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ABSTRACT

The aim of the work is to determine the genetic diversity, genetic differentiation and genetic structure of subpopulations of the specially protected
common yew in the area of South Moravian Podyji (Czech Republic), Thayatal (Austria) and in the Svitavy region (Czech Republic) using DNA
analyses (nSSR-nuclear Simple Sequence Repeats). The subjects of the analyses were yews of 1) natural occurrences in the territory of the Podyji
National Park (NP), 2) cultural origin in the Podyji NP, 3) natural occurrences in the Thayatal NP (Austria), 4) natural occurrences outside the
Podyji NP, and 5) cultural origin in the Podyji region outside the NP. For the comparison and better interpretation of results there also were
analysed geographically more distant subpopulations, 6) natural occurrences in the Hfebedsky ridge (NW Moravia), 7) cultural yew occurrences
in the Svitavy region (NE Bohemia & NW Moravia), 8) natural occurrences in the Jilovské yews (N Bohemia), and 9) natural occurrences in
the Moravian Karst (S Moravia). We observed higher level of genetic diversity (H = 0.54; H, = 0.77), the F with ENA correction ranged from
0.007 to 0.123. According to a STRUCTURE analysis, high genetic similarity was observed between samples from the Podyji NP and Hrebecsky
ridge. The impact of the analysis results on the conservation management of tested populations was outlined.

| For more information see Summary at the end of the article.
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Tis ¢erveny byl v minulosti z riznych pfic¢in dlouhodobé vytlacovan
na méné pristupna extrémni stanovisté a postupné se stal silné ohro-
zenym rostlinnym druhem. Do soucasnosti (ZATLOUKAL et al. 2013;
URADNICEK et al. 2017) se v Ceské republice zachovalo jen nékolik
vyznamnéjsich oblasti ptirozeného vyskytu a vétsi pocet drobnych lo-
kalit, prevazné v chranénych uzemich. Na druhé strané jsou pomérné
Casté tisy kulturniho, vétsinou blize neur¢eného piivodu, vysazova-
né v minulosti i soucasnosti v ramci okrasného zahradnictvi a par-
kovnictvi, které jsou z pohledu ochrany ptirody a krajiny vyznamné
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vzhledem k moznym negativnim vlivim (kfiZeni, geneticka eroze)
na dochovany genofond ptirozenych populaci (zdroj pylu a semen
nesoucich pohlavni buriky, v jejichz DNA jsou zastoupeny z hlediska
mistnich populaci cizorodé alely geni). Zatimco opylovani tisu zajis-
tuje vitr (anemogamie), semena jsou $ifena endozoochoricky, tj. po-
zfenim ptaky ¢&i savci, projitim jejich travicim traktem a néslednym
vylou¢enim v nestravené podobé spolu s exkrementy.

Neékteré zbytkové populace tisu v CR dosud trpi nepiiznivymi nasled-
ky (pokles vitality a pocetnosti) dfive aplikovaného tzv. konzervacni-
ho (statického) pojeti ochranafského ,managementu®, jehoz hlavni
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zasadou bylo nezasahovat do vyvoje pfedmétu ochrany, tj. zejména
eliminovat veskeré lidské intervence. Novodoba druhova ochrana
vsak jiz disponuje bazi odbornych poznatkii oboru biologie ochrany
ptirody (napf. PRIMACK et al. 2001, 2011), coZ se mj. odrazi v mo-
dernich in situ i ex situ aplikacich aktivntho (dynamického) manage-
mentu populaci, ktery jiz standardné vyuzivd i postupy molekularné
genetickych analyz (v ptipadé tisu ¢erveného napt. RomMSAKOVA 2007;
RoMSAKOVA, PAULE 2009; GONZALEZ-MARTINEZ et al. 2010; MAyoL
et al. 2015; LITKOWIEC et al. 2018; KOMARKOVA et al. 2022; HEMAT-
ZADEH et al. 2023).

K poznani historického rozsifeni tisu v regionu Podyji prispéla fada
praci. Jiz v roce 1867 zastihl v reviru Braitava nékolik péknych stromii
NiessL (1868). Ridkou ptitomnost tisu ve stinnych lesich a hlubokych
roklich v oblasti Braitavy u Vranova, v udolich Dyje, resp. Fugnitzu
u Hardeggu a udajné i Zeletavky u Vranova zmitiuje OBORNY (1879),
na néjz postupné navazali dal$i autofi (HAYEK 1914; PODPERA 1924;
ProOCHAZKA, P1LAT 1928; UHROVA 1929; ROSENKRANZ 1934; FIETZ
1942; OPRAVIL 1967; HOFMAN 1969a; HOFMAN, VACKOVA 1969; MA-
LEK 1972; GRULICH 1986, 1997; ZATLOUKAL et al. 2001, 2013; VRS-
KA, ADAM 20053, 2005b; MACKOVCIN et al. 2007; NEMEC, NEMCOVA
2010, 2014a, 2014b; NEMEC 2011, 2021; NEMEC et al. 2014). Aktualni
stav znalosti lokalit zachycuje databdze ¢eské fléry a vegetace Pladias
(www.pladias.cz), ktera zahrnuje i data z mapovani biotopit CR. Na
uzemi narodniho parku (NP) Podyji a NP Thayatal roste v soucas-
nosti tis vzacné na zastinénych upatich sutovych svaht v inverznich
polohach na pravém biehu Dyje mezi Braitavou a Hardeggem a dale
pted Umlaufbergem, na levém btehu pak v okoli Hardeggské vyhlid-
ky a Sirokého pole (NEMEC 2021). Tvoii zde soucast kefového patra
asociace Tilieto cordatae-Fagetum, ktera byla zmapovana na severnich
svazich v zapadni ¢asti izemi, kde zistala dodnes zachovana antropic-
ky relativné nenarusena, nékdy az pralesovita spolecenstva (CHYTRY,
VICHEREK 2000).

Aktudlni informaci o stavu lokalit v NP Podyji a v $ir§im okoli po-
dal na zékladé vlastnich poznatkd PONIKELSKY (2022). JiZ v roce 1998
provedl Ing. P. Vancura prizkum vyskytu tistl v uzemi, v¢. zaméreni
jejich polohy a zpracovani geoinformacdni vrstvy. V dobé zahdjeni ak-
tivniho managementu v roce 2015 sestévala zbytkova populace v NP
Podyji pouze ze 2 sousi, 1 odumirajiciho a 20 + vitdlnich, pfevainé
samcéich jedinct na celkem 4 lokalitich (Braitava, Galis, Siroké pole,
prostor levého biehu Dyje naproti Hardeggu), pficemz pouze na Ga-
lisi a Braitavé byl zji$tén i vyskyt semendackd, z nichZ ca 40 jich bylo
pozdéji ochranéno oplocenim (PONIKELSKY 2022). Pied zahdjenim
zachranného managementu by se tak z hlediska charakteru a riziko-
vosti jednalo o slabou, nicméné dosud Zivotaschopnou populaci s éet-
nosti 30-100 jedincd, i kdyz z pohledu efektivni velikosti populace N,
(is ohledem na dvoudomost tisu) redlné spise o nezivotaschopny frag-
ment s ¢etnosti do 20 jedincil (JELINKOVA, ZATLOUKAL 2001). V ramci
tizeného posilovani této populace bylo proto v letech 2015-2023 na
vhodna stanovi$té vysazeno jiz 340 vypéstka mistniho, prevazné ge-
nerativniho pivodu. Mnohem &etnéjsi pfirozené vyskyty se nachazeji
na protilehlé strané Dyje v rakouském NP Thayatal, kde byly recentné
pozorovany minimélné desitky vitdlnich dospélych, prevazné sami-
¢ich tist (PONIKELSKY 2022), spiSe zde v§ak odhadem rostou fadové
stovky jedinct stromovitého vzristu (podrobna inventarizace neni dle
sdéleni rakouské strany k dispozici).

