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1 Uvod

Vrba lykovcova $alix daphnoidesVill) a vrba laponska Kalix lapponumlL.)
jsou ohroZené taxon§eské a moravské kteny. S. daphnoidege fazena do kategorie
C3 veerveném seznam@R i Moravskoslezského kraje (Holub et Prochazka0200
Sedl&kova et Plasek 2005%. lapponunpak do kategorie C2 @erveném seznam@R

a do kat. C3 proceskou ¢ast Krkonos werveném seznamu Krkono$ (Holub et
Prochdzka 2000, Stursa et al. 2009)¢kdli jsou habitudly, ekologicky i
fylogeograficky znané rozdilné, sdilejfadu rysi, které je spojuji z pohledu poputitg
genetického. Krom stejné ploidie (2n = 2x = 38; Chmelaet Koblizek 1990), ktera ma
dusledky v udrZzovani genetické diverzity, heterozygsti i pro analyzu molekularnich
dat, sdileji i podobné reprodir strategie. Je to zejména entomogamie kombinovana
s anemogamii a anemochoriergzitostnou hydrochorii, dale také potencialni st
klonalni propagace pomoci #emovych ¢i stonkovych vymladik a zakdenovani
vétvicek (Krasny et al. 1988; Karrenberg et al. 2002).I1SDa spol€nymi
charakteristikami jsou vazba n&aiym zpisobem vzéacné a extrémni biotopy a z toho
plynouci fragmentarnost vyskytu a v neposledait také zasahyclovéka do

piirozeného ekologického a geografického riedii do populéni struktury druf.

Vrba lykovcova §alix daphnoide¥ill.) je pomérné ndpadnou ikvinou stromovitého
vzrastu, jejiz celkovy aredl je omezen pouze na 3 aeemtEvrog: hory stedni a
casténe jizni Evropy (Alpy, Karpaty, Pyreneje, Apeniny)ychodni Pobalti a jizni
Norsko a Svédsko. V Pobalti viak nastava probléeterminaci, nebiotamni rostliny
jsou morfologicky podob#si spiSe Fibuznému druhis. acutifoliaWilld., vyskytujici

se déle na vychod. Navid¢ada lokalit ze $edni Evropy je sporna v otazcévpdnosti.
Zejména vyskyty v Lucemburku, severovychodnimimdcku, centralnim Polsku a
nékteré vyskyty ve Svédsku a Pobalti jsotejmé sekundarni nasledkem vysadeb
Clovékem (Skvortsov 1999). Na UGzemieské republiky druh zasahuje pouze
nejzapadySi casti své karpatské arely airpzerg se tak u nas vyskytuje jen
v Moravskoslezskych Beskydech (Chnteda Koblizek 1990).

Druh je diagnosticky a dominantni ve sp@estvech svazuSalicion eleagno-
daphnoidis (Moor 1958) Grass in Mucina et al. 1993 a diagm#gtipro asociaci
Myricarietum germanicag€Rubel 1912) Jenik 1955 (sv&alicion incanaeAichinger
1933). VCeské republice se oba typy spmestev vyskytuji na &kovych fi¢nich



naplavech pouze v Beskydech a Podbeskydi, navic ghoozeny regulacemi tdka
jinymi, zejména vodohospotikymi zasahy (Chytry et al. 2001). Vrba lykovcov s
nicméré vyskytuje po celém tzentieské republiky i na jinych stanovistich, které pro
ni nejsou typické, nasledkem zamych vysadeb jakozto okrasné, medonosniéehyb
zpewiujici dreviny (Chmel& et Koblizek 1990, Stanovska 2011). Neni proto moc
piekvapivé, Ze i v oblasti Beskyd Ize tento druh miaté stanovistich anthropogennich,
ale také na stanovistichiizenychci prirodé blizkych, jako jsou zejména spdénstva
svazu Calthion palustris Tuxen 1937 a podsvazWlnenion glutinoso-incanae
Oberdorfer 1953 (sva&lnion incanaePawiowski et al. 1928; Sochor et al. 2010,
Stanovska 2011).

Naproti tomusS. lapponunje rostlinnou vyhradh nizSiho kéovitého vzfistu, vysokou
do 1,5 (vzacé az 2,5) m, avSak twixi rozsahlé polykormony, jiz z dalky
identifikovatelné podle sivé barvy. Vefatini Evrog osidluje subalpinskéa vrchowst
kioviny a vysokobylinné nivy svazAdenosylionBr.-Bl. 1926 (Chytry et al. 2001).
Centrem celkového rozgni je témdt cela Skandinavie a boreo-arkticky pas evropského
Ruska a zapadni Siei s tzisStm vyskytu v (leso)tunie s gesahem do lesostepi.
Exklavre se druh vyskytuje ve vysokych horach Evropy: vetSku a severni Anglii,
ve vychodnich Pyrenejich, francouzském centralniasivu, Sudetdch, vychodnich
Karpatech, Bulharsku a Makedonii. V Alpach a zapellnKarpatech je nahrazen
piibuznym druhen®. helveticaVill., na vychodni Sildi a Altaji vikarizuje seS. krylovii
E. Wolf. Postaveni a taxonomicka hodnota taixt#to skupiny vSak neni jednozim
vyreSena (Skvortsov 1999). Na Uzeiieské republikyS. lapponumpiedstavuje
glacialni relikt, zachovany pouze v subalpinskéapsi Krkonos a reziduatntaké na
Pradtdu v Hrubém Jeseniku. Z Krkono$ byla popsana lgsénd jakoS. daphneola
Tausch, endemicka pro toto p@hqgejiz taxonomické postaveni je @pelmi sporné a
bude pedmétem dalSiho studia (Hrone$ 2009).

JakoZzto zastupci rodbalixse oba druhy vyziaji fadou charakteristik, determinujicich
entomogamie s fakultativni anemogamii a anemochseiespecifickou morfologii
semen, kterd jsotietnd, drobna a ochrigna. To umokuje efektivni Sieni na velké
vzdalenosti. Redpokladany vysoky genovy tok, vychazejici zésgbu opyleni i $eni
semen, tak zsobuje prudké zemy v subpopulacich i vramci metapopulace. Za

piihodnych okolnosti v dab uvolréni semen je umoZno osidleni novychgasto



odlehlych stanovi§ velkym pd@tem semenki a reagovat natené selekni tlaky
prostedi, takZe je zlepSena adaptibilita populaci (Hérahal. 2002).

DalSim potencial vyznamnym faktorem je hybridizace, kterd je v romliamym
fenoménem. Obeénjsou vramci arealu druhu nejnachyii k hybridizaci malé
periferni populace, kter&astji piichazeji do kontaktu s jinymiffpuznymi druhy a tim
se zvySuje podil pyliehto odliSnych druin Malé populace jsou pak zvld&hrozeny
zejména diky asymetrickému genovému toku. Pro ftpulace pak iize mit
interspecificky genovy tok v zasa® disledky: genetickd asimilace nebo outbredni
deprese (Rieseberg 1997, Elilstrand et Elam 1993). SU daphnoides je

v Moravskoslezskych Beskydech hybridizace spiSenkgu, nez pravidlem,oliv i
zde byli hybridi pozorovani (Stanovskad 2011, Vasut J. osobni komunikace) a
molekularré geneticky potvrzeni (nepublikovana data). MnohiasgjSi je hybridizace
u S. lapponunv KrkonoSich, kde fichazi do kontaktu, mimo jiné, € silesiacaa na
nekterych lokalitach, zvlagt na Patavské louce, byla pozorovan@ada jeding
intermediarniho fenotypui jedinci vykazujici tizné kombinace zné&kobou druli

(Hrachova et Hrones, osobni komunikace).

Mnohem vyznamgSim jevem vSak rive byt klonalni propagace, sniZujici efektivni
velikost populace a tim i genetickou diverzitu. &l npadny fenomén je to
u vysokohorskych druh které mustelit naraénym ekologickym podminkam jako jsou
prudky gradient a ostré hranice presli, silna fragmentace a disturbance et
kratké vegeténi obdobi, omezené zdroje, silnétry nebo dlouhd obdobi &mové
pokryvky (Pluess et Stocklin 2004, Reisch et aD7)0jejichz ndsledkem je investice
do generativni reprodukce rizikova. To jsou z velkéti faktory, se kterymi se musi
vyrovnat i Salix daphnoidesjakozto druh ekologicky specializovany na nestabi
prostedi Strkovych naplau divocicich horskychiek (nap. Skvortsov 1999). Tato
specializace navic vyZaduje dostupnost vhodnychost& pro uchyceni semetid,
tedy stanovi§ ktera jsou velmi nestabilni, podléhaji rychlymepfedvidatelnym
zménam a mimo to limituji itomnost vegetace jak nedostatkem Zivin,dasto i vody.
Praw dostupnost vody byva zasadni pro &&s@ osidleni naplavu a je odrazem jak
hloubkyf¥i¢ni vody pod povrchem, tak hrubosti zrna sedimedaurenberg et al. 2002).
V ramci ¢eledi SalicaceaeMirbel je vegetativni propagace pdme béZzny a obec#
znamy jev, nicméhpiirozena mira vyuziti tohoto typu rozmnozovani zedgt zavisla

na mnoha faktorech, od morfologicko-fyziologickyatiaptaci, fes aktualni charakter



biotopu, po fivodnost druhu v daném Uzettiina daném biotopu. Druhou stranou téze
mince jsou i zarrné vysadbyclovékem, které jsoucinény pochopiteld vétSinou

pomoci snazsiho vegetativniho mnozeni.

Jak jiz bylo zmigno, oba druhy na naSe Uzemi zasahuji margirgakexklavre — pouze
okrajovymi populacemi karpatské arelySu daphnoides izolovanymi populacemi od
hlavniho arealu i od ostatnich pah&vropy uS. lapponumJako takové mohou byt
postizeny snizenym genovym tokem (posilenym nadovanosti biotofp v horskych
Gdolich S. daphnoidgs a naslednym genetickym driftem a inbreedingenerét
umoaiuji a jsou umotiovany poklesem efektivni velikosti populaci. Nakkm €chto
proces je pak eroze kvantitativni genetické diverzityzimgné pro adaptivni evoluci, a
negativnimi mutacemi (Keller et Waller 2002). Dai§droblémem malych izolovanych
populaci pak mize bytnahodna akumulace negativnich mutaci, proti nimgejekce
v malych populacich zpravidla ng#ana. Naopak seleké vyhodné alely se fixuji mén
nez ve velkych populacich a jsou spiSe eliminovdioymize vést az k tzv. mutaimu
zhrouceni hutational meltdownci extinkénimu viru extinction vortexJaquiéry et al.
2008). Odhad poputaich parametr jako fixaini index kst (Weir et Cockerham 1984)
nebo jeho analogy, nApGst (Nei 1973), pst (Rousset 1996)dst (Michalakis et
Excoffier 1996), tak mohou fpdstavovat uity index nachylnosti populace
k negativhim vliim genetického driftu (Keller et Waller 2002), cobktadaji i
teoretické studie postavené na matematickych mokélacquiéry et al. 2008).

Vzhledem k vodohospo#kym zasalim do pirozeného rezimu horskyclhiek ci
zakladani novych populactfizkovanim v poslednich desetiletich je navic mozné
ocekavat i prodlany bottleneck ktery sice také sniZuje genovou diverzitu, aleotip
driftu a inbreedingu se projevujggghodnym zvySenim heterozygotnosti populace,
neba béhem drastického poklesu efektivni velikosti popelaae alelickd diverzita
snizuje rychleji nez heterozygotnost. To ma zaede} nizSi pozorovany pet alel,
nez jaky by byl ¢ekavatelny na zaklgdpozorované heterozygotnosti povnovaze
mutace—drift (Cornuet et Luikart 1996) .

Salix daphnoidedyla vzhledem k vySe uvedenym charakteristikAmiedpokladm
vybrana jako modelovy druh vrby pro studium struktpopulaci na okrajiiirozeného
rozSiteni pod vyraznym anthropickym tlake®alix lapponunpak jako modelovy druh

pro studium genetické diverzity populaci dlouhotiatmlovanych od hlavniho arealu i



od ostatnich exklavnich arel, vykazujici hybridizaspeciaci $. daphneola Poznani
intenzity genoveho toku, miry propojeni jednotlilysubpopulaci, genové diverzity,
reprodukniho chovani a ffirozeného ekologického vymezerichito populaci obou
druhi je nezbytné pro dalSi kroky v ochgagenofondudchto, ale i dalSich, ekologicky
nebo fylogeneticky fibuznych druf. Byt se jednd o praci vicem&megionalniho
charakteru, uvadzené zobeénnziskanych dat fize poskytnout dalSi ziteZitych dikich
informaci v populdni genetice anemochornich dloubkych rostlin ¢ rostlin

ohrozenych biotojn

1.1 Teoretické pozadi analyzy mikrosatelitarnich da t

Ve 40. a 50. letech 20. stoleti Sewall Wright a t@ws Malécot fedstavili nezavisle na
soke statistiky, které rly kvantifikovat slozky genetické diverzity ve skturované
populaci. Zatimco Malécotova prace prakticky upadizapomgni zejména z toho
duvodu, Ze publikoval ve francouz&tinWrightova prace dala zéklad dalSim metodam
analyzy populéné genetickych dat a jeji interpretaci (Holsinger @@1Holsinger et
Weir 2009).

Snad nejjednoduseji Ize tyto tzv. F-statistiky papulaci seiemi Grovrémi (jedinec,
subpopulace a metapopulace) formulovat v terminedhkce heterozygotnosti

a) jedince wi¢i subpopulaci: s = (Hs-H))/Hs,

b) subpopulace&i ekvivalentni celkové populaci s nahodnym oplogeni

Fst= (Hr-Hs)/Hs a

c) jedince wici celkové populaci: fr = (Hr-H))/Hr,
kde H je frekvence heterozygotv kazdé subpopulacici( aritmeticky pamér pro
vSechny subpopulace), sHe atekdvana heterozygotnost ekvivalentni subpopulace
s ndhodnym oplozeninxi( aritmeticky pamér pro vSechny subpopulace) ar e
ocekavana heterozygotnost ekvivalentni celkové paeula nahodnym oplozenim
(Relichova 2001, Hamilton 2009).

