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ABSTRACT

Investigation of variability within Betula genus in the Giant Mountains (Krkonose) was made on the basis of selected morphological traits/
features measured on leaves. The aim of this work was to assess a discrimination power of these traits. Another objective was to determine which
of these traits are the most influenced by environmental conditions. Altogether, 73 individuals on 4 locations were evaluated. For each tree the
genome size and ploidy levels were determined by a method of flow cytometry. Our sample contained tetraploids and diploids. Evaluation
used both traditional/classical and geometric morphometrics. Traditional morphometrics used 22 primary traits and 8 proportional traits.
Differentiation between diploids and tetraploids was noticeable; 14 traits showed statistical significance. When comparing tetraploid birches
from 4 sites of interest, 12 measured traits yielded statistically significant difference. The most differentiated population in terms of both
traditional and geometric morphometrics was found in the Obfi dul valley. However, this difference cannot be interpreted in taxonomy without
application of molecular genetics and further studies within a wider region. Humidity of selected stands did not influence the morphology of

sampled individuals; only one single trait was close to a = 0.05.
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Rod biiza (Betula L.) ma pravé v dnesni dobé $iroky potencial pro
vyuziti v lesnické praxi. Jde zejména o jeji pouziti pri obnové lesnich
porostii na extrémnich stanovistich, kde se v minulosti projevily
negativni vlivy pisobeni pramyslovych imisi. Vysledky dvacetiletého
vyzkumu btizy bélokoré (Betula pendula L.) v Krusnych hordch, kte-
ré sleduji jeji vliv na kumulaci povrchového humusu a na dynamiku
pudnich prvki (fosfor a dusik), naznacuji, Ze i na plochach, kde byla
vyuzita tzv. buldozerova piiprava, je vysev brizy efektivni (ULBRICHO-
VA et al. 2010). Vyznamné je také vyuziti brizy karpatské (Betula car-
patica W. et K.) pii zalesnovani ve vrcholovych partiich Jizerskych hor
(KuNES et al. 2007; BALAS et al. 2010).

Bfiza karpatska prirozené osidluje extrémni biotopy, a to i zcela eko-
logicky navzajem odli$né, jako jsou za prvé kamenitd az sutovitd sta-
novisté kolem a nad horni hranici lesa a za druhé zamokiené pudy
s mocnou vrstvou surového humusu az raseliny (Kkiz 1990). Ekolo-
gickd amplituda brizy karpatské se tedy zd4 byt velmi Siroka. Existuje
otazka, zda pri lesnickém vyuziti btiz neni tfeba respektovat odlisné
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biotopy, na nichz se populace btizy vyskytuji (KUNES et al. 2010). Tedy
zda kupfikladu neni problematické vyuZivat osivo bfiz z raselinnych
stanovis$t k zalesnéni sutovitych lokalit a naopak, byt takovy pfenos
reprodukéniho materialu v soucasnosti v fadé pripadt muize byt legis-
lativné prachodny a v nékterych pripadech se populace btiz na obou
typech stanovist dokonce pfirozené vyskytuji ve stejné ptirodni lesni
oblasti a ve stejném lesnim vegeta¢nim stupni.

Pro potfebu podrobnéjsiho studia proménlivosti biiz v zavislosti na
biotopu hovori také skutecnost, ze bfiza karpatska patii do skupiny
tetraploidnich biiz, ktera zahrnuje vice drobnych, obtizné rozlisitel-
nych taxont (KARLIK 2010). Proto neni v konkrétnich pfipadech jis-
té, zda rozdily mezi populacemi jsou diisledkem ptirozené variability,
nebo se jedna o ekotypy jednoho druhu ¢i o samostatné odli$né dru-
hy. Pokud vyzkum, ktery v souc¢asnosti probihd (KUNES et al. 2010),
prokéze zfetelnou existenci ruznych ekotypt nebo dokonce existen-
ci riznych taxont vys$$i — az druhové — drovné, bude to znamenat
pottebu jejich bezpe¢né identifikace proveditelné pritom co nejjed-
nodussim zpusobem, ktery bude dostupny lesnické nebo ochranarské
praxi.
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Oveéfeni, zda je mozné spolehlivé rozlisit jednotlivé taxony rodu bri-
za, které mohou byt vyuzity k zalesnovani v praktickém provozu, tj.
briza bélokora, biiza pytitd a briza karpatskd, je hlavni néplni pred-
kladaného ¢lanku zaméfeného na oblast Krkonos. Z dtvodu praktic-
kého vyuziti je rozliSovani zaméreno jen na vyuziti morfologickych, tj.
nikoliv molekuldrnich, metod. Pro hodnoceni byly vyuzity znaky na
listech, aby bylo mozné hodnotit jedince kdykoliv a ne v zavislosti na
tom, zda jsou jiz pIné vyvinuté a dozralé plody.

Cilem vyzkumu a tohoto ¢ldnku je nalezeni odpovédi na nasledujici
otazky: (1) Je mozné v oblasti Krkono$ rozlidit spolehlivé na zakla-
dé morfologickych znaki na listech jednotlivé taxony zdstupct rodu
bfiza? Pokud ano, jaké znaky to jsou? (2) Ma zamokfeni vliv na pro-
jev nékterého z morfologickych znaka? (3) Mohou byt nékteré znaky
ovlivinény komplexnimi stanovi$tnimi podminkami, jeZ na jedince
pusobi?

