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Cile prace

Cilem prace je analyzovat genetickou strukturu jedinc smrku ztepilého prezivajicich na zajmové lokalité
po kdrovcovém ataku.

Porovnani genetické struktury prezivsich jedincl a jedincl pochazejicich z lokdlni referencni populace
umozni vyvodit zavéry o charakteru genetické struktury studovanych skupin strom.

Metodika

Resersni ¢ast prace bude obsahovat kapitoly popisujici druh smrk ztepily, genetiku druhu a jeho stanovistni
naroky a také progndzy vyvoje jeho zastoupeniv dlsledku klimatickych zmén. Dale budou rozebrana témata
tykajici se odolnosti jedincll ¢i adaptovanych populaci vici riznym negativnim vlivim.

Pro vyzkumnou ¢ast prace bude nejprve ze vzork( rostlinného materidlu zajmovych stromU izolovana DNA,
minimalni pocet analyzovanych jedinc je 40 prezivSich strom( (tzv. last standing trees) a 40 jedincu refe-
rencni lokalni populace, celkem tedy 80 strom.

Na téchto vzorcich bude provedena amplifikace mikrosatelitovych DNA usekd s vyuzZitim existujici metody
SSRs PCR multiplex (Binova et al. 2020).

Generovana data budou analyzovdna s vyuzitim softwarovych molekularné-genetickych ndstroj (Genalex
a vhodné utility na bazi programovaciho jazyka R).

Budou interpretovany poznaky o zjisténé genetické struktuie obou populaci a pro dalsi posouzeni miry
genetické odliSnosti budou generovand data také konfrontovana s jiz existujicimi mikrosatelitovymi daty
dal3ich populaci smrku v Ceské republice. Diiraz bude kladen predevim na posouzeni parametru hete-
rozygotnosti studovanych skupin stroma.
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Harmonogram prace: Do konce prosince 2020 bude vypracovana literarni reSerSe a detailné zpracovdna
metodika diplomové prace. Mikrosatelitova data pro cilovou i referenc¢ni populaci budou v laboratofi ge-
nerovana do konce unora 2021.
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Abstrakt

Predlozena zavéreCna prace s genetickym zaméfenim na smrk ztepily
sleduje dvé Sumavské populace zhlediska odolnosti. Cilem bylo pomoci
vybranych mikrosatelitovych lokusti analyzovat genetickou strukturu jedinct
piezivsich v oblastech intenzivniho klirovcového ataku (tzv. last standing trees) a
porovnat ji sreferenéni populaci tvofenou jedinci, ktefi nebyli vystaveni tlaku
ktrovce. Byla posuzovdna mira genetické diferenciace mezi témito populacemi.
Pomoci SSRs markerti a multiplex PCR bylo moZné analyzovat celkem 96 vzorki,
z toho 48 pro kazdou populaci. ReSersni ¢ast popisuje ekologii smrku, Skodlivé
vlivy a zakladni piehled o genetice druhu. Vyhodnoceni dat probihalo
v programech GenAIEx a adegenet jako dopln€k do softwaru R. Vysledky obsahuji
data o polymorfismu, F-statistice a celkové variabilité obou populaci. V zavéru

prace jsou vysledky diskutovany a popsdna doporuceni pro budouci vyzkumy.

Klic¢ova slova: kurovec, last standing trees, mikrosatelitové markery



Abstract

The presented final work with a Genetic focus on Norway spruce monitors
two Sumava populations in terms of resistance. The aim was to use selected
microsatellite loci to analyze the genetic structure of survivors in areas of intense
bark beetle attack (so-called last standing trees) and compare it with a reference
population of individuals who were not exposed to bark beetle pressure. The degree
of genetic differentiation between these populations was assessed. Using SSRs
markers and multiplex PCR, a total of 96 samples could be analyzed, of which 48
for each population. The research part describes the ecology of spruce, harmful
influences and a basic overview of the genetics of the species. Data evaluation took
place in GenAlEx and adegenet programs as a supplement to the R software. The
results include data on polymorphism, F-statistics and overall variability of both
populations. At the end of the work, the results are discussed and recommendations
for future genetic studies.

Keywords: bark beetle, last standing trees, microsatellite markers
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1 Uvod

Smrku ztepilému bylo v poslednich péti letech vénovano ptes 20.000
védeckych ¢lanki dohledatelnych pies webové stranky Google Scholar a ptes 2.600
védeckych studii podle databaze Web of Science. Plyne z toho skute¢nost, jakym
vyznamnym druhem smrk ztepily je, a to nejen v Ceské republice. Sou¢asnym
problémem poslednich let je sucho a stim zvySena aktivita kurovct, ktera
postupné prerostla v kiirovcovou kalamitu. Potvrzuji to i udaje ze Zpravy o stavu
lesa za rok 2019. V letech 2009-2019 doslo k navyseni nahodilé hmyzové tézby
téméf devitinasobné (MZE, 2019).

Vzhledem K vyznamnosti smrku ztepilého, jako domaci dieviny a
nejpodstatnéjsi hospodaiské dieviny, je dulezité nezapominat na jiz znama fakta o
ekologickych narocich. Pravé dodrzovani téchto ekologickych pozadavkt muze
snizit budouci ztraty na produkci a zisku. Hanewinkel et al., (2010) na zakladé
sestaveného modelu predikuje postupné vytraceni smrku z porosti a v roce 2100
zmizi smrk z lesni plochy 0 vice nez 20 % jen v dusledku globaniho oteplovani.

Péstovanim smisenych lest je mozné takové dopady snizit (Hilmers et al., 2019).

Védecké vystupy vénované smrku ztepilému, které¢ se zabyvaji genetikou
druhu, majoritné vyuzivaji molekularni markery. V tomto konkrétnim ptipadé to
jsou Simple sequence repeats, SSRs - mikrosatelity, jsou neutralni a kodominantni.
S nejvétsi pravdépodobnosti jsou prendseny na dalsi generace podle medelovskych
pravidel (Selkoe a Toonen, 2006). S vyuzitim mikrosatelitovach markerd je mozné
sledovat miru polymorfismu ¢i ptibuznosti, a to nejen mezi jedinci, ale i mezi

celymi populacemi.
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2 Cile prace

Primarnim cilem této diplomové prace je detekce genetické variability tii
populaci smrku ztepilého. Dvé populace prezivsich jedinct se nachazely na
lokalitach po ktirovcovém ataku. Prvni populace nese oznaceni LS z Modravy a
druha S ze Smr¢iny. Referenc¢ni populace, ktera byla na stejné lokalit¢ Modravy,
je novou generaci po rodicich, ktefi nepiezili kiirovcovy atak a obsahuje jedince i
z populace LS. Celkovy soubor bude obsahovat 96 vzorki, konkrétné 30 vzorki

z populace LS, 18 vzorki z populace S a 48 z referencni z populace.

Pro zjisténi genetické diferenciace budou pouzity metody izolace DNA,
SSRs PCR multiplex podle Binova et al., (2020) s naslednym vyhodnocenim ve
vhodnych softwarech jako jsou GeneMarker a GenAlEx. Hlavnim parametrem
bude posouzeni heterozygotnosti v ramci populaci. Tato prace si klade za cil
porovnat vysledky ze zkoumanych lokalit s vysledky jinych autort, kteti se
zabyvaji zkoumanim smrku za pomoci mikrosatelitovych markerd a to nejen na

tizemi Ceské republiky.
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3 Literarni prehled

3.1 Obecna charakteristika smrku ztepilého (Picea abies L.
Karst)

Jedna se o nejvyznamngjsi dievinu lesniho hospodaistvi nejen v Ceské
republice, ale i v celé Evropé. Pavodni rozsifeni smrku je ve vysokych polohach
Evropy s dosahem az do Asie. Dnes je taxon rozsifen po celé severni polokouli
a diky lesnickému hospodateni se vyskytuje i v niz§ich polohach na neptivodnich
stanovistich. Na téchto stanovistich je péstovan i v monokulturdch. V Ceské

republice se areal rozsifeni nachazi od nizin po vysoké hory (Krasa, 2007).

3.2 Popis

Smrk je stalezelena jehli¢nata dievina, ktera dosahuje vysky 30-50 m. Jehlice
jsou tmavé zelené, lesklé a Spicaté. Jehlice vyristaji do vSech stran a na svrchni
strané rostou ve dvou fadach. Jedinci, ktefi jsou zapojeni v porostu, s vékem
postupné  ztraceji vétve. Solitérni jedinci jsou vétSinou zavétveni az k zemi
(Uradnicek, 2009). Nozicka (1972) popisuje piirozeny vyskyt hlavnd
v podhorskych a horskych oblastech. Ze stanoviStnich a fytocenologickych
hledisek vyplyva i ptirozeny vyskyt smrku v nizsich polohach, ale na stanovistich

S vyssi piidni vlhkosti, kterd nahrazovala aridni klima niZSich poloh (Pliva, 2000).

K prvnimu kveteni dochazi v 60. letech a semenné roky se opakuji ve Ctyf az
pétiletych periodach (Trnka, 2008). Smrk jako nahosemenna dievina je opylovan
piesto v podstaté nedochazi k samoopyleni (Burczyk, Lewandowski a Chalupka,
2004). Hajkova et al., (2012), popisuje stale ¢astéjsi vyskyt piedcasného kveteni.
Poleno a Vacek (2011) li¢i smrk jako dfevinu, ktera ma vysokou schopnost

adaptacnich procesti v kratkém casovém tseku.

Smrkové diivi se Siroce uplatiiuje v fadé odvétvi, naptiklad stavebnictvi,
nabytkaistvi. Rezonan¢ni dievo je velmi cenné a je vyuzivano pro vyrobu
hudebnich nastrojii. Nejen dievo, ale i pryskyfice ze smrku se hojné pouzivala pii

vyrobé bednaiské smily, kalafuny a terpentynu (Kréasa, 2007).
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3.3 Soucasny stav

Lesni ekosystémy podle Petit et al., (2005) jsou tvofeny dievinami, které
muzeme povazovat za divoké druhy rostlin. Tyto ekosystémy jsou neustale
vystavovany stresujicim faktortm at biotickym, tak abiotickym. V poslednich
letech jdou tyto dva faktory ruku v ruce. Dochazi k rekordnim téZzbam. V roce 2019
dosahla celkova tézba 32,6 mil. m® (MZE, 2019). Celkové lze hodnotit situaci
v &eskych lesich jako katastrofalni. V Ceské republice je mnoho mist, ktera se jiz
vymkla kontrole. Od roku 2013 dochézi ke skokovému nartstu kalamitnich tézeb.
Dosud je rok 2019 bran jako nejhor$i na objem tézby. Srazky sice nebyly tak
podprimérné jako v letech 2015 a 2018, ale z dtivodu nedostatku pracovnich sil,
nizké ceny dieva a problémy se zadavanim statnich zakéazek, ziistalo na konci roku

2019 v porostech dalsi cca. 5 — 10 mil. m® (Sramek, 2020).

Ktrovcové i vétrné disturbance popisuji Janda et al., (2019), které se opakuji
v kratkych intervalech v fadu let nebo desitek let, zpisobuji umrtnost na malych
plochach, vétSinou do 1 ha. Mize ovSem dojit 1 k rozsahlejSim poskozenim.
Dlouhodobé sucho podporuje mnozeni kurovce, ale i houbové patogeny. Oslabené
stromy maji minimalni mozZnost obrany. Nejvyznamnéj$i je Véaclavka smrkova
(Armillaria ostoyae) (Lorenc, 2019). Parazituje na zivych stromech a rozklada i
mrtvé dfevo. Celkovy objem vytéZzeného dfivi ¢inil téméF 210 tis. m3. Plosné bylo
vykazano 5,6 tis. ha smrkovych porostd, které byly napadeny v roce 2019, to je o
40 tis. m® méné nez v roce 2018. Tento trend pokracuje jiz tieti rok v fadé. Logicky
by se dalo soudit 0 Gstupu vaclavky, ale pfi¢inou je ustup smrki z pahorkatin,

tradi¢nich oblasti tohoto patogenu (MZE, 2019).
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Modlinger a PeSkova (2017) popisuji jako dalsi patogen kloubnatku
smrkovou (Gemmamyces piceae). Ta primarné¢ napada smrk pichlavy (Picea
pungens) a V poslednich letech se vyskytuje i na smrku ztepilém, zejména
v Krusnych horach. Patogen napada pupeny, které bud’ odumiraji nebo pii pokusu
0 vyraseni dochazi k charakteristickému ,,vykloubeni“. Takto napadené stromy
umiraji vétSinou v rozmezi 2 — 3 let. Podle statistik (MZE, 2019) v poslednich
letech dale pokracuje trend snizovani plochy jehli¢natych lesti. U smrku doslo
v letech 2000-2019 Kk procentualnimu snizeni o 4,5 % tj. 104 550 ha. Na druhé
stran¢ dochazi k procentudlnimu zvySeni u listnatych dfevin, zejména ve prospéch
buku a dubu. Pozitivné se da hodnotit narist smiSenych lesti v ramci jednotnych
prostorovych jednotek lesa. Pfirozena druhova skladba byla sestavena tak, jak by
vypadaly lesni ekosystémy, které by se v dneSnich podminkéch vyvinuly bez

zasahu clovéka. Proto by mélo byt cilem ptirozené skladby dosahnout.

