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Abstrakt

Hymenoscyphus fraxineus je zavleCeny patogen ohrozujici jasan ztepily, ktery
plni diilezitou ekologickou funkci pfevazné v porostech na biezich vodnich tokd. Nakaza
existuje stale relativné kratce a kvili tomu, Ze se ji dlouhou dobu nevénovala vétsi
pozornost, nemame doposud mnoho dat. Proto neni snadné odhadovat budoucnost jejiho
Siteni a dopad na jasanové porosty. OvSem kvili tomu, jak rychle se rozsifuje patogen
1 celkové chiadnuti stromu lze usuzovat, ze bude dochazet k uplnému rozpadu porostii
a masivnimu ubytku jasani v evropskych lesich. StéZzejni proto do budoucna bude
podpora diverzity jasanovych porostl a ptipadnych geneticky rezistentnich jedinct. Toto
se jevi jako hlavni nastroje, které mohou jasan v Evrop¢ zachrénit.

Cilem prace ,,Genetickd diverzita jasanu ztepilého“ je zhodnotit dosavadni
poznatky o genetické podminénosti rezistence vici patogenu Hymenoscyphus fraxineus.
Krom¢ toho byla prace zaméfena na porovnani riznych metodickych postupti, vhodnych
pro analyzu genetické diverzity a rezistence proti patogenu.

Teoretickd Cast prace byla zpracovéna reSerSi odborné literatury, kterd byla
v minulosti publikovana. V analytické ¢asti byla zpracovana a vzajemné porovnana
metodika studii, které vyuzivaly mikrosatelitové a SNP markery a markery zaloZené na
rozdilné genové expresi.

Resersi odborné literatury bylo zjiSt€no, ze populace jasanii maji relativné
vysokou genetickou diverzitu, a na druhou stranu H. fraxineus ma velmi nizkou
genetickou diverzitu. Zda se, Ze existuje geneticky podminéna rezistence, ktera je ovSem
individualni a jeji mechanismus nebyl spolehlivé prokézan. V analytické casti byly
navrzeny metodické postupy, vhodné pro rtizné typy budouciho vyzkumu.

Hlavnim zjiSt€énim bakalaiské prace tedy je, Ze existuje geneticky podminéna
rezistence proti H. fraxineus u individualnich stromt, a zaroven evropské populace jasanu
disponuji relativné vysokou genetickou diverzitou. Diky tomu bude mozné identifikovat
rezistentni stromy. Ty mohou slouzit pro zakladani odolnych porosti, které budou mit
zéaroven vysokou genetickou diverzitu. To umozni adaptaci na ptipadné budouci hrozby.
Zaroven na zaklad¢ analytické ¢asti bude mozné sestavit vhodnou metodiku pro mou

diplomovou préci.

Klicova slova: geneticka diverzita, jasan ztepily, Hymenoscyphus fraxineus, odumirani

a chfadnuti jasanu, molekularni markery



Abstract

Hymenoscyphus fraxineus is the introduced pathogen endangering the European
ash, which has a significant role ecology-wise, mainly as a part of riparian forests. There
are not many related data available yet, as the disease is known only for a short period of
time, and it did not receive much attention since it was discovered. It is therefore difficult
to asses the future impact on ash covers. However, the decay of stands and major decline
of the Fraxinus excelsior in European forests may be expected, considering the rate of
pathogenic spreading and the withering of the trees. The support of diversity in the
European ash stands and the genetically resistant individuals is crucial to reverse the ash
dieback and prevent the ash from becoming extinct in Europe.

The aim of the thesis ,,Genetical diversity of European ash* is to evaluate the
current findings regarding the genetically induced resistance to pathogen Hymenoscyphus
fraxineus. This thesis also focuses on comparing various methodical approaches suitable
for analysing gene diversity and pathogenic resistance.

The theoretical part of the thesis is based on the compilation of the published
scientific literature. For the purpose of solving the analytical part was evaluated and
compared the methodology of studies, employing microsatellite and SNP markers and
markers based on different gene expression.

The analysis of scientific literature has concluded that the ash populations have
relatively high gene diversity, although H. fraxineus’s gene diversity is considerably low.
It appears that there is genetically induced resistance, which is, however, only individual,
and its mechanism has never been reliably proven. In the analytical part were suggested
methodical approaches suitable for various types of future research.

The major conclusions of this bachelor’s thesis are the existence of genetically
induced resistance to H. fraxineus found in individual trees and the fact that the European
ash tree populations are endowed with relatively high gene diversity. Both resistance to
mentioned fungus and high gene diversity would enable the identification of resistant
trees. Those may be used for planting resilient stands with high gene diversity, allowing
the adaptation to any possible future threats. The eligible methodology for my diploma

thesis will also be based on the analytical part of the thesis.

Keywords: gene diversity, European ash, Hymenoscyphus fraxineus, dying back

and withering of ash, molecular markers
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Seznam pouzitych zkratek
A —adenin

Alozymy — aloenzymy. Enzymy, které jsou kodovany riznymi alelami v ramci jednoho

lokusu. Lisi se strukturou, ale zastavaji stejnou funkci

bp (base pairs) — jednotka vyjadiujici jeden par baze v polynukleotidovém fetézci
C — cytosin

cpDNA — chloroplastovda DNA

CTAB - cetrimoniumbromid

DNA — deoxyribonukleové kyselina

dsDNA — dvoufetézcova DNA

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

EID (emerging infectious diseases) — choroby, které diky zméné geografického aredlu

hostitele nebo evolu¢nich zmén maji vysokou virulenci

EPPO (European and Mediterranean Plant Protection Organisation) — Evropska

a Stfedozemni Organizace Ochrany Rostlin
G — guanin
GEM (gene expression marker) — markery (riizné) genové exprese

Indel — oznaceny pro mutace inzerce (ptidani nukleotidu do fetézce) a delece (odebrani

nukleotidu z fetézce)

Isozymy — izoenzymy. Casto se zaméiuji za aloenzymy (viz aloenzymy). Také maji

stejnou funkci, ale jsou kodovany rliznymi geny

mRNA — mediatorovd RNA

nDNA (nuclear DNA) — jadernda DNA

PCR (polymerase chain reaction) — polymerazova fetézova reakce
qPCR — kvantitativni PCR (v reédlném case)

gRT-PCR — kvantitativni PCR s procesem reverzni transkripce



RAPD (random amplification of polymorphic DNA) — ndhodnd amplifikace polymorfni
DNA

RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) — polymorfismus délky restrik¢niho

fragmentu
RNA — ribonukleova kyselina

RPKM (reads per kilobase million) — readii na kilobazi, vydélenych milionem. Jednotka,
ktera udava pocet readd, vzniklych ze sekvenovani, normalizovanych na stanovenou

délku fragmentu. Diky tomu neni tato jednotka ovlivnéna riznou délkou fragmentt.
rRNA — ribozomova RNA

RT-PCR — PCR s procesem reverzni transkripce

SNP (single nucletide polymorphism) — polymorfismus jednoho nukleotidu

SSR/STR (simple sequence repeat/simple tandem repeat) — oznaceni pfevazné pro

mikrosatelity

T — thymin

TBE pufr — puft, ktery obsahuje latky: Tris, kyselinu boritou a EDTA
tRNA — transferovd RNA

U — uracil

UTR — neptekladané ¢asti genu pii translaci

VNTR (variable number tandem repeats) — variabilita v rizném poctu tandemové repetice



1 Uvod

V poslednich letech rezonuje ve vefejném prostoru prevazné kiirovcova kalamita,
kterd postihuje smrk, coz byla dlouha léta nejoblibenéjsi a nejrozsitenéjs$i hospodarska
dfevina. Kvili tomu byly nékteré dalsi hrozby, ohrozujici lesni porosty, odsunuty do
ustrani a zabyvaji se jimi pouze uzké odborné kruhy. Je pravda, Ze tyto hrozby ohrozuji
pievazné dieviny, které nejsou hospodarsky tolik vyznamné, ale jejich ignorovani by bylo
neuvazené, protoZze pomahaji zvySovat biodiverzitu, kterd se ukazuje jako klicova pro
existenci stabilnich lesli, a zaroven tvofi vyznamné porosty s mimoprodukénimi
funkcemi, napft. pii zpevinovani biehti fek (Rozsypalek et al., 2017). Obzvlasté vyznamné
hrozby jsou tzv. emerging infectious diseases (EIDs). EIDs, tedy rozvijejici se infekéni
nemoci, zahrnuji patogeny, které diive nebyly zndmy nebo nebyly pro danou oblast
vyznamné a jsou velmi virulentni. V rozvinuti takto vysoké virulence hraje roli né¢kolik
faktort. Témito faktory miize byt zavleCeni patogenu do nové geografické oblasti, zména
hostitele nebo evoluéni zmény vedouci k vy$si virulenci (Anderson et al., 2004). Cinnost
clovéka jako zvySujici se globalizace, globalni zmény klimatu, péstovani monokulturnich
lesti a s tim spojené snizeni biodiverzity, napoméha k vytvoteni vhodnych podminek pro
tyto patogeny (McKinney et al., 2011). Jednim znejznaméjsSich piipadi epidemie
zpusobené introdukovanym patogenem je grafioza jilmu, zaptiCinénd patogeny z rodu
Ophiostoma, ktera decimuje celé porosty jilmu v jejich pfirozeném prostiedi (Harper et

al., 2016).

Jesté nedavno byl jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.) povazovan za relativné
bezproblémovou dievinu (Havrdova et al., 2013). Jasanu nehrozilo vyznamné riziko,
které by mohlo zplsobit masivnéj$i odumirdni. Mezi nékterymi lesniky dokonce
pfevazoval nazor, Ze se jedna o invazivni a nezaddouci dievinu (Rozsypalek et al., 2017).
Vznikajici problém zacinal byt zaznamenavan na zacatku 90. let minulého stoleti
v severovychodnim Polsku, kde byly poprvé pozorovany symptomy novée se rozvijejici
choroby. OvSem genetické studie naznacuji, ze se choroba rozsifila na evropském
kontinentu o nékolik desetileti diive (Enderle et al., 2019). Organismus, ktery zpiisobuje
onemocnéni, nejcastéji pojmenované jako chifadnuti nebo odumirani jasani, nebyl dlouho
znamy. Piivodce choroby byl identifikovan az v roce 2006 jako anamorf Chalara fraxinea
(Kowalski, 2006). Pozdé&ji byl domaci saprofyt jasantt Hymenoscyphus albidus oznacen

jako teleomorfni stadium patogenu, zpiisobujici chfadnuti a odumirani jasant (Kowalski
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a Holdenrieder, 2009). Pozd&jsi analyzy ukézaly, ze se nejednd o domaci a neskodny
organismus, ale o zavleceny patogen puvodem z dalného vychodu Hymenoscyphus
pseudoalbidus (Queloz et al., 2011), nasledn¢ piejmenovany na Hymenoscyphus

fraxineus (Baral et al., 2014).

Castym ditvodem, pro¢ maji zavledené patogeny konkurenéni vyhodu, a proé jsou
velmi virulentni, je ten, ze jejich hostitelé se vedle nich nevyvijeli, nejsou na né
adaptovani, a proto jsou vi¢i nim zranitelni. To je pfipad i patogenu zptisobujiciho
odumirani jasanti. Velmi virulentni H. fraxineus a téméf totozny, le€ prakticky neSkodny,
H. albidus maji podobny zivotni cyklus. Oba parazituji na tapicich listu. Zasadnim
rozdilem je, ze H. albidus postupuje pomalu a diky tomu nezpisobi jasanu zadné
vyznamné Skody, kdezto H. fraxineus postupuje po fapicich velmi rychle a pronikéd do
dfevnich c¢asti (Downie, 2017). To mé za nasledek tvorbu nekroz v dievnich pletivech
a fidnuti korun, coz je nakonec pro strom fatdlni (Enderle et al., 2019). H. fraxineus
pusobi velké Skody v jasanovych porostech. Vyznamnym faktorem zvysSujicim
nachylnost vii¢i patogenu je nizka geneticka diverzita, kterd zhorSuje schopnost adaptace

vuc¢i novym patogenum (McKinney et al., 2011).

Od objevu patogenu bylo provedeno mnoho tradicnich pokusii k zastaveni
epidemie odumirani jasant, které byly vétSinou neuspésné (Enderle et al., 2019). Nad¢ji
skytaji studie, které objevily stromy, jez v oblastech se silnym epidemiologickym tlakem
nebyly vibec nebo jen mirné poskozeny. Kdyby tato rezistence byla geneticky
podminéna, a tedy dédicnd, bylo by mozné zalozit nové porosty, které by byly odolné
vici tomuto patogenu (Mckinney et al., 2014). Jako vhodny néstroj k identifikaci stromil
vhodnych pro kiizeni a novou vysadbu, které by ptispély porozuméni mechanismu tvorby

této rezistence, se jevi molekularni markery (Sambles et al., 2017).
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2 Cile prace

Zakladnim cilem piedkladané bakaléaiské prace bylo shrnout védecké poznatky
tykajici se problematiky epidemie odumirani jasanti, zpiisobené patogenem H. fraxineus.
Zvlastni diraz byl kladen na roli genetiky v feSeni tohoto problému. Bakalaiska prace
muze byt dale vyuzita jako néhled pro odbornou i laickou vefejnost do problematiky
epidemie H. fraxineus. Zaroven bude slouzit jako teoreticky zéklad pro zpracovani

diplomové¢ prace na obdobné téma, které bych chtél v navazujicim studiu zpracovavat.

Prace je rozdélena na dvé Casti. Prvni ¢ast obsahuje souhrn poznatkli z dosud
publikované odborné literatury, popisujici biologii hostitelské dieviny jasanu ztepilého,
jeho vyznam pro razné lesni ekosystémy a moznosti jeho vyuziti pro rizné
mimoproduk¢ni funkce 1 vyuziti samotného jasanového dieva. Jedna z dalSich kapitol se
zaméfuje na historii Sifeni, biologii, Zivotni cyklus a moznosti obrany vici patogenu
H. fraxineus. Mezi hlavni témata teoretické Casti patii popis genetické diverzity jasanu
ztepilého 1 H. fraxineus, zhodnoceni rtizné nachylnosti jasanu vic¢i tomuto patogenu
amiry genetické podminénosti této resistence. Nedilnou soucasti téz je kapitola
pojednavajici o souvislostech z obecné genetiky, potifebnych pro pochopeni vice

komplexnich témat, které se v praci vyskytuji.

Druhé ¢ast prace je analytického charakteru, zabyva se popisem a porovnanim
jednotlivych metodickych postupl pro analyzu genetické informace neutralni povahy
a analyzu souvisejici s rezistenci vici zkoumané nakaze. Tato kapitola také obsahuje
popis konkrétnich genetickych markert, vyuZzivanych pfi identifikaci jedincii tolerantnich
vuci ndkaze.

Vysledkem prace je zhodnoceni miry genetické podminénosti rezistence vici
nakaze, navrhy mozné aplikace poznatkll v praxi a porovnani identifikace rezistentnich
jedinct za pomoci molekularnich markert s vice tradi¢nimi postupy (napt. identifikace
za pomoci fenotypovych znakt). Zasadnim vystupem analytické ¢asti je navrh metodiky

pro navazujici diplomovou praci.
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3 ReSersni ¢ast — rozbor problematiky

3.1 Historie genetiky a vyznamnych objevi

Prvopocatky toho, kdy si lidé uvédomili, ze se urcité rysy dédi z generace na
generaci, sahaji az do pravéku. Existuji dikazy, ze jiz prvni civilizace si schovavaly
semena s kvalitngj§im fenotypem pro sadbu v dalSich letech. Diky tomu byli lidé schopni
vytvofit odridy s lepSimi vlastnostmi. Kolem roku 1000 ptfed Kristem byla timto
zpusobem domestikovana vétSina dilezitych hospodaiskych plodin. Tyto plodiny byly
svym vzhledem velmi podobné tém dnesnim. Je pozoruhodné, Ze toho lidé dosahli bez
vétsich znalosti genetiky (White et al., 2007). I ptes to, Ze povédomi o pfenosu urcitych
ryst a jeho vyuziti ve Slechtitelstvi méli nasi predci jiz od praveku, tak védy jako genetika
nebo molekulérni biologie jsou pomérné mladé a dost jejich oblasti je stdle neobjasnéno.
Zéklady genetiky, jak ji zname dnes, byly poloZeny v druhé poloviné 19. stoleti, kdy
nékolik badatelti zkoumalo procesy kiizeni. Zasadni vysledky vSak pfinesl moravsky
knéz a ptirodovédec Johann Gregor Mendel, ktery v roce 1866 publikoval svoji praci
»Pokusy srostlinnymi hybridy”“. Na zdkladé¢ svého vyzkumu stanovil tfi zakony
popisujici pravidla dédi¢nosti, které se pouzivaji dodnes. Mendelovym objevim se
dlouhou dobu nevénovala vétsi pozornost a za svého Zivota se nedockal vétsiho uznani.
Vyznam jeho prace si uvédomili az védci Hugo de Vries, Carl Correns a Erich von
Tschermak, ktefi nezavisle na sobé znovuobjevili Mendeliv vyzkum a zakony, které
zavedl (Dodson, 1955). Na jejich praci navazal William Bateson, ktery Mendelovy
publikace ptelozil do anglictiny a zpopularizoval jeho préci (Keynes a Cox, 2008).

