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Abstrakt

Jasan ztepily je opadavy strom, jehoZz piirozeny areal se rozprostira téméf po celé
kontinentalni Evropé€. Jasan plni vyznamnou ekologickou funkci v porostech pobliz
vodnich toki a jeho dfevo je velmi kvalitni. Sou¢asnym fenoménem je klimatickd zména,
ktera svym piimym 1 nepfimym piisobenim ohrozuje samotnou existenci lesa tak, jak ho
zname. Dulezitym faktorem mitigace klimatickych zmén je podpora a rozvoj porosta s
kvalitni genetickou strukturou a vysokou genetickou diverzitou. Zaroven se piredpoklada
existence tfi ekotypt jasanu, nicméné jejich existence dosud nebyla spolehlivé prokazana.
Prokazani existence ekotypti by mélo za nésledek zménu pohledu na zaklddani

jasanovych porostl a jejich péstovani.

Diplomova prace ,,Geneticka diverzita jasanu ztepilého s ohledem na ekotypovou
prislusnost* si klade za cil prozkoumat genetickou strukturu vybranych ¢eskych populaci
jasanu ztepilého a zasadit tato zjiSténi do kontextu struktury dalSich evropskych populaci,

ktera byla ur¢ena na zakladé¢ reSerSe publikovanych studii.

Jednotlivé subpopulace byly vybirdny na zdklad¢ jejich pfisluSnosti ke tiem
ekotypiim. Celkem byly odebrany vzorky z deviti subpopulaci a kazdy ekotyp byl
zastoupen tfemi subpopulacemi. Z kazdé subpopulace bylo odebrdno 20 vzorki a
dohromady bylo analyzovano 180 vzorki. Pro laboratorni analyzu vzorkti byly navrzeny
dvé multiplexové reakce se sadou deviti primert, pokryvajicich zkoumanou oblast

mikrosatelitové nDNA.

Hlavnim zjiSténim préce je, Ze ¢eské populace maji relativné vysokou genetickou
diverzitu a nizs§i miru pozorované heterozygotnosti. T¢éz u nich existuje mirna geneticka
diferenciace mezi populacemi, ktera je nejvyssi ze vSech zkoumanych evropskych
populaci. Na zakladé téchto zjisténi se daji Ceské populace jasanu ztepilého zaradit do
skupiny zapadoevropskych a stfedoevropskych populaci. Zarovenl ziskand data mirné
podporuji existenci ekotypi, ale zda se, Ze geneticka struktura je ovlivnéna i dalSimi

vlivy, a proto je nutné tato zjisténi ovéftit dalsimi detailnéjSimi studiemi.

Klicova slova: Fraxinus excelsior L., luzni, horsky a vdpencovy ekotyp, mikrosatelitové

markery, geneticka diverzita



Abstract

European ash is a deciduous tree. The natural range covers almost the entire continental
Europe. Ash trees fulfil a significant ecological role in riparian woodlands and are valued
for their high-quality wood. The current phenomenon, climate change, both directly and
indirectly endangers the very existence of the forest as we know it. The major climate
change mitigation factor is supporting and developing ash tree stands with quality genetic
structure and high genetic diversity. Furthermore, it is presumed that there are three
ecotypes of Fraxinus Excelsior; however, their existence is yet to be undoubtedly proven.

Such proof would ultimately change the outlook on planting and cultivating ash trees.

The thesis "Genetic diversity of European ash based ecotype classification" aims to
explore the genetic structure of selected Czech populations of an ash tree and compare its
discoveries with the structure of other European populations, determined by the research

of the published studies.

Particular subpopulations were chosen based on their ecotype classification. The samples
were collected from nine subpopulations, whilst each ecotype was represented by three
subpopulations. Twenty samples were collected from each subpopulation, and 180
samples were analysed altogether. Two multiplex reactions with a set of nine primers
were proposed for the laboratory analysis, covering the examined area of microsatellite

nDNA.

The primary finding of the thesis is that the Czech ash tree populations have relatively
high genetic diversity and lower observed heterozygosity. There is also subtle genetic
differentiation between populations, which is, in fact, the highest amongst all examined

European populations.

Based on the aforementioned findings, the Czech populations of Fraxinus Excelsior can
be included in the Western European and Central European populations group.
Concurrently, the obtained data slightly support the existence of ecotypes, although it
seems that the genetic structure is also affected by other factores; thus, it is crucial to

verify these claims with further, more detailed studies.

Keywords: Fraxinus excelsior L., floodplain, mountain and limestone ecotype,

microsatellite markers, genetic diversity
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Seznam pouzitych zkratek

ADH = Alkoholdehydrogenaza. Enzym, katalyzujici pfeménu alkoholti na aldehydy a
ketony.

A-DNA = Pravotoc¢iva forma DNA.

AMOVA = Analyza molekularniho rozptylu/variability. Slozitd statistickd metoda
pouzivana k zhodnoceni miry diverzity v populacich a diferenciace mezi jednotlivymi
populacemi.

B-DNA = Pravotociva forma DNA.
cpDNA = Chloroplastova DNA.

d1,3 =Prsni nebo vycetni tlouSt’ka. TlouStka stromu méfena ve vySce 1,3 m (prakticky ve
vysce prsou).

DNA = Deoxyribonukleova kyselina. Molekula nesouci genetickou informaci.
dsDNA = Dvouvlaknova DNA.

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova.

GPS = Global Positioning System. Americky globalni druzicovy polohovy systém.

HWE = Hardy-Weinbergova rovnovaha. Popisuje zpusob rozd€leni alel v ideélni
populaci

KRNAP = Krkono$sky narodni park.

LHO = Lesni hospodaiska osnova.

LHP = Lesni hospodaisky plan. Stejn¢ jako LHO, hlavni nastroj lesnického planovani.
mRNA = Mediatorovd RNA.

mtDNA = Mitochondridlni DNA.

NAD™" = Oxidovana forma Nikotinamidadenindinukleotidu. Koenzym, podilejici se na
oxida¢né-redukcénich reakcich.

nDNA = Jaderna DNA.

NIL = Narodni inventarizace lesu. Statistické Setfeni, které poskytuje spolehlivé udaje o
aktudlnim stavu lest.

PCoA = Principal Coordinates Analysis (Analyza hlavnich koordinat). Slozita
matematickd metoda, jejiz pomoci je mozné graficky zobrazit genetickou pifibuznost
jednotlivych populaci.

PCR = Polymerase chain reaction (Polymerdzova feté¢zova reakce). Laboratorni metoda,
jejiz pomoci se zmnozuje zkoumana DNA.

qPCR = Quantitative PCR (kvantitativni PCR). Typ PCR, pfi které je mozné sledovat
prubéh PCR v redlném case. Nekdy téz Real-time PCR.

RAPD = Random Amplification of Polymorphic DNA (nahodn4 amplifikace polymorfni
DNA). Jeden z typtt molekularnich genetickych markert.

RCF/G = Relative Centrifugal Force (Relativni sila odstfedivky). Jednotka intenzity
otaceni odstfedivky, vztazend ke gravitaci Zem¢.



RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism (Polymorfismus délky restrikéniho
fragmentu). Jeden z typ molekularnich genetickych markert.

RNA = Ribonukleova kyselina.
rRNA = Ribosomalni RNA.

RT-PCR = Reverse transcription polymerase chain reaction (Polymeradzova fetézova
reakce s krokem reverzni transkripce). Metoda, kterd kombinuje reverzni transkripci a
PCR. Umoznuje provést PCR, kdyZ vstupni material je RNA.

SNP = Single nucleotide polymorphism (Jednonukleotidovy polymorfismus). Jeden z
typti molekularnich genetickych markert.

SSR/STR = Simple sequence repeats/simple tandem repeats, téz zvané jako
mikrosatelity. Jeden z typti molekularnich genetickych markera.

TAE = Pufracni roztok obsahujici Tris, kyselinu octovou a EDTA.
TBE = Pufracni roztok obsahujici Tris, kyselinu boritou a EDTA.

Taq = Thermus aquaticus. Druh bakterie, zkteré byla pivodné izolovana
termoresistentni polymeraza.

tRNA = Transferova RNA.

VNTR = Variable number tandem repeat. Skupina, do které spadaji i mikrosatelitové
markery.

Z-DNA = Levotoc¢iva forma DNA.



1 Uvod

V diivéjsich dobach se v Ceskych lesich zakladaly jehlicnaté monokultury,
slozené ptfedevsim ze smrku a borovice. Pfedev§im smrk ma lidskou spolecnosti cenéné
vlastnosti jako napiiklad pribézny a piimy kmen, nenarocnost na padu, rychly rist a
dobrou snasenlivost plantdznického stylu péstovani. Také jeho dievo je velmi kvalitni a
dobfe zpracovatelné. Diky tomu se zacala lesnickd praxe podfizovat potiebam této
dfeviny a doslo k vytlaceni vétSiny ptivodnich dfevin. Kviili péstovani na nevhodnych
stanovistich, kterd byla smrku wvnucena, doSlo ke kalamitnimu rozvoji chorob,
v poslednich letech pfedevsim devastujici kirovcové kalamity. V poslednich letech se
stale vice prosazuji principy pfirod¢ blizkého péstovani lesti, mezi které mimo jiné patii
péstovani stanovistné¢ puvodnich dfevin, které by nahradily lesy zdevastované

karovcovou kalamitou.

Jasan ztepily (Fraxinus excelsior) je opadavy strom z ¢eledi olivovnikovitych,
ktery je na tizemi Ceské republiky ptvodni. Jasan je rozsifen na velkém mnoZstvi
stanoviSt. Obzvlast¢ dilezity je na teplych a suchych stanovistich s vapencovym
podkladem a v lesich, pobliz fek a potokti, v€etné tvrdého luhu, kde naopak snési relativné
dlouhodobé zamokieni. Z tohoto diivodu se zacalo uvazovat o existenci riznych ekotypii.
V literature jsou nejcastéji vyliSeny tii ekotypy. Jde o vapencovy, luzni a horsky ekotyp.

Existence téchto ekotypli ovsem dosud nebyla ve studiich piesvédCiveé potvrzena

Zéasadnim problémem jasanu v poslednich letech je patogen Hymenoscyphus
fraxineus, ktery zplsobuje Uplny rozpad jasanovych porostl, coz kromé ztraty
biodiverzity a pfirozené druhové skladby zptisobuje i problémy technického razu, protoze
pobiezni vegetace vyznamné napomdhd zpeviiovani fiCnich bfehi. Kromé toho
je najasan vazéno velké mnozstvi dalSich druhli, prfedevSim bezobratlych a liSejnika,
a plosné vymirani jasanovych porostii muze zpusobit kaskddu, ktera povede k vymieni

téchto druha.

Podpora rezistentnich jedinct, pfipadné zakladani semennych sadi rouby,
pochazejicich z rezistentnich jedincii, by mohlo byt feseni, které by napomohlo vyiesit
problém s odumirdnim jasanu. Pfi téchto snahéch bude ovSem velmi dilezité zachovat
genetickou diverzitu, protoze je to klicovy faktor, ktery umoziluje rychlou a GspéSnou

adaptaci na nové hrozby, jakymi do budoucna budou klimaticka zména nebo napiiklad
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invazivni brouk 4. planipennis. Proto je dilezité provadét studie, zkoumajici genetickou
diverzitu a genetickou strukturu evropskych populaci. Kromé toho je nutné zjistit, zda
jsou vymezované ekotypy jasanu geneticky diferencovany. Pokud by se geneticka
podminénost jejich vymezeni prokézala, bylo by vhodné s tim v lesnické praxi pocitat a

pouzivat sadebni material na zaklad¢ ptislusnosti ke konkrétnimu ekotypu.
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2 Cile prace

Zakladnim cilem diplomové prace bylo popsat genetickou strukturu vybranych
subpopulaci jasanu ztepilého v Ceské republice. Z diivodu zaméfeni na piislusnost
k ekotyplim jasanu bylo cilem vybrat konkrétni subpopulace s ohledem na ptirodni

a geografické podminky, charakterizujici stanovisté daného ekotypu.

Zakladni cil Ize dale rozlozit na n¢€kolik dil¢ich cilti. Prvnim dil¢im cilem bylo
vypracovat podrobnou literdrni reSersi, jejiz stézejni Casti je zhodnoceni dosavadnich
poznatkt o genetické struktute evropskych populaci a problematiky ekotypt. Kromé toho
byly zpracovany zdkladni informace o jasanu ztepilém a Skodlivych ¢initelich, kterym
v soucasné dobé celi nebo bude v blizké budoucnosti ¢elit. Tato neméné dilezitd ¢ast
reSerSe uvadi Ctendie do kontextu a naléhavosti potfeby vyzkumu v oblasti genetiky.
Poslednimi kapitolami reSerSni ¢asti jsou zéklady molekularni biologie a laboratornich

metod, které jsou nutné pro pochopeni praktické ¢asti diplomové préce.

Vlastnim vyzkumnym cilem byla laboratorni analyza 180 vzorkl rostlinného
materidlu, odebranych z pfedem vytipovanych lokalit. Bylo odebrano dvacet vzorku
zkazdé zdeviti lokalit. Kazdy ekotyp reprezentovaly tii subpopulace, tedy tfetina
z celkovych deviti. Pro naplnéni tohoto cile byly na zaklad¢ rozboru literatury a nasledné

amplifikacni optimalizace vytvotfeny dvé multiplexové PCR reakce.

Zaroven je cilem navrhnout konkrétni opatieni do lesnické praxe, poptipadé

podpofit soucasné postupy pii managementu v porostech jasanu ztepilého.
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3 Literalni reSerse

3.1 Jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.)
3.1.1 Taxonomické zarazeni

Rod jasan (Fraxinus) spada do ¢eledi olivovnikovité (Oleaceae) (viz tab. 1), coz
jsou opadavé (vyjimecné stalezelené) dieviny a byliny. Do celedi spada piiblizné
500-600 druhii, vyskytujicich se pfevazné na severni polokouli, od tropii po mirné pasmo.
V Ceské republice se vyskytuji tii domaci druhy v ramci dvou roddt. Kromé jasanu

sejedna o ptaci zob (Ligustrum). Nejvyznamngjsi introdukované rody jsou Setfik

(Syringa) a zlatice (Forsythia), téZ nespravné nazyvana zlaty dést.

Na severni polokouli, v subtropickém a mirném péasmu, roste ptiblizné¢ 60-65
druhdi jasant. V Ceské republice jsou ptvodni dva druhy: jasan ztepily (Fraxinus
excelsior L.) a jasan uzkolisty (Fraxinus angustifolia Vahl). Jasan uzkolisty roste
v blizkosti fek a je dilezitou slozkou nivnich ekosystémut (Rozsypalek et al., 2017).
Krom¢ téchto dvou druhti jsou v Evropé€ ptivodni jasan zimnaft (Fraxinus ornus L.) ajasan
balkansky (Fraxinus pallisae Wilmott). Jasan zimnaf je strom niz§iho vzrlstu, vysoky
4-8 metra, ktery se vyskytuje v teplejSich oblastech, predev§im ve Stfedozemi, kde
se jedna o hospodarsky vyznamnou dievinu. Na druhou stranu je ptivodni i v teplejSich
oblastech Slovenska a v minulosti byl v Ceské republice vysazovéan. Jasan balkansky

se vzacné vyskytuje v jihovychodni Evropé, kde roste na stepich a lesostepich.

Tabulka 1: Taxonomické zafazeni jasanu ztepilého

Taxonomické zarazeni
Rise rostliny Plantae
Pod¥ise cévnaté rostliny Tracheobionta
Oddéleni krytosemenné Magnoliophyta
T¥ida vys$i dvoudé€lozné Rosopsida
Podtiida Asteridae
Rad hluchavkotvaré Lamiales
Celed’ olivovnikovité Oleaceae
Rod jasan Fraxinus
Druh jasan ztepily Fraxinus excelsior L.
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3.1.2 Fylogenetické sekce

V minulosti probéhlo nékolik studii, zkoumajici fylogenetickou ptibuznost
jednotlivych druhti jasanu. Jednou z novéjSich publikaci, ktera je v soucasnych pracich
obvykle citovana je Wallander (2008), kde je rod jasan rozd¢€len do Sesti fylogenetickych
sekci: Dipetalae, Fraxinus (F. excelsior, F. angustifolia), Melioides, Ornus (F. ornus),
Paucifloae a Sciandanthus. Fylogenetické rozdéleni zkoumajici relativni ptfibuznost
jednotlivych druhti se ukazuje jako vyznamny faktor urcujici nachylnost daného druhu
vuci patogenu. Druhy Fraxinus excelsior, Fraxinus nigra (americky druh jasanu)
a Fraxinus angustifolia, spadajici spolu s Fraxinus mandshurica (pivodni hostitel
patogenu H. fraxineus ve vychodni Asii) do sekce Fraxinus jsou vSechny nachylné vici
napadeni timto houbovym patogenem i pies to, ze se nachylnost jednotlivych druht
v ramci sekce liSila. Americky druh Fraxinus quadrangulata, ktery sice neni ¢lenem
sekce Fraxinus, ale je fylogeneticky relativné ptibuzny s touto sekci, je téz velmi
nachylny vici ndkaze H. fraxineus. Na druhé stran¢ spektra stoji sekce Ornus, do které
spada napiiklad asijsky druh Fraxinus chinensis nebo druh rostouci v Ceské republice
Fraxinus ornus. Druhy spadajici do této sekce vykazuji velmi silnou rezistenci vici
napadeni H. fraxineus a pti napadeni nejsou patrny téméf zadné symptomy. Na zdkladé
téchto zjisténi 1ze tedy konstatovat, ze pii introdukci patogenu do nového prostiedi jsou
nejvice ohrozeny druhy, které jsou nejvice piibuzné s puvodnim hostitelem (Nielsen
et al.,2017). Relativni rozdilnost v nadchylnosti jednotlivych druhti v rdmci sekce souvisi
s adaptaci daného druhu na konkrétni patogen. F. mandshurica je pivodnim hlavnim
hostitelem patogenu a je pravdépodobné, ze v dlouhodobém horizontu se projevil efekt
Cervené kralovny, ktery popisuje situaci, pfi které¢ je nutné k zachovani rovnovahy
ve vztahu hostitel-patogen srovnatelny evolu¢ni vyvin obou zastupcli v tomto vztahu
(Landolt et al., 2016). Diky tomu je F. mandshurica relativné rezistentni vic¢i patogenu,
ale pfibuzné druhy bez vyvinuté adaptace jsou velmi nachylné na plsobeni patogenu,
ktery se ovSem v pribéhu ¢asu adaptoval na podobny druh, ¢imz ziskdva konkuren¢ni

vyhodu.
3.1.3 Zakladni charakteristika druhu

Jasan ztepily je strom, ktery bézn¢ dorista 20-35 metrti, ale miize dosdhnout vysky
az 40 metrt. Bézna vycetni tloustka (di3) se pohybuje kolem jednoho metru, ov§em
nekteré stromy dosahuji tloustky az 1,5 metru, a v pralesich byly dokonce zaznamenany

kmeny s vy&etni tloustkou dva metry o objemu dvaceti m? (Utadni&ek ez al., 2014). Jasan
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ztepily se doziva stafi kolem 250 let. Kmen jasanu je zpravidla rovny. V mladi je vétveni
pravidelné a vstficné, vétve jsou relativné tlusté. Listy jsou lichozpetené, 3-7 jafmé a jsou
rozmistény pomérné fidce, pievazné jen na obvodu koruny. Koruna jako celek ptisobi
tedy fidce a mé podlouhle vejCity tvar. Listy se na podzim nebarvi a opadavaji zelené.
Kofenovy systém byva panohovy, jasan nejprve kofeni do stran po povrchu a az nasledné
do hloubky. Silnym prokofenénim vrchnich vrstev pldy znemozZiuje GspéSny nalet

ostatnich dievin (Utadnicek et al., 2014).

