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Abstrakt

Tato prace navazuje na problematiku morfologické variability biiz feSené
v bakalarské praci a dale ji rozvadi a dopliuje o molekularni analyzy. Na zaklad¢ dat
ziskanych z jedinci odebranych na Tiebonisku, piesnéji vystupt z prutokové cytometrie
a molekularnich analyz (analyz mikrosatelitti), byla posouzena geneticka variabilita mezi
diploidnimi a tetraploidnimi taxony rodu btfiza (Betula L.) na Tiebonsku. Celkem byly
vybrany 3 lokality pro sbér vzorkii s ohledem na pfirozeny vyskyt B. pubescens a B.
carpatica. Sbér probéhl v roce 2017, kdy bylo odebrano ze vsech 3 lokalit 26 jedincd.

Statisticka analyza velikosti genomu vzorki biizy bélokoré a vzorku btiz z okruhu
biizy pyfité byla testovdna pomoci t-testu, ktery neprokazal vyznamny statisticky rozdil
Vv téchto hodnotach (t=1,08; df=11, p=0,3). Nasledna analyza proporce sdilenych alel mezi
diploidnimi a tetraploidnimi jedinci nalezla v celkovych 86 alel 28 sdilenych alel, tedy téch,
které se vyskytovaly zaroven u diploidnich i tetraploidnich jedinct. Touto analyzou bylo

taktéZ zjiSténo, ze tetraploidni jedinci jsou pravdépodobné allopolyploidniho piivodu.

Vysledky molekularni analyzy poukazuji na relativné vysokou vnitrodruhovou
variabilitu u tetraploidnich jedincti v porovnani se zkoumanymi diploidnimi jedinci. Z PCoA
diagramu jsou patrné stejné vysledky. Diploidni jedinci nevykazuji témét zadnou genetickou
variabilitu. Tetraploidni jedinci vykazuji shlukovitost dat, kterd poukazuje na mirnou

1

rodu velice Casta.

Klicova slova: bfiza pyfita; biiza karpatska; biiza bélokora; analyza mikrosatelita



Abstract

This thesis continues in study of morphological variability of birch trees previously dealt
with in bachelor thesis, further expands and completes it with molecular analysis. Based on
the measurement obtained from Tiebon region specimen, precisely results from flow
cytometry method and molecular analysis (Microsatellite analysis), genetic variability
evaluation between diploid and tetraploid taxa of Birch genus (Betula L.) was conducted in
Ttebon region. Altogether 3 locations with natural habitat of B. pubescens and B. carpatica
were selected for sample analysis. The samples, total of 26 specimen from 3 locations, were
collected in 2017.

Genome size statistical analysis of Betula pendula and Betula pubescent was tested
using t-test which did not show a significant statistical difference in these values (t=1,08; df
=11, p=0,3). Subsequent analysis of the proportion of shared alleles between diploid and
tetraploid specimen found 28 shared alleles in a total of 86, those that appeared in both
diploid and tetraploid specimen. This analysis also revealed tetraploid individuals are likely

to be of allopolyploid origin.

The results of molecular analysis indicate a relatively high intraspecific variability in
tetraploid individuals compared to the studied diploid individuals. Same results are also
evident from the PCoA diagram. Diploid specimen show almost no genetic variability.
Tetraploid specimen show sameness of data, indicating slight variability between the

specimen. This variability may be caused by hybridization, very common in this genus.

Key words: Downy birch; Carpathian birch; Silver birch; microsatellites analysis
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1 Uvod a cile prace

Btizy (rod Betula L.) se vyskytuji po celém uzemi severni polokoule mirného
a chladného pasma az po pasmo tundry (URADNICEK 2010). Tyto dieviny jsou oznadované
jako pionyrské a &asto se vyskytuji na extrémnich stanovistich (SYKORA 1983).
Determinace jednotlivych taxond je v rdmci rodu bfiza Casto obtizna, a to zejména diky
znaéné variabilité jednotlivych druhti (KARLIK et al. 2010). Tato variabilita, zejména
pravdépodobnosti reakci na zménu klimatu v minulosti (LI 2007). Hlavnim didvodem
obtizného uréeni jednotlivych druht bfiz je jejich k¥izeni a nasledna introgrese (JARVINEN
et al. 2004).

wevr

rodil a jejich uréovani pomoci morfometrickych znaki je velice obtizné (JARVINEN et al.
2004). Tento problém je zpusoben zejména chybnym nebo slozitym urc¢enim jednotlivych
druht: a jejich hybrid (THORSON et al. 2007). Takto nejasné taxonomické rozdéleni biiz

MV

uvadén mezi 30-60 (FURLOW 1990, ATKINSON 1992, JARVINEN et al. 2004).

V Ceské republice je biiza oznatovana za plevelnou dfevinu (URADNICEK 2010),
V lesnické praxi se vyuzivala pouze jako piipravna dievina (KAMENSKY et STEFANCIK
2010). Mezi ptirozené se vyskytujici druhy na nasem uzemi mizeme povazovat biizu
bélokorou (B. pendula Roth), biizu pyftitou (B. pubescens Ehrh.), btizu trpasli¢i (B. nana L.)
a biizu ojcovskou (B. oycoviensis Besser). Zajimavym taxonem je taktéz biiza karpatska (B.
carpatica W. et K.), kter je na naSem tzemi povazovana za samostatny druh (HEJNY et
SLAVIK 1990, SYKORA 1983). Dalsim druhem vyskytujicim se na nagem tizemi miize byt
mimo jiné i biiza tmava (B. obscura A. Kotula), kter4 roste pouze v Severni Moravé (HEINY

et SLAVIK 1990); jeji taxonomické zafazeni je taktéz predmétem diskuse.

Bfiza se v lesnictvi vyuzivala jiz v minulosti jako ptipravna dievina, kdy pro jeji
pionyrské vlastnosti byla vyuzivana pro prvotni vysadbu narozsdhlych kalamitnich holinach
(KOUBA et ZAHRADNIK 2010). Tato dievina je taktéz hojné vyuzivana pii rekultivaci

antropogenné poskozenych Uzemi, jako jsou napf. uzemi po povrchové téZbé surovin.
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uhelnych dolii (napt. Bilina ¢ Tugimice) (SIMON et BUCEK 2010).

Velice vyznamnym mistem, kde bfiza ziskala své misto jsou Jizerské hory. V prvni
poloving 90. let 20. stoleti se na vyzkumné plose Jizerka (VULHM) provedly experimentalni
vysadby biizy karpatské. Tyto vysadby piinesly zasadni poznatky o schopnosti pieziti této
dfeviny v extrémnich podminkach a schopnost vytvaret vhodné podminky pro uchyceni
a nasledny ruist cilovych hospodarskych drevin. Btiza karpatska prokdzala vyssi odolnost

vii¢i syndromu chitadnuti biiz oproti btize bélokoré (KUNES et al. 2010).

Obrdzek 1— Habitat tetraploidniho (vievo) a diploidniho (vpravo) jedince rodu biiza na iizemi NPR Cervené
Blato.

Cilem této diplomové prace je posoudit morfologickou a genetickou variabilitu
diploidnich a tetraploidnich druht bfiz na Tiebofisku a pomoci molekuladrnich analyz
(analyzy mikrosatelitli) zhodnotit miru variability v rdmci jedinc se stejnou velikosti

genomu.
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2 Literarni reSerse

2.1 Taxonomie rodu Briza

Biizy (rod Betula, &eled” biizovité — Betulaceae) (URADNICEK 2010) jsou
polyploidnim rodem zahrujici diploidni, triploidni, tetraploidni, pentaploidni, hexaploidni,
I jedince svys$sim stupném ploidie (WOODWORTH 1929, MCALLISTER et
ASHBURNER 2007).