Mendelovska genetika byla bez diskuse zasadni pro pochopeni dédi¢nosti znakii,
ovSem neobjasnila ulozeni genetické informace a principy dédi¢nosti na bunécné tirovni.
Ke konci 19. stoleti zacala byt morfologie chromozomii a proces mitdzy a meidzy obecné
znama. Na zacatku 20. stoleti zacali n¢kteti védci spojovat chromozomy s variabilitou
a dédi¢nosti a oznacili chromozomy jako nositele Mendelovskych faktort (Allen, 2003).
Spojeni Mendelovské genetiky s chromozomy bylo mnohymi védci nejdiive odmitano,
ale jeji pochopeni na bunécné urovni vedlo k vyznamnym objeviim, napt. k lokalizaci
genit v ramci buiiky, hlubSimu porozuméni Mendelovych zakond, procesu zvanému
crossing-over, ktery zajiStuje vétsi variabilitu potomstva nebo principu mutaci jako

lokélni zmény chromozomu (Gayon, 2016).
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Béhem prvni poloviny 20. let bylo uskute¢néno mnoho objevli v oblasti genetiky,
ovsem molekularni povaha gen stale jest¢ nebyla objasnéna. Nékteti védci se domnivali,
ze nositeli gend jsou proteiny, protoze jsou to komplexni latky s pozoruhodnymi
katalytickymi vlastnostmi (Gayon, 2016). Ve 40. letech si zacali védci uvédomovat
dilezitost molekuly DNA. O této nukleové kyseliné bylo povédomi jiz od 19. stoleti, ale
jeji funkce ziistdvala dlouho nezndmaé. Prvnim vyznamnym vyzkumem byl Averyho-
MacLeodtv-McCartyho experiment, kde védci pouzili DNA ziskanou z kmene mrtvych
virulentnich pneumokokt pro transformaci nevirulentniho kmene na virulentni. Tento
experiment dokazal, ze DNA ma roli v pfenosu genetické informace. Naprosto zasadni
byl objev Jamese Watsona a Francise Cricka, kteti v roce 1953 popsali strukturu
dvousroubovice DNA, za coz mimo jiné pozdé&ji obdrzeli Nobelovu cenu. Znalost
struktury DNA umoznila rychly rozvoj oboru molekularni biologie a uskute¢néni
vyznamnych objevll na poli genetiky (Gayon, 2016). Brzy poté byla objevena tripletova
povaha genetického kodu a zptisob, jakym informace obsazena v DNA vede k syntéze
proteind. V 70. a 80. letech bylo zavedeno mnoho molekuldrnich metod, které se
pouzivaji dodnes (White et al., 2007). Mezi tyto metody patii pouziti tzv. restrikéniho
enzymu nebo polymerazova fetézova reakce (PCR), kterd se pouziva téméf ve vSech

oblastech biologického vyzkumu.
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3.2 Obecna genetika a molekularni biologie

3.2.1 Popis a stavba nukleovych kyselin

Molekula, vhodnd k uchovéani a prenosu genetické informace musi spliiovat
nekolik klicovych vlastnosti. Musi byt velmi stabilni, aby geneticka informace v ramci
pienosu mezi velkym poctem generaci zlstala téméf nezménéna. I pres to nesmi byt tato
molekula stabilni natolik, aby neumoznila mirné zmény genetické informace jako reakci
na podminky prostiedi. To by mohlo zplsobit evolu¢ni znevyhodnéni. Zaroven musi byt
molekula schopna kodovat jedine¢ny geneticky znak. VSechny tyto podminky dokonale
splnuji biomolekuly zvané nukleové kyseliny — obzvlastné DNA (Eriksson et al., 2006).
Stavba a struktura nukleovych kyselin je velmi rozmanita a mize obsahovat velké
mnozstvi nestandardnich slozek a nezvyklych struktur. Cilem této kapitoly je popsat
bézné charakteristiky nukleovych kyselin, nutné k pochopeni problematiky daného
tématu. Popis vSech zndmych modifikaci molekul RNA a DNA by vystail na

samostatnou praci.

Nukleové kyseliny jsou biopolymery, tedy pfirodni latky, slozené z n¢kolika (od
nizkych desitek az po miliony) jednodusSich latek (monomert), které se za pomoci
nazyvaji nukleotidy. Molekula pent6zy a dusikaté baze se oznacuje jako nukleosid, jehoz
fosforylaci (pfidanim jednoho nebo vice zbytkl kyseliny fosfore¢né) vznika nukleotid.
Obecné se tedy nukleotid skladd z pétiuhlikatého cukru, dusikaté baze a fosfatu.
Hlavnimi  nukleovymi  kyselinami  jsou  ribonukleovd  kyselina  (RNA)
a deoxyribonukleova kyselina (DNA). Nejvyznamnéj$i molekuly RNA, které vykonavaji
v zivych organismech dulezité funkce jsou: mRNA (mediatorova), tRNA (transferova)
arRNA (ribosomalni). DNA se muze délit podle mista, ve kterém se nachazi v buice.
Mitochondrie a chloroplasty jsou takzvané semi-autonomni organely a disponuji vlastni
DNA. Proto DNA nachézejici se v eukaryotni buice délime na jadernou DNA (nDNA),
mitochondridlni DNA (mtDNA) a chloroplastovou DNA (cpDNA).

Molekula pentdzy a dusikaté baze se oznacuje jako nukleosid, jehoz fosforylaci
(ptfidanim jednoho nebo vice zbytkil kyseliny fosfore¢né) vznika nukleotid. Obecné se

tedy nukleotid sklada z pétiuhlikatého cukru, dusikaté baze a fostatu.
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Typ pétiuhlikatého cukru, ktery je obsaZen v molekule, determinuje druh
nukleové kyseliny. V RNA je obsazena rib6za a v DNA deoxyrib6za. Ribdza
a deoxyriboza maji nékolik spole¢nych znaki. Jsou to monosacharidy, které se skladaji
z péti uhlikl a v pfirod¢ se nejcastéji vyskytuji jako D-ribéza a D-deoxyribdza. Rozdil
mezi nimi je velmi maly. Deoxyrib6za mé na uhliku 2" misto hydroxylové OH skupiny
navazany vodik. RNA je kvili volné OH skupiné reaktivngjsi a flexibilnéjsi, ovSem
nestabilngjsi (snadno podléha rozpadu struktury a degradaci pisobenim enzymi). Na
druhou stranu diky vysoké reaktivité mohou ptsobit jako katalyzator chemickych reakci.

Tyto molekuly se nazyvaji ribozymy (Rossi, 2004).

Soucasti kazdého nukleotidu je dusikatd baze. Jednd se o derivaty
heterocyklickych sloucenin purinu (adenin, A a guanin, G) a pyrimidinu (cytosin, C,
thymin, T a uracil, U). Za normalnich okolnosti spolu tvofi komplementarni par adenin
s thyminem (unikatni pro DNA) nebo uracilem (unikatni pro RNA) a cytosin s guaninem.
Z divodu toho, Zze genom obsahuje viceméné staly pocet komplementarnich parti bazi
(bp), se podet bazi v genomu kvantifikuje. Casto se pouZivaji pfedpony pouZivané
v nasobcich jednotek SI, tedy kilobase pair (kbp), megabase pair (Mbp) nebo gigabase
pair (Gbp).

Posledni slozkou nukleotidu je fosfat. Fosfat je zbytek kyseliny trihydrogen
fosforecné, ktery vznikl odtrzenim vsech tfi atoma vodiku. V nukleotidu jako takovém
muze byt rizny pocet fostati. Volny nukleotid, ktery neni soucasti zadné slouceniny, se
vyskytuje obvykle ve form¢ deoxyribonukleotid trifosfatu. OvSem po zapojeni do
nukleotidu do DNA se obvykle dvé fosfatové skupiny odstépi a jednotlivé nukleotidy

v fetézci jsou spojeny pouze jednim fosfatem, viz obr. 1.

Strukturu nukleovych kyselin 1ze charakterizovat na nékolika urovnich, kterymi

jsou primarni, sekundarni, tercialni, a popt. kvarterni struktura.

Primérni struktura je zndzornéna na obr. 1. Popisuje stavbu a linearni uspofadani
nukleotidii v rdmci molekuly. Na uhliku 1” je navazana N-glykosidickou vazbou dusikata
baze. Nukleotidy jsou mezi sebou propojeny na uhliku 3" a 5" fosfaty za pomoci
fosfodiesterové vazby. Molekuly nukleovych kyselin jsou direkcionalizované, jinymi
slovy se v jejich struktufe se da rozeznat smér od zacatku molekuly k jejimu konci.
V souvislosti propojeni nukleotidil se v misté uhlikii 3" a 5" konce molekuly nazyvaji 3”

konec a 5" konec. Primarni struktura se da téz znazornit jako fada pismen, které
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odpovidaji dusikatym bazim. Potadi nukleotidti mize byt unikatni nebo repetitivni. Podle

konvence se potadi nukleotidl zapisuje od 5” konce do 3" konce.
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Obrazek 1 - Primarni struktura DNA (Cyberbridge, 2007)

Sekundarni struktura popisuje uspotfadani linearnich fetézcti. DNA i RNA mohou
existovat jako jednovldknové i vicevlaknové molekuly a rizné druhy struktur. RNA tvoii
spise kratsi jednovldknové struktury, které se mohou v ramci jedné molekuly spojovat
a vytvaret slozitéjsi utvary jako vlasenky, klicky a pseudouzly (Staple a Butcher, 2005).
Pro DNA je typicka dvousSroubovice (double helix). V pfirodé¢ je nejcastejsi pravoto€iva
dvousroubovice B-DNA (obr. 2), ale existuji i dalsi typy jako A-DNA a levotociva
Z-DNA. V urcitych situacich mize vzniknout i hybridni vladkno DNA-RNA (Shaw
a Arya, 2008). Retézce nukleovych kyselin se poji pomoci vodikovych mustki, které
patii mezi tzv. slabé vazebné interakce — jsou slabsi nez klasické kovalentni vazby.
Komplementarni baze cytosin s guaninem se mezi sebou typicky paruji ttemi vodikovymi

mustky a adenin s thyminem nebo uracilem dvéma vodikovymi mustky.
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Obrazek 2- Priklad typické sekundarni struktury DNA — pravotociva dvousroubovice
B-DNA. Na obrazku je mozné videt nejbéznejsi Watsonovo-Crickovo parovani bazi
(White et al., 2007)

Tercialni struktura popisuje prostorové usporadani molekuly. U DNA je bézné
tzv. nadsroubovicové vinuti (supercoiling), coz je Sroubovicové staceni jiz existujici
dvousroubovice. Timto procesem vznika nadSroubovice (superhelix). NadSroubovicové
vinuti mize probihat ve sméru staCeni dvousroubovice (pozitivni nadSroubovicové

vinuti) nebo proti sméru staceni dvousroubovice (negativni negativni nadSroubovicové)

(Gilbert a Allan, 2014).

Funk¢ni Utvary, vzniklé interakei mezi molekulami DNA nebo molekulou DNA
s molekulami jinych latek (naptiklad proteiny), vytvari takzvanou kvartérni strukturu.
Diivod vytvareni téchto struktur je zkraceni a zpevnéni DNA. Pfiklady kvartérni struktury

jsou chromatin nebo ribozomy.
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3.2.2 Kodujici a nekodujici nukleové kyseliny

DNA, nebo u nékterych druhti virGi i RNA, je povazovana za nositelku dédi¢nych
znaktl, které utvareji fenotyp daného organismu. OvSem pouze urcita ¢ast genomu
(soubor veskeré genetické informace ulozené v nukleovych kyselinach) obsahuje
geneticky kod, ktery je vyuzity pro syntézu genového produktu, tedy proteinu nebo
funkéniho RNA (napiiklad tRNA). Tato slozka genomu se nazyva kodujici DNA,
piipadné RNA. Existuji ovSem 1 tzv. nekddujici DNA a RNA, které se nepodileji na
syntéze proteinl. Pro tuto slozku genetické informace se ob¢as pouziva i nazev ,,junk
DNA* nebo ,,junk RNA*“. Tyto terminy jsou kontroverzni, protoze evokuji nadbyte¢nost
a nefunk¢nost daného typu genetické informace (Gregory, 2005). Jednou z funkci, kterou
zastava nekodujici DNA, je regulace genové exprese (napiiklad zintenzivnénim,
oslabenim nebo Uplnym zastavenim transkripce dané¢ho genu) (Carroll et al., 2008).
Priklady nekodujici DNA jsou naptiklad introny (nekddujici oblasti genu) nebo
pseudogeny, coz jsou geny, které ztratily schopnost kodovat proteiny nebo se dale
nepodili na genové expresi (Tutar, 2012). Obzvlasté vyznamna je tzv. satelitova DNA
ajeji dvé podskupiny minisatelity a mikrosatelity. Jednd se o tandemové repetitivni
sekvence, které se nachazeji prevazné v nekodujicich oblastech DNA. Diky své vysoké
variabilit¢ se vyuzivaji k identifikaci jedinci nebo pro studium toku genli mezi
populacemi (Eriksson et al., 2006). Rizné¢ organismy maji odliSny pomér kodujici

a nekodujici DNA.

3.2.3 Centralni dogma molekularni biologie

Princip toku genetické informace popsal roku 1957 Francis Crick, ktery ho nazval
centralni dogma molekularni biologie. Centralni dogma popisuje genovou expresi do
genovych produktt (proteinti nebo funkéni RNA), replikaci DNA a RNA nebo naptiklad
syntézu jednotetézcové DNA z ptedlohy RNA. V roce 1970 nésledn¢ dospél k zavéru, ze
syntéza nukleovych kyselin z proteinli se jevi jako nemozna, a proto centralni dogma

v této ¢asti pozménil (Crick, 1970).

Elementarnim principem genové exprese je existence tzv. genetického kodu.
Existuje 20 hlavnich aminokyselin tvoficich proteiny, které se vyskytuji v drtivé vétSing
organismi. Na druhé strané existuji pouze Ctyii dusikaté baze, proto musi jednu

aminokyselinu kodovat vétsi pocCet dusikatych bazi. Dvé dusikaté baze jsou schopny
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vytvofit pouze 16 kombinaci, proto jednu aminokyselinu koduji tfi dusikaté baze, které
jsou schopny tvofit az 64 kombinaci. Tento tzv. triplet dusikatych bazi se nazyva kodon
a soubor kodonti kodujici aminokyseliny se nazyva geneticky kod. Specifickymi typy
translace proteinu. Jak si lze vSimnout, existuje mnohem vétsi mnozstvi kodond nez
aminokyselin, proto dochézi k tzv. degeneraci genetického kodu, tedy k tomu, Ze jednu
aminokyselinu kéduje vice kodont. Kviili tomu je obvykle aminokyselina determinovana

prvnimi dvéma bazemi a tfeti baze mize byt libovolna (White et al., 2007).

Genova exprese zahrnuje dva procesy, které se nazyvaji transkripce a translace.
Transkripce je proces, ktery probiha v bunééném jadre. Pfi transkripci dochézi, za pomoci
enzymu RNA polymerazy, k ptepisu genu ve form¢ jednoho vldkna DNA do mRNA.
Nové vznikld mRNA obsahuje sekvenci bazi komplementarnich k bazim obsazenym
v ptivodni DNA, ov§em RNA neobsahuje thymin, proto je v sekvenci nahrazen uracilem.
Transkripci také miize vzniknout funkéni RNA, kterd dale nekoduje tvorbu proteini, ale

jedna se o kone¢ny produkt, ktery plni v bufice rizné funkce.

Proces transkripce a posttranskripénich tprav je schematicky zndzornén na obr. 3.
Pivodni gen, potazmo mRNA, se po transkripci sklada z oblasti, které koduji protein
(exony) a které protein nekoduji (introny, UTR). Introny se nachazeji mezi exony a béhem
posttranskripénich uprav mRNA jsou z molekuly odstranény tzv. sestithem RNA
stop kodonem a podili se na translaci, kterou pomahaji regulovat. Krom¢ toho se pfi
posttranskripénich upravach k mRNA na 5’ konec pfipoji tzv. 5" cap a na 3’ konec tzv.
poly (A) konec, coz je fetézec nukleotidi, ktery obsahuje pouze adenin. Témito procesy

vznikne stabilni a kompletni mRNA, kterd se mize G€astnit translace.
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Obrazek 3 — Transkripce a posttranskripcni upravy mRNA (Viphakone, 2020)

Poslednim krokem tvorby proteinli je translace (obr. 4), ktera probiha
v cytoplazmé, potazmo na ribozomech. Pti translaci vznikaji polypeptidy a jeden nebo
vice polypeptidli vytvari protein. Translace probiha pii navazani mRNA na ribozom.
Molekuly tRNA obsahuji sekvenci tii nukleotidii zvanou antikodon, a zaroven obsahuji
jeden typ aminokyseliny. Antikodon je komplementdrni kur¢itému kodonu
nachazejicimu se v mRNA, na ktery se vaze, ¢imz piinasi do fetézce polypeptidu
specifickou aminokyselinu. Timto principem ovlivituje genetickd informace stavbu nove
vzniklého polypeptidu. Jeden gen mize kédovat vice druhii proteint. To je mozné diky

tzv. alternativnimu sestfihu, pii kterém jsou z RNA vystfizeny 1 nékteré exony, které
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nejsou soucasti finalni mRNA. Timto procesem mohou ze stejné¢ho genu vzniknout rizné

izoformy proteinu (Stamm ef al., 2005).

