené listy jsou ve stejné fazi vyvoje (Marhold 2011).

Zminované kvantitativni znaky lze zpravidla snadno naméfit ruéné na Zivych rostlinach ¢i
herbafovych polozkach. Nicméné paklize to znak, ktery chceme méfit, umozni, je vhodné
poftidit fotografie nebo scany materidlu a pfipadné vyuzit ndstroje na analyzu obrazu.
Néapomocné jsou programy typu Image] (Schneider et al. 2012), které méfeni podstatné
urychluji, vypisuji hodnoty do tabulky po stisknuti kldvesové zkratky, umoznuji vyuZzivat
rtizné doplnky, napt. Leaf] (Maloof et al. 2013) atd. Nicméné i tak je nezbytna casové
mnohdy ndro¢nd prace samostatné s kazdym souborem. V posledni dobé se v souvislosti se
snahou vyvinout nastroje pro automatickou identifikaci rostlin (vice viz kniha
Computational Botany (Remagnino et al. 2017) ¢i review autori Thyagharajan & Kiruba Raji
(2018)) nebo pro pouziti ve funkéné ekologickych studiich (review od autortit MacLeod &
Steart (2015)), objevuji skripty umoznujici napt. detekci listli z herbafovych polozek, zcela
automatické odecitani jejich délek a Sifek a v neposledni fadé i analyzu tvaru okraje listt
(Cope et al. 2012, Corney et al. 2012a, Corney et al. 2012b, Jin et al. 2015). Jejich aplikace za
ucelem ziskani dat pro morfometrické studie neni zatim prilis rozsifend, individualni pfistup
stale umoZznuje podchytit fadu skutecnosti, které pouzivané algoritmy neodhali. Na druhou
stranu do budoucna jsou perspektivni alternativou, kterd umozni obohatit tradi¢né
pouzivané znaky o dalsi, tfeba pro odliSeni taxon{i vyznamné, ale prostfednictvim ruéniho
méfeni tézce postihnutelné.

Ziskana data pak jsou zpravidla analyzovéana prostfednictvim mnohorozmérnych
statistickych metod. V zasadé jsou nejpouzivanéjsi tfi typy, a sice shlukovaci (cluster
analysis), ordinacni a diskriminaéni analyzy. Zatimco prvni dvé jsou exploratorni, tedy
ukazuji strukturu v pozorovanych datech, tfeti je konfirmacni, zaloZend na predem (a priori)
stanovenych skupinach (napf. za pomoci molekuldrnich analyz), a testuje prislusnost vzorku
k té které skupiné (Henderson 2006, Marhold 2011).

Dal$im z moznych pfistupti je tzv. geometrickd morfometrika zaméfena na analyzu tvaru
jako takového (nepracuje s velikosti objektt1). Vyuziva tzv. landmarky, coz jsou homologické
body identifikovatelné na vSech zkoumanych objektech (Cooke & Terhune 2015). Pro



zhodnoceni variability v rdmci taxonti s délenymi listy, viz napf. studii vénovanou rodu
Quercus (Viscosi et al. 2009), je tento postup vhodnéjsi nez vyse zminéna tradicni
morfometrika. Oproti ni ale neposkytuje jasné implikace v podobé nalezeni vhodnych znakt
pro odliSeni taxonti, proto nebyl v ramci této prace pouzit, a¢ by mohl do budoucna byt
vhodnym doplnénim ostatnich analyz.

2.3.2. Molekularni analyzy
2.3.2.1. NGS metody pro rekonstrukci fylogeneze

Molekularnich metod pouZitelnych k odliSeni blizce pfibuznych druhti je cela fada. Na jedné
strané se 1ze zaméfit na srovnavani variabilnich tiseki genomu, jako jsou nekoddujici oblasti
chloroplastové DNA (trnL-trnF) nebo ribozomalni jadernd DNA (rDNA); na strané druhé 1ze
vyuzit pfistupi, které redukuji komplexitu variability v celkové DNA prostfednictvim tzv.
arbitrdrnich primerti nebo restrikénich enzymi a poskytuji tak vhled do celkové variability
napfi¢ celym genomem (napf. tradicni metody AFLP, RFLP, RAPD). Pro feSeni otdzek
systematiky i populaéni a ochranaiské genetiky se stdle castéji uplatiiuji metody tzv. Next-
generation sequencing (NGS), vice viz review Soltis et al.( 2013). V porovnani se
sekvenovanim tzv. prvni generace (Sanger et al. 1977) je nejmarkantnéj$im rozdilem
mnozstvi takto ziskanych dat (Soltis et al. 2013). Snadno lze osekvenovat celé genomy,
nicméné stdle se jednd o analyzy spojené s vysokymi naklady. Navic pro systematické ticely
neni znalost celého genomu nezbytna, staci srovnavat vybrané dostatecné variabilni tseky.
Cilem metod pro odvozeni fylogeneze na zakladé NGS dat je tedy redukce komplexity
genomu.

Moznosti, jak k této problematice pfistupovat, pfedstavuje napt. review Lemmon & Lemmon
(2013). Jednou z nich je tzv. mélké, povrchni sekvenovani (genome skimming) (Cronn et al.
2012). Princip vychazi ze skutecnosti, ze NGS pristupy poskytuji vedle vlastni sekvence i
udaj o kvantité, tedy v kolika ziskanych tsecich DNA (sequencing reads, sekvenac¢nich
readech) se baze na urdéité pozici vyskytla (pro ilustraci viz obr. 5). Tato tzv. hloubka (depth,
coverage) markantné nartsta v pfipadé DNA vyskytujici se ve vice kopiich, jako je
ribozomalni, chloroplastova, ¢i mitochondrialni DNA. Pro ziskani sekvenci takovych ¢asti
genomu tedy postaci celkové mensi pocet readtl (a tedy i mensi pocet sekvenacénich cykla
spojeny s niz§imi ndklady na vlastni sekvenaci).

Read 1: CGGATTACGTGGACCAJIG

Read 2: ATTACGTGGACCAIIGAATTGCTGACA
Read 3: ACCAJIGAATTGCTGACATTCGTCA
Read 4: GAATTGCTGACATTCGTCAT

1112222222223333843333333333322222221

Obr. 5 Hloubka (depth), ¢i 1épe pokryti (coverage) vyjadiuje zastoupeni nukleotidd na stejné pozici v ramci
souboru ziskanych sekvenci (tzv. readt). Ilustracni obrazek prevzat z Wikimedia.org, Genomics Education
Programme, CC BY 2.0.

(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Read, read length and read depth to achieve a read depth of 4

-pg).
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Dalsi moZnosti je redukce genomové komplexity ve vzorku (eliminace nadbytecnych casti

genomu), prostfednictvim tzv. obohaceni (enrichment). Podstatnych je zde nékolik faktort:

specificita (rozpoznani cilenych tsek), senzitivita (tedy efektivnost namnozeni cileného

useku) a uniformita (¢i naopak variabilita) napfic¢ cilenymi oblastmi (Cronn et al. 2012). Svou

roli pfi vybéru postupu v neposledni fadé hraje cena, mnozstvi DNA nezbytné pro reakci, ¢i

snadna aplikace dané metodiky (Mamanova et al. 2010). Nejcastéji se 1ze setkat

s nasledujicimi:

a)

b)

d)

Vyuziti restrikénich enzymi (podobné jako u tradi¢nich metod AFLP, RFLP
zminénych vyse). Pfikladem mohou byt metody RRLs (reduced-representation
libraries) a RAD-seq. RRLs vyuZiva tzv. frequent-cutting enzymy a selekce dle délky
takto ziskanych usekti, RAD-seq tzv. less-frequently cutting enzymy a
polymorfismus je v tomto pfipadé detekovan na trovni koncovych tisekt danych
sekvenci (Soltis et al. 2013).

Sekvenace transkriptomu (tzv. RNA-seq). Z organismu ziskana RNA je béhem této
metody reverzné transkribovana do DNA (tzv. cDNA, complementary DNA), ktera je
nasledné sekvenovana prostfednictvim NGS postupti. Ziska se tak velké mnozstvi
sekvenci exont1 a nekddujicich oblasti (odvozenych z nekodujici RNA), které mohou
velmi dobre poslouZit pro tcely fylogenetickych studii napfic riiznymi
taxonomickymi trovnémi. Na druhou stranu, je tato metoda pomérné naroc¢na —je
nezbytné pouzit Cerstvy materidl, musi se vZdy jednat o stejny typ tkané (a jedinci,

z kterych byla odebrana, musi byt ve stejné fazi vyvojového cyklu), navic je tfeba pri
sekvenovani dosahnout pomérné vysoké hloubky, ,sequencing depth” (v protipdlu
k mélkému sekvenovani zminéném vyse se lze v dané souvislosti setkat s terminem
hluboké sekvenovani, tzv. deep sequencing), aby byla podchycena i RNA ze slabé
exprimovanych genti. Téz pfifazeni (alignment) tsek transkriptomu miize byt
problematické diky alternativhimu sestfihu (alternative splicing; vede ke vzniku
izoforem odvozenych z riaznych kombinaci exontt) (Lemmon & Lemmon 2013).

PCR obohaceni. Jeho vyhodou je vysoka specifita, reprodukovatelnost a sekvencni
uniformita. VyZaduje vSak konzervovand mista k nasednuti primerti (priming sites).
Této metody mtiZe byt pouzito pouze pro amplifikaci regionti s pomérné nizkou
mutacni rychlosti. Téz zde ztistavaji chyby spojené s PCR (PCR rekombinace, PCR
bias), obtizné se pracuje pfi sekvenovani vice vzorkii nardz (tzv. multiplex), problémy
mohou byt na tirovni reakce kvtili nizké kvalité vzorku, ¢i inhibici kontaminacemi
(Cronn et al. 2012), primery pouzité soubézné v ramci jednoho multiplexu mohou
spolu vzajemné interagovat, coz vede k vysokému zastoupeni nespecifickych
amplifikaci. Moderni postupy vSak umoznuji probéhnuti PCR reakci v rdmci jedné
zkumavky separatné (roztok je v takovém pripadé emulsi z oddélenych kapének,
napf. RainStorm, RainDance Technologies). Pfes nesporné zlepseni vysledki ve
srovnani s béznou PCR i zde zlistdva nezbytnost vyvinout specifické primery, téz
cena je v takovém pripadé relativné vysoka (Mamanova et al. 2010)

Obohaceni prostfednictvim MIP (Molecular Inversion Probes). Tento postup je
zaloZen na pouziti jednovldknovych prob, které jsou po nasednuti na cilené sekvence



vzéajemné propojeny ligdzou. Useky, které nejsou takto osetieny, jsou v dalsim kroku
odstranény (Mamanova et al. 2010)

e) Obohaceni na zdkladé hybridizace (tzv. hybridization-based enrichment). Tento
pristup vyuziva znacené oligonukleotidové sekvence o délce 60-120 bp, které jsou
komplementarni k poZzadovanym tsekiim DNA. Po vzajemné hybridizaci dochazi
k selekci podle zminénych znacenych sekvenci, takto ziskany material je dale
namnozen PCR reakci a sekvenovan (Lemmon & Lemmon 2013). V soucasné dobé se
za timto ticelem pouZivaji nejéastéji biotinylem znacené RNA préby (tzv. baits).
Vzniklé RNA-DNA komplexy cilenych tisekil jsou pak zachytavany na
streptavidinem potazené magnetické ¢astice, od zbylého roztoku je l1ze pak snadno
separovat pomoci magnetu (Gnirke et al. 2009). Cil obohaceni mtiZe byt rtizny,

k metodam patfi napt. AE (anchored enrichment) (Lemmon et al. 2012), resp. UCE
(ultraconserved element enrichment) (Faircloth et al. 2012), ¢i exon enrichment,
pouZzivany zejména v pripadeé lidského genomu (Clark et al. 2013). Cilenou oblasti
miiZe byt téz organelova DNA (Hamilton & Buell 2012, Briggs et al. 2009). Nicméné
vyvinuti téchto tzv. baits je bioinformaticky pomérné komplikované a narocné (viz
napft. program Sondovac (Schmickl et al. 2016), MarkerMiner (Chamala et al. 2015).
Pro nékteré skupiny organismu viak takové proby byly jiz navrzeny (Celed
sloznokvétych (Compositae) mezi né patfi, proto byl v rdmci této prace postup vyuzit
a je podrobnéji popsan dale).

2.3.2.2. Hyb-Seq

Metoda zvana Hyb-Seq (Weitemier et al. 2014) pouzita v této praci, kombinuje dva z vyse
zminénych pfistupti. A sice mélké sekvenovani (genome skimming; Straub et al. 2012) s
obohacenim na zdkladé hybridizace (targeted enrichments; Gnirke et al. 2009). Jejich
srovnani je na obr. 6. Umoznuje tedy ziskat jak sekvence organelové ¢i ribozomalni DNA
(hojné zastoupené piimo ve vyizolované DNA), tak pfedem vybranych single-copy
jadernych exonti a pfilehlych oblasti (pocet jejich kopii ve vzorku je cilené navySen
prostfednictvim obohaceni na zakladé hybridizace).

Kli¢ovou otazkou zde ale je, na jaké tseky cilit, resp. jaké pouzit préby. Ty mohou byt pro
cilené obohaceni navrzeny na zakladé porovnavani vzork z vefejné dostupnych databazi
(at jiz se jednd o projekty zaméfené na sekvenaci transkriptomu, viz onekp.com, ¢i
kompletnich rostlinnych genomf, https://phytozome.jgi.doe.gov), problematické vsak je

nalézt tseky s optimalnimi vlastnostmi. Je nutné nalézt vhodny kompromis mezi
univerzalnimi lokusy, které jsou maélo variabilni na jedné strané (low-variation universal
loci) a variabilnéjsimi, které vSak nemusi byt pfitomny u vSech zkoumanych druhi, na
strané druhé (Cronn et al. 2012). Pro nemodelové druhy tak vyzaduje nalezeni vhodnych
hybridiza¢nich préb pomérné komplikovany postup, pfi kterém jsou data z mélkého
sekvenovani jednoho vzorku porovnavana s referenénim transkriptomem dale upravovana
prostfednictvim fady krok (filtrovani vzajemné piilis podobnych tseki, délkové
nevyhovujicich sekvenci, ¢i organelarni DNA, atd.) (Schmickl et al. 2016, Weitemier et al.
2014).
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Obr. 6 Schematické srovnani cileného obohaceni (a) a mélkého sekvenovani (b). Cilené obohaceni (a) je
zaméfeno na homologni Gseky kolem mista, kde naseda hybridizacni préba (cervené kolecko, srovnavané
useky DNA vyznaceny Sedivé). Postrada-li sekvence odpovidajici misto k nasednuti proby (zluty kiizek), neni
dany usek amplifikovan (a tak neni zahrnut do nasledné analyzy). Téz je osekvenovana cast necilenych
oblasti (oznacené rtizovymi sipkami); zejména se tak déje v piipadé DNA, ktera je ve vzorku vyrazné
zastoupena (napf. organelova DNA, high-copy ribosomalni DNA). Mélké sekvenovani (genome skimming, b)
slouzi k ziskani nahodnych fragmenti. Po jejich poskladani do kontigi (assembly) 1ze dohledat homologni
sekvence pro dané vzorky (opét vyznaceny Sedé). Ziskané uiseky DNA (sequencing reads) v obou pfipadech
vyznaceny modrymi Sipkami. Pfevzato (Hollingsworth et al. 2016).

Dalsi moZznosti je pouziti konzervativnich tsekti genomu. Podafti-li se najit takové, které
sousedi s mnohem variabiln€j$imi regiony, 1ze pravé z nich odvodit hybridiza¢ni proby
pouzitelné i u vzdalené pfibuznych druhti (Faircloth et al. 2012). Takové préby zaloZené na
tvz. UCEs (ultraconserved elements) byly tspésné aplikovany v pfipadé feseni fylogeneze
fady skupin, at jiZ se jednalo o ptaky (McCormack et al. 2016), blanokfidly hmyz (Faircloth et
al. 2015) ¢i pavoukovce (Starrett et al. 2017). V pripadé rostlin se za stejnym ucelem pouziva
tzv. COS, conserved orthologous set (pouziti UCEs neni vhodné vzhledem k moZznému
horizontalnimu pfenosu DNA z organel i ¢astym polyploidiza¢nim udalostem (Weitemier et
al. 2014)). Soubor téchto sekvenci odvozeny z ESTs! raznych zastupcti ¢eledi Compositae,
poslouzil jiz fadé fylogenetickych studii celé ¢eledi (Chapman et al. 2007, Mandel et al. 2017,
Mandel et al. 2015). Je komercné dostupny v rdmci produktti firmy Arbor Biosciences (stejné
jako vyse zminéné UCEs), pod obchodni znackou MyBaits®2. Proto byl také v této praci za

ucelem obohaceni vyuzit.

Jak jiz bylo zminéno vyse, prostfednictvim metody Hyb-Seq lze ziskat téZ informativni data
z necilenych, ale hojné zastoupenych, tsekit DNA. Prostfednictvim mapovani na vhodnou
referenci tak 1ze odvodit sekvence chloroplastové DNA ¢i cistronti jaderné ribozomalni DNA
(rDNA) (Weitemier et al. 2014). V pripadé obou se jedna o molekularni markery, které

L ESTs (z anglického Expressed sequence tags) jsou kratké tiseky komplementarni DNA (vznika reverzni
transkripci bunééné mRNA). Od 90. let se pouzivaji k vymapovani gend, jejich soubory jsou dostupné pro fadu
organismii (Rudd 2003).

2 viz http://www.arborbiosci.com/products/uces/
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mohou pfi srovnani s cilenymi tseky jaderné DNA pfinést dalsi informace o evolucni
historii.

Chloroplastova DNA je dédéna u krytosemennych rostlin po maternalni linii a nedochdzi v
jejim pfipadé k rekombinaci. Lze ji proto v kombinaci s daty z jaderné DNA, ktera je dédéna
biparetdlné, vyuzit napt. k detekci rodi¢ovskych taxonti v piipadé hybridizace. Casté
uplatnéni ma i ve fylogeografickych studiich, nejcastéji je za tim ticelem pouzivan tsek trnL-
trnF (jeho struktura viz obr. 7) (Olmstead & Palmer 1994). Téz oblast cistronu jaderné
ribozomalni DNA ma ¢asté uplatnéni ve fylogenetickych studiich (Alvarez & Wendel 2003).
Sestava ze sekvenci, které se v genomu v ramci tandemovych repetic nékolikanasobné
opakuji. Tvofi je konzervativni oblasti kodujici malou a velkou podjednotku ribozomu a
variabilnéjsi oblast sestavajici ze dvou ITS sekvenci (intergenic spacers) mezi nimi. Vzhledem
k zminéné konzervativnosti sekvenci 18S a 26S napfi¢ organismy jsou primery pro
amplifikaci ITS snadno dostupné, navic, jak jiz bylo feceno vyse, je podil rDNA ve
vyizolovanych vzorcich DNA vyrazny. Proto se ¢asto pouzivaji k odvozeni fylogeneze

v piipadé nemodelovych organismii (Alvarez & Wendel 2003, Shaw et al. 2002). P¥i studii
fylogeneze rodu Carlina (Wahrmund et al. 2010) vSak ITS jako marker nemohl byt pouZzit,
nebot nebyl dostatecné variabilni, autofi této prace vyuzivali ETS (external transcribed
spacer, na obr. 7 neni znazornén, je soucasti IGS (intergenic spacers), tedy variabilni
netranskribované oblasti mezi opakujicimi se 185-5.85-26S sekvencemi).

IGS IGS

aly

yros g SIS IS IR B YRS SIS 3y

ITS1

L =450 )

Obr. 7 useky DNA nejcastéji pouzivané ve fylogenetickych a fylogeografickych studiich. Nahofe schéma
useku 185-5.8S-26S cistronu rDNA (popis v textu), dole tusek trnL-trnF chloroplastové DNA. Pfevzato (Shaw et
al. 2002).

truF

Po laboratorni strance analyza zahrnuje vlastni izolaci vzorkti DNA, pfipravu knihovny pro
vybranou sekvenacni platformu (v ramci této prace byla pouzita [llumina) a hybridizaci
ziskanych vzorkt s vySe zminénymi baits. Vystupy z ndsledné sekvenace jsou pak
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zpracovavany prostfednictvim bioinformatickych nastroji. Je nezbytné a) efektivné
usporadat ziskané sekvence do samostatnych lokusti, b) nasledné lokusy , zalignovat” pro
uspésné odvozeni fylogeneze a c) optimalné rozsifit informativni oblast kédujicich sekvenci
(na které bylo cileno) i o mnohem variabilngjsi, vzdalenéjsi introny (Johnson et al. 2016).
Vlastni analyza sestava z né€kolika krokti. Za tcelem jejiho snadného priitbéhu jsou
sestavovany tzv. pipeline, soubory skriptti, které umoznuji propojeni fady rtiznych
programi a jejich vystupti mezi sebou do jednoho rdmce. Pro analyzu obohacenych dat
existuji napf. PHYLUCE (Faircloth 2016) nebo alignreads.py (Straub et al. 2011), avSak tyto
programy nejsou zcela vhodné pro Hyb-Seq data. Pfimo za tcelem jejich analyzy byly
vytvofeny napf. soubory skripttit HybPiper (Johnson et al. 2016) a HybPhyloMaker (Fér &
Schmickl 2018).

3. Material a metodika

3.1. Vzorky rostlin

Pro fylogenetickou analyzu bylo ziskdno 77 vzork ze 73 populaci (pfehled viz tab. I v
priloze). V naprosté vétsiné piipadi jeden vzorek reprezentoval jednu populaci. Do analyz
byly dale zahrnuty 3 vzorky ptivodem z jesenické populace endemického poddruhu C.
biebersteinii subsp. biebersteinii z riznych let (zde oznaceny jako vzorky 1, 63, 64), téZ 3 vzorky
puavodem z lokality Bfezi, v Dunajovickych kopcich, kde se jednalo a) o rostliny péstované
po nékolik generaci v Botanické zahradé PfF UK (populace 10), b) rostliny ze semen zde
odebranych a dopéstovanych v experimentélni zahradé BU AV CR v Prithonicih (populace
42) a c) rostliny z ptivodni populace rostouci na dané lokalité (populace 30). 45 vzorkl
pochazi z CR, zatimco ostatni pfevazné z Alp a Karpat. Pro srovnéani bylo zahrnuto nékolik
vzorki ze Slovenska, Ukrajiny a Skandinavie.

Obr. 8 Lokalizace sbérii vzorkii v Evropé a Ceské republice. Vyneseno na podkladovou mapu Evropy (ze
stranek https://d-maps.com/) a mapu CR (z programu DIVA-GIS (Hijmans et al. 2001)).

Lokality v ramci celé Ceské republiky byly vybrany podle dostupnych mapovych podklada
na florabase.cz (Danihelka et al. 2009) tak, aby byla podchycena co nejvétsi variabilita
stanovist. Na kazdé lokalité byl odebran vzorek list(i z jedné rostliny (optimalné v horni ¢asti
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lodyhy) a byl ulozen do sacku se silikagelem pro naslednou izolaci DNA. Celkem z 32 lokalit
z CR, Slovenska a Rakouska byly dale sebrany rostliny pro morfometrické analyzy.
Optimalné bylo 10-15 rostlin zméfeno pfimo na misté a dalsich 10-15 sterilnich riizic bylo
prevezeno do experimentalni zahrady za ticelem alesponi ¢astecného odfiltrovani vlivu
fenotypové plasticity. V priitbéhu nasledujiciho roku byly dopéstovany do kvétu a pak téz
meéfeny. Na ostatnich lokalitach byly populace pfilis chudé nebo rostliny po presazeni do
zahrady nepfezimovaly, a proto nemohly byt pro morfometrické vyhodnoceni pouzity.
Herbaiové doklady jsou ulozeny na Botanickém tstavu AV CR v Priihonicich.

Rostliny z Malé kotliny v Hrubém Jeseniku, ktera je na taxonomické tirovni hodnocena jako
samostatny endemicky poddruh C. biebersteinii subsp. sudetica, byly ziskany diky laskavé
spolupraci s CHKO Jeseniky a dopéstovany té2 v experimentélni zahradé BU AV CR.

3.2. Morfometrickd analyza

Na rostlinach byly méfeny znaky na lodyze, listech i tiborech (soupis vSech méfenych znak
viz v tab. IIl v p¥iloze). Sitka lodyhy ve vysce cca 3 cm nad bazi (méfena pomoci posuvného
plastového métitka), vyska rostliny (po terminalni tibor i celkovd) a pocet listi byly
zaznamenany piimo v terénu. Dale byly pofizeny fotografie lodyhy pro pozdéjsi zméteni
thlu, pod kterym od ni odstavaji listy (obr. 9a), a fotografie pfi¢ného fezu listem (proveden
ziletkou) ke stanoveni tthlu pfi¢ného prohnuti listu zhruba v poloviné jeho délky (fotografie
byla pofizena kolmo na rovinu fezu, obr. 9b). Vlastni hodnoty tthl byly odecitany v
programu Image]J (Schneider et al. 2012).

H W\ :
!
& A

Obr. 9 Priklady fotografii, z kterych byly v programu Image]J (Schneider et al. 2012) odecitany thly. a) dhel
mezi listem a lodyhou (uhel), b) thel pficného prohnuti listu na pficném fezu listem (proh1-3).

Z kazdé rostliny bylo odebrano 9 listt pro nasledujici morfometrické analyzy; vzdy se
jednalo o 3 listy na bazi lodyhy, 3 listy ze stfedni ¢asti lodyhy a 3 listy pod termindlnim
uborem. Dale byly z kazdé rostliny sebrany i 3 hornim lodyZznim listim nejblizsi listeny
vnéjsiho zakrovu tboru. Po usuSeni v novinovém papife pod pfiméfenym zatiZenim byly

14



listy i listeny naskenovany do formatu .tif pfi rozliseni 600 dpi (pfiklad naskenovanych list(i
viz na obr. 10). Méfené znaky jsou znazornény na obr. 11, jejich hodnoty byly opét odecitany
pomoci programu Image].
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Obr. 10 Pfiklad naskenovanych listi z jedné rostliny, které slouzily k odecteni hodnot méfenych znaki (na
nasledujicim obrazku).

Obr. 11 Znaky méfené na listech v programu Image]. a) délka listu, b) sifka listu v poloviné jeho délky, c)
sifka listu v zafezu mezi ukrojky v poloviné délky listu, d) sifka listu v nejsirsi casti, e) sifka listu v zafezech
mezi tkrojky v nejsirsi casti listu, f) vzdalenost mezi nejsirsi casti listu a bazi listu, g) délka ostnu prvniho

svvr

listd, odpovida oznaceni Z na obr. 12).
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Z diskrétnich znak byl zjistovan pocet osténki a ostnitych zubti. Od ptivodniho zaméru
pocitat téZ ostnité ukrojky listu (laloky) bylo nakonec upusténo z diivodu jejich obtizné
definice pro potfeby této prace vyplyvajici z plynulého pfechodu mezi zuby a tkrojky listu
(viz obr. 12). Namisto toho byla ,lalo¢natost” listu vyjaddfena prostfednictvim ,indexu
hloubky zafezu”. Ten byl definovan jako pomér Sifky listu (v nejsirsi casti) a rozdilu Sifek
v nejsirsi ¢asti a v zafezech mezi tkrojky (na obrazku vyse odpovida d/(d-e)).
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Obr. 12 Vzristajici clenitost okraje listové cepele u druhu Carlina vulgaris. I jednotlivé zuby, II Sdruzené
zuby (1) a zoubky (2), III-V pefenolalo¢ny okraj s ukrojky a zuby a zoubky nékolika fada (1-3). Z - samostatné
ostny mezi ukrojky. Pifevzato z prace Meusel & Kistner (1990).