V moravské ¢asti Podyji mimo tzemi NP rostou dalsi dospélé tisy
v sutovych lesich svazu Tilio-Acerion v prfirodni rezervaci (PR) Bily
ktiz (ca 15 ks) a PR Tisova stran (ca 30 ks), které jsou obé soucasti
$irstho porostniho pasu s prirodé bliz§im charakterem tdhnouciho se
podél obou brehtt Dyje zhruba od Uher¢ic k Vranovu nad Dyji. Do to-
hoto pasu spadd rovnéz osamoceny vyskyt vzrostlého samctho tisu na
lokalité Kolikron naproti ostrohu Babka v katastrdlnim Gzemf Jazovice
(obr. 1). Jde pravdépodobné o ve starsi literatufe zminovany vyskyt
Jazovice. Pfirozena spolecenstva s vyskytem tisu (CHYTRY, VICHEREK
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2000) se v okoli Vranovské prehrady a Uher¢icka vyskytuji pouze oje-
dinéle a jejich potencialni souvisly vyskyt za¢ina az v oblasti Cesko-
moravské vrchoviny na Jemnicku a Moravskobudéjovicku. Z Jemnic-
ka (u Budkova) historicky vyskyt tisu neptimo dokldda zminka z roku
1360 o zaniklé osadé Tisova (MALEK 1984). Smérem na zépad byly
buciny s pravdépodobnou prislusnosti k Tilio cordatae-Fagetum zjis-
tény na Dyji v okoli Kolmitzdorfl, mezi mésty Raabs a Drosendorf.
Asociace byla dfive uvddéna jen ze submontdnnich poloh stfednich,
jiznich a severozapadnich Cech, podobna spole¢enstva z Rakouska
byla popséana z dunajské terasy mezi obcemi Haslau a Regelsbrunn ze
160 m n. m. a z udoli feky Kamp (CHYTRY, VICHEREK 2000). Na his-
toricky vyskyt tisu odkazuje také nézev hradu a osady Eibenstein na
Dyji pobliz Drosendorfu. Novéji fadi BouBLik et al. (2013) podyjské
vyskyty tisu zejména k asociaci Seslerio albicantis-Tilietum cordatae
(péchavové skalni lipiny), v niZ je tis jednim z diagnostickych druh.
Vzacny vyskyt asociace je vazan na vapencové oblasti v niz$ich po-
loh4ch CR (Dzbén, Kiivoklatsko, Cesk}'f, Moravsky a Javori¢sky kras,
udoli Oslavy, Jihlavy, Rokytné, JeviSovky na jz. Moravy, Palava), pti-
lehlé ¢asti Dolnich Rakous (adoli Dyje a Fugnitzu u Hardeggu) a okraj
hornorakouskych vapencovych Alp u Travenského jezera (Traunsee).

Z divodu piiblizeného v metodické ¢asti je vyzkum smérovan i na tzv.
mladéjovské tisy rostouci v sutovych lesich a kvétnatych bucinach na
Hrebec¢ském hrbetu v pfirodni pamatce (PP) Pod Skalou a PR Hre-
sku (napt. OTT 1852; LEDEL 1922; PROCHAZKA, PILAT 1928; UHROVA
1929; SKUTIL 1937; FIETZ 1942; HOFMAN 1966, 19693, 1969b; KUHN
1968; MACAK 1971; ZATLOUKAL et al. 2001, 2013; B1s 2005; BACov-
sKY 2012; AOPK 2018; SimEk 2018). Z dosud geneticky charakterizo-
vanych domadcich lokalit (KoMARKOVA et al. 2022) byla pro srovnani
zvolena jesté geograficky vzdalenéjsi PP Jilovské tisy na Déc¢insku, kde
je tis rovnéz primiSen v sutovych lesich (napf. HOFMAN 1966; ZAT-
LOUKAL et al. 2001, 2013; Buk et al. 2013; KRIVANEK, NOVAK 2023)
a také geograficky blizka a podle analyz enzymovych systémi (ZAT-
LOUKAL et al. 2001) nejptibuznéjsi subpopulace Moravsky kras (napt-.
PROCHAZKA, PILAT 1928; HOFMAN 1950a, 1950b, 1966, 1969b; CE-
ROVSKY 1954; SVEHLOVA 1997; ZATLOUKAL et al. 2001, 2013; AOPK
2019).

Tato prace si klade za cil stanovit s vyuzitim analyz DNA (nSSR) ge-
netickou diverzitu, strukturu a diferenciaci t¥i geograficky blizkych
prirozenych vyskytu tisu éerveného (NP Podyji, oblast viné NP Podyji,
NP Thayatal) a regiondlnich soubort tist s predpokladanym kultur-
nim pavodem za ucelem srovnani s jinymi domécimi zbytkovymi
subpopulacemi, coz v dal$i fazi na zakladé srovnani s excerpovanymi
historickymi informaénimi zdroji umozni objektivnimi argumenty
podloZené nastaveni vhodného aktivniho ochranafského manage-
mentu (regiondlniho akéniho planu) podyjské tisové populace.

MATERIAL A METODIKA

V letech 2021 a 2022 byly se souhlasem piislusnych organii ochra-
ny ptirody CR a Rakouska odebrany soubory vzorki (rasicich jehlic)
prirozené rostoucich tist z lokalit 1) uvnitt NP Podyji (NPP), dale
2) z udoli Dyje, Fugnitzu a z lokality Einsiedler v NP Thayatal (NPT),
3) z PR Bily ktiz (P1), PR Tisova stran (P2), z lokality Kolikron (P3),
4) z tist kulturniho ptvodu na lokalitich Lukov a Znojmo na tuze-
mi NP Podyji (NPPK), resp. 5) v jeho $ir$im okoli na lokalitdch pod
Mitrovem, naproti ostrohu Babka, u hradu Bitov a na Cinové hote
u Znojma (PK). Pro moznost srovnani byly dale odebrany vzorky
z geograficky vzdalenéjsi dil¢i populace 6) v oblasti Hiebe¢ského
hibetu (H), 7) z kulturnich vyskytt na Svitavsku (HK), 8) z PP Jilov-
ské tisy nedaleko Décina (J) a 9) z narodni ptirodni rezervace (NPR)
Vyvéry Punkvy v Moravském krasu (M). Hiebecsky hibet, Svitavsko
a Moravsky kras byly vybrany na zakladé literarnich adaji, které na-
znacuji urcitou spiiznénost téchto vyskytt s Podyjim, zatimco Jilov-
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ské tisy byly zvoleny z dtivodu jejich relativni odlehlosti a predpo-
kladané vétsi genetické vzdalenosti. Celkem byly analyzy provedeny
u vzorku odebranych z 270 jedinci (tab. 1 a 2).

Kde to pocet tisti na lokalitich umoznoval, byla mezi souradnicové
zaméfenymi a oznac¢enymi donory vzorkd pro potfeby genetickych
analyz dodrzovana minimalni vzdalenost 100 m. V ostatnich pfipa-
dech byl pro docileni vétsiho po¢tu analyzovanych jedincii vzdjemny
rozestup redukovan na 30 m, nékdy dokonce i méné. Odebrané vzor-
ky (Cerstvé vyraSené jehlice) byly v terénu vlozeny do termobatohi,
v nichz byla udrzovéna snizena teplota pomoci zmrazenych kapsli
s kapalinou o dlouhé dobé¢ tani. K dal$imu zpracovani do laborato-
fe byl odebrany materidl transportovan v elektrické autochladnicce
pfica5°C.

