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1 UVOD

Melampyrum pratense (CernyS lu¢ni) patii mezi poloparazitické rostliny z Celedi
Orobanchaceae (zarazovité). V minulosti byl fazen do ¢eledi Scrophulariaceae (Wolfe et al.
2005, Benett & Matthews 2006).

Cely rod Melampyrum zahrnuje kofenové poloparazity, proto podobné jako fada
jinych piibuznych taxonu (napt. Rhinathus, Euphrasia, Odontites, Pedicularis) vytvati na
svych kotenech specidlni utvary tzv. haustoria. Haustorii se rostliny napojuji na xylém koiene
hostitele (dfevni ¢ast cévniho svazku) a touto cestou se zasobuji dostateCnym mnozstvim pro
Zivot potfebnych mineralnich latek a vody (Slavikovd 1986, Dalrymple 2007, Irving &
Cameron 2009). U ftady poloparazitickych druht rostlin vSak byl také zjistén pienos
organickych latek pochazejicich od hostitele. (Govier et al. 1967, Press et al 1987, Irving &
Cameron 2009, Tésitel et al. 2010). Tyto rostliny jsou vSak kromé& zminéného parazitizmu
také zelené, tudiz maji zachovanou schopnost vlastni asimilace diky své fotosyntetické
aktivité. Listy jsou pro poloparazitické rostliny dalezité nejen kvili fotosyntéze, ale 1 kvali
Pripadna defoliace snizuje u poloparazitickych rostlin reprodukci a rust (Lehtild & Syrjanen
1995). Poloparazitické rostliny jsou vicemén¢ zavislé na pfipojeni k hostiteli, a pfipojenim na
vhodného hostitele rapidné zrychli svij rist, jsou vitalngjsi, vétsi, s vétsim poctem listd a
zaCinaji 1 diive kvést. Naopak rostliny, u kterych k uspéSnému ptipojeni nedoslo, zlstavaji
mensi, vytvafeji malo listi a vétsinou se nevétvi. Casto nemaji zadné kvéty a tudiz ani plody
(Cantlon et al. 1963, Svensson et al. 2001). Nékteré poloparazitické druhy, tzv. fakultativni
poloparaziti, mezi néz patii i druhy rodu Melampyrum, jsou teoreticky schopné sviyj zivotni
cyklus ukoncit i bez hostitele, avsak jejich vitalita je vZdy sniZzend a generativni reprodukce
velmi omezena (Atsatt & Strong 1970, Irving & Cameron 2009).

Souziti poloparazitické rostliny a hostitele je komplikované. Jedna se o kombinaci
parasitismu a kompetice o svétlo, kdy efekt hostitele na poloparazita nemusi byt vzdy pouze
pozitivni (Atsatt & Strong 1970, Matthies 1995). Parazitické a kompeti¢ni interakce mezi
poloparazitem, hostitelem a okolni vegetaci mohou nabyvat rtiznych intenzit v zavislosti na
druhové kombinaci hostitel-poloparazit (Cameron et al. 2006, Rumer et al. 2007),
podminkach prostiedi (napt. mnozstvi dostupnych zivin, Davies & Graves 2000, Cameron et
al. 2009), ontogenetickém stadiu rostlin (semenace vs. dospé€lé rostliny, TéSitel et al. 2010).
Vysledkem téchto interakci mohou byt rizné scénaie populacni dynamiky poloparazitickych

rostlin od dominance poloparazita ve spolecenstvu, po jeho kompeti¢ni vylouceni (Cameron



et al. 2009). S intenzitou kompetice souvisi 1 populacni hustota hostitelského druhu. Vysokeé
populacni hustoty hostitele dosahované obvykle na Uzivnych stanovistich mizou napiiklad
zapriCinit vyS$i mortalitu semendcki, na druhou stranu zbylé rostliny, které uspésné prejdou
do dalsi faze zivotniho cyklu, mohou dosahnout vyssiho reprodukéniho uspéchu (van Hulst et
al. 1987, Mudrak & Leps 2010).

Predpoklada se, ze Melampyrum pratense parazituje Sirokou skalu bylin, dfevin a
ketti, které se vyskytuji na stanovisti spolecné s nim, jako jsou napiiklad zastupci rodi
Quercus, Betula, Corylus, Pinus, Vaccinium, Erica atd. (Smith 1963, Hartl in Hegi 1974,
Stech 2000). V terénu je v$ak velice obtizné presné uréit skuteéného hostitele. K tomu je
nutnd preparace kofenového systému za ucelem nalezeni napojenych haustorii na kotfen
hostitele a nasledné se po kofenu dopatrat az k parazitovanému druhu. Ptes zna¢nou pracnost
a komplikovanost této metody se takto podatilo identifikovat hostitele napt. Rhinanthus minor
(Gibson & Watkinson 1989). Tato studie vSak byla zalozena na odbéru kofenového balu a
nasledné preparaci ex situ, V piipadé¢ M. pratense je tento metodicky pfistup prakticky
neproveditelny vzhledem k tomu, Ze nejéastéji piedpokladanymi hostitelskymi druhy jsou
pomérné velké dieviny (Smith 1963, Hartl in Hegi 1974, Stech 2000). Vyfesit tento problém
by tak mohla metoda DNA barcoding (Jackson et al. 1999, Kress et al. 2005, Taberlet et al.
2007, Valentini et al.2008), tj. identifikace hostitel pomoci sekvenovani DNA kofent, na néz
jsou haustoria napojena, ¢imz odpadne nutnost sledovani hostitelského kofene k nadzemni
¢asti rostliny. Vyuziti tohoto pfistupu pro identifikaci hostitelii parazitickych rostlin vSak
zatim nebylo otestovano v praxi.

Melampyrum pratense se ptirozené vyskytuje v pomérn¢ rozsahlém arealu. Oblast
jeho rozsifeni se rozprostira v Evropé kromé jeji nejjiznéjsi ¢asti, v Asii, kde roste hlavné
Vv zapadni a na stiedni Sibifi, k vychodu zasahuje aZz na Altaj a do oblasti Angary (Meusel et
al. 1978). V Ceské republice ho najdeme od planarniho az do subalpinského stupné. Roste
hojné az velmi hojné v oreofytiku a mezofytiku, v teplejSich oblastech je spiSe vzacné&jsi
(Stech 2000). Biotopy, na kterych se tento druh pfirozené vyskytuje, jsou i jinak velmi
riznorodé. Muzeme se s nim setkat na suchych i zamokienych stanovistich. Roste v lesich
listnatych, jehli¢natych i smiSenych. Najdeme ho na pasekach, v lemech lesnich cest, na
ladech, okrajich luk v niZSich polohach i na horskych az subalpinskych loukach. Nevyhyba se
ani viesovistim a raSeliniStim. Upfednostiiuje kysela stanovisté, ale vzacnéji ho miizeme najit
i na vapencovych substratech (Smith 1963, Elias 1986, Stech 2000).

Ekologicka valence M. pratense je tedy velmi Siroka, a srovnatelna jen s nemnohymi

sttedoevropskymi neruderalnimi druhy rostlin.



Podobné jako mnoho jinych poloparazita je Melampyrum pratense striktné jednoleta
rostlina, ktera se nikdy nerozmnozuje vegetativné (Klimes & Klimesova CLOPLA), tudiz je
uplné zavisla na reprodukci semeny. V kombinaci s absenci dlouhoveké semenné banky (sec.
Heinken 2004) a architekturou rostliny, ktera znemoZznuje regeneraci po jakémkoliv
poskozeni pod urovni pomérné vysoko poloZzenych déloznich listi, se jedna o vcelku
vyjimecnou strategii mezi krytosemennymi rostlinami. Popula¢ni dynamika M. pratense tak
zavisi Cisté na reprodukéni Uspésnosti rostlin métené produkei semen. Ta jsou produkovana v
tobolkach, které jsou uspotfadany v uzkém jednostranném hroznu, ktery je dole fidSi a smérem
nahoru hustsi. Toto plodenstvi vznika z polytelického typu kvétenstvi, které se vyznacuje tim,
ze na hlavnim stonku i na bocnich vétvich neni ukonceny termindlnim kvétem (Slavikova
2002). Kvéty rozkvétaji odspodu a stejné postupuje i dozravani semen. Doba kveteni je
erven az zaii (Stech 2000). Ackoliv je tento tdaj vztazeny primarné k populacim, &i souboru
populaci z CR, miiZe platit v nékterych ptipadech i pro délku reprodukéni sezony jednotlivych
rostlin. Vzhledem ke své hmotnosti, vypadavaji semena ze zralych tobolek pouze do blizkosti
se nachazi 1 az 4 semena.

Melampyrum pratense je morfologicky velmi variabilni druh (Smith 1963, Stech 1996,
Stech 2000). Vyznamnou souéasti morfologické variability je tzv. sezénni variabilita, ktera je
typickym jevem i u dalSich poloparazitickych zastupcti celedi Orobanchaceae (napf.
Euphrasia, Rhinanthus, Odontites) (Sterneck 1901, Karlsson 1974, Zopfi 1995, 1998).
Principem sezonni variability je genetickd determinace architektury prytu, coz ma vyznamny
vliv na vzhled rostlin, dobu kveteni a tedy i na casovy priibéh generativni reprodukce. Pfimo
geneticky je pravdépodobné determinovano potadi nodu, ktery mize potencialné nést prvni,
tj. nejspodn&jsi kvét na hlavnim stonku (Té&Sitel & Stech 2007). Jako duleZité sezonni
charakteristiky, kterymi se takovéto rostliny liSi a které jsou urCovany pravé pozici
nejspodnéjsiho kvétu, se uvadeéji doba kvétu, pocty vegetativnich (internodia mezi déloznimi
listy a nejvyS$im parem vétvi) i interkalarnich internodii (internodia mezi nejvysSim parem
vétvi a nejspodnéjsimi kveéty), pocet parti vétvi, pocet parti kvetoucich vétvi a rozméry listh. S
dobou kvétu souvisi ¢astecné i1 pritomnost déloh v dobé kveteni. Tyto charakteristiky se u
ruznych populaci stejného druhu mohou velmi lisit. Mzeme proto rozlisit ¢asné (aestivalni)
typy, pro které je typicky nizsi pocet internodii a malo vétvi a pozdni (autumnalni) typy, které
jsou naopak bohaté rozvétvené a maji vy$si podty internodii (Stech 1996, Stech 1998, Stech
2000, Tesitel 2005).



