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ABSTRACT

European larch (Larix decidua Mill.) is an important tree species commonly used in managed forests of central Europe. However, its genetic
structure, post-glacial range dynamics, and consequent nativity status are poorly understood. Here we provide the first study focusing on
the genetic structure of in situ larch populations in the north-eastern Czech Republic using molecular genetics. Most of the studied area is
traditionally considered to be a part of the autochthonous native range of the Jeseniky lineage of larch and some of the included populations
are protected as belonging to this type. We confirm a common presence of the Jeseniky type and its close evolutionary relation with larch
populations from both the Carpathians and Poland. However, we also found important levels of admixture of genetic material from the Alps
in all of the analyzed populations. The highest amount of Alpine admixture was found in the populations of intensively managed forests, the
proportion of non-native material in the protected areas was relatively lower but still significant. Our results show the importance of population-
genetic research for practical conservation of local populations and lineages even for common species.

| For more information see Summary at the end of the article.
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UVOD projektu LARIXUTOR, jehoz soudasti je tato studie i dalsi clanek vé-

nujici se modfinu opadavému v tomto ¢isle ZLV (viz Pokorny et al.).
I presto, Ze modtin opadavy (Larix decidua Mill.) je dfevinou velmi

zndmou, unikétni a vyznamnou jak z pohledu biologického, tak eko- ~ Specificita vlastnosti jesenického modiinu, nékdy oznacovaného jako
nomického, je stile obestfen mnoha nevyfesenymi otizkami. Jiz jen ~modfin sudetsky, byla identifikovéna na zakladé prvnich srovnévacich
jeho piirozeny vyskyt na tizemi Ceské republiky (CR), ktery byl dlouho pokust s péstovanim modfina rtizného pavodu uz na konci 19. sto-
predpokladén v Nizkém Jeseniku a okoli na zdkladé lesnického his- leti (CIESLAR 1904). Diskuse o taxonomickém déleni velmi variabil-
torického vyzkumu (napf. SvoBODA 1947; NOZICKA 1962; SINDELAR nfho modfinu a o jeho pfirozeném rozsifeni potom pokracovala jesté
1999), byl definitivné nezévisle potvrzen aZ relativné neddvno pomoci ~ dlouhou dobu (napt. DomiN 1930, 1940; KLIKA et al. 1953; SvoBODA
molekulédrné genetickych metod (WAGNER et al. 2015b; DOSTALEK et 1938, 1947). Pozdéji se na zékladé podrobného historického vyzkumu
al. 2018) a pozdéji i paleoekologicky (DuDOVA, SzaBG 2022). Pravé  ustdlila predstava autochtonniho vyskytu modiinu pouze v Nizkém
paleoekologie pak v posledni dobé ptinesla poznatky o pavodnosti ]f:seniku a okoli a umélého ptivodu vsech ostatnich populaci v rdmci
modiinu i v dal$ich regionech CR. Redeni této otdzky je jednim z cilia ~ Cech, Moravy a Slezska (NoZiCka 1962). I na zaklad¢ tohoto zdvéru
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bylo navrzeno pouzivani geograficky presnéjsiho oznac¢eni modfin je-
senicky, termin sudetsky ale uz zlistal zavedeny zejména v zahrani¢ni
literature, a setkat se tak dnes mizeme sttidavé s obéma. Pro popsani
variability modfinu tradi¢nimi metodami byl pouzivan jak geografic-
ky ptivod, tak rtizné morfologické znaky, ¢asto tykajici se $isek (Do-
MIN 1930; SvOBODA 1947; SINDELAR 1967).

Metody molekuldrni genetiky pfinesly moznost detailniho popsa-
ni ptibuznosti zkoumanych jedinci, a tim padem i jejich zafazeni
do genetickych skupin. Na zékladé pouzitych molekuldrnich znak
(tzv. markert) muze jit o skupiny od urovné konkrétnich populaci
az po druhy nebo vyssi taxonomické jednotky. V pripadé modfinu
se jako nejvhodnéjsi marker osvédcily vybrané jaderné mikrosateli-
ty, které umoznuji odliSeni linif specifickych pro konkrétni regiony
v ramci celého jeho evropského aredlu rozsifeni (WAGNER et al. 2012).
Na nejvyssi trovni se jasné oddéluji dvé hlavni linie - alpska a kar-
patska (v $irokém smyslu slova). Alpska linie se dale rozpada do ctyr
klastri sefazenych na vychodo-zdpadnim gradientu. V ramci Karpat
je struktura ponékud méné jasna, ale lze odlisit skupiny jesenickou,
skupinu zahrnujici horské populace na Slovensku spolu s polskymi
nizinnymi populacemi a skupinu populaci z Rumunska. Tyto skupiny
odrazeji holocenni vyvoj aredlu modfinu (WAGNER et al. 2015a) a za-
roven ramcové odpovidaji star§imu taxonomickému déleni modtinu
na zédkladé morfologie a provenience (PAQUEs 2013). Terminem jese-
nicky modfin proto dale v textu referujeme k vy$e zminéné jesenické
genetické linii (WAGNER et al. 2015b).

Analyza mikrosateliti byla pouzita i pro feseni dal$ich vyzkumnych
otazek tykajicich se modfinu - popis translokaci genetického materi-
alu (WAGNER et al. 2015b; KEMPF et al. 2018; RAFFL et al. 2018), ové-
feni ptivodnosti polskych nizinnych populaci (LiTKOWIEC et al. 2018),
zjisténi do budoucna geneticky perspektivnich jedincti (LSTIBUREK et
al. 2020) nebo pro odliseni klontt modfinu v semennych sadech (MA-
CHOVA et al. 2020). Uréeni pivodniho aredlu modfinu i jeho gene-
tickych linii je vyrazné komplikovano faktem, Ze modfin byl béhem
poslednich nejméné 300 let bézné vysazovan prakticky vSude a ¢asto
s pouzitim reproduk¢niho materidlu dnes nezndmého ptivodu (Jan-
SEN, GEBUREK 2016).