'ATG CGA CAA E TAG

STTT TTT 11T TT1
gL L1 1L 1]

TAC GCT GTT E ATC

3l

5'

Transcription

Initiation Stop
codon codon

—~ —~

AUG CGA CAA E UAG

UAC GCU GUU

TTT

Met Ala Glu

Translation

Met H Ala H Glu | E

Obrazek 4 - Schéma transkripce a translace (White et al., 2007)

3.2.4 Analytické laboratorni techniky

V genetickych laboratotich se pouziva velké mnozstvich rtiznych metodickych
postupt a technik (Lee a Bahaman, 2012). Tato podkapitola popiSe elektroforézu
a polymerazovou fetézovou reakci (PCR), coz jsou vyznamné laboratorni techniky, které
se mimo jiné pouzivaji k odhaleni genového polymorfismu, ktery je zékladem pro

genetickou diverzitu.
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Elektroforéza je oznaceni pro metodu, pfi které dochdzi k separaci latek (nabitych
castic) na zéklad¢ jejich odlisné pohyblivosti ve stejnosmeérném elektrickém poli (Lee
a Bahaman, 2012). V genetickém a biologickém vyzkumu se v uz§im slova smyslu jedna
o gelovou elektroforézu, ktera je zalozena na rozdilné pohyblivosti danych makromolekul
(nukleovych kyselin nebo proteini) v gelu. NejefektivnéjSim zplisobem je pouziti
agarozového gelu (Lee et al., 2012). Elektroforéza probiha v zafizeni, které se sklada ze
samotné¢ho media, ve kterém se molekuly pohybuji (agardzovy gel), a ktery je ponofen
v pufru (roztoku, zamezujicimu zméné pH, ktera by negativné ovlivnila elektroforézu).
Cely tento systém je pfipojen k elektroddm s opacnym nabojem, diky ¢emuz dochazi

k elektrickému proudu. Vzorek se nanasi do jamek, které vznikly v misté, kde byl pii

nalévani tekutého gelu do nosice umistén hiebinek (obr. 5).

Obrazek 5 - Zarizeni na gelovou elektroforézu a vkladani vzorku DNA do jamek (Lee et
al., 2012)

Po zapojeni do elektrického proudu se zacnou nabité molekuly pohybovat
k elektrode¢ s opa¢nym nébojem. Po odpojeni od elektrického proudu se budou molekuly,
kvtli rozdilné pohyblivosti, nachazet v riznych vzdalenostech ve sméru proudu iontd,
¢imz dojde k separaci. Rozdilna pohyblivost molekul miize byt zptisobena jejich riiznou

velikosti a hmotnosti nebo rozdilnym elektrickym nabojem (Rabindra a Raju, 2012).
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Rozdilna pohyblivost zptisobena riiznou velikosti se da vyuzit naptiklad pro méteni délky
(bp) riznych fragmenti DNA (kratsi fragmenty se dostanou za stejny ¢as dale nez delsi
fragmenty). Samotnou elektroforézou zjistime pouze relativni rozdily v délce danych
fragmentt, ale pti pouziti zebficku DNA, ktery obsahuje smés fragmentti o znamé délce,
lze tuto délku i kvantifikovat. Pro vizualizaci DNA v gelu se nejCastéji pouziva
interkala¢ni barvivo ethidium bromid, ktery pii vystaveni UV zéfeni fosforeskuje. Pti
interkalaci ethidium bromidu do DNA se fluorescence zintenzivni, ¢imz se nukleova

kyselina efektivné zvyrazni (obr. 6) (Lee a Bahaman, 2012).
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ladder
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Obrazek 6 - Vysledek gelové elektroforézy s pouzitim DNA Zebricku a ethidium bromidu
(Lee et al., 2012)

DNA je velmi mald molekula. Na druhou stranu metody detailni analyzy
specifického useku DNA vyzaduji relativné velké mnozstvi genetického materialu. Pro
uskutecnéni analyzy specifického useku DNA bylo vétSinou nutné izolovany fragment
klonovat a zvétSovat v plazmidech nebo podobnych hostitelich (White et al., 2007). To
se zménilo v roce 1983, ve kterém americky biochemik Kary Mullis objevil revolucni
technologii amplifikace (zmnozeni) DNA — PCR. Touto metodou je mozné relativné
levné a rychle vytvotit miliardy kopii 1 z velmi malého specifického fragmentu DNA
(Mullis, 1990). Za tento objev pozd¢ji obdrzel Nobelovu cenu. Kromé amplifikace DNA
se pozdéji objevilo dalsi vyuziti této technologie jako napiiklad kvantifikace mnozstvi

z4jmove sekvence v celém vzorku nebo analyza genové exprese.
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V drtivé vétsing piipadii je PCR zaloZena na tepelném cyklovani, pfi kterém se
v ramci jednoho cyklu méni teploty. Reak¢ni smés tvoti kromé daného vzorku DNA také
DNA polymeraza, DNA primery, nukleotidy ve form¢ deoxyribonukleotid trifostata
amedium, kterym byva pufr, vnémz mohou byt dal§i ionty. Problém s DNA
polymerazou byl ten, Ze se po kazdém cyklu musela pouzivat nova, protoze se kvuli
vysokym teplotdm znehodnotila. To bylo velmi pracné a ¢asové naro¢né. Vyznamny byl
objev DNA polymeraz odolnych vii¢i vysokym teplotdm, jako naptiklad Taq (Zhu et al.,
2020). Ta je izolovéana z bakterie Thermus aquaticus, kterd zije v blizkosti termalnich
pramend, diky ¢emuz je adaptovdna na vysoké teploty. DNA polymeraza katalyzuje
syntézu dvouvlaknové DNA. DNA primery jsou kratké sekvence oligonukleotidu, které
jsou komplementarni k 3’ konctim cilové DNA a vytvareji misto, na které se mliize navazat
DNA polymeraza. Deoxyribonukleotidy obsahuji vSechny Ctyfi baze a vazou se
vodikovymi miustky ke komplementarnim nukleotidiim, ¢imz vytvareji dvouvlaknovou
DNA. Pufr slouzi stejné jako u elektroforézy k udrzeni stabilnich podminek, ptfedevsim

pH.

Schéma PCR je znazornéno na obr. 7. Samotny cyklus PCR se sklada ze tii
zakladnich fazi. Prvni fazi je denaturace DNA, pfi které dochdzi k zahtati reakéni smési
témet na bod varu (kolem 96 °C), ¢imz dojde k rozpojeni vodikovych mustkl za vzniku
dvou fetézct jednovlaknové DNA. Tato faze trva v priméru 20-30 sekund. Pti druhé fazi
dochazi k nasedani dvou primeru (reprezentujici 5’ konce) na oba 3’ konce denaturované
DNA, ¢imZ je nasledné zajiSténa syntézu ve sméru 5'-3'. Pfi této fazi je reakéni smés
vyznamné zchlazena na teplotu, kterd je specifickd pro pouzity primer, a probiha téz
prumérné 30 sekund. Poslednim krokem je samotnd syntéza DNA, kdy na primery naseda
DNA polymeraza, ktera dosyntetizuje komplementarni fetézec. Optimalni teplota pro
nejvice vyuzivanou Taq polymerazu je 72 °C (Genetic Science Learning Center, 2018)
a délka této faze zavisi na délce samotného fragmentu. Tento cyklus se nékolikrat

opakuje. Pocet cykll je individualni podle charakteru vyzkumu, ale vétSinou se jedna
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n znaci pocet cykld, ¢cimz by se miliardy kopii dosahlo po 30 cyklech.
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Obrazek 7 - Schéema PCR (Wikipedia, 2021)

Vyse byl popsan zakladni princip PCR. Existuje samoziejmé mnoho mirnych
uprav a variant PCR. Pro nékter¢ studie je vhodné sledovat pritbéh a métit produkty PCR
v redlném case, coz je mozné diky technologii qPCR. Toho Ize dosdhnout za pouZiti
fluorescencniho barviva, které se vaze pouze na dvouvldknovou DNA. NovéjSim
zpusobem je pouziti nukleotidové sondy, ktera je =zaloZzena na hybridizaci
komplementarniho vlakna. ZjednodusSené feceno tato sonda ztrati pii posledni fazi PCR
vazbu na DNA, diky ¢emuz zacne vydavat svételny signal (Wang et al., 2012).
Technologie RT-PCR se vyuziva pro zkouméni genové exprese a je podobna klasické
PCR, ale piedchazi ji krok reverzni transkripce. Reverzni transkripce zahrnuje nasednuti
primeru na fetézec RNA, ktery za pomoci enzymu reverzni transkriptazy vytvoii hybridni
dvouvlaknovy RNA-DNA fetézec, ktery se dale denaturuje za vzniku jednovlaknové
DNA, ktera je schopna se Gi¢astnit klasické PCR (Freeman et al., 1999). Casté je propojeni
téchto dvou technologii, které se nazyva qRT-PCR.

3.2.5 Genetické markery

Geneticky marker mize byt urity znak, produkt genové exprese, gen nebo
sekvence DNA. Pouzivad se kidentifikaci jedince, populace nebo urcitého druhu
(Encyklopedia Britannica, 2018). Tato identifikace miize byt i ve smyslu objeveni jedincii

s uritym fenotypovym znakem, jakym je napiiklad odolnost vii¢i patogenu. Podstatou
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genetickych markert je vétSinou variabilita daného znaku nebo genu. Idedlni marker by
mél mit urcité vlastnosti. Mélo by byt mozné marker levné vyrobit a pouzit, a také by mél
byt neovlivnitelny prostiedim. Dale by mél byt priikkazny a pfi pouziti v jinych vzorcich
a laboratotich by mély byt vysledky opakovatelné. Kromé toho by mél byt polymorfni,
tedy schopny odhalit co nejvétsi variabilitu alel a kodominantni, coz znamend, ze by
nemél byt ovlivnitelny dominanci urCitych alel (White et al., 2007). To totiz mize

dominantniho homozygota zaménit za heterozygota, kvili stejné genové expresi.

Genetické markery lze rozdélit na tfi hlavni typy. Morfologické markery,

biochemické markery a molekuldrni markery.

Variabilita ~ morfologickych  markerd je  zajiStovana  jednoduchymi
pozorovatelnymi znaky a jejich mutacemi. Pfikladem mize byt napiiklad jiné zbarveni
semen. Morfologickych markerti neni obzvlasté u stromli mnoho, a zaroven jsou mutace
pro jedince Casto letalni, coz zpiisobuje jejich malé rozsiteni (White et al., 2007). DalSimi
problémy morfologickych markert jsou jejich siln¢ dominantni charakter, snadné
ovlivnéni kvantitativnich znakt prostfedim nebo absence analyzy nekddujici DNA, ktera
u mnoha druhli tvofi vétSinu genomu. Zaroven posouzeni rozdilnosti muze byt
u nejednoznaénych znakd ovlivnéno subjektivnim vnimanim pozorovatele (Jehan

a Lakhanpaul, 2006).

Biochemické markery jsou chemické latky, které maji v téle urcitou biologickou
funkci. Jako biochemické markery se pouzivaji napiiklad aloenzymy, monoterpeny
a dalsi sekunddrni metabolity, které disponuji ur¢itou variabilitou (Jehan a Lakhanpaul,
2006). Alozymy jsou enzymy, které se lisi strukturou, ale ne funkei a jsou kodovany jinou
alelou na stejném lokusu. Pro alozymy se t€Z pouziva nazev isozymy, coz jsou ovSem
enzymy, které maji stejnou funkci, ale jsou kddovany riznymi geny. K rozliSeni riznych
alozymt a zjiSténi variability dané¢ho markeru se pouziva elektroforéza (Jarne a Lagoda,
1996). Pouziti biochemickych markerti je relativné levné a nenarocné (Loxdale a Lushai,
1998). Oproti modernim molekularnim markeriim maji ovSem niz$i polymorfismus,
existuje jich omezené mnozstvi, diky Cemuz nemusi reprezentovat cely genom a poskytuji
omezené informace o struktufe a mutacich dané¢ho genu (White et al., 2007). Stejné jako
u morfologickych markeri reprezentuji pouze kodovaci regiony. V ptipadé sekundarnich
metabolitil jsou zaroven limitovany na druhy, které je obsahuji. Diky casové a finan¢ni
nenaroc¢nosti jsou i pies zfejmé problémy alozymy hojné pouzivany i v soucasnosti (Jehan

a Lakhanpaul, 2006).
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Molekularni markery odhaluji polymorfismus na Grovni DNA. Diky tomu lze
odhalit variabilitu v samotné sekvenci (Grover a Sharma, 2016), diky ¢emuz se da
prozkoumat cely genom, véetné nekodujici DNA (Jehan a Lakhanpaul, 2006). To je velka
vyhoda oproti morfologickym 1 biochemickym markerim. Kromé toho jsou schopny
objevovat variabilitu i u DNA organel (mtDNA, cpDNA), jejichZ analyza u rostlin dokaze
poskytnout nenahraditelné informace (Jehan a Lakhanpaul, 2006). Existuji hlavni tfi typy
variability na urovni DNA. Prvnim je jednonukleotidovy polymorfismus (SNP — single
nucleotide polymorphism), tedy variabilita zptisobena zdménou jednoho nukleotidu za
jiny s jinou bazi. SNP je i samostatna kategorie markerii. Druhym typem je variabilita
v rizném poctu tandemové repetice (VNTR — variable number tandem repeats), kterd
zahrnuje dvé hlavni skupiny: minisatelity a mikrosatelity, a jak jeji nazev napovida, jeji
variabilita z&visi na rizném poctu (délce) tandemové repetice. Tandemova repetice se
vétsinou sklada ze sekvence nckolika nukleotidll, kterd se opakuje. Variabilita je tedy
zajiSténa riznym poctem opakovani této sekvence nukleotidi. Posledni skupinou je
variabilita zpisobena mutacemi, které¢ se souhrnné nazyvaji indely (Vignal et al., 2002).
Indel je akronym pro inzerce/delece, tedy pfidani nebo odebrani urcitého poctu bazi.
Molekularni markery se déli podle toho, zda se pro jejich charakterizaci vyuzivaji
hybridizace DNA-DNA, PCR nebo obé metody (White er al., 2007). Samostatnou

kategorii tvofi jiz zminéné markery SNP.

Hlavnim markerem, ktery je zaloZen na hybridizaci DNA, je polymorfismus délky
restrikéniho fragmentu (RFLP — restriction fragment length polymorphism). Tento
marker byl objeven jako jeden z prvnich, a i pfes to, Ze se stale pouziva, byl objevem PCR
postupné nahrazen jinymi markery (Grover a Sharma, 2016). RFLP je marker, ktery
rozliSuje dv¢ variace alely, je kodominantni (Eriksson et al., 2006) a podstatou variability
jsou indely v restrikénim misté (Jehan a Lakhanpaul, 2006). Pti této metod¢ se za pomoci
restrikénich enzymt (endonukledz) rozstépi DNA ve specifickych mistech na jednotlivé
fragmenty. Dal§im krokem je elektroforéza, kterou se na zéklad¢ rozdilné délky oddéli
jednotlivé fragmenty. Pomoci metody Southernblot (obr. 8) jsou fragmenty nésledné
pieneseny na nylonovou membranu a hybridizuji se komplementarnimi a casto
iradioaktivnimi sondami. Tyto fragmenty se sondami jsou posléze za pomoci
rentgenového filmu zvyraznény (White et al., 2007). Nevyhodou RFLP je potieba

velkého mnozstvi vstupni DNA, jedné se o pracnou a casove naro¢nou metodu a vétSinou
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se pouzivaji radioaktivni latky, coz vyzaduje zvysenou bezpecnost (Jehan a Lakhanpaul,

2006).

Gel

Molecular Weight
High

Low

Obrazek 8 — Metoda Southern blotting, pouzivand u analyzy RFLP markeru (White et al.,
2007)

Existuje n¢kolik markertt zalozenych na PCR. Ty spadaji do dvou hlavnich
kategorii: metody vyuZzivajici znamou a osekvenovanou ¢ast genomu a metody
vyuzivajici obecné primery, které amplifikuji ndhodnd mista v rdmei genomu (Schulman,
2007). Typickym zastupcem druhé kategorie je ndhodnéd amplifikace polymorfni DNA
(RAPD —random amplification of polymorphic DNA) (Williams et al., 1990). Pro pouziti
RAPD je potieba velmi malé mnozstvi vstupni DNA, ke které se piida primer, obsahujici
sekvenci deseti bazi. Primer nasedne na komplementarni fetézce denaturované DNA
a prob&hne syntéza druhého fetézce. Tento proces se nékolikrat opakuje. Produkty reakce
se nasledné oddeli za pomoci elektroforézy a vizualizuji se napf. pomoci ethidium
bromidu. Fragmenty, které se nesyntetizovaly, se nezobrazi. Z toho divodu jsou RAPD
markery dvoualelické (existuje/neexistuje produkt syntézy) a dominantni, protoze nelze
rozli$it homozygota a heterozygota (White ef al., 2007). Vyhoda RAPD je malé potiebné

mnozstvi vstupni DNA (Grover a Sharma, 2016) a jedna se o relativné snadnou a levnou
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metodu, kterd nepotiebuje sekvenéni informaci o cilovém genomu (Jehan a Lakhanpaul,
2006). Nevyhoda je, ze se jedna o dominantni marker (Eriksson et al., 2006) a vysledky
se t¢zko daji reprodukovat v jinych laboratofich (Vignal et al., 2002). U RAPD téz
existuje problém, Ze molekuly se stejnou molekulovou hmotnosti nemaji vzdy stejny

pocet nukleotidl (Jehan a Lakhanpaul, 2006).