Klicovy vliv na hodnoty sezénnich znakt a tedy na architekturu celé rostliny ma délka
vegetacni sezony, kterd je v nasich podminkach urovana predevsim nadmoiskou vyskou a
limituje maximalni po&et lodyznich ¢lankii a s nim spojeny pozdni poéatek kveteni (Stech
1998, Tesitel 2005). Architektura rostlin M. pratense je vSak do urcité miry ovliviiovana i
dalSimi vlastnostmi stanovisté, jako jsou napi. typ substratu, svételné podminky, hostitelské
rostliny, ale také okolni vegetace (Stech 1996). Vyraznou odlisnosti celkového charakteru
sezonni variability druhu Melampyrum pratense je jeji kompletné retikulatni charakter. Na
rozdil od tady dalSich poloparazitickych druht (napf. Rhinanthus glacialis, Melampyrum
nemorosum, Euphrasia rostkoviana) nejsou sezonni typy u druhu M. pratense piilis
vyhranéné a vzajemné oddélené. Souvisi to ziejmé s biotopy, na kterych druh roste, a absenci
naslednych selekénich tlakli typu managementu lucnich porosti, které by plivodni diferenciaci
v sezonnich znacich zvyraznily a oddélily (Zopfi 1995, 1998, Stech 1998).

Vztahy mezi morfologii vegetativnich c¢asti rostlin Melampyrum pratense a
investicemi do generativni reprodukce, které lze povazovat za méfitko reprodukéni
uspésnosti, predstavuji klicové informace pro poznani biologie druhu. Existuje fada praci na
druzich rodu Melampyrum, které se zabyvaji vztahy morfologie rostlin, fenologie a podminek
prostiedi. Tyto zavislosti jsou casto interpetovany hypotézami zahrnujici reprodukéni
uspésnost rostlin. Zasadni bod takovych interpretaci, kterym je pravé pojitko mezi vegetativni
morfologii a reprodukéni UspéSnosti, vSak dosud takika nebyl studovan. VétSina studii se
navic zabyva rozdily mezi populacemi, vnitropopulacni variabilita v morfologii a reproduk¢ni
uspésnosti rostlin je zanedbavana. Neni tak vibec jasné, ¢im jsou zplsobeny rozdily ve
velikostech rostlin pozorované v ramci populace (Stech 1998), zda se napiiklad uplatiiuji
podobné faktory, jako jsou ty ovlivilujici mezipopulacni variabilitu, a jaky maji vliv na
celkovou reprodukéni GspéSnost. Provadéni reprodukéné-ekologickych srovnavacich studii
komplikuje mj. i délka reprodukéni sezony, kontinualni charakter kveteni a produkce semen,
coz znemoznuje vyhodnotit reprodukéni GspéSnost pomoci jediného pozorovani. Tato prace
ma za cil vyplnit mezery v pozndni vztahli mezi vegetativnim riistem a reprodukéni tispéSnosti
rostlin a popsat vnitropopula¢ni variabilitu v téchto parametrech vcetné identifikace jejich
pricin. Prostfedkem k dosaZeni téchto cilii je pfedevSim detailni sledovani dvou populaci na

urovni individui béhem celé vegetacni sezony.



Cile prace

Zachytit a popsat piezivani a vyvoj jedinct druhu Melampyrum pratense v prub¢hu
vegetacni sezony a tedy celého Zivotniho cyklu.

Popsat souvislost mezi vegetativnimi charakteristikami a investicemi do generativni
reprodukce na arovni jednotlivych individui v rAmci populace.

Zjistit, jaky je vztah mezi populacni hustotou sledované populace, mnoZstvim
vyprodukované biomasy a investicemi do generativni reprodukce.

Pokusit se identifikovat nejvyznamnéjs$i vnéj$i faktory ovliviiyjici studovanou
populaci.

Zjistit, zda je mozné urcit identitu hostitelskych druhii ze vzorka kofenil a pokusit se

zjistit, zda reprodukéni spésSnost zavisi na druhu hostitele.



2 METODIKA

Pro sledovéni prubehu ristu jedinct slouzil experiment 1. Vybrala jsem si dvé populace druhu
Melampyrum pratense na dvou pomérné blizko sebe polozenych lokalitach. Na téchto
jedincich jsem se snazila sledovat pribéh jejich ristu, a to od stddia mladych rostlin az po
dospélost, ktera vyvrcholila produkei semen. Hmotnost jejich biomasy vytvarené v pribéhu
vegetacni sezony jsem hodnotila pomoci morfologickych charakteristik a hmotnosti
kalibra¢nich rostlin v jednotlivych odbérech. S rGstem rostlin souvisi alokace biomasy
nejdiive do vegetativnich ¢asti, posléze také do reprodukcnich Casti rostlin, proto jsem se
sledovanim téchto morfologickych charakteristik také snazila zjistit jejich vzajemny vztah
v rdmci jednotlivych individui.

K sledovani vztahli mezi rostlinami populace slouzil experiment 2, kde jsem se pomoci
opakovanych odbérui snazila zjistit, jak souvisi hustota jedincdi, mnozstvi vyprodukovane

biomasy a jejich reprodukéni tispéSnost.

2.1 Charakteristika pokusnych ploch
Pokusné plochy, na kterych jsem sledovala populaci druhu Melampyrum pratense, se nachazi

ZJZ od Ceskych Budgjovic na okrajich lesa mezi obcemi Mokré a Tebin v nadmoiské vysce
cca 454 mn. m (obr. 2.1).

Pokusna plocha u Mokrého se nachazela na vychodnim okraji lesa blize k obci Mokré
(GPS: 48°57'40,0" s. 8., 014°24'29,1" v. d. , system WGS 84). Druhd pokusna plocha se
nachazela blize k obci Ttebin (GPS: 48°57'27,4", s. 8., E 014°23'21,8" v. d., systém WGS 84).
Rostlinné druhy (kromé¢ mechového patra), které se vyskytovaly na studovanych plochach,
jsou uvedeny v tabulce (tab. 1).

Primérna teplota v této oblasti v roce 2009 (méfend na meteorologické stanici
v Ceskych Budgjovicich) byla 9,5 °C a primémé srazky za rok 2009 byly 829,5 mm
(podrobnéji viz tab. 2; http://www.chmi.cz/meteo/ok/okdat091.html).


http://www.chmi.cz/meteo/ok/okdat091.html�

Obr. 2.1 Lokalizace pokusnych ploch se studovanymi populacemi Melampyrum pratense,
M = Mokré (experiment 1 a 2) a T = Tiebin (experiment 2) (zdroj: http://www.mapy.cz/)

Tab. 1 Seznam druhti vyskytujicich se na sledovanych plochach spole¢né s Melampyrum

pratense (neni zde uvedené mechové patro).

Mokré Patro  T¥ebin Patro
Picea abies E3 Quercus robur E3
Pinus sylvestris E3 Pinus sylvestris E3
Quercus robur E3 Sorbus aucuparia E2,E1
Frangula alnus E2,E1 Acerplatanoides E1l
Anemone nemorosa E1l Acer pseudoplatanus E1l
Anthoxanthum odoratum E 1 Avenella flexuosa E1l
Avenella flexuosa E1l Betonica oficinalis E1l
Carex brizoides E1l Dactylis glomerata E1l
Carex hirta El Festuca ovina El
Deschampsia cespitosa E1l Fragaria vesca E1l
Fragaria vesca El Frangula alnus El
Hieracium murorum E1l Galium boreale E1l
Holcus lanatus El Holcus lanatus El
Juncus tenuis E1l Luzula pilosa E1l
Luzula luzuloides El Poa pratensis El
Luzula pilosa E1l Ranunculus auricomus E1l
Poa anua El Rubus sp. E1l
Poa nemoralis El Taraxacum sect. Ruderalia E 1
Taraxacum sect. Ruderalia E 1 Tilia cordata El
Vaccinium myrtillus El Vaccinium myrtillus E1l
Veronica chamaedrys El Veronica chamaedrys El
Viola riviniana E1l



http://www.mapy.cz/�

Tab. 2 Primérnad mésicni teplota a srazky ve vegetacni sezén¢ 2009, tu¢né jsou vyznaceny
meésice, kdy probihalo odecitani experimentu.

Meésic . 1v. V. VI. VII. VIII. IX
Prtiimérna teplota vzduchu (°C) 4,4 12,7 14,3 158 19,2 19,2 15,2
Uhrn srazek (mm) 56 24,3 111 205,8 128,2 93,2 35,4

2.1.1 Experiment 1 — pokusné plocha Mokré a Tiebin
Na pokusné plose Mokré a pokusné plose Ttebin (obr. 2.1) jsem si na jafe 2009 oznacila 50

mladych rostlin z populace studovaného druhu Melampyrum pratense (Stitek s ¢islem jsem
lepila na stonek pod délozni listy). Uskute¢nila jsem celkem 5 ndvstév v piiblizné mésic¢nich
intervalech od dubna do srpna 2009, a to: 23. dubna, 21. kvétna, 26. Cervna, 29. Cervence a
29. srpna. U jednotlivych rostlin jsem pii kazdé néavstévé zaznamenavala morfologické
charakteristiky (viz nize). Tyto oznafené rostliny jsem nesbirala. Sebrala jsem je az pfi
posledni navstévé 29. srpna. V blizkosti vybranych ploch jsem nahodné sebrala pii kazdé
navstéve 20 rostlin ¢ernyse (nadzemni Casti rostlin), které slouzily jako kalibracni rostliny pfi
statistickém vyhodnocovani dat.