Pro zodpovézeni stanovenych otazek byla vyuzita jak klasickd morfo-
metrika, tak morfometrika geometricka. Oba metodické pfistupy byly
porovnany a poté byl zhodnocen jejich ptinos pro dalsi vyzkum.

MATERIAL A METODIKA

Sbér dat

Sbér materialu probéhl ve vegeta¢ni sezéné 2010 v oblasti Krkonos.
Sledovany byly celkem ¢tyfi lokality (Labsky dul, Obri dul, Velka
Kotelni jdma a Mal4 Koteln{ jdma), na nichz Ize dle literatury (UraD-
NiCEK et al. 2009; Florabase-FLDOK 2011) nebo tstniho sdéleni mist-
nich odborniki najit btizu bélokorou, btizu karpatskou a brizu pyti-
tou. Stru¢na charakteristika lokalit je uvedena v tab. 1.

Tab. 1.

Seznam sledovanych lokalit s vymezenim poc¢tu hodnocenych jedinct
a rozsahu nadmotské vysky, ve které byli jedinci odebirani

Localities, their altitude and number of evaluated trees

Nazev lokality Nadmorska vySka Pocet hodnocenych

ILocality (m n. m.)/ jediUcG/Number of
Altitude [m] individuals

Labsky ddl 910 — 1320 36

Velka Kotelni jama 1058 -1185 22

Mala Kotelni jama 1081-1190

Obri dul 1036-1130

Sledovéno bylo celkem 75 jedincil. Pocet sledovanych jedincti na
kazdé lokalité byl urcen zejména jeji rozlohou a déle velikosti a pro-
ménlivosti populace bfizy. Pfi vybéru stromt bylo postupovano tak,
aby byla rovnomérné pokryta celd lokalita. U kazdého jedince byly
zaznamendny také stanovi$tni charakteristiky a soutadnice GPS, aby
bylo mozné zpétné jedince dohledat. Z kazdého jedince byly odebrany
dvé vétvicky s plné vyvinutymi asimila¢nimi organy. Kazdd vétvicka
pochézela z jiné &asti koruny proto, aby byl eliminovan vliv razné
miry zastinéni na velikost a tvar lista.

Po navratu z terénu byly odebrané vétvicky herbarovany. Z cerstvého
materidlu byla déle v laboratofi metodou priitokové cytometrie stano-
vena velikost genomu, resp. stupen ploidie kazdého jedince (viz Kar-
Lik et al. 2010). U dvou stromii nebylo mozné z odebraného materialu

stupen ploidie stanovit, proto byli tito jedinci vylouceni z dal$ich ana-
1yz. Pro konecné statistické vyhodnoceni bylo tedy pouzito 73 vzorka.

Klasicka morfometrika

Pro Setfeni pomoci klasickych morfometrickych metod byly z kazdé
vétvicky v laboratornich podminkdch méteny dva listy. Morfometric-
ké $etteni bylo tedy provedeno na ¢tyrech listech u kazdého jedince.
Vysledna hodnota sledovaného znaku pro kazdého jedince byla stano-
vena jako aritmeticky primér ¢tyt méreni (listt). U kazdého jedince
bylo sledovano celkem 22 primérnich znakii a osm znakt pomérovych
(obr. 1, tab. 2). Znaky byly vybrany s ohledem na publikované vystupy
jinych autord, ktefi se problematikou rodu btiza zabyvali (GARDINER,
JEFFERS 1962; GARDINER 1972; GILL, DAvy 1983; ATKINSON, COD-
LING 1986). Veli¢iny jako délka, $irka, vzdalenost byly méfeny pomoci
pravitka s pfesnosti na 0,5 mm. Uhly byly méfeny pomoci thloméru
s presnosti na 1°. Odéni listové ¢epele bylo sledovano s vyuzitim bino-
lupy Olympus SZH10.

Pro zodpovézeni stanovenych otazek byly naméfené hodnoty dile
zpracovavany pomoci programu STATISTICA 9.1. Do analyz vstupo-
valy tudaje o prislusnosti jedince k lokalité, o vlIhkostnich pomérech, ve

Obr. 1.

Grafické znazornéni vybranych morfologickych znak; zobrazeny jsou
délkové a uhlové proménné (a-n), jejichz charakteristika je uvedena
v tab. 2

Fig. 1.

Scheme of morphological traits: length and angle variables (a-n),
whose characteristic is presented in Tab. 2
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kterych strom rostl (dvoustavova proménnd sucho x mokro), a o stup-
ni ploidie konkrétniho jedince. Normalita dat byla zjistovana pomoci
Kolmogorov-Smirnovova testu. Za tcelem zlepSeni distribuce hod-
not proménnych s jinym nez norméalnim rozdélenim byla provedena
transformace dat (odmocnéni, zlogaritmovani), normality v§ak nebylo
dosazeno. Pii testovani rozdilt hodnot mezi dvéma vybéry (2n a 4n;
sucho a mokro) byl v ptipadé normalniho rozdéleni dat pouzit T-test,
v opa¢ném pripadé Mann-Whitneytv U-test. Pro veli¢iny nabyvaji-
ci pouze dvou alternativnich hodnot (napt. baze symetricka x nesy-
metrickd) byl pouzit test homogenity dvou binomickych rozdéleni.
Provadény byly také analyzy porovnavajici vice vybéri. Rozdily mezi
¢tyfmi zkoumanymi lokalitami v jednotlivych méfenych znacich byly
zjistovany pomoci parametrické analyzy variance a neparametrické-
ho Kruskal-Wallisova testu a testu homogenity nékolika binomickych
rozdéleni. Konkrétni rozdily mezi jednotlivymi lokalitami byly zjisto-
vany pomoci post-hoc testi (blize viz kap. vysledky).

