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Abstrakt

Tato prace se zabyva zhodnocenim morfologické variability mezi
diploidnimi (2 n) a tetraploidnimi (4 n) jedinci z rodu bfiza (Betula L.) z izemi
Broumovska na zakladé méfeni vybranych listovych parametrti a posouzenim jejich

genetické variability pomoci prutokové cytometrie a analyzy mikrosatelitti.

Celkem byly odebrany vzorky z 54 jedinci ze 7 lokalit na Broumovsku.
Sbér vzorki probehl v roce 2010 a v roce 2017 byl doplnén o dalsi jedince. Pro
morfometrickda métfeni byly z kazdého jedince odebrany 4 listy, na kterych bylo
celkem méfeno 16 kvantitativnich parametri. Detailnim zhodnocenim
morfologické variability se v minulosti vénovala bakalafské prace. Zbyly material
byl pouzit na analyzu velikosti genomu pomoci prutokové cytometrie a pro ucely

dalSich genetickych analyz (analyzy mikrosateliti).

Z analyzy velikosti genomu vyplyva, Ze tetraploidni jedinci vykazuji vyssi
1Cx hodnoty nez diploidni, avSak pro jasny zavér by bylo nutné testovani na vice
vzorcich. Ptiblizné 50% podil sdilenych alel naznacuje, Ze tetraploidni jedinci jsou

alopolyploidniho ptvodu.

Vysledky shlukové analyzy (analyza mikrosateliti) ukazaly, ze geneticka
variabilita mezi diploidy je minimalni; i pfes jist¢ morfologické odliSnosti tvori
diploidni jedinci ucelenou genetickou skupinu. U tetraploidnich jedinci byla
naopak pozorovana relativné vysoka geneticka variabilita, i pfesto vysledky
naznacuji, ze vSechny zkoumané vzorky patii jednoho tetraploidniho ,taxonu®,
ktery je vSak znacn¢ variabilni. Tyto vysledky potvrdila také analyza hlavnich

koordinat.

Kli¢ova slova: biiza pyfitd; bfiza skalni; bfiza karpatska; btiza bélokora



Abstract

The thesis is concerned with evaluation of morphological variability
between diploid (2 n) and tetraploid (4 n) taxa of the genus (Betula L.) from
Broumov region based on measurements of specific leaf parameters and with
assessment of their genetic variability using flow cytometry and analysis of

microsatellites.

In total, samples of 54 individuals from 7 sites in Broumovsko were
collected. Samples were taken in 2010 and completed with samples added in 2017.
4 leaves from each individual were taken for morphometric measurements. A total
of 16 quantitative parameters were measured on the leaves. In the past, the
bachelor's thesis dealt with a detailed evaluation of morphological variability. Left
over material was used for genom size by flow cytometry and for further genetic

analyses (microsatellites analysis).

The analysis of the genome size shows that tetraploid individuals show
higher 1Cx values than diploid ones, however, more testing samples are required to
set a definite conclusion. Approximately 50% of shared alleles indicates that

tetraploid individuals are of allopolyploid origin.

Results of the clustering analysis (analysis of microsatellites) show minimal
genetic variability between individual diploids. However, despite certain
morphological differences, diploid individuals form a complete genetic group. On
the other hand, high genetic variability was observed in tetraploid individuals, yet
the results indicate that all the observed samples belong to the same tetraploid taxon
which is significantly variable. These results were confirmed by principal

coordinate analysis.

Keywords: Betula pubescens; Betula petraea; Betula carpatica; Betula pendula
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1 Uvod a cil prace

Bfizy jsou jednodomé dieviny z fadu bukotvarych (Fagales), vyskytujici se
ve stromovém i kefovém habitu. Areadlem rozsiieni je cela severni polokoule vyjma
subtropickych oblasti (HEINY et SLAVIK 1990). Biiza je pionyrska dfevina,
netolerujici stin, kterda ma schopnost rychle kolonizovat holé oblasti. Ma Siroky

geograficky a edaficky rozsah (ATKINSON 1992).

Problematika taxonomického zafazeni nékterych taxont rodu biiza je
mira hybridizace (STEENIS 1957). Dtkazem je velice odlisny pocet druht, ktery
je ruznymi autory udavan, ten se zpravidla pohybuje mezi 30-140 druhy
(ASHBURNER et MCALLISTER 2013, JARVINEN et al. 2004,
HEJNY et SLAVIK 1998). V Ceské republice se piirozen& vyskytuje pét az Sest
druhti bfiz, nejCastéji biiza bélokora (Betula pendula Roth) a biiza pytita (Betula
pubescens Ehrh.). Dale bfiza trpasli¢i (Betula nana L.), btiza karpatska (Betula
carpatica W. et K.) a biiza ojcovska (Betula oycoviensis Besser) (URADNICEK
2010). Jini autofi (napt. KONASOVA et al. 2010, KARLIK 2010) vylisuji jako
samostatny druh také bfizu skalni (Betula petraea s. Sykora), ¢imz se potvrzuji

nejasnosti i v taxonomii domacich druhu biiz.

Na kalamitnich holinach, které vznikly piisobenim hmyzich skudct i
imisemi, se bfiza projevila jako vhodna dievina pro zalesinovani. V imisné
poskozenych oblastech Jizerskych hor, Krusnych hor a Krkonos vznikly v 70. a 80.
letech minulého stoleti porosty ndhradnich dfevin (FERKL 2006). Na obnovu
poskozenych porosti byly pouzity piipravné dieviny, zejména biizy (KULA 2011).
Nicméné tyto ndhradni porosty v poloving 90. let zasahlo dalsi rozséhlé chiadnuti,

pfi¢emz ¢ast porostli musela byt nahrazena jinymi dievinami (SLODICAK 2006).

Provadéné studie z vyzkumnych ploch Vv Jizerskych horach ukazaly, Ze
bfizy jsou vhodné k zakladani pfipravnych porosti. Tetraploidni bfizy vykazuji na

disturbovanych plochach vyrazné vyssi vitalitu a také schopnost tvofit zapojené
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porosty, ve srovnani s diploidnimi druhy, to poukazuje na dulezitost vhodného

vybéru druhu biiz pti uziti jako nahradni dieviny, viz Obr. 1.

Obr. 1 — Porovnani vitality diploidnich jedinc (vlevo) a tetraploidnich jedincti (vpravo) na

vyzkumné plose Jizerka. Staf{ porostu je v soucasné dobé cca 23 let [Zdroj: Linda et al. 2017].

Spravné zvoleny konkrétni druh biizy pii uplatiovani v extrémnich
podminkach mize zarucit Gispéch péstebniho opatteni. Pfi nerespektovani pavodu
a druh bfizy mizeme ocekavat netispéSny vysledek v oblasti péstebni Cinnosti.
RozliSeni tetraploidnich druhti biiz je v praxi velice obtizné, v n¢kterych ptipadech

jsou t&zko odligitelné i od diploidni biizy bé&lokoré (KUNES et al. 2010).

Pro rozliSeni diploidnich a tetraploidnich druhti v terénnich podminkach
byly v minulosti stanoveny morfologické parametry méfené na listech bfiz
a ovetujici diskriminacni funkce vychazejici znaméfenych hodnot listovych
parametrii (ESNEROVA et al. 2012). Udavané parametry viak mohou vykazovat
rozdilnou spolehlivost, piedevsim v zavislosti na populaci (LINDA et al. 2017).
V soucasné dobé jsou k dispozici modernéj$i metody, jako je metoda pritokové
cytometrie nebo analyza mikrosatelitnich oblasti jaderné DNA, tyto metody mohou

vyfesit problém taxonomického zatazeni (KARLIK 2010).

Cilem této prace je zrekapitulovat morfologickou variabilitu a zhodnotit
genetickou variabilitu mezi diploidnimi a tetraploidnimi bfizami na Broumovsku.
Ziskané vysledky tak mohou byt mimo jiné uplatnény naptiklad pii identifikaci

strom1 pro sbér sadebniho materialu.
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2 Taxonomie a systematika rodu BFiza

Rod biiza (Betula) nalezi do Celedi biizovité (Betulaceae), fadu bukotvaré
(Fagales). Celed’ biizovité ma dvé podéeledi: Coryloidae a Betuloidae, do této
podceledi patii rod btiza (Betula) spolu s rodem olse (Alnus) (FURLOW 1990).

Dle JARVINEN et al. (2004) byl rod Betula rozdélen do 4 hlavnich fad:
Albae, Costatae, Acuminatae a Nanae. Nyni se uvadi déleni do 4 podrodi a ty
nasledné do 8 sekci (ASHBURNER et McALLISTER 2013) viz Tab. 1.