U téchto rostlin jsem také zaznamenavala shodné morfologické charakteristiky a po
ususeni v susarné (24 h pti teploté 80 °C) zvazila nadzemni biomasu, kterou jsem napied
rozd¢lila na biomasu z vegetativnich organti rostliny a na biomasu z reprodukcnich organt

rostliny.

Na rostlindch jsem zaznamenévala tyto morfologické charakteristiky:

- pocet vegetativnich internodii (internodia mezi déloznimi listy a nejvySSim péarem
vetvi)

- pocet interkalarnich internodii (internodia mezi nejvy$Sim parem vétvi a
nejspodnéjsimi kvéty)

- pocet listl (i pocet opadanych listit) na hlavnim stonku

- pocet listli na vétvich

- pocet vétvi (1.1 2. fadu) alesponi s 1 parem list

- pocet vyvinutych kvétl na hlavnim stonku (v¢etné odkvetlych)

- pocet vyvinutych kvétl na vétvich (véetné odkvetlych)

- pocet vyvinutych tobolek na hlavnim stonku (vCetné vysypanych)

- pocet vyvinutych tobolek na vétvich (vCetné€ vysypanych)

- vahu susiny z vegetativnich organt (stonky + listy + listeny)



- vahu susiny z reproduk¢nich organu (kvéty + nevysypané tobolky + prazdné vysypané
tobolky + odhad vahy vysypanych semen). Vaha vysypanych semen byla odhadnuta
jako nasobek poctu vysypanych tobolek a primérné vahy semen na 1 tobolku. Tu jsem
si stanovila tak, Ze jsem nahodné odebrala 50 tobolek CernySe (ne ze studovanych
rostlin) a vSechna semena jsem zvéZila. Z této vahy jsem pak spocitala primérnou
vahu semen na 1 tobolku.

Dale jsem zaznamenévala u rostlin okus zvéfi a mortalitu. Za okus jsem povazovala ukousnuti
hlavniho vegeta¢niho vrcholu (nékdy doprovazeném i okusem spolu s nékolika vétvemi), na
rostliné vSak musely zustat alespon néjaké vétve. Pti ztrat€¢ vSech vétvi a listi at’ uz vlivem
okusu nebo odumienim v intervalu mezi odbéry, jsem tuto skutecnost povazovala za
mortalitu. Mortalita znamenala také z jinych davodu zjisténou nepfitomnost oznacené rostliny
na vybrané ploSe. Usychajici rostliny (hlavné pifi poslednim odbéru) jsem do analyzy zahrnula

Vv ptipad¢€, Ze na rostliné bylo patrné ukonceni zivotniho cyklu, tj. byly odkvetlé a mély na

vvvvvv

2.1.2 Experiment 2 — pokusna plocha Mokré
Na jafe 2009 jsem si na jiném misté na vybrané ploSe (obr. 2.1) s vyskytem studované¢ho

druhu M. pratense vyty¢ila pomoci méficiho pasma trvalou plochu o rozmérech 8<10 m.
SnaZila jsem se, aby na vybrané ploSe bylo bohaté zastoupeni studovaného druhu. Plochu
jsem si dikladné oznacila kovovymi zatkami a hiebiky na okrajich kvili snadnému
opakovanému nalezeni vyty¢ené plochy pro dalsi odbéry. Na pocitaci jsem si ndhodné
vygenerovala soufadnice, podle kterych jsem nésledné odebirala rostliny z vyty¢ené plochy.
Ze soufadnic jsem vytvotila graf pro kontrolu, jestli se n€které soutadnice neptekryvaji, abych
se vyhnula opakovanému odbéru ze stejné plosky. Pro kazdy odbér jsem méla vygenerovano i
nekolik néhradnich soufadnic pro pfipad, ze by ve Ctverci nebyly zadné rostliny. Na odbér
rostlin jsem pouzivala odbérovy ¢tverec (difevény ramecek o velikosti 3030 cm), ktery jsem
umistila na vytycenou plochu podle pfedem nahodné vygenerovanych soutradnic. Uskutecnila
jsem tedy celkem 5 odbéra v pfiblizné mésicnich intervalech od dubna do srpna 2009, a to:
23. dubna, 21. kvétna, 26. Cervna, 29. ¢ervence a 29. srpna. Pti kazdém odbéru jsem odebrala
rostliny z 10 odbérovych ¢tverci (v piipadé, Ze tam nic nerostlo, jsem pouZila nahradni
soutfadnice). Sbirala jsem nadzemni ¢ast vSech rostlin, které jsem v odbérovém ctverci nasla.
U kazdé odebrané rostliny jsem zaznamenala morfologické charakteristiky a rostliny

jsem uschovala pro suSeni a nésledné véZeni biomasy z vegetativnich organt i



Z reprodukc¢nich orgadnt. Nadzemni biomasu jsem v susarné susila 24 hodin pfi teploté 80 °C a
nasledné zvézila na analytickych vahach.
Na rostlinach jsem zaznamenavala stejné morfologické charakteristiky jako ve vyse

popsanem experimentu 1 a okus rostlin (charakterizovan také v piedchozim experimentu).

2.2 Zjistovani identity hostitele

Z populace druhu M. pratense na pokusné plose Mokré (mimo studované plosky) bylo
nahodné vybrano 10 rizné velkych rostlin CernySe k zjisténi identity hostitele a jejich
porovnani. Tyto rostliny byly opatrné¢ vykopany i s kofenovym balem o velikosti asi
20%20 cm. Nasledné jsem pod binokuldrni lupou opatrné rozebirala kotenovy bal kazdé
odebrané rostliny za ucfelem nalezeni haustorii, kterymi jsou rostliny pfipojeny k svému
hostiteli.

Z kazdé rostliny jsem odebrala n¢kolik vzorkil z riznych kofenli hostitele, na které
bylo napojené haustorium cernySe. Celkem jsem odebrala 48 vzorkli zriznych kotent
hostitelt, 4 az 6 vzorka z jedné rostliny o velikosti cca 1-2 mm. Odebrané vzorky jsem
uchovala v nadobé¢ se silikagelem v mrazicim boxu.

Nasledné jsem vzorky kofent zpracovala pomoci metody DNA barcoding. Tato
metoda slouzi k identifikaci zivo¢iSnych i rostlinnych druhti. Pro identifikaci Zivocichu se
vyuziva kratky Usek genu pro cytochrom C oxidazu | (Hebert et al. 2003). Pro rychlou
identifikaci rostlin je vSak vhodnégjsi pouziti jaderné¢ho ITS regionu DNA, nebo napt. trnH-
psbA regionu chloroplastové DNA. Rizni autofi vSak maji rizné nazory ohledn¢ vhodného
useku DNA. (Jackson et al. 1999, Kress et al. 2005, Taberlet et al. 2007, Valentini et al.
2008). Identifikace organizmu je zaloZena na srovnani ziskanych sekvenci se sekvencemi
dostupnymi v genové bance (GenBank).

V této praci jsem pouZila metodu s vyuZitim ITS regionu DNA. Ziskané sekvence
z DNA kofenu hostitelit jsem srovnavala s databazi GenBank pomoci aplikace BLAST
(Nucleotide Blast).

2.2.1 lzolace DNA
Z odebranych vzorkli z kofenti jsem nasledné izolovala DNA pomoci komer¢niho kitu

(Invitek Plant Extraction Kit, www.invitek.de). Postupovala jsem podle standardniho

protokolu doporuc¢eného vyrobcem, pouze se zménou u finadlnitho vymyvani, kdy jsem pouzila
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misto elu¢niho pufru 50 ul vody, ktera byla predehratd na 65 °C. Izolovanou DNA jsem

uschovala v mrazicim boxu pro dalSi pouZiti.

2. 2.2 PCR, purifikace a priprava sekvenéni smési
Z izolované DNA jsem amplifikovala vybrané Gseky DNA pomoci tzv. nested PCR

(polymerase chain reaction) podle standardniho protokolu. To znamend, Ze jsem nejdiive
amplifikovala Usek s templatem z DNA a pokracovala jsem dalsi PCR (nested reakce), kde
jako templat slouzil produkt piedchéazejici PCR. Nejdiive jsem provedla 1. PCR se smési o
objemu 25 ul pro kazdy vzorek. Smés obsahovala 1 pl izolované DNA vzorku, 8,5ul vody

pro PCR, par primera (7,5 pmol kazdy) a 12,1 PP Master mix (2 x konc.). Pouzila jsem
primery: ITS 1P, ktery je specificky pro rostliny (5‘~CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG-
3“; Selosse et al. 2002), a ITS 4 (5*-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3*; White et al. 1990).
Amplifikace probihala v termocycleru BIOER XP CYCLER za podminek uvedenych
v tabulce (tab. 3). Produkt 1. PCR jsem ndsledné natedila 1:100 vodou pro PCR (1 pl
produktu k 99 ul vody) a provedla jsem dalsi PCR (nested reakce) s namichanou smési o
objemu 25 ul, kterd obsahovala 1 ul fedéné¢ho produktu 1. PCR, 8,5ul vody pro PCR, dva

primery (po 7,5 pmol) a 12,5 ul PP Master mix (2x konc.).. Pro tuto reakci jsem pouzila
primer ITS 1 (5*-TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3¢; White et al. 1990) a primer ITS 4 jako

u pfedchozi reakce.

Tab. 3 PCR cykly pro useky ITS (40 cykli).
Teplota (°C) Cas (s)

pocatecni denaturace 95 300
cykly denaturace 95 60
nasedani primert 52 60
elongace 72 60
konec¢na elongace 72 600

Vysledek amplifikace jsem testovala elektroforézou na 1,5% agarosovych gelech v TBE
pufru.

