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Abstrakt

Vrby jsou dvoudomé, entomogamni, anemochorni kefe az stromy, které se mezi sebou
snadno kftizi. Diky tomu se v terénu obtizn€ urcuji. Tato prace se zabyva hybridizaci vrb
obecné. Za modelovy piiklad si vzala druhy vrba hrotolistd a vrba slezska, které ve
Velké kotlin¢ (Hruby Jesenik, CZ) tvoii hybrida Salix xchlorophana. Vrba hrotolista je
v CR druhem siln& ohrozenym. Cilem této prace bylo popsat souéasné rozsiteni vrby
hrotolisté a jejiho kiizence s vrbou slezskou, odhadnout pocet sterilnich a nesterilnich
rostlin na lokalit¢ Velkéa kotlina a pomér pohlavi, optimalizovat vyuziti mikrosatelit
(SSR) pro studované taxony a nastinit moZnosti vyuZiti této metody pro ochranu
ptirody. Byly zrevidovany polozky péti vybranych herbérii a pro vrbu hrotolistou a
jejiho kfizence s vrbou slezskou byla vytvofena sitova mapa rozsifeni. Soucasné maji
v CR pouze &tyfi lokality vyskytu. Ve Velké kotling byly vyty&eny dva transekty a na
nich secteny sterilni, sam¢i a samici rostliny vrby hrotolisté a kfizence(celkem 249
rostlin). Pocty sterilnich rostlin byly malé (3 pro vrbu hrotolistou, 12 pro kiiZzence).
Pomér pohlavi byl u vrby hrotolisté pomé&rné vyrovnany (3:Q = 1,1:1), u kiizence byl
vychylen v prospéch samic (3:Q = 1:2,1). V terénu byly nasbirany listy rostlin, z nichz
byla vyizolovdna genomickd DNA a m¢li jsme k dispozici 48 vzorkll pro optimalizaci
mikrosatelitti. Bylo vyzkouseno sedm mikrosatelitd znamych pro jiné druhy rodu Salix,
podminky byly optimalizovany pro dva znich. Ze ziskanych vysledkd piedbézné
vyplyva, Ze k hybridizaci vrby hrotolisté s vrbou slezskou dochazi ve Velké kotliné
opakované, ze kiizenec je alelicky podobnéjsi vrbé slezské a Ze vrba hrotolista je na
lokalité genotypicky pomérné variabilni. Ze ziskanych dat vyplyva, Ze silné ohrozeny
druh vrba hrotolistd se na lokalit¢ rozmnoZuje i generativné, je geneticky variabilni a
jeji vyskyt zde neni do budoucna pravdépodobné ohrozen. Presné takova data jsou pro

ochranu piirody potfebnd a mohou byt ziskany praveé vyuzitim mikrosatelitti.

Kli¢ova slova: hybridizace, vrba, Salix hastata ohrozeny druh, pomér pohlavi,

mikrosatelity, Hruby Jesenik
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Abstract

The genus willow (Salix L.) includes trees and shrubs that easily hybridize with each
other and are dioecious, anemochorous and often difficult to determine. I focused on
plant hybridization. Salix hastata (Halberd willow), S. silesiaca (Silesian willow) and
their hybrid S. xchlorophana were chosen for being model organisms. They often occur
in Velka kotlina fold (Hruby Jesenik Mts., CZ). Velka kotlina fold is one from only four
current localities of S. hastata in the Czech republic, which is considered to be a
threatened species here. I therefore set these targets: (1) to describe current distribution
of S. hastata and its hybrid with S. silesiaca; (2) to estimate the amount of sterile willow
plants and sex-ratio in the studied locality; (3) to optimise use of microsatellites (SSR)
for studied species and (4) to outline the use of microsatellites for nature protection
purposes. Herbal items from five different Czech institutions were revised and (based
on that) current distribution maps for S. hastata and its hybrid were created. Using two
studied plots sterile, male and female plants of S. hastata and its hybrid were counted in
Velka kotlina fold. Numbers of sterile willows were low (3 for S. hastata, 12 for
hybrid). Sex-ratio of S. hastata plants was relatively balanced (3:Q = 1,1:1), for hybrid
female plants predominated (3:9Q = 1:2,1). In Velka kotlina fold we picked willow
leaves, then we isolated genomic DNA and got 48 samples. We utilized these samples
to optimise the use of microsatellites. Seven different combinations of microsatellite
primers, which are known for other Salix species, were tested. For two of them we
revealed optimal conditions. Based on the results from these two microsatellites we may
say hybridization is quite frequent in Velka kotlina fold, hybrid is more similar to S.
silesiaca and S. hastata has several different genotypes here. We infer from received
facts that threatened species S. hastata probably reproduces sexually in Velka kotlina
fold, is genetically variable and probably its distribution here will persist well. These

data are necessary for nature protectionists and can be obtained by using microsatellites.

Key words: hybridization, willows, Salix hastata, threatened species, sex-ratio,

microsatellites, Hruby Jesenik Mts.
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Uvod

Tato diplomové prace je zaméfena na horské druhy vrb Ceské republiky, jmenovité na
vrbu hrotolistou svézi, vrbu slezskou a jejich kiiZzence. VSechny 3 taxony se vyskytuji a
ktizi na lokalit¢ Velka kotlina v Hrubém Jeseniku. Tato karova lokalita je jedinecnd i ve
sttedoevropském meétitku. Vrby se v terénu pomérné tézko determinuji, protoze maji
uréovaci znaky redukované v diisledku anemochorie a entomogamie. Casto a snadno
mezi sebou hybridizuji, a tak dochazi ke vzniku hybridnich roji. V nich je potom
obtizné odlisit druhy rodicovské od ktizenci. Vyzkum hybridizace je v dnes$ni dobé
bézny, pouzivany jsou piedev§im metody zalozené na studiu DNA. Lokalita Velka
kotlina je idedlnim mistem ke studiu hybridni zény, kterd zde mezi studovanymi taxony
vzniké. Z pohledu ochrany pfirody je studovany taxon vrba hrotolista sv€zi vyznamnym
druhem(druh siln€¢ ohrozeny). Proto je v jejim zajmu bliz§i studium vlastnosti jejich

populaci v CR.

Celed’ Salicaceae a rod Salix
Celed vrbovité (Salicaceae MIRBEL) vyskytujici se téméf po celém svété jsou

subarktickém pasmu obou polokouli. V uz8§im pojeti zahrnuje 2-3 rody: vychodoasijsky
monotypni rod Chosenia NAKATI a holarkticky rozsitené rody topol (Populus L.) a vrba
(Salix L.). Posledni jmenovany, rod Salix je nejpocetnéjsi a je uvadéno 300-600 druhi
(Skvortsov 1968, Fang 1987, Argus 1997 aj.). PiestoZe zastupce rodu nalezneme témét
v mirném az subarktickém pasmu severni polokoule. Rod Populus se s 40-110 druhy
vyskytuje hlavné v boredlnim az subtropickém pasmu severni polokoule (Chmelai &
Koblizek 1990).

Rostliny rodu Salix patii ke kvetoucim rostlinam dolozenym jesté z pied dob ledovych.
K druhtim tehdy rostoucim patii napf. Salix reticulata L. ¢i S. herbacea L. Vrby se
pravdépodobné z teplého temperatniho pasu a subtropl rozsifily nepatrné do tropt,
hojné¢ se rozrostly pravé v temperatu a posléze i1 v arktickych oblastech. Misto ptivodu
tohoto rodu bylo nejspiSe v hordch vychodni Asie, kde se vyskytuje blizce piibuzny rod
Chosenia a nékteré primitivni a evoluéné staré druhy topold. Evolu¢né ptivodnéjsi vrby

se vyznacovaly stromovym vzrustem, subtropickou distribuci a diploidnim poctem



chromozému. Naopak, evolucné odvozenéjsi druhy vrb se vyskytuji v temperatni zoné,
jsou spis kefovitého vzrlstu a jsou polyploidni (Dorn 1976).

k ustupu druhti ze severu, prezivani populaci v refugiich, jejich izolaci a diferenciaci.
Velky vyznam mély rovnéz doby meziledové, kdy probihala expanze populaci a
hybridizace mezi pfedtim izolovanymi druhy (populacemi). Poté, co ledovce ustoupily,
byly vrby jednim zprvnich kolonizdtori nové wvzniklych biotopli (uvolnénych
ledovcovych sedimentil) diky lehkym anemochornim sementim (Newsholme 1992).
Zastupci rodu Salix maji mohutny kofenovy systém, pupeny kryté zpravidla 1 Supinou,
listy stiidavé, celistvé, Casto kratce tapikaté, palisty dobie vyvinuté. Kvétenstvim jsou
vzptimené jehnédy, kvéty jsou jednopohlavné, samc¢i maji 2(-12) tyCinek, pylova zrna
jsou kulovitd az elipsoidni, samic¢i kvéty s gyneceem srostlym ze dvou plodolisti,
vétSinou zietelnou ¢nélkou a dvéma bliznami (Chmelai & Koblizek 1990). Plodem je
tobolka, semena jsou kyjovitd, lysd. Jsou entomogamni a anemochorni, dilezité je
vegetativni rozmnozovani.

Rod Salix mtzeme rozdé€lit na 3 zakladni podrody: (1) Salix L., coz jsou vétSsinou
stromové vrby kvetouci az po olisténi vétvi; (2) Vetrix DUMORT., zahrnujici hlavné kete
nebo malé stromky kvetouci pfed nebo soucasné s olisténim vétvi a (3) Chamaetia
(DUMORT.) NASAROV, kam patii drobné keticky vrb pievdzné reliktnich stanovist.
Hybridizace je Casta ve vSech podrodech (Elven & Karlsson 2000), ale je znam pouze
jediny pfirozeny hybrid mezi podrody (Salix triandra L. x S. viminalis L. = S.
xmollissima EHRH.), ostatni tdaje (zvlasté udajni kiizenci druht subgen. Chamaetia x
subgen. Vetrix) jsou sporné.

Evoluce rodu je oproti jinym dfevindm pomérné rychla. Vrby maji kratky generacéni Cas
a také aredly rozSifeni tomu napovidaji. Zatimco nékteré¢ jiné druhy maji aredly
oddé€lené (severni Evropa, hory stfedni Evropy a severni Amerika), u vrb se projevuje
spiSe vikariance (Elven & Karlsson 2000). Tato vikariance se d4 dobte ilustrovat na
komplexu druht Salix serpyllifolia Scop. (Alpy), S. retusa L. (Alpy, Karpaty a hory na
Balkan¢) a S. kitaibeliana WILLD. (Karpaty), coz jsou blizce ptibuzné druhy lisici se
pouze kvalitativnimi znaky (Chmelat 1972).

Zakladnim chromozomovym ¢islem rodu Salix je x = 19. Polyploidie je vyvinuta az do
2n = 12x = 228, blizce ptibuzné druhy ale maji pofty chromozomu stejné (jsou
homoploidni). Mnoho naSich vrb jsou diploidni (S. daphnoides VILL., S. eleagnos

Scop., S. hastata L., S. herbacea L., S. lapponum L., S. purpurea L., S. silesiaca



WILLD., S. repens L.), vétSina stromovych druht vrb (S. alba L., S. babylonica L., S.
cinerea L., S. fragilis L.) jsou tetraploidni. Vzacnéji jsou nékteré druhy hexaploidni (S.
phylicifolia L.), oktoploidni (S. serpyllifolia) a nebo dekaploidni. Chromozomy vrb jsou
velmi drobné (Chmelat 1979).

Vétsina zastupct rodu Salix je vysoce polymorfni a plasticka. Napi. S. nigricans SM. je
znama jako kefticek i jako strom, listovy okraj S. hastata muze piechazet z celistvého,
nedéleného k Zlaznaté¢ pilovitému. Habitat, velikost a tvar listl jsou casto silné
ovlivnény vlastnostmi prostfedi (Elven & Karlsson 2000), coz podstatné ztézuje
identifikaci druhii v terénu.

Vrby muzeme urcovat bud’ podle olisténych vétévek, nebo podle samcich a samicich
kvéth (Chmelat & Koblizek 1990). Dale ndm mohou pomoci n€které dalsi morfologické
znaky typické pro tento rod: (1) liSty na dievé (po sloupnuti kiiry se vyskytuji napt. u
Salix aurita L., S. cinerea); (2) primarni listy neboli katafyly (nejnizsi list na prytu) ¢i
(3) nektariové zlazky (u vétSiny vrb je vyvinuta jen jedna). Vétve vyrtstajici
z poni¢enych nebo ofezanych ketfli maji Casto abnormalné velké listy a palisty (i u
druhii, které bézn¢ palisty nemaji). Tyto vétve by nemély byt sbirdny, stejné jako vétve
extrémné mladé a malé (Elven & Karlsson 2000).

Vrby se rozmnozuji jak pohlavné (spojenim samci a sami¢i gamety a naslednou
kombinaci rodiovskych genomil), tak nepohlavné tvorbou ramet, které jsou geneticky
identické s matetskou rostlinou. Tyto dva zplsoby se dnes povazuji za komplementarni
— vzajemné se dopliuji, aby udrzely genetickou variabilitu a podporovaly rostlinné
populace a jejich Sifeni (Salick & Pfeffer 1999). U vrb se to tykéa hlavné nepohlavniho —
klonalniho rozmnozovani a hybridizace — tedy kiizeni mezi riznymi druhy, cozZ je
extrémni forma rozmnozovani pohlavniho.

Vrby jsou rostliny dvoudomé, coz znamend, ze kazda rostlina tvofi bud’ sami¢i nebo
sam¢i kvety. Vétsina rostlin je ale jednodomych, dvoudomost se vyvinula pouze u 4 %,
pravdépodobné v dasledku vzniku polyploidii. Pokud vznikne polyploid, druh se
zmnozenou sadou chromozomi, tak je odkdzan pfevazné na samospraseni. Trpi pak
vlivem silného ptibuzenského kiizeni neboli inbreedingu. V disledku toho se muze
vyvinout pravé oddélené pohlavi — tedy dvoudomost, jako je tomu napf. vrodu
kustovnice (Miller & Venable 2000).

Pomér obou pohlavi nebyva vyrovnany, u vrb je bézné, kdyz je tento pomér vychylen
ve prospéch samic (Alliende & Harper 1989). U Salix cinerea je tento pomér 2:1 v
prospéch @, u S. caprea L. 2:1 ve prospéch @, u S. aurita 4:1 ve prospéch @, u S.



rosmarinifolia L. 3:1 ve prospéch @, u S. herbacea a S. polaris WAHLENB. 3:1
ve prospéch @, u S. arctica PALLAS také 2:1 ve prospéch @ (Falinski 1980, Crawford &
Balfour 1983, Alliende & Harper 1989, Dawson & Bliss 1989). Vychyleny pomér
pohlavi mize byt nékdy pro populace nebezpecny, ¢asem muze dojit k vymizeni
jednoho pohlavi — a tim k nemoznosti pohlavniho rozmnozovani.

Pokud jsou rostliny dvoudomé a jejich prostiedi heterogenni, vznikd urcity pattern
vyskytu samic a samct. U vrb jsou pohlavi oddélena a dokonce existuji studie, které
prokazuji rizné ekologické preference jednotlivych pohlavi. Naptf. u Salix arctica
samice preferuji vlh¢i, chladnéjSi stanovisté s vice zivinami, naproti tomu samci se
vyskytuji spiSe na susSich, teplejSich stanoviStich s méné Zivinami (Dawson & Bliss

1989).

Stiredoevropské populace vysokohorskych vrb
Stiedoevropské populace vysokohorskych vrb maji podobnou evolucni historii,

prochazeji stejnymi procesy a jsou ovliviiovany podobnymi faktory. Obecné patii
vysokohorské vrby do podrodu Chamaetia a jsou to drobné keticky se zpravidla
reliktnim  vyskytem. To znamend, Ze jsou pfizpisobeny zivotu v klimaticky
nepfiznivych podminkach (at’ uz v tundie nebo v horach) a v chladnéjSich obdobich
v boredlnim a arktickém pasmu Eurasie a Ameriky, kde se vyskytuji souvisle, popt. ve
vysokych horach mirného pasma, kde je vyskyt vétSinou ostravkovity az izolovany.
Zaroven je ale tento ostrivkovity vyskyt vazan na hory, které funguji jako refugia a
genova centra, a ¢asto mivaji vysoky stupein endemismu.