Mnohorozmérné ordina¢ni analyzy byly provedeny v programu
CANOCO for Windows 4.5 (BRAAK, SMILAUER 2002). Byla pouzita
neptima linedrni metoda, tj. analyza hlavnich komponent PCA. Ska-
lovani bylo zaméfeno na mezidruhové korelace; bylo provedeno cent-
rovani a standardizace proménnych.
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Obr. 2.

PCA biplot v§ech méfenych strom; diploidni stromy jsou zndzornény
¢tvercem, tetraploidnijedinci kruhem; jednotlivé méfené morfologické
znaky jsou oznaceny zkratkami, které jsou vysvétleny v tab. 2; prvni osa
vysvétluje 28,5 % variability, druhd osa vysvétluje 15,6 % variability
Fig. 2.

PCA biplot af all measured trees; diploids are depicted by squares,
tetraploids by circles; codes of a trait in ordination diagram are
described in Tab. 2; the first axis explains 28.5 % of variability and the
second axis explains 15.6 % of variability
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Namétenych hodnot sledovanych znaku bylo déle vyuzito ke stano-
veni diskrimina¢ni funkce rozli$ujici diploidni a tetraploidni jedince.
Diskrimina¢ni funkce (1) byla uréena pomoci krokové diskriminacni
analyzy s vyuzitim programu R (R Development Core Team 2011).
Nejdfive byla diskrimina¢ni funkce spocitina pro vsechny spojité
kvantitativni proménné, které byly na listech méfeny, a nasledné byla
z modelu odstranéna proménnd nejméné prispivajici ke schopnosti
diskrimina¢ni funkce rozlisit mezi diploidnimi a tetraploidnimi jedin-
ci. Tento krok byl opakovan tak dlouho, dokud se nedospélo k dis-
krimina¢ni funkei pro praktické ucely dostate¢né jednoduché, presto
véak ploidii dobfe rozlidujici.

Geometrickd morfometrika

Hodnoceni pomoci geometrické morfometriky, diky niZz je mozné
uchopit zkoumany objekt (list) jako celek, bylo provedeno také na
¢tytech listech z kazdého jedince. Stejné jako v pripadé klasické mor-
fometriky byly dva listy odebrany z jedné vétvicky a druhé dva listy
z vétvicky jiné a vysledna hodnota pro jedince byla stanovena jako arit-
meticky pramér ¢tyt listl. Jednalo se vidy o jiné Ctyti listy nez ty, které
byly pouzity pro hodnoceni pomoci klasické morfometriky. Listy byly
naskenovany pomoci skeneru HP Scanjet 4370. Vyhodnoceni obrysi
takto prevedenych listt do digitdlni podoby, kterych se vyuziva pro
popis méné komplikovanych objekt, probihalo pomoci programové-
ho baliku SHAPE ver. 1.3 (Iwata, Uka1 2002). Pro prevod byly vyuzity
eliptické Fourierovy deskriptory (KunL, GiarRDINA 1982). Hodnoty
koeficientd normalizovanych eliptickych Fourierovych deskriptort
byly vyhodnoceny pomoci analyzy hlavnich komponent (na zakladé
kovarian¢ni matice) v programu PAST (HAMMER et al. 2001).

VYSLEDKY

Rozliseni diploidnich a tetraploidnich jedinct

Na zakladé ziskanych dat byla pro vSechny jedince provedena analyza
PCA, ktera zahrnovala v§echny sledované znaky. V grafickém vystupu
jsou rtiznymi symboly odliSeni diploidni a tetraploidni jedinci. Stu-
pen ploidie danych jedinct byl stanoven pomoci metody priitokové
cytometrie (KARLIK et al. 2010). Celkem bylo touto metodou zjisténo
$est diploidnich jedinct (¢tyti z Labského dolu a dva z Obtiho dolu),
zbylych 67 byli jedinci tetraploidni. Z ordina¢niho diagramu (obr. 2)
je patrné, ze diploidni jedinci nalezejici druhu Betula pendula jsou
zastoupeni v levé dolni ¢asti diagramu.

Jednotlivé mérené znaky byly vyhodnocovany také pomoci jedno-
rozmérné statistiky. Jako klasifika¢ni proménnd (grouping variable)
byla zvolena uroven ploidie. Signifikantni rozdil mezi tetraploidnimi
a diploidnimi jedinci byl zjiStén u prevazné vétsiny métrenych znaki
(tab. 3).

Pfi determinaci obtizné rozliSitelnych taxonu lze vyuzit diskriminac-
nich funkci, které v sobé zahrnuji kombinaci vice znakut. Takovato
diskrimina¢ni funkce byla vytvofena pro odliseni diploidnich a tet-
raploidnich btiz britskych ostrovii (ATKINSON, CODLING 1986). Jeji
aplikace na na$ datovy soubor z Krkono$ podala vysoce signifikantni
vysledky (obr. 3). Spolehlivost rozliseni diploidnich a tetraploidnich
jedincti pomoci této funkce byla 98,7 %. Krokova diskrimina¢ni ana-
lyza souboru dat vSak ukazala, Ze ve sledované oblasti se jako vhod-
listové ¢epele v horni % (j) a vzdalenost prvniho zoubku od baze ¢epe-
le (1) v tomto tvaru:

y=(31*1i) - (10*j) + (12 * 1) - 166,

kdy kladné hodnoty y znamenaji prislusnost k diploidni biize bélo-
koré, zaporné hodnoty pak ptislusnost k tetraploidnim zdstupctim.
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Tab. 3.