Tabulka 1: Taxonomické zarazeni smrku ztepilého

Systematické zafazeni

Cesky latinsky
Rige rostliny Plantae
cévnaté
Podfrise rostliny Tracheobionta

Odd¢leni | nahosemenné Pinophyta

Ttida jehli¢nany Pinopsida
Rad borovicotvaré Pinales
Celed’ borovicovité Pinaceae
Rod smrk Picea

Druh Smrk ztepily Picea abies
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3.4  Ekologické naroky

Smrk ztepily roste na vzdusnych, vlhkych, neutralnich az kyselych ptadach.
Stanovisté snasi v polostinu az po pln€ oslunéné. Dava prednost lokalitdm s nizsi
teplotou, s vyssimi srazkami a vyss§i vzdusnou vlhkosti. Nevyhovuji mu dlouha
obdobi sucha a vysokych teplot, v nizsich polohach je pak nachylné;si k napadeni
Skidei. Povrchovy kofenovy systém je zna¢né naro¢ny na pudni vlhkost. Snese i
stagnujici vodu raselini$t’ a bazin. Nedostatek vlahy mize zpomalit rist. Vzhledem
k povrchovému kofenovému systému je nachylny na posSkozeni vétrem, ale
poskozovan je i namrazou a snéhem. Smrk je také choulostivy viici znecisténému
ovzdusi a imisim. V Ceské republice chybi na mistech teplych Givalti kolem velkych

fek, jinak je jeho vyskyt hojny (Kunt, 2007).

3.5 Aredl a rozsireni

Rozsiteni dieviny je rozsahlé, protoze smrk ztepily patii mezi dieviny s
euroasijskym arealem. Z toho diavodu je lepsi areal rozdélit do dvou oblasti. Prvni
oblasti je stfedoevropsko—balkanska, ktera se pak déli do dalsich 4 podoblasti.
V této oblasti pfevazuji jednotliva pohoti jako jsou Alpy nebo Karpaty.

Druhou oblasti je severoevropska neboli Skandinavsko — Ruska.
Skandinavsko - Ruska oblast ma vétsi rozlohu a vyznacuje se predev§im nizsi
nadmoiskou vySkou a souvislej§im vyskytem smrkovych porostl. Prevazuji zde
nizinné roviny s pahorkatinou. Na vychodni strané je tato oblast ukoncena ve

sttednim Povolzi (Musil, Hamernik a Leugnerova, 2002).
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Obrézek 1: Aredl smrku ztepilého; zelend prirozeny viskyt; Flutd = introdukovany

Autoii Svoboda (1953), Kiisek a Zarnik (2007) popisuji, Ze uréit presny
vyskovy rozsah smrku je pfinejmensim problematické. Jiz od vysky 800 m. n. m.
se pomalu prestava vyskytovat jedle b&lokora (Abies alba) a buk lesni (Fagus
sylivatica). Tim ziskava adaptacni vyhodu smrk a ve vyskach nad 1100 m. n. m. se
stava dominantnim a od vySek 1250 az 1300 se vyskytuji pfirozené monokulturni
smréiny. V soucasné dob¢ tyto horské smrciny zabiraji 0,8 %, tj. cca. 21 % lesni

pudy v Ceské republice.
3.6  Negativni vlivy na smrk ztepily

3.6.1 Srazky a teplota

Hlavnimi limitnimi faktory pro rust dfevin v horskych oblastech je teplota
a srazky jako hlavni faktor v oblastech nizin (Larcher, 1988). Dostatek srazek
podporuje rast kofenti i kmene. PfedevS§im jarni srazky maji pozitivni vliv na
mykorhizu, ktera podporuje celkovy rast kofent. Naopak sucho v jarnim obdobi

muze branit kofenovému ristu. Z toho vyplyva, ze rust kofend je uzce spojen se
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srazkami, predevsim v mésici dubnu a poté v obdobi &ervna — srpna (Cermak, 2007;
Svoboda, 1953; Uradnié¢ek, 2009). Da se piedpokladat, Ze Se snizovanim srazek
dojde k navyseni teploty, a proto dojde k poklesu produkce smrku. Z modelu na
grafu ¢. 1 muZzeme piedpokladat nizsi produkci smrku, ktera predikuje nutnost
upravy dievinné skladby. Negativni dopad na vitalitu lesa bude v budoucnu stoupat.
Dalsi stresové faktory jako vitr, sucho a bioti¢ti Skidci budou intenzivngji
ovlivitovat lesni ekosystémy. Konkrétni predikce vyvoje smrkovych lest neni

mozna, protoze nikdo nevi, co se bude pfesné odehravat. (Albert a Schmidt, 2010).

effect [m]

10 11 12 13 14 15
mean temperature in GS [°C]

Graf 1: Efekt priimérné teploty na riist (Albert a Schmidt, 2010)

3.6.2 Uhlik

Nejen srazky a teplota jsou limitnim faktorem pro rist a existenci smrku,
ale i obsah uhliku (C). Uhlik je dtlezity v metabolismu rostlin v nalezité spojitosti
s vodikem, kyslikem a rovnéz s dalSimi elementy. Proto je sledovani uhliku zasadni
pfi adaptaci na enviromentalni zménu (Atkin, 2015). Reakce smrku na snizovani
objemu CO: je vyobrazena na grafu ¢. 2. Vyplyva z toho, ze pfi snizovani Klesala
plocha asimilace (Assimilation), dychani (Respiration), produkce sekundarnich
metaboliti (SM), nestrukturalnich sacharidi (NSC) i relativni hodnota ristu (RGR).
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Z téchto vysledku Ize dospét k zavéru, ze smrk ztepily ma konzervativni alokaéni
strategii, pfi kter¢é umi regulovat rast a dychani. Zachovava pfitom zakladni

koncentraci NSC pro dalsi produkci (Huang et al., 2019)
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Graf 2: Vliv CO2 na rust (Huang et al.,2019)

3.6.3 LykoZrout smrkovy

DalS§im zna¢nym negativnim biotickym cinitelem jsou ktirovci, konkrétné
Iykozrout smrkovy (Ips typographus), lykozrout seversky (Ips duplicatus) a
lykozrout leskly (Pityogenes chalcographus). Rozsah poskozeni smrkovych
porostil Iykozroutem byl v poslednich letech obrovsky. Velké mnozstvi vefejnych
finan¢nich prostifedkl bylo investovano do asanace (Hlasny et al., 2021). Struktura
kiry je klicova pro napadeni stromu lykozroutem. Pti sekundarnim radialnim rdstu
dochazi k zesilovani peridermu. Takovym rlstem se zvySuje tlouStka a hustota
pryskyinych kanalkd. Dusledkem sekundarniho radialniho ristu doslo k poklesu

pokusli o navrtani floému, ale zvysil se pocCet atakli do mist, kterd jsou branéna
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primarnim vyronem pryskyfice. Sezonni zmény v obranné reakci lze vyhledat
zpétné ke zménam V zdsobach Skrobu v floému. Zmény v rovnovaze sacharida a
vody mohou ovlivnit obranyschopnost, ale zakladni podminky pro reakce

napadajici kirovce, ovliviiuji strukturni a anatomické vlastnosti kury (Baier, 1996).

Podle Jakus et al., (2011) nejen struktura kiry, ale i stinéni kmene hraje roli
pfi prvotnim ataku. Smrky, které jsou dale od sebe a maji delsi korunu, 1épe
odolavaji. Pfesto délka koruny neni rozhodujicim faktorem. Jednu z hlavnich roli
podle Fiihrer, Wiener a Hausmann, (1992) hraje hustota koruny. Stromy se stfedni
hustotou koruny vytvareji pfiznivéjsi podminky pro napadeni ktirovcem. Vétsiho
rozestupu pro delsi koruny se da dosahnout péstebnim zasahem pfi profezavkach a
nebo hned pfi sazeni. Pro preventivni ochranu jedinct je lepsi uplatiiovat tézebni

postupy od severu. Na lesnich okrajich budou stromy k napadeni méné nachylné;jsi.

Patrn¢ nejlep$im feSenim je sdzeni smiSenych lesd. (Jakus et al., 2011).

3.6.4 Zvér jako limitujici faktor obnovy lesa

Erber (2019) navrhuje pro zajisténi uspésného obnoveni lesnich porostd po
nutné zajistit takovy stav, pii kterém budou kultury odriistat bez oploceni. Tim se
snizi naklady a zlepsi se schopnost konkurence. Pro zjednoduseni redukce zvéfe,
Mlynat (2019) vydalo MZE metodicky pokyn pro sniZeni pocetnich stavt sparkaté
zvéie. Tim doporucuje organu statni spravy vydavat kladna vyjadieni k lovu
nenormované zvéie do véku dvou let, na dobu nejméné tfi po sobé jdoucich letech.
Dalsim krokem by mélo byt povoleni k lovu sparkaté zvetre noktovizory nebo lov
v odchytovych zafizenich. Celkovému zlepSeni by prospéla motivace k lovu
pomoci penézni odmény neboli zastfelného (Foit, 2019). Mezi lety 2010-2018
doslo k celorepublikovému nardstu odlovu sparkaté zvéte; u zvéte jeleni 0 27 %,

dan¢i 0 68,6 %, mufloni 0 5 % (Cesky Statisticky tfad, 2019).
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3.6.5 Vitr

Vzhledem ke klimatické zméné poslednich let je dulezité pocitat s hojnéjSim
vyskytem vétri s vyS$i rychlosti. Z empirickych faktort polomy ovliviiuje
zastoupeni smrku s vysSim Stihlostnim koeficientem, vékem a zakmenénim
(Kolejka et al., 2010). Vicena (2006) k témto faktorim dale fadi expozici,
prostorovou upravu, zdravotni stav, puvod dfevin, bonitu. V roce 2019 bylo
v Ceské republice zpracovano celkem 3,69 mil. m? abioticky poskozeného dieva;
to ¢ini cca 60 % negativnich abiotickych vlivi. Nejcastéji byly zasazeny porosty
borovice a smrku. Z pohledu regionalniho to byl piedev§im Moravskoslezsky kraj
s objemem 719 tis. m® (MZE, 2019). Ke $koddm dochéazi i z pedologického
hlediska, kdy pii vyvratu jednoho smrku je objem zeminy v kofenovém systému asi
1 m®. Pada zlstane téméf na svém misté, ale Cetné vyvraty vytvaii ¢&lenity

mikroreliéf, ktery ma pozitivni vliv na retenci vody (Kolejka et al., 2010).

3.6.6 Snih a namraza

Pribéh zimy a mnozstvi snéhovych srazek se reflektuje do skod na lesnich
porostech (Kiistek a Holusa, 2014). Autorky Rychtecka a Urbaficova (2008)
popisuji snih anamrazu jako dalsi nejpodstatngjsi abiotické ¢initele v Ceské
republice. Snéhem bylo v roce 2019 poskozeno 724 tis. m®. Namrazou vyrazné
méné a to pouhych 21 tis. m3, nejvice postizenym regionem byla Vyso¢ina 260 tis.

m? (MZE, 2019).

3.7 Budouci vyvoj

Aslam et al. (2017) a Piras et al. (2016), popisuji otepleni planety v letech
1880-2012 o 1°C. To zpusobilo posun ekologickych zoén severnim smérem o
160 km. Vyssi teploty jsou prevazné doprovazeny vlh¢imi podminkami v zavislosti
na zemé&pisnych podminkach. Vlhkost pudy v Iét¢ je predikovana jako snizena, a to
preziti druhti bude zaviset na jejich schopnosti adaptace na jiné zivotni podminky
(Thuiller, 2007).
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Predpoklada se, ze budouci vlivy budou mit v roce 2100 za dasledek posunuti
smrku do nadmofiskych vysek nad 1000 m. n. m. Za predpokladu takové hypotézy
dojde k uplnému vymizeni smrku z celkové rozlohy lesa 0 9 — 22%. Ztrati se vice
nez 20 % z rozlohy smrku pouze z divodu zvysujici se teploty. Do roku 2100 dojde
ke snizeni zastoupeni smrku na 50 % lesni plochy. Vyméra vhodné pro péstovani
smrku bude v roce 2030 snizena na 55 — 40 % a v roce 2065 na 28 %. Model
predikuje v roce 2100 vhodnou rozlohu plochy 5 % (Hanewinkel, Hummel a
Cullmann, 2010).

Pravdépodobnost pteziti smrku (graf ¢.3) v monokulturach bude v dusledku
klimatickych zmén postupné snizovéna. Pii zakladdni smiSenych lest bude
pravdépodobnost pteziti smrku minimaln€ o 5 % a maximalné o 27 % vyssi, nez
v monokulturach. Ve smiSenych porostech pii zhorSovani klimatu nebude smrk

tolik dotceny, riziko poklesu je ptiblizné 7 %.

Ve 120 letech bude pravdépodobnost pieziti smrku o 24 % nizs$i. Na
nevhodnych ptdach a pfi nepfiznivych podminkach by se mélo sniZit obmyti u
monokultur na 85 let. Na stanovistich s vhodngj$imi podminkami by mélo byt
obmyti 90 let, aby se dorovnala produkce smiSenym porostim ve véku 120 let
(Neuner et al., 2015)
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Graf 3: Pravdépodobnost preziti s vékem (Neuner et al., 2015)
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Genetickd rozmanitost dievin je ovlivnéna predev§im populacni historii a
postglaciani migraci (Petit et al., 2005). Uspé&nost populaci bude zaviset na
genetické variabilité, mife rozptyleni a umisténi jedincti. Populace jsou lokalné
adaptovany v mistech, kde maji nejvétsi relativni fitness. Rozsah lokalni adaptace
je dan rovnovahou mezi tokem gent a selekci. Silny pfirozeny vybér a geneticka
diferenciace se vyskytuji v ramci stovek kilometri, ale spolehlivd méfeni jsou
pouze na mnohem kratSich usecich (Savolainen, Pyhdjarvi a Kniirr, 2007). Kromé
dynamické genetické konzervace v pfirozeném prostiedi by mélo byt vyuZzivano
vice lokalnich semennych zdroji. StéZejnim bude vyuzivani vyzkouSenych
provenienci, které nepomohou jen konzervovat, ale i nastavit nepiijatelnéjsi

geneticky zdroj pro budoucnost (Schueler et al., 2013).

