Metodicky postup diplomové prace M. Kubové: Frekvence samic v populacich gynodioecického
druhu Cirsium heterophyllum (Asteraceae)

V prvni poloviné ¢ervence provést sampling alesponi 12 dostatecné velkych populaci Cirsium
heterophyllum. V rdmci kazdé populace zaznamenat nasledujici data:

1. Geografické koordinaty stfedu populace, datum odbéru, slovni popis lokalizace. Potidit pfipadné
dokumentacni fotografické snimky lokality ¢i jednotlivych rostlin, parazitl apod.

2. Frekvence pohlavi (vysvétlovany faktor):

Urcit pohlavi u minimalné 50 rostlin (idedlné 100 i vice rostlin) z populace. Pfi sbéru vybirat jedince
nahodné (bez preference pohlavi) a pfitom maximalné eliminovat pseudoreplikace vzniklé v dlisledku
klonality, tj. sbirat rostliny po ca 5-6 delSich krocich (ca 4-5 m) od sebe, sebrat nejblizsi rostlinu (s
ohledem na stav a fenofazi (rostlina musi byt ve fenofazi, kdy je rozeznatelné pohlavi, tj. musi na ni
byt od alesponi jednoho Uboru ve fazi 3a po alespon jeden Ubor, ktery je jeSté ve fazi 3¢ - viz obr. 3). Z
toho plyne, Ze zacit analyzovat md smysl jen u dostatecné velkych populaci na dostatecné plose min
600 m>. Pro detekci pohlavi pouZit kombinaci znakd (podle dleZitosti): (i) pfitomnost pylu v
prasnikové trubicce (+ hermafrodit, - samice); (ii) pozice plné vyvinuté trubicky vici koruné (témér
zcela vyénivajici hermafrodit; vrcholem nanejvys to 1/3 cipl vrcholem sahajici = samice); (iii) tvar
blizny (pfima = hermafrodit; zvinéna = samice; viz obr. 2). V pfipadé pochybnosti uzit lupu nebo
Ubory prenést k domaci analyze pomoci preparacniho mikroskopu.

3. Hustota populace

Zmérit autolanem. Parametrem hustoty je pocet hlavnich terminalnich kvétl obsaZzenych v
obdélnikové plose vzniklé podél autolana (50 cm na kazdou stranu) ndhodné umisténého natazeného
lana v ndhodné volenych ¢astech lokality. Odhad hustoty na lokalité 5x nahodné opakovat a zapsat
do sesitu.

A. Pro ndhodné vybranych 20 samic a 20 hermafroditd, jejichZ terminalni Gbor pokrodil do faze 4 (!
viz obr. 3) zaznamenavat pro kazdou rostlinu:

4. Vyska rostlin
Skladacim metrem. Hodnotu zapsat spolu s pohlavim a ¢islem lokality / kddem rostliny do sesitu.
5. Pocet ubort

Spocitat Ubory, a to jak vsechny, tak zvlast i dbory "spici". Pocty zapsat do sesitu k hodnotam vysky
pfislusné rostliny.

6. Clenéni lista

Odsttihnout rostlinu u zemé, otocit a odhadem pfiradit daného kazdého jedince k hodnoté
odpovidajici mite ¢lenéni jeho listl na Skale: listy nec¢lenéné = 0 az listy hluboce ¢lenéné = 1 (viz obr.

ny:

1). Po tomto hodnoceni ¢lenéni listll je mozné listy "odrhnout" a pracovat dal s "Cistym" stonkem.

7. Biomasa



Namisto celkové biomasy postupovat ndsledujicim zplsobem: (i) zahradnickymi nGzkami odstfihnout
ca 20 cm stonku jednak na bazi (tésné nad zemi) a jednak ve zhruba 1/2 stonku (vzdy vsak pod
vétvenim), (ii) ustfizené kousky stonku zméfit na délku (sklddaci metr), (iii) kazdy kousek vloZit do
malého papirového pytliku, na némz bude zapsano: cislo lokality, ¢islo rostliny, pohlavi, délka a
pozice ("B" = bazalni, nebo "M" = medianni, ¢ili uprostred lodyhy) zkoumaného stonku.

8. Ubory — pro pozdéj$i stanoveni (i) hmotnosti Ubord, (ii) hmotnosti, po¢tu a plodnosti nazek a (iii)
miru napadeni predatory nazek.

Nejprve (a) ukroutit nespici bocni Gbory a rozdélit podle fenofdzi do mensich popsanych (fenofaze)
papirovych pytlik(i - pocty (i) spicich, (ii) nespicich a fenofaze zapsat do seSitu. Pytlik( bude pro danou
rostlinu tolik, kolik je fenofazi mezi bo¢nimi Ubory na pfislusné rostliné a budou popsdany: Cislem
lokality, pofadovym Cislem rostliny v rdmci lokality, pohlavim, symbolem "L" = lateralni bocni Ubor,
poctem ubor( prislusné fenofaze.

Dale (b) zahradnickymi nGzkami odstfihnout stonek ca 10 cm pod terminalnim Uborem ve fazi 4
(tento terminalni Gbor s 10 cm stonku uloZit do samostatného pytliku s Cislem lokality, pofadovym
Cislem rostliny, pohlavim a oznacenim "T" = terminal)

B. Pro dalsich nahodné vybranych 30 samic a 30 hermafroditt, jejichZ terminalni ubor pokrocil do
faze 4 (!) odebrat z kazdé rostliny:

9. Dalsi hlavni terminaly

Odstfizené opét s ca 10 cm stonky a umisténé jednotlivé do popsanych 30+30 papirovych sack (Cislo
lokality, kdd rostliny, pohlavi a oznageni "T").