Az doposud vSechny studie zabyvajici se alespon ¢astecné genetikou
jesenického modfinu bud pracovaly s materidlem pochazejicim z pro-
venien¢nich pokust, zahrnovaly jen nékolik mélo populaci (WAGNER
etal. 2012, 2015b), nebo jesté nemély k dispozici kompletni sadu mik-
rosatelitovych markert (DOSTALEK et al. 2018).

Tato prace studuje pomoci analyzy jadernych mikrosatelitt genetickou
variabilitu a strukturu vybraného vétsiho poctu populaci modfinu opa-
davého v rdmci Ceské republiky, zejména v &sti jeho ptivodniho aredlu
rozéifeni v Nizkém Jeseniku a okoli. Analyzované vzorky byly odebra-
ny z populaci pfimo v terénu. Hlavnim cilem této préace je: 1) popsat ge-
netickou variabilitu jesenickych populaci modiinu, 2) zatadit je do Sir-
$tho genetického kontextu v ramci celého evropského aredlu rozsiteni
modfinu a diky tomu 3) ovéfit, do jaké miry se v populacich v regionu
vyskytuje autochtonni jesenicky modfin a do jaké miry jsou ovlivnény
introdukei genetického materidlu jiné provenience.

MATERIAL A METODIKA

Studovana oblast

Cilem této studie je popsani genetické struktury populaci modfinu na
moravsko-slezském pomezi, v §ir§im okoli pohoti Nizky Jesenik, ktery
je povazovan za soucast pivodniho aredlu modfinu. Oblast je nejvy-
chodngjsi soucasti sudetskych pohotivzniklych hercynskym vrasnénim
v paleozoiku a horninovy podklad zde tvoti prevazné karbonské zpev-
néné sedimenty — droby, jilovité biidlice nebo jilovce s ostrivky terci-
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érnich vulkanitti (CGS 2023). Oproti vétsing evropského arealu se zde
modfin opadavy vyskytuje v niz$ich nadmotskych vyskach mezi 300
2900 m n. m. a nezasahuje do nedaleké alpinské zony Hrubého Jeseni-
ku. Region neni ani geologicky ani klimaticky jasné vydélen - jednd se
o tizemi prechdzejici z nizin do hor a z atlantického do kontinentalnéj-
$tho klimatu. Soucasna klimatickd data (od roku 1961) ukazuji pru-
mérné ro¢ni teploty od 6,3 °C (Rymarov) do 8,4 °C (Krnov) a primérné
roéni srazky od 610 do 732 mm (in-pocasi.cz podle dat CHMU 2023).

Presnéjsi hranice této arely autochtonniho vyskytu jsou diskutabilni
a vzhledem k v$udypfitomnym vysadbam modfinu i velmi obtiz-
né prokazatelné. Soucasna predstava o rozsahu této ¢asti ptvodniho
arealu modfinu vychdzi zejména z lesnického historického vyzkumu
(RUBNER 1943; SINDELAR 1999). Jeho regionalni vymezeni zahrnuje
kromé samotného Nizkého Jeseniku i okolni oblasti prevazné niz-
$i nadmorské vysky. Na vychodé arela dosahuje témét k Opavé a na
jihu pokryva celé tzemi Oderskych vrchil s vojenskym vycvikovym
prostorem Libavd az témér k Lipniku nad Bec¢vou. Smérem déle na
zépad se hranice Uzemi staci k severu a pokracuje priblizné po linii
Moravsky Beroun - Rymafov — Vrbno pod Pradédem a Zlaté Hory.
Na severu okraj arely dosahuje k statni hranici s Polskem, prekracuje
ji do kopct jihovychodné od Prudniku a sta¢i se zpét na jihovychod
smérem na Krnov a Opavu. V oblasti na zapad a jihozapad od Ryma-
fova uzemi vybihd tzkym vybézkem sledujicim kopce az nad Zabieh
na Moravé. Diskutované jsou také nékteré oddélené dil¢i arely lezici
mimo samotny hlavni region - okoli Rudy nad Moravou, masiv Male-
niku za ddolim Be¢vy mezi Lipnikem nad Be¢vou a Hranicemi nebo
Suchy vrch nad Vrbnem pod Pradédem.

Lokality

Celkem byl zpracovan materidl z 26 lokalit jak v Ceské republice
(12 lokalit), tak v zahrani¢i (14 lokalit; obr. 1 a tab. 2). Cést analyzova-
nych populaci se nachdzi v maloplos$nych zvlasté chranénych uzemich,
u kterych je ve vyhlasovaci dokumentaci uveden vyskyt jesenického
modfinu, u nékterych i jako hlavni cil ochrany. Dalsi lokality potom
byly vybrany na zakladé jejich potencidlni ekologické vhodnosti pro
dlouhodoby vyskyt modfinu a udajich o jeho sou¢asném vyskytu.

Na kazdé lokalité byly odebrany vzorky z 10-15 stromi, pokud mozZno
dospélych a nejméné 20 m od sebe kviili prevenci zaznamenani blizce
piibuznych jedincti (klont ¢i potomku). Odebrana byla drobna vét-
vicka s dostate¢nym mnozstvim jehlic, v pripadé nedostupnosti vétvi
byl odebran vzorek kambia a lyka. VSechny vzorky byly uloZeny do
silikagelu pro vysu$eni, oznaceny unikatnim kédem a byla zazname-
nana jejich GPS poloha.