Vzhledem k moZznym chybam danym subjektivnim hodnocenim znakii pocet ostnitych zubti
na listu z dolni/stfedni/horni ¢asti lodyhy a pocet ostnitych zubti na vnéjsich zdkrovnich
listenech, a téZ k casové narocnosti spojené s vizualnim odectem téchto hodnot, bylo
pristoupeno k pouziti programu ToothFinder (Corney et al. 2012b; ke staZeni na strankach
https://github.com/dcorney/ToothFinder). Vstupni soubory ve formatu .mat byly ziskany

z obrazki ve formatu .tif pomoci skriptu segmentation_one. py (HoleSovsky,
nepublikovdno) s drobnymi tipravami (popsané v ptiloze). Téz skript ToothFinder.m, ktery
byl pouzivan v prosttedi GNU Octave (Eaton et al. 2016), bylo pro potteby této prace nutné
upravit. Nejpodstatnéjsi zménou, ke které bylo pfistoupeno, je skutecnost, ze pro vlastni
analyzu okraji byly pouzity pfimo soufadnice ze vstupniho souboru (ptivodné je skript
ToothFinder.m vyuzivan pouze pro zminénou detekci oblasti zajmu, pro vlastni pocitani
zubtl je ziskava de novo pomoci funkce Contour_following.m
(https://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/14947-contour-following), ktera je
sice mozna presnéjsi, avSak selhavala v pfipadé dlouhych tzkych listi).

Pro ovéfeni, zdali je mozné program ToothFinder za tiCelem zjisténi poctu ostnitych zubti na
listech v rdmci této prace skutecné vyuzit, a jsou-li jeho vysledky srovnatelné s vizualnim
odectem, byl pouzit vzorek 83 rostlin (u kazdé bylo provedeno méfeni na 3 dolnich, 3
stfednich a 3 hornich lodyznich listech a 3 listenech vnéjsiho zakrovu). Pocet ostnitych zubti
byl odecten z naskenovanych obrazkt vizualné v programu Image]. Stejné obrazky listi byly
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pak analyzovany prostfednictvim programu ToothFinder. Dale bylo pracovano s priimérnou
hodnotou pro 3 listy, pfipadné listeny.

Z porovnani datovych souborti bylo patrné, Ze pocty zubti ziskané obéma pristupy spolu
silné koreluji (vice viz Vysledky) a 1ze tedy program ToothFinder v rdmci prace za tcelem
zjisténi poctu ostnitych zubtli pouZzivat. Pocty ostnitych zubti na vSech méfenych listech tedy
byly ziskany timto algoritmem (s jehoZ pouZitim jednak odpadl vliv chyb danych
subjektivnim hodnocenim znak, jednak se tak proces podstatné urychlil).

Statistické zpracovani morfometrickych dat probéhlo v programu R (R Development Core
Team 2018). BliZe je popsano v kapitole 3.5.2. Pro pfehled pouzitych funkci viz tab. V
v priloze.

3.3. Izolace DNA

Listy pro izolaci DNA byly odebirany z horni ¢asti lodyhy. Vysuseny a skladovany byly

v silikagelu. S ohledem na mnoZzstvi sekundarnich metabolit(i obsazenych ve vzorcich byla
zvolena izolace DNA za pouZiti sorbitolu. S drobnymi tipravami byl vyuzit pracovni postup
podle Storchové et al. (2000).

Material byl rozdrcen ve 2 ml zkumavkach za pomoci wolframkarbidovych kulicek

v tfepacce Retsch Mixer Mill 400 (do kazdé zkumavky byly vloZeny 2 kulicky, drceni
probihalo 3 min s frekvenci 30 tfepti za minutu). Po vizudlni kontrole materialu byl

v piipadé nedostatecného rozmélnéni cas drceni prodlouzen na 5 min. Déle byla pfidana
Spetka polyvinylpyrrolidoinu pro odstranéni sekundarnich metabolitti, 1300 pl extrakéniho
pufru a 4 ul RNAsy A (10 mg/ml, Thermo). Po 20 minutdch inkubace pfi laboratorni teploté
nasledovala centrifugace (5 min, 7 000 rpm, centrifuga Eppendorf 5415R). Dalsim krokem
bylo odstranéni supernatantu a pridani 300 ul extrakéniho pufru. Po promichani v ruce byl
pfidan lysis pufr (téz 300 pl) a vzorky inkubovany 15 minut na termobloku (teplota 65 °C,
300 rpm).

Dalsi postup spociva v precisténi smési chloroform:isoamylalkohol v poméru 24:1. Ke
kazdému vzorku bylo pfidano 600 pl zminované smési a zkumavky byly dale minimalné 3
minuty promichdvany preklapénim (v ruce). Nasledovala centrifugace (10 min, 9 000 rpm) a
odebrani horni vodné faze. Tato byla umisténa do novych 2 ml zkumavek a precisténa jesté
jednou. Po opétovném odebrani vodné faze (idealné 600 pl), byla tato prepipetovana do
zkumavek o objemu 1,5 ml a byly pfidany 2/3 objemu (tj. 400 pl, v ptipadé, ze byl vytézek

z néjakého diivodu nizsi, bylo mnozstvi upraveno na odpovidajici pomér) vymrazeného
isopropanolu. Po promichani v ruce byly ponechdny vzorky ptil hodiny v mrazaku pfi
teploté —20 °C.

Tekuta slozka byla opét oddélena prostfednictvim centrifugace (15 min, 13 000 rpm,
centrifuga pfedem chlazena na teplotu 4 °C) a odlita. K peletu na dné zkumavky bylo
pridano 700 pl 80 % etanolu o laboratorni teploté. Zkumavky byly pak nékolikrat
promichany preklapénim v ruce. Po nasledné centrifugaci (1 min, 13 000 rpm) byla opét slita
tekuta slozka. Vzniklé peletky byly dosuseny na termobloku (10 min, 60 °C); po vizualni
kontrole byl pfipadné ¢as prodlouzen na 15 min. Poslednim krokem extrakce DNA je
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rozpusténi vzniklé peletky v 50 ul TE pufru, opét na termobloku (10 min, 60 °C, 400 rpm);
v pfipadé, zZe se peletka htife rozpoustéla, byl ¢as téz prodlouzen o né€kolik minut, v pfipadé
nekterych vzorkii bylo nutné pfidat vice TE pufru.

Z dtivodu omezeného rozsahu méfeni koncentraci DNA na pfistroji Qubit (do 100 ng/ul),
byla tato pfedem orientacné zjiStovana prostfednictvim pristroje Nanodrop 1000 (Thermo).
Presahovala-li hodnota 90 ng/ul, byly vzorky fedény (10 krat) a az pak byla stanovena jejich
presna koncentrace (dle navodu dodavaného k pfistroji Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo), byl
pouzit 1 ul vzorku DNA na 199 ul reakéniho roztoku (Qubit buffer a reagent, podrobnosti
viz na strankach vyrobce

https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/migration/en/filelibrary/cell-tissue-
analysis/qubit-all-file-types.par.0519.file.dat/qubit-2-fluorometer-user-manual.pdf).

3.4. Priprava knihovny pro Hyb-Seq

3.4.1.Sonikace

K fragmentaci DNA byl pouzit ultrasonikdtor Covaris M220. Tato ¢ast laboratorni prace
probihala v Laboratofi sekvenace DNA Prirodovédecké fakulty v centru BioCev
(http://www .biocev.eu/corefacilit/omics-genomika/). Pro vlastni sonikaci je potteba 500 az

1000 ng DNA. Proto byla DNA fedéna (dle pfedem naméfenych koncentraci) na vyslednou
hodnotu 800 ng (v 62 ul). Z toho 2 ul roztoku byly vyuZity pro kontrolu délky ziskanych
fragmentti na 0,8 % agardézovém gelu s barvou Gel Red. Na gel byly naneseny 2 ul DNA
spolu s 1 ul barviva 6x Orange LD; do krajnich jamek 0,7 pl Zebfiku 1 kb a 0,4 pl Zebfiku 100

bp.
Dle fotografie gelu (jeji pfiklad viz na obr. 13) bylo rozhodnuto, které vzorky je tieba

sonikovat a které nikoliv (tj. jiZ obsahuji dostate¢né mnozstvi pozadovanych fragmentti o
délce 500 az 600 bp diky degradaci DNA v pouZzitém materidlu).

Obr. 13 0.8% TAE agarézovy gel s barvou Gel Red a nanesenymi vzorky pfed vlastni sonikaci. 3. a 11. vzorek
zprava neni tfeba sonikovat, obsahuje jiz degradovanou DNA o pozadované délce usekit 500 az 600 bp
(hranice cca 500 bp je vyznacena Zlutou carou).
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Pro vlastni sonikaci pak byly vzorky pfeneseny do specialnich zkumavek microTUBE AFA
Fiber Snap-Cap 6x16mm (o objemu 130 ul). Déle bylo postupovano dle navodu vyrobce
pristroje Covaris M220 (vice viz http://covarisinc.com/wp-content/uploads/pn 010157.pdf).

Na zakladé doporucenti se jevi jako optimalni pro ziskani fragmenti dané délky 500 az 600
bp nasledujici nastaveni: 50W, 2% duty factor, 200 cyklt, t 6 °C po dobu 95 sekund.

Po vlastni sonikaci byly vzorky pfeneseny zpét do ptivodni zkumavky. Délka fragmentt
DNA byla opét zkontrolovana na agarézovém gelu (obdobném jako vyse). Paklize vétsina
vzorku odpovidala del$im tsekim, neZ byly poZadovany, byla sonikace zopakovana.

3.4.2.End repair and A-tailing (opravy délky fragmentti a navazani A)

K vlastni pfipravé knihovny pro sekvenaci na platformé Illumina byl pouZit komercni kit
NEBNext Ultra DNA Library Prep Kit for Illumina (E7370). Bylo postupovano dle navodu
vyrobce (viz https://www.neb.com/~/media/Catalog/All-
Products/23EF8BC783C749D9B664D90C8C72FA73/Datacards%200r%20Manuals/manualE73

70.pdf)

Prvnim krokem je tiprava konctit DNA fragmentti, aby byla obé vldkna stejné dlouha, a
nasledné navazani adenind. Vychozi roztok DNA o objemu 55,5 pl se zde micha se smési
obsahujici tzv. End Prep enzyme Mix a End Repair Reaction Buffer. Kapalina je vazka, proto
je nezbytné promichani pomoci pipety. Nasleduje inkubace v cycleru (30 min, 20 °C a poté 30
min, 65 °C).

3.4.3.Ligace adaptorti

Nasleduje ligace adaptorti, v nasem piipadé byly pouzity adaptory pro multiplex (NEBNext
Adaptor for Illumina kit E7335S). Smés adaptord, ligazy (Blunt/TA Ligase Master Mix) a
roztoku oznacovaného jako Ligation Enhancer je pfidana ke vzorkiim DNA, opét musi dojit
k dtikladnému promichéni pomoci Spicky. Déle se zkumavky inkubuji v cycleru pti 20 °C 15
min. NEBNext adaptory vdzané k DNA tvofi smycku, pfedchdzi se tak vznikt dimert mezi
adaptory a zvysuje se tak ucinnost ligace. Ve stfedu sekvence adaptoru je uracil,

v nasledujicim kroku (pfidani tzv. USER enzymu, opét z kitu E7335S) dojde k jeho vystépeni,
uvolni se tak konce adaptorti pro nasledné PCR obohaceni.

3.4.4. Precisténi produktt

Objem jednoho vzorku (po provedeni krokti uvedenych vyse) byl cca 83,5 pl. Pro dalsi krok,
kterym je délkova selekce prostfednictvim agardzového gelu, je nezbytné cely vzorek nanést
na gel a jeho objem proto musi byt zredukovan. Toho bylo v nasem pfipadé docileno pomoci
kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, postup dle navodu vyrobce,
https://www.giagen.com/nl/resources/resourcedetail?id=3987caa6-ef28-4abd-927e-
d5759d986658&lang=en). Eluce produktu byla provedena do 30 pul ddH:O.

3.4.5.Délkova selekce DNA

K selekci nami pozadovanych tusekt o délce 500 az 600 bp byla pouzita gelova elektroforéza
na 1% agarozovém gelu (200 ml low EDTA/TAE pufru, 2 g agarézy, 2 pl barvy Gel Red). K
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vizualizaci délky fragmentti byla ke vzorkiim pfidana barva 6x Orange DNA loading dye (7
pl na 30 pl roztoku DNA z pfedchoziho kroku). Vzorky na gel byly nandseny ob jamku, aby
se sniZila pravdépodobnost vzajemné kontaminace. Do krajnich a prostfednich jamek byly
naneseny Zebfiky (3 ul 1 kb Fast Ladder a 2 ul 100 bp). Gelova elektroforéza probihala pfi
150 V cca 1,5 h (doba ovliviiuje ,,roztaZeni” tiseki DNA napfic¢ gelem, ¢im je kratsi, tim bliZe
jsou tiseky podobné délky u sebe).

Pod UV svétlem byla pomoci alobalu s rovnym okrajem pfiloZzeného k pruhtim Zebiikt
lokalizovana oblast s tiseky o pozadované délce. Ty byly ndsledné z gelu vyfezany
prostfednictvim obracené Spicky (1 ml, Eppendorf), priklad gelu po vyfezani tercikti viz na
obr. 14. Takto ziskané terciky byly pfeneseny do pfedem zvaZenych 2 ml zkumavek
(Eppendorf). Jako zaloha byly pouZity i produkty tésné pod vyfezavanou oblasti (cca 300 az
500 bp), opét umisténé do 2 ml pfedem zvazenych zkumavek; tyto byly dale skladovany

v mrazaku pro pouZiti v pfipadé problému s prvni sadou vzorkii.

Obr. 14 1% agarozovy gel (200 ml low EDTA/TAE pufru, 2 g agardzy, 2 ul barvy Gel Red) se vzorky po
sonikaci a vyfezani terciki s DNA o patficné délce.

Zkumavky s gelem byly opét zvazeny a dopocten rozdil, neb je pro nasledujici pfecisténi
nezbytné znat hmotnost gelu. Pfecisténi probéhlo za pouziti kitu Qiagen QIAquick
Extraction Kit. Postup byl proveden dle protokolu vyrobce, pouze rozpousténi gelu v pufru
probihalo v termomixéru (450 rpm, 25 °C) za obcasného promichani vzorkua preklapénim

v ruce. Eluce vzorkii DNA byla provedena do 18 ul ddH:O.

3.4.6.PCR obohaceni (enrichment)

Pro PCR obohaceni byl zvolen Master mix — Q5 Hot Start HiFi PCR, postup byl proveden dle
protokolu vyrobce. Ke kazdému vzorku byl tedy pfidan jiny indexac¢ni primer (byly
pouzivany 2 sady indexacnich primerti pro sekvenovani vice vzorkt zaroven (multiplex) a
sice NEBNext Multiplex Oligos for Illumina (Index Primers Set 1) E7335 a (Index Primers Set
2) E7500). Déle mastermix ziskany smichdnim NEBNext Q5 HotStart Hifi PCR Master Mix-u
a univerzalniho PCR primeru. V ramci PCR cyklu probéhlo 8 cyklt 98 °C 10 sec, 65 °C 1 min
15 sec (jejich pocet zavisi na pocatecni koncentraci DNA, je-li niz8i nez 500 ng, doporucuje se
pocet cyklii zvysit, dochazi pak ale k vyssi chybovosti).
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3.4.7 . Ptecisténi PCR produktii

K pfecisténi PCR produktii byl vyuZit systém Agencourt AMPure XP (Beckman), v rdmci
kterého je DNA patfi¢né délky vyvazana na magnetické kulicky (viz obr. 15 krok 2). Ty jsou
nasledné zachyceny v jamkach kapkovaci desticky diky magnetickému stojanku (krok 3). Po
odsati ptivodniho roztoku a nasledném precisténi 70% etanolem (krok 4), jsou vzorky
umistény mimo stojanek, kde dojde k eluci do 40 ul ddH20. Opétovnym postavenim na
magnet jsou z roztoku vyvazany cisté kulicky (krok 5) a roztok precisténé DNA muiZe byt
premistén do zkumavky (krok 6).
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Obr. 15 Schéma pritbéhu precisténi PCR produkta prostfednictvim Agencourt AMPure XP (Beckman). Popis
v textu. Pfevzato ze stranek vyrobce http://www.beckman.com/Media/LifeSciences/Nucleic-Acid-Sample-
Preparation/DNA-Extraction-and-Clean-Up/PCR-Purification/agencourt-process-overview.gif

Délku fragmentti, které budou z roztoku DNA odstranény se v pfipadé pouziti Agencourt
AMPure XP lze ovlivnit prostfednictvim poméru v jakém bude roztok kulicek pridavan

k DNA; ¢im je tento pomér vétsi, tim kratsi tiseky budou zachovany. Pfecisténi proto bylo
provedeno za pouziti poméru 0,7 : 1 (pro odstranéni tisektt 100-200 bp). Pro ziskani
produktt o vyssi Cistoté byl postup zopakovan dvakrat (prvni eluce byla do 40 ul ddH:0,
druha do 20 ul).

Kvalita pfecisténi byla dale ovéfena na 1% TAE agar6zovném gelu (0,6 g agardzy, 60 ml
pufru) s barvou Gel Red (1 ul). NanaSeny byly 2 ul DNA spolu s 1 ul barvy 6x Orange LD a
zebiiky 100bp (0,4 ul) a 1 kb (0,7 pl). Paklize na gelu byly patrné dva prouzky (spodni
odpovidéd adaptorim z PCR), bylo nezbytné precisténi jesteé jednou zopakovat.

3.4.8., Poolovani” knihovny

Vsechny vzorky jsou v nasledujicim kroku pfeneseny do jedné tzv. Low-bind zkumavky
(tato ma specidlné upraveny povrch, aby na ném neulpivala DNA). Tento proces je
oznacovan jako pooling (,, poolovani”). Vzhledem k tomu, Ze je nezbytné, aby v celkovém
objemu bylo od kazdého vzorku stejné mnozstvi, pfedchdzi vlastnimu ,,poolovani” méteni
koncentrace na Qubitu. Vzorky jsou pak smichdny dohromady, idealné by obsah DNA ve
zkumavce mél ¢init vice nez 500 ng (ackoliv je mozné pracovat i s niz§im obsahem, hrani¢ni
hodnotou je 100 ng).

3.4.9. Hybridizace (obohaceni) knihovny

Pro vlastni hybridizaci je potfeba objem roztoku ve zkumavce zredukovat na 6 ul. Za tim
ucelem je pouzivan koncentrator.
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Pouzita metoda obohaceni vychazi z protokolu (Gnirke et al. 2009), jeji schéma je na obr. 16,
k provedeni byly pouZity komercné vyrabéné proby MYBaits (MYcroarray). Jedna se o
soubor COS navrZeny pro celed Compositae (CompCOS) zakladé ESTs druhti Carthamus
tinctorius L. (svétlice barvirska, ~20 000 ESTs), Helianthus annuus L. (slunec¢nice roc¢ni, ~70 000
ESTs), a Lactuca sativa L. (locika setd, ~70 000 ESTs). Obsahuje celkové 9678 hybridiza¢nich
prob, které cili na 1061 ortolognich genti (Mandel et al. 2014). V pripadé prvnich vzorki
analyzovanych v rdmci pilotni studie byl pouZit za ti¢elem obohaceni laboratorni kit verze 2.
Vsechny ostatni vzorky (celkem 72) byly pfipraveny prostfednictvim novéjsi verze kitu
(verze 3), zmény oproti predchozi verzi jsou detailné popsany na strané 6 protokolu vyrobce,
podle kterého bylo postupovano (viz http://www.mycroarray.com/pdf/MYbaits-manual-

v3.pdf). Kromé zmény pomérii vstupnich objemt vzorki a pfidavanych latek do reakdi,
doslo ke zméné v pouZitych pufrech, zatimco ve verzi 2 se k promyvani streptavidinovych
kulicek pouzivaji dva typy pufrti, v novéjsim protokolu pouze 1)

3.4.10. Post-capture amplifikace

Poslednim krokem je amplifikace, tedy namnoZeni cilenych sekvenci prostfednictvim PCR.
Za timto tcelem byla pouZita KAPA Hifi HotStart polymeraza (bliZ3i informace viz na
strankach vyrobce https://www .kapabiosystems.com/assets/KAPA-HiFi-HotStart-TDS-
KR0369-v8.16.pdf). Byly pouzity forward i reverse primery pro ziskani sekvenci v obou

smérech.

Do 0,2 ml Low-bind zkumavky byl namichan mix (Nuclease-free H20 8,5 az 18,5 ul (dle
objemu roztoku DNA), KAPA Hifi HotStart ReadyMix 25 ul, PCR primer mix 1,5 ul a
obohacend knihovna 5 az 15 pl). Nasledoval PCR cyklus a po ném piecisténi prostfednictvim
komercniho kitu QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, obdobné jako vyse).

Takto pfipravena knihovna byla odesldna k sekvenaci do sekvenacni laboratote v BioCevu
(http://www .biocev.eu/corefacilit/omics-genomika/ na sekvenatoru Illumina MiSeq, s kitem
MiSeq Reagent Kit v2 pro 300 cyklii (vyrobni ¢islo MS-102-2002), 2x150 bp paired-end reads).
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1) roztok obahuje jak cilené (target),
tak necilené (non-target) sekvence

non-target sequence

E—
s navazanymi adaptory _— library adapter
2) do roztoku jsou pfidany “blokatory G
adaptorl” (adapter blocker), které ———
se pii teploté 65°C specificky vazi e T
na adaptory. R ——

3) po pfidani préb znaéenych biotinylem
(tzv. baits) dojde k jejich hybridizaci s
cilenymi sekvencemi

4) biotinylem znaéené proby spolu s
navazanou DNA jsou v dalSim
kroku zachyceny na streptavidinem —
potaZenych magnetickych kuliCkach.

streptavidine
coated
— magnetic
bead

5) roztok s kulickami je umistén na mag-
neticky stojanek, dojde k nékolikana-
sobnému promyti, aby byly odstranény
necilené sekvence

6) DNA je v nasledujicim kroku pfeve-
dena zpét do roztoku (kuliéky mohou
vyvazany opét pomoci magnetu, pfi-
padné mohou byt v roztoku ponechany
(nasledné PCR reakci nebrani)

Obr. 16 Schematické znazornéni pribéhu obohaceni (obrazek pievzat z protokolu vyrobce
http://www.mycroarray.com/pdf/MYbaits-manual-v3.pdf, upraveno)

3.5. Vyhodnoceni ziskanych dat

3.5.1.Molekularni analyzy

Molekularni data obdrzena ze sekvenacni laboratofe (ve formatu FASTQ) byla analyzovana
zejména za pouziti skriptt HybPhyloMaker (Fér & Schmickl 2018; volné dostupné na adrese
https://github.com/tomas-fer/HybPhyloMaker). Pro vypocetni operace byla vyuzita gridova
infrastruktura MetaCentrum (CESNET 2018), na tlozisti MetaCentra jsou data také ulozena

(/storage/projects/botany-uk/Asteraceae/).

Prvnim krokem je filtrovani surovych dat obdrZzenych ze sekvenacni laboratote
(oznacovanych jako raw reads). Jsou vyhleddny kontrolni sekvence fagové DNA pfidavané
ke knihovné pro zvySeni komplexity, tzv. PhiX reads (za pouziti ndstroje Bowtie 2
(Langmead & Salzberg 2012)) a ndsledné odstranény (SAMtools (Li & Durbin 2009)). Téz jsou
vymazany sekvence adaptorti a sekvence nizké kvality (Trimmomatic (Bolger et al. 2014)),
pfipadné sekvence pfili$ kratké, déle jsou odstranény duplikaty (FastUniq (Xu et al. 2012)).
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Takto ziskané tiseky DNA jsou namapovany na tzv. pseudoreferenci. Z moznych nastroja,
které je mozné za timto ticelem pouZit, byl pro tento krok zvolen BWA (Li & Durbin 2009),
ostatni jsou vhodné spiSe pro kratsi sekvence (Hatem et al. 2013). Pseudoreferenci program
vytvari ze sekvenci prob pouzitych pro cilené obohaceni béhem prfipravy NGS knihovny,
mezi které vklada urcity pocet prazdnych pozic (N). V pfipadé této prace byl vyuZzit ptivodni
soubor hybridizaénich sond zminény vyse, COS pro celed sloZnokvétych (Compositae)
(Mandel et al. 2014), mezi které bylo vloZzeno 400 N. Ze souborti vzniklych mapovanim (tzv.
BAM souborti) byla vytvofena konsenzudlni reference s pouzitim pravidla ,majority rule”
pficemz byly zahrnuty pouze pozice s pokryvnosti nejméné 4 (napt. Kamneva et al. (2017)).
K tomu byl vyuZit program kindel (Bede 2017). Pfi mapovani vzniklé konsenzualni sekvence
byly pro dalsi analyzu rozdéleny na jednotlivé exony. Ty byly dale porovnany se sekvencemi
z ptvodnich souborti hybridiza¢nich sond (za pouziti programu BLAT (Kent 2002))

k identifikaci cilovych sekvenci. Byly vyfazeny vSechny sekvence, které se lisily o vice nez

10 % od referencniho souboru.

Nasledovalo vzdjemné prifazeni odpovidajicich si isekit DNA (tedy alignment) programem
MAFFT (Katoh & Standley 2013). Po tomto kroku lze, v pfipadé, Ze je predpokladana
pritomnost paralognich genti, vyuZit skript HybPhyloMaker4a2_NoHet.sh, ktery umoznuje
nalezeni lokust se zvySenym zastoupenim heterozygotnich mist (jejich pocet 1ze nastavit).
Nasledné mohou byt takové exony vyfiltrovany ze souboru pro dalsi analyzy (viz manual

k programu HybPhyloMaker https://github.com/tomas-
fer/HybPhyloMaker/blob/master/docs/HybPhyloMaker manuall.6.4.pdf, str. 19). Dalsim
krokem je filtrovani na zdkladé chybéjicich dat. V tomto kroku je pro spravné odvozeni

fylogeneze nezbytné rozhodnout, jaké mnozstvi chybéjicich dat ponechanych v datovém
souboru poskytne zaroven dostatecné mnozstvi gent a zaroven relevantni vztahy v rdmci
konstruovaného fylogramu. Proto byla analyza provedena nékolikrat s rliznym nastavenim
filtrovani chybéjicich dat.

Dal$im parametrem, ktery ovliviiuje, jaké sekvence budou dale pouZity, je
,speciespresence”, ktery vyjadfuje pozadované procentudlni zastoupeni vzorku

v jednotlivych genech. V ptipadé blizce pfibuznych jedinct, je doporuceno (Fér, tstni
sdéleni) pouZzivat striktnéjsi podminky (90 — 100 %).

Dale se vytvari genové stromy, za tim celem se vyuziva program RAXML 8.0.0 (Stamatakis
2014a) s modelem GTRGAMMA, se 100 opakovanimi bootstrapu; souhrnné tabulky a
histogramy jsou vizualizovany prostfednictvim programu R (R Development Core Team,
2018), za tim tcelem jsou pouzity skripty plotting_correlations.R, tree_props.R
(https://github.com/marekborowiec/good genes, Borowiec et al. 2015) a treepropsPlot.R

implementované téz v ramci skripttit HybPhyloMaker.

Vzniklé genové stromy pak jsou zdkladem pro vypocet tzv. druhovych stromt. Za timto
ucelem lze vyuzit rtizné metody. V zdsadé se pouzivaji dva typy modelii. Prvni jsou
zalozené na konkatenaci, sestavuji alignované sekvence rtiznych ¢asti genomu do jedné
matice, kterd nasledné slouzi k odvozeni vysledné druhové fylogeneze prostfednictvim
tradic¢nich fylogenetickych metod (Yu et al. 2011), napf. pomoci maximum likelihood
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implementované v programech EXaML (Kozlov et al. 2015), FastTree (Price et al. 2010).
Druhou skupinou metod tvori postupy zaloZené na koalescentnim modelu (Liu et al. 2009;
Yu et al. 2011). Pfi jejich aplikaci je odvozovan druhovy strom na zakladé kombinace
genovych fylogenezi (MP-EST, ASTRAL) (Warnow 2015).

V ramci skriptii nastroje HybPhyloMaker jsou implementovany jak koalescenc¢ni metody
ASTRAL (Mirarab et al. 2014) a ASTRID (Vachaspati & Warnow 2015), tzv. supertree metody
MRL (Nguyen et al. 2012), nebo BUCKYy zalozeny na Bayesovské analyze korkondance
(Larget et al. 2010), tak konkatenacni pfistupy vyuZzivajici maximalni vérohodnosti (program
EXaML (Kozlov et al. 2015), ¢i FastTree (Price et al. 2010)).

Pro porovnani byl pfi analyze molekularnich dat pouZit i alternativni pfistup, ktery nabizi
soubor skriptti HybPiper (Johnson et al. 2016), ktery umoZnuje mimo jiné praci s introny.
Vysledky obou programi by mély byt vzajemné srovnatelné, byt se jejich vstupni
predpoklady lisi (Fér & Schmickl 2018).