DNA byla izolovana z 20 mg lyofilizovanych jehlic pomoci kitu DNe-
asy® Plant Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA) dle pokynt vy-
robce. Koncentrace a ¢istota izolované DNA byly stanoveny spektro-
fotometricky na pristroji MaestroNano (MaestroGen Inc., Taiwan).

Geneticka analyza vSech vzorki tist byla provedena s vyuzitim pu-
blikovanych SSR (Simple Sequence Repeats) markertt (DUBREUIL
et al. 2008; CHYBICKI et al. 2011). Byly zvoleny dinukleotidové SSR
markery, které vykazovaly jasné a reprodukovatelné amplifikac-
ni produkty, konkrétné TAX23, TAX26, TAX36, TAX86, TAX92,
TS09 a TAX362 (tab. 3). Polymerazové fetézova reakce (PCR) byla
s ohledem na velikost alel danych markert realizovana ve dvou mul-
tiplexech, TAX362 byl z diivodu odlisnych podminek PCR amplifi-
kovan samostatné. Celkové mnozstvi reakéni smési na 1 vzorek bylo
15 pl a sestavalo z 1 pl templatové DNA (10-50 ng), 1,5 ul PCR pufru
(Mg-free), 0,2 mM mixu nNTPs (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan),
2 mM MgCl,, 0,37 U Platinum® Taqg DNA polymerazy (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), mixu primer@ ptislusného multiplexu a RNa-
se-free vody pro molekularni biologii (SigmaAldrich, St. Louis, MO,
USA). Koncentrace fluorescenéné oznacenych primerti k markerim
TAX26 a TAX92 byla 0,1 pM, k markertim TAX23, TAX36, TAX362,
TS09 a TAX86 pak 0,2 uM. Podminky PCR pro oba multiplexy byly
nésledujici: ivodni denaturace DNA 5 min pti 94 °C, dale probihalo

Obr. 1.

Zajmovd oblast vyzkumu: NP Podyji (NPP), NP Thayatal (NPT), PR Bily ktiz (P1), PR Tisova stran (P2), Kolikron (P3); ve vyfezu mapa sprav-
nich celké Ceské republiky s lokalizaci srovnavacich zdrojit vzorkéi — Hiebec¢ského hibetu (H), PP Jilovské tisy nedaleko Décina (J) a narodni

ptirodni rezervace Vyvéry Punkvy v Moravském krasu (M)
Fig. 1.

Research area: NP Podyji (NPP), NP Thayatal (NPT), PR Bily k#iz (P1), PR Tisov4 stran (P2), Kolikron (P3); check the map (top right) of ad-
ministrative units of the Czech Republic with the localization of comparative sources of samples — the Hiebe¢ Ridge (H), the Jilovské tisy Natural
Monument near Dé¢in (J) and the Vyvéry Punkvy National Nature Reserve in the Moravian Karst (M)
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35 cykla ve tfech opakujicich se krocich: 1) 30 s pfi 94 °C (denatura-
ce), 2) 40 s pri 58 °C (nasedani primert), 3) 40 s pti 72 °C (elongace)
a finalni krok 20 min pfi 72 °C. Pro lokus TAX362 byly pouZity stej-
né podminky amplifikace, pouze teplota pro nasedani primera byla
vy$si, a to 61 °C. Fluorescen¢né oznacené produkty PCR byly spolu
s velikostnim standardem (GeneScanTM 600 LIZ°, Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) smichany s formamidem (Hi-DiTM
Formamide, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), denaturo-
vany 3 min pti 94 °C a ihned zchlazeny na ledu. Nésledné probéhla
fragmenta¢ni analyza s vyuzitim genetického analyzatoru Applied
Biosystems 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Veli-
kost alel byla vyhodnocena v programu GeneMapper® 4.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA).

Vétsina parametrd popisujicich genetickou diverzitu (napt. pocet alel,
Shannontv informaéni index, heterozygotnost, fixa¢ni index, Neiova
vzdélenost) byla vyhodnocena pomoci programu GenAlEx v. 6.503
(PEAKALL, SMOUSE 2012). Polymorfni informaé¢ni obsah (PIC), oce-
kavand a pozorovana heterozygotnost pro sledované markery byly ur-
¢eny programem CERVUS v. 3.0.7.

Frekvence nulovych alel a hodnoty genetické diferenciace F,, (Pairwi-
se Population F Values) se zohlednénim korekce nulovych alel byly
vyhodnoceny programem FreeNA (CHapuis, Estoup 2007). Pro hod-
noceni vzdjemné genetické diferenciace mezi zkoumanymi soubory
tisti byla vyuzZita nasledujici stupnice: nizka mira pfi F < 0,05, stfed-
ni mira pii 0,05 < FST < 0,15 a vysokd mira pri FST > 0,15 (WRIGHT
1965). Pro porovnani genetickych rozdilti mezi testovanymi soubory
vzorki na zakladé jejich alelickych frekvenci byla provedena analyza
STRUCTURE, a to v programu STRUCTURE v. 2.3.4 (PRITCHARD et
al. 2000; FALUSH et al. 2003; HuBisz et al. 2009) s vyuzitim Bayesian-
ské shlukové analyzy dat a modelu LockPrior. Parametry analyzy byly
nésledujici: pocet klastrti (K) = 1-11 s 10 nezavislymi béhy pro kaz-
dy K, smiSeny model, korelované alelické frekvence. Burn-in perioda
byla nastavena na délku 10 000 opakovani s naslednym Markovovym
fetézcem Monte Carlo (MCMC) se 100 000 opakovanimi. Za klastro-
vaci modelovaci program pro urceni optimalni hodnoty K byl vzhle-
dem k nehomogenni velikosti srovnavanych souborti zvolen webovy

Tab. 1.

software Structure Selector (L1, L1u 2018), v ném? je implementovana
metoda CLUMPAK (KOPELMAN et al. 2015).

VYSLEDKY

Vysledky analyz SSR markert jsou uvedeny v tabulce 4. Marke-
ry u zkoumanych jedincii tisu ¢erveného vykazovaly vysoky stupen
polymorfismu, kdy se pocet alel pohyboval od 13 (TAX23) az do
48 (TAX92). Primérna hodnota polymorfniho informa¢niho ob-
sahu (PIC) byla 0,84. Markery jsou klasifikovany jako informativni,
pokud hodnota PIC je > 0,5 (SHARMA et al. 2010), vSechny markery
byly vysoce informativni (0,71-0,95). Priimérny pocet alel pro kazdy
lokus se u sledovanych souborti pohyboval v rozmezi 6,5 (TAX23) az
15,2 (TAX92), Shannontv informac¢ni index diverzity dosahoval nej-
vy$si hodnoty u markeru TAX92 (2,27), nejniz$i u markeru TAX23
(1,38). Hodnoty pozorované heterozygotnosti H, byly ve vSech ptipa-
dech niz8i nez hodnoty ocekavané heterozygotnosti H . Fixacni indexy
se u vétdiny pouzitych markertt pohybovaly v kladnych hodnotach
(0,26-0,59) az na marker TAX23, u kterého vy3el F zéporny.

Zékladni charakteristiky genetické struktury populaci tisu jsou uve-
deny v tabulce 5. Primérny pocet rozdilnych alel N, v ramci souborti
(5,00). Pti zohlednéni velikosti zkoumanych souborti vzorki z rtz-
nych lokalit (srovnatelnou velikost maji pouze dil¢i populace NPP,
NPT, H, ], M) byl nejmensi N, zjistén u dil¢i populace J (10,29). Shan-
noniv informaéni index se pohyboval v rozmezi 1,34-2,30. Privéatni
alely byly nalezeny ve vSech souborech kromé P1. Nejvice jich bylo
zjisténo v dil¢i populaci M (17), nejméné v souboru NPPK (2). U ve-
likostné srovnatelnych soubortl byla primérna frekvence privatnich
alel nejvys$si u diléi populace M a nejmensi u dil¢i populace H. Pra-
mérna H u sledovanych lokust v celém souboru vzorki (0,54) byla ve
vSech pripadech niz$i nez primérna H, (0,86).