Kromé vlastnich terénnich sbért nam autofi jedné z predchozich stu-
dii (DoSTALEK et al. 2018) ochotné poskytli vzorky izolované DNA,
z nichz byly zpracovény tfi lokality v ramci Jeseniki a také vybrané
lokality z Karpat, Polska a Alp. Geneticka variabilita vy$e zminénych
domacich populaci modtinu tak byla porovnavana se vzorky z dalsich
tizemi mimo CR, jmenovité z Polska, slovenskych Karpat (tyto dvé
skupiny oznaceny spole¢né a déle uvadény jako Karpaty), vychodnich
Alp a zépadnich Alp (tab. 1).

Mikrosatelitova analyza

Pét az deset jehlic bylo prudce zmrazeno kapalnym dusikem a homo-
genizovano pomoci oscila¢niho mlynku (Retsch MM400). DNA byla
izolovana pomoci modifikovaného protokolu metody CTAB s chlo-
roformem a sorbitolem (DoyLE, DOYLE 1990). Vyslednd koncentrace
DNA byla méfena na spektrofotometru (NanoDrop 1000, ThermoFis-
cher). Genotypovani u vSech analyzovanych jedinct probéhlo pomoci
13 jadernych mikrosatelitovych markerti ve dvou multiplexovych PCR
reakcich (IsopA, WATANABE 2006; WAGNER et al. 2012). Multiplex 1
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se sklada ze 7 lokusti (Ld31, bcLK211, Ld30, bcLK228, Ld50, bcLK189
a bcLK253) a multiplex 2 ze 6 lokust (Ld58, Ld45, Ld42, bcLK263,
Ld101 a Ld56). Koncentrace primerti byly po pocate¢nim testovani
mirné upraveny oproti pivodnimu protokolu (viz tab. 4). Jako standard
pro fragmenta¢ni analyzu, kterd byla provedena v sekvena¢ni labora-
toti Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy, jsme pouzili LIZ500
(Applied Biosystems). Celkové bylo ispé$né zanalyzovano 251 jedinct.

Analyza dat

Skérovani alel probéhlo manudlné v programu GeneMarker (ver-
ze 2.6.3, HULCE et al. 2011) a data byla zpracovana pomoci progra-
mu MSA (Microsatellite analyser; DIERINGER, SCHLOTTERER 2003).
Vsechny nasledné analyzy byly provedeny v softwaru R (R CoORrE
TeAM 2022) s vyuzitim déle specifikovanych bali¢kt. Pro popsani ge-
netické diverzity uvnitt populaci i mezi nimi jsme spocitali pozorova-
nou heterozygozitu (H,, ), pocet alel (A), Shannon-Wienertiv index
diverzity (H,) a F_ statistiku (WRIGHT 1951; NEI 1978, 1987) s pou-
zitim R bali¢kti PopGenReports (ADaAMACK, GRUBER 2014) a hierf-
stat (GOUDET 2005). Pro vizualizaci vztaht mezi $ir§imi regiondlnimi
skupinami populaci jsme pouzili mnohorozmérnou analyzu hlavnich
koordinat PCoA. Pro vytvoreni vstupni matice byla pouzita metoda
vypoctu genetickych distanci mezi jedinci podle BRuvo et al. 2004
(bali¢ek poppr, KAMVAR et al. 2014), ktera byla vyvinuta specificky
pro mikrosatelity, a naslednd cailliez transformace na Euklidovské dis-
tance (bali¢ek ade4; THIOULOUSE et al. 2018). V ruznych fazich analyz
byly kromé ostatnich citovanych vyuzity i nasledujici R bali¢ky: adege-
net (JoMBART, AHMED 2011) a adegraphics (SIBERCHICOT et al. 2017).

Jako hlavni zptisob vyjadreni genetické struktury populaci byla pou-
Zita metoda vypoctu koeficienti pfimési (admixture coefficients) se

Obr. 1.

stanovenim poctu ancestralnich populaci SNMF (sparse non-negative
matrix factorisation; FRICHOT et al. 2014), obsazend v R balicku LEA
(FricHOT, FRANGOIS 2015). Timto postupem je mozné stanovit nej-
pravdépodobnéjsi pocet ptvodnich populaci a pro kazdého jedince
urcit, do jaké miry prislusi do kazdé z téchto ancestralnich populaci.
Tato metoda ndm umoznila ur¢it miru alpskych p¥imési v populacich
z Jesenikd a Karpat. Byl tak vytvofen upraveny mensi dataset, kde
byli z dat odstranéni jedinci, jejichz koeficient pfimési ukazal alespon
z 50 % na alpsky ptivod. Tato hranice byla poloZena relativné vysoko
vzhledem k nemoznosti odli$eni malé miry ptimési ciziho ptivodu od
spole¢ného genetického pozadi viech skupin. Podobny zptsob odstra-
néni neptivodnich pfimési byl pouzit i pro popsani hlavnich genetic-
kych linii modfinu v ramci celé Evropy (WAGNER et al. 2015b). Na tak-
to “ocisténém” souboru byly potom opét spocitany indexy genetické
variability (A, H, , H, ) a zopakovana analyza PCoA. Jejich porovnani
s pivodnim datasetem umoziuje ramcové popsani vlivu alpské pti-
mési na genetickou variabilitu a strukturu populaci.

VYSLEDKY

Nas vyzkum potvrdil jesenicky modfin jako souddst geneticky oddé-
lené linie a jeho hojny vyskyt v populacich v Nizkém Jeseniku a okoli.
Oproti pfedchozim studiim (WAGNER et al. 2015b) analyza primési
sNMF neodlisila jesenickou linii od modfinu karpatského a polského
- jako nejpravdépodobnéjsi vyslo jasné rozdéleni do tif ancestralnich
populaci, které odpovidaji geografickému ptvodu analyzovanych je-
dinct na vy$si Grovni (Jeseniky a Karpaty, Vychodni Alpy a Zapadni
Alpy; obr. 2). Podobnou situaci ukazuje i PCoA analyza (obr. 3) se
zcela se prekryvajicimi (= neodliSenymi) jesenickymi a karpatskymi

Mapa analyzovanych lokalit modfinu opadavého (Larix decidua) s vyznatenou soucasnou piedstavou o rozsahu ptvodniho rozsifeni modtinu

na moravsko-slezském pomezi
Fig. 1.