3.8  Odolnost populaci a jedinca

Pfeménou monokultur na vhodné smiSené lesy se zvysi odolnost vici
abiotickym i biotickym skudcum (Hilmers et al., 2019; Seidl, Rammer a Lexer,
2011). Podle Jactel et al., (2009) je hlavnim argumentem pro smisené lesy vyssi
odolnost vic¢i disturbancim a zéarovenl jejich rychlej§i obnoveni. Druhova
rozmanitost mize eliminovat rizika poSkozeni rozdélenim mezi vicero dievin.

Smési se totiZ mnohem rychleji zotavuji z poskozeni.

V nasich podminkéch vytvately tzv. hercynskou smés smrk ztepily, buk lesni,
jedle bélokora a tyto dieviny spolecné tvofily ptirod€¢ blizké lesy bez nutnosti
aktivni péce. Vztahy téchto tfi dievin se zdaji jako vyrovnané, kdy z toho profituji
vSechny tii dieviny (Pretzsch et al., 2015). Na jafe mtze smrk profitovat z hlubsich
kotenovych systémt buku a jedle. Ve vyssich polohéch je smrk s jedli vyssi nez
buk a ten na to muiZze reagovat posunem na svétlejsi stanovisté. Vzhledem k budouci
transformaci monokultur na smiSené lesy se daji pfedpokladat znacné ztraty
z produkce smrkového dieva (Hanewinkel, Hummel a Cullmann, 2010). Zména
lestt na monokultury je vysledkem potiteb lidské populace. Z toho divodu je
dalezité¢ transformovat lesy na smisSené, které jsou stabilni, udrzitelné a mayji

rychlejsi pfirozenou obnovu po disturbanci (Hilmers et al., 2020).
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Balogh et al., (2018) popisuje konkrétni fenotypy u borovice, které vykazuji
vy$s$i odolnost viici napadeni kiiroveem (Dendroctonus ponderosae). Jedinci, ktefti
produkovali terpeny, méli vyssi odolnost vuci napadeni. Prozatim se nepodafilo
zjistit konkrétni slozeni terpend, které odolnost vii¢i napadeni zvySuji, a tento cil
bude ptfedmétem dalsich studii. Chemické vlivy na odolnost popisuji i Erbiling et
al., (2017). Proti klikorohu borovému (Hylobilus abietis) u semenackt, jako
potencionalni u¢inna obranna latka se jevi jeden z terpenti — limonen, ovSem do
jakého stadia je takto semenacek chranén, zistava zatim neobjasnéno (Pettersson et
al., 2008). Presto, ze dfeviny obsahuji kyselinou abietovou, ktera se vyskytuje
v pryskyfici a ptipisuje se ji obranny efekt viéi biotickym sktidcim Wagner et al.,
(1983), existuji latky jako je diterpen-resinova kyselina, ktera se vyskytuje
Vv travicim traktu biotickych Skidct a i v malé koncentraci dokaze piekonat obranu
hostitelské dieviny a kvili tomu dochazi k napadeni i odolnych dievin (Boone et
al., 2013).

3.9 Uvod do principti genetiky

Pro existenci organismu je nezbytna fyzickd informace uloZena
v deoxyribonukleové kyseling, znamé jako DNA (Avery, MacLeod a McCarty,
1944). Védci James Dewey Watson a Francis Crick (1953) popsali tvar této
informace, povedlo se jim vyobrazit realnou podobu dvousroubovice DNA u
lidského genu. Zakladni jednotkou jsou nukleotidy: Adenin (A), Cytosin (C),
Guanin (G), Thymin (T) (Sanger, Nicklen a Coulson, 1977).

Majoritni ¢ast vysSich organismil je diploidni, maji dv€ molekuly DNA.
Jedna pfichézi od otce a druh4 od matky. Molekula je rozdélena do chromozoma.
Chromozomové pary, které maji stejnou funkéni formu genu - alelu, nazyvame
homozygoty, a ty s odliSnou nazyvame heterozygoty. Dieviny se vyvijeji z jedné
buiiky, ta obsahuje vSechny podstatné informace pro potiebu celého Zivotniho
cyklu. Molekula DNA, ktera ptichazi od obou rodi¢t se nachazi v bunééném jadie
a v dalsich bunéénych strukturach jako jsou mitochondrie (mtDNA) nebo DNA
plastidii (cpDNA) (White, Adams a Neale, 2007).
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Pfenos genetické informace na potomstvo se déli na mimojadernou,
a chromozomovou. Mendelovskd, tedy chromozomovéa dédi¢nost je ptenos
genetické informace z obou sad chromozomu rodi¢t. K té dochazi pouze pii
pohlavnim rozmnozovani. Pfenos probiha pomoci fizeni rekombinace, replikace,
mutace, anebo transmisi genetického kodu chromozomi. Konkrétné se jedna o
biparentalni dédi¢nost. Proti tomu cytoplazmaticka-mimojaderna kontroluje
cytoplazmatické jednotky (plazmidy). Hlavnim projevem cytoplazmatické
dédi¢nosti je somatické déleni neboli recipro¢ni kiizeni a Stépeni, béhem
ontogenetického vyvoje, konkrétné se dédi¢nost nazyva mateiska (maternal
inheritance). Umoznuje piedani znakti pouze z jedné sady rodi¢ovského materialu
od otce. Pfenos probihd diky mitochondriim a nazyvame ji jako uniparentalni

(Paule a Hamplova, 1992).

3.10 Geneticka variabilita

Geneticka variabilita je ovlivnéna velkym mnozstvim genetické informace
v molekulach DNA. Béhem transportu genti Z rodi€li na potomstvo prosttednictvim
pohlavnich bunék se miiZe vytvofit zdatné mnozstvi geneticky pestrych pohlavnich
bunék (Relichova, 1997). Z pohledu genu zalezi na uréitém misté, kde dochazi
k degeneraci a vysledkem je mutace. Mutace se miize objevit v regula¢ni oblasti
genu, to souvisi s mnozstvim produkce proteinu, ktery je takto kodovan. Na
konecnou produkcei proteinu bude mit vliv mutace, ktera se nalezne v kodujici ¢asti
tak, ze ovlivni jednotlivé kodony. Vzhledem k degenerovanému genetickému kodu,
kdy je aminokyselina kodovana vicero kodony, nemusi byt mutace projevena (ticha
mutace) (Dolezal, 2019). Pivodni geneticka variabilita smrku byla snizena bottle
neckem diky ochlazeni asi pted 1,6 mil let. Po opétoveném zlepSeni ptirodnich

podminek doslo k Sifeni smrku, ovSem jiZ se snizenou variabilitou (Ziedler, 2007).

DNA uchovavaji a pfedavaji se dalSim generacim témér beze zmén. To je vyhodné
nejen pro zajisténi své identity, ale i pro pieziti vitbec. Kdyby geneticka informace
byla casto Sifena se zménami nebo chybami, tak by se organismy nemohly

reprodukovat nebo ptezit (Relichova, 1997).
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3.11 Genom

Celkovy soubor vSech nukleotidii nazyvame genom. Pravidlo, kdy slozitost
organismu nebo evolu¢ni vyspélost je pfimo imérna objemu genomu, neplati.
Tento jev je popisovan jako paradox C (White, Adams a Neale, 2007). Obecné
genomy borovicovitych se skladaji z karyotypu, ktery ma 12 (2n = 24)
chromozom
(Mehra a Khoshoo, 1956; Morse et al., 2009). Genomy jehli¢nant se daji také
charakterizovat podle své velikosti, ktera je vice nez 15 Gpb a vyznamné mnozstvi
opakujicich se sekvenci asi 60 %. Ty hraji podstatnou roli pifi ¢teni genomu.
Sekvence patii do ruznych rodin transportovatelnych prvku, které se vlozily do
smrkového genomu a po desitky milionil let vytvarely velké introny a vysoky pocet

pseudogent (Nystedt et al., 2013). Jednim z dasledkt velkych a slozitych genomu

jehli¢nanti je obtizné sledovani jejich trovni (Heuertz et al., 2006).

| pfi pouzivani modernich technologii je sekvenovani nebo resekvenovani
genomu velmi ¢asov€é naro¢né, ale i drahé. Velikost a repetitivni pfirozenost
jehlicnant ztézuje manipulaci s daty u opakovaného sekvenovani, kde naptiklad
chybéji oblasti genomové sestavy (De La Torre et al., 2019). K zachyceni urcité
¢asti genomu se pouzivaji metody redukce slozitosti vybéru konkrétni oblasti, toho
se dosahuje pomoci §tépeni enzymy (RADseq a GBS). (Wang, Bernhardsson a
Ingvarsson, 2020). Vzhledem k ostatnim jehli¢natym dievinam, u kterych prozatim
nedoslo k zmapovani genové zakladny, je smrk prvnim popsanym druhem. Velikost
jeho genomu je pravdépodobné 19,6 Gpb (Nystedt et al., 2013). To je asi 7x vice,
nez se nachazi u loveka. Pocet genidl u smrku je asi 28 tisic. U listnatych dievin
jsou genomy mensi, u rodu Quercus kolem 1,46 miliardy nukleotida (Plomion et
al., 2018).

3.12 Genetické markery

Genetickym marker je konkrétni usek DNA s pfesnou lokalizaci na
chromozomu, tim se mohou objasnit nékteré¢ dédi¢né znaky. Diky markerim je
mozné sledovat genetickou piibuznost jedinct, populaci nebo druhi. Pro detekci

rozdila je dulezity polymorfismus (Eriksson, Ekberg a Clapham, 2013).
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3.13 Mikrosatelity

Mikrosatelitem nazyvame urcité sekvence u repetitivni DNA, ktera se
sklada z opakujicich se jednotek, obvykle do velikosti Sesti nukleotidii. Pocet
opakovani jedné repetice v urcitém mist¢ DNA (lokusu) definuje alelu. U
diploidnich jedincti ma kazdy jedinec dv¢ alely na jednom lokusu. Jedna je od otce
a druha od matky. Pro zjisténi délky alely je nutné provést PCR amplifikaci
konkrétniho lokusu pfidanim primerd piiléhajici ke konkrétni sekvenci

mikrosatelitu (Chlumsky, 2015).

SSRs (Simple sequence repeats) jsou VsouCasné dob¢ jednim
z nejpouzivanéjSich markeri pro hodnoceni genetické variability na urovni
populaci. Z toho diivodu je metoda pouzitelna pouze v ptipad¢, kdy jiz pro dany
druh byly publikovany primery (Zhang et al., 2004). Mezi jejich hlavni vyhody patii
neutrdlnost, reprodukovatelnost, detekce polymorfismu nebo vyuziti u dalSich
ptibuznych druht, diky vyskytu mikrosatelitii i u nekodujicich sekvenci pro analyzy
genetické rozmanitosti populaci (Androsiuk et al., 2013) (Maghuly et al., 2006)
(Yazdani et al., 2003). Mikrosatelitové lokusy se fadi k nejproménlivéjsim
oblastem genomu, kdy je polymorfismus uréen rozdilem pocétu opakovani
zékladniho schématu nukleotidi a lokusy jsou v délce 5-40 opakovani, ale jsou

mozné i del$i varianty (Selkoe a Toonen, 2006).

Ve vétsing pripadi genetickych studii se pouzivaji nukleotidy ve variantach
mono, di, tri, (A)n, (AT)n, (ATA)n. Dinukleotidy se nejcastéji pouzivaji pro svou
velkou moznost vyuzitelnosti na vicero druzich (Li et al., 2002). Lokusy, které se
vyskytuji v celém genomu, pievazné v oblastech kde je nekodujici DNA, jsou pro
pro identifikaci jedinct. Problém této metody se mize projevit v tom, ze variabilita
se posuzuje na konkrétn¢ sledovanych lokusech. (Jarne a Lagoda, 1996; Zane,
Bargelloni a Patarnello, 2002). Mezi dalsi nevyhody patii narocnost této metody,
a to z hledisek casovych a technickych, protoze jsou nezbytné dva primery, tedy
pro kazdy smér (forward, reverse) (Zane, Bargelloni a Patarnello, 2002).
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Naopak vyhodou takové metody pfi sledovani kodominantnich dat se da
jednoduse rozpoznat homozygot od heterozygota. Touto metodou se da i jednoduse

sledovat stupen polymorfismu, kde muaze byt i <20 alel na jeden lokus.

Na mikrosatelitech se mohou vyskytovat také nulové alely. Takové alely
neni mozné amplifikovat, takze ani neni mozné je zméfit. Vznikaji na mistech
mutaci, které jsou tésné priléhajicimi k sekvenci mikrosatelitu. Pokud k takové
mutaci dojde, tak primer neni schopen nasednout a neni mozna amplifikace. DalSim
divodem mize byt rozdilnd amplifikace dvou riznych alel, pak se jednoduseji
amplifikuji kratsi nez delsi alely. Pfi Spatné kvalité nebo nizké koncetraci DNA je
moznost Spatné probéhnuté PCR a tim mohou také vzniknout nulové alely (De

Sousa, Kinkeldey a Gailing, 2005).