Jasan tvori nendpadnd hroznovitad kvétenstvi, kterd vyristaji kazdoro¢né v dubnu
jesté pred olisténim. Bezobalné kvéty mohou byt jak oboupohlavné, tak i jednopohlavné.
Z toho vyplyva, ze jedinec miZze mit v ur¢itém roce pirevahu prasnikovych kvéth
a v jiném roce pievahu pestikovych kvétt, proto plodnost jednotlivych jedinct v rozmezi
jednotlivych let velmi kolisa. Volné rostouci stromy zacinaji plodit ve dvaceti letech,
stromy rostouci v porostech o néco pozd¢ji, konkrétné v rozmezi 30-40 let. Fenologicky
jsou zajimavé fenologické formy, které rasi casné nebo naopak pozdné (Musil
a Mollerova, 2005). Plodem jsou 2-5,5 cm dlouhé, na bazi zaokrouhlené nazky, které
dozravaji na podzim a na strom¢ obvykle zlstavaji 1 pfes zimu. K oplozeni dochazi
za pomoci vétru — jednd se tedy o anemogamni druh. Kli¢ivost jasanu je vysoka a trva

2-3 roky.

Jasan v mladi dobie snasi velmi silny zéstin, a dokonce ho i do urcité miry
vyzaduje. Postupem let se tolerance zastinu snizuje, az se v dosp€losti stava plné
svétlomilnym a na zvySeny svételny pozitek reaguje rychlym ristem. Jasanu Skodi silné
mrazy, obzvlasté nebezpecné jsou pozdni mrazy, které mohou poskodit terminalni pupen,
¢imz dochazi k tvorbé vidlic, které jsou z hospodarského hlediska nezddouci. Zaroven
dochazi ke koSaténi a neprtibéznému ristu kmene, coz strom dale znehodnocuje. Jasan
1ze povazovat za indikator nejlepSich pad (Musil a Méllerova, 2005). Jeho optimum
je na hlubsich, Zivinami bohatych, Cerstvé vlhkych pudach. Preferuje pudy bohaté
na dusik. I ptes to, Ze snasi kratkodobé zaplavy, trvajici kolem dvou tydnt, tak nesnese

dlouhodob¢ stagnujici vodu. Zaroven nesnese zasolené a zraSelinéné ptdy.
3.1.4 Rozsireni

Jasan ztepily se vyskytuje téméf na celém tzemi Evropy a Castecné zasahuje
i1 do Blizkého vychodu, coz doklada obrazek 1, znazoriiujici areal rozSifeni jasanu

ztepilého. Aredl jasanu ztepilého pokryva nejvetsi cast plochy Evropy z celého rodu
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Fraxinus a moznd i proto se v anglictiné bézné nazyva European ash. Jedinymi staty
Evropy, kde se jasan nevyskytuje vilbec jsou ostrovni zemé Malta a Island
a z kontinentalni Evropy pouze Portugalsko (Enderle ef al., 2019). Nejseverngjsi ¢ast
arealu jasanu je v teplejSich oblastech Skandinavského poloostrova, kde zasahuje
azk 63 ° s. §., na vychodé pokryva velkou cCast evropské ¢asti Ruska, kde hranice
roziifeni vede po toku feky Volhy az k bfehim Cerného mote, a dokonce oblasti
kavkazka a poloostrova Mala Asie. Na jihu Evropy je vyskyt jasanu ztepilého omezeny,
protoze je zde nahrazovan teplomilnéjSim jasanem uzkolistym, ale i pies to se vyskytuje
v Recku, Italii a velmi omezené i Spanélsku. Na Britskych ostrovech se vyskytuje hojné
s vyjimkou Skotska, kde se vyskytuje spise vzacné (Musil a Méllerova, 2005; Utadnicek
etal.,2014).

Obrazek 1: Areal rozsifeni jasanu ztepilého (Caudullo ef al., 2017)

Jasan roste v Ceské republice roztrouseng, predevsim jako pfimés jinych listnaca,
od planarniho vegeta¢niho stupné po vrchovinny stupen submontanni, vyjimecné
montanni, ovSem horni ekologickd hranice vyskytu je 1000 m n. m. V Krkonosich
se vyskytuje nejvyse v 980 m n. m. a Bilych Karpatech v 960 m n. m. (Musil a Méllerova,
2005). V ramci Evropy se vyskytuje v jiznich pohotich az ve vysce 1400-1500 m n. m.
(Utadnigek et al., 2014).

V zemich, ve ktery je jasan zastoupen, se nejednd o vyznamné rozsifeny druh, a to
ani v porovnani s ostatnimi listnatymi dievinami. Nejvice je zastoupen jasan na Britskych

ostrovech, kde se jeho podil na celkové lesnatosti pohybuje od 4,5 % az po 12,7 %
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v zavislosti na lokalité (Enderle et al., 2019). V lesich kontinentalni Evropy je zastoupen
1-2 %, nejvice ve stfedni Evropé, odkud se smérem na sever a jih Evropy jeho zastoupeni
snizuje. Na severu z divodu prechodu temperatniho lesa na tajgu a na jihu je nahrazovan
teplomilngj$im jasanem uzkolistym. V Ceské republice byl v roce 2021 podil jasanu
na celkové lesnatosti 1,3 %, coz je vice nez udava rekonstruovana piirozena skladba
dfevin, podle které by byl v podminkach bez zasahu ¢loveka jasan zastoupen 0,6 %
(Ministerstvo zemédélstvi, 2022). Vyvoj podilu lesnich dfevin v prubéhu let je zobrazen
v tabulce 2. I pfes chiadnuti a odumirani jasanti se v obdobi mezi lety 2004-2014 zvysilo
zastoupeni jasanu o 0,2 % na 1,4 %, které nadéle ziistavalo konstantni a az v poslednich
letech se snizilo na 1,3 % (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2005, 2015, 2022). Zasoba mezi lety
1990 a 2010 se dokonce zdvojnasobila. Tento jev je zplisobem tim, Ze se jasan velmi
dobie S§ifi a pfed epidemii chiadnuti byl nékterymi autory dokonce povazovan
za expanzivni dfevinu, kterd by potencialné mohla zplisobovat problémy (Rozsypalek

etal.,2017).

Dlouhodobé stagnace zastoupeni jasanu, a dokonce sniZeni zastoupeni o 0,1 %
u dfeviny se silnym expanzivnim potencidlem dokazuje zavaznost problému s epidemii
chfadnuti a odumirani jasanu. Doporucené zastoupeni podle zpravy o stavu lesniho
hospodaistvi je 1,4 % (Ministerstvo zemédélstvi, 2022), coz je dvojnasobek oproti 0,7 %,
které¢ bylo uvadéno jesté v loniské zpravé o stavu lesniho hospodaistvi (Ministerstvo
zemédelstvi, 2021). ZvySeni doporuceného zastoupeni na 1,4 %, coz koresponduje
s dlouhodobym podilem jasanu v Ceskych lesich, Ize interpretovat jako doporuceni

k zachovani soucasnych jasanovych porostli a zamezeni jejich rozpadu.

Zasoba diivi vychazi ztreti faze néarodni inventarizace lesi (NIL 3), ktera
probihala v letech 2016-2020. Na zéklad¢ NIL 3 je podil jasanu na celkové zasobé diivi
(hroubi bez kiiry) je 1,4 %, konkrétn& 12,2 miliondi m*, coz odpovida 4,3 m*/ha. Celkova
zasoba je 0 0,2 % niz$i nez zasoba, zjisténa pii predchozi fazi narodni inventarizace lesti
(NIL 2), ktera probéhla v letech 2011-2014 a pfti které byl podil zasoby jasanti 1,6 %.
Jasan byl spolu se smrkem jedinou dfevinou, jejiz zdsoba mezi NIL 2 a NIL 3 snizila.
Podobného podilu dosdhl jasan v primérné vysi ro¢nich tézeb (1,3 %) a podilu

na celkovém bézném pftirtstu (1,2 %) (Ministerstvo zemédelstvi, 2022).
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Tabulka 2: Vyvoj zastoupeni dievin v Ceské republice. (* = méné nez 0,1 %, star§i data zaokrouhlena
na desetiny) (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2005, 2010, 2015, 2020, 2022)

Dievina Prirozené 2004 | 2009 | 2014 | 2019 | 2021
zastoupeni

Smrk 11,2 535 | 522 | 50,7 | 49,5 | 48,1

Borovice 3.4 174 [ 169 | 165 | 16,1 | 16,0
Jedle 19,8 09 | 10 1,1 127112
Buk 40,2 64 | 72 | 80 | 88 | 9,3
Dub 19,4 65 | 68 | 71 | 7.4 | 76
Mod¥in 0 3.8 1 39 | 39 | 38 [ 3,9
Biza 0,8 20 | 28 | 28 | 28 | 2.8
OlSe 0,6 151 16| 16| 1,71 17
Jasan 0,6 1,2 1,3 1.4 1.4 1,3
Javor 0,7 10 12114 157 16
Habr 1,6 1213113 13] 14
Lipa 0,8 0| 0 12 12
Jilm 0,3 o | ox | ox [ ox [ o*
Ostatni 0,6 1,7 1,8 1,9 1,9 2,1

3.1.5 Ekotypy

Jasan je rozSifen ve velkém rozpéti nadmoiskych vysek a roste na rtznych,
vzajemné velmi odliSnych stanovistich. Na jedné stran€ roste v luznich lesich a vykazuje
rezistenci vici pravidelnému zaplavovani, na strané druhé se vyskytuje na velmi suchych
stanoviStich na vapenci, kde dokaze pieckat i obdobi dlouhotrvajiciho sucha. Populace
rostouci v luzich se zaroven lisi fenotypové, napiiklad vlastnostmi dieva nebo stomatalni
vodivosti (mnozstvi vymény plynu a transpirace za jednotku casu) (Carlier ef al., 1992;
Dacasa Riidinger et al., 2008; Burianek, 2009). Z téchto ditvodt se zacaly vyliSovat razné
ekotypy a vznikly podle rtiznych autorti rizna déleni. Témito ekotypy jsou naptiklad luzni
(dale ¢lenény na luzni horsky a nizinny), vapencovy, chlumni, sutovy, skalni, mechovy,
vodni. Pfi bliz§im pohledu na tyto ekotypy je mozné si v§imnout, Ze hlavnim hlediskem
jejich vyliSeni je dostupnost vody, a stim souvisejici predpoklddand odolnost vici
zaplavam nebo naopak suchu. Proto se v prabéhu ¢asu ustalilo déleni na luzni ekotyp
a vapencovy ekotyp. Z diivodu velkého vyskového gradientu rozsifeni jasanu ztepilého

se obcas dale vyliSuje jeste¢ samostatny horsky ekotyp, pfipadné horsky a nizinny subtyp
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luzniho a sutového (vapencového) ekotypu. Luzni ekotyp se vyskytuje v tvrdém
a pfechodovém luhu, pfedevs§im podél tokt velkych fek v nizinach, kde doprovazi dub
letni a jilmy. Jedna se o pravidelné zaplavovana stanovisté s celoro¢nim dostatkem vlahy.
Vépencovy (sutovy ekotyp) se vyskytuje v pahorkatinach, pfedevsim na svazich s jizni
expozici, kde roste spolu s dubem zimnim, bukem a jetdbem biekem. Téz miize tvofit
lesostepni spolecenstva s teplomilnymi dievinami jako napfiklad dubem pyfitym.
Stanovisté trpi nedostatkem vlahy, ovSem témét vzdy jsou mimotadné bohaté na Ziviny.
V Cesku se jedna hlavné o Cesky a Moravsky kras. Horsky ekotyp roste v podhorskych
a horskych oblastech v pdsmu bucin, kde je dostatek zivin a celoro¢ni dostatek vlahy.
Hojn¢ se vyskytuje podél horskych potokd, kde doprovazi olS§i a na sutovych
pramenistich spolu s javorem klenem a jilmem horskym (Musil a Mollerova, 2005;

Burianek, 2009; Uitadnicek et al., 2014).

Fenologické odliSnosti u jasanl rostoucich vriznych podminkach lze
vypozorovat v ptirod¢ a jsou dokazany i experimentalné (napt. Carlier et al., 1992).
Ovsem dosud stale nebyla spolehlivé dokazand odliSnost na urovni genotypu, ktera by
vznikla selekénim tlakem a zapficinila by pifenos téchto znaki na novou generaci,
i v ptipadé, ze by rostla vjinych podminkéach. V priabéhu let vzniklo nékolik studii,
jejichz vysledky piimo odporuji existenci ekotypl. Leibundgut (1956) neobjevil
vyznamné rozdily mezi jasany, rostoucich v luznich polohéach s dostatkem podzemni
vody a jedinci na vapencovych ptdach s nedostatkem piidni vlahy. Dlouhodobé zkoumal
jasan F. Weiser, ktery provadél nejprve nadobové pokusy s generativnim potomstvem
z porostll nachazejicich se na luznich stanovistich a na suchych vapencovych stanovist
po dobu deseti let. Poté provedl srovnavaci vysadbu, kterou vyhodnotil po dalSich 10 a 33
letech. V téchto pokusech nebyla prokazana hypotéza, ze stromy, pochazejici z luznich
porostli jsou vice odolné proti zaplavovani a stromy, pochdzejici z vapencovych stanovist’
jsou odolngjsi viici suchu (Weiser, 1965, 1974, 1995). V neposledni tadé Dacasa
Riidinger et al. (2008) zkoumala vliv vodniho rezimu na genetickou strukturu populaci
v Némecku. Hypotéza, formulovana v této studii, pocita s tim, ze riizna mira zaplavovani
jasanovych porosti ma vliv na expresi genu, kddujici enzym alkohol dehydrogenazu
(ADH), ktery je nepostradatelnou slozkou systému vytvafeni energii v anaerobnich
podminkach (pomaha regenerovat NAD', diky ¢emuz mulze cyklus tvorby energie
z glukozy pokracovat). Diky tomuto mechanismu by méli mit teoreticky evolu¢ni vyhodu

jedinci, s vysokou expresi ADH, ¢imz by doslo k selekénimu tlaku, zvySujici frekvenci
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danych alel v populaci. Konkrétné byly zkoumany isozymy, vznikajici z lokusu ADH2,
ktery se jevil jako vhodny polymorfni kandidat. Ve studii byla objevena urcita geneticka
struktura, naznacujici specifika jednotlivych populaci, ale nebylo mozné prokazat
korelaci mezi vodnim rezimem lokality a frekvenci urcité alely. Vznik zjisténé genetické
struktury je pfisuzovan spise vlivu clovéka nebo hydrochorii. Vysledky této studie tedy
téz odporuji existenci ekotypti. Proto od ur€ité doby autofi piisuzuji schopnost jasanu rtst
na velkém mnozstvi vzajemné odlisnych stanovist jeho vysoké adaptibilité spiSe nez
zméné na urovni genomu, zpusobenou selek¢nim tlakem (Carlier ef al., 1992; Dacasa

Riidinger et al., 2008).
3.1.6 Geneticka diverzita

Zem¢ se nachazi v geochronologické period€ zvané kvartér, ktera zapocala pred
2.58 miliony let a trvd do dnes (Cohen, K.M., Harper, D.A.T., Gibbard, 2022). Pro tuto
periodu je typické stfidani chladnéjSich a susSich obdobi, zvanych glacidly a obdobi
s vy$8i primérnou rocni teplotou a vy$§im uhrnem srazek, které se nazyvaji interglacialy.
Poslednim glacialem byl Wiirmsky glacial, ktery odhadem skon¢il pied 10 000 — 12 000
lety. V soucasném obdobi se nachazime v obdobi holocénu, ktery vykazuje znamky
interglacidlu. Glacial je pro floru nepfiznivé obdobi, pfi kterém kromé nizkych teplot
a niz8iho uhrnu srazek se zvétSuje pevninsky ledovec, jehoZ rozloha zavisi na konkrétnim
obdobi, a ktery znemoznuje existenci vétSiny rostlinstva. V tomto obdobi se podminky
pro druhy temperatniho lesa stavaji ¢im dal vice neptiznivé a stahuji se do klimaticky
nejpiiznivéjsich oblasti, zvanych refugia (Bennett et al., 1991; Tzedakis et al., 2013).
Vymezeni refugii temperatniho lesa je obtizné a metody, které se k tomu pouzivaji jsou
naptiklad analyzy pylu (obr. 2) nebo chloroplastové cpDNA. Védecka komunita
se shoduje na vyskytu refugii v jiznich poloostrovech, konkrétné¢ Pyrenejského,
Apeninského a Balkanského poloostrova a pravdépodobné i v podhtiti Alp, coz je patrné
z obrazku 2 (Heuertz, Fineschi, et al., 2004; Tzedakis et al., 2013). Byla uvazovéana
existence refugia v severni, piipadné severovychodni Evropé, v okoli Cerného mote
a dokonce 1 na Morave, ale tato refugia nebyla spolehlivé potvrzena (Heuertz, Hausman,
et al., 2004; Tzedakis et al., 2013). Uvolnény prostor po temperatnim lese v severnéjSich
oblastech Evropy, kde nebyl rozsifen kontinentalni ledovec, byl kolonizovan borealnim
lesem, sestdvajicim se pfedevSim z jehli¢natych dfevin a nckterych listnatych dievin
(naptiklad btizou) (Willis a Van Andel, 2004). V jednotlivych refugiich dochazelo

k tvorbé geneticky homogennich populaci, které byly vzajemné velmi odlisné (Kremer
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et al., 2002). Pii oteplovani klimatu, ke konci Wiirmeského glacidlu zacalo dochazet
k rekolonizaci ptivodnich severnich ¢ésti arealt druhti temperatniho lesa, mezi které patii

jasan (Hewitt, 1999).
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Obrazek 2: Rekonstrukce vyskytu dievin v pozdnim pleniglacialu v Evropé. Bile je naznacen maximalni
vyskyt kontinentalniho ledovce. Borealni zakrslé dieviny: Betula nana, Salix; Borealni/horské jehli¢nany:
Picea, Larix; Borealni/horské jehlinany + listnace: Betula, Populus, Salix, Alnus, Pinus, Juniperis;
Temperatni les: Quercus, Ulmus, Corylus, Tilia, Fraxinus, Vitis, Carpinus betulus, Ostrya, Castanea,
Fagus, Abies, Cedrus a Alnus; Tvrdolisté lesy mediteranu: Olea, Phillyrea, Pistacia (upraveno podle:
Tzedakis et al., 2013)
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Jasan je druh, u kterého snadno dochazi k outbreedingu, tedy kiiZeni s jedinci,
ktefi jsou geneticky vzdaleni, ¢imz dochdzi ke zménam v genetické struktute populaci.
Na druhou stranu, stejné jako u ostatnich stromovych druhti mé jasan dlouhy zivotni
cyklus, coz ma za nasledek malé mnozstvi generaci za jednotku cCasu, a proto je geneticka
struktura jasanu stale velmi ovlivnéna jeho Sifenim z glacidlnich refugii (Heuertz,
Hausman, et al., 2004; Enderle et al., 2019). V prabehu let prob&hlo nékolik studit, jejichz
cilem bylo zmapovani genetické struktury jasanu ztepilého v ramci celé Evropy. Byly
pouzity metody, vyuzivajici pfredev§im mikrosatelitové markery jaderné nDNA (Heuertz,
Hausman, et al., 2004; Ferrazzini et al., 2007; Beatty et al., 2015) a chloroplastové
cpDNA (Heuertz, Fineschi, et al., 2004; Fussi a Konnert, 2014; Tollefsrud et al., 2016)
a RAPD (nahodné amplifikace polymorfni DNA) (Nowakowska et al., 2004; Plitira et al.,
2005). Na zaklad¢ vyzkumi Ize rozlisit v Evropé dvé genetické skupiny jasanu. Prvni
skupinou jsou populace, nachédzejici se ve stiedni a zapadni kontinentalni Evropé a na
Britskych ostrovech. Diky velké vzdalenosti od refugii a nedostate¢nym geografickym
piekazkam zde dochézelo k intenzivnimu toku genti, ¢imz vznikly populace s vysokou
intrapopulacni diverzitou, ale velmi nizkou diferenciaci mezi jednotlivymi populacemi
(Heuertz, Hausman, et al., 2004; Nowakowska et al., 2004; Hebel et al., 2006; Beatty
etal., 2015). Ve studii Plitra et al. (2005) byla popsana snizujici se intrapopulacni
genetickd diverzita smérem od zdpadu na vychod Litvy, coz podporuje Sifeni jasanu
smérem na severovychod zjiznich refugii. Typickym znakem této skupiny populaci
je vysoky pozitivni koeficient inbreedingu (Hebel et al., 2006; Ferrazzini et al., 2007;
Fussi a Konnert, 2014), ktery je ovSem podle n€kterych autori u jasanu nadhodnocen
kvili vysokému podilu nulovych alel (Tollefsrud et al., 2016). Druhou skupinou jsou
populace, nachézejici se v jihovychodni Evropé¢ na Balkanském poloostrové
a ve Skandinavii. Tyto populace maji velmi omezenou genetickou diverzitu v ramci
populace, ale velkou genetickou diferenciaci mezi jednotlivymi populacemi, ¢imz
dochdzi ke vzniku riznorodych demi (skupiny jedincii s jednotnym genofondem),
na rozdil od prvni skupiny, kde se da vyliSit viceméné jenom jeden dem (obr. 3) (Heuertz,
Hausman, et al., 2004; Tollefsrud et al., 2016). Pro jihovychodni ¢ast Evropy to mize byt
vysvétleno existenci dvou hlavnich refugii na zapadé¢ a vychodé Balkanského
poloostrova, kdy méli autochtonni porosty diky adaptaci na lokdlni podminky
konkurencni vyhodu, coz omezilo tok genti mezi populacemi z riznych refugii. Druhym
vysvétlenim mutize byt geografickd Clenitost izemi (Heuertz, Hausman, et al., 2004).

