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Abstract
The use of flow cytometry in research on genus Betula L.

Over the last decade there has been a huge increase in the use of flow cytometry (FCM) in studies
on the biosystematics, ecology and population biology of vascular plant. In the present study, this
method was used for research on genus Betula L. in the area of the Czech Republic. FCM was used
for assessing the variation in ploidy levels and genome size.
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Uvod

Bfizy patfi mezi obtizné urcitelné taxony s velkou variabilitou ur€ovacich morfologickych znaka.
Pro spravnou determinaci a vhodné pojeti jednotlivych taxon( je proto nezbytné studovat
fylogeneticky vyvoj tohoto rodu, coz provedli Chen et al. (1999) a Jarvinen et al. (2004). V jemné&jSim
meéfitku stfedoevropskych taxont vSak takovato studie dosud nebyla provedena. V soucasnosti se
problematika bfiz zadala studovat na Fakulté lesnické a drevarské Ceské zemédélské univerzity
v Praze ve spolupraci s daldimi pracovisti (zejména Fakulta Zivotniho prostfedi Ceské zemédélské
univerzity v Praze a Pfirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze). Cely projekt je zaméfen na
mezioborové studium taxonomie, ekologie a problematiky péstovani horského reliktniho druhu bfiza
karpatska Betula carpatica a pribuznych taxon(, zejména B. pubescens s. str. a B. petraea. Clanek
uverejnény v tomto shorniku pfinasi vyhodnoceni prvnich vysledkd genetickych analyz, konkrétné
pratokové cytometrie.

Co je cytometrie?

Pratokova cytometrie (anglicky flow cytometry, FCM) je metoda, jejiz pomoci byl v této studii
zjiStovan obsah jaderné DNA u sledovanych jedincu a byl uréovan stuper ploidie. Pfi cytometrickych
analyzach se pred vlastnim méfenim navaze na dvouSroubovici DNA sledovaného jedince
fluorescenéni barvivo a po jeho ozafeni svétlem vhodné vinové délky je mozné méfit intenzitu
fluorescence v pratokovém cytometru. Pro spravné stanoveni ploidie studovaného druhu a odhad
absolutniho mnozstvi DNA je nezbytné pouzivat tzv. interni standardy (= material se znamym poctem
chromozémua a uréenou velikosti genomu). Na zakladé poméru intenzity fluorescence zkoumaného
materidlu a standardu tak miZzeme usuzovat na vlastnosti neznamého objektu (Suda 2005, Suda &
PySek 2010).

Vyuziti cytometrie pro determinacib  Fiz

Pomoci cytometrie je zjiStovana velikost genomu, kterd obecné vypovidad o fylogenetické
vzdalenosti mezi druhy. Blizce pfibuzné taxony vSak mohou mit velikost genomu shodnou. V takovych
pfipadech je nezbytné pro jejich odliSeni vyuzit jinych molekularnich metod, konkrétné analyzu
mikrosatelitnich oblasti jaderné DNA, jejiz provedeni je v ramci zapocatého projektu také planovano.
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Velikost genomu zcela zadsadnim zplsobem ovliviuje stupen ploidie. Této skute¢nosti je vyznamné
vyuzito pfi méreni velikosti genomu a nasledné klasifikaci populaci v tomto pfispévku, protoze bfiza
bélokora Betula pendula (a také bfiza trpasli¢i Betula nana) jsou diploidni taxony, zatimco bfiza pyfita
Betula pubescens a bfiza karpatska B. carpatica jsou tetraploidni (Kfiz 1990).