V dnesni dobé€ se nejcastéji vyuzivaji dva typy markeri: mikrosatelity, téZ zndmé
jako repetice jednoduché sekvence/kratké tandemové repetice (SSR — simple sequence
repeat/STR — simple tandem repeat) a nejmoderné;jsi jednonukleotidovy polymorfismus
(SNP). Mikrosatelity jsou tandemové repetice o velikosti 1-6 parti bazi a jedna se
o nejbeéznéjsi typ PCR markerd se znamou cilovou sekvenci (Grover a Sharma, 2016).
Nejvice pouzivané jsou repetice di- (napi. TA nebo GA), tri- (napt. GTQG)
a tetranukleotida (napt. GATA, GACA) (Jarne a Lagoda, 1996), které se obvykle nachazi
v nekodujicich oblastech DNA (Eriksson ef al., 2006). Tyto sekvence Casto podléhaji
mutacim (Jehan a Lakhanpaul, 2006) a obtizné¢ se replikuji pii syntéze DNA, coz
zpusobuje vysoké mnozstvi riznych alel liSicich se riznym poc¢tem tandemovym repetic,
diky ¢emuz maji mikrosatelity vysoky polymorfismus (Grover a Sharma, 2016). Zaroven
jsou mikrosatelitové markery kodominantni a univerzalni. V genomu se vyskytuje velké
mnozstvi riznych mikrosatelitovych lokusti a vysledky se daji snadno a ptesné
reprodukovat (Grover a Sharma, 2016). Mira polymorfismu je u mikrosatelitli nejvyssi
ze vSech typti markerti, a proto nachazeji uplatnéni v identifikaci jednotlivych organismii,
populacnich studiich, jako je sledovani toki genii v populaci (Eriksson et al., 2006), nebo
mapovani vyznamné ¢asti genomu (Zhang et al., 2008). Nevyhodou mikrosateliti je
Casova afinancni naro¢nost identifikace vhodnych sekvenci, jejich klonovani
a sekvenovani. Znalost sekvence z okrajovych ¢asti mikrosatelit je nutnd pro navrh
vhodnych PCR primera (White et al.,, 2007). Zaroven muze byt polymorfismus
vysledkem pfidani nebo odebrani jedné repetice, proto je obvykle nutné pouzit pro

analyzu velmi citlivou elektroforézu nebo sekvenovani (Jehan a Lakhanpaul, 2006).

Oproti vySe zminénym markerim se jednonukleotidové polymorfismy (SNP)
pouzivaji jako genetické markery relativné kratce. Jak nazev napovida, jedna o mista
v genomu, kde se mohou vyskytovat alely, které se li§i zaménou jednoho nukleotidu (viz
obr. 9). Podminkou je, aby frekvence vyskytu alely u jedincti byla alesponi 1 % (Vignal
et al., 2002). Definice SNP je komplexnéjsi, naptiklad inzerce nebo delece jedné baze se

formaln¢ nepovazuje za SNP. Pouziti terminu SNP je ale velmi volné a jakykoliv vyskyt
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polymorfismu dsDNA na trovni jedné baze se povazuje za SNP (Brookes, 1999). Jak je
obecné znamo, existuji Ctyfi dusikaté baze, proto je teoreticky mozny vyskyt az Ctyt alel
v daném misté. V praxi je ovSem vyskyt vice nez dvou bazi v daném misté velmi
nepravdépodobny, proto se SNP povazuji za bialelické kodominantni markery (Vignal et
al., 2002). Bialelické SNP fadime mezi nej¢astéjsi typ polymorfismu v genomu. Proto,
1 kdyz nejsme schopni pozorovat vysokou variabilitu v ramci daného lokusu, diky jejich
abundanci jsme schopni objevit vice polymorfnich lokusti a sestavit velmi podrobny
popis polymorfismu celého genomu. Zarovei diky jejich nizké schopnosti mutovat jsou
stabilni, a tedy vhodné pro evolu¢ni studie (Jehan a Lakhanpaul, 2006). VétSina SNP je
v nekddujicich oblastech, ale mohou se vyskytovat i v genech, kde mohou byt pfi¢inou
vzniku rozdilného fenotypu (Grover a Sharma, 2016). Existuje mnoho zptisobt detekce
SNP. Zakladni a nejintuitivnéjsi je pfimé sekvenovani DNA, které je ¢asové a finan¢né
naro¢né. Alternativni metodou je naptiklad pouziti DNA knihoven a databazi (Jehan

a Lakhanpaul, 2006).

Obrazek 9 - Priklad SNP, konkrétné zameny paru bazi CG za AT (Doo a Kim, 2015)
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3.3 Jasan ztepily (Fraxinus excelsior L.)

3.3.1 Taxonomické zarazeni

Rod Fraxinus patti do fadu Oleales a jeji jediné Celedi Oleaceae. Oleaceae, tedy
olivovnikovité, je Celed prevdzné krytosemennych dievin, ale také bylin, které jsou
povétSinou opadavé a jen ziidka byvaji stalezelené. Listy jsou obvykle vstficné, kvéty
jsou jednopohlavné i oboupohlavné, obvykle ¢tycetné nebo péticetné. Plodem je kiidlata

nazka (jasan), tobolka (Setik, zlatice), bobule (ptaci zob) nebo peckovice (olivovnik).

Celed’ Oleaceae zahrnuje zhruba 30 rodti s 500-600 druhy, které se vyskytuji
hlavné na severni polokouli a jejich rozgifeni saha od tropti po mirné pasmo. V CR rostou
dva doméci rody: Fraxinus a Ligustrum. Z introdukovanych rodl se u nas vyskytuji
nejCastéji Syringa a Forsythia, vzacnéji poté rody Jasminium, Chionanthus, Phyllyrea,
Fontanesia, Forestiera nebo Abeliophyllum (Musil a Mollerova, 2005).

Hospodaisky nejvyznamnéjSim druhem celedi Oleaceae je rod Olea, tedy
bezpochyby Fraxinus (jasan). V sadovnictvi jsou nejvyuzivanéjsSimi druhy Syringa

(Setik) a Forsythia (zlatice).

Fraxinus je nazev pro rod opadavych stromu (vzacné keti), které jsou vétSinou
polygamni, poptipadé¢ dvoudomé. Vétévky jsou v uzlinach zplostélé. Terminalni pupeny
jsou velké, pyfité a obvykle se vyskytuji s mensimi, pfidatnymi pupeny. Listy jsou
lichozpetené, vétsinou vstiicné, nékdy i po tfech v preslenu. Vzacné jsou listy jednoduché
nebo redukované na jediny listek. Kvéty byvaji bezkorunné. Plodem je kiidlata
a podlouhld nazka. Opyleni probihd vétSinou vétrem, tedy anemogamné, vzacnéji se

vyskytuje opyleni hmyzem (entomogamie).

Na severni polokouli existuje pfiblizné 60-65 druhii, jejichz rozsifeni saha od
mirného po subtropicky klimaticky pas (Musil a Méllerova, 2005). Jsou péstovany hlavné
pro produkci dieva. Z rodu Fraxinus jsou v CR dale autochtonni dva druhy, jimiZ jsou
Fraxinus excelsior a Fraxinus angustifolia, ktery roste v blizkosti bfeht ek a zaujima
dilezité pozice v nivnich ekosystémech (Rozsypalek et al., 2017). V Evrop¢ jsou ptivodni
dalsi dva druhy. Jednim znich je Fraxinus ornus, maly strom, vyskytujici se hlavné

v teplejSich oblastech, jako je stfedomoii. V zemich, ve kterych ptirozené roste, ma
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ekonomicky vyznam a jeho vyhodou je relativné nizka nachylnost vii¢i Hymenoscyphus
fraxineus (Enderle et al., 2019). Druhym stromem je Fraxinus pallisiae, coz je druh, ktery
spolu s Fraxinus excelsior spp. Coriariafolia vzacné roste na stepich a lesostepich

jihovychodni Evropy.

V pribéhu let vzniklo nékolik fylogenetickych kategorii. Podle Wallandera
(2008) se rod Fraxinus dé€li do Sesti sekci: Dipetalae (Lingelsh.) E. Nikolaev, Fraxinus,
Melioides (Endl.) Pfeiff, Ornus (Boehm.) DC., Pauciflorae (Lingelsh.) E. Wallander
a Sciandanthus (Coss. et Dur.) Lingelsh. Do sekce Fraxinus spadaji oba autochtonni

druhy pro CR, tedy Fraxinus excelsior a Fraxinus angustifolia.

3.3.2 Biologie a zakladni popis

Fraxinus excelsior je strom, ktery dorista velkych rozmért. Bézna vyska se
pohybuje kolem 20-35 metrti, ale dosahuje az 40 m. Priimér kmene ve vycetni vysce di3
je bézn¢ 1 metr, ale mize byt az 1,5 m. Doziva se kolem 250 let. V pralesich byly
zaznamenany kmeny o priméru 2 m a objemu 20 m® (Ufadniéek et al., 2014). Kmen je
piimy a koruna ma stihly, podlouhle vejc¢ity tvar. Kmen mladSich stromt byva prabézny
a miva pravidelné a vstiicné vétveni. Borka je hladkd, pozdéji se stava mélce podélné
brazdita. Listy jsou lichozpetené, 3-7 jafmé a vstiicné. Listy jsou rozmistény pomérné
fidce a rostou viceméné jen na obvodu koruny, ktera téz ptisobi dosti fidkym dojmem.
Listy opadavaji na podzim zelené, a tedy se nebarvi. Kofenovy systém byva panohovy,
coz znamena, Ze silné kofeny rostou nejdiive do stran, a az poté do hloubky. Timto jasan

znemoznuje nalet a zakotfenéni dalSich dfevin ve své bezprostiedni blizkosti.

Fraxinus excelsior je polygamni a jeho bezobalné kvéty mohou byt oboupohlavné
1 jednopohlavné a skladaji se v nendpadnd hroznovitd kvétenstvi, kterd vyristaji
z postrannich pupenii jesté pied olisténim. Kvete kazdorocné. Nazky jsou 2-5,5 cm
dlouhé a na bazi zaokrouhlené. DilleZitym znakem je semenné pouzdro, které je kratsi
nez polovina oktidlené nazky. Voln¢ rostouci stromy plodi od 20. roku, v porostu je
zacCatek plozeni posunut a zacina v rozmezi od 30. az 40. roku. Nazky dozravaji na
podzim a neni neobvyklé, ze na strom¢ zlstavaji i pfes zimu. Na podzim vyseta semena
kli¢i z jara, avSak pokud semeno vyschne, kli¢i az dal§im rokem. Klicivost je dva az tii
roky. Polygamie tohoto druhu, coz v praxi znamena, Ze jeden rok mliZze mit jedinec hlavné

pestikové kvéty a druhy rok témeéi vyhradné prasnikové kvéty, se jako hlavni faktor podili
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na bohaté¢ plodnych a neplodnych rocich. Lesnicky jsou zajimavé fenologické formy

¢asné nebo pozdné rasici (Musil a Mdllerova, 2005).

Délohy semenacku jsou jazykovité protahlé a primérni listy jsou jednoduché,
vejCité a pilovité. Zpetené listy rostou az pozdéji a mivaji 1-2 jafmy. Nalet semenacka
byva velice bohaty a semenacky rostou velmi rychle. Pétileté rostliny dosahuji vysky
1-1,5 metru, ale rist zGstava rychly i v pozdéjsich letech. Mezi 20.-40. rokem dosahuje
vyskovy ptirtst az 0,5 m ro¢n€. Postupné intenzita ptirtstu klesa a kon¢i ptiblizné ve 100
letech. Vymladnost na pafezech a kotfenovych nébézich je vytecna. Rist vymladku je
mnohem rychlejii nez u semenackil. Rizkovani je obtizné, ale roubovani je mozné.

Stromky &asto ozir4 i pies hotkou kiiru zvét, hlavné zajici (Utadnicek et al., 2014).

3.3.3 Geografické a vertikalni rozSireni

Fraxinus excelsior je nejrozsifenéjSim druhem v Evropé z celého rodu Fraxinus.
Vyskytuje se témeéf na celém kontinentu a ve vSech statech, kromé Islandu, Malty
a Portugalska, je alesponl minimaln¢ zastoupen (Enderle et al., 2019). Areal rozsiteni
jasanu ztepilého je znazornén na obr. 10. Severni hranice aredlu saha zhruba po 63°s. S.,
ale jesté¢ zasahuje do teplejSich oblasti Skandindvie, vcetné jizniho Finska. RozSiteni
pokracuje ptes evropskou cast Ruska az k fece Volze a jiznimu Uralu. Hranice arealu
sahaji na jih az k Cernému mofi. V Asii se vyskytuje v kavkazské oblasti a pravdépodobné
1 na poloostrové Mala Asie, kde je ovSem vyskyt nejisty. Vyskytuje se 1 ve stfedomofi,
ale zde je spiSe vzacny, protoze se prolind s teplomilnéj§im druhem Fraxinus angustifolia.
Na Britskych ostrovech se vyskytuje vSude s vyjimkou Skotska (Musil a Mollerova,
2005; Utadniéek et al., 2014).

Casto se rozeznavaji dva nebo tii ekotypy jasanu ztepilého. Prvnim z nich je luzni
vyskytuje Quercus robur a Ulmus minor a leavis. Dale se vymezuje ekotyp horsky, ktery
je rozsifen zejména v podhorském a horském pasmu bucin, na sutovych pramenistich,
spolu s druhy Acer pseudoplatus a Ulmus glabra. Na severu se vyskytuje v nizsich
nadmoiskych vyskadch a smérem na jih ustupuje do vysSich nadmotskych vysek.
A posledni je vapencovy ekotyp, ktery obsazuje chlumni polohy mezi obéma piedeslymi
ekotypy, zejména na jiznich expozicich s nedostatkem vlahy, a proto se povazuje za

odolny ekotyp adaptovany na sucho. V téchto oblastech se vyskytuje spolu
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s druhy Quercus petreae, pubescens a Sorbus torminalis. Na druhou stranu, s pomoci
proveniencnich testd nebo experimentd recipro¢ni transplantace, nebylo mozné rozdéleni
na ekotypy timto zptisobem nikdy dokazat (Enderle et al., 2019). RozSifeni jasanu saha
s jinymi listnaci (Utadnicek et al., 2014).

V Ceské republice se vyskytuje roztrousené od planarniho aZ po submontanni,
vzacné montanni stupenl, horni hranice vyskytu je 980 m n. m. v KrkonoSich a 960
m n. m. v Karpatech. Hojnéji se vyskytuje v nizinach, pahorkatinach a v sutovych lesich
pahorkatin a hornatin. V nizinach je rozsifeni jasanu, stejné jako dubu letniho, velice
redukovano likvidaci lesi a jejich pfeménou na pole. Na horskych a vapencovych
stanovistich je jasan pomérn¢ zachovan a jeho rozsiteni zhruba odpovida ptfirozenému
stavu. I pres velky tlak, zptisobeny intenzivni pastvou a pafezovym hospodafenim, je

jasan v tomto ohledu diky vysoké vymladnosti nedotéen (Utadniéek et al., 2014).
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Obrazek 10 - Areal rozsireni jasanu ztepilého (i Caudu‘ilmo et alj,mEZMOI 7)

Ve vétsing zemi zaujima podil na zalesnéné oblasti 1-2 %. V severskych oblastech
je podil, vzhledem k ostatnim druhtim, mensi nez ve stfedoevropskych oblastech, kde je
podil vyznamnéjsi. Zvlastni vyznam ma jasan na Britskych ostrovech, kde jeho
zastoupeni saha v zavislosti na oblasti od 4,5 % aZ po 12,7 % (Enderle et al., 2019). V CR
byl vroce 2019 podil na zalesnéném uzemi 1,4%, ptirozeny podil by mél byt 0,6%
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a doporuceny 0,7% (Ministerstvo zemédélstvi, 2020). V porovnani s rokem 2004, kdy
byl jeho podil v CR 1,2 % (Ministerstvo zemédélstvi, 2005) se jedna o zvyseni 0 0,2 %.
Pti porovnani dat zasob jasanu v roce 1990 a 2010 miizeme dokonce vypozorovat jejich
zvyseni témer o polovinu. Zde je ovSem nutné poznamenat, ze pied epidemii chifadnuti
a odumirani jasanii byl zatfazovan dokonce mezi expanzivni druhy, proto nedoslo ke
snizeni podilu vici zalesnéné plose (Rozsypalek et al., 2017). Ovsem mezi roky 2004
a 2014 doslo ke zvyseni zasob pouze 0 0,2 % a podily z rokt 2014 a 2019 jsou dokonce
totozné, coz potvrzuje stagnaci rozsifovani i pies silny expanzivni potencial (Ministerstvo

zemédélstvi, 2005, 2015, 2020).