10. Dalsi lateraly

Ze stejnych 30+30 rostlin odkrucovat boéni nespici Ubory a tfidit je na hromadky podle (i) fenofazi a
(ii) pohlavi. Pro kazdé pohlavi/fenofazi vytvofrit pytlik nadepsany: cislem lokality, pohlavim, "L" a
fenofazi.

C. VSechny sacky vytvorené v ramci (7)—(10) z dané lokality vioZit do jedné velké papirové krabice a
co nejdfive rostliny dopravit do pokojovych podminek, rozlozit a nechat dojit do zralosti. Nenechat
shnit, ale nesusit ani pfiliS zprudka nebo pfi vysoké teploté - nazky i paraziti by méli v klidu
dozrat/dojit.

D. Po nasledujicich 4-8 tydnech zaZit s laboratornim stanovovanim nasledujicich parametr(:
11. Hmotnost susiny / délka stonku

Zvazit na analytickych vahach 20+20 B resp. L vysusenych stonkl z kazdé lokality (viz bod 7); zapsat
zjisténé hmotnosti k hodnotam vysek rostlin do sesitu ... (s ¢islem lokality/kédem rostliny/pohlavim).



12. Primérna hmotnost terminalnich ubort

Zvazit na analytickych vahach (a) vysusenych 20+20 terminald dle pohlavi (viz bod 8b) zbavenych
stonku (!); zapsat zjisténé hmotnosti k hodnotam vysek rostlin do sesitu ... (s ¢islem lokality/kddem
rostliny/pohlavim/T). Déle zvazit i (b) dalSich vysusenych 30+30 terminall (viz bod 9) zbavenych
stonkd (!); zapsat zjisténé hmotnosti rostlin do sesitu ... (s ¢islem lokality/ pohlavim/T).

13. Primérna hmotnost lateralnich ubora dle rostlin / fenofazi

Zvazit na analytickych vahach (a) vysusené lateraly z 20+20 rostlin dle pohlavi pohlavi (viz bod 8b)
zbavenych stonku (!); zapsat zjisténé hmotnosti/poéty k hodnotam vysek rostlin do sesitu ... (s ¢islem
lokality/kédem rostliny/pohlavim/fenofazi/L). Dale zvazit i (b) dalsi vysusené laterdly (viz bod 10);
zapsat zjisténé hmotnosti/pocCty rostlin do sesitu ... (s ¢islem lokality/fenofazi/L)

14. Pocet parazit v kazdém napadeném uboru / Procento napadenych a nenapadenych ubort

Spocitat v kazdém z 20+20 (8b) resp. 30+30 (9) terminalu (i) nosatce a (ii) vrtule. VSechny dospélce
dané skupiny z daného Uboru/sacku umistit do zvlastniho mensiho zipového sacku nebo eppendorfky
se stejnym oznacenim jako plvodni Gbor/saéek pro potieby nasledné determinace nejbéznéjsich
dospélch Curculionidae a Tephritidae prikdpnout nékolik kapek glycerinu na pfiloZzeny kousek
bunicité vaty. Obdobné pocty je tieba zjistit i z laterald.

15. Nazky

Obdobné jako v pfipadé parazitl z kazdého typu Uboru je tfeba (a) bachraté nazky + (b)
nevyvinuté/hubené nazky a pfipadné i (c) nazky poskozené okusem. Pokud (c)=0 je dobré také secist
(a)+(b). Déle je tfeba (d) zvazit nazky bachraté a (e) také nazky hubené a podélit (a)/(d) a (b)/(e). Také
je potfeba s bachratymi udélat nazkami udélat tetrazoliumchloridovy test na viabilitu a rozdélit (a) na
(al) Cervené, (a2) bilé, (a3) duté.

E. Typy analyz

16. Vliv hustoty na pomér pohlavi

Regresni analyza: (2) = vysvétlovana; (3) = vysvétlujici proménna.

17. Vliv hustoty na plodnost hermafroditt

Regresni analyza primérna (al)/(a+b) hermafroditl = vysvétlovang; (3) = vysvétlujici
18. Korelaéni analyza parametrt stresu

Korela¢ni analyza 4-15

19. Vliv stressu na pomér pohlavi

Analyza 4-15 rozdilG mezi lokalitami bez ohledu na pohlavi, jako vysvétlujicich proménnych
(nezapomenout na rdzné diléi parametry napf. (8.a.ii)/(8.a.i+8.a.ii)!) pro (2)



20. Vliv "female advantage" na pomér pohlavi

Parova analyza 4-15 (nezapomenout na rlizné diléi parametry napf. (8.a.ii)/(8.a.i+8.a.ii)!) mezi
pohlavimi v rdmci lokalit, jako vysvétlujicich proménnych pro (2)

21. Vliv frekvence hermafroditti na plodnost samic
Regresni analyza: primérna (al)/(a+b) samic = vysvétlovana; frekvence hermafroditl = vysvétlujici
22. Napadeni parazity v zavislosti na jinych stresovych faktorech

Regresni analyza (14) = vysvétlovana; (4-13, 15) vysvétlujici proménné

Obr. 1. Tvary list(: 0-1




Obr. 3. Fenofaze uborl pchacl
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