Pferiffer et al. (1997); Nystedt et al., 2013 uvad¢ji, ze u smrku ztepilého
existuje zhruba 40000 kopii AG v mikrosatelitnich sekvencich. Vzhledem
k objemu genomu smrku, kde se nachazi velké mnozstvi repetitivnich tsekd, které
tvoii mikrolokusy, a ty pak komplikuji vysledné hodnoceni (Scotti et al., 2000).
Diky mikrosatelitim bylo mozné u smrku zjistovat diferenciace a diverzitu mezi
populacemi (Scotti et al., 2006). Mikrosatelitové markery SSR detekuji polymorfni
lokusy s jednoduchou Mendelovskou dédi¢nosti. V praktickém lesnictvi se daji tyto
markery pouzit pii sledovani rychlosti kfiZzeni v semennych sadech nebo klasickych
porostech. Dale se daji sledovat skutecnosti jako inbreeding, kontrola kvality
kontrolovanych kfiZeni, kontrola umélého opyleni, kontaminace pyly, identifikace
otcovstvi nebo genova disperze (Yazdani et al., 2003). Potencionéalni nevyhodou
mikrosateliti podle Wang et al., (2009) je nepfitomnost nulovych alel, kdy jejich

ptitomnost muze zkreslit vysledky.
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3.14 Primery

Pojem primer je vyuzivan pro kratky oligonukleotid, ktery by mél nabyvat
velikosti od 15 do 25 nukleotidd a je nezbytny pro PCR. Primery jsou specificky
konstruovany pro konkrétni lokus, ktery je v genomu jenom jednou. Primery jsou
vétSinou barveny riznymi fluorescenénimi barvami pro sekvenovani DNA a
nasledné vyhodnocovani dat. Pro kazdy organismus existuji specifické primery. Pro
urCité druhy jiz hotové primery, které se daji najit ve védeckych clancich,
databazich nebo genovych bankach (Zane, Bargelloni a Patarnello, 2002; Varshney,
Graner a Sorrells, 2005).
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4 Metodika
4.1 Sbér vzorku

Sbér vzorku piezivsich jedinci (last standing trees) probihal v oblasti
Modravy, Smr¢iny a Hluboké nad Vltavou. Vzorky z téchto lokalit, tedy prvni
populace, byly oznaceny LS nebo LTS. Vybrano bylo 30 jedinci, to je soubor,
ktery uz ma vypovidajici hodnotu. Z toho byly 4 vzorky sebrany u Hluboké nad
Vltavou, vzorky ze Smr¢iny S oznacenim S m¢lo 18 vzorki a byla povaZzovana za
druhou populaci (viz. obrazek ¢. 6). Tyto populace jsou jiz atraktivni pro napadeni
karovcem, a presto ataku odolavaji. Rozmezi vysek téchto stromt bylo 17,9-30 m,

vycetni tloustka nabyvala hodnot od 35,5-95cm.

Tteti populace, neboli referecni, oznaCovéana jako R nebo Ref, mé celkem 48
vzorki. Referenéni populace je nova generace stromu, jeji pivod je z porostu, které
neustaly kirovcovy atak. V dasledku uvolnéni plochy ptivodnim porostem dostaly
semendcky S$anci, a proto jsou tyto vzorky sebrany ze zmlazeni. Tedy ndhodna
populace, kde se daji o¢ekavat specifické genotypy v minimu. Refere¢ni populace
slouzi k porovnani odliSnosti od ptedeslych dvou sledovanych populaci.
Geograficka vzdalenost mezi populacemi (obrazek ¢.3) je cca 40 km. Sbér vzorka
probihal v 16t 2020, tedy 13 let po orkanu Kyril, ktery na Sumavé poskodil kolem
1 milionu m® dfeva a o dal§i §kodu podobného rozsahu se postaral kiirovec. Pro
mapové podklady a klastrovaci dendrogram byly vzorky pieznaceny (pro lepsi

piehlednost pfeznacené vzorky uvedeny v piiloze €. 51).

33



S ¢ )\\ <\ \ S s o
L 5//‘ _“* \\J\J y /—/

L

Obrazek 2: Mapovy zdkres lokalit Modravy a Smrciny, zdroj Google Maps, zpracovani viastni
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Obrazek 3: Mapovy zakres Modravy: populace LS (oranzova) a R (modra); mapovy podklad: Google Maps; zpracovani
viastni

Obrazek 4: Mapovy vystup ze Smrciny: populace S; mapovy podkla Google Maps,; zpracovani viastni
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4.2  Priprava vzorki

Vzorky pro referencni jedince byly pfipravovany z pupenti. Tyto pupeny byly
skalpelem oddéleny od letorostu a na plastové podlozce byly ocistény od krycich
Supin. Ocisténé pupeny byly umistény po dvou az tfech kusech podle velikosti
pupent do zkumavek ur¢enych k homogenizaci. Tyto zkumavky maji zamykatelné
silngj$i vicko proti prorazeni kulickou pfi drceni. Do zkumavek byly ptidany
sterilni kulicky pro jemné nadrceni. Kulicky se skladaji ze slitiny oceli a karbidu
wolframu. Pouzité zkumavky byly od firmy Eppendorf o objemu 2 ml . Po kazdém
pfipraveném vzorku byly néstroje i pracovni plocha o€istény lihem, ktery zabraiiuje

vzajemné kontaminaci vzorkd.

Pro last standing trees bylo z vyseku kiry odebrano kambium, které bylo

skalpelem oddé€leno od kiry a umisténo do stejnych, odolngjsich zkumavek.

Zkumavky byly oznaceny identifikacnim cislem, aby nedoSlo k zdméné
s ostatnimi vzorky. Pfipravené vzorky byly usazeny do dvou konzoli pro oscilaéni
mlyn. Tyto konzole byly umistény do nadoby a zality tekutym dusikem pro hlubokeé
zamrazeni a lepSi homogenizaci. Teplota kapalného dusiku je ptfiblizné€ -195 °C a
pouziva se pro zmrazeni tkani, které se timto stanou kiehké, tvrdé a jednoduseji se
rozdrti na jemny prach. Po zmrazeni, které trvalo zhruba 2 minuty, byly konzole
vyjmuty a okamzité umistény do kovovych drzakli v oscilaénim mlynu. Po utazeni
a zavieni bezpecnostniho krytu zapocalo drceni na 3 minuty a intenzité 30 kmith za
sekundu ve vertikdlnim sméru. Za uspokojivou kvalitu drceni se povaZzuje absence
hrubych tkdni a dostatecné mnozstvi prachu. Tento prach byl vétSinou
nakumulovany ve vicku zkumavky a musel byt mechanicky vyjmut. Pokud nebyla
po prvnim drceni kvalita uspokojujici, znovu se vzorky zmrazily a proces se

opakoval.
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4.3 lzolace DNA
K izolaci byl pouzit izola¢ni kit NucleoSpin Plant II od firmy MACHEREY -

NAGEL. Tato firma poskytuje technologie pro chemickou a biomolekularni
analyzu. Izolace DNA by nebyla mozna bez pouziti pfistroji a pomtcek. Jak jiz
bylo zminéno vyse, oscilacni mlyn, centrifuga, vortex — pfistoj k promichavani
vzorkli a roztokii, termoshaker — pro zahiati vzorku na pfedepsanou teplotu,
mikropipety a opakovaci pipeta — Gilson Repetman. Opakovaci pipeta po nastaveni
urcitého objemu presné davkovala reagencii do zkumavek, ale pouze v ptipad¢, kdy
nebylo nutné okamzité spojeni vzorku s reagencii. K tomu slouzily klasické
mikropipety a ktémto pipetam byly pouZzivany $pi¢ky o ruznych objemech
kompatibilni s velikosti pipety. Cely proces izolace byl provadén v ochrannych

latexovych rukavicich.

Série izolace byla vétSinové provadéna po 24 vzorcich. Do
homogenizovanych vzorka byla pfiddna prvni reagencie Buffer PL2 o objemu
300 pl a vzorek byl zvortexovan (promixovan). Po tomto kroku nésledovalo ptidani
RNase 10 pl, kterd ma zajistit zneSkodnéni RNA ve vzorku. Zkumavka byla opét
zvortexovana. Pro zvySeni vytéznosti byl vzorek vlozen do termobloku v rozmezi

intervalu 30—60 minut, pfi teploté 65°C.

Po uplynuti ¢asového limitu se do vzorku ptidalo 75 pl PL3. Vzorek byl
neprodlené¢ zvortexovan a vloZzen do pifedem pfipravené nadoby s ledem na pét
minut. V tomto kroku se vysrazeji bilkoviny, polysacharidy a detergenty, které se
usadi na dn€ zkumavky. Cely obsah zkumavky se ptelije i se sraZzeninou do nové
zkumavky na fialovy filtr. Tento filtr zachycuje zbytkovy a nezadouci material
mimo roztok. Takto pfipravend zkumavka prosla centrifugaci na 11 000 rcf pii

¢asovém intervalu dvou minut.

Pokud bunécné zbytky ucpaly flitr a tekutina neprosla skrz, bylo nutné
zbytky mechanicky promichat, aby mohla tekutina snadngji projit pies filtr a
centrifugace se opakovala, dokud nebyla veskera tekutina ve zkumavce. ProtoZe
fialovy filtr je hruby, objevila se na dn¢ zkumavky sedimentarni peleta. Bylo nutné

roztok pfelit do nahradnich, cistych zkumavek, ptidat 450 pl Buffer PC a
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neprodlen¢ propipetovat (ptfidanou reagencii nasat zpét do S$pic¢ky 1 s roztokem
DNA). Po tomto kroku byl roztok prelit na kiemicity filtr se zelenym krouzkem
slouzici k navazani DNA. Nasledovala centrifugace po dobu jedné minuty a 11 000
rcf. Jelikoz prefiltrovana tekutina jiz nebyla potfebna, byla ekologicky zlikvidovana

a filtr vracen do stejné zkumavky.

V dalsim kroku bylo ptidano 400 ul Buffer PW1 a opét stoceno v centrifuze
na stejné otacky 1 Cas. Nasledovalo 700 pl Buffer PW2 a v dalsim kroku 200 pl
Buffer PW 2. Po tomto vymyvani bylo dulezité, aby byl filtr Gpln¢ suchy a
neobsahoval zbytky Buffer PW 2, protoze obsahuje ethanol. Z tohoto divodu byla

zkumavka znovu vlozena do centrifugy a sto¢ena tzv. na sucho.

Nésledovala kone¢na eluce DNA, proto byl filtr umistén do nové 1,5 ml
zkumavky. Z pifedem ptipravené zkumavky s Buffer PE zahfaté na 65 °C bylo
aplikovano 50 pl na stied filtru a zkumavka byla vlozena do termobloku na dobu 5
minut, pro co nejvyssi vytéznost. Poté byla vlozena do centrifugy na 11 000 rcf po
dobu 1 minuty. Pro druhou eluci byl vyjmut filtr a vlozen do nové 1,5 ml zkumavky

a postup eluce byl opakovan.
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4.4 Méreni DNA

U vy-izolované DNA byla méfena koncentrace a Cistota. K tomuto ucelu
slouzi piistroj NanoDrop a stejnojmenny program v pocitaéi, ktery provadi
spektrometrickou diagnézu. Pfed samotnym méfenim je dilezité, aby DNA nebyla
usazena na dn¢ zkumavky, proto je podstatné vzorek zvortexovat. Pfed za¢atkem
méieni je dulezité nastavit standard Cistoty tvz. blank. Ten se nastavi pomoci Buffer
PE. Pro korektni posouzeni musi vzorek vykazovat prubéh typické kiivky (viz
obrazek ¢. 5). Cistota by méla nabyvat hodnot od 1,7 — 1,9 pii vlnové délce

260/280nm. Idealni kiivky by méla nabyvat nejvyssi hodnotu pravé v bodé 260nm

a protinat kiivky x a 'y v nulovém bodé¢.

i Load your sample and press the measure button.

oy
06

10 mm Absorbance

113
04
03
02
oy

iy
Y

B0 paH] 40

o0

0

o MW M0

]

7 285 nm 0.572 Abs

Obrazek 5: Idedlni kiivka NanoDrop
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45 Redéni DNA

Zmeéfené vzorky bylo nutné pfipravit na stejnou koncentraci DNA 20 ng/ ul.
Koncentrace nabyvaly hodnot od 31,9 do 668,6 ng/ul. Vypocet fedéni probihal
podle vzorce (kone¢ny objem DNA x pozadovand koncentrace) / koncentrace
z NanoDropu. Vysledné hodnoty mnozstvi DNA se odecetly od hodnoty 20 ul a
vysledek se rovnal mnozstvi ultra-Cisté vody. Tato mnozstvi byla pipetovana do
PCR desticek, kde kazdy vzorek mél své souradnice. Vypoctené objemy DNA a

ultracisté vody jsou uvedeny v ptilohéach ¢. 47 a ¢. 48.

4.6 Elektroforéza

Elektroforéza je jednou ze separa¢nich metod, ktera se pouziva pro kontrolni
testovani kvality vzorkd. Divoda pro provadeéni elektroforézy jsme méli hned
nckolik. Prvné bylo dilezité pro ovéfeni amplifikace, tzn. zda vzorky obsahuji
DNA. Druhym divodem bylo zjisténi kvality DNA. Zda neni kontaminovana,
neobsahuje zbytky proteinti nebo RNA. Tietim divodem bylo ovéfeni méieni z
NanoDropu. Casto pii méfeni Nanodropem dochézi ke zkresleni vysledku, uZ jen

kvtli principu méfeni.