Primérné hodnoty méfenych znaku a vysledky testti pro diploidni a tetraploidni jedince
Mean value of observed morphological traits and results for diploid and tetraploid individuals
¥ p <0.001; ** p < 0.01; *p < 0.05; ns. = result not significant

£t or =N =7 -z e O
p/Significance
1 délka Gepele [mm] 37,05 33,83 1,20 0,2355 ns.
2 Sitka ¢epele [mm] 30,08 25,50 2,08 0,0411 *
3 Uhel baze listu 283,61 291,63 198,5 0,9678 ns.
4 Uhel $picky listu 68,15 43,13 4,58 >0,0001 ***
5  Uhel vroubeni listu — 3. Zilka 65,35 46,08 3,71 0,0004 ***
6  délka rapiku [mm] 12,02 10,17 1,65 0,1031 ns.
7  vzdalenost nejsirsiho mista Cepele od baze [mm] 15,75 12,46 2,37 0,0205 *
8  pocet postrannich zilek 5,43 4,96 1,85 0,0683 ns.
9  vzdalenost mezi zilkami [mm] 4,36 4,10 0,68 0,4994 ns.
10 pocet zubl mezi 3. a 4. Zilkou 1,11 1,33 -1,12 0,2675 ns.
11 Sirka Cepele listu v horni 1/4 listu [mm] 15,53 7,29 5,51 >0,0001 ***
12 vzdélenost 1. zubu od baze ¢epele [mm] 9,16 11,29 -2,40 0,0192 ~
13 Uhel baze (k 1. zoubku) 24224 254,75 -1,06 0,2916 ns.
14 odéni licové strany 2,320 5,041 42,5 0,0015 **
15 odéni rubové strany 4,004 5,250 70,0 0,0088 **
16  Uhel 1. Zilky 41,10 46,33 -2,39 0,0197 *
17  dhel 4. Zilky 31,61 35,38 91,0 0,0279 *
18 usporadani zilek (parové x neparové) 0,959 1,000 1,01 0,3125 ns.
19  symetrie baze (symetricka x asymetricka) 0,570 0,333 2.24 0,0249 *
20 tvar baze 4,399 4,917 119,5 0,1038 ns.
21 typ pilovani 2,287 3,250 20,0 0,0003 ***
22 vzdalenost 4. Zilky od 3picky Cepele 13,881 14,166 -0,15 0,8807 ns.
23 pomeér mezi délkou Cepele a délkou fapiku 3,150 3,353 -0,97 0,3361 ns.
24 pomeér mezi délkou Cepele a Sifkou Cepele 1,237 1,336 -1,97 0,0529 ns.
25 pomér délky ¢epele ku vzdalenosti 1. zubu 4,265 3,019 2,33 0,0227 *
26 vzdalenost z Uzlabi 4. Zilky ku délce Cepele 0,368 0,418 -1,63 0,1068 ns.
27 vzdalenost nejsSirsi ¢asti Cepele ku délce Cepele 0,425 0,370 2,59 0,0116 *
28 pomér uhlu 4. Zilky ku Ghlu 1. Zilky 0,774 0,768 192,0 0,8645 ns.
29 pomeér uhlu nasazeni baze ku uhlu baze (1. zoubek) 1,176 1,157 0,40 0,6870 ns.
30 Atkinson — diskriminaéni funkce -22,48 1,00 -8,33 >0,0001 ***

Codes of morphological traits: 1. blade length, 2. blade width, 3. angle of blade fitting, 4. apical angle, 5. leaf serration angle — third vein, 6. petiole
length, 7. position of the widest part of blade, 8. number of major veins, 9. distance between nerves, 10. number of teeth between the third and the
fourth vein, 11. blade width in the upper %4, 12. distance measured from the leaf base to the first tooth of the edge, 13. basal angle (to first tooth),
14. hairiness of a front blade side, 15. hairiness of a reverse blade side, 16. angle between the first vein and midrib, 17. angle between the fourth
vein and midrib, 18. order of veins (paired x non paired), 19. base symmetry (symmetry x asymmetry), 20. base shape, 21. type of serration, 22.
distance from the fourth vein to the tip, 23. blade length/petiole length ratio, 24. blade length/width ratio, 25. ratio of blade length to distance meas-
ured from the leaf base to the first tooth of the edge, 26. ratio of distance between the fourth vein to the tip and blade length, 27. ratio of position
of the widest part of blade to blade length, 28. ratio of angle between the fourth vein and midrib to the angle between the first vein and midrib, 29.
ratio of angle of blade fitting to the basal angle (to the first tooth), 30. Atkinson — result of discriminant function Atkinson, CobLing (1986)

ZLv, 57, 2012 (2): 112-125 m
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Obr. 3.

Graf hodnot diskrimina¢ni funkce ATKINSON, CODLING (1986) rozlisujici diploidni (prava c¢ast grafu) a tetraploidni jedince briz (leva ¢ast);

tmavy sloupec vyznacuje nespravné zarazené jedince
Fig. 3.

