Katefina Novotna a spoluautorky

Dokazeme odlisit topol cerny
od neptivodniho topolu
kanadského a jejich kfizencti?

Topol ¢erny (Populus nigra) je nase domaci, dosti vzacna a bohuzel nepravem
opomijena dfevina. Dnes nabyva znacné na vyznamu zejména jeho vyuziti
predevsim v silné poskozenych ekosystémech luznich lest a bfehovych nebo
doprovodnych porostii. Snadné samovolné krizeni s topolem kanadskym
(P. xcanadensis) a jejich potomky vSak ohroZuje tento i jinak silné ubyvajici
druh genetickou erozi. Rozlisit ki'izence na zakladé morfologickych znak je
velmi obtiZné azZ nemozné, proto byla vyvinuta metoda odliSeni topolu ¢erného
s pomoci DNA markeri. Diky ni je moZné ovérit druhovou ¢istotu zdroji roz-
mnoZovaciho a vysadbového materialu a zaroven lépe identifikovat a podporit
stavajici zbytkové populace druhu.
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Pozname topol cerny?

Kdyz se fekne topol ¢erny, fada lid{ si pfed-
stavi pouze stromy ¢asto rostouci podél
cest a fotbalovych h¥ist se sloupovitou
korunou. V tomto pfipadé jde o jeden klon
topolu Cerného, a to o topol vlagsky (kul-
tivar 'Ttalica’), ktery vznikl pravdépodobné
jako mutace t. ¢erného v severoitalské Lom-
bardii a zacal se v zdpadni a stfedni Evro-
pé v rozsahlém méfitku péstovat v polovi-
né 18. stoleti. Ve skute¢nosti mé vétsina
dospélych topolt ¢ernych naopak znaéné
rozkladitou korunu se silnymi vétvemi.
Topol ¢erny dortisté vysky az 40 m, vycetni
tloustky (ve vysce 1,3 m nad zemi) i pfes
2 m a objemu stromu vice nez 40 m?®. Jeho
piipustné technické stari (vék dieviny, kdy
prestava byt plné vitalni a zacinaji se obje-
vovat poSkozeni a nemoci) v bfehovych
porostech se uvadi 40-50 let, ale doziva
se 200-300 let, vyjimedné az 400 let. Jde
o eurasijsky druh pat¥ici mezi kli¢ové die-
viny luZnich lesti a bfehovych porosti, kde
jeho mohutny, husty a hluboky kofenovy
systém zpeviiuje biehy (obr. na 2. str. obal-
ky). Dospélé stromy navic vyrazné formuji
krajinny raz rovinaté luzni krajiny. Jeho
habitus pomaha vytvéfet pfirozené scene-
rie. Solitérni jedinci s vysokym a silnym
kmenem a mohutnou korunou pfedstavuji
vyznamné a malebné krajinotvorné prvky
(obr. 14). Do krajiny 1ze tak nejrychleji vratit
vysokou zeleti. Je také velice vhodny pro
zakladani vétrolamti. Vyuzivé se i v mést-
ské zeleni, kde svou dominanci rozmérové
znac¢neé presahujici ostatni dfeviny tvoif vy-
razné prvky v parcich a v zelenych pasech
kolem maést (obr. 1 a 2).

Pfi prochézce podél vodnich tokd mutize-
me ¢asto narazit na skupiny mohutnych
topolt podobnych nasemu topolu ¢ernému
(obr. 3). Podivame-li se na né bliZe, zjisti-
me v3ak, Ze obvykle nejde o topoly Cerné,
ale jim p¥ibuzné a dosti podobné topoly
kanadské. Topol kanadsky je mezidruho-
vy kiiZenec mezi t. bavlnikovym (P. del-
toides), pochézejicim ze Severni Ameriky,
a t. Cernym. Vybrané klony topolu kanad-
ského byly do CR dovezeny ze zapadni
a jizn{ Evropy a hromadné vysazovany
hlavné v 50. letech a na pocatku 60. let
20. stoleti pro rychly rtist a nékdy i pro
estetickou hodnotu. BohuZel, v minulosti
nikdo nepocital s jejich kratsi Zivotnosti,
horsimi technickymi vlastnostmi ani s ri-
ziky, ktera pfedstavuji pro doméci popula-
ci topolu ¢erného.