Elektroforéza probiha v elektroforetické vang, kterd je vyplnéna agaré6zovym
gelem. Na piipravu gelu bylo nalito 55 ml 1x TAE Bufferu do sklenéné kadinky a
do té se pridalo 0,7 g agardzy. Pro lepSi rozpusténi agar6zového prasku se
pfipraveny roztok zahtdl na 1 minutu VvV mikrovlnové troubg&. Poté se kadinka
zchladila pod tekouci vodou a do roztoku se pfidalo 1 pl RedGel pro kontrastni
vyobrazeni. Objem byl vylit do elektroforetické vany, ve které jiz byly pfipraveny
drazky na jamky od elektroforetickych hiebenil. Pii liti roztoku je dualezité, aby
povrch gelu po zatuhnuti ztstal rovny a bez vzduchovych bublin. Po zatuhnuti gelu
bylo moZzné vyjmout hiebeny, které vytvotily jamky pro fedéné vzorky. Na
netoxické folii Parafilm bylo smichano 3 ul DNA s 2 ul RedGelu pro fluorescencni
ucinek v temné komote. Pro porovnani kvality vzorkd byl do prvni jamky vzdy
ptidan velikostni marker 0 objemu 5 ul. Vana byla ptiklopena vikem a spustila se

elektroforéza na 30 minut a napéti 90 Volti. Vysledek je na obazku €.7.
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4.7 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce, ve zkratce PCR, se pouziva k mnozeni urcitych
usekli DNA. Tyto konkrétni Giseky je nutné ohranicit na zac¢atku i na konci primery.
Timto zpisobem se da usek amplifikovat az na miliony kopii. To umoziuje i

z velmi malého vzorku provést analyzu. Konkrétné i z jediné molekuly DNA.

Reakce probiha ve téech krocich denaturace, nasednuti primert (annealing),
syntéza DNA. Denaturace probiha pfi teplot¢ 94-95 °C, tim dojde k rozpleteni
dvousroubovice DNA. Poté je teplota snizena na rozmezi 55-72 °C, kvuli nasedani
primeri. Pro amplifikaci je nezbytna Taq polymeraza, ktera zajistuje syntézu
vlaken DNA. Pokud dojde k 20 opakovani cyklu, molekuly se namnozi na jeden
milion kopii konkrétniho useku. Bézné se pouziva 20 az 40 opakovani cyklu

(McPherson a Moller, 2006).

Po celém procesu piipravy vzorkd, homogenizace, izolace DNA, jeji fedéni a
po sestaveni multiplexi bylo mozné pipetovat primery do natfedénych vzorki.
Pouzity kit pro provedeni PCR byl QIAGEN Type-it Microsatellite PCR Kit. PCR
probéhla v pfistroji Mastercycler® Nexus od firmy Eppendorf Germany, celé
programy pro oba multiplexy jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Tabulka 2: Program pro PCR

Multiplex I. Multiplex II.
pocet doba pocet doba
opk. teplota trvani opk. teplota trvani
1x 95°C 15min 1x 95°C 5min
40x 95°C 30s 35x 95°C 45s
40x 60°C 45s 35x 59°C 60s
40x 72°C 30s 35x 72°C 45s
1x 60°C 30min 1x 72°C 30min
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4.7.1 Volba primeri

Pted provedenim PCR je nutné vybrat konkrétni primery, které budou

odpovidat templatové oblasti DNA. Tyto primery byly vyhledavany v odbornych

¢lancich nebo primerovych bankach a ztéchto primerti byly vytvoieny dva

multiplexy (viz tabulka ¢. 3) (ADDGENE, 2020). Metoda multiplex PCR vykazuje

znacnou flexibilitu, diky které se daji zjistit dédi¢né choroby nebo mutace na

lokusech. Multiplex PCR by tedy m¢la byt idealni metodou pro sledovani vztaht

mezi populacemi a enviromentalnich vazeb (Edwards a Gibbs, 1994). Vyuzité

primery byly zakoupeny od firmy Thermo Fisher Scientific. Pro multiplexy byly

objemy primeru nasledovné (viz tab. ¢. 4)

Tabulka 3: Vybrané primery

Multiplex Primery | Autor primeru Forward primer Rewerse primer

paGB3 (Besnard et al., 2003) AGTGATTAAACTCCTGACCAC CACTGAATACACCCATTATCC
WS0022.B15 |(Rungis et al., 2004) TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA
SpAGD1 (Pfeiffer, Olivieri a Morgante, 1997) | GTCAACCAACTTGTAAAGCCA ACTTGTTTGGCATTTTCCC
SpAG2 (Pfeiffer, Olivieri a Morgante, 1997) | GCTCTTCACGTGTACTTGATC TTCGAAGATCCTCCAAGATAC

1 EATCLEO3  |(Scottiet al., 2002) CCOCTTATTCCTAAOGTCAAA TACCAGTGGTGACAACGATG
WS00716.F13 | (Rungis et al., 2004) TCAAGTAATGGACAAACGATACA |TTTCCAATAGAATGGTGGATTT
Pt71936 * (Vendramin et al., 1996) TTCATTGGAAATACACTAGCCC  |AAAACCGTACATGAGATTCCC
Pt63718 * (Vendramin et al., 1996) CACAAAAGGATTTTTTTTCAGTG |CGACGTGAGTAAGAATGGTTG
EATC1DO02A [(Scotti et al., 2002) TTGTCATCGTCGTCATTGTC TTTTAGCCTCTGTTTTCTAGCG
WS0073.HO8 [(Scotti et al., 2002) TGCTCTCTTATTCGGGCTTC AAGAACAAGGCTTCCCAATG
Pa_28 (Fluch et al., 2011) GGCCGAAAGTGCTACTGCTA TGCTCCAGAAGAACACTCACA
PAAC23 (Scotti et al., 2000) TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG |CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC
WS0092A19 |(Scotti et al., 2002) TGTGGTTTTCTGCTTGGAAA CCCATTTTGACTTTGAAATAAGC

2 WS0023B03 | (Scotti et al., 2002) AGCAGCTGGGGTCAAAGTT AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG
Pa_33 (Fluch et al., 2011) GGTCGAGGAGGAGGAGGTAG CACCGCTAGTGCAGTCTCTG
WS0019.F22 | (Scotti et al., 2002) AAGCGTTTCTCATTTTCTTGG GGGCCCAGAACTAACAATGA
PA56 (Fluch et al., 2011) ATCGTCTGCATTGCATTCAC CTTCGTTCCTTCCTGATCCA
PAAC3 (Scotti et al., 2000) CGCTACCTCAGATTTCTCCA AGATATTCCCTCACAAAGTTGG
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Tabulka 4: Objemii pro Multiplexy

Multiplex 1
objem
Primery Délka bp (ul) x106 X2
1 paGB3 110-120 0,2 21,2 42,4
2 WS0022.B15 180-200 0,5 53 106
3 SpAGD1 147 0,5 53 106
4 SpAG2 90 - 105 0,12 12,72 25,44
5 EATC1EO3 175 0,1 10,6 21,2
6 WS00716.F13 281-307 1,04 110,24 220,48
7 Pt71936 * 146 0,025 2,65 5,3
8 Pt63718 * 92 0,035 3,71 7,42
9 EATC1D02A 200-250 0,15 15,9 31,8
2,67 283,02 | 566,04
Multiplex 2
objem
Primery Délka bp (ul) x106 X2
1 WS0073.H08 200-210 0,075 7,95 15,9
2 Pa_28 145-170 0,06 6,36 12,72
3 PAAC23 300 0,075 7,95 15,9
4 WS0092A19 103 0,3 31,8 63,6
5 WS0023B03 90 - 105 0,15 15,9 31,8
6 Pa_33 90-110 0,225 23,85 47,7
7 WS0019.F22 350-400 0,15 15,9 31,8
8 PA56 120-140 0,3 31,8 63,6
9 PAAC3 260 0,3 31,8 63,6
1,635 173,31 346,62

Do kazdého vzorku byl pipetovan uvedeny objem v tabulce ¢. 4. Objem
primerta byl ptepocitan na celkovy pocet vzorkd, tedy 96 vzorki v PCR desticce.
ProtoZe se pouzivaji primery pro dva sméry (forward i reverse) je nezbytné objem
jednoho primeru vynasobit dvéma, K tomu pocitat i s chybou pipetovani 10 %.

Celkovy postup vypoctu je: 96*2*0,1.
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4.8  Vyhodnocovani dat

4.8.1 GeneMarker

Data byla z mikrosatelitovych markerd vyhodnocovana v programu
GeneMarker od firmy SoftGenetics. Tento jedine¢ny software pro analyzu
genotypil integruje nové technologie, které zvysuji rychlost, pfesnost a snadnost
analyz. Program se da pouzit pro vyzkumy ve zdravotnictvi, zeméd¢lstvi nebo

biologii (SoftGenetics, 2012).

GeneMarker v grafickém vystupu zobrazuje analyzované lokusy (viz.
obrazek ¢. 6). Celkem mélo byt u obou multiplexi vyhodnocovano 9 lokusi
(tabulka ¢. 4). Prvnim krokem k vyhodnocovani dat je nastaveni srovnavacich
panell pro stejnou vychozi pozici vSech vzorku. Multiplexy maji panel, ktery je
optimalizovany pitimo pro dany biologicky druh. V tomto piipadé byl vyuzit
srovnavaci panel GMC-GT500-LI1Z. Bohuzel, u prvniho multiplexu doslo ke Spatné
volbé primert a nebyly hodnoceny 3 lokusy (SpAG2; SpAGD1; WS0022.B15). Na
prvnim multiplexu bylo vyhodnocovano 6 lokusti. paGB3 v rozsahu 99-130 bp;
EATC1DO02A 186-237 bp. Pt71936 138-150 bp; Pt63718 92-102 bp; EATC1D02A

186-238 bp.

Na druhém multiplexu bylo vyhodnocovano 9 lokusi. Na lokusu
WS0073.HO8 se skorovaly alely v rozmezi 197-223 bp; WS00716.F13 208-246
bp; PA 28 142-176 bp; PAAC23 268-316 bp; WS0092.A19 211-237 bp;
WS0023.B03 164-208 bp; PA 33 92-108 bp; WS0019.F22 354-388 bp; PA_56 120-
141 bp; PAAC3 240-318 bp.
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Pti vyhodnocovani takto vykreslenych dat na lokusech je dtlezité dodrzovat
konzistentni postup v hodnoceni. V piipad¢ poruseni konzistentnosti miize dojit

k absolutnimu rozpadnuti kone¢nych vysledki.
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Obrazek 6: Vyhodnocovani dat v programu GeneMarker

4.8.2 GenAlEX

Druhym néstrojem ve kterém probihalo vyhodnocovani dat, byl dopln€k do
MS Excel s nazvem GenAIEX ver. 6.503. Doplné€k nabizi Siroké spektrum varianci
pro hodnoceni genetickych markert. Pro svou uZivatelskou piivétivost, dostupnost
a prehledné exporty dat je velmi oblibeny mezi uciteli nebo studenty (Peakall a
Smouse, 2012). Pro vyhodnocovani genetickych dat se vyuziva F-statistika. Ta
sleduje souvislosti mezi geny v ramci populace. Uvedeny fakt je nezbytny pro
populacni genetiku a sledovani migrace, mutace, pfirozeného vybéru nebo

inbreedingu (White, Adams a Neale, 2007).

4.9 Softwarovy nastroj R

Pro dalsi statistické analyzy byl vyuzivany volné dostupny software R.
Software vyuziva jako programovaci jazyk R pro interpretaci statistickych vypocta
a grafiky. Pouziva se k Siroké Skale statistickych analyz jako jsou linearni nebo
nelinearni modelovani, statistické testy, shlukovani a mnoho dalSich. Majoritni
vyhodou programu R je jeho snadnost a jednoduchost s jakou lze vytvaret

pozadované grafické vystupy (R Core Team 2020).

45



Pro tuto studii bylo vyuzito rozsitujiciho balicku adegenet od autora Jombart
(2008). Tento dopln¢k je urceny pro analyzu genetickych dat. V ptipadé této studie
byl vyuzit ke dvéma analyzdm. Prvni vyuzitou byla shlukovd analyza, téz
clusterova, s metodou Discriminant analysis of principle components (Jombart,
Devillard a Balloux, 2010). Jedna se o vicerozmérnou statistickou metodu, ktera je
bézné pouzivana k hodnoceni skupin do shlukli, aby bylo mozné rozpoznat
podobnosti mezi skupinami. Je podstatné zalozit shluky na souboru stejnych znak,
které je mozné sledovat. Druhym vystupem z tohoto doplitku byl dendrogram. Tim
je mozné vyobrazit jednotlivé kroky ze shlukové analyzy. Dendrogram byl
vytvofen na zakladé objevu Sokal a Michener (1958) diky metodé UPGMA podle
autord Gronau a Moran (2007) s vyuzitim Neiovy genetické vzdalenosti (Nei,
1972). UPGMA neboli metoda nevazeného parovani s aritmetickym primérem.
Jednéd se o jednoduchou metodu, ktera shlukuje pary S nejvétsi podobnosti a ty

nasledné vytvaii konecnou sit’.
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3) Vysledky
Koncentrace DNA z NanoDropu nabyvaly hodnot od 31,9 ng/ul u vzorku

e 1

dvou typa vzorkd. Pupeny nabyvaji vyssi koncentrace nez vyseky z kiiry, protoze
V pupenech se nachazi nejCerstvéjsi bunky. Presto se oba vzorky uspésné
amplifikovaly ptes vSechny lokusy. Po nafedéni probéhla elektroforéza

Vv agar6sovém gelu (obrazek ¢. 7).