Material a metodika

V roce 2010 byly v pribéhu vegetacni sezény odebrany na zajmovych lokalitich vzorky jedincl
rodu bfiza pro cytometrické analyzy. Zajmové lokality byly vybirany s ohledem na taxon, ktery se na
misté na zékladé studia literatury (pfipadné na zakladé konzultace s mistnimi odborniky) vyskytoval.
Sledovany tedy byly lokality s vyskytem bfizy bélokoré (Betula pendula), bfizy karpatské (Betula
carpatica), bfizy trpasli¢i (Betula nana), bfizy skalni (Betula petraea) a bfizy pyfité (Betula pubescens
s.str.); viz tab. €. 1. Zavedeni zkratek s.str. a s.l. vtomto pFispévku je spiSe z duvodu prehlednosti,
protoze, jak je patrné z kapitoly Vysledky, orientace v rdmci drobnych tetraploidnich druhl bfiz je
pomérné problematicka. V terénu byly odebirany vétvicky s asimilaénimi organy — 1 vétvicka na 1
sledovaného jedince. Kazda vétvicka byla vlozena do mikrotenového sacku a oznacena cCiselnym
kédem. Vétvicky byly nasledné ukladany do klimaboxu, aby nedoSlo k poSkozeni bunécénych jader
v souvislosti s tepelnymi zménami. Sledovani jedinci byli zaroven v terénu vyznaceni a zaméfeni
pomoci GPS pfistroje. Kazdy jedinec byl také pracovné determinovan pomoci morfologickych znaki
publikovanych v ur€ovacich kli¢ich.

Samotna cytometricka analyza pak probihala v laboratofi. Laboratorni analyzy byly provadény do
1 tydne od sbéru vzorkd z dlvodu nutnosti pouZiti ¢erstvého materidlu. Material byl do vlastniho
zpracovani skladovan v chladu pfi teploté cca 6. P fiprava suspenze jader pro analyzu spocivala
v odbéru 1-2 fapika Cerstvych mladych listd z kazdého studovaného jedince a jejich nasledného
rozsekani pomaoci ziletky v Petriho misce spolu s odpovidajicim mnozstvim listového pletiva séji, ktera
slouzila jako standard. Do Petriho misky bylo pfed samotnym sekanim pfidano 5 ml vychlazeného
hypotonického izolaéniho roztoku. Vznikla suspenze byla nasledné pfrefiltrovana. V rdmci optimalizace
metodiky bylo nejlepSich vysledk(i méfeni dosazeno, pokud se pfipraveny roztok s izolovanymi jadry
nechal na cca 2-4 hodiny odstat. Pfed vlastnim méfenim v pritokovém cytometru Partec CyFlow bylo
k jadram pfidano fluorescenéni barvivo. Celkem bylo pomoci této metody analyzovano 188 jedincl
rodu bfiza pochézejicich z raznych oblasti CR (viz tabulka &. 1). Statistické vyhodnoceni ziskanych
dat bylo provedeno pomoci pocitac¢ového programu STATISTICA 8.0 (StatSoft, Inc.).
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Tab. 1: Prehled sledovanych oblasti/lokalit s uvedenim zakladnich charakteristik / List of surveyed areas/localities and their

basic characteristics
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Vysledky

Pomoci cytometrickych analyz bylo mozné jednoznacné rozliSit jedince diploidni a tertaploidni.
Velikost genomu diploidniho druhu Betula pendula se pohybovala v rozmezi 0,877 az 0,942 pg (viz
graf €. 1). U rovnéz diploidniho druhu Betula nana byla v této studii pozorovana velikost genomu v
rozmezi 0,972 az 0,995 pg (viz graf ¢. 1). OdliSnost ve velikosti genomu obou téchto druhd byla sice
jen mirnd, avSak jednoznac¢nd a signifikantni (viz tab. €. 2). DalSi analyzované taxony byly tetraploidni.
U tetraploidnich rostlin se velikost genomu pohybovala v rozmezi 1,825 az 1,943 pg a jiz nebylo
mozné pomoci této metody jednoznaéné rozlisit jedince pfisluSejici k jednotlivym taxonim (viz tab. €.
2). Proto byla cela skupina tetraploidnich rostlin ozna¢ena jako B. pubescens s.l. a zahrnuje taxony B.
carpatica, B. pubescens s.str. a B. petraea.
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Graf 1: Velikost genomu bfiz (2C) pro jednotlivé sledované lokality/taxony (Eislice za zkratkou vyjadfuje stuper ploidie) /
Genome size (2C) of separate observed localities/taxa (the numeric character express ploidy levels)