Alternativre 1ze Fst index, jakozto zakladni miru diferenciace subpapijldefinovat

v terminech alelickych frekvenci a jejich variapcd frekvencep aq alel bialelického
18 _
7Z(pi - p)2
=

pa
Wright (1951) definoval F indexy jako korelace gankgs jako korelaci mezi gametami

var(p) _

lokusu kazdé n subpopulaci jakbs; = (Hamilton 2009). Sam
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individua relative k subpopulaci, & jako korelaci mezi gametami nah@drybranymi
ze subpopulace relatiwrk celkové populaci a;fjako korelaci mezi gametami jedince

relativré k celkové populaci (Holsinger et Weir 2009).

Stejre jako WtSina ,pionyrskych* praci tidy i tyto Wrightovy indexy fadou
nedostatl. Krom toho, Ze byly zprvu definovany pro jedinkis, byly postaveny na
ostrovnim modelu, podle kterého si vSechny submmsumohou vyrtiovat alely se
stejnou pravé&podobnosti (Song et al. 2006), na modelu nekoyeh alel {(nfinite
allele mode) a navic Wright ani Malécot nebrali v potaz statisy ani geneticky vyér
(Holsinger 2010a). Statisticky v§b (statistical sampliny je disledek faktu, zZe
zpravidla neni mozné pracovat se vSemi jedinci spblace, ani se vSemi
subpopulacemi daného druhtimz neni mozné fesré stanovit parametry populaci
(napg. Fst, p), ale jen jejiclodhady(spravé ozna&ovaneé stisSkou: IEST,E)). Ackoliv se
parametry a odhady v praxi v piehlednosti a jednoduchosti z&fmji — i v této préaci
budou vSechny odhady ozfmwané bez siSky, nebd je Zejmé, Ze vychazeji
z konkrétniho vzorku z populace a podléhaji takisttekému vykru, pi vytvareni
teoretickych modé&l miva tato zamna zavazné usledky. Podob& zavazny, ale
mnohem mé& ovlivnitelny, je geneticky nebo také evohi vyber
(genetic/evolutionary samplipgktery je nevyhnutelnymigledkem genetického driftu.
V kazdémc¢asovém okamziku jsou totiz realpé@arametry aktualni populace odliSné
nasledkem stochastickych evéhich proces. | kdyby bylo mozné sledovat é&v
populace se stejnymi vychozimi parametry zésgbeni identickych evotmich
podminek (migrace, mutace, drift, selekce), vyséedapulace by po stejnétase byly
odliSné (Holsinger et Weir 2009).

Statisticky vykr je zohledgn Gst indexem (Nei 1973), ktery je Wrightovus+
nejpodobujSi. Obeck je povaZzovan za rozehi Wrightova kr pro vice alel, jelikoz se
jedna o vazeny mér Fst pro vSechny alely. Ve skuteosti jsou kt a Gst dva odliSné
popul&ni parametry, nehb oba berou v potaz jiny soubor studovanych populaci
(Michalakis et Excoffier 1996). & je definovan jako post primérné genove diverzity

(t. de facto heterozygotnosti) mezi subpopulacemi a celkovéogéndiverzity

v populaci: Gr= Dst/Ht (Nei 1973). B pramérovani genovych diverzit proizné
lokusy Ize dosahnout lepSiho odhadu, néZ pramérovani vyslednych & pro
jednotlivé lokusy (Takahata et Nei 1984), coz jexmy prinos této popukmi

charakteristiky. Jejim problémem je vSak ignorgeretického vyéru, kvili cemuz je
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vhodnym ngiitkem genetické diferenciace jen kigmdech, kdy nesledujemeigpsvek
genetického driftu (Holsinger et Weir 2009).s1Gproto byva implementovan do
statistickych softwarjen vzacs, nag. v FSTAT (Goudet 1995).

V sowasnosti je népstji pouzivany pistup podle Weira a Cockerhama (1984),
implementovany ve &Sin¢ piislusnych prograf) nag. v GENeEPop (Raymond et
Rousset 1995),97AT (Goudet 1995), MSA (Dieringer et Schlotterer 20833PAGEDI
(Hardy et Vekemans 2002) a v modifikované padtaké v ARLEQUIN (Excoffier et al.
2005). Jedna se o momentovou metodu odhadu, zaloZenounalgize variance.
Variance je zde roztena do 3 hlavnich komponent, ziskanych z vazeradyayn
variance alelickych frekvencia (variance mezi subpopulacemi), (variance mezi
jedinci v ramci subpopulace) a (variance mezi gametami vramci jednotlivce).

V terminech &chto komponent Ize pak definovat odhady pognieh parametr
F,Oaf jako: F=(a+bh)/(a+b+c), 8=al(a+b+c), f =b/(b+c). Pitom lze
dokazat, Ze zaifsluSnych okolnosti F odpovida Wrightovyr,F®® = Fst a f = Fs.

Vazenim prau alel al lokusi Ize ziskat odhad fixamiho indexu pro celkovou populaci
6, = > > a, > > (a, +hy, +c,), ktery je gesrEjSi nez nevazeny pmemy odhad
I u I u

(Weir et Cockerham 1984). Tentéigtup maradu vyhod. Je nenamoy na vypd@etni
vykon (da se pdtat ,v ruce“), zmigné odhady maji nizky bias i{popakovaném
vybéru z populace bude fpmérna variance ve frekvenci alel blizko neznamé kaln
varianci; Holsinger et Weir 2009), zohfage statisticky i geneticky sampling,
nestejnou velikost vzorku co do ¢io subpopulaci, jediric hodnocenych lokusi
pozorovanych alel a v neposledatt je presrgjSi pro vysSi hodnoty fixaniho indexu a
pro lokusy ve vazb (Weir et Cockerham 1984). V poslednich letech bgle
rozSrovan, ale vSeobeérse zatim pouZziva zejménavodni algoritmus. Nap Song et
al. (2006) rozguji pristup o mezipopulmi korelace v alelickych frekvencich, vzniklé
nag. nasledkem vySSi mutiai ¢i migracni rychlosti a pozorované zejména pokudgio
studovanych populaci neni dostake vysoky. Mezipopuléni korelace jsou totiz
faktorem, ktery jednak ovliwje vysledny odhaddr a jednak znemditije presrijsi x>

aproximaci a tim i intervaly spolehlivosti pomoéid metody (Song et al 2006).

DalSim zfisobem odhadu popufaich paramefr je metoda maximalni &ohodnosti
(maximum likelihool ktera poskytuje sice vychylené odhady, ale s§hemérodatnou
odchylkou, a vysledné odhady se tak odchyluji @ho parametru mémez odhady
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piedchozich metod (Holsinger et Weir 2009). Podstatdto metody je vytvieni
funkce L(a|nk, pk), kde & je absolutni zastoupeni algtgho lokusu ve vzorkkté

populace, R je velikost tohoto vzorku ayde frekvence fislusné alely. Odhadem,,

jsou pak ty hodnoty jp které maximalizuji hodnotu této funkce (HolsingE¥99).
Metodu maximalni rohodnosti vyuziva i bayesianskyigtup, a to k ,¢isteni“ priorni
informace o alelické frekvenci. V bayesianské meét@dpak alelicka frekvence vSech
populaci aproximovana beta distribuci (pro bialslidokus) nebo Dirichletovou
distribuci (pro multialelické lokusy), ze které gak pomoci Gibbsova v¢tu (Gibbs
sampling jeden zZMarkov chain Monte Carloalgoritmi) odvodi pl posteriorni
distribuce fix&niho indexu. Vyhodou této metody je zahrnuti jakdeda s pevnymi
efekty, tak modelu s ndhodnymi efekty, a to i rm@ngch arovnich hierarchické
struktury vramci jediné analyzy. Navic interpretadakto ziskanych odhad
popula&nich paramefr nezavisi na pouzitém modelu populadivergence tak, jako
u predchozich metod, tedy kr@énmetody maximalni &ohodnosti, ktera vSak zavisi na
modelu s nahodnymi efekty. Problémem bayesianskéistupu je zavislostipsnosti
odhadu na i@snosti aproximace Dirichlerovou nebo beta distiibiNicmér, jak
namita sdm autor, zda se nepgpatiobne, Ze by byl vysledny fikai index vyrazg
ovlivnén vybeérem distribuce (Holsinger 1999). Tato metoda jedr#@ zejména pro
studie s malym paem lokus ¢i vzorka, pri vySSim pétu studovanych lokus(alespd

8 az 10) by mla poskytovat velmi podobné vysledky, jako metodeil a
Cockerhama (Holsinger 2010b). VyuZziva ji softwarekdry (Holsinger et Lewis
2007).

Bayesiansky fistup wetrg MCMC (Markov chain Monte Carlp ale za po#&kud jinym
Gcelem, je implementovan i v programurRCTURE (zaloZzen na algoritmu podle
Pritchard et al. 2000), ktery je v s@snosti porérné hojrg vyuzivan. Oproti vySe
popsanym F-, G- é-statistikam tento ifistup nevyzaduje apriorni informaci o zdrojové
populaci kazdého jedince, ale naopak jde o nalegtenktury v datech aiprozdleni
studovanych individui do K cluste(tj. hypotetickych populaci). Lze tak posouditazd
subjektivni rozdleni do subpopulaci (n&pna zaklad geografické vzdalenosti,
geomorfologické izolovanosti apod.) je konzistergmjenetickou strukturou. Navic Ize
takto odhalit skrytou poputai strukturu v rdmci arbitragnvymezenych subpopulaci.
Je to metoda zaloZzend na modelech a jako takovadujg fadu apriornich
piedpoklad, nejvyznamajsi z nich Hardy-Weinbergova rovnovaha v ramci feun
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clusteru a pvodre také vazebna rovnovaha mezi studovanymi lokusydtgredpoklad
byl vS8ak vyeSen implementaci dalSiho modelu; Falush et al3RMxela zdsadni je
volba modelu genoveho toku. Zatimco v modelu adémixture ktery nepedpoklada
vyménu alel mezi clustery, MCMC algoritmus zahrnujeata 2 kroki (odhad alelické
frekvence kazdé populace a z ni pak odhad populaeédteré vzorek pochazi), pro
model sadmixture do algoritmu vstupuje jeStparametra, tedy proporce genomu
odvozena zfislusné populace, ktera je pak aktualizovana v Bk iterace

(podrobnosti o algoritmu viz v Pritchard et al. QD0

Zatim vSechny popsané metody pogutagenetické analyzy byly postaveny primérn
na modelu nekoraych alel [nfinite allele model IAM), poptipadt modeluk alel
(KAM). Prvni z nich pedpoklada, Zze kazdou mutaci vznika nova alela mdllggl vSech
dosud pitomnych v populaci. Kazdé dvalely daného lokusu identické stavem (tzv.
identical by state,|BS) jsou tak povaZzovany za identickévpdem {dentical by
descent)BD). Model k alel pak tuto rovnici rusi (tedy IBg IDB) a mutace podled
meéni jeden alelicky stav na jinykzel moznych, a to se stejnou pr&pddobnostil/(k-1)
(Hamilton 2009). Tyto modely se proto zdaji byt @hé pro markery s malou muatd
rychlosti, nap. alozymy, naopak n#pu rychle mutujicich mikrosatelit vyvstava
rozumna obava z homoplazie a tim ifppani zjiSéné mezipopulkéni podobnosti
migraci a historickym udalostem, spiS nez mutacmidrosatelifi bylo navic zji&no,
Ze kazdy muténi krok meni alelicky stav jen o jedn& dvé repetice a nova alela tak
svou délkou fimo zavisi na délce alelyapodni (Slatkin 1995). Krokovy mutai
model 6tepwise mutation modeBMM) proto bere v Uvahu pateni stav mutované
alely a sekvence vzajemrpodobrjSi jsou pak pokladany za evohe piibuzrejsi

s kratkymcasem od jejich divergence, oproti sekvencim odjm (Hamilton 2009).
Praw na tomto modelu je postaven  Slatkin Rst index, definovany jako

Rsr= S _;W , kde Sy je variance ve velikosti alel v rAmci subpopula@ je variance

v celkové populaci (Slatkin 1995). V tomtévyodnim pojeti je analogicky & indexu
pro IAM a nezohletluje paet studovanych populaci. Rousset (1996) proto dgfin
rovnovazny parametpst studiem vztahu mezi pragplodobnosti identity jpvodem a

¢adi koalescence a Michalakis et Excoffier (1996) rdslena zaklad analyzy

molekuléarni variance (AMOVA) definuji odhad tohqtarametru, ktery oziaji &DST.
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populaci a celkem N studovanych jedir{Michalakis et Excoffier 1996).

2 Material a metody

2.1 Rostlinny material

Oba taxonySalix daphnoide¥ill. i Salix lapponunt.., byly studovany na Gzentleské
republiky z hlediska ekologického a fytocenologitiékolegy@mi Saiou Hrachovou
(S. lapponuma Evou StanovskouS( daphnoidgsv ramci jejich diplomovych praci
(Hrachova 2011, v tisku; Stanovska 2011).¢Qmapovaly vSechny znamé populace

z naSeho uzemi a poskytly i rostlinny material geoetickou analyzu.