V Ceské republice se ztéchto pravych vysokohorskych vrb zpodrodu Chamaetia
vyskytuje pouze Salix herbacea (Krkonose, Hruby Jesenik) a S. myrtilloides L.
(Slavkovsky les, Zelezné hory). Dale u nas jsou druhy jako S. lapponum (Krkonose,
Hruby Jesenik), S. bicolor WiLLD. (Krkono$e), S. appendiculata VILL. (Sumava,
Novohradské hory), S. hastata (Hruby Jesenik) a S. silesiaca (Sudety a Beskydy), které
patii do podrodu Vetrix a vyskytuji se v horach. Do hor mohou dosahovat i druhy, které
maji tézist¢ rozSifeni v nizSich polohach, ale pfeziji 1 extrémnégj$i podminky: napft. S.
caprea, S. aurita nebo S. cinerea.

Vysokohorské rostliny obecné musi byt dobie adaptovany na urcité faktory prostiedi,

které jsou pro hory typické. Musi vydrzet extrémni vykyvy teplot mezi 1étem a zimou,



vykyvy 1 v1éte Casto vrozmezi desitek stupiiti Celsia, dlouhotrvajici snéhovou
pokryvku, pady lavin, kratkou vegetacni sezonu, vysSi intenzitu UV zafeni a Casté
vysychani (Jenik 1961). U vrb se diky tomu vyvinul drobny kefickovity vzrist, casté
vegetativni rozmnozovani, ochlupeni listd ¢i symbidza s mykorrhiznimi houbami
(Newsham et al. 2009).

Pro vysokohorské vrby je typickd mykorrhiza, tedy symbidza rostliny (jejich kotfentt)
s houbovym organismem. U vrb se jednd o tzv. ektotrofni mykorrhizu (houba tvoii
kolem kotene hyfovy plast’ a nepronika témeét viibec do kotene) a erikoidni (houbova
vlakna pronikaji dovniti do kotfene). Toto souziti byva prospésné pro oba druhy, rostlina
poskytuje houbé¢ uhlik, energii a houba rostliné vodu a nékteré mineralni latky. Vyskyt
je potvrzen hlavné u arktickych druhd vrb, napi. u Salix arctica. U S. polaris bylo
potvrzeno kolem 50 ektomykorrhiznich druhG hub (Newsham et al. 2009). Pravée
ektotrofni mykorrhiza je dulezita i pro S. herbacea v Rakousku, ktera je ¢astecné diky ni
schopna rychle kolonizovat prostor uvolnény ledovecem (Miihlmann & Peintner 2008).
Bylo u ni prokazano 19 druhti houbovych organismii. Z toho miZzeme usuzovat, Ze pro
vSechny vrby Zzijici v extrémnich podminkach znamend mykorrhiza nutnou soucast
jejich preziti.

Jiz v pozdnich ttetihorach dochazelo k postupnému ochlazovani klimatu v Evropé a ve
ctvrtohorach pfiSly doby ledové — glacialy, stfidané klimaticky teplejSimi obdobimi —
dobami meziledovymi (interglacialy). V Evrop€ doSlo k zalednéni a zaroven poklesu
moiské hladiny. To samoziejmé zménilo i1 teplomilnou vegetaci, kterd se zde
v tietihorach vyvinula. V nejchladnéjsich obdobich se v Ceské republice vyskytovala
vegetace tundry s mechy a liSejniky na horach a vegetace studenych stepi v nizinach, les
zde témét vymizel. Souvislé zalednéni dosdhlo severnich hranic naSi zemé a
v Krkonogich, Hrubém Jeseniku a na Sumavé se tvofily malé ledovce mistni (Jenik
1961). Diky nim vznikly na nasem tzemi ledovcové kary (tzv. kotle), které jsou dodnes
patrné a mnoh¢ z nich jsou vyznamnymi botanickymi lokalitami (napft. tzv. krkonosské
botanické zahradky). S postupnym oteplovanim se op¢t $ifil smiSeny opadavy les
temperatniho pasma a do naSich hor ustupovaly z nizin rostliny, které zde nachazely
chladnéj§i mikroklima. Dnes tyto chladnomilné druhy rostlin nazyvame glacidlni
relikty. Patfi sem i1 nékteré nase druhy vrb, jako napt. Salix herbacea, S. lapponum a S.
hastata.

Tyto izolované populace nasledné prochazi svym unikétnim vyvojem, ktery je zavisly

na podminkach konkrétniho refugia (specifické klima, typ podlozi) a diky tomu se



v nich do soucasnosti vyvinul vysoky stupeii endemismu. Vyskytuje se zde mnoho
rostlin a spoleCenstev, které se celosvétoveé vyskytuji praveé jen v tomto refugiu (napf. S.
bicolor v Upské jamé v Krkonosich).

Vysokohorské vrby jsou v dnesni dobé téméf vSechny néjakym zptisobem chranény,
protoze v zemich stfedni Evropy maji jen malé izolované populace. Nejvic je ohrozuji
imise a ndsledujici zména chemismu pid, neplvodni druhy Zzivocichl (kamzici),
turisticky ruch, nekontrolovany sbér botaniky a potencidlné klimatické zmény. SeSlap
turisty je n€kdy zvlast nebezpecny pro dalsi vyvoj téchto malych izolovanych populaci.
Rossi et al. (2006) prokazali, Ze seslap polykormoni Salix herbacea zptusobuje zna¢ny
ubytek pokryvnosti téchto polykormont a také snizuje podil pohlavniho rozmnozovani
(tvorbu jehnéd).

Klimatické zmény mohou tyto druhy ohrozit hlavné zménou mikroklimatickych
podminek a naslednym vymizenim vysSe zminovanych refugii a celkové ztratou
genetické diverzity. Alsos et al. (2009) studoval Salix herbacea, jeji genetickou
diverzitu pomoci AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), makrofosilnich
zaznami a modell rozsifeni druhu v minulosti a soucasnosti. Tento multidisciplinarni
pristup se ukazal jako vhodny a autofi zjistili, ze pokud vlivem globalni zmény klimatu
dojde k vymizeni nékterych biotopt S. herbacea (46-57 %) do roku 2080, nedojde ke
ztrat¢ odpovidajiciho procenta genetické diverzity. Podle pouzitého klimatického
scénafe se ztrati priblizné jen 5 %, protoZe tato vrba se ze svych refugii v jizni a stfedni
Evropé vracela do Skandindvie v Sirokém pasu, coz umoznovalo udrzet genetickou
diverzitu vysokou. Existuji ale 1 druhy, které velkou cast genetické diverzity ztrati,
nebot’ ji maji koncentrovanou praveé v jiznich alpinskych refugiich. Rekonstrukce
migrace rostlinnych druhd v minulosti ndm miiZze leccos napovédét o soucasné
genetické diverzité¢ druhu a zaroven naznacit, jak se mize druh v budoucnu vyrovnavat
se zménou klimatu.

Pravé u vysokohorskych druhii vrb a jejich stfedoevropskych populaci je nutné si
uvédomit jejich migraci do refugii béhem dob ledovych, pfipadnou diferenciaci a
naslednou postglacidlni expanzi zpét do oblasti, kde odtal ledovec. Stiedoevropské
populace potom ztlistaly geograficky a reprodukéné izolovany, postupem Casu se vic a
vic fragmentovaly a jejich po€etnost zpravidla klesala nebo stagnovala.

Rostlinné populace maji vzdy uréitou pocetnost a jejich velikost neni konstantni.
Zaroven v nich probihaji ndhodné zmény alelovych cetnosti. Ovliviuji je také dalsi

evoluc¢ni procesy jako migrace, mutace Ci prirodni vybér, ale zména alelové Cetnosti je



zakladnim procesem evoluce. Existuji zde rtizné dalsi procesy, které alelovou Cetnost
méni. V méné pocetnych populacich byvaji tyto zmény mnohem vic u¢inné nebo
dokonce fatdlni. Je to (1) ndhodny drift gend, pii kterém se nahodné méni frekvence alel
urCitého genu (v malé populaci mize zcela zménit genofond populace, ve velké
populaci se toto kolisani vétSinou vyrovnd) a (2) vliv zakladatele, kdy novou populaci
zaklada prezivsi jedinec ¢i n€kolik jedincl, a proto mize nové vznikla populace
obsahovat jen malou ¢ast piivodni genetické variability (Relichova 2009).

Pokud dojde k nahlé restrikci pocetnosti, populace prochazi hrdlem ldhve (bottle-neck
effect), d¢li se na jednotlivé samostatné fragmenty, které od sebe mohou byt izolovany,
genovy tok se prerusi a nastdva prostor pro ndhodny drift genti a inbredni depresi, kdy
je populace v disledku castého ptibuzenského kiiZzeni sloZzena z jedincii se zvySenou
genetickou homozygotnosti a zaroven se snizenou fitness. To vSe zplsobi, Ze druh
prestdva byt schopen reagovat na zmény jeho prostfedi, je geneticky ochuzen a
populace muze Uplné vymizet (Briggs & Walters 2001). Rychlost tohoto vymizeni
pochopitelné zavisi na mnoha faktorech, napf. na pfitomnosti semenné banky nebo
kratko ¢i dlouhovékosti rostlin (kratkovéké vymizi rychleji). V malych populacich
dvoudomych druhi také nastdva nebezpeci, ze zmizi jedno zpohlavi, a tak druh
piestane mit moznost pohlavniho rozmnozovani.

Genetickd proménlivost populace je pro jeji Usp&€$né pieziti nezbytné nutna. V malych
populacich tato proménlivost ¢asto klesa a rostliny jsou ¢asto vystaveny genetické erozi.
Stava se, ze vzacny domaci druh se zacne kiizit s druhem introdukovanym cloveékem.
Populace silné ohrozeného druhu Viola lutea subsp. sudetica (WILLD.) NYMAN je
v dnesni dob¢ siln¢ poskozena introdukei V. tricolor L. (Krahulcova et al. 1996).

Studie populac¢ni variability jsou provadény napf. na zaklad¢ variability na Grovni
isozymu, v malych populacich byva tato variabilita mald. Chrtek et al. (2007) zjistovali
genetickou variabilitu u vybranych horskych druhti rostlin, mj. u Salix herbacea, pravé
pomoci analyzy isozymil. Tato analyza umozni odhalit pocet jednotlivych genotypil
vyskytujicich se v populaci a pro S. herbacea bylo zjisténo 7 jednotlivych genotypt ze 3
lokalit. Problémem u této metody je, Ze ne vzdy se veskera variabilita na irovni genomu
projevi i ve variabilité proteint.

Zjisténi vnitropopulacni variability je dilezité nejen pro poznani historie populace, ale
muze nam napovédet, jakym smérem se bude populace vyvijet. Velké a geneticky
stabilni populace se 1épe vyporadaji s vlivy, které¢ byly jmenovany vysSe a se kterymi se

praveé malé ¢i geneticky chudé populace vypotfadat mnohdy nemohou.



Hybridizace a hybridni zony

Kf¥izeni neboli hybridizace je v biologii pojem oznacujici rozmnozovani dvou odlisnych
druhii. Vznikly organismus se potom nazyva kiizenec neboli hybrid. Byva to jednotliva
rostlina nebo zvife vzniklé kiizenim rodich, kteti maji odliSné genotypy. Jsou sterilni
nebo fertilni, zalezi na kvalitativnich a kvantitativnich rozdilech v genomech obou
rodi¢l. Pokud jsou sterilni, mohou se ale rozmnozovat vegetativn¢ (Allaby 2006).
Hybridizace byla v minulosti povazovana za slepou ulicku. Oznacovala proces, ktery
sice existuje, ale druhy piili§ neovlivituje. V 19. stoleti prosly tyto ndzory uritym
cyklickym vyvojem. Od 40. do 60. let se piivod morfologické a cytologické variability
rostlin pfisuzoval introgresivni hybridizaci. Od 60. do 80. let byly tyto néazory
podrobeny kritice a autofi byli k vlivu hybridizace spiSe skepticti. A od 90. let se
hybridizaci opét za¢ind mnoho autorti vénovat, nckteré¢ minulé¢ pifedpoklady jsou
potvrzeny a nékteré vyvraceny (Rieseberg 1995).

V soucasnosti se hybridizace povazuje za jeden z procest, které mohou silné ovlivnit
adaptaci druhti pomoci introgrese, evoluci druht, jejich zanik ¢i vyvoj mnoha populaci
ohroZzenych druht (Barton 2001). Molekularni fylogeneticka data a studie geografické
distribuce molekuldrnich markerti potvrzuji, Ze hybridizace je jak geograficky, tak
fylogeneticky rozsifena (Rieseberg 1995).

Tato prace se zabyva hybridy interspecifickymi — tedy mezidruhovymi. Existuje
samoziejme i hybridizace mezirodova, ale v ptipad¢ vrb k ni nedochdzi. Ahmadi et al.
(2010) zkouseli, zda je to mozné a povedlo se jim zkiizit Salix aegyptica L. a Populus
caspica BORNM za ucelem vzniku mezirodového hybrida se zvySenym vynosem, napf.
pro energetické ucely.

S problematikou interspecifické hybridizace tzce souvisi problém definice druhu.
Rizné koncepty druhti se 1181 svymi méfitky a hranicemi. Zakladni koncept — biologicky
— se tidi reprodukénimi bariérami, naopak jiné koncepty kladou diraz na déje, které
druhy spojuji. Ekologicky koncept povazuje druh za jeho ekologickou niku ¢ili ¢ast
zivotniho prostfedi a zdroji, které organismus vyuziva. Noveé existuje i genealogicky
koncept, ktery vymezuje druh jako soubor organismil s jedine¢nou genetickou historii.
To zkoumaji podle sekvenci NK a bilkovin (Campbell & Reece 2006).

Podle klasického biologického konceptu (Mayr 1963) je druh skupina populaci, které se
mezi sebou navzajem kiizi a jsou reprodukéné izolovany od populaci jinych druhd.

Tento koncept je pro studium hybridizace nepouzitelny, pokud by platil doslova,



k mezidruhové hybridizaci by nemohlo dochézet. Lépe je proto pouzivat populace, které
jsou izolovany geneticky nez reprodukéné (Rieseberg & Carney 1998).

Pokud méme v ptirod¢ dvé populace riznych druhi, které byly v minulosti oddéleny,
vyvijely se samostatn¢ a v soucasnosti jsou opét propojeny, muze dojit ke dvéma
extrémnim situacim. Bud’ se spolu kfizit nemohou, hybridizace je téméf nulova a
vznikli hybridi jsou malo zivotaschopni, anebo se populace sice 1i$i, ale izolacni bariéry
mohou byt jen malé nebo Zadné. V tom piipadé k hybridizaci dochéazi a zalezi jen na
tom, jestli se v prostiedi vyskytuji biotopy pro kiizence vhodné — pfechod mezi biotopy
obou rodi¢i. Pokud tento piechodovy biotop neexistuje, hybrid bude znevyhodnén,
prostiedi bude zvyhodnovat bud’ jednoho nebo druhého rodice. Pokud ale pifechodovy
biotop existuje, hybrid se vném miZe stat pocetngjSim a zdatnéjSim nez druhy
rodi¢ovské. V takovych situacich vznikaji velké hybridni roje (Allaby 2006). To jsou
kontinudlni skupiny hybridl, ktefi jsou od sebe morfologicky odli$ni, vznikaji
hybridizaci 2 druhii a naslednym zpétnym kiizenim s rodi¢i a mezi hybridy navzajem.
Pokud jsou na stanovisti vhodné podminky nebo je stanovisté¢ hybridni populace od
rodi¢ovskych izolovano, mize také vzniknout novy hybridni druh (Rieseberg & Carney
1998).

Pokud existuje urcita oblast, kde se stykaji arealy dvou rtiznych druhii ¢i poddruha,
které se spolu mohou kiizit a davat tak vznik plodnému potomstvu, vznika tzv. hybridni
zona (Barton & Hewitt 1985). V této zon€ se potom vyskytuji jak Cisté rodicovské
druhy, tak Siroka Skala hybridi prvni generace, pozd¢jSich generaci a kiizenci zpétni.
Predstavuji vétSinou velky problém pro taxonomii a pro definici druha celkove. Jsou
vétSinou vysledkem urcité rovnovadhy mezi Sitenim hybridii a selekci pusobici proti
hybridim.