Do Skandinavie se rozsifil jasan pravdépodobné jedinou migra¢ni cestou z Balkénu, coz
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dokladd velmi podobna genetickd struktura, kterou je mozné nalézt u populaci
z jihovychodni Evropy, predev§$im vyskyt podobnych alel SSR markert cpDNA
(Tollefsrud et al., 2016). Rozmezi téchto dvou skupin lze nalézt naptiklad v Bosné
a Hercegoviné, kde v zapadni casti zemé byly populace s charakteristikami
sttedoevropské skupiny a v jihovychodni ¢asti zemé byla geneticka struktura ovlivnéna

Balkanskymi, siln€ diferenciovanymi skupinami (Ballian et al., 2008).

Pti studiu markert cpDNA byla objevena odliSna geneticka struktura evropskych
populaci nez u nDNA. Na cpDNA, predevsim u Celedi olivovnikovité, probihaji mutace
v relativné malé mite (Besnard et al., 2002). Diverzita alel u cpDNA odrdzi spise
piislusnost jednotlivych alel k danym refugiim, coz zpusobuje nizkou genetickou
diverzitu a vysokou diferenciaci mezi jednotlivymi populaci, pochdzejicich z riznych
refugii. Zajimavosti je uniformita jihovychodnich a Skandinavskych populaci, u kterych
byl objeven viceméné pouze jeden haplotyp, coz nekoresponduje s vysledky studie

nDNA (Heuertz, Fineschi, et al., 2004; Tollefsrud et al., 2016).
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Obrazek 3: Geneticka struktura jasanu v Evrop¢ na zéklad¢ analyzy nDNA. Na obrazku jsou zobrazeny
jednotlivé demy. Ve stfedni a zapadni Evropé existuje viceméné pouze jeden dem, a naopak na jihovychodé
Evropy a ve Skandinavii se vyskytuje velké mnozstvi riiznych demt (Heuertz, Hausman, et al., 2004)
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3.1.7 Soucasné hrozby

Existuje velké mnozstvi patogenti a skiidcl, napadajici lesni dieviny. Jasan
je naptiklad napadan fytoftorou (Phytophthora spp.), padlim jasanovym (Phyllanctinia
fraxini), rezavcem Stétinatym (Inonotus hispidus), lykohubem zrnitym (Hylesinus
crenatus) nebo lykohubem jasanovym (Hylesinus fraxini) (Gregorova et al., 2006).
Zadny z téchto patogentl nezpiisobuje velkoploné kalamity a nepfedstavuji vyznamné
riziko pro celkovy zdravotni stav jasanovych porostl. Proto jasanové porosty
az do devadesatych let minulého stoleti prosperovaly, a dokonce se jasan povazoval
za expanzivni druh (Rozsypélek et al., 2017). Vroce 1992 bylo v Polsku a Litvé
pozorovano velkoplosné chiadnuti a odumirani jasanii (Queloz et al., 2011) a v roce 2001
bylo poprvé identifikovdno anamorfni stddium patogenu, zpusobujici chiadnuti
a odumirani jasanu (Kowalski, 2001), pozdéji pojmenovano Chalara fraxinea (Kowalski,
2006). Jako teleomorfni stddium patogenu byl v nésledujicich letech oznacen
Hymenoscyphus albidus, coz je saprofyticky druh, ktery se minimdlné¢ od roku 1850
bézné¢ vyskytuje na opadu jasanu a ktery se nikdy neprojevoval jako patogen, ktery
by snizoval vitalitu stromt (Kowalski a Holdenrieder, 2009). Proto byly provedeny
molekularni analyzy vzorkt ze strom, projevujici symptomy chiadnuti. Ty objevily dva
morfologicky nerozeznatelné druhy, které se pouze liSily drobnymi rozdily na tGrovni
molekuladrni biologie a virulenci vic¢i jasanu. Jeden druh byl urCen jako saprofyt
H. albidus a druhy, vice virulentni druh byl pojmenovéan H. pseudoalbidus (Queloz et al.,
2011). Pozd¢ji bylo zjiSténo, Ze stejny patogen se vyskytuje v Asii, kde se jednd
o saprofyticky druh, napadajici jasan mandzusky (Fraxinus mandshurica) nebo jasan
¢insky (Fraxinus chinensis) a nazyva se zde Lambertella albida (Zhao et al., 2013).
Do Evropy se pravdépodobné zavlekl se sadebnim materidlem nebo vyrobky ze dieva,
coz je u invazivnich patogent bézné. Z diivodu rozhodnuti mezinarodniho botanického
kongresu IBC, ohledné¢ opusténi od unikdtniho pojmenovavani anamorfniho
a teleomorfniho stddia jednoho druhu, byl stanoven jednotny nézev pro druh, zpiisobujici
chfadnuti a odumirani jasanu v Evropé€ jako Hymenoscyphus fraxineus a ptiivodni nazev
Hymenoscyphus pseudoalbidus je povazovan za synonymum. V CeStiné se zazilo
pojmenovani voskovicka jasanova. Ze svého epicentra se S$ifi ndkaza kocentricky
pramérnou rychlosti 30-70 km za rok, coz je bézné u druhii, které se Siii vétrem
(Mckinney et al., 2014; Berja et al., 2017; Queloz et al., 2017). Zplsob Sifeni je ovSem

ovlivnén i clovékem, predevsim pievazenim sazenic a obchodem se sadebnim materidlem
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(Drenkhan et al., 2017; Enderle et al., 2017). V Ceské republice byl poprvé potvrzen
vyskyt H. fraxineus v roce 2007, ov§em chiadnuti jasanu bylo pozorovéno jiz od zacatku
tisicileti, a zaroven byla ndkaza potvrzena i na herbafovych polozkach zroku 2002.
V dnesni dobé se jiz H. fraxineus vyskytuje po celé Ceské republice, nejvétsi poskozeni
je pozorovéano v severovychodni Casti republiky a klesd smérem na jihozapad, coz
podporuje Sifeni z epicentra v Polsku a Litvé (Jankovsky a Holdenrieder, 2009;

Rozsypalek et al., 2017).

Obrézek 4: Chtadnouci jasany s patrnou defoliaci korun
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Zivotni cyklus Hymenoscyphus fraxineus je popsany na obrazku 5. Patogen se §ifi
vyhradné askosporami, coz jsou pohlavni spory, které jsou v 1ét¢ unaSeny vétrem
a dopadaji na listy jasanu ztepilého. Sifeni pomoci nepohlavnich spor (konidii), coz
jebézné u podobnych druhti, nebylo dosud prokdzano. OvSem piedpokladd se,
ze disponuji urcéitou funkci. Nekteré studie naptiklad predpokladaji, ze slouzi jako
spermatie (sam¢i rozmnozovaci buiiky), ¢imz zajiStuji rozmnozovani mezi riznymi
kmeny a napomahaji Gspésné invazi na nova uzemi (Gross et al., 2012). Po dosednuti
askospor na list, zacinaji spory kli¢it a patogen progresivné proriista listem a zptisobuje
nekrozu jeho pletiv. Na podzim napadené listy opadaji a patogen pieziva v opadance
do 1éta ptistiho roku (Downie, 2017). Nasledn¢ se na fapicich objevuji apothecia, coz jsou
belavé miskovité plodnicky (Wey et al., 2016). Z dospé€lych apothecii se za pomoci vétru
do okoli $ifi velké mnozstvi askospor, kterych miize byt az 100 000 na metr krychlovy
vzduchu (Chandelier et al., 2014). Askospory dopadaji na zdravé listy a cyklus

se opakuje.

Obrazek 5: Zivotni cyklus H. fraxineus. A) Askospory, dopadajici v 1ét& na listy jasanu, vytvafeji postupné
nekrotické 1éze. B). Mycelium hub se postupné §ifi po fapicich. C) Mycelium se mize dostat az do dfevnich
¢asti stromu a mize zamezit vyméné zivin mezi listy a zbytkem stromu. D) Listy opadaji pfevazné na
podzim a vytvafi se na nich zarodky plodnic, E) které jsou zvétseny pomoci mikroskopu. F) Z nich se
postupné stanou zralé plodnice, které vypoustéji do vzduchu askospory, ¢imz se uzavira cyklus (Downie,
2017)
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Narozdil od ptibuzného druhu H. albidus, H. fraxineus se $iti listem velmi rychle, a proto
se mize mycelium houby dostat pies listovou stopu do dievnich pletiv (vyhony a vétve),
ve kterych v podzimnich a zimnich mésicich vznikaji nekrdzy, které zamezuji rozvadéni
zivin vramci stromu. To postupné vede k fidnuti korun (obrazek 4) a postupnému
odumirani stromu v pribéhu let v disledku vycerpani. Na postupujici ndkazu strom
nejcastéji reaguje tvorbou preventivnich vyhont, tzv. viki, typickych pro své shlukovité
olisténi, které paradoxn¢ mohou urychlit odumieni stromu v diisledku usnadnéni ptistupu

patogenu do dievnich pletiv (Havrdova et al., 2013).

Hymenoscyphus fraxineus je schopny zpusobit odumfeni jedince pouze svym
pusobenim. OvSem nékteré studie naznacuji, ze role H. fraxineus je spi$ jako prvotni
patogen, oslabujici vitalitu stromu. Oslabeny strom nésledné napadnou sekundarni
patogeny, jako napft. vaclavky Armillaria gallica a A. cepistipes nebo lesklokorka ploska
(Ganoderma applanatum). Sekundarni patogeny zpusobuji rozvinuti dalSich nekroz,
odumfeni celého stromu (Skovsgaard et al., 2010; Lenz et al., 2016; Enderle et al., 2019;
Madsen et al., 2021). Patogen se miize S§ifit i do semen, kam se dostava pifimo
askosporami nebo proristdnim mycelia z napadenych vyhont (Cleary et al., 2013).
Odumiranim jsou nejvice postizeny mladé porosty do dvaceti let véku, u kterych nédkaza
postupuje velmi rychle a mortalita se blizi 100 % (Madsen et al., 2021). To zpisobuje
problémy pii obnové porostii (Cerny, 2011). Dale byla prokazanad souvislost mezi
nadmoiskou vySkou a zavaznosti symptomu, kterd se stoupajici nadmoiskou vyskou
klesa a u porost, rostoucich nad 600 m n. m. 1ze vypozorovat vyznamné snizeni plisobeni
patogenu (Havrdova et al., 2016). Stromy, rostouci v zapoji v lese jsou méné ohrozeny
nez solitérni stromy (Heinze et al., 2017), coz muze souviset s vyssi vlhkosti, kterd se drzi
v zapojeném porostu (Enderle et al., 2019). Na druhou stranu se v nckterych studii
prokéazalo, Ze suché a teplé mikroklima je nepfiznivé pro rozvoj nakazy, coz
by znamenalo, Ze globalni zména by mohlo zmirnit pisobeni ndkazy (Grosdidier et al.,

2018).

V minulosti byly zkouSeny aktivni opatieni proti Sifeni patogenu jako naptiklad
tézba napadenych jedinct, likvidace infikovanych listh a vétvi nebo brzké vychovné
zésahy, ale o jejich ucinnosti nékteti autofi spiSe pochybuji (Havrdova et al., 2013;
Mckinney et al., 2014; Skovsgaard et al., 2017). Jednim z mala u¢innych aktivnich

opatfeni je regulace importu sadebniho materialu (Enderle et al., 2019). V porostech
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napii¢ Evropou se objevuji jedinci, ktefi nejevi znamky ndkazy i ptes silny infekéni tlak
ve svém okoli. Tito jedinci se vyskytuji v riznych podminkdch a na riznych stanovistich,
a proto se Ize domnivat, ze je geneticky podminéna na individuélni urovni (Havrdova
etal., 2016; Downie, 2017; Enderle et al., 2019). Proto se zda byt vyhledavani
rezistentnich a tolerantnich jedinci a celkové zkoumdani genetické diverzity
s odumiranim jasanu. Navic evropské populace H. fraxineus jsou geneticky velmi
homogenni, s velmi nizkou diverzitou. Nékteré studie dokonce naznacuji, ze cely
genofond evropskych populaci je tvofen z genomu pitvodnich dvou haploidnich jedinct,
coz zpusobuje velmi silny efekt zakladatele (McMullan et al., 2018). Zaroven se zda,
ze se geneticka struktura populaci v Evropé pfili§ neméni, jelikoz neexistuje témet zadna
diferenciace mezi populacemi, v ptivodnim epicentru nakazy a na novych lokalitach
(Enderle et al., 2019), coz naznaCuje ze nedochazi k vyrazné adaptaci patogenu.

To podporuje smysluplnost geneticky a Slechtitelsky zaméfeného sméru vyzkumu.

Nejsnaz§i metodou identifikace dlouhodobé rezistentnich jedinct je jejich
dlouhodoby monitoring v terénu, pii kterém je posuzovano procentudlni fidnuti korun
(Menkis et al., 2020). Alternativn¢ probéhly vyzkumy, které na zéklad¢ sekvenace
genomu jednotlivych jedincti objevily SNP markery, které¢ korelovaly s mirou rezistence
jednotlivych stromt vii¢i ndkaze. Pii pouziti nejspolehlivéjSich markert byly vytvoreny
modely, schopné predikce nachylnosti stromu vii€i ndkaze s vysokou ptesnosti (Sollars
et al., 2017; Stocks et al., 2019). Mechanismus tvorby rezistence nebyl dosud spolehliveé
prokéazan. Nékteré studie naznacuji, zZe rezistence souvisi s fenotypovymi znaky, jakym
je naptiklad doba opadu listu. Pii brzkém opadu listu se totiz nestihne patogen dostat
do vétvi a vyhont, coz zamezi tvorbu nekroz ve dievé (McKinney et al., 2011). Jiné
studie naznacuji spiSe biochemicky charakter rezistence. Za pomoci metod
transkriptomiky (zkouméni gend, které jsou aktivné piepisovany do mRNA) byla
pozorovana zvySena exprese genl, kodujicich proteiny a enzymy, které se podili
na regulaci koncentrace sekundarnich metaboliti. Témito metabolity jsou napiiklad
iridoid glykosidy, coz jsou latky, vyskytujici se u celedi Oleaceae, které¢ se podileji
na obran¢ rostlin proti herbivorim, ale na druhou stranu i podporuji rGst hub. Proto
u jedinct s niz$i koncentraci iridoid glykosidi dochazi k vétsi rezistenci vuci H. fraxineus
(Sollars et al., 2017). Biochemicky charakter rezistence naznacuje i1 studie Sollars

a Buggs (2018), ktera zkoumala metylaci DNA, coZ je mechanismus, ktery naptiklad
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ovliviiuje expresi nékterych gend. V této studii byla objevena zvysSend exprese gent,
kodujicich proteiny a enzymy snizujici osmoticky stres bun¢k a tvorbu glykosidickych

vazeb, coz souvisi ptimo s koncentraci iridoid glykosida.

Dalsim potencialnim rizikem pro jasan ztepily je brouk z Celedi Buprestidae —
Agrilus planipennis. Tento druh je ptivodni v severovychodni Asii, kde napadé predevsim
mistni druhy jasanu a vyjimec¢né i ostatni druhy jako naptiklad ofesédky nebo jilmy (Liu
etal.,2003). A. planipennis je vétSinu svého zZivota schovan pod kiirou stromu. Z vaji¢ek
(obr. 6 a), nakladenych v ktife hostitelského stromu se lihnou larvy (obr. 6 b), které
prochdzi Ctyfmi instary a Zivi se primarné na lyku a kambiu, ¢imz vytvéieji typicky
pozerek ve tvaru pismene S (obr. 6 e) a pfed zimou si vytvéieji ve dievé komulrky pro
piezimovani ve formé plné vyvinutych larev nebo kukel. OvSem pii velkém mnozstvi
larev zkonzumuji larvy po urcité dob¢ veskeré 1yko 1 kambium a zaCinaji se zivit na dieve
uz drivejsSich vyvojovych fazich, ¢imz snizuji jeho hodnotu. Strom opousteji pouze
dospélci (obr. 6 ¢), kteti provadeji izivny zir na listech hostitelského stromu, po jednom
tydnu se dovyvine rozmnoZzovaci organy a zacina rozmnozovani (Wang et al., 2010).
Diivodem k obavdm je jeho invazivni potencidl a vysokd mortalita stromt, kterou
zpusobuje. V roce 2002 byl poprvé potvrzen jeho vyskyt v severni Americe a od té doby
byl zaznamenan v 38 statech USA a tfech provinciich Kanady (Emerald Ash Borer
Network, ©2023). V roce 2003 byl poprvé zaznamenan v Evrop¢, konkrétné Moskveé
a od t¢ doby se rozsifil minimalné do jedenacti oblasti evropské Casti Ruské federace
(Orlova-Bienkowskaja, 2014). Pii soucasné rychlosti jeho Sifeni je pravdépodobné,
ze v nasledujicich desetiletich se rozsifi do stiedni a zapadni Evropy, kde spolu
s patogenem Hymenoscyphus fraxineus zpusobi rozpad celych porostl (Valenta et al.,
2017). I kdyz se zda, Ze rychlost odumirdni jasani ovliviluje stanovisté, tak pii
vyzkumech v americkych statech Ohio a Michigan, nachazejicich se pobliz epicentra
Siteni A. planipennis, bylo zjisténo, ze bez ohledu na stanovist¢ dosdhla mortalita po Sesti
letech 99 %. Zaroven se na téchto plochach nachazelo nepatrné nebo zadné zmlazeni
(Knight et al., 2013; Klooster et al., 2014). Odumirani zptasobuje pteruSeni distribuce
zivin ve strom¢, ¢imz dochazi k postupnému chiadnuti jedince az dojde k uplnému
odumfeni (Wang et al., 2010). Prevence je nejsiln€j$i néstroj, a proto je potieba zamezit
jeho zavleceni do kontinentdlni Evropy, naptiklad kontrolou pfevazené¢ho sadebniho

materidlu nebo difevénych vyrobkil. Zaroven je nutné vyuzit poznatky z Ruska a severni
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Ameriky, abychom byli pfipraveni s nim efektivné bojovat pfi netspéSné prevenci

(Valenta et al., 2017).