V soucasnosti je celed biizovité (Betulaceae) rozdélena do dvou podceledi:
Coryloidae a Betuloidae. V podceledi Betuloidae se dale nachazi dva rody: Betula
a Alnus (JARNIVEN et al. 2004). Pocet jednotlivych druhi se znaéné lisi v zavislosti
na autorovi (LI et al 2005); dle ATKINSONA (1992) rod bfiza ¢ita 50 druhi, ASHBURNER
et MCALLISTER (2013) wuvadéji az 64 taxoni a KULA (2011) uvadi
az 120 druht btiz. Uvadény pocet druhti btiz je z divodu taxonomické slozitosti rodu Casto

nadhodnocen, dle LI et al. (2005) se v souc¢asné dobé na celém svété nachazi 3045 druhd

btiz.
Taxonomické rozdéleni Cesky ndzev Latinsky nazev  Rodové oznaceni
Rige Rostliny Plantae
Podrise Cévnaté rostliny ~ Tracheobionta
Oddéleni Krytosemenné Magnoliophyta
Ttida Dvoudélozné Rosopsida
Rad Bukotvaré Fagales
Celed Biizovité Batulaceae
Podceled’ Betuloiedae Betula
Coryloiedae Alnus

Tabulka 1 - Taxonomické zarazeni rodu Betula (Hejny & Slavik, 1990, 1997)

12



Nazory na systematiku rodu Betula se u ruznych autort li§i. Dle nejnovéjsiho
taxonomického pichledu biiz autort ASHBURNERA et MCALLISTERA (2013) se btizy
rozdéluji do 4 rodt a ty pak dale na 8 sekci. JARVINEN et al. (2004) rozdéluje rod biiza do
2 podrodu: Betulaceae a Betuloidae, které se nasledn¢ rozdéluji na 2 rody: Alnus
a Betula. V Ceské republice jsou pavodni druhy dle ASHBURNERA et MCALLISTERA
(2013) zatazeny do rodu sekce Betula a jeden druh do sekce Apterocaryon. Obecné
je systematika biiz v soucasnosti stale problematicka, a to z mnoha divodd. Jednim z nich
je napf. ¢asta hybridizace. Literatura zabyvajici se taxonomii a systematikou b#iz zahrnuje

celé spektrum popsanych druhi, poddruhii a hybridis (KUNES et al. 2019).

13



2.2 Problematika zarazeni vybranych taxoni rodu Bfiza

vvvvv

(KARLIK 2010). Samotn4 taxonomické problematika je zptisobena zejména polyploidizaci,
hybridizaci jednotlivych druhl bfiz a jejich zpétnym kiizenim s rodiCovskymi druhy —
introgresi (JARVINEN et al. 2004). Kiizeni diploidnich a tetraploidnich druht je v piirodé
mozné, pokud jsou vysledkem triploidni jedinci, jsou sterilni. Mira hybridizace v piirodnich
podminkach neptesahuje 4 % (SYKORA 1983), u rodu biiza vak sehrala velmi dileZitou
roli v samotném vyvoji tohoto rodu (JARVINEN et al. 2004). Fenotyp a genotyp biiz mize
byt mimo jiné ovlivnén také zménou Klimatu, a proto je tfeba se v souc¢asné dobé zaméfit

I na tuto studii (GILL et DAVY 1983).

V Ceské republice se piirozené vyskytuji diploidni a tetraploidni druhy biiz. Mezi druhy
vyskytujici se téméf na celém naSem uzemi patii biiza bélokora (Betula pendula Roth), ktera
je diploidni (2n=28) a =zejména ve vysSich polohach bfiza pyfita, kterd
je tetraploidnim druhem (2n=56). Zakladni chromozomové ¢islo je x=14. Tetraploidni druhy
bfiz patfi do pomérné slozité skupiny subtilnich, slozité¢ determinovatelnych taxoni

(ESNEROVA et al. 2012).

Mezi témito dvéma druhy existuji zna¢né rozdily, které se 1iSi podle piivodnosti porostu.
Naprtiklad pavodni biezové porosty rostouci ve Finsku jsou ekologicky oddé€lené
a vykazuji zna¢nou odli$nost. Ve Velké Britanii je vétSina biezovych porostit sekundarniho

puvodu a rozliSeni neni jiz tak patrné jako u porostl ve Finsku (GILL et DAVY 1983).

v

Jednim z nejspolehliv&jsich zjisténi ploidie je pomoci priitokové cytometrie (KARLIK
2010). Princip pritokové cytometrie spociva v navazani fluorescenéniho barviva na
dvousroubovici DNA zkoumaného jedince a nasledné ozatfeni svétlem nalezité vinové délky
lze zméfit intenzitu fluorescence. Vystupem pritokové cytometrie je mimo jiné zjisténi
velikosti genomu. U tzce piibuznych taxonl lze zaznamenat shodnou velikost genomu,
u téchto pripadd je potfeba pro piesné odliSeni vyuzit molekularnich metod (napiiklad

analyzu mikrosatelitnich oblasti jaderné DNA) (KARLIK et al. 2010).
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V terénnich podminkach je vSak metoda pritokové cytometrie nepouzitelna, proto lze
suréitymi omezenimi vyuzit jednodussi metody, napiiklad morfometrickd méteni
jednoduchymi kancelarskymi pomuckami (LINDA et al. 2017). Rozliseni diploidnich
a tetraploidnich jedincl Ize krom¢ morfometrie listovych parametri provést taktéz na
zaklad¢ morfometrie plodu, letorosti a pylovych zrn (GILL et DAVY 1983). Diploidni
druhy btiz zpravidla vykazuji mensi miru variability v morfologickych a molekularnich

kritériich neZ tetraploidni druhy (KUNES et al. 2019).

Jednim z problematickych taxont je biiza skalni (Betula petraea), ktera vznikla
dle HEINEHO et SLAVIKA (1990) =zkiizenim B. petraea a B. pubescens.
Jako samostatny druh ji podrobné popsal SYKORA (1983). Tento druh je oznadovany
za typického zastupce reliktnich bortl. Vyskytuje se zejména ve stiednich polohach Ceského
masivu, a to konkrétn€ji na Labskych piskovcich, Teplicko-AdrSpasskych skalach,
Broumovskych sténach a HejSoviné. Typickymi lokalitami pro tento druh
jsou Polomené hory a Cesky r4j. Typickym stanoviitém jsou radeliny a raselinné panve
(Ttebotisko, Sumava, Ceskomoravska vyso¢ina). V tomto piipadé je mozné vzit v uvazeni

hybridizaci na dvou odli§nych ekotypech (skaly a raseliny) (SYKORA 1983).

Dalsim z fady problematickych taxonl je bifiza karpatska (Betula carpatica). Jedna
se 0 druh, ktery vznikl dle SYKORY (1983) introgresi B. pendula a B. odorata, oviem
dle HEINEHO et SLAVIKA (1990) ma tento druh pivod zcela odlisnych rodi¢a,
a to B. pubescens a B. tortuosa. Mnoho autord se piiklani k moznosti zatazeni biizy
karpatské jako podruhu biizy pyfité. V Ceské republice se donedivna povazovala biiza
karpatska za samostatny druh. Lesnici se fidili dosavadni taxonomii pouZivanou v Ceské
republice a na zaklad¢ této taxonomie navrhli vyuZitelnost biizy pyfité a btizy karpatské
Vv odlisnych nadmotskych vyskach. Pro btizou pyftitou byly v severnich horach nejvhodné;si
podminky do 1 000 m n. m., zatimco pro bfizu karpatskou byly nejoptimalnéjsi podminky
nad 1 000 m n. m. (KUNES et al. 2019). V t&chto horskych podminkach ma biiza karpatska
vysoky potencial pii stabilizaci lesnich porostd, a to diky svym fyziologickym
a mechanickym vlastnostem, zejména pak velkou mrazuvzdornosti, schopnosti vytvafet

plazivé formy a stavby dieva, ktera velice dobie odolava tézkému snéhu (KARLIK 2010).
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2.3 Obecna charakteristika rodu Briza

2.3.1 Brizovité (Betulaceae)

Celed’ biizovité (Betulaceae) z fadu bukotvaré (Fagales) jsou listnaté opadavé dieviny
s bohaté rozvinutym, srdcovitym, kofenovym systémem. Borka je zpravidla hladka,
Supinovita, nékdy odlupciva. Kvéty jsou jednopohlavné. Samci kvéty s vyvinutym okvétim,
sami¢i kvéty obvykle bez okvéti (HEINY et SLAVIK 1990). Plodem je nazka valcovitého
tvaru s trojlaloénymi podplrnymi Supinami a prostfednim S$pi¢atym lalokem. List je

jednoduchy s dlouhym fapikem a stiidavym postavenim na letorostu (URADNICEK 2010).