Tab. 1 —rod bfiza (Betula L.) rozdélen do podrodii a sekei (ASHBURNER et MCALLISTER 2013).

Podrod Sekce
Nipponobetula Nipponobetula
Asperae
Aspera
Lentae
Acuminata Acuminatae
Dahuricae
Costatae
Betula
Betula
Apterocaryon
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Na tzemi Ceské republiky se pfirozené vyskytuji druhy pouze ze dvou

sekci. Ze sekce Betula a sekce Apterocaryon viz Obr. 2.

Rod: Biiza (Betula)

4

Podrod: Betula

I
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Sekce: Betula Sekce: Apterocaryon
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Obr. 2 — Zjednodusené schéma zafazeni taxont, které se pfirozené vyskytuji na tizemi CR. Zdroj

(LINDA et al. 2017), upraveno autorem

2.1 Problematika taxonomického zarazeni nékterych taxoni rodu
Briza
Problematika spojena s fylogenezi a taxonomii rodu Betula je zapfi¢inéna
zejména rozsahlou mezidruhovou hybridizaci a naslednou introgresi (zpétné kiizeni

s rodi¢ovskymi druhy). Tyto dva faktory pravdépodobné sehraly dtilezitou roli ve
vyvoji tohoto rodu (JARVINEN et al. 2004).

Vyskyt hybridi a specifickych taxoni zvySil zdjem taxonomi o tuto
problematiku a snahu o spravné zatazeni (STEENIS 1957). Zde nastal konflikt,
jelikoz nékteti taxonomové nejasné druhy zatadili jako variantu druhu, jini jako

samostatny druh (MALLET 2007).
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Dtikazem je velice odlisSny pocet druht, ktery je autory udavan. ATKINSON
(1992) a FURLOW (1990) udavaji mezi 30-60 druhy, HEJNY et SLAVIK (1990)
120 druhd, VETVICKA (2004) a2 140 druhd.

Poc¢atky moderni taxonomie se datuji od vynalezu binomindlni
nomenklatury (dvouslovna soustava védeckych jmen organismi) jejimz autorem je
Carl Linné (1707-1778) (MALLET 2007). Od dob Linného zafazeni probé&hlo
zdokonaleni technologii pro urovani druhtt a stim mnoho objasnéni, ale
I komplikaci. Pro rozliSovani druhti byly v minulosti pouzivany piredevsim
morfologické parametry méfené na listech (GARDINER et JEFFERS 1962,
GILL et DAVY 1983), dle STEENISE (1957) pouhé morfologické metody nestaci
k rozhodujicimu posouzeni taxontl. Pouziti modernéjsich technologii zkoumani
genetiky, jako je cytogenetika, pfispélo k lepSimu pochopeni struktury

mezidruhové ptibuznosti.

Ploidie oznacuje pocet sad chromozomi v bunice (n) (ATKINSON 1992).
Zékladni chromozomové Cislo biiz je X =14. Btizy tvofi polyploidni taxony
S poctem chromozomu 2n = 28, 56, 70, 84, 112 (JARVINEN et al. 2004) 1 vice
(MCALLISTER et ASHBURNER 2007).

Na tzemi Ceské republiky se nejéastéji vyskytuji dva druhy s odlisnou
ploidii, diploidni (2n = 28) biiza bélokora (Betula pendula) a tetraploidni (4n = 56)
biiza pyfita (Betula pubescens) (KARLIK 2010). Pfirozené vyskytujici triploid
(2n = 42) byl poprvé popsan v Dansku a poté mnoha dal$imi autory. Dikazy
prokazatelné naznacuji, ze vétSina z nich jsou hybridi (ATKINSON 1992).

Piikladem problematického druhu je biiza karpatska (Betula carpatica),
ktera je &eskymi autory povazovana za samostatny druh (URADNICEK et
MADERA 2001, BURIANEK et al. 2014). Né&kteii zahraniéni autofi ji nepovazuji
za samostatny druh (FURLOW 1990, ASHBURNER et McALIISTER 2013), jini
ji udavaji jako poddruh btizy pyfit¢ (GARDINER et JEFFERS 1962,
ROTHMALER 2005). Nové je jako poddruh uvadéna i v deské literatuie (VASUT
2019).

15



Problematika taxonomického c¢lenéni i u ostatnich druhl z okruhu bfizy
pyfité nebyla doposud vyfeSena. Taxonomické zafazeni nadéale zGstdva nejasné

(BURIANEK et al. 2014).
3 Obecny popis a ekologie
Betula L. — btiza

Bfizy jsou stromy nebo kete S opadavymi, jednoduchymi, stiidavé
postavenymi listy (URADNICEK 2010). Jedna se o kratkovéké dieviny, které se
dozivaji maximalné 100-150 let (KOBLIZEK 2006). V mladi je borka nejéastéji
bila (HEINY et SLAVIK 1990), odlupéiva v tenkych pruzich. Setkat se miizeme
také s borkou Sedobilou, tmavohnédou az ¢ernou. Zakladni vétve jsou vodorovné,
bocni vétvé obloukovité previslé. Kofenovy systém je pomérné mélky,
avSak bohaté rozvétveny. Daleko sahajici vedlejsi kofeny dobfe upeviiuji dievinu
v pud¢ (HIEKE 1978).

Samc¢i jehnédy pifezimuji na koncich vétvi, samici jehnédy prezimuji
v pupenech brachyblastii. Plod je jednosemenna kiidlata nazka (KOBLIZEK 2006).
Stromy rozkvétaji poprvé v 15-20 letech, zpravidla v dubnu. Bfiza se fadi mezi

jednodomé, anemochorni dieviny (HIEKE 1987).

Jedna se o pionyrské dieviny (SIMON et BUCEK 2010), které jsou jen méalo
naro¢né na stanovistni podminky, zasadni je pro né dostatek svétla, zastin nesnase;ji.
V podminkach Ceské republiky jsou vSechny druhy tplné otuzilé. Pudnim
podminkdam se dobfie ptizptisobuji. Nejvhodnéjsi jsou stfedné vlhké hlinitopiscité
pudy, mnohé najdeme na vlhkych az zamokienych pudach, ale také na chudych,

suchych mistech. Relativné dobie snasi i znecisténé ovzdusi (HIEKE 1978).

Bftizy jsou rozsifeny po celé severni polokouli v severnich mirnych zénach
a borealnich zonach (JARVINEN et al. 2004). Hranice severniho rozifeni tvoii
Gronsko, Spicberky, Skandinévsky poloostrov a poloostrov Kola (KULA 2011).
V nékterych nordickych zemich je bfiza brana jako hlavni hospodafska dievina, na

uzemi CR je povazovéna za dievinu plevelnou.
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X Uncertain, no-data

Marginal/no presence < 5%
Low presence 5% - 10%
Mid-low presence 10% - 30%
Medium presence 309% - 509

;ﬂ Mid-high presence 50% - 70%

- High presence 70% - 90%

- Very-high presence > 90%

Obr. 3 — Pravdépodobny vyskyt rodu Betula na izemi Evropy [Zdroj: BECK 2016].

4 Charakteristika vybranych druhi

4.1 Diploidni druhy

4.1.1 Briza bélokora — Betula pendula Roth

Stfedné velky strom s rovhym kmenem a vejcovitou korunou, dosahujici
vysky az 30 m a tlouStky az 75 cm. Borka je bila, ve stafi na bazi kmene ¢erna
a hrubé rozpraskana. Patii mezi kratkoveéké dieviny, délka doziti je maximalné

100150 let (URADNICEK et MADERA 2001).
Vétve nizSich fada jsou jemné a previslé, barva mize byt svétle az tmavé
hnédd. Obvykle lysé letorosty jsou casto pryskyficnat€¢ bradavicnaté.

Vejcovité zaSpicatélé pupeny maji na okraji brvité Supiny. Délka listd je 3—6 cm,

-----
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nerovnomérné chlupatd, pozdé&ji olysavd, ma 6-7 postrannich zilek. Je
trojuhelnikovité vejcita az kosnikovita, dvojité pilovitd s protazenym vrcholem, na
bazi klinovita az utatd. Samci jehnédy se vyskytuji na konci lonskych letorostd,
jsou previslé, za kvétu dosahuji délky 3—7 cm. Samici jehnédy jsou valcovité,
nejprve vzptimené, po opyleni poté previslé, v kvétu dosahuji délky 1-2 cm, za
plodu az 4,5 cm. Podpiirné Supina je trojlalo¢na, kde postranni laloky jsou Sirsi,
sttedni lalok je mensi a SpiCaty. Plodem je 2 mm dlouhd nazka, lem je minimélng
2% §ir$i nez semenné pouzdro. Plodit zacina mezi 10-15 rokem, plodi zpravidla
kazdoroéné a uroda naZek je bohata. Je diploidnim druhem, tedy 2n = 28 (HEJNY
et SLAVIK 1990).