Parové hodnoty Neiovy genetické vzdalenosti mezi soubory vzorku se
pohybovaly od 0,22 do 0,91. Graficky jsou vyjadieny ve vystupu analy-
zy hlavnich koordinat PCoA (obr. 2). Nejvyssi genetickou vzdalenost

Prehled analyzovanych dil¢ich populaci/souborii (NP = narodni park, NPR = narodni ptirodni rezervace, PR = pfirodni rezervace, PP = pii-

rodni pamatka)
Tab. 1.

Overview of analysed subpopulations/sets (NP = national park, NNR = national nature reserve, NR = nature reserve, NM = natural monument)

Subpopulace/Subpopulation

Oznaceni/Code

Velikost/Size* Velikost vzorku/Sample size

NP Podyji (CZ)
NP Podyji (kulturni vyskyty/cultural occurrences)
NP Thayatal (A)

Podyji (pfirozené vyskyty mimo NP/natural occurrences outside the NP):
- PR Bily kfizZ/NR Bily kfiz
— PR Tisova strai/NR Tisova stran
-  Kolikron

Podyiji (kulturni vyskyty/cultural occurrences)

Hrebedésky hibet/ridge

Svitavsko/Svitavy region (kulturni vyskyty/cultural occurrences)

PP Jilovské tisy/NM Jilovské yews

NPR Vyvéry Punkvy/NNR Vyvéry Punkvy

NPP desitky/dozens 43
NPPK - 8
NPT stovky/hundreds 45
desitky/dozens

P1 ca15 6
P2 ca 30 23
P3 1 1
PK - 13
H 333 40
HK - 6
J 385 40
M ca 2000 45

*Podle/According to: ZATLOUKAL et al. (2013), AOPK (2019), PONIKELSKY (2022)

m ZLV, 69, 2024 (3): 227-238

https://doi.org/10.59269/Z1V/2024/3/738


https://doi.org/10.59269/ZLV/2024/3/738

GENETICKA CHARAKTERIZACE TISU CERVENEHO (TAXUS BACCATA L.) V SIRSi OBLASTI PODYJi/THAYATAL A NA SVITAVSKU
S VAZBOU NA OCHRANARSKY MANAGEMENT

Tab. 2.
Podrobnéjsi identifikace kulturnich vyskyta
Identification of cultural occurrences in more detail

NP Podyji (kulturni vyskyty/cultural occurrences) NPPK

Lukov, vzrostly sami¢i exemplaF v zahradé domu €. p. 42/
Lukov, a full-grown female specimen in the garden of house No. 42

Znojmo, m. €. Kucharovice, 3 vzrostlé samii tisy v arealu méstského zahradnictvi/
Znojmo, Kucharovice, 3 grown female yews in the area of municipal gardening

Znojmo, vzrostly saméi jedinec v arealu Povodi Moravy (Kramerova vila)/
Znojmo, a full-grown male individual in the area of Povodi Moravy (Kramer Villa)

Znojmo, semenac na skale pod Znojemskym hradem/
Znojmo, seedling on a rock below Znojmo Castle

Znojmo, dospély tvarovany samici tis u vstupu do Znojemského hradu (pobliz Rotundy sv. Katefiny)/
Znojmo, adult shaped female yew at the entrance to Znojmo Castle (near the Rotunda of St. Catherine)

Lukov, mensi jedinec neuréeného pohlavi v zahradé u zdi domu &. p. 28/
Lukov, a smaller individual of undetermined sex in the garden by the wall of house No. 28

Podyji (kulturni vyskyty/cultural occurrences) PK

Silnice pod Mitrovem, vysadba 2 jedinct u kapli¢ky/
Road under Mitrov, planting 2 individuals at the chapel

Les naproti ostrohu Babka, 2 mladi jedinci z vysadby (vySka ca 1,2 m)/
Forest opposite the promontory Babka, 2 young individuals from planting (height ca. 1.2 m)

Hrad Bitov, parkan (2 dospélé exemplare), nadvofi (2 dospéli ofezavani jedinci), zahrada — zookoutek nad jezirkem
(mohutny samec), pfikop u vstupni brany (2 mohutni silné ofezani sam¢i jedinci)/

Bitov Castle, zwinger (2 adult specimens), courtyard (2 adult cropped individuals), garden — zoo above the small lake
(giant male), moat at the entrance gate (2 giant heavily timmed males)

Bitov, skupina pamatnych stromu riznych druht pobliz hradu u hranice PR U Doutné skaly (vzrostly dospély samici tis)/
Bitov, a group of memorial trees of various species near the castle at the border of Nature Reserve U Doutné skaly
(mature adult female yew)

Cinova hora u Znojma, téleso kamenného mostku (dospély samci jedinec)/
Cinovéa Mount near Znojmo, body of a stone bridge (adult male)

Svitavsko (kulturni vyskyty/cultural occurrences) HK

Détfichov, hl. silnice ve sméru na Opatovec, mohutny samici tis po levé strané ca 30 m pfed domem ¢&. p. 1/
Détfichov, main road in the direction of Opatovec, a giant female yew on the left side about 30 m before the house No. 1

Sklené, pamatny strom Tis U Havll, pfed domem €. p. 24/
Sklené, memorial tree “Yew U Havl(”, in front of house No. 24

Moravska Trebova, zamek, nadvofi (2 saméi jedinci)/
Moravska Trebova, chateau, courtyard (2 males)

Lanskroun, nam. A. Jiraska, vedle Svatojanské sochy/
Lanskroun, A. Jirasek Square, next to the Midsummer Statue

Litomysl, Dukelska, areal Stfediska volného ¢asu/
Litomysl, Dukelska street, Leisure Centre

Tab. 3.
Struc¢na charakteristika pouzitych SSR markert a podminek PCR
Brief characteristics of used SSR markers and PCR conditions

SSR marker Opakovany motiv/  Velikost alel/Allele size Nasedani primerua/ Fluorescenéni barvivo/

Repeat structure (bp) Annealing Fluorescent dye

TAX23 (GT),, 153-183 58 °C/40 s PET

. TAX26 (GT),, 208-284 58 °C/40 s NED
Multiplex 1

TAX36 (GT),, 126-262 58 °C/40 s VIC

TAX86 (GT),, 152-304 58 °C/40 s FAM

TAX92 (GT),, 160-280 58 °C/40 s NED

Multiplex2 150 (TC),, 217-247 58 °C/40's vIC

TAX362 (CA),, 85-119 61°C/40s FAM
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Tab. 4.

Genetické charakteristiky vybranych mikrosatelitovych markert pro
10 zkoumanych soubort tisu ¢erveného (PIC: polymorfni informacni
index; N : primérny pocet rozdilnych alel; I: Shannontiv informacni
index; H : pozorovana heterozygotnost; H: ocekavana heterozygot-
nost; F: fixa¢ni index); Fnull: frekvence nulovych alel)

Genetic characteristics of selected nuclear microsatellite loci across ten
investigated Taxus baccata sets (PIC: polymorphic information index;
N_: average different alleles number; I: Shannon s information index;
H : observed heterozygosity; H : expected heterozygosity; F: fixation
index; Fnull: null allele frequencies)

Lokus/

Locus PIC N, ) H, H, F F.u
TAX23 0,71 6,5 1,38 0,74 0,74 -0,17 0,01
TAX26 0,85 10,6 1,82 0,52 0,86 0,35 0,13
TAX36 0,90 13,2 2,09 0,64 0,91 0,31 0,13
TAX86 09 11,8 2,04 0,56 0,91 0,27 0,13
TAX92 0,95 152 227 0,62 0,95 0,26 0,11
TS09 0,76 71 1,51 0,33 0,78 0,59 0,25
TAX362 0,84 84 174 0,39 0,86 0,50 0,22
Tab. 5.