2.3.2 Briza (Betula)

Jsou dieviny az 35 m vysoké s nepravidelnou korunou. Z hospodaiského hlediska jde
0 relativné kratkovékou dievinu, ktera se doziva zhruba 100 let (KOBLIZEK 2006). Hladka,
zejména bild borka mize nabyvat u urcitych druhii i tmavohnédé az cerné barvy. Pupeny
jsou zpravidla zakryté nékolika Supinami a pfisedlé. Sam¢i jehnédy na konci prytd
prezimujici. Sami¢i jehnédy piezimuji v pupenech zkraceného vyhonu. Plodem
je jednosemenna okiidlena nazka (HEINY et SLAVIK 1990).

Rod btiza se ve stiedni Evropé déli do sekci Betula (B. pendula Roth, B. pubescens
Ehrh.) a Apterocaryon (B. nana L.) (KUNES et al. 2019). Jednotlivé druhy uvedené
v sekcich jsou rozdéleny zejména na zaklad¢ pribuzenského historického vyvoje (SCHENK

et al. 2008).

Nejcastéji nalezneme biizu v mirnych a borealnich pasmech severni Evropy, nicméné
se vyskytuje téméf na celém jejim uzemi. V pobaltskych zemich se jeji zastoupeni pohybuje
mezi 17-28 %, ve skandinavskych zemich mezi 11-16 % (HYNYNEN et al. 2009). V Ceské
republice se vyskytuje 5-6 druht biiz (URADNICEK 2010). Podminky jsou zde pro tyto
druhy velice vhodné, ostatné bfiza neni naro¢nou dievinou, jedinou zasadni podminkou pro
tuto drevinu je dostatek svétla. Biizy se vyskytuji zejména na vlhkych hlinitopiscitych
pudach, nicméné jsou dosti adaptabilni i na jiné pidni podminky jako napf. na zamokiené

pudy, nebo na chuda sucha mista (HEIKE 1978).

Bfiza z hospodaiského hlediska neni pfili§ vyuzivanou dievinou, nicmén¢ nékteré

formy biiz (napi: ,,biiza karelska“, B. pendula var. carelica) maji uplatnéni v nabytkaiském
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primyslu, a to zejména diky jeji dekorativni kresbé, kterd je i znacné cenéna. Tato dfevina
ma roztrousené porovitou stavbu dieva a nevytvarii jadro, poptipadé lze nalézt pii ristu
v nevhodnych podminkach i strom s nepravym jadrem, tato vada vSak snizuje kvalitu
a hodnotu dieva. Radi se mezi tzv. dieviny b&lové, které maji po prifezu kmenem stejnou
barvu. Velkou nevyhodou této dfeviny z hlediska dievozpracujiciho primyslu je nizka

odolnost dfeva vici hnilobam (ZEIDLER 2010).
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2.4 Charakteristika domacich taxonu

2.4.1 Briza bélokora (Betula pendula Roth)

Tento druh je charakterizovan svoji ekologickou nenarocnosti a je ¢asto oznaovan
za pionyrskou dievinu. Tato bfiza je velice rozsifenym druhem rostoucim téméf na celém
tizemi Evropy vyjma Islandu, ptevazné asti Recka a Pyrenejského poloostrova. Nejhojngjsi
je pak na severu, kde tvoii rozsahlé biezové porosty. V Ceské republice se vyskytuje téméf
na celém tizemi kromé luznich a vysokohorskych lesti (BURIANEK et al. 2014). Vytvafi
nepravidelnou vejcovitou korunu s pfimym kmenem, ktery je v mladi hladky, zlutavé az
nacervenale hnédy, pozdéji mize byt Sedave bily az bily a loupany. Strom muize byt vysoky
az 25 m s Casto previslymi vétvemi. Letorosty jsou lysé se zaSpicatélymi vejcovitymi pupeny

(HEINY et SLAVIK 1990).

2.4.2 Briza trpasli¢i (Betula nana L.)

Tento druh nalezneme nejéastéji na raselinistich. V Ceské republice pak napi.
v Jizerskych horach, Krusnych horach a na Sumavé. Dale ji miizeme nalézt na vné statnich
hranic v Orlickych a Novohradskych horach. Tento kef dortsta do vysky 20-50 cm a ma
poléhavé vétve. Borka je v mladi hnéda loupava, ve stafi pak sedoderna (HEJNY et SLAVIK
1990). Kofenovy systém je bohaty se spousty adventivnich kofenil rostoucich ve vnéjsi
vrstvé ptidy (URADNICEK 2010). Pupeny maji vejéity tvar a jsou tupé zaSpicat&lé. Saméi
jehnédy prisedaji pfimo na letorost, samici jsou stopkaté a vzpiimené. Plodem

je nazka (HEINY et SLAVIK 1990).

2.4.3 Briza pyf¥ita (Betula pubescens Ehrh.)

Aredl rozifeni této biizy je v Ceské republice tizce spjat s vihkymi a chladngjsimi
podminkami v porovnani s B. pendula (GILL et DAVY 1983). Jedna se o oddélené populace
vyskytujici se zejména v mokiadech a raselinistich (KUNES et al. 2017). Tento druh
miizeme nNalézt napt. v Krusnych horach, na Sumavé, v Hrubém Jeseniku a Velké kotling.
Vyi$kové maximum vyskytu je 1290 m n. m. (BURIANEK et al. 2014). Dortista do vysky
az 20 m. Borka je matné bila, zfeteln€ hluboce brazdéna borka. Vétve prvych fadia sméiuji
Sikmo vzhliru, nepievislé. Letorosty stfedné az silné pyfité, neobsahujici pryskyficné
bradavky. Pupeny mirné lepkavé, obvejcité. Samc¢i kvéty na koncich lonskych prytd

Vv previslych jehnédach. Samici jehnédy zprvu vzptimené, po opyleni pievislé. Plodem je
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nazka, ktera ma lem az 1,5x §ir$i aZ stejné $iroky jako semenné pouzdro (HEINY et SLAVIK

1990).

2.4.4 Briza karpatska (Betula caratica W. et K.)

Bftiza karpatska se vyskytuje ostrivkovité v pohotich stiedni, jizni a zdpadni Evropy
od Portugalska az po Rumunsko. V Ceské republice ji nalezneme napf. v Krusnych horach
a Vv Jeseniku. Typickou lokalitou, kde se vyskytuje tento druh, jsou zraselinéné mrazové
panve V Jizerskych horach (KARLIK 2010). Jeji vy$kové maximum ptirozeného vyskytu je
1345 m n. m. (Hruby Jesenik a Velka kotlina) (BURIANEK et al. 2014). Ve volné ptirodé
Ji mizeme nalézt v kefovych i stromovych formach. Dosahuje vysky az 12 m. Tvofi
nepravidelnou korunu, kmen je kiivolaky, sikmy (URADNICEK 2010) s bilou, Zlutavou,
¢ervenaveé hnédou az ¢ernou borkou. Vétve jsou zpocatku plstnaté, pozdé€ji vsak olysavaji.
Pupeny jsou lepkavé, obvejcité. Samci jehnédy previslé na konci pryti. Samiéi zprvu
vzpiimené, po oplodnéni ptevislé. Plodem je nazka s lemem uzs$im az stejné Sirokym jako je

semenné pouzdro (HEJNY et SLAVIK 1990).