Vyskyt a pric¢iny ohroZeni

Topol ¢erny, diive ¢asta dfevina v tvalech
nasich fek, je dnes podle dostupné litera-
tury k nalezeni zfejmé jen ojedinéle nebo
v malych skupinach v Poohii, sttednim
Polabi, Hornomoravském a Dolnomorav-
ském dvalu. V Cerveném seznamu cévna-
tych rostlin CR je zafazen mezi kriticky
ohroZené a ustupujici druhy (Grulich
2017), i kdyz neni podle zdkona chrdnén
(zakon ¢&. 114/1992 Sb. a vyhlaska MZP CR
¢. 395/1992 Sb.). Situace v ostatnich evrop-
skych stdtech je obdobné.

Mezi hlavnimi pfi¢inami ohroZeni dru-
hu se uvadi stale vétsi fragmentace a ztra-
ta jeho prirozenych stanovist zptisobend
rozsdhlym odvodnénim krajiny, regulaci
vodnich tokt a dstupem luznich lest ze-
médélskému hospodateni a urbanizaci
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1 Pamaétny strom topolu ¢erného
(Populus nigra), Dobfejovice u Prahy

2 Rezem upravované topoly derné
mohou byt efektni solitérou vyuzitelnou
i ve vefejné zeleni. Praha, ostrov Stvanice
3 Rozpadly porost topolu kanadského
(P. xcanadensis) u Dolanského potoka.
Hostoun na Kladensku

4 az7 Nejvhodnéjsi znaky pro rozliseni
topolu ¢erného a t. kanadského jsou
charakter kmene a listu. Zatimco topol
¢erny ma na bazi kmene u starsich
stromu boule a ¢asto tvofi kmenové
vystrelky (obr. 4), borku ma nacernalou
s mnohdy propletenymi brazdami

a list je mensi kosnikovity s mensimi
zuby (5), topol kanadsky miva kiivy
kmen bez bouli a vystielk,

¢asto v horni tfetiné rozdvojeny (6),
borku skoficovou az nahnédlou,

listy velké srdcité az trojboké (7).

Na topolu ¢erném nikdy neparazituje
jmeli bilé (Viscum album) a na bazi
listové cepele pobliz fapiku se nevysky-
tuji zlazky (pro srovnani viz obr. 13).
Detailnéji v Metodice identifikace
topolu ¢erného pomoci DNA markert
(Podrabska a kol. 2024)

8 Dozravajici tobolky topolu ¢erného

(obr. 15). Zmen3ujic{ se populace ¢eli in-
bredni depresi — zhorseni kondice jedin-
ce nasledkem piibuzenského kiiZeni (Be-
netka a kol. 2008, Novotna 2013). Kvuli
upfednostiiovani vysadeb neptivodnich
mezidruhovych hybridnich topola také
dochéazi ke genetické erozi naseho doma-
ctho druhu. Topol ¢erny se totiz snadno
k¥iz{ s introdukovanymi druhy ze sekce
Aigeiros a Tacamahaca. Nejcastéji jde
o kiiZence s jiZ zminénym topolem bavlni-
kovym a zpétné kiiZence s hybridnim t. ka-
nadskym, méné ¢asto s t. Maximovi¢ovym
(P. maximowiczii) a t. chlupatoplodym
(P. trichocarpa).