V piipact  Salix daphnoides byly prosbirhny vSechny zndmé populace
z Moravskoslezskych Beskyd (fytogeograficky ok¥e99sensuSkalicky 1988) a jedna
3¢lenna populace z nedalekého fytogeografického aklesenické podiii (¢. 75), a to
vSichni nalezeni jedinci. Z celkového g 15 populaci se pouze 4 nachazely na
Stérkovych naplavech beskydskydébk (lokality podél Lomné, Moravky, Ostravice a
OlSe), 4 populace na pavych loukach svazuCalthion (Kavakanky, Jezerné,
Cervenec, Be&ovska Kyera) a zbyvajici populace rostly v ol$inasihna jinych, pro
dany druh fytocenologicky né&pozenych biotopech — Tiavy, Hutisko-Solanec,
Bzové, Hluboké, Dinotice, éBkovice a pitoky OlSe — zejména Hluboky potok.
VSechny populace mimo &kové néaplavy byly + stejn@ké, wtSinou zastoupené
jedinym pohlavim (Stanovska 2011; Sochor et al0201

U Salix lapponumbyly vybrany nejbohatSi populadeskécasti Krkonos (fyt. okres
93), konkrétg 4 populace bez znamych vysadeb —daaska louka a jeji odtena
horni¢ast a populace na severnim a jiznim okraji Navojdk®/, a dale 3 lokality, kde
byly v minulosti provadny zangrné vysadby — Labska louka, Pramen Labe a lokalita
pod Lwni boudou. Podokinako u gedchoziho druhu, tyto vysazované populace rostly
na fytocenologicky a ekologicky netypickych biotche ale porosty jevily
morfologickou variabilitu. ¥tSina jejich jeding se sexuakineprojevovala. Na vSech
lokalitach byly rostliny sbirany podél transékpiirozere definovanych vodoté ci
arbitrarré za &elem postizeni maximalni variability préstli. U kazdého jedince bylo

zaznamendano téz pohlavi, pokud v dany rok nekivgtioznaen jako ,sterilni“.
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Obrazek 1: Mapa lokalit studovanych populaci S. daphnoides, barevné jsou odliseny populace riznych
biotopl: zelené Stérkové naplavy (Salicion eleagno-daphnoidis), iluté pchacové louky (Calthion),

cervené olSiny (Alnion). Zdroj mapového podkladu: ArcGIS

Obrazek 2: Mapa populaci S. lapponum v Krkonosich — pfirozené populace modie, vysazované Zluté.
Populace pod Lucni boudou se nachazi zcela oddélené, cca 11 km vychodné od ostatnich. Zdroj

mapového podkladu: www.mapy.cz.
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U obou druli byly sbirdny zdravé, vitalni listy, suSeny v papirch obélkach na
silikagelu nebo co nejrychlejifipozenym teplem, papv suséce maximala pri 60 °C,

a dale skladovany v suchu a temiiugokojové teplaot aZz do jejich dalSiho zpracovani.

2.2 lzolace DNA

Izolace DNA sledovala mitnmodifikovany CTAB protokol podle Doyle & Doyle
(1987). 50 mg suchych listzbavenych gedni Zilky bylo homogenizovano pomoci
homogenizatoru (Retsch Mixer Mill MM 301) v 2ml Egpdorf zkumavkach a nasledn
extrahovano v 700 ml CTAB pufru (2% CTAB; 0,1 M §#CI pH=8,0; 0,02 M EDTA
pH=8,0; 1,4 M NaCl; 1% PVP40) s @ merkaptoethanolu naepace @ 65 °C
alespa 60 min. Dale bylo fdano 700ul smesi chloroformu a isoamylalkoholu (24:1),
fadre prottepano a centrifugovano (15 min., 13 000 rpm, 10 MHoyni vodna faze byla
Setrié odebrana a fidan ot stejny objem swsi chloroformu s isoamylalkoholem
(24:1), protepano a centrifugovano za stejnych podminek. Hi@ré byla nasledn
pienesena do stejného objemu vychlazeného (-20 °@)rapanolu a s#s dale
ponechanaip +4 °C alespt 30 min. k precipitaci nukleovych kyselin. Po cdigaci
(15 min, 13000 rpm., 4 °C) byl supernatant odsmarsediment mirh osuSen a
rozpusén v 200 ul 10x TE pufru. Po fidani 2,0 pl RNasy (10 pg/ml) byl roztok
inkubovan 30 min. d 37 °C na termobloku. Pro dalSi precipitaci byiadgno 20 ul
acetatu sodného (3 M) a dvojnasobek objemu etha(@8u%, 440 pul, -20 °C) a
ponechano alespB0 min. i +4 °C . Po centrifugaci (13 000 rpm., 15 min., 4 °C) byl
pelet promyt 80% EtOH a nasladii0% EtOH. Pro minimalizaci praggdodobnosti
ztraty peletu byly vzorky po kazdém promyti fegentrifugovany (13 000 rpm., max.
10 min., 10 °C). Promyty pelet byl nakonec vakuowsuSen (Savant SpeedVac
concentrator) a rozpust v 80 az 13Ql 1x TE pufru (10 mM Tris HCI, pH 8,0; 1 mM
EDTA, pH 8,0).

Kvalita a kvantita izoldat byla stanovena rpdkEZné separaci produit na 1,5%
agarosovém gelu, barveném ethidiumbromidem, a pak& spektroforometricky

(NanoDrop 1000). Koncentrace n&fena spektrofotometricky byla pouzita pro finalni

" Druh& precipitace alkoholem zde byla pouzita vdtéie k lepsi purifikaci izolatu a odstean latek
(residua listovych barviv, fenolické skeeniny apod.), které by mohly ovlivnit fyzikainchemické

vlastnosti izolatu a nasledin spektrofotometrickou kvantifikagi vliastni PCR reakci.
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narecéni izolatu na koncentraci 5 ng/v 1x TE pufru. Pracovni roztoky DNA byly
skladovany @ +4 °C po dobu i 8&olika mésiai, zdsobni roztoky byly zamrazenii p
20 °C.

2.3 Molekularni markery

Vzhledem ke vSem vyhodam a nevyhodam vSech dosthpmplekularnich markér
(viz predchozi bakaidka prace: Sochor 2009) byly pro tuto populastudii zvoleny
mikrosatelity, publikované jiz ive (Stamati et al. 2003, Barker et al. 2003). PCR
podminky byly optimalizovany pro kazdy mikrosateitla®’. Pro amplifikaci cilovych
sekvenci byla pouzita GoTag polymeraza (Promedakster mixbyl namichan podle
dopori&eni vyrobce, tj. 1x reaction buffer, 0,2 mM kazd&NTP, 1uM kazdého
z primei (finalni koncentrace), 0,25 jednotek DNA polymerée 5 ng templatové
DNA v 10 ul reakéniho roztoku. PCR podminky taktéZ sledovaly protokmobce, tj.
pro GoTag polymerazu pate:ni denaturace 95 °C po 2 min., denaturace 95 °80px)
annealing s variabilni teplotou po 30 s, extensi@n°C po 30 s (u delSich produkt
45 s), péet cykh variabilni, final extension 72 °C po 5 min. Spéafkazdého lokusu
jsou shrnuta v tabulce 1.

2.4 Fragmentova analyza

Elektroforeticka separace PCR produkbyla provadna na 6%, 0,4 mm silném
polyakrylamidovém gelu za denattnéch podminek. Na vlastnifipravu gelu byl
pouzit zasobni roztok akrylamidu (150 ml 40% roztakrylamid : N,N’-
methylenbisakrylamid 19:1, 420 g gmwiny, 50 ml 10x TBE a 484 ml ddB),
peroxodisiran amonny a N, N, N‘, N'-tetramethylddndiamin. Pro zajighi prilnuti
gelu na sklo bylo os&no silanem. f#d nandSenim PCR produktu byl smichan
s polovinim objemem formamidovym denatindm pufrem (formamid doading dye
9:1) a denaturovan 3 miniipg6 °C. Cas elektroforetické separace zavisel na délce
amplifikované sekvencefipapsti 2 000 V a proudu 120 mA se pohyboval od 2 do 5,5
hodiny. Gel byl naslednpromyt alespt 20 min. v 10% kys. octové (fixace DNA a
vymyti maioviny), 5 minut v 1% kys. du&mé a barveni 35 min. v 0,1% roztoku
dusknanu stibrného s 0,15% formaldehydem. Vyredukovani navézanstibra
nasledg probihalo v 3% roztoku ultitanu sodného s 0,15% formaldehydem a 2ppm

thiosiranem sodnym. Po usuSeni byl elektroforetogrghodnocen na transiluminéatoru.
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Tabulka 1: Seznam studovanych lokusi, rbs19 publikovan v Stamati et al. 2003, ostatni v Barker et al.

2003. Ztéchto praci jsou také prevzaty primerové sekvence a opakované motivy. T, je teplota

annealingu, C pocet cykli PCR reakce.

Nazev Sekvence primeru (5-3°) Opakovany Pavodni S. daphnoides  S. lapponum
(F/R) motiv oznaceni T, [°C] C T.[°C] C

rbs19  TCATTTGCTCGATGAGGTTG (CT)1o gSIMCT024 55,5 23 - -
GTGGTAGTTGCAAAAGGGGA

Sx08  ACTTCAATCTCTCTGTATTCT [TG]AG[TG];AG  SB24 55,5 31 555 31
CTATTTATGGGTTGGTCGATC [TGl:AG[TG]:AGT

GAG[TG];

Sx10  TAATGGAGTTCACAGTCCTCC  [TCly SBSO 64,3 29 64,7 30
ATACAGAGCCCATTTCATCAC

Sx12 TATTGCTTTGATGGCGACTGC [ACCGCC]s SB88 61,0 29 - -
CAGCAACGGAAATAGCAACAG ACCGC

Sx13 GACGCACATACACCATTACAC [GT]y, SB93 55,5 30 - -
TGTTAGAAAATTAGGCACGGA

Sx14 ATGTCATTCAGGTTTGTTTTC [CCG]s SB100 50,0 36 50,0 36
ATGGTTTAACTTGTTACTGTA

Sx18 CTGTTTCCTGCCACTATTAC [GCCly SB196 55,5 30 - -
TATAATCTGTCTCCTTTTGGC

Sx20 CCTCTTTTTCTATTGTGGTCT [CT]4CC SB201 50,0 27 50,0 28
GGCATGTATTTTTACTCCAAC [CTI5[CA]L,

Sx22 TATAAAGACAAATACCTGGGG  [CA],[GA],GGAA  SB210 - - 59,7 32
CATCAAAGACTGCTAGAAAGG  [TA]L[CA];sGA

Sx23  AAATTACCGTCCAACTAAAGA  [TAL[TGTGCG],  SB233 50,0 31 500 32
CATTAGCCATGAACAAGTAAA [TGlo

Sx24 ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC [GCCJ,ATCATT SB243 52,0 28 - -

GACAACGCCATTCACATGACC

CCCCIGCC,

2.5 Analyza dat

Pro grupovani identickych multilokusovych genatya vypdet Rp (probability of

identity) byl pouzit program @LET (ver. 1.3.3; Valiere 2002) a naslédspaitana

proporce rozliSitelnych genotyPD —proportion of dinstinguishable genotypgako

podil paitu zjisS€nych genet a pgidu studovanych ramet v kazdé subpopulaci (Reisch et
al 2007). Pumeérny pcaiet alel na lokus a pozorované &kavané heterozygotnosti

(sensuNei 1973) byly peoitany s vyuzitim programud®GeNE (ver. 1.32; Yeh et al.
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1999). Rozdily ve velikosti populaci$alix lapponumbyly oSeteny rarafakci pomoci
softwaru HP-RRE (ver. June-6-2006; Kalinovski 2005), ktery byl né¥ pouZit pro
vypocet bohatosti privatnich alel. Pro vyjsd F ap statistik byl pouzit software
GENEPOP(ver. 4.0.11; Raymond et Rousset 1995, Rousse)2@@alozen naijstupu
Weira a Cockerhama (1984) prostFa Fs a pgistupu podle Rousseta (1996) a
Michalakise a Excoffiera (1996) prpst a pis. Pomoci tohoto softwaru byl take
proveden U test store tegt na pevahu a deficit heterozygot (heterozygote
excess/defigitpodle Rousseta a Raymonda (1995) a dale tesnm@/gu diferenciaci, a
to exaktni G test zaloZzeny na Markowdetézci pro kazdy lokus zvl&s kombinace pro
vSechny lokusy nésledrbyla provedena Fisherovou metodou. Vysledkem tgsto-
hodnota pro nulovou hypotézu ,Alely jsou odvozeny gtejné distribuce u obou
subpopulaci“ (Rousset 2008). Parametry markovewace vSech zmimych test byly
zvoleny nasledujicidememorisatior(tj. burnin) 10 000,batches(tj. potet keha) 200,
iterations per batcl{pccet iteraci na jeden¢h) 10 000.

Pro analyzu poputai struktury byl vyuzit program 1®UCTURE (ver. 2.2; Pritchard et
al. 2000). Vzhledem k nezvladatelnému naroku nao&gimi vykon byla aplikace
spustna na Bioportalu Univerzity v Oslo (www.bioportabwno). Zvolené parametry
MCMC algoritmu: burnin 80 000, pd¢et iteraci 800 000, get replikaci (uns) 10.
Analyza prolhla pro vSechna K od 1 do 1%igemzZ nejvhod§sSi paiet clusted byl
vybran pomoci hodnot pmérnych wrohodnosti L(K), tj. posteriornich
pravéEpodobnosti dat pro kazdé K, Pr(X|K), a pomociciejzmeny — ptimérné AK.
Tyto charakteristiky, stefn jako koeficienty podobnosti jednotlivychétlm (runs)
analyzy, byly spéitany pomoci aplikace TRUCTURESUM (ver. 2009; Ehrich 2009).
V piipact vysokych a vyrovnanych hodnot koefici#gnpodobnosti a tim i velké
podobnosti mezi jednotlivymidhy byly do dalSich analyz #amzeny vSechny dhy.