Vycet dalSich druhti bfiz, které se pfirozené vyskytuji na naSem uzemi (KULA 2011,
KARLIK 2010)

= Betula oycoviensis BESSER — Btiza ojcovska

= Betula humilis SCHRANK — Bfiza nizka

= Betula petraea sensu SYKORA — Bfiza skalni

=  Betula obscura A. KOTULA — Biiza tmava
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2.5 Vyuziti rodu Btiza Vv lesnické praxi
2.5.1 Briza a jeji vyuziti v lesnim hospodarstvi

Bftizy jsou typickymi zastupci pionyrskych drevin, které jsou schopny silné¢ odolavat
suchu, mrazu i vysoké teplot¢ (ZAKOPAL 1960). Jedna se o svétlomilné dieviny, které
osidluji uzemi, ktera byla antropogenné ovlivnéna (holiny, vysypky, haldy, opusténa
zemé&délska puda, imisni kalamita) (SLODICAK et al. 2017). Ve 30. letech 20. stoleti
byla bfiza ¢asto vyuzivana jako tzv. pfipravna dievina po mniskové kalamité a v 80. letech

téhoz stoleti taktéZ jako ptipravna dievina po kalamit& imisi (MARTINIK 2014).

Pii pouziti btizy jako nahradni dfeviny v lesnictvi je dulezité vybrat vhodny druh
pro dané stanovisté. Jednotlivé druhy bfiz maji z¢asti odlisné ekologické naroky. Biiza
bélokora je vhodna zejména na stanovistich v CHS 13, 21, 27 a 57, dale také na stanovisti
hadcového boru a je méné vhodna v CHS 43 a 45. Btizu karpatskou a btizu pyfitou taktéz
lze vyuzit VHS 79, dale je pak bfiza karpatska vyuzitelnd v kleCovém LVS
a ve vysokohorskych lesich (MARTINIK 2014).

Z mikroklimatického hlediska mé btiza pozitivni vliv na rist cilovych dfevin, které
jsou V porostu spole¢né s biizou. Pii pozdnich mrazech ostatni plné vyraSené listnace
omrzaji, kdezto btiza je perfektné zvladd. V ochranném biezovém porostu jsou sazenice
pudou, kterd je v jarnich mésicich rozbahnénd (ZAKOPAL 1958). Tento zpiisob ochrany
cilovych dfevin se vyuziva pii zalesniovani holych seci, kde jsou Spatné mikroklimatické

podminky (SOUCEK et SPULAK 2010).

Z cilovych druhd dievin snaseji kalamitni holiny Iépe jehli¢naté dieviny (smrk
a modfin) nez listnaté dfeviny, zejména dub a lipa jsou v rdstu znaéné¢ pomalejsi
a jsou vice poSkozovany pozd¢jSimi mrazy. Poskozené sazenice maji tendenci rust do Sitky
az do doby, nez se kultura zapoji. Rust listnatych dievin spole¢né s pomocnymi vyrazné

kladné ovliviwuje jejich rist (ZAKOPAL 1963).
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2.5.2 Briza jako ndhradni dfevina

Jednim ze soucasnych problému je kirovcova kalamita, pii niz vznikaji n¢kolika
hektarové holiny. Na téchto holindch vznika utuzena nepropustna pida, kterd diky této
vlastnosti brani pfirozenému ristu a vyvoji cilovych hospodaiskych dievin (ZAKOPAL
1958). Biiza ma velice pozitivni vliv na tyto ptudni podminky a diky svému kofenovému
systému je schopna prokofenit i do silné zhutnénych utuzenych pud (ZAKOPAL 1960), kde
nasledn¢ prohumoézni pludni profil az do hloubky 20-60 cm. Ke zlepSeni fyzikalnich
a pudnich vlastnosti pak dochazi v pomérné kratkém Case. Prostupnost kofenového systému
do ptdniho profilu dokaze biiza nejlépe a nejrychleji za vSech nasich dievin (9 let stara biiza
ma kotfenovy systém az do hloubku 70 cm pudniho profilu, 15 let stara biza ma jiz 110 cm
dlouhy kofenovy systém a 30 let stara biiza mize mit az 140 cm hluboky kofenovy systém).
Bfiza je jako jedind dievina schopna fyziologicky mélké povrchy ptdy prohloubit,
biologicky zaktivovat a navratit tak zpét dievni produkci (ZAKOPAL 1958).

Pro zalozeni nové generace na posSkozenych plochach se doporucuje obnova uméla.
Btizy jsou sice dieviny S hojnou plodnosti, nicméné pocet matetskych jedinct je velmi nizky
pro uspésné zaloZeni nové generace. Samotna sije se provadi v predjafi, kdy se seje na snih,
nebo jesté pred vznikem sn€hové pokryvky. Hmotnost davky semen biiz se pohybuje od 30—
40 kg/ha (MARTINIK 2014). Po splnéni viech pozadovanych funkci (vytlateni bylinné
vegetace a plné€ zapojeni) se bfiza zacne postupné samozied’ ovat. Tento pfirozeny vyvoj lze
samoziejme urychlit, a to umelym zasahem, kdy je mozné postupn€ uvoliiovat a tvarovat

biezové porosty (kotliky, pruhy, clonna forma) a nasledné podsazovat cilové dieviny.

V prvni poloviné 20. stoleti postihla Krusné hory imisni kalamita, ktera méla
za nasledek hromadné odumirdni lesnich porosti a nasledné okyseleni a vyplaveni
dulezitych zivin z pidy. Rozsahly oslabeny smrkovy porost byl taktéz napaden hmyzim
Skiidcem (Ips typographus) a v kombinaci s imisni kalamitou se nasledné vytvofily rozsahlé
holiny (KULA 2011). Prvni imisni tézby byly zahajeny jiz na pocatku 20. stoleti,
kalamitniho stavu bylo dosazeno v roce 1960 a maximalni imisni zatéz byla zaznamenana

v letech 1970-1980 (FERKL 2006).

Pro prvotni vysadbu a pfipravu plidy pro cilové dieviny se nejdiive vysadily pfipravné

dreviny — v tomto ptipadé §lo o btizu bélokorou, ktera se jevila jako velice vhodna nahradni
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drevina (BALCAR 2001). Btizy byly vybrany zejména pro svoji toleranci snaset vysoky
obsah SOz v ovzdusi. Celkem se t€mito dievinami zalozilo 35—40 tisic ha porosti (FERKL
2006).

V prubéhu zim 1995-1997 doslo k masivnimu poskozeni a néslednému rozpadu
bfezovych porosti a defoliaci smrku ztepilého. Odumirani biizy, zejména diploidnich
jedinci pokracuje az do soucasnosti a je snaha nahradit ji pivodnimi autochtonnimi

proveniencemi dievin (smrk, buk a klen) (FERKL 2006).

Moznost vyuziti tetraploidnich druhti biiz pti zalesnéni takto poSkozenych ploch se
jevi vhodnéjsi oproti diploidnim druhtim. Je tomu tak zejména z divodu schopnosti pieziti
téchto druhi v extrémnéjSich podminkach a nasledné schopnost vytvofit takové podminky,
které umozni uchyceni a nasledny vznik porostii cilovych hospodéiskych dievin.
Tetraploidni druhy bfiz jsou taktéz odolnéjsi viici syndromu chiadnuti oproti diploidnim

druhtim, coz dokladaji vysledky studii KUNESE et al. (2010).

2.5.3 Briza a zalesiiovani zemédélskych piid

Prvni zminka o zalesnéni zemédélskych ploch na izemi CR pochazi jiz ze 16. stoleti,
kdy doslo k rozsiteni lesnich porostti na téchto pozemcich v okoli mésta Karlovy Vary. Prvni
veétsi zalesnovani zemédé€lskych pozemkd bylo vsak provedeno az po 2. svétové valce;
celkem bylo zalesnéno 103 456 ha zeméd¢lskych pozemku. Zalestiovani probihalo zejména
V jiznich a zdpadnich Cechach, ale taktéz i na severni Moravé a ve Slezsku (KACALEK et
BARTOS 2002).

V soucasnosti je stale vriistajici zdjem o zalesnovani zemé&délskych ploch. Zalesiuji
se zejména neproduktivni zemeédélské plochy. Je tomu tak z divodu vzristajici potravinové
produkce na evropském trhu a stanoveni pozadavki na jiné hospodarské vyuziti téchto ploch
vyskytujicich se zejména v podhorskych a horskych oblastech Ceské republiky (KACALEK
et BARTOS 2002).