Chart of a discrimination function ATKINSON, CODLING (1986), which sets apart diploid (right side of the chart) and tetraploid (left side) indi-
viduals of birch species; small black square represents incorrectly classified individuals by the model

Tento vzorec zatadil spravné (v souladu s vysledky cytometrickych
analyz) 100 % jedincti (obr. 4).

Vyhodnoceni tetraploidnich jedincii

Pro dalsi vyhodnoceni dat byli vyuziti jen tetraploidni jedinci (N =
67). Tetraploidni jedinci rostouci na tzemi Krkono§ mohou nalezet
nékolika drobnym taxontim, jejichZ rozliSeni je jednim z hlavnich cilit
této prace. Oproti tomu diploidni jedinci spadaji pouze do jediného
druhu - btiza bélokora (Betula pendula). Téchto diploidnich btiz bylo
proto odebrano méné (N = 6) a dale se jimi v praci jiz vice nezabyva-
me.

Variabilita tetraploidnich bfiz muze byt zptisobena v podstaté dvéma
faktory: vlivem konkrétnich stanovistnich podminek ovliviujicich
fenotyp a pritomnosti riznych drobnych taxonda.

Vliv vlhkosti

Jedinou stanovi$tni proménou, kterd byla odecitdna pro kazdého jedin-
ce pfimo na lokalité, byl idaj, zda btiza roste na suchém nebo mokrém
stanovisti. Domnivame se, Ze tato proménna mad zasadni vliv na projev
fenotypu konkrétniho taxonu a také Ze by se v piipadé vyskytu vice
drobnych taxont projevila stanovistni preference riznych taxont na
riiznou miru zamokfeni. Analyza byla provedena pomoci dvouvybé-
rového testu. V pripadé normélniho rozdéleni dat byl vyuzit T-test,
v ptipadé jiného rozlozeni dat byl pouzit Mann-Whitneytv U-test.
Normalita dat byla testovdana Kolmogorov-Smirnovovym testem.

Jedinym znakem, ktery se alespon blizil hladiné vyznamnosti a
0,05, je pomér uhlu nasazeni 4. zilky k uhlu nasazeni 1. zilky (obr. 5;
Mean Sucho = 0,7597, Mean Mokro = 0,8347, T-value: -1,9681, p
0,0533).

m ZLV, 57, 2012 (2): 112-125

Vliv lokalit

Zékladni prehled o strukture datového souboru poskytuje ordina¢ni
diagram na obr. 6, kde jsou riiznymi symboly vyznaceny stromy pti-
sluejici k jednotlivym lokalitam. Z grafu je patrné, Ze se v pravé dolni
¢asti vylisuji brizy z Obtiho dolu a v levé poloviné diagramu jedinci
z Malé Kotelni jamy.

Rozdily mezi jednotlivymi lokalitami byly dale zjistoviny pomoci
analyzy variance a neparametrického Kruskal-Wallisova testu (tab. 4).
Signifikantni rozdily byly zaznamenany u 12 z celkové 30 hodnoce-
nych znaki. Konkrétni rozdily mezi jednotlivymi lokalitami byly
stanoveny pomoci post-hoc test a jsou ve zminéné tabulce uvedeny
pomoci odlisnych pismen. Primarné byla vyuzita modifikace Tukeyho
HSD post-hoc testu pro nestejny pocet opakovani (tzv. ,Unequal N
HSD" test). Ve ¢tyfech pripadech (uhel $picky listu, vzdélenost nejsir-
$iho mista Cepele od baze, thel 1. zilky, vzdélenost nejsirsi ¢asti éepele
ku délce Cepele) ukazal signifikantni vysledek analyzy variance rozdil
mezi alespont dvéma lokalitami, av§ak ndsledny HSD post-hoc test
neukadzal zadné konkrétni lokality, mezi kterymi by tento rozdil mél
byt. Toto je zptisobeno tim, Ze vysledek analyzy variance nebyl pfili§
signifikantni. Dosti silny HSD post-hoc test tyto rozdily za signifikant-
ni pfitom nepovazoval. V uvedenych ¢tyrech pripadech byla do tab. 4
pouzita indikace rozdilt mezi konkrétnimi lokalitami na zakladé libe-
rélnéjstho Newman-Keulsova testu.

Geometricka morfometrika

Také vysledky geometricko-morfometrickych analyz tetraploidnich
jedincti naznacuji, ze populace pochdazejici z Obtiho dolu je vice
odli$né od ostatnich populaci (obr. 7). Jedinci rostouci na této lokalité
(pozice v grafu zndzornéna ¢tvercem) lezi v grafu na ose PCl spise
v zapornych hodnotach, zatimco jedinci v ostatnich populacich jsou
zastoupeni v obou ¢astech osy (osa PC1 popisuje 73,5 % variability,
osa PC2 popisuje 10 % variability).



MORFOLOGICKA VARIABILITA RODU BRIZA (BETULA L.) V KRKONOSICH SE ZAMERENiM NA TETRAPLOIDNI ZASTUPCE

16

14

12

10

Poéet stromu/Number of trees

o b S

-200 -100 0 100

Diskriminacni skére/Discrimination score

Obr. 4.

Graf hodnot nové navrzené diskrimina¢ni funkce v tomto piispévku, ktera rozliuje diploidni (prava ¢ast grafu) a tetraploidni (leva ¢dst) jedince
bfiz.

Fig. 4.

Chart of a newly developed discrimination function which sets apart diploid (right side of the chart) and tetraploid (left side) individuals of
birch species
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Krabicovy diagram hodnot poméru thlu 4. Zilky k dhlu 1. Zilky v zavislosti na vlhkosti stanovisté (S — sucho, M - mokro)
Fig. 5.