Parametry popisujici genetickou strukturu testovanych dil¢ich po-
pulaci/soubort tisu cerveného (N : primérny pocet rozdilnych alel;
I: Shannonuv informa¢ni index; Privatni alely: priimérna etnost pri-
vatnich alel; H : pozorovand heterozygotnost; H,: ocekavand hetero-
zygotnost)

Parameters used to estimate the genetic structure of Taxus baccata
local populations/sets (N,: number of different alleles; I: Shannon’s
information index; Private alleles: mean frequency of private alleles;
H : observed heterozygosity; H : expected heterozygosity)

Populace/ | Privatni alely/ H H
Population a Private alleles ° e
NPP 14,43 2,07 1,43 0,56 0,82
NPPK 5,86 1,51 0,29 0,48 0,73
NPT 15,14 2,20 1,71 0,54 0,84
H 12,43 1,99 1,14 0,52 0,79
HK 6,43 1,69 0,57 0,57 0,78
P1 5,00 1,34 0,00 0,49 0,67
P2 8,86 1,67 0,43 0,55 0,74
PK 8,43 1,83 1,14 0,57 0,79
10,29 1,75 1,43 0,51 0,76
M 17,14 2,30 2,43 0,57 0,85

v

vy$si genetickou vzdalenost dil¢ich populaci J a P1 od zbylych sou-
bort.

Jediny exemplaf tisu rostouci na lokalité Kolikron (P3) se lisil od ostat-
nich sledovanych tist velikostmi alel v 5 az 6 markerech ze 7 sledova-
nych.

Pérové hodnoty F vyjadfujici vzdjemnou genetickou diferenciaci
mezi sledovanymi soubory vzorki ziskané v programu FreeNA se zo-
hlednénim korekce nulovych alel jsou uvedeny v tabulce 6. Pohybo-
valy se od 0,007 (soubory H vs. HK a HK vs. M) do 0,123 (populace
P2 vs. ), coz znadi nizkou aZ stfedni genetickou diferenciaci (WRIGHT
1965).

V ramci analyzy STRUCTURE byl nejprve stanoven optimalni pocet
Kklastrtt pomoci programu Structure Selector, tj. hodnota K = 3 (obr. 3),
coz odpovida strukturovani vzorki do tif barevné odliSenych klastra.
V grafickém vystupu analyzy (obr. 4) je kazdy jedinec v ramci dil¢ich
populaci (soubortl) zndzornén svislym pruhem s podilem jednotli-
vych barev dle ptifazenych klastri. Soubory jsou mezi sebou oddéle-
ny ¢ernymi linkami. Z profild barev je patrné, ze se struktura klastrt
sledovanych soubort lii. U vzorka patticich do soubort NPP, Ha HK
ma prevahu modry klastr (90 %, 96 %, 78 %), u soubortt NPPK a P2
oranzovy klastr (66 % a 95 %) a u dil¢i populace J fialovy klastr (95 %).
Dil¢i populace NPT ma téméf vyrovnané zastoupeni modrého a oran-
zového klastru (modry 54 %, oranzovy 45 %, fialovy 1 %), podobné
jako soubor PK (modry 49 %, oranzovy 40 %, fialovy 11 %) a dil¢i po-
pulace M (modry 39 %, oranzovy 31 %, fialovy 30 %). Dil¢i populace
P1 mé vyrovnany podil modrého (46 %) a fialového klastru (42 %).
Je patrné, Ze subpopulace ] a P1 jsou vyrazné odli$né od ostatnich sou-
boru (pfevaha fialového klastru).

Tab. 6.

Geneticka diferenciace (F;) mezi soubory tisu cerveného pii zohled-
néni korekce nulovych alel

Genetic differentiation between sets of Taxus baccata based on F
with ENA correction for null alleles

pulace/
opulation

NPP NPPK NPT H HK P1 P2 PK J
ga
NPPK 0,046
NPT 0,027 0,031
H 0,033 0,053 0,031
HK 0,013 0,041 0,021 0,007
P1 0,062 0,090 0,075 0,061 0,037
P2 0,074 0,048 0,058 0,070 0,049 0,099
PK 0,044 0,030 0,028 0,045 0,033 0,089 0,062
J 0,080 0,084 0,066 0,084 0,081 0,110 0,123 0,075
M 0,022 0,035 0,023 0,026 0,007 0,051 0,045 0,030 0,057

m ZLV, 69, 2024 (3): 227-238

https://doi.org/10.59269/Z1V/2024/3/738


https://doi.org/10.59269/ZLV/2024/3/738

GENETICKA CHARAKTERIZACE TISU CERVENEHO (TAXUS BACCATA L.) V SIRSi OBLASTI PODYJi/THAYATAL A NA SVITAVSKU
S VAZBOU NA OCHRANARSKY MANAGEMENT

DISKUSE

Molekularné-biologickd analyza na bazi mikrosatelitovych markert Je
byla u tisu ¢erveného v minulosti tispé$né vyuzita zahrani¢nimi tymy
v Polsku (LiTkowiEc et al. 2018), Spanélsku (GONZALEZ-MARTINEZ
et al. 2010; MAROSO et al. 2020), na Slovensku (RoMSAKOVA 2007),
ve Velké Britanii (GARGIULO et al. 2019) ¢i v Iranu (HEMATZADEH et
al. 2023) a je na ni metodicky zaloZena i obséhla prace mapujici vliv NPPK o *PK  oNPT 4
glacidlnich jevil na rozéifeni a diverzifikaci tisu v rdmci Evropy (Ma- NPP ¢ oH
yoL et al. 2015). V CR tuto metodu pouzili ke stanoveni genetickych
charakteristik vybranych tisovych populaci KoMmARKOVA et al. (2022), *P2

na jejichz poznatky volné navazuje i tato prace. * HK

*P1

Coord. 2

Hodnoty H, u sedmi analyzovanych mikrosatelitovych markert
v ramci vSech soubori tisti byly vyssi (0,74-0,95) nez hodnoty H, Coord. 1
(0,33-0,74), coz je jev velmi Casty — nizkou H_ uvadéji napt. i CHA-  Obr. 2.

puis, EsToup (2007), CHYBICKI et al. (2011) ¢i HEMATZADEH et al. Vysledky analyzy hlavnich koordinét (PCoA)
(2023), kteti{ pracovali s podobnymi markery, jaké byly pouZity v této  Fig. 2.

prdci. Primérnd frekvence nulovych alel v lokusech TAX23, TAX26,  Results of Principal Coordinate Analysis (PCoA)
TAX36, TAX86 a TAX92 u 270 vzorkd 10 soubort v CR byla 0,102,

coZ je porovnatelné napt. se Sttedomorim, kde byla s pouzitim stej-

nych markert sledovana geneticka diferenciace 51 populaci z Pyre-

nejského poloostrova, Severni Afriky, Balearskych ostrovi, Sardinie

a Korsiky citajicich celkem 922 vzorka (F = 0,115) (GONZALEZ-

-MARTINEZ et al. 2010). Nejmensi pocet alel (13) v souboru 270 tisti

byl zjistén u lokusu TAX23, velmi podobny pocet alel (15) u tohoto

lokusu zjistili i GONZALEZ-MARTINEZ et al. (2010). Ve studii tykajici

se 295 tist z Velké Britanie zaznamenali GARGIULO et al. (2019) u lo-

kusu TAX36 nejvyssi pocet alel (35), v nadi praci bylo u tohoto loku-

su zjisténo 43 rozdilnych alel. V ramci zji$tovani genetické diverzity

mezi analyzovanymi soubory vysla primérnd H_ opét vyssi (0,77) nez

H_(0,54). Velmi podobné vysly také hodnoty u populaci tisu v Polsku

(LitkowlIEC et al. 2018) a ve Velké Britdnii (GARGIULO et al. 2019),

mirné vy$$i H, byly zjistény ve Spanélsku (MaROsO et al. 2020). U vét-

$iny souborti kromé subpopulace 1 se vyskytovaly privatni alely, nej-

viceu M (17) a NPT (12). U lokustt TAX23, TAX26, TAX36 a TAX92

bylo v ramci sledovanych soubort vzorki zjisténo 46 privatnich alel,

u stejnych lokust zjistili LiTkowIEc et al. (2018) u polskych populaci

31 privétnich alel.