Obrazek 6: a) vajicka, b) larva, ¢) dospélec, d) typicky zavrt ve tvaru D, e) pozerek, f) odumielé stromy po
napadeni 4. planipennis (Valenta et al., 2017)

3.1.8 Enviromentalni funkce a vyuziti v prumyslu a sadovnictvi

Jasan je odolny vii¢i bofivému vétru, a proto se Casto pouziva jako vétrolam.
Kromeé toho je vhodny do méstské zastavby, aleji a parkl. V téchto oblastech je dokonce
ttetim nejvice zastoupenym stromem po javorech a lipé (Rozsypalek et al., 2017). Jasan
je vyznamnym clankem lesa, rostouciho pobliz vodnich tokd, kde plni vyznamnou
vodohospodarskou funkci. Jiz v 15 letech ma velmi rozvinuty kofenovy systém
a je schopny zpevnovat a stabilizovat biehy fek a jinych vodnich tokd. Kromé toho
dokaze ve vegetacni sezoné vytranspirovat az 200 litrii vody denné, ¢imz vykondva
vyznamnou desuk¢ni funkei. Tyto vlastnosti zpusobuji, Ze je jasan povazovan jako
vhodna melioraéné zpeviiujici dfevina (Simicek, 1999). Mimo to je cenén v lesnictvi,
jelikoz produkuje velmi kvalitni opad, ¢imz zkvalitiiuje ptidu ve svém okoli, a také diky
své robustnosti, toleranci vici suchu, rychlému ristu a velké vymladnosti (Enderle et al.,

2019).
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Jasanové dievo je cenéno diky své tvrdosti, pruznosti a houzevnatosti a povazuje
se za velmi kvalitni materidl. Jedna z jeho vyhod je, Ze se d4 vybrousit do témét hladkého
povrchu, coz je vyhodna vlastnost pro nabytkarstvi a stavebnictvi. Dfevo ma velké vyuziti
a pouziva se naptiklad na vyrobu nabytku, dyh, hudebnich nastrojti, sportovnich pomtcek
a nécini (rakety, luky, lyZe nebo palky), nasad, topirek, podlahovych krytin a schodu
(Rozsypalek et al., 2017). Obzvlasté cenéno je dievo s vlnitymi letokruhy a tzv. ockovité
dievo (Ufadniek et al., 2014). Jasanové dievo je soucasti lidovych tradic, kdy
se naptiklad vyuziva v lidovém truhlafstvi (Rozsypalek et al., 2017) nebo v irském
narodnich sportu hurling nebo jeho varianté¢ pro zeny camogie, kde se vyuziva palka
vyhradné z jasanového dieva, zvana hurl, kterd je zndzornéna na obrazku 7 (McCracken

etal.,2017).

V sadovnictvi se vyuziva velké mnozstvi kultivarti. Ptiklady jsou kultivary
Diversifolia (jednolisty jasan), Pendula (smute¢ni jasan) nebo Nana, ktery se vyuziva
ve stromotadi méstskych a priméstskych lesti (Musil a Méllerova, 2005; Utadniéek et al.,

2014).

Obrazek 7: Jasanova palka hurl (Heritage Hurleys, 2009)
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3.2 Molekularni biologie

3.2.1 Nukleové kyseliny

Pro uchovani a pienos genetické informace musi byt dand molekula velmi stabilni,
aby prenaSend informace ziistala mezi velkym poctem generaci téméf nezménéna, ale
zdaroven nesmi byt stabilni natolik, aby neumoznila pfirozenou selekci v reakci
na podminky prostiedi. Zaroven musi byt variabilni, aby byla schopna kodovat jedinecny
znak. Molekuly, které spliuji tyto pozadavky se nazyvaji nukleové kyseliny, konkrétné
pfedevsim deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonukleové kyselina (RNA) (Eriksson
et al., 2006). Nukleové kyseliny jsou biopolymery, skladajici se z velkého rozpéti
(od desitek az po miliony) jednodussSich latek, tzv. nukleotidi. Nukleosid se sklada
z molekuly cukru pentdézy a dusikaté baze a fosforylaci (pfidanim jednoho nebo vice
zbytki kyseliny fosfore¢né) vznika z nukleosidu nukleotid. Existuje n¢kolik typi DNA
a RNA. Nejvyznamngjsi typy RNA jsou mRNA (medidtorovd), tRNA (transferova)
a rRNA (ribosomalni), které se d¢li pfedevsim podle funkce v zivém organismu. DNA se
déli predevsim podle svého umisténi v buiice na jadernou DNA (nDNA) a DNA semi-

autonomnich organel: chloroplastovou cpDNA a mitochondrialni mtDNA.

Struktura nukleovych kyselin se d4 popsat na nckolika urovnich. Primarni
struktura je linearni usporadani nukleotidi v ramci celé molekuly nukleové kyseliny.
Obvykle se schematicky znazornuje jako fada pismen, odpovidajicich jednotlivym
dusikatym basim a konvencné se zapisuje od 5" konce do 3" konce. Variabilita na tirovni
dusikatych bazi je zdkladem kodovani jednotlivych gent. Sekundarni struktura popisuje
geometrické uspotradani nukleotidovych fetézcli. RNA tvofi spise kratké jednovldknové
pseudouzly nebo vlasenky (Staple a Butcher, 2005). DNA je typickd dvousroubovici.
Nejbéznéji se v pfirodé vyskytuje pravotociva dvousroubovice B-DNA, kterd
je znazornéna na obrazku 8. Existuji ovSem 1 jiné typy dvouSroubovice jako napiiklad
A-DNA nebo levotociva Z-DNA, vyjime¢né mize vzniknout i hybridni vldkno DNA-
RNA (Shaw a Arya, 2008). Retézce nukleovych jsou spojeny vodikovymi mistky.
Tercialni struktura popisuje prostorové usporaddni molekuly nukleové kyseliny. U DNA
dochazi bézné k nadSroubovicovému vinuti (supercoilingu), pii némz dochazi
ke Sroubovitému staceni jiz existujici dvousroubovice, ¢imz vznika nadSroubovice
(superhelix). Nadsroubovicové vinuti miize probihat ve sméru staceni dvousroubovice,

kdy se nazyva pozitivni vinuti nebo proti sméru stdc¢eni dvousroubovice (negativni vinuti)
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(Gilbert a Allan, 2014). Chromatin nebo ribozomy jsou typické ptiklady kvartérnich
struktur DNA. Kvartérni struktura DNA vznika pfi interakci DNA s jinou molekulou
DNA nebo molekulami jinych latek (naptiklad proteiny), ¢imZ vznikaji funkcni utvary.

Vo v

Obrazek 8: B-DNA, typ pravotocivé dvousroubovice, kterd je v pfirode nejbéznéjsi (White et al., 2007)

Nukleova kyselina, v niz je zakdédovana informace pro tvorbu urcitého peptidu,
proteinu nebo funkéni RNA (napiiklad tRNA) se nazyva kodujici DNA, poptipadé RNA.
Existuji ovSem i nekddujici oblasti nukleové kyseliny, kontroverzné nazyvany ,,junk
DNA nebo RNA* (Gregory, 2005), jejichz funkce je naptiklad regulace genové exprese
(Carroll et al., 2008). Priklady nekodujici DNA jsou napiiklad introny (nekodujici oblasti
genu), pseudogeny (geny, které ztratily schopnost genové exprese) nebo obzvlaste
vyznamna satelitova DNA a jeji dv€ podskupiny minisatelity a mikrosatelity. Satelitova
DNA se sklada z tandemovych repetitivnich sekvenci a diky jejich vysoké variabilité
v poctu tandemovych repeticich se pouziva k identifikaci jedinci nebo v genetickych
populacnich studiich (Eriksson et al, 2006). Pomér kodujicich a nekoédujicich

nukleovych kyselin se u riznych organismu lisi.
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3.2.2 Genetické markery

Geneticky marker je néstroj, ktery se pouziva k identifikaci jedince, vétSinou
na zaklad¢ wvariability konkrétniho znaku, produkti genové exprese nebo samotné
variability na urovni sekvence DNA (Encyklopedia Britannica, 2018). Pouzitim
genetického markeru Ize zjistit genetickou piibuznost s ostatnimi zkoumanymi jedinci.
Toho se vyuziva napiiklad u studii populaci, ke zjiSténi genetické diverzity na Grovni
populaci, ale 1 k posouzeni miry odliSnosti mezi jednotlivymi populacemi. Existuji rtizné
typy markerd, fungujici na odliSnych principech a kazdy typ markeru ma své vyhody
i nevyhody. Idedlnimi vlastnostmi markeru je kodominance, coz je schopnost odhalit
heterozygoty a vysokda mira polymorfismu, diky které lze ziskat lepSi informace
o struktuie populaci. Metody, pouzivané k analyze genetickych markerti by mély byt
levné a jednoduse pouzitelné, ale predevsim by mély byt jejich vysledky replikovatelné

(White et al., 2007).

Hlavnimi typy genetickych markerti jsou markery morfologické, biochemické
a molekularni. Principem morfologickych markert je variabilita pozorovatelnych znaki
a vlastnosti zkoumaného jedince a jejich mutaci. Problémem morfologickych znaki
je ptredevsim jejich dominantni charakter a ovlivnéni subjektivnim vnimanim
pozorovatele (Jehan a Lakhanpaul, 2006). Biochemické markery jsou latky, které plni
v organismu urcitou funkci a disponuji variabilitou vétSinou na strukturalni Grovni.
Biochemické markery mohou byt naptiklad isozymy, terpeny nebo jiné sekundarni
metabolity. Z biochemickych markert se stale pomérné hojné vyuzivaji isozymy, coz
jsou enzymy se stejnou funkeci, ale odlisnou strukturou. Variabilita ve struktufe miize byt
zpusobena existenci né¢kolika alel na jednom lokusu nebo kodovanim enzymu se stejnou
funkci riznymi geny. Zasadnim problémem biochemickych markert je jejich nizky
polymorfismus, ale také to, ze se nemusi vyskytovat u vSech druhti. Jejich vyhoda, diky
které se pouzivaji dodnes je jejich levné a nenaro¢né pouziti (Loxdale a Lushai, 1998).
Molekuldrni markery jsou nejnovéjsi skupinou genetickych marker a vyuzivaji
polymorfismu na urovni sekvence DNA, ¢imz umoznuji prozkoumat cely genom vcetné
nekddujici DNA, véetné DNA semiautonomnich organel mtDNA a cpDNA, (Jehan
a Lakhanpaul, 2006; Grover a Sharma, 2016). Variabilita molekularnich markerii mtze
byt na trovni jednotlivych nukleotidi (SNP — single nucleotide polymorphism), v rizném

poctu tandemovych repetici sekvence nékolika nukleotidi (VNTR — variable number
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tandem repeats) nebo zplisobena tzv. indely, coz jsou mutace zptsobujici pfidani nebo

odebrani urcitého poctu nukleotidil z fetézce DNA (Vignal et al., 2002).

vvvvvv

dobach byl hojné vyuzivan napiiklad RFLP, vyuzivajici polymorfismu v délce
fragmentt, vzniklych $tépenim pomoci restrikénich enzyma. RFLP byl s objevem PCR
nahrazen jinymi markery (Grover a Sharma, 2016). RAPD je typ markeru, vyuzivajici
nahodnou amplifikaci polymorfni DNA. Hlavni nevyhodou je dominantni charakter
a obtizné replikovatelnost v jinych laboratofich. V dne$ni dob¢ se vyuzivaji nejcastéji
mikrosatelitové markery (SSR/STR) a nejmodernéjs$i markery zalozené na polymorfismu
na urovni jednoho nukleotidu (SNP). Mikrostelity jsou sekvence DNA o velikosti
jednoho az Sesti nukleotidli, obvykle z nekodujicich oblasti DNA, které se tandemové
opakuji (Eriksson et al., 2006). Nejvice jsou vyuzivany repetice dinukleotida,
trinukleotidl nebo tetranukleotidti (Jarne a Lagoda, 1996). Mikrosatelity ¢asto podléhaji
mutacim a obtizné se replikuji pfi syntéze DNA, ¢imZ vznika velké mnozstvi riznych
alel. Diky tomu maji velmi vysoky polymorfismus (Jehan a Lakhanpaul, 2006; Grover
a Sharma, 2016), kvtli kterému nachazeji uplatnéni v populacnich studiich, naptiklad pii
sledovani toku gent v populaci (Eriksson et al., 2006) nebo pii mapovani genomu (Zhang
et al., 2008). Dal§imi vyhodami jsou jejich kodominantni charakter, univerzalnost
a snadnd replikace vysledki (Grover a Sharma, 2016). Nejvétsi nevyhodou je Casova
a finan¢ni naroc¢nost vyvinu novych kvalitnich PCR primert (White et al., 2007). SNP
jsou mista v genomu, ve kterych dochdzi k zaméné jednoho nukleotidu, coz je
znazornéno na obrazku 9. Definice terminu SNP neni pevné dand, ale obecné piijimana
podminka, aby SNP byl povazovan jako marker, je minimaln€ 1% frekvence vyskytu
alely ve vSech populacich (Brookes, 1999; Vignal et al., 2002). Jelikoz existuji Ctyfi typy
nukleotidl s riznymi typy dusikatych bazi, tak mohou teoreticky existovat v daném misté
Ctyti alely. V praxi se vyskytuji v daném misté zpravidla pouze dvé alely, a proto se SNP
povazuji za bialelické kodominantni markery (Vignal ef al., 2002). To zpisobuje jejich
nizkou variabilitu na Urovni lokusu, ktera je vynahrazena jejich vysokou abundanci
vramci celého genomu. Jejich nizka schopnost mutovat je predurCuje k pouziti
v evolucnich studiich (Jehan a Lakhanpaul, 2006). VétSinou se SNP  vyskytuji
v nekddujicich oblastech, ale vyskytuji se i v genech, ¢imz mohou zplsobit vznik

odlisného fenotypu (Grover a Sharma, 2016).
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Obrazek 9: Ptiklad SNP, konkrétné C-T polymorfismu (Doo a Kim, 2015)
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3.3 Laboratorni metody

3.3.1 Polymerazova retézova reakce

Pii provadéni genetickych analyz vétSinou disponujeme velmi malym mnozstvim
vstupni DNA, ale vétSina detailnich analyz vyZzaduje relativné velké mnozstvi DNA.
a zvétSovani v plazmidech nebo jednobunécénych hostitelich (White et al., 2007).
V dnes$ni dob¢ se masivné vyuzivd metoda polymerazové tetézoveé reakce (PCR), ktera
byla objevena roku 1983 Kary Mullisem, vyuzivajici principu zmény teplot v né¢kolika
cyklech, ¢imz dojde k amplifikaci fragmentu DNA (Mullis, 1990). Touto metodou lze
levné a rychle vytvoftit miliardy kopii 1 z velmi malého fragmentu DNA. Kromé¢ toho jde
provadét u velkého mnozstvi vzorkli zaroven. Kromé samotné amplifikace DNA
je mozné vyuzit PCR ke kvantifikaci mnozstvi zajmové sekvence DNA nebo k analyze
genové exprese. Na vyuziti PCR jsou téz zalozeny nékteré genetické markery jako RAPD
nebo mikrosatelity, jejichz principem je variabilia v délce amplifikovanych fragmentt.
Postupem c¢asu vznikly dalsi varianty PCR. qPCR za pomoci fluroscen¢niho barviva
umoziiuje sledovat pribéh a méfit PCR produkty v redlném case. RT-PCR vyuziva
reverzni transkripce, ¢imz umoziuje provést PCR, pii pouziti RNA jako vstupniho

vzorku.

Pfed samotnym zapocetim PCR je nutné pfipravit do zkumavek reakéni smési.
VétSinou se pouzivaji mikrotitracni desky, ve kterych jsou zkumavky umistény. Reakéni
smés se sklada ze vstupni DNA, vybranych DNA primert, DNA polymerazy, nukleotida
ve formé deoxyribonukleotid trifosfat a pufru, ktery vétSinou obsahuje hotec¢naté ionty.
Lze téz pouzivat piedptipravené¢ smési, do kterych se ptidaji pouze primery a vstupni

DNA.

Schéma PCR je znazornéno na obr. 10. Nejprve se smés zahieje na teplotu kolem
bodu varu na 20-30 sekund, ¢imZz dojde k denaturaci DNA, tedy rozpojeni
dvousroubovice za vniku dvou fetézcl jednovldknové DNA. Poté je smés zchlazena
a dochazi k nasedani primert na konkrétni cast vstupni DNA. Primer je oligonukleotid,
ktery je komplementéarni k urcité ¢asti vstupni DNA a vytvaii misto, na které se miize
navazat DNA polymeraza. Teplota, vhodnd pro nasedani primert je specificka pro
pouzity primer a probihd primémé 30 sekund. Po nasednuti primert dochazi jiz

k samotné syntéze DNA, pii které na primery nasedd DNA polymeraza, ktera
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dosyntetizuje komplementarni fetézec. Optimalni teplota pro Taq polymerazu je 72 °C
(Genetic Science Learning Center, 2018) a délka amplifikacni faze zavisi na cilové délce
fragmentu. Tento cyklus se zpravidla opakuje 30-50krat. Vyslednym produktem PCR
je fragment dsDNA s cilovou sekvenci, ¢ehoz je dosazeno pouzitim forward a reverse

primeru, které na zac¢atku a konci ohranicuji cilovou sekvenci DNA.