Biiza bé¢lokora je siln¢ svétlomilnd. Neni naro¢nd na pudu, dokaze se
na pisCitych piidach a na skaldch. Piirozené se vyskytuje jako vtrouSena dievina
Vv kyselych doubravach, pise¢nych a reliktnich borech, sekundarné na vysypkéach,
haldach, pasekach a neobhospodarovanych pudach. Je indiferentni ke klimatickym

podminkam (URADNICEK et MADERA 2001).

Jedna se o eurosibifsky druh, na severu sahd az k polarnimu kruhu, na jihu
podél 50° s. 8. zasahuje do Pyrenejského pohoii a do Apenin. Vychodni hranice
tvoii evropska ¢ast Ruska sahajici k hranicim feky Leny. V Ceské republice je
rozsifena po celém uzemi, vyjimkou jsou typické luzni lesy. Horni hranici rozsifeni

je nadmotska vyska 900—1000 m n. m. (HEJNY et SLAVIK 1990).

4.2 Tetraploidni druhy

4.2.1 Bfriza pyrita — Betula pubescens Ehrh.
Strom stiedni velikosti doristajici do vysky az 20 m, tloustka kmene
pfesahuje v ptiznivych podminkéch ptes 50 cm. Kmen je ptimy, koruna kulovita.
Népadné bila borka je po celém kmeni, bilou barvu maji také tenké vétve. DoZziva

se vyjimeéné pres 100 let Zivota, je to kratkoveka dievina (URADNICEK 2010).

Vétve sméfuji vzhiru, nepievislé ani na konci. Letorosty jsou bez
pryskyftiénych bradavek, ¢ervenohnédé, mohou byt i husté pyfité. Pupeny lepkavé,

obvejcovité. Listova c¢epel ma elipticky az vej¢ity nebo kosnikovité vejcity tvar. Je
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nepravidelné 2 x pilovita, bez hlubSich zarezl, Spicatd, na bazi zaokrouhlena az
barva syté zelena, na rubu bleda. Postrannich zilek 6-7 para dobie viditelnych na
rubu. Saméi jehnédy ptevislé na konci loniskych brachyblastii, sami¢i jehnédy
dlouhé 2,5-3 cm jsou zpocatku piimé, pievislé az po opyleni. Trojlalo¢né
podpirné Supiny maji postranni laloky smétujici do stran. Lem nazek je stejné
Siroky az 1,5x §ir§i neZ semenné pouzdro. Plodit za¢ina brzy, jiz od 10 let. Je

tetraploidnim druhem, 2n = 56, 58 (HEINY et SLAVIK 1990).

vV

zastin netoleruje. Roste pfevazné jednotliveé, piipadné v malych skupinkach na
volné plose. Zvlada extrémni stanovisté, snaSi kontinentdlni klima, kratkou
vegetacni dobu 1 stagnujici vodu. Roste na chudych piidach, nejcastéji na kyselych,

snese i zraselin€lé. Netoleruje zéplavy, hladinu spodni vody vyZaduje na povrchu.

Btiza pyftitd osidluje euroasijsky areal. Evropsky areal rozsifeni sahd az na
nejzaz$i sever, hranice vede pokrajem tundry, na rozsahlé plochy Sibife az do
lesostepi. Roste na Kavkaze, na Urale a ve Skandinavii. Ve stfedni Evropé se
vyskytuje ve velkém vySkovém rozpéti, od nizin po hranice lesa. Ojedinéle tvori
souvislé porosty. Na jihu je méné rozsifend, nevyskytuje se v Pyrenejich ani
Vv Apeninach, pouze na severu Balkanského poloostrova. Na tizemi Ceské republiky
se vyskytuje na dvou typickych stanovistich. Zaprvé na bazinatych loukéach
a slatinach nizsich poloh, napt. v Dolnomoravském a Dyjskosvrateckém tuvalu ¢i
Polabi. Druhym stanoviStém jsou raSelinné louky a okraje vrchovist’ ve stfednich
polohach az k horni hranici lesa, tj. oblast KruSnych hor, Krkonos, gumavy,
Jeseniku aj. (URADNICEK 2010).

4.2.2 Briza karpatska — Betula carpatica W. et K.
Kef nebo strom dosahujici vysky az 15 m s ohebnym, Sikmym kmenem
dortstajicim do 50 cm v priméru a nepravidelnou korunou. Borka ma velkou $kalu

barev, od bilé pfes zlutou, nacervenalou az po hnédou nebo cernou.

Tmavé tenké vétve jsou v koruné tidké, letorosty zprvu plstnaté, pozdéji
olysavaji. Na brachyblastech vyristaji zpravidla 3 listy (URADNICEK et

MADERA 2001). Listova &epel vejéita az kosnikovita, $pi¢ata, na rubu rozptylend
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chlupata, pozdgji olysava. Délka listu 2,5-6 cm, §iika listu 2—4 cm. Cepel nejéastéji
nestejné 2 x pilovity S 6-7 pary postrannich zilek. 1-3 sam¢i jehnédy najdeme na
konci loniskych brachyblasti. Samici jehnédy, nejcastéji 1, nejprve vzpiimené, po
opylovéni ptevislé, dlouhé 1,5-3,5 cm. Podpturné Supiny jsou pyfité, postranni
laloky smétuji vpred ¢i mirné€ do stany. Nazka ma uzsi, nebo stejné Siroky lem nez
semenné pouzdro. Tetraploidni druh — 2n = 56, vyjimeéné 57, 58 (HEJNY et
SLAVIK 1990).

Bfiza karpatska je silné svétlomilnym druhem, ktery vyZaduje volné
prostranstvi. Vyskytuje se v podminkach, kde je dostatek vlahy a vysoké srazky.
Preferuje kyselé horniny krystalinika. Idealni jsou pro ni humézni, silné skeletové
pudy, také suté ptikrych svahti a raseliny v horskych oblastech. Je tolerantni ke
kratkému vegetacnimu obdobi, které zplisobuje dlouho lezici snih, ktery dobie
snasi. Odoléd pohybujicimu se snéhu, pod kterym se ohyba a nedochézi k velkému

poskozeni.

Jeji aredl rozsifeni je omezen na Sudety, Karpaty a jina hercynska pohoii.
V Ceské republice se vyskytuje v Krusnych horach, na Sumavé, Slavkovském lese,
v KrkonoSich a u pfilehlych svahti k Bilému Labi. Nejhojnéji je zastoupena
v Jeseniku ve Velké Kotling, zde vytvari rozsahlé houstiny. Roste pii hranici lesa,
ale vstupuje i do pasma klece. Typickym stanovi§tém jsou vrchovisté a lavinové

drahy.

Btiza karpatska je dodnes diskutovana z diivodu nejasného taxonomického
zafazeni, pfi¢inou je vysoka morfologickd variabilita znakd, kterd je zplsobena

hybridizaci (URADNICEK et MADERA 2001).

4.2.3 Briza skalni — Betula petraea s. Sykora
Bfiza skalni je problémovym taxonomem z okruhu bfizy karpatské.
Taxonomicky je nedofeSena, mnohymi taxonomy neni uznéna jako druh, ale pouze

jako poddruh ¢&i varieta (BURIANEK et al. 2014).

SYKORA (1983) popisuje biizu skalni jako formu biizy pyiité.
Morfologicky se ji podobd, avSak vyznacuje se jistymi odliSnostmi, méa dvojité

pilovité listy, které jsou mezi zilkami lysé, na rubu na zilnatin¢ chlupaté
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(BURIANEK et al. 2014). Zilnatina mé na spodni strané ¢asto narezavély nadech

a podptrné Supiny maji u samicich jehnéd odstata bocni kiidla.

Charakterizuje se jako druh reliktnich borid. Typické jsou pro ni extrémni
stanovisté, najdeme ji na skalach, sutich, raselinistich, ¢i na piskovcovych skalach

kiidové tabule (SYKORA 1983).