Map of analyzed sites of Europan larch (Larix decidua) with the current assumed native range of larch in the Moravian-Silesian region (Czech

Republic)
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Tab. 1.

Ptehled analyzovanych lokalit modfinu opadavého (Larix decidua)

Overview of analyzed sites of Europan larch (Larix decidua)

Regional group 'D LokalitaLocaiity GPs Attude [m] _ the nature protection
1 Zdar 49.991 N, 16.866 E 547 PP?
2 Klapuse 49.994 N, 16.906 E 548 hosp. les?
3 Franz-Franz 49.977 N, 17.282 E 774 PR3
4 Cerny les 49.956 N, 17.532 E 701 hosp. les
5 Harky 49.995 N, 17.699 E 435 PP
Jeseniky 6 Nov.e' Téchanovice 49.822 N, 17.728 E 450 PR
7 Radim 50.091 N, 17.574 E 548 PR
8 Karlovice - sever 50.123 N, 17.405 E 720 PR
9 U Leskoveckého chodnika 49.805 N, 17.905 E 480 PR
10 Borovy 50.316 N, 17.113 E 450 NPP*
1" Velky Roudny 49.891 N, 17.524 E 750 NPP
12 Ptaci Hora 50.029 N, 17.542 E 500 NPP
13 Brezovicka (SVK) 49.116 N, 20.833 E 520
14 Strbské pleso (SVK) 49.116 N, 20.050 E 1350
Karpaty 15 Rohace (SVK) 49.149 N, 19.749 E 1600
16 Blizin (POL) 51.050 N, 20.750 E 346
17 Ciestowice (POL) 51.150 N, 20.683 E 338
18 Hohe Tauern (AT) 46.988 N, 13.170 E 1200
19 Hochschwab (AT) 47.583 N, 15.233 E 1700
20 Prielschutzhaus (AT) 47.704 N, 14.073 E 1600
Vychodni Alpy -
21 Hinterstoder (AT) 47.697 N, 14.152 E 630
22 Rossalm (AT) 47.566 N, 13.583 E 1479
23 Tauplitz (AT) 47.600 N, 13.983 E 1623
24 Morinesio (IT) 44516 N, 7.133 E 1730
Zapadni Alpy 25 Val d'Arpette (SWI) 46.016 N, 7.116 E 1050
26 Bitsch (SWI) 46.383 N, 8.016 E 1800

Vysvétlivky/Captions: 'ptirodni pamétka/nature monument; *hospodarsky les/managed forest; *pfirodni rezervace/nature reserve; ‘narodni ptirodni pamatka/

national nature monument

Obr. 2.

Vysledny graf sNMF vypocti koeficientii pfimési pro nejpravdépodobnéjsi pocet skupin K = 3. Barvy rozlisuji tyto genetické clustery v ramci
studovaného aredlu modiinu opadavého (Larix decidua): svétle modra - jesenicko-karpatsky, zelena — vychodoalpsky a ¢ervena — zdpadoalpsky.
Cisla pod grafem identifikuji analyzované jednice, &isla nad grafem oznacuji lokality. Popisky nad grafem zna&i geograficky péivod (viz tab. 2).
Fig. 2.

Barplot of sSNMF admixture coefficients analysis for the most likely K = 3. Colors distinguish the genetic clusters within the studied area for
European larch (Larix decidua): light blue - the Jeseniky and Carpathians, green — eastern Alps, red — western Alps. Numbers below the graph
indicate analyzed individuals, numbers over the graph indicate localities. Labels above the graph mark the geographical origin of the samples

(see Tab. 2).
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populacemi, které se obé ¢aste¢né prekryvaji se skupinami alpskymi.
Pravé plocha prekryvu ukazuje, Ze nékteti jedinci neodpovidaji gene-
ticky svému geografickému ptvodu.

Hlavnim zji§ténim této studie je relativné vysokd mira piitomnos-
ti genetického materidlu alpského ptivodu v soucasnych jesenickych
populacich modfinu. Nejvétsi mira pfimeési je na lokalitach lezicich
mimo puvodni areal rozsifeni jesenického modfinu a v béznych hos-
podarskych lesich, napt. populace na lokalité Borovy (¢. 10) je prak-
ticky kompletné alpského ptivodu (88 %), pomérné vysoké hodnoty
maji naptiklad i lokality Cerny Les (&. 4, 50 %) a Klapuse (&. 2, 36 %).
V niz§i, ale stdle pomérné vysoké mife je alpsky geneticky material
pritomen i v maloplosnych zvlasté chranénych Gzemich, ve kterych se
nachazi populace ptivodniho jesenického modfinu, ¢asto i pfimo jako
predmét ochrany. Nejvice pfimési alpského modiinu bylo nalezeno
na lokalitach Franz-Franz (¢. 3, 38 %) a Velky Roudny (¢. 11, 25 %).
V nejzndméjsich chranénych tizemich s populacemi jesenické linie
modiinu (Radim - ¢. 7, Pta¢i Hora - ¢. 12, Hirky - ¢. 6) je pak mira
introgrese relativné nizka — od 8 do 15 %. Dale byla prokazéana pritom-
nost alpské primési i v nékterych karpatskych a polskych populacich.