Tabulka 1 — Prirozené zastoupenti jednotlivych dievin v CR a vyvoj skutecného zastoupent
v pritbehu let (Modifikovano podle Rozsypalek et al., 2017) * - méné nez 0,1 %

Druhy [ Prirozené zastoupeni | 2004 | 2009 | 2014

Smrk 11,2 53,5 | 52,15 | 50,7

Borovice 3,4 17,4 16,8 16,5
Jedle 19,8 0,9 1,0 1,1
Buk 40,2 6,4 7,2 8,0
Dub 19,4 6,5 6,8 7,1
Modfin 0 3.8 3.9 3.9
Btiza 0,8 2,9 2,8 2,8
Olse 0,6 1,5 1,6 1,6
Jasan 0,6 1,2 1,3 1,4
Javor 0,7 1,0 1,2 1,4
Habr 1,6 1,2 1,2 1,3
Lipa 0,8 1,0 1,1 1,1
Jilm 0,3 0* 0* 0*
Ostatni 0,6 1,7 1,9 1,9
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3.3.4 Ekologie a enviromentalni funkce

Jasan ztepily je svétlomilny druh, ov§em do jistého véku snasi zastinéni a v mladi
ho dokonce vyzaduje. Mladé stromy se dobte vyvijeji v zastinu a pii prosvétleni okolniho
prostiedi nasazuji silny rast. Z divodu fidké koruny a relativné pozdniho olisténi byva
pro spodni etaz dostatek svétla. Tento druh vyzaduje dostatek vlahy po cely rok, vyjimkou
jsou jedinci rostouci na vapenci, ktefi prospivaji i za nedostatku vldhy. Stagnujici vodu
a zaplavy vSak zvlada pouze kratkodob¢. Jasan je citlivy vic¢i nizkym teplotdm a byva
tézce poskozovan silnymi mrazy. Téz Spatné snasi pozdni mrazy, které maji Casto za
nasledek poskozeni terminalniho pupenu. To vede k tvorbé vidlic, coz je hospodaisky
nezadouci, protoZe koruna kosati a kmen neni prib&zny (Utadnitek et al., 2014).
Optimalni prostiedi pro jasan ztepily je na velmi vyzivnych, hlubokych a svézich ptidach.
Roste na velkém spektru geologickych podkladt, pokud jsou dostatecné zivné. Dulezity
je vysoky obsah dusiku, coz je ditvod, pro€ roste hlavné v nivnich oblastech a na sutich.
povazovan za indikator nejkvalitngjsich ptd (Utadnitek et al., 2014). Je odolny vici
silnym vétrim. Diky této vlastnosti se pouzivd jako vétrolam aje vhodnym druhem
do méstskych oblasti, naptiklad v zastavbe, v alejich a parcich. V méstskych oblastech je

dokonce tfetim nejcastéjSim stromem po javorech a lipach (Rozsypalek et al., 2017).

Vyznamny pfinos jasanu je v napliiovani vodohospodaiské funkce a vodniho
managementu. Jeho rozvétveny kotfenovy systém je schopny jiz od 15 let veéku
stabilizovat a zpeviiovat biehy vodnich tokti. Kromé toho je schopny diky Sirokému
kotfenovému systému odvést velké mnozstvi vody, kterou nasledné vytranspiruje. Ve
vegetacni sezon¢ spotiebuje az 200 litr vody. Diky tomu je vhodny jako melioracni
a zpeviujici dievina (Simicek, 1999). Kromé vodohospodaiské funkce je jasan dulezity
z hlediska vytvafeni habitatu a niky pro riizné organismy. Velké mnozstvi organismli ma
zivot spojeny s jasanem, a nékteré z nich jsou na ném piimo zavislé. Téz produkuje velmi
kvalitni opad, ¢imz zkvalitiluje piidu ve svém okoli. Neméné¢ dllezitou funkci zastava
jako soucast zon proti Sifeni pozar. V lesnictvi je mimo jiné popularni z dvodu své
robustnosti, toleranci vii¢i suchu, rychlému rastu a velké vymladnosti (Enderle et al.,

2019).
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3.3.5 Vyuziti v priimyslu a sadovnictvi

V Ceské republice neni jasan z hlediska produkce dieva strategicky druh a jeho
podil na celkové t&7bé dieva je nepatrny (Utadni¢ek et al., 2014; Rozsypalek et al., 2017).
Jasan m¢él pred prichodem industrializace vétsi ekonomicky vyznam. Jasanové dievo bylo
nenahraditelné z divodu pevnosti a pruznosti, a bylo vyuzivano napiiklad pro vyrobu
nastroju, zbrani a v dopravé. Jelikoz jde o strom s dobrou vymladnosti, slouzil jako zdroj
potravy pro zvitata (Pratt, 2017). V minulém stoleti, s ibytkem vyznamu zemédé&lstvi
a ptichodem nebo zlepSenim dostupnosti moderné;jSich materidlti (napt. oceli), se zmensil

vyznam dfeva jako materidlu (Rozsypalek et al., 2017).

Dftevo jasanu je cenéno diky své tvrdosti, pruznosti i houZevnatosti a povazuje se
za velmi kvalitni materidl. Vice nez polovina zpracovdvaného jasanového dieva je
pouzita na produkci nabytku, dyh, hudebnich nastrojii (t€lo baskytar), sportovnich
pomucek a nacini, ndsad, topirek, podlahovych krytin, schodti a mnoho dal$ich. Elasticity
tohoto materidlu se vyuziva pti vyrobé raket, lukd, lodi, lyzi a baseballovych palek.
Jasanové dievo se da vybrousit do témét hladkého povrchu, a proto se vyuziva pro vyrobu
dveti, schodi apodlahovych krytin (Rozsypalek et al., 2017). Velmi cenéné bylo
,,08kové“ dievo nebo dievo s vinitymi letokruhy (UtadniGek ef al., 2014). Okolo 25 %
dfeva je zpracovano v papirnictvi a 7 % je upotiebeno jako palivo (Rozsypalek et al.,
2017). Pouziti jasanového dieva ma v evropskych zemich dlouhou historii, a kromé jiz
vySe zminéného nachazi uplatnéni jako prémiovy materidl pro specidlni ucely, napf.
v lidovém truhlafstvi (Rozsypalek et al., 2017). Daéle se z kiiry vyuzivalo tfislo, z listii se
extrahovaly cenné latky jako tfisloviny, éterické oleje a terpeny. Ze semen se rovnéz
ziskavaly 1écivé latky a tuky. Obecné se produkty zjasanu pouzivaly v lidovém
1égitelstvi. Nenahraditelnou funkci ma jasanové dievo v lidovych tradicich (Utadniéek et
al.,2014). Naptiklad v irském narodnim sportu zvaném hurling (varianta pro muze) nebo
camogie (varianta pro Zeny) se vyuziva nastroj nazyvany hurl (obr. 11), coz je palka
vyrabéna vyhradné zjasanového dieva (McCracken et al., 2017). Nordické myty téz
uvadéji, ze Cloveék byl stvofen zjasanového dreva. Jejich posvatnym, stalezelenym
stromem je Yggdrasill, coz méa byt podle nckterych zdroji pravé jasan (Musil

a Mollerova, 2005).
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Dal$im vyznamnym odvétvim, kde se jasan vyuziva, je sadovnictvi. V sadovnictvi
se vyuziva velké mnozstvi kultivara jako je ,,smutecni jasan (,Pendula‘), ,Nana‘, ktera
se vyuziva ve stromotadich mést nebo ,Diversifolia‘, coz je jednolisty kultivar jasanu

(Musil a Mdllerova, 2005; Utadniéek et al., 2014).

Obrazek 11 - Jasanova palka hurl (Heritage Hurleys, 2009)
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3.4 Geneticka diverzita jasanu

Klimatické podminky a raz krajiny ve ctvrtohorach formovaly doby ledové
(glacialy), které se stiidaly s teplejSimi obdobimi a dobami meziledovymi (interglacialy).
Poslednim glacidlem byl tzv. Wiirmsky glacial, ktery skoncil odhadem pied necelymi
12 000 lety. Glacialy jsou obdobi, ktera jsou oproti interglacialim vyrazné chladnéjsi
a diky niz§im srazkam 1 sussi. Téz se vyznacuji razn¢ velkym ristem pevninskych
ledovcti. Jedna se tedy o podminky neptiznivé pro drtivou vétSinu fauny a flory, jejichz

v

pfirozeny areal se postupné zmensuje. Klimaticky nejpfiznivéjsi mista, ktera byvaji

-------

Areal evropskych temperatnich lest, ve kterych pfirozené roste jasan ztepily, byl
vyhradné omezen na refugia (Bennett er al., 1991). Existence jednotlivych refugii pro
dany druh je tézko prokazatelnd a zjist'uje se analyzou fosilniho pylu nebo chloroplastové
DNA. Refugia, ve kterych se vyskytoval jasan, byla nejcastéji na jihoevropskych
poloostrovech, tj. Pyrenejském, Apeninském a Balkanském (Heuertz, Fineschi, et al.,
2004). Pravdépodobné se vyskytovalo refugium ive vychodni ¢asti Alp. Nejista je
existence refugia v severovychodni Evropé¢, kvili blizkosti kontinentdlniho ledovce.
Dal$im neuspokojivé dokazanym refugiem je oblast severniho Cerného moie (Heuertz,
Hausman, et al., 2004). Z divodu existence refugii dochazelo k tvorbé izolovanych
populaci, a zaroven genetické diferenciaci mezi nimi (Kremer et al., 2002). I ptes vysokou
schopnost ,,out-breedingu®, tedy kiizeni jedinc z odliSnych populaci, je jasan stile
ovliviiovan jeho glacialni minulosti (Enderle et al., 2019). To je pfevazné zpusobeno
dlouhym zZivotnim cyklem, ktery je typicky pro vétSinu stromovych druhi temperatniho
lesa. To mé za nasledek malé mnoZstvi generaci, a tedy nedostatek ¢asu na vyraznou

zménu genetické struktury (Heuertz, Hausman, et al., 2004).

Po skonceni glacialu dochézelo k Sifeni z refugii a rekolonizaci ptivodnich aredlt.
Zkoumani markerit nDNA ukazuji, ze na zéklad¢ lokalizace a vzdalenosti jednotlivych
refugii se vytvoftila rizna geneticka struktura v zdpadni a sttedni Evrop¢€ a v jihovychodni
Evropé a Svédsku. V zapadni a stfedni Evropé jsou populace jasanu velmi homogenni,
s nizkou diferenciaci mezi riznymi populacemi (obr. 12). Oproti populacim
v jihovychodni Evropé u nich téZ vice dochazi k inbreedingu, tedy kiiZeni geneticky
podobnych jedincti. Na druhou stranu disponuji vysokou genetickou diverzitou mezi
jednotlivymi jedinci. To je pravdépodobné zapticinéno podobnou vzdalenosti od riznych
refugii, diky které se efektivné misily geny zriiznych genetickych zdrojt, coz vedlo

43



k vytvofeni pouze jednoho demu (skupiny jedinct, kteii se kiizi mezi sebou a sdili
genofond) (Heuertz, Hausman, et al., 2004). Podobnou charakteristiku maji populace
v Irsku (Beatty et al., 2015). Jedina oblast v zédpadni a stiedni Evropé s vyznamnou
diferenciaci od ostatnich Casti této oblasti (ale stale nizsi nez v jihovychodni Evrop¢) bylo
jihovychodni Bavorsko, kde se pravdépodobné misily populace z velkého mnoZzstvi
refugii. Diky tomu maji zdejs$i populace vyssi genetickou diverzitu (Fussi a Konnert,
2014). Nizkou adaptaci na lokalni podminky prokazal v zapadni Evropé téz recipro¢ni
transplantacni experiment, ve kterém byli jedinci z Pyreneji introdukovani do Skotska,
a naopak. Nékterym populacim se dafilo relativné dobie na vSech plochach, ale na zadné

ploSe nedosahly vyborného ristu (Clark a Webber, 2017).

Geneticka struktura jihovychodnich populaci souvisi pravdépodobné s vyskytem
vyznamnych refugii v této oblasti. Pravdépodobné existovala minimaln¢ dvé rGzna
refugia na zapadni a vychodni ¢asti Balkdnského poloostrova. Po skonceni glacialu se
tyto dobie ptizplisobené autochtonni porosty zacaly §ifit do okoli, kde mély konkurenéni
vyhodu. To omezilo tok genti (gene flow) a vedlo ke vzniku populaci spadajicich do
riznych demt, s niz8i genetickou diverzitou, ale vyznamnou genetickou diferenciaci
(obr. 12). Dalsim vysvétlenim vétsi genetické diferenciace mezi populacemi miize byt
izolace jednotlivych populaci zplsobend hornatym relié¢fem. Inbreeding neni tak
intenzivni jako u populaci ve sttedni a vychodni Evropé. Tato zjisténi podporuji hypotézu,
ze pti stabilnich podminkach je omezen gene flow v porovnani s rekolonizaci novych
uzemi s podobnym S$ifenim pylu zriznych menSich populaci. Pravdépodobné byly
severni oblasti aredlu jasanu kolonizovany z jihovychodnich refugii, coz dokazuje i nizsi

genetickd diverzita (Heuertz, Hausman, et al., 2004).
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Obrazek 12 - Zastoupeni jednotlivych demii v Evropé na zdkladé analyzy nDNA.
Ve stredni a stiedni Evropé jsou populace homogenni, a naopak v jihovychodni Evropé

existuje silna diferenciace (Heuertz, Hausman, et al., 2004)

Vysledky studia markert cpDNA naznacuji jiny prab¢h Siteni z refugii, a tedy
genetickou strukturu evropskych populaci. Jak jiz bylo zminéno, pfi studiu markert
nDNA nebyla pozorovana vyrazna diferenciace mezi populacemi u zdpadoevropskych
a sttedoevropskych populaci, ale spiSe jednotny dem s vysokou diverzitou. To je
zpusobeno nejspise efektivnim Sifenim pylu na dlouhé vzdalenosti. Markery cpDNA
poukazuji spiSe na silnou diferenciaci mezi populacemi, kde jednotlivé populace jsou
spjaty s nejbliz§im refugiem, a nizkou genetickou variabilitou (Heuertz, Fineschi, et al.,
2004). To by korespondovalo se spiSe kratsi disperzi semen a dalSimi studiemi, které
objevily, Ze vétSina pylu se $ifi v rdmci jednoho porostu (Altman a Dittmer, 1964). Nizka
geneticka variabilita miize byt zplisobena malou tirovni mutaci u cpDNA markert, coz se
zda byt typické pro celed’ olivovnikovitych (Besnard et al., 2002), nebo nizkou
variabilitou u plivodnich populaci z refugii, zpisobenou malou efektivni populacni
velikosti (Heuertz, Fineschi, et al., 2004). Na druhou stranu studie cpDNA (Heuertz,

Fineschi, et al., 2004) neobjevila vyznamnou genetickou diferenciaci mezi populacemi
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v jihovychodni Evropé, na kterou poukézala studie nDNA (Heuertz, Hausman, et al.,
2004), a ktera korespondovala s nalezy fosilniho pylu. Podobné geneticka struktura byla
objevena 1 u dalSich evropskych druhti. Diverzita cpDNA byla celkové vyssi nez

u F. ornus a F. angustifolia (Heuertz, Fineschi, ef al., 2004).

Populace ve stfedni a zapadni Evropé maji niz$i bohatost alel nez populace
v jihovychodni Evropé. K této ztrat€¢ dochazelo pravdépodobné pii rekolonizaci, coz
potvrzuje hypotéza silnych autochtonnich populaci v jithovychodni Evropé (Heuertz,
Hausman, et al., 2004). Ztrata alel by mohla byt vysvétlena tzv. zakladatelskym efektem,
ktery byl prokazan u né€kterych druhii (Bennett et al., 1991). Zakladatelsky efekt se
projevuje pfi introdukci nebo rekolonizaci nového stanoviste, pii némz dochézi ke ztraté
genetické variability v disledku Sifeni pouze malého mnozstvi jedincti z vétsi populace.
Existence zakladatelského efektu podporuje i Sifeni jasanu z refugii, které probehlo az po
né&kolika daliich druzich stromi. Siteni do krajiny, ktera jiz byla obsazena jinymi druhy,
by vyvolalo konkurenéni tlak a ten by zptisobil silnou selekci jedinct (Heuertz, Fineschi,
et al., 2004). Obecnym argumentem proti zakladatelskému efektu byla velka diverzita
v ramci populaci. Omezeni zakladatelského efektu mohlo byt zptisobeno nékolika faktory
jako napft. Sifenim pylu na dlouhou vzdalenost a miSeni populaci zriznych refugii
(Comps et al., 2001). Dal§im takovym faktorem by mohl byt nalet jedincti z okolnich
populaci na novou lokalitu, ktery by probé¢hl pied zralosti soucasného porostu, ¢imz by

se populace na novém stanovisti dale diverzifikovala (Austerlitz et al., 2000).