Tab. 2: Vysledky LSD testu porovnavajici vzajemné velikosti genomu bfiz na jednotlivych lokalitach (tuéné vyznacené hodnoty
vyjadfuji signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti a = 0,05) / Results of LSD test comparing mutually the genome size of birch
on particular localities (highlighted values show the significant difference at level a = 0,05)

kéd pro

celek JiZ2 KRK2 |TRE2 |ATS2 |KAM2 |KER2 |JIZTR |JIZ4 KRK4 |TRE4 |ATS4 |KAM4
JiZ2

KRK2 0,0231

TRE2 0,6248] 03827

ATS2 0,8549] 00871 0,7331

KAM2 05243 03648 08274 08916

KER2 0,1096| 055867 0,2048| 0,1489] 02732

JIZTR >0,001| »0,001| »0,001| >0,001| 0,0001| 0,0072

JiZ4 >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001

KRK4 »0,001| =0,001| »0,001| »0,001| =0,001| =0,001| >0,001| =>0,001

TRE4 >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001| >0,001 >0,001| >0,001

ATS4 >0,001| =»0,001| »0,001| >0,001| =0,001| =0,001| >0,001| 0,8833| 0,1407| 0,0017

KAM4 >0,001| >0,001| »0,001| >0,001 >0,001| >0,001| >0,001 »0,001| >0,001| 0,1785| 0,0138
KER4 >0,001| =0,001| »0,001| »>0,001 =>0,001| =0,001| >0,001| 0,5552| 0,0022| 0,0005| 0.G501| 0,0056

Jako velmi vhodna metoda pro rozliSeni taxond se prutokové cytometrie ukazala v pfipadech, kdy

se u sledovanych jedincu vyskytly pfechodné morfologické znaky mezi druhem Betula pendula a
nékterym ze zastupcl tertraploidnich taxon(. Tyto bfizy se vyskytovaly na kamenitych
nepodmacenych stanovistich v Jizerskych horach a ve vSech pfipadech bylo zjisténo, Ze jsou tito
jedinci diploidni, coz ukazuje na pfislusnost k bfize bélokoré. Na vihkych az zraSelinélych stanovistich
v Jizerskych horach nesly sledované bfizy znaky, které jsou v literatufe uvadéné pro bfizu karpatskou
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a také pratokova cytometrie ukazala, Ze se jednalo o tetraploidni jedince. Diploidni jedinci na téchto
stanovistich nalezeni nebyli.

Jedinci vykazujici morfologické znaky taxonu B. pubescens s.str. (lokality Kersko a Kamenny
rybnik) byli tetraploidni. Diploidni rostliny byly pouze ty, u nichz se vyskytovala jednoznac¢na prevaha
morfologickych znakd B. pendula. Taxonomicky vyznam ma zjiSténi velikosti genomu u bfiz
s chlupatymi listy z kamennych mofi (lokalita TfemSin), v literatufe uvaddénych jako B. petraea, u nichz
bylo v této studii jednoznacné zjisténo, Ze se jedné o tetraploidni jedince. Tim bylo potvrzeno, Ze by se
tento provizorni taxon mél fadit k B. pubescens s.l. (coz je pojeti Kfize 1990) a nikoliv k B. pendula
(coZ uginil Koblizek 2002). V piskovcovych skalnich méstech severovychodnich Cech, odkud je B.
petraea také uvadéna (Sykora & Hada¢ 1984), jsme na skalnich hranach pfi prvnim orienta¢nim
prizkumu dosud nalezli pouze diploidni bfizy s vyraznou pfevahou znak(li B. pendula. Je tfeba
nicméné zd(raznit, Ze monitoring na velké ¢asti Gzemi v této oblasti nebyl dosud proveden.

Diskuse

Méfenim velikosti genomu pomoci pritokové cytometrie byli dobfe odliSeni diploidni jedinci
pfislusejici k Betula pendula a k B. nana. Tetraploidni jedinci méli viceméné stejnou velikost genomu
(zjisténé odchylky jsou v ramci pfesnosti pouzitého pfistroje). Vysvétlenim mlze byt, ze vSechny tyto
tetraploidni rostliny jsou pouze velmi variabilnimi jedinci bfizy pyfité (B. pubescens s.str.) a bfiza pyfita
vytvari rizné ekotypy, které jsou oznacovany raznymi jmény (horsky ekotyp = B. carpatica, sutovy
ekotyp = B. petraea). Stejna velikost genomu zkoumanych tetraploidt v ramci B. pubescens s.l. v3ak
neznamena, Ze se nemuize jednat o soubor nékolika druhd. MGze se jednat o blizce pfibuzné taxony.
MiZze se pfitom jednat o nékolikrat nezavisle na sobé vzniklého kfizence stejnych rodi¢a, pficemz
pokazdé doslo k pfedani jiného poméru vlastnosti jednotlivych rodicu.