Hybridni z6ény mohou byt odhaleny zaznamenavanim frekvence urcitych
diagnostickych alel nebo fenotypovych charakteristik pro obé populace podél transektu
mezi nimi. Obvykle maji potom tvar esovité kiivky, kterd mize byt Sirokd (postupnd)
nebo Uzka (strmd) podle poméru preziti hybrida a rekombinace geni (Barton 1983).
Urcity pattern frekvenci genotypt v hybridni zon€¢ ndm muze hodné fict o takovych
parametrech jako je tok genti nebo tlak pfirodniho vybéru (Barton & Hewitt 1985).
Dtive se ke studiu hybridizace a hybridnich z6n pouZzivaly hlavné morfologické znaky
rostlin. Pozdé€ji se ukazalo, ze ne vSichni kiizenci mohou byt pomoci béznych
urCovacich znaki odhaleni a srozvojem techniky se zacaly studovat nejprve

chromozomy rostlin a posléze uz samotné sekvence DNA. Dnes je vétSina studii
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hybridizace a hybridnich z6n zaloZzena na metodach molekularnich markera. Markery
nam poskytuji informace o organismu ziskané s pomoci analyzy jeho molekul (proteinti:

analyza isozymi nebo nejcastéji DNA: tzv. DNA markery).

Hybridizace v rodu Salix
Hybridizace mezi vrbami je béZzna, mnohem cast&jsi nez u ostatnich rostlinnych roda.

Hybridi se objevuji mezi riznymi druhy, mezi podrody vyjimecné, Casti jsou hybridi
vicenasobni a n¢kdy nejsou ani intermediarni. VéEtSinou jsou vrbovi kiiZzenci plodni a
mohou se kiizit s ostatnimi kfizenci nebo se svymi rodi€i, coz nasledné ztézuje ur€ovani
v terénu. V pifirod¢ je hybridizace ztéZovana dvoudomosti (tedy dostupnosti obou
pohlavi) a rozdilnou dobou kveteni. Casto vrby tvofi rozsahlé hybridni roje (pfedevsim
podrod Vetrix, kam patii i zajmové druhy této diplomové prace), kde se pak nachazeji
riznd kontinua od rodicovskych druhti po kiiZzence a kiiZzence zpétné, nékolikandsobné.
Hybridizace probiha hlavné v zénach, které jsou uréitym zptisobem disturbovany. Casto
jsou to zény ovlivnéné Clovékem, coz pravdépodobné vysvétluje velice Casty vyskyt
hybridizace v Evropé (Newsholme 1992).
V 19. a prvni poloving 20. stoleti se diky preferenci tzkého druhového konceptu kazda
nalezend varianta popisovala jako vysledek hybridizace a vyustila v popis mnoha
novych druhti. V kazdém takto popsaném druhu byla tedy variabilita dost mald, nebyl
bran ohled na vté dobé jest¢ nedostatecné prozkoumané procesy jako ekotypova
variabilita ¢i plasticita. Diraz byl kladen na jednotlivé morfologické znaky. Az pozdé&ji
se prislo na to, ze pravé tyto znaky jsou nejen u rodu Salix variabilni i v ramci druhu
(Elven & Karlsson 2000).
Diive byl tedy vliv hybridizace pfecenovan, dnes vSak vime, Ze i pfesto hraje v tomto
rod¢ dilezitou roli. Frekvence hybridizace v pfirozeném prostiedi a zivotaschopnost
hybrida je riizna. Stale zde existuji urcité bariéry zabranujici hybridizaci: rozdilné typy
habitati, odliSna doba kveteni, geografické bariéry, rozdilné stupné ploidie nebo
neplodnost hybridu.
Vrbové hybridy miizeme podle zivotaschopnosti a biologického vyznamu rozdélit do 4
kategorii (Elven & Karlsson 2000).

(1) Sterilni nebo téméf sterilni hybridi vyskytujici se hlavné na naruSovanych

stanovistich ve velice malém poctu. Patii sem zfejm¢ vSichni kiizenci

diploidnich a viceploidnich rostlin. Nékteti znich jsou dnes Casti pouze
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v disledku kultivace, ale mohou v ¢lovékem ovlivnéné krajing tvofit vyznamnou
Cast vegetace. Napf. Salix xarctogena FLOD.

(2) Hybridi mezi diploidy a vy$§imi ploidy s prikaznym zpétnym kiizenim
s viceploidnim rodi¢em. Pfi tomto typu hybridizace probiha staly genovy tok od
diploidniho rodice ke kiizenci a druhému rodici. Tito kiizenci se ¢asto nachazeji
v zOénach styku areali rodi¢i a v intermediarnich biotopech. Napi. Salix
xnothula ANDERSSON.

(3) Vysoce plodni hybridi mezi stejné ploidnimi rodi¢i, hlavné¢ mezi diploidy.
Probiha u nich Casté zpétné kiizeni s rodici a tvori tak velké hybridni roje, které
mohou obsahovat 3 a nékdy i1 vice druhti. Vyskytuji se hlavné na styku areala
druhil a jejich ekologického styku. MiiZzeme je najit napf. na piechodu mezi
kfovinami a mocalem, obCas se zde vyskytnou disturbance. Napt. komplex
druht Salix hastata/herbacea/lanata.

(4) Hybridi vznikajici na ptechodu od jednoho k druhému blizce ptibuznému druhu.
Vznikli v disledku nekompletni speciace v oddé€lenych aredlech béhem
posledniho zalednéni s ndslednym propojenim. Vyskytuji se ve stejnych
biotopech jako rodi¢e a v nékterych oblastech mohou byt jedinymi zastupci, coz
potom  zpisobuje  problémy  vurCovani. Napi.  kiizenec  Salix
rosmarinifolia/repens (S. repens subsp. repens/S. repens subsp. rosmarinifolia).

Co se ty¢e kifzeni vrb v Ceské republice, dosud je z tizemi CR uvadéno 36 kiizenct
vrb (Chmelai & Koblizek 1990, Vasut & Pecinka 2000, Koblizek 2002).
Kiizence u nas si mizeme rozd¢lit do 2 skupin:

(1) Hojni kiizenci, druhy se schopnosti vytvaret zpétné kiizence a hybridni roje;
jedné se vzdy o kiiZzeni ptibuznych druhti (v rdmci stejného podrodu), hojné 1ze
v CR pozorovat kiizence druhti Salix alba, S. fragilis (napf. nejéastéji S.
xrubens SCHRANK = S. alba x fragilis), nebo S. caprea, S. silesiaca, S. aurita, S.
viminalis etc. (nejcastéji napt. S. xsubcaprea N. J. ANDERSSON, S. xsubaurita
N.J. ANDERSSON, S. xrubra HuDS. aj.) (Chmelai 1971-1973, Chmelai &
Koblizek 1990).

(2) Vzacni kiizenci, jejichz vyskyt je ojedinély a vzacny, obvykle Ize nalézt jednu
rostlinu mezi rodi¢i. Nachazime je zpravidla pouze tam, kde spolu hojnéji rostou
rodicovské druhy. Znaky téchto kiizencli jsou obvykle napadné intermediarni.
Do této kategorie patii napt. kiizenci vrby popelavé (S. cinerea) nebo také

kfizenci snadno ktizitelnych druhl, ale vzacné se vyskytujici na spolecné
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lokalit¢ (Chmelat 1971-1973, Chmelat & Koblizek 1990), jako napt. S.
xangustifolia (Vasut & Pecinka 2000).

Cile prace

V kvétené CR je zastoupeno kolem 300 druhil piivodnich dievin, z nichZ nemala &ast je
do néjaké miry ohrozena (Holub & Prochézka 2000). Pficiny tohoto ohrozeni byvaji
rizné. Kazdy taxon ma jinou biologii, jiné ekologické naroky, reprodukéni
mechanismy, historii a kazdy je v systému jinak vymezen.

Pro pochopeni problematiky ohroZenych druhii dfevin je nutné nejprve znat presné
vymezeni taxond, jejich vztah k pfibuznym druhlim, vztahy k jingym populacim téhoz
druhu, genetickou strukturu populaci a nasledné lze pak podchytit pficiny jejich
ohroZeni.

Tato prace ma za cil vytvoreni zdkladu pro pochopeni populaénich vztahli mezi vrbou
hrotolistou, vrbou slezskou a jejich kiizencem — tj. zmapovat jejich soucasné rozsifent,
zjistit na lokalit¢ pomér sterilnich a nesterilnich rostlin a pomér rostlin samcich a
sami¢ich a hlavné zoptimalizovat podminky pro pouziti mikrosateliti v podminkach
Katedry botaniky UP v Olomouci. Tato metoda jeSt€ pro studované taxony nikde
optimalizovana nebyla a i vramci CR se mikrosatelitim u rodu Salix vénuje pouze
jedno pracovisté (Mendelova zemé&délska a lesnickd univerzita v Brné).

Prace by méla pokracovat v ramci doktorského studia, kdy se budou hloubéji analyzovat
genetické vnitro-populacni vztahy mezi taxony vrb ve Velké kotlin¢ pravé za pomoci
mikrosatelitli, studiem geneticko-evolu¢nich vztahii s rostlinami z Evropy a
hybridizaénimi zénami a hybridizaci vrb celkové. Tato diplomova prace je potiebnym
odrazovym bodem pro uspeésny zacatek této prace navazujici.

Prace by zaroven méla mit pfinos pro praktickou ochranu ptirody a pro Spravu CHKO
Jeseniky tim, Ze nastini stav populaci vrb, hlavné vrby hrotolisté, ve Velké kotling.
Cilem této diplomové prace je:

(1) zmapovani souCasného rozsifeni vrby hrotolisté a jejiho kiizence s vrbou
slezskou v Ceské republice, revize herbafovych polozek a tvorba mapy
souCasného rozsifeni;

(2) zjisténi poctu sterilnich rostlin a poméru pohlavi vrby hrotolisté a jejiho kiizence

s vrbou slezskou na lokalité Velka kotlina;
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(3) optimalizace pouziti mikrosateliti pro studium vrby hrotolisté, vrby slezské a
jejich kiizence;

(4) nastin budouciho vyuziti mikrosatelitti pro ucely ochrany ptirody.



Material a metody

Abychom mohli splnit cile prace, je nutné si nejprve charakterizovat lokalitu, kde se
studované taxony vyskytuji, dale se musime dozveédét zakladni charakteristiky praveé
studovanych druhii a probrat rizna specifika studované populace ve Velké kotling. Poté
probereme metody, které ndm pomohou k dosazeni naSich cili. V piipadé pocetnosti
pohlavi terénni s¢itani, dale revizi herbarovych polozek, tvorbu map a néasledné vSechny
potiebné piipravné a hlavni prace v laboratofi. Ty jsou nutné hlavné k optimalizaci
pouziti mikrosateliti pro studium hybridizace a genetické variability populace

v podminkach Katedry botaniky UP v Olomouci.

Charakteristika lokality
Pro studium hybridizace vybranych vysokohorskych druhd rodu Salix byla vybrana

lokalita Velka kotlina (cca 1290-1400 m n. m., Loc: 50°3'19.739"N, 17°14'12.015"E),
(Obr. 1), kterd se nachdzi v Narodni pfirodni rezervaci Pradéd v Chranéné krajinné
oblasti Jeseniky. Kotliny jako takové jsou jednim z typickych znakl tzv. evropskych
sttedohor, dale je charakterizuji napt. prevazné silikatové slozeni, velké geologické
stafi, nepouzitelnost klasické altitudinalni zonace a vysoka druhova diverzita. Kromé
Jesenikil patii v Ceské republice k evropskym stfedohoram jesté Krkonose a Krélicky
Snéznik (Jenik 1961).

Narodni pfirodni rezervace Pradéd je chranéna ptedevSim pro zachovalou pfirodu
vrcholovych partii s charakterem severské tundry. V bezlesi, které zde zacind v
nadmotské vysce 1310 m n. m. (Treml & Bana$ 2000), se vyskytuji alpinské hole,
unikatni mrazové sruby (Petrovy kameny, Tabulové skaly) a lavinové drahy v karech,
které¢ vznikly cinnosti ledovce (Velka a Mald kotlina). Toto bezlesi mutze praveé
v oblastech kotlin zasahovat podél lavinovych drah pod béznou hodnotu (napt. ve Velké
kotliné¢ je to cca 1290 m n. m.). Okolo tohoto bezlesi jsou chranény ptfedevSim
zachovalé klimaxové smréiny s pfimési jefabu (Safaf et al. 2003).

Velka kotlina je jednou z botanicky nejbohatSich a nejcennéjSich lokalit v ramci stiedni
Evropy. Vyskytuje se zde kolem 480 druhti a poddruht cévnatych rostlin, z toho 117
v uréitém stupni ohrozeni. Mezi nejvzacnéjsi druhy zde patii stenoendemit CR s jedinou
svétovou lokalitou jitrocel tmavy sudetsky (Plantago atrata subsp. sudetica (PILGER)
HoLrus, Cl, §1, CK, WORLD-E), dalsi endemity jako hvozdik kartouzek sudetsky
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(Dianthus carthusianorum subsp. sudeticus L., C1, §1, CK, WORLD-I) a matefidouska
sudetska (Thymus pulcherrimus subsp. sudeticus (LYKA) P.SCHMIDT, ), zvonek vousaty
(Campanula barbata L., C2, §2), hofecek jarni (Gentiana verna L., C1, §1) a mnohé
dalsi (Prochéazka 2001).

Obrazek 1. Lokalita Velka Kotlina (Hruby Jesenik, CZ) s vyskytem studovanych taxonii vrb.

Vegetaci a celkovy charakter Velké kotliny ovliviiuji faktory fyzikalni, geografické i
klimatické. Udolim Divoké Desné foukaji severozapadni vétry k Vysoké holi, na
vrcholu zrychluji, tvofi vyfoukdvana spoleCenstva alpinskych holi a vzapéti padaji pres
hranu na jihovychodni svah Velké kotliny, kde se zmirni a turbuluji. Tento jev se
nazyva anemo-orograficky systém (Jenik 1961) a funguje ve vétSiné ledovcovych karti
evropskych stiedohor. Diky vétrnému proudéni se na lokalitu dostava velké mnozstvi
eolickych sedimenti (mineralni prach a organicky detritus, jako napft. listy, stélky
rostlin ¢i diaspory). Rostliny zde maji na vybér z mnoha mikrostanovist. Typické je
prolindni teplomilnych a studenomilnych prvkd. Lavinové drahy zaroven zabranuji
vyvoji lesa, proto se zde vyskytuji pfirozena bezlesa stanovisté. Diky tomu jsou tyto

lokality tak neobvyklé a druhové bohaté.
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Nejvyse polozené jsou zde piirozené metlickové a smilkové porosty svazu Nardo
strictae-Caricion bigelowii (Nardo-Caricion rigidae), na chranénéjsich svazich jsou to
travniky svazu Calamagrostion villosae. Ve $térbinach skalek a na vyfoukavanych
mistech se vyskytuji porosty svazu Juncion trifidi a na nékterych skalkach ve Velké
kotlin¢ se také vyskytuje vegetace svazu Agrostion alpinae. Na oslunénych svazich
rostou druhové bohaté vysokostébelné travniky svazu Calamagrostion arundinaceae, v
niz8ich ¢astech lavinovych drah potom muZeme najit mozaiku kiovin svazu Salicion
silesiacae, které jsou obCas nahrazovany vysokobylinnymi porosty svazu Adenostylion
a kapradinovymi nivami svazu Dryopterido-Athyrion. Typickym stanovistém pro celou
NPR Pradéd jsou prameni$t¢ svazu Swertio-Anisothecion squarrosi, ve kterém se
hlavn¢ vyskytuje objekt této prace, vrba hrotolistd. Lesni vegetaci pfi horni hranici lesa
zde tvoti predevsim rozvolnéné papratkové smrciny Athyrio alpestris-Piceetum nebo
titinové smréiny Calamagrostio villosae-Piceetum.

Soucasné se Velka kotlina potyka pouze s né¢kolika problémy. Jednim znich jsou
kamzici, jejichZ populace se podili na okusu nékterych vzacnych druhi rostlin (Chlapek
in verb.) a na zméné fyzikalné-chemickych podminek na mistech jejich nocovist.
Zaroven se zde jesté potfad obcas pohybuji turisté ¢i lidé sbirajici boruvky pomoci
hiebenli. Spornym bodem je také kosodievina, kterd je v Jesenikach neplvodni.

Ve Velké kotling€ uz byla nastésti odstranéna.

Charakteristika studovanych taxont
Tato diplomové prace se vénuje predevSim druhu vrba hrotolistd, dale jejimu kiizeni

s vrbou slezskou a nasledné jejich kiizenci. VSechny tyto vrby spadaji do podrodu
Vetrix. Vrba hrotolista je u nas druhem siln¢ ohrozenym (Prochazka 2001), zatimco
vrba slezska zadny statut ohrozeni nema.