HybPiper v porovnani s programem HybPhyloMaker nezahrnuje nezbytnou vstupni tpravu
a filtrovani dat. Autofi skripti doporucuji provést tyto kroky automaticky v Illumina
BaseSpace a nasledné v programu Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Dal$im krokem je
vymapovani na referenéni sekvence. HybPiper vyuziva zkonkatenované geny cilenych
exont (kazdy samostatné, HybPhyloMaker pro tento krok pouziva pseudoreferenci).

K ptifazeni sekvenci dochdzi, stejné jako ve vySe zminéném HybPhyloMaker-u, za pomoci
programu BWA (Li and Durbin 2009) (v pfipadeé Ze jsou pouzity nukleotidové sekvence),
anebo programem BLASTX (Camacho et al. 2009) (pro peptidové). V tomto kroku se pracuje
se samostatnymi ready, nejsou sloZzeny do sekvenci odpovidajicich jednotlivym vzorkiim
(¢imZ se pfistup lisi od dalSich pouzivanych pipeline, napf. (Faircloth et al. 2015), umoziiuje
tak dale pracovat s introny). Dal$im krokem v rdmci skripttit HybPiper je de novo assembly
pro kazdy gen zvlast. Analyzované sekvence jsou uspofadany do kontigli pomoci programu
SPAdes (Bankevich et al. 2012). Nasledné jsou sefazeny podle sekvencni hloubky a
zalignovany podle reference. K ziskdni kddujicich sekvenci z kontigti, které obsahuji i
introny, je pouzit program Exonerate (Slater & Birney 2005); kazdy z kontigti je porovnan se
srovnavaci sekvenci na zdkladé modelu , protein2genome” (v pfipadé predchoziho pouziti
BWA je proteinova reference vytvorena pfimou translaci v ramci jednoho z nastrojt baliku
Biopython (Cock et al. 2009)). Vystupem je alighment z nepfekryvajicich se tisekti, které
odpovidaji minimalné z 60 % referenci (dle vychoziho nastaveni, tato hodnota miZe byt
zménéna).

V dalsi fazi skript exonerate_hits.py vybira kontigy, které jsou od sebe vzdaleny alesporn

85 % délky ptivodni sekvence. Dal$im kritériem pro vybér je sekvencni hloubka a pfipadné
podobnost s referenci. Skript nazvany intronerate.py naopak cili na introny, pracuje s nimi
podobné jako predchozi skript s exony. Pro kazdy lokus vygeneruje zvlast 2 sekvence, a sice
sekvenci , superkontigu”, ktera obsahuje jak exony, tak introny a poté sekvenci sestavajici
pouze z intrond. Pouziti analyzy intronovych sekvenci mtize byt uzitecné zvlasté v piipadé
rychlych radiaci a u blizce pfibuznych jedincti (napf. v rdmci druhovych komplext), kdy
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nemusi byt pro odhaleni divergence vétvi sekvence exonti dostatecné variabilni (Folk et al.
2015), coz je i pripad studované skupiny.

Pro dalsi analyzu dat je v ramci nastroje HybPiper dostupny skript retrieve_sequence.py,
ktery vytvaii soubor sekvenci ve FASTA formatu. Ziskany vystup lze pak pouZit pro
zalignovani gent v programu MAFFT (Katoh & Standley 2013) a dale pak k tvorbé genovych
stromi.

Co se tyce aplikace skripti HybPiper a HybPhyloMaker na HybSeq data, jak jiZ bylo feceno
vyse, mély by byt jejich vystupy srovnatelné. Nicméné 1isi se v nékolika hlavnich bodech, coz
znemoznuje pfi pouZiti identickych dat nastavit stejné podminky (Fér & Schmickl 2018).
Predné HybPhyloMaker vyuziva pro assembly pomocny referecni genom (zde zvany
pseudoreference) ziskany ze sekvenci hybridizacnich sond oddélenych prazdnymi pozicemi,
zatimco HypPiper de novo assembly pfistup. Druhy jmenovany by mohl byt pro typ
hybridizac¢nich sond, jaké byly v této praci pouZity, teoreticky vhodné&jsi (Fér, tistni sdélent).

DalS$im rozdilem je zptisob jakym je v rdmci téchto programt feSena otdzka paralognich
gent. V pripadé skriptiit HybPiper dochazi k detekci moznych paralogti béhem vytvareni
kontigti programem SPAdes. Za paralogy jsou povazovany takové geny, pro které bylo
ziskano vice kontigti o délce 75 % délky referencni proteinové sekvence. V rdmci skriptti
HybPhyloMaker lze vyfiltrovat mozné paralogy také, a sice na zakladé poctu pritomnych
heterozygotnich mist (za pouziti skriptu HybPhyloMaker4a2_NoHet.sh). TéZ je v ramci
skript programu HybPhyloMaker mozné v ptipadé nizké variability vzork a pfitomnosti
heterozygotnich mist, pfistoupit k pouziti ambiguitnich kéda NC- IUPAC pii tvorbé
konsenzudlni sekvence (za rtiznych nastaveni prahovych hodnot viz dale) za ticelem
podchyceni alelické variability pomoci programu ConsensusFixer (Topfer n.d., volné

dostupny na adrese https://github.com/cbg-ethz/ConsensusFixer).

Dalsi rozdil spoéiva v ptistupu k moznym sekvencim intronti, pfi pouziti skriptti
HybPhyloMaker jsou sice nalezeny béhem assembly, nicméné dale se s nimi nepracuje,
zatimco HybPiper umoznuje pracovat i s témito, oproti cilenym exontim podstatné
variabilnéjsimi, sekvencemi.

Oba zminéné programy byly pouzity pro analyzu cilenych exont (soubor COS pro Asteraceae
(Mandel et al. 2014)).

Vzhledem ke skute¢nosti, ze v rdmci mladé skupiny, jakou je Carlina vulgaris agg., 1ze
predpokladat pritomnost rtiznych evolucnich procest, jako je incomplete lineage sorting
(ILS, vice viz diskuze), hybridizace atd., jejichz vliv l1ze vSak tézko odhadnout, byly v pfipadé
skriptit HybPhyloMaker vyuzity tfi pristupy a sice:

a) tvorba konsenzualni sekvence (v ramci skriptu HybPhyloMaker2_read_mapping.sh) za
pomoci programu kindel (Bede 2017; volné dostupny na adrese

https://github.com/bede/kindel). S minimalni pokryvnosti 4 (minimum site coverage, v rdmci
skriptd HybPhyloMaker-u nastaveni parametru “mincov”, tedy misto nukleotidd, které na
dané pozici jsou v méné nez 4 readech, se vklada do vysledné sekvence znak pro chybéjici
bazi “N”) a s nastavenim prahové hodnoty pro “majority consensus” pro pripad
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heterozygotnich mist na 0.8 (“majority threshold for consensus calling”, parametr
,majthres”, do konsenzualni sekvence je zafazena baze, kterd je zastoupena ve vstupnich
readech z vice jak 80 %); analyza vSech ziskanych exonti (pouze s vyfiltrovanim chybéjicich
dat s nastavenim “missingpercent” = 70, “speciespresence” = 90),

b) tvorba konsenzuadlni sekvence za pomoci programu kindel (s obdobnym nastavenim jako
vyse); dalsi analyza s odfiltrovanim mozZnych paralogt (tedy lokusti se zastoupenim
heterozygotnich mist, v tomto pfipadé vyssim nez 4, mensi hodnoty odpovidaji spise
chybam, ke kterym doslo pfi mapovani, neZ realné skutecnosti a nebo alelické variabilit¢),

c) tvorba konsenzudlni sekvence za pomoci programu ConsensusFixer (Topfer n.d.) (vice
moznych variant v alignmentu oznacuje pomoci kodii pro ambiguitni bdze) s nastavenim
parametru “plurality” = 0,3 (odpovidd minimalnimu zastoupeni odlisSné baze v sekvencich,
tedy alespon ve 3 z 10 ptivodnich sekvenci musela byt zastoupena odliSna baze, aby byla
pozice obsazena zastupnym kodem); dali analyza zahrnovala odfiltrovani moznych
paralogti obdobné jako vyse.

Pro praci s introny byl pouzit program HybPiper. Za tim ti¢elem byla sestavena reference ze
sekvenci prob cilicich pouze na exony bez heterozygotnich mist (byly nalezeny obdobné jako
v ptipadé analyz v HybPhyloMaker-u) za ticelem redukce poétu moznych paralogt. Se
ziskanymi daty (se souborem, ktery sestaval ze supercontig, tedy exonti a intronti spojeny
dohromady) byl dale proveden alignment v programu MAFFT (Katoh & Standley 2013) (jak
doporucuji tviirci programu HybPiper). Vzniklé alignmenty byly zkonkatenovany pomoci
programu AMAS (Borowiec 2016).

Pro mapovani chloroplastové DNA, opét za pouZiti programu HybPhyloMaker, byl jako
referencni sekvence pouzit cely chloroplastovy genom Carthamus tinctorius ziskany z
GenBank (NC_030783.1, volné dostupny z adresy

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC 030783.1/). Nicméné podafilo se tak ziskat pouze

omezené procento cpDNA sekvenci, nedostate¢né pro odvozeni relevantni fylogeneze, proto
nebylo k dalsi analyze pfistoupeno (pro podrobnosti viz tab. II v pfiloze).

Pro ziskani rDNA byla sestavena reference z 675 bazi tiseku ITS1-28S Carlina vulgaris,
(ziskand z GenBank, no. kf301217, volné dostupna z adresy
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KF301217.1/). K této sekvenci byly v programu

Geneious prifazeny sekvence vzorku 38 prostfednictvim opakovaného (iterativniho)
mapovani (v prvnim kroku se mapuji sekvencni ready pfimo na referenci, k takto vzniklym
usektim se pridavaji v dalSich krocich dalsi, které se s ptivodnimi ¢astecné prekryvaji).
Vznikla tak referen¢ni sekvence dlouha 6921 bp (viz elektronické pfilohy prace, soubor
Carlina-vulgaris_rDNAref.fasta). Po namapovani na tuto referenci v programu BWA (Li &
Durbin 2009) s nastavenim parametr(i “mincov” =4, “majthres”=0,9 (vysvétleni vyse), byla
prostfednictvim programu ConsensusFixer (Topfer n.d.) vytvofena konsenzudlni sekvence s
ambiguitnimi znaky NC-IUPAC v mistech, kde byla detekovana pfitomnost rtiznych bazi

v ramci readti jednoho vzorku (a sice s nastavenim -plurality 0.3 -mcc 4 (vysvétleni uziti
parametru “plurality” viz vysSe, “mcc” je obdobou paramentru “mincov” ). Ziskané sekvence
byly zalignovany v programu MAFFT (Katoh & Standley 2013).
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V konkatenovanych souborech ve formatu FASTA byla nasledné odstranéna prazdnd mista
v programu trimAl v1.2 (Capella-Gutiérrez et al. 2009) (parametr -nogaps) s defaultnim
nastavenim, za ucelem dalsi redukce mozZného biasu. Ke konstrukci fylogenetickych stromii
byl ve vsech pripadech pouzit program RAxML 8.0.0 (Stamatakis 2014) s modelem
GTRGAMMA, se 100 opakovanimi bootstrapu. Pro vizualizaci vzajemnych vztahti mezi
vzorky, kde Ize ocekavat dopady retikuldtni evoluce, je vSak vhodnéjsim zobrazenim sit.
Fylogenetické sité za pouZiti neighbour-net metody byly generovany programem SplitsTree
v4.10 (Huson & Bryant 2006) na zékladé neupravené P-vzdalenosti (uncorrected P-distance)
a s defaultnim nastavenim, ulozeny byly ve formdlu .nex. V pfipadé souboru, v kterém byly
zahrnuty znaky pro ambiguitni pozice bylo pouZito nastaveni “Average” (pro popis
parametru viz manual http://ab.inf.uni-

tuebingen.de/data/software/splitstree4/download/manual.pdf).

Stromy byly zakofenény prostfednictvim skriptu retree v rdmci program PHYLIP 3.6
(http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/phylip.html, Felsenstein 1993). Vysledky

pak byly vizualizovany v programu R (R Development Core Team 2018). Fylogenetické
stromy prostfednictvim funkci “read.tree” a “plot.phylo” z balicku “ape 5.1 (Paradis et al.
2004)”. Fylogenetické sité prostfednictvim funkci “read.nexus.networx” a “plot.networx” z
balicku “phangorn 2. 4. 0 (Schliep 2011)”. Pro soupis pouZitych balickt a funkci viz tab. V v
priloze.
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Obr. 17 Znazornéni jednotlivych dilé¢ich kroki pouzivanych ,pipeline”. a) HybPhyloMaker (Fér and Schmickl 2018) umoziuje vedle prace se surovymi daty (raw reads) a
tvorby vystupnich FASTA soubori ziskanych exont i nasledujici konstrukci fylogenetickych stromi, b) HybPiper (Johnson et al. 2016) naproti tomu umoziuje praci

s introny a paralogy. Hlavni rozdil v pfistupech obou programii tkvi ve zptisobu vymapovani a assembly ziskanych sekvenci DNA, HybPhyloMaker vyuziva
pseudoreferenci vzniklou ze sekvenci prob tzv. reference-guide assembly, zatimco HybPiper pfistupuje k vymapovani kazdého exonu zvlast a sklada je az v dalsich
krocich prostiednictvim de novo assembly (Sedivé odliSeny text oznacuje kroky, které musi byt provedeny mimo program HybPiper). Blizsi popis v textu. Sestaveno na
zakladé schémat dostupnych na strankach https://github.com/tomas-fer/HybPhyloMaker/blob/master/docs/HybPhyloMaker workflow.png a
https://github.com/mossmatters/HybPiper/wiki
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3.5.2. Morfometrické analyzy
3.5.2.1. Pouzité soubory dat

Pro morfometrické analyzy byly sbirany kvetouci rostliny. Avsak v pripadé rostlin z
oslunénych stanovist (véetné téch péstovanych v experimentalni zahradé) byly v dobé kvétu
vétsinou zaschlé listy z dolni ¢asti lodyhy, nékdy i ze stfedni. Dal$im problémem byly ¢asto
poskozené terminalni tbory (at jiZ okusem zvéfi, nebo hmyzem - larvy nékterych zastupcti
se vyviji pfimo v borech, ty jsou pak podstatné mensi nez v pfipadé zdravych rostlin a ne
vzdy se rozviji do kvétu). V neposledni fadé pak Ize zminit svazcitost (fasciaci), ktera byla
zejména v sezonach let 2015 a 2016 p¥itomna u fady rostlin v zahradé. Slo pravdépodobné o
dtisledek virového onemocnéni; a¢ nékteré populace byly zcela zdravé, znacna cast
péstovanych rostlin vice ¢i méné vykazovala znaky poskozeni tohoto typu. TéZ byly u fady
rostlin pozorovany priznaky napadeni rzemi. Vzhledem k vySe zminénym skutecnostem
nebylo mozné odecist viechny stanovené znaky, fada méfenych rostlin proto byla vyfazena
a nasledné analyzy byly proto provadény na 2 riiznych datovych souborech (oba jsou
soucasti elektronickych pfiloh této prace, oznaceny jako 197samples.csv a 401samples.csv).

Prvni zahrnoval vSechny méfené znaky, jejich soupis viz tab. III v pfiloze (celkem se jednalo
pouze o 197 rostlin, z toho 145 z terénu a 52 dopéstovanych v experimentalni zahradé).

Druhy ze souborti dat pak pfedstavoval vybér rostlin a méfenych znakii, které vykazovaly
nejmensi podil chybéjicich hodnot. Byly vynechany nékteré znaky na listech, které nebylo
mozné odecist na seschlych nebo jinak poskozenych listd (uhel’, prohl, proh2, proh3, pocty
ostnitych zubli (numostd, numostp, numosth), a z nich pocitané pomérové proménné
(ostdol, ostpro, osthor)), dale znaky v kvétenstvi (vnz a stz), které nebyly méfené v ptipadé
odkvétajicich a poskozenych ubort. Celkem se jednalo o soubor 401 rostlin (93 ze zahrady a
308 z terénu).

Na zdkladé exploratorni analyzy dat byly z datového souboru vylouceny rostliny péstované
v Botanické zahradé P¥F UK (populace 10); dtivodem byl vyrazné odliSny vzrtst dany
atypickymi podminkami, zdroven nizky pocet téchto vzorkii. TézZ bylo pfistoupeno

k hodnoceni zvlast datovych souborti rostlin méfenych v experimentalni zahradé a z terénu
(vzhledem k posunu v ordina¢nim prostoru PCA, viz vysledky). Rozdéleni hodnot znakii

v ramci souborti dat bylo testovano na normalitu Shapirovym-Wilkovym testem. V pfipadé,
ze rozdéleni nebylo normalové, bylo pfistoupeno k logaritmické nebo odmocninové
transformaci takovych proménnych.

3.5.2.2. Vlastni analyzy

Pro posouzeni vlivu rozdilnych podminek na fenotyp rostlin byly porovnany datové
soubory znakii naméfené na rostlinach péstovanych v experimentalni zahradé a na
rostlinach sbiranych v terénu. Za tim ticelem byla provedena na datovém souboru
zahrnujicim vSechny znaky (pocet vzorkt 197) analyza hlavnich komponent (PCA). Pro
vlastni vypocet PCA byla pouzita funkce dudi.pca z bali¢ku ade 4 1. 7. 11 (Dray & Dufour

*Pro vysvétleni zkratek znak viz tab. III v pfiloze.
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2007) s vychozim nastavenim (standardizace dat na primeér rovny nule, skalovani
smérodatnou odchylkou), vyfazeny byly silné korelované znaky (korelaéni koeficient vyssi
jak 0,95). Dopocteni procentudlnich pfispévki k jednotlivym osdm pak bylo provedeno
funkci PCA z balicku FactoMineR 1.41 (Lé et al. 2008).

Déle byla porovnavana morfologicka variabilita mezi pfedem definovanymi skupinami.
Skupiny vyliSené na zakladé molekularni analyzy byly pouze dvé, a sice skupina pupavy
Biebersteinovy pravé (véetné rostlin z reliktnich biotopti zapadnich Cech a jesenického
endemita, subsp. sudetica) na jedné strané a vSechny ostatni rostliny Carlina vulgaris agg.
zahrnuté v této praci na strané druhé (vice viz v kapitole 4.2, nize). Nicméné v ramci druhé
ze skupin Ize na zakladé pozorovani z terénu i experimentalni zahrady odlisit nékolik
morfotypti, minimalné podruhy Carlina vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp.
brevibracteata jsou v typické podobé dobfe odliSitelné, zvlasté pti péstovani ve stejnych
podminkach. Existuji vSak mezi nimi pfechodné typy. Dalsi skupinou, ktera by se mohla od
ostatnich lisit, jsou, vzhledem k povaze jejich stanovist, potencidlné reliktni populace

z hluboce zafiznutych fi¢nich tidoli. Proto pro porovnani byla v nasledujicich analyzach
znazornéna téz prislusnost k témto pracovnim skupindm (jejich soupis je v tabulce niZe).

pracovni skupina b. vzorky
rosth'ny z Malé kotliny (Carlina biebersteinii subsp. o |1 63 64
sudetica)
rostliny reliktnich stanovist v zapadnich Cechéch 19 36
(Chlumska hora u Manétina, idoli Teplé) ’
horské rostliny z Alp e | 3,4,22,24 38
horské rostliny z Karpat e | 40,41, 45,57

6, 12,13, 14, 15, 16, 23, 25,
e | 32A, 33, 49, 51, 52, 54, 55, 56,
60, 69,70,71,72,78

rostliny klasifikované jako Carlina vulgaris subsp. vulgaris
(obvykle nizsiho vzristu, z lomt a jinych mélkych ptd)

rostliny hluboce zafiznutych udoli fek (Vltava, Dyje,

e | 5 31,50,59, 73,74
Jihlava, Rokytna)

7,8,9,10,11, 17, 18, 20, 28,

rostliny klasifikované jako Carlina biebersteinii subsp. 29 30.37 39 42 58 64 65

brevibracteata (pfevazné z xerotermnich travnikit)

66, 67, 68
prechodné a nejasné typy mezi Carlina vulgaris subsp. o | 221,26,27,34, 46, 47, 48, 75,
vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata 76,77
(nedolozené vzorky) 32B, 35, 53, 61, 62, 79

Tab. 1 Pfehled pracovnich skupin definovanych na zakladé mista ptivodu, morfologie a ekologie rostlin. b. =
barva pouzita v nasledujicich grafech a schématech k znazornéni skupin, vzorky = oznaceni vzork, které byly
do jednotlivych skupin pfifazeny (jejich soupis viz v tab. I v priloze).

Pro morfologické porovnani zminénych skupin byl pouzit datovy soubor pfedstavujici vice
vzork (401), nebot zahrnoval vice populaci. Analyzovany byly zvlast rostliny péstované a
meéfené v experimentalni zahradé a rostliny z terénu. Na oba datové soubory byla
aplikovana PCA; jak na drovni jedinct (viz obr. 28), tak na trovni populaci (viz obr. 29).
Ovéfeni pfitomnosti testovanych skupin v ramci této analyzy bylo provedeno na zakladé
randomizac¢niho testu (funkce ade4:rtest). Na tentyz datovy soubor byla pouzita i
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shlukovaci analyza, za tim ticelem byla z dat sestavena matice vzdalenosti (funkce vegdist z
balicku vegan 2. 5. 2 (Oksanen et al. 2018)), pouZita byla manhattanska vzdalenost, data byla
standardizovana smérodatnou odchylkou a centrovana (funkce , decostand”, ktera v rdmci
balicku vegan slouZzi k pfipravé dat pro dalsi analyzu). Vlastni dendrogramy byly sestaveny
za pomoci funkce hclust, dale vizualizovany prostfednictvim funkci z balicku dendextend 1.
8. 0. (Galili 2015).

Diskriminacni analyzy pak zahrnovaly kanonickou diskriminacni analyzu (provedena na
stejnych maticich dat jako pfedchozi PCA funkci ,diskrimin” z balicku ade4), dale linedrni
diskriminac¢ni analyzu (provedena funkci ,Ida” z balicku MASS 7. 3. 49 (Venables & Ripley
2002)) s kfizovou validaci (leave-one-out cross-validation, soubor bez jednoho z objektt je
pouZit jako tréningovy, na jeho zakladé je odvozeno klasifikaéni kriterium, které je zpétné
aplikovano na objekt, ktery byl vynechéan) a pfipadné kvadratickou diskriminac¢ni analyzu
(MASS::qda). Vhodné diskriminatory, znaky k odliseni pfedem definovanych skupin, byly
odvozeny jednak na zdkladé prispévkii vysvétlené variability ke kanonické ose, jednak za
pomoci Wilkova kritéria lambda (funkce greedy.wilks z balicku klaR 0. 6. 14 (Weihs et al.
2005)). (Z datového souboru byly vyfazeny znaky s vySsim korela¢nim koeficientem, nez 0,9.
Vedle snahy omezit vliv vzdjemné korelace znakd, byla jejich redukce nezbytna vzhledem
k malému poctu vzorkd, testovano tedy bylo pouze 31 znakti. Hodnota Wilkovo lambda
vyjadfuje diskriminacni silu navrZzeného modelu bez zahrnuti testovaného znaku. Test
zacina se znakem, ktery k rozdéleni skupin pfispiva nejvétsi mérou, v dalsim kroku je tento
odstranén, pokracuje, dokud p-hodnota dosdhne pfedem stanovené vyznamnosti (tj. znaky
ptispivaji k rozdéleni do skupin), zde byla pouzita defaultni hladina 0,02. Ze zminénych 31
znaki spliiovalo kritérium 13 viz tab. 4.

Jednim z faktorti, na ktery je v souvislosti s morfometrickou analyzou tfeba brat zietel, je
moznost vlivu rtiznych makroekologickych podminek na fenotyp rostlin. Jejich sledovani
vSak nebylo pfedmétem této prace a ani nebyly na lokalitdch podrobné zaznamenavany.
Nicméné jednim ze zakladnich ukazatelti riznych podminek prostfedi je nadmorska vyska.
Vzorky byly proto rozdéleny do 3 arbitrarnich skupin (<350 m n. m., 350-500 m n. m., > 500
m n. m.) a toto zafazeni vyznaceno na ordinacnim diagramu analyzy PCA (obr. 35). Dale
byla pro podrobnéjsi srovnani morfologické a stanovistni variability pouzita klimaticka data
ziskdna z databaze WorldClim (Fick & Hijmans 2017) prostfednictvim funkce , getData”

z bali¢ku raster 2. 6. 7. (Hijmans 2017). Vedle zminéné nadmoiské vysky tak byly ziskany
informace o pramérnych rocnich srazkach a priimérné teploté v nejteplejsim a
nejstudenéjsim mésici. Na vyslednou matici byla opét aplikovana PCA (ade4::dudi.pca)

s defaultnim nastavenim. Pro porovnani podobnosti této matice a pfedchozi odvozené

z morfometrickych dat byl pouzit jednak manteliiv test (vegan::mantel), jednak koiner¢ni
analyza (ade4:coinertia), v rdmci které je pocitan i RV koeficient.
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4. Vysledky

4.1. Sekvenace DNA, vstupni data

Sekvenace DNA probihala ve 4 separatnich bézich. Prvni byl proveden v ramci pilotni
studie, kdy bylo testovano, zdali pfi pouZiti hybridizacnich préb navrzenych pro celou celed
Compositae dojde k dostate¢nému obohaceni DNA studovaného taxonu (tato knihovna
obsahovala vedle vzork ze skupiny Carlina vulgaris agg. t¢Z DNA zastupct rodt Hieracium,
Lasiocephalus a Tripleurospermum). Kromé jednoho vzorku, v jehoZ pripadé doslo diky
nesetrné manipulaci béhem pfipravy k sniZeni koncentrace, bylo procento ziskanych
cilenych asekit DNA dostacujici. Proto bylo pfistoupeno k pfipravé dalsich knihoven
(celkem tfi po 24 vzorcich). Oproti zminénému béhu byla pouzita novéjsi verze kitu pro
obohacenti (viz kapitola 3.4.9.). Celkem byly ziskany sekvence 77 vzorkii (nepouzitelny
vzorek z pilotni studie byl osekvenovan znovu v rdmci jedné z dalSich knihoven). Pfehled
vzork viz tab. I v ptiloze.

Mnozstvi ziskanych read(i na vzorek se pohybovalo od 478 966 (u vzorku 40, podobné nizké
hodnoty byly téz u vzorkii 39 a 20) po 2 669 331 (u vzorku 17), primérné bylo z jednoho
vzorku osekvenovano 1233 877 readti. V nasledném filtrovani dat prostfednictvim
programu Trimmomatic (Bolger et al. 2014) bylo odstranéno primérné 2,52 % sekvenci (od
0,76 u vzorku 75 po 7,41 % u vzorku 33). V dalsim kroku byly odstranény duplikaty, jednalo
se v pruméru o 30 % sekvenci readt (nejméné to bylo u vzorku 33, 7,25 %, nejvice u vzorku
40 58,58 %). Celkem u 20 vzorku tvofily duplikaty vice jak polovinu ziskanych readd.
Podrobnosti viz v tab. Il v pfiloze.

Dale probéhlo mapovani takto filtrovanych dat na referencni sekvence. V ptipadé cilenych
exontl bylo zastoupeni vymapované DNA mezi ready v priiméru 30 %. Nejmensi podil této
cilené DNA, kolem 10 %, obsahovaly vzorky, které byly analyzovany v rdmci pilotni studie a
byly obohaceny starsi verzi laboratorniho kitu. Nejvétsi podil pak byl v DNA vzorku 75
(43,5 %), nejvétsi absolutni pocet u vzorku 4 (446701 readti, 30,71 % z ptivodnich 1454716),
nejmensi u vzorku 40 (67434 readt, tedy 34,73 % z ptivodnich 468795).

U necilenych tisekil (cpDNA a rDNA) bylo zastoupeni vymapovanych tisekii podstatné
nizsi. V pripadé cpDNA predstavovalo priimérné pouhych 0,91 % (vice nez 1 %
chloroplastové DNA bylo zastoupeno u 18 vzorki (nejvyssi hodnoty, mezi 1,7 az 3,88 %)
vykazovaly opét vzorky pfipravované starsi verzi laboratorniho kitu v ramci pilotni studie).
K ziskani dostatecné dlouhych sekvenci cpDNA pro odvozeni relevantnich fylogenetickych
vztaht je tfeba minimalné 10 000 readt (Fér, tstni sdéleni), takovych bylo v pfipadé této
prace pouhych 12, proto bylo od nasledné analyzy téchto dat ustoupeno. Na referenci z
rDNA cistronu se pak namapovalo 355 (u vzorku 51) az 9965 readti (vzorek 17 z pilotni
analyzy), tato DNA ve vzorcich byla zastoupena s podilem od 0,06 % (u zminéného vzorku
51) po 0,92 % (u vzorku 65), s primérem 0,27 %.