V opainych gipadech byly vybrany dhy vzajeme podobrjsi a ty analyzovany
spole&ng, tj. jejich individuélni Q hodnoty byly zpmérovany s vyuZzitim programu
CLUMPP (ver. 1.1.2; Jakobsson et Rosenberg 200ysledna Q-matice se stala
zdrojem dat pro aplikaci IBTRuUCT (ver. 1.1; Rosenberg 2004), jejiz vystupem je
diagram znazawijici prislusnost kazdého vzorku k jednotlivym K clustar

Dopliujici test na mezipoputai migranty byl proveden v softwarmmanc (Rannala
et Mountain 1997) s 10 000 replikacemi. Z&elém stanoveni miry hybridizace a

introgrese byl vyuZzit software NewHybrids (ver. ;1Anderson et Thompson 2002)
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s vySe uvedenymi parametry MCM®®@ufnin 80 000, poet iteraci 800 000) a dale
analyza hlavnich koordinat v softwaru GenAlEx (\&41; Peakall et Smouse 2006).

3 Vysledky

Tabulka 2: Pocty alel a rozsah jejich velikosti pro jednotlivé studované lokusy.

Prac. S. daphnoides S. lapponum
ndzev Pocet alel Rozsah velikosti [bp] Pocet alel Rozsah velikosti [bp]
rbs19 13 34

Sx08 7 16 10 64
Sx10 6 28 5 27
Sx12 2 5

Sx13 7 18

Sx14 3 9 4 24
Sx18 3 6

Sx20 13 46 11 74
Sx22 - - 5 24
Sx23 8 20 9 33
Sx24 3 9

3.1 Salix daphnoides

Vzhledem k absenci PCR produktétiny lokusi byly z analyz vyazeny vzorky D37,
D43 a D46, vSechny z lokality Horni Lomna. Dale eébyyazena polozka D168
z lokality Kopytna (pitok OlSe) z dvodu chybné determinace — krénzietelné
tetraploidie u ni byly nalezeny i unikatni alelytefg¢ tak do analyz nebyl ¥azen
domrely hybrid S. xdigenea lokality Kavatanky (jeden jedinec). Na zakkadnalyzy
4 lokudi (Sx10, Sx12, Sx13, rbs19), byly identifikovany rmébni populace
(Kavakanky, Jezerné,Cervenec, Béovskd Kgera, Tisavy, Hutisko-Solanec,
Hluboké, Bzove, Dinotice a éEkovice), picemz za klon (genetu) byli povaZovani
vSichni jedinci s identickym multilokusovym genogm. Unbiased probability of
identity, tedy pravdpodobnost, Ze by dva jedinci s identickym genotypetichto
lokusech mohli byt odvozeni sexualnimispbem, B = 1,294.1G. To je sice
pravcEpodobnost relativh vysoka, ale vzhledem k charaktetehto populaci je vice
nez dostéujici. V dalSich 6 lokusech pak byly genotypovarglymorfni populace
Horni Lomna, Moravka, Ostravice a Ol3e. Pro tytpylace je pak B = 8,459.10.
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3.1.1 Vnitropopula €éni charakteristiky

Jak je vidt z tabulky 3, studované populace se podle mirp&io propagaceietelre
rozpadaji do dvou skupin: prvni 4 populace klonalémei nevykazuji (Horni Lomna,
Moravka, Ostravice a OlSe), naopak zbyvajici pciiti nevykazuji genetickou
variabilitu, nebd@ vétSina z nich je tviena jedinou genetou, kr@énpopulace v Hutisku-
Solanci se déma genetami (z toho jedna vSak zastoupena jediametou). Prvni 4
populace, rostouci na¢gkovych naplavech, vykazuji proto zcela pochopitdlvetSi
absolutni genovou diverzitu ve studovanych lokusegfadienou jednak mgmeérnym
poétem alel na lokus (u polymorfnich populaci v rozin@8 — 5,1; u klonalnich nikdy
negesahuje hodnotu 2,0), jednake&dvanou heterozygotnosti, kterd se u prvnich
jmenovanych pohybuje mezi 0,54 a 0,61; u klonalmicpulaci pak nepsahuje 0,38.
Paity alel po rarefakci jsou interprét® podobné, &oliv rozdily mezi populacemi

v této veltingé pochopiteld nejsou tak vyrazné. Rarefakce u monoklonalnich
.populaci® @i takto nizkém pé&u lokusi podléhd do zrmé miry stochasticit
(evolwiniho) samplingu a odrazi spiSe pozorovanou hetgaotagst v jednotlivych
lokusech, nez alelickou diverzitu v populaci, poabfako tzv.unbiased heterozygosity

(sensuNei 1978). Tyto charakteristiky zde proto nejseedeny.

Portkud komplikovagjSi situace nastava u populace rece OISi, kterou nelze
jednoznéné definovat na zaklad geografické vzdalenosti jeditncani ekologické
diferenciace. Jednotlivé statistiky proto byly vyfiany pro celkovou metapopulaci
podél OlSe, ¥etre pritoki, a dale pro kazdou subpopulaci zVI4& analyzy ditich
subpopulaci je velmi ndpadna klonalita u subpopufzadél Hlubokého potoka a jedna
geneta s ddma rametami byla zji§ha i v subpopulaci OlSes(str). Interpretaceéthto

vysledki je vSak komplikovana velmi malymi realnymi velikos téchto subpopulaci.

Velké polymorfni populace vykazuji signifikantnifaé heterozygol oproti Hardy-
Weinbergo¥ rovnovaze, coz se projevuje i \,pof. upis indexi, které jsou porrné
vysoke, zejmeéna vifpadt populace na Moravce. Populace z jinych stanowy&azuji
vétSinou signifikantni pevahu heterozygdtnebo méai HW rovnovahu. Je vSak nutno
si uwdomit, Ze poty genet a mnohdy i ramet &chto populacich jsou velmi nizké, coz
vyrazre ovliviuje silu testu i hodnoty koeficigntinbreedingu, wetré jejich

interpretace. Zadné klonalni genety mézinymi populacemi nebyly zji&y.
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Tabulka 3: Vnitropopulacni charakteristiky sledovanych populaci, Sedé linie oddéluji populace na
odlisSnych biotopech — odshora: stérkové naplavy, Calthion a Alnion. PD je proporce odlisitelnych
genotypu (pocet genet / pocet ramet), A je primérny pocet alel na lokus, H.,, ocekavana
heterozygotnost, H,, pozorovana heterozygotnost. HE (pfevaha heterozygott) i HD (deficit
heterozygoti) testovany U testem, hvézdicky uréuji signifikanci ve prospéch téchto alternativnich

hypotéz: *** P < 0,001; ** P < 0,01; * P < 0,05; ns P > 0,05.

Populace pocet pocet PD Hops Hexp A Fis Pis Test na
vzorkii  genet HE/HD
Horni Lomna 28 28 1,000 0,520 0,576 5,100 0,104 0,106 ns/***
Moravka 35 35 1,000 0,428 0,548 5,100 0,225 0,218 ns/***
Ostravice 31 31 1,000 0,532 0,618 4,556 0,140 0,063 ns/***
Olse — vc. pfitokl 11 8 0,800 0,490 0,542 3,778 0,138 -0,067  ns/*
Olse —s. str. 4 3 0,750 0,287 0,354 2,222 0,333 0,367 ns/*
OlSe — Hluboky p. 3 1 0,333 0,625 0,323 1,625 -1,000 -1,000 */ns
Olse — Hluchovad 2 2 1,000 0,611 0,472 2,556 0,044 -0,018 ns/ns
Olse — Kopytnd 2 2 1,000 0,556 0,403 2,000 0,200 -0,427 ns/ns

Kaval¢anky 9 1 0,111 0,500 0,250 1,500 -1,000 -1,000 ***/ns
Jezerné 1 1 - 0,750 0,375 1,750 - - -
Cervenec 5 1 0,200 0,600 0,327 1,667 -0,800 -0,640 */ns
Becovska Kycera 5 1 0,200 0,667 0,333 1,667 -1,000 -1,000 */ns
Tisnavy 11 1 0,091 0,250 0,125 1,250 -1,000 -1,000 **/ns
Hutisko-Solanec 5 2 0,400 0,438 0,342 2,000 -0,143 -0,332 ns/ns
Hluboké 6 1 0,167 0,750 0,375 1,750 -1,000 -1,000 ***/ns
Bzové 1 1 - 0,250 0,125 1,250 - - -
Dinotice 14 1 0,071 0,667 0,333 1,667 -1,000 -1,000 ***/ns
Téskovice 3 1 0,333 0,750 0,375 1,750 -1,000 -1,000 ns/ns

3.1.2 Diferenciace subpopulaci

Pokud se podivdme na tabulku 4 parovych fixanich index, velké neklonalni
populace na Moravce, Lomné a Ostravici jsou vzajediferencovany sedrg silng,
avSak signifikant®, s st mezi 0,049 a 0,103 @7 relativre podobnymi. Jiz vice je od
nich diferencovana populace na OlSiss Rad 0,117 st dokonce az 0,239, taktéz
velmi signifikantd s P < 0,001. Ostatni — klonalni populace maiji ¢fikaindexy
ponerné riznorodé, ¥tSinou vSak velmi vysoké, a geneticka diferencipceresngs
signifikantni. Vyjimky tvai populace Jezerné a Bzové, které jsou vSakehyokazda
jen jedinym individuem a takovyto vystup se tud& aiekavat, stejé jako vzajemna

odliSnost jinych klonalnich populaci s fixdmi indexy ne#idka vysoko nad 0,4.
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Za povSimnuti vSak stojigr mezi populacemi Ostravice a&3kovice velmi se blizici
nule a nesignifikantni diferenciac&chto dvou populaci, indikujici snaduyod

TéSkovického klonu v Ostravické populaci.

3.1.3 Popula éni struktura

V programu SRUCTURE byl celkovy soubor 114 jedific(z kazdé genety byla do
analyzy zéazena jedina rameta) ra#ein do K clustaer od K = 1 az po K = 19. Jako
nejvhodrjSi patet clusteli K se podle pibéhu piimérné wrohodnosti a jeji ziény
(viz obr. 3) jevily pdty 2 a 4. Jako dalSi mozné vhodné K pak byly zwl@m 5, které
taktéZ mohou finést utitou informaci o populéni struktde. Je vSak nutné podotknout,
Ze jiz na tento prvni pohled neni struktura v datdostatén¢ vyrazna na to, aby bylo
mozno jednoznm¢ stanovit optimalni K. Pro sestaveni diagramu byloZito vSech 10
béhu (rung) pro K = 2 a 4, nehlbprameérny koeficient podobnosti meziby dosahoval
0,98 a 0,99 vtomto padi. Pro K = 3 bylo z@mérovano 7 Bha s vyraznou
podobnosti, pro K=5 pak &lm (pramérné koeficienty podobnosti mezi vSemi 10
behy 0,64 a 0,77), zbyvajiciehy byly pouzity samostatn avSak jejich interpretace je
rovnocenna s ostatnimi a nejsou proto v pratazeny. Pro slabou strukturu v datech
manudl doportuje vyuZziti modeluLOoCPRIOR (priorita lokality), implementovany od
verze 2.3. Vzhledem k vyuziti Bioportalu UIO, ktengdol® analyzy poskytoval pouze

verzi 2.2 softwaru 8RUCTURE, tento model nakonec nebyl pouzit.

Na vyslednych diagramech (obr. 4-7) jetelre patrna diverzita vzokkuvnitt i mezi
apriorrg stanovenymi populacemi. Pro kazdé K je vSak mazdidgramech odliSit 4 az
5 oblasti, odpovidajicitiblizn¢ 4 velkym populacim 8tkovych naplau. Jako sil
heterogenni se jevi populace na Moravce, zahrrlgigeding vyrazré odliSnych od
zbyvajici populace. Ve vSech 4 velkych populacielvyskytuji jedinci geneticky zcela
odliSni od ostatnich jedidca podobgjSi naopak jedné z dalSich populaci. Najgorek
D59 (3. zprava) z Horni Lomné jéetelr odliSny od zbyvajici populace a zda se byt
migrantem z populace ostravické. Zajimavosti je, l@etop tohoto jedince byl odliSny
od ostatnich. Podobrgeneticky vyjimény je nap. vzorek D68 (1. jedinec) z Moravky,
klastrujici se spiSe k Horni Lomn#é,vzorek D147 (11. zprava) z Ostravice, klastrujici
se k OISi. Tito a jestnekteri dalSi jedinci byli detekovani signifikartr{fP < 0,05) jako
migranti v softwaruMMANC stejre, jako podle $SRUCTURE (ozna&eni Sipkami v obr. 7).

DalSi identifikovani migranti nesouhlasi podle obprogranii a nejsou vyzngeni,
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ackoliv tento nesoulad je vesi® zpisoben jen mirnym fekrotenim P-hodnoty nad
hranici 0,05.

Zminény cluster 14 jedinc z Moravky byl dodaténé vyclenén pro analyzu poputai
diferenciace. Skupina se jevi opravdu vyRrén parové kr vici zbytku populace je
rovno 0,170, tedy srovnatelné s dalSimi populacsmHorni Lomnou Er = 0,150;
s Ostravici 0,170; s OISi 0,210). Zbytek populacklozavky je pak od ostatnich
populaci diferencovan mér(Fst = 0,052; 0,123 a 0,134 v tomtoipdi), avSak vzdy
vysoce signifikanté. Fritom je cluster vniin¢ pomegrné stabilizovany, s = 0,049,
signifikantre v HW rovnovaze. Patkud prekvapiva je populace na OlSigetng
piitokd, ktera se jevi jako pokmé homogenni, minimathvzhledem k terénnim dah

a informacim o klonal#, které indikuji spiSe polyfyleticky aast&né¢ umely puvod

populace.
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Obrazek 3: Pribéh priimérné vérohodnosti (nahofe) a primérné zmény vérohodnosti (dole) pro

jednotliva K.
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Tabulka 4: Parové Fs; (pod uhlopfickou) a psr (nad thloptickou). Hvézdicky za Fsr indikuji diferenciaci subpopulaci v alelickych frekvencich podle exaktniho G testu: ***

vysoce signifikantni (P < 0,001), ** signifikantni (P < 0,01), * signifikantni (P < 0,05), NS nesignifikantni (P > 0,05).