Ke zpétnému kiiZeni s topolem kanad-
skym za vzniku Zivotaschopnych semenac-
ka v ptirodé dochézi hlavné v ptipadé opy-
lenf samic¢iho stromu topolu kanadského
sam¢&im jedincem t. Cerného. Riziko spon-
tanniho k¥iZen{ je zjevné znacéné. I kdyz
v Litovelském Pomorav{ byla zji$téna intro-
grese genti topolu bavlnikového jen u 13 %
testovanych semenécki (Pospigkova a Sal-
kova 2006), v okoli Feky Eder v Némecku to
bylo vice nez 90 % (Bialozyt a kol. 2012).
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V opa¢ném sméru (topol cerny x t. kanad-
sky) se k¥izi vét§inou ojedinéle (Benetka
a kol. 2002, Vanden Broeck a kol. 2021).
Mnozstvi spontannich ki¥iZenct topolu
¢erného a t. kanadského zavisi na podilu
a vzdalenosti vyskytu sam¢ich jedinci t. ka-
nadského rostoucich v blizkosti sami¢iho
t. Cerného. Vyznamna je rovnéz fenologie
kveteni jedincti, smér proudéni vétru, re-
liéf terénu aj.

Topol ¢erny se s dalsimi domacimi druhy
topolid — topolem bilym (P, alba), t. osikou
(P, tremula) a t. Sedym (P. xcanescens, ptiro-
zenym k¥iZencem P. alba x P. tremula) —
v pfirodé samovolné nekiizi.

ziva.avcr.cz

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2025. Pretisk ¢lank( v&etné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



Metody pro odliSeni druhu
Zkuseny odbornik dokéaZe vétsinou odlisit
topol ¢erny od t. kanadského na zdkladé
morfologickych znaku (obr. 4-8 a 13), ale
v ptipadé samovolnych k¥iZzenci topolu
¢erného a t. kanadského je takova determi-
nace znaéné naro¢na a nékdy téméf ne-
mozZn4, nebot tito potomci mohou zdédit
nékteré typické znaky rodic¢ovskych druhti.
Navic zminéné znaky mohou p¥i terminu
hodnoceni chybét (zélezi na staf{ stromu
a fenofazi). Proto se zadaly pro urceni dru-
hi a k¥iZenct topolt pouzivat kromé& mor-
fologickych znakt molekularni markery
(molekularni identifikaéni znaky).
Nejprve to byly hojné pouzivané, snad-
no vyhodnotitelné a relativné levné izoen-
zymové analyzy nebo metoda vyuZzivajici
chloroplastové cpDNA markery dédéné
pouze po matei'ské linii. Nasledovalo vyuzi-
ti dalsich tsekti DNA, jako jsou STS mar-
kery, kodominantni a vysoce polymorfni
mikrosatelitni SSR markery nebo SNP mar-
kery. VSechny uvedené metody maji rizné
vyhody a zaroveri urcitd omezeni. Bez prob-
lémt dokéZou rozlisit ¢isté druhy a mezi-
druhové kifizence prvni generace. V dalsich
generacich mutiZe u diagnostickych markerd
nastat s ur¢itou pravdépodobnosti ziména
hybridnich jedincti za topol éerny. V dnesni
dobé se v pfirodé mohou vyskytovat seme-
néce vzniklé ze zpétného ki¥iZeni (topol
kanadsky x t. ¢erny), kiiZen{ druhé genera-
ce (topol kanadsky x t. kanadsky) a gene-
raci dalsich; teoreticky lze pfedpokladat,
Ze muZe jit aZ o ¢tvrtou generaci. Z tohoto
dtivodu je nutné pro odlisent jednotlivych
mezidruhovych kiiZenct vyuZzit vétsi pocet
genetickych diagnostickych znaki, nebot
pravdépodobnost spravného odliseni to-
polu ¢erného od mezidruhovych hybridia
vzrista s poctem pouzitych markert.

Moderni metoda odliSeni

topolu ¢erného

Z vyse uvedenych dtvodua byla v rdmci
projektu s ndzvem Zachrana populace to-
polu ¢erného a jeho vyuziti ve vodohospo-
darstvi a lesnictvi vyvinuta metoda k ové-
feni druhové Cistoty topolu ¢erného a jeho
odliZeni od t. kanadského a jejich k¥iZenct
pomoci DNA analyz. Tato metoda je zalo-
Zena na fragmentacni analyze mikrosate-
litnich markert (mikrosatelit — tandemové
se opakujici DNA repetice o délce 1-6 part
béazi) a nasledném vyhodnoceni pfitomnos-
ti nebo nepfitomnosti specifickych alel pro
topol bavinikovy. Schéma laboratornich po-
stupi znazoriiuje obr. 9. Z vybranych 8 mar-
kert byly sestaveny dvé sady pro mnoho-
nésobnou polymerazovou fetézovou reakci
(multiplex PCR), pii niZ se amplifikuje vice
riznych cilovych sekvenci DNA.