V pfipadé analyzy cilené DNA je dtlezitym krokem filtrovani dat. Zdkladnimi parametry,
které pouziva program HybPhyloMaker za timto tcelem, je pfitomnost chybéjicich dat
v sekvenci ziskanych exonti (missing percent) a procento vzork, ve kterych se tyto sekvence
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vyskytuji (species presence), jak jiZ je popsano vyse. Dale je moZné porovnat exony
prostfednictvim souhrnnych tabulek generovanych programem AMAS (Borowiec 2016).
Ukazuji dalsi parametry (délka alignmentu daného exonu, priimérné bootstrapové hodnoty,
primérné délky vétvi genovych stromii). Z ptivodnich cilenych 1061 ortholognich exonti se
podafilo u vSech vzork ziskat pouze 236, které obsahovaly méné nez 50 % chybéjicich dat.
V pripadé pouziti méné striktnich podminek pro filtrovani se pohyboval pocet ziskanych
exontt mezi 450 — 512. Pfi filtrovani dat na zakladé délky alignmentu exont, byl pocet
redukovan priblizné na polovinu ptivodnich sekvenci, které splnovaly dané podminky
(optimalné dlouhy alignment 200 bazi). Chyby v odvozené fylogenezi by tak mohly byt
zptisobeny nedostatecnym mnozstvim vstupnich dat, proto bylo od tohoto kritéria dale
ustoupeno. V tab. 2 jsou priklady pouzitého filtrovani dat (vysledné topologie byly
inkongruentni, srovnatelné vice méné s nasledujicimi v kapitole Vysledky, v ramci prace
nejsou zobrazeny).

Pro dalsi praci bylo pouZzito nastaveni parametrii , missing percent” =70, ,species presence”
=90. Do dal$i analyzy tak bylo zahrnuto 450 exont s priimérnou délkou alignmentu 248
bazi, pfipadné 348 exonti s primérnou délkou alignmentu 268 bp v pfipadé odstranéni
heterozygotnich lokusti a pfi pocitani s ambiguitnimi bazemi 172 exont1 o primérné délce
alignmentt1 186 bp.

Co se tyce aplikace programu HybPiper na datovy soubor, z 534 vybranych exont s nizsim
zastoupenim heterozygotnich mist, se vymapovalo 453. I tak byly nékteré detekovany
prostfednictvim skriptu paralog_investigator.py jako paralogy, z dalsich analyzy byly
odstranény, vysledny pocet superkontigti tak byl 294 sekvenci s priimérnou délkou
alignmentu 2115 bp.

missing species délka délka

filtrovani dat bootstrap

exony ..
percent presence alignmentu vetvi

odstranény sekvence s vice jak 70 %

Chybéjl'cich data pﬁtomné u méné nez 75 % 70 75 480 234 0.456 0.00035

vzorkil (defaultni nastaveni programu)

odstranény sekvence s vice jak 80 %

chybéjicich dat a pritomné u méné nez 80 % 80 80 505 246 0,445 0,00023

vzorku

odstranény sekvence s vice jak 90 %

ChybéjiCiCh data pfl’tomné uméné nez 75 % 90 75 521 263 0421 0.00063

vzorkl

odstranény sekvence s vice jak 50 % 50 100 236 245 0,52 0,00062
chybéjicich dat

odstranény sekvence s vice jak 50 %

chybéjicich dat, dale odstranény sekvence o 50 100 128 332 0.56 0.00069
délce 200 bazi a kratsi

Tab. 2 Priklady pouzitého filtrovani dat. Popis parametrii ,missing percent” a ,species presence” viz v textu.
exony = pocet exont ziskanych na zakladé zminénych nastaveni, délka alignmentu = primérna délka
alignmentu exont (pocet bazi), bootstrap = priimérna bootstrapova podpora v genovych stromech, délka vétvi
= prumérna délka vétvi v genovych stromech
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4.2. Vlastni fylogenetické analyzy

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole metodika (3.5.1.), fylogenetické stromy a sité byly
konstruovany z dostupnych dat jednak na zdkladé cilenych exonovych sekvenci jaderné
DNA (a to 3 rliznymi pfistupy v ramci programu HybPhyloMaker, a programem HybPiper,
ktery umozniuje zahrnout do analyz i pfilehlé tseky intronii), jednak na zakladé
vymapované cistronové rDNA. Prehled pouzitych datovych souborti viz tab. 3.

obr.

20b

data konk. trimAl | var. mista % Yar. bootstrap podp. dévlk?
sekvence mist nody vétvi

exony, filtrovani 111125 64877 1579 2,43 25 5 0,019 18
chybéjicich dat
exony, filtrovani 19
chybgjicich dat a 51095 44551 1093 2,45 21 3 0,020
odstranéni
heterozygotnich lokust
exony, pouZity 20a
ambiguitni baze,
filtrovani chybéjicich dat 09103 31973 170 0,5 24 8  LO5E-04 214
a odstranéni
heterozygotnich lokust
superkontigy (vystup 619675 = 135508 3496 2,57 39 14 8,2E-04
z programu HybPiper) 21b
DNA 6951 6926* 143 2,06 24 6 5,23E-05 22

Tab. 3 Datové soubory pouzité pro odvozeni fylogeneze. konk. sekvence = vysledna délka konkatenované
sekvence, trimAl = délka konk. sekvence po odstranéni prazdnych pozic v programu trimAl (Capella-
Gutiérrez et al. 2009), var. mista = pocet variabilnich mist v ramci sekvence, % var. mist = procento variabilnich
mist, bootstrap = priumérné bootstrapové podpory vyslednych fylogenetickych stromi, délka vétvi = primérna
délka vétvi vyslednych fylogenetickych stromd, obr. = oznaceni obrazk, které reprezentuji vystupy

z jednotlivych datovych soubora. *V pfipadé datového souboru rDNA byla provedena uprava konkatenované
sekvence manualné v programu Tablet

Ziskané fylogenetické stromy ukazuji dvé zdkladni evolucni linie. Prvni zahrnuje vzorky
ptislusici k taxontim Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii a C. biebersteinii subsp. sudetica,
tedy ty ptivodem z Alp a Karpat (oznacené ¢isly 3, 22, 24, 38, 40, 41, 45, 57), reliktnich lokalit
v zapadnich Cechéch (19, 36) a z Malé kotliny (1, 63, 64). Druhou pak reprezentuji viechny
ostatni vzorky analyzované v ramci této studie, tedy ty fazené k C. vulgaris, C. biebersteinii
subsp. brevibracteata a pfechodné morfotypy mezi typickymi rostlinami téchto taxonti. Co se
tyce rozdéleni vzorkii do téchto dvou skupin, je obdobné takika ve vSech ziskanych
fylogenetickych stromech a sitich (s bootstrapovou podporou od 85 v rdmci stromu rDNA po
100 ve fylogenezi odvozené na zdkladé superkontigii); vyjimku tvoii nékolik vzorkt (4, 5, 13,
66 a 77), v jejichz ptipadé se prislusnost do zminénych skupin rtizni ve fylogenetickych
stromech konstruovanych na zdkladé exontt nDNA a rDNA (vice viz diskuze).

Vzajemné vztahy uvnitf téchto dvou linii vSak zlstavaji nejasné: vétveni ve vzniklych
fylogenetickych stromech vykazuji nizkou bootstrapovou podporu, jednotlivé stromy
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skutecnost u vzorkd, které pochazeji ze stejnych populaci (vzorky 1, 63 a 64 z Malé kotliny a
¢astecné i vzorky 10, 30 a 42 z lokality Brezi v Dunajovickych kopcich). V rdmci
fylogenetickych stromf, v jejichZ pfipadé nebylo pracovano s ambiguitnimi bazemi (obr. 18,
19), jsou vzorky z Malé Kotliny soucasti rtiznych vétvi v rdmci skupiny C. biebersteinii subsp.
biebersteinii. V ptipadé prvniho (pouze vyfiltrovand chybéjici data, obr. 18) vychazi jako
sestersky vzorku 64 vzorek 66, nicméné bootstrapové hodnoty jsou obecné nizké. V ramci
fylogenetické sité odvozené ze stejnych dat vsak jsou sesterské vzorky 63 a 64, vzorek 66 je
na bazi vlastniho shluku reprezentujiciho C. biebersteinii subsp. bibersteinii. (Jedna se o
vzorek, reprezentujici rostliny z Ukrajiny diametralné odlisné morfologie i ekologie, jeho
pozice je i v ramci ostatnich fylogenetickych stromii problematickd. Obdobné v dalsim z nich
(obr. 19a) je sestersky vzorku 63, v dalSich se nachdzi na riznych pozicich v rdmci skupiny C.
biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica). Vzorky 1, 63 a 64 tvofi jednu linii

v pripadé jednoho z fylogenetickych stromi (obr. 20 a), a dvou fylogenetickych siti (obr. 21).
Téz v pripadé dalSich vzorkd, které byly pofizeny z jedné populace (byt se jednalo o rostliny
péstované po nékolik generaci v odlisSnych podminkach, dala by se u nich ocekavat blizka
pfibuznost), se zde netvori skupina, vzorky 10 a 42 sice jsou v rdmci nékolika topologii u
sebe, vzorek 30 vsak stoji v pozici pomérné vzdalené. Realné vztahy mezi populacemi (neni-
li zfejmy ani vztah v ramci jedné populace), tedy nelze z téchto dat odvozovat.

Fylogeneticky strom konstruovany na zakladé cistronu rDNA (obr. 22) pfedstavuje ponékud
odlisnou topologii, ani zde vSak nelze predpokladat reflexi redlnych vztahti na nizsich
arovnich, nez jsou jiz zminéné dvé hlavni skupiny. V rdmci vétve zahrnujici vzorky 1, 63, 64
je umistén vzorek 57, coz je rostlina z Pienin. Zvlastni pak zde je pfedevsim pozice vzorki 5
a 13, z nichz prvni reprezentuje rostlinu hluboce zafiznutych udoli fek, druhy pak je
typickou C. vulgaris. Oba jsou v rdmci fylogenetického stromu i sité uvnitt shluku

C. biebersteinii subsp. biebersteinii. Dals$i nezvyklou pozici pfedstavuje vzorek 77 (pfechodny
typ), ktery je na bazi druhé skupiny, navic oddélen dlouhou vétvi vypovidajici o znacné
genetické vzdalenosti. Pak je zde diskutabilni i pozice vzorku 4, coZ jsou horské rostliny

z Alp spadajici v ostatnich stromech jednoznacné do skupiny C. biebersteinii subsp.
biebersteinii (i kdyz v ramci fylogenetického stromu z dat exont s vyfiltrovanymi
heterozygotnimi lokusy a obsahujicimi kédy pro ambiguitni baze (obr. 20a) je v bazalni
pozici). Naproti tomu, v ptipadé€ vzorku 66, ktery byl problematicky v stromech
konstruovanych na zdkladé cilenych exonti, spada tento ve fylogenetickém stromé i siti

z rDNA dat do skupiny ostatnich vzorkt C. vulgaris s. str. a C. biebersteinii subsp.
brevibracteata (v jedné vétvi se vzorky 58 a 37, tedy morfologicky podobnym rostlindam

z tizemi CR).

Jak je jiz vySe feceno, na zdkladé ziskanych vysledku nelze spolehlivé vyvozovat pfesné
vztahy mezi jednotlivymi populacemi. Na grafickych vystupech jsou barevné odliSeny
pracovni skupiny (viz tab. 1), v rdmci kterych by mohla byt pfedpokladana ptibuznost na
zakladé morfologické a ekologické podobnosti takovych populaci. V rdmci ziskanych
fylogenetickych stromt a siti vSak tato skute¢nost neni patrnd. A¢ v nékterych pfipadech lze
pozorovat, ze morfologicko-ekologicky podobné typy sdili spolecné vétve stromu, tézko Ize

36



takova data interpretovat jako vzajemnou pribuznost. Vyjimku snad tvori skupina alpskych
vzorkt C. biebersteinii s. str. (vzorky 38, 24, 22) v ramci nékterych z fylogenetickych siti (na
obr. 19b a 21a). Jinak je pfitomnost takovych skupin ve fylogenetickych stromech a sitich
pravdépodobné artefaktem, napt. pfibuznost vzorki 60, 51, 56 a 12 na obr. 19 je jiz spiSe
nahodnd, a¢ se jednd o rostliny s podobnym morfotypem, pochdzeji vsak z geograficky
odlehlych lokalit (vdpencovy lom v Bavorsku, italské Alpy, Pieniny a podhtifi Jesenik).
Obdobné v dalsim ze stromii vychazi v ramci jedné vétve jiz zminény vzorek 51 v blizkosti
vzorkt 52, 54, 15, 13 a 6, které reprezentuji zastupce ze Skandinavie, Ceského krasu,
Mélnicka a Pribramska.

V rdmci stromu rDNA (obr. 22) 1ze pozorovat takovych skupin nékolik, jednak vétve
reprezentujici morfotyp Carlina biebersteinii subsp. brevibracteata (vzorky 68, 39, 11, 20), jednak
takové odpovidajici morfologicky C. vulgaris subsp. vulgaris (vzorky 15, 78, 25, 32A,
(pfipadné se zahrnutim pfechodného typu 69), 23 a dalsi skupinu tvofi vzorky 6, 54, 60, 46).
Opét vsak nelze usuzovat, ze by zde byly podchyceny redlné pfibuzenecké vztahy, nebot
tyto vzorky pochdzeji ze znacné vzdalenych oblasti. Vzorek 68 pochdzi z Ukrajiny, 39

z Hodoninska a vzorky 11 a 20 z Kralovehradecka. V dalsi zminéné skupiné pak jsou vzorky
z Ceského krasu (15), Plzeriska (78), Rakouska (spolkova zemé Salzburg, 25) ¢i severnich
Cech (32A). Obdobna situace je i v druhé takové skuping, ktera poji dohromady vzorky
pochazejici ze stfednich Cech (6, 46), Danska (54) a Némecka (60).

Navic jsou vzdjemné pozice ve fylogenetickych stromech odvozenych na zdkladé rtiznych
pristupli znacné rozdilné (a s velmi nizkymi podporami bootstrapu). Malokdy se objevuji
v rdmci strom stejné topologie. Nejodlisn€jsi je od vSech ostatnich praveé fylogeneticky
strom odvozeny z rDNA, jeho porovnani s jednim z predchozich stromt ukazuje obr. 23.
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pracovni skupiny
Mala kotlina -
reliktni stanovisté v zapadnich Cechéach
horské z Alp
horské z Karpat
typicka vulgaris
hluboce zafiznuta adoli fek
typicka brevibracteata
prechodné a nejasné
nedolozené

C. biebersteinii subsp. biebersteinii
C. biebersteinii subsp. sudetica

13

Carlina vulgaris
C. biebersteinii subsp. brevibracteata

-73

Obr. 18 a) Fylogeneticky strom ziskany programem RAXML (v pfislusnych nodech jsou vyznaceny bootstrapové podpory 70 a vyssi) na zakladé analyzy konkatenovaného
souboru, v kterém pouze byla odfiltrovana chybéjici data (majority consensus tree). b) Sit odvozena ze stejnych dat programem SplitsTree. Barvy v oznaceni vzorka
odpovidaji pfifazeni do pracovnich skupin (viz tab. 1). Barevné jsou vyznaceny i dvé zakladni skupiny: C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata
jsou ozna¢eny modie a C. biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica oznadena &ervéné. Sipkou je oznadena pozice kontroverzniho vzorku 66.
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pracovni skupiny
Mala kotlina

.
® reliktni stanovisté v zapadnich Cechach
. . @ horské z Alp
Carlina vulgaris ® horské z Karpat
C. biebersteinii subsp. brevibracteata ® typicka vulgaris

@ hluboce zafiznuta Gdoli fek
® typicka brevibracteata

® prechodné a nejasné

® nedoloZené

Carlina biebersteinii
subsp. biebersteinii
subsp. sudetica

Obr. 19 a) fylogeneticky strom ziskany programem RAxML (v pfislusnych nodech jsou vyznaceny bootstrapové podpory 70 a vyssi) na zakladé analyzy konkatenovaného
souboru, v kterém byly vyfiltrovane lokusy (omezen pocet heterozygotnich mist). b) Sit odvozena ze stejnych dat programem SplitsTree. Barvy v oznaceni vzorki
odpovidaji pfifazeni do pracovnich skupin (viz tab. 1). Barevné jsou vyznaceny i dvé zakladni skupiny: C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata
jsou oznaleny modte a C. biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica oznaéena ¢ervéné. Sipkou je oznadena pozice kontroverzniho vzorku 66.
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pracovni skupiny
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Obr. 20 Fylogenetické stromy ziskané programem RAXML (v pfislusnych nodech jsou vyznaceny bootstrapové podpory 70 a vyssi). a) na zakladé analyzy supercontigit
z programu HybPiper, b) konkatenovaného souboru, v kterém byly vyfiltrovane lokusy (omezen pocet heterozygotnich mist) a zahrnuty ambiguitni baze. Barvy

v oznaceni vzorki odpovidaji pfifazeni do pracovnich skupin (viz tab. 1). Barevné jsou vyznaceny i dvé zakladni skupiny: C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii
subsp. brevibracteata jsou oznateny modie a C. biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica oznadena fervéné. Sipkou je oznadena pozice kontroverzniho

vzorku 66.

40



pracovni skupiny
* Mala kotlina .
# relikini stanovidté v zapadnich Cechach
® horské z Alp
@ horskeé z Kar
® typicka vulgaris
# hluboce zafiznuta udoli fek
® typicka brevibracteata
@ pfechodné a nejasné
# nedoloZeng

C. biebersteinii subsp. biebersteinii
C. biebersteinii subsp. sudetica

Carlina vulgaris
C. biebersteinii subsp. brevibracteata

Obr. 21 Fylogenetické sité ziskané programem SplitsTree a) na zakladé analyzy konkatenovaného souboru, v
kterém byly vyfiltrované lokusy (omezen pocet heterozygotnich mist) a zahrnuty ambiguitni baze, b) na
zakladé analyzy superkontigii (z programu HybPiper). Barvy v oznaceni vzorka odpovidaji pfifazeni do
pracovnich skupin (viz tab. 1). Barevné jsou vyznaceny i dvé zakladni skupiny: C. vulgaris subsp. vulgaris a C.
biebersteinii subsp. brevibracteata jsou oznaceny modfe a C. biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp.
sudetica oznacena Cervene.
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a b pracovni skupiny

® Mala kotlina

—56 @ reliktni stanovisté v zapadnich Cechach
® horské z Alp

® horské z Karpat

® typicka vulgaris

9 ® hluboce zafiznuta Gdoli fek

® typickéa brevibracteata

® prechodné a nejasné

* nedoloZzené

71

Carlina vulgaris
92 60 C. biebersteinii subsp. brevibracteata

C. biebersteinii subsp. biebersteinii
C. biebersteinii subsp. sudetica

85

Obr. 22 a) fylogeneticky strom ziskany programem RAxML (v pfislusnych nodech jsou vyznaceny bootstrapové podpory 70 a vyssi) na zakladé analyzy rDNA. b) Sit
odvozena ze stejnych dat programem SplitsTree. Barvy v oznaceni vzorka odpovidaji pfifazeni do pracovnich skupin (viz tab. 1). Patrné jsou dvé zakladni skupiny: C.
vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata jsou oznaleny modfe a C. biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica ozna¢ena éervéné. Sipky
oznacuji pozice vzorka 5, 13 a 4, které nekoresponduji v ramci pozorovanych skupin s pfedchozimi stromy.
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Obr. 23 Porovnani topologii fylogenetickych stromt (RAxML) ziskanych na zakladé cilenych genti z jaderné
DNA (vlevo, pro bootstrapové podpory viz obr. 20 a) a rDNA (obr. 22 a). Barvy car odpovidaji pfifazeni vzorku
do pracovnich skupin (viz tab. 1).

43



4.3. Morfometrické analyzy

4.3.1. Test spravnosti odec¢tu znaku pocet ostnitych zubti

Pfi porovnani datovych souborti pocti ostnitych zubti prostfednictvim vizudlniho odectu a
s pouzitim programu ToothFinder se ukazalo, Ze pfi prvnim ze zminénych pristupti bylo
detekovano ostnitych zubfi vice. U dolnich listti, které jsou nejdelsi, dosahoval jejich pocet az
pripadé dolnich listti nejvyse 325 ostnitych zubti. Porovnani poc¢tu ostnitych zubti ziskanych
vizualnim hodnocenim a rozlisenych programem ToothFinder pro jednotlivé kategorie
méfenych listi je na obr. 24.

Nizsi hodnoty zjisténé programem ToothFinder jsou zde dany arbitrarnim nastavenim toho,
jak velky vystupek je oznacovan jako zub. Stejné tak je velikost vystupku detekovaného jako
zub omezena shora, coZ muize vést k podhodnoceni v nékterych jinych ptipadech.
Kazdopadné jsou tak vSechny listy hodnoceny na zékladé stejnych kriterii (odpada
subjektivni rozhodovani ohledné toho, jak velké vystupky v ramci naskenovaného listu
pocitat jako zub). Na druhou stranu vsak je vysledek ovlivnén chybami. Algoritmus neni
schopen rozeznat osténkaté zuby, které béhem lisovani byly priklopeny na cepel listu.
Zaroven v pripadé prelozenych, ¢ijinak zdeformovanych list(i pfedstavuje nesmyslné
zkuSebniho datasetu je vSak jasny. Pocty zubti spolu signifikantné koreluji (r = 0.839, p-
hodnota <2.2 e-16 (viz téz obr. 25) podobny vysledek, jaky pfedstavili I tvlirci programu, v
jejich ptipadé slo o porovnani poctu naméfenych poctti zubti na 50 listech rodu Tillia, r =
0.873, p-hodnota < 2.2 e-16). Pocty zubtl na vSech méfenych listech pro nasledné analyzy
proto byly zjisStovany za pomoci programu ToothFinder, tedy jednotnou metodikou s jasnou
definici toho, jak velké objekty v rdmci okraje listu jsou do vysledného poctu zahrnuty.
Nasledujici analyzy nebyly proto ovlivnény subjektivnim rozhodnutim v tomto sméru.

4.3.2. Vliv rozdilnych podminek na fenotyp rostlin

Za ucelem posouzeni vlivu rozdilnych podminek na fenotyp rostlin byla provedena analyza
hlavnich komponent (PCA), ktera ukdzala na posun v ordina¢nim prostoru dany rozdilnym
puvodem métenych rostlin (centroid pro rostliny z kultivace ma soutadnice (x=2.76, y = -
0.96), z terénu (x =-0.99, y = 0.34), viz obr. 26). Posun v rdmci ordinaéniho prostoru Ize tedy
vyjadrit vektorem, ktery s osou x svird tthel -19.15 °. Je tedy nejblizsi vektoru znaku pomér
vysek "pomvys" (-19.86 °). Péstovani v zahradé, kromé tohoto znaku, ma vliv i na dalsi, s
timto korelované, jako je pramér terminalniho tboru (terub), délka list(i z dolni ¢asti lodyhy
(deldol) a ze stfedni ¢asti lodyhy (delpro), ¢i na opa¢né orientovany znak ostnitost hornich
list1 (osthor), znazornéni vektorti znakti viz na obr. 27.

Tyto vysledky lze interpretovat tak, Ze zminéné znaky jsou plasti¢téjsi nez ty znaky, jejichz
smérovy vektor nekoresponduje s posunem, ktery byl dan zménami podminek (pfesazeni do
experimentalni zahrady).

44



[l ruéni méfeni

o
§— D program ToothFinder
=2 .
° H
= :
L ' —_—
T : ;
£ B 4 H :
a ° : ) e
(=] H |
2 i
] H
N . o
F=
o H 8
=y : _
£ § ) 1
- 1
3 H i
5 H 1
H I o]
8 i ! o
a H i
ey H \ o
£ : _— 8
=g ' ! g ©
—_—
L= T |
2 8 4 | | —— B o
- ! : I ! 8
i \ ! N
i i ; T =
1 L
i P B 1 —_— H
|
1 i e ! |=‘
P o i —t 1
_— —_—
o -

dolni listy stfedni listy horni listy listeny zakrovu

Obr. 24 Krabicové diagramy pro porovnani poctu ostnitych zubt ziskanych ruénim méfenim (bila) a programem
ToothFinder (Seda).
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Obr. 25 Porovnani datovych souboril poctu ostnitych zubu ziskanych pomoci ru¢niho odectu hodnot (osa y) a za
pomoci programu ToothFinder (osa x), jedna se 0 340 primérnych hodnot vZdy pro 3 mérené listy/listeny.
(ProlozZeny piimkou za pomoci metody nejmensich ¢tvercd, intercept 29.93, odlehlé hodnoty vypovidaji o
chybach danych nepfesnostmi algoritmu.)
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4.3.3. Morfologické rozdily mezi geneticky definovanymi skupinami

Jak jiz bylo uvedeno vyse, byly porovnavany jednak skupiny definované na zakladé analyzy
molekuldrnich dat, jednak na zdkladé subjektivniho pfifazeni do skupin dle morfologickych
a ekologickych charakteristik. Za tim ti¢elem byl pouZit soubor dat zahrnujici 401 jedincti

s vybranymi znaky (obsahoval vzorky z vice populaci).

PCA aplikovand na urovni jedincti ukazuje na morfologickou variabilitu v ramci populaci,
dvou skupin, viz obr. 28) a procento vysvétlené variability prvnimi dvéma komponenty je
40,29 % pro vzorky z kultivace v experimentalni zahradé a 41,35 % pro vzorky z terénu.
Vystupy z PCA pro populacni praméry ukazuji strukturu v souboru dat 1épe, predstavuiji
jednak vice vysvétlené variability prvni a druhou osou (50,62 % pro vzorky z experimentalni
zahrady, 54,24 % pro vzorky z terénu), jednak ostfeji ohranicené skupiny (viz obr. 29).

Pfitomnost oddélenych skupin v ordinac¢nim prostoru PCA byla potvrzena prostfednictvim
randomizacniho testu (funkce ade4::rtest), dle kterého k celkové inercii (suma odchylek od
ndhodného vztahu proménnych a objekti1) pfispiva pfislusnost do dané skupiny 11 % v
pripadé jednotlivych vzorki (u vSech podsouborti vysel test obdobné s rozdilem v setindch
procenta) a kolem 20 % v pripadé pocitani s populacnimi priimeéry (18 % pro rostliny

z experimentalni zahrady, 21 % pro rostliny z terénu), s p-hodnotou 0,001.

Dale byla na data aplikovana shlukovaci analyza, opét na dva zminéné podsoubory
separatné (obr. 30 a 31). Ukazuje, obdobné jako pfedchozi PCA, prekryv populaci. V pripadé
vzorkt z uniformnich podminek experimentalni zahrady predstavuje vznikly dendrogram
dvé odliSené skupiny. Prvni zahrnuje vzorky pupavy Biebersteinovy pravé a nékolik jedincti
z populaci 18 a 11, v druhé pak jsou jedinci z ostatnich populaci a jedna rostlina z alpské
populace 4 (zbyli zastupci této populace tvofi samostatny shluk v rdmci prvni skupiny).