Priméarnim cilem toho opatfeni je produkce dfeva a udrzeni ekonomické stability

neproduktivni plochy. Dal§im neméné dileZitym cilem je vytvofeni nového krajinného
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rvku, coz ma pozitivni vliv na vodni rezim v krajiné a ochranu pudy pied erozemi
9

(KACALEK et BARTOS 2002).

Bftiza, diky své nendroc¢nosti ziskala svoje misto pii zalesiiovani zemédélskych ploch,
kde se vyuzivd pii prvni vysadbé jako pomocna dfevina. V soucasné dobé
se vyméra pozemki v Ceské republice, které jsou vhodné pro zalesnéni pohybuje okolo
265 000 ha. Zajem o zalesnéni projevuji zejména soukromi vlastnici, kteti po splnéni
naleZitych legislativnich podminek mohou zaZadat o finanéni podporu stat (KACALEK et
BARTOS 2002).
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3 Metodika

3.1 Sbér vzorku

V roce 2017 byl proveden sbér vzorku ze 3 lokalit na Tiebonsku. Lokality byly
vybirdny na zéklad¢ ptirozeného vyskytu btiz a na zaklad¢ konzultaci s pracovnikem spravy

CHKO Ttebonsko. Celkem byly odebrany vzorky 26 jedincta (viz Tab. 2). Umisténi lokalit

v ramci izemi CHKO Ttebonsko je znazornéno na a Obr. 2.
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Obriazek 2 - Mapa CHKO Treboiisko z vyznacenymi lokalitami. Casopis Ochrana prirody 4/2014. Agentura

ochrany prirody (AOPK). [online]. [b.r.] [cit. 2014-04]. Dostupné z: http://www.casopis.ochranaprirody.cz/z-
nasi-prirody/chko-trebonsko/

Poznamka 1. PR Ragelini$ts Pele, 2. NPR Zofinka, 3. NPR Cervené Blato
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Z kazdého z vybranych jedinct byly odebrany dva plné olisténé letorosty, pro méteni
morfometrickych parametri. Kazdy letorost byl odebran z jiné ¢asti koruny, aby doslo k co
nejpiesnéj§imu vyhodnoceni. Cast materialu (cca 1 list) byl uchovan v mrazicim boxu (-80
°C) pro nasledné genetické analyzy a cca 1 list byl pouzit pro analyzu velikosti genomu

pomoci pratokové cytometrie (viz dale).

Odebrané letorosty se herbarovaly a na dvou listech z kazdého letorostu byly méteny
vybrané morfologické parametry. Tato problematika byla feSena v bakalaiské praci
(STETINOVA 2018); v kapitole vysledky této prace tak bude poskytnut souhrn jiz

zjisténych informaci.

Tabulka 2 - Seznam odebranych jedincii v ramci Trebonska s vyhodnocenym stupném ploidie pomoci
priitokové cytometrie.

GPS GPS nadmof‘s pracovni pl(cc)jilci le
Oblast Lokalita [lat] [on] ka vySka determjnace pritokové
[m] (v terénu) cytometrie)
Tiebonsko PR Raselinisté 48,9593 | 14,96556 469 B. pendula 2n=2x
Pele 48,95911 | 14,96545 469 B. pendula 2n=2x
48,95885 | 14,96561 469 B. pendula 2n=2x
NPR Zofinka 48,83286 | 14,87744 474 B. pubescens 2n=4x
48,83244 | 1487747 474 B. pendula 2n=2x
48,83245 | 14,87776 474 B. pendula 2n=2x
48,8319 14,8778 474 B. pubescens 2n=2x
48,83172 | 14,87753 474 B. pubescens 2n=4x
48,83181 | 14,87723 474 B. pubescens 2n=4x
48,83186 | 14,8769 474 B. pendula 2n=2x
48,83353 | 14,87662 474 B. pendula 2n=2x
NPR Cervené 48,85827 | 14,80295 483 B. pendula 2n=2x
Blato 48,85841 @ 14,8033 483 | B. pubescens 2n=3x
48,85847 | 14,80412 483 B. carpatica 2n=2x
48,8585 | 14,80481 483 B. pubescens 2n=4x
48,85857 | 14,80522 483 B. pubescens 2n=4x
48,85846 | 14,80597 483 B. pubescens 2n=4x
48,85856 | 14,80667 483 B. pubescens 2n=4x
48,85865 | 14,80723 483 B. pendula 2n=2x
48,8586 | 14,80805 483 B. pubescens 2n=4x
48,85864 | 14,80866 483 B. pubescens 2n=4x
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48,85878 | 14,81094 483 B. pubescens 2n=4x

48,85878 | 14,81243 483 B. pendula 2n=2x
48,85881 | 14,81288 483 B. pubescens 2n=4x
48,85902 | 14,81373 483 B. pubescens 2n=4x
48,85945 | 14,81316 483 B. pubescens 2n=4x

3.2 Charakteristika lokalit

3.2.1 NPR Cervené Blato

Narodni p¥irodni rezervace Cervené Blato byla vyhlasena 8. 5. 1974. Pfedmétem
ochrany jsou pfirozené blatkové a raselinné bory, vzacna a ohrozena spoleCenstva rostlin
a zivotichd, zejména pak borovice blatky a rojovniku bahenniho. NPR Cervené Blato
se rozprostird na ploSe 403,58 ha a zasahuje do tfi obci (Bynov, Té&Sinov a Hrdlofezy
u Suchdola nad Luznici) (ALBRECHT 2003).

Na Uzemi celé rezervace jsou vybudovany odvodnovaci kandly, které raSeliniSté
odvodiiyji a tim zplisobuji nazadouci vysuSovani. Odvodiiovaci kanaly maji dvé vyusténi:
jihozapadni smér pies Borovskou stoku a severovychodni smér pies Podiezanskou stoku.
(AOPK 2020). Toto nevhodné odvodiovani spoleéné se souc¢asnou klimatickou zménou
zpusobilo masivni Uthyn borovice blatky, a to zejména na konci 20. stoleti, kdy star$i
populace borovice uhynula az o 20 % z celkového poctu. V soucasné dobé thyn borovice
neni tak markantni, nicmén¢ stale dochazi k nezadoucimu zaniku populace borovice blatky
(ALBRECHT 2003).

Flora je zde pestra. Prirozend spolecenstva zde tvofi reliktni porosty borovice blatky
(Pinus rotundata), vtrousené¢ pak lze nalézt kruSinou olSovou (Frangula alnus)
a btizu bélokorou (Betula pendula). Bylinné patro tvoti ohrozeny rojovnik bahenni (Ledum
palustre). Pievladaji zde boravkové porosty boravky &erné (Vaccinium myrtillus)
a vlochyné bahenni (Vaccinium uliginosum). Na narusenych vysusenych mistech pronika na

obvodové ¢asti raselinisté borovice lesni (Pinus sylvetris) (ALBRECHT 2003).

Toto tizemi obyvaji zejména bezobratli Zivocichové. Vyskytuje se zde Sidlo raselinné
(Aeschna subarctica) ¢i vazka tmavoskvrnna (Leucorrhinia rubicunda). Je zde zjisténo az

na 600 druht motyld. Pozorovat zde 1ze velmi hojny vyskyt pidalky bortivkové (Arichanna
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melanaria). Zajimavy je zde 1 vyskyt populace dobrusky (Nola aerugnula)
a bourovce cesminového (Phyllodesna ilicifolia) (ALBRECHT 2003).

3.2.2 NPR Zofinka

Narodni p¥irodni rezervace Zofinka byla vyhlasena 18. 4. 1975. Pfedmétem ochrany
jsou ptirozené vyskytujici blatkové a raselinné bory. Populace ohrozenych druhti borovice
blatky a rojovniku bahenniho. Celkovy rozloha NPR Zofinka ¢ini 343,94 ha, ktera se
rozprostira v Katastralnim tizemi Dvory na Luznici (ALBRECHT 2003).