Velké mnozstvi studii zkouma u jednoho vzorku vétsi mnozstvi lokust. Je mozné
zkoumat v rdmci jedné reakce pouze jeden lokus, ale to je Casové a financné narocné.
Proto se vytvafi tzv. multiplexové reakce, pii kterych se pii jedné PCR reakci pouziva
najednou nékolik odli§nych primerd. Problémem u multiplexovych reakci jsou odlisné
teploty jednotlivych primerd, nutnych k jejich nasednuti na cilovou sekvenci DNA
apodobna délka fragmentd, vzniklych amplifikaci rGznych primerti. Podobna délka
fragmenti se da snadno vyfeSit znaCkovanim jednotlivych primerd riznymi
fluorescenénimi barvami, ¢imZz se daji pfi nasledné analyze vzdjemné odlisit.

vvvvvv

experimentaln¢ vybrat vhodné primery a zjistit teplota, pii které¢ dochazi
k bezproblémové amplifikaci na vSech lokusech. Problém s odlisSnymi teplotami pro
nasedani primert se da ¢astecné eliminovat pouzitim vhodnych PCR reagenciti, napiiklad
ptedpiipravenym Type-it Multiplex PCR Master Mixem od spole¢nosti Qiagen, jehoz

pouzitim se zaroven zrychli a usnadni optimalizace.
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Obrazek 10: Schéma PCR (Wikipedia, 2023)
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3.3.2 Elektroforéza

Elektroforéza je laboratorni metoda, pfi které¢ dochazi k separaci latek na zakladé
jejich odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli (Lee a Bahaman, 2012).
Existuje né€kolik typu -elektroforézy, ale zdaleka nejcCastéjSim typem je gelova
elektroforéza, kterd je vhodna pro molekuly, jakymi jsou sacharidy, bilkoviny a nukleové
kyseliny. Nejefektivnéjsi je pouziti agar6zového gelu (Lee ef al., 2012). Principem gelové
elektroforézy je pohyb nabitych ¢astic pory gelu ve stejnosmérném elektrickém poli, pii
kterém dochazi k jejich separaci. Rozdilnd mobilita miize byt zplisobena mj. riznou
molekulovou hmotnosti nebo mirou elektrického néboje jednotlivych molekul (Rabindra
aRaju, 2012). Gelova elektroforéza probiha vétSinou v piistroji ve tvaru vanicky, ve které
je ponoten gel v pufra¢nim roztoku, kterym byva TBE (Tris/Kyselina boritd/EDTA) nebo
TAE (Tris/Kyselina octova/EDTA). Gel se pfipravuje vafenim smeési agardzy
a TBE/TAE, v rizném poméru, coz ovliviiuje vysledné vlastnosti gelu. Do gelu se
obvykle pfidava interkala¢ni barvivo (napt. Ethidium bromid), které pfi vystaveni UV
svétlu fosforeskuje, ¢imz napomahd vizualizaci vysledkt elektroforézy. Do nosice
s neztuhlym gelem se zasune hiebinek a gel se nasledné necha ztuhnout. Po ztuhnuti gelu
se hiebinek vysune a zanechd po sobé v gelu jamky. Do jamek se vnasi smés vzorku
a barviva, které napomaha sledovat pohyb vzorku v gelu a jeho usazeni na dno jamky.
Cela vanicka je nakonec ptipojena ke zdroji elektrického napéti.

Elektroforézou je mozné zjistit pouze relativni rozdily v pohyblivosti molekul.
nejvetsi molekuly nejblize jamkam, a naopak nejmensi molekuly nejdale od jamek. Pfi
pouziti DNA zebiicku, ktery obsahuje fragmenty o zndmé délce, jsme schopni

kvantifikovat délku separované DNA.

Specialnim typem elektroforézy je fragmentacni analyza v sekvenatoru. Ta umoziuje
rychlou analyzu velkého mnozstvi vzorki najednou. Kapilarou probihaji vzorky,
oznaceny fluorescencni barvou, spolu s obarvenym vzorkem standardnich délek,
pracujici na podobném principu jako DNA Zebticek. Kdyz v kapiladfe dosdhnou DNA
fragmenty detektoru, dojde k excitaci fluorescencniho barviva, ¢imz dojde k emitaci
svétla, které zaznamend kamera. Za pomoci softwaru jsou ndsledné interpretovany

vysledky, coz zahrnuje vypocet délky a kvantity jednotlivych fragmentt.
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4 Metodika

4.1 Vybér zajmovych tzemi a sbér vzorki

Vzorky byly odebrany z luzniho, vapencového a horského ekotypu. V ramci
kazdého ekotypu byly vybrany 3 porosty, ve kterych probéhl sbér vzorkli. Vhodnost
prislusnost porostu k danému ekotypu. Samoziejmé v porostu muselo byt dostatecné
zastoupeni jasanu ztepilého, a zaroven byly preferovany porosty s dobrou dostupnosti
letorost s listy a pupeny. Vzorky byly odebirany ze stromi, vzajemné vzdalenych
minimaln¢ 25-30 m zdavodu omezeni pravdépodobnosti, Ze stromy pochdzeji
ze stejného matetského stromu, a z podstaty ptimé pribuznosti budou vykazovat vysokou
miru genetické podobnosti. Proto bylo nutné, aby mél porost dostateCnou plochu, aby
bylo mozné odebrat dostatecné mnozstvi vzorkd. Byly preferovany porosty, které jsou
od dalsich porostli, co nejvice vzdaleny, za ucelem ziskat hodnotnéjsi informace
o celkové genetické diverzité jasanu ztepilého. Kromé toho je mozné vzajemné porovnat
jednotlivé porosty v ramci jednoho ekotypu a zjistit pfipadnou unikatni genetickou

strukturu daného ekotypu.

Pied vybérem konkrétnich lokalit byla provedena reSerSe odborné literatury,
na zakladé, které byly zjiStény charakteristiky jednotlivych ekotypli a urceny oblasti
ve kterych se ekotypy nachazeji. Voln¢ dostupné mapové podklady (napt. ortofoto,
geologické mapy, mapa dievinného slozeni nebo porostni mapy, zpracované v ramci
LHO), ptipadné konkrétni data (ptfedevsim LHP) od vlastnikil lesa byly pouzity pro vybér

konkrétnich porostl. Pii tomto vybéru se hodnotily vyse popsané faktory.
4.1.1 Vapencovy ekotyp

Porosty, na kterych byly sebrany vzorky stromi, ptislusSnych k vapencovému
ekotypu jsou zobrazeny na obr. 11 dernym kiizem. Nachazeji se v CHKO Cesky kras a na
plose €. 2 se zaroven nachazi NPR KarlsStejnsko (obr. 12). Jedné se predevsim o lokality
na teplych stanoviStich s devonskym vapencovym podlozim. Kromé jasanu se zde
vyskytovaly nejhojngji duby (Quercus spp.) a javor babyka (Acer campestre). Castym
zastupcem kvéteny byl napiiklad jaternik podléska (Hepatica nobilis) nebo svizel vonny

(Galium odoratum).
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Obrazek 11: Rozmisténi jednotlivych zkoumanych ploch v ramci Ceské republiky. Cernym kiizem jsou
oznadeny plochy vapencového ekotypu, které se nachazeji na uzemi CHKO Cesky kras. Modry kiiZ zna¢i
porosty luzniho ekotypu, rostouci v blizkosti feky Labe. Fialovy kfiz oznaéuje plochy s porosty horského
ekotypu, v ramci KRNAP. Zdroj mapovych dat: (Cesky tifad zeméméfticky a katastralni, 2022).

Obrazek 12: Priklad typického stanovisté vapencového ekotypu z plochy €. 2 v ramci NPR Karstejnsko.
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4.1.2 LuZni ekotyp

Plochy luzniho ekotypu byly vybrany v rdmci luznich lest a lesti nachéazejicich
se v tésné blizkosti feky Labe (viz obr. 11, kde jsou ozna¢eny modrym kiiZzem). Porosty
jsou ovliviiovany piedev§im vodnim rezimem feky Labe a typické stanovisté luzniho
ekotypu je mozné si prohlédnout na obrazku 13. Dal$imi stromy, vyskytujicich
se v lokalitach luzniho ekotypu byla napt. vrba (Salix spp.), topol (Populus spp.), trnovnik
akat (Robinia pseudoacacia) nebo dub (Quercus spp.). Bylinnému patru dominovaly

predev§im nitrofyty, napt. koptfiva dvoudoma (Urtica dioica) a brslice kozi noha

(Aegopodium podagraria). Plocha ¢. 5 se nachazi v PR Upor-Cernikovsko.

Obrazek 13: Solitérni jasany, rostouci v tésné blizkosti feky Labe na plose ¢. 4.

4.1.3 Horsky ekotyp

Odlisny pristup byl zvolen v ptipad¢ horského ekotypu, ktery je na obr. 11
oznacen fialovym kiizem. Odbér vzork probihal v Krkono§ském ndrodnim parku
ve spolupraci se spravou KRNAP, konkrétné Ing. Michalem Prouzou, ktery
se problematikou odumirani jasanli v minulosti zabyval. S jeho pomoci byly odebrany
vzorky z lokalit, které jsou zéaroven zajimavé =z hlediska existence dlouhodobé¢
rezistentnich jedincli vi¢i H. fraxineus. VSechny plochy se nachdzely na svézich
lokalitach, caste¢né obohacenych vodou. Dalsi druhy stromi i bylin byly téZ velmi
podobné na vSech lokalitach. Jasany se vyskytovaly v Cisté listnatych lesech spolu s olsi
(Alnus spp.), jilmem (Ulmus spp.) a javorem klenem (Acer pseudopalatanus), Casto
se nejCastéji objevovaly nitrofilni druhy jako koptiva dvoudomé (Urtica dioica) nebo

starCek vejéity (Semecio ovatus), téz zvany Fuchstiv. Pfes vzajemnou typologickou
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piibuznost se porosty, na rozdil od predchozich ekotypl, vzadjemné velmi liSily razem
krajiny, ktera byla ve vSech pfipadech velmi heterogenni. Na plose ¢. 7 se vyskytovalo
velké mnozstvi zakladl budov. Nejvétsi jasany se nachazely uvnitt zakladid, coz
naznacuje, ze byly péstovany jako zahradni stromy, z nichz se pravdépodobné rozsitily
do okoli. Plocha €. 8 se nachézi v ptirodni pamatce Sklendfovické tidoli na izemi zaniklé
vesnice Sklenafovice. Jednd se opét o krajinu, kterd byla velmi ovlivnéna vlivem ¢lovéka.
Tato plocha byla charakteristickd velkou rozlohou horskych luk, na kterych probiha
pastva hospodaiskych zvirat. Disledkem cinnosti ¢lovéka, predev§im pastvy, se utvari
mozaikovité krajina s rozptylenymi hloucky az skupinami listnatych dfevin véetné jasanti
(viz obr. 14). Plocha ¢. 9 se nachdzela v niz8§i nadmotské vysce nez ptedchozi plochy.
Jednalo se o typicky jasanovy porost na okraji lesa, ktery svym charakterem piipominal

porosty vapencového ekotypu.

Obrazek 14: Mozaikovita krajina na plose ¢. 8 v pfirodni pamatce Sklenarovické udoli

Sbér vzorkli probihal primarné rucné ze zem¢. U kazdého stromu byl odebran
letorost, piiblizn¢ o délce 10 cm. Pro extrakci DNA je vhodné pouzit mlada pletiva,
protoze obsahuji DNA, ktera jesté neni pfili§ degradovana. Cilovymi orgény byly tedy
pupeny a listy. Navic tyto ¢asti stromu byly v dalSich publikacich nejcastéji pouzivany
na extrakci DNA (napt. Heuertz et al., 2004; Ferrazzini et al., 2007). Vhodny letorost
obsahoval velké mnozstvi pupent a mladych listt. Listy nesmély byt napadené patogeny,
castecné uschlé nebo jinak poSkozené. Samotna vétvicka musela byt dostatecné velka,
aby bylo mozné ptipadné vyuzit dalsi pletiva (napt. kambium). V ptipad¢é nedostupnosti
vétvi ze zemé byly vyuzity nastroje jako teleskopické niizky nebo lat’ pro pfitdhnuti vétve.

Takto odebrané vzorky byly vlozeny do uzaviratelnych plastovych sacki, do kterych byl
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zaroven vlozen sacek s kulickami silikagelu a papirek s kdédovym oznac¢enim vzorku.
Silikagel je vysoce porovita forma oxidu kiemicitého, ktery funguje jako tzv. desikant,
tedy pohlcuje nadbytecnou vodu. To piispiva k delSi zivotnosti vzorku, protoze se pfi
pievozu vzorek méné zapafuje a sniZzuje se pravdépodobnost vytvotfeni plisné. Pri
ptilezitosti odbéru vzorku byla na mobilni telefon zaznamenana poloha GPS v aplikaci
Google map. Po ukonceni odbéru na dané lokalité byly vzorky ulozeny do lednice, ktera
byla ptfipojena do zapalovani automobilu, a zéroven v ni byly vlozeny chladici gelové
a ulozeny do mraznicky, ve které byly uchovavany pii teploté¢ — 26 °C do dalSiho pouZiti.
Uchovavani vzorkt pti velmi nizkych teplotach je dilezité pro zachovani kvality DNA

a zamezeni jeji dalsi degradace.
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4.2 Priprava a homogenizace vzorki

Pfed samotnym zpracovavanim vzorkil bylo nutné vybrat Cast letorostu a jeji
mnozstvi, které¢ bude nejvhodnéjsi k izolaci DNA. Pro izolaci DNA byl pouzit Genomic
DNA Mini Kit (Plant) od vyrobce Geneaid Biotech Ltd. Izola¢ni protokol DNA kitu
doporucuje pouziti 50-100 mg zmrazeného rostlinného materialu. Z jednoho konkrétniho
letorostu byl pouzit list, pupen a kiira, z kterych bylo do jednotlivych zkumavek odvazeno
rizné mnozstvi jednotlivych orgéanti, konkrétné 30, 50 a 80 mg. Nasledn¢ byla provedena
homogenizace a izolace DNA podle ptilozeného izola¢niho protokolu. Po izolaci byly
zhodnoceny parametry DNA pomoci spektrofotometrie a elektroforézy. DNA, izolovana
z pupenu a listu, méla piblizné€ stejnou koncentraci a kvalitu. Nevyhodou pupenu je velké
mnozstvi pigmentt, které zneciSt'uji roztok s DNA a mohly by negativné ovlivnit PCR.
U DNA, izolované z kiry, bylo dosaZzeno podobné cCistoty jako u DNA z listu, ale
vytéznost byla vyznamné nizsi. Déle byl tedy preferovan list, u kterého se jevi vstupniho
mnozstvi 50 mg jako vhodny kompromis mezi Cistotou a vytéznosti. Pupen a kiira byly
ponechany jako zaloZni feSeni, pro piipad problému s izolacemi z listu. VySe popsané
metody budou v nasledujicich kapitolach detailn€ popsany ve vztahu k listu s hmotnosti

50 mg

Po vyjmuti vzorku z mraznicky byl vybran nejmladsi a nejvice zachovaly list,
ktery byl nasledné za pomoci skalpelu rozkrajen na mensi ¢asti, s kterymi se 1épe pracuje
a zaroven se snaze homogenizuji. Nakrajeny list byl pinzetou pfemistén do 2 mililitrové
zkumavky a zvézen na analytické vaze AS 82/220.R2 Analytical Balance od spole¢nosti
Radwag. Zjisténa hmotnost se dale upravovala, dokud nedoséhla 50 mg. V poslednim
kroku v ramci ptipravy vzorku byly do zkumavky k rostlinnému materialu vlozeny
2 kulicky z karbidu wolframu (WC), ktery vynika vysokou pevnosti, tvrdosti a hustotou.
Zkumavky byly popsany na vi¢ku i na téle zkumavky. Takto pfipraveny vzorek byl
vloZen ve zkumavce zpét do mrazniCky. Pied ptipravou dalSiho vzorku byla pracovni
plocha a pouzité nastroje vyc€iStény 70% ethanolem, aby nedoSlo ke kontaminaci

pfedchozim vzorkem.

Po rozkrajeni a navazeni 48 vzorkl, coZ je souhrnna kapacita obou konzoli
oscila¢niho mlynku, bylo mozné provést samotnou homogenizaci. Cilem homogenizace
je predevs§im mechanické naruseni pletiv. Do kazdé konzole bylo vlozeno 24 vzork.
Konzole byly soucasné vlozeny pomoci kovovych klesti do gumové nadoby s tekutym

dusikem. Je nutné konzole do tekutého dusiku vkladat pomalu, aby z nich nevyskakovaly
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zkumavky. Konzole je z tekutého dusiku mozné vyjmout ve chvili, kdyz prestane dusik
siln¢ probublavat, protoze uz nedochdzi k vyraznému ochlazovani zkumavek
a rostlinného materialu, ktery se v nich nachazi. Po vyjmuti z tekutého dusiku je nutné,
co nejrychleji vlozit konzole do krytu a upevnit do oscilacniho mlynu, v tomto ptipade
modelu MM 400 od spole¢nosti Retsch (viz obr. 15). Konzole musi byt upevnény pevné,
a zaroven presné ve vymezeném prostoru se zacvaknutym zobackem. Pii nespravném
upevnéni je riziko rozbiti konzoli nebo pftistroje. V oscilaénim mlynu dochézi k radialni
oscilaci ve vodorovné poloze a setrvacnosti wolframovych kouli dochédzi k narazu
s vysokou energii na zmraZeny rostlinny material o stény zkumavky, ¢imz se material
rozmélni na jemny prasek, a zarovenn dochazi k promichavéani vzorku. Mleti v oscilacnim
mlynu trva 2 minuty pii frekvenci 30 Hz. Cely proces od zmrazeni vzorki v tekutém
dusiku po mleti v oscilaénim mlynu probéhnul dvakrat. Zhomogenizované vzorky
se ulozily do mrazni¢ky nebo byly rovnou pouzity k izolaci DNA. Pti dal$i manipulaci
se zkumavkami je nutné davat pozor na otevirdni zkumavek, protoze se pod vickem
nachazi velké mnozstvi nejjemnéjSiho prasku, ktery zaroven byva i nejcenné;jsi pro izolaci

DNA.

Obrazek 15: Oscila¢ni mlyn Retsch MM 400 ptipraveny k pouziti
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4.3 Izolace DNA

Izola¢ni protokol byl vyuzit jako zaklad pro izolaci DNA. Jelikoz je kit urcen pro
Siroké spektrum druhii rostlin, byla nutnd mirna optimalizace izola¢niho protokolu, ¢imz
doslo ke zvySeni koncentrace a Cistoty DNA. Izolace probihala zaroven se Sesti nebo
dvandcti vzorky. Prvni fazi izolace DNA byla faze lyzacni, pti které dochéazi k uvolnéni
DNA z bunéénych struktur. Do kazdé z ptipravenych zkumavek bylo pipetovano 400 ul
roztoku GP1 a 5 pul RNazy A. Vzorky byly promichdny pomoci vortexu. Po pfidani
RNézy A byla zkumavka dikladné zvortexovana, a nésledné vloZzena do termobloku
ptedehiatého na 60 °C. Do termobloku byla zaroven vlozena zkumavka s 200 pl eluéniho
roztoku na vzorek..V termobloku byly zkumavky uloZzeny deset minut a v poloviné
inkubace byly né¢kolikrat obraceny o 180 © a vraceny zpét do inkubatoru. Po deseti
minutach bylo do kazdé zkumavky pipetovano 100 pl roztoku GP2, zkumavky byly
kratce zvortexovany a vlozeny do nadoby sledem. Tento krok je nutné ud¢lat
co nejrychleji. V nddobé s ledem byly zkumavky ulozeny zhruba 3 minuty. Roztok byl
ve zkumavce velmi husty, coz zptisobovalo v nésledujicim kroku ucpéni filtracni kolony.
Proto byly po vyjmuti znadoby s ledem zkumavky vlozeny do centrifugy, kde byly
odstfed’ovany rychlosti 4 000 rcf/g po dobu jedné minuty. Centrifugace zpusobila,
ze se vétSina pevnych latek usadila na dné zkumavky, ¢imz doSlo k jejich separaci
od roztoku s DNA. Roztok s DNA byl poté pomoci pipety premistén do filtra¢ni kolony,
slozené z filtru a sbérné zkumavky, kde doslo k odfiltrovani zbylych pevnych odpadnich
latek. Pro wurychleni filtrace byla celd filtrani kolona vlozena do centrifugy
a odstfed’ovéna rychlosti 1 000 rcf/g jednu minutu. Po filtraci byl odstranén filtr a filtrat
byl prelit do nové 1,5 ml zkumavky.