Obé sady byly ovéfeny na referencnich
vzorcich topolu ¢erného, t. kanadského
a t. bavlnikového z riznych mist Evropy
a Severni Ameriky a na semenacich z kon-
trolovanych zpétnych kiizeni mezi topo-
lem kanadskym a t. ¢ernym. U topolu ka-
nadského je v kazdém testovaném lokusu
(konkrétnim fyzickém umisténi zajmové
sekvence DNA na chromozomu) p¥itomna
préavé jedna specificka alela (jedna z moz-
nych verzi zajmové sekvence DNA na urci-
tém lokusu v genomu) pro topol bavlnikovy
(obr. 10 a 11). Na zékladé vysledk fragmen-
tacnich analyz a analyzy hlavnich koordi-
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Polymerazova
-~ | fetézova reakce
(PCR)

lzolace DNA

Fragmentaéni
analyza -

Vyhodnoceni
fragmentaéni
analyzy

Pomoci izola¢niho
kitu

Pomoci termocykleru

PCR

Referenéni vzorky klasickd, mnohonasobna

23 topolli ¢ernych

18 t. kanadskych

18 t. bavinikovych
34 zpétnych kfizencl

markery: PMGC14,
PMGC456, PMGC2163,
PTR6, WIN3, WPMSO01,

WPMS15, WPMS17

Pomoci sekvenatoru
SeqStudio™
detekce fragmentt
barvenych fluorochromy
6-FAM™ (modry),
VIC™ (zeleny), NED™
(Zluty), PET™ (&erveny)
a LIZ™ (oranzovy)

Pomoci programu
GeneMapper™
vyhodnocen
elektroforeogram,

z néj odecteny
velikosti alel
(barevnych piku)
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nét (PCoA) se vSechny druhy jednoznac¢né
odlisily (obr. 12).

Z kontrolovaného kiizen{ se podafilo
uvedenou metodou spravné urcit 100 %
k¥izenci. U 12 % k¥iZzenci byl zaznamenén
vyskyt specifické alely u 7 z 8 markerd,
av8ak u 6 % k¥iZenct byla p¥itomna speci-
ficka alela pouze u jednoho markeru. Proto
je pro ziskani spravného vysledku vhodné
pouzivat obé sady mnohonasobné PCR.
Podrobnéjsi data uvadime v Metodice iden-
tifikace topolu ¢erného pomoci DNA mar-
kert (Podrébska a kol. 2024), jejiz plné
znénfi 1ze nalézt na webové strdnce Vyzkum-
ného tstavu pro krajinu (www.vukoz.cz).

Presna identifikace - predpoklad pro
navrat mimoradného druhu do krajiny
Jak jsme jiz psali v ivodu, vyznam topolu
¢erného, ¢asto opomijené dfeviny, v po-
slednich letech vzrista pfedev$im v luz-
nich lesich, bfehovych a doprovodnych
porostech vodnich tokt. Jde o vhodnou
dfevinu do téchto dnes silné poskozenych
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ekosystému, kde jsou populace mnohych
vyznamnych dfevin (jilm1, jasanti a ol31)
znacné a trvale redukovany v disledku
epidemickych chorob — grafiézy jilmu,
nekrézy jasanu a fytoftorového odumirani
0l3i (Novotna a kol. 2017). Topol ¢erny je
jejich pfirozenou soucésti a obnoveni jeho
populaci by vyrazng p¥ispélo ke stabilizaci
takovych ekosystému i ke zleps$eni plnéni
jejich funkci.