Pfitomnost alpské primési ma vliv i na hodnoty indexd variability.
Nejvys$si hodnoty poctu alel (A) i Shannon-Wienerova indexu vari-
ability (H,) vykazuji lokality s vys$si mirou alpské piimési - Borovy
(¢.10), Franz-Franz (&. 3) a Zdar (¢. 1; tab. 2). Nejvyssi hodnoty pozo-
rované heterozygosity (H, ) vykazuji lokality Cerny les (¢. 4; obr. 4),
Karlovice - sever (¢. 8), Radim (¢. 7) a Borovy (€. 10). Nejvyssi pocet
privéatnich alel (4 a 3) maji lokality U Leskoveckého chodnika (¢. 9)
a Franz-Franz (¢. 3).

Pfi porovnani regionalnich skupin jsou podle Shannonova-Wiene-

Obr. 3.

rovova indexu (H,) nejvice diverzifikované Jeseniky a Karpaty (1,95
a 1,94), a naopak nejméné zapadni Alpy (1,68). Rozdily mezi skupi-
nami se vyrazné zmensily po odstranéni pfimési. Pozorovand hetero-
jesté nizsi), a naopak nejvyssi v zapadnich Alpach. Pocet privatnich alel
je vyrazné nejvyssi pro Jeseniky, a to i po odstranéni primési (23, re-
spektive 17), nejnizsi je potom pro zapadni Alpy (6). Parova F_ statisti-
ka mezi skupinami (tab. 3) ukazuje na minimalni rozdily mezi Jeseniky
a Karpaty, relativné nizkou odli$nost vychodnich Alp od predchozich
dvou, a naopak vyraznou odlisnost Alp zapadnich (a to jak od Jesenikil
a Karpat, tak prekvapivé jesté lehce vyraznéji od Alp vychodnich). Od-
stranéni primési logicky prohloubilo rozdily mezi Jeseniky a Karpaty
na jedné strané a obéma alpskymi skupinami na strané druhé.

DISKUSE

Autochtonni vyskyt modfinu opadavého jesenického v Nizkém Jese-
niku je dnes robustné prokdzan vice metodami. Tato studie je prvnim
molekularné genetickym vyzkumem soustfedénym na vétsi pocet je-
senickych populaci a na material odebrany in situ, tedy z jedinct pod
vlivem jak ptirodnich ekologickych procest, tak efektii dlouhodobé-
ho lesnického hospodareni v krajiné tohoto regionu. Nase analyzy
ukdzaly jednoznacnou spolecnou genetickou linii modtint z Jeseni-
ki a téch pochazejicich z niz$ich poloh Polska a slovenskych Karpat
(v textu oznaceny jako souhrnnd skupina Karpaty). Autori prvni starsi
komplexni genetické studie s podobnym zaméfenim (WAGNER et al.
2015b) byli schopni rozlisit i rozdéleni do dvou dalsich, byt navzdjem

Graf vysledki analyzy hlavnich koordinat (PCoA) mikrosatelitové analyzy modfinu opadavého (Larix decidua). (A) ptivodni dataset, (B) po
odstranéni alpskych ptimési. Piivod vzorku rozliSen barevné: svétle modra - Jeseniky, tmavé modra — Karpaty, zelena - vychodni Alpy, ¢ervena

- zapadni Alpy.
Fig. 3.

Results of Principal Coordinate Analysis (PCoA) of microsatellite data from European larch (Larix decidua). (A) full dataset, (B) after removal
of the Alpine admixed individuals. Light blue - the Jeseniky region, dark blue — Carpathians, green - eastern Alps, red — western Alps.
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blizce pribuznych, linii - jesenické a polsko-karpatské. Tento rozdil
muze byt zptsoben povahou analyzovaného materialu - starsi studie
pracovala s materidlem z provenien¢niho pokusu IUFRO zaloZeného
v 50. letech dvacatého stoleti (RUBNER 1953; SCHOBER 1977, 1985),
kde je znamy a kontrolovany jak ptivod semen, tak pfipadné nasledné
ktizeni s jinym genetickym materidlem. Oproti tomu v materialu pti-
rodniho ptivodu je nutné pritomno priblizné 70 let nekontrolovaného
vyvoje a, jak prokazala nase studie, i vyrazného miseni s materidlem

Tab. 2.

ciztho ptivodu. Dal$im faktorem muZe byt i nizsi pocet analyzovanych
jedinctl na populaci v nasi studii a nizké pokryti populaci z Karpat
a Polska.

Hlavnim zji§ténim této prace je pfitomnost genetického materialu alp-
ského piivodu ve v$ech analyzovanych populacich modiinu v Nizkém
Jeseniku a jeho okoli. U jedinct vykazujicich mensi podil alpského
genofondu (obr. 2) muze byt v sou¢asném designu této studie téz-
ko odligitelna skutecna relativné neddvna introgrese od genetického

Vysledky mikrosatelitové analyzy populaci modfinu opadavého (Larix decidua); n — pocet analyzovanych jedinct, A - pocet alel, H | - pozo-
rovand heterozygozita, Hy — Shannon-Wiener index diverzity, Priv. alely - pocet privatnich (unikatnich) alel, alpskd pfimés — % jedinct s vice

nez 50 % alpského ptvodu

Results of microsatellite analysis of European larch (Larix decidua) populations; n — number of individuals analyzed, A - number of alleles,

Hob

individuals with more than 50% Alpine admixture

. — observed heterozygosity, H, — Shannon-Wiener diversity index, Priv. alely - number of private (unique) alleles, alpskd pfimés — % of