[ZY

Populace H.L. Mor. Ost. Olse Kav. Jez. Cer. B.K. Tis. H.-S. Hlu. Bzo. Din. Té

Horni Lomna 0,066 0,022 0,152 0,282 -0,101 0,056 -0,040 0,018 0,164 0,046 -0,207 0,042 -0,045

Moravka 0,049%** 0,069 0,239 0,243 -0,054 0,130 -0,040 0,084 0,129 0,009 -0,210 0,040 -0,090
Ostravice 0,082***  (,103*** 0,229 0,414 0,053 0,259 0,005 0,206 0,283 -0,006 -0,030 0,088 0,111
Olges. I. 0,137***  0,117***  (,127*** 0,004 -0,230 0,114 0,043 0,134 -0,064 0,058 0,213 0,200 -0,052
Kaval&anky 0,249***  0,280%**  (,314***  (,329*** 0,629 0,655 0,499 0,651 0,024 0,498 0,577 0,573 0,465
Jezerné -0,091™  -0,067"  0,031™ -0,088™  0,544** 0,644 0,400 0,693 0,434 0,520 0,570 0,534 0,593
Cervenec 0,174***  0,181%**  (,224***  (,155***  (,547*** (371" 0,305 0,556 0,615 0,534 0,058 0,367 0,677

Bec. Kycera 0,110** 0,116***  0,055* 0,203***  0,429***  0,480* 0,310*** 0,345 0,408 0,110 0,148 0,041 0,097

Tisnavy 0,237***  0,205***  0,334***  0,196***  0,633***  0,462ns 0,383***  (,533*** 0,620 0,589 0,667 0,433 0,706

Hutisko-Sol. 0,177***  0,210***  0,158***  0,233***  0,205***  0,247ns 0,482***  (,357***  0,632*** 0,439 0,403 0,534 0,361

Hluboké 0,233***  0,245%**  (,189***  (,338***  (588***  (,455* 0,429%%*  0,429%**  ( 594%** (0 A79*** 0,358 0,094 0,039
Bzové 0,039™ 0,013™ 0,104* 0,072" 0,612* 0,429"™ 0,300™ 0,450"™ 0,500™ 0,418* 0,356™ 0,502
Dinotice 0,225***  0,241***  0,090***  0,375***  (0,492%**  (,545%**  (0,428***  (,194**  (,618***  (,386***  (,342%** 0,146
Tégkovice 0,114™ 0,122* 0,008™ 0,125* 0,463***  0,400™ 0,408***  0,200™ 0,512%**  (0,343%*  (,333*** 0,333***
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Obrazek 7: Vystup z analyzy ze STRUCTURE pro K=5, primér pro 8 konzistentnich béhi. Sipky oznacuji jedince, signifikantné detekované v programu IMMANC jako

migranty, ktefi zaroven odpovidaji migrantiim dle STRUCTURE.
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3.2 Salix lapponum

Analyza datSalix lapponumbyla komplikovana charakterenistu a distribuci ki,
ktery neumo#oval jednoznéné odliSeni jednotlivych rametiimo v terénu. Ty byly
rozliSovany primaré na zaklad orientace wtvi, zapojenosti porostu, morfologickych
znaki, pohlavi apod. a u nejasnychltigadi bylo sebrano vice vzoikz jediného
domrglého polykormonu¢i promisené skupiny k& ve dvou na sebe kolmych
transektech v 1m vzdalenostech (Hrachova S., ed@nunikace). Nejprve proto byly
vSechny vzorky genotypovany véeth nahod& vybranych lokusech (Sx08, Sx20,
Sx23) a stanoven pet genet v kazdé takové skuirpricemz za jednu genetu byly
povaZovany vechny vzorky identického multilokudavéenotypu, B = 3,817.10.

Z kazdé genety skupiny byl do dalSich analygazen pouze jeden vzorek. Celkovy
studovany soubor se tak omezil na 232 ramet, Kighg¢ dale genotypovany jeSwe
ttech lokusech (Sx22, Sx10, Sx14), vysledna £3,972.10. Z vnitropopul&nich a
mezipopul&nich analyz byly vkazeny vzorkyS. silesiacaa jejich hybrid se
S. lapponumodliSené na zaklgdmorfologie, a stegatak jedinec PL52 z Paavské
louky, u rehoz byly zjiSény 3 alely charakteristické pouze pro hybridg asilesiaca
Jedinym vyazenym vzorkem zidbodu Spatné amplifikace PCR produktu byl jedinec
NJ5 ze severniasti Navorské jamy. Celkem tedy bylo v 7 popula@nhlyzovano 205

jedinai.
3.2.1 Vnitropopula €ni charakteristiky

Patet ramet v populaci byl stanoven na zaklagrénnich pozorovani a po odstian
duplicitnich vzork z nejasnych skupin jedific Vysledna proporce rozliSitelnych
genotyp v jednotlivych populaci bez znamych vysadeb (g populace z Pamavské
louky a ol populace z Navorské jamy) se pohybuje od 0,83 @0 {viz tab. 5).
Naproti tomu v populacich dosazovanyglvysazovanych bylo zjigho PD v intervalu
<0,38; 0,54>. ¥tSina multiklonalnich genotypje zastoupena 2-4 rametami, pouze
u jediné genety bylo zji&ho 34 ramet ve 4 populacich. VSechny &jigtmezipopulkni
klonalni duplikace zahrnuji vzdy jednu populagirgzenou a jednu aZitpopulace

dosazovaneé.

Populace bez vysadeb jsou signifikantnHW nerovnovéaze s deficitem heterozyigot

na urovni genet i na urovni ramet g Bd 0,022 po 0,179. Pouze hotaist Patavské
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louky vykazuje nesignifikantni nadbytek heterozygdl dosazovanych populaci nebyl
statisticky signifikantty prokdzan ani nadbytek, ani deficit heterozygata arovni
ramet jsou hodnoty§vyrazré zaporne, ale na urovni genet se jiz pohybuiji erirdlu
<0,003;0,093>. Koeficienty inbreedingus, zaloZzené na krokovém muatdm modelu
(SSM), se od [k vice ¢i mérg vyrazré odchyluji, coz je &jmé¢ dano vyraznym
délkovym polymorfismem amplifikovanych mikrosatétitich sekvenci (viz tab. 1),
kdy nag. u lokusuSx20je rozsah zjiginych délek 74 bp.

T a4 4

Z hlediska genetické diverzity se @Bkupiny populaci neliSiipis vyrazreé, akoliv
vySSi diverzitu udrzuji populace dosazované (viz &. Absolutd nejvysSi piimerny
pocet alel udrZuji populace severéasti Navorské jamy a horasti Labské louky,
ackoliv ob¢ vykazuji dispropamé nizSi a@ekavanou heterozygotnost. To ¢d¥i
0 nerovnomirném zastoupeni jednotlivych alel aitpmnosti vzacnych alel, coz

dokladaji i vysoké hodnoty bohatosti privatnich.ale

Tabulka 5: Klonalni charakteristiky, koeficienty inbreedingu a test na HW rovnovahu u jednotlivych
populaci na drovni genet a ramet. Seda linka oddéluje pfirozené a vysazované populace. PD je
proporce odliSitelnych genotypl (pocet genet / pocet ramet). Ocekdvana heterozygotnost H,,
pocitana podle Nei (1973), F,s podle metody Weira a Cockerhama (1984), p;s podle Rousseta (1996). HE
(pfevaha heterozygoti) i HD (deficit heterozygotl) testovany U testem, hvézdi¢ky uréuji signifikanci

ve prospéch téchto alternativnich hypotéz: * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001, ns P>0,05

Populace pocet pocet PD FIS plS FIS plS Test na
ramet genet (ramety) (ramety) (genety) (genety) HE/HD
(genety)
Pancavska louka 49 42 0,857 0,020 0,074 0,022 0,101 ns/*
Horni €. Pancavskél. 6 5 0,833 -0,174 -0,438 -0,088 -0,327 ns/ns
Navorskd jdma —J 44 37 0,841 0,108 0,062 0,122 0,050 ns/***
Navorska jama —S 39 39 1,000 0,179 -0,014 0,179 -0,014 ns/***
Horni Labskd louka 21 8 0,381 -0,375 -0,491 0,093 0,054 ns/ns
Pramen Labe 20 10 0,500 -0,104 -0,437 0,074 -0,252 ns/ns
Pod Luéni boudou 26 14 0,538 -0,181 -0,409 0,003 -0,123 ns/ns
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Tabulka 6: Ukazatele genetické diverzity: prumérny pocet alel na lokus (A), primérny pocet alel po

rarefakci (A;), bohatost privatnich alel (R,), pozorovana a ofekavana heterozygotnost (Hyps. @ Hexp.)

Populace A A, Ro Uroveri ramet Uroven genet
Hops. Hexp. Hops. Hexp.
Pancavska louka 4,500 3,664 0,039 0,673 0,680 0,675 0,681
Horni €. Pancavskél. 2,667 2,667 0,027 0,694 0,551 0,667 0,557
Navorska jama —J 3,667 2,781 0,092 0,442 0,491 0,447 0,503
Navorska jama —S 6,000 3,353 0,414 0,468 0,564 0,468 0,564
Horni Labska louka 5,000 4,110 0,263 0,754 0,540 0,625 0,642
Pramen Labe 3,833 3,516 0,023 0,715 0,633 0,633 0,648
Pod Luéni boudou 4,833 3,814 0,172 0,731 0,609 0,667 0,645

3.2.2 Pohlavni diferenciace

Rozdily v genetické variabilit mezi pohlavimi jsou nepatrné. Analyza molekularni
variance na urovni ramet odhalila pouze 3,37 % aldlity mezi pohlavimi

s (marginal®) nesignifikantni genetickou diferenciaci pohlaRi £ 0,052). Na Urovni
genet pipadala na rozdily mezi pohlavimi pouze 1,66 %t&jié variability, &koliv
diferenciace pohlavnich skupin byla signifikantRi € 0,001). V skterych populacich
lze sledovat snizenou genetickou diverzitu u stitil rostlin (Patavska louka, jizni
Navorska jama), ta je vSak dana pouze stochasticBlym pdtem vzorkKi a neni
statisticky vyznamna (viz tab. 7). Ste&jnak u \tSiny populaci existuje sniZzen&
diverzita u sarich rostlin. V sottu vSech populaci jsou vSak rozdily zanedbatelné.
Vyrazna diferenciace existuje u sterilnich rosdipohledu klonality. ¥tSina sterilnich
(t. vdaném roce nekvetoucich rostlin) je vazamapopulace dosazované a tudiz
populace se zvySenou (anthropogemtanou) klonalitou. Naopak vSechny 4 sterilni
rostliny v pirozenych populacich jsou monoklonalni a rozdilklanalitt mezi

pohlavnimi skupinami takiejme nelze pisuzovat pirozenym biologickym procésn.
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Tabulka 7: Geneticka diverzita pro samici (F), saméi (M) a sterilni jedince (S): prdmérny pocet alel na
lokus (A), priimérny pocet alel po rarefakci (A,), bohatost privatnich alel (R,), pozorovana a oéekdvana

heterozygotnost (Hys. @ Hexp) Na trovni genet.

pocet pocet
Populace pohl. PD A A, Rp Hops. Hexp.
ramet genet

F 33 27 0,818 4,333 1,684 0,045 0,698 0,678
Pancavska louka M 14 13 0,929 4,333 1,684 0,015 0,667 0,649

S 2 2 1,000 1,833 1,472 0,041 0,417 0,354

F 5 4 0,800 2,667 1,574 0,005 0,583 0,521
Horni €. Pancavské I. M - - - - - - - -

S 1 1 1,000 2,000 2,000 0,114 1,000 0,500

F 23 20 0,870 3,667 1,485 0,035 0,408 0,501
Navorska jama - M 20 16 0,850 3,000 1,498 0,057 0,515 0,490

S 1 1 1,000 1,167 1,167 0,008 0,167 0,083

F 19 19 1,000 5,167 1,601 0,141 0,484 0,585
Navorskd jdma —S M 20 20 1,000 4,833 1,544 0,079 0,452 0,530

S - - - - - - - -

F 1 1 1,000 1,667 1,667 0,348 0,667 0,333

Horni Labska louka M 1 1 1,000 1,500 1,500 0,008 0,500 0,250
S 19 6 0,316 4,167 1,520 0,018 0,639 0,595
F - - - - - - - -
Pramen Labe M - - - - - - - -
S 20 10 0,500 3,833 1,649 0,024 0,633 0,648
F 5 5 1,000 3,500 1,600 0,044 0,533 0,540
Pod Lu¢ni boudou M 2 2 1,000 2,167 1,556 0,067 0,667 0,417
S 19 7 0,368 4,167 1,580 0,017 0,762 0,646
F 80 70 0,875 6,167 1,658 0,580 0,552 0,654
Ptirozené populace M 54 49 0,907 5,833 1,595 10,489 0,530 0,589
S 4 4 1,000 3,500 1,649 0,587 0,500 0,568
F 6 6 1,000 4,000 1,662 0,543 0,556 0,606
Populace
M 3 3 1,000 3,000 1,656 0,597 0,546 0,656
s vysadbami
S 58 23 0,397 4,833 1,687 0,622 0,670 0,687
F 86 78 0,907 7,000 1,665 0,568 0,552 0,661
Vsechny populace M 57 52 0,912 6,167 1,609 0,533 0,535 0,603
S 90 24 0,267 4,833 1,684 0,647 0,639 0,670
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3.2.3 Diferenciace subpopulaci

Naprosta ¥tSina subpopulaci je od jinych diferencovana sigaiftre, avSak slab ci

stredrgé siln¢ (viz tab. 8). Pouze horni Labska louka vykazujeé&é nulovou a
nesignifikantni diferenciaci od ostatnich vysazoxdmpopulaci a také od horpésti

Partavské louky. Posledni jmenovana subpopulace jeakaap dosti silé odliSena od
ostatnich firozenych subpopulaci, zvl&Sod subpopulaci z Navorské jamy. Kira
indexy zaloZzené na SMM se wkterych populanich kombinaci vyrazhodliSuji od
Fst, celkow vSak oba modely poskytuji podobné vysledky.