Vrba hrotolista svézi (Salix hastata subsp. vegeta RECH. fil.) ma sviyj hlavni areal v jizni
Fennoskandii a v horach stfedni Evropy (Obr. 2). U nas se vyskytuje pouze v Hrubém
Jeseniku na 4 lokalitach (Velka kotlina, Mala kotlina, svah pod Petrovymi kameny a
Serak-Keprnik). Ve Velké kotling je jeji populace vitalni a pomérné poéetna, na svahu
pod Petrovymi kameny se vyskytuje uz pouze par jedinct. Je to ket 0,5-1,5(-2,0) m
vysoky (Obr. 3 a, b). Ve Velké kotlin€¢ jsme ji urovali pfedev§im podle svéze zeleného
lice listd a sivé zeleného rubu s vyniklou sitnatou zilnatinou. Tuto Zilnatinu vrba

hrotolista také v urc¢ité mire predava vétsSing kiizenct.
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Palisty m¢la pravidelné zubaté, pryty potom zlutavé, lesklé a lysé. V Cervnu jsme
pozorovali i drobné chlupaté semeniky (Simi¢ek 1978). Rasici listy maji vzdy &isté

zelenou barvu a borku ma nerozpraskanou.

Tt ?‘giggu!!;_ .
L i
i P4

Salix hastataL. Salix silesiaca Willd,

- -

Obrazek 2. Rozsifeni druhi Salix hastata a S. silesiaca v Evropé. Zdroj: Atlas Florae Europaeae (©

Botanical Museum, Finnish Museum of Natural History, 1999).

Vrba slezska, rozsifend hlavné v pohotich stfedni a jihovychodni Evropy (Obr. 2), je
obvykle ket 2-4 m vysoky, v subalpinskych polohach zakrsly (Obr. 4 a, b). V CR roste
hlavné v oreofytiku — v Sudetech a Moravsko-slezskych Beskydech. Pro jeho praktické
ur¢ovani na lokalit¢ byla pouzivana piedev§im jeho hladka, Sediva borka, na starSich
prytech podélné popraskana, dobrym znakem byly také nacervenalé rasici listy. Obée
tyto charakteristiky v ur¢it¢ mife vykazovala i vétSina kiizencli. Vrbu slezskou jsme
dale poznali 1 podle Spinavé zelenych listh s nevyniklou zilnatinou, hrubych
nepravidelnych palisti a zluto-Sedohnédych pryti (Chmelat & Koblizek 1990). Pii
navstéveé lokality v Cervnu jsme pozorovali i zcela lysé semeniky a Siroké a dlouhé
jehnédy.

Kiizenec vrby slezské a vrby hrotolisté (Salix xchlorophana N.J.ANDERSSON), (Obr. 5
a, b) vyskytujici se pouze v Hrubém Jeseniku (Velka kotlina, svah pod Serakem),
(Chmelat 1972), a Vysokych a Belanskych Tatrach (Krkavec 1971) byl v nékterych
znacich intermedidrni (barva pryti, tvar palisti, tvar a ochlupaceni jehnéd), nékteré
znaky ale vykazoval témét vzdy (rasici nadervenalé listy &, liskovita* kira). Zilnatinu
mél pfevazné intermediarni, ale nepravidelné uspofddanou oproti rodiCovskym

druhiim. Znaky, které odliSovaly ktizence od rodi¢ti mizeme najit v Tab. 1.



Obrazek 3. vrba hrotolista (Salix hastata) — a. habitus porostu; b. detail listu a prytu.

Obrazek 4. vrba slezska (Salix silesiaca) — a. habitus porostu; b. detail listu a prytu.
Obrazek 5. kiiZzenec Salix xchlorophana — a. habitus porostu; b. detail listu a prytu.
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Tabulka 1. Kli¢ pro determinaci vrb ve Velké kotliné. Kli¢ je zaméren pifedevsim na rozliSeni vrby
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hrotolisté, slezské a jejich kiiZzence. Jako dopIné€k je uvedena vrba usata a jeji kiizenec s vrbou slezskou,

které se vzacné vtrousené vyskytuji v mistech vyskytu ktiZzence S. xchlorophana (Brandova 2008).

Salix hastata

xchlorophana

silesiaca aurita, subaurita

svéze zeleny,

Lic listi leskly; vzdy

Spinavé zeleny,
matny, rasici

Spinavé zeleny, +

leskly, koncové matné tmaveé

soleny koncové pryty  raSici pryty vzdy zeleny, svraskaly
Y nacervenalé nacervenalé
“midon Yo pirtg, | Svetlesslens, GO
Rub listi ! PYIYs alespon v mladi ,, ShPAYs
sitnatou nasiveély odél silek DUFits pfipadné olysaly,
zilnatinou (variabilni) p PYIY svétle zeleny
nevynikle na rubu
Zilnatina sitnata sit qatg, mirné vys‘Eo’upl'fl, na lici svyaska}a,
vynikla, obcas nesit'nata, nepravidelna
nepravidelna pravidelna
hrubé a jemngé, ale docela
Palisty pravidelné zubaté  prechod H-S nepravidelné nepravidelné
zubaté zubaté
zlutoSedohnédé,  Cervenohnédé,
ol . obvykle lesklé, Zejmena s tarsi y Jednolevt ° Py tvy
, zluté, leskle, e vétévky napadné  alespon mirné
Pryty . ale brazdité, bez . ..
zcela lysé ligt popraskané chlupaté; pod
(liskovité), klrou napadné
obvykle lysé listy
olysalé, jehnédy
intermediarni zcela lysé, S 14
Semeniky chlupaté, drobné velikosti a jehnédy Siroké a jehnédy kraitke,
. o . chlupaté
intermediarniho dlouhé
tvaru semeniku
RaSici listy zelené stetle . nacervenalé zelené
nacervenalé

Po delSim pobytu na lokalit¢ bylo pti ur€ovani ptihlizeno i k ekologickym preferencim
vrb. Na vlhéich mistech (kvétnaté horské az vysokobylinné subalpinské nivy,
pramenisté a vlhké svahy podél potokii (Laus 1927), vlhké suté) se spiSe dala oekavat
Cisté¢ vrba hrotolista, na susSich skalkach a mezi bortiv¢im (lavinové drahy, subalpinské
kfoviny) spise kiizenec nebo vrba slezska. Kfizenec se vyskytoval nejvice v ptechodech
subalpinskymi  prameni$ti a  subalpinskymi

riznych  mikrobiotopli  (mezi

vysokostébelnymi travniky, na vyfoukdvanych alpinskych travnicich a mezi
subalpinskou brusnicovou vegetaci). Jeho preference jsou blizsi vrbé slezské nez vrbé
hrotolisté (Brandova 2008). Taxony byly determinovany na zikladé¢ morfologickych

znak, biotop ur¢ovaného taxonu byla jen doplitkova informace.
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Charakteristika studované populace
Vybrana populace se nachazi ve Velké kotling v Hrubém Jeseniku v Ceské republice.

Populace druhu vrba hrotolistd Salix hastata je nejvétsi populaci tohoto druhu v CR
(Krkavec 1971, Chmelai 1972, Simi¢ek 1978, Chmelai & Koblizek 1990). Kromé ni
se ve Velké kotlin¢ vyskytuje vrba slezska, jejich kiizenec S. xchlorophana, dale vrba
usata (S. aurita) a v dolnich partiich vrba jiva (S. caprea). Z této lokality je také
dolozena hybridizace mezi vrbou slezskou a vrbou hrotolistou (Krkavec 1971, Chmelat
& Koblizek 1990).

Populace byla navstivena opakované béhem let 2007, 2008 a 2009. V Cervnu jeste
nebyly vétve ani olisténé, nékteré ¢asti Velké kotliny (hlavné prameniste) byly jesté pod
snéhem. V Cervenci se rostliny za¢inaji olistovat a soucasné kvést. V srpnu jiz zacina
Zloutnuti listl a pfiprava rostlin na dlouhotrvajici sné¢hovou pokryvku, ktera ptichazi
tteba jiz na konci zafi.

Vrba hrotolistd (nazyvana téz vrba Sipovitd nebo Sipova) se dle ¢eské taxonomie déli na
dva poddruhy (Chmelat & Koblizek 1990). Nominatni subspecie se vyskytuje témet
v celém aredlu tohoto druhu a nejblize k CR ve slovenskych Karpatech. Od druhé
subspecie ji mizeme odliSit pomoci eliptickych listl, baze listi eliptické az klinovité a
fapiku delsiho nez 3 mm. Salix hastata subsp. vegeta se vyskytuje pouze v jizni
Skandindvii a izolované populace ma v horadch stiedni Evropy (pravé v Hrubém
Jeseniku).

Podle taxonomie §védské jsou tyto poddruhy 3 (Elven & Karlsson 2000), kdy se ke 2
jmenovanym piidava jesté Salix hastata subsp. subintegrifolia. Nominatni subspecie se
vyskytuje v severozapadni Skandinavii, v severnim Rusku a na Sibifi, subsp. hastata
hlavné v jizni Skandinavii a ve stiedni Evropé (v CR) a subsp. subintegrifolia ve
Skandinavii severni, severnim Rusku a severozdpadni Severni Americe. Autoii pro
americké a stfedoevropské lokality ptiznavaji ptili§ méalo znamych detaili.

Nase populace S. hastata subsp. vegeta jsou pravdépodobné pozustatkem migrace, ktera
probéhla na konci poslednich dob ledovych, proto zlstala reprodukéné i geneticky
izolovana od populaci alpinskych a karpatskych. Naopak pravé populace alpinské a
karpatské (subsp. hastata) byly ziejmé béhem stiidani dob ledovych a meziledovych
propojeny, proto jsou si podobnéjsi. Celkové jsou ale lokality ve stfedni Evropé
izolované a vyskyt obou poddruhii zde neni bézny. Ptezily pievazné na mistech, kde
maji pro zivot vhodné podminky. Ve Velké kotlin¢ k témto podminkam jisté patii

dlouhotrvajici vysoka snéhova pokryvka a lavinova aktivita.
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Z toho vyplyva, ze vybrany druh je pro studium vice nez vhodny a Zze naSe vybrana
populace ve Velké kotlin¢ je vyjimecna. Je u nas nejvétsi a nejstabilnéjsi, pro naSe
laboratorni analyzy je zde mozné nasbirat dostatek materidlu bez poskozeni populace.
Dochazi zde ke kiizeni tii az ¢tyf druhi vrb a vzniku zajimavych hybridnich roji a zoén
ve velice malém méftitku. Studium pravé téchto zon je dilezité z hlediska evoluce druha

hybridizaci.

Pocetnost pohlavi
V terénu byla zjisStovana ptredevSim pocetnost sterilnich rostlin a sam¢iho a samiciho

pohlavi. Pomoci provazku byly ve Velké kotlin¢ vyty¢eny dvé linie (30 m), podél
kterych probihalo s¢itani samcich a samicich rostlin a sterilnich jedinct. Prvni linie byla
umisténa vertikaln¢ podél proudu potoka a druhé horizontalné. Rostliny byly sc¢itany do
vzdélenosti 1 m od provazku (tedy v pruhu Sirokém 2 m). Pokud byly na rostliné
piitomny jehnédy, bylo uréeno a zapsano pohlavi (3 x Q), pokud ne, byla rostlina

zaznamenana jako sterilni.

Herbare
Druh vrba hrotolistd a jeji kiizenec s vrbou slezskou byl prohlédnut a zrevidovan
v herbarovych polozkach vybranych instituci. U kazdé polozky byl zaznamenan druh,

autor, misto a rok sbéru.

Laboratorni prace
Laboratorni prace zahrnovaly pfedevsim izolace genomické DNA, PCR s jednotlivymi

mikrosatelitovymi primery a vizualizace vzorkli na agardézovém a polyakrylamidovém
gelu. Pro provedeni téchto praci byl nejprve nasbiran rostlinny material. Listy vrb pro
laboratorni analyzy byly sbirany po celé¢ Velké kotlin€, vzdy z keii od sebe minimalné
nckolik metri vzdalenych. Z jednoho ketfe bylo sebrano cca 4-5 listl, od kazdého
studovaného taxonu byl sebran rovnomérny pocet vzorkl. Listy sebrané na lokalité byly
zamrazeny a skladovany pfi teploté -80 °C. Jiny rostlinny material pochazel z herbaie

Katedry botaniky UP v Olomouci a osobnich herbarovych dokladu.
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Izolace genomické DNA
Pro izolaci genomické DNA byl nejprve pouzit protokol podle Reisch et al. (2005). Na

zaklad¢ nepftili§ dobrych vysledk a komunikace s R. J. Vasutem a M. Sochorem byl
nahrazen protokolem, ktery je v laboratofi pouzivan L. Majeskym pro izolaci DNA
jinych rostlin (zejména rodu Taraxacum).

(1) Listy (200 mg, bez tapiku a stfedni zilky) homogenizovat v dusiku a ptfenést do
700 ul 2 % CTAB pufrus 1 % PVP a 2 ul BME (65 °C) a inkubovat pti 65 °C
alespoii 60 minut.

(2) Pridat stejny objem smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1), poradné
protiepat a centrifugovat (13 000 RPM, 15 minut, 10 °C).

(3) Horni fazi ptenést do CHF : IAA (500 pl), protiepat, centrifugovat.

(4) Horni fazi (400 pl) ptenést do stejného objemu isopropanolu, promichat, nechat
precipitovat pii +4 °C alespoil 30 minut nebo pies noc.

(5) Centrifugovat (13 000 RPM, 15 minut, 4 °C), pelet nechat proschnout a rozpustit
v 200 pl TE pufru (10x).

(6) Pridat 0,5 pul RNasy (10 pg/ml) a inkubovat 30 minut pti 37 °C na tiepacce.

(7) Ptidat 20 pl (0,1 objemu) NaAc a dvojnasobek objemu EtOH (440 pl, -20 °C),
nechat precipitovat pti +4 °C alesponi 30 minut.

(8) Centrifugovat (13 000 RPM, 15 minut, 4 °C), pelet promyt 80 % EtOH,
zcentrifugovat (13 000 RPM, 10 minut, 10 °C), promyt 70 % EtOH,
zcentrifugovat (13 000 RPM, 10 minut, 10 °C).

(9) Pelet vysusit a rozpustit v 50-100 pl TE pufru.

Ke stanoveni obsahu DNA ve vzorcich byl pouzit spektrofotometr Nanodrop 1000 od
firmy ThermoScientific. Kazdé¢ rostlin€ bylo pfidéleno ¢islo, byl zaznamenén druh (vrba
hrotolista, v. slezskd, kiizenec), lokalita, obsah genomické DNA ve vzorku a zda byla
DNA izolovéana ze zmrazeného vzorku nebo z herbaiové polozky. Pro pozdéjsi analyzy

byly v§echny vzorky zfedény na pracovni koncentraci 5 pg/ul.

Pouziti mikrosatelitt
Pro nékteré druhy rodu Salix jiz byly mikrosatelitové primery vyvinuty (Barker et al.

2003, Stamati et al. 2003, Reisch et al. 2007). Bohuzel pro studované taxony S. hastata,
S. silesiaca a S. x chlorophana jesté¢ mikrosatelity nejsou znamy. Proto byly v této

diplomové praci pouzity a vyzkouseny vybrané primery z prace Barker et al. (2003),
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které byly vyvinuty pro druh S. burjatica a nasledné testovany na desitkach dalSich

druhd, mj. rostoucich i v Ceské republice, a vybrané primery ze studie Stamati et al.

(2003), které byly vyvinuty pro druh S. lanata a odzkouseny i pro S. lapponum a S.

herbacea. Jednotlivé vybrané pouzité mikrosatelitové primery naleznete v Tab. 2.

Tabulka 2. Pouzité mikrosatelity. Primery s ozna¢enim MS-SX jsou z prace Barker et al. (2003),
s ozna¢enim RBS z prace Stamati et al. (2003). Uvedené mikrosatelity byly odzkouseny a podminky byly
optimalizovany pro MS-SX 11 a MS-SX 12.

Pracovni Sekvence primeru (5°-3") Opakované Velikost .
nazev (F/R) motivy produktu Pocet alel
(bp)
MS-SX 11 CTCAGCAACTCAATCCAACTA [CCG]s 87 4
GTTTGTTAGGGGAGGTAAGAA
MS-SX 12 TATTGCTTTGATGGCGACTGC [CACCGCC]SACCG 110 5
CAGCAACGGAAATAGCAACAG
[CALIGA]L,GGAA
MS-SX 22 TATAAAGACAAATACCTGGGG [TAL[CA]L:GA 144 18
CATCAAAGACTGCTAGAAAGG
[GCCJ;ATCATTC
MS-SX 24 ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC CCCIGCC), 102 5
GACAACGCCATTCACATGACC
RBS 18 TCATCTCCATCACCGACAAG (CT)6 280 8
CTGCCGGTTTGTTGCTAGTT
RBS 19 TCATTTGCTCGATGAGGTTG (CD)yo 300 7
GTGGTAGTTGCAAAAGGGGA
RBS 20 TAGCATAACCACCGACCACA (CTn 235 4
CTGGTTAACGTCGGAGCTGT

Polymerazova fetézova reakce (PCR) byla provadéna v pfistroji Peltier Thermal Cycler

PTC 200 od firmy MJ Research. Slozeni PCR mixu je uvedeno v Tab. 3 a je zaloZeno

predevsim na ¢lanku Stamati et al. (2003) a na osobni komunikaci s R. J. Vasutem a M.