Jednim z kli¢ovych bodti pro navrat to-
polu ¢erného v potfebném mnozstvi do
krajiny je ochrana a vysadba druhové ¢is-
tych jedincd. Diky vy$e zminéné metodice
1ze nyni druhovou &istotu spolehlivé ové-
Fit jak u vybranych stromt v p¥irodg, tak
u zdrojd reprodukéniho nebo u dodava-
ného vysadbového materialu. V dalsich
krocich je tedy potifeba provést plosny
screening populaci topolu ¢erného, iden-
tifikovat druhoveé ¢isté jedince a zbytkové
porosty, popsat soutasny stav, sledovat
procesy probihajici v jednotlivych lokal-
nich populacich a ur¢it hlavni faktory
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9 Schéma laboratorniho postupu

a vyhodnoceni dat pii identifikaci topold.
Fragmentac¢ni analyza — metoda genetic-
ké analyzy, kterd zahrnuje soubor technik,
pfi nichz jsou fragmenty DNA fluores-
cencné oznaceny, separovany kapilédrni
elektroforézou a jejich velikost je uréena
porovnanim s velikostnim standardem.
Fluorochrom — molekula schopna
absorbovat svétlo urc¢ité vinové délky

a poté svétlo emitovat o delsi vlnové
délce. Tato fluorescenc¢ni vlastnost je
zésadni v biologickém zobrazovéni,
kde umozituje napt. detekovat molekuly.
10 a11 Rozpoznani topolu ¢erného
od t. kanadského pomoci zvyraznénych
specifickych alel. Elektroforeogramy
topolu kanadského a t. ¢erného

pro prvni sadu markertt mnohonasobné
(multiplex) PCR: markery PMGC2163,
WPMS15 a WPMS17 (obr. 10) a pro
druhou sadu markertit mnohonéasobné
PCR s markery PMGC14, PMGC456,
PTR6, WIN3 a WPMSO01 (obr. 11)

s vyznacenymi specifickymi alelami
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topolu bavlnikového a jejich velikostmi
(bp — pary bézi) u jednotlivych barevné
odlisenych markert. Elektroforeogram —
vizualni zobrazen{ fragment DNA po
elektroforéze. RFU (Relative Fluorescence
Units) — relativni jednotky fluorescence
12 Odliseni topolu ¢erného od t. kanad-
ského, t. bavlnikového a zpétnych kiiZen-
cli. Analyza hlavnich koordinat (PCoA)
odlisila jednotlivé druhy topola, které
vytvorily oddélené shluky. Semenace

z k¥iZzeni mezi topolem kanadskym

a t. Cernym se rozptylily mezi rodi¢ovsky-
mi druhy v zavislosti na poctu specific-
kych alel zdédénych od topolu bavlniko-
vého. Vsechny orig. K. Podrabska

13  Zlazky na listu topolu kanadského —
znak, ktery ho odlisuje od t. ¢erného.

14 Solitéra topolu ¢erného. Pocedélice
na Lounsku. Foto P. Stochlové (obr. 2, 3,
5,7,8,13 a 14)

15 Solitéra topolu ¢erného poskozena
hospodafenim na poli vedle délnice.
Kostelni Lhota na Nymbursku.

Foto K. Novotna (obr. 1, 4, 6 a 15)
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ovliviiujici zmény v populaci. Zaroveti je
nutné zabezpecit uchovani perspektivnich
genotypt topolu ¢erného pro zajisténi vy-
soké genetické diverzity tohoto ubyvaji-
ctho druhu i dostupnosti druhové pravé-
ho vysadbového materialu s dostate¢nou
genetickou variabilitou pro rekonstrukci
poskozenych bfehovych a doprovodnych
porostt. To je jen nékolik dil¢ich opatieni,
kterd piedstavuji nutny pfedpoklad pro
zlepseni situace a pro opétovné rozsifeni
tohoto druhu.

Spoluautorky: Katerina Podrabska,
Hana Drahosova a Petra Stochlova

Tento ¢ldnek byl vytvoren s finanéni pod-
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