Skupina/Regional group ID Lokalita/Locality

n A H H, Priv. alely Alpska pfimés

obs Sh
Jeseniky Celkové/Total 142 177 0,59 1,95 23 34 %
bez pfimési/no admixture 94 155 0,57 1,84 18
1 Zdar 15 101 0,58 1,65 0 33 %
2 Klapuse 1 84 0,55 1,54 0 36 %
3  Franz-Franz 13 101 0,59 1,71 3 38 %
4 Cerny les 10 85 0,67 1,56 1 50 %
5  Harky 10 77 0,57 1,48 2 10 %
6  Nové Téchanovice 9 74 0,56 1,39 1 33 %
7 Radim 12 86 0,62 1,55 2 8 %
8 Karlovice - sever 7 72 0,62 1,47 0 29 %
9 U Leskoveckého chodnika 10 79 0,54 1,49 4 20 %
10 Borovy 16 109 0,61 1,75 1 88 %
11 Velky Roudny 16 93 0,54 1,56 0 25 %
12 Ptaci Hora 13 90 0,58 1,58 0 15 %
Karpaty Celkové/Total 38 148 0,71 1,94 13 55 %
bez pfimési/no admixture 17 107 0,71 1,71 4
13 Brezovicka 6 76 0,68 1,55 2 50 %
14 Strbské pleso 8 78 0,73 1,54 4 75 %
15 Rohace 8 84 0,76 1,53 3 13 %
16 Blizin 8 76 0,70 1,49 3 88 %
17 Ciestowice 8 71 0,68 1,41 0 50 %
Vychodni Alpy celkové 47 137 0,66 1,80 10
18 Hohe Tauern 8 79 0,65 1,44 1
19 Hochschwab 74 0,62 1,46 0
20 Prielschutzhaus 73 0,62 1,46 3
21 Hinterstoder 76 0,69 1,48 2
22 Rossalm 8 72 0,73 1,43 1
23 Tauplitz 8 72 0,65 1,37 0
Zapadni Alpy celkové 24 113 0,73 1,68 6
24 Morinesio 8 7 0,75 1,41 0
25 Val d‘Arpette 69 0,71 1,36 3
26 Bitsch 76 0,73 1,51 0
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pozadi spole¢ného pro vSechny evropské linie modfinu opadavého.
Jednozna¢nym diikazem pro vyrazny vliv introdukce ciziho materi-
alu jsou ale jedinci, ktefi vykazuji pfevazné alpsky genotyp — alespon
jeden takovy je ptitomen v kazdé z analyzovanych populaci v Jeseni-
kach, ale také v Karpatech a Polsku. Na nékterych lokalitach alpska
primés dosahuje prekvapivé vysokych hodnot, a to v¢etné nékterych
populaci chranénych specificky jako populace modtinu sudetského
(Franz-Franz, Velky Roudny). Pozitivni zpravou je, ze v jadrovych

Tab. 3.

Tabulka mezipopulacni parové F_ statistiky porovnavajici regiondlni-
mi skupiny populaci modfinu opadavého (Larix decidua); prava horni
polovina pro kompletni dataset, leva spodni polovina po odstranéni
alpské primeési

Table of pairwise inter-population F,_ statistics comparing the regional
groups of European larch (Larix decidua) populations; top right half
for the full dataset, left bottom half after removal of Alpine admixtures;
Jeseniky - the Jeseniky region, Karpaty — Carpathians, V Alpy -
eastern Alps, Z Alpy — western Alps

- Jeseniky Karpaty V Alpy Z Alpy =
[
(72}
Jeseniky 0,013 0,043 0,086 ’qg)
a
Karpaty 0,012 0,044 0,083 g
3
V Alpy 0,074 0,060 0,095 £
o
>
>
Z Alpy 0,109 0,108 0,100 o
po odstranéni pfimési
Tab. 4

chranénych uzemich zfizenych primdrné pro ochranu jesenického
modfinu (Radim, Pta¢i Hora, Karlovice - sever, Hiirky) je mira intro-
grese v porovnani s ostatnimi lokalitami relativné nizsi.

Ptimés alpského genofondu ma vliv i na genetickou diverzitu popula-
ci. Jak ukazuje porovnani kompletniho datasetu se sekundarnim data-
setem “o¢i$ténym” o pfevdiné neptivodni jedince, pfitomnost alpské
pfimési zvySuje hodnoty vech indexd genetické variability kromé
pozorované heterozygozity (H ). Pocet alel celkové i alel privitnich
je nejvyssi v Jesenikach, a to i po odstranéni pfimési. V tomto pripa-
dé ale miize hrat roli nevyrovnana velikost analyzovanych skupin, kdy
vy$si pocet analyzovanych jedinct zvy$uje pravdépodobnost zazna-
mendni vzacnych alel. Podobny efekt po¢tu analyzovanych vzorka je
mozny i pro karpatské populace, které se po odstranéni pfimési stanou
klesne ze 13 pouze na 4. Pro odbourani téchto efekttt by bylo nutné
analyzovat vétsi pocet populaci a jedincti na populaci, coz je cilem po-
kracovani tohoto projektu.

Zdrojem alpské genetické piimési je jednoznacné dovoz a vysazovani
reproduk¢niho materialu alpského ptivodu a nasledné v dalsich gene-
racich jeho prirozené §ifeni v populacich. Dovoz semen z Alp je dolo-
7en pro riizné regiony CR - konkrétné z Tyrolska v okoli Innsbrucku
do okoli Adamova (TRUHLAR 2006), z Murau ve Styrsku do jiznich
Cech (Noz1¢ka 1962) nebo z Innsbrucku a Videriského Nového Més-
ta na Trebonsko (VINS 1950). Pro umélé $ifeni modiinu na Moravé
a ve Slezsku se predpoklada spise pouziti materidlu lokdlniho jesenic-
kého pivodu. Udajd, kde by bylo mozné snadno spojit lokalitu zdro-
je semen s konkrétnim dne$nim porostem je ale minimum (JANSEN,
GEBUREK 2016). K pocetnosti historickych tdaju také neptispiva, ze
az do druhé poloviny 19. stoleti se provenience modtinového semena
prakticky nerozliSovala (Nozi¢ka 1962). K pozdéj$imu rozliSovani
provenienci prispély také neuspéchy pti péstovani — modriny alpské-
ho pavodu se prokdzaly jako méné odolné proti rakoviné modfint,
a byly tak pro potieby vysadeb postupné nahrazovany jesenickou nebo
karpatskou provenienci (SvoBoDA 1947; SCHOBER 1985). Proto je pte-
kvapivé nami prokdzané mnozstvi alpského materidlu v regionu mo-