Sochorem.

Tabulka 3. PouZivané sloZzeni PCR mixu.

Mnozstvi pro 1 vzorek

Destilovana voda 6,75 ul
10x NovaTaq Buffer with MgCl, 1
dNTPs (10 mM) 0,2
Forward primer (20 uM) 0,5
Reverse primer (20 pM) 0,5
NovaTaq DNA Polymerase 0,05

DNA (5 pg/ul)

1
>=10 pl
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K Gspésnému pouziti primerit bylo nejprve nutné zjistit nejvhodnéjsi annealingové
teploty. Pro jeden vzorek byl pouzit teplotni gradient s 12 teplotami v rozmezi 55 —
65 °C. Po zjisténi této teploty (na agardézovém gelu) byl vyzkouSen pocet cykla
nejvhodnéjsi pro nejlepsi obraz bandi na gelech.

PCR reakce probihala potom nasledovné: 2 minuty pocate¢ni denaturace pii 94 °C; 29
cyklt 0,5 minuty denaturace pii 94 °C, 0,5 minuty annealing pfi teploté zjiSténé pomoci
teplotnich gradient, 0,5 minuty prodluzovani pfi 72 °C; 6 minut konec¢ného
prodluzovani pfi 72 °C a nakonec zchlazeni na 4 °C. Pro PCR reakci byla pouzita
polymerdza NovaTaq DNA Polymerase (Novagen, Merck).

Vysledky PCR reakce byly zjistovany pomoci separace produktii na 1 % agarézovém
gelu a vizualizace etidium bromidem (rozliSeni do cca 5 pard bazi), dale presnéji
pomoci vertikdlni elektroforézy s polyakrylamidovym gelem a vizualizaci pomoci
stiibra (piesnost cca 1-2 pary bazi).

Agardzovy a polyakrylamidovy gel slouzi hlavné k vizualizaci fragmenti DNA
zmnozenych pii PCR reakci. Agarézovy gel se pfipravuje z 1 % agardzy (na jeden gel
pouzivame 0,35 g agarézy a 35 ml 0,5 % roztok TBE) a pouziva se do horizontalni
elektroforézy, kterd bézi pifi napéti 100 V 0,5 hod. Pro pozdéjsi vizualizaci UV svétlem
se do n¢j pridava 1 ul etidium bromidu. Polyakrylamidovy je na dobu pribéhu a
neurotoxické ucinky a je to karcinogen a mutagen. Polyakrylamidovy gel je nanesen
mezi dvé skla a ta jsou uchycena ve vertikalni elektroforéze, kterd bézi pii napéti 2000
V. Doba pribé¢hu zavisi na molekuldrnich hmotnostech rozdélovanych PCR produkta,
pro nase vzorky se tato doba pohybovala kolem 2 hodin, spiSe méné¢ (pro MS-SX 11 a
12 cca 105 minut). Fragmenty jsou vizualizovany pomoci 0,1 % roztoku dusi¢nanu
stiibrného. Pomoci vyvojky se objevuji hnédocerné stiibrem obarvené prouzky PCR

produktt. Polyakrylamidové gely jsou potom naskenovany a oskorovany.
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Analyza dat

Data o poétu pohlavi byla zpracovana v programu Microsoft Excell. Udaje
z herbarovych polozek byly zpracovany do ptehledné tabulky v programu Microsoft
Excell. U lokalit byly zjistény jejich GPS soufadnice a v programu D-MAP byla
vytvofena sitova mapa.

Fragmenty vizualizované na PAGE byly oskoérovany nasledujicim zplsobem:
oznaceny podle hmotnosti sestupné. Kazda rostlina dostala oznaceni podle pocta
pozorovanych fragmentl, vzdy nejvyse vSak 2 (diploidni organismy).

Data byla zpracovana do tabulky v programu Microsoft Excell. Déle byla data
analyzovana pomoci programu PopGen (Yeh et al. 1997,
http://cc.oulu.fi/~jaspi/popgen/popgen.htm). Analyzovany byly jen rostliny, pro které
byl zndm genotyp, a proto pfitomnost jednoho fragmentu byly povazovdna za

homozygotni konstituci (AA).



Vysledky

Na lokalité pfevaZzovaly nesterilni rostliny nad sterilnimi a pomér pohlavi byl u kiiZzence
1 u vrby hrotolist¢ mirné¢ vychylen ve prospéch samic. RozSifeni na zdklad¢é revize
herbafovych polozek potvrdilo vyskyt na viech 4 lokalitach uvadénych v Kvétené CR
(Chmelai & Koblizek 1990). Izolace DNA byla provedena z 66 rostlin, pouZzitelnych
z nich nakonec bylo 48. Ze 7 pouzitych mikrosateliti byly zoptimalizovany podminky
pro pouziti 2 znich. U mikrosatelitu MS-SX 11 bylo nalezeno 7 rtznych alel, u
mikrosatelitu MS-SX 12 pouze 3 alely.

Pocetnost pohlavi
Na lokalité bylo secteno celkem 249 rostlin, z toho 118 vrb hrotolistych a 131 kiizenci

s vrbou slezskou. Transekt 1 byl umistén vertikalné (tzn. podél proudu potoka), bylo
v ném secteno 142 rostlin a transekt 2 horizontaln¢ (tzn. napti¢ Velkou kotlinou), v ném
bylo secteno 107 rostlin.

U vrby hrotolisté byly zjistény celkem 3 sterilni rostliny, 59 rostlin samcich a 56 rostlin
samicich. U ktizence s vrbou slezskou bylo zjisténo 12 sterilnich rostlin, 39 rostlin

samcich a 80 rostlin samicich (Obr. 6).

Salix xchlorophana | 12 39

O Steril
oJd 0 20 40 60 80 100 120 140
mQ Pocet rostlin

Obrazek 6. Zastoupeni sterilnich, samcich a samicich rostlin na dvou vyty¢enych transektech pro
vrbu hrotolistou (Salix hastata) a k¥iZence s vrbou slezskou (S. xchlorophana).

26



27

U vrby hrotolisté¢ byl pomér sterilnich rostlin k samicim a samctm pftiblizné 1:38,4 a
pomér samcich rostlin ku sami¢im 1,1:1. U ki¥izence byl pomér sterilnich rostlin

k samicim a samciim 1:9,9 a pomér samcich rostlin ku samic¢im 1:2,1 (Tab. 4).

Tabulka 4. Po¢ty sterilnich, samcéich a samicich rostlin na dvou vyty€enych transektech pro vrbu
hrotolistou (Salix hastata) a kiiZence s vrbou slezskou (S. xchlorophana) a vypoétené poméry
sterilnich a nesterilnich rostlin a poméry sam¢ich a samicich rostlin.

Salix hastata Steril 3 Q Steril/ 3 +2Q  &/9Q
Transekt 1 (vertikalni) 1 52 38 1:90 1:1,4
Transekt 2 (horizontalni) 2 7 18 1:12,5 1:2,6
Celkem 3 59 56 1:38.,4 1,1:1
Salix xchlorophana Steril 4 Q Steril/ 3 +2Q &/9%
Transekt 1 (vertikalni) 9 18 24 1:4,7 1:1,3
Transekt 2 (horizontalni) 3 21 56 1:25,7 1:2,7
Celkem 12 39 80 1:9,9 1:2,1
Herbare

Byly zrevidovany poloZzky z 5 vybranych instituci (Tab. 5). VéEtSina polozek pochézela
z Velké kotliny z Jesenikl a potom ze Slovenska (Tatry, Velka Fatra). Nékteré polozky
byly zrevidovany (mylnéd identifikace kiizence a vrby slezské). Na zaklad¢ téchto
dokladi bylo sestaveno rozSifeni vrby hrotolisté Salix hastata a kfizence S.
xchlorophana, které se shoduje s roziifenim uvedeném v Kvétend CR (Chmelai &
Koblizek 1990).

0: 97. Hr. Jes. (Velka a Mal4 kotlina, svah pod Petrovymi kameny, sv. svah Seraku).
Podle lokalit z herbait byly dohledany GPS soutadnice lokalit a na jejich zakladé byla
v programu D-MAP sestavena mapa sitového rozsifeni Salix hastata v Ceské republice

(Obr. 4). Zaroven se tato mapa shoduje s rozsifenim kiizence S. xchlorophana.

Obrazek 7. Soucasné rozsifeni vrby hrotolisté (Salix hastata) a jejiho k¥iZence s vrbou slezskou (S.
xchlorophana) zaloZené na udajich z herbarovych poloZek.
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Tabulka 5. Zrevidované herbarové polozky. V Pardubicich se jedna o polozky z Vychodoceského
muzea, v Ceskych Budgjovicich z Jihoceského muzea, v Roztokach u Prahy ze Stfedoceského muzea, ve
Zling€ z Muzea jihovychodni Moravy a v Plzni ze Zapadoceského muzea.

Herbarium a Autor
druh Rok  shéru Lokalita Zemé Pozn.
PARDUBICE
hastata 1908 Kappel Harz Némecko
Ceska
hastata 1908 Laus Gesenke, Gr. Kessel republika
Ceska
hastata 1931 ? Keprnik republika rev. S. silesiaca
Ceska
hastata 1931 Kavka Velka kotlina v Jesenikach republika
hastata 1935 Horak Bielské Tatry Slovensko det. Koblizek 2007
Ceska
hastata 1947 Horak Velka kotlina v Jesenikach republika
Ceska
hastata 1947 Krcan Velka kotlina v Jesenikach republika
Ceska
hastata 1953 Krcan Velka kotlina v Jesenikach republika
Vych. svah pod Petrovymi Ceska
hastata 1972 Horak kameny, asi 1300 m n.m. republika
CESKE
BUDEJOVICE
Domin et
hastata 1929 Krajina  Bielské Tatry Slovensko
Morava, Jeseniky, nad Ceska
chlorophana 1947 Kurka Ovcarnou republika det. Chmelat 1960
Ceska
hastata 1947 Kurka Horska louka nad Ov¢arnou  republika det. Chmelat 1960
hastata 1955 Kurka Belanské Tatry Slovensko det. Chmelat 1960
Ceska
hastata 1960 Chmelar Velka kotlina v Jesenikach republika
ROZTOKY
hastata 1980 Zmazek Velka Fatra Slovensko
ZLIN
hastata 1960 Smarta  Liptovské Tatry Slovensko
hastata 1960 Liskova Liptovské Tatry Slovensko
PLZEN
hastata 1935 Mencl Vysoké Tatry Slovensko

Laboratorni prace
Laboratorni prace zahrnuji predevSim vysledky izolaci genomické DNA a vysledky

optimalizace podminek pro pouziti mikrosatelith. Déle zde uvadim vysledky 2

mikrosatelitli, pro které se podminky podafilo optimalizovat (MS-SX 11, MS-SX 12).
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Izolace genomické DNA
Genomicka DNA byla izolovana celkem z 66 rostlin, ztoho 36 Salix hastata, 11 S.

xchlorophana a 10 S. silesiaca. VétSina téchto rostlin pochazela z Velké kotliny
v Jesenikach. Podle obsahu genomické DNA byly vybrany pouze vzorky, které mély
koncentraci vys$si nez 20 pg/ul. Po této upraveé zastalo 48 pouzitelnych vzorki (Tab. 6),
vyfazeno bylo 9 vzorkd S. hastata. Pouze 7 vzorki bylo izolovano z herbafovych
polozek, pro ostatni byly pouzity listy z mrazdku. Pivod rostlinného materidlu pro
izolaci DNA nemad na vytézek vliv (Sochor 2009), to bylo potvrzeno i v této diplomové
praci.

Nejmensi pouzité mnozstvi genomické DNA ve vzorku tedy bylo 20,74 pg/ul (vzorek €.
8), nejvyssi potom 310,53 pg/ul (vzorek €. 5). Primérné mnoZzstvi DNA ve vzorku bylo
87,98 pg/ul.



Tabulka 6. Vzorky genomické DNA studovanych taxoni.

Zdroj (ZL=zmraZeny

Koncentrace list; HP:herbaiova
Cislo Druh Lokalita DNA (ug/nl) polozka)
1 hastata Velka kotlina 32,01 ZL
2 hastata Velka kotlina 32,50 ZL
3 hastata Velka kotlina 102,67 ZL
4 hastata Velka kotlina 103,33 ZL
5 hastata Velka kotlina 310,53 ZL
6 hastata Velka kotlina 283,16 ZL
7 hastata Velka kotlina 57,81 ZL
8 hastata Velka kotlina 20,74 ZL
9 hastata Velka kotlina 62,73 ZL
10 hastata Velka kotlina 35,67 ZL
11 hastata Velka kotlina 68,56 ZL
12 hastata Velka kotlina 67,08 ZL
13 hastata Velka kotlina 47,74 ZL
14 hastata Velka kotlina 173,98 ZL
15 hastata Velka kotlina 116,49 ZL
16 hastata Velka kotlina 58,50 ZL
17 hastata Louka nad Ov¢arnou 82,65 ZL
18 hastata Louka nad Ov¢arnou 39,45 ZL
19 hastata Louka nad Ov¢arnou 160,78 ZL
20 hastata Velka kotlina 151,24 ZL
21 hastata Velka kotlina 56,31 ZL
22 hastata Velka kotlina 26,37 ZL
23 hastata Velka kotlina 20,86 ZL
24 hastata Velka kotlina 78,51 ZL
25 hastata Velka kotlina 22,48 ZL
26 hastata Velka kotlina 28,34 ZL
27 hastata Velka kotlina 52,25 ZL
28 chlorophana Velka kotlina 200,10 ZL
29 chlorophana Velka kotlina 98,83 ZL
30 chlorophana Velka kotlina 193,93 ZL
31 chlorophana Velka kotlina 68,96 ZL
32 chlorophana Velka kotlina 54,67 ZL
33 chlorophana Velka kotlina 153,17 ZL
34 chlorophana Velka kotlina 159,30 ZL
35 chlorophana Louka nad Ovc¢arnou 252,66 ZL
36 chlorophana Velka kotlina 30,55 ZL
37 chlorophana Velka kotlina 40,47 ZL
38 chlorophana Velka kotlina 42,48 ZL
39 silesiaca Velka kotlina 2442 7L
40 silesiaca Velka kotlina 41,55 ZL
41 silesiaca Velka kotlina 24,10 ZL
42 silesiaca Velka kotlina 166,35 HP
43 silesiaca Velka kotlina 26,42 HP
44 silesiaca Velka kotlina 98,86 HP
45 silesiaca Velka kotlina 103,40 HP
46 silesiaca Bila Opava 76,98 HP
Moravsko-Slezské
47 silesiaca Beskydy 21,23 HP
48 silesiaca Rychlebské hory 51,95 HP
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Pouziti mikrosatelith
Pro studium genetické diverzity a popula¢ni variability vrby hrotolisté bylo vyzkouseno

7 mikrosatelitovych primeri. Pro 5 z nich nejsou zatim podminky optimalizované (RBS
18, RBS 19, RBS 20, MS-SX 22, MS-SX 24) a podminky uvedené v literatuie nejsou
v naSich podminkach funkéni. Pro téchto prvnich 5 kombinaci mikrosatelitovych
primert se nam nepovedlo za pomoci stfidani teplotnich gradientti a riiznych poctl
cykla dostat hodnotitelné vysledky.

Pro 2 znich (MS-SX 11, MS-SX 12) byly tyto podminky optimalizovany pomoci
pouziti teplotniho gradientu a pfislusného PCR programu a vysledky ze skorovani

jednotlivych PAGE gelt jsou zde uvedeny (Tab. 7).



Tabulka 7. Vysledky skorovani pouzitych mikrosateliti.