Dalsi fazi bylo vazani DNA na kfemicitou membranu separacni kolony, ¢imz
doslo k oddéleni DNA od roztoku, ktery separacni kolonou protece do sbérné zkumavky.
Pted pouzitim bylo do lahvi¢ky s GP3 roztokem piidano 60 ml isopropanolu. 750 pl této
smési bylo nasledné pipetou piidano do zkumavky s lyzatem. Okamzit¢ po ptidani
roztoku GP3 s isopropanolem byla zkumavka vortexovéana zhruba 5 sekund, aby se smés
dokonale promisila. V jinych izola¢nich protokolech se vtomto kroku pouziva
propipetovani GP3 roztoku s isopropanolem v lyzatu, misto okamzitého vortexovani.
Tato metoda ovsem vysledky spise zhorsila, proto nebyla dale pouzivana. Nasledné byla

separacni kolona umisténa na sbérnou zkumavku. Separa¢ni kolona méla malou kapacitu
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a z toho diivodu byla smés pipetovana do kolony nadvakrat, nejprve v objemu 700 pl,
poté zbyvajici smes zhruba v objemu 555 pl. Pokazdé po pfidani smési do separacni
kolony byla kolona vloZena do centrifugy a odstfed’ovana rychlosti 15 000 rcf/g po dobu
dvou minut. Po kazdém odstiedéni se ve zkumavce nachazel roztok s odpadnimi latkami,
ktery byl vylit a separacni kolona s navdzanou DNA byla znovu nasazena na sbérnou

zkumavku.

Na membran¢ separacni kolony se krom¢ DNA stale vyskytovaly kontaminanty.
Proto v dalsim kroku doslo k jejimu promyvani. Do kolony bylo pipetou pfeneseno 400
ul roztoku W1, kolona byla vlozena do centrifugy a byla odstfed'ovana 30 sekund,
rychlosti 15 000 rcf/g. Po odstfedéni byl roztok, nachédzejici se ve sbérné zkumavce, vylit
a separacni kolona byla nasazena zpét na sbérnou zkumavku. Pred dalsim krokem bylo
nutné pridat do lahvicky s promyvacim roztokem 100 ml bezvodého ethanolu. 600 pl
promyvaciho roztoku s bezvodym ethanolem bylo nasledné pipetovano do separacni
kolony, ktera byla opét odstied’ovana v centrifuze pti rychlosti 15 000 rcf/g po dobu
30 sekund. Roztok, ktery protekl kolonou byl znovu ze sbérné zkumavky vylit a kolona
byla zpét nasazena na sbérnou zkumavku. Nakonec byla separacni kolona odstied'ovana
v centrifuze intenzitou 15 000 rcf/g po dobu 3 minut, ¢imz doslo k vysuSeni separacni
kolony, ktera byla nasdkld predevS§im ethanolem. Pro zvySeni Cistoty DNA byly
opakovany kroky s W1 a promyvacim roztokem. Spektrofotometrie naznaovala zvySeni
Cistoty vzorku, ovSem po elektroforéze byla objevena silna degradace DNA, a proto bylo
od vicendsobného promyvani upusténo. Kvili zfetelné kontaminaci pigmenty byl
po promyvani promyvacim roztokem proveden volitelny krok, tedy promyvéani pomoci
400 pl bezvodého ethanolu, a nasledném odstied’ovanim rychlosti 15 000 rcf/g po dobu
30 sekund. Ve vétSing€ ptipadi nedoslo k vyznamnému zlepSeni Cistoty DNA, a proto bylo
k tomuto volitelnému kroku pfistoupeno pouze pii silném znecisténi, které bylo vizualné

viditelné.

Poslednim krokem byla eluce, pii které se promytd DNA uvolni ze separacni
kolony a spolu s elu¢nim roztokem protece do Cisté zkumavky. Proto byla nejdiive
separacni kolona vyjmuta ze sbérné zkumavky a umisténa na Cistou 1,5 ml zkumavku.
Nasledné byl eluéni roztok, pfedehiaty v pfechozich krocich na 60 °C, pipetovan
v objemu 100 pl do stiedu kiemicité membrany v separacni kolong. Pét minut po piidani
elucniho roztoku byla kolona se zkumavkou odstiedovéna intenzitou 15 000 rct/g

po dobu 30 sekund, ¢imz doslo k proteceni elu¢niho roztoku s DNA do 1,5 ml zkumavky.
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Po eluci byla DNA malo koncentrovana, a proto bylo vyzkouSeno snizeni objemu
eluéniho roztoku na 50 pl, druhd eluce, pfi které byl do separacni kolony pfidan roztok
s DNA ze zkumavky nebo kombinace obojiho. Nejlepsich vysledkli bylo dosazeno
dvojitou eluci, pfi zachovani ptivodniho objemu elu¢niho roztoku, tedy 100 pl. Pred
druhou eluci byla separac¢ni kolona po dokonceni odstfed’ovani vyjmuta z 1,5 ml
zkumavky. Eluéni roztok s DNA byl ze zkumavky pipetovan do separacni kolony
a kolona byla nasazena zpét na ptivodni zkumavku. Po péti minutach byla kolona opét
odstied’ovana intenzitou 15 000 rcf/g po dobu 30 sekund. Nakonec byla separac¢ni kolona
vyhozena, zkumavka s elu¢nim roztokem a DNA nadepsana ¢islem vzorku na vicko

a boc¢ni ¢ast zkumavky a uloZena do mraznicky, kde byla uskladnéna do dal§iho pouZiti.

Obrazek 16: Piipraveny izolacni kit a nacini k extrakci DNA
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4.4 Testovani parametri DNA

Po dokonceni izolace bylo nutné zjistit koncentraci DNA a miru znecisténi
odpadnimi latkami, vyjaddfenou piedevsim poméry 260/280 a 260/230. Tyto parametry
byly orienta¢né zjistény pomoci spektrofotometrie. Spektrofotometrie byla provadéna na
pristroji NanoDrop 2000 od spole¢nosti Thermo Fisher Scientific. Pfed pouzitim byl
podstavec a vystup na rameni otfen ubrouskem, ktery byl navlh¢en destilovanou vodou,
¢imz doslo k odstranéni ptipadnych necistot z predchozich méfeni. Pokud byla zkumavka
pfed méfenim uloZena v mraznicce, bylo nutné ji zhruba 20 minut pied pouzitim pfemistit
do lednicky, aby doslo k rozmrznuti elu¢niho roztoku s izolovanou DNA. Zaroven bylo
vhodné zkumavku kratce zvortexovat, ¢imz doSlo k rovnomérnému promichani latek
obsazenych v roztoku. K pfistroji je pfipojen pocita¢ se softwarem, ktery poskytuje
uzivatelské rozhrani pro ovladani pfistroje a zobrazovani vysledki spektrofotometrie. Pii
zapnuti piistroje je nutné mit poloZené rameno ve spodni poloze, na podstavci a vyckat
na kalibraci pfistroje. Po kalibraci pfistroje je mozné zvednout rameno a provést
piipravny krok pied samotnym meéfenim. V tomto kroku bylo na podstavec pipetovano
1,5 ul ¢istého eluéniho roztoku, poté bylo rameno umisténo na podstavec a na pocitaci
byla zvolena moznost ,,blank®, ¢imZ pfistroj zjistil referencni hodnoty pro Cisty elu¢ni
roztok. Poté bylo mozné provést jiz samostatné meéteni, které probihalo stejnym
zpusobem jako méfeni samotného referenc¢niho roztoku. Rameno bylo zvednuto do horni
polohy, ocistil se podstavec a vystup ramene suchym ubrouskem, na osuseny podstavec
bylo pipetovano 1,5 pl vzorku, nasledné se rameno umistilo na podstavec a na pocitaci
byla tentokrat zvolena moznost ,,measure®. Vysledky, které se zobrazi v uzivatelském
rozhrani softwaru, je mozné piimo v softwaru oznacit Cisly vzorkti a po doméfeni
exportovat ve formatu Nanodropu nebo formatu Microsoft Excel .xIsx. Po kazdém vzorku
je nutné suchym ubrouskem ocistit podstavec a vystup ramene. Po dokonceni prace
se spektrofotometrem je vhodné jej ocistit ubrouskem, ktery byl navlhéeny destilovanou

vodou.

Po spektrofotometrii je vhodné provést elektroforézu, kterou se daji zjistit
konkrétni skupiny latek, znecistujici vzorek, a zaroven urcit miru degradace DNA,
piipadné ovétit vyskyt dostate¢ného mnozstvi nedegradované DNA, nutné pro dalsi
analyzu vzorkil. Pfed zapocetim piiprav na elektroforézu je vhodné umistit zmrazené
vzorky do lednicky, aby pfed pouzitim stihly rozmrznout. Prvnim krokem byla ptiprava

agar6zového gelu. Do banky bylo ptidano 0,525 g praSkové agarozy, kterd byla smichana
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s 40,25 ml 40X TBE (Tris/Borate/EDTA) roztoku. Tato smés byla kratce promichéna,
ptikryta plastovym vickem, aby bylo zamezeno jeji odpafovani a vlozena do mikrovinné
trouby, kterd nasledné byla zapnuta. Poté co smés zacala bouilivé probublavat, byla
v mikrovinné troubé ponechéna jesté zhruba deset sekund, a ndsledné byla z mikrovinné
trouby vyjmuta. Po vyndani z mikrovinné trouby byla baiika pod proudem tekouci vody
ochlazovana zhruba na teplotu 40-50 °C. Po ochlazeni bylo do smési pipetou piidano
0,7 ul GelRed® Nucleic Acid Gel Stain od spolecnosti Biotium, smés v barnce byla
promichéna a nalita do vanicky s uzavienymi okraji. Nasledn¢ byl do drazky ve vanicce
umistén hiebinek a smés byla ponechdna zhruba 30 minut ke ztuhnuti. Mezi tim byl
do elektroforetické vany mozné nalit TBE roztok zhruba centimetr a ptl pod okraj
nadoby, aby byl gel cely ponofeny v roztoku, ale zaroven nedoslo k pteliti okraje nadoby.
Po ztuhnuti byly z vani¢ky odejmuty gumové boc¢ni stény a vanicka byla i s hiebinkem
vlozena do drazek v piistroji na elektroforézu. Poté byl z gelu opatrné vytahnut hiebinek,
na jehoZ misté vznikly jamky. Nasledujicim krokem bylo jiz samotné vkladani vzorkt
do jamek v gelu. Na kryci folii Parafilm byly jednotlivé pipetovany 1 pl kapky 6X DNA
Loading Dye od spolecnosti Thermo Fisher Scientific, poté byly do téchto kapek
propipetovany jednotlivé vzorky vobjemu 5 pl, ¢imz doSlo kjejich promichani
s loadovacim barvivem. Smés vzorku s barvivem byla nanesena do jamek v gelu. Tento
krok je nutné provadét rychle, aby nedoslo k vypareni barviva, nedotykat se Spickou
pipety Parafilmu, aby nedosSlo k jeho protrzeni a pipetovat smés do jamek zhruba pod
kolmym uhlem vzhledem ke gelu. Do krajnich jamek je mozné pipetovat zebiik, ktery
pomuze s kvantifikaci délky jednotlivych fragmenti, potazmo identifikaci
kontaminujicich skupin latek, které se ve vzorku vyskytuji. Poslednim krokem bylo
piikryti pfistroje na elektroforézu vikem s elektrodami, nastaveni hodnot na 100 V,
250 mA a 30 minut a zapnuti pfistroje. Po uplynuti 30 minut byla vanicka s gelem
z piistroje vyjmuta a gel byl vlozen do zobrazovaciho pfistroje (nézev, spol), ve kterém
bylo zvoleno zobrazeni gelu ve spektru UV 302 nm s dobou expozice 10 sekund. Po
expozici je mozné snimek ofiznout a zménit pomér barev, ¢imz lze docilit lepsiho

kontrastu. Pfikladem vysledku elektroforézy pii testovani parametra je obrazek 17.
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Obrazek 17: Vysledek elektroforézy pfi testovani parametrit DNA. Na obrazku lze v horni ¢asti spatfit jasné

bandy DNA, které se ovsem protahuji v ,,pasy®, které znaci degradaci DNA na krat3i fragmenty a zne€isténi

RNA a proteiny.
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4.5 Polymerazova retézova reakce

Na zéklad¢ reSerSe védeckych studii, které zkoumaly genetickou diverzitu jasanu
ztepilého bylo vybrano nékolik druhové specifickych, nadéjnych mikrosatelitovych
markert, které vykazovaly vysokou miru polymorfismu. Témito markery jsou
FEMSATL4, FEMSATLS, FEMSATLI11, FEMSATL 12, FEMSATL16, FEMSATL19
(Lefort et al., 1999) FR639485, FR646655 (Beatty et al., 2015) a M2-30 (Brachet et al.,
1999). Na zédklad¢ optimalizace byly vytvoreny dvé multiplexové reakce, které byly
nazvany JS M1 a JS M2. Jednotlivé primery byly oznaceny fluorescenc¢nimi barvami, aby
byly pfi dal§i analyze vzajemné odliSitelné. Multiplex JS M1 zahrnuje primery:
FEMSATLA4 a FR639485, oznacené modrym barvivem 6-FAM, FEMSATL 8, oznacCeny
zelenym barvivem VIC, FEMSATL 11, oznaceny zlutym barvivem NED a FEMSATL
16, oznaCeny cervenym barvivem PET. Dutvod, pro¢ bylo mozné oznacit
FEMSATL 4 a FR639485 je ten, protoze fragmenty vzniklé amplifikaci z téchto primert
maji rozdilnou délku a vzijemné se nepiekryvaji. Multiplex JS M2 zahrnuje primery:
FEMSATL 12, oznaceny zlutym barvivem NED, FEMSATL 19, oznaceny ¢ervenym
barvivem PET, FR646655, oznaceny zelenym barvivem VIC a M2-30, oznac¢eny modrym
barvivem 6-FAM. Piehled jednotlivych primeri je vypsan v tabulce 3.

Pted samotnym zapocetim PCR byla pfipravena reakéni smés. Objem reakcni
smési na jednu reakci byl 10 pl. Hlavnimi slozkami reakéni smési je samotna vstupni
DNA, izolovana zkonkrétniho vzorku a tzv. PCR mastermix. PCR mastermix
je predpiipravend smés primert, vody a roztoku Type-it od spole¢nosti Qiagen, ve kterém
je jiz obsazeno vhodné mnozstvi DNA polymerazy, nukleotidt, chloridu hote¢natého
a specialni pufraniho roztoku. Mastermix multiplexu JS M1 pro jednu reakci se sklada
z mnozstvi primerti, popsanych v tabulce 3, které dohromady tvoii 2,2 pl, 5 pl roztoku
Type-it a 1,8 pl ultra Cisté vody. V reakéni smési pro jednu reakci multiplexu JS M1
je pouzito 9 pl mastermixu a 1 pl vstupni DNA. Mastermix multiplexu JS M2 je tvotfen
objemem primerti, z tabulky 3, v celkovém objemu 2 ul, 5 ul roztoku Type-it a 1,8 pl
ultra ¢isté vody. V reakéni smési pro jednu reakci multiplexu JS M2 je pouzito 8,8 ul
mastermixu a 1,2 pl vstupni DNA. Vstupni DNA byla zfedéna na standardni koncentraci

25 ng/ ul.
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Tabulka 3: Pouzité primery rozdélené do multiplexti. MP = multiplex, F = forward primer a R = reverse
primer. Rozdéleni do multiplexd a mnozstvi jednotlivych primeri na jednu reakci je vysledkem
optimalizace. Koncentrace primerd je 10 mM/uL.

, Fluro- Objem

(bp) znaceni reakci

JS M1 | FEMSATL4 TTCATGCTTCTCCGTGTCTC 142-220 6-FAM 0,2l F
GCTGTTTCAGGCGTAATGTG 0,2 ul R

FEMSATLS TGTAGCTCAGGATTGGCAAT 136-207 VIC 0,3ulF
AGCGTTGTCCTTAACTTTT 0,3 ulR

FEMSATL11 | GATAGCACTATGAACACAGC 163-249 | NED 0,2l F
TAGTTCTACTACTTCAAGAA 0,2 ul R

FEMSATLI16 TTTAACAGTTAACTCCCTTC 178-205 PET 0,2l F
CAACATACAGCTACTAATCA 0,2 ul R

FR639485 TGACAAACCCCAGCCTAACTCT | 278-345 6-FAM 0,2 ulF
GCCTGAGCAAGTAAAGACGCTA 0,2 ul R

JSM2 | FEMSATLI12 | TTTTTGGAACCCTTGATTTT 154-214 | NED 0,3 ulF
GATGGACGGGCATTCTTAAT 0,3 ulR

FEMSATL19 | CTGTTCAATCAAAGATCTCA 155-232 PET 0,3 ulF
TGCTCGCATATGTGCAGATA 0,3 ul R

FR646655 TGGAGCAGTTGAAGCACTGAAA | 142-216 VIC 0,1 ulF
TCTTCATCTTCCCAACAGCAGC 0,1 ul R

M2-30 ACGCGCACGTTCTTTCTATTTG 176-273 6-FAM 0,3 ulF
GCTTTCTTGACCGGCTGACTAT 0,3 ul R

Mastermix byl pfipraven tésné pied kazdou PCR, v objemu podle mnozstvi
provadénych reakci a vychdzel z objemt jednotlivych komponent definovanych pro
jednu reakci. Nasledné bylo do jednotlivych zkumavek v desce pipetovano vyse popsané
mnozstvi vstupni DNA a mastermixu, ¢imz byla pfipravena reakéni smés.
Po napipetovani jednoho sloupce, ktery tvoii 8 zkumavek byly zkumavky uzavieny
vickem, aby nedochazelo k vypatfovani reak¢éni smési a jeji kontaminaci. Po dopipetovani
celé desky, byla zvortexovana a nasledné kratce vlozena do centrifugy. Po vyjmuti
platicka z centrifugy, bylo vlozeno do termocycleru, ve kterém probihala samotné PCR.
Iniciacni faze, pti které dochazi k aktivaci DNA polymerdzy trvala 5 minut pfi teploté
95 °C. Nasledn¢ probihalo samotné cyklovani denaturacni faze, faze nasedani primert
a syntetizacni faze, které prob¢hlo dohromady 35krat. Denaturacni faze trvala 30 sekund,
pii teploteé 95 °C. Nasledovala faze nasedani primert, ktera trvala 90 sekund, pfi teploté
52 °C. Posledni faze cyklovani bylo samotné dosyntetizovani DNA, které trvalo 30
sekund pii teploté 72 °C. Finalni dosyntetizovani DNA prob¢hlo na konci PCR po dobu
30 minut pfi teploté¢ 60 °C. Po skonceni PCR byla deska zchlazena v termocycleru na

4 °C do jeho vyjmuti. Po vyjmuti z termocycleru byla deska ulozena do chladnicky.
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4.6 Fragmentacni analyza a zpracovani dat

Vzorky po PCR byly zaneseny do laboratofe molekularni genetiky FZP CZU, kde
byla provedena fragmentacni analyza na sekvenatoru. Vystup ze sekvenatoru je FSA
soubor, pro kazdy jednotlivy vzorek. Pro analyzu vysledkl ze sekvenatoru byl pouzit
program GeneMarker od spolecnosti Softgenetics. Do programu GeneMarker byly
nahrany FSA soubory, které v sobé obsahuji informaci o délce jednotlivych fragmenta
a jejich mnozstvi. Program vizualizuje data v grafu, kde na ose x je délka fragmenti
a na ose y jejich mnozstvi. Jednotlivé alely jsou vétSinou znazornény tzv. peaky, coz jsou
oblasti s nejvétsi abundanci fragment konkrétni délky. Program je schopny jednotlivé
peaky rozeznat a oznacit je jako alely. Problém byva, ze pifi PCR vznikaji tzv.
amplifikacni artefakty, které vznikaji naptiklad chybami funkce DNA polymerazy pii
syntéze dsDNA a GeneMarker je nespravné oznacuje jako alely. Proto je nutnd manudlni
Uprava, pii které se vybiraji skute¢né alely a amplifikacni artefakty se odstraniuji z tabulky
alel. Pro usnadnéni prace se mohou vytvofit tzv. panely, coz jsou prfeddefinovana rozmezi
moznych délek fragment, pro jednotlivé lokusy, ¢imz se zanalyzy automaticky
eliminuji pfilis kratké, a naopak ptili§ dlouhé fragmenty, u kterych jsme si jisti, Ze nejsou
skutecnymi alelami. Po dokonceni manualnich uprav byla tabulka alel exportovana do
seSitu  Excel. V sesSitu Excel byly nejprve promazény vzorky, u kterych byly
identifikovany méné nez 4 nenulové alely na jednotlivych lokusech. U téchto vzorki
nastal né&jaky problém pii PCR, a proto se z dalsi analyzy vyfazuji, protoZe neposkytuji
smérodatné vysledky. Pro dalsi analyzu vysledkii byl pouzit doplnék Microsoftu Excel —
GenAlEx (Peakall a Smouse, 2006, 2012), ve kterém byla vytvofena Sablona pro
kodominantni markery, do které byly nahrany hodnoty jednotlivych alel. Exportovana
tabulka z GeneMarkeru obsahuje u homozygotii pouze jednu hodnotu, a proto bylo nutné

manudlné doplnit identickou hodnotu alely do vedlejsi bunky.
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5 Vysledky

U vSech 180 vzorka zdeviti ploch byla provedena extrakce DNA, PCR
a fragmentacni analyza. Pfi analyze vysledkli fragmentani analyzy v programu
GeneMarker nebyly objeveny alely na zadném ze zkoumanych lokust u Sesti vzorkl. Ze
174 vzorkd, s uspéSnou amplifikaci mikrosatelitové nDNA alesponn na jednom
ze zkoumanych lokusti, nebylo v dalSich analyzach vyuzito 11 vzorki, u kterych
se vyskytovaly nulové alely na vice nez ¢tyfech lokusech. Podminkou tedy bylo, aby
se nevyskytovaly nulové alely na vice nez 50 % zkoumanych lokusi. Celkovy pocet
vzorkd, u kterého byly provedeny nésledné populacné-genetické analyzy €inil tedy 163.
Pocet analyzovatelnych vzorkli zjednotlivych ploch lze vycist z tabulky 4. 19 z 20
vzorkl bylo pouzito z ploch ¢islo 1,2,7 a 8. 18 z 20 bylo pouzito z ploch ¢islo 3,4,5 a 6.