Box and Whiskers plot of a ratio of angle between the fourth vein and midrib to the angle between the first vein and midrib in dependence on

moisture regime of a site (S — dry, M - water-logged)
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Obr. 6.

PCA biplot pro tetraploidni jedince studovanych bfiz. Prvni osa
vysvétluje 30 % variability, druha osa vysvétluje 16,7 % variability
Vysvétlivky: zluté obdélniky — Obri dul, zelené kosoctverce — Mala
Kotelni jama, ¢erny kruh - Labsky dill, fialovy ¢tverec Velkd Kotelni
jama

Fig. 6.

PCA biplot of tetraploid birches. The first axis explains 30 % of varia-
bility and the second axis explains 16.7 % of variability

Captions: yellow rectangles — Obfi diil, green rectangles — Mala Kotel-
ni jama, black circle — Labsky dul, violet square — Velka Kotelni jama

DISKUSE

Rozliseni diploidnich a tetraploidnich jedinca

Rozlidovani diploidnich a tetraploidnich jedinct pomoci morfolo-
gickych znaki na listech je vcelku jednoznaéné a snadné. Skute¢nost,
Ze byl pti testovani dvouvybérovym testem zjistén signifikantni roz-
dil mezi diploidnimi a tetraploidnimi jedinci u vétsiny sledovanych
znakil, a to i navzdory nepfiznivému velikostnimu poméru obou
skupin (6 diploidnich a 67 tetraploidnich jedinct), svéd¢i o tom, Ze
tyto rozdily jsou opravdu vyrazné. Pro bezpecné rozliseni je optimal-
ni vyuzit kombinaci znak, napt. vyjadfenou néjakou matematickou
funkei. V této studii byla potvrzena moznost vyuziti hodnoty diskri-
mina¢ni funkce publikované ATKINSONEM a CODLINGEM (1986) pro
rozliSeni diploidnich a tetraploidnich zéstupcti rodu bfiza i v pod-
minkdch Krkonos. Spolehlivost ur¢eni byla v mezich hodnoty uva-
déné pro tuto funkci, kterd ¢ini 93 % (ATKINSON, CODLING 1986).
vzorec: y = (31 * i) = (10 *j) + (12 * 1) - 166 (zkratky jednotlivych
znakd vysvétleny v tab. 2). Tato ndmi navrzend diskrimina¢ni funkce
rozlisila diploidni a tetraploidni jedince (ve sledovaném vzorku) se

m ZLV, 57, 2012 (2): 112-125
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Obr. 7.

PCA analyza sledovanych tetraploidnich jedinct zaloZend na analyze
obrysu listl (osa PC1 vysvétluje 73,5 % variability, osa PC2 vysvétluje
10 % variability)

Vysvétlivky: modry ctverec — Obri dil, cerné kolecko - Labsky dul,
cerveny kiizek — Mald Kotelni jama, modrozelend elipsa - Velka
Kotelni jama

Fig. 7.

PCA analysis of studied tetraploid individuals based on leaf shape ana-
lysis (axis PC1 explains 73.5 % of variability, axis PC2 explains 10 %
of variability)

Captions: blue square — Ob¥i dul, black circle — Labsky dul, red cross
— Mala Kotelni jama, azure ellipse - Velkd Kotelni jama

100% spolehlivosti (v souladu s vysledky cytometrickych analyz). Je
v8ak nutné podotknout, Ze spolehlivost rozliSeni musi byt jesté dale
otestovana i na souboru dal$ich nezévislych jedincti, coz zatim pro-
vedeno nebylo.

Dobré rozliseni krkonosskych diploidnich a tetraploidnich jedincii
pomoci morfometrickych znak je v souladu s nasi dosavadni zkuse-
nosti s rozliSovanim B. carpatica (a B. pubescens) a B. pendula ziskané
pri sbérech rostlin zejména v Jizerskych horach, ale i jinde ve stfedni
Evropé. Béhem sbéru krkonosskych biiz pro tento ¢lanek jsme pro-
vedli v terénu predbéznou determinaci. Nékdy jsme si byli jisti, jindy
ne zcela, vzdy jsme vSak provedli ptifazeni k B. pubescens agg. nebo
k B. pendula. Vysledky nasledné cytometrické analyzy nakonec potvr-
dily, Ze nase predbéina determinace byla az na jedinou vyjimku ve
vsech pripadech spravnd. K rozsifeni B. pendula v polohach horskych
kari a radelini$t Krkono$ bychom jesté radi poznamenali, Ze se zde
jedna o druh pomérné vzacny. Na ndmi zkoumanych lokalitach jsme
odebrali pouze $est diploidnich bfiz, a to vzdy v dolnich partiich sle-
dovanych horskych udoli. Kdyby bylo jejich zastoupeni castéjsi, byl
by i pomér odebranych diploidnich jedinct k tetraploidnim jedinctim
Vyssi.
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ns.
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1,71

0,16
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0,14

hlu 4. Zilky ku thlu 1.

pomér u
zilky

0,760

ns.

0,0733

1,185 0,10 1,254 0,11 1,095 0,06 2,43

0,12

1,175

ér Uhlu nasazeni baze ku
Uhlu baze (1. zoubek)

pomér U

29

ns.