Vys$si Neiova genetickd vzdalenost subpopulace P1 od ostatnich
(0,907-0,474) je srovnatelna pouze s geograficky odlehlejsi subpo-
pulaci J (0,799-0,378). Ostatni testované soubory tvoti podle analyzy
PCoA geneticky blizsi skupinu.

Parové genetické diferenciace F,, s korekci nulovych alel vykazaly —Obr. 3.

mezi soubory tistl nizsi az stfedni hodnoty. U dil¢ich populaci Ja P1 ~ Hodnoty delta K vypocltené pro 10 soubori tisu éerveného
je shodné s Neiovymi genetickymi vzdalenostmi patrna i vyssi F  Fig. 3.

od zbyvajicich soubort tist (maximum 0,123 u J vs. P2, resp. 0,110  Delta K values for the 10 sets of Taxus baccata

Obr. 4.

Analyza STRUCTURE pro testované soubory tisu ¢erveného; geneticka struktura je zobrazena pro K =3
Fig. 4.

Analysis of the Taxus baccata sets using the STRUCTURE software; genetic structure for K =3
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u J vs. P1), zatimco naptiklad u dvojic H vs. HK, HK vs. M, HK vs.
NPP, M vs. NPP ¢i M vs. NPT jsou F, nizké (0,007-0,023). Hodnoty
F, se celkové pohybovaly v rozmezich 0,007-0,123, coz znadi vétsi
rozptyl v porovnani s hodnotami 0,034-0,096 zji$ténymi v piedcho-
zi praci (KoMARKOVA et al. 2022) mapujici genetické charakteristiky
tisu na severu Cech. Autofi zahrani¢nich studii publikovali vesmés
vy$si hodnoty, napt. F = 0,112 (MARroso et al. 2020) ¢i F = 0,155
(GoNzZALEZ-MARTINEZ et al. 2010; LITKOWIEC et al. 2018), v téchto
studiich se vSak srovnavaji geograficky podstatné vzdalenéjsi popu-
lace tist. V pripadé ¢ty ceskych tisovych subpopulaci analyzovanych
v ramci aredlu druhu kolektivem Mavor et al. (2015) pak hodnoty F,
(0,022-0,071) odpovidaji zde uvddénym vysledktim.

Z pohledu analyzy STRUCTURE pro K = 3 spadaly testované vzor-
ky populace J z 95 % k fialovému klastru, ktery nebyl v takové mire
zastoupen u zddného z dal$ich soubord, coz ukazuje na genetickou
odli$nost této populace. Analyza dale ukazala na podobnost vzor-
kit subpopulaci NPP, H a HK (pfevaha modrého klastru). Oranzovy
klastr dominoval u lokédlni populace P2, ale z 66 % i u souboru NPPK
a u nékterych vzorkt dil¢i populace NPT, kterd je mixem oranzového
a modrého klastru. Populace M md pomérné rovnomérné zastoupeny
v8echny tfi klastry. U diléi populace P1, kterd ma podle PCoA a hod-
not F vy$si genetickou vzdalenost vii¢i ostatnim soubortim, se ve
vétsi mife projevilo zastoupeni fialového klastru.

V minulosti rozli$ili PROCHAZKA, PILAT (1928) na Moravé celkem
Ltyfti tisové okrsky: I - sv. polovina Ceskomoravské vrchoviny (Svi-
tavy, Konice, Lomnice, Pern$tyn), IT - Moravsky kras, III - udoli feky
Dyje (Vranov, Hradek), IV - Beskydy (ten jiz fadi ke Karpatské sousta-
vé). SKUTIL (1937) pozdéji doplnil, Ze spojeni mezi okrsky podyjskym
a svitavsko-tfebovskym predstavuji 4 tisy v moravsko-budéjovickém
okrese v mitrovském reviru uherc¢ického panstvi (dL3 7-28 cm), tisy
v revirech Jazovice a Stary Petfin a tis v Rozsi¢ce na Novoméstsku.
Vzhledem ke geografické poloze téchto lokalit v§ak neni podstata tva-
hy o propojeni mezi obéma okrsky zcela zfejma.

Pfi genetickém srovnani 1 polské, 1 némecké a 19 domacich dil¢ich
populaci tisu s vyuzitim analyzy enzymovych systémil (ZATLOUKAL
et al. 2001) byly zjistény vyznamné mezipopulaéni rozdily i vnitropo-
pula¢ni variabilita. Subpopulace v NP Podyji se v uvedené praci jevila
signifikantné ptibuzné pouze s Moravskym krasem (Neiova geneticka
vzdélenost 0,000), zatimco se Znojemskem (PR Bily ktiz, PR Tisova
stran) méla genetickou vzdalenost 0,035, s Jilovskymi tisy 0,026 a se
Svitavskem 0,039. Alely celkem 19 analyzovanych jedinct diléi po-
pulace NP Podyji byly 100% polymorfni, coz zna¢i i velkou genetic-
kou plasticitu. Subpopulace NP Podyji byla od dalsich regionalnich
ptirozenych vyskytt v PR Bily kiiZ a PR Tisova stran dobfe identifi-
kovatelna diky vyrazné vy$§imu vyskytu nékterych alel (ZATLOUKAL
et al. 2001). Také zde predkladané vysledky analyz DNA ukazuji na
piibuznost NP Podyji s Moravskym krasem (F . = 0,022), ale v roz-
poru s analyzou enzym i se Svitavskem (F = 0,033). Ve shodé¢ je
vys$si geneticka diferenciace NP Podyji od PR Bily kiiz (F,, = 0,062),
PR Tisové stran (Fg,. = 0,074) a od Jilovskych tisti (F = 0,080), ktera je
na rozdil od vysledki izoenzymovych analyz viibec nejvétsi, coz kore-
sponduje i s geografickou polohou. Celkové ZATLOUKAL et al. (2001)
v ramci CR konstatovali velkou rozmanitost genofondu, nepodatilo
se jim vSak vysledovat aredly geneticky spojitych populaci v souladu
s geografickou polohou. Vyslovili proto pozdéji ¢asto piebiranou hy-
potézu, ze veskeré domadci tisy by mohly pochazet z téhoz refugia, a byt
tak soucasti jedné velké ptivodni populace. To by v zdsadé opraviiova-
lo vzajemné miSeni reprodukéniho materidlu rizného geografického
ptivodu za ti¢elem zvySeni rozmanitosti genofondu jednotlivych tiso-
vych subpopulaci. Zde je viak tfeba poznamenat, Ze mira genetické
diferenciace zji§téna mezi Jilovskymi tisy a dal$imi domacimi vyskyty
(FST = 0,064-0,123) je zcela srovnatelnd s hodnotami F,, mezi Cesky-
mi a zahrani¢nimi, geograficky velmi vzdalenymi populacemi ve Spa-
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nélsku, Itélii, Velké Britdnii, Irsku ¢i Némecku (MAYOL et al. 2015).
I nevhodny vnitrostatni pfenos reprodukéniho materialu by tak mohl
izolovanych dil¢ich zbytkovych populaci pfizptisobenych mistnim
podminkam. I kdyby vétsina ptirozené rostoucich tisti v CR pochéze-
la z téhoz refugia, jak naznacuji ZATLOUKAL et al. (2001), jsou identi-
fikované vyznamné mezipopulaéni rozdily vysledkem dlouhodobych
mistnich adaptaci ke specifickym pomértim, coz je tfeba respektovat
iz pohledu vzijemnych pfenost reprodukéniho materidlu.