V riznych studiich bylo zjiSténo, Ze jasan ma pozitivni koeficient inbreedingu,
coznaznacuje vétsi mnozstvi homozygott (Ferrazzini et al., 2007). Mira inbreedingu byla
v némecké studii (Fussi a Konnert, 2014) vyss$i nez v ostatnich. Homozygoti byvaji
obecné vystaveni konkurencnimu tlaku, a to vede ke sniZeni jejich poctu s rostoucim
veékem, coz se prokazalo i u jasanu. Zvlastni ovSem bylo, ze s klesajicim podilem
homozygotli koeficient inbreedingu dale vzrostl. Nadbytek homozygoti muize byt
vysvétlen mnoha faktory jako naptiklad vyskyt nulovych alel, Wahlundtv efekt (tvorba
subpopulacnich struktur s rdznou alelickou frekvenci, coz vede k redukci heterozygoti)
nebo sebeopylovani. Spolehlivé vysvétleni ovSem dosud nebylo nalezeno (Ferrazzini et

al., 2007).
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3.5 Hymenoscyphus fraxineus

3.5.1 Historie rozsireni a identifikace patogenu

Po dlouhou dobu byl jasan ztepily povazovan za dfevinu, kterd nema vyznamny
problém se zdravotnim stavem, a kterou kalamitné neohrozoval zadny z jejich patogent.
Mezi vaznéjsi patogeny a Skidce jasanu bylo mozno zafadit druhy fytoftora
(Phytophthora spp.), verticilia (Verticillium spp.), padli jasanové (Phyllanctinia fraxini),
razovka (Nectria gallingena), pseudomas (Pseudomas svastanoi pv. Fraxini), rezavec
Stétinaty (Inonotus hispidus), lykohub jasanovy (Hylesinus fraxini) a lykohub zrnity
(Hylesinus crenatus), dutilka jasanova (Prociphilus bumeliae) a nékteré dalsi organismy
(Gregorova et al., 2006). Diky absenci vyznamnych patogenii a Sktidcii a snadnému Sifeni
byl jasan n¢kterymi odborniky dokonce zatazovan mezi expanzivni druhy (Rozsypalek

etal.,2017).

Kolem poloviny 90. let minulého stoleti tento pifiznivy trend pro jasan skoncil.
Ze severovychodni Evropy se zaCala rychle Sifit ndkaza, ktera zpusobovala nekrozu
jasani (Kowalski, 2006). Podle genetickych studii herbafovych polozek se tato nakaza
nejspiSe v Evropé objevila mnohem dfive, uvadi se v 80. letech 20. stoleti, ale podle
nekterych pramenti az o 30 let diive, nez byla poprvé zaznamenana v roce 1992 v Polsku,
a nasledn¢ v Litvé (Queloz ef al., 2011). Duvodi, pro¢ ndkaza nebyla objevena dfive, je
nékolik. Hlavnim divodem je, Ze jasan nebyl pfili§ cenénd dfevina, coz zplsobilo, Ze
lokalni odumirani jasant bylo ptehlizeno (Havrdova ef al., 2013). Dal§im divodem byl
nedostatek odbornikil na fytopatologii v nékterych postizenych zemich. Pozdni objeveni
dobu nebyl proveden Zadny oficidlni pokus na omezeni §ifeni ndkazy (Enderle et al.,
2019). To mimo jiné zapficinilo, ze nyni se nékaza zplsobujici odumirani jasant
vyskytuje témét v celé Evropé. Genetické studie naznacuji, ze se patogen dostal do
severovychodni Evropy zdéalného vychodu Asie. Zplsob, kterym se houba
pravdépodobné dostala do Polska byl import rostlin a dfevniho materidlu jasanu
mandzuského (Fraxinus manchurian) nebo jasanu cinského (Fraxinus chinensis)
z dalnych oblasti Ruska. Tuto hypotézu potvrzuje skutecnost, ze jasan zimnart (Fraxinus
ornus) je odoIn€jsi vici H. fraxineus, protoze F. ornus je vice ptibuzny asijskym druhtim

jasani (Queloz ef al., 2011). Analyza dat na zaklad¢ pozorovani ptiznakl a statistik
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vyskytu patogenu naznacuje, ze nakaza se Siii koncentricky ze svého epicentra v jiz
zminénych severovychodnich oblastech Polska a Litvy primérnou rychlosti 30-70 km za
rok (Mckinney et al., 2014). Tento jev potvrzuji méfeni napiiklad v Norsku a Svycarsku,
kterd zaroven podporuji zplsob Sifeni vétrem (Borja et al., 2017; Queloz et al., 2017).
V nékterych statech, napiiklad v Némecku a Estonsku, bylo pozorovéno nepravidelné
Sifeni nebo dokonce Sifeni v opaéném sméru, coz je prisuzovano antropogennimu faktoru,
hlavné pievazeni sazenic a obchodu se sadebnim materidlem (Drenkhan, Agan, et al.,

2017; Enderle et al., 2017).

V Ceské republice byl poprvé zaznamenan lokalni ubytek jasanti na pielomu
tisicileti (napf. na zdklad¢ zkoumani herbarovych polozek na stfedni Moravé v roce
2002). Od roku 2004 se ubytek jasanti vyznamné zvysil a symptomy infekce byly
postupné pozorovany sriiznou intenzitou na celé ploe CR. Potvrzeni vyskytu
Hymenoscyphus fraxineus na uzemi Ceské republiky bylo uskuteénéno v roce 2007 na
zaklad¢ analyzy vzorkl kultivaru jasanu ztepilého ,pendula®, pochazejicich z arboreta
Kitiny (Jankovsky a Holdenrieder, 2009). V dnesni dob¢é se patogen Hymenoscyphus
fraxineus roztrousené vyskytuje na celém uzemi Ceské republiky (Rozsypalek et al.,
2017). Sifeni probiha ze severovychodu na jihozapad, coz je mozné pozorovat na
relativné lepSim zdravotnim stavu jasanovych porostli v jihozapadni casti republiky.
Vyskyt tohoto patogenu byl potvrzen na obou domacich druzich jasanu, tedy Fraxinus

excelsior a Fraxinus angustifolia (Jankovsky a Holdenrieder, 2009).

Organismus zpusobujici nekrézu jasanl a jejich nasledné odumirani byl poprvé
identifikovan v roce 2001 (Kowalski, 2001) a nasledn¢ popsan v roce 2006 védeckym
nazvem Chalara fraxinea (Kowalski, 2006). Jednd se o anamorfni, tedy nepohlavni,
stadium organismu. V nasledujicich letech byl saprofyticky druh vieckovytrusé houby
Hymenoscyphus albidus oznafen jako teleomorfni (pohlavni) stadium patogenu.
H. albidus se minimaln€ od roku 1850 bézné vykytuje na jasanovém opadu, na fapicich
jasanovych listli a na odumfelych vyhonech jasanu (Kowalski a Holdenrieder, 2009).
Problém je, ze Hymenoscyphus albidus se nikdy neprojevoval patogenicky, proto je
nepravdépodobné, Ze se jednalo o ptivodce chiadnuti, a nasledného odumirani jasant.
Dalsi molekularni analyzy vzorkli izolovanych znekr6z prokazaly existenci dvou
morfologicky identickych druhli, které se liSily pouze drobnymi molekuldrnimi
charakteristikami a virulenci vii¢i jasaniim. Jednim druhem byl dlouhodoby saprofyt listl

jasani Hymenoscyphus albidus, ktery nezpusobuje nekrézu jasant. Druhy druh byl
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pojmenovan Hymenoscyphus pseudoalbidus, ke kterému bylo pfifazeno anamorfni
stadium Chalara fraxinea a byl oznacen jako ptivodce onemocnéni (Queloz et al., 2011).
Dalsi zkoumani ukazalo, ze Hymenoscypgus pseudoalbidus pochazi z Asie, kde je znam
jako Lambertella albida (Zhao et al., 2013). Vroce 2011 probéhlo zasedani
mezinarodniho botanického kongresu IBC zabyvajici se nomenklaturou. Na tomto
zasedani bylo rozhodnuto o opusténi dvojiho pojmenovani jednoho druhu pleomorfnich
hub. Do té doby bylo bézné, ze rlizna stadia hub (hlavné anamorfni a teleomorfni) méla
svlj unikatni védecky nazev. Na zdklad¢ molekularni fylogeneze ttidy Leotiomycetes
(voskovickoplodé) typickych zastupcti rodu Hymenoscyphus a Chalara bylo rozhodnuto,
7e tyto dva rodové nadzvy nejsou synonyma a druh zplsobujici nekrozu jasant je spise
piibuzny k typickym druhtim rodu Hymenoscyphus. Na zakladé rozhodnuti IBC musi byt
nové druhové jméno pouzito znejstarSiho popsaného nazvu daného druhu, tedy
»fraxinea“. Jednotny ndzev byl proto uren jako Hymenscyphus fraxineus. Nové je
puvodni nazev pro anamorfni stddium Chalara fraxinea zatazen jako basionym, tedy
védecky nazev, ktery byl poprvé pouzit v literatufe. Pivodni nézev pro teleomorfni
stadium Hymenoscyphus pseudoalbidus je povazovan za synonymum (Baral et al., 2014).
Taxonomicky je Hymenoscyphus fraxineus zatazen do vieckovytrusych hub (4scomycota
— fungi), do tidy voskovickoplodé (Leotimycetes), tadu voskovickotvaré (Helotiales),
Celedi voskovickovité (Helotiaceae). V Cestiné se pro patogen pouziva nazev voskovicka

jasanova.

3.5.2 Faktory zhorSujici zdravotni stav a priibéh nemoci

I ptes identifikovani primarniho patogenu zpisobujici odumirani jasanti nelze
oznacit poskozeni zplisobené biotickym cCinitelem jako jediny problém, kterému celi
nejen jasanoveé porosty. V nedavné historii bylo lidskou ¢innosti v lesich manipulovano
s ptirodni rovnovahou, strukturou lesa a druht v ném zijicich. Odlesniovani velkych
ploch, a jejich nasledné obhospodaiovani bez respektu k pfirodnim zdkonitostem,
posunulo druhy mimo jejich pfirozeny habitat. Z tohoto diivodu jsou lesy pod neustalym
abiotickym stresem, ktery vytvaii vhodné prostieni pro biotické Sktidce. Dale z diivodu
globélnich zmén jsou stromy, lesy i celé krajiny ohrozovany novymi vedlejSimi faktory,
napt. suchem. Spole¢né plisobeni téchto ¢initelti ma za nasledek ubytek nebo odumirani

nejen druhd, ale celych ekosystémti a maji nezanedbatelny vliv na kompozici a stabilitu

krajiny (Rozsypalek et al., 2017).
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Patogenem jsou napadany porosty na riznych stanovistich a porosty spliujici
ruzny ucel, tedy piirodni a komeréni porosty i okrasné vysadby. Ohrozeny jsou rovnéz
solitérné rostouci stromy, jedinci roztrousené rostouci v krajin€, vétrolamy, stromotadi,
stromy v bifehovych porostech a v ochrannych porostech na svazich (Havrdova et al.,
2013). Ve vlhéich oblastech je rizikem soucasny vyskyt Hymenoscyphus fraxineus
a Phytophthora alni na jasanech a olSich (Rozsypalek et al., 2017). Vedle toho probiha
trvala redukce jilmt napadenych patogenem Ophiostoma novo-ulmi (Dvotak et al.,
2007). Disledkem spole¢ného ptisobeni téchto Ciniteli je devastace pobiezniho lesa,
ktery je tvofen hlavné jasany, olSemi a jilmy (Rozsypalek et al., 2017). Krom¢ jasného
problému s postupnym ubyvanim ptirozené druhové skladby stromli pobieznich biotopt
existuje minimaln¢ jeden dal$i problém. Tyto druhy stromt zajist'uji zpeviiovani fi¢nich
bieht, takze rozpad pobieznich lesti mize velmi ovlivnit jejich stabilitu (Simicek, 1999).
Lze ptredpokladat, ze Skody zpisobené v lesich a biehovych porostech se pohybuji

v fadech desitek milionti korun (Havrdova et al., 2013).

Nekroza jasanii zpiisobuje nejveétsi ztraty na mladych jedincich. U nich choroba
postupuje velmi rychle a je v drtivé vétsing ptipadu letalni. To je zna¢nou piekdzkou pfi
obnové porostil a obecné v mladych vysadbach (Cerny, 2011). Tato choroba zpiisobuje
vazné potize ve Skolkaistvi, kde se Skody pohybuji v fadech milionti korun (Havrdova et
al., 2013). Ovsem 1 pfes to, ze choroba zplisobuje odumirani hlavné mladych jedinca,
Sifeni patogenu probihd nezavisle na véku porostu (Rozsypalek et al., 2017). Vek vSak
neni jedinym faktorem, ktery ovliviiuje zdvaznost symptomu. Byla prokézana souvislost
mezi zavaznosti symptomil a nadmotskou vyskou. Se stoupajici nadmoiskou vyskou byly
infikované stromy mnohem méné ovlivnény nakazou. V oblasti Ceské republiky a obecné
sttedni Evropy byla na zéklad¢ vyzkumu stanovena hranice 600 m n. m., nad kterou je
mozné pozorovat vyznamné snizeni mortality a projevii symptomt ndkazy (Havrdova et
al., 2016). Zavaznost nemoci zavisi na enviromentalnich faktorech. Stromy v lesich jsou
vice nachylné vici ndkaze nez stromy solitérni (Heinze ef al., 2017), coz je davano do
souvislosti s vyssi vlhkosti (Enderle et al., 2019). Suché a teplé mikroklima se prokazalo
jako neptiznivé pro patogen. Proto se o¢ekava, ze by globalni oteplovani mohlo do urcité
miry nakazu zmirnit (Grosdidier et al, 2018). OvSem vliv riiznych ekosystémil
a stanovist’ jako takovych na Sifeni ndkazy a zdvaznost symptomi nebyla spolehliveé

prokézana (Havrdova et al., 2016).
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3.5.3 Ekologie a Zivotni cyklus

Siteni houby Hymenoscyphus fraxineus probiha vyhradné vétrem, ktery unasi na
velké vzdalenosti askospory, coz jsou pohlavni spory. Na rozdil od ostatnich houbovych
a houbam podobnych organismt zpusobujicich velké epidemie, nebylo u organismu
Hymenoscyphus fraxineus prokédzano rozmnozovani za pomoci nepohlavnich spor —
konidii. Existuje hypotéza, Ze nepohlavni Sifeni miize probihat lokdlné¢ na kratké
vzdalenosti, coz vyvraci skutecnost, ze zadny identicky klon nebyl zatim objeven
(Downie, 2017). Na druhou stranu vétSina odbornikti predpokladd, ze konidie hraji svoji
roli v uspésné invazi. Napiiklad n¢které studie predpokladaji, Ze konidie zajistuji funkci
spermatii (samc¢ich rozmnoZovacich bun€k) a zajiStuji rozmnozovani mezi riznymi

kmeny (Gross et al., 2012).

Zivotni cyklus Hymenoscyphus fraxineus je popsany na obr. 13 a podoba se cyklu
pribuzného organismu, ktery je v Evropé ptivodni — Hymenoscyphus albidus. Askospory,
které jsou v 1ét¢ Sifeny vétrem, dopadaji na listy jasanu ztepilého (Fraxinus excelsior),
a postupné se presouva na hlavni fapik listu. Na podzim opadaji listy a patogen pieziva
mezi opadankou (Downie, 2017). Pfisti rok, pfevazné v letnich mésicich, se na tapicich
objevuji bélavé miskovité plodnicky, které¢ se nazyvaji apothecia (Wey et al., 2016).
Dospéla apothecia rozsituji za pomoci vétru do svého okoli velké mnozstvi pohlavnich
askospor. V mistech intenzivniho Sifeni jsou bézné¢ hodnoty 100 000 askospor na metr
krychlovy vzduchu (Chandelier et al., 2014). Tyto pohlavné vytvorené askospory, které
jsou unaseny vétrem, kolonizuji dalsi listy a cyklus se opakuje. Vzacnéji dochazi k tvorbé

apothecii na vyhonech hostitele (Timmermann et al., 2011).
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C) Mycelium se miize dostat az do drevnich casti stromu a muZe zamezit vymené zivin
mezi listy a zbytkem stromu. D) Listy opadaji prevazné na podzim a vytvari 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)

Nakaza Hymenoscyphus fraxineus postupuje velmi rychle, coz zpisobuje, ze se
Casto rozsifuje az do dfevnich pletiv, ve kterych miize patogen ptezimovat (Downie,
2017). Nejcastéji se mycelium rozsiii z fapiku ptes listovou stopu do vyhontll a vétvi.
Pravdépodobné¢ miize ndkaza do xylému proniknout 1 pfes pupeny, lenticely nebo
v mistech poranéni nebo ptisati hmyzem. Rozsifeni do xylému zplisobuje stromu velké
problémy. Na napadenych vyhonech a vétvich nasledné v podzimnich a zimnich mésicich
vznikaji nekrozy, které se hlavné v asimila¢nim sméru prodluzuji. To postupné zptisobuje
jejich odumirdni a stim spojené fidnuti koruny. Strom nejCastéji reaguje tvorbou
preventivnich vyhont, tzv. vlkl, coz zplsobuje typické shlukovité olisténi. To muze
paradoxné urychlit smrt stromu, protoze to patogenu poskytne snazsi pfistup do
drevnatych ¢asti. Postupem let se mycelium rozsituje, coz spolu s kazdoro¢nim uvadéanim
korun (az na 80-90 % ptvodniho objemu celé koruny) zplisobi smrt stromu (Havrdova et
al., 2013). Dalsich faktort, které zptisobuji smrt hostitele, je nékolik. Jednim z nich je

nekrdza kotenovych krck, kterd je priméarné zptisobovana timto patogenem a zptisobuje
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hnilobu kofenti (Enderle et al., 2019). Déle hraje vyznamnou roli sekundarni napadeni
oslabeného jedince jinou dievokaznou houbou nebo hmyzim Skiidcem. Kromé toho byl
tento patogen objeven i v semenech jasanu, kam se mohly rozsifit pfimo askosporami

nebo proristdnim mycelia z napadenych vyhont (Cleary ef al., 2013).