Dalsim krokem byla purifikace, kterou jsem provedla podle vyrobcem doporuceného
protokolu. K 5 pl PCR produktu jsem pfidala 2 pl ExoSAP (USB Inc., USA). Poté jsem
piipravila vzorky na sekvenaci. K 1,5 ul amplifikované DNA jsem pfidala 6 ul smési slozené

20,5 ul ITS1L/ITS4 primeru a 5,5 ul vody, jakozto zaklad sekvena¢ni reakce. Vzorky byly
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nasledn¢ sekvenovany v Sekvenanim centru JihoCeské university na automatickém

sekvenatoru ABI PRISM 3130xI firmy Applied Biosystems.

2. 2. 3 Priprava vzorku pro SEM
Nektera neporuSena pripojeni haustoria na kofen hostitele jsem uschovala k naslednému

pofizeni dokumenta¢nich snimkt ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Vzorky
pro SEM jsem fixovala v 2,5% glutaraldehydu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH = 7.2) a
uskladnila pii 4 °C. Nasledn¢ jsem je dehydratovala (nahrazeni vody v preparatu organickym
rozpoustédlem) fadou roztokt acetonu se zvysujici se koncentraci (od 30-100%) a vysuSila
metodou kritického bodu pomoci dryer CPD 2 (Pelco TM). Vzorky byly posléze pokryty
vrstvou zlata ve vakuu pomoci SEM Coating Unit E5100 (Polaron Equipment Ltd.).
Morfologické parametry jsem pozorovala na SEMJEOL 6300 vybavenym Sony CCD

kamerou.

2.3 Statistické zpracovani dat
Kalibrace vztahu mezi morfologii rostlin a produkci vegetativni biomasy jsem provedla

pomoci mnohonasobné linearni regrese, v niz vystupovaly morfologické charakteristiky jako
prediktory a logaritmovand hmotnost suSiny biomasy (dekadicky logaritmus hmotnosti v
miligramech) jako vysvétlovand proménna. Pii volbé optimalniho modelu jsem pouzila
metodu backward selection (tj. postupné odebirani prediktord z modelu, ktery zahrnuje
vSechny testované prediktory) a jako kritérium volby optimalniho modelu parametr AIC
(Akaike Information Criterion). Nékteré kalibra¢ni modely proto zahrnuji i proménné, jejichz
efekt neni statisticky prikazny na hladiné vyznamnosti 0,05. Nicméné¢, vzhledem k tomu, Ze
ucelem kalibrace byl pouze co nejpresnéjsi odhad vegetativni biomasy rostlin z kalibrovaného
datasetu, nemé¢lo by byt zahrnuti téchto ,,nadbytecnych® prediktori na Skodu. Koeficienty
determinace jednotlivych kalibracnich modeli podavaji informaci o ptesnosti kalibra¢nich
rovnic a jejich robustnost byla dale testovana krosvalidaci regresnich modelt. Krosvalidace
spocivala v nahodném vybéru 75% pozorovani z ptisluSného vzorku, na jehoz zakladé byl
sestaven krosvalida¢ni regresni model, kterym bylo nasledné fitovano zbylych 25%
pozorovani. Tato procedura byla opakovana 500x a pii kazdém opakovani se zaznamenavala
odchylka mezi fitovanymi a pozorovanymi hodnotami. Primérnd hodnota odchylek byla

nasledn¢ vyuzita jako mira robustnosti kalibrace.
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Proménna relativni investice do generativni reprodukce slouzila jako mira reprodukcni
uspésnosti jednotlivych rostlin v porovndni s ostatnimi pozorovanymi rostlinami na dané
lokalité. Spocitala jsem ji jako podil hmotnosti suSiny biomasy reprodukénich organti dané
rostliny ku primérné hmotnosti suSiny biomasy reproduk¢nich orgdnti na lokalité. Vypocet
tedy probihal obdobné jako vypocet relativni fitness v populaéni biologii (napt. Neal 2004).

Zavislost investice do reprodukce na vegetativnich charakteristikdch rostlin byla
testovdna pomoci obecného linearniho modelu, v némz jako vysvétlovand proménna
vystupovala biomasa generativnich organt (dekadicky logaritmus hmotnosti v miligramech).
Vztahy mezi jednotlivymi vegetativnimi charakteristikami a investici do reprodukce byly
popsany pomoci marginalnich efektl jednotlivych prediktorti. Celkovy model popisujici
zavislost byl potom sestaven pomoci forward selection.

Prostorové rozmisténi rostlin v experimentu 2 jsem hodnotila pomoci porovnavani
variance a priméru poctu rostlin na odebrany ctverec spolu s vypoctem Loydova indexu
shlukovitosti (Leps 1996). Tyto vypocty poskytly nejen informaci o rozmisténi jedincii, ale
pomoci nich bylo mozné usuzovat i na vliv a charakter pasobeni vnitrodruhové kompetice v
populaci (LepS 1996, Begon et al. 1997), coz dale doplnovaly korelaéni analyzy produkce
biomasy a poctu rostlin odebranych ze ¢tverce.

Pro zakladni statistické analyzy (deskriptivni statistika, korelace) a sestrojovani graft
byl vyuzit program Statistica, verze 9 (StatSoft, 2009). Sestaveni kalibra¢nich modelu, jejich
krosvalidace a analyza vztahti mezi investici do reprodukce a vegetativnimi charakteristikami

byly provedeny v programu R, verze 2.10.1 (R Core Development Team 2010).
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3 VYSLEDKY

3.1 Experiment 1 — pokusna plocha Mokré a Tiebin

3.1.1 Odhad produkce vegetativni biomasy pomoci kalibra¢niho datasetu

Odhad produkce vegetativni biomasy jedincti na zakladé kalibrace (vztahem morfologickych
charakteristik a hmotnosti susiny biomasy v kalibraénim datasetu) realisticky popsal prib&h
ristu zkoumanych rostlin (tab. 4). Mnozstvi vyprodukované vegetativni biomasy tésné
souviselo s po¢tem listll na pocatku vegetacni sezony, v prubéhu reprodukéni faze bylo tfeba
pouZzit pro odhad produkce biomasy nékolik prediktort, z nichz nejvétsi vliv mél pocet vétvi
(tab. 4). Kalibracni model pracoval obzvlast dobte v Cervnu a v ervenci, kdy se podatilo
zachytit zna¢né rozdily mezi rostlinami a vysvétlit cca 76-85% variability v produkci
biomasy. Priimérnd odchylka od modelu zjisténa krosvalidaci obecného linearniho modelu
byla nizka, fadové nizsi v porovnani se zjisténou hmotnosti susiny (tab. 4). Vérohodnost
popisu rustu rostlin pomoci kalibra¢niho modelu podporuje i shoda v rozdéleni produkce

biomasy rostlin v kalibraénim a kalibrovaném datasetu (obr. 3.1 — obr. 3.4).
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3.1.2 Priibéh ristu rostlin
Prabéh riistu rostlin byl podobny na obou sledovanych plochach u Mokrého i u Ttebina

(obr. 3.5 - obr. 3.8) V dubnu, na zacatku sezony rostliny jesté nemély vétve, byly vyvinuty
délohy a 0-2(-4) lodyzni listy. Tyto rozdily v po¢tu listd zatim zpusobovaly jesté velmi
malou variabilitu v produkci vegetativni biomasy. V kvétnu jiz méla vétSina rostlin vyvinuty
vétve. Tyto vétve Casto vyristaly i v nodu s déloznimi listy. V ¢ervnu méla jiz vétSina rostlin
opadané délozni listy a opadané byly i nékteré listy na hlavnim stonku. Hmotnost suSiny
vegetativni biomasy i jeji variabilita mezi rostlinami dosahly maxima v ¢ervenci. To bylo
zpiisobeno riznymi velikostmi jedincii a riznym poctem vétvi a tudiz 1 listd. Hmotnost suSiny
vegetativni biomasy v srpnu poklesla kvuli opadavani listd a okusu zvéfi. (obr. 3.2, obr. 3.4,
obr. 3.5, obr. 3.7).

Na obou plochach piezivala nadpolovi¢ni vét$ina rostlin do konce srpna (56% na ploSe
vV Mokrém a 70% na ploSe Ttebin). Nejvétsi mortalitu jsem zaznamenala u Tiebina mezi
kvétnovym a Cervnovym odbérem (9 rostlin) a u Mokrého mezi kvétnovym a Cervnovym
odbérem (8 rostlin) a mezi Cervencovym a srpnovym odb&rem (9 rostlin) (tab.5). Jako
vyznamny faktor, ktery ovliviioval hmotnost biomasy rostlin, se ukazal okus zvéfi, nejcastéji
okus hlavniho vegeta¢niho vrcholu, u nékterych rostlin zaroven s bo¢nimi vétvemi. VétSina
rostlin ukousnutych v ¢ervnu ptezivala az do srpna, kromé& 5 rostlin, které byly zaznamenany
naposledy v ¢ervenci. Nejvice nové ukousnutych rostlin (10) jsem v Mokrém pozorovala mezi
kvétnem a Cervnem a u Tiebina mezi Cervencem a srpnem (tab. 5).

Prvni kvéty na hlavnim stonku jsem u rostlin na obou plochach pozorovala
pti Cervnové navstéve, kveéty na vétvich potom v Cervenci. V Cervenci rostliny stale kvetly,
hlavné na vétvich. Vyprodukovaly 1 prvni plody, a to jak na hlavnim stonku, tak na vétvich.
Nejvyvinutéjsi semena byla tésné pied zralosti. V srpnu byly téméf vSechny rostliny odkvetlé,
az na 2 rostliny na ploSe u Ttebina. V t¢ dob¢ jsem zaznamenala i nejvetsi pocet plodii se
zralymi semeny, ze kterych jiz mnoho bylo vysypanych. Vysypané tobolky z rostlin
neopadavaly, coz umoznilo dobie stanovit celkovou produkci plodd. I na usychajicich
rostlinach vytrvavaly tobolky jak vysypang, tak nevysypané.