Znalost genetické charakterizace populaci tisu ma proto zasadni vy-
znam pro volbu praktickych opatfeni v rdmci ochranaiského manage-
mentu (napf. JELINKOVA, ZATLOUKAL 2001; ZATLOUKAL et al. 2001)
v oblastech Podyji ¢i Hiebe¢ského hibetu. O tom, Ze je o vysadby tisu
ze strany vlastniki a spravcti lesti zajem, vypovida napt. sdéleni o vno-
su 89 ks (bez uvedeni ptivodu) na vhodna stanovisté po celém tzemi
LS Znojmo (BroZ 2012). Pravé tyto obecné cenéné snahy hospodati-
cich subjektii o zvySovani biodiverzity doklddaji potfebu rozsifit mezi
odbornou verejnost zakladni informace o genetické struktute popula-
ci nasich drevin.

Aktudlni stav tisové populace v NP Podyji je podrobné popsan v tivo-
du. V platnych zasadach péce (REITEROVA 2022) sice tisu blizsi po-
zornost vénovana neni, je ale uveden jako jeden z druhu vyzadujicich
pozornost. Predchozi plan pée (REITEROVA, SKORPIK 2012) jej zmi-
nuje v souvislosti s pozadavkem maximalni miry vyuzivani ptirozené
obnovy ptivodnich dfevin s preferenci druhd, jejichz vyskyt je na sta-
novisti vzacnéjsi. V ramci stfednédobych cilt se poZaduje zachovani
fragmentd mistni populace, jakoZ i jeji ochrana, podpora, vyzkum,
aktivni reprodukce genofondu, monitoring, napravna opatfeni pfi
pocetnim poklesu, péstebni zdsahy na podporu ptirozené obnovy,
vytipovani vhodnych lokalit a v pfipadé dostupnosti odpovidajiciho
reprodukéniho materidlu zajisténi sadby ¢i sije.

V PR Bily ktiz, kde se tis dochoval jen v omezeném poétu v nejzacho-
valejsi ¢asti pobliz hlavniho masivu v zazemnénych skalnich rozsedli-
néch stfedni az horni ¢asti svahu, je dlouhodobym cilem rekonstrukce
porosttl na prirodé blizké a jejich ndsledné ponechani samovolnému
vyvoji (VRSKA, ADAM 2005a). Za pri¢inu absence mladsich vékovych
stadii je povazovan vysoky tlak zvéte, kdy je tfeba veskeré tisy chranit
oplocenim. Z dalsich vlivli byla podezirana absence jednoho pohla-
vi, coz by bylo fesitelné generativni ¢i vegetativni reprodukci jedincii
z PR Tisové stran (NEMEC 2011; NEMEC, NEMcovVA 2014a). Pfi od-
béru vzorki se pohlavi vétsiny jedinct nepodatilo urcit, nicméné ve
dvou pripadech $lo prokazatelné o fruktifikujici samice, coz lokalni
moznost opyleni dokazuje. Vzhledem k nizkému poctu jedincti a vy-
sledku genetickych analyz lze navrzeny management PR povazovat za
vhodny.

Na strmych severnich svazich PR Tisova stran byl jesté v roce 2005
evidovan skupinovity vyskyt 36 zivotaschopnych tisti a desitek seme-
nac¢a. Dlouhodobym cilem ochrany je zde maximalni vylouceni pti-
mych lidskych vlivti, pficemz jednou z ptipustnych vyjimek je pod-
pora populace tisu (pfedmét ochrany PR) opatfenimi proti $kodam
zvéti, ptilisnému zastinu aj. (VRSKA, ADAM 2005b). V roce 2007 bylo
jiz zjisténo jen 33 vzrostlych jedinct a absence ndletu s tim, Ze ¢astecné
¢i zcela zastinéné tisy byly méné vitdlni i plodné. Navrh managemen-
tu zahrnuje uvolilovani od padlych stromt, postupné odclofiovani
a z divodu ochrany genofondu vylouceni dosadby tist1 jiné proveni-
ence (SILHAVY 2007). V roce 2010 nebyli kromé dvou semenacki po-
zorovani jedinci < 1 m, ¢4st z 33 tist fruktifikovala (NEMEC, NEMCOVA
2010). Aktualni plan péce zminuje jiz jen 30 vzrostlych tisu, které opa-
kované plodi a zmlazuji. Zasahy ve prospéch uvolnovani, fruktifikace
a obnovy jsou v$ak vzhledem k dlouhodobému cili ochrany pokladany
za nevhodné a nekoncep¢ni (vyvraty na prudkych svazich jsou ptiro-
zenym jevem, tis na lokalité plodi i bez zasahti, opakovand pozorovani
semenackd, napt. 3 v r. 2000, desitek v r. 2005, schopnost dlouhovéké-
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ho tisu vyckat na prilezitost i za neptiznivych svételnych poméri). Za
pri¢inu ubytku je pokladan vysoky tlak zvéte, jejiz redukee je povazo-
vana za nerealnou, a proto je nutna individualni ochrana semenacku
¢i oplocenti celé rezervace (NEMEC, NEMcoVA 2010, 2014b; NEMEC et
al. 2014). Posun managementu k bezzasahovosti v§ak neni za stavu,
kdy béhem tfi decennii tzemni ochrany doslo dle planovacich do-
kumentt k témér ¢tvrtinovému tbytku dospélych tist, obhajitelny.
Vychodiskem je naopak néavrat k aktivni ochrané kazdého jedince
a cilena podpora prirozené obnovy. Populace tisu zde vykazuje trvaly
trend poklesu vitality jedinct a v disledku dlouhodobého blokovani
prirozené obnovy absenci mladé a stfedni generace. Jako sporny se
z pohledu uprednostnéni samovolného vyvoje jevi navrh na oploceni
celé rezervace, tj. de facto vylouceni veskerého vlivu zvéfe na biotu.
Pro dlouhodobé udrzeni této geneticky hodnotné populace je nutno
primarné zajistit preziti pokud mozno vSech dospélych tisti, podporit
jejich ptirozenou obnovu a ochranit dostatek semendacki pred tlakem
zvéfe za situace, kdy v blizké dobé nelze predpokladat docilenti jejich
unosnych stavi.

Plan péce o PR Hrebecovsky les pozaduje pro pripadné posileni tamni
populace tisu reproduk¢énim materidlem jiného nez mistntho ptvo-
du predchozi genetickou analyzu (SIMEK, ZALOUDKOVA 2020), coZ
vsak neplati o blizké PP Pod skalou, kde se k danému uéelu v ramci
proaktivné nastaveného lesnického managementu pripousti i repro-
dukéni material kulturniho ptvodu, napt. z lokalit Sklené a Letovice
(ZATLOUKAL et al. 2013; StMEK 2018). Vyuziti vhodnych tist z kultury
pro lesnické ucely je sice dle vysledkd analyz DNA teoreticky moz-
né, nicméné je otazkou, zda tento material smérovat ptimo do pro-
storu chranéné zbytkové populace. V tomto rdmci se pohybuji i iva-
hy o moznych posilovacich dosadbach tisu do NPR Rohova (AOPK
2018) pouze z Hrebedského hrbetu, viz téZ HOFMAN (1969b).