Rostlina ¢. Taxon Pohlavi MS-SX 12 MS-SX 11
1 hastata neurceno AA EE
2 hastata neuréeno AA 0
3 hastata neuréeno 0 EF
4 hastata neurceno AA 0
5 hastata neurceno AB CE
6 hastata neurceno AB 0
7 hastata neurceno AB EF
8 hastata neurceno AA EF
9 hastata neurceno AB CE
10 hastata neuréeno 0 CG
11 hastata neuréeno AB CG
12 hastata 3 AB CD
13 hastata neurceno 0 EF
14 hastata Q AB 0
15 hastata Q AB EF
16 hastata neurceno AA EF
17 hastata neurceno AA CE
18 hastata neurceno AB EF
19 hastata neuréeno BB EF
20 hastata 3 AB CG
21 hastata neurceno AB EE
22 hastata Q AA EG
23 hastata neurceno AB CE
24 hastata neurceno AA EG
25 hastata neurceno AB 0
26 hastata Q AB EE
27 hastata neuréeno AB EF
28 chlorophana neurceno 0 EE
29 chlorophana neurceno AA 0
30 chlorophana neurceno 0 EE
31 chlorophana neurceno AA 0
32 chlorophana neurc¢eno AA 0
33 chlorophana neurceno 0 0
34 chlorophana neurceno AA 0
35 chlorophana neuréeno AA EE
36 chlorophana neurceno AA EG
37 chlorophana neurceno AA 0
38 silesiaca neurceno AC 0
39 silesiaca neurceno AA FF
40 silesiaca neurceno AA 0
41 silesiaca neurceno AA 0
42 silesiaca neurceno AA AB
43 silesiaca neurceno AA 0
44 silesiaca neurceno 0 0
45 silesiaca neurceno AA BB
46 silesiaca neurceno AA 0
47 silesiaca neurceno AA BB
48 silesiaca neurceno AA 0
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Pro mikrosatelit MS-SX 11 bylo na zéklad¢ polyakrylamidového gelu vizualizované¢ho
stitibrem zjiSténo 7 raznych alel (A, B, C, D, E, F, G). Z 48 rostlin byly alely
skorovatelné u 30 vzorkl. Alely A a B jsou pfitomny pouze u vrby slezské, alela C a D
pouze u vrby hrotolisté. Alely E a G se vyskytuji pouze u vrby hrotolisté a u kiiZzence a
alela F jen u obou rodict (Obr. 5). U vrby hrotolisté se vyskytuje 6 riznych genotypu
(EE, EF, EG, CD, CE, CG). U vrby slezské potom 3 rtizné genotypy (AB, BB, FF) au
ktizence 2 rizné genotypy (EE, EG). Vyskyt homozygotl je 0,30, vyskyt heterozygotl
0,70. Pro vrbu hrotolistou je hodnota y* pro Hardy-Weinbergovo ekvilibrium 19,05 (df
=10, P = 0,04). Pro kiiZence je hodnota x> pro Hardy-Weinbergovo ekvilibrium 0,00
(df = 1, P =1), pro vrbu slezskou je hodnota > pro Hardy-Weinbergovo ekvilibrium
7,20 (df= 3, P=0,07).

Obrazek 8. Sken polyakrylamidového gelu pro mikrosatelit MS-SX 11. Zleva je patrnych 27
vzorkl vrby hrotolisté, poté nasleduje 11 vzorkd jejiho kiizence s vrbou slezskou a 10 vzorkd
vrby slezské.
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Pro mikrosatelit MS-SX 12 byly na zéklad¢ polyakrylamidového gelu vizualizovaného
stiibrem zjiStény 3 rizné alely (A, B, C). Z 48 rostlin byly alely skorovatelné u 41
vzorkl. Alela A je pfitomna u vSech 3 studovanych taxond, alela B se vyskytovala
pouze u vrby hrotolisté, alela C pouze u jedné vrby slezské (Obr. 6). U vrby hrotolisté
byly zjistény 3 razné genotypy (AA, AB, BB), u kiiZzence pouze jeden genotyp (AA) au
vrby slezské dva rtizné genotypy (AA, AC). Vyskyt homozygoti je 0,6341, vyskyt
heterozygotii 0,3659. Pro vrbu hrotolistou je hodnota y* pro Hardy-Weinbergovo
ekvilibrium 2,88 (df = 1, P = 0,09). Pro kfizence a pro vrbu slezskou nemohly byt
hodnoty vypocteny.

Obrazek 9. Sken polyakrylamidového gelu pro mikrosatelit MS-SX 12. Zleva je patrnych 27
vzorkl vrby hrotolisté, poté nasleduje 11 vzorkd jejiho kiizence s vrbou slezskou a 10 vzorkl vrby
slezské.



Diskuse

Diskutovat v této diplomové praci budu hlavné vysledky pomér sterilnich a
nesterilnich rostlin a poméri pohlavi, soufasné rozsiteni vrby hrotolisté a jejiho
ktizence, vysledky optimalizace metody mikrosatelitti, predbézné vysledky ziskané
pouzitim 2 mikrosatelitii, celkové hybridizaci vrb a vyuziti dat ziskanych touto cestou

pro ochranu piirody.

Pocetnost pohlavi
Celkem bylo zjisténo velmi malo sterilnich rostlin (u vrby hrotolisté 3, u kiiZzence 12).

Pomér pohlavi byl u obou taxonit mirné¢ vychylen ve prospéch samic. Pomér pohlavi
vychyleny ve prospéch samic je u vrb pomérné bézny (Alliende & Harper 1989,
Crawford & Balfour 1983, Dawson & Bliss 1989). Proto jsou vysledky ziskané
z transektli ve Velké kotliné pro vrbu hrotolistou odpovidajici. Pro jejiho kiizence
s vrbou slezskou vysel tento pomér vyrovnang.

Ze ziskanych vysledkd vyplyva, ze vrby se na lokalit¢ ve Velké kotliné rozmnozuji
pravdépodobné jak sexualné, tak vegetativné. To potvrzuji mj. i vysledky ziskané
z mikrosatelitl, kdy se u vrby hrotolisté objevuje n€kolik riznych genotypt (u MS-SX
11 6 riznych genotypti, u MS-SX 12 3 riizné genotypy), coz potvrzuje, ze ve Velké
kotling dochazi k sexualni reprodukci a rekombinaci genotypt.

Vysledky, které prokazaly velky podil vegetativniho rozmnoZzovani, jsou uvedeny
v bakalatské praci Hrachova (2009). U vrby laponské v KrkonoSich byl prokazan velky
podil vegetativniho rozmnozovani a vétSina nasich populaci tohoto ohroZeného druhu se
sklada praveé ze sterilnich rostlin. Mtze to byt dano reliktnosti lokalit na na§em tzemi.
Jedinci vrb pravdépodobné rovnéz nekvetou kazdy rok. Muze se tedy stat, ze rok, ve
kterém bylo Setfeni provedeno, ovlivni vysledek. V ptipadé vrby hrotolisté a kiiZzence
s vrbou slezskou ovSem toto ovlivnéni asi nebylo velké, sterilnich rostlin bylo ve Velké
kotling nalezeno jen malo.

Pro¢ je pomér pohlavi u vrb ¢asto vychylen v prospéch samic? Tento mechanismus
nebyl zatim v literatufe uspokojivé vysvétlen. Pro vliv poméru tvorby semen zatim
nejsou zadné dikazy, mozna je to zpisobeno selhanim genetického mechanismu, ktery
fidi smér pohlavi. Také je mozné, Ze rGzna pohlavi maji riznou mortalitu a pokud se

samci vyskytuji v extrémnéjSich prostifedich, mize snizovat jejich pocetnost prave toto
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(Dawson & Bliss 1989). Pokud se rostliny samc¢i a sami¢i vyskytuji v odlisSnych
biotopech, mize tim byt snizovana konkurence v ramci druhu. Pravé velmi heterogenni
prostiedi Velké kotliny mohlo zplsobit, ze pomér pohlavi u kiiZzence vrby hrotolisté a
vrby slezské vySel vyrovnané. Samice i samci zde maji dostatek volnych mikrobiotopd,

které mohou vyuzit.

Herbare

Z udaji 5 vybranych instituci byl potvrzen vyskyt vrby hrotolisté na 4 lokalitach v CR
(Velka a Mala kotlina, svah pod Petrovymi kameny, sv. svah Seraku). Na lokalité Serdk
se bohuZzel nepodatilo druh potvrdit terénnim pozorovanim. Ve vybranych herbatfovych
sbirkdch byla nalezena jedind polozka vrby hrotolist¢ ztéto lokality (herbar
Vychodoceského muzea Pardubice), kterd byla revidovana a urCena jako vrba slezska.
Je proto mozZné, Ze se zde vrba hrotolisté jiZ nevyskytuje a mozna jsou zde jen kiiZenci
nebo pouze vrby slezské.

Na lokalité Velka kotlina je vyskyt vrby hrotolisté celkem hojny, vyhledavé pifedevsim
piechodové biotopy (pfechodova stanovisté mezi subalpinskymi prameniSti a
vyfoukavanymi alpinskymi tradvniky nebo mezi subalpinskymi pramenisti a
subalpinskymi vysokostébelnymi travniky a subalpinskd pramenisté). Hojnéji se zde
vyskytuje 1 jeji kfizenec s vrbou slezskou, ktery se vyskytuje spiSe ve vyfoukavanych
alpinskych travnicich, ale také v subalpinské brusnicové vegetaci a na prechodu mezi
subalpinskymi pramenisti a subalpinskymi vysokostébelnymi travniky (Brandova
2008). Hlavné ve spodni ¢asti Velké kotliny se potom vyskytuje 1 vrba slezska. Obcas
muizeme najit i vrbu uSatou, vrbu jivu a rizné kiizence vykazujici nékteré jejich znaky
(list se zahnutou Spic¢kou, chlupaty list, liSty na dieve).

Lokalita Mala kotlina byla navstivena v srpnu roku 2009 a vyskyt vrby hrotolisté
potvrzen nebyl. Nalezeno bylo pouze né€kolik rostlin kiiZzence s vrbou slezskou. Bude
tedy pravdépodobné nutné¢ vyskyt vrby hrotolisté na této lokalit¢ piehodnotit, popf.
potvrdit pfitomnost Cisté vrby hrotolisté ¢i kiizence zde molekuldrnimi metodami.
V Mal¢ kotlin¢ nebyly zjistény ani vhodné mikrobiotopy, které vrba hrotolista tieba ve
Velké kotlin€ preferuje. Diky tomu, Ze v zimé tady nepadaji laviny, je vegetace
zapojena a neposkytuje tedy prostor pro uchyceni a riist vrb. Dale je zde pomérné velka
plocha pokacené klece, jejiz biomasa nebyla odstranéna. To také ubira misto, kde by se

mohla vrba hrotolistd uchytit nebo $ifit.
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Na svahu pod Petrovymi kameny a tésn¢€ nad chatou Ovcarna bylo nalezeno par jedinct
vrby hrotolisté a po celém svahu se roztrouSené (s vétSim vyskytem podél vlhkych mist)
vyskytuji kiiZenci s vrbou slezskou a rovnéz vrba slezskd. Vyskyt vrby hrotolisté u
turistické¢ chaty Ov¢arna ma evidentné ruderalni charakter a je dikazem, ze druh
preferuje nezapojend mista. Pfirozené se jim nejlépe dafi na mistech, ktera jsou viditelné
v zim€ mimo plochu sjezdové dréhy (vice jsou v tésném okoli Petrovych kamenti a dole
u silnice na Pradéd). Na této lokalité jsou Castéjsi kiizenci vykazujici i znaky ostatnich
vrb, které se zde vyskytuji (vrba usatd, vrba jiva). Zaroven se zde vyskytuji clovékem
narusené biotopy (ptikopy, okraje silnice, okraje parkovist, ptida rozjezdéna auty), které
jsou pro uchyceni pionyrskych dievin a hybridi vhodné (Allendorf et al. 2001).

V diisledku je tedy mozné, Ze po dikladngjsim provéfeni lokalit Mala kotlina a Serak
budou z naSich 4 lokalit vyskytu vrby hrotolist¢ uz jen 2 lokality. Pouze pfitomnost
ktizence bude dokazovat, Ze zde vrba hrotolistd v minulosti patrné rostla a uspesné se
kiizila s vrbou slezskou.

V porovnani s dal$imi druhy ceskych vzacnych horskych vrb je u vrby hrotolisté
zajimavé, ze se vyskytuje pouze v Hrubém Jeseniku. Jak vrba bylinnd, tak vrba
laponska se vyskytuji jak v Hrubém Jeseniku, tak v KrkonoSich. Vysvétleni by mohlo
byt v odliSnych migracnich cestach druhii po skonceni dob ledovych. Vrba bylinna se
zrefugii vjizni Evropé vracela v Sirokém péasu (Alsos et al. 2009), proto se
pravdépodobné dostala na vSechna vhodna ceska stanovisté. U vrby hrotolisté neni
znam zpusob rekolonizace biotopd, ale pravdépodobné probihala jeji postglacidlni
migrace jinak a zpusobila, ze se u nas vrba hrotolista vyskytuje pouze v Hrubém

Jeseniku.

Laboratorni prace
V ramci laboratornich praci budu diskutovat hlavné vhodnost pouzitych protokold,

laboratorni podminky pro pouZziti metody mikrosatelitii a podminky, které jsou pro
jejich uspésnost nutné. Diskutovany budou také vysledky ziskané pro 2 mikrosatelity

(MS-SX 11, MS-SX 12).
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Izolace genomické DNA
Izolace DNA prob¢hla ze 66 sebranych rostlin. Vzorky byly pouzitelné pro 48 rostlin a

pochazely jak ze zmrazenych listl, tak z herbafovych polozek. Primérny obsah DNA ve
vzorku byl 87,98 pg/ul.

Protokol pouzity pfi izolaci se ukazal jako vhodny. Vytazeni 9 vzorki vrby hrotolisté
z diivodu malého obsahu genomické DNA mohlo byt zptisobeno drobnou chybou pii
izolaci, nebot’ vSechny pochézely z jednoho dne, kdy izolace probihaly. Vrba hrotolista,
vrba slezskd a jejich kiizenec pfi izolaci nevykazuji problémy jako vznik bilé
nerozpustné srazeniny, kterd je ¢asta napt. pro vrbu lykovcovou (M. Sochor, R.J. Vasut
in verb.). Jako dulezity faktor se pifi izolaci ukazalo prvotni mnozstvi
homogenizovaného listu vkladaného do CTAB pufru. Pokud bylo homogenizovaného
rostlinného materidlu nadbytek, byl ndsledné vytézek izolace DNA nizky, pfipadné bylo
potieba tyto vzorky protfepavat velmi dlouho. Je to ddno faktem, Ze roztok CTAB
upufruje jen urCité mnozstvi rostlinného materidlu, které odpovida 200 mg pletiva
Cerstvych listovych ¢epeli. Dle naSich experimentd toto mnozstvi odpovida ptiblizné¢ 50
mg suSenych listii vrby hrotolisté (R. J. Vasut in verb.). Nyni mlze byt tento protokol
pouzivan pro vSechny druhy rodu Salix a je velmi pravdépodobné, Ze bude dosahovano
dobrych vysledkd.

Stanovend hranice vybéru vzorkll (obsah genomické DNA 20 pg/ul) byla pro praci
s mikrosatelity vhodna, vzorky davaly dobré vysledky bez ohledu na obsah DNA.
Pravdépodobné bychom podobnych vysledkti doséhli i s DNA rostlin, které maji nizsi
koncentraci DNA (alesponi 15 a vice pg/ul). Nejpiesnéjsi stanoveni koncentrace v nasi
laboratofi je pomoci piistroje Nanodrop 1000. I pies presnost a snadnost méfeni pomoci
tohoto pfistroje se domnivam, Ze je vhodné méteni provadét na pristroji opakovaneg,
alespont dvakrat. Nékdy se vysledky dvou méfeni mohou vyrazné liSit, fadoveé 1 o
desitky procent. To mize byt zpiisobeno tim, ze roztok DNA neni v TE pufru dokonale
rozpustény (obzvlast pokud méfime ihned po skoncené izolaci a kone¢ném ptidani TE
pufru), a tak miizeme nabrat jak 1 pl vzorku jen s DNA (vysoky obsah DNA), tak 1 pl
uplné bez DNA.

Pocet pouzitych rostlin (48) je pro rozsah této prace dostatecny. Pro nasledujici studium

bude ale jisté rozsien, zejména pocty vzorki u kiizence a vrby slezské.
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Pouziti mikrosatelith
V této diplomové praci bylo vyzkouseno 7 riiznych mikrosateliti ze 2 literarnich zdroji

(Barker et al. 2003, Stamati et al. 2003). Pro 2 ztéchto mikrosateliti byly

optimalizovany podminky.