Prehled mikrosatelitovych lokust v obou PCR multiplexech pouzitych pro analyzu populaci modtinu opadavého (Larix decidua); upraveno
podle WAGNER et al. (2012); DYE - pouzité fluorescen¢ni znaceni, C — koncentrace primeru v premixu [tM]

Overview of the microsatellite loci in both PCR multiplexes used for the analysis of European larch (Larix decidua) populations; based on
WAGNER et al. (2012), edited; Motiv — Repetitive motif, DYE - fluorescence labelling, C — primer concentration in the premix [uM]

LOKPSI Forward primer sekvence Reverse primer sekvence Motiv DYE C Velikost/Size
Loci (bp)
bcLK189 ACCATACGCATACCCAATAGA AGTTTTCCTTTCCCACACAAT (AG),,AT(AG), NED 1.2 142-172
bcLK211 CCATTCTCCATAGGTTCATTG ATGCTCCTTACTAAGTCAGATACAC (CT),g FAM 2,5 174-242
E bcLK228 CCCTAACCCTAGAATCCAATAA GAGGAAGGCGACAAGTCATT (AG),q VIC 0,6 165-215
£ bclK253  AACACCATAGTGCAATGTGC TCCTCTTGTTGATGCCACTT (AG),, NED 1,1 195-227
g Ld50 GAAGGCGACTTTACATGCCC TCCATCTTTATGTCTCTTCCATGC (CA), PET 2,2 157-205
Ld30 TTGTAGGTGTGTATGAAAGTTCTG TGCCACTCTATTTCCTTAATGCC (AC),q VIC 1,68 100-138
Ld31 TTGAACTAGGGAGATCCGGC AATAAAATAGCATTCCATGTGTAGC (AC),q FAM 2 104-147
Ld42 TCGTATGCATTGTCCAAATTTCC  TCCAAGTGAGGTCACACGAG (TG),, VIC 1,8 167-191
~ Ld45 TGTGGGAGGTATAGCTTGGC AGTAGGATGGAATGATGGAAACAC (CA), FAM 2,25 198-216
g_ Ld56 AGCCATCGTGGTTCTTCTTTG CTTGTAACTGTGCACCCACC (AC),q NED 1,6 219-247
L Ld58 AATGGCAAGAGCAGCAATCC TCCAGGAATGATTTATCGAGAGC (AC),, FAM 2,1 131-183
= Ld101 ACACCAAGGACTCTCTGACTAC GGTGATTCCAGAAGCAGGTG (AC),, NED 1,3 179-215
bcKL263 CGATTGGTATAGTGGTCATTGT CCATCATACCTTCTTGAAGAG (TC),, PET 3,2 185-259
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ravsko-slezského pomezi, kde byl mistni jesenicky modfin pritomny
vidy, a tim padem i jeho semena. Mozna vysvétleni by pravdépodobné
vyzadovala samostatnou studii, ktera by ale nalezela spise k historické-
mu nez biologickému badani. Mohla mezi né patfit fada racionalnich
a ryze praktickych davodt - naptiklad to, Ze nékdejsi vlastnici rodo-
vych majetkt méli ¢asto své dals$i majetky i v Alpach, a dovoz tamniho
semenného materidlu tak pro né mohl byt (mj. i z diivodu tamniho
vys$siho zastoupeni modfinu) jednodussi a celkové vyhodnéjsi, nebo
ze dodavatelé z Alp nabizeli semenny materidl Iépe zpracovany, levnéji
¢i ve vétsich dostupnych objemech (NoZi¢ka 1962; JANSEN, GEBUREK
2016).

Céste¢né mtize k $ifeni alpského genetického materialu nevédomé
prispivat i v praxi bézny postup vyuzivani semen ze semennych sadi
pro potreby vysadeb. Nedavna studie z Francie ukazala, Ze materidl ze
semennych sad(i udavany jako jesenicky je geneticky velmi rozmanity
a obsahuje rizné primési véetné alpské (PAQUEs et al. 2023). Tento

Obr. 4.

Tustra¢ni fotografie lokality Cerny les (foto: Jindiich Prach)
Fig. 4.

Picture of the Cerny les site (author: Jind¥ich Prach)

https://doi.org/10.59269/Z1LV/2023/4/708

stav mize byt zptisoben jak nevédomou pritomnosti jiného genetic-
kého materialu uz pfi originalnim vybéru jedincii, tak i pozdéji nepla-
novanou introgresi.

Jakkoliv je analyza jadernych mikrosatelitti pro modfin relativné dob-
fe osvédcend, md samoziejmé i svoje limity. Analyzovanych 13 jader-
nych lokust tvofi jen naprosty zlomek celkové genetické informace
a redlnd celkova genetickd struktura, vztahy jednotlivych linii i jejich
historie mohou byt zna¢né komplikovanéjsi. Pro detailnéjsi a kom-
plexnéjsi poznani modfinu je nutné rozsitit vyzkum o analyzu dal-
$ich molekularnich markert a zaroven i provést regionalné detailnéjsi
vzorkovani populaci v celém rozsahu vyskytu modfinu v Evropé. Vy-
sledky molekuldrnich analyz bude také tfeba zkombinovat s poznatky
z dal$ich védnich obord, jako je paleoekologie nebo historie, a srovnat
s molekuldrné-fylogeografickymi vysledky zkoumani jinych sttedoev-
ropskych dfevin (napf. DANECK et al. 2011, 2016).
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ZAVER