Vyskyt Betula petraea se prokazal v subkontinentalnich oblastech Evropy,
rozptylené se objevuje v Ceském masivu. Typickym stanoviitém v Ceské
republice jsou skalni meésta severoCeské kiidové tabule Broumovské stény,
AdrSpaSsko-Teplické skaly, nebo Labské piskovce ¢i Ostas, podle typického
vyskytu ve skalnich méstech je odvozen také nazev ,,petraea“. DalSimi oblastmi
vyskytu jsou Brdy, Ceské stiedohofi, Polomené hory a Cesky raj. Druhym
typickym stanoviStém pro biizu skalni jsou raSeliniSté a také raSelinné panve. Na
tizemi severnich Cech je to soustava Jestfebsko-Hamerskych kotlin, dale miizeme
uvést raselinné panve zapadnich Cech, Tiebonska, Sumavy a Ceskomoravské
vyso¢iny (SYKORA 1983). Jeji presné rozsifeni neni dodnes znamé (BURIANEK
et al. 2014).

5 Vyuziti brizy v lesnictvi
5.1 Pionyrské direviny v hospodarském lese

Pionyrské dreviny plni v hospodaiskych lesich mnoho dulezitych funkei.
Prvni funkci zastdvaji jako pfipravné porosty, kde jsou dilezitou fazi pfi druhotné
sukcesi po velkych ptirodnich kalamitach. Diky vétSinovému pozitivnimu vlivu na
pudu a relativni odolnosti proti vétru zastavaji meliora¢ni i zpeviujici funkei.
Zaroven pionyrské dfeviny umoznuji zvysit a zkvalitnit produkci difivi. Vyznam
pionyrskych dievin se zvysuje pii obnové po kalamitnich holinach (KOSULIC
2019).

5.2 Pripravné porosty

Ptipravné porosty zajistuji vhodné podminky pro obnovu lesa po vzniku
holin. Snizuji extrémy mikroklimatu na holindch, zvySuji vzdu$nou vlhkost

asnizuji  proudéni vzduchu. ZlepSuji plidni vlastnosti opadem listi
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a prokofenovanim pudy. ZvySuji biodiverzitu, ptispivaji k pevnosti a vyssi kvalité
dfeva cilovych podaroviiovych dievin, vytvaieji pfirozené prostiedi pro rust
cilovych klimaxovych dfevin. Piipravné porosty tlumi rast cilovych dievin
Vv podurovni a tim vytvareji vyskovou, tloustkovou a pfipadné i vekovou
diferenciaci, ¢imz zvySuji odolnost proti vétru a mohou snizit Skody v piipadé

extrémnich vétra (KOSULIC 2019).

HURT et MAUER (2016) ve své praci uvadéji zpusoby podsadby
pfipravnych porostli bfizy bélokoré bukem lesnim a jedli bélokorou.
Podsadby porostti ptipravnych dievin maji stanovis$tné a ekologicky Zadouci
podminky a jejich vyuzitelnost se vztahuje k velkému rozsahu ekologickych
podminek, porostnich typt a hospodatskych tvarti nachazejicich se v lesich Ceské
republiky. Divodem pro pfestavbu ¢i transformaci piipravnych porosti je
vytvofeni vhodnych podminek pro odriistani klimaxovych dfevin, které se t€émito
difevinami podsazuji. Zpusobem =zalozeni a péstovanim piipravnych porosta
a postupnou pfemeénou podsadbami je mozné docilit tfech cilovych stavii porostu —
ekologicky a staticky stabilniho smiSeného porostu, stanovistné odpovidajici
stabilni monokultury a monokultury, ktera vyhovuje zejména hospodarskému

hledisku, kde vlastnik povazuje krajni limity dfeviny za piijatelné riziko.

5.3 Porosty nahradnich dievin

Utvéreni a Clenitost kmene ovliviiuje stabilitu stromti vii¢ci mechanickému
poskozeni mrazem. Stabilitu porostii miizeme ovlivnit odpovidajicimi vychovnymi
zasahy (KULA 2002). S vychovou a preménami bfezovych porostli nahradnich
dfevin je dobré zacit poté, co splni svou funkei, tedy vytvoti ptiznivé podminky pro
cilové dfeviny. Idealni doba pro zacatek vychovy je doba, kdy se zacinaji porosty
zapojovat. Doba zapojeni nastava u vétSiny stanovist’ v pribéhu druhého vékového
stupné. Vhodné jsou selektivni, uroviiové zasahy s negativnim vybérem, které Ize
zacit provadeét tehdy, pokud dosahne sdruzeny porost pfinejmensim zakmenéni 0,8.
Pokud klesne zakmenéni pod 0,8, neni vhodné provadét uroviiové zasahy, mohly
by vést k urychleni rozpadu porostu. Poduroviiové zasahy jsou zbytecné, pokud je

neni nutné provadét za Ucelem zdravotniho stavu, napi. zamezeni Sifeni skidct,

22



nebo nejsou soucasti dalSich postupt pti preménach porosti. V téchto porostech je
pripustné udrzovat bezzdsahovy rezim. Vychova porostd se li§i podle
procentudlniho zastoupeni biizy v porostech, stanovistnich a klimatickych

podminek a také imisni zatéZe (SLODICAK et NOVAK 2008).

5.3.1 Biezové porosty v Krusnych horach

Oblast KruSnych hor byla po celou dobu druhé poloviny 20. stol. vystavena
imisni zatézi, vliv imisi vyvrcholil v roce 1984 (HRDLICKA et KULA 2002).
V imisné silné poskozené oblasti Krusnych hor vznikly porosty nahradnich dievin
(PND) v 70. a 80. letech minulého stoleti na mistech, kde bylo nemozné nahradit
rozpadajici se smrkové monokultury vhodnymi cilovymi dievinami (SLODICAK
et NOVAK 2008). Porosty smrku odumirali nejen kvali vlivu imisi, ale také kvl
nepiiznivym klimatickym podminkam (BEDNAROVA 2002). Odumirajici porosty
se nahradily PND, které v oblasti KruSnych hor tvoii 41 060 ha, tj. pfiblizn¢ tfetina
vyméry lest. Pfevazné jsou tvofeny biizou (12,4 tis. ha), smrkem pichlavym (8,9
tis. ha), modiinem (6,6 tis. ha), jefabem (3,1 tis. ha) a dal§$imi nahradnimi dfevinami
(UHUL 2007). Biiza, dominantni dievina PND, ktera je v Krusnych horach
puvodni, byla na holiny vysazovdna a vysévana od zacatku imisni kalamity,
piicemz osivo bylo z velké casti neznamého pivodu (KULA 2002). Na daném
uzemi je rod biiza (Betula) zastoupen tfemi druhy — V nejvétSim poétu biizou
bélokorou (Betula pendula Roth.), biizou pyfitou (Betula pubescens Ehrh.) a biizou
karpatskou (Betula carpatica W. et K.) a také jejich samovolnymi kiizenci
(SLODICAK et NOVAK 2008).

Vznik rozsahlych biezovych monokultur ukazal po dvaceti letech nejenom
prednosti této ndhradni dieviny, ale také zranitelnost ze strany plisobeni Skodlivych
biotickych, abiotickych 1 antropogennich Cinitelti. VEtsi poskozeni hmyzimi sktidci
nastalo v letech 1980-1983 zpisobené pidalkou zhoubnou (Erannis defoliaria)
a pidalkou podzimni (Operophtera brumata), porosty byly napadeny v rozpéti
900-3 800 ha ro¢né. Dalsim sktidcem v mladych biezovych porostech byl v letech
1985-1987 bazlivec vrbovy (Lochmaea caprea), jehoz housenky poskozuji listy

zirem, ro¢n¢é bylo poskozeno 500-1500 ha. V obou piipadech bylo nutné osetreni
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porosti letecky. Mezi lety 1996—1997 se zvysil pocet minovac¢u rodu Eriocrania,
ktetfi zpusobili jarni ziry a naslednou defoliaci bfizy. Byla zjisténa pfitomnost
Sirokého spektra housenek motylt, ktefi se nachazi v korundch stromti a ptedstavuji
potencialni nebezpe¢i namnozeni nékterého z druhG v oblastech s vysokym

zastoupenim bfiz.

Dalsimi biotickymi patogeny jsou listové skvrnitosti typu Discula
a Phyllactinia, které napadaji pfedev§im porosty biiz vyssich poloh, velky rozvoj
se objevil v letech 1999 a 2001. Dale také listové rzi, v roce 2001 se rozsitila ve
sttednich polohach rez biezova (Melampsoridium betulinum (Pers.) Kleb.).
Zpusobuji predcasny opad listil a snizuji asimilaci, aplikace dostupnych fungicida

byla jen malo u¢inna (KULA 2002).