R117; R25; LS39; LS30; R129; R71; S71; S58; LS46; R108; R34; R10; R22; R34; Ls2

R117; R25; LS39; LS30; R129; R71; S71; S58; LS46; R108; R34; R10; R22; R34; Ls2

W o W)

Obrazek 7: Vysledek elektroforézy
V horni fadé zleva je prvnim nepopsanym vzorkem velikostni marker,
ktery slouzi k porovnani. Prvni fada je vyplnéna fedénymi vzorky na 20 ng/ul.
Intenzita zafeni je nekonzistentni, doslo K ni pravdépodobné nepiesnosti naredéni

DNA.

47



Zpracovana data jsou prezentovana V naslednych grafech a tabulkovych
ptehledech. Z celkového souboru nebyly nékteré vzorky hodnotitelné (viz tabulka
¢. 6). Dlivodem k neskérovani alel v téchto vzorcich byla nemoznost urcit presnou
pozici alely. Z tohoto divodu bylo prakti¢téj$i nejasny vzorek nehodnotit a tim
padem vyuzit kvalitné;jsi a pfesné&jsi data bez zkresleni takovymi nejasnymi vzorky.
Ani jeden lokus z hodnocenych nevykazoval zndmky problémové amplifikace. U
lokusu Pt 63718 dochazi ke zkresleni, protoZze se zde nachazi pouze Ctyfi alely a
tento lokus ma nejvyssi pocet nehodnocenych vzorkl ze vsech lokusi. Celkem ze

vSech populaci a lokust bylo vyhodnocovano 358 alel.

Tabulka 5: Procenta nehodnocenych vzorkii na lokusech

Procenta nehodnocenych vzorkl na lokusech
Lokus % Lokus %

Pt63718 27,1 |PA28 4,2
EATC1EO3 16,7 |WS0073.H08 9,4
WS00716.F13 | 16,7 |PAAC23 8,4
Pt71936 22,9 |WS0023.B03 24
EATC1D02A 1 |WS0092.A19 4,2
paGB3 0 Pa_56 0

PA 33 0 PAAC3 3,1
WS0019.F22 11,5

Lokus na kterém se vyskytoval nejvétsi polymorfismus (graf ¢.4), s po¢tem
32 alel, byl PAAC3. Kdy nejvétsi frekvenci v populaci LST mély alely 240
frekvenci 0,250; u populace S méla alelu 246 hodnotu 0,250 a referen¢ni populace
m¢éla alelu 266 s nejvyssi frekvenci 0,213.
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Graf 4: Alelova frekvence lokusu PAAC3
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Nejméné polymorfnim byl lokus Pa_56 se tiemi alelami. Nejvyssi frekvenci
0,5 ma alela 135. Tento lokus je samostatné malo informativni, ale pii slouceni dat

s ostatnimi lokusy mé adekvatni vypovidajici hodnotu.

Polymorfismus
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Graf 5: Polymorfismus

Vyse uvedny graf ¢.5 znazoriiuje polymorfismus napfiic lokusy pro vSechny
populace. Nejvice polymorfnim lokusem je PAAC3 s hodnotou 32 alel. Druhym
v poradi je WS00716.F13 s poctem 25 alel na lokus. Ttretim lokusem s obstojnym
polymorfismem je WS0091.A19 s poétem 20 alel. Ctvrtym lokusem EATC1D02A

s hodnotou 19 alel. Ostatnich 11 lokusi nabyvalo hodnot v rozmezi 3-12 alel.
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Graf 6. Alelové schéma populaci
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Srovnani tii populaci pomoci genetickych ukazateld vykresluje graf ¢.6.
Ukazatel Na vyobrazuje celkovy pocet riznych alel v kazdé jedné populaci, v tomto
ptipadé¢ pro LTS 8,067; S 6,667; Ref 9,133.

Vv

Na Freq. >= 5 % znazoriuje pocet alel, které¢ maji vyssi frekvenci nez 5 %

tedy pro LTS 4,6; pro S 7,733 a pro referenéni 4,133.

Ne predstavuje pocet efektivnich alel, které vychazi ze vzorecku: Ne=1/Xm2

a nabyvaji hodnot pro LTS 4,717; S 4,107; Ref 4,587.

Shannontv informac¢ni index | vychazi z: | = —1x X(m * Ln(m)) a pocita se
pro alelickou i genetickou diverzitu. Vysledna hodnota pro populaci LTS je 1,458;
pro S 1,42 a pro Ref 1,501.

Dalsim ukazatelem v grafu ¢. 6 je No. Private Alleles, ktery vykresluje

jedine¢né alely pro konkrétni populaci.Pro LTS je vysledek 0,396,

Tabulka 6: Priimerné statistické ukazatele mezi lokusy 1.

Lokus N Na Ne I F
Sm. Sm. Sm. Sm. Sm.

Primér |odchylka | Primér |odchylka | Primér |odchylka | Primér |odchylka| Primér |odchylka
Pt63718 23,333 4,177 2,333 0,333 1,157 0,053 0,273 0,078 1,000 0,000
EATC1EO3 26,667 5,487 4,000 0,000 1,393 0,028 0,588 0,029 0,339 0,298
WS00716.F13| 24,333 5783 18,333 3,283 13,199 2,675 2,687 0,205 0,097 0,030
Pt71936 24,333 4,667 4,667 0,333 2,599 0,174 1,105 0,073 -0,545 0,070
EATC1D02A 31,667 8,413 12,667 0,882 4,742 0,629 1,923 0,087 0,288 0,039
paGB3 32,000 8,718 7,000 0,577 3,936 0,215 1,571 0,021 -0,057 0,021
PA 33 32,000 8,718 4,000 0,577 2,240 0,158 0,993 0,081 -0,336 0,044
WS0019.F22 28,333 6,360 3,667 0,333 2,479 0,322 1,027 0,114 0,216 0,066
PA 28 30,667 8,413 4,333 0,333 2,855 0,249 1,172 0,062 0,068 0,107
WS0073.H08 29,000 7,234 4,667 0,333 2,913 0,174 1,196 0,055 -0,033 0,088
PAAC23 29,333 7,219 7,667 0,667 3,461 0,126 1,565 0,039 -0,123 0,078
WS0023.B03 24,333 5,207( 15,000 2,517 9,618 0,996 2,456 0,112 0,060 0,050
WS0092.A19 30,667 7,513 9,333 1,202 5,743 0,177 1,942 0,045 -0,048 0,045
Pa_56 32,000 8,718 3,000 0,000 2,344 0,038 0,926 0,017 -0,276 0,046
PAAC3 31,000 8,505 18,667 1,764 8,373 0,420 2,468 0,032 0,314 0,032
Primér 28,644 1,601 7,956 0,858 4,470 0,524 1,459 0,105 0,064 0,056

Tabulka ¢. 6 kde N je primérny pocet vzorkd pro dany lokus v rozmezi
hodnot od 24,333 — 32 schybovou odchylkou vrozsahu 4,177 — 8,718 a

pramérnymi hodnotami 28,644 pro N a 1,6 pro smérodatnou odchylku.
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Sloupec Na zobrazuje hodnoty diferentnich alel v rozpéti 3-18,667 a
chybova odchylka nabyva hodnot 0,333-2,517 celkovy primér 7,956 pro Na a pro
smérodatnou odchylku 0,858. Ne neboli pocet efektivnich alel v rozmezi 1,393-

13,199 s celkovym pramérem 4,470 a smérodatnou odchylkou 0,524.

Shannontv informac¢ni index | ma hodnoty 0,273-2,468 s celkovym

primérem 1,459 a smérodatnou odchylkou 0,105.

V poslednim sloupci F jsou hodnoty fixa¢niho indexu, ktery zobrazuje
odchylku od HW rovnovahy v rozmezi -0,545 -1. Prvni lokus Pt63718 vykazuje
zkreslené vysledky z diivodu nevariabilniho lokusu a vyskytu pouze ¢tyf alel, proto
je tieba vysledky tohoto lokusu brat s rezervou.

Tabulka 7: Priimérné statistické ukazatele mezi lokusy 11.

Mean | Mean
Lokus Ht He Ho Fis Fit Fst Nm
Pt63718 0,135 0,132 0,000 1,000( 1,000( 0,024| 10,245
EATC1EO3 0,284 0,282 0,186| 0,338 0,345 0,010| 24,844
WsS00716.F13| 0,937| 0,917| 0,827| 0,098 0,117| 0,021 11,429
Pt71936 0,617 0,612 0,943 -0,540( -0,528( 0,008| 30,451
EATC1D02A 0,798 0,782 0,554 0,291| 0,305 0,020| 12,140
paGB3 0,756 0,744 0,788 -0,058| -0,041| 0,016| 15,594
PA 33 0,554 0,549 0,737| -0,341| -0,329( 0,009| 28,859
WS0019.F22 0,595 0,581 0,462 0,204| 0,224 0,025| 9,936
PA 28 0,658 0,645 0,607 0,059 0,078 0,020 12,182
WS0073.H08 | 0,666| 0,654| 0,676 -0,032| -0,015| 0,017 14,302
PAAC23 0,716 0,710( 0,797 -0,121| -0,113| 0,008| 32,305
WS0023.B03 0,909 0,894 0,841 0,059| 0,075 0,017| 14,840
WS0092.A19 | 0,838| 0,826/ 0,865| -0,048| -0,032| 0,015| 15,903
Pa_56 0,577 0,573 0,731 -0,275| -0,267| 0,007| 35,607
PAAC3 0,902 0,880 0,604 0,313 0,331 0,025 9,765

Mean 0,063 0,077 0,016| 18,560
SE 0,093 0,092 0,002| 2,358

Prvni sloupec tabulky ¢.7 je Ht, kdy popisuje celkovou heterozygotnost,
pokud by vsichni jedinci ve vSech subpopulacich byli panmikticti, v tomto ptipade
nabyvé hodnot od 0,135 do 0,937.
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He neboli ocekavana heterozygotnost byla v rozsahu 0,132 — 0,917.
Pozorovana heterozygotnost Ho v hodnotach od 0 — 0,943.

Fis predstavuje primérnou genotypovou odchylku od HW rovnovahy pro
lokus, nabyva rozsahu -0,540 - 1, celkovy pramér je 0,063; odchylka 0,093. Fit
znazoriuje vztah mezi jednotliveem a celkovym souborem vzorki a nabyva hodnot

0d -0,528-1 a primé&rna hodnota pro vSechny lokusy 0,077 s odchylkou 0,092.

Pokud jsou Fis a Fit snegativni hodnotou, tak mizeme tvrdit, Ze je

ptitomen nadbytek heterozygott.

Sloupec Fst ¢ili mira diferenciace mezi subpopulacemi nebo také znamé jako
koeficient inbreedingu, v hodnotach od 0,007 —0,025. V tomto pfipadé se primérna
hodnota rovnala 0,016 s chybovou odchylkou 0,002.

Sloupec Nm, ktery vyjadiuje genovy tok se vypocetl podle vzorce: Nm =
[(1/FST — 1)])/4 s rozmezim hodnot od 9,765 do 32,305 a primérnou hodnotou
18,560 s chybovou odchylkou 2,358.

Tabulka 8: Statistické srovnani populact

Populace N Na Ne | Ho He F
LTS 28,667 8,067 4,717 1,458 0,620 0,642 0,073
S 16,733 6,667 4,107 1,420 0,684 0,657 0,002

Ref 40,533 9,133 4,587 1,501 0,620 0,657 0,117
Celkem | 28,644 7,956 4,470 1,459 0,641 0,652 0,064

Statistické srovnani populaci

50,000
40,000
30,000
20,000
10,000 I
0,000 — — — —
LTS S Ref Celkem
Populace
EN Na Ne | mHo mHe EF

Graf 7: Statistické srovndni populaci
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Tabulka ¢. 8 poskytuje souhrnny piehled o vSech populacich a celkovém

prumé&ru populaci. Pro lepsi pfehlednost je tabulka pfevedena do grafu ¢. 7.

Prvni hodnotou pod ukazatelem N je primérny pocet vzorkl pro kazdou
populaci. Pro LTS byl vstupni vzorek 30 vzorki, populace S méla 18 vzorkl a
referenéni populace méla celkem 48 vzorki. Prvni populace mé primérnou velikost
vzorki 28,667 se smérodatnou odchylkou 0,361. Druha populace, neboli S, ma
primérnou velikost 16,733 a velikost smérodatné odchylky 0,396. Tteti populace
nabyva prumérné hodnoty 40,533 a nejvyssi smérodatné odchylky ze vSech

populaci 1,91.

Na - primérné alely na lokus; v prvni populaci LTS mé hodnotu 8,067
s chybovou odchylkou 1,614. Pro druhou populaci S nabyva 6,667 a odchylka
dosahuje hodnoty 1,072. Referen¢ni populace 9,133 se smérodatnou odchylkou
1,723. Celkovy prumér pro vSechny 3 populace je 7,956 s odchylkou 0,858.

Pocet efektivnich alel Ne se caste¢né 1isi mezi populacemi v prvni (LTS)
nabyva hodnot 4,717, pro druhou (S) 4,107 a referen¢ni populace ma hodnotu
4,587. Celkovy pramér pro vSechny populace je 4,470 se smérodatnou odchylkou
0,524.

Hodnota genetické diverzity populace je podle Shannonova indexu u prvni
populace 1,458 se smérodatnou odchylkou 0,203. Druha populace nabyva hodnoty
1,420 s odchylkou 0,165. Tteti populace ma hodnotu 1,501 s odchylkou 0,190.
Celkovy souhrn je 1,459 a smérodatna odchylka 0,105.