Vysledky shlukovaci analyzy v pripadé vzorkii z terénu jsou ovlivnény podminkami
prostfedi, v kterych rostliny rostly. V rdmci tohoto dendrogramu nejsou zastupci oznaceni
jako Carlina biebersteinii s. str. v rdmci jedné skupiny, nybrz ve dvou vétvich, z nichZ jedna
sdruzuje jedince z populaci 22, 24 a nékolik z populace 4, druhou pak reprezentuji jedinci

z populace 3 a opét nékolik zastupcti z populace 4. Dalsi ¢tyfti rostliny z této alpské populace
4 pak jsou na rtiznych mistech dendrogramu mezi ostatnimi zastupci Carlina vulgaris agg.
Tyto vysledky vypovidaji pravdépodobné o heterogenité prostiedi, kterd se v rdmci rliznych
lokalit vyskytovala.
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vSechny vzorky, N = 197
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Obr. 26 Ordinacni diagram PCA pro vSechny méfené znaky (celkem 197 rostlin). Pro nazornost je nize uveden
tentyz graf jednou s promitnutim vzorki pouze z experimentalni zahrady, podruhé pouze z terénu

s vyznacenymi centroidy. Elipsy setrvacnosti (angl. inertia ellipses) vymezuji prostor kolem centroidu, kde se
nachazi 2/3 vzorki z pfislusné skupiny. Modfe skupina Carlina vulgaris a C. biebersteinii subsp.
brevibracteata, cervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii vcetné subsp. sudetica.
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vzork z kultivace v experimentalni zahradé a z terénu (viz obr. 25 vyse) lze vyjadrit vektorem odpovidajicim
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Obr. 28 Ordinacni diagram PCA pro datovy soubor vybranych znaki. Zleva: pro vzorky z experimentalni
zahrady (95 jedincti), pro vzorky z terénu (308 jedincti). Modfe skupina Carlina vulgaris a C. biebersteinii
subsp. brevibracteata, cervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii vcetné subsp. sudetica.
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populaéni priméry vzorkd z experimentalni zahrady populaéni priméry vzorkl z terénu
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Obr. 29 Ordinacni diagram PCA pro datovy soubor vybranych znakt, pouzity populacni priiméry. Zleva: pro
vzorky z experimentalni zahrady (15 populaci), pro vzorky z terénu (27 populaci). Nahofe vyznacena
prislusnost ke geneticky definovanym skupinam (modie skupina Carlina vulgaris a C. biebersteinii subsp.
brevibracteata, ¢ervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica). Dole tentyz
graf znazornujici pracovni skupiny dle tab. 1.
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vzorky z experimentalni zahrady, N = 93
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Obr. 30 Dendrogram reprezentujici vysledky shlukovaci analyzy (pouZita Wardova metoda) pro vzorky péstované a méfené v experimentalni zahradé. Modie skupina
Carlina vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata, ¢ervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica.

vzorky z terénu, N = 308

Ay SR S R

Obr. 31 Dendrogram reprezentujici vysledky shlukovaci analyzy (pouzita Wardova metoda) pro vzorky méfené v terénu. Modie skupina Carlina vulgaris a C. biebersteinii
subsp. brevibracteata, cervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica.
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4.3.4. Znaky vhodné k odliseni definovanych skupin

Za ucelem nalezeni vhodnych znak pro odliseni skupin byla provedena diskriminacni
analyza, opét separatné pro oba zminéné datové soubory. Dvé definované skupiny
prostfednictvim této analyzy byly distinktné oddéleny ve vSech pripadech. Obr. 32
reprezentuje bimodalni rozdéleni vzorki dle kanonického skore z diskriminacéni analyzy pro
dataset 401 vzork (rostlin péstovanych v experimentalni zahradé i méfenych v terénu).
Ukazuje, Ze na zakladé méfenych znakii dojde k rozdéleni do dvou skupin i v pfipadé, kdy
jsou do souboru zahrnuty rostliny z rtiznych stanovist. Z toho vyplyva, Ze vliv riznych
podminek na fenotyp rostlin tedy neni tak vyrazny, aby smyval rozdily v méfenych znacich

mezi danymi skupinami).

Celkové strukturni koeficienty pfedstavujici miru korelace znaku a kanonické osy byly
nejvyssi v pripadé znaku délka vnéjsich zadkrovnich listenti (dzl) v rdmci vSech testovanych
soubort. Déle pak znaky vypovidajici o rozmérech prostfednich listd, a sice znak pomér
délky a sifky listu ze stfedni ¢asti lodyhy v nejsirsim misté (delsipro), v pfipadé datového
souboru s omezenym poctem znaki (401 rostlin), a znak délka prosttedniho listu (delpro),

v ptipadé analyzy vSech znakt (197 rostlin). Dalsim znakem, ktery mél v pfipadé vsech
provedenych diskriminac¢nich analyz nejvyssi hodnoty celkového strukturniho koeficientu je

v8ehny vzorky, N = 401
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Obr. 32 Frekvencni histogram diskriminacni analyzy provedené na datovém souboru vybranych znakti dohromady
pro vzorky z uniformnich podminek experimentalni zahrady i z terénu (401 rostlin). Modfe skupina Carlina vulgaris
a C. biebersteinii subsp. brevibracteata, cervené skupina Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii vcetné subsp.
sudetica.
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délka horniho listu (delhor), jedna se vSak o znak vyznamné korelovany s jiZ zminénym
znakem délka vnéjsich zakrovnich listenti (dzl) (coz vedlo k jeho vyfazeni z analyzy

v pripadé datového souboru rostlin péstovanych v experimentalni zahrad¢, v pfipadé
ostatnich nebyl korelacni koeficient vyssi nez stanovena hodnota 0,95, ale blizil se k ni).
Vzdjemny blizky vztah téchto dvou znakd, stejné jako v ptipadé nékterych dalSich, které
byly vzajemné znacné korelované, ukazuje dendrogram na obr. 33.

V porovnani s procentudlnim ptispévkem k vysvétlené variabilité os PCA je zfejmé, Ze
zminéné znaky mély znacny podil na vysvétlené variabilité i v této analyze, kde k nim
pristupoval jesté znak vzdalenost mezi nejSirsi ¢asti listu ze stfedni ¢asti lodyhy a jeho bazi
(bazpro) v datovych souborech pro vybrané znaky, a dale vzdalenost mezi nejsirsi casti listu
z dolni ¢asti lodyhy a jeho bazi (deldol) a vyska po vrchol terminalniho tboru (vyskal)

v pripadé vzorkli péstovanych na zahradé a vSech pouzitych znakt. Pfehledové tabulky, tab.
VI a VII, s hodnotami pro jednotlivé znaky jsou uvedeny v pfiloze.

Déle bylo za tcelem ovéfeni vlivu zminénych znakii na diskriminaci objektii do dvou skupin
aplikovano testové kritérium Wilkovo lambda. Vysledky tohoto testu ukazuji 13 znakt z
puvodnich 31, které signifikantné prispivaji k rozdéleni do skupin, vysledky testu viz

v tab 4.

znaky Wilkovo lambda F-test p-hodnota F-test (part) p-hodnota (part)

1 dzl 0.45 479.02 2.49E-70 479.02 2.49E-70
2 delsipro 0.32 417.04 2.18E-98 161.90 <2.2E-160
3 bazdol 0.27 352.41 1.63E-111 72.76 3.33E-16
4 izahd 0.24 319.09 2.02E-122 60.55 6.26E-14
5 olist 0.22 276.47 1.44E-126 25.86 5.67E-07
6 sumub 0.21 244.10 2.36E-129 19.05 1.63E-05
7 prumer 0.20 227.23 6.77E-134 27.51 2.56E-07
8 bazpro 0.19 203.43 1.96E-134 8.09 4.68E-03
9 delvzsidol 0.19 183.98 1.28E-134 6.31 1.24E-02
10 terub 0.19 168.46 7.93E-135 6.31 1.24E-02
11 delvzsihor 0.19 155.10 9.55E-135 4.86 2.80E-02
12 bazhor 0.18 143.71 1.50E-134 423 4.03E-02
13 vyskal 0.18 133.57 4.19E-134 2.99 8.46E-02

Tab. 4 Wilkovo kritérium lambda pro diskriminaci 401 objekt do 2 skupin. F-test = vysledek F-testu pro dany
model, F-test (part) = vysledek F-testu pro unikatni piispévek dané proménné k diskriminaci, p-hodnota a p-
hodnota (part) = statististika vyznamnost F-testti.

Mezi relativné dobré diskriminatory byly tedy timto testem vedle zminénych znaki délka
vnéjsich zakrovnich listenti (dzl) a pomér délky a Sitky listu ze stfedni ¢asti lodyhy v
nejsirsim misté (delsipro) zatazeny téz znaky vzdalenost mezi nejsirsi ¢asti listu z dolni ¢asti
lodyhy a jeho bazi (bazdol), index hloubky zafezu u listt z dolni ¢asti lodyhy (izahd) ¢i délka
internodii (olist).
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Ucinnost klasifika¢niho kriteria (souboru znakii) pro rozdéleni do dvou skupin pak byla
testovana linearni diskriminacni analyzou s kfizovou validaci, ktera jasné ukazala na
rozdéleni vzorkti do dvou zminénych skupin ve viech podsouborech. Uspésnost
diskriminacni funkce pro pfifazeni objekti do dvou zminénych skupin se pohybovala mezi
93 a 100 %. Vzledem ke skutec¢nosti, ze data neméla mnohorozmérné normalové rozdéleni
(testovano pomoci balicku MVN 5.5 (Korkmaz et al. 2014)), byla pouzita i kvadraticka
diskriminac¢ni analyza (bohuzel v pfipadé podsouborii nebyl pro danou analyzu dostatecné
velky pocet pozorovani, proto byla aplikovana pouze na soubor zahrnujiciho vsech 401
vzorkt). Zde byla tispé€snost nizsi v pripadé skupiny Carlina biebersteinii s. str., ¢inila 76 %
(chybné bylo klasifikovano 16 z 68 jedinct).
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Obr. 33 Vizualizace vztahti mezi pouzitymi znaky pomoci dendrogramu (vystup shlukovaci analyzy (Wardova
metoda) aplikované na transponovanou matici vSech znak a 197 objekti). Popis jednotlivych znakia viz
v tab. III v priloze.
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Obr. 34 Krabicové diagramy nékterych vyznamnych znaki (podle celkovych strukturnich koeficienti CDA,
viz v tab. VI a VII v pfiloze, soupis souhrnnych statistik pro vSechny znaky viz v tab. IV tamtéz). Modfe
skupina Carlina vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata, cervené skupina Carlina
biebersteinii subsp. biebersteinii véetné subsp. sudetica.
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Obr. 35 Nahofe: PCA (vystup analyzy 401 vzorki) s vyznacenim nadmotskych vysek, z kterych rostliny pochazi.
Vzorky z populaci z nizsich poloh (do 350 m n. m.) oznaceny zlutou barvou, stfednich poloh (350 - 500 m n. m.)
zelenou, a podhorskych az vysokohorskych (500 m n. m. a vyse) béZovou. Dole: Pro srovnani stejny ordinacni
diagram s oznacenim vzorki podle pfislusnosti do pracovnich skupin (jejich popis viz tab. 1).
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4.3.5. Ekologicka diferenciace

Na PCA diagramu (obr. 35) s vyznacenim 3 arbitrarnich skupin dle nadmotské vysky se jeji
vyrazny vliv neprojevil (v porovndni s prislusnosti k pracovnim skupindm, ktera je na
stejném grafu znazornéna niZe). Lze vidét, Ze rostliny klasifikovatelné jako C. biebersteinii
subsp. brevibracteata osidluji nadmoiské vysky stfednich poloh (350 — 500 m n. m.), zatimco
C. biebersteinii subsp. biebersteinii roste ve vyssich nadmorskych vyskach. Rostliny
klasifikované jako C. vulgaris subsp. vulgaris pak mohou rtist v celém rozsahu nadmorskych
vysek.

Déle byla pro srovnani morfologické a stanovistni variability pouZita klimaticka data
dostupnd v rdmci databaze WorldClim (Fick & Hijmans 2017). Graf PCA, ktery reprezentuje
pozici sbiranych populaci v ordina¢nim prostoru téchto nékolika proménnych prostredsi,
ukazuje podobny vzor, jako PCA vyse ohledné populaci Carlina vulgaris s. str., které v ramci
ordinacniho prostoru maji nejvétsi rozptyl. Specifickou pozici mimo ostatni skupiny zde
zaujima populace z Malé Kotliny (na obr. 36 oznacena cislem 1), dalsi odlehly bod
predstavuje alpska populace 38. Jinak je zde patrnd skupina odpovidajici jedincim Carlina
biebersteinii subsp. brevibracteata (svétle zelené body) a s ni se prekryvajici skupina

predstavujici pfechodné typy (svétle modré body).
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Obr. 36 Ordinacni diagram PCA pro vybrané ekologické faktory (nadmoiska vyska, priimérné rocni srazky,

pramérna teplota v nejteplejsim a nejchladnéjsim mésici) pro vsechny lokality sbéru vzorku. Barevné oznaceni
odpovida pracovnim skupinam v tab. 1.
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A¢jsou data prevzatd z obecnych modeli pouze nepfilis pfesnou aproximaci a realné
podminky odrazi pouze omezenég, byla za ticelem porovnani vlivu prostfedi na fenotyp
rostlin testovana podobnost distanc¢nich matic z téchto dat a z populacnich priméra
morfometrickych znakt. Za tim tcelem byl pouZzit Mantel{iv test (vegan::mantel), ktery
ukazuje na relativné slabou korelaci (korelacni koeficient r = 0,36, p-hodnota 0.005). Obdobné
RV koeficient (vicerozmérné zobecnéni Pearsonova korelacniho koeficientu) s hodnotou 0,34.
Oba ukazuji na vzajemny vztah mezi zminénymi maticemi. Ten byl déle testovan koinercni
analyzou. Jejim vystupem je graf na obr. 37, ktery ukazuje, Ze nejvétsi rozdily (zde
reprezentované délkou Sipek) mezi porovnavanymi maticemi vzdalenosti predstavuji jednak
alpské populace 3 a 4, jednak opét populace prifazené ke Carlina vulgaris subsp. vulgaris (6,
23, 25, 32A), pripadné populace pfechodna (34). Pozice populaci 17, 28, 29, 30, které zde
reprezentuji C. biebersteinii subsp. brevibracteata, jsou si naopak v rdmci obou matic podobné.

Obr. 37 normované skore objektti v ordinac¢nim prostoru koinercnich os. Zacatky Sipek reprezentuji pozici v
prostoru danou na zakladé prvni matice (tedy podminek prostfedi), konce pak pozici dle druhé matice
(morfologické znaky). Délka sipek odpovida shodé mezi projekcemi.

4.3.6. Pozice taxonu Carlina biebersteinii subsp. sudetica v ramci studované
skupiny
Taxon popsany z Jesenikd, jeden z endemitii CR, je dle autora popisu reprezentovan
statnymi rostlinami s vyskou az 55 cm a primeérem lodyhy az 6,5 mm a poétem tibort 1-2(—
3). Od ostatnich zastupcti se lisi zejména velikosti terminadlniho tboru (42 mm v primeéru bez
zakrovu), délkou ostnii na listech (které tvori pouze 2 fady, prvni reprezentuji 2,4 mm
dlouhé osténky, druhy 0,8 mm) a déle tvarem zdkrovnich listenti (izce kopinaté, dlouhé az
52 mm a az 9 mm Siroké). Vnitfni zdkrov pak je dlouhy 16-19 mm.

Vzhledem k tomu, Ze na posledni existujici lokalité taxonu roste jen okolo deseti rostlin, z
nichz obvykle kvete jen jedna nebo par, byly v rdmci této prace znaky méfeny pouze na
rostlinach péstovanych v experimentalni zahradé; jednalo se celkem o 19 rostlin. Ty byly
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porovany s 20 rostlinami ze tfi alpskych populaci (8 zastupcti z lokality 3, 9 z lokality 4 a 3 z
lokality 22) a se zastupci reliktni zapadoceské populace 19 (9 jedincii), téz péstovanych v
experimentalni zahradé. A¢ je datovy soubor zna¢né omezeny a postihuje pouze nékolik
lokalit, 1ze na jeho zakladé polemizovat se zminénym popisem. Rostliny subsp. sudetica
péstované v experimentdlni zahradé (jak podotyka i sdm autor popisu Kovanda (2002)) maji
vyssi pocet iborti (v naSem pripadé prumérné 8), s cimzZ vsak souvisi i mensi velikost uborti.
V pfipadé terminalnich ibort u subsp. sudetica to bylo priamérné 20,3 + 6 mm (pramér
nejvétsiho termindlniho iboru méfeny v ramci této populace dosahoval 32 mm). Pro ostatni
populace se priimérna velikost iboru pohybovala téZ kolem 20 mm (u populace 19 to bylo
21,36 + 2,7 mm, u alpskych rostlin 19,98 + 2,1 mm). Od toho se odviji i kratsi listeny vnéjsiho
zakrovu (v rdmci srovnavanych soubort byla jejich délka u jesenické populace nejmensi
(27.98 + 6.4 mm), v pripadé alpskych populaci pak pramérné 30,37 + 4,1 mm, nejdelsi listeny
byly zaznamendny u rostlin z populace 19 (36,28 + 4,1 mm), pro srovnani populac¢nich
primérii viz krabicovy diagram na obr. 38. I v pfipadé délek ostnti jsou v pripadé subsp.
sudetica kratsi (1,57+ 0,3 mm) nez v dal$ich ze srovnavanych rostlin (2,18 + 0,5 mm v pfipadé
populace 19 a 2,24 + 0,2 mm). (Zde byla pouZita data z dolnich, stfednich i hornich listfi.
Vzhledem k tomu, Ze autor popisu nespecifikoval, jakych lodyZnich listti se tidaj o délce
ostnt tyka, nelze jeho popis se ziskanymi daty dobfe porovnat. Navic jsou dostupna data v
pripadé alpskych rostlin pouze pro populaci 4).

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze znaky charakterizujici C. biebersteinii subsp. sudetica nejsou,
navzdory tvrzeni uvedeném v popisu (Kovanda 2002), stabilni pfi zméné podminek
prostfedi. Ac se tato populace signifikantné 1isi napt. od populaci 3 a 4 absolutni vyskou
rostlin, v porovnani s dalsimi (populace 19 a 22) jiz rozdil neni vyrazny. Podobna je situace v
pripadé délky zakrovnich listenti, kde se odlisuji jedinci subsp. sudetica od zastupca
populace 19 a primérné hodnoty alpskych populaci lezi na pomezi mezi nimi (viz krabicové
diagramy na obr. 38). Lze tedy tvrdit, Ze ramci téchto znakti rostliny z Malé kotliny

v Hrubém Jeseniku vyrazné nevybocuji z variability, jaka je mezi ostatnimi populacemi C.
biebersteinii z Alp. Vyraznou diferenciaci neukazuji ani molekuldrni data ziskand v rdmci této
prace. BohuZzel nepfinesla, vedle potvrzeni blizké ptibuznosti zminéné subsp. sudetica, rostlin
z reliktnich lokalit v zdpadnich Cechéch a horskych zastupcti C. biebersteinii, jednoznaénou
predstavu o jejich vzajemnych vztazich. Nejblizsi pfibuzni nasich populaci, mohou byt, jak v
Alpach, tak v Karpatech. Kazdopadné dle dostupnych dat jsou souéasti jedné vyvojové linie.
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Obr. 38 Krabicové diagramy pro porovnani vybranych znaka C. biebersteinii subsp. sudetica (1),
C. biebersteinii subsp. biebersteinii z lokality v zapadnich Cechéch (19) a z Alp (3,4,22). Pismena oznaéuji

skupiny, které se signifikantné 1isi dle Tukeyovy metody mnohonasobného porovnani (barvy odpovidaji
oznaceni populaci v tab. 1).
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5. Diskuze

5.1. Moznosti a omezeni pouZzitych metod pro rekonstrukci fylogeneze
skupiny

Pred vlastni rekonstrukci fylogeneze byla data nejprve filtrovana na zakladé rtiznych kritérii.
Tim se vyrazné zredukoval pocet dat (napt. duplikaty tvofily vice nez 50 % ziskanych readii
v pripadé 20 vzorki). V dalSich krocich pak byla eliminovana chybéjici data. Je zde nutné
Celit dilematu, zdali pracovat s vétSim mnoZstvim méné kvalitnich dat, ¢i naopak s mensim
podsouborem, zato vSak dlouhych alignmentti s mensim podilem chybéjicich hodnot. Pocet
gent zahrnutych do analyzy muzZe znacné ovlivnit pfesnost ziskané fylogeneze. Na piiklad
pfi pouziti 5 genti ¢ini rozdil mezi topologiemi odvozenymi na jejich zadkladé riznymi
metodami 60 %, u 500 genti to je 10 % (Skopalikova 2017). Navic je mnozstvi genti, které je
pro rekonstrukci fylogeneze nezbytné, ovlivnéno takeé jeji taxonomickou trovni. Pro vztahy
mezi druhy a poddruhy je nutné zahrnout do analyz vyssi pocet genti, nez jaké staci pro
oddéleni hlavnich linii v rdmci studované skupiny (Skopalikova 2017, Ai & Kang 2015).
Napt. ve studii vnitrorodovych vztahti rodu Curcuma bylo pro zatazeni druhti do spravné
skupiny v rdmci podrodu potfeba az 200 genti (Skopalikova 2017). Jaky pocet by byl

Carlina vulgaris agg.) je téZké odhadnout. V ramci studie (Ai & Kang 2015), jejimZ cilem bylo
nalézt nejmensi pocet gentl nutny pro odvozeni relevantni fylogeneze, pfitomnost jen jedné
rychle radiujici vétve, vyrazné htife podpoteného tripletu, vedla ke zvySeni potfebného
poctu genti ze 75 na 175. Bude-li takovych vic, coZ lze v naSem pfipadé predpokladat,
nemusi byt pocet exont roven 450 viibec dostacujici.

Pouzitim vétsiho mnozstvi genti s vétsSim mnozstvim chybéjicich dat je také rizikem. Vedle
jejich samotného poctu mtize mit vliv i jejich rozloZeni v rdmci dostupnych alignmentt
(Bleidorn 2017). Chybéjici data nejsou jedinym problémem, na trovni alignmentu, svoji roli
muze hrat cela fadka rtznych dalsich jevi, vice viz tomuto tématu vénované review
Philippe et al. (2011).Cést z nich by bylo mozné fesit filtrovanim dat podle vice kritérii, jako
je délka alignmentu, délka vétvi jednotlivych genovych stromt (¢im jsou kratsi, tim vétsi je
vliv rekombinace (Philippe et al. 2011)), nebo jejich podpora (Borowiec et al. 2015). Nicméné
za pouziti téchto filtrovani relevance odvozenych topologii nebyla vyrazné vyssi nez bez
jeho aplikace, vzdjemné byly stromy znacné inkongruentni (¢astecné i proto, Ze pocet
alignmentti, které splnovaly optimalni podminky, byl omezeny). Diisledkem filtrovani dat
muze byt na jedné strané zlepSeni podpory nékterych, pied jeho aplikaci nepodpodporenych
vétvi, na druhé strané vsak v né€kterych ptipadech mtiZze vést i k odstranéni informativnich
usekt a tim k vétsimu biasu (Herrando-Moraira et al. 2018, Streicher et al. 2018).

Dal$im z faktorti, na které je tfeba brat zfetel, i kdyZz byly pouZity proby cilené na obohaceni
low-copy gend, je v pripadé recentné divergujicich taxonti pfitomnost paralognich gend.
Zdakladni skripty HybPhyloMaker-u vychazi z tzv. ,,adjustable majority”, pocita s nejcastéji
se vyskytujicimi se sekvencemi. Obecné se ma za to, Ze takové jsou vzdy ortologni (Fér &
Schmickl 2018). Nicméné nemusi to platit absolutné. Proto byly exony filtrovany podle
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blizsi popis viz manual https://github.com/tomas-
fer/HybPhyloMaker/blob/master/docs/HybPhyloMaker manuall.6.4.pdf, str. 13). Za tcelem
presnéjsiho filtrovani a detekce alelické variability se pak pracovalo se sekvencemi, které

zahrnovaly ambiguitni znaky NC-IUPAC. Tento postup pfinesl alesponi v pripadé vzorki z
jedné populace topologii odpovidajici o¢ekdvani (viz déle), presto nelze vyvozovat zavéry o
ostatnich vztazich.

Na trovni blizce pfibuznych druhii probiha fada jev1i, které ztéZuji, ba pfimo znemoznuji
jejich jednoznacné taxonomické vymezeni. Patfi mezi né hybridizace, tzv. incomplete lineage
sorting, ¢i mezigenomovy prenos (intergenomic transfer), organizace genomu (genome
organisation). V obecnéjsi roviné pak mohou tspésnost taxonomického feSeni ovlivnit i
dtisledky selekce; nezanedbatelnou roli hraje také demograficka a fylogeograficka struktura
zkoumanych populaci. Tradi¢né pouzivané modely pro odvozeni fylogeneze vSak vétsinou
predpokladaji dichotomické vétveni a hierarchické vztahy mezi liniemi zkoumanych
organismu, zanedbdvaji ancestralni polymorfismus a dopady rtiznych typt rozmnozovaciho
systému na vnitro- i mezidruhovou genetickou strukturu (Naciri & Linder 2015).
Vychodiskem pro rekonstrukci takové retikulatni evoluce, miiZze byt pouZiti modela
vytvarejicich evolucni sité namisto stromt (Huson & Bryant 2006; Linder & Rieseberg 2004).
Proto byla v ramci této prace za ucelem vizualizace vztahii mezi skupinami vedle programu
RAxML (Stamatakis 2014) ke konstrukci fylogenetickych stromt na zdkladé metody
maximum likelihood, pouZzita také metoda neighbour-net v rdmci programu SplitsTree
(Huson & Bryant 2006). Pro tento typ dat je zfejmé vhodnéjsim zplisobem prezentace,
prikladem mtze byt pozice problematického vzorku 66 na bazi skupiny Carlina biebersteinii
subsp. biebersteinii ve fylogenetické siti v porovnani s pozici, kterou prezentuje fylogeneticky
strom RAXML (zminény vzorek vmezefen mezi vzorky 63 a 64). Dalsim takovym pfipadem
je vzorek 4, ktery v ramci fylogenetického stromu rDNA vytvaii vétev mezi vzorky skupiny
C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata.

Avsak ani fylogenetické sité pocitané metodou neighbour-net nejsou uspokojivym feSenim,
nepocitaji s efektem ILS, predpokladaji pouze vliv hybridizace (Nakhleh 2011), coz mtze
vést k mylnym vysledktim. Obecné s timto efektem pracuji modely zaloZené na koalescenci,
ty vSak pro zménu vychazi z predpokladu, Ze po speciaci mezi vzorky nedoslo

k vzdjemnému genovému toku; nelze je tedy aplikovat na data, kde l1ze hybridizaci
predpokladat (Kubatko et al. 2009), jako jsou tato. Navic ziskané alignmenty byly spise
kratké (priimeérné 248 bp), coz omezuje tspesnost koalescentnich metod (Xi et al. 2015).

Vedle pfi¢in uvedenych vyse (maly pocet ziskanych genti pro odvozeni vztahti na
vnitrodruhové trovni, jakou recentné vzniklé taxony predstavuji a/nebo nevhodné zvolené
parametry pro vybér téchto gentl, jejich mala variabilita, rozsahla vzajemnd hybridizace, ILS
a jiné evolucni procesy) je nutné téz zvazovat mozné chyby pfi vlastnim procesu pripravy
vzorku (chybovost PCR). Je zde patrny vliv rozdilné verze pouzitého laboratorniho kitu pro
obohaceni DNA, vedle skutecnosti, Ze vzorky analyzované v ramci pilotni studie mély vyssi
koncentraci i podstatné vyssi zastoupeni cpDNA a rDNA, sdileji pravdépodobné i ¢ast
stejnych dat (at jiz chybéjici data, nebo naopak vice ambiguitnich bazi jako dtsledek vétsiho
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pokryti). V diisledku se pak objevuje v nékolika fylogenetickych stromech a sitich artefakt

v podobé sesterskych vzorkt 17 a 33 a vétev prezentujici vzajemnou pribuznost vzorki 1, 19
a 3, které byly analyzovany pravé béhem pilotniho béhu. Lze spekulovat o vlivu knihovny,
v ramci které vzorky byly pfipravovany, na vysledky i v ostatnich pfipadech. BohuZzel vSak
vzorky nebyly do knihoven rozfazeny nahodné (pfiprava probihala postupné, vzorky
ziskané z jedné sbérné cesty, tedy z blizkych lokalit, ¢asto byly sekvenovany spolecn€), proto
jej nelze dobfte testovat. Pocet variabilnich mist ve vysledném konkatenovaném souboru po
filtrovani navic ¢inil pouze ptil procenta. Co z této nizké variability 1ze brat za realny zaklad
tylogenetickych vztahti a co je Sumem v datech, at jiz jakéhokoli ptivodu, je otazkou,
kazdopadné i zména v nékolika malo nukleotidech se za takovych podminek miize
markantné projevit (coz je zfejmé i divod diametralné odlisnych stromi za rizného
filtrovani dat).