Zékon €. 309/1991 Sb. stanovil emisni limity, které musely byt snizeny do
roku 1998. | piesto, ze se imisni hodnoty v 90. letech snizovaly, oslabené
ekosystémy mély sniZzenou stabilitu, coz se spolu S vlivem abiotickych Cinitelt
projevilo vysokym poskozenim smrkovych porosti na prelomu let 1995/1996
a biezovych porosttl v roce 1997 (HRDLICKA et KULA 2002). V roce 1997 doslo
na vychodé Krusnohoti k nevyraseni biizy na izemi 14 tis. ha, takovy ukaz doposud
nebyl v Evropé zaznamenan. Postihnuté biizy vytvarely olisténé letorosty
Z nahradnich pupent az v pozdnim 1ét¢, letorosty byly nedostatecné vyzralé a poté
V zimnim obdobi vymrzly. Stres byl prohlouben také silnym vycerpanim kofentl,
dlouhodobé omezenou tvorbou asimilatli, pisobenim vaclavky na kofenech,
vznikem mrazovych kyl a poSkozenim bazdlnich pletiv. Do roku 2000 doslo
K uhynuti porostl btizy asi na 45 % z redukované plochy 5 428 ha. Nejvyrazngjsi
Skody vznikly v nadmoiské vysce 550-650 m n. m., v nizsich polohach byly
zasazeny porosty s niz$im zakmenénim. Skody vznikly ve viech vékovych tiidach,

ale nejvice byly zasaZeny porosty teti vékové tiidy (KULA 2002).

Od roku 1997 se provadél na zasazenych plochach Krusnych hor
a referen¢nich oblasti vyzkum stavu asimila¢niho aparatu biizy. Zkoumané plochy
se nachazely ve stejnych nadmotskych vyskach, kde se testovaly tfi druhy biiz;
btiza bélokora, biiza pyfita i biiza karpatskd. Metoda se zamétovala na studium

zmény epikutikularnich voskti (BEDNAROVA 2002). Epikutikularni vosk se
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nachazi na povrchu listli v§ech vysSich rostlin a poskytuje ochranou bariéru pted
vlivem vngjsiho prostiedi pronikat na listovou plochu. Epikutikularni vosky zvysuji
odolnost viici znecéisténému ovzdusi, ochranuji listové bunky pied intenzitou svétla,
teplotami, fyzickym poskozenim, osmotickym stresem a vlivem nadmotské vysky
(SHEPHERD et GRIFFITHS 2006). Imise velice znaén¢ ptisobi na strukturu listu,
dochazi ke zmén¢ tvaru listu, zpusobuji pokles voskii na povrchu listi a zménu
struktury epikutikularnich voskli. MnoZstvi a struktura epikutikularnich voski se
1181 podle druhu, hodnoty jsou dany geneticky. Druhy, které maji silnou vrstvu
voski jsou odolnéjsi vici vlivu imisi.

Z vysledkt nékolikaleté studie vyplyvaji poznatky o odlisné reakci druht
biiz na imisni zatizeni. Bfiza b&lokora (Betula pendula Roth.) reagovala velice
citlivé na zvysené mnozstvi emisi, kdy doslo k ponic¢eni struktury i snizeni mnozstvi
epikutikularnich vosk, a to nasledné ovlivnilo také dalsi ekofyziologické faktory.
Zatimco u biizy pyftité (Betula pubescens Ehrh.) i biizy karpatské (Betula carpatica
W. et K.) se zaznamenal vys$i pocet epikutikularnich voski po celou dobu
zkoumani, kdy se jeho hodnota v podstaté neménila v zdvislosti na zvySeném
mnozstvi emisi, coz dokazuje vyssi odolnost vii¢i emisnimu znecisténi. Z vysledkt
studie vyplyva, Ze biiza karpatska i bfiza pyfita jsou odolnéjsi vii¢i emisim, a také
vaci nepfiznivym klimatickym podminkam nez bfiza pyfita, jejich vyuziti do

vyssich poloh Krugnych hor je tedy vhodngjsi (BEDNAROVA 2002).

5.4 Vyuziti a vlastnosti dieva brizy

Dievo btizy se podle své struktury fadi mezi listnaté dieviny s roztrousené
pérovitou stavbou dieva, pory nejsou okem viditelné. Radi se mezi dfeviny bélové,
nevytvaii pravé jadro. Letokruhy jsou pomérné Siroké a malo zietelné. Casto se
vyskytuji dfeniové skvrny. Textura dieva je jemnd, jednoduchd, s rovnymi vlakny
a nevyraznou kresbou. Existuji i formy bfizy, které maji vyraznou dekorativni
kresbu, jsou cilen¢ vyhleddvané a nalezit¢ Ocenény, mulze se jednat o tzv.

,karelskou bfizu®, u nas nazyvanou jako ,,finska btiza“ (ZEIDLER 2010).

Biezové dievo se z pohledu zpracovani fadi mezi polotvrdou listnatou

dievinu s relativné dobrymi mechanickymi vlastnostmi, to nabizi Siroké moznosti
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pouziti v dfevozpracujicim pramyslu. V dfevozpracujicim primyslu se nejcastéji
pouziva pro vyrobu pieklizky a dyhy, dale se hojné€ pouziva v ndbytkarstvi i pies
to, ze ma nevyraznou kresbu. I pfes moznosti dalsiho vyuziti je nejcastéji biezové
dfevo pouzivano jako palivo, a to 1 v ptipad¢ dostacujicich dimenzi pro vynosné;jsi

zpracovani. Palivo z biezového dieva je povazovano za velmi dobré.

V minulosti bylo dfevo bfizy hojné vyuzivano nejenom kvili dobrym
mechanickym vlastnostem, ale také jeho dostupnosti. V soucasné dobé vyuzivaji
potencialu dfeva btizy hlavné¢ severoevropské staty a Rusko, kde je podil zastoupeni
bfizy znacné vysSi. Ve Finsku je znacné rozvinuty pieklizkarensky pramysl.
Svédska firma IKEA je celosvétovou znatkou a ovliviiuje trendy v nabytkaistvi,
jako jedna z prvnich uvedla na trh dyhovany, pieklizkovy a masivni nabytek
Z biezového dieva, ¢imz piispéla k jeho oblibé a vétsimu vyuziti (REISNER et
ZEIDLER 2010; ZEIDLER 2010).

6 Metodika

6.1 Popis lokality - CHKO Broumovsko

Chranéné krajinna oblast (CHKO) Broumovsko byla zalozena vyhlaskou
(€. 157/1991 Sb.) ministerstva Zivotniho prostiedi v roce 1991 na rozloze 410 km?.
Nachéazi se v Kralovehradeckém hraji, rozprostira se na celém uzemi
Broumovského vybézku, vychodnim okraji okresu Trutnov a severni ¢asti okresu

Néchod, viz Obr. 4.

Na uzemi CHKO Broumovsko najdeme dvé néarodni pfirodni rezervace
(NPR): Broumovské stény a AdrSpassko—Teplické skaly, které patii k nejveétsim
skalnim méstiim ve stiedni Evropé, rozprostirajici se na plose 17 km?2 Obg
rezervace jsou vyjimeéné svym klimatem a reliéfem, coZz umozZiuje vyskyt
ojedin€lych druhd. Neékolik pfirodnich rezervaci (PR): Stolovou horu Ostas,
KfiZzovou cestu s reliktnimi bory, nebo staré buciny Farni strané. Dale pfirodni
pamatky (PP) Mofsk4 transgrese, Piskovcové sloupky u Ceské Metuje, nebo mensi

skalni Izemi Koci¢i skaly a Borek.
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Obr. 4 — CHKO Broumovsko v ramci CR, vyznagené NPR, PR a PP [Zdroj: FALTYSOVA et al.
2002].

Z4jmové uzemi je rozdéleno do 4 zon podle miry ochrany a piirodnich
hodnot. Nejcennéjsi je I. oblast, kterda zaujimad cca desetinu celkového Uzemi
a zahrnuje predevSim piskovcové skalni oblasti, Gdolni nivy a zbytky ptirodé
blizkych lest. Nejveétsi cast zabiraji III. a IV. zona, téméf tii Ctvrtiny, které jsou
tvofeny zemé&d@lskymi pozemkKy, sidly a lesy sruznou druhovou skladbou

(BERANOVA et al. 2008).