0,0640

2,54

10,72

-26,43

4,50

-26,25

4,99

-23,07

6,69

Atkinson — diskriminacni funkce —20,50

30

Note: for codes of morphological traits see Tab. 3

Vyhodnoceni tetraploidnich jedinci

V oblasti Krkonos, ale i v rdmci ndmi zkoumanych lokalit, by se podle
regionalné-floristickych tdaji méla nachazet jak biiza karpatskad, tak
i biiza pytitd. Musime vS$ak pocitat i s dal$imi dvéma scéndfi, a sice
ze se v Krkonosich objevuje jediny, variabilni tetraploidni taxon biiz
a také Ze se zde muze vyskytovat jesté vyssi pocet drobnych taxont,
které dosud nebyly dostatecné rozliovany (napf. provizorné popsana
B. petraea nebo pro uzemi CR zna¢né pochybna severska B. tortuosa;
reSerse k tématu viz KARLIK 2010).

Ziskané vysledky neukazuji zcela jednoznaény vyskyt vice tetraploid-
nich taxontl. Uvédomujeme si, Ze nezietelnost vysledkit mohou zpu-
sobovat nerovnomérné poéty hodnocenych jedincii na lokalitach. Ty
jsou v8ak dané rozdilnou velikosti lokalit a rozdilnou abundanci bfiz
na nich rostoucich.

Z ordina¢niho diagramu analyzy PCA (obr. 6) je mozné vysledovat,
ze se z datového souboru vyraznéji odliSuje zejména lokalita Obri diil.
Cést jedincti vykazuje znaéné odchylné hodnoty sledovanych znakd,
které naznacuji, Ze by se mohlo jednat o bfizu pyfitou. Pak se ale bude
na lokalité Obi{ dul vyskytovat smésna populace tetraploidnich btiz,
protoze je tam (uvazime-li nizky pocet zkoumanych stromt) pomérné
znacny rozptyl naméfenych morfometrickych hodnot (tab. 4, obr. 6).
Pro determinaci (alespon ¢asti) stromil z Obtiho dolu jako btiza pytita
hovori nékolik okolnosti. Listy na této lokalité jsou zejména silné chlu-
paté, coz je vyznamny kvantitativni znak pravé pro B. pubescens. Sta-
novistni podminky jsou zde ponékud priznivéjsi — zkoumané stromy
rostly v ponékud niz$i nadmorské vysce. Namérené znaky zde ostre
kontrastuji s Kotelnimi jamami (zejména s konzistentnéjsi lokalitou
»Mala Kotelni jama“), kde se jedna o kary s extrémnimi a silné relikt-
nimi podminkami, které jsou naopak optimalni pro vyrazné oreofyt-
ni Betula carpatica. Nastinénou hypotézu vsak bude nezbytné ovérit
molekularnimi metodami.

Biizy v Obfim dole mély také nejvétsi listy (délka a $itka listu a s nimi
do zna¢né miry souvisejici dal$i dvé proménné: vzdalenost nejsirsiho
mista od baze a vzdalenost 4. zilky od $picky ¢epele), coz by mohla byt
dal$i indicie k doloZeni vyskytu odli$ného taxonu (konkr. B. pubes-
cens). Je véak mozné, ze nejvétsi listy souviseji s nejpiiznivéj$imi sta-
novistnimi podminkami Obitho dolu ze viech zkoumanych lokalit.
Na obezietnost pti vyhodnocovani velikosti listu jako jednoho z mor-
fologickych znakii upozorfiuje GARDINER (1972). Velikost listu muize
velmi silné ovlivilovat vysledky a zastinit tak vliv znak jinych, a proto
v analyzidch navrhuje pouziti spiSe znakd pomérovych. Velkou pro-
ménlivost morfologickych znakd, zejména u zastupct tetraploidnich
taxonu biiz, uvadi i GILL a DAvY (1983).

Vliv vlhkosti

Na projev morfologickych znaki mohou mit vliv stanovistni poméry
konkrétniho stanovisté. Napiiklad u brizy bélokoré byly pozorovany
korelace s environmentalnimi faktory v poctu zilek a zoubki na listové
Cepeli (Kovaci¢, NIkoLIC 2005) nebo ve velikosti listové cepele (FrRa-
NIEL, WIESKI 2005). V této studii vyhodnocujeme vlhkostni poméry
stanovisté. Testovana byla hypotéza, Ze na vlhkych stanovistich budou
jedinci podobni spiSe taxonu B. pubescens a na suchych stanovistich
budou jedinci s morfologickymi znaky popsanymi spise pro B. carpa-
tica. Na zakladé sebranych dat se v8ak nezda, ze by morfologické vlast-
nosti byly vlhkosti stanovi$té ovlivnény. Pouze jediny znak, konkrétné
pomér thlu 4. Zilky ku thlu 1. zilky, se blizi k hranici slabé signifikant-
ni zavislosti. Nepriikaznost vlivu vlhkosti v§ak mtze byt ddna zejména
vybérem pouhych ¢tyf lokalit (kde nemusi byt B. pubescens dostate¢né
zastoupena) a také nerovnomérnym rozlozenim stanovist dle vlhkosti
(na suchych stanovistich rostlo 54 zastupcti a na mokrych stanovistich
13 zéstupc tetraploidnich bfiz).
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Porovnani metod klasické a geometrické morfometriky

Provedenim obou metod jsme dospéli k podobnym vysledkim. Pouzi-
ti klasické morfometriky nicméné vyraznéji ukazuje na variabilitu
datového souboru (zejména na odlisnost Obtiho dolu). Zda-li se jedna
o0 nepodstatné znaky a artefakty a nebo zda jsou to rozdily reflektujici
taxonomickou variabilitu dat, pomuize rozhodnout planované prove-
deni molekuldrnich analyz. Vyhodou geometrické morfometriky je
zejména celkové mensi ¢asova naroc¢nost na ziskavani primarnich dat.
Hlavni vyhodou klasické morfometriky je moznost identifikace kon-
krétnich morfologickych znaki, jimiz se taxony nejvyraznéji odlisuji,
a které 1ze nasledné aplikovat na bézné urcovani v terénu pro potie-
by lesnické praxe, ochrany ptirody i zékladniho vyzkumu (floristické
mapovani, fytocenologické snimkovani).