Z plochy ¢islo 9 bylo pouzito pouze 15 vzorktl, z celkového poctu 20 odebranych vzorkii.

Tabulka 4: Prehled jednotlivych populaci a pocet analyzovatelnych vzorkt z jednotlivych ploch

Cislo Pocet
Ekotyp Nazev plochy Souradnice analyzovatelnych
populace .
vzorku
; ; 49°56'16,77"N
1 vapencovy Koda 14°5'53 768" E 19
. . e 49°56'51,499"N
2 vapencovy Karlstejnsko 14°8'38.695"E 19
. ; - 49°57'16,93"N
3 vapencovy Moiina 14°12'6.307"E 18
. . 50°14'42,586"N
4 luzni Lobkovice 14°32'37.097"E 18
" 50°18'19,612"N
> luzni Kly 14°30'19,071"E 18
. oy 50°28'16,048"N
6 luzni Zaluzi 14°19'18.214"E 18
y : 50°38'29,077"N
7 horsky Sucha cesta 15°51'58.375"E 19
, R 50°4026,502"N
8 horsky Skler}arochke 15°510.653"E 19
udoli
y Y o e 50°37'10,49"N
9 horsky Cerny dul 15°432,639"E 15
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5.1 Geneticka struktura uvniti populaci

Na vSech deviti lokusech bylo dohromady detekovano 272 alel. Nejvyssi
variabilitu vykazoval lokus M2-30, kde bylo detekovano 54 alel (obrazek 19). Naopak
nejméné polymorfni byl lokus FEMSATLI16, se 12 alelami (obrazek 18).
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Obrazek 18: Graf alelickych frekvenci na lokusu FEMSATL16
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Obrazek 19: Graf alelickych frekvenci na lokusu M2-30
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Frekvence alel na jednotlivych lokusech byla vyuzita k vypoctim, na zaklad¢,
kterych byly zjistény hodnoty rliznych parametrii. S pomoci hodnot téchto parametri,
obsazenych v tabulce Cislo 5, 1ze zjistit charakteristiky genetické struktury jednotlivych
populaci, které jsou zaroven graficky znazornény na obrazku cislo 20. Pro jednotlivé
populace byl vypocten pocet vzacnych alel (Nr) s alelickou frekvenci <= 0,05. U populaci
1 (Nr=32) a 3 (Nr =31) bylo objeveno nejméné vzacnych alel, naopak zdaleka nejvice
poctem vzacnych alel byly populace, nélezici k vapencovému ekotypu (Nr =31, 32 a 38),
populace horského ekotypu mély témét vSechny nejvyssi pocet vzacnych alel (Ngr =49,
51 a 61) a populace luzniho ekotypu se s vyjimkou jedné populace nachazely ptiblizné
na rozmezi (Nr =39, 41, 51). Na druhé stran¢ se v populacich vyskytovalo i relativné
velké mnozstvi alel, s vysokou frekvenci > 0,2 nebo velmi vysokou frekvenci > 0,4. Alel
s vysokou frekvenci se vyskytovalo v jednotlivych populacich podobné mnozstvi a
sttedni hodnota ¢ini 11,22. Pocet alel s velmi vysokou frekvenci se v populacich
pohyboval od 2-6 alel (stfedni hodnota 2,55) s vyjimkou populace Cislo 6, kde se takova
alela nevyskytovala zadna. Stfedni hodnota poctu rtiznych alel na jeden lokus byla
populace se vzdjemné v tomto ukazateli vzdjemné pftili$ neliSily. Tento trend je odlisny,
od vzacnych alel, které vykazovaly velké rozdily mezi poctem alel v jednotlivych
populacich. Ve vSech populacich byly objeveny unikatni alely, které se nevyskytovaly
v ostatnich populacich. Nejvice unikatnich alel na lokus se vyskytovalo v populaci ¢islo
6 (stiedni hodnota Nj, = 1,889), a naopak nejméné v populacich ¢islo 3 a 4, (Np = 0,667).
Ditlezitym parametrem je efektivni pocet alel (v literatufe Casto oznaCovano jako
genetickd nebo alelicka diverzita), vyjadfujici pocet rovnomeérnost zastoupeni alel
v populaci (N = 1/Xa?), kde a; vyjadiuje Eetnost alely. Cim vy3§i je tento ukazatel, tim
alelické diverzity u populace ¢islo 3 (Ng = 5,161) a nejvyssi u populace ¢islo 6 (Ng =
8,060). Pro posouzeni poctu heterozygotli byla vypoctena pozorovana heterozygotnost
(Ho = Hn/N), kterd vyjadiuje pocet heterozygoti viici vSem jedincim. Stfedni hodnota
pozorované heterozygotnosti se pohybovala v jednotlivych populacich v rozmezi
H, =0,547-0,696 a stfedni hodnota vSech populaci Cinila Ho = 0,629. Kromé toho byla
vypoétena oéekavana heterozygotnost (He = 1-2pi®), kde pi je frekvence jednotlivych
alel. Ocekéavand heterozygotnost vyjadiuje, jaky by byl vdané populaci pocet
heterozygoti, pfi ndhodném péfeni. Stfedni hodnota ocekdvané heterozygotnosti se
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v jednotlivych populacich pohybovala v rozmezi Hg = 0,754-0,845 a stfedni hodnota
vSech populaci dosahovala He = 0,797. Z téchto dvou hodnot 1ze vypocitat tzv. fixacni
index (Casto oznaCovanym jako koeficient inbreedingu) (F = (He-Ho)/Hg). Hodnoty
fixacniho indexu kolem nuly jsou oc¢ekdvany pii ndhodném pareni, pozitivni hodnoty
znaci inbreeding nebo nedetekované nulové alely a negativni hodnoty nadbytek
heterozygotil, ktery mize byt zptisobeny selekci uptednostiiujici heterozygoty nebo tzv.
asortativnim pafenim, pii kterém dochdzi ptfednostné k pafeni jedinct s urcitym
fenotypem. Fixacni index se pohyboval v populacich vrozmezi F = 0,139-0,288
a celkovy koeficient inbreedingu dosahl hodnoty Fis = 0,214. Dilezitym ukazatelem miry
genetické diverzity je Shannonliv informacni index, ktery byl vyvinut roku 1948 Claudem
Shannonem (Shannon, 1948). Pivodné se vyuzival pro posouzeni biologické diverzity
v ekologickych studiich, ale své uplatnéni nachazi i ve populacné-genetickych studiich.
Na zaklad¢ Shannonova indexu se d4 posoudit mira variability v populacich, které sice
maji stejny pocet alel, ale n€které populace maji alely rovnomérné rozloZeny mezi jedinci
av jinych populacich dominuje malé mnozstvi béznych alel s vysokou alelickou. Zaroven
je Shannoniiv index vice citlivy na ztrdtu vzacnych alel, zpisobenou naptiklad efektem
hrdla lahve nez heterozygotnost (Sherwin et al, 2017). Nejvyssi hodnoty dosahl
Shannoniiv index u populace ¢islo 6 (I = 2,173) a nejmensi hodnotu indexu vykazuje

populace ¢. 3 (I =1,824).

Tabulka 5: Genetické parametry uvnitt deviti populaci, zjisténé analyzou deviti mikrosatelitovych lokust

Pop Na Nr Np NE Ho He F I
1 10,222 | 3,888 1 6,135 | 0,572 | 0,770 0,257 1,885
2 10,333 | 2,111 1 6,146 | 0,655 1 0,778 0,148 1,847
3 10 3,555 | 0,667 5,161 | 0,547 | 0,754 0,288 1,824
4 10,667 | 3,555 | 0,667 5,846 | 0,645 | 0,801 0,191 1,955
5 11,111 | 1,333 | 0,778 6,551 | 0,634 1 0,798 0,208 1,974
6 12,556 6 1,889 8,066 | 0,608 | 0,845 0,280 2,173
7 12,333 | 2,333 | 1,333 7,191 | 0,675 | 0,809 0,167 2,066
8 12,222 3 1,667 6,442 | 0,669 | 0,809 0,139 2,045
9 11,889 | 4,444 | 1,222 7,237 | 0,632 | 0,812 0,254 2,080

Celk. | 11,259 | 3,358 | 1,136 6,531 | 0,629 | 0,797 0,215 1,987
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Struktura rozlozeni alel v jednotlivych populacich
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Obrazek 20: Graf struktury rozlozeni alel v jednotlivych populacich na zdklad¢ né€kolika ukazatelti. Tmave
odfe je znaCen ukazatel poctu riznych alel na jeden lokus (N.), oranzové je oznacen stejny ukazatel,
zahrnujici pouze alely s alelickou frekvenci vyssi nebo rovno péti procenttim. Sedy sloupec, znaéi alelickou
diverzitu (Ne). Zluty sloupec ukazuje hodnoty Shannonova informaéniho indexu (I). V patém, svétle modie
znac¢eném, sloupci jsou hodnoty poctu unikatnich alel (Np). V poslednich dvou sloupcich jsou pocty
béznych alel s alelickou frekvenci do 25 % (zeleny, pfedposledni sloupec) a do 50 % (posledni, fialovy
sloupec). Oranzova kiivka zobrazuje ocekavanou heterozygotnost (H.). Barevné znacené sloupce jsou
sttedni hodnoty vybranych ukazatelti a ¢erné protahla iseCka znaéi smérodatnou chybu (SE) jednotlivych
hodnot.

Dilezitym fenoménem v populacni genetice je Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE),
ktera popisuje rovnovazné rozdé€leni alel v tzv. panmiktické populaci. V panmiktické
populaci dochéazi k vyhradné ndhodnému kiizeni, a tedy v ni neprobihaji sily popula¢ni
genetiky jakymi jsou selekce, mutace nebo migrace a geneticky drift se da zanedbat.
Porovnavanim pozorovanych genotypt a predpokladanych genotypt, pii platnostt HWE,
je mozné zjistit, zdali v dané populaci probihd pouze ndhodné kiizeni a HWE
je zachovéna (tzn. F = 0) nebo dochazi k naruseni nahodného kiizeni a HWE je narusena
nékterou silou populacni genetiky (F # 0). Testovani platnosti HWE Ize provést Chi-
kvadrat testem (tabulka 6). Nulova hypotéza se stanovi jako Ho = populace se kiizi podle
ocekavani na zakladé HWE (dochazi pouze k ndhodnému kiizeni a F = 0), a alternativni
hypotéza tedy zni Hi = dochazi k naruSeni ktizeni podle ocekavani na zakladé HWE
(nedochazi pouze k ndhodnému ktizeni a F # 0).
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Tabulka 6: Chi-kvadrat test (ndhodného) kiizeni v souladu HWE (* = zamitame Hy na o < 0,05, ** a <
0,01, *** 0 < 0,001, ns = vysledek nesignifikantni na a < 0,05, nezamitame Hy)

Pop 1

Hladina Pop 2 Hladina Pop 3 Hladina
Lokus vyznamn. Lokus vyznamn. Lokus vyznamn.
FEMSATL4 * FEMSATL4 ns FEMSATL4 *x
FR639485 ns FR639485 ns FR639485 ns
FEMSATLS * FEMSATLS ns FEMSATLS ns
FEMSATLI11 ns FEMSATLI11 * FEMSATLI11 ns
FEMSATLI16 * FEMSATLI16 * FEMSATLI16 *
M2-30 * M2-30 ns M2-30 ns
FR646655 ns FR646655 koE FR646655 oA
FEMSATLI12 ns FEMSATLI12 ol FEMSATLI12 ol
FEMSATL19 ns FEMSATL19 * FEMSATLI19 ns
Pop 4 Hladina Pop 5 Hladina Pop 6 Hladina
Lokus vyznamn. Lokus vyznamn. Lokus vyznamn.
FEMSATL4 ns FEMSATL4 ns FEMSATL4 ns
FR639485 ns FR639485 ns FR639485 *
FEMSATLS koK FEMSATLS ns FEMSATLS koA
FEMSATLI11 ns FEMSATLI11 *x FEMSATLI11 ns
FEMSATLI16 koAx FEMSATLI16 ns FEMSATLI16 *x
M2-30 ns M2-30 ns M2-30 *
FR646655 ns FR646655 HoAx FR646655 koA
FEMSATLI12 * FEMSATLI12 ns FEMSATLI12 ol
FEMSATLI19 ns FEMSATLI19 *x FEMSATLI19 *
Pop 7 Hladina Pop 8 Hladina Pop 9 Hladina
Lokus vyznamn. Lokus vyznamn. Lokus vyznamn.
FEMSATLA4 ok FEMSATLA4 ns FEMSATLA4 ns
FR639485 ns FR639485 ns FR639485 *
FEMSATLS ns FEMSATLS ns FEMSATLS *
FEMSATLI11 ns FEMSATLI11 ns FEMSATLI11 ns
FEMSATLI16 ns FEMSATLI16 ns FEMSATLI16 *
M2-30 ns M2-30 *x M2-30 ns
FR646655 ns FR646655 oA FR646655 oAk
FEMSATLI12 oAk FEMSATLI12 HoAx FEMSATLI12 ns
FEMSATLI19 * FEMSATLI19 *x FEMSATLI19 ns
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5.2 Geneticka diferenciace mezi populacemi

Velmi Casto se v populacné-genetickych studiich pouziva Wrightova F-statistika.
F-statistika se pouzivd k hodnoceni miry heterozygotnosti populace, potazmo
k zhodnoceni miry inbreedingu. Duvodem, pro¢ F-statistika poskytuje zarovei
1 informace o genetické diverzité¢ v ramci subpopulace a diferenciaci populaci, je ten, ze
rozdilnosti v genetické struktufe subpopulaci vznikaji mimo jiné plisobenim inbreedingu.
Inbreeding totiz zplsobuje redukci heterozygotnosti, tedy nadmérnému poctu

homozygott v populacich, disledkem naruseni ndhodného pateni.

Vsechny ukazatelé¢ z F-statistiky se daji nazvat jako koeficient inbreedingu, ale
v uzsim slova smyslu se tak oznacuje vétSinou Fis, ktery davéa informace o mife
inbreedingu jednotlivel v ramci dané subpopulace, tedy ztraty heterozygotnosti
jednotlived z diivodu nendhodného pareni v rdmcei své subpopulace. Tento ukazatel tedy
souvisi spiS$ s genetickou diverzitou a jeho hodnota byla jiz popsana v pfedchozi kapitole

(Fis=0,214).

Na druhé¢ strané spektra stoji Fsr, ktery podava informace o genetické diferenciaci
mezi riznymi subpopulacemi. Principem jeho vypoctu je mira inbreedingu v dané
populaci vii¢i vSem ostatnim populacim, tedy zjisténi miry rozloZeni heterozygotnosti
vramci vSech subpopulaci. Ale je nutné poznamenat, ze existuje nékolik zpiisobl
vypoctu Fst. Fsr je viceméné vzdycky vétsi nebo rovno 0. Fst = 0 znaci dokonalou
platnost HWE s rovnomérnou distribuci alel ve vSech populacich. Pti Fst <= 0,05 je
diferenciace mezi populacemi statisticky nevyznamna. Na druhé strané Fst >=0,25 znaci
velmi vysokou miru diferenciace. Ve zkoumanych populacich dosahla mira diferenciace
mezi populacemi Fst = 0,057. V nékterych studiich se téz lze setkat s ukazatelem Gsr,

ktery dosahl hodnoty Gst= 0,026

Hodnota, kterd udavd informace, jak miru inbreedingu jedinc v ramci
subpopulace, tak 1 miru diferenciace mezi populacemi je Fir. Fir bere v potaz miru
heterozygotnosti jedinct vic¢i celku. Tento ukazatel dosahl pifi vyzkumu hodnoty

Fir=0,257.
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Kromé absolutnich hodnot, které poskytuji relativni hodnoty miry inbreedingu
jednotlivych populaci a diferenciace mezi populacemi, lze vypocist tzv. genetickou
vzdalenost populaci. Tou je mozné zjistit miru genetické piibuznosti jednotlivych
populaci. Aplikaci genetické vzdalenosti je naptiklad klastrovani rtznych populaci
do vzajemné geneticky blizkych skupin nebo zjisténi historie Sifeni druhu na zkoumaném
uzemi. Nejbéznéj$im principem je parové porovnani diferenciace mezi jednotlivymi

populacemi. Jednim zplisobem je parovy vypocet miry diferenciace Fst (viz tabulka 7).