V 50 nevysypanych tobolkéch jsem napocitala 121 semen. Primérna véha semen na

jednu tobolku byla 5,192 mg a 1 semeno vaZilo v priméru 2,145 mg.
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Tab. 5 Mortalita a Cetnost okusu zvéri u sledovanych rostlin v pribéhu vegetacni sezony.
Celkovy pocet rostlin na obou sledovanych plochach na zacatku sezény byl 50.

kvéten Cerven Cervenec srpen
Mokré Pocet piezivajicich rostlin 46 38 37 28

Pocet uhynulych v daném mésici 4 8 1 9
Pocet novée ukousnutych 4 10 6 4
Pocet ukousnutych (celkem) 4 14 20 19
Trebin Pocet piezivajicich rostlin 49 40 39 35
Pocet uhynulych v daném mésici 1 9 1 4
Pocet novée ukousnutych 2 6 0 10
Pocet ukousnutych (celkem) 2 8 8 17
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Obr. 3.1 Hmotnost suSiny vegetativnich ¢asti (bez kvéta a plodi) rostlin v kalibraénim
datasetu na ploSe Mokré v prib&hu vegetacni sezony.
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Obr. 3.2 Vypoctena (duben az Cervenec) a zvazena (srpen) hmotnost susiny vegetativnich
¢asti (bez kveth a plodl) sledovanych rostlin na ploSe Mokré v pribéhu vegetacni sezony.
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Obr. 3.3 Hmotnost suSiny vegetativnich ¢asti (bez kvéti a ploda) kalibra¢nich rostlin na plose
Ttebin v prubéhu vegetacni sezony.
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Obr. 3.4 Vypoctena (duben az Cervenec) a zvazena (srpen) hmotnost suSiny vegetativnich
casti (bez kvétt a ploda) sledovanych rostlin na plose Tiebin v pribéhu vegetacni sezony.
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Obr. 3.5 Pribéh vypoctené hodnoty hmotnosti suSiny vegetativni biomasy jednotlivych
rostlin béhem vegetacni sezony na ploSe Mokré.
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Obr. 3.6 Hmotnost susiny reprodukéni biomasy jednotlivych rostlin v ¢ervenci a srpnu na
ploSe Mokre.
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plose Ttebin.
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3.1.3 Investice do reprodukce
Jednotlivé rostliny se znacné liSily v relativni investici do generativni reprodukce (tj.

hmotnost biomasy alokované do reprodukcnich organii rostliny Skalovand aritmetickym
prumérem pro prisluSny dataset). Na ploSe u Mokrého bylo nejvice rostlin s nizkou, ¢i
primérnou relativni investici do reprodukéni biomasy), ale zaznamenala jsem také
nékolik reprodukéné vyjimecné tspéSnych rostlin (>2,5; obr. 3.9). Tyto celkové mimoiadné
uspésné rostliny vSak pii navstéveé 29. Cervence patiily mezi rostliny se spiSe primeérnou
investici do reprodukce, kromé jediného mimotadné uspéSného exemplare, ktery se velmi
uspésné reprodukoval jiz v ¢ervenci (obr. 3.10).

reprodukce, téch velmi uaspéSnych bylo podstatné méné. Rozlozeni relativni investice do
reprodukce mélo pozitivné Sikmy prubéh, chybély zde zcela mimoradné uspésné rostliny
pozorované na ploSe u Mokrého (obr. 3.11). Rostliny, které se dobfe generativné

reprodukovaly jiz v ¢ervenci, byly reprodukéné uspésné i celkove (obr. 3.12).
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Obr. 3.9 Rozdéleni hodnot relativni investice do reprodukce na plose Mokré.
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Obr. 3.10 Vztah celkove relativni investice do reprodukce sledovanych rostlin a relativni
investice do reprodukce na konci ¢ervence na plose Mokré.
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Obr. 3.11 Rozd¢leni hodnot relativni investice do reprodukce na plose Tiebin.
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Obr. 3.12 Vztah celkové relativni investice do reprodukce a relativni investice sledovanych
rostlin do reprodukce na konci ¢ervence na plose Trebin.

3.1.4 Zavislosti ovliviiujici investici rostlin do reprodukce
Jako miru celkové investice do reprodukce pro jednotlive rostliny jsem pouZila vyssi z hodnot

zaznamenanych v ¢ervenci a srpnu. Investice do generativni reprodukce (vyjadiena hmotnosti
suSiny reprodukéni biomasy piimo zvazenou vsrpnu nebo kalibraci odhadnutou
v pfedchozich mésicich) u sledovanych rostlin na plose Mokré byla prikazné zavisla hlavné
na mnozstvi vegetativni biomasy. Je to patrné z vysledkd testovani marginalnich efektt
spojenych s produkci vegetativni biomasy, které jsou vzdy prikazné pozitivni, s vyjimkou
dubnového odbéru. Obdobna zavislost ovlivitovala produkci reprodukéni biomasy i na plose u
Tiebina (tab. 6, tab. 8).

Zajimavé jsou vysledky celkovych modelil popisujicich mnozstvi biomasy alokované
do generativni reprodukce (tab. 7, tab. 9). Po zahrnuti hmotnosti suSiny vegetativni biomasy v
srpnu predikuje model prikazné negativni efekt pro skute¢nost, zda rostlina v srpnu
piezivala. Toto je vSak vlastnosti modelu, ktery spojuje obé vySe uvedené proménné a nema
to zadnou dalsi biologickou interpretaci. Pozitivné se naopak projevovala Casnost kveteni.

Pouze na ploSe u Tiebina byl téZ zaznamenan slaby negativni vliv okusu zvéfi.
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Tab. 6 Marginalni efekty jednotlivych proménnych, pro néz byl testovan vliv na maximalni
zaznamenanou hmotnost reproduk¢éni biomasy (kvéty a plody) na plose Mokré. (Veget.
biomasa = hmotnost susiny).

Vysvétlujici proménna Df Suma Resid. F p Efekt
¢tverct  suma

¢tverci
Nulovy model 15,952
Vegetativni internodia 1 0,361 15,592 0,81 0,374
Okus Cerven 1 0,163 15,790 0,36 0,552
Okus Cervenec 1 0914 15,039 2,13 0,154
Okus srpen 1 0,306 15,647 0,68 0,414
Veget. biomasa - duben 1 0,792 15,161 1,83 0,185
Veget. biomasa - kvéten 1 2593 13,359 6,79 0,013 +
Veget. biomasa - ¢erven 1 3,859 12,094 11,17 0,002 +
Veget. biomasa - ¢ervenec 1 4433 11520 13,47 <0,001 +
Veget. biomasa - srpen 1 6,166 9,787 22,05 <0,001 +
Zije v srpnu 1 4,407 11,546 13,36 0,001 +
Max.zaznam. veget. biomasa 1 5,981 9,972 20,99 <0,001 +
Kvete v ¢ervnu 1 0,357 15,595 0,80 0,377

Tab. 7 Celkovy model popisujici z&vislost maximalni zaznamenané hmotnosti reproduk¢éni
biomasy (kvéty a plody) na testovanych proménnych na plose Mokré. (Veget. biomasa =
hmotnost susiny, korigovany koef. determinace Adjusted r> = 0,545, Fei: 33y = 15,38, p <
0,001).

Statisticky priikazné parcialni efekty jednotlivych proménnych

Vysvétlujici Sklon regres. Resid. Resid. Df Suma F p
proménna kFivky Df suma étverci
étvercii
(Intercept) 1,354 36 15,952
Veget. biomasa - srpen 1,258 35 9,787 1 6,166 30,59 <0,001
Zije v srpnu -2,785 34 7,493 1 2294 11,38 0,002
Kvete v ¢ervnu 0,341 33 6,652 1 0,840 4,17 0,049
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Tab. 8 Marginalni efekty jednotlivych proménnych, pro néz byl testovan vliv na maximalni
zaznamenanou hmotnost reprodukéni biomasy (kvéty a plody) na plose Tiebin. (Veget.
biomasa = hmotnost susiny).

Vysvétlujici proménna Df Suma Resid. F p Efekt
étverci suma
¢tvercu

Nulovy model 8,986
Vegetativni internodia 1 0,284 8,702 121 0,279
Okus ¢erven 1 0410 8575 1,77 0,191
Okus ¢éervenec 0 0 8,986
Okus srpen 1 1491 7,495 7,36 0,01 -
Veget. biomasa - duben 1 2346 6,639 13,08 <0,001 +
Veget. biomasa - kvéten 1 1,143 7,843 5,39 0,026 +
Veget. biomasa - ¢erven 1 0941 8,044 433 0,044 +
Veget. biomasa - ¢ervenec 1 2901 6,085 17,64  <0,001 +
Veget. biomasa - srpen 1 4597 4,389 3875  <0,001 +
Zije v srpnu 1 1953 7,033 10,27 0,003 +
Max.zaznam. veget. biomasa 1 4,017 4,969 2991  <0,001 +
Kvete v ¢ervnu 1 0456 8,529 1,98 0,168

Tab. 9 Celkovy model popisujici zavislost maximalni zaznamenané hmotnosti reprodukéni
biomasy (kvéty a plody) na testovanych proménnych. na ploSe Ttebin (Veget. biomasa =
hmotnost susiny, korigovany koef. determinace Adjusted r* = 0,842, Fes: 33 = 41,64, p <0,001)

Statisticky priikazné parcialni efekty jednotlivych proménnych

Vysvétlujici Sklon Resid. Resid. Df Suma F p
proménna regres. Df suma ¢tverci
krivky étverci

(Intercept) 2,055 38 9,0

Veget. biom - srpen 2,238 37 4,4 1 4597 1234 <0,001
Zije v srpnu -6,306 36 2,4 1 2035 54,6 <0,001
OKus srpen -0,266 35 1,8 1 0554 14,9 0,0005
Veget. biom - srpen /2 -3,748 34 1,5 1 0310 83 0,0069
Kvete v ¢ervnu 0,196 33 1,2 1 0261 7,0 0,0123

3.2 Experiment 2

3. 2.1 Pocet rostlin ve ¢tverci v priibéhu vegeta¢ni sezony

Kromé dubnového odbéru, byla ve vSech ¢tvercich vzdy zaznamenéna alespon jedna rostlina.
V dubnu byly zaznamenany 3 prazdné ¢tverce, proto bylo hodnoceno celkem 13 ¢tverct, aby
se zachoval jednotny pocet 10 pozitivnich vzorkli. Primémy pocet rostlin na Ctverec se

nejprve zvysil v obdobi duben-kvéten a nasledné postupné klesal az do srpna (tab. 10).
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Podobny pritbéh méla i1 variance poctu rostlin, u které je ndpadny predevsim vyrazny pokles
mezi kvétnem a Cervnem. Loydlv index, vyjadiujici miru shlukovitosti rozmisténi rostlin v
prostoru klesal v pribéhu celé vegetacni sezony, kromé intervalu mezi odbéry v Cervnu a

éervenci.