Mikrosatelity jsou molekularni markery, které se v genomu vazi pouze na jedno misto,
takze dokazi rozlisit jednotlivé genotypy. Pouzivaji se pravé pro studium hybridizace,
paternity a populacni genetiky. Jsou druhové specifické. V této praci byly pouzity
mikrosatelity, které byly vyvinuty pro jiné druhy vrb, nefunguji pro n€ tudiz podminky,
které jsou uvedeny v Clancich. Jejich optimalizace je tedy pracna a Casto trva velmi
dlouho, nez jsou optimalni podminky nalezeny. Tyka se to hlavné poctu cykla pii PCR
reakci, annealingové teploty, ale i obsahu genomické DNA ve vzorku, vlastnosti
polymerdzy — rozdil mezi pouzivanou NovaTaq (Novagen) polymerdzou a polymerazou
GoTaq (Promega) — nebo obsahu MgCl,. PCR reakce je celkové citliva na jakoukoli
zménu podminek. Casto jde také o dobu, kterou jsou vzorky p¥itomny ve stripech, nez

se dostanou do cycleru, a zda jsou chlazené.

Vzorky vizualizované na agar6zovém gelu etidium bromidem davaji vétSinou pouze
slabé bandy. Na podrobnéjsim a citlivéjsim PAGE gelu jsou ale potom bandy viditelné
vétSinou pomérne dobte. Agardézovy gel byl proto pouzivan hlavné pro orientaci, zda

ma cenu vzorky vizualizovat i na mnohem pracnéj$im PAGE.

U vrby hrotolisté bylo pro mikrosatelit MS-SX 11 nalezeno 6 raznych genotyptl, u
ktiZence 2 rGzné genotypy a u vrby slezské 3 rtizné genotypy. U vrby hrotolisté byly pro
mikrosatelit MS-SX 12 nalezeny 3 rizné genotypy, pro kiiZzence pouze jeden genotyp a
pro vrbu slezskou dva rtizné genotypy. Tyto vysledky lze chéapat zatim jako predbézné,
nebot’ nelze provést analyzu populace jako celku, pfesto nam urCitou signifikantni
informaci poskytuji. K hybridizaci dochazi ve Velké kotlin€ pravdépodobné¢ opakovang,
nebot’ u kiizence bylo prokdzano nckolik riznych genotypi. Kiizenec je alelicky
podobnéjsi vrbé slezské, vzacné alely se vétSinou vyskytuji pouze u téchto 2 taxond. A
vrba hrotolista ma na lokalité az 6 rtiznych genotypt, z c¢ehoz miizeme odvodit, ze u ni
dochdzi k rekombinaci a generativnimu rozmnozovani. Vzhledem k tomu, ze sbér
rostlin byl proveden na prostorové pomérn¢ omezené plose (tj. vlhk4a mista v horni az
sttedni casti Velké kotliny), lze ztéto genetické variability usuzovat, ze zde druh

prosperuje a patrné lze predpokladat, ze geneticka variabilita druhu v celé¢ Velké kotliné
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bude jest¢ vyrazné vyssi. Lze proto predpokladat, ze zde vyskyt vrby hrotolisté neni

vyrazné ohrozen.

U mikrosatelitu MS-SX 11 bylo u kiizence a vrby slezské na naskenovaném
polyakrylamidovém gelu hodné ,,mezer”. Ty se daji vysvétlit ptitomnosti nulové alely.
Pro jednoduchost jsme v této praci predpokladali, Ze rostlina s alelou A je homozygot
(AA). Je mozné (ale nepravdépodobné), Ze je to rostlina s genotypem A0O. To mohlo
zpusobit vzniklé mezery. Po analyzach v programu PopGen se ale ukazalo, Ze tomu tak
pravdépodobné nebude. Dal§im moznym vysvétlenim je chyba pfi laboratornich pracich
pfi nanaseni vzorkli na polyakrylamidovy gel a vynechani polymerazy. To ale
hodnotime také jako nepravdépodobné, protoze vSechny prace v laboratofi byly
vykonavany peclivé a podle protokolil. Jisté to bude pfedmétem dalSiho studia.

Stamati et al. (2007) se vénovali studiu vyznamu klonélniho riistu pomoci metody
mikrosatelitti (SSR neboli Simple Sequence Repeat) u 3 druhti subarktickych vrb ve
Velké Britanii. Dvé z nich (Salix lanata L. — pouze 2 rostliny z 82 celkové mély shodny
genotyp a S. lapponum — pouze 13 rostlin z 224 mélo stejny genotyp), které jsou zde
ohrozené¢ a vyskytuji se na strmych svazich, se vegetativné téméef nemnozily a
pfevazovalo pohlavni rozmnozovani. VétSina rostlin méla vlastni multi-lokusové
genotypy. Naopak tifeti vrba S. herbacea (36 rostlin z89 meélo shodny genotyp),
vyskytujici se na exponovanych vrScich skal, se rozmnozovala spiSe vegetativné a
rostliny sdilely stejny genotyp az 7 m od sebe. Vysoky podil klondlniho rozmnozovani
u S. herbacea potvrdil i Reisch et al. (2007) v Némecku, kdy pro 132 analyzovanych
rostlin prokazali 24 genotypli a stejné genotypy byly nejpravdépodobnéjsi do
vzdalenosti 130 cm. Zavér z této studie byl, Zze S. herbacea vyuziva jak pohlavniho
rozmnozovani za ucelem dalSiho vyvoje a adaptace, tak rozmnozovani klonalniho pro
udrzeni dobie pfizplisobenych genotypl. I piestoZze jsou nase molekuldrni analyzy
piredbézné, Ize usuzovat, ze podobna situace bude pravdépodobné i u vrby hrotolisté,

vrby slezské a jejiho kiizence ve Velké kotling.

Hybridizace a hybridni zony

Rostlinny hybrid mtze byt bran bud v uz§im slova smyslu jako jedinec vznikly
ktizenim dvou riznych druhti (Rieseberg & Carney 1998) nebo v Sir§im jako potomstvo
vznikajici mezi individudlnimi rostlinami dvou populaci, které se od sebe 1isi jednim

nebo vice dédicnymi znaky. Ve Velké kotliné se vyskytuji hybridi pravé na rozhrani
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dvou raznych populaci, které se od sebe pomérné vyrazné 1isi. Kiizenec mé nésledné
znaky, které mohou byt typické pro rodice (naptf. naCervenalé raSici listy od vrby
slezské pfechazeji do hybrida témét vzdy, sitnata Zilnatina pfechazi do hybrida zase od
vrby hrotolisté). Vzhled hybridnich rostlin mtize byt intermedidrni, coz byl v minulosti
prevladajici nadzor. Dnes uz ale vime, Ze jejich vzhled je spiSe mozaikou od vzhledu
jednoho rodice ptes intermediarni rostliny k rodi¢i druhému (Rieseberg 1995).

Vzniku hybridid brani prezygotické (habitatni, behavioralni, temporalni, mechanicka
nebo gametickd izolace) a postzygotické bariéry. Prezygotické brani kiizeni mezi druhy
¢i brani oplozeni vajicek, postzygotické brani hybridni zygoté vyvinout se v dosp&lého
jedince nebo snizuji zivotaschopnost hybrida. Pokud jsou ptekondny bariéry
prezygotické, vznikd hybrid a ten je vystaven bariérdm postzygotickym. K tém patii
redukovand Zivotaschopnost, redukovand plodnost nebo naprosté sterilita, n¢kdy také
dochdzi ke zpétnému kiizeni hybrida srodi¢i nebo s jinym hybridem a nasledujici
generace muze byt slaba ¢i sterilni. Tomuto jevu se pak tika hybridni selhani (Campbell
& Reece 2006). Hybridiza¢ni experimenty se vétSinou tykaji bariér postzygotickych,
protoze ty se daji 1épe zkoumat v podminkach sklenikového experimentu (Rieseberg &
Carney 1998).

Hybridizace ma nékolik evolu¢nich dusledka (Rieseberg 1997): (1) zvySeni druhové
genetické diverzity, (2) pivod adaptaci, (3) vznik novych ekotypt nebo dokonce druhti
a (4) posileni nebo selhani reprodukénich bariér.

Pokud jsou reprodukéni bariéry mezi druhy pouze jednoduché, bude vétSina genomu
pristupna introgresi — tedy jevu, pii kterém se hybrid kiizi zpétné se svym rodicem a
vnasi tak své hybridni geny do genomu rodi¢ovského. Jen ty znaky, které jsou vazany
na sterilni nebo nepfili§ Zivotaschopné geny, jsou introgresi nepiistupné (Rieseberg &
Carney 1998). Hybrid nebo zpétny hybrid musi byt plodny a Zivotaschopny, aby
k introgresi mohlo dochdzet. KdyZz probihd introgrese, mohou rostliny jednoho nebo
obou rodi¢l podléhat genetické erozi a byt tak ohrozeny. Ale nckteré izolacni bariéry
(jako naptf. chromozomové strukturdlni rozdily) mohou odolavat introgresi selektivné
(Rieseberg 1995), coz nasledn¢ umoziuje udrzeni mezidruhovych rozdila.

Mezidruhovi kfiZzenci jsou znac¢né variabilni ve stupni Zivotaschopnosti a plodnosti.
Neékdy jsou hybridi prvni generace znacné¢ zivotaschopnéjsi a vétsi nez rodice, tomu se
potom fika heter6zni efekt a vyuziva se pii maximalizaci vynost zemédélskych plodin
(Rieseberg & Carney 1998). Nékdy muze tento jev pomoci ke vzniku novych

hybridnich druhti, ale rostliny Casto nemaji tu velkou Zzivotaschopnost a velikost 1
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v dalSich generacich. Obecné jsou mezidruhovi kiizenci méné Zzivotaschopni a spise
sterilni (Barton 2001), ale n&které vzniklé hybridni genotypy mohou své rodice v téchto
parametrech piekonavat, dokonce i v biotopu rodice. Pokud jsou kiiZenci prvni
generace malo Zivotaschopni a ¢astecné sterilni, v dalSich generacich se tyto rostliny
mohou stat pln¢ plodnymi (Rieseberg 1995).

Hybridni zony jsou lokality, kde se stykaji aredly dvou rtznych druhii ¢i poddruhi.
Hybridni potomek dvou odlisnych populaci (subspecii, ras) zde pfevazuje a formuje
klinu, ktera je definovdna jako postupna zména fenotypu — znaku, rysu, vlastnosti —
druhu pres urcity geograficky areal (Barton & Hewitt 1985). Piesna definice hybridni
zony neexistuje, v jedné je rozhodujici zvysena fittness hybrida v dané zoné¢, jindy musi
byt hybrid morfologicky odlisitelny od rodic¢i. Objevuji se v misté, kde se stykaji dvé
blizce ptibuzné, ale geneticky odlisné populace. Review, kterd se hybridnimi zénami
zabyvaji, uvadi riznou §itku téchto zon — od stovek metri az stovek kilometra a od
plynulych po stupniovité¢ prechody. Hybridni zony byvaji bud’ stabilni s urcitou
rovnovahou nebo se mohou pohybovat, obvykle tak 0,1-10 m za rok. Jsou ale dulezité
pro studium vyvoje novych druhl (speciace hybridizaci) a pro studium postupné
reprodukéni izolace.

Hybridni zény piedstavuji paradox soucasné definice druhu (jak jiz bylo feceno vyse):
»Druh je zdkladni taxonomicka kategorie, v niZ jsou jedinci, ktefi maji shodnou
genetickou vybavu, jimzZ je spolecnd ekologicka nika a pii rozmnozovani davaji vznik
plodnému potomstvu®. Oba rodi¢ovské druhy by tudiz mély vlastné byt pouze jeden
druh. Pfesto jsou ale rodi¢e odlisni, coz podporuje spis alternativni definici druhu:
»Druh je taxon, ktery si udrzuje svou identitu i pfes geneticky tok* (Barton & Hewitt
1979).

Hybridni zény a genovy tok nemusi nutné vést k rekombinaci populaci. Tyto zony
mohou stabiln¢ existovat po tisice let. Prevladajicim vysvétlenim pro tento jev je, ze
hybridni zony jsou zénami pnuti, napindni mezi protichidnymi efekty rozSifeni
rodi¢ovskych druhti a selekce proti hybridim (tension zone). Rozsifovani rodicovského
druhu napoméha vzniku novych hybridd, coz se pak projevuje genovym tokem mezi
populacemi a introgresi. Piesto maji ale v mnoha situacich hybridi mensi fittness nez
rodicovské druhy. Chybi jim totiz kompletni genetické sady, které umoZiiuji druhiim
rodi¢ovskym byt 1épe piizptsobeny k podminkam stanovisté. Cast&j$i umrtnost a
sterilita hybridi vytvaii bariéru genovému toku tim, ze tvofi ,,hybridni propad“. Geny

sice ,,teCou z rodicovskych druhti do hybridl, ale zaroven se uz témét nepredavaji do
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dalSich generaci. Statistick¢é modely ukazuji, ze neutralni alely teCou pies tuto bariéru
pomérné pomalu v poméru k aleldm vyhodnym, které tecou rychleji. Zajimavym
vystupem tohoto modelu je, ze hybridni zony jsou témet nezavislé na zivotnim prostredi
a mohou se tudiz pohybovat (Barton 1979).

Podle Moora (1977) je pro hybridni zénu a jeji stabilitu jiné vysvétleni, které bere
v tvahu podminky prostiedi (dispersal-independent cline model). Rizné frekvence alel
si hledaji rtizné ekvilibria zavisld na ptesnych podminkach prostfedi v presném miste.
V kazdém takovém mist¢ umoznuje selekce stabilni ekvilibrium pouze jednoho typu
alel, coz se projevuje vznikem uhlazené kliny. Hybridi potom tedy maji v urcité ¢asti
kliny vys$i fittness nez druhy rodi¢ovské.

V ramci aredlu druhu jsou nejnachylnéjsi k hybridizaci malé periferni populace, které
Cast¢ji prichazeji do kontaktu s jinymi, pfibuznymi druhy. Pro tyto populace pak miize
mit interspecificky genovy tok v zasadé 2 dusledky: genetickd asimilace nebo
outbredni deprese. Prvni pifipad nastdva, pokud je fitness hybridi vysSi nez u
rodi¢ovskych druhli a neprobihd proti nim selekce. Nékteré studie popisuji dokonce
nahrazeni vzacnych taxonti hybridy. Outbredni deprese je zplUsobena naopak nizsi
fitness hybridit v danych ekologickych podminkach kazdého z rodi¢ovskych populaci.
Disledkem outbredni deprese byva typicky napt. nizsi produkce semen a 1 drasticky
sniZzena kli¢ivost, coz ma pro viabilitu populace velmi negativni disledky.

Diive védci zkoumali genetickou proménlivost a kiizeni rostlin hlavné podle jejich
vzhledu, podle riznych morfologickych charakteristik — tedy nejprve studovali
fenotypy. Fenotyp je vpodstaté genotyp rostliny ovlivnény jejim prostiedim.
S vynalezem mikroskopu mohli zalit studovat rostlinné chromozomy a poté piisel
vyzkum proménlivosti na zdklad¢ studia sekundérnich metabolitli nalezenych ve
vzorcich rostlin. Dnes mame moznost zkoumat proménlivost piimo na zakladé
zkoumani DNA. Kazdd zména v genetickém kodu nemusi zdrovent vyvolat zménu
v produkci sekundarnich metabolitii nebo zménu fenotypu, proto jsou dnes metody
zalozené ptimo na studiu DNA povazovany za spolehlivéjsi a relevantnéjsi.

V dnesni dobé Ize pifimo analyzovat sekvence DNA pomoci automatickych
sekvenatort,, coz je ale pomérné¢ nadkladné a ne pro kazdého dostupné. Ke studiu
variability v naSich podminkach se tedy pouziva hlavné otisku DNA vyuzivajiciho
polymerasovou fetézovou reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR). Tato metoda je
zalozena na zmnozeni (amplifikaci) urcitych tsekiit DNA in vitro. Rizné taxony se

svym otiskem DNA mohou zna¢né liSit. Stiidanim opakovaného zahiivani a
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ochlazovani vzorku mizeme z né€kolika usekl, které mame, ziskat velké mnozstvi
téchto tsekti. Pomoci primert, které jsou pro mnohé druhy jiz zndmé, si definujeme
usek DNA, ktery se bude pfi PCR mnozit. Primery jsou kratké oligonukleotidy, které
jsou komplementarni k tisektim ohrani¢ujicim misto naseho zajmu. PCR reakce byva
&asto citliva na podminky, napf. na teplotu annealingu, obsah Mg" iontfi & koncentraci
DNA. Detekce fragmenti zmnoZenych pii PCR se vétSinou provadi na sekvendtoru
nebo pomoci agarézového a polyakrylamidového gelu (PAGE).