Diskutabilni je i pouziti univerzalnich hybridizac¢nich prob, které sice prinaseji dostatecné
rozliSené topologie na mezidruhové trovni (Chau et al. 2018), dosavadni studie provadéné
na urovni poddruhti az populaci stavély na probach specificky navrzenych pro dany taxon
(Nicholls et al. 2015; Villaverde et al. 2018). Obecné tento piistup, a¢ pfinasi uskali spojena

s nalezenim vhodnych cilenych tsek, poskytuje vyssi pocet vymapovanych sekvenci apod.,
je povazovan za vhodnéjsi (Kadlec et al. 2017), i kdyz vysledky na zdkladé univerzalnich
prob mohou byt srovnatelné a pro mezidruhovou troven zcela postacujici (Chau et al. 2018).
Nicméné, i priklady studii, kde sice oproti dosud pouzivanym markertim pfineslo pouZiti
Hyb-Seq s univerzalnimi probami podstatné lépe vyfesené stromy, ale pfesto neposkytlo
dostatecné variabilni sekvence pro odvozeni vztahti na nizsich arovnich, nalézt 1ze, napft.
fylogeneze rodu Sarracenia (Stephens et al. 2015), nebo recentné publikovana prace fesici
vztahy v ramci komplikované skupiny 4 rodii z podceledi Cardueae (Herrando-Moraira et al.
2018). Autori jednak srovnavali pouziti pipeline PHYLUCE a HybPiper pro analyzu dat,
jednak rtizné metody filtrovani. A¢jejich analyzy pfinesli dobfe vyfesené topologie zastupciti
rodt Arctium, Cousinia a Saussurea, v ptipadé ¢tvrtého, Jurinea, byla vysledna fylogeneze
tvofena prekvapivé kratkymi vétvemi s nizkou podporou. Metoda tedy ma Siroké uplatnéni
napfic riznymi taxonomickymi trovnémi, nicméné ma své limity a uspésnost jeji aplikace se
li8i druh od druhu v zavislosti na jeho evolu¢ni historii. Moznym fesenim dle autort studie
je (vedle zvysSeni poctu vzorki) jednak pouziti metod , statistical binning” (Bayzid et al.
2015) (umoznuji eliminovat efekt kratkych alignmentt pro konstrukci genovych stromt

v ramci koalescentnich metod), jednak pouziti variabilnéjsich ¢asti genomu (intronf, ¢i
superkontigt1), které vSak ma své opodstatnéni zejména v pfipadé, Ze neni ocekavan vyrazny
efekt ILS. V ramci této prace byl datovy soubor ze superkontigti pouzit, pfinesl sice lépe
podpofenou topologii (s primérnym bootstrapem 39, s podporou vyssi jak 70 bylo 14 vétvi),
nicméné presto nereflektujici redlné vztahy v ptirodé 1épe nez pfedchozi. Dalsim z moZznych
feSeni pak je pouziti nékteré z jinych metod NGS, které poskytuji rozliSeni na vnitrodruhové
a populacni arovni jako je RAD-sekvenovani (Davey et al. 2010).

Jak jiz bylo zminéno v kapitole Vysledky, vzorky ptivodem z jedné populace (1, 63, 64),
jejichz postaveni ve vzajemné blizkosti by mélo odpovidat redlnym vztahtim, tvoii jednu
linii pouze v jednom fylogenetickém stromu (viz obr. 20a). Ohledné jejich pfibuznosti by
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nemél byt pochyb vzhledem ke skutecnosti, Ze se jedna o vzorky z reliktni lokality v Malé
Kotling, kde se bude jednat o populaci geneticky zna¢né uniformni vzhledem k jeji
izolovanosti i nizkému poctu jedinct. Pfedpokladany vztah je prezentovan v ramci
fylogenetické sité a stromu odvozenych na zakladé dat s vyfiltrovanymi heterozygotnimi
lokusy pfi pouziti ambiguitnich kodt pro viceznacné pozice (pak je téz v ramci fylogenetické
sité odvozené na zdkladé superkontigti, obr. 21b, v rdmci stromu RAXML ze stejnych dat
vSak jiZ neni tato skupina patrna, obr. 20b). Na zdkladé toho Ize snad usuzovat, Ze

z pouzitych pfistupii k sestaveni konsenzualni sekvence a filtrovani dat, poskytuje vyse
zminény pristup nejlepsi pfedstavu o vzajemnych vztazich i v pfipadé dalsich vzork.
Presto vSak zdaleka neodpovida realité v pfirodé, minimalné nékteré z dalsich pracovnich
skupin by v takovém piipadé byly v radmci fylogenetického stromu i sité pozorované.

Rozdily mezi fylogenetickymi stromy odvozenymi na zakladé jadernych low-copy genti a
ribozomalni DNA (viz obr. 23) jsou obecné dany odlisnou evolu¢ni historii. Jednak je to jiz
zminénym jevem ,incomplete lineage sorting”, jednak tim, Ze rDNA ¢asto podléha tzv.
concerted evolution (Feliner and Rossell6 2007). V ramci této prace fylogeneze odvozena na
zakladé rDNA nepfinasi v porovnani s exonovou DNA lepsi vysledky (i zde je priimérna
bootstrapova hodnota 24, priimérna délka vétvi je vSak o fad mensi). Naopak predstavuje
nékolik pozic vzorkd, které vybocuji i z pfedchozich dvou skupin, jinak dobfe podporenych
ve fylogenetickych stromech odvozenych na zdkladé jaderné DNA. To je dano ziejmé nizkou
variabilitou (v rdmci obou datovych soubort).

5.2. Geneticka podobnost a evoluéni vztahy

Ziskané stromy nejsou vzajemné kongruentni v fadé vétveni. Procentudlni vyjadieni
Robinsonovy-Fouldovy vzdélenosti (RF) mezi jejich topologiemi dosahovalo od 79 %
(porovnani souborti s a bez vyfiltrovanych heterozygotnich lokusti) po 100 (rDNA

v porovnani s ostatnimi). Vysledky tohoto typu, v souvislosti s tim, Ze pouZzita metoda
neposkytla dostatecné rozliSeni na tirovni jednotlivych populaci, ukazuji na komplikovanost
vzdjemnych vztahti v rdmci studované skupiny. Navzdory tomu lze ve vSech
fylogenetickych stromech a sitich (kromé pozic nékolika spornych vzorkii) pozorovat
jednoznacné odlisené dvé hlavni genetické linie, které odpovidaji C. vulgaris subsp. vulgaris a
C. biebersteinii subsp. brevibracteata na jedné strané a C. biebersteinii subsp. biebersteinii a subsp.
sudetica na strané druhé. I tato informace je nesmirné cennd v kontextu dosavadnich
spornych nazorti na taxonomické feseni skupiny Carlina vulgaris agg. na tizemi CR (Kovanda
2004, Kubat 2013), jak je blize popsano v dalsich kapitolach.

5.3. Morfologicka variabilita

Morfologické znaky pro zhodnoceni variability v ramci studovanych taxonti byly odecitany
jak na rostlindch pfimo v terénu, tak na rostlinach, které byly pfesazeny ve stadiu
prizemnich riizic do experimentalni zahrady a dopéstovany do kvétu. Vétsinou nakvétaly
v nasledujici sezoné. Tento postup byl aplikovan za ticelem eliminace vlivu podminek
prostfedi na fenotyp rostlin. O znacich, které se s presazenim ménily nejcast€ji, vypovida
posun v ordinacnim diagramu PCA (obr. 26) a pfislusny graf komponentnich vah (obr. 27).
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Nejvice byly ovlivnény znaky pomér vysek (pomvys), thel, ktery sviraji listy s lodyhou
(uhel), primér terminalniho tboru (terub), znaky pocet iborti na rostliné (sumub) a primeér
lodyhy ve vySce 3 cm nad zemi (prumer). Prvni ze zminénych je dan pravdépodobné tim, Ze
rostliny byly péstovany na plném slunci s vyloucenim kompetice dalsich druhii. Posun

v dalSich ze znakii vypovida o vyssi fitness rostlin, kterou zfejmé jedinci v zahradé diky
pravidelné zalivce a dalsi péci vykazovaly. VétSina z nich byla nezavisle na lokalité ptivodu
bohaté vétvend s velkym poctem tiborti. Uhel, ktery sviraji listy s lodyhou (uhel), byl timto
faktorem také znacné ovlivnén, nebot se nezfidka stadvalo zejména u rostlin C. vulgaris subsp.
vulgaris, které se vétvily jiz od baze, Ze v pazdi vSech stfednich lodyznich list(i vyrazela dalsi
vétev s kvétenstvim. Tato pozorovani jsou v souladu s tim, zZe ve zminénych znacich jsou
tyto rostliny zna¢né plastické (viz obr. 4) i s vysledky studie zaméfené na fenotypovou
plasticitu C. vulgaris (Becker 2005), ktera vliv znakti vypovidajicich o fitness rostlin
porovnava s ostatnimi, které s ni pfimo nesouvisi. Plasticita ve znacich jako jsou pocet tborti
a jejich velikost muze byt adaptivni (v ¢im vétsim rozsahu dokazi rostliny vyuzit dostupné
zdroje, tim lépe budou prezivat v riiznorodych podminkach prostfedi) a rostliny ze stejnych
lokalit proto mohou byt ve zminénych znacich znaéné variabilni. Z toho také plynou
nesrovnalosti v popisech. Rostliny z Ceského stfedohoii (pakliZe se nejednd p¥imo o
dtisledky hybridizace C. biebersteinii subsp. brevibracteata a C. vulgaris s. str.), mohou byt na
okraji svého aredlu, tudiz v suboptimalnich podminkéch, drobnéjsi. Udaj, Ze rostliny C.
biebersteinii subsp. brevibracteata maji (1)3-5 tbora (Kubat 2013) tak vypovida spise o
obdobnych ekologickych parametrech lokalit, nez pfislusnosti rostlin k nékterému z taxond.

Znacnd je variabilita uvnitf i mezi populacemi (vice viz prace Berg et al. 2005), kterou ukazuji
i prekryvajici se shluky bodti na ordina¢nim diagramu PCA na zakladé datového souboru
pro jednotlivé jedince (obr. 28, obr. 35 dole), vysledky shlukovaci analyzy zejména v pripadé
rostlin z terénu (obr. 30) i pfimd pozorovani (napf. C. vulgaris rostouci ve stinu mtize mit
ploché listy ze stfedni ¢asti lodyhy, v extrémnich pfipadech s podvinutym okrajem). Presto
je fada znakii stabilni a rostliny na jejich zakladé lze dobre klasifikovat minimalné do dvou
skupin definovanych na zdkladé molekularnich analyz (viz obr. 32 a vysledky CDA v tab. VI
a VII v pfiloze). K nejlepsim diskriminacnim znaktim, které dobfe odliSuji dvé zminéné
genetické linie, patfi v souladu s popisy v monografii rodu (Meusel & Kastner 1994) i s
recentné publikovanou determinacni literaturou (Fischer et al. 2008, Jager 2011) znaky délka
listent1 vnéjsiho zdkrovu (dzl) a znaky popisujici tvar hornich a stfednich lodyznich listti
(blize popsano v kapitole 4.3.4.).

Dalsi znaky by byly pouzitelné pouze v porovnani rostlin z identickych podminek
(pfikladem miuze byt pravé znak pocet tiborti na rostliné (sumub), jehoz celkovy strukturni
koeficient CDA je v pripadé rostlin ze zahrady relativné vysoky -0,47 v porovnani

s analyzou, do které byly zahrnuty rosltiny vSechny, kde je jeho hodnota pouhych 0,02). Také
byla pozorovana fenologicka diferenciace. Rostliny klasifikované jako C. biebersteinii subsp.
biebersteinii rozkvétaly o nékolik tydnti dfive, nez druhd skupina.

Rozdily mezi jedinci klasifikovatelnymi jako C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp.
brevibracteata byly v terénu i v experimentalni zahradé dobfe patrné. Prvni taxon
reprezentovaly nizsi rostliny, vétvené od baze, druhy spise vyssi , metlicovité” rostliny
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(odpovida zhruba druhému habitudlnimu typu zprava na obr. 4). Morfometrické analyzy na
rozliSeni téchto taxont vSak nebyly do prace zahrnuty z dtivodu absence jejich vymezeni na
zakladé molekuldrnich vysledki. I zde se projevoval castecny fenologicky posun: rostliny

C. vulgaris subsp. vulgaris zpravidla rozkvétaly o tyden nebo dva pozdé&ji neZ rostliny

C. biebersteinii subsp. brevibracteata.

5.4. Populace z reliktnich lokalit

Populace ze dvou zdpadoceskych lokalit (z Chlumské hory u Manétina (19) a z doli Teplé
(36)) svou vyjimecnou morfologii vzdy poutaly pozornost botanikil. Zminuje se o nich jiz
Celakovsky (1888), ktery je ztotoznil s alpskou C. vulgaris var. longifolia (dnes synonymum
jména biebersteinii subsp. biebersteinii). Nazory na jejich taxonomickou identitu se vsak

v prubéhu uplynulych desetileti rtiznily. Nékteti autofi (napt. Hendrych 1986) se domnivali,
Ze ztotoznéni s vysokohorskymi populacemi je mylné a taméjsi rostliny pfifadili k taxonu

C. vulgaris subsp. intermedia (dnes synonymum jmeéna C. biebersteinii subsp. brevibracteata.
Poddruh C. biebersteinii subsp. biebersteinii (v origindle C. vulgaris subsp. stricta) podle tohoto
pojeti na tizemi CR reprezentovaly pouze rostliny z kartt Hrubého Jeseniku. Tato populace
vSak byla nasledné popsana jako samostatny poddruh C. biebersteinii subsp. sudetica
(Kovanda 2002). V Kvétené CR (Kovanda 2004) byl taxon C. biebersteinii subsp. biebersteinii
vymezen prili$ Siroce a kromé zastupct zminénych reliktnich zdpadocéeskych populaci
zahrnoval i populace ze svahti hluboce zafiznutych tidoli fek a xerotermnich travniki.

Navzdory rtiznym dfive nastinénym hypotézdm pfinesly molekularni i morfometrické
analyzy provedené v této praci dlikaz o pfibuznosti rostlin z reliktnich lokalit v zapadnich
Cechéch (19 a 36) s rostlinami sbiranymi v Alpach a Karpatech (vzorky 3, 4, 22, 38, 40, 41, 45
a 57). Vsechny tyto vzorky se shlukuji do jedné skupiny a lze je povaZovat za taxonomicky
identické. Tato prace tedy jako prvni pfesvédciveé prokazala, Ze tyto zadpadoceské populace
patii k pfevazné horskému taxonu C. biebersteinii subsp. biebersteinii.

Do stejného shluku patti i Carlina biebersteinii subsp. sudetica. Jedna se o poddruh ptavodné
vyliSeny pouze na zdkladé morfologickych znak, které jsou vSak zna¢né ovlivnény
specifickymi podminkami prostfedi. 20 rostlin ptivodem ze zminéné jesenické populace,
které byly péstovany v experimentalni zahradé a méfeny v ramci této prace, byly v klicovych
znacich srovnatelné se zastupci C. biebersteinii subsp. biebersteinii péstovanymi v obdobnych
podminkach (viz krabicové diagramy na obr. 38).

Vyse uvedené vysledky ukazuji, ze Carlina biebersteinii subsp. biebersteinii pfedstavuje jeden

z taxonti, které maji ve sttedni Evropé centrum rozsiteni v Alpach a Karpatech, ale zaroven
nalezly refugia v nizsich polohach; dalsimi pfiklady mohou byt Calamagrostis varia a Tofieldia
calyculata (Kaplan 2017). Jedna se o populace unikatni svou postglacialni historii, prezivajici
dnes na izolovanych lokalitach. Neni to pouze jesenicka populace, at jiz je, ¢i neni hodnocena
jako samostatny poddruh, ale i dalsi vyskyty v adoli Teplé a na Chlumské hote u Manétina,
které si zaslouzi zvlastni pozornost. V soucasné dobé je v cerveném seznamu (Grulich 2017)
vedle C. biebersteinii subsp. sudetica v kategorii C1 (kriticky ohrozeny druh) veden taxon C.
biebersteinii subsp. biebersteinii v kategorii C3 jako ohrozeny druh, coz odrazi pretrvavajici
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nesrovnalosti v taxonomickém hodnoceni skupiny a chybné vymezeni C. biebersteinii subsp.
biebersteinii v Kvétend CR; Kovanda 2004). Priloha II vyhlasky ¢. 395/1992 Sb. se seznamem
zvlasté chranénych druhi rostlin neobsahuje Zadny z pojednavanych taxont. V obou
pripadech je tedy nezbytna revize, i kdyz vétsina lokalit neni pfimo ohroZena lidskou
¢innosti. Rizika, ktera rostliny ohrozuji, jsou ddna spise malou velikosti populaci a tim i
nizkou genetickou variabilitou, coZ se mtZe fatalné projevit pri nahlych klimatickych
vykyvech apod.

Na dalSich lokalitach reliktniho charakteru (hluboka tdoli fek se strmymi svahy ve stfednich
Cechach a na jihozapadni Moravé) nebyla ptitomnost C. biebersteinii subsp. biebersteinii
prokazana. Na studovanych lokalitach byly zjistény jen populace rostlin, které geneticky
patii do skupiny s C. vulgaris subsp. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata. Tyto

(i mnohé jiné) vyskyty jsou zfejmé pozistatkem tradicniho hospodafeni v krajiné, nebot

C. vulgarisje jednim z druhti favorizovanych pastvou (Becker 2005). V zastinéni, které je dano
zapojovanim porostt, pak vytvari morfotypy (snad morfotyp planifolia), jejichZ identita mtze

byt bez bez znalosti biotopu a mozZnosti srovnani s dalsimi rostlinami matouci.

5.5. Taxonomicka pozice a hodnoceni C. biebersteinii subsp. brevibracteata

Ohledné rostlin morfologicky hodnocenych jako C. biebersteinii subsp. brevibracteata nelze na
zakladé dostupnych dat vyvozovat mnoho zavért. Na zakladé molekuldrnich analyz netvoii
v ramci skupiny, kterou sdili s C. vulgaris, samostatné linie, coZ mtize byt diisledek
opakované hybridizace a introgrese. Pfitomnost intermediarnich populaci mezi pupavou
obecnou pravou (Carlina vulgaris. subsp. vulgaris) a pupavou Biebersteinovou prostiedni
(Carlina biebersteinii subsp. brevibracteata) by tomu i nasvédcovala.

Nicméné nabizi se otazky, jak vyrazna je geneticka diferenciace v dalsich tizemich, kde je
tento taxon rozliSovan, a zdali je vskutku opravnéné ho hodnotit jako poddruh v ramci
druhu C. biebersteinii. Dle teorie vzniku a Sifeni studovanych taxont, kterou nastinuje Meusel
(1993), doslo k oddélent linie C. biebersteinii (véetné subsp. brevibracteata) od mediterannich
typt C. vulgaris v severni Anatolii za formovani hor béhem pleistocénu. Jedna ze zde
vzniklych linii (pfedkové dnesni C. biebersteinii subsp. biebersteinii) se pak béhem teplejsich
obdobi mohla $ifit napfi¢ kontinentdlni Eurasii az do zdpadni Sibif, zatimco dnesni C.
biebersteinii subsp. brevibracteata je moznym potomkem ptivodnich populaci v jizni ¢asti
aredlu (oblast Cerného mote a Kavkaz), ktery se rozsifil aZ po posledni dobé ledové

v ponticko-panonské oblasti. Ve stiedni Evropé pak dochdzi k setkani vSech linii (C. vulgaris
sem domigrovala z jihu, zatimco C. biebersteinii subsp. biebersteinii zde zlistala v oblastech
bezlesi, které se reliktné zachovaly ve Francouzském stfedohori, Vogézach, Alpach a
Karpatech). Molekularni data ziskand v ramci této prace vSak ukazuji provazané vztahy
mezi C. vulgaris a C. biebersteinii subsp. brevibracteata, zatimco C. biebersteinii subsp.
biebersteinii tvofi samostatnou skupinu, coz by v protikladu k nastinéné historii mohlo
svédcit o tom, ze se tyto dvé vétve oddélily dfive, nez vznikl poddruh C. biebersteinii subsp.
brevibracteata. Pro potvrzeni takovych domnének by vSak bylo zapottebi jednak vyssi
rozliSeni v ramci analyz, jednak zahrnuti vzorkt z celého aredlu skupiny.
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6. Zaver

Na zakladé provedené molekularni analyzy jsou v ramci studovanych vzorkt dvé jasné
odlisitelné skupiny, prvni odpovida pupavé Biebersteinovy pravé (Carlina biebersteinii subsp.
biebersteinii a subsp. sudetica) a druha sdruzuje vSechny ostatni vzorky zahrnuté do této
studie (nominatni podruh C. vulgaris, C. biebersteinii subsp. brevibracteata a pfechodné typy).
Vztahy v rdmci obou skupin vSak nejsou dobfe postihnutelné, at jiz kviili limitim pouZité
metody a/nebo mozné hybridizaci a dalsim evolu¢nim jeviim.

Pro morfologické odliSeni zminénych dvou skupin je, v souladu s recentné publikovanou
determinacni literaturou (napf. Fischer 2008, obr. 3), na zakladé diskriminacni analyzy jakoz
i Wilkova koeficientu lambda nejvyznamnéjsi znak délka vnéjsich zakrovnich listent (dzl). A
to jak v souborech vzorkt dat naméfenych na rostlinach péstovanych v experimentalni
zahradé, tak v pfipadé rostlin pfimo z ptivodnich lokalit. Déle se jedna o tvar hornich a
sttednich lodyZnich listi (znaky jako je pomér délky a Sitky listu ze stfedni ¢asti lodyhy v
nejsirsim misté (delsipro) ¢i samotna délka prostfedniho a horniho listu (delhor, delpro)

Lokality relikiniho charakteru v zdpadnich Cechach hosti rostliny, které 1ze pfitadit

k alpskym populacim pupavy Biebersteinovy praveé (C. biebersteinii subsp. biebersteinii).
Dokazuji to jak molekuldrni tak morfometrické analyzy provedené v radmci této prace.

V pfipadé dalsich stanovist obecné povazovanych za relikini (adoli fek Vltavy, Dyje, Jihlavy
a Rokytné) se vSak jedna o rostliny spadajici do druhé z nalezenych skupin. Jejich ptivod je
pravdépodobné mladsi, spiSe nez o postglacidlni relikty se jednd o poziistatky pastevni
krajiny pfezivajici ve svétlych lesich na strmych svazich fi¢nich adoli.

Carlina biebersteinii subsp. sudetica spada geneticky mezi ostatni zastupce C. biebersteinii
subsp. biebersteinii. 1 kdyz pozice této vétve v rdmci skupiny neni na zakladé dostupnych dat
zcela jednoznacna (nejblizsi pfibuzni této populace mohou byt jak na dalsi z reliktnich lokalit
(Chlumska hora u Manétina), tak v Karpatech). Vyrazna neni ani jeji morfologicka
diferenciace (shlukovaci analyza aplikovand na data odeétend na rostlinach péstovanych

v experimentdalni zahradé pfiradila ¢ast jedincti ptivodem z této populace k zastupciim

z reliktni populace na Chlumské hote u Manétina, dalsi ¢ast k rostlindm z alpskych lokalit).
Obdobné byly vysledky porovnani populaénich primért pro hodnoty klicovych znakd.
Opravnénost statutu samostatného podruhu je tedy na tomto misté vice nez diskutabilni.
Pozornost z hlediska ochrany pfirody si vedle této populace z Hrubého Jeseniku zaslouzi i
dalsi zastupci pupavy Biebersteinovy pravé (C. biebersteinii subsp. biebersteinii), jejichz
izolované lokality na naSem tizemi s nejvétsi pravdépodobnosti predstavuji reliktni vyskyty
vétsiho rozsiteni béhem posledniho glacidlu nebo raného postglacialu.
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8. Piflohy