V roce 2005 byla v CHKO Broumovsko vyhlasena ptaci oblast, ktera je
zafazena do soustavy NATURA 2000. Ta zaujima oblast Adrspassko—Teplickych
skal, Broumovské stény a dalsi skalni oblasti. Na zminénych lokalitach se vyskytuji
celoevropsky chranéné druhy ptakit. Vyr velky (Bubo bubo) a sokol stéhovavy
(Falco peregrinus) (SPRAVA CHKO BROUMOVSKO 2012).
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Piivodni druhovou skladbu tvoftily jedle a buky s ptimési smrku, v dnesni
dobé¢ tvoii smrky az 74 %, cilem v dané oblasti je navraceni k piivodni druhové
skladbé a obnoveni vhodného prostiedi pro vzicné druhy (BERANOVA et al.
2008).

6.2 Sbér dat

Sbér vzorkti se uskutecnil v Cervenci v roce 2010 a o dalsi jedince byl

doplnén v roce 2017. Celkem byly odebrany vzorky 54 jedincti, viz Tab. 2.

Sbér probihal v 7 zajmovych lokalitach na Broumovsku. Jedinci byli
vybirani s ohledem na to, aby doslo k pokryti co nejvétsi casti dané oblasti. Na Obr.

5 vidime rozmisténi vybranych lokalit na tzemi CHKO Broumovsko.

CHKO Broumovsko

A 7 A L W
@ Lokalita sbérti vzorkh .| : VAN \\“*
okalita sbérti vzor] ¥ i ] \ - <\A\\

Obr. 5 — Lokality sbéru vzorkt v oblasti CHKO Broumovsko.
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Tab. 2 — pocty jedinci na vybranych lokalitach

Pocet jedincu
Lokalita
Diploidni (2n) Tetraploidni (4n) Celkem

Pod Korunou 0 7 7
Zeleny hajek 2 8 10

Capi vrch 7 0
Koruna 2 2 4

VI¢i rokle 0 7
Teplicka ozvéna 4 7 11
Teplické skaly 6 2 8
> 21 33 54

Z kazdého jedince byly odebrany teleskopickymi ntizkami 2 letorosty pro
méieni listovych parametrii a dostatecné mnozstvi materialu pro pratokovou

cytometrii a genetické analyzy.

Letorosty byly herbafovany a oznaceny jedinenym kdédem pro meéteni
listovych parametri. Materidl pro cytometrii byl uchovan v chladicim boxu
a nasledné¢ odeslan do laboratofe pro urceni ploidie. Zbyly material pouzit pro

analyzu mikrosatelitl, viz dale.
6.3 Méreni listovych parametra

Pro ucely statistické analyzy byly z herbarovanych vzorki méteny vzdy dva
listy z jednoho letorostu. Z kazdého jedince se tedy méfily 4 listy, ty byly oznaceny
na rubové stran€ fixem a uchovany pro dalsi pfipadné analyzy. VeSkerd méfeni
probihala na levé rubové strané listd tzv. klasickou morfometrikou, tedy

dostupnymi kancelaiskymi pomickami, jako je trojuhelnikové pravitko a thlomér.

Na kazdém listu bylo méteno 16 kvantitativnich znaki, ty byly vybrany
sohledem na jiz dfive publikované prace zabyvajici se touto tématikou
(ESNEROVA et al. 2012, GILL et DAVY 1983, GARDINER et JEFFERS 1962).
M¢étené parametry viz Tab. 3, Obr. 6. Touto problematikou se jiz zabyvala

bakalarska prace, vysledky jsou stru¢né shrnuty dale.
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Obr. 6 — Vybrané parametry mé&fené na listech b¥iz, oznaceni a-n odpovida Tab. 3 [Zdroj:

ESNEROVA et al. 2012].
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Tab. 3 — kvantitativni délkové a uhlové parametry méfené na listech biiz

Parametr Jednotky  Oznaceni (Obr. 5)
Délka cepele mm a
Délka tapiku mm b
Sitka Cepele mm c
Uhel $picky listu ° d
Uhel nasazeni baze listu ° e
Uhel baze listu ° f
Vzdalenost nejSirsiho mista od baze Cepele mm g
Uhel vroubeni listu ° h
Vzdalenost 3. a 4. zilky mm i
Sitka epele v 1/4 listu (od 3picky) mm j
Vzdalenost 4. zilky od $picky Cepele mm k
Vzdalenost 1. zubu od baze ¢epele mm |
Uhel 1. zilky ° m
Uhel 4. zilky ° n
Pocet zubii mezi zakonCenim 3. a 4. Zilky — X
Pocet postrannich zilek — y

6.4 Pritokova cytometrie

Pritokovd cytometrie je luminiscencni metoda analyzy bunéénych
parametril na vyzkum rostlinnych, Zivo¢ignych i lidskych bunék (NOVAK et al.
2008). Principem je vzajemné pusobeni analyzovanych ¢astic transportovanych
tenkou tryskou s elektromagnetickym vInénim vyzafovanym UV lampou, nebo
laserem. Prutokovy cytometr obsahuje opticky systém, ktery méfi odrazené svétlo,
systém fluidiky, ktery do méfici komory dopravuje analyzované ¢astice a sortovaci

systém, ktery umoziuje vytiidéni cilovych populaci NOVAK 2010).

V této praci byla prutokova cytometrie pouzita pro ucely determinace
velikosti genomu odebranych vzorkl biiz. Velikost genomu obecné odpovida
fylogenetické vzdalenosti mezi druhy (KARLIK et al. 2010).
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6.5 Statisticka analyza dat

Statistickou analyzu morfometrickych odebranych vzork diploidnich
a tetraploidnich jedinct rodu biiza blize popisuje bakalaiska prace. V té byla taktéz
oveéfovan spolehlivost trech klasifikaéni funkci pro rozliSeni diploidnich
a tetraploidnich jedinct. Klasifika¢ni funkce byly vybrany z jiZz publikovanych
praci (LINDA et al. 2017, ATKINSON et CODLING 1986, ESNEROVA et al.
2012). Uspésnost kazdé z t&chto funkci byla vypo¢itana jako podil podtu spravng
zatazenych jedincli a celkového poctu jedinci vynédsobeny stem. Vysledky

procentualni tspésnosti jednotlivych funkci jsou porovnany v Tab. 4.

Analyza rozdilti ve velikosti genomu byla provedena pomoci porovnan tzv.
1Cx hodnot (tj. celkova velikost genomu v pg/pocet sad chromozomt jedince).
Porovnani téchto hodnot mezi vyliSenymi taxony bylo provedeno pomoci Kruskal-
Wallisova testu (pozadavek normality dat pro pouziti parametrického testu
nebyl splnén, testovano pomoci Shapiro-Wilkova testu). Mnohonasobna porovnani

byla provedena metodou dle SIEGALA et CASTELLANA (1988).

Jako prvni popisna statistika byla vypocitana proporce sdilenych alel mezi

diploidnimi a tetraploidnimi jedinci.

Analyza genetické variability mezi vzorkovanymi jedinci byla provedena
v software STRUCTURE (HUBISZ et al. 2009). Nejprve byl odhadnut
nejpravdépodobnéjsi pocet skupin zvlast pro diploidy a tetraploidy pomoci
software STRUCTURE HARVESTER (EARL et VONHOLDT 2012), data byla
nasledné analyzovana pomoci software CLUMPP (JAKOBSSON et ROSENBERG
2007). Vysledky analyzy jsou zobrazeny ve formé grafu zkonstruovaného

v software DISTRUCT (ROSENBERG 2004).

Pro diploidy byly zpracovany analyzy pro teoreticky pocet skupin v datasetu
(K) 1-6, pro tetraploidy 1-5. Pii kazdém ,b&hu“ byl nastaven inicialni pocet
neanalyzovanych iteraci (tzv. burn-in) na 100 000 nasledovanym dalsimi 100 000

iteracemi. Ostatni parametry byly ponechany ve vychozim nastaveni.
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Pro vizualizaci genetickych vzdalenosti v celém datovém souboru byla
pouzita analyza hlavnich koordinat (PCoA). Genetické vzdalenosti mezi jedinci

byly vypocitany dle publikace BRUVO et al. (2004).

Veskeré analyzy vyjma analyz v software STRUCTURE a jim ptibuznych
byly provedeny ve statistickém prostiedi R (R CORE TEAM 2020).