Populace modfinu opadavého v Nizkém Jeseniku a okoli ¢asto pova-
zované za mistni typ jesenického modfinu obsahuji pomérné vyrazny
podil genetického materidlu alpského ptivodu. Ve vétsiné z nami ana-
lyzovanych populaci stale pfevazuje ptivodni jesenicka geneticka linie,
zaroven se ale ve v§ech z nich vyskytuji jedinci pievazné alpského pi-
vodu. Jakkoliv pfimés ciziho genetického materialu zvysuje celkovou
regionalni genetickou diverzitu, jeji pfitomnost nevyhnutelné vede
k erozi ptivodniho genofondu jesenického modfinu, kterd samozfej-
mé s casem ddle postupuje. Zejména v chranénych uzemich ztizenych
kvtili ochrané populaci jesenického modfinu by pro dlouhodobé efek-
tivni ochranu bylo vhodné prozkoumat ve vét$im detailu i genetickou
strukturu téchto populaci. Dale by bylo idealni zabranit dal$imu $ite-
ni alpské primési postupnym odstranénim jedinct alpského ptavodu
a v blizkém okoli dodrzovat striktni uziti sadebniho materidlu ovéfené
jesenické provenience pochazejiciho z testovaného zdroje reproduké-
niho materidlu. Praktické uplatnéni doporucéenych opatteni mize byt
samoziejmé z mnoha pohledu velmi komplikované a nakladné, ale do
budoucna se tato opatfeni mohou ukazat jako nezbytna pro zachovani
genofondu pavodniho jesenického modfinu.
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IS EUROPEAN LARCH IN THE NiZKY JESENIK MTS. REALLY OF THE JESENIKY TYPE? A PERSPECTIVE
OF MOLECULAR METHODS

SUMMARY

This study focuses on the genetic structure of selected populations of European larch (Larix decidua Mill.) mostly from the part of its native
range in the Czech Republic - the Nizky Jesenik Mts. and its surroundings (part of the wider Sudety mountain range) in the north-east of the
Czech Republic. We used 13 loci of well proven nuclear microsatellites (WAGNER et al. 2012) and analyzed samples collected directly in the field
— from the individuals under the influence of both ecological processes and long-term forestry practices. By putting the Czech populations into
a wider genetic context, we can describe to what extent it is the local native type occurring at the study sites and how much it has been admixed
by genetic material of different origin (mainly from the Alps). The results can have important implications for practical nature conservation of
the local populations of European larch.

Even though European larch is a very well known, unique and important conifer species both from biological and economic perspective, there is
still a lot of unknown around it. For example, the basic question of its autochthonous status in the Czech Republic, which has been long assumed
based on forestry historical research in the Nizky Jesenik Mts. and surroundings, was proved only relatively recently first by molecular genetics
(WAGNER et al. 2015b; DOSTALEK et al. 2018) and later by paleoecology (DuDOVA, SzaB6 2022). Paleoecology has recently brought new findings
that open up the question of native occurrence of larch also in other regions of the Czech Republic (Pokorny et al. in this issue). Answering this
question is one of the goals of our LARIXUTOR project, which encompasses this study as well as the other article in this issue.

Specificity of the European larch provenance occurring in the Nizké Jeseniky Mts., which is called Sudetic or Jeseniky larch, was recognized
already in the 19" century based on first provenience experiments (CIESLAR 1904). Methods of molecular genetics, in particular analysis of nu-
clear microsatellites, allowed to describe regional lineages of larch across Europe (WAGNER et al. 2015b; DOSTALEK et al. 2018). The main split is
found between the Alps and the Carpathians (together with larch from both Polish lowlands and the Nizky Jesenik Mts.), finer distinction then
shows seven clusters — four of them distinguished in the Alps and three in the Carpathians with slightly weaker structure. This structure is as-
sumed to reflect the post-glacial history of larch (WAGNER et al. 2015a). Studying the native range of larch and its genetic lineages is complicated
by the fact that it has been commonly artificially established nearly everywhere in the last ca 300 years, usually using seed material of nowadays
unknown origin (JANSEN, GEBUREK 2016).

We analyzed 251 individuals from 12 populations in the Nizky Jesenik Mts., three populations from Slovak Carpathians, two from lower alti-
tudes in Poland (the last two formed a group called “Carpathians” in the text for purposes of this study), six populations from eastern Alps and
three from western Alps.

We used sSNMF (sparse non-negative matrix factorization) as the main method to study the genetic structure of the populations and to calculate
the ancestry coeflicients of all individuals. We also calculated multiple common indices (number of alleles, observed heterozygosity, Shan-
non-Wiener index and number of private alleles) of genetic variability for all of the populations and wider regional groups of populations. We
confirmed the Jeseniky larch as a specific lineage closely related to larches from the Carpathians and lowland populations in Poland. Our results
show high levels of admixture of genetic material from the Alps — we found at least one individual of more than 50% of Alpine origin in every
analyzed population. The proportion of Alpine admixture was around 20-30% for most of the populations but in some of them reached both
lower (8%) and higher values (88%). In general, higher admixture was present in common managed forests and lower in the areas of nature pro-
tection. We created a secondary dataset by removing the admixed (more than 50% of foreign ancestry) individuals in order to compare it with
the complete dataset. That allowed us to show the effect, mostly positive, of the Alpine admixture on the indices of genetic diversity.

Our results show the need to take into account also the genetic perspective when we want to protect the native populations of European larch
and preserve their original gene pool. Even though the presence of Alpine admixture increases the regional genetic diversity, it inevitably leads
to a gradual genetic erosion of the native gene pool. For the future management of the protected areas, it would be ideal to know the detailed
genetic structure of the populations of larch and to prevent further spreading of the Alpine admixture.
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