ZAVER

Vymezeni dil¢ich populaci tisu v pojeti PROCHAZKA, PILAT (1928) ma
sice raciondlni zaklad, molekuldrné genetické analyzy vSak nabizeji
bliz$i néhled reality. V CR k tomu ptispéla jiz prace na bazi enzymo-
vych systémti (ZATLOUKAL et al. 2001), jejiz do jisté miry prekvapivé
zavéry vysledky analyz DNA ¢aste¢né potvrzuji. Genetickou diverzitu
ptirozenych zbytkovych subpopulaci tisu (zde NPP, NPT, P1, P2 a H)
lze za podminky vhodného managementu povazovat za piijatelnou
z hlediska jejich prezivani, kdy neni nutné cilené rozsifovat genofond
o imigranty z odlehlych populaci. Diléi populace tisu v CR se pti svém
izolovaném vyvoji vzajemné geneticky diferencovaly, pfitom si vSak
ptes svou relativné nizkou pocetnost zachovaly dostate¢nou genetic-
kou diverzitu. Zdmérné miSeni alel zbytkovych vyskytt by pripadné
mobhlo vyustit v nezddouci homogenizaci stavajiciho genofondu a po-
tencialni genetickou erozi nékterych unikatnich alel. Uplatnéni prin-
cipu predbéziné opatrnosti si zasluhuje minimdlné rozliSovani her-
cynsko-sudetské a karpatské oblasti CR (viz napt. MayoL et al. 2015).
U malych populaci tisu musi byt management primarné zaméfen na
rychlou generativni reprodukci mistnich genovych zdroji a navyse-
ni efektivnich popula¢nich velikosti na minimdlné 50-500 jedincu.
V pripadé ptijeti rozhodnuti o nutnosti posileni populaci (zejména
u drobnych zbytkovych vyskytti) poskytuji vysledky genetickych ana-
lyz informaci, odkud je pfenos reprodukéniho materialu vhodny.

Pro budouci vyjasnéni nékterych dilezitych otazek je tfeba do vy-
zkumného souboru doplnit jesté dalsi diléi populace, napt. z Kar-
pat (Beskydy, slovenské ptihrani¢i) ¢i Sumavy. Prvni kroky v tomto
sméru byly jiz u¢inény. Zvétsit je tfeba i velikosti soubort tisti ptvo-
dem z kultury, které nyni z hlediska popula¢ni genetiky neumoznuji
formulaci zasadnéjsich zavért. Jde Casto o vzdjemné dosti vzdalené
exemplare, které z pohledu analyz netvori homogenni populace, ale
pouze regiondlni vybérové soubory jedinct s potencialné zcela odlis-
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nym ptivodem. Nové ziskané poznatky by mély slouzit jako vyznamny
vychozi podklad ptipadnych navrhii ochranarského managementu
tisu (regiondlnich aké¢nich plant), aktualizovanych plani péce o ma-
loplo$na zvlasté chranéna tzemi aj.
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¢. MZE-RO0123. Za pomoc s odbérem vzorkt dékuji autofi Davidu
Freudlovi, MA (NP Thayatal), Ing. Pavlu Novakovi a Ing. Martinu
Schmalzbauerovi (Spréva NP Podyji), Pavlu Bisovi (Lesy Ceské repub-
liky, s. p., LS Svitavy), Ing. Antoninu Novakovi (Lesni ufad Dé¢in, p. o.
statut. mésta Décin) a Ing, Jitimu Capovi (VULHM, v. v. i.), za knihov-
nické sluzby Mgr. Marté Kucerové a Bc. Elisce Flejberkové (VULHM,
V. V. 1.), za preklad némecky psanych praci Milanu Novotnému a Ing.
Bc. Markété Novotné (Praha), za pfipominky k textu Mgr. Martinu
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NOVOTNY P. et al.

GENETIC CHARACTERIZATION OF COMMON YEW (TAXUS BACCATA L.) IN WIDER AREA
OF THE PODYJi/THAYATAL AND IN THE SVITAVY REGION WITH A LINK TO CONSERVATION
MANAGEMENT

In 2015, the residual population in the Podyji National Park (NP) consisted of only 2 dead standing trees, 1 dying and 20 + vital, mostly male
individuals at 4 sites (Braitava, Gali3, Siroké pole, the area of the left bank of the Dyje River opposite Hardegg), while only Gali§ and Braitava
were found to contain seedlings, of which about 40 were later protected by fencing. As a part of the controlled population restocking, 340 plants
of local, mostly generative origin were planted in suitable habitats as early as in 2015-2023. More frequent natural occurrences can be found on
the opposite side of the Dyje in the Austrian Thayatal NP, where hundreds of trees are estimated to grow. In the Moravian part of Podyji, outside
the territory of the NP, other adult yews grow in the scree forests in the Bily kiiz Nature Reserve (NR) (about 15 pcs) and the Tisova strain NR
(approx. 30 pcs), which are both part of a wider vegetation belt with a character closer to nature along both banks of the Dyje. This belt also
includes the solitary occurrence of a full-grown male yew at the Kolikron site (Fig. 1).

The aim of the work is to determine, using DNA (nSSR) analyses, the genetic diversity, structure and differentiation of three geographically
close-to-nature occurrences of common yew (Podyji NP, area outside Podyji NP, Thayatal NP) and regional assemblages of yews with presumed
cultural origin in order to compare with other domestic residual subpopulations, and thus contribute to the setting of appropriate conservation
management of the local yew population in Podyji based on comparison with literature.

Analyses were performed on samples from 270 individuals (Table 1 and 2). DNA was isolated from freeze-dried needles using the DNeasy®
Plant Mini Kit. Genetic analysis was performed using 7 SSR markers with a high degree of polymorphism (Tab. 3). Fragmentation analysis
was performed on the Applied Biosystems 3500 genetic analyzer. Most of the genetic diversity indicators (e.g. number of alleles, Shannon’s
information index, heterozygosity, fixation index, Nei’s distance) were evaluated in GenAlEx v. 6.503, polymorphic information content (PIC),
expected and observed heterozygosity for the markers in CERVUS v. 3.0.7, frequency of zero alleles and values of genetic differentiation of the
F, taking into account the correction of zero alleles in the FreeNA program, comparison of genetic differences between sample sets based on
their allelic frequencies is then carried out in the STRUCTURE v. 2.3.4 program.

Results of the analyses are shown in Table 4, 5 and 6, and Figure 2, 3 and 4. Paired F, values expressing each other genetic differentiation
between the observed sample sets indicate low to medium genetic differentiation. In particular, the J and P1 subpopulations are significantly
different, while the other groups form a genetically closer group.

The genetic diversity of natural residual yew subpopulations (here NPP, NPT, P1, P2 and H) can be considered acceptable in terms of their
survival under the condition of appropriate management, when it is not necessary to purposefully expand the gene pool with immigrants from
remote populations. Partial populations of yew trees in the Czech Republic have genetically differentiated from each other during their isolated
development, but despite their relatively low abundance, they have retained sufficient genetic diversity. Deliberate mixing of alleles of residual
occurrences could eventually result in undesirable homogenization of the existing gene pool and potential genetic erosion of some unique
alleles. At the very least, the distinction between the Hercynian-Sudeten and Carpathian regions of the Czech Republic deserves to be applied
using the precautionary principle. For small yew populations, management must be primarily focused on rapid generative reproduction of local
gene resources and increasing effective population sizes to a minimum of 50-500 individuals. In the case of a decision on the need to strengthen
populations (especially in the case of small residual occurrences), the results of genetic analyses provide information from where the transfer of
reproductive material is appropriate.
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