6.6 Izolace DNA a analyza mikrosatelitu

Izolace DNA ze vzorkil skladovanych v mrazicim boxu (-80 °C) byla
provedena pomoci izolacniho kitu QUIAGEN DNEasy Plant Mini Kit dle
piilozeného navodu. Kvalita izolované DNA byla kontrolovdna pomoci
spektrofotometru a pted nasledujicimi procedurami byla izolovand DNA zfedéna

na koncentraci 10 ng/pl.

PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 20 pl ve slozeni: 15 ng
DNA, primery (viz déle; 0,25 uM kazdého primeru), 200 uM dNTP, 2,5 mM
MgClI2 a bufferu PCR multiplex mix s polymerazou (ThermoFisher Scientific).

Pro analyzu bylo celkem bylo stejné jako v predchozi studii (KUNES et al.
2019) vybrano 12 polymorfnich lokust (KULJU et al. 2004, TSUDA et al. 2009).
Analyza mikrosatelitnich délek byla provedena pomoci sekvenatoru (Genetic

Analyser 3500, Applied Biosystems).

Prvni PCR program (KULJU et al. 2004) byl nastaven nasledovné: inicialni
krok (5 minut, 95 °C), nasledné cyklus (30 x) — denaturace (95 °C, 60 sekund),
annealing (57 °C, 75 sekund), elongace (72 °C, 150 sekund), nasledovany finalni
elongaci (72 °C, 10 minut).

Druhy PCR program dle TSUDA et al. (2009) byl nastaven nésledovné: 30
x — denaturace (95 °C, 30 sekund), annealing (55 °C, 30 sekund), elongace (72 °C,

45 sekund), nasledovany finalni elongaci (72 °C, 7 minut).

Data ziskana z genetického sekvenatoru byla analyzovana pomoci software

GeneMarker 1.80 (SoftGenetics).
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7 Vysledky

7.1 Shrnuti vysledki morformetrickych analyz

Analyza kvantitativnich dat pro zjisténi odliSnosti mezi diploidnimi

a tetraploidnimi jedinci byla provedena pro 16 parametrd, statistickd vyznamnost

vySla u 10 parametrt. Pro diploidy se ukézaly tfi parametry statisticky

nejvyznamnéjsi (hladina vyznamnosti o = 0,001), a to vétsi délka fapiku, vzdalenost

a pocet mezi 3. a 4. zilkou. Vice informaci o analyze morfometrickych parametra

poskytuje piedchozi bakalaiska prace (ZAMASTILOVA 2018).

Spolehlivost klasifikacni funkce na data z této prace byla porovnavana
u tiech jiz publikovanych klasifika¢nich funkci (ATKINSON et CODLING 1986,
LINDA et al. 2017, ESNEROVA et al. 2012). Uspé&snost funkci viz Tab. 4.

Tab. 4 — porovnani spolehlivosti tfech vybranych klasifika¢nich funkci

Uspé&nost klasifikaénich funkei v oblasti Broumovska

ATKINSON et ESNEROVA et . ,
LINDA et al. CODLING al. Pocet vzorkt
73 % 81 % 73 % 120

Pro determinaci ploidie na zkoumanych datech z izemi Broumovska vysla

vvvvvv

spravné urceni ploidie bylo zaznamenano v 81 % ptipad.
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7.2 Analyza velikosti genomu

Analyza velikosti genomu (resp. ,,1Cx hodnot”, GREILHUBER et al. 2005)

ukazala na statisticky vyznamné rozdily mezi B. pendula a tetraploidy se znaky

B. petraea (Kruskal-Wallisuv test, Chi-kvadrat = 24,16; df = 4, p<0,001). Obecné

lze fici, Ze u tetreploidil byla tato 1Cx hodnota pozorovana vyssi nez u diploidu,

nicméné jasny zavér nelze v piipadé B. pubescens udélat z divodu nedostatecného

poctu vzorkl. Pro testovani byl pouzit Kruskal-Wallistv test z divodu nesplnéni

pozadavku normality v kazdé skupiné testovanych dat (napt. pro B. pendula W =
0,85, p =0,03).

v

pozorovani vys$s§i nebo rovno spodnimu kvartilu (tj. spodni okraj krabice) — 1,5* mezikvartilové

rozpéti

0,504

0,484

1Cx hodnota [pg]

0,46 4

0,444

— 1

ab ab

—_—

ab

——
——

B pelndula

Atypicka B. pendula B.pendula/B. pubescens

Taxon

B. pubescens

Tetraploid se znaky B. petraea
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7.3 Molekularni analyzy

Nejprve byl vypocitan podil sdilenych alel mezi diploidy a tetraploidy,
abychom zjistili, zda jsou zkoumané tetraploidni taxony autopolyploidniho nebo
alopolyploidniho ptivodu. Celkem bylo zaznamenéno 113 alel, z nichz 55 (48,6 %)

bylo sdileno mezi diploidnimi a tetraploidnimi taxony.

Tab. 6 — pocet sdilenych alel mezi tetraploidnimi a diploidnimi jedinci na dvanacti
mikrosatelitnich lokusech

Lokus Pocet sdilenych alel Pocet alel celkem
LoclL31 4 9
LocL54 8 12
LocL78 0 6
LoclL022 4 12
LocL71 5 10
LocBema7 5 6
L012 3 12
Bemal 3 5
Bemall 3 7
L27 9 15
Bepl3 5 10
L34 6 9
SUMA 55 113
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7.3.1 Shlukové analyzy
Nejpravdépodobnéjsi pocet skupin v datech pro diploidy i tetraploidy byl
odhadnut pomoci programu STRUCTURE HARVESTER dle metody EVANNO
et al. (2005).

Nejpravdépodobnéjsim fesenim pro diploidy i tetraploidy mély byt tii
klastry (viz pfilohy). Vysledek shlukové analyzy pro diploidni jedince viz Obr. 7.

Obr. 7 — Vysledek shlukové analyzy u diploidnich jedincii rodu Betula. Kazdy sloupec znaéi jednoho
jedince, pomér barev ve sloupci zna¢i pomér pravdépodobnosti piislusnosti k dané ,skuping”

v datech.

V ramci diploidnich jedincii byla pozorovana jen minimalni (az téméf
nulovd) geneticka variabilita a vSichni diploidni jedinci tak tvofi 1 pfes rozdily

v morfologii jedinct kompaktni genetickou skupinu.
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V ptipad¢ tetraploidnich jedinct byla naopak pozorovana relativné vysoka
populaéni variabilita, a to v ramci obou identifikovanach taxont (B. pubescens,
,B. petraea‘”). Vysledky analyzy tetraploidi vSak souCasné¢ ukazaly smeés
skupinovych ptifazeni pro vS§echny taxony, coz naznacuje, ze vsechny vzorky patii
technicky do jedné homogenni skupiny (jednoho ,,druhu®, ktery je vSak znac¢né

variabilni).

Obr. 8 — Vysledek shlukové analyzy u tetraploidnich jedinct rodu Betula. Kazdy sloupec znaci
jednoho jedince, pomér barev ve sloupci zna¢i pomér pravdépodobnosti pfislusnosti k dané

L»skuping® v datech.
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7.3.2 Analyza hlavnich koordinat
Pro vizualizaci genetickych vzdalenosti mezi vS§emi vzorkovanymi jedinci,
bez ohledu na jejich ploidii, byla provedena analyza hlavnich koordinat, viz Obr. 9.
Jako métitko genetické vzdalenosti mezi jedinci byly zvoleny genetické vzdalenosti

dle BRUVO et al. (2004).

0.34
el
0.2
5 : o
& 011 T o Taxon
-% C “ o B.pendula
o 004 o o s & Atypicka B. pendula
2 o O| P B.pendula/B. pubescens
€ 014 o x B.pubescens
% ’ © > < Tetraploid se znaky B. petraea
f o
-0.24
®
-0.34 x
-0.4 0.2 0.0 0.2

Hlavni koordinata 1

Obr. 9 — Analyza hlavnich koordinat (PCoA) genetickych vzdalenosti rodu Betula, diploidi vlevo
(Cerna, Cervena, zelena), triploidi vpravo (modra, rizova).