. 4. All, ’ "2
Obrazek 14 — Srovnani dvou sousedicich stromit v oblasti se silnym infekcnim tlakem.
Vievo je silne poskozeny jedinec a vpravo jedinec, ktery probihajici ndkazou neni prilis
ovlivnen. (Enderle et al., 2019)

3.5.4 Mozna obrana

Z diivodu pozdni reakce na chiadnuti jasand je v dnesni dobé mozné prohlasit, ze
patogen nikdy upln¢ nezmizi. Opatieni, kterd se pouzivaji proti nékaze, jsou spiSe
preventivni (Enderle et al., 2019). Jde naptiklad o kontrolu sadebniho materialu, podporu
genetické diverzity, a zvlaste¢ dulezit¢ je zkoumani a podpora péstovani geneticky
rezistentnich jedinct. Dal§imi opatfenimi jsou omezeni vysadby v mistech s vyskytem
infekce, ale 1 obecné pouzivani jasanu jako spise vedlejsi dieviny (Havrdova et al., 2013;
Mckinney et al., 2014; Skovsgaard et al., 2017). Ptiklady aktivnich obrannych opatieni
jsou tézba napadenych jedinct, likvidace infikovaného rostlinného materidlu nebo brzké
vychovné zasahy. O ucinnosti téchto opatfeni ovSem mnozi autoii pochybuji (Havrdova
et al., 2013). Ve vétSing stati neni péstovani jasani ve Skolkéach a jejich nasledné sdzeni
doporuceno a znatelné se od objevu nakazy omezilo (Enderle et al., 2019). V Polsku byla

produkce semenackli dokonce zakézana uplné (Gil et al., 2017).
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Na druhou stranu na Slovensku je stile péstovano a vysazovano velké mnozstvi
semenackd (Longauerova et al., 2017) a v nékterych statech, naptiklad Irsku, byla
vysadba jasani dokonce dotovana (McCracken et al., 2017). Obecnym problémem je
nejednotny postup evropskych zemi v boji s touto ndkazou a mala opora v legislativé
a dalSich predpisech. Naptiklad Hymenoscyphus fraxineus byl sice mezi lety 2007 a 2014
zapsan na vystrazny seznam (EPPO alert list), ale nikdy nebyl uznan jako regulovany
organismus (European Plant Protection Organisation (EPPO), 2014). Jednim z mala
opatteni, které bylo zaneseno do legislativy je regulace importu sadebniho materialu na

Britské ostrovy a likvidace nakazenych semendckii (Enderle et al., 2019).
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3.6 Geneticka diverzita Hymenoscyphus fraxineus

Hymenoscyphus fraxineus je patogen, ktery pochazi z vychodni Asie, kde se jedna
o relativné neSkodného Skiidce listti nékterych druht jasant (Drenkhan, Solheim, et al.,
2017). Ve vychodni Asii ma tento patogen velkou genetickou diverzitu, a zaroven vysoky
tok gent, ¢imZ se populace dale diverzifikuje (Enderle et al., 2019). Jednim z divodl
muze byt dlouhodoby vztah hostitele a patogenu, ktery se nazyva efekt ¢ervené kralovny.
Ten popisuje stav, kdy se zda, ze organismy jsou ve stejném stavu a nevyviji se, ale ve
skutecnosti pii vyvinuti nové konkurencni vyhody jednoho organismu se druhy
organismus adaptuje, aby nebyl znevyhodnén (Landolt e al., 2016). Na druhé stran¢ jsou
populace v Evrop¢ velmi odlisné od téch z vychodni Asie. Maji velmi malou diverzitu
alel a témér neexistujici genetickou diferenciaci mezi jednotlivymi populacemi, coz
vyvolava témeét uniformni populaci v celé Evropé, vCetné Britskych ostrovii. Dokonce
nebyla zaznamendna ani vyznamna diferenciace mezi populacemi, které ¢eli nakaze od
samého zacatku introdukce v Evropé a populacemi v mistech, kde nemé epidemie tak
dlouhou historii (Enderle et al, 2019). Jedinou vyjimku tvoii mirnd populacni
diferenciace v Némecku (Nguyen et al, 2016), ktera souvisi s podilem dalSich
stromovych druhti nebo v Polsku, ktera souvisi s riznou nadmotskou vyskou (Kraj et al.,

2012).

Razné studie dokazuji, ze evropské populace jsou ovlivnény velmi silnym
zakladatelskym efektem. To az do té miry, ze odhady hovoii pouze o dvou haploidnich
jedincich, jejichz genom tvofti vicemén¢ cely genofond evropské populace (McMullan et
al., 2018). To miZze byt dokdzano naptiklad na jednom zéstupci pfirozen¢ho nepfitele
H. fraxineus, kterym je mykovirus MitoVirus 1. Ten byl ptitomen u vice nez 80 % vzorki
z evropské populace, a pouze u 1 % vzorki z japonské populace (Downie, 2017). Kromé
toho genetickd diferenciace korelovala pozitivné s diverzitou japonské populace
a negativné s diverzitou evropské populace. To znamend, Ze jedinec z Japonska s vétsi
diverzitou na daném lokusu méné pravdépodobné sdili alelu na stejném lokusu s jedincem
z Evropy, a naopak ¢im vétsi diverzitou disponuje na daném lokusu evropsky jedinec, tim
je vetsi pravdépodobnost, ze tyto alely bude sdilet s japonskym jedincem (McMullan et

al., 2018).
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H. fraxineus je velmi podobny doméacimu neSkodnému skudci listd H. albidus
a oba maji témét identickou ekologickou niku. Pocet zaznami vyskytu H. albidus se
postupem let zmenSoval, coz vedlo v nékterych zemich k tsudku, ze virulentnéjsi
H. fraxineus vyhubil H. albidus. Pravdépodobnéjsi vysvétleni je, ze kvili vysoké mite
vyskytu H. fraxineus se da snaze detekovat nez H. albidus (Downie, 2017). Zaroven
hypotézu ktizeni H. albidus a H. fraxineus prozatim vyvratily laboratorni testy, pfi

kterych bylo kiizeni in vitro netspésné (Wey et al., 2016).
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3.7 Nachylnost jasanu vii¢i napadeni Hymenoscyphus fraxineus

Existuje nékolik desitek druht rodu Fraxinus. Rizné druhy se od sebe dramaticky
li$i v sile projevli ndkazy a mortalité. Studie Nielsen et al. (2017) zkoumala moZnou
souvislost mezi fylogenetickou historii rodu Fraxinus a odliSnostech v projevu nakazy
uriznych druhti. V misté ptivodu H. fraxineus se jedna o fakultativni patogen listl
predev§im druhu Fraxinus mandshurica, ktery patii do fylogenetické sekce Fraxinus.
U tohoto druhu mohou vzniknout nekrézy listu, které se ale nesiti dale do difeva. Druhy
sekce Ornus, do které patii naptiklad Fraxinus chinensis a evropsky druh Fraxinus ornus,
a ktera je ve vychodni Asii téZ velmi rozsifend, vykazuji velmi silnou rezistenci vici H.
fraxineus. Na rozdil od F. mandshurica se Casto nerozvinuly zadné ptriznaky. Takto
vysoka rezistence se objevuje i u jediného zastupce sekce Ornus v Evropé, a tedy i v CR,
kterym je F. ornus. Tti ze ¢tyt druht, které byly napadeny: evropské jasany F. excelsior
a F. angustifolia a americky jasan F. nigra, patii do sekce Fraxinus, stejn¢ jako ptivodni
hostitel F. mandshurica. Na druhou stranu tato skupina neni homogenni a v n¢kolika
studiich bylo prokazano, ze F. angustifolia je mén¢ nachylny nez F. excelsior. Poslednim
nejvice napadenym druhem byl americky druh jasanu F. quadrangulata, ktery byl
a F. nigra byly dokonce tak nachylné, ze odumfely dfive, nez u nich stihl probéhnout test
vystaveni sporam nebo ockovani patogenem H. fraxineus. Sekce Melioides, do které patii
naptiklad F. americana a F. pennsylvanica, a ktera je nejbéznéjsi v severni Americe, mela
vetsi odolnost viici nakaze nez sekce Fraxinus, ale stale byla velmi ovlivnéna infekénim
tlakem H. fraxineus. Vysledky studie tedy naznacuji, ze ¢im vice jsou novi hostitelé
pfibuzni plivodnimu hostiteli, tim vice jsou nachylni vii¢i potencialni ndkaze. Hlavnim
hostitelem v misté ptivodu H. fraxineus je F. mandshurica. Tyto dva druhy se dlouhodobé
vyvijely vedle sebe a je pravdépodobné, ze se u nich projevil efekt cervené kralovny,
ktery byvéa dulezitou soucasti vztahu hostitel-patogen (Landolt et al., 2016). Pii rozsifeni
do nového prostiedi je pro patogen nejsnazsi napadat fylogeneticky piibuzné druhy,
protoze se jedna o podobného hostitele. Diky tomu nemusi dojit k vyrazné adaptaci, aby
tyto nové hostitele mohl efektivné napadnout. Navic u téchto druhti neni vyvinutd zadna
adaptace vici novému patogenu (Nielsen et al., 2017). Rozdilnost v nachylnosti viici
nakaze existuje i u kultivart F. excelsior. Nejvice ohrozené kultivary jsou Pendula

a Altena a nejmén¢ Nana (Rozsypalek et al., 2017).
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Ve studiich z riznych zemi jsou konstantné objevovani jedinci, ktefi i pes vysoky
infek¢ni tlak nevykazuji Zadné nebo jen velmi slabé symptomy nakazy H. fraxineus.
Obvykle je podil tolerantnich az rezistentnich jedincii vii¢i nakaze kolem 1 % (Enderle et
al.,2019). I ptes to, ze mechanismus této odolnosti viici ndkaze nebyl dokonale vysvétlen
(Enderle et al., 2019), 1ze diky jeji existenci v riiznych podminkéch, stanovistich a mite
jeji dédicnosti predpokladat, ze je geneticky podminéna (Downie, 2017). Malo dotCeni
jedinci se objevuji ve vSech proveniencich, a proto se predpoklada, Ze je tato tolerance
spiSe vyvinuta na individualni arovni (Havrdova et al., 2016). Zaroven skupina
tolerantnich jedincii neni homogenni a vykazuje genetickou variabilitu (McKinney ef al.,
2011). Na druhou stranu provenien¢ni studie ukazuji na rozdily v nachylnosti (mortalita
a produk¢ni ukazatelé) jedincti pochéazejicich z riznych lokalit (Rozsypalek et al., 2017).
Rozdily byly pozorovany mezi populacemi v ramci jedné zemé, ale 1 mezi populacemi
z riznych statd. Napiiklad v populacich ze Spojené¢ho kralovstvi se vyskytovalo vice
odolnych jedincii nez v populacich ze Skandindvie (Sollars et al., 2017). Rozdilnost
v nachylnosti se objevuje spiSe u provenienci zlokalit sriznymi klimatickymi
podminkami, a spiSe nesouvisi s riznymi ekotypy. Naptiklad v ¢eské proveniencni studii
(Havrdové et al., 2016) m¢ly provenience z nadmoiské vysky nad 600 m n. m. vyssi

odolnost nez provenience z niz$ich poloh.

v

Nejspolehlivéjsi a nejsnazsi metodou identifikace jedinct, ktefi jsou rezistentni
nebo tolerantni vic¢i napadeni H. fraxineus, je dlouhodoby monitoring jedinct, kteii si
iptes vysoky infekéni tlak dlouhodobé udrzuji dobrou kondici, tedy jsou témér
bezptiznakovi nebo jsou jen mirné poskozeni (Menkis et al., 2020). To se obvykle
posuzuje procentualnim vyjadienim fidnuti korun nebo mirou tvorby nekrotickych 1ézi.
Pro posouzeni diverzity stromu a odhaleni jedincti, odolnych vii¢i nakaze, se pouzivaji
molekularni markery. S jejich pomoci je mozné vybrat nejvhodnéjsi jedince jako zdroj
genetického materialu, se soucasnym udrZzenim genetické variability. Pro posouzeni
genetické diverzity se pouzivaji mikrosatelitové markery. VétSina dnes pouzivanych
mikrosatelitovych markerti pro posouzeni diverzity jasanu byla identifikovana, a nasledné
popsana v publikaci Lefort et al. (1999), kterd vyznamné rozsifila do té doby uzké
portfolio mikrosatelitovych lokusii. Pocet variabilnich alel se pohybuje od 4 do 13
v z&vislosti na markeru. Pro zkoumani odolnosti vi¢i ndkaze zplsobujici odumirani
jasanii se zpravidla pouzivaji markery genové exprese (GEM — genetic expression

marker), které posuzuji mnozstvi riznych typtt mRNA, z ¢ehoz Ize odvodit miru exprese
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ur¢it¢tho genu (Downie, 2017). Ve studiich zkoumajicich nejlepsi markery genové
exprese se ukazuje, ze velké mnozstvi téchto gent je soucasti tzv. genové rodiny kodujici
MADS box nebo genti kddujici enzym Cinnamoyl-COA reduktazu 2. Genové produkty,
vzniklé genovou expresi téchto genti, mohou byt dulezité v tvorbe tolerance viici ndkaze,
protoze se pravdépodobné podili na fizeni koncentrace sekundarnich metabolitd.
Napftiklad byly naméfeny rtizné hladiny iridoid glykosidi, coz je skupina latek, které se
hojn¢ vyskytuji u celé celedi Oleaceae avytvéieji obranny mechanismus proti
herbivorim. Avsak spiSe neintuitivné byly tyto hladiny nizsi u vice tolerantnich jedinc,
a naopak vyssi u nachylnych jedinct. Jednim z vysvétleni se zda byt to, Ze tolerance vici
herbivoriim muZze existovat na tkor tolerance vi¢i houbovym patogentim a naopak. To
doklada i in vitro experiment, pii kterém iridoid glykosidy podporovaly rtist hub (Sollars
et al.,2017). Dalsi vyznamnou skupinou markert, které se pouzivaji pro posouzeni riizné
tolerance vuci nakaze patogenem H. fraxineus, jsou jednonukleotidové polymorfismy
(SNP). Pfi zkoumani tisic SNP byl vybran jeden, ktery nejspolehlivéji predpovidal
rezistenci. Jeho spolehlivost potvrzuje 1 vyskyt rezistentni alely v dalSich druzich jasand,
které jsou povazovany za velmi rezistentni. Vytipované markery se vétSinou pouzivaji
soucasn¢, ¢imz se zvysuje jejich schopnost identifikace odolnych jedinct (Harper et al.,
2016). Na druhou stranu jich je stale velmi malo, a pro spolehlivou identifikaci odolnych
jedinct je potieba objevit dal§i markery. To potvrzuji data ze studie Menkis et al. (2020),
ve které rezistentni stromy s malo profidnutymi korunami, identifikované monitoringem,
byly analyzovany za pomoci markeri, které jsou spojovany s nizkou citlivosti. I pfes to,
ze markery byly relativné spolehlivé, vysledky nebyly uspokojivé, a to hlavné z hlediska
40 % stromt, které markery chybné oznacily jako rezistentni. To mlzZe byt vysvétleno
tim, ze tolerance mtiZze byt polygenni znak, ktery kdduje vice gent (Sollars et al., 2017).
Dalsim zpusobem, kterym se da objevit variabilita v toleranci vii¢i nédkaze, je zkoumani
rozdil methylace v riznych genech. Methylace je proces, ktery mize u rostlin fidit
genovou expresi (napf. snizeni nebo zvyseni syntézy urcitého genového produktu). Ve
studii Sollars a Buggs (2018) byly objeveny nejvyssi rozdily v methylaci naptiklad u genii
spojenych s proteiny mscS nebo glykosyl transferazou. Proteiny mscS reguluji napéti na
cytoplazmatické membrané bunck pii osmotickém stresu, ktery je pifi napadeni
patogenem H. fraxineus vysoky. Tim mohou jedinci s vysokou genovou expresi téchto
proteini 1épe zvladat osmoticky stres, a diky tomu se 1épe vypotadat s nakazou. Glykosyl

transferaza se podili na tvorbé glykosidickych vazeb. Jak jiz bylo zminéno, iridoid
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glykosidy souvisi s toleranci vic¢i patogenu, a proto geny ovlivilujici jejich hladinu,

mohou byt nepiimo zodpovédné za rezistenci viici nakaze.