Pokud je pozorovana heterozygotnost vyssich hodnot nez ocekavana
(Ho>He), muize to byt zptisobené piibuzenskym kiizenim. V tomto piipad¢ to plati
pro populace LTS Ho 0,620 s odchylkou 0,066 a He 0,642 s odchylkou 0,063.
Druha populace S Ho 0,684 s odchylkou 0,068 a He 0,657 s odchylkou 0,055.
Referencni populace ma opacny trend, Ho 0,620 a odchylku 0,073; He 0,657
s odchylkou 0,054. V celkovém souctu je Ho 0,641 0,039 a He 0,652 0,032.
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V poslednim sloupci jsou hodnoty fixa¢niho indexu, ktery vychazi ze vztahu
k HW rovnovaze, tedy pokud se hodnota rovna 0, je v souladu s HW. Pro prvni
populaci nabyva hodnoty 0,073 s ochylkou 0,088. U druhé populace je nejnizsi a to
0,002 s odchylkou 0,097. Referen¢ni populace ma nejvy$si hodnotu 0,0117
s odchylkou 0,110. Celkovy priamér pro vSechny populace je 0,064 s odchylkou
0,056. Celkovy graficky vystup v grafu €. 7. znazornuje stejny trend napti¢ vSemi

populacemi pro vSechny sledované parametry.

Procentualni rozdéleni molekularni variance

Mezi populacemi
2%

Graf 8: AMOVA

Analyza molekularni variance se vyuziva pro stupen genetické diferenciace
napfi¢ populacemi vychazejici z genetické vzdalenosti a celkového poctu 999
permutaci. Graf ¢. 8 vyobrazuje varianci mezi jednotlivci 17 %, mezi populacemi
2 %, vramci jednotlived 81%. Nejvyssi hodnotu variance nabyva v ramci

jednotlivced, a to poukazuje na nizkou diferenciaci populace smrku ztepilého.
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Analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
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Graf 9: Analyza hlavnich koordindt pro jedince
Analyza hlavnich koordinat (graf ¢. 9) vyobrazuje ptibuznost mezi
jednotlivymi vzorky. Tento soubor vzorka sice znazoriiuje odliSnosti na 0se X mezi

pravou a levou ¢asti, ale neda se konstatovat geneticka diferenciace, pokud je

vétsina ze vSech jedinct soustiedéna do pravé ¢asti grafu.
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Obrazek 8: Klastrovaci analyza metodou Discriminant analysis of principle
components

Rozdéleni tii populaci a tedy celkového poctu 96 vzokii v ramci klastrové
analyzy zobrazuje obrazek ¢. 8. Vysoky ptekryv populaci zna¢i minimalni
genetickou diferenciaci mezi populacemi. Refere¢ni populace ma posun k pravé

¢asti, to miZe byt zplisobeno zatim neuskutecnénou ptirodni selekei.
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Obrazek 9: Dendrogram metodou UPGMA s vyuzitim Neiovy genetické vzdalenosti
Dendrogram (obrazek ¢&. 9) vychazi ze shlukt klastrové analyzy pro
populace a znazoriuje vyssi podobnost mezi jedinci z jedné geografické oblasti,
nez mezi odolnostnimi a referencni populaci. Hlavnim vystupem této analyzy je
vyssi ptibuznost geograficky blizsich populaci LS a R mé na genetickou strukturu

vy$si vliv, nez déleni populaci na ptezivsi a referencni.

Pro jednotlivce byl vytofen klastrovaci dendrogram, ktery je cely uvedeny
v priloze ¢. 50. K vytvoreni byl pouzit model cileny na mikrosatelitova data (Bruvo
et al., 2004). Klastrovaci diagram bere v ivahu mutacni procesy, proto vysledky
této metody zobrazuji realnou situaci vice exaktné, nez jiné metody. Podle vysledkt

dendrogramu jsou nejpiibuznéjsi jedinci z riznych populaci vzdaleni par desitek

metrt 120-220. V nékterych pripadech je takova vzdalenost vétsi i nez 40 km.
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6 Diskuze

Mezi  studovanymi  populacemi  jsou vysledky  sledovanych
heterozygotnosti pro vSechny populace (He 0,652)> (Ho 0,641) a tim koreluji
s ostatnimi studiemi Cvjetkovi¢ et al., (2017), Stojni¢ (2019), Caré (2018).
Machova, Trckova a Cvrckova (2018) popisuje zjisténou He 0,78 a Ho 0,71. Stejné
tak Binova et al., (2020) zjisténa He 0,705; Ho 0,601. Pokud je pozorovana
heterozygotnost (Ho) nizs$i nez o¢ekavana (He), mizeme tento vliv pfisuzovat
faktoriim jako je ptibuzenské kiizeni nebo mald vzdalenost mezi jedinci. S timto
faktem koreluji 1 dal$i vysledky. OvSem srovnani mezi populacemi mé jednu
vyjimku, kde u druhé populace S je Ho vyssi nez He a tim piedpoklada vyssi miru

genového toku na kratké vzdalenosti.

Geneticka variabilita podle Fst které nabyva hodnoty od 0,009 — 0,025 s
pramérem 0,016 , je tedy vyssi, nez u Binova et al., (2020), kde Fst nabyvala
pramérné hodnoty 0,008 nebo u Machové, Trckové a Cvrckové (2018) = 0,011,
Zjistény vysledek je nizsi nez ve studiich Nowakowska (2009) = 0,088; Heuertz
(2006) = 0,117; Cvjetkovi¢ (2017) = 0,014. Tollefsrud et al., (2009) = 0,029.
Existuji i publikované ¢lanky, kde Fst méla mnohem niz$i hodnoty (Unger, Konrad
a Geburek, 2011) = 0,002. Nizka hodnota tedy poukazuje na nizkou diferenciaci

analyzovanych populaci.

Migracni koeficient Nm = 18,56 vyjadiuje vysokou miru genového toku
stejné tak jako ve studiich Verbylaité (2017). Nm = 71,4 nebo Nowakowska et al.,
(2009) Nm- 18,678; Binova et al., (2020) = 56,656. Vysoka hodnota koeficientu
muze byt disledkem kratké pienosové vzdalenosti mezi sledovanymi jedinci. O
takové hypotéze vypovidaji i provedené klastrovaci analyzy a dendrogramy, kdy
jsou si dva jedinci ze dvou ruznych populaci nejpiibuznéjsi, ale geograficka
vzdalenost je par desitek metrti napi. R35 a LS26 maji vzdalenost 220 m, nebo R15
a LS12 140 m, ale vzdalenost mezi nejpiibuznéjsimi muze byt i vice nez 40 km

napt. R29 a S68, kdy jejich vzdalenost je 46 km.
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Puvodné bylo planovano vyuziti 18 primerd, jak je zminéno vyse. 3 lokusy
Vv prvnim multiplexu nebyly hodnoceny, protoze jejich vysledky nebyly
hodnotitelné. Vyhodnocovano bylo celkem 15 lokust od 7 autort: Besnard et al.,
(2003), Rungis et al., (2004), Pfeiffer et al. (1997), Scotti et al., (2002), Vendramin
etal., (1996), Scotti et al., (2000), Fluch et al., (2011), vétsina téchto lokust je hojné
vyuzivana ve vyzkumech napt. Meloni et al., (2007) nebo (Maghuly et al., 2006).

I to je dostatecny pocet pro vytvoreni genetické analyzy, Cvejtkovi€ et al.,
(2017) pouzivaji 11 lokusu, stejné tak Caré et al., (2018), nebo Meloni et al., (2007)
vyuzivaji 7 lokust dokonce Maghuly et al., (2006) pouze 5 lokust. Tedy i mensi
pocet lokusti dokéaze poskytnout relevantni vysledky. U 7 lokust vysly vysledky
negativné Vv rozmezi Fis (0,540-0,032) a Fit (0,528-0,015) konkrétné Pt71936;
paGB; PA33 WS0073.H08; PAAC23; WS0092.A19; PA_56. Negativni hodnota
Fis je vysledkem piebytku heterozygotu, kterd sama o sob¢é znazoriiuje odchylku od
Hardy-Weinbergovi rovnovahy. Pokud je u Fit vyznamna diferenciace od Fst mtize
to byt diky rozdilnym frekvencim alel. V tomto pfipad€ nabyva Fit 0,077 a Fg
0,016.

Zbylych 8 lokusu Pt 63718; EATCI1E03; WS00716.F13; EATCDO02A,;
WS00019.F22; pa28; WS0023.B03; PAAC3 mélo pozitivni vysledky Fis (0,059-
0,338) a Fit (0,075-0,345). U lokusu Pt 63718 dochazi ke zkresleni, protoze se zde
nachazi pouze Ctyii alely a tento lokus neni variabilni, proto hodnoty Fit a Fis

nabyvaji hodnoty 1.

Neutralni mikrosatelitové markery SSRs detekuji polymorfni lokusy
s jednoduchou mendelovskou dédi¢nosti. Nejvice polymorfnim lokusem byl
PAAC3 s celkovym pocetem 32 alel, Binova et al., (2020) popisuje lokus PAAC23
jako nejvice polymorfni s poctem 36 alel nebo Machova, Tr¢kova a Cvrckova
(2018) popisuji nejveétsi polymofismus na lokusu PAACI19 se 38 alelami. Pramérny
pocet vzorktu (N) dosahoval hodnoty 28,6; Machova, Trékova a Cvrékova (2018)
34,7; Binova et al., (2020) 145,3. Primérny pocet alel na lokus byl 7,9; tedy nizsi
ve srovnani s Binovou et al., (2020) = 14,211 nebo Machovou, Tré¢kovou a
Cvrékovou (2018) = 14,5 - tento vysledek je o poznani nizsi a ovlivnén volbou

markert. DalS$im srovnavacim parametrem je efektivni pocet alel (Ne) 4,47 je opét
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nizsi hodnota, nez u Machové, Trckové a Cvrékové (2018) = 8,8 ale je blize Binové
etal., = 5,943 pro dosazeni parametru He je tedy potfeba mensi mnozstvi alel, nez
U Machové, Trckové a Cvrckové (2018). Vyskyt specifickych alel pro prvni
populaci byl 15, pro druhou 6 a u tieti dokonce 22. Specifickou alelou je mySlena
takova alela, kterd se vyskytuje pouze jednou napti¢ vSemi populacemi. Prave
specificka alela by mohla mit za néasledek vyssi odolnost, stejné jako popisuje
Miguel et al., (2016), kdy specificka alela zvySuje produkci katechinu a tim se
snizuje pravdépodobnost napadeni kofenovnikem smrkovym (Heterobasidion

parviporum)

Vyuzité markery jsou velmi hojné pouzivany Acheré et al., (2004); Shi et
al., (2014) a dalsi. Pouziti SSRS neni tak finan¢né naro¢né, naklady jsou v fadu
desitek korun na jeden vzorek. Nevyhodou téchto markerti jsou nulové alely, které
mohou zkreslit svym vyskytem vysledky, kdy z homozygota mohou vytvofit

heterozygota.

Geneticky vliv na odolnost jedincti je vtomto konkrétnim piipadé
neprokazany, stejné jako ve studii (Six, Vergobbi a Cutter, 2018). OvSem zjisténi
Zas et al., (2017) nebo Miguel et al., (2016) podporuje tvrzeni genetické odolnosti
jedincd vici biotickym Skiidcim a doporucuji dalsi studie pro zjisténi efektivnosti

tohoto vlivu.
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7 Zavér

Zpracovana diplomova prace, ktera méla za cil detekovat genetickou
variabilitu tfi populaci smrku ztepilého, ma inspiraci vV sou¢asném stavu smrkovych
lesti. Analyzovany soubor vzorkl neprokézal vyraznou genetickou odliSnost mezi
sledovanymi populacemi. Vzhledem Kk vyuzitym neutralnim SSRs markert byl
takovy vysledek v ocekavani. Pfesto prace piinasi zajimavé vysledky o genetickych
parametrech mezi sledovanymi populacemi. Vystupem je vy$§i pozorovana
heterozygotnost nez ocekavana u populace S oproti ostatnim. Druhym je nejvétsi
ptibuznost dvou jedinct i ptes vzdalenost vétsi nez 40 km. Ziskané vysledky se

zasadnim zptisobem nelii od jiz publikovanych &lankt z Ceské republiky.

Stale je na misté otazka, co zpisobuje vyssi odolnostni potencial jedinct.
Pro dalsi studie nastava domnénka, zda by vétsi soubor vzorkl zasadné zménil tyto
publikované vysledky. V kazdém ptipad¢€ jiz existuji zahrani¢ni studie, které také

nenesou jednotny nazor na tuto problematiku.

Doporucenim pro budouci studie je vyuziti vice specifickych a
sofistikovanych nastrojt, jako je genotypovani pomoci SNP (single nucleotide
polymorphisms) markert, které maji vétsi schopnost detekce mezi jedinci druhu a
mohou odhalit genetické odlisnosti. Diky efektivni metodé sekvenovani je zisk
informaci vys$si nez u SSRs. Mikrosatelity jsou vhodnéjsi pro vyuziti pii sledovani
geograficky mensich oblasti 50-100 km. Oproti tomu SNP maji schopnost detekce
genetické struktury populaci na vétSich vzdalenostech (1000 km). Vyuziti SNP by

mohlo objasnit otazku, jakou roli hraje ptirozeny tok genti v ramci populaci.