U diploidi byli identifikovani dva jedinci s n€kterymi atypickymi znaky pro
B. pendula (oznacen ,,Atypicka B. pendula“ a ,,B. pendula/B. pubescens®), ktefi
méli nékteré znaky tetraploidnich taxond rodu bfiza, nicméné geneticky se od

B. pendula s nejvétsi pravdépodobnosti nelisi.

Mezi tetraploidy byla pozorovana relativné vysoka populaéni variabilita.
Pozoruhodny je jeden vzorek, ktery vykazuje znaky ,.Cisté* B. pubescens, avsak od

ostatnich tetraploidnich jedincti se mirné odlisuje.
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8 Diskuze

Cilem této prace bylo zrekapitulovat morfologickou variabilitu a zhodnotit
genetickou variabilitu diploidnich a tetraploidnich btiz na Broumovsku s ohledem
na akvizici reprodukéniho materidlu lesnich dievin. Kvili vysoké mezidruhové
variabilité je v praxi velmi obtizné urcit ploidii a zafadit jedince do spravného
taxonu. Pomoci pratokové cytometrie, ¢i analyzy mikrosatelitnich oblasti jader
DNA lze ploidii rozlisit i na urovni menSich taxont, tyto metody jsou vSak nadkladné
a v praxi nepouzitelné. Proto byly navrzeny metody rozliSujici ploidii na zakladé
méfeni morfologickych parametrii na listech (ESNEROVA et al. 2012, LINDA et
al. 2017, ATKINSON et CODLING 1986) a také troven spolehlivosti
klasifikaénich funkci. Ta dosahuje v praci ESNEROVE et al. (2012) az 100 %
datech v této praci byla dle ATKINSONA et CODLINGA (1986), ktera vykazovala
spolehlivost 81 %. Tyto morfometrické studie dokazi s relativné vysokou piesnosti
odliSit diploidni a tetraploidni druhy, nejsou vSak schopny rozliSit mensi

tetraploidni taxony.

Zékladni velikost genomu odhadnutd pomoci pritokové cytometrie ukazala
na statisticky vyznamné rozdily mezi B. pendula a tetraploidy se znaky B. petraea.
U tetraploidi byla obecné¢ hodnota 1Cx pozorovana vyssi nez u diploidd,
nicméné U B. pubescens nelze fict jasny zavér z divodu nedostatecného poctu
vzorki. KUNES et al. (2019) ve své praci uvadi, Ze rozdily mezi posuzovanymi
taxony nejsou velké. Tetraploidi B. pubescens a B. petraea vykazuji zanedbatelné
rozdily v pramérnych hodnotach 1 Cx, a to 1,1 %, stejné tak B. carpatica
a B. pubescens, ty maji rozdil 1,5 % v primérnych hodnotach. Rozdily v hodnotach
mezi B. pubescens, B. petraea a B. carpatica by mohly naznacovat ur€ity stupen
pfizpisobeni se podminkdm prostiedi, jelikoz tetraploidni biizy z vySSich
nadmoftskych vysek a chladnéjsiho podnebi maji tendenci mit o néco vétsi zdkladni

velikost genomu. Nelze vsak brat v potaz koncepci B. petraea (a pravdépodobné
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i B. carpatica, jak vyplyva z jinych zdroji) (KUNES et al. 2019) jako oddé&lenych

druht od B. pubescens na zakladé tohoto vyzkumu.

Tetraploidni btizy vyskytujici se na izemi Broumovska jsou pravdépodobné
alopolyploidniho ptivodu. Alopolyploidni druhy vznikaji kiizenim dvou druhd,
které jsou vice & méné piibuzné (SKALICKA 2005). Proporce sdilenych alel je
témef 50 %, tzn. Ze tetraploidi nevznikli pfimo polyploidizaci B. pendula, ale

pravdépodobné do vyvoje hybridizace tohoto taxonu vstupuje jiny druh z minulosti.

Podle analyzy v software STRUCTURE HARVESTER je
nejpravdépodobnéjsi pocet skupin v datech pro diploidy i tetraploidy 3, realn€ vSak
vSechny vzorky v ramci diploidu i tetraploidi patii do jedné homogenni skupiny.
Shlukové analyzy ukazaly, ze mezi tetraploidnimi jedinci je relativné vysoka
populacni variabilita, oproti jedincim diploidnim, kde neni variabilita t¢émé&f zadna.
Analyza hlavnich koordinat spolehlivé rozdélila jednice na diploidy a tetraploidy.
U diploidu byli rozliSeni dva jedinci s atypickymi znaky pro B. pendula, ktefi méli
nékteré znaky typické pro tetraploidni taxony, piesto se ukazalo, Ze se od B. pendula
geneticky neli§i. Prace KUNESE et al. (2019) se vénuje problematice zaiazeni
biezovych taxond v Ceském masivu podrobnéji. Molekularni metody pouZity v této
praci nebyly schopny identifikovat vyznamné rozdily mezi tetraploidnimi druhy
B. pubescens, B. carpatica a B. petraea. Zakladni velikost genomu odhadnuta
pomoci pratokové cytometrie spolehlivé neumoznila rozliSeni zadného
tetraploidniho taxonu. Nové taxonomické zafazeni B. petraea i B. caraptica je
navrzeno v aktualizovaném Kli¢i ke kvétené Ceské republiky (VASUT 2019), kdy
biiza karpatskd je uvadéna jako poddruh, biiza skalni je ze seznamu pftijatych
taxontl vynechana. KUNES et al. (2019) dokonce navrhuje postaveni B. carpatica

na nizsi taxonomickou uroven nez poddruh.

Biizy zokruhu B. pubescens (B. carpatica, B. petraea) jsou Vv ¢eské
taxonomii odlideny od biizy pyfité a povazovany za samostatné druhy (HEINY et
SLAVIK 1990, BURIANEK et al. 2014). BALCAR (2001) udava, Ze pfi obnové
lest je do 1000 m n. m. vhodna B. pubescens, kdezto nad 1000 m n. m. je vhodné
pouzit B. carpatica. Doporuceni tykajici se pouziti B. carpatica nove

implementovala eska legislativa (vyhlaska ¢. 298/2018 Sb.). Cesti lesnici maji
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snahu zajistit relevantni osivo na nejexponovangjsi stanovisté. Diky vysoké
morfologické variabilité a nespolehlivému rozliSeni mezi druhy by bylo pro ziskani
vhodného reprodukéniho materidlu vhodnéjsi zacilit na ptivod porostu. Pii sbéru
sadebniho materialu by bylo vhodné se spi§ zamétit na ptivod druhu a sbér mistni

populace nez na mezidruhové rozliSovani.
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Vysoka geneticka i morfologicka variabilita rodu biiza (Betula L.) je
zpiisobena rozsahlou mezidruhovou hybridizaci a naslednym zpétnym kiizenim
s rodicovskymi druhy. To zapfi¢iiluje nejasné taxonomické ¢lenéni, které je dodnes

velice diskutovanou problematikou.

Za ucelem rozliSeni diploidnich a tetraploidnich jedincii byly v této praci
provedeny genetické analyzy (analyzy mikrosatelitt). Ty ukazaly rtznou
genetickou variabilitu, zatimco u tetraploidii byla relativné vysokd, u diploida
naopak minimdalni. Celkové vysledky vSak naznacuji, ze 1 pfes znacnou
morfologickou variabilitu tvofi jak diploidni, tak i tetraploidni jedinci jednu

homogenni skupinu.

Taxonomické zafazeni btiz z okruhu B. pubescens (napt. B. carpatica,
B. petraea) je jednou z Casto diskutovanych otazek. Do nedavné doby byly v ¢eské
literatuie tyto druhy povazovany za samostatné. Nyni se ale taxonomické postaveni
téchto druhtt méni, nové jsou navrhovany jako poddruh B. pubescens, ¢i dokonce

na niz$i taxonomické urovni.

Pti zajistovani vhodného reprodukéniho materidlu by bylo vhodné se
zam¢iit na pivod druhu a sbér mistnich populaci, nikoliv na rozliSovani
jednotlivych druhi, které je kvili vysoké morfologické i genetické variabilité

V praxi velice narocné.
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1) Zobrazeni listi vybranych druhi biiz — B. pendula, B. pubescens, B.

carpatica

Bfiza bélokora (Betula pendula) [Zdroj: Beck 2016]

Biiza pytita (Betula pubescens) [Zdroj: Beck 2016]
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Bfiza karpatska (Betula carpatica)

[Zdroj: https://botany.cz/cs/betula-carpatica/]
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2) Sbér vzorku na lokalité Broumovsko [Foto: I. Kunes]
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3) Vystup ze STRUCTURE HARVESTER

Diploidi
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Tetraploidi
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Rozmisténi tetraploidnich jedinct na lokalité Pod Korunou
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Rozmisténi diploidnich jedincti na lokalité Capi vrch
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Rozmisténi diploidnich a tetraploidnich jedincti na lokalité¢ Koruna
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Rozmisténi diploidnich jedinct na lokalité VI¢i rokle
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