8.1. Seznam vzorku
vz. misto piivodu, lokalita soufadnice (WGS 84) n.v col.
1 rostliny ziskané z rusené kultivace; ptivod: CZ, okr. Bruntal: Karlov pod Pradédem: Pupavova skalka v Malé kotliné 50°02'22.2"N 17°12'33.2"F 1260
2 CZ, okr. Hlavni mésto Praha: Mala Chuchle, PP Homolka: stepni spoledenstva na jiznim svahu vrchu nad byvalym vapencovym lomem 50°0'55.76"N 14°22'32.74"E, 280 HM
3 A, Salzburg; okr. Hallein: Osterhorngruppe: travniky s Calarmagrostis variana strmych svazich nad lesni cestou v tidoli feky Aubach 47°36'22.6"N 13°17'44.9"E 680 7K
4 ﬁoroymi;()h Kirchdorf an der Krems: travniky s Calarnagrostis varia a Carex flacca na strmych svazich nad lesni cestou, zapadni svah 47°52'08.5"N 14°14'17 9"E 570 7K
5 CZ, okr. Piibram: Cholin: fidky listnaty les na skalnaté, ZJZ orientované strani nad levym biehem vodni nadrze Slapy 49°43'23 4"N 14°19'32.1"E 350 ZK+HM
6 CZ, okr. Piibram: Nepiejov: xerotermni travnik s kefi v lesnim lemu na kraji koriské pastviny na svahu tidoli 49°38'21.1"N 14°1021.6"E 480 ZK+HM
7 SK; okr. Senica: Sekule: xerotermni travnik v lemu borového lesa na pisciné v soustave zatopenych piskoven 48°37'06.3"N 17°00'00.6"E. 150 7K
8 CZ, okr.Mladd Boleslav: Kropadova Vrutice: xerotermni travniky s kefi na strani 50°19'58.1"N 14°42'08.1"E 230 ZK
9 CZ, okr. LitoméFice: Cakovice: xerotermni travniky na bilé strani obklopené kiovinami a lesem na JZ svahu navrsi Na Vinici 50°29'00.7"N 14°22'54.2"E 210 7K
10 rostliny péstované v Botanické zahradé PiF UK ; pavod: CZ, okr. Biedav: Brezi: Dunajovické kopce, starsi kamenity tthor na svahu 48°50'15"N 16°33'42"E 240
11 CZ, okr. Hradec Kralové: Jenikovice: kfovinami zartstajici xerotermni travnik mezi polni cestou a lesem Osik 50°13'25.2"N 15°58'54.0"E 260 ZK
12 10CIZ,m(l)kr. Jesenik: Vapenna: xerotermni travnik postupné zartistajici dfevinami (bfiza, osika, jiva, smrk) na stiedni terase opusténého vapencového 5091657 1'N 17°05'25.0'E 470 7K
13 | CZ okr. MéInik: Nelahozeves: fidky travnik na hrané t&Zebniho prostoru piskovny Uhy 50°16'22.36"N | 14°17'47.79"E 230 HM
14 CZ, okr. Mélnik: Ditnov, PP Ditnovska stran: xerotermni travniky na jiznim svahu Difnovského vrchu 50°15'59.62"N 14°23'16.15"E 220 HM
15 | CZ okr.Beroun: Sv.Jan pod Skalou, NPR Karlstejn: dno byvalého vapencového lomu 49°58'19.21"N | 14°8'39.91"E 380 HM
16 | SK ok Liptovsky Mikulds: Liptovsky Jan, NP Nizké Tatry: vychodni svah hory Biela Marusova, pii kraji cesty 49°0'46.39"N | 19°40'24.35"E 740 HM
17 CZ, okr. Bredav: Pouzdfany, NPR Pouzdianska step - Kolby: xerotermni travniky na svazich Uhercické nové hory 48°56'43.72"N 16°38'38.48"E 270 HM
18 CZ, okr. gumperk Hrabova: nekoseny travnik u cesty do starého opusténého lomu 49°51'12.0"N 16°57'08.7"E 310 LP
19 CZ, okr. Karlovy Vary: Manétin: prudkd sutova strén v fidkém lese na JZ svahu vrchu Chlumska hora 50°00'19.3"N 13°12'16.6"E 590 ZK
20 CZ, okr. Hradec Krélové: Jenikovice: maly zbytek kfovinami zartistajictho xerotermniho travniku v lese Ostk 50°13'31.2"N 15°59'05.6"E 270 ZK
21 CZ, okr. Cesky Krumlov: Vy&ny: vépencovy lom na vychodnim tipati Vyitho vichu 48°49'55.15"N 14°17'55.89"E 580 HM
22 A, Salzburg; okr. Hallein: suté na tipati vapencovych skal Lueg Palfen v tidoli feky Salzach 47°34'01.3"N 13°10'18.1"E 670 ZK+IK
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vz. misto piivodu, lokalita soufadnice (WGS 84) n.v. col.
23 A, Salzburg; okr. Sankt Johann im Pongau: xerotermni travniky podél cesty do vapencového lomu 47°31'24.5"N 13°10'11.7"E 560 ZK+IK
24 A, Salzburg; okr. Zell am See: vapencové suté na strmych svazich na jiznim tipati hory Larfeldkogel 47°34'48.2"N 12°39'57.8"E 770 ZK+IK
25 A, Salzburg; okr. Sankt Johann im Pongau: fidky les na vapencové suti na strmych svazich v tidoli feky Salzbach 47°30'36.4"N 13°10'30.0"E 580 ZK+IK
26 CZ, okr. Vyskov: Nevojice: xerotermni travniky zv. Malhotky na svahu pod krajem Milonického lesa 49°08'55.8"N 17°03'14.9"E 270 | ZK+HM
27 CZ, okr. Uherské Hradisté: Uhersky Brod-Havfice: xerotermni trdvniky na Sbiehu jezirka v opusténé cihelné 49°01'35.1"N 17°36'46.1"E 220 ZK+HM
28 CZ, okr. Bedav: Kurdéjov: xerotermni travniky v dolni csti svahu 720 m S od vrcholu Kamenného vrchu 48°58'10.7"N 16°45'00.2"E 310 ZK+HM
29 CZ, okr. Bredav: Pritluky: xerotermni travniky podél cesty vedouci na Pritluckou horu 48°51'37.1"N 16°46'06.6"E 220 | ZK+HM
30 CZ, okr. Biedav: Brezt: Dunajovické kopce, idké xerotermni travniky na kamenitém svahu 48°50'22.2"N 16°33'47 4"E 260 ZK+HM
31 CZ, okr. Trebic Semikovice: xerotermni travnik ve svétling v boru na svahu nad levym biehem ficky Rokytné 49°02'42.5'"N 16°08'05.0"E 340 ZK+HM
32A | CZ okr. Litoméfice: Tetcinéves: svétly bor (v porostu Brachypodium pinnatumy), ve svahu nad lesni cestou 50°3329.921"N | 14°21'36.09"E 290 HM
32B | CZ ok Litoméfice: Hostka: koseny travnik u silnice mezi obcemi Hostka a MaleSov 50°30'3.618"N 14°20'4.524"E 220 HM
33 CZ, okr. Liberec: Raspenava, PR Vapenny vrch: dno byvalého lomu a svétliny v dubohabiiné na jeho hormni hrané 50°53'35.600"N | 15°8'13.600"E 380 HM
34 | CZ okr Litoméfice: Juléin: bylinny podrost kvétnatého boru Na Cemdi 50°32'50.6"N 14°2229.4"E 310 ZK
35 SK; okr. llava: Krivoklat: PP Babing, strané na JZ tbod vrchu 49°02'02"N 18°10'37"E 340 HM
36 CZ, okr. Sokolov: Nova Ves,Lm1ka;PRUd0HTeplé, Zelezni¢ni naspy 50°2'57.072"N 12°49'31.48"E 610 HM
37 CZ, okr. Nachod: Cesk4 Skalice: xerotermni meznad silnici pod lesem Rousin 50°22'24.3"N 16°02'41.2"E 290 FK
38 A, Salzburg; okr. Zellam See: NP Hohe Tauem, prileZitostné prepasany travnik u lesni cesty na SV svahu hory Spielbergkogel 47°14'54.9"N 12°28'50.8"E 1130 ZK+IK
39 CZ, okr. Hodonin: Hodonin: les Dtibrava, travnata svétlina v dubové vysadbé S od silnice Hodonin — Muténice 48°53'01.0"N 17°0621.2"E 200 | ZK+HM
40 SK; okr. Ruzomberok: Liptovska Osada: travnik na prudkém vapencovém svahu nad lesni cestou v Teplé doliné 48°56'46.1"N 19°13'36.1"E 720 ZK
41 SK; okr. Banska Bystrica: Horny Harmanec: fidky travnik na prudkém sutovém vépencovém svahu 48°49'21.2"N 19°01'13.6"E 700 ZK
42 rostliny péstované ze semen z Botanické zahrady PF UK; ptivod: CZ, okr. Bieclav: Bfezi: Dunajovické kopce, starsi kamenity tthor na svahu 48°50'15"N 16°33'42"E 240
45 SK; okr. Martin: Folkusova: fidky travnik na prudkém sutovém svahu pod vapencovou skalou v lese v Gaderské doliné 48°57'13.5"N 18°58'59.6"E 660 ZK
46 CZ, okr. Kladno: Bilichov: okraj lesa u svétlé lesni cesty 180 m ZSZ-Z od Trettho rybnika na Zlonidém potoce 1,3 km ZJZ od obce. 50°14'57.2"N 13°53'36.2"E 430 ZK
47 | CZ okr.Litoméfice: Straci: zbytky xerotermnich travnik1 prerostlych kfovinami a nizkymi stromy 50°26'58.6"N 14°24'36.4"E 230 ZK
48 CZ, okr. LitoméFice: Svarenice: xerotermni travniky na bilé strani obklopené kiovinami na Z svahu mélkého tidolicka 50°30'02.9"N 14°18'53.5"E 200 ZK
49 CZ, okr. Hradec Kralové: Hradec Kralové-Svinary: travnik mezi zeleznicni trati a motokrosovou drahou 50°13'13.2"N 15°54'28.2"E 260 ZK
50 CZ, okr. Pfibram: Solenice: svétlina v borovém lese 49°36'13.3"N 14°10'38.3"E 360 ZK
51 I, kraj Piemonte: prov. Torino: Superga: stard lesni cesta pobliZ silnice "Strada Palucco” 45°04'19.8"N 7°47'08.0"E 520 MS
52 I, kraj Piemonte: prov. Cuneo: Dronero, Tetti: okrajlouky pfi cesté "Borgata Biut" 44°27'21.7'N 7°18'15.9"E 830 MS
53 N, Oslo (ostrov Malmeya): vapnomilna vegetace pijiznim pobiezi ostrova 59°51'44.179"N | 10°45'17.705"E 30 FKo
54 | DK,Zealand (ostrov Sgelland: Holtug; titesy Stevns Klint: staré kiidové lomy, skaly a suté 55°20'25.872'N | 12°26'38.724"E | 10 FKo
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vz. misto piivodu, lokalita soufadnice (WGS 84) n.v. col.
55 SWE, Kalmar: okr. Mérbylanga (ostrov Oland): alvar mezi cestou Resmo-Stendsa a jezerem Mocklemossen 56°31'42.744"N | 16°31'17.076"E 20 FKo
56 SK; Pieniny: okr. Stara 'uboviia: Lesnica: relativné strmy a suchy okraj svétlé lesni cesty 49°23'49.3" N 20°27'31.2" E 660 vz
57 | SK, Pieniny: okr. Stard I'ubovia: Lesnica: velmi prudky suchy svah pod skélounad cestou 49°24'528"N | 20°2706.2"E | 550 VZ
58 | CZ, okr.Znojmo: CiZov: travnaty koseny bieh velkého Cizovského rybnika 48°52'59.040"N | 15°53'8.280"E | 400 HM
59 CZ, okr. Znojmo: Czov: skalnaté strari v ohybu cesty (u hraniéniho prechodu Hardegg) 48°51'17.160"N | 15°52'10.860"E 350 HM
60 D, Bayern: okr. Oberpfalz: Zogenreuth, byvaly vapencovy lom v ramdi vojenského prostoru Grafenwohr 49°42'0.490"N | 11°40'0.590"E 530 HM
61 CZ, okr. Bredav: Uhercice: zarGstajici xerotermni strari "Na Ramholcich” 48°57'17.5"N 16°40'50.9"E 280 HM
62 CZ, okr. Bedav: Borkovany: zartistajici xerotermni strari 49°01.4'N 16°48.14'E 300 HM
63 CZ, okr. Bruntal: Karlov pod Pradédem: Pupavova skalka v Malé kotliné 50°02'22,2"N 17°12'33,2"E 1260 ZK+LB
64 CZ, okr. Bruntal: Karlov pod Pradédem: Pupavova skalka v Malé kotliné 50°02'22,2"N 17°12'33,2"E 1260 ZK+LB
65 UA, reg. Lviv: Perelisky: suchy travnik na kopdi pti levé strané cesty z obce na Litovyshche 49°57'07.2"N 25°10'39.4"E 320 FK+MD
66 UA, reg. Chmelnick: Kamjanec-Podilskyj: skalni step na prudkych svazich nad fekou Smotrych 48°34'31.4"N 26°38'28.3"E 160 FK+MD
67 UA, reg. Chmelnick: Ivakhnivtsi: suchy travnik (Cirsio-Brachypodium) a skalni vychozy vapence 49°04'29.4"N 26°20'10.5"E 300 FK+MD
68 | UA, reg Lviv: Pid'yarkiv: byvaly tihor, nyni zarostly suchym trévnikem 49°43'44'N 24°20'15"E 290 | FK+MD
69 | CZ okr.Klatovy: Cepice (PR Cepicna): svétly bor s véleckou prapofitou na J tipati vrchu Chanove 49°16'18.418"N | 13°36'12.548"E | 530 HM
70 CZ, okr. Mladé Boleslav: Benatky nad Jizerou: krajborovéholesa 50°17'16.139"N | 14°52'16.497"E 220 HM
71 CZ, okr. Mladé Boleslav: Béla pod Bezdézem: bor ve svahu naproti Zeleznicni trati 50°29'49.820"N | 14°46'52.482"E 300 HM
72 CZ, okr. Olomouc: Krémari: PP U Strejckova lomu: xerotermni travniky v byvalém t€zebnim prostoru 49°31'24.521"N | 17°19'38.232"E 230 HM
73 CZ, okr. Trebic: PreSovice: hibet nad meandrem feky Rokytné; vtivozu cesty z Vilimova Mlyna na vrch Cibuluska 49°1'54.120"N | 16°5'12.971"E 360 HM
74 %ﬁ?ﬁ?;m;an}n okraj NPR Mohelenska hadcova step, bor na skalnatém svahu nad pravym biehem Jihlavy pobliz hraze 19°6'6.291"N 16°10'51.615'E 370 M
75 CZ, okr. Hodonin: Velka nad Velickou: NPR Zahrady pod Hajem, podrost fidkého borového hdje 48°53'6.568"N | 17°31'59.773"E 380 HM
76 | CZ okr.Praha-zapad: Roztoky u Prahy (PR Udoli Unétického potoka): roztrousené na kamenité stréni nad Trojanovym mlynem 50°8'51.660'N | 14°22'32.640'E | 270 HM
77 CZ, okr. Mlada Boleslav: Kochanky: bild strén 1 km SSZ od obce. 50°17'16,8"N 14°46'25,6"E 230 ZK
78 CZ, okr. Rokycany: Ejpovice: lesni lemy podél svétlé lesni cesty nad Sbrehem vodni nadrze Ejpovice 750 m SSZ od obce. 49°45'27,6"N 13°30'37,1"E 340 ZK
79 CZ, okr. Brno-venkov: Kanice: NPR Hadedkd planinka, xerotermni travniky nad lomovou sténou 49°13'15.2"N 16°40'18.6"E 360 HM

Tab. I Seznam vzorki a lokalit, z kterych byly tyto vzorky odebrany. vz. = oznaceni vzorku, n. v. = nadmofska vyska v m n. m., pismena ve sloupci ,col.” oznacuji ptivodce

sbért: HM - H. Maskova, ZK - Z. Kaplan, FK - F. Krahulec, FKo - F. Kolaf, VZ - V. Zeisek, MS - M. Stech, LP - L. Pastova, IK - L. Kaplanova, LB - L. Bures, MD — M.

Duchoslav.
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8.2. Vysledky sekvenace DNA a mapovani na referen¢ni sekvence

filtrovani odf. | odstranéni Nr.paired Nr. for. Nr. rev. Nr.map. | nDNA | Nrmap. | ¢cpDNA | Nr.reads | Nr.map. | rDNA

vz Nr.reads | g0 vality | (%) | duplikatin | T9PEO0 | eads reads reads nDNA %) | cpDNA | (%) pofiltr. | rDNA (%)

1 2053703 1912033 6.9 1757918 8.06 822022 106263 7420 190931 10.86 29919 1.70 1644048 4973 0.30

2 1583846 1551605 2.04 741085 52.24 356833 24191 3022 256626 34.63 3804 0.51 713666 1960 0.27

3 2267449 2136232 5.79 1887859 11.63 891756 94852 9304 182870 9.69 46124 2.44 1783513 5868 0.33

4 2024892 1952532 3.58 1454716 25.50 697035 54369 5829 446701 30.71 6880 0.47 1394070 1710 0.12

5 660448 652912 1.15 590912 9.50 292047 5944 704 204847 34.67 5845 0.99 584094 802 0.14

6 1404576 1356579 3.42 1055890 22.17 507772 35815 4192 361920 34.28 6236 0.59 1015546 2322 0.23

7 1026198 999174 2.64 491720 50.79 234218 21223 1887 171747 34.93 3039 0.62 468436 1809 0.39

8 1078328 1052494 24 504677 52.05 241620 18621 2713 178642 35.40 3583 0.71 483241 1954 0.40
10 1269738 1245818 1.89 565373 54.62 272546 17633 2437 200422 35.45 8773 1.55 545093 1841 0.34
11 700284 691987 1.19 630899 8.83 311726 6424 835 234674 37.20 3480 0.55 623452 613 0.10
12 1178354 1152506 2.2 535029 53.58 256572 19848 1898 184924 34.56 4502 0.84 513144 3267 0.64
13 617196 601870 2.49 294907 51.00 140913 11706 1314 95290 32.31 4815 1.63 281826 1585 0.56
14 1894960 1863455 1.67 785118 57.87 379195 22576 3929 283886 36.16 5649 0.72 758390 1927 0.25
15 613234 606663 1.08 552065 9.00 273017 5175 676 192425 34.86 1126 0.20 546034 913 0.17
16 1442246 1390173 3.62 1051796 24.34 504169 37518 5583 374660 35.62 5356 0.51 1008339 3074 0.30
17 2669331 2520489 5.58 2245644 10.90 1064319 105753 11046 205090 9.13 165590 7.37 2128640 9965 0.47
18 1569468 1538236 1.99 738174 52.01 356077 23145 2637 244578 33.13 4410 0.60 712154 2648 0.37
19 2137060 1995706 6.62 1838653 7.87 862782 104558 8356 164330 8.94 71419 3.88 1725566 3508 0.20
20 547674 542287 0.99 497306 8.29 246210 4126 615 186133 37.43 3470 0.70 492420 665 0.14
21 1312544 1267755 3.42 987289 2212 474848 33528 3763 322102 32.62 3378 0.34 949696 1357 0.14
22 753944 746986 0.93 672449 9.98 333051 5291 837 277732 41.30 3848 0.57 666102 703 0.11
23 647276 641237 0.94 579295 9.66 286891 4655 684 230207 39.74 2770 0.48 573782 511 0.09
24 1518258 1461625 3.74 1090595 25.38 521603 42968 4133 338014 30.99 6324 0.58 1043207 2571 0.25
25 711066 704852 0.88 645026 8.49 319624 4736 812 265473 41.16 2112 0.33 639248 1433 0.22
26 1157534 1123977 29 651469 42.04 311553 24571 3610 223610 34.32 6967 1.07 623106 855 0.14
27 556710 551421 0.96 505914 8.25 250524 4003 668 213765 42.25 3558 0.70 501048 1339 0.27
28 1946110 1890799 2.85 1098816 41.89 526006 40448 6063 358222 32.60 13268 1.21 1052012 2897 0.28
29 1431140 1400128 217 634467 54.69 304091 23552 2546 217002 34.20 14021 2.21 608183 1842 0.30
30 1921424 1846452 3.91 1359505 26.37 648253 57481 5179 409379 30.11 11914 0.88 1296509 5615 0.43
31 1338880 1287055 3.88 994499 22.73 475506 39818 3441 316039 31.78 8454 0.85 951012 2442 0.26
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filtrovani odf. | odstranéni Nr.paired Nr. for. Nr. rev. Nr.map. | nDNA | Nrmap. | ¢cpDNA | Nr.reads | Nr.map. | rDNA
vz Nr.reads | g0 jvality | (%) | duplikatir | T9PEO0 | eads reads reads nDNA %) | cpDNA | (%) pofiltr. | rDNA (%)
32A 1843432 1811362 1.74 784496 56.69 378531 22925 4295 298240 38.02 5803 0.74 757063 3175 0.42
32B 1992568 1925967 3.35 1372230 28.75 658056 50152 5607 444159 32.37 6317 0.46 1316115 1477 0.11
33 1630382 1509626 741 1400207 7.25 651124 92117 5711 144840 10.34 | 42637 3.04 1302250 4841 0.37
34 1380230 1316842 4.6 976075 25.88 461297 49475 3775 303516 31.10 4223 0.43 922594 1979 0.21
35 1672828 1620170 3.15 1124890 30.57 540318 39077 4893 363793 32.34 3330 0.30 1080636 2312 0.21
36 1323314 1268512 4.15 915138 27.86 434561 42201 3619 262031 28.63 12459 1.36 869122 1397 0.16
37 1418642 1366131 3.71 915994 32.95 436076 39544 4093 271393 29.63 5613 0.61 872152 1800 0.21
38 775508 768807 0.87 687812 10.54 340772 5083 940 293988 42.74 5256 0.76 681545 969 0.14
39 479056 466177 2.69 241760 48.14 115267 9826 1339 87422 36.16 1706 0.71 230534 633 0.27
40 478966 468795 2.13 194175 58.58 92806 7571 922 67434 34.73 1801 0.93 185612 437 0.24
41 701066 691817 1.32 629852 8.96 310782 7366 721 229317 36.41 3401 0.54 621564 546 0.09
42 1502556 1476402 1.75 702415 52.42 340282 18629 2957 262604 37.39 7958 1.13 680565 2250 0.33
45 661424 655331 0.93 597123 8.88 295795 4620 701 227639 38.12 2493 0.42 591590 410 0.07
46 1410128 1348379 4.38 952389 29.37 450016 48831 3354 229985 24.15 17805 1.87 900033 2028 0.23
47 690344 683777 0.96 603208 11.78 298638 5063 720 230683 38.24 1236 0.20 597276 900 0.15
48 1691408 1628702 3.71 941569 42.19 444542 47291 5029 249159 26.46 4087 0.43 889085 1122 0.13
49 1599140 1544396 3.43 911405 40.99 432687 40914 4936 260467 28.58 5768 0.63 865376 2206 0.25
50 1631150 1598745 1.99 782756 51.04 377856 23994 2787 264266 33.76 4378 0.56 755712 2145 0.28
51 1231424 1207924 191 579300 52.04 279699 17244 2446 219881 37.96 2797 0.48 559398 355 0.06
52 1196468 1149903 3.9 819530 28.73 390239 35439 3442 250394 30.55 2605 0.32 780479 2130 0.27
53 1803648 1774764 1.61 801939 54.81 388897 19951 3889 319015 39.78 3798 0.47 777794 4486 0.58
54 1911464 1868678 2.24 901340 51.77 433157 30905 3851 333230 36.97 15404 1.71 866315 6183 0.71
55 1310092 1284383 1.97 622337 51.55 300348 19019 2452 202423 32.53 13728 2.21 600696 3423 0.57
56 1241474 1211413 2.43 627885 48.17 301294 23263 1832 199513 31.78 3903 0.62 602590 805 0.13
57 1688524 1654753 2.01 782285 52.72 377078 24666 3173 257332 32.89 3039 0.39 754160 5781 0.77
58 1278398 1228639 3.9 726929 40.83 342494 38161 3640 188457 25.93 8024 1.10 684988 2006 0.29
59 1309002 1281851 2.08 582266 54.58 279426 20527 2716 198440 34.08 5190 0.89 558854 1289 0.23
60 1456360 1422914 2.3 722893 49.20 347302 25777 2263 240870 33.32 2196 0.30 694604 927 0.13
61 1330070 1278601 3.87 877572 31.36 417248 39107 3768 281358 32.06 5400 0.62 834498 1836 0.22
62 1479406 1425747 3.63 916351 35.73 435690 40406 4287 294851 32.18 7660 0.84 871380 1704 0.20
63 617128 610680 1.05 544796 10.79 269485 4911 717 201029 36.90 2427 0.45 538970 736 0.14
64 779500 773106 0.83 711423 7.98 352697 4596 1024 289190 40.65 447 0.06 705397 1169 0.17
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filtrovani odf. | odstranéni Nr.paired Nr. for. Nr. rev. Nr.map. | nDNA | Nrmap. | ¢cpDNA | Nr.reads | Nr.map. | rDNA

vz Nr.reads | g0 jvality | (%) | duplikatir | T9PEO0 | eads reads reads nDNA %) | cpDNA | (%) pofiltr. | rDNA (%)
65 713164 690185 3.23 395870 42.64 187998 17855 1888 136093 34.38 949 0.24 375997 3468 0.92
66 706660 700224 0.92 600194 14.29 297127 4774 938 220058 36.66 2783 0.46 594255 1130 0.19
67 727062 720355 0.93 590452 18.03 292161 5075 888 217083 36.77 3776 0.64 584322 814 0.14
68 607874 601544 1.05 524013 12.89 259246 4692 670 197601 37.71 3329 0.64 518492 785 0.15
69 808472 801427 0.88 629610 21.44 311614 5283 956 250139 39.73 3964 0.63 623228 1258 0.20
70 696150 689501 0.96 580987 15.74 287469 4949 918 220256 3791 4163 0.72 574942 1572 0.27
71 1158938 1117660 3.57 772014 30.93 368662 31031 3437 239893 31.07 8407 1.09 737324 2572 0.35
72 699076 691758 1.05 579941 16.16 286626 5547 925 214215 36.94 2502 0.43 573252 2163 0.38
73 489260 484271 1.02 394825 18.47 195266 3609 580 159237 40.33 2076 0.53 390533 630 0.16
74 1606954 1578617 1.77 762752 51.68 369668 20318 2871 259581 34.03 2550 0.33 739336 1274 0.17
75 674674 669570 0.76 580211 13.35 287720 3815 763 252388 43.50 3338 0.58 575440 1339 0.23
76 702376 696423 0.85 607867 12.72 301204 4426 863 233091 38.35 8290 1.36 602408 1158 0.19
77 1433322 1386563 3.27 855261 38.32 407986 34586 4547 255676 29.89 3528 0.41 815972 1191 0.15
78 602778 597105 0.95 512413 14.18 253622 4372 665 188344 36.76 1476 0.29 507245 369 0.07
79 1832780 1780385 2.86 1254889 29.52 605526 37575 5892 420122 33.48 1845 0.15 1211054 5744 0.47
pramér | 1233876.77 | 1197583.38 | 2.52 | 805593.56 30.33 387651.09 | 27108.43 | 2971.86 | 246271.91 | 33.18 | 9435.05 0.91 775302.91 | 2102.51 0.27

Tab. II Vysledky sekvenace DNA a mapovani na referenc¢ni sekvence. vz. = oznaceni vzorku (viz tab. I vyse). Nr. reads = pocet ziskanych sekvenci (readd, reads) po

odstranéni PhiX, filtrovani dle kvality = pocet readii po filtrovani prostfednictvim programu Trimmomatic (Bolger et al. 2014), odf.(%) = procento takto odfiltrovanych

readt, odatranéni duplikatii = pocet readti po odstranéni duplikata, dupl.(%) = procento odstranénych duplikat, Nr. paired reads = pocet obousmeérné osekvenovanych
,reads”, Nr. for. reads a Nr. rev. reads = pocet nesparovanych readu ve ,,forward” a ,reverse” sméru. Nr. map. nDNA a nDNA (%) = pocet read (resp. procento)
namapovanych na referenci z cilenych exonti, Nr. map. cpDNA a cpDNA (%) = pocet readti (resp. procento) namapovanych na referenci chloroplastové DNA, Nr. reads. po
filtr. = pocet readti po vyfiltrovani pro mapovani na referenci rDNA. Nr. map. rDNA a rDNA = pocet read (resp. procento) namapovanych readi na referenci rDNA.
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8.3. Seznam znaki pouZitych pro morfometrické analyzy
zkratka | znak
1 | vyskal | vyska po vrchol termindlniho tboru (mm)
2 | vyska2 | absolutni vyska celé rostliny po vrchol nejhofejsiho ilboru (mm)
3 | prumer | primér lodyhy ve vySce 3 cm nad zemi (mm)
4 | listy pocet listti na lodyze
5 | uhel thel, ktery sviraji listy s lodyhou, primér ze tfi list( ze stfedni ¢asti lodyhy
6 | prohl pricné prohnuti listu z dolni ¢asti lodyhy*
7 | proh2 pricné prohnuti listu ze stfedni ¢asti lodyhy*
8 | proh3 pri¢né prohnuti listu z horni éasti lodyhy*
9 | terub pruamér termindlniho tboru (mm)
10 | sumub | pocet iborti na rostliné
11 | vnz délka vnitfnich (jazykovitych) zdkrovnich listenti (mm)*
12 | stz délka strednich zakrovnich listent (mm)*
13 | deldol délka list1 z dolni ¢asti lodyhy* (mm)
14 | sirdol Sifka list(1 z dolni ¢asti lodyhy v poloviné jejich délky (mm)*
15 | sirdzar | Sifka list z dolni ¢asti lodyhy v zafezech mezi tikkrojky (laloky) v poloviné
jejich délky (mm)*
16 | sirdol2 | Sifka listi z dolni ¢asti lodyhy v jejich nejsirsi ¢asti (mm)*
17 | sirdzar2 | $itka listi z dolni éasti lodyhy v zafezech mezi tikrojky (laloky) (mm)*
18 | bazdol | vzdalenost mezi nejsirsi ¢asti listu z dolni ¢asti lodyhy a jeho bazi (mm)*
19 | numostd | pocet ostnitych zubii na listu z dolni ¢asti lodyhy*
20 | deldost | délka ostnii prvniho fadu na listu z dolni ¢asti lodyhy (mm)*
21 | deldkr délka ostnti nejvyssiho fadu na listu z dolni ¢asti lodyhy (mm)*
22 | delpro délka listti ze stfedni ¢asti lodyhy (mm)*
23 | sirpro sirka listdl ze stfedni ¢asti lodyhy v poloviné jejich délky (mm) *
24 | sirpzar | Sitka listii ze stfedni ¢asti lodyhy v zafezech mezi tikrojky (laloky) v
poloviné jejich délky (mm) *
25 | sirpro2 | Sitka listii ze stfedni ¢asti lodyhy v jejich nejSir$im misté (mm) *
26 | sirpzar2 | Sitka listt ze stfedni ¢asti lodyhy v zafezech mezi tikrojky (laloky) (mm)*
27 | bazpro | vzdalenost mezi nejSirsi ¢asti listu ze stfedni ¢asti lodyhy a jeho bazi (mm)*
28 | numostp | pocet ostnitych zubti na listu ze stfedni ¢asti lodyhy*
29 | delprost | délka ostntl prvniho fddu na listu ze stfedni ¢asti lodyhy (mm) *
30 | delpkr délka ostnti nejvyssiho fadu na listu ze stfedni ¢asti lodyhy (mm) *
31 | delhor délka list(i z horni ¢asti lodyhy (mm) *
32 | sirhor sifka list(1 z horni ¢asti lodyhy v poloviné jejich délky (mm) *
33 | sithzar | Sifka listti z horni éasti lodyhy v zafezech mezi tikrojky (laloky) v poloviné
jejich délky (mm) *
34 | sithor2 | Sifka listti z horni éasti lodyhy v jejich nejSir$im misté (mm) *
35 | sirhzar2 | Sitka listti z horni ¢asti lodyhy v zafezech mezi ukrojky (laloky) (mm) *
36 | bazhor | vzdalenost mezi nejsirsi ¢asti listu z horni ¢asti lodyhy a jeho bazi (mm) *
37 | numosth | pocet osténkii na listu z horni ¢asti lodyhy*
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38 | delhorst

délka ostnt1 prvniho fddu na listu z horni ¢asti lodyhy (mm) *

39 | delhkr délka ostnti nejvyssiho fadu na listu z horni éasti lodyhy (mm) *
40 | dzl délka vnéjsich zakrovnich listenti (mm) *

41 | numostz | pocet ostnitych zubti na vnéjsich zakrovnich listenech*

42 | delostz | délka ostnii prvniho fddu na vnéjSim zakrovnim listenu*

Pomérové znaky:

43 | pomvys

pomér vysek (cela rostlina/po termindlni tibor)

44 | olist

délka internodii (odpovida podilu vysky rostliny po terminalni abor
(vyskal) a poctu listi1)

45 | delsidol

pomér délky a Sitky listu z dolni ¢asti lodyhy (v nejSirsim misté) *

46 | delvzsidol

pomér délky listu z dolni ¢asti lodyhy a vzdalenosti jeho nejsirsiho mista od
baze*

47 | delsipro

pomér délky a Sitky listu ze stfedni ¢asti lodyhy (v nejSirSim mist¢) *

48 | delvzsipro

vvvvv

od baze*

49 | delsihor

pomér délky a Sitky listu z horni ¢asti lodyhy (v nejSirSim misté) *

50 | delvzsihor

vvvvv

baze*
51 | ostdol pomér poctu osténkii a délky listu z dolni ¢asti lodyhy*
52 | ostpro pomér poctu osténkii a délky listu ze stfedni ¢asti lodyhy*
53 | osthor pomeér poctu osténkii a délky listu z horni ¢asti lodyhy*
54 | izahd index hloubky zafezu** u listt1 z dolni ¢asti lodyhy*
55 | izahp index hloubky zdfezu** u list(1 ze stfedni ¢asti lodyhy*
56 | izahh index hloubky zarezu** u listi1 z horni ¢asti lodyhy*

Tab. Il Seznam znaki (a jejich zkratek), které byly pouzity v ramci morfometrické analyzy

* V pfipadé znakti na listech a listenech (znaky 6-8 a 11-42, pomérové znaky 45-56) se jedna

o aritmeticky primér hodnot z méfenti tii listii/listent z jedné rostliny.