Tab. 10 Pramér a variance poctu rostlin na odebrany ¢tverec a hodnota Loydova indexu
V prubehu vegetacni sezony.

Datum Primérny pocet Variance Loydiv index
odbéru rostlin ve ¢tverci

23. duben 1,8 2,808 1,282

23. kvéten 4,0 5,556 1,097

26. Cerven 3,4 1,156 0,806

29. Cervenec 2,3 1,789 0,903

29. srpen 14 0,489 0,535

3. 2. 2 Produkce biomasy a morfologické charakteristiky
V dubnu, na zacatku sezony byly mezi sledovanymi rostlinami malé rozdily, rostliny mély

vyvinuty pouze délohy a 0-2(-4) lodyzni listy. V té dobé jesté nemély vyvinuté vétve. Pii
odbéru v kvétnu meély rostliny jiz vyvinuty postranni vétve, které velikosti nepiesahovaly
5 cm. Lodyzni listy na rostlinach vytrvavaly do kvétna a poté zacCaly postupné opadavat,
zaroven zacal vzristat pocet listli na vétvich. (obr. 3.14). S postupujici vegetacni sezoénou se
zvolna projevovaly rozdily mezi rostlinami, hlavné v poctu vétvi a tudiz i poctu listl na
vétvich. Rozdily dosahly maxima ke konci Cervence (obr. 3.13, obr. 3.14). Pfi odbéru
Vv Cervnu zadna rostlina neméla délozni listy. D€lozni listy byly opadané 1 u rostlin, které jesté
v t¢ dobé nekvetly. Ukousnutych rostlin bylo v ¢ervnu 13% a v ¢ervenci 20% z odebranych
rostlin. V srpnu jiz Zadné z odebranych rostlin neméla lodyzni listy a témét 79% z odebranych
rostlin bylo ukousnutych, coz mélo vliv na snizeni vegetativni biomasy u tohoto odbéru (obr.
3.13). Nékter¢ rostliny byly v srpnu jiz caste¢né uschlé.

Stejné¢ jako ve vySe popsaném experimentu 1, prvni rostliny zadinaly vykvétat v
cervnu. Investice do reprodukénich ¢asti rostlin dosdhla maxima pifi poslednim odbéru
koncem srpna (obr. 3.13). Nevysypan¢, ale i vysypané tobolky vytrvavaly i na Caste¢né

uschlych rostlinéch.
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3. 2. 3 Vztahy mezi hmotnosti susiny vegetativni a reprodukéni biomasy
Celkova hmotnost suSiny vegetativni biomasy ve Ctverci pritkazné stoupala s poctem rostlin

ve Ctverci v prub&hu celé vegetacni sezony (tab. 11). Sledovany jev mél charakter piimé
umérnosti tj. linearni zavislosti prochazejici pocatkem v dubnu, ¢ervnu i ¢ervenci (obr. 3.15).

Zavislost primérné hmotnosti suSiny vegetativni biomasy na rostlinu v ramci
odbéroveého Ctverce na poctu rostlin vykazovala pii vSech odbérech tendenci ke klesajicimu
prubéhu, ktery ov§em nebyl ani v jednom piipadé¢ statisticky prukazny (obr. 3.16, tab. 12).

Celkova hmotnost susiny reprodukéni biomasy ve ¢tverci prukazné stoupala s poctem
rostlin odebranych v ¢ervenci (tab. 13., obr. 3.17), kdy rostliny byly v optimu a zaroven jiz
produkovaly i plody. Prukazné stoupala také v srpnu, kdy vSechny rostliny dosahovaly
maxima své produkce reprodukéni biomasy. V cervnu, kdy zacinaly vykvétat prvni rostliny,
byla tato zavislost nepriikkazna (tab. 13, obr. 3.17). Zavislost primérné hmotnosti suSiny
reproduk¢éni biomasy na rostlinu v rdmci odbérového ctverce na poctu rostlin v pribéhu
sezony byla nepritkazna (obr. 3.18, tab. 14).

Investice do reprodukéni biomasy byla v prubéhu celé sezony pritkazné zavisla na

mnozZstvi vegetativni biomasy (obr. 3.19, tab. 15).
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Obr. 3.15 Korelace celkové hmotnosti susiny vegetativni biomasy ve ¢tverci a poctu rostlin

Vv pribéhu vegetacni sezony.
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Obr. 3.16 Korelace primérné hmotnosti susiny vegetativni biomasy jedné rostliny ve ¢tverci a poctu
rostlin v prab&hu vegetaéni sezony.

Tab. 11 Korelace celkové hmotnosti susiny Tab. 12 Korelace prumérné hmotnosti susiny

vegetativni biomasy ve ¢tverci a poctu rostlin. vegetativni biomasy jedné rostliny ve ¢tverci a
poctu rostlin.

Datum r p

23 dubna 0,9910 <0,001 2D:§l t:; rrtl) 0 1r552 0 6285

23.kvétna  0,9783  <0,001 -aubna =L, ’

26. ¢ervna  0,9722 <0,001 23.kvétna  -0,4366 0,2071

29. gervence 0,9936  <0,001 26. ¢ervna  -0,2577 0,4723

29. srpna 0,9797 <0,001 29. Cervence -0,1471 0,6850

29. srpna -0,3702 0,2923
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Obr. 3.17 Korelace celkové hmotnosti susiny reprodukéni biomasy ve ctverci a poctu rostlin

V prib&hu vegetacni sezony.
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Obr. 3.18 Korelace pramérné hmotnosti susiny reprodukéni biomasy jedné rostliny ve étverci a poctu

rostlin v prab&hu vegetaéni sezony.

Tab. 13 Parametry korelace mezi celkovou
hmotnosti suSiny reprodukéni biomasy ve
¢tverci a poctem rostlin v pribéhu vegetacni
sezbny.

Datum r p
0,256  0,4753

29. ¢ervence 0,9252 0,0001
29. srpna 0,9713 <0,001

26. Cervna
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Tab. 14 Parametry korelace mezi primérnou
hmotnosti suSiny reprodukéni biomasy jedné
rostliny ve ¢tverci a po¢tem rostlin v pribéhu
vegetacni sezony.

Datum r p

26. ervna  -0,1800 0,6188

29. ¢ervence -0,2002 0,5793
29. srpna -0,4186 0,2286
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Obr. 3.19 Korelace hmotnosti suSiny reprodukénich ¢asti rostlin (kvéty a plody) a hmotnosti
susiny vegetativnich ¢asti rostlin v prubéhu vegetacni sezony.

Tab. 15 Parametry korelace mezi hmotnosti suSiny reproduk¢énich a vegetativnich ¢asti

rostlin.

r P

26. ¢ervna  0,4264 0,0119
29. ¢ervence 0,6352 0,0011

29. srpna

0,7328 0,0029
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3.3 Zjistovani identity hostitele
Ze 48 odebranych vzorkl z kofent hostitelli se mi podatilo uspéSné osekvenovat a nasledné
identifikovat 9 vzorku (tab. 17). Kvalita sekvenci téchto vzorkid vSak nebyla vysoka. Mnoho
neuspeésnych vzorkd bylo znehodnoceno kontaminaci, ke které doslo béhem izolace DNA.
Druh, jehoz DNA vzorky kontaminovala, se na zkoumanych plochach nevyskytoval, ale
intenzivné se s nim pracovalo v laboratofi.

Jako hostitel se nejvice objevoval Quercus sp. Ve vzorcich se objevoval jako hostitel i
Melampyrum sp. (tab. 16). To mlize znamenat, Ze haustoria byla skute¢né napojena na okolni
rostliny ¢ernySe nebo na své vlastni kotfeny, ale nelze vyloucit osekvenovani nespravného

kofenu, tj. vlastniho kofenu M. pratense, které vyprodukovalo haustorium.
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Tab. 16 Vysledky srovnani osekvenovanych sekit DNA z kofenovych izolat s databazi GenBank.
V tabulce jsou uvedeny zdznamy z GenBank, které jsou nejpodobné&jsi sekvencim ziskanym vlastni
sekvenaci, a interpretace vysledku, ktera bere v potaz druhové slozeni vegetace na lokalité.