Lesni porost zaujima borovice blatka (Pinus rotundata), vtrousené s borovici lesni
(Pinus sylvestris), biizou pytitou (Betula pubescens), biizou bélokorou (Betula pendula),
krusinou olSovou (Frangula alnus) a smrkem ztepilym (Picea abies). Bylinné patro tvofi
rojovnik bahennih (Ledum palustre), bortivka ¢ernd a bazinna (Vaccinium myrtillus
a V. uliginosum), vies obecny (Calluna vulgaris) a klikva bahenni (Oxycoccus palustris)
(ALBRECHT 2003).

Z 7zivodichu se Vv rezervaci vyskytuji nejhojnéji obratlovci lesnich porost. Bylo zde
zjisténo az na 42 druhl, mezi néZ lze zafadit ¢apa Cerného (Ciconia nigra), datla ¢erného

(Accipiter gentilis) a jestérku zivorodou (Zootoca vivipara) (ALBRECHT 2003).

Na konci 20. stoleti byly vytvofeny po celém obvodu rezervace hluboké odvodiovaci
kanaly, které negativné ovlivnily vodni rezim v lokalité a tim napomohly 1 ke snizeni rstu
ptirozené¢ se vyskytujici vegetace. V souCasné dobé je vramci fizené péce
o rezervaci snaha o zpomaleni odtoku vody z izemi NPR Zofinka, zaslepovanim t&chto
odvodiiovacich stok a taktéz budovani jezirka, které zajisti opétovny raselinotvornych
proces. V soucasné dobé je vodni reZim V této lokalit€ monitorovan a probihd zde botanicky
spodnich vod a jejich mistech vyvéru, ale spiSe na pfisunu srazkovych vod (ALBRECHT
2003).
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3.2.3 PR Raselinisté Pele

Ptirodni rezervace RasSelinisté Pele byla vyhlasena v roce 1994. Predmétem ochrany
je niva dvou meandrujicich potokii s po¢etnymi tifikami a charakteristickou faunou a florou.

Celkova vymeéra ¢ini pouhych 11,3 ha, av§ak charakter toho izemi nema v Tteboniské panvi
obdobu (ALBRECHT 2003).

V minulosti byla tato niva odvodnéna a vyuzivana pro zemédélstvi (zejména jako
louky). Jsou zde i dochovany pozustatky hraze vodni nadrze. V soucasné doby, je tato plocha

opét zavodnéna a ponechana piirozenému vyvoji (ALBRECHT 2003).

Stromové patro tvoii smrk ztepily (Picea abies), olse lepkava (Alnus glutinosa)
a olSe Seda (Alnus incana). Z bylinného patra 1ze zde nalézt mimo jiné chrastici rakosovitou
(Phalaroides arundinacea), d’ablika bahenniho (Calla palustris) a plovouci koberce
raSeliniku bodlavého (Sphagnum cuspidatum) (ALBRECHT 2003).

Faunu zde tvofi vzacné populace bezobratlych (mékkysi, korysi, pavouci, jepice,
vazky, stfechatky, posvatky, chrostici). Vyskytuji se zde raci fi¢ni (Astacus astacus), vazky
tmavoskvrnné (Leucorhinia rubicunda) a lovéici vodni (Dolomedes fimbriatus).
Z obratlovci lesnich a luénich biotopu 1ze zde nalézt skokana ostronosého (Rana arvalis),
skokana kratkonohého (Rana lessonae) a bekasinu otavni (Gallinago gallinago)
(ALBRECHT 2003).

Vsechny tyto lokality byly vybirdny na zdkladé konzultace s mistnim odbornikem
a pracovnikem CHKO Tieboiisko a na zakladé databaze Ceské flory PLADIAS (WILD et
al. 2019). Vybran¢ lokality jsou charakteristické pro pfirozeny vyskyt zajmovych taxond.
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3.3 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie (angl. flow cytometry, FCM) je laboratorni metoda umoznujici
mimo jiné méfeni velikosti genomu. V této praci byla metoda pritokové cytometrie pouzita

pro odliseni vzorku diploidnich a tetraploidnich biiz.

Buné¢né parametry se méti na zékladé zdznamu odrazeného svétla o dané vinoveé délce
od vzorku protékajiciho kapilarou ve specializovaném pfistroji (tzv. cytometru). Pomoci
pritokové cytomerie Ize tedy spolehlive zjistit velikost bunécnych jader jednotlivych vzorki
(velikost genomu). Jako interakeni ¢inidlo byl vtomto piipadé pouzit propidium jodid
(SUDA et PYSEK 2010, SHAPIRO 2003).

3.4 1Izolace DNA a analyza mikrosateliti

Cast odebraného materidlu uréeného pro molekularni analyzy byla oznadena
a skladovana v mrazicim boxu pii -80 °C. Vzorky byly pfed izolaci DNA homogenizovany
v oscilaénim mlynu (Retsch MM400) a DNA byla nasledné ziskana extrakci pomoci
DNEasy Plant Mini Kitu (vyrobce QUIAGEN) dle piilozeného navodu. Cistota DNA byla
kontrolovana pomoci spektrofotometru. Izolovand DNA byla zifedéna na koncentraci 10

ng/pl a taktéz skladovana v mrazicim boxu pii -80 °C.

PCR reakce byla provedena v celkovém objemu 20 pl. Roztok obsahoval 15 ng DNA,
sadu primert (viz dale) v objemu 0,25 uM kazdého primeru, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCI2

a bufferu PCR multiplex mix s polymerazou (ThermoFisher Scientific).

Pro analyzu bylo celkem bylo obdobné jako v ptedchozich studiich (KUNES et al.
2019) vybrano 12 polymorfnich lokusii (KULJU et al. 2004, TSUDA et al. 2009, TSUDA et
al. 2009). Primery byly oznac¢eny barevnymi sondami (NED, PET, VIC, 6-FAM)
a optimalizovany do dvou multiplext pro néaslednou analyzu pomoci sekvenatoru (Genetic

Analyser 3500, Applied Biosystems).

PCR program dle Kulju et al. (2004) byl nastaven na nasledujici program: inicidlni
krok (5 minut, 95 °C), nasledné¢ cyklus (30 x) — denaturace (95 °C, 60 sekund), annealing
(57 °C, 75 sekund), elongace (72 °C, 150 sekund), nasledovany finalni elongaci (72 °C, 10

minut).
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PCR program dle Tsuda et al. (2009) byl nastaven na nasledujici program: cyklus (30
x) — denaturace (95 °C, 30 sekund), annealing (55 °C, 30 sekund), elongace (72 °C, 45

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

Finalni PCR produkt byl doplnén o roztok formamidu s DNA standardem
GeneTrace500 (dle navodu vyrobce, Carolina Biolabs) a nasledné zanalyzovan pomoci
pristroje Genetic Analyser 3500. Surova data (ve formatu *.fsa) byla analyzovana pomoci

software GeneMarker 1.80 (SoftGenetics).

3.5 Statisticka analyza dat

Pro analyzu velikosti genomu (respektive 1Cx hodnot; GREILHUBER et al. 2005)
byly nejprve tyto hodnoty vypocitany jako celkova velikost genomu v pg/pocet sad
chromozom jedince. Rozdil v téchto hodnotach byl nasledné mezi vzorky diploidnich btiz
(B. pendula) a vzorky btiz z okruhu B. pubescens (tetraploidni jedinci) porovnavan pomoci
t-testu, jelikoz data spliiovala vSechny podminky pro jeho pouziti. Normalita dat byla

testovana pomoci Shapiro-Wilkova testu, shoda rozptyl pak pomoci Fisherova testu.

Vypocet pii porovnani velikosti genomu pomoci 1Cx hodnot:

celkova velikost genomu v pg

pocet sad chromozomu jedince

Proporce sdilenych alel byla pro kazdy lokus vypocitana jako pocet alel zjisténych
v obou skupinach (tzn. u diploidi i tetraploidi)/celkovy pocet alel zjisténych na daném

lokusu.