Tabulka 7: Parové porovnani miry diferenciace (Fsr) mezi jednotlivymi populacemi

Pop1 | Pop2 | Pop3 | Pop4 | PopS | Pop6 | Pop7 | Pop8 | Pop 9
0 Pop 1
0,029 0 Pop 2
0,023 | 0,035 0 Pop 3
0,038 | 0,028 | 0,047 0 Pop 4
0,026 | 0,031 | 0,024 | 0,032 0 Pop 5
0,031 | 0,029 | 0,037 | 0,034 | 0,026 0 Pop 6
0,028 | 0,029 | 0,035 ] 0,036 | 0,025 | 0,022 0 Pop 7
0,40 | 0,044 | 0,037 | 0,042 ] 0,021 ] 0,030 | 0,027 0 Pop 8
0,041 ] 0,053 ] 0,044 ] 0,048 | 0,029 | 0,037 | 0,030 ] 0,023 0 Pop 9

pop7
popb
pop2
pop4
popl
pop3
popS
pop8
popS

—_
0.01

Obrazek 21: Dendrogram genetické vzdalenosti populaci na zakladé parového porovnani miry diferenciace
(Fsr). Vytvoren v programu POPTREEW
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Na zéklad¢ matice parového porovndni genetické vzdalenosti na zdkladé¢ miry
diferenciace Fst lze vytvofit grafy, zobrazujici miru pfibuznosti mezi jednotlivymi
populacemi. Jednou moznosti je dendrogram, zobrazeny na obrazku 21, kde délka
jednotlivych vétvi dendrogramu ukazuje miru pfibuznosti mezi populacemi a ve kterém
jsou klastrované dohromady populace, vykazujici urCitou miru shodnosti alel.
Alternativni moZznosti je vyuziti grafu analyzy hlavnich koordinat (PCoA), na kterém jsou
vzajemn¢ nejvice piibuzné populace vyobrazeny blizko sebe, a naopak populace,
vykazujici velkou miru diferenciace jsou od sebe vzdalené (obrazek 22). Vyhodou PCoA

je intuitivni vyobrazeni vzajemné piibuznosti vét§tho mnozstvi populaci.

Analyza hlavnich koordinat (PCoA)
Pop4
Pop6
Rop7 2
Popg* Pop8 p Pop2
(o]
m ’ ,
® @ Vapencovy ekotyp
S Pop5
'g P Luzni ekotyp
]
x Horsky ekotyp
¢ Popl
¢ Pop3
Koordinata 1

Obrazek 22: Graf genetické vzdalenosti na zdklad¢ parového porovnani miry diferenciace (Fsr), pomoci
analyzy hlavnich koordinat.

Alternativnim ukazatelem genetické vzdalenosti je model standardni genetické
vzdalenosti podle Nei (Nei, 1972). Tento model pocita s tim, ze diferenciace populaci
vznikd predev§im mutacemi agenetickym driftem. Je mozné si v§imnou, Ze genetickd
vzdalenost pomoci miry diferenciace Fsr i ukazatele podle Nei je velmi podobna, a proto

by dendrogram i graf analyzy hlavnich koordinat vypadal obdobné.
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Tabulka 8: Parové porovnani genetické vzdalenosti podle Nei mezi jednotlivymi populacemi

Pop1 | Pop2 | Pop3 ]| Pop4 ] PopS | Pop6 ] Pop7 | Pop8 | Pop 9

0 Pop 1
0,225 0 Pop 2
0,173 1 0,271 0 Pop 3
0,325 1 0,254 | 0,416 0 Pop 4
0,209 1 0,269 | 0,190 | 0,314 0 Pop 5
0,276 | 0,275 | 0,334 ] 0,391 | 0,273 0 Pop 6
0,232 1 0,262 | 0,300 | 0,367 | 0,241 | 0,228 0 Pop 7
0,353 1 0,416 | 0,312 ] 0,438 | 0,199 ] 0,337 | 0,268 0 Pop 8
0,345 1 0,506 | 0,378 ] 0,508 | 0,271 | 0,433 | 0,296 | 0,223 0 Pop 9

Komplexnim statistickym modelem, kterym je mozné zjistit variabilitu
na molekularni je AMOVA (analysis of molecular variance), jejiz vysledek je na obrazku

23. Nejvice dosahla v rdmci jedincii (72 %) a nejméné mezi populacemi (3 %).

PROCENTALNI VYJADRENi MOLEKULARNI
VARIABILITY

W Mezi populacemi M Mezijedinci BV ramci jedinct

Mezi populacemi
3%

Mezi jedinci
25%

V ramci jedinct

Obrazek 23: Analyza molekularni variability
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6 Diskuze

Vyzkum prokazal vhodnost markerd mikrosatelitové nDNA pro vyuziti
v lesnickych populaéné-genetickych studiich. I srelativné nizkym poctem vzorkd,
kterych do findlnich analyz bylo pouzito 163, bylo detekovano 272 alel na deviti
mikrosateliovych lokusech nDNA. Nejvétsi variabilitu vykazoval lokus M2-30,
na kterém bylo zaznamenano 54 alel. Takto vysokd mira polymorfismu poskytuje velké
mnozstvi raznych informaci a umoziiuje sestavit podrobnou genetickou strukturu

zkoumanych populaci.

Ukazatelé¢ genetické diverzity a diferenciace byly porovnany s vysledky studii
z Bosny a Hercegoviny (Ballian ef al., 2008), Némecka (Fussi a Konnert, 2014), Italie
(Ferrazzini et al., 2007), Irska (Beatty et al., 2015) a studie, kterd zmapovala genetickou
strukturu populaci jasanu ztepilého na velké ¢asti Evropy (Heuertz, Hausman, et al.,
2004). Vsechny tyto studie vyuzily markery mikrosatelitové nDNA, a proto jsou vysledky

vzajemn¢ snadno porovnatelné.

Priimér poctu alel na lokus u vSech populaci (N. = 11,3) byl vyssi nez u populaci
z Bosny (Na= 10,2), mirn€ niz$i nez u italskych populaci (Na= 12,3) a vyznamn¢ nizsi
nez u némeckych populaci (Na= 16,3). Je nutné téZ poznamenat, Ze rozptyl hodnot N, byl
u jednotlivych ceskych populaci vaci celkovému priméru velmi maly, na rozdil
od populaci z ostatnich zemi, kde se vyskytovaly populace snizkym 1 vysokym
primérnym poctem alel oproti celkovému priaméru. Primémé pocty vzacnych
a unikatnich alel byly posuzovany pouze u némeckych populaci, kde primérné dosahly
mnohem vétSich hodnot (Ngr = 10,5, Np=6,4) neZ u ¢eskych populaci (Nr = 3,4, Npy=1,1).
Dalsim ukazatelem, ktery byl posuzovan pouze u némeckych populaci byla alelicka
diverzita, poskytujici informace a rovnomérnosti zastoupeni alel v populaci. I tento
ukazatel byl vys$si u némeckych populaci (Ng = 7,4), ovSem i u Ceskych populaci byla
odhalena pomérné¢ vysoka hodnota alelické diverzity (Ng = 6,5). Jedinym ukazatelem,
ktery byl uveden ve vice nez jedné studii je celkovy pocet alel na lokus, kterych bylo
v ¢eskych populacich srovnatelné mnozstvi jako ve vétsing studii. Némecka studie Fussi
a Konnert (2014) vyrazné ptedcCila ve vSech hodnotach vysledky, ziskané z ceskych
populaci. To mize byt zpisobeno mnohem vétSim mnozstvi vzorka, které pochazely
z raznych oblasti, ale i riznych zdroji. Samoziejmeé mize dochazet ke ztraté celkové
diverzity, vzacnych a unikatnich alel, ale na zakladé porovnani s pouze jednou studii

je to obtizné prokazatelné.
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Dtlezitym ukazatelem je mira heterozygotnosti, protoze heterozygoté mivaji vétsi
schopnosti adaptace na nové podminky. Zaroven se heterozygotnost vyuziva k posouzeni
genetické diverzity a diferenciace populaci, protoze je pifimo ovlivnéna inbreedingem,
jehoz vysledkem je ztrata heterozygotli, ¢imz vznikaji rozdilnosti v genetické struktuie
subpopulaci. Podil pozorovanych heterozygotii v populaci byl 62.9 % (Ho = 0,629).
Ocekavana mira heterozygotnosti, pfi nahodném pateni by méla byt 79,7 % (He = 0,797),
coz naznacuje, Ze v subpopulacich probihd inbreeding, coz dosvédCuje koeficient
inbreedingu (Fis = 0,214). Pozorovana mira heterozygotnosti piiblizn¢ odpovida
(Ho = 0,542) a Italii (Ho = 0,571), kde zarovenn dochézi k intenzivnimu inbreedingu
(Bosna: Fis = 0,312; Italie: Fis = 0,284). Naopak vys§i mira heterozygotnosti u populaci
v Irsku (Ho= 0,709) a Némecku (Ho = 0,733), s ¢imz se pojila i niz§i mira inbreedingu
(Irsko: Fis = 0,067; Némecko: Fis = 0,112). Ve studii Heuertz, Hausman, et al. (2004),
kterd mapovala genetickou strukturu populaci po celé Evropé byla objevena mira
inbreedingu obecné velmi malé, ve srovnadni s ostatnimi studiemi (EU: Fis = 0,033;

zapadni a stfedni EU: Fis = 0,064; JV EU: Fis = 0,012, Svédsko: Fis = -0,001).

Mira genetické diferenciace byla posuzovand ve vSech studiich na zakladé¢
ukazatele Fsr, jehoz princip téZ souvisi s posouzenim heterozygotnosti v jednotlivych
populacich. Jedinou vyjimkou byl vyzkum Beatty ef al. (2015), ktery posuzoval ®sr, coz
je ukazatel, v omezené mife vzajemné porovnatelny s Fst. U Ceskych populaci byla
objevena mirnd, avsak statisticky vyznamna diferenciace mezi populacemi (Fst = 0,057).
V oblasti stfedni a zapadni Evropy se jednd o nadprimérné cislo. Studie Heuertz,
Hausman et al. (2004) naznacuje existenci geneticky uniformnich populaci v zapadni a
sttedni Evrop¢ s vysokou mirou diverzity, ale nizkou diferenciaci mezi populacemi.
Primeérna hodnota genetické diferenciace v oblasti zapadni a stfedni Evropy byla v této
studii naméfena velmi nizka, pod hranici statistické vyznamnosti (Fst=0,027). To
podporuji i hodnoty miry diferenciace populaci v Irsku (@st= 0,0131) a Bosné (Fst =
0,023), ktera 1 ptes to, ze je geograficky blizko vysoce diferenciovanym populacim
jihovychodni Evropy, ma velké mnozstvi znakli zdpadnéjSich populaci. Vyssich hodnot
dosahuji populace v Italii (Fst = 0,049) a Némecku (Fst = 0,045), i kdyZ tyto hodnoty
jsou stale niz§i nez u Ceskych populaci. Pro srovnani primérna hodnota diferenciace mezi
populacemi jihovychodni Evropy a Svédska (s podobnym vyvojem v postglacialni dobé

jako u populaci jihovychodni je o ¥ad vyssi (jihovychodni Evropy: Fst = 0,093; Svédsko
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Fst=0,153). U populaci s takto vysokym indexem Fst dochdzi jiz k velkym genetickym

rozdilnostem mezi jednotlivymi populacemi.

Na zakladé¢ dat se daji Ceské populace zaradit ke skupiné populaci stfedni
a zapadni Evropy. Je u nich patrna relativné vysoka geneticka diverzita v ramci populaci,
dochdzi u nich k inbreedingu a genetickd diferenciace mezi populacemi je docela nizka.
Na druhou stranu dosahuje geneticka diferenciace mezi populacemi statisticky vyznamné
hodnoty a je nejvyssi ze vSech porovnavanych studii, zkoumajici populace stiedni
a zapadni Evropy. Zaroven mira pozorované heterozygotnosti a inbreedingu je vyssi nez
u populaci ze dvou zemi (Italie a Bosna). U pozorované heterozygotnosti a inbreedingu
se da téz vypozorovat vzorec. Tyto ukazatele jsou nejvySsi u populaci v jihovychodni
Evropé a snizuji se smérem na severozapad. V tomto vzorci se nachazi Ceské republika
piesné uprostted. Tento jev miize byt pfisouzen Siteni po dob¢ ledové, kdy se §ifil jasan
ztepily zjiznich refugii smérem na sever, a tedy vjiznich populaci je vétsi
pravdépodobnost pafeni geneticky piibuznych jedincl. V téchto ptivodnich populaci
se vystiidalo vétsi mnozstvi generaci, a diky konkuren¢ni vyhod¢ v adaptaci na mistni
podminky nejsou pfili§ ovliviiovany vnéjSimi vlivy. I pies to, Ze se daji Ceské populace
zafadit, vzhledem ke genetické diferenciaci k populacim stiedni a zdpadni Evropy,
protoze dosahuji podobnych a vyrazné nizSich hodnot, tak nelze vypozorovat zadny
vyrazny geograficky vzorec. Zda se, ze geneticka diferenciace mezi jednotlivymi
populacemi je u populaci stfedni a zapadni Evropy spiSe ovlivnéna specifickymi
podminkami a mistnim reliéfem terénu (napf. existenci terénnich prekazek). Tato
hypotéza naznacuje, Ze u populaci, geograficky vzdalenych od plivodnich refugii, dochazi

k tvorb¢ unikatnich genetickych struktur, které nejsou ovlivnény glacialni minulosti.

Ptedstavu o vzajemné piibuznosti poskytuje nejlépe graf na obrazku 23. I pies to,
ze si jsou nékteré populace z odlisnych ekotypl vzajemné velmi podobné (napt. 6 a 7),
tak 1ze vypozorovat, Ze populace ze stejnych ekotypi se seskupuji do jednotlivych klastri.
To samoziejme& nemusi byt zpiisobeno samotnymi ekotypy, protoze mezi zkoumanymi
populacemi ze stejného ekotypu byla mensi geografickd vzdalenost. Na druhou stranu
vzajemna piibuznost nékterych populaci neodrazi jejich vzijemnou vzdalenost.
Napftiklad populace 1 je vzdalena par kilometrti od populace 2, a naopak populace 3 se
nachézi na druhém konci Ceského krasu, ale populace 1 a 3 jsou geneticky velmi podobné
a populace 2 je geneticky odlisna. Zvlastni je téz vzajemna piibuznost velmi vzdalenych

a odlisnych populaci 2 a 4 a ptibuznost populace 7 s populacemi 5 a 6. Na zéklad¢ téchto
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informaci se d4 vytvofit hypotéza, Ze ptisluSnost k ekotyplim a vzéjemna geograficka
vzdalenost jednotlivych populaci velmi ovliviiuje jejich strukturu a genetickou
diferenciaci mezi populacemi. Na druhou stranu dochdzi u populaci bud’ k Sifeni pylu na
velmi dlouhé vzdalenosti v fddu n¢kolika desitek az stovek kilometrti, coz zplsobuje
vytvofeni podobné genetické struktury u takto vzdalenych populaci nebo nahodnému
vzniku rdznych populaci s podobnou genetickou strukturou. Zajimavé je, ze nejmensi
mnozstvi alel (v€. vzacnych) je v populacich zvapencového ekotypu, nejvice
v populacich horského ekotypu a populace luzniho ekotypu je vice alel nez
u vapencového ekotypu, ale méné€ nez u horského. Zarovei jsou tyto hodnoty u populaci
jednotlivych ekotypt velmi podobné. Tato data naznacuji ur¢itou genetickou odlisnost
jednotlivych populaci. Na druhou stranu je mozné, ze extrémni podminky
(u vapencového ekotypu sucho a u luzniho ekotypu zaplavy) zplisobuji selekci

specifickych alel, ¢imz dochazi ke ztraté nékterych alel a celkové genetické diverzity.

Studie, zkoumajici genetickou strukturu populaci daného druhu maji charakter
spi$ zdkladniho vyzkumu a jejich poznatky jsou obtizn¢ aplikovatelné v praxi. Vysledky,
publikované v této praci, dopliuji informace o genetické strukture evropskych populaci.
Data sice mirn¢ odrézeji ptisluSnost jednotlivych populaci k ekotypim, ale ta se stale na
zakladé publikovanych dat nedd spolehlivé prokazat. Pro dokonalou analyzu genetické
struktury ¢eskych populaci a ptipad€ potvrzeni piislusnosti k jednotlivym ekotypim by
byly potieba dalsi a detailnéjsi studie. Proto na zaklad¢ diivejSich vyzkumi 1 této prace
se nedad potvrdit vyznam vyuziti osiva z porostii na zéklad¢ piislusnosti k ekotypu. Na
druhou stranu se nedé vyvratit vyznam zakladani autochtonnich porostii, cozZ je obecnym
principem lesnictvi, a proto je vhodné se fidit vyhlaskou o ptfenosu reprodukéniho
materidlu ¢. 456/2021 Sb. Zarovenn je zachovani genetické diverzity dulezitou
predispozici pro existenci stabilnich porosti pro nadchazejici klimatické zmény. Tato a
dalsi studie prokazuje existenci relativné vysoké genetické diverzity, coz je dobra vychozi
pozice a je nutné hospodafit zplisobem, aby nedoslo k jeji redukci. Toho 1ze dosahnout
naptiklad vyuzitim reprodukcéniho materidlu z vét§iho mnozstvi matetskych porostii nebo

cilenym Slechténim jedinct s vhodnymi a geneticky riznorodymi genotypy.
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7 Zavér

Vsechny vymezené cile diplomové prace byly splnény. Byly navrzeny dvé
multiplexové reakce, vyuzivajici markery mikrosatelitové jaderné DNA, které se ukazaly
jako vhodny nastroj ke zkoumani genetické struktury populaci jasanu ztepilého. S jejich

pomoci byly provedeny laboratorni analyzy vybranych jedinct z deviti subpopulaci.

Na zéklad¢ literarni reSerSe byla ziskana data zasazena do kontextu genetické
struktury populaci na uzemi Evropy. Kromé toho byla posuzovana vzajemna ptibuznost
jednotlivych Ceskych subpopulaci, se zaméfenim na pfislusnost k jednotlivym
ekotyptim. I pfes to, ze nékteré vysledky naznacuji existenci ekotypti, tak pouze na
zaklad¢ této prace nelze existenci ekotypl pfimo potvrdit a jsou nutné dalsi a detailné;si
studie.

V navazujicich studiich by bylo vhodné vyuzit 1 jiné typy molekuldrnich
markert, s jejichz pomoci by bylo mozné ziskat detailnéj$i informace o genetické
struktuie ¢eskych populaci. Tato prace pouzila markery mikrosatelitové jaderné DNA.
Proto by mohla vzniknout prace podobného rozsahu, ktera by vyuzila markery
mikrosatelitové chloroplastové DNA. Chloroplastovd DNA u celedi olivovnikovitych
méné podléhd mutacim, a proto poskytuje odliSné informace o genetické struktuie
populaci nez jaderna DNA. Zaroven byly u velkého poctu studii vyuzity pouze markery
mikrosatelitové chloroplastové DNA, takze jejich vyuziti by umozZnilo porovnani
vysledkl s vétSim poctem studii. Nejvhodnéjsi by bylo vyuziti SNP markerd, s jejichz
pomoci lze ziskat nejvice informaci o genetické struktuie, protoZe jsou v genomu velmi
redundantni. Zaroven se ukazuje, Ze jsou vhodnym nastrojem pro predikci resistence
jedincti a populaci vi¢i H. fraxineus, coz zvysuje jejich vyuzitelnost. Problémem je, Ze se
jedna o finan¢né narocnou metodu, a proto by bylo nutné zajistit odpovidajici financovani
vyzkumu. Dal§imi metodami, které by se daly vyuzit pro dalsi vyzkum je transkriptomika

(zkoumani produktli genové exprese) nebo studium miry metylace riznych gent.

Jednim zcili bylo doporuceni pro lesnickou praxi, coz se ukazalo u
prace s charakterem zékladniho vyzkumu jako velmi ambicidzni a tento cil nebyl plné
naplnén. Zasadnim sd&lenim pro lesnickou praxi je, ze se v Ceské republice nachazeji
populaci s dobrou genetickou diverzitou a je vhodné tento stav zachovat, z diivodu

nadchézejicich klimatickych zmén.
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