Tabulka 8: Parové Fs; (pod uhloprickou) a psr (nad uhlopfickou) indexy na trovni genet, hvézdicky

urcuji signifikanci genové diferenciace v alelickych frekvencich podle exaktniho G testu: *** vysoce

signifikantni (P < 0,001), ** signifikantni (P < 0,01), * signifikantni (P < 0,05), NS nesignifikantni (P >

0,05).
Horni
Panfavska  Pancava- Navorskd Navorska Pod Lu¢ni Pramen Labska
louka horni jama - jdma-S boudou Labe louka
Pancavska louka - 0,112 0,210 0,068 0,014 -0,008 -0,027
Pancavska I. - horni 0,136*** - 0,486 0,159 0,020 0,041 0,067
Navorskd jama - J 0,097*** 0,244%** - 0,128 0,365 0,321 0,262
Navorskd jdma - S 0,081*** 0,177*** 0,038*** - 0,132 0,116 0,074
Pod Luéni boudou 0,037*** 0,071* 0,132***  (,123*** - -0,030 -0,018
Pramen Labe 0,040*** 0,083* 0,130*** 0,102*** 0,010*** - -0,040
Horni Labska louka 0,029***  0,018™  0,089*** 0,045*** -0,002™  -0,009™ -

3.2.4 Popula éni struktura

Analyza v programu Structure byla provedena pro Kl=az K = 10. Nejlepsi
statistickou podporu na zakkagribéhu ptimérné AK mely K = 3 a K = 6 (viz obr. 8).
Pti K = 3 bylo vSech 10 &ha velmi vyrovnanych (koeficient podobnosti 0,986), ko =
6 se i béhy mirng odliSovaly (celkovy koeficient podobnosti pro vBeg kehy 0,800)
a pouzito proto bylo pouze 7 vzajetrkonzistentnich &hi.

Jiz na prvni pohled je patrna velmi slaba struktudatech a slaba mezipopéha
diferenciace (viz obr. 9 a 10). Nejvyr&anse odliSuji morfologicky determinovani
hybridi S. xnepetifoliaJ. et C. Presl a druhy r@dvsky taxonS. silesiacawilld.
(vyznaeni na obr. 9 nalte), avSak 3 jedinci dondté S. silesiacapodle této analyzy
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spadaji spiSe &.lapponum Na druhou stranufada jedin@ morfologicky
nepodchycenych byla identifikovana jako introgrésaiio se tykd zejména jiz
zmirgného jedince PL52 (15. zleva)tady jediné ze severni Navorske jamy, kte
vSichni nesou alespojednu vzacnou alelu, vyskytujici se s vySSi frelkofepouze

u hybridi a S. silesiacaMezipopul&ni struktura odpovida diferenciaci dle F statistiky
tj. diferenciace jen slaba. Relatiévinomogenni a divergovana se jevi Navorska jama
s olma populacemi a zejména hotast Patavské louky, ktera nevykazuje vyr&gi
imigraci diaspor. Pravgbodobre vSak sfi své diaspory do okolnichtippzenych
populaci, zejména do zbytku Ramské louky, kterd je geneticky velmi heterogenni,
stejrg jako vSechny 3 studované vysazované populace,agefhi prag z velkého
poctu jedindl na Patavske louce, §etre jeji hornicasti.
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Obrazek 8: Pribéh priimérné vérohodnosti (nahofe) a primérné zmény vérohodnosti (dole) pro

jednotliva K u S. lapponum.
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Obrazek 10: Vystup z analyzy ze STRUCTURE pro K=6, priimér pro 7 konzistentnich béh, poradi jedincti stejné jako u obr. 9.
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3.2.5 Hybridizace a introgrese

Na rekterych lokalitach, zejména na Rawmské louce, je znam vyskyt jedince
zastoupenim znadljak S. lapponumtak iS. silesiacapiicemz oba druhy jsou nacdhto
lokalitach gritomny v morfologicky typickych exempii&h. Sest jedint S. silesiacaa
14 hybrich proto bylo z&azeno do datasetu z&elem odliSeni rodovskych druli a
hybridd a stanoveni miry introgrese. Analyza v softwamWNYBRIDS vSak nepodala
Zzadny relevantni vysledek, nabeely soubor jedint rozclila na 3 tSi skupiny: cca
17 % jedin@d bylo svelkou pravgpbodobnosti prazeno kjednomu rogthvskému
clusteru, cca 50 % jedifick druhému rodiovskému clusteru, cca 10 % jedinpak
bylo ozn&eno jako F2 generace hybiida zbyvajici jedinci tvili kontinualni
variabilitu mezi &mito ttemi skupinami. Vyhrainé clustery vSak neodpovidaly
morfologickému wfeni ke&t: prvni (mensi) cluster zahrnoval pouze morfoloygicisté
S. lapponumzatimco druhy (vyraznveétSi) cluster krord ni obsahoval také vSech 6

vzorka domrele ,cisté” S. silesiaca vSechny domité hybridy.

Stejre tak analyza hlavnich koordinat (PCoA) nebyla sclaodetekovat diskontinuity
ve variabili¢ datoveho souboru a vSechny vzorky spadetvorily jeden homogenni
shluk s nakupenim hybiid v jednom kvadrantu spolu s8. lapponuma druhy
rodicovsky druhS. silesiacabyl rozptylen nafi¢ celou variabilitou datového souboru.
Podrobrjsi vysledky z NwWHYBRIDS ani z PCoA nejsou Vv praciizzeny jak z dvodi

vySe uvedenych, tak zejménaikwnizkému pétu refereknich vzorki S. silesiaca

Jako nejvhod¥si se nakonec ukazala analyza software U8 TURE, ktery spolehliv
odlisil vSechny morfologicky determinované hybridydalSich cca 10 jedific kteri
mohou byt hybridniho nebo introgresnihiovpdu. U vSechéchto jedind byly zjiStny
vzacné alely, vyskytujici se s vyssSi frekvenci jemmorfologicky identifikovanych
hybrida ¢i S. silesiaca AvSak S. silesiacabyla od zbytku souboru odliSena jen
z poloviny, tj. 3 jedinci se klastruji k hybfich a 3 jedinci naopak k ¢jstym*
S. lapponungviz obr. 9).
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4 Diskuze

4.1 Klonalni propagace

Jednou z vyznmych charakteristik celételedi Salicaceae je dobra schopnost
regenerace jak z pfyjttak z kdeni, akoliv regenerace kenovych fragmeirit typicka
pro rod PopulusL., je vroduSalix pouze vyjimé&na, znama jen u severoamerické
S. interior Rowlee (Skvortsov 1999). U tohoto druhu, ekologickypdobného
S. daphnoidesbylo navic pozorovan@asté vegetativni &ni pomoci kmenovych
vymladki a zak@éenovani nadzemnich fragmeéntU druhuS. alaxensioville, blizce
fylogeneticky i ekologicky fibuznéhdS. lapponumpak krong zakdaenovani tvi bylo
zjisténo i Steni pomoci vymladk z kaemi (Krasny et al. 1988). Regenerace
z nadzemnich fragmentprakticky vSech velikosti od malychétvicek az po celé
kmeny je pitom nejsnazsi v zif) pred nebodsre po rasSeni pupén(Houle et Babeux
1993, Karrenbeg et al. 2002). To je v nasich po#tadh obdobi zvySeného tpoku

v horskychiekéach a tedy i zvySené praymbdobnosti fragmentacedipreznich devin a
odnos échto fragment déle po proudu. Vyznam vegetativni propagace saiépa na
extréemnich, tj. fliS suchych,¢i dlouze zaplavovanych stanovistich, coz jépad
zejména keenovych vymladi. U korenujicich fragmerit nadzemnich orgdinzda se
byt zadsad&Sim faktorem proudici voda jakoZzto vektafchto propaguli. V obou
piipadech je vSak umo&no osidlit i mikroklimaticky suboptimalni stanowist

zabraiujici kliceni semen a uchyceni sem&aa(Krasny et al. 1988).

Bylo by tedy hypoteticky mozné, aby & daphnoidesiila v Moravskoslezskych
Beskydech na ekologicky netypickych biotopech, Z#je ve spolenstvech svaz
Calthion a Alnion incanae spontan#, avSak pouze vegetativnim tgobem, jak by
odpovidalo ze ziskanych genetickych dat. Proti téypotéze vSak stoji zejména
stejno¥kost populaci, odflenost jedin@ a jejich ¢asto pravidelné rozmisti,

v kombinaci s absenci vyraznych disturbanci lokalitteré by umoznily vznik a
transport rostlinnych fragmeita s pravépodobnou absenci kenovych vymladk.
Takovéto ,populace” jsou takietelre anthropogennihotwodu. Pouze 4 populace —
populace &rkovych naplau — jsou geneticky i demograficky vyraznjinak
strukturovany a lze je povaZovat z#irgzené. Fes vSechny dispozice ke klonalni
propagaci vSak u nich nebyl zjgt jediny @ipad vicerametového genotypu, az na

metapopulaci podéteky OlSe a jejich itoka, kterd je vSak iejm¢ také caste&ne
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anthropogenni (Stanovska 2011). Do genetické apghitom byly za&azeni vSichni

nalezeni jedinci.

U S. lapponunbyla v krkonoSskychirozenych populacich, tj. bez znamych vysadeb,
zjisténa proporce rozliSitelnych genotyD od 0,83 o 1,00, coz doklada&bpysokou
miru generativni reprodukce. é&¥§ina vicerametovych genet je zastoupena pouze
dvéma, vzacsji ttemi rametami a vzdalenost mezi nimi se pohybuj&,dddo 57,7 m

s ptimérnou hodnotou 16,7 m. Nebyl zjigt Zadny pipad genotypu s roz&nhim mezi
dvéma ¢i vice pirozenymi populacemi, pouze mezi jednotirgzenou (Pakavska
louka nebo jeji horniast) a jednou azidmi vysazovanymi populacemi. K tém
totozné mie klonélni propagace dosli i Stamati et al. (2007¢hoZz druhu na Skotské
vysaing: PD = 0,95. \¥tSina ramet téhoz genotypu vSak byla vzdalena dg Bouze
dva pary ramet rostly ve¢tdich vzdalenostech — 5 a 8 nfj¢gmz druhy pipad byl
ziejm¢ zpasoben sesuvemigdy po svahu se séasnou fragmentaci ke Podob# i
uS. reinii Fr. et Sav. ex Seemen byla zjis WtSina ramet identického genotypu ve
vzdalenostech ménnez 1 m, pouze jediné &éhbyly vzdaleny 30,4 m. Studovane
populace na jihovychodnich svazich Mt. Fuji vSaktoa na velmi mladé sofee,
skeletnaté a suchéigé (Lian et al. 2003). Také popula& lapponumna Skotské
vysaing se nachazeji na strmych skalnatych svazich, kdmleenini nadzemnich
casti rostlin obtiz&si, nez v krkonoSskych vrchovistich. ZvksSu populace na
Partavskeé louce je mozné vy&lit klonalni propagaci na takto dlouhé vzdalenosti
nag. fragmentaci ki pacatkem vegetni sezony tajicim sihem, odnosem fragmeint
vodou fFilehlého potoka a nasledné za&eni na jeho bezich.

V ramci rodu neni zjighy vysoky podil generativni reprodukce neni takhbwy&ly, jak

by se podle schopnosti vegetativnihtesi mohlo zdat. &né studie u vrb jiz idve
prokazaly fadu gipadi s minimalni klonalni propagaciS. hukaoanaKimura,
ekologicky velmi podobn&. daphnoides endemicka pro Japonsko, vykazuje PD =
0,94 (Kikuchi et al. 2011). Podobmbouhovnikoff et al. (2010) nalezli na transektech
v arktické tunde v celkovém vzorku 160 jedifigqpéti nerozliSovanych druhvrb jen
dvé klonalni genetygili PD = 0,98. Podobné chovani bylo popsano $alix arctica
Pall. (Steltzer et al. 2008). Mnohem vySSi vegetatSieni v Firozenych populacich
bylo nalezeno u fflbuzného roduPopulus Nag. u Populus albaL. byly v italskych
introgresnich populacichs tremulal. zjistén celkovy PD = 0,63 (Castiglione et al.
2010), v Rakousku pak 0,76 &isteho druhu a 0,66 u hybridR. xcanescens
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(Aiton) Sm. (van Loo et al. 2008). AvSak B. nigra L. byly klonalni genety
zaznamenany pouze Vv oblastech zregulovanych vodwoith a u populaci ietelrg
anthropogennihogwodu. V @irozenych populacich neupravovanych vodbteebyla
Zzadna klonalni duplikace zj&ta (Smulders et al. 2008). Tato data jsou konZisterse
studii klonality uSalix exiguaNutt. v Severni Americe, kdy sice byly z{igy velmi
vysoké miry vegetativni propagace (PD = 0,31 — 0@ 6 lokalitach 2i¢nich systém,

s pimérem 0,46), navic na kazdé lokalifv praméru) 6 ze 17 zjignych genotyp
zaujimalo 75 % vegetaci porostlé plochy, ale mioadity byla signifikant& vysSi na
lokalitach zregulovanéteky, ¢ili stanoviStich s menSi pravidelnou disturbanci
(Douhovnikoff et al. 2005).