Katalogové Max.
¢islo
GenBank

Popis sekvence

podob-

nost

Pirekryv Délka

Useku  Useku

Interpretace

EU646149.1

FJ797592.1

EU792414.1

EF208968.1

GU797144.1

EF208968.1

EU646149.1

FJ797592.1

AM267278.1

Quercus environmental sample clone
RT_D_(F-26P) 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Melampyrum nemorosum 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Poa stuckertii voucher Soreng & Soreng
7132 US 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Quercus robur clone ITS10 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed
spacer 2, partial sequence

Alternaria alternata strain SS-L6 18S
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene,
and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Quercus robur clone ITS10 internal transcribed
spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA
gene, complete sequence; and internal transcribed
spacer 2, partial sequence

Quercus environmental sample clone
RT_D_(F-26P) 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Melampyrum nemorosum 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence
Anemone nemorosa plastid partial 185 rRNA
gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and partial 26S
rRNA gene, isolate 1

0,97

0,96

0,99

0,99

0,99

0,98

0,98

0,98

0,83

0,91

0,92

0,98

0,93

0,99

0,93

0,93

0,64

523

563

476

454

503

403

321

574

497

Quercus robur

Melampyrum
pratense

Poa (pravdépod.
P. nemoralis)

Quercus robur

Alternaria
alternata
(povrchovy
houbovy
kontaminant)

Quercus robur

Quercus robur

Melampyrum
pratense

Anemone
nemorosa
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4 DISKUZE

4.1 Piezivani a vyvoj jedinct druhu Melampyrum pratense v pribéhu
vegetacni sezony

Sledované rostliny vétSinou uspésné piezivaly v pribéhu celé vegetaéni sezony. Na konci
pozorovani v srpnu byla na obou plochéch stale nazivu nadpolovi¢ni vétSina rostlin. Mortalita
byla soustfedéna piedevSim do dvou fazi, z nichz prvni nastala pfed zacatkem kveteni (t;.
mezi kvétnovym a ¢ervnovym odbérem) a ke konci sezény v srpnu. VVzhledem k pozorované
vysoké produkci semen a v dlouhodobém hledisku piedpokladané stabilni populacni Cetnosti
(s ndhodnymi vykyvy mezi jednotlivymi sezoénami), je pravdépodobné, Ze kritickym bodem
zivotniho cyklu Melampyrum pratense je kli¢eni, stadium semenace a napojovani na hostitele.
Podrobneé demografické studium rostlin vtomto stadiu je vSak velmi obtizné, vzhledem
k tomu, ze se nachazeji na povrchu pidy pod opadem a jejich nedestruktivni pozorovani by
bylo velmi obtizné.

Pribéh zivotniho cyklu sledovanych rostlin byl na obou vybranych plochach viceméné
podobny. Na zacatku sezony jesté nebyly zaznamenané vyrazné rozdily mezi jednotlivymi
sledovanymi rostlinami v populaci. Malé rozdily by mohly souviset s rozdilnou dobou
vykliceni (tj. objeveni se zelenych déloh nad zemi). Rostliny jinak zacinaji kli¢it jiz na
podzim a zimni obdobi pieZivaji ve stavu nakli¢eného semene s vyvinutym kofenem (Smith
1963, Elias 1986). Rostliny, které vykli¢ily byt’ i jen o nékolik dni diiv, mohly také stihnout
vytvofit 1 vic listl, jak bylo zaznamenano v dubnovém odbéru. To vSak Ize pouze
predpokladat, protoze v této praci jsem zalatek objevovani se semendckii na plochach
nezkoumala. EIlia$ (1986), ktery tento druh sledoval, uvadi, Ze prvni semenacky se zacinaji
postupné objevovat na prelomu biezna a dubna.

Cervencova maxima zaznamenané vegetativni biomasy odpovidaji vrcholu vegetaéni
sezOény. Zaznamenand hmotnost vegetativni biomasy do konce srpna poklesla, u nékterych
rostlin velmi vyrazné. Tento pokles hmotnosti biomasy byl ovlivnény nejen piirozenym
opadem listd, ale 1 okusem zvéfi. Rostliny tedy po podzimnim kliceni a piezimovani ve stadiu
bezprytového semenacku s vyvinutym kofenem prochazeji nadzemni vegetativni fazi dlouhou
cca 2,5 mésice (polovina dubna - konec ¢ervna) po niz nasleduje faze generativni reprodukce
(Cervenec, srpen), zprvu jesté spojena s vegetativnim ristem, ktery vSak v srpnu viceméné
ustava.

S postupujici sezénou a ristem rostlin se rozdily v produkci vegetativni biomasy mezi

jedinci vyrazné zvétSovaly. Tato variabilita byla zaznamendna ve vSech sledovanych
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souborech rostlin a izce souvisela s morfologii, pfedevSim s pocCtem vétvi. Zasadni roli
zfejmé hraje rizna kvantita a kvalita napojeni na hostitele, identita hostitelského druhu a s tim
spojend schopnost ziskavat Ziviny, coz jsou parametry, které maji zasadni vliv na rist
poloparazitickych rostlin (Keith et al. 2004, Cameron et al. 2006). Lze o¢ekavat, ze vzajemna
parazitace mezi rostlinami Melampyrum pratense miize téZ vyznamné pfispivat k rozdilim v
rastu, podobné¢ jako u druhu Rhinanthus major (Prati et al. 1997). Pravdépodobnou pfi¢inou
pozorovanych rozdili v rlstu rostlin miize byt nerovnomérnost rozlozeni podminek prostiedi
na stanovisti. Jisty vliv mize mit napf. i ruzna frekvence osvétleni rostlin svételnymi

skvrnami (Messier et al. 1998).

4.2 Souvislost mezi morfologickymi charakteristikami, produkci biomasy
a investicemi do generativni reprodukce
Velikost rostliny béhem reprodukéni sezény (Cervenec-srpen), tj. mnozstvi vyprodukované

biomasy zavislé v té¢ dobé piedev§im na poctu vétvi, bylo potvrzeno jako klicovd proménna s
nejvetsim vlivem na velikost investice rostlin do produkce kvéti a nésledné plodi. To
demonstruje dtilezitost pocatecni investice energie do tvorby biomasy vegetativnich ¢asti,
hlavné vétvi. Cim vice vétvi rliznych ¥adi totiz rostlina vytvoii, tim ma nejen vétsi
fotosynteticky aktivni plochu (diky vétSimu mnozstvi listi), ale také ma k dispozici vice nodt
v kvétenstvi pro tvorbu kvétt a plodi.

Vztah mezi poc¢tem vétvi a biomasou vyprodukovanou v druhé poloviné vegetacni
sezény dobfe ilustruje mechanizmus sezénni variability, kterd rostlinAm umoziluje
optimalizovat vyuziti celé délky vegetaéni sezony na dané lokalité (T&sitel 2005, Stech 1998).
Ptirtistani vétvi zahajené koncem kvétna se pozitivné projevuje na produkci biomasy v ¢ervnu
a Cervenci a zprostfedkované na investici do generativni biomasy teprve v Cervenci a srpnu.

Urcity vliv na maximalni investici do reprodukce mélo to, kdyz rostlina vykvetla co
nejdiive, tedy v Cervnu. Ackoliv byla takto hodnocend casnost kveteni sama o sobé
nepritkazna, jeji vliv se projevil po odectu vlivu biomasy vytvofené v srpnu a prezivani do
konce srpna. Tento vysledek naznaCuje existenci trade-off mezi Casnym kvetenim a
maximalizaci reprodukéni uspéSnosti i uvnitf populaci. Rostliny s ¢asnym pocatkem
reprodukce produkuji v priméru o néco malo vétsi generativni biomasu, ovSem u pozd¢ji
vykvétajicich rostlin byla zaznamenana vétsi variabilita v investici do generativni biomasy.
Mimotadné uspésné rostliny na lokalité v Mokrém ukazuji, ze reproduk¢ni uspéch pozdéji
vykvetlych rostliny miize az nékolikrat pfevysit hodnoty pozorované u casné rozkvetlych

rostlin (Obr 3.9). Téchto n¢kolik jedincii pattfilo 1 v ¢ervenci k rostlindm s primérnou investici
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do reprodukce a jejich tspésnost je zalozend na produkci semen béhem srpna. Takova situace
variabilitou (Té&itel & Stech 2007).

Vsechny tyto mimotadné uspésné rostliny vSak mély ukousnuty hlavni vegetacni
cervenci a posledni z Gispé$nych rostlin v srpnu. Nabizi se zde vysvétleni, ze vzhledem k
okusu hlavniho vegeta¢niho vrcholu doslo k potlaceni jeho apikalni dominance a néasledné
reakci oznacované jako overcompensation (Agraval 2000). Tuto mySlenku by podporovalo i
pozorované mohutnéjsi vétveni téchto rostlin do 2. fadu a tudiz vétSi prostor pro kvéty a
nasledné plody. Tento zavér si vSak odporuje s vysledky manipulativniho experimentu, ve
kterém autofi (Lehtild & Syrjanen 1995) srovnavali kompenzacni odpovéd na poskozeni
hlavniho vegeta¢niho vrcholu u Melampyrum pratense a M. sylvaticum. Jejich vysledky
ukazaly, Ze po takovémto poskozeni M. pratense produkuje na postrannich vétvich méné
plodi nez rostliny neposkozené. M. sylvaticum reagovalo na takovéto poSkozeni lépe, ale

zaviselo to na nacasovani poskozeni hlavniho stonku.

4.3 Vliv hustoty populace na piezivani, mnoZstvi vyprodukované
biomasy a investice do generativni reprodukce

Primérny pocet odebranych rostlin na Ctverec v experimentu 2 nejprve vzrostl mezi
dubnovym a kvétnovym odbérem, coz lze pfipsat vykliceni novych semenacii po provedeni
dubnového odbéru. Pocty rostlin nasledné klesaly v intervalu kvéten az srpen a Loydtv index
m¢él klesajici tendenci viceméné v priibéhu celé vegetacni sezony. Tyto vysledky ukazuji, ze v
populaci dochazelo k mortalité a rozmisténi jedinct v prostoru se s casem postupné ménilo od
shlukovitého k pravidelnému. Takovy prubéh lze piipsat vlivu vnitrodruhové kompetice mezi
rostlinami, ktera zpusobuje nendhodnou mortalitu v populacich (LepS 1996, Begon et al.
1997). K samozied’'ovani populace pak dochazi béhem rustu bo¢nich vétvi, pii némz rostliny
zatla¢i méné UspeéSné jedince, coz pro né¢ ma fatalni nasledky. Podobny efekt mlze mit i
vzajemna parazitace mezi rostlinami M. pratense. Tyto zavéry podporuje i prabéh mortality
pozorovany na drovni individui v experimentu 1, kde se nejvyssi zaznamenané pocty nové
uhynulych rostlin casové shoduji s nejvyraznéj$imi poklesy Loydova indexu (interval kvéten-
¢erven a Cervenec-Srpen).