Genetickd variabilita vzorkd byla analyzovana pomoci software STRUCTURE
(EARL et al. 2012) zvlast pro diploidni a tetraploidni jedince po pfedchozim zjisténi
nepravdépodobnéjstho poctu skupin v datasetu pomoci software STRUCTURE
HARVESTER (EARL et al. 2012). Analyza byla provedena pro K = 1-4 v ptipad¢ diploidi
a K =1-5 v ptipadé¢ tetraploidi. Pro kazdy ptipad bylo provedeno 20 analyz (b&éhl) pficemz
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pti kazdém bylo nastaveno 100 000 inicialnich iteraci, které nejsou soucasti vysledkt (burn-
in) a 100 000 nasledovnych. Surova data ze softwaru STRUCTURE (EARL et al. 2012) byla
nasledné analyzovana v software CLUMPP (EARL et al. 2012). Ptislu$né diagramy byly
vytvoteny v software DISTRUCT (ROSENBERG 2004).

Geneticka variabilita mezi vSemi odebranymi vzorky byla analyzovéna pomoci
analyzy hlavnich koordinat (PCoA). Genetické vzdalenosti mezi jedinci byly vypocitany dle
metody (BRUVO et al. 2004).

Veskeré vypocty s vyjimkou analyzy v software STRUCTURE byly provedeny ve
statistickém prostiedi R a prislusného baliku “polysat” (CLARK 2011), grafické vystupy
byly provedeny pomoci baliku “ggplot2” (WICKHAM 2016).
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4 Vysledky

4.1 Shrnuti vysledkii morfologické analyzy

Klasifika¢ni funkce z bakalaiské prace (STETINOVA 2018) vykazuji vysokou
uspesnost v odliSeni diploidnich a tetraploidnich druhi bfiz pomoci morfometrickych
parametrd. Klasifikacni funkce obsahuje 3 vstupni parametry, kterymi jsou: Sitka Cepele
v horni Y4, Gthel prvni zilky, pocet zoubkd mezi 3. a 4 Zilkou. Na zaklad¢ téchto parametri
byla vypocitana spolehlivost klasifika¢ni funkce navrzené LINDOU et al. (2017). Nasledné
byly vypoditany jesté dvé klasifikaéni funkce, a to funkce ATKINSONA & CODLINGA
(1986) a funkce ESNEROVE et al. (2012). U téchto tif funkci byla stanovena tspé&$nost
odliseni diploidnich a tetraploidnich zastupcti biiz. Funkce LINDY et al. (2017) vykazovala
nejvyssi uspesnost uréeni ploidie, a to 82 %. Funkce ATKINSONA & CODLINGA (1986)
vykazovala 77 % Uspé&$nost a 50 % usp&snost méla funkce navrzena ESNEROVOU et al.
(2012).

Tabulka 3 - Porovnani spolehlivosti klasifikacnich funkci.

Oblast Lindaet Akt. et Cod. ESnerova et Pocet vzorki
al. al.
Tiebor 82 % 77 % 50 % 104

Nasledné byla provedena analyza hlavnich komponent, kterd vykazuje moZnost
vyuziti listovych parametrii pro odliSeni ploidie jednotlivych bfiz. Tato analyza byla

provedena obdobné jako ve studiich ESNEROVE et al. (2012) a LINDY et al. (2017).

Rozliseni jednotlivych druhti dle morfometrickych parametri je mnozné, avsak je

vV

-----

Sitka Cepele listu v horni %4 a vzdalenost 4. Zilky od cepele. Tyto parametry jsou povazované

za statisticky vyznamné.
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4.2 Analyza velikosti genomu

Velikost genomu byla porovnavana pomoci tzv. 1Cx hodnot (vypocitanych jako
celkova velikost genomu v pg/pocet sad chromozomu jedince; GREILHUBER et al. 2005).
Rozdily mezi velikosti genomu vzorkt bfizy bélokoré a vzorkd bfiz z okruhu btizy pyftité
byly testovany pomoci t-testu, ktery neukazal vyznamny rozdil v téchto hodnotach (t=1,08;

df=11, p=0,3). Grafické znazornéni vysledku analyzy velikosti genomu viz Obr. 3
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4.3 Analyza mikrosateliti

Jako prvni analyza v ramci analyzy mikrosateliti byla provedena analyza proporce
sdilenych alel mezi diploidnimi a tetraploidnimi druhy, pro zjisténi, zda jsou tetraploidni
taxony autopolyploidniho nebo polyploidniho ptivodu. Celkem bylo zaznamenano 86 alel,
Z nichz se 28 (32,6 %) vyskytovalo zaroven u diploidnich i tetraploidnich taxond.

Tabulka 4 - Pocet jedineénych alel nalezenych na diploidnich a tetraploidnich jedincich. Pocet spolecnych
alel mezi dvema urovnémi ploidie a celkovy pocet alel ve dvanacti mikrosatelitnich lokusech pouzitych ke
genotypizaci 26 vzorkil.

Lokus Pocet Celkovy
sdilenych alel pocet alel
LocL31 2 7
LocL54 2 12
LocL78 0 0
LocL022 0 8
LocL71 3 6
LocBema? 2 4
cL012 3 10
Bemal 2 4
Bemall 3 4
L27 4 13
Bepl3 4 9
L34 3 9
> 28 86

Pomoci softwaru STRUCTURE a STRUCTURE HARVESTER (EARL et al. 2012)
byl nejprve zjistén nejpravdépodobnéjsi pocet skupin v datech zvlast pro diploidni
a tetraploidni jedince. V ptipadé diploidu i tetraploidd byly programem STRUCTURE
HARVESTER (EARL et al. 2012) uréeny 3 skupiny jako nejpravdépodobnéjsi rozdéleni
datasetu. Vysledky analyzy v programu STRUCTURE (EARL et al. 2012), nasledovanych
analyzou v software CLUMPP (EARL et al. 2012) ukazuji na téméf nulovou variabilitu mezi
diploidnimi jedinci (Obr. 4).
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Obrdazek 4 - Vysledek shlukové analyzy pomoci softwaru STRUCTURE (K = 3) u diploidnich jedincii rodu
Betula vyskytujici se na vizemi Treborika. Kazdy sloupec grafu zndzoriiuje jednoho jedince. Barvami je zde
vyznacena prislusnost k jednotlivych genetickych ,, skupinam *.

V piipadé tetraploidnich jedincti (Obr. 5) je variabilita podobnd jako v ptipadé
diploidnich vzorkiu. Vzorky TR-CB-1 a TR-CB-13 (v pravé casti diagramu na Obr. 5)

vykazuji nepatrnou odliSnost.

Obrdzek 5- Vysledek shlukové analyzy pomoci softwaru STRUCTURE (K = 3) U tetraploidnich jedincii rodu
Betula vyskytujici se na uzemi Trebornika. Kazdy sloupec grafu zndazornuje jednoho jedince. Barvami je zde
vyznacena prislusnost k jednotlivych genetickych ,, skupindam .
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PCoA diagram ukazuje rozdéleni jedinci dle ploidie (diploidni jedinci vlevo,
tetraploidni vpravo) a déle relativné kompaktni shluky téchto dvou skupin. V ramci
tetraploidnich jedinct (B. pubescens/B. carpatica) byla pozorovana lehka shlukovitost dat

v PCoA diagramu. Pozorovany triploidni jedinec je dle ofekavani umistén ve stfedu

diagramu.
o 021 £
53 + 4
P x Taxon
= o
o N o B.pendula
8 0.0 A - ~ B.pendulalB. pubescens
- il + B.pubescens/B. carpatica
§ %o * Triploidni taxon
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T o2 - N
-0.4 -0.2 0.0 0.2 04

Hlavni koordinata 1

Obrazek 6 - Analyza hlavnich koordinat (PCoA) genetickych vzdalenosti dle BRUVO et al. 2004 (EARL et al.
2012). rodu Betula na uzemi Treboriska.
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5 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo posouzeni morfologické a zejména pak genetické
variability diploidnich a tetraploidnich druhi bfiz na Tiebonisku pomoci molekularnich
analyz. Diky témto analyzam lze spolehlivé stanovit genetickou variabilitu odebranych

vzorkd.

Zjisténi druhu pomoci morfometrickych parametrii v terénnich podminkéach lze
uskutecnit, avSak pouze pro urcité¢ druhy. Je mozné odlisit biizu bélokorou a biizu pytitou
na zakladé vybranych parametrti, které jsou nejspolehlivéjsi (viz vysledky morfologické
variability). Uroved spolehlivosti uréeni dle klasifikaéni funkce Lindy et al. je az 82 %.