Autori citované studie upozuji i ha vysokou mortalitu semeti@ (100% na vSech
Sesti lokalitach ve dvou po sbhdoucich letech) a odkazuji na podobné vysledky
starSich praci (ndp McBride et Strahan 1984, Bradley et Smith 198&gré vSak
poukazuji na vyznam disturbanci pro &&pe uchyceni semeatid drevin Strkovych
naplavi a tim i na vyznam nezregulovanych tiogro tyto druhy, spiS nez na jejich
zavislost na vegetativni reprodukci. Vysoka motdajiz vzeSlych semetiii v téchto
piipadech byla zisobena téri vyhradré obtasnymi silnymi zaplavami v zimnim
obdobi. Uspdné uchyceni semetid je obeci u vrb pondrné vzacné, navzdory
vysoké produkci semen, a je podsriao portkud malo pravépodobnou existenci
optimalnich klimatickych a edafickych podminek \dobi uvohovani semen, zvIast
u riparialnich druf. Jejich semena maji totiz velmi kratkou Zivotndgiblocas
Zivotnosti semen US. daphnoidesl3,8 dne), klfi vétSinou Ehem 24 hodin od
dopadnuti na vihky j@ni povrch a &oliv maji vysokou psateni Klicivost (99 %
u S. daphnoidesKarrenberg et Suter 2003), nasledkem nachylsestiendka k suchu
¢i zaplaveni je mortalita v prvnim roce zpravidlazn@0 az 100 % (Karrenberg et al.
2002). To je takéwod, pr@& semen&y vrb zpravidla nebyvaji pozorovany, navzdory
vétSinou vysoké genetické variabdliv populacich a nizké klonalitU arktickych drufi
vrb (nag. S. reticulatal., S. lanatal., S. myrsinitesL.) byla zjiS€na podmigna
dormance, ktera zajigje, Zze semeno vyKii nikoliv na konci kratkého vegetaiho
obdobi, ale az na &atku nasledujiciho léta (Skortsov 1999). Vysokourtaiibu

u tchto druti vSak zm@sobuji vSeobeen narainé klimatické pordry arktické ¢i
alpinské tundry (ndap Pluess et Stocklin 2004) a sem&a nejsou tudiz

zaznamenavany ani ¥dhto biotopech (ndap Stamati et al. 2007; Hrachova S., osobni
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komunikace). Za éitych (by relativre vzacnych) pihodnych okolnosti vSak ime i
mal& populace jednorazéogenerovat obrovsky get vitalnich semerg&d, jak bylo
pozorovano napusS. eleagno$cop. na navvzniklych naplavech po povodnich v roce

1997 narece Ostravici (Klékova L., osobni komunikace).

Porekud odliSnym pipadem, dokladajicim potencial k vegetativni pra@eag je
klonalni diverzita invaznich drihvrb mimo areal svéhoipodniho roz&eni, kde vSak
navic hraje roli i efekt zakladatele. Budde et(2011) zjistili ve vzorku 171 jediric
komplexuSalix albaL. — S. euxind.V. Belyaeva v Patagonii pouze 13 genet, z toho
jedna zahrnovala 154 ramet a ré§v vzdalenost mezi rametami téhoz klonu byla 790
km. Stej tak Lin et al. (2009) poukazuji na nizkou genetdickvariabilitu

v introdukovanych severoamerickych populacschpurpured..

4.2 Vnitropopula éni struktura

Prirozené populace obou studovanych druhykazuji pongrné vysokou alelickou
fylogeografické situaci taxd@nna nasem uUzemi. ¢Roliv piimé srovnani genetické
diverzity mezi fiznymi lokusy je poékud obtizné &asto zavagici, pramérné hodnoty
ocekavané heterozygotnosti vSech studovanych fokjgsu velmi podobné nap
s hodnotami zjignymi u populaci vzacné japonske huakoangKikuchi et al. 2011),
ale jiz mnohem menSi nez hodnoty & uS. lapponunve Skotsku, kde tento druh
vykazuje dosti vysoky gt alel na lokus i vzhledem& lanatal. a S. herbaced..
(Stamati et al. 2007). Ale ani ve srovnaniésrymi druhy uvnit jejich areah se
S. lapponuma S. daphnoidesijak zasad#é neliSi. Nap. severoamerické populace
S. eriocephalaVich. vykazuji jen nepatinvyssi hodnoty heterozygotnosti (Lin et al.
2009).

Témei vSechny prozené studované populace vykazuji signifik&ntpozitivni a

v n¢kterych gipadech dosti vysoké hodnoty koeficientu inbreedikg, az na jednu
vyjimku, kterou je skupina jedificv horni ¢asti Patavské louky s nesignifikantnim
nadbytkem heterozygbt ZvySena mira inbreedingu byva tegtji zpusobena
poklesem efektivni velikosti populace,t auz nasledkem &Si miry klonality,
vychylenym pondrem pohlavi¢i prostym poklesem absolutni velikosti populace, a
naslednym zvySenim frekvence oplozeni meafbyznymi jedinci (Relichova 2001).

Interpretovat deficit heterozygotjako disledek inbreedingu vSak nemusi byt vzdy
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opravrené. Snizena pozorovana heterozygotnost totizembyt zfisobena i jinymi
faktory, nap. selekci, ale takétrfpomnosti nulovych alel (Chapuis et Estoup 2007),
klonalnimi duplikacemi ve vzorksi Wahlundovym efektem (Lee et al. 2011). Selekci
proti heterozygdim, zvlasé v populacich s vyrazysi hybridizaci, sice nelze vyleéit,

ale vzhledem k obeénprijimané selekni neutrali¥# SSR lokug a také k ¥tSinou
nesignifikantnim vysledikm tesfi na selekni neutralitu pro studované popéta
vzorky asi nelze selekci povazovat za primarni dgktovliviiujici koeficienty
inbreedingu. Podokén ani nulové alely nejsou praggpodobnou ficinou, zviast
uS. lapponum kde chylgjici data tvéi pouze 0,53 % dat, a ovligni klonalnimi
duplikacemi pak bylo zabrédno jejich odstraénim a analyzou na arovni genet.
Wahlundiv efekt, ¢ili redukce heterozygotnosti wadledku rozdleni populace do
vzajemrt izolovanych skupin s naslednym ovlémm genetickym driftem, vSak jiz
nelze nezohlednit. ifkkladem niize byt napadny cluster 14 jedin&. daphnoidesa
fece Moravce, ktery je odikn od zbytku populace 130 méniho toku, je vniiné
homogenni a v signifikantni HW rovnovaze. Identidey chova jiz zmimy cluster 5
jedinai S. lapponumv hornic¢asti Patavské louky, ktery je izolovan jak vzdalenosti,
tak porostenPinus mugoNeni proto vylodeno, Ze vic&i mérg silna izolace, avsak
obtizre detekovatelnd, existuje i mezi dalSimi skupinkamramci arbitréarg
vymezenych populaci a ta naslédapisobuje jednak geneticky drift, jednak i

asortativni oplozeni, vedouci k inbreedingu.

V ramci ¢eledi Salicaceaébyvaji pozitivni hodnoty k zjiStovany, a to i dosti vysoké.
Dokonce i v rodwPopulus ve kterém je mezipopulai diferenciace iejmg¢ spiSe slabsi
(viz dale), byly zjis&&ny koeficienty inbreedingu i nad 0,5 (viz rfapee et al. 2011 pro
P. davidianaDode a dalSi druhyifbuznéP. tremulal.). Stejre tak Stamati et al.
(2007) zjistili velké kladné rozdily mezicekavanou a pozorovanou heterozygotnosti
uS. lapponum S. lanata Jiz mnohem nizSi, avSak stale pozitivni hodnagtybiyly
detekovany u evropskych popul&dpulus nigralL. (Smulders et al. 2007).

Naopak signifikantni nadbytek heterozyiga tedy i negativni E byl zjiS€n jen
u rekterych vysazovanych popula8. daphnoidesTento jev byl ptom detekovan
nag. u 71 % populacS. huakoanaKikuchi et al. 2011). Obeénbyva zmisoben
prodlanym bottleneckem, nebqii prudkém poklesu efektivni velikosti populace je
ztrata vzacnych alel rychlejSi nez redukce hetegyoinosti a ped ustavenim nove

rovnovahy mutace—drift je tak v populadephodi vice heterozygdt nez kolik by se
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dalo a@ekéavat na zaklad pozorovanych alel (Cornuet et Luikart 1996). DalSi
vyznanym znakem pradaného bottlenecku je snizeny p&m (M) poctu
mikrosatelitarnich alel a rozsahu jejich velikoZtrata kazdé jedné alely totiz redukuje
celkovy pa@et alel, ale pouze ztrata nejdelSi nebo nejkrdgdy aedukuje rozsah jejich
velikosti. Mira poklesu po#nu M je pak pozitivé korelovana s rozsahem a délkou
trvani bottlenecku (Garza et Williamson 2001)c¢kéliv Zzadna ze studovanych
piirozenych populaci nevykazuje signifikantni nadkytédneterozygat, rozsah
alelickych délek 8. lapponunje napadny, nelvomezi velikostmi aletasto neexistuje
kontinualni variabilita. Naip u lokusuSx20lze sledovat dva hiaty ve spektru alelickych
délek a vSechny detekované alely tak maéyqal Zejmé ve 3 fiznych ancestralnich
alelach, pop proctlaly alespa 2 velké mutace. Wtyi z piti mikrosatelifi, pouZzitych
jak uS. lapponumtak i S. daphnoidesexistuji vyrazné rozdily v rozsahu délek
alelickych sekvenci mezémito druhy i relativné podobném p&tu alel (viz tab. 2).
Celkové ptimérné M je pak US. daphnoidesovno 0,367, 5. lapponun®,190. Tento
rozdil by mohl indikovat davny bottleneck p&u S. lapponumijejiz populace od té
doby ot dosahly rovnovahy mutace—drift, indikované pezitmi hodnotami . Jiné
vyswtleni nizkého porru M by mohlo spséivat v hybridnim gvodu naSich populaci,
které mohou fedstavovat paitatek sympatrie geneticky divergovanych popul@st’
stejného druhu) nasledkem pleistocénnich migragiio Tivahy jsou vSak bez dalSiho

studia zatim ryze spekulativni.

4.3 Mezipopula ¢éni diferenciace

Ackoliv jsou vrby vyborg prizpisobeny anemochorii a tim iit8hi na velké
vzdalenosti, zji&na geneticka diferenciacdimzenych populaci signalizuje péme
slaby genovy tok mezi nimi. \ffpadt prirozenych populacs. daphnoidese gitom
mezipopuléni geografické vzdalenosti pohybuji od 5,7 do 2d8 Mira diferenciace
(Fs1) navic nekoreluje s geografickou vzdalenosti. Gafocky nejblizSi populace jsou
Ostravice a Moravka (5,7 km), majici vSak nejvy8dnoty parového 4t (0,103),
pomineme-li populaci na OISi, ktera jéepmeé ¢ast&éné dosazovana. Naopak n&Si
vzdalenosti mezi Ostravici a Horni Lomnou (22,5 kanymezi Moravkou a Horni
Lomnou (17,75 km) nezakuji vySSi hodnoty & (0,082 a 0,049). IBD hypotéza
(isolation by distanceisolace vzdalenosti) tedy $. daphnoidegiejmé nevys¥tluje

mezipopuléni diferenciaci a vzhledem k nizkémucpo beskydskych populaci n&tsi
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Skale ani neni testovatelna, nicragregimym dikazem izolace vzdalenosti byl mohl
byt jiz zmirgny geneticky odliSny cluster 14 jedihana fece Moravce. Takovato
popula&ni struktura by mohla indikovat velmi nizky genotok i na relativi kratké
vzdalenosti, jakymi mohou byt i pouhé desitky rett nasledny Wahhdav efekt
uvnité subpopulaci, zvysujiciidg Nicmérgé z analyzy programuT®UCTURE vyplyva, ze

i mezi populacemi vzdalenymirgs 20 km #ejm¢ existuji semenni i pylovi migranti.
Jednim z moznych vysileni tohoto patternu genového tokuiie byt vedle IBD také
hypotéza zvySovani genového toku na dlouhé vzdatemsouvislosti s anthropogenni
fragmentaci a odlasvanim krajiny (White et al. 2002, Bacles et al.020

V prirozenych podminkach krajiny se souvislym zapojenigsem je genovy tok
omezen pouze na kratké vzdalenosti kolem rekée rostliny, avSak s postupnym
oteviranim krajiny je umoZma migrace semen i pylu i meziive izolovanymi
populacemi. Tato hypotéza byla potvrzena i $adix huakoana&imura (Kikuchi et al.
2011).

U S. lapponumjsou studované tppozené populace vzdaleny od 250 do 950 m a
vzajemna diferenciace je srovnateth@gest vyrazrejSi nez uS. daphnoidefparove kr

od 0,038 do 0,244; vzdy signifikastodliSné od nuly). Geograficka vzdalenost mezi
populacemi koreluje sdr pouze do vzdalenosti ca 700 m, dalSi dva parylem&aich
populaci (Patavska louka a horni Pé&wska louka, Paavska louka a severni
Navorska jama) pak jsou diferencovany sjabManteliv test na této uUrovni docela
pochopitelg vySel nesignifikanté (P = 0,191), vzhledem k malému & populaci.
Nicmére margindli nesignifikantni byly vysledky testu na Udrovni jedi pro
Partavskou louku (P = 0,070), kde genetickd vzdalemoist¢ pozitivné koreluje se

vzdalenosti geografickou R 0,012). Jis§si vysledky vSak finese aZ dalsi studium.