Hustota jedinct v populaci neméla prikazné negativni vliv na investici do produkce
vegetativni biomasy ani investici do generativni reprodukce; s po¢tem jedincti ve Ctverci

rostla jak hmotnost vegetativni, tak reproduk¢ni biomasy. Charakter zavislosti odpovidajici
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piimé umeérnosti piedstavuje indicii naznacujici spiSe omezeny vliv hustoty populace na rust
jednotlivych individui rostlin.

Hustota populace ve studované populaci méla tedy vliv na mortalitu jedinct, nikoliv
vSak na jejich rust. Obdobnou =zavislost pozorovali Mudrak & LepS (2010) u
poloparazitického druhu Rhinanthus minor. Naopak Winkler & Heineken (2007) pozorovali
vyraznou hustotni zavislost v produkci semen Melampyrum pratense. Poéty rostlin v plose
25%25 cm na konci vegetacni sezony vSak dosahovaly v tomto experimentu bézn¢ hodnot az
10 jedinct (max. > 30), coz je zcela nesrovnatelné s populaci, kterou jsem studovala ja. Je
zietelné, Ze obé studované populace se musely vyrazné liSit morfologicky a charakterem rtstu
rostlin. I pfesto, Ze ze srovnani dvou populaci nelze vyvozovat zadné definitivni zavéry, zda
se pravdépodobné, ze vnitrodruhovad kompetice muze pusobit velmi odliSnym zplsobem
(zvySeni mortality vs. potlaeni ristu/ispeéSnosti generativni reprodukce) na riizné populace

M. pratense i jinych poloparazitickych rostlin.

4.4 Vnéjsi faktory ovliviiujici studovanou populaci
Vyznamnym faktorem, ktery v nezanedbatelné mife ovliviioval vegetativni i reprodukéni

biomasu studované populace, byl okus zvéii. Casto jsem pozorovala spolu s vegeta¢nim
vrcholem okousané 1 celé vétve rostlin. Zajimava byla nepravidelnost okusu na mnou
sledovanych plochéch, tj. to, Ze herbivor si vybiral spi$ jednotlivé rostliny ze skupinky, nez ze
by pii jedné navstéve okousal najednou celou skupinku blizko u sebe rostoucich rostlin. Okus
rostlin vétSinou nemél pro rostliny letalni nasledky a na vétsiné ukousnutych rostlin byly pfi
poslednim odbéru vytvoreny alespoil néjaké plody.

Dalsim faktorem ovliviiujicim populaci byla mortalita rostlin. Cést této mortality by
bylo mozné vysvétlit okusem zvéfi. Nelze tak asi vysvétlit veskerou mortalitu. Nékteré
rostliny uhynuly, aniz by byly okousané. V tomto ptipadé by se mohlo také jednat o mortalitu
zpusobenou napiiklad poskozenim mladych rostlin pii znaceni na zacatku sledovani. Nebo
také hledat pfic¢iny jinde, naptiklad v napadeni houbovymi parazity (Kaitera & Nuorteva
2003a, b). Patrani po téchto dalsich ptic¢inach by vSak jiz bylo mimo rdmec této préace.

Existuji prace (napt. Elias 1986, Heineken 2004), kde autofi popisuji také vyrazny vliv
klimatickych podminek na popula¢ni hustotu druhu M. pratense rostouciho v susSich
biotopech. Za velmi suchého a horkého léta se tento druh nedokazal vyrovnat se stavajicimi
stresovymi podminkami a vyrazné se tim zredukovala jak popula¢ni hustota, tak produkce

semen preziv§ich rostlin. To se ale netyka sledovanych populaci v této praci, vzhledem
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k vlh¢imu biotopu a priznivym vihkostnim a teplotnim podminkam roku 2009 (tab. 2). Tento
rok byl totiz celkové srazkové nadprimérny. Jenom v meésici Cervnu Cinil Uhrn srazek
ptiblizn¢ dvojnésobek dlouhodobého priméru. Existuje tady ale moznost, Ze piipadné

extrémni horko a sucho na téchto lokalitdch by mohlo i tyto populace negativné ovlivnit.

4.5 Identita hostitelskych druhi

I pfesto, ze jsem v této Casti prace bohuzel nedospéla k ocekavanym odpovédim ohledné vlivu
hostitele na rist rostlin, podafilo se identifikovat n€kolik hostitelskych rostlin a ¢astecné tak
potvrdit vSeobecné predpokladanou hostitelskou vazbu M. pratense. Vétsina rostlin byla
napojena na Quercus robur, coZ je jeden z tradi¢né udavanych hostitelt (Smith 1963, Stech
2000). Zajimavé jsou potom vysledky naznacujici parazitaci M. pratense na jedincich téhoz
druhu. V tomto ptipad¢ se t€Zko zcela vyluuje moznost kontaminace, nicméné tento jev je u
poloparazitickych rostlin znam (Prati et al. 1997).

Pouzity usek ITS je sice vyhodny z hlediska rozliSeni rostlinnych druhti a univerzalnosti
pouzitych primert specifickych pro rostliny, avSak jeho amplifikace je problematicka v
piipadé degradace DNA. Vzhledem k tomu, ze ¢asto nebylo mozné ziskat dostatecné velky
fragment kofene hostitele, byla koncentrace vyizolované DNA spiSe nizka. Velké mnozstvi
bun¢k v kotenech hostiteld bylo pravdépodobné jiz mrtvych a jejich DNA tak byla
degradovana. Tyto problémy by alespon v ptipad¢ nékterych vzorkii mohlo pomoci vytesit
vyuziti amplifikace chloroplastové DNA, napf. intronu trnL, ktery se snadno amplifikuje i z
castecn¢ degradované DNA a je stdle dostatecné variabilni, miniméalné¢ na rodové urovni
(Taberlet et al. 2007). Vzhledem k tomu, ze na studované lokalité¢ se nevyskytuji ptibuzné
druhy z jednoho druhu (tab. 2), nepiedstavovala by nizsi variabilita tohoto markeru oproti ITS
velké omezeni. Odhalovani identity hostitele, na kterého je Melampyrum, ale i dalSi
poloparazitické rostliny napojeny pomoci metody DNA barcoding je jisté velice zajimavym i

atraktivnim poznavanim tajemného, pted nasimi zraky ukrytého, podzemniho Zivota rostlin.
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5 ZAVER

Podafilo se zdokumentovat vyvoj sledovanych rostlin od juvenilniho stddia az po
reprodukéni. Zvoleny metodicky pfistup se ukazal jako velmi efektivni néstroj k realistickému
popisu uspésnosti generativni reprodukce Melampyrum pratense a jejich pti¢in, coz je kliovy
parametr populacni dynamiky tohoto jednolet¢ého druhu. Pro dal$i planované studium
populaci (ekofyziologie, vliv abiotickych podminek prostiedi) je vyznamny uz i samotny
uspéch sbéru dat a tedy ovéfeni, ze na studovanych lokalitach lze provadét pokusy zalozené
na trvalém znaCeni rostlin a nehrozi pfili§ vysoké riziko zniceni kolemjdoucimi obyvateli
okolnich sidel.

Co se tyce reprodukeni tspésnosti rostlin, byl potvrzen vztah mezi produkci potomstva
a architekturou jedinct. Architektura rostlin v§ak urcuje pouze reprodukéni potencial, ktery se
ale v mnoha piipadech nepodaii naplnit. Na reprodukcni uspéSnost pisobi architektura
nepiimo pies mnozstvi vyprodukované vegetativni biomasy, ktera piedstavuje nejlepsi
prediktor velikosti investice do reprodukce.

Podafilo se ukazat, Zze populace jsou ovlivnény hustotni zavislosti, jejiz mechanizmus
spociva ve zvySeni mortality, nikoliv redukci rlstu jednotlivych rostlin. Jako vyznamny
bioticky faktor ovliviiujici populace se jevi okus zvéii, ktery ale, jak se zdd, nema pro rostliny
fatalni nasledky.

Identifikace hostitel nebyla piili§ uspesna. Ziskané vysledky potvrdily ocekévané
asociace ptedevsim s dfevinami. Ukazaly i moZnost vnitrodruhové parazitace, kterou je vSak
tieba dale ov¢fit a pripadné kvantifikovat. V piipadé tspéchu takového ovéteni by bylo velmi
zajimave bliZze studovat roli vzajemné parazitace na vztahy mezi rostlinami v populacich

poloparazitickych druhti.
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7 FOTOGRAFICKA PRILOHA

2009).

Experiment 2, soufadnicova sit’ pro odbéry rostlin za pouziti odbérovych ctvercii 3030 cm
(29. cervence 2009).

44



4 0kV X150 WD 196mm 100um

-

LM LEI 4.0kV X90 WD 19.6mm 100um

Detaily haustorii druhu Melampyrum pratense, snimek ze skenovaciho elektronového
mikroskopu.

45



4.0kY X95 WD 195mm  100um

SE LM LEI X70  WD248mm 100um

Detaily haustorii druhu Melampyrum pratense, snimek ze skenovaciho elektronového
mikroskopu.
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500 pm

Detaily ptipojeni druhu Melampyrum pratense na hostitele, snimek z binokularniho
mikroskopu
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