Nicméné nelze spolehlivé identifikovat drobnéjsi taxony.

Variabilita rodu Betula je velice rozmanita a obsahuje velké mnozstvi drobnych tézko
determinovatelnych taxond. Je tomu tak zejména diky casté hybridizaci ve volné ptirodé.
vykazuji mensi variabilitu v morfologickych a molekularnich kritériich nez tetraploidni
druhy. U bfizy bélokoré a biizy pyfité lze pozorovat interpecifické kiizeni, které je zjevné

vvvvvv

(KUNES et al 2019).

Zejména pak biiza karpatska (B. carpatica W. et K.) je velmi diskutovanym druhem
Vramci taxonomického zatazeni. Jako samostatny druh byla tato bfiza zaclenéna do
taxonomického systému v 19. stoleti ve ¢tvrtém vydani Plantarum Caroli Linné Species
Plantarum. Nicméné jiz v 18. stoleti vyvstala otazka od Friedricha Wimmera, zda neni biiza
karpatska pouze forma biizy pyftité (B. pubescens Ehrh.), ktera se vyskytuje v horskych
oblastech. Toto oznaceni bfizy karpatské jako samostatného druhu vyvstava
z morfologickych vlastnosti jednoho jediného vzorku z roku 1805 (KUNES et al. 2019).
V Ceské republice byla biiza karpatska popsana jako druh SYKOROU (1983) a HEINYM
et SLAVIKEM (1990). Nejnovéjsi botanicky kli¢ taktéZ popisuje biizu karpatskou, nicméné
jako poddruh btizy pyftité. Avsak existuji studie, které tento druh viibec nezminuji. Dle studie
KUNESE et al. (2019) nelze brat biizu karpatskou jako samostatny druh. Vysledky této
studie neprokazaly morfologické znaky, které by od sebe dostate¢né odliSovaly tetraploidni

jedince (KUNES et al. 2019).
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Lokality pro sbér vzorkil byly vybirany na zaklad¢ konzultace s pracovnikem CHKO
Ttebonsko, kterym byly doporuceny na zakladé ptirozeného vyskytu biiz. Celkem byli
vybrany 3 uzemi, na kterych se pfirozené vyskytuje biiza karpatska. Z vysSe uvedenych
vysledki vsak molekularni analyza prokazala, ze se nejedna o bfizu karpatskou jako druh.
Vzorky, které zde byly sebrany vykazovaly v terénnich podminkach znaky typické pro biizu
pyfitou, nicméné molekularni analyza prokazala genetickou shodu s biizou karpatskou, ktera

je diskutabilni s ohledem na taxonomické zatazeni.

Pomoci pritokové cytometrie byla urena ploidie 26 nasbiranych jedinct ze tfech
lokalit (PR Raselini§té Pele, NPR Zofinka a NPR Cervené Blato). Z celkového poétu 26
jedinct bylo zjisténo 12 diploidnich, 13 tetraploidnich a 1 triploidni jedinec, ktery pochazi
z lokality NPR Cervené Blato.

Zjisténi velikosti genomu vzorku biizy bélokoré a vzorkl btiz z okruhu biizy pyfité
byla porovnavana pomoci 1Cx hodnot (vypocet viz niZe) a nasledné se tyto zjisténé hodnoty

porovnavaly pomoci t-testu, ktery neptedstavil vyznamny rozdil v téchto hodnotéach.

Analyza proporce sdilenych alel mezi diploidnimi a tetraploidnimi druhy nalezla
z celkového poctu 86 alel 28 alel, které se zaroven vyskytovaly jak u diploidnich, tak
1 u tetraploidnich taxonti. Touto analyza pfinesla taktéZ zjisténi, Ze tetraploidni jedinci jsou
pravdépodobné allopolyploidniho puvodu. Za pomoci softwaru STRUCTURE
a STRUCTURE HARVESTER (EARL et al. 2012) byl zjistén ocekavany pocet skupin
(3 nejpravdépodobnéjsi skupiny jako rozdé€leni datasetu). Tato analyza byla provedena
zvlast pro diploidni a tetraploidni taxony. Nésledné vysledky byly dale analyzovany
v softwaru CLUMPP (EARL et al. 2012). Variabilita diploidnich jedinct se ukazala jako
témef nulova. V piipad¢ tetraploidnich je vyslednéd analyza obdobna, nicméné dva jedinci

vypovidaji o nepatrné variabilité.

TaktéZ mirnou variabilitu mezi tetraploidnimi jedinci prokazal PCoA diagram, a to
konkrétné u dvou zkoumanych vzorkt. U diploidnich jedinct byla prokazana témér nulova
variabilita stejné, jako u pfedchozi analyzy. Triploidni jedinec se v tomto piipad¢ vyskytoval

piesné uprostied mezi diploidnich a tetraploidnich jedinct.
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6 Zavér
Tato prace se zabyva morfologickou, zejména pak genetickou variabilitou bfiz na
Trebonsku, ktera byla zjistovana pomoci vystupt z pritokové cytometrie a molekularnich

analyz. Vzorky pro studii pochazi ze 3 lokalit, které byly vybrany na zéklad¢ piirozeného

vyskytu B. carpatica na téchto lokalitach.

Duraz byl kladen na genetickou variabilitu tetraploidnich jedinci, konkrétné pak na
odliSeni B. pubescens a B. carpatica. Na zakladé molekularnich analyz u tetraploidnich
jedinct byla zjisténa mirna variabilita mezi jedinci. Tato variabilita je pravdépodobné
marker nebylo mozné od sebe tyto dva druhy spolehlivé odlisit. Diploidni jedinci v prob&hlé

studii prokazali t¢éméi nulovou genetickou variabilitu.

Taxonomické zatazeni B. carpatica je velice diskutabilni. Mnohymi autory, zejména
v Ceské literatufe je povazovana B. carpatica za samostatny druh, avsak existuji autofi, ktefi
ji jako druh nezminuji. Chybné oznaceni této bfizy jako druhu vyplyva z morfologickych
vlastnosti jednoho jediného vzorku z roku 1805. Dal§im divodem pro nejasné zafazeni
tohoto druhu je casta hybridizace a zpétna introgrese mezi druhy, ktera zpisobuje vznik
drobnych casto velice obtizné¢ determinovatelnych druhli. Tato hybridizace probiha

predevs§im mezi mistnimi populacemi, proto je nutné
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8.1 Obrazova cast

8.1.1 Tetraploidni zastupci
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Foto 1 — Tetraploidni zdstupci briz, u kterych byla prokdzana genetickd variabilita. [Foto: R. Linda]
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Foto 3 - Diploidni zistupce na tizemi NPR Cervené Blato.}
[Foto: R. Linda] :

Foto 2 - Triploidni zdstupce na tizemi NPR Cervené Blato.
[Foto: R. Linda]
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8.2 Mapova Cast

Umisténi diploidnich jedinci na izemi PR Raselinisté Pele
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Mapa 1 — Rozmisténi diploidnich jedincu na uzemi PR Raselinisté Pele a zasazeni do krajiny.

Legenda
® Diploidni zéastupce biiz
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Umisténi diploidnich a tetraploidnich jedincti na uzemi NPR Zofinka
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Mapa 2 — Rozmisténi diploidnich a tetraploidnich jedincii na tizemi NPR Zofinka a zasazeni do krajiny.
Legenda

@ Diploidni zastupce biiz
@ Tetraploidni zastupce biiz
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Umisténi diploidnich, tetraploidnich a triploidniho jedince na izemi NPR
Cervené¢ Blato
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Mapa 3 — Rozmisténi diploidnich, tetraploidnich a triploidniho jedince na vizemi NOR Cervené Blato.

Legenda
@ Diploidni zastupee biiz
@ Tetraploidni zastupce biiz
Triploidni zastupee biiz
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Umisténi lokalit v ramci JihocCeského kraje
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Mapa 4 — Umisteni lokalit v ramci Jihoceského kraje.

Legenda
@ Umisténi lokalit v ramci JihoCeského kraje
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