V celkovém souhrnu z toho tedy plyne potieba, dale sledovat a hledat
pfi¢iny odolnosti jedincl, protoze genetickd diferenciace mezi odolnostni a
referenc¢ni populaci nebyla pomoci mikrosatelitii odhalena. Z toho diivodu je tieba

vyuzit sofistikovanéjsi metody.
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Ptilohy

Lokusy prvni populace:
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Priloha 1: Frekvence lokusu WS00716.F13 pro LTS
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145 plelova frekvence na lokusu Pt71936 pro LTS (n=29)
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Priloha 2: Frekvence lokusu Pt71936 pro LTS
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Priloha 4: Frekvence lokusu paGB3 pro LTS
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Alelova frekvence na lokus PA 33 pro LTS(n=30)
93

105
10% 0%
104 =93
0% m102
=103
=104
m 105
Priloha 5: Frekvence lokusu PA 33 pro LTS
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Priloha 6: Frekvence lokusu WS0019.F22 pro LTS
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Priloha 7: Frekvence lokusu PA 28 pro LTS
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Priloha 8: Frekvence lokusu WS0073.HO8 pro LTS




Alelova frekvence na lokusu PAAC23 Pro LTS (n=29)
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Priloha 9: Frekvence lokusu PAAC23 pro LTS
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Priloha 10: Frekvence lokusu WS0023.B03 pro LTS
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Priloha 11: Frekvence lokusu WS0092.A19 pro LTS
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Alelova frekvence na lokusu Pa_56 pro LTS (n=30)
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Priloha 12: Frekvence lokusu PA_56 pro LTS
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Priloha 13: Frekvence lokusu PAAC3 pro LTS
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Lokusy druhé populace

Alelova frekvence na lokusu Pt63718 pro S (n=15)
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Priloha 14: Frekvence lokusu Pt63718 pro S

137 Alelova frekvence na lokusu EATC1EQ3 pro S (n=17)
143 130
9% 136 o o

133
3%

m130
m131
m133
=136
m137
m143

Priloha 15: Frekvence lokusu EATC1EO3 pro S
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Priloha 16: Frekvence lokusu WS00716.F13 pro S
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Alelova frekvence na lokusu Pt71936 pro S (n=15)
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Priloha 17: Frekvence lokusu Pt71936 pro S
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Priloha 18: Frekvence lokusu EATC1D02A pro S
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Alelova frekvence na lokusu paGB3 pro S (n=18)
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Priloha 21: Frekvence lokusu paGB3 pro S
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Priloha 19: Frekvence lokusu WS0019.F2 pro S
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Alelova frekvence na lokusu PA 28 pro S (n=17)
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Priloha 20: Frekvence lokusu PA 28 pro S
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Priloha 21: Frekvence lokusu WS0073.H08 pro S
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Priloha 22: Frekvence lokusu PAAC23 pro S
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Priloha 23: Frekvence lokusu WS0023.B03 pro S
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Priloha 24: Frekvence lokusu WS0092.A19 pro S
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Priloha 25: Frekvence lokusu Pa_56 pro S
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Alelova frekvence na lokusu PAAC3 pro S (n=18)
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Priloha 26: Frekvence lokusu PAAC3 pro S
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Tteti populace
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Priloha 27: Frekvence lokusu Pt63718 pro Ref
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Priloha 28: Frekvence lokusu EATC1EO3 pro Ref
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Priloha 29: Frekvence lokusu WS00716.F13 pro Ref
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Alelova frekvence na lokusu Pt71936 pro Ref (n=29)
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Priloha 30: Frekvence lokusu Pt71936 pro Ref

222 231 Alelova frekvence na lokusu EATC1D02A pro Ref (n=47)

2% 2% AV 18689 19) 195

196
0%

m186
m189
m192
m195
m196
m198
m199

Priloha 31: Frekvence lokusu EATC1DO02A pro Ref
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Priloha 32: Frekvence lokusu paGB3 pro Ref
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Priloha 33: Frekvence lokusu PA 33 pro Ref
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Priloha 34: Frekvence lokusu WS0019.F22 pro Ref
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Alelova frekvencle5 {la lokusu PA 28 pro Ref (n=46)

166 1% 154
4% 99

m151
m154
1160
7163
B 166

Priloha 35: Frekvence lokusu PA 28 pro Ref
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Priloha 36: Frekvence lokusu WS0073.H08 pro Ref
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Priloha 37: Frekvence lokusu PAA23 pro Ref
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Alelova frekvence na lokusu WS0023.B03 pro Ref (n=33)
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Priloha 42: Frekvence lokusu WS0023.B03 pro Ref
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Priloha 43: Frekvence lokusu WS0092.A19 pro Ref
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Priloha 38: Frekvence lokusu PAAC3 pro Ref
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Priloha 39: Alelova frekvence pro vsechny lokusy
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DNA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 3 1 1 1,2 2,1 11 11 1 11 1,3 1 15
B 1,1 1,2 1 1 2,3 1,2 1,1 1,1 1 0,8 1 2,7
C 4,7 11 1,3 2,6 1 1,3 2,1 1,3 11 1,2 1,3 1,3
D 1,1 4,7 1,2 31 3,1 1,1 1,3 4 3 2,7 4,2 1,6
E 3,1 2,1 5,2 4,1 0,9 3,9 2,1 14 5,3 2,7 3,9 1,2
F 4,5 6,4 3,8 8,6 7,1 0,9 0,8 2,8 1,2 2,3 1,6 0,6
G 2,6 2,1 111 1,7 2 3,9 15 0,8 2,2 4,1 2,1 7,5
H 3,2 3 59 3,8 25 2,4 4,3 0,8 3,2 3,9 4 12,5
Priloha 40: Tabulka s objemy DNA
H20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 17 19 19 18,8 17,9 18,9 18,9 19 18,9 18,7 19 18,5
B 18,9 18,8 19 19 17,7 18,8 18,9 18,9 19 19,2 19 17,3
C 15,3 18,9 18,7 17,4 19 18,7 17,9 18,7 18,9 18,8 18,7 18,7
D 18,9 15,3 18,8 16,9 16,9 18,9 18,7 16 17 17,3 15,8 18,4
E 16,9 17,9 14,8 15,9 19,1 16,1 17,9 18,6 14,7 17,3 16,1 18,8
F 15,5 13,6 16,2 11,4 12,9 19,1 19,2 17,2 18,8 17,7 18,4 19,4
G 17,4 17,9 8,9 18,3 18 16,1 18,5 19,2 17,8 15,9 17,9 12,5
H 16,8 17 14,1 16,2 17,5 17,6 15,7 19,2 16,8 16,1 16 7,5

Priloha 41: Tabulka s objemy ultracisté vody
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Sample ID Acid 260/281
R_10 l.eluce 346,7ng/ul 1,86
R 114 l.eluce 394,3ng/ul 1,88
R_15 l.eluce 392,8ng/ul 1,88
R 57 l.eluce 333,9ng/ul 1,9
R 86 l.eluce 186,1ng/ul 1,9
R 5 l.eluce 376,5ng/ul 1,88
R_3 l.eluce 374,4ng/ul 1,88
R 2 l.eluce 407,1ng/ul 1,87
R 92 l.eluce 368,1ng/ul 1,89
R 77 l.eluce 304,9ng/ul 1,9
R 88 l.eluce 406,3ng/ul 1,87
R 112 l.eluce 480,7ng/l 1,87
R 19 l.eluce 372,8ng/ul 1,89
R 113 l.eluce 344,7ng/ul 1,89
R_109 l.eluce 395,9ng/ul 1,89
R 28 l.eluce 384,8ng/ul 1,89
R 22 l.eluce 668,6ng/ul 1,88
R 117 l.eluce 505,2ng/ul 1,85
R 131 l.eluce 368,1ng/ul 1,87
R_58_l.eluce 365,8ng/ul 1,88
R 62 l.eluce 389,4ng/ul 1,89
R 52 l.eluce 482,9ng/ul 1,87
R 48 l.eluce 412ng/ul 1,88
R 39 l.eluce 512,1ng/ul 1,87
R 108 l.eluce 312,9ng/ul 1,88
R 85 l.eluce 351,1ng/ul 1,87
R 4 l.eluce 316,1ng/ul 1,87
R 129 |.eluce 257,7ng/ul 1,88
R 43 l.eluce 175,9ng/ul 1,88
R 91 l.eluce 297,1ng/ul 1,87
R 53 l.eluce 186,3ng/ul 1,86
R 25 l.eluce 196,5ng/pl 1,88
R 135 l.eluce 351,1ng/ul 1,88
R 126 l.eluce 327,9ng/ul 1,88
R 121 l.eluce 319,6ng/ul 1,89
R 71 l.eluce 186,3ng/ul 1,9
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R 122 l.eluce 360,6ng/ul 1,88
R _34 l.eluce 248,5ng/ul 1,89
R 12 l.eluce 341,2ng/ul 1,89
R 99 l.eluce 151,3ng/ul 1,88
R 69 l.eluce 391,3ng/ul 1,87
R 106 l.eluce 350ng/ul 1,89
R 18 l.eluce 303,7ng/ul 1,86
R_73 l.eluce 319,3ng/ul 1,87
LS 34 l.eluce 79,5ng/ul 0
LS 23 l.eluce 94,7ng/ul 1,89
LS 32 l.eluce 146,6ng/ul 1,88
LS 21 l.eluce 128,6ng/ul 1,86
S 67 l.eluce 84,6ng/ul 1,82
S 56 l.eluce 76,7ng/ul 1,86
LS 18 l.eluce 130,5ng/ul 1,82
LS 38 l.eluce 129ng/ul 1,86
S 53 l.eluce 101,6ng/ul 1,89
LS 25 l.eluce 189,3ng/ul 1,88
LS 14 l.eluce 100,5ng/pl 1,88
LS 40 l.eluce 75,4ng/ul 1,89
LS 33 l.eluce 149,7ng/ul 1,86
LS 39 l.eluce 110,8ng/ul 1,88
LS 10 l.eluce 158ng/ul 1,87
LS 16 l.eluce 88,5ng/ul 1,91
LS 19 l.eluce 191,6ng/ul 1,94
LS 17 l.eluce 105,1ng/pl 1,89
LS 12 l.eluce 97,8ng/ul 1,89
R 101 l.eluce 421,6ng/ul 1,88
R 32 l.eluce 428,3ng/ul 191
R 81 I.eluce 479,8ng/ul 1,89
R 36 l.eluce 284,5ng/ul 1,89
R 40 I.eluce 333,4ng/ul 1,88
R 103 l.eluce 346,3ng/ul 1,87
LS 22 l.eluce 105,1ng/pl 0
LS 30 l.eluce 53,3ng/ul 1,84
LS 36 _l.eluce 62,8ng/ul 1,86
LS_37 l.eluce 36,1ng/ul 1,86
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LS 41 l.eluce 46,3ng/ul 1,87
LS 44 l.eluce 56,4ng/ul 1,82
S 72 l.eluce 102,4ng/ul 1,83
S 79 l.eluce 259,5ng/ul 1,75
S 71 l.eluce 99,8ng/ul 1,85
S 55 l.eluce 181,3ng/pl 1,85
S 51 l.eluce 96,9ng/ul 1,88
S 68 l.eluce 103,2ng/ul 1,86
S 50 l.eluce 67,4ng/ul 1,88
S 57 l.eluce 126,7ng/ul 1,83
S 70 l.eluce 188,8ng/ul 1,82
S 58 l.eluce 262,8ng/ul 1,86
S 69 l.eluce 240,7ng/ul 1,84
S 52 |.eluce 196,3ng/ul 1,65
S 54 l.eluce 169,2ng/ul 1,87
S 78 l.eluce 93,4ng/ul 1,87
LS 1 l.eluce 144,9ng/ul 1,84
LS 7 l.eluce 126,3ng/ul 1,84
LS 2 l.eluce 31,9ng/ul 1,89
LS 47 l.eluce 101,4ng/ul 1,82
LS_8 l.eluce 134,9ng/pl 1,78
LS 24 l.eluce 151,2ng/ul 1,85

Priloha 42: Vysledky NanoDropu
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Priloha 43: Klastrovaci dendrogram
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preznaceno |original |[pfeznaceno |original |pfeznaceno |original
LS1 LS_10 S52 S 52 R2 R_18
LS2 LS_12 S53 S 53 R3 R_19
LS3 LS_14 S54 S 54 R4 R_22
LS4 LS_16 S55 S 55 R5 R_28
LS5 LS_17 S56 S 56 R45 R_2
LS6 LS_18 S57 S 57 R6 R_32
LS7 LS_19 S58 S 58 R7 R_34
LS8 LS_1 S67 S_67 R8 R_36
LS9 LS_21 S68 S_68 R9 R_39
LS10 LS_22 S69 S 69 R46 R_3
LS11 LS_23 S70 S 70 R10 R_40
LS12 LS_24 S71 S 71 R11 R_43
LS13 LS_25 S72 S 72 R12 R_48
LS14 LS_28 S77 S 77 R47 R_4
LS15 LS_2 S78 S 78 R13 R_52
LS16 LS_32 S79 S 79 R14 R_53
LS17 LS_33 R29 R_101 |R15 R_57
LS18 LS_34 R30 R_103 |R16 R_58
LS19 LS_35 R31 R_106 |R48 R_5
LS20 LS_36 R32 R_108 |R17 R_62
LS21 LS_37 R33 R_109 |R18 R_69
LS22 LS_38 R43 R_10 |R19 R_71
LS23 LS_40 R34 R_112 |R20 R_73
LS24 LS_41 R35 R_113 |R21 R_77
LS25 LS_44 R36 R_114 |R22 R_81
LS26 LS_46 R37 R_121 |R23 R_85
LS27 LS_47 R38 R_122 |R24 R_86
LS28 LS_48 R39 R_126 |R25 R_88
LS29 LS_7 R40 R_129 |R26 R_91
LS30 LS_8 R44 R_12 |R27 R_92
S50 S 50 R41 R_131 |R28 R_99
S51 S 51 R42 R_135

S52 S 52 R1 R_15

Priloha 44: Preznacené vzorky pro mapové vystupy a klastrovaci analyzy
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