Ke studiu rostlinného genomu a variability mizeme pouzit velké mnozstvi riznych
molekularnich markeri. Markery nam poskytuji informace o organismu ziskané
s pomoci analyzy jeho molekul (proteinii: analyza isozyma nebo nejcastéji DNA: tzv.
DNA markery). Prvni skupinou jsou markery dominantni, které byvaji levnéjsi, ale jsou
pomérné¢ anonymni (napt. RAPD, RFLP, AFLP). Vazi se v genomu na vice mist.
Markery kodominantni jsou oproti dominantnim drazsi, pracnéjsi, ale piindseji presnéjsi
a informativni vysledky (napf. mikrosatelity SSR). Vazi se v genomu pouze na jedno
misto, takze dokdzi rozlisit jednotlivé genotypy. PouZzivaji se pravé pro studium
hybridizace, paternity a populacni genetiky.

Variabilita DNA mize byt na riznych Grovnich riznd. Nékteré sekvence jsou stalé
uvnitt 1 mezi druhy, nékteré jsou naopak variabilni tak moc, ze kazda rostlina je odliSna.
Proto se pro studium urcité problematiky uzivaji odliSné ¢asti genomu. Pro studium
hybridizace a fylogenetickych vztahi se pouzivaji relativné konzervativni useky
chloroplastové DNA, ktera se dédi po matetské linii a diky tomu se béhem meiosy
nerekombinuje.

Nékteré sekvence DNA jsou v rostlin€ pfitomny jen v jedné kopii, n€které se opakuji a
nékteré se opakuji velmi Casto. Opakujici se sekvence mohou byt kratsi tseky dvou az
Sesti paru bazi, tém se fikd mikrosatelity (SSR neboli Simple Sequence Repeat).
Vyskytuji se ve vSech prokaryotickych i eukaryotickych organismech a v kodujicich 1
nekodujicich oblastech. Jsou velmi pocetné a rozmisténé po celém genomu. Lze je
pomérné snadno studovat s pouzitim PCR reakce, ale musime znat sekvence primerti a
PCR reakci je nékdy tfeba dlouho optimalizovat. Pro vrby jsou nékteré tyto sekvence
znam¢é (Barker et al. 2003, Stamati et al. 2003, Reisch et al. 2007). Obecné se pouzivaji
hlavn¢ k analyze rodiovstvi, identifikaci klonl a populacné-genetickym studiim
(genovy tok, migrace, historie populaci). Jaderné mikrosatelity jsou nejlepSim

soucasnym markerem pro zhodnoceni populacni variability. Pro studium hybridizace se
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dale daji pouzit metody PCR-RFLP s chloroplastovou DNA, analyza isozymi, AFLP ¢i
DNA MicroArrays, coz je ale extrémné drah4 metoda.

Nové molekularni metody maji ale také své nevyhody. Nékdy mize byt problémem
izolace DNA studované rostliny, nékdy odbér vzorki, kdy se soustiedime pouze na
nekolik rostlin a nevime, jak moc reprezentuji danou populaci ¢i druh. Vysledky
nckterych metod nejsou opakovatelné pro rizna pracovisté (napt. RAPD — Randomly
Amplified Polymorphic DNA). A v neposledni fadé byva problémem i kontaminace
vzorkl, obzvlast pii PCR metodach.

Diky molekularnim fylogenetickym studiim mame velké mnozstvi molekuldrnich
markertt (Rieseberg 1995), pomoci kterych mutzeme studovat a kvantifikovat
hybridizaci a procesy s ni spojené ¢i presné identifikovat rizné stupné hybridd (hybrid
prvni generace, zpétny kiizenec apod.). Mlzeme také sestavovat genetické mapy
hybridnich druht.

V soucasné dobé je hybridizace vrodu Salix studovana téméf po celém svéte.
Experimenty mizeme rozd¢lit podle jejich povahy na &isté laboratorni s materidlem
nasbiranym v pfirodnich populacich a na experimenty v populacich pokusnych (na poli,
ve skleniku).

Hodné experimentii je provadéno ve skleniku ¢i na pokusné ploSe. Autofi nasbiraji
rostliny, péstuji je ve skleniku nebo na poli a experimentalné tvoii kiizence F1, zp&tné
ktizence apod. Ve skleniku se daji ovliviiovat rizné faktory prostedi (teplota, vlhkost,
napadeni patogenem), rostliny se daji nahodné ¢i nenahodné rozmistit podle potieby a
da se sledovat a méfit Zivotaschopnost a reakce rostlin (velikost rostlin, listi, pocet
jehnéd, biomasa listd, jehnéd, pocet semen atd.).

Salick & Pfeffer (1999) tak prokazovali soucasny vyznam hybridizace a klonalniho
rozmnozovani pro vrby, Fritz et al. (2006) zkoumali vyznam zivotniho prostiedi
(konkrétn¢ ptidni vlhoksti) pro rodice a fitness hybridi, Hochwender & Fritz (1999)
studovali vliv hybridizace a environmentdlniho stresu na vyvojovou nestabilitu
morfologickych znakt (tzv. fluctuating asymmetry) projevujici se v riznych rozmérech
listh vrb a Hardig et al. (2000) hledali morfologickou a molekuldrni evidenci
hybridizace a introgrese v hybridni zoné Salix eriocephala — S. sericea.

V Némecku se Beismann et al. (1997) vénovali studiu hybridizace Salix alba a S.
fragilis. Pomoci AFLP analyz se jim podafilo identifikovat jak druhy rodi¢ovské, tak
hybridy. Diky vysledkim z AFLP bylo také zjisténo, ze 4 jednotlivé stromy z 26

zkoumanych od sebe nemohou byt odliSeny ani pomoci vSech 3 primerovych
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kombinaci, tzn. je to pravdépodobné jeden klon. Na zdkladé AFLP a mikrosatelita také
pracoval Hanley et al. (2002) se S. viminalis, kdy vytvotili genetickou mapu druhu a
snazili se identifikovat markery, které jsou spojeny se znaky vyznamnymi pro
zemédelskou produkei (alternativni paliva — biomasa).

Pomoci mikrosatelitd jsou zkoumany i vysokohorské vrby. Ve Skotsku je pouzili
Stamati et al. (2007) pro studium diverzity podilu klonalniho rozmnoZovani 3 druhi
horskych vrb (Salix lanata, S. lapponum a S. herbacea) a v Némecku Reisch et al.
(2007) pro studium prostorové genetické struktury a podilu klonalniho a sexualniho

rozmnozovani S. herbacea.

Hybridizace, mikrosatelity a ochrana prirody
Hybridizace je pro ochrandie velkym ofiSkem. Zakladnimi otazkami je, zda hybridy

také chranit a zda lze domaci druhy chrénit pted kifizenim s druhy introdukovanymi
(Allendorf et al. 2001). Skodlivé efekty hybridizace (at’ uz s nebo bez efektu introgrese)
jiz vedly k vymizeni mnoha populaci a vyhynuti mnoha rostlinnych a zivocisnych
druhti. Zvlast problematické je mezidruhové kiizeni u druht maélo pocetnych a
vzacnych, které pfijdou do styku sdruhy béznymi. ZvySujici se vliv ¢lovéka na
ekosystémy zplsobuje, Ze je hybridizace mnohem castéjsi. Nejvic piisobi introdukce
politika ochrany ptirody byla striktn¢ proti ochrané¢ druhd vznikajicich hybridizaci.
Dnes je ale hybridizace povazovana za jeden z dulezitych procest evoluce, proto jsou
také ménény zasady ochranatské politiky.

Allendorf et al. (2001) se pokusili hybridizaci roztfidit a podle jednotlivych druhii
nastavit, zda mad cenu hybridy chranit nebo ne. Zakladnim kritériem bylo, zda je
hybridizace ptirodnim procesem nebo procesem ovlivnénym ¢i zpisobenym c¢lovékem.
Pokud je hybridizace pfirodni, mize vznikat (1) pfirodni hybridni druh, (2) pfirodni
introgrese a (3) pfirodni hybridni zona. V téchto ptipadech (hlavné u ¢. 1) by mély
hybridné vznikajici rostliny byt urCitym zplisobem chranény i ptes jejich hybridni
ptvod. Pokud je ale hybridizace antropogenni, mohou vznikat pouze kiizenci prvni
generace (F1) a pokud jsou sterilni, probihd (4) hybridizace bez introgrese. V tomto
pfipadé hybridizace pifimo populace genetickym promiSenim neohrozuje, ale
promarnéné investice do rozmnozovani mohou piedstavovat demografické riziko.

Pokud se F1 hybridi ktizi zpétné s rodici, vznika tak hybridni roj. V ném miize dochazet
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k (5) velmi rozsifené introgresi nebo (6) kompletnimu promiSeni. Tyto hybridni roje
zpusobuji ochrané ptirody nejvétsi problémy. Pokud mame populaci ve stavu 5 a neni
provedeno ochranné opatfeni, miZe se populace dostat do stavu 6, ve kterém c¢isti rodice
neexistuji.

Pokud uz hybridizace jednou zapocne, je obtizné s ni néco ud¢lat, hlavné pokud jsou
kiizenci plodni a kiizi se mezi sebou i1 zpétn¢ s rodi¢i. Pokud se populace dostane do
stavu 6, méla by ji byt i nadale vénovana pozornost, protoze hybrid miiZze v ekosystému
zaujmout stejnou ekologickou funkci jako méli rodi¢e. Clovékem zptisobena
hybridizace a jeji skodlivé vlivy na populace (hlavné nahrazeni druhti hybridem ¢i
genetické promichani) v posledni dob¢ nariistaji, takze ochranarska politika by se méla
zaméfit hlavné na omezeni téchto lidskych vlivi.

Vyuziti mikrosatelitii miZe mit pro ochranu pfirody pomérné velky vyznam. Vazi se
v genomu pouze na jedno misto, tzn. jsou schopné identifikovat jednotlivé genotypy.
Diky svému kodominantnimu charakteru lze tak nejen identifikovat jedince/klony, ale
rovnéz miru hybridizace danych jedinci/klont. Z celkového poctu riznych genotypil
muizeme potom usuzovat na podil klonalniho (vegetativniho) rozmnoZovani, podil
sexudlniho rozmnozovani, frekvenci hybridizace a vnitrodruhovou variabilitu. To
vSechno pfindsi velice cennou informaci, kterda mize byt nasledné vyuzita pii tvorbé
vhodnych planii péée a zdsad managementu druhtl, pfedev§im pro malé, prostorove

nebo pocetné omezené a reliktni populace.

Budoucnost vyzkumu
Tato diplomova prace je mj. pilotni studii pro nasledujici doktorské studium na Katedie

botaniky Univerzity Palackého. Vyzkum vrby hrotolisté zacal jiz bakalafskou praci
(Brandova 2008), kde byly zjistény zékladni morfologické charakteristiky vhodné
k odliSeni studovanych taxonid (vrby hrotolisté, vrby slezské a jejich kiizence), byla
stanovena frekvence vyskytu studovanych taxontl a tim i hybridizace na lokalit¢ Velka
kotlina a byly objasnény ekologické preference studovanych taxont. Tato diplomova
prace dala podnét k revizi rozsiteni vrby hrotolisté (ze 4 lokalit uvadénych v literature
uz pravdépodobné existuji jen 2). Bylo zjiSténo, Ze na lokalit¢ Velkd kotlina se
vyskytuje malé mnoZstvi sterilnich rostlin a pomér pohlavi je vychylen v prospéch
samic. Dale byla optimalizovana metoda vyuziti publikovanych mikrosateliti pro

pouziti v podminkach molekularni laboratofe Katedry botaniky UP v Olomouci.
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Zarovenn byly optimalizovany podminky pro 2 mikrosatelity. Z vysledkii se da
odhadovat, Zze k hybridizaci dochéazi na lokalit¢ opakované, genotypy kiizence jsou
alelicky podobné&jsi vrbé slezské a vrba hrotolistd se ve Velké kotlin€ pravdépodobné
rozmnozuje sexualné (bylo u ni objeveno vice riznych genotypti).

V ramci budouciho doktorského studia bude zrevidovano soucasné rozsifeni druhu a
kiizence svrbou slezskou. Bude pokracovat molekuldrni vyzkum s pouzitim
mikrosateliti. Bude pfedevS§im zvySeno mnozstvi vzorkd jednotlivych druhii a bude
pouzito véts§i mnozstvi dostupnych mikrosatelitovych primerti. Pro ziskani vysledkd,
kterymi budeme moci lépe popsat déje v populacich, predpokladame wvuziti 5-7(-10)
mikrosateliti. V této praci prezentované vysledky naznacuji, Ze diky tomu budeme
schopni 1épe charakterizovat smér genetického toku, strukturu populaci a frekvenci
hybridizace, ptipadné zda-li dochézi ke genetické erozi jednoho z rodict.

Zaroven vyvstava otazka podobnosti naseho typu vrby hrotolisté se skandindvskymi
rostlinami a jejich odliSnosti od rostlin alpskych (popt. karpatskych). I tato problematika
by méla byt feSena v rdmci budouciho doktorandského studia, kdy by mély byt ziskany
vzorky vrby hrotolisté z dalSich evropskych populaci. Méla by byt stanovena geneticka
ptibuznost jesenickych populaci k vybranym evropskym populacim a zodpovézena
otazka, zda-li jsou naSe populace bliz§i skandindvskym (jak se zd4d z morfologické

podobnosti) nebo stiedoevropskym (Alpy, Karpaty).

Zavér

Tato prace se zabyvala hybridizaci vrb obecné, hybridnimi zoénami a terénnimi
studijnimi objekty pro tuto praci byla vrba hrotolistd, vrba slezskd a jejich kiiZenec
Salix xchlorophana z lokality Velka kotlina v Hrubém Jeseniku. Cilem této prace bylo
zmapovani sou¢asného vyskytu vrby hrotolisté a jejiho kiiZence s vrbou slezskou v CR,
revize herbafovych polozek a tvorba mapy soucasného rozsifeni, zjiSténi poctu
sterilnich a nesterilnich rostlin a poméru pohlavi na lokalité Velka kotlina, optimalizace
pouziti mikrosateliti pro studium vrby hrotolisté, vrby slezské a jejich kifizence a
nakonec nastin budouciho pouziti mikrosateliti pro cely ochrany ptirody.

Byly zrevidovany herbatfové polozky 5 rtznych instituci. Na zdklad€ soupisu lokalit
ziskanych z této revize a nalezeni jejich GPS soufadnic byla sestavena mapa sitového
roz$iteni. Vrba hrotolista a jeji kfizenec u nas maji 4 rtizné lokality v Hrubém Jeseniku

(Velka a Mala kotlina, svah pod Petrovymi kameny, Serak). Terénnim pozorovanim v
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lokalit¢ Maléd kotlina ale vyskyt vrby hrotolist¢ nebyl potvrzen, pfitomen byl pouze
ktizenec. V ptipad¢ svahu pod Petrovymi kameny bylo nalezeno jen nékolik jedinct
vrby hrotolisté. To vSe vede k zavéru, Ze by soucasné rozsiteni vrby hrotolisté mélo byt
v budoucnu ovéfeno a nasledn¢ zrevidovano. Je pravdépodobné, ze ze 4 lokalit se
stanou pouze 2.

Ve Velké kotlin€ bylo nalezeno pouze nékolik sterilnich rostlin studovanych taxoni (u
vrby hrotolisté 3, u kiizence 12). To ziejme potvrzuje, ze druh na lokalit¢ dobie
prosperuje a muze se rozmnozovat sexualné¢. Pomér pohlavi byl u vrby hrotolisté
pomérné vyrovnany (3:Q = 1,1:1), u kiizence byl vychylen ve prospéch samic (3:Q =
1:2,1).

V terénu byly nasbirany listy rostlin, z nichZ byla vyizolovana genomickd DNA a méli
jsme k dispozici 48 vzorkli pro optimalizaci mikrosateliti. Bylo vyzkouSeno sedm
mikrosatelitt znamych pro jiné druhy rodu Salix, podminky byly optimalizovany pro 2
znich (MS-SX 11, MS-SX 12). Ze ziskanych vysledkli piedbézné vyplyva, ze
k hybridizaci vrby hrotolisté s vrbou slezskou dochazi ve Velké kotliné opakované, ze
ktizenec je alelicky podobnéjsi vrbé slezské a ze vrba hrotolistd je na lokalité
genotypicky pomérné variabilni. Ze ziskanych dat vyplyva, ze siln¢ ohrozeny druh vrba
hrotolistd se na lokalité¢ rozmnozuje 1 generativné, je geneticky variabilni a jeji vyskyt
zde neni do budoucna pravdépodobné ohroZzen. Pfesné takova data jsou pro ochranu

ptirody potiebna a mohou byt ziskana pravé metodou mikrosatelitd.
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