V problematice morfologické variability bfiz ma stézejni roli kfizeni jednotlivych druhd a to nejen
taxon( stejné ploidie. KFfizit se mohou navzajem i diploidni a tetraploidni bfizy za vzniku triploid
(Briggs & Walters 2001), coz bylo dokazano na pfikladu diploidni Betula nana a tetraploidni B.
pubescens s.str. na Islandu (Thérsson et al. 2007), kde bylo zjiSténo vysoké zastoupeni triploidd
v populacich bfiz (9,5 % analyzovanych jedincud). V kontextu s vySe uvedenym je velice pozoruhodné,
Ze prestoze bylo autorskym kolektivem tohoto ¢lanku analyzovano zna¢né mnozstvi dospélych jedinci
(188 strom0), nebyl mezi nimi nalezen Zadny triploid. Pfitom byla pfi vybéru stromd zaméfena
pozornost do zna¢né miry pravé na intermediérni jedince s prfechodnymi znaky B. pendula — B.
pubescens s.l. Nelze tedy vylougit, Ze zde existuje dosud blize neznama reprodukéni bariéra, kterd
vzniku kFizencl uvedenych taxon( brani. Tou mGze byt prosty fenologicky posun v kveteni, ale mozna
i Gasové velmi vzdalené fylogenetické oddéleni jednotlivych taxont s naslednou izolaci a mikroevoluci,
kterd znemoznuje kfizeni v sou€asnosti. OvSem, varianta, Ze triploidni jedinci vzacné vznikaji (a nebyli
dosud nelezeni, vzhledem ktomu, Ze byly analyzovany stromy rostouci na dosti extrémnich
stanovistich, odkud mohou byt relativné citlivéjsi triploidi eliminovani, nebo Ze byli analyzovani pouze
jedinci dospéli), je také mozna. Tito triplodi, pfes jejich naprostou vzacnost, mohou hrat vzhledem
k veliké produkci pylu klicovou roli vintrogresi. Funguji jakozto donor pylu (tvofi pyl haploidni i
diploidni) a mohou proto oplodnit jak diploidni, tak tetraploidni jedince.

Dulezité zjisténi je, ze B. pubescens s.l. neni autopolyploid od B. pendula, protoZze nema pravé
dvojnasobnou velikost genomu velikosti B. pendula, ale ponékud vétSi. To je plné v souladu
s vysledky Jarvinen et al. (2004), ktera pfinasSi podparné dikazy pro hypotézu, Ze rodi€ovskymi taxony
B. pubescens jsou B. pendula a B. humilis.

Zaver

Pouziti metody pritokové cytometrie je velmi pfinosnym nastrojem pro determinaci sledovanych
populaci bfiz. Pomoci ni Ize jednozna¢né rozeznat jedince druhu Betula pendula. Neumozniuje vSak
rozliSeni mezi tetraploidnimi taxony z okruhu bfizy pyfité (B. pubescens s.str., B. carpatica, B.
petraea). Pro blizSi pochopeni fylogenetickych vztahG v ramci skupiny B. pubescens s.l. bude
nezbytné vyuzit dalSich molekularnich metod (napf. mikrosatelit().

Pod ékovani

Podékovani patfi kolegum z regionu, ktefi nam doporugili lokality pro sbér materialu a pomohli
zajistit provedeni terénnich praci. Jmenovité se jedna o Vladimira VrSovského ze spravy CHKO
Jizerské hory, AleSe Hajka a Petra Kunu ze spravy CHKO Broumovsko, Rudolfa Hlavacka z
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Hornického muzea P¥ibram a Stanislava Vacka z FLD CZU. Podékovani patfi také VULHM, ktery ndm
umoznil provést odbér vzorkl bfizy trpasli¢i na vyzkumné ploSe.

Tento prFispévek vznikl za podpory grantovych projektli Vztah populaci bfizy karpatské a typu
stanovisté ve vrcholovych horskych polohéach - CIGA CZU (20104308), Funkéni potencil vybranych
listnatych dfevin a jejich vnaseni do jehli¢natych porostl v Jizerskych horach - NAZV (QH 92087) a
Management biodiversity v Krkonosich a na Sumavé - MSMT CR (2B06012).
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