**,,Index hloubky zafezu” (znak 54-56) byl definovan jako pomér Sifky listu (v nejSirsi ¢asti) a

rozdilu Sifek v nejsirsi ¢asti a v zafezech mezi ukrojky (laloky) (zde napf. sirdol2/(sirdol2-

sirdzar2)).
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8.4. Skript pouzity pro ziskdni vstupnich soubortt do programu ToothFinder
(Corney et al. 2012b)

#segment one.py - create .mat files for ToothFinder (Corney et al. 2012,
https://github.com/dcorney/ToothFinder)

#Writted in 2018 by Ondfej HoleSovsky (Czech Technical University in Prague) and Hana MaSkova
# (Charles University)

#(This code is released to the public domain. https://en.wikipedia.org/wiki/Public domain)

from skimage import data

from skimage import filter
import skimage

import numpy as np

from skimage import segmentation
from skimage.feature import corner harris, corner subpix, corner peaks
import matplotlib.pyplot as plt

import scipy.io
import cv2
from PIL import Image

def threshold(image) :
# Otsu thresholding.
# Use just the green channel for thresholding.
green = np.mean(img, axis=2)
val = skimage.filter.threshold otsu(green)
mask = green < val
return mask

def biggest contour(contours):
ml = len(contours[0])
contour = contours[0]
for ¢ in contours:
if len(c) > ml:

ml = len(c)
contour = ¢
return contour

def corners(img, mask):
coords = corner_ peaks(corner_harris(mask), min distance=7)
fig, ax = plt.subplots(figsize=(7, 7))
ax.imshow (img)
ax.scatter (coords[:,1], coords[:,0])
plt.show()

import glob
import os

os.chdir("/directory/to/folder with TIFs/") #the directory containing my .tif files
for filename in glob.glob("*.tif"): #iterates over all files in the directory ending in .tif

#remove black spaces (was create as output from ImageJ straightening)
im = Image.open(filename)
data = np.array(im)
rl, gl, b1 =0, 0, 0 # Original value
r2, g2, b2 = 255, 255, 255 # Value that we want to replace it with

red, green, blue = datal:,:,0], datal:,:,1], datal:,:,2]
mask = (red == rl) & (green == gl) & (blue == bl)
datal[:,:,:3][mask] = [r2, g2, b2]

im = Image.fromarray(data)
im.save (filename)

#add white frame (for a case of some objects on the margin of image)

img = skimage.io.imread(filename)

top, bottom, left, right = [100]*4

img = cv2.copyMakeBorder(img, top, bottom, left, right, cv2.BORDER CONSTANT, value=[255, 255,
25517)

Obr. I Skript segment_one.py (Holesovsky, nepublikovano) s apravami, které zahrnuji doplnéni bilého
ramecku (pro pfipad, kdy do vybéru zasahovala ¢ast sousedniho listu) a odstranéni ¢ernych ploch (ty vznikly
v pfipadé nékterych obrazkii v programu Image]J pfi pouziti funkce ,Straighten” pii ,narovnani” prohnutych
listl za acelem snadnéjsiho odectu jejich délky — pfiklad pred a po této tprave viz obr. a vyse. (Pokracovani
na dalsi strané).
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https://github.com/dcorney/ToothFinder
https://en.wikipedia.org/wiki/Public_domain

# Threshold the image (Otsu thresholding).
# Output a binary mask (background/foreground) .
mask = threshold(img)
# Retrieve the boundaries between background/foreground.
boundaries = skimage.segmentation.find boundaries (mask)
# Find connected contours among the boundaries.
contours = skimage.measure.find contours (boundaries, 0)
# Return the biggest contour (the largest number of points).
contour = biggest contour(contours)

# Plot the image and the biggest contour.

#fig, ax = plt.subplots/()

fax.imshow (img)

#ax.plot (contour[:, 1], contour[:, 0], linewidth=1)

fax.axis ('image')
#ax.set xticks([])
#ax.set yticks([])
#plt.show ()

#contour = np.int32 (contour)
fcr = mask * 0
#cr[contour([:, 0], contour[:, 1]] =1

scipy.io.savemat (( filename.rsplit( ".", 1 )[ 0 1 )+ ".mat", dict(x=contour(:,

y=contour[:, 1], imExt=img))

01,

500

distance from centroid

R

0 500 1000 1500 2000 2500 distance around perimeter

V ramci skriptu je proveden vybér objekti na zakladé prahovani (tresholding), a pak jsou nalezeny jejich
hranice. Do souboru .mat jsou zapsany pouze soufadnice okrajii nejvétsiho objektu v obrazku (listu). Jejich
vizualizaci viz na obr. b. Takto ziskané soubory byly dale zpracovany programem ToothFinder. Obr. ¢ —
grafické znazornéni vystupu, kfizky oznacuji nalezené zuby a pfisluSnou konturu v systému soufadnic;
kfivka na obr. d predstavuje prabéh algoritmu (na ose x je postup po obvodu listu, osa y odpovida vzdalenosti
od centroidu listu, zub je lokalnim maximem funkce (0znacen koleckem), pfislusny zarez (sinus) kfizkem).

Podrobny popis viz (Corney et al. 2012b). Pocet zubii nalezeny algoritmem v tomto konkrétnim pfipadé

byl 185.
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8.5. Popisné statistiky méfenych znakt
Carlina vulgaris & C. biebersteinii subsp. C. biebersteinii subps. biebersteinii
brevibracteata C. biebersteinii subsp. sudetica
znak min. 5.p. pramér * sd. 95.p. max. min. 5.p. pramér = sd. 95.p. max.
vyskal 111.00  227.50 41524 + 14813 691.00 1065 258.00 341.05 579.33 + 143.23 858.55 933
vyska2 111.00  232.50 449.74 + 162.77 744.50 1144. 258.00 341.05 613.17 + 161.80 92355 1000
listy 15.00 24.50 4231 + 11.08 60.00 83.00 13.00 2345 4094 + 1247 6255  71.00
terub 8.10 10.05 14.24 + 3.03 19.35 2540 9.10 13.00 19.00 + 3.94 25.37  32.50
sumub 1.00 1.00 912 + 1631 45.00 100.00 1.00 1.00 750 + 8.82 27.55  41.00
deldol 27.40 61.18 101.16 + 2829 150.66 199.47 13.70  44.45 117.25 + 4391 188.87 211.72
sirdol 5.76 7.96 13.15 + 372 2028 26.81 1.26 4.51 13.06 + 5.51 2200 26.25
sirdzar 3.83 5.15 845 + 249 1261 19.75 0.95 3.94 9.87 + 3.88 1621  20.12
sirdol2 6.52 9.12 15.08 + 4.20 23.00 35.14 1.48 4.80 1436 + 6.07 2429  27.65
sirdzar2 3.79 6.14 9.83 + 3.08 1442  38.17 1.20 4.04 10.67 + 4.21 1745  21.18
bazdol 12.60 29.68 59.91 + 2001 97.08 12723 841 20.45 6474 + 2890 11431 138.07
delpro 18.12 23.19 36.70 + 1035 5645 76.33 6.08 35.07 62.73 + 1955 10139 115.69
sirpro 4.78 7.09 11.82 + 330 1873 2357 0.92 5.47 10.97 + 3.90 1644  18.64
sirpzar 3.34 4.57 737 + 215 11.55 16.38 0.65 4.61 7.68 + 238 11.66 1297
sirpro2 5.41 8.06 13.00 + 3.56 20.34 2895 0.99 6.86 1231 + 4.07 19.10  20.69
sirpzar2 3.58 5.19 834 + 243 1271  20.69 0.70 5.34 8.58 + 2.68 1340  16.57
bazpro 5.90 7.69 1416 + 5.64 2454 4511 2.38 10.62 2290 + 10.24 40.71 4740
delhor 12.48 14.81 2021 + 3.79 2715  31.39 2.84 21.38 3425 + 8.59 4466  55.16
sirhor 3.22 4.39 702 + 1.75 10.39 1346 0.67 4.19 6.61 + 2.04 10.13  11.05
sirhzar 2.00 2.51 4.00 + 1.03 5.89 7.52 0.37 3.16 426 + 1.10 6.07 6.43
sirhor2 3.87 5.20 786 + 1.82 11.27 1537 0.84 5.08 796 + 212 11.20 1217
sirhzar2 2.01 2.93 441 + 1.10 6.54 8.24 0.46 3.22 498 + 134 7.20 7.87
bazhor 3.36 4.76 764 + 245 1225  21.75 0.95 5.71 10.18 + 298 1532 1776
delhorst 0.99 1.35 179 + 0.34 243 3.43 0.20 1.44 1.82 + 0.36 2.20 2.38
delhkr 0.11 0.15 024 + 013 056 0.89 0.02 0.14 0.23 + 0.09 0.42 0.52
dzl 10.76 11.94 16.16 + 3.05 2194  26.07 2.28 17.69 27.72 + 6.66 37.89  41.65
delostz 1.08 1.39 184 + 035 2.38 3.74 0.22 1.43 197 + 0.35 2.36 2.45
pomvys 0.91 1.00 111 + 0.59 1.29 11.64 1.00 1.00 1.06 + 0.06 1.17 1.26
olist 3.81 5.72 10.00 + 3.00 14.67  30.94 7.28 10.17 14.83 + 3.59 2025  22.88
delvzsidol 1.28 1.42 1.74 + 0.26 2.28 3.16 1.45 1.58 1.89 + 0.32 2.54 3.42
delsidol 2.83 4.08 6.97 + 2.05 10.61  13.87 3.87 5.32 8.60 + 1.97 1143  13.23
delsipro 1.54 1.95 291 + 0.75 441 6.08 2.71 3.72 527 + 1.14 7.43 8.35
delvzsipro 1.60 1.87 272 + 051 3.57 4.58 1.93 2.13 294 + 0.59 3.96 4.18
delsihor 1.59 1.84 2.66 + 0.60 3.81 5.07 3.24 3.32 436 + 0.77 5.55 6.89
delvzsihor 1.42 1.82 279 + 0.64 4.12 5.19 2.22 2.66 345 + 0.72 5.05 6.44
prumer 1.10 2.20 423 + 2.09 8.70 14.30 2.00 247 583 + 2.61 11.00 12.70
deldost 0.77 1.19 201 + 1.80 2.98 31.76 0.86 1.01 191 + 0.54 2.80 3.23
deldkr 0.12 0.15 025 + 0.14 0.57 1.12 0.11 0.13 046 + 1.99 0.41 16.87
delprost 1.10 1.36 191 + 041 266 3.62 1.09 1.28 2.05 + 047 2.74 3.06
delpkr 0.13 0.15 025 + 0.14 0.52 1.32 0.13 0.14 024 + 0.10 0.43 0.69
izahd -0.57 211 298 + 0.66 4.07 5.66 2.30 2.60 458 + 1.55 7.59 9.49
izahp 1.86 2.16 289 + 0.64 370 10.29 -3.23  2.30 350 + 1.37 5.50 8.88
izahh 1.55 1.85 234 + 034 299 3.59 1.92 2.05 276 + 0.50 3.63 4.27
uhel 2867 3179 60.76 + 2238 10110 12019 1810 2070  59.82 + 29.69 10820 108.50
proh1 8217 9666 13139 + 2047 16576 19403  71.63 7174 10744 + 30.66 16022 17432
proh2 4863 9275  129.28 + 2345 163.99 19239 8561 9578 13592 + 2604  170.09 176.64
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Carlina vulgaris & C. biebersteinii subsp. C. biebersteinii subps. biebersteinii

brevibracteata C. biebersteinii subsp. sudetica
znak min. 5.p. pramér * sd. 95.p. max. min. 5.p. pramér = sd. 95.p. max.
proh3 92.59 114.43 149.11 + 21.09 181.67 205.53 115.05 123.84 156.10 + 21.09 184.75 190.07
numostd 20.67 56.45 147.02 + 59.38 246.68 351.33 109.67 113.87 220.73 + 82.55 339.83 373.67
numostp 19.00 39.02 69.19 + 2493 11698 150.33 78.67  88.23 136.33 + 27.69 170.43 173.00
numosth 18.67 26.05 41.67 + 1718 60.62 175.33 55.67  56.37 76.71 + 16.95 104.10 113.67
numostz 15.33 24.00 37.70 £ 13.72 5327 144.00 17.60 24.15 4491 + 16.01 68.10  70.67
ostdol 0.23 0.55 151 + 0.61 2.62 3.40 0.92 1.16 1.81 + 0.57 2.75 2.76
ostpro 0.31 1.00 1.86 + 0.55 2.71 4.04 1.14 1.25 1.80 + 0.36 2.35 2.54
osthor 0.93 1.27 2.02 + 0.84 2.96 8.77 1.03 1.13 198 + 0.60 2.86 3.28
vnz 10.37 13.42 16.86 + 1.82 19.23 21.73 14.87  15.26 1746 + 1.88 20.52  20.57
stz 5.14 6.78 8.69 + 117 1060 12.25 6.78 6.98 9.01 1.06 1132 12.87

Tab. IV Souhrnna statistika pro méfené znaky pouzité v morfometrickych analyzach pro dvé molekularné
odlisené skupiny. Prvnich 34 znakiu bylo méfeno celkem na 401 rostlinach (331 z prvni skupiny, 70 z druhé),
zbylych 13 (oddéleny tucnou carou) bylo méfeno na 197 rostlinach (182 z prvni skupiny, 15 z druhé). min. =
nejnizsi naméfena hodnota pro dany znak, 5. p. = 5. percentil, sd. = smérodatatna odchylka, 95. p. = 95.
percentil, max. = nejvyssi naméfena hodnota pro dany znak. Vysvétleni zkratek znaki viz v tab. III vyse.
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8.6. Prehled balickti a funkci statistického programu R pouzitych v této praci
balicek funkce pouziti
ape 5.1 read.tree() nacte soubory ve formatu .tre piipadné vystupy

(Paradis et al. 2004)

programu RAXML

plot.phylo() vizualizuje fylogenetické stromy
identify.phylo() vypisuje ¢islo nodu po kliknuti do fylogramu, pro
nalezeni uzlu, v kterém byly stromy zakofenény
cophyloplot() porovnava 2 topologie
phangorn 2.4.0 read.nexus.networx() | nacte soubory generované programem SplitsTree
(Schliep 2011) plot.networx() vizualizace fylogenetickych siti
phytools 0.6.59 multiRF() pocita Robinson-Fouldova vzdalenost pro porovnani
(Revell 2012) topologii stromt
vegan 2.5.2 vegdist() vypocet distancnich matic
(Oksanen et al. 2018) decostand() standardizace dat
MVN 5.5 mvn() testy mnohorozmérného normalového rozdéleni
(Korkmaz et al. 2014)
MASS 7.3.49 1da() vypocet linearni a kvadratické diskriminac¢ni analyzy
(Venables & Ripley qda()
2002)
dendextend 1.8.0 labels_colors() graficka tprava dendrogramii
(Galili 2015)
caret 6.0.80 findCorrelation() pro detekci silné korelovanych znakti
(Kuhn 2018) findLinearCombos() | pro detekci linearnich kombinaci znakt
ade4 1.7.11 dudi.pca() vypocet PCA
(Dray & Dufour rtest() test inercii
2007) discrimin( ypocet DCA
vyp
randtest() randomizacni test
mantel.randtest() Manteldv test pro porovnani dvou distan¢nich matic
coinertia() koineréni analyza
FactoMineR 1.41 PCA() PCA, procentualni prispévky k vysvétlené variabilité
(L& et al. 2008)
klaR 0.6.14 (Weihs et | greedy.wilks() vypocet Wilkova lambda
al. 2005)
sp 1.3.1 (Pebesma & | SpatialPoints() vytvari na zakladé soufadnic objekt tfidy SpatialPoints
Bivand 2005)
raster 2.6.7 (Hijmans | getData() stahuje data WorldClim
2017) extract() k bodtim (SpatialPoints) doplni proménné prostiedi

(WorldClim)

Tab. V Seznam pouzitych balickii (véetné citaci) a funkci statistického programu R pouzitych v ramci této

prace.
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8.7. Vystupy PCA a CDA

znaky (401 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 CDA CDA CDA
vzork) zahrada | zahrada terén terén vse vse zahrada terén vse
delhor - - 6.72 1.17 6.69 1.73 - 0.78 0.81
dzl 4.43 1.80 6.70 0.52 6.78 1.17 0.77 0.78 0.80
delsipro 1.89 8.25 0.99 6.48 0.97 7.76 0.79 0.74 0.75
delsihor 3.04 8.23 1.06 9.95 1.98 9.94 0.72 0.67 0.73
delpro 8.64 1.35 6.75 1.96 7.26 2.08 0.54 0.64 0.66
izahd 0.50 4.02 0.14 6.00 0.03 5.71 0.56 0.61 0.58
olist 0.07 4.12 0.33 7.54 0.03 6.26 -0.51 -0.56 -0.48
terub 5.46 0.20 3.62 1.15 5.19 0.93 0.32 0.52 0.52
bazpro 9.52 0.24 6.08 0.03 6.69 0.15 0.35 0.45 0.47
bazhor 0.58 0.87 5.33 0.28 4.19 0.29 0.35 0.43 0.43
vyskal 6.16 2.20 1.87 6.92 2.19 5.61 0.44 0.41 0.40
izahp 0.96 2.78 0.00 4.54 0.04 4.45 0.39 0.40 0.38
izahh 0.00 1.01 0.77 2.01 0.88 2.09 0.46 0.35 0.43
delsidol 0.34 6.46 0.10 4.95 0.07 6.05 0.43 0.31 0.30
prumer 7.73 0.26 4.32 1.51 5.69 0.53 -0.03 0.30 0.31
deldol - - 4.55 1.10 3.69 0.65 - 0.29 0.19
delostz 0.30 1.68 1.49 2.58 0.84 2.70 0.07 0.29 0.19
sirdzar - - 6.58 0.12 5.59 0.04 - 0.29 0.21
delvzsihor 1.22 5.22 0.15 443 0.13 5.21 0.38 0.29 0.39
sirhzar2 0.09 4.12 3.76 2.23 3.01 2.23 0.09 0.25 0.25
sirdzar2 6.16 1.05 6.50 0.09 5.46 0.55 0.02 0.19 0.11
pomvys 0.41 1.57 0.39 0.81 0.87 0.47 -0.28 -0.19 -0.08
sirhzar 0.40 4.55 3.64 2.41 2.78 2.39 -0.08 0.18 0.17
delhorst 0.03 3.81 1.17 4.14 0.78 4.35 -0.05 0.18 0.11
delvzsidol 0.68 0.28 0.08 1.63 0.06 1.13 0.31 0.18 0.24
bazdol 6.67 0.01 2.81 0.13 2.24 0.07 -0.02 0.18 0.07
delvzsipro 2.73 1.08 0.49 3.58 0.54 2.98 0.21 0.15 0.17
delprost 4.27 1.95 1.73 4.20 2.13 3.78 0.08 0.13 0.12
listy 6.51 0.18 1.44 0.06 2.45 0.03 -0.14 -0.12 -0.04
sirpro2 2.14 5.50 4.05 2.04 4.59 2.29 -0.39 -0.11 -0.07
sirhor2 0.02 7.29 2.66 5.10 1.99 5.40 -0.10 0.11 0.08
delpkr 0.25 1.69 0.01 2.54 0.02 2.38 -0.05 -0.07 -0.03
sumub 5.11 1.41 2.45 0.06 3.89 0.00 -0.47 -0.06 0.02
sirpzar2 1.79 3.10 4.12 0.34 4.40 0.57 -0.24 0.06 0.06
delhkr 1.16 0.46 0.05 1.88 0.00 1.61 0.00 0.02 0.01
deldost 5.05 1.12 0.87 3.01 0.86 2.78 0.13 -0.02 -0.01
sirdol2 5.44 2.76 6.10 1.38 4.96 2.42 -0.20 -0.01 -0.09
deldkr 0.00 0.58 0.11 1.11 0.05 1.20 -0.04 0.01 -0.01

Tab. VI Procentualni pfispévky k vysvétlené variabilité prvnich dvou os PCA a celkové strukturni koeficienty
CDA pro soubor 401 jedinct a vybrané znaky. Zvlast pro rostliny péstované a méfené v experimentalni
zahradé (,zahrada”) a pro rostliny z terénu (,terén”) a pro soubor sestavajici z obou predchozich (,,vSe”).
Sefazeno podle nejvyssich hodnot strukturnich koeficienttt CDA. T¥i nejvyssi hodnoty z kazdého sloupce
vyznaceny tucné. Znaky, pro které nejsou ve sloupcich uvedeny hodnoty, byly vyfazeny z analyz danych
datovych soubori, z divodu vysoké korelace s jinymi znaky.
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znaky (197 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 CDA CDA CDA
vzorki) zahrada zahrada terén terén vse vse zahrada terén vse
sirhor 413 1.32 - - 0.42 10.17 -0.22 - -0.02
dzl 2.37 2.15 6.35 0.00 6.24 0.00 0.76 0.65 0.74
delhor - - 6.53 0.03 6.29 0.01 - 0.62 0.74
delpro 5.54 0.30 5.27 1.49 6.40 0.93 0.57 0.56 0.62
terub 3.34 0.00 2.05 1.76 4.45 0.86 0.33 0.51 0.48
bazpro 4.80 0.00 5.26 0.01 5.76 0.02 0.44 0.49 0.51
olist 1.36 6.72 0.09 4.61 0.10 3.30 0.67 0.46 0.42
numosth 0.44 4.86 1.64 0.56 1.31 0.09 0.62 0.45 0.55
numostp 1.26 0.95 3.16 0.01 3.71 0.00 0.55 0.44 0.52
delsipro 4.07 3.96 0.72 2.63 1.29 3.23 0.70 0.43 0.60
prumer 3.22 2.15 2.34 5.56 494 1.75 0.07 0.42 0.37
sirdzar 0.44 3.65 5.31 0.70 3.99 0.26 -0.07 0.42 0.17
vyskal 6.54 0.73 0.61 11.02 1.75 6.46 0.34 0.41 0.36
sirdzar2 1.00 4.78 6.07 0.14 4.24 0.58 -0.16 0.39 0.11
deldol 5.69 0.38 3.98 0.82 3.08 0.32 0.13 0.39 0.20
prohl 4.73 0.00 0.00 447 1.06 3.98 -0.11 -0.37 -0.31
numostd 1.83 0.08 1.80 0.05 2.11 0.04 0.19 0.37 0.30
numostz 1.72 0.02 1.24 1.32 0.70 0.59 -0.01 0.35 0.15
sirdol2 0.88 7.68 6.01 0.01 4.23 0.99 -0.25 0.34 0.06
delsihor 4.22 4.00 0.46 8.00 2.22 6.79 0.73 0.33 0.60
bazhor 0.49 0.29 4.58 1.24 1.93 3.29 0.37 0.32 0.30
sirhzar2 2.10 0.01 2.93 3.67 1.25 6.64 0.22 0.30 0.26
vnz 0.10 0.26 1.44 0.74 0.52 0.99 -0.08 0.30 0.09
sumub 2.39 2.86 2.26 3.93 4.14 1.31 -0.35 0.28 0.18
sirhzar 2.81 0.05 3.18 3.74 1.40 6.29 0.10 0.27 0.22
delprost 0.01 4.76 1.43 1.85 1.35 2.34 -0.08 0.27 0.11
bazdol - - 2.88 0.02 1.96 0.04 - 0.26 0.08
sirpro2 0.11 3.95 4.62 0.08 4.63 0.57 -0.19 0.26 0.15
uhel 0.63 3.69 0.35 1.12 1.98 0.52 -0.41 -0.25 -0.06
sirprozar2 0.20 0.59 3.69 0.06 3.93 0.09 0.02 0.24 0.25
sirhor2 2.14 0.88 2.44 5.84 0.91 8.77 -0.04 0.23 0.09
izahd 0.21 6.43 0.10 0.54 0.00 0.38 0.43 0.19 0.34
izahh 0.24 4.46 0.17 1.22 0.23 0.26 0.58 0.18 0.42
listy 3.24 2.28 0.99 4.87 2.29 1.97 -0.27 0.16 0.03
sirdol - - - - 3.99 0.58 - - 0.04
delhorst 0.89 1.18 1.37 3.81 0.62 4.77 -0.07 0.16 0.05
deldost 0.45 2.80 0.34 0.43 0.23 0.54 0.04 0.14 0.04
pomvys 0.01 2.60 0.59 0.25 1.67 0.22 -0.30 0.13 0.09
delvzsihor 4.16 0.58 047 347 0.53 4.84 0.29 0.13 0.34
proh2 3.06 1.25 0.40 5.37 0.01 4.08 0.27 -0.11 0.08
delvzsidol 0.81 1.93 0.06 2.34 0.01 0.53 0.39 0.10 0.28
proh3 0.52 1.68 1.19 0.38 0.09 0.73 0.28 0.10 0.10
deldkr 0.34 0.59 0.00 0.02 0.22 0.02 0.17 0.09 0.20
ostdol 1.30 0.19 0.03 0.70 0.00 0.29 0.10 0.09 0.14
delvzsipro 0.10 1.29 0.89 3.30 0.28 243 0.11 -0.07 0.04
stz 0.63 0.00 0.02 0.09 0.25 0.00 0.00 0.07 0.08
osthor 0.27 1.46 0.17 0.92 0.73 0.17 0.04 0.05 -0.01
ostpro 1.94 0.18 0.02 1.80 0.07 1.13 -0.05 -0.04 -0.02
delsidol 3.12 2.90 0.05 0.93 0.00 2.49 0.37 0.02 0.19
delhkr 1.57 0.54 0.04 1.56 0.11 1.28 0.33 -0.02 0.21

92




znaky (197 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 PCA1 PCA2 CDA CDA CDA
vzorki) zahrada zahrada terén terén vse vse zahrada terén vse
izahp 0.01 6.49 0.05 2.11 0.00 1.49 0.51 -0.01 0.32
delpkr 1.69 0.00 0.02 0.37 0.36 0.53 0.25 0.00 0.26

Tab. VII Procentualni piispévky k vysvétlené variabilité prvnich dvou os PCA a celkové strukturni
koeficienty CDA pro soubor 197 jedincti a vSechny méfené znaky. Zvlast pro rostliny péstované a méfené

v experimentalni zahradé (,zahrada”) a pro rostliny z terénu (,,terén”) a pro soubor sestavajici z obou
predchozich (,vSe”). Sefazeno podle nejvyssich hodnot strukturnich koeficientiit CDA. Tfi nejvyssi hodnoty
z kazdého sloupce vyznaceny tucéné. Znaky, pro které nejsou ve sloupcich uvedeny hodnoty, byly vyfazeny
z analyz danych datovych soubort, z ditvodu vysokeé korelace s jinymi znaky.
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