ZAVER

Urcovani briz miize byt v prostoru stfedni Evropy obtizné, coz je dano
alopolyploidnim ptivodem drobnéjsich taxont. I v oblasti Krkonos
se zda, Ze rozliSovani drobnéjsich taxoni je nesnadné. Vliv vlhkosti
stanovi$té na morfologickou variabilitu listd byl sice neprikazny, nic-
méné vyznamny vliv lokalnich stanovi$tnich podminek na variabilitu
listti je pravdépodobny. Spolehlivé se podarilo rozlisit pouze prislus-
niky btizy bélokoré od ostatnich stromovych bfiz. Pro toto rozliseni
se zda prinosné vyuziti nové navrhované diskrimina¢ni funkce, av$ak
jeji spolehlivost je nutné ovérit jesté na dalsich jedincich. Jednotlivé
taxony tetraploidnich btiz (pokud ve skute¢nosti existuji) se s vyuzi-
tim morfologickych znakii na listech spolehlivé rozlisit nepodarilo. Na
zakladé dosavadni zku$enosti predpokladame, ze se ve vyssich polo-
héach Krkonos vyskytuje prevazné btiza karpatska Betula carpatica. Na
jedné lokalité (Obii dul) se zfejmé vyskytuje smésna populace brizy
karpatské s jinym tetraploidnim taxonem, zfejmé btizou pyftitou B.
pubescens. Pro potvrzeni této hypotézy by vak bylo zapotrebi odbéru
materidlu z dal$ich strom a lokalit a predevsim planované provedeni
molekuldrnich analyz.

Geometrickd morfometrika se pro postizeni morfologické variability
listt biiz projevila jako pouzitelnd a efektivni metoda, av§ak neumoz-
fuje jasné stanoveni konkrétnich kli¢ovych determina¢nich znaka. To
je ale ddno podstatou vyuzité metody, kterd pracuje s analyzou obrysu,
jez objekt hodnoti jako celek.
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MORPHOLOGICAL VARIABILITY OF BIRCH GENUS (Betula L.) IN THE KRKONOSE MTS WITH FOCUS
ON THE TETRAPLOID TAXA

SUMMARY

Recently, birch (Betula spp.) is widely used in forestry practice. The individual birch species are, nevertheless, hard to distinguish; they have
highly variable morphological traits. In particular, the tetraploid birches related to Betula pubescens including Betula carpatica are very
problematic species to determine. With respect to these facts, the aim of our study was to evaluate the power of morphological traits measured
on leaves when applied on birch species in the Giant Mountains (Krkonoge). Another objective was to determine which of these traits are mostly
influenced by environmental conditions. To answer these specific questions, 4 locations (Tab. 1) in the Giant Mountains were selected to study
local populations of various birch species by means of traditional and geometric morphometrics. Traditional morphometrics used 22 primary
traits and 8 proportional traits (Fig. 1, Tab. 2). Diploid and tetraploid individuals were distinguished by comparing all morphologic traits in PCA
analysis (Fig. 2). Statistically significant difference was observed in 14 traits (Tab. 3). Discrimination functions appeared to be a good solution
for distinguishing the diploid and tetraploid individuals in studied region. Specific function published by ATkINsON, CODLING (1986) with
discrimination power 98.7% was used. In addition we developed a new function: y = (31 *1i) - (10 *j) + (12 *1) - 166 with 100% reliability on
our data set (Fig. 3, 4). Statistically significant influence of water logged site was not observed in any of the traits. However, there was one trait in
which the significance level approached o = 0.005 (Fig. 5). To visualize a structure of tetraploid trees a data set ordination diagram was created
(Fig. 6). There can be seen that birches from Obii dil valley are separated in the lower right corner and samples from Mald Kotelni jama are
separated in the left part of the diagram. Differences among sites in various traits were assessed also with ANOVA and Kruskal-Wallis test (Tab.
4). From 30 evaluated traits 12 were statistically significant. Different leaf profiles on studied sites were observed using geometric morphometrics
- program package SHAPE ver. 1.3 (IwaTa, UkaI 2002). This analysis also confirmed a major divergence of location Obii dul valley (Fig. 7).

Based on these results it can be concluded that diploid and tetraploid birches can be distinguished within the Giant Mountains (Krkonose)
region (especially with the utilization of the newly developed discrimination function). Influence of water logging on any of studied traits was
not confirmed. Determination of particular tetraploid species by morphological methods was not yet successful, although some trends observed
in other regions can be traced. According to recent results Betula carpatica seems to prevail in the Giant Mountains, whereas other taxa are
locally rather less common species.

To verify this hypothesis and to find reliable traits to determine tetraploid species, molecular methods will have to be utilized in further
research.
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