V ramci roduSalix byla tzv. IBD hypotézaigolation by distanceisolace vzdalenosti)
potvrzena mezi i uvnitpopulaciS. albalL. (Van Puyvelde et Triest 2007) a tgpo
také u Sesti riparialnich drtibvrb, kdy byl zjis€n dé$ 90 % semen ve vzdalenosti do
200 m od maigné rostliny a §eni semen na¢tSi vzdalenost bylo minimalnigkoliv
jednotliva semena byla zfidvana na celém sledovaném uzemi (Gage et Coop&).200
Nepibuzna, avSak také anemochokyipochaeris radicatd.. vykazuje IBD pouze na
malé Skale: ve vzdalenostech do 3,5 km genetickalgnost signifikanthkoreluje se
vzdalenosti geografickou, ale nad touto hranicu jpopulace §li$ siln¢ izolovany a

jsou tak ovliwovany vice genetickym driftem nez migraci (Mix et2906).
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Zajimavé je srovnani vySe uvedenych dat s vyslguiagi na ekologicky i reprodake
podobném roduPopulus kde byla vyrazna diferenciace nalezena pouze mezi
populacemi naifi¢ Evropou a i populace vzdalenéknolik set kilometti vykazovaly
vysoky genovy tok a tim i po¥fmé nizké, by signifikantni indexy diferenciace
(Smulders et al. 2008, Castiglione et al. 2010)cnMirt na srovnatekh velkém
geografickém prostoru byla zj&ta velmi silna genetické diferenciace mezi poputiace
P. cathyanaRehd v centrainCing (Gst= 0,489), kde v3ak jsou jednotlivé populace
vystaveny velmi rozdilnym selékim tlakim a ty jsou tak prawgbodobr zodpowdné

za zjisenou diferenciaci (Chen et Peng 2010).

Vysvétleni pomoci selekce ale neobstoji pro studii géhovtoku mezi populacemi
Populus nigraL. podél tokuteky Dréme ve Francii (Imbert et Lefevre 2003).
Vzdalenosti mezi sousedicimi populacemi se pohylyowa 0,5 do 13 km a
diferenciace (Ey), zjiStn& pomoci Sesti mikrosatelitarnich lokugak od 0,005 po
0,117; v 99,6 % fpadi signifikantni. Byla potvrzena IBD hypotéza a irgemé]Si
genovy tok v dolnichc¢astech toku, kde se nachéazeji jednak ég&in populace,
piredstavujici ¥tSi zdroj migrant, jednak i menSi topografické bariéry pro pohyb eem
¢i pylu. Ty byvaji¢asto povazovany, spolu s geografickou vzdalenostijavni picinu
genetické diferenciace, ale tapa anemochornim a anemogamnim driatula
occidentalisHooker byl zjis&én spiSe jiny jev — izolace nadiistou vySkou. U tohoto
druhu Zejmeé existuje pomdrné intenzivni genovy tok i na vzdalenost 660 km iih&p
topografickymi bariérami, nicménbyla zjiSeéna signifikantni geneticka diferenciace
mezi populacemi ziznych nadmiskych vysek, by stejného adoli. Jejiifginy mohou
byt rizné: od odliSné rychlosti Kiéni pylové léky ¢i semen viiznych teplotnich
podminkach podle genotyprodict, pres Zivotnost semen ovlignou g@itomnosti
parazifi, aZ po nefekryvajici se obdobi kveteni rostlintznych nadmiskych vySek
(Williams et Arnold 2001). Izolace nadisiou vysSkou vSak neni relevantni ani pro
S. lapponumani proS. daphnoidesStudované populace obou diuse totiz nachazeji
v priblizné stejnych nadmiskych vyskach. Nejpra¥godobrjSim vyswtlenim
ponerné vysokych a signifikantnich hodnot fi@ich indexi proto budou topografické
bariéry: v fipadt S. daphnoidegejména horskérhety, oddlujici jednotliva udoli, a
v ramci Udoli pak zapojenétipiezni vegetace. 5. lapponumjejiz zde studované

populace rostou na stejné ,nahorni reévjnresp. g jejim okraji, mohou bariéru
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piedstavovat husté porostyinus mugo které tyto populace obklopuji &sto je

vzrastem pgevysuji.

4.4 Vysadby

Jednim z probléih na ktery nila tato studie odpa@dét, je otdzka frozenosti
ekologicky atypickych populaci, o kterych bylo zréimebo se spekulovalo, Ze jsou
vysazované. Vijpact S. daphnoidesiebyly zjiStny zadné informace o konkrétnich
vysadbach, avSak z charakteru populaci mim@&rkévé naplavy (jedno pohlavi,
uniformni wkova struktura apod.) se dalo debusuzovat na jejich anthropogenni
pavod (Stanovskd 2011). Genetickd data pakantuto hypotézu podpib ¢i vyvratit,
kvantifikovat genetickou diverzitu ¥¢hto populacich aifpadré zjistit jejich pivod.
Jak jiz bylo diskutovanoitve, vSechny tyto dondte vysazované populace sestavaji
Z jednégi dvou genet, takZze byly odvozeny pouze z jedndlitvou matéskych stroni
vegetativnim zfisobem, tjfizkovanim, které je pochopitelisnazsi a rychlejsi, nez&b

a vysev semen. Nepadda vSak ani v jednomifpadt najit konkrétni dvojici matské
ramety z pirozené populace a dgeych ramet vysazenych, cozu#e byt dano
vysokym stéim vysadeb a relatignvelkou dynamikoui¢nich naplavu, vé. populaci
rostin na nich rostoucich (napKarrenberg et al. 2002). Z analyzy programu
STRUCTURE v8ak vyplyva, Ze Zadna ze studovanych populaci waazré geneticky
odliSna od populacitpozenych a byly protoiejmé odvozeny z rostlin dané oblasti, tj.
Beskyd a blizkého okoli. Nejvyra&8i podobnost existuje mezi klonem z Dinotic a
ostravickou populaci, jiz je pammé podobny i klon z &kovic. Je&t mére zietelna je
podobnost klofi z Jezernych a Bzovych k populaci na OISi. AvSak zéklad
alelickych frekvenci jak podle TRUCTURE tak podle WMANC jednozn&né nelze
odvodit z konkrétni populaceimzené ani jednu z populaci vysazovanych. Vzhtede
k absenci sexuakodvozenych jeding k pritomnosti¢asto jediného pohlavi i k absenci
vhodného biotopu je dalSi samovolna reprodukceraptigennich populaci jen malo

pravdEpodobna.

Zcela jin4 je situace &. lapponumv KrkonoSich. U iti studovanych lokalit totiz je
zndmo, Ze na nich v minulosti probihaly z#ne& vysadby ze strany spravy
KrkonoSského narodniho parku a znam jeibl@gny pavod vysazovanych rostlin —
Partavska louka (Hrachova et Hrones, osobni komunikdogd informace potvrzuji i

ziskana geneticka data, ktera odhatddu identickych genotypmezi populacemi na
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Partavské louce a vysazovanymi populacemi, a také slali@renciaci meziémito
populacemi. OprotiS. daphnoidesvSak v nefirozenych populacichS. lapponum
existuje velké mnozstvi genet a tim i vysoka gendixrzita, dokonce fgvysujici
samplované populacetfippzené. To vysétluje masovy zpsob vysadeb — ve velmi
kratké dok bylo sebrano obrovské mnozstvi f§dow nékolik tisic) fizka z Partavské
louky, které byly poté rozsazeny na jinat Bkologicky ne zcela vhodna stanowist
Tak velké mnozstvi rostlinného materialu nemohlo Zigkano z &kolika malo kea a
do vysadeb se tak dostal obrovskygiorozdilnych genotyip Z hlediska genetické
diverzity jsou tyto nové populace velmi polymorfnitedy i reprodudné perspektivni,
avSak suboptimalni ekologické podminky nedovolujiSwe jedinai kvést a jejich

potencial pro uchovani genofondu je tedy zatim pakayty.

4.5 Hybridizace a introgrese

V oblasti Krkono$ se hofnvyskytuji v morfologicky typické podabjak S. lapponum
tak S. silesiacaavSakirada keéi vykazuje kombinaci zna@kobou druli a mnohdy neni
mozné pislusného jedince jednoztr& determinovat, zvlastv pokrailém vegetanim
obdobi (Hrachova a HroneS, osobni komunikace). Wsuge proto v této oblasti na
intenzivni hybridizaci obou taxdns mozZznou kontinualni introgresi. Skirtéd mira
zmirgnych jevii je vSak otazkou. il° snaze z poputmich analyz v této praci vgdit
hybridy vyvstaly potiZe i s jednozér@ou genetickou determinaci obou diuta zaklad
mikrosatelitarnich dat. Jako outgroup bylo do dettagdazeno 6 vzork S. silesiacaa

14 morfologicky ,Zejmych” hybridi. Bez vneseni jakékoliv apriorni informace v3ak
vétSina algoritnd nedokéazala tento outgroup odliSit (hapCoA, NEwHYBRIDS). Az
software SRUCTURE, ktery zejm¢ dokaze lépe zohlednit vzacné alely, vyliSil kéom
morfologicky identifikovanych hybridl a S. silesiacataké 10 jeding jim cast&né
podobnych (7 ze severni Navorské jamy a 3 z&aké louky). U vSeckthto jediné
byly zjiSteny privatni alely, které se ve zbytku dataseibec nevyskytuji aiejmeé tak
pochazeji prav ze S. silesiaca Tti , ¢isti“ (tj. morfologicky + jednoznéni) jedinci
tohoto druhu vSak zméné alely vibec neobsahuji a jejich genotyp obsahuje pouze
alely b3Zzné uS. lapponumPro to existuji v zas&ddweé vyswitleni: tito jedinci byli
myln¢ identifikovani, nebo geneticka diferenciace obaxot je, ginejmensSim ve
studovanych Sesti lokusechiili$ slaba na jejich identifikaci. Pro testovantotéruhé

hypotézy by vSak bylo pteba rozit datovy soubor o vice dondle ,cistych” jedindi
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S. silesiacaa nejlépe i o dalSi vhodny geneticky marker. Spadest morfologické
determinace a mira introgrese budedmetem dalSiho studia. Na zakkadiskanych dat
je vSak mozné potvrdit, Ze hybridizace a introgreskrkonoSskych populacich
S. lapponuma S. silesiacgprobiha, dost mozna &ima snéry, a to nejintenzivéji na

Partavskeé louce a na severnim okraji Navorské jamy.
5 Zaver

Dodnes se v literate traduje efektivni &ni anemochornich drtihna dlouhé
vzdalenosti a tim i slaba diferenciace jejich papuhapic arealem. Na zaklgdstale
pribyvajicich molekularnich dat se vSak zda, Zeirmopenych podminkach intenzivni
genovy tok mezi populacemi anemochornich vysSichtlino probihd pouze na
vzdalenosttadow stovek meti a za pitomnosti i drobnych topografickych bariér se
muze redukovat na vzdalenosti mnohem kratSi. tdhisubstruktura fyziognomicky
velmi homogennich populaci nasledkem slabého getmké pak niZze zmisobit az
deficit heterozygotnosti oproti hodnotamée@avanym z pozorovanych alelickych
frekvenci. To potvrzuji i data ziskan&u lapponuna S. daphnoidegejichZz populace

z CR vykazuji fixani indexy sice nizkéi stredré vysoké, ale signifikanthodlisné od
nuly, a signifikantni deficit heterozygot Také tato data vSak potvrzuji existenci
piilezitostnych migrarit i na vzdalenost desitek kilom&ta s ni i obecny vyznam

vzacnych jeu nejen v biologii rostlin.

Oba studované druhygkoliv se na GzemCR vyskytuji jen okrajovymi populacemi
(v pripact S. daphnoidgsci exklavre a reliktreé (v pripact S. lapponua jsou u nas
vzacne, vykazuji po#mné vysoky polymorfismus ve studovanych SSR lokusech a
ziejme tedy i celkovou genetickou variabilituiéd3 dobry potenciél v nepohlavnimu
rozmnoZzovani seifgozené populace obou driuludrzuji grevazré ¢i dokonce vyhradé
sexualnim zpisobem. VysSSi stugie klonality byl zjiS€n pouze u populaci
anthropogen® vzniklych, u nichz byva v zavislosti na charaktergsadeb klonalni
variabilita nulova $. daphnoidgsaz vysoka, srovnateln& vysSi nez u populaci
piirozenych §. lapponum V obou gipadech vSak jsou pro spontanni sexualeingia
udrZzeni populaci zcela zasadni ekologické faktoostedi, potebné jak pro usgne
kveteni a produkci semen, tak pro jejichc&hi a peziti semenga na vhodnych
obnazenych stanovistich. Vysadbigkovanim proto nejsou pro ochranu genofond
téchto taxor efektivni a jedinym zgsobem jejich ochrany je ochrana jejich
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piirozenych biotop. Zatimco vrk laponské, rostouci u nas vyhradnsubalpinském
stupni pod vysokym stugm ochrany, zatim zadné ohroZeni nehrozi, vrba lgtoa je
vazana na nestabilni égkové naplavy divdicich horskychiek. To jsou biotopy,
ustupujici pod tlakem v poslednich desetileticimvgbblibenych” vodohospodakych
z&sali, které maji za cil regulaci téka tedy potléeni girozeného rezimueky,
nezbytného pro periodickou obnovu naglaReélné ohrozers. daphnoidesa nasem
Gzemi proto miZze byt v budoucnu mnohem zavagn nez jak by se mohlo zdat

z relativre dastych nalei jednotlivych strom po celém Gzen(R.
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