Kromé biochemickych faktorti jsou spojovany s odolnosti va¢i nakaze
H. fraxineus, poptipadé¢ zmirnovani dopadu na strom, fenotypové znaky. Velka cast
téchto znakl je geneticky podminéna, coz je dilezité pro ptenos téchto znakii na dalsi
generace (McKinney et al., 2011). Jasan md pomérné dlouhou generac¢ni dobu, proto je
adaptace na nové podminky obtizna (Nielsen et al., 2017). Zda se tedy, ze znaky spojené
s rezistenci jsou exaptacni, tedy ze se vyvinuly, aby plnily urcitou funkci, ale ¢asem
mohou najit uplatnéni i plnéni jiné funkce. Jednou z hypotéz, kterd se nabizi je, Ze se
soucasnd rezistence vuci H. fraxineus vyvinula koevoluci jako obranny mechanismus
proti ptiivodnimu patogenu H. albidus (Landolt et al., 2016). Zda se, Ze plisobeni infekce
je v ramci jednoho stromu lokalni, nemusi spolu souviset, a zdrovent mize kazda lokalni
infekce spoustét riznou reakci organismu (Enderle ef al., 2013). Nejcastéjsi fenotypovy
znak, se kterym se spojuje odolnost proti patogenu, je doba opadu list (McKinney et al.,
2011). Jak bylo popsano v piedchozich kapitolach, tak i ptes to, ze infekce listl je dulezita
pro rozmnozovani patogenu H. fraxineus, pokud se nekréza nerozsiti do dievnich ¢asti,
tak stromu pftili§ neSkodi. Na druhou stranu rychlost a schopnost sifeni infekce do dfeva
je zavisla na riznych faktorech jako na mnozstvi dn vhodnych pro Sifeni mycelia nebo
jak blizko k listové stopé se infekce objevi. Proto by i rychly opad listii nemusel stacit
k zamezeni rozSiteni nekrozy do dievnich ¢asti. OvSem je mozné, ze tyto faktory nejsou
nahodné a souvisi s rezistenci. Rychly opad listi pravdépodobné neni znak, ktery by
souvisel s adaptaci, ale je mozné, ze dochazi ktzv. genetickému draftu (gene
hitchhiking), pti kterém se dva geny nachazeji v ramci chromozomu blizko sebe, ¢imz
muze vyskyt jedné alely ovlivnit frekvenci vyskytu alely, kterd se nachazi na nedalekém
lokusu. Pozitivni selekce jednoho znaku tak miize ovlivnit znak druhy. Tento efekt by
napiiklad mohl ovlivnit souvislost vySe popsané rychlosti opadu listd s rychlosti Sifeni
mycelia po listu, a nasledn¢ do dfevnich ¢asti. Diky tomu se mize vytvofit efektivni
rezistence, kterd omezi negativni efekty infekce na strom (Landolt et al., 2016). DalsSim
fenotypovym znakem je vnik a zavaznost nekrozy kotenovych krcku, ktera se zda byt
ovlivnéna genetikou (Mufioz et al., 2016). Celkova odolnost vici infekei patogenem
H. fraxineus neni pouze geneticky podminénd, a jedna se spiSe o soubor Castecné
geneticky podminéné resistence a nahodnych variaci fenotypu (McKinney et al., 2011).

Rozdily v nachylnosti byly tézZ objeveny v rozdilnych péstebnich ptistupech a naptiklad
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veéku. Vice zapojené stromy jsou vice poskozené nez stromy ve volném zapoji. Zda se
1, Ze stromy ve smisSenych lesich jsou méné poskozené, ale pro potvrzeni této domnénky
je potieba provést dalsi vyzkum (Landolt ez al., 2016). Mladé stromy jsou o dost vice

poskozeny nez stromy starSi (Skovsgaard et al., 2010).

V budoucnu pravdépodobné vznikne urcitd adaptace vaci H. fraxineus, ale
nejspiSe se nestane permanentnim piirozenym vybérem (Roy a Kirchner, 2000).
Rezistence byva na tkor produk¢nich vlastnosti. Stromy, které si musely vyvinout urcity
druh rezistence, maji horsi produk¢ni vlastnosti a celkovy zdravotni stav nez stromy, které
rostou v mistech, kde nemusely témto hrozbam celit (Alexander et al., 2014). Proto pii
snizeni infek¢ni zatéze a zlepSeni zdravotniho stavu pravdépodobné dojde k redukci gentl,
spojenych s vyssi odolnosti (Roy a Kirchner, 2000). Zaroven vyvinuti unikatni rezistence
neni idealni, protoze patogen ma vyrazné kratSi zivotni cyklus, rychleji se adaptuje
a snaze piekona tuto rezistenci (Carlsson-Granér a Thrall, 2015). Proto je diilezita celkova
diverzita. Zaroven se zdaji heterozygoti odolné&j$i nez homozygoti, protoze diky vyssi
variabilité disponuji vétsi plasticitou a jsou snaze schopni reagovat na vyskyt novych
mutaci (Fussi a Konnert, 2014). Nejpravdépodobnéjsi situaci, ktera v budoucnu nastane,
je vytvofeni variabilni tolerance, ktera nechrani hostitele proti infekci, ale snizuje silu

ptiznakli a dopad na hostitele (Roy a Kirchner, 2000).
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4 Analyticka ¢ast

4.1 Mikrosatelitové markery

Mikrosatelitové markery byly nejCastéjsSim typem markeru, ktery se pouzival pro
posouzeni genetické diverzity jasanu ztepilého. Pro potiebu této prace byla posouzena
metodika osmi vybranych studii mezi lety 2004-2018, které pouzivaly mikrosatelitové
markery. VSechny studie, kromé& jedné, se zaméfovaly na mikrosatelitové markery
nDNA, popiipad¢ kombinaci jadern¢ (nDNA) a chloroplastové (cpDNA) nukleové
kyseliny. Studie Heuertz, Fineschi, et al. (2004) zkoumala variabilitu Cisté na trovni
chloroplastovych mikrosateliti. V této studii bylo pouzito Sest univerzalnich primert pro
amplifikaci chloroplastovych mikrosatelitli, obsahujicich repetice A nebo T. Jedna se
o primery ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp6, ccmp?7 a cecmp10, které byly popséany ve studii
Weising a Gardner (1999). VSechny studie mikrosateliti nDNA se zabyvaly
mikrosatelitovymi lokusy FEMSATL, které byly popsany ve studii Lefort et al. (1999).
Ve vsech studiich byly pouzity lokusy FEMSATLI11, FEMSATL16 a FEMSATL 19.
Kromé jedné studie byl téZ ve vsech studiich pouZit lokus FEMSATLA4. Casto se ve
studiich zkoumal lokus M2-30, poprvé popsan ve studii Brachet et al. (1999). Pouze ve
dvou studiich byly vyuzity lokusy FR639485 a FR646655, ale to miize byt pfisuzovano
tomu, Ze byly poprvé pouzity v relativné nedavné studii Beatty e al. (2015). Jedind studie
genetické diverzity jasanu ztepilého, ktera pouzivala vSechny nejzastoupené;si markery
(viz tabulka 2), byla Heuertz, Hausman, et al. (2004), a proto bude dale analyzovana jeji
metodika a vysledky. DalSich Sest studii bude stru¢né popsano, véetné vybranych

metodickych rozdila.
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Tabulka 2 - Zastoupeni ruznych mikrosatelitii, pouzitych ve vybranych studiich.
Zvyraznény jsou nejvice zastoupené markery.

Lokus Pocet studii | Zastoupeni (%)

FEMSATLA4 6 86
FEMSATLS 1 14
FEMSATL10 3 43

FEMSATLI11 7 100
FEMSATLI12 4 57
FEMSATL14 1 14

FEMSATLI16 7 100
FEMSATLI18 1 14

FEMSATL19 7 100
M2-30 5 71
FR639485 2 29
FR646655 2 29

DNA pouzita pro analyzy v praci Heuertz, Hausman, et al. (2004) byla izolovana
z listli a pupent jasanu ztepilého. Pupeny byly prepravovany na vétvickach, obaleny ve
vlhkych ubrouscich, zbaveny Supin, rozfezany a uskladnény pfi teploté -70 °C. Listy byly
ususeny a uskladnény pti pokojové teploté. Nasledna extrakce DNA probé¢hla za pomoci
DNeasy Plant mini kit od firmy Qiagen a CTAB (cetrimoniumbromid) procedure of the
NucleoSpin Plant kit od firmy Macherey Nagel. Pro extrakci DNA bylo pouzito 60-90
mg suchych listt a 50-70 mg pupent, které byly rozdrceny ru¢né nebo rozemlety pomoci
mlynku. Alternativné byla provedena vysokoobjemova extrakce DNA za pouziti 192
vzorkl suchych listl po 20 mg, s pouzitim DNeasy 96 Plant kit od firmy Qiagen.

V této studii pouzila autorka podobnou metodiku analyzy mikrosatelitl jako ve

vvvvvv

»~forward“ a ,,reverse primert amplifikujici oblast mikrosatelitovych lokusi, konkrétné

63



FEMSATL4, FEMSATLI11, FEMSATL16, FEMSATL19 a M2-30. Tyto mikrosatelity
byly vybrany kvili jejich vysoké polymorfii. Samotnd PCR probihala v mixu, ktery
obsahoval 2,5 mM MgCly, 0,2 U Taq polymerazy na cyklus od firmy Gibco v pufru PCR,
0,4 uM kazdého primeru, 0,2 mM kazdé¢ho dNTP a 30 pg vstupni DNA (1 pL extrakt,
ktery byl 100x zfedény). Celkovy objem mixu byl 10 pL. Pocate¢ni denaturace probihala
pfi 95 °C 4 minuty. Amplifikacni krok se opakoval v 35 cyklech. Jeden cyklus se skladal
ze 3 krokii: zahtati na 94 °C na 30 sekund, ochlazeni na 52 °C (FEMSATL) nebo 56 °C
(M2-30) a zahtati na 72 °C na 1 minutu. Konecné prodluzovani trvalo 5 minut pii 72° C.
Ve studii Heuertz, Hausman, et al. (2004) byly dale vzorky, které se Spatn¢ amplifikovaly,
amplifikovany znovu za pomoci LA Taq polymerazy od firmy TaKaRa. PCR reakce
probihala v pfistrojich Biometra® UNO II thermocycler nebo Perkin Elmer GeneAmp®
PCR System 2400. ,Forward“ primery byly na 5' koncich znaeny fluorescencni
znaCkami od firmy Applied Biosystem, coz umoznilo detekci produkti PCR
v automatickém DNA sekvenatoru ABI PRISM 377 DNA (Applied Biosystems). Pro
elektroforézu a detekci PCR produktt byly v ptivodni studii (Heuertz et al., 2001) pouzity
denatura¢ni polyakrylamidové gely od firmy Biorad, které byly ve studii (Heuertz,
Hausman, et al., 2004) nahrazeny gelovymi roztoky LongRanger gel solution od firmy
FMC Bioproducts. Elektroforéza a detekce PCR produkti probéhla v jiz zminéném
pristroji ABI PRISM 377 DNA sequencer po dobu 2 hodin, pti 3000 V, a za pouziti pufru
TBE (obsahujici Tris, kyselinu boritou a EDTA). Data byla analyzovéna programy
Genescan 3.1 a Genotyper 2.5 od spolecnosti Applied Biosystems a byla porovnana

s DNA Zebfickem Genescan-350 Rox.

Pro kazdy mikrosatelitovy lokus bylo spocitano celkové mnozstvi alel K, rozpéti
velikosti alel a celkova geneticka diverzita Hr, ktera vyjadiovala celkovy polymorfismus.
Byl vypocitdn Wrightliv koeficient inbreedingu Fis, ktery poskytl informace
o inbreedingu, populacnich substrukturach a potencidlnich nulovych alelach.
Diferenciace mezi populacemi byla spocitana na zakladé alelické diverzity Fst nebo

porovnani jejich velikosti Rst. Pro vypocty byl pouzit software SPAGEDI.

Ve vSech vzorcich bylo dohromady objeveno 275 alel, jejichz pocet
v jednotlivych lokusech byl mezi 16 az 83. Velikost produkti PCR, korespondujici
s alelami, byla 142-298 nukleotidi. Celkovéa genetickd diverzita (Hr) byla relativné
vysoké u vSech lokusi kromé FEMSATLI16, jehoz diverzita byla polovicni. Variabilita

ukazatelli Fis, Fst a Rst byla pocitdna procentudlnim variaénim koeficientem. Mirna

64



variabilita byla vypoctena u Fsr (25,9 %) a vysokd u Rsr (93,5 %) a Fis (168,8 %).

vvvvv

alelické diverzity Fsr.

Studie Ferrazzini et al. (2007) zkoumala diverzitu jasanti v severnich oblastech
Italie. Jediny vyrazny rozdil oproti popsané studii bylo pouziti zmrazenych listli misto

suSenych.

Studie Fussi a Konnert (2014) pouzila rostlinny material z registrovanych zdroja
reproduk¢éniho materialu z Némecka, Rakouska a Slovinska. Kromé toho pouzily stromy
pouzité v diivéjsi proveniencni studii, kterd probihala v Bavorsku. Stromy pochazely
z némeckych, Svycarskych a rumunskych provenienci. Posledni rostlinny material
pochazel z trvalych zkusnych ploch, zalozenych v roce 2010 v Bavorsku. V této studii
vedci pouzili jako rostlinny material semennd embrya, pupeny a kambiové pletivo, které
24 hodin lyofilizovali. Pomoci fluorescence kvantifikovali koncentraci DNA, kterou
nasledné natedili 20 ng/pul. Krom& nDNA zkoumali t¢Z cpDNA. Pii amplifikaci pouzivali
smés nékolika primert, ¢imz amplifikovali vice mikrosateliti najednou. K analyze dat

byl pouzit software GenAlEx 6.41.

Studie Papi et al. (2012) zkoumala genetickou strukturu feckych populaci jasanu
uzkolistého (F. angustifolia). Byla stejnd metodika jako u podrobné popsané studie. Na
rozdil od ni pro izolaci DNA byly vzorky zmraZzeny v tekutém dusiku. Zaroven byla
provedena lyza bun¢k pti 65 °C, po dobu 30 minut. Pro analyzu dat byl pouzit software

FSTAT V2.9.3.2.

Ve studii McKinney et al. (2011) byly pouzity klony, reprezentujici své matetské
stromy (ortety). Klony pochazely z Danska. Rostlinny material byl uchovan pfi teploté
-20 °C. Nasledn¢ byl zmrazen v tekutém dusiku a rozdrcen tlouckem ve tieci misce.
Stromy byly rozd€leny do tfid podle poSkozeni korun, ¢imz se kvantifikovala tolerance
vaci patogenu. V této studii byl pouzit primer pro amplifikaci mikrosatelitu
FEMSATLI12, ktery byl ov§em upraven oproti piivodnimu primeru ze studie Lefort ef al.
(1999).

Ve studii Beatty et al. (2015) byly zkoumany vzorky listli, pochéazejici prevazné ze
Severniho Irska, a v omezené mife 1 Irské republiky. Z vétSiny lokalit byla provedena

hruba analyza, pti které¢ byly odebrany vzorky ze 30 stromti. Ve dvou lokalitdch byla

provedena podrobnd analyza, pii které byly sebrany vzorky ze vSech plodicich stromt
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a vybranych odrostkl stromi na dané lokalité. U obou metod byly vzorky uchovany
v silicovém gelu a zaznamenany GPS soufadnice mista odbéru. DNA byla extrahovana
metodou CTAB. Bylo zkoumano 8 nDNA a 10cpDNA mikrosatelitovych lokusi. Tato
studie je vyznamna pouzitim lokusti FR639485 a FR646655, které byly autory objeveny.
Pro testovani linkage disequilibria (blizkosti v ramci chromozomu, diky ¢emuz se
obvykle 2 lokusy dédi spolecn€) byl pouzit program GENEPOP. Dal$im pouzitym
softwarem byly naptiklad programy FSTAT nebo ARLEQUIN.

V posledni vybrané studii Wohlmuth et al. (2018) byly pouzity jako rostlinny
material listy a kambialni pletivo z ploch, nachéazejicich se v Rakousku. V této studii byla
diverzita srovnavana s pozorovatelnymi symptomy. Stromy byly rozdéleny do Sesti tfid
na zaklad¢ hustoty koruny. U odrostkli bylo misto korun posuzovano poskozeni vétvi.
Zaroven se métila vyska a vycetni tloustka stromti. Do studie byly zahrnuty pouze stromy
vy$$i nez 60 cm. Pied homogenizaci byl material dv€é minuty mrazen v tekutém dusiku
a dal$i dvé minuty mlet v tfepacim mlynku. Vibrace byly nastaveny na frekvenci 25 Hz.
Pro extrakci DNA byl pouzit Invisorb Spin Plant Mini Kit, kromé¢ lyza¢niho pufru P, ktery
byl nahrazen smési 800 puL 2x pufru CTAB (20 g/L CTAB, 100 mM Tris-HCL pH 8,0,
1,4 M NaCl, 25 mM EDTA pH 8,0), 1,6 uL. B-merkaptoethanolu a proteinazy K. Tato
smés byla pofizena od firmy Qiagen a vyuzita pro lyzu bunék. Dale bylo do kazdého
vzorku pifidano uL. RNAzy A (10 mg/mL), t¢zZ od firmy Qiagen. Pro determinaci
koncentrace DNA byl pouZzit ptistroj NanoDrop 1000 Spectrophometer od firmy Thermo
Fischer Scientific. Pfistroj CEQ 8000 Beckman-Coulter byl pouzit pro vizualizaci
produktii PCR na zéklad¢ polymorfismu délky fragmentu v porovnani s DNA Zebtickem
CEQ DNA Size Standard Kit-400 od firmy Beckman-Coulter. V této studii téz zkoumali

souvislost mezi poskozenim rodic¢ovskych stromt a poskozenim jejich potomkii.

4.2 Asociativni transkriptomika a identifikace SNP

Vétsina stromovych druhti byla dlouhodobé z hlediska genetiky mélo studovana.
Mapovani genomu nebo propojeni kvantitativnich znaki mize trvat desetileti. Zaroven
sekvenovani genomu jasanu ztepilého zacalo az v roce 2012 a analyza genomu muiZe trvat
jeste n€kolik let. Na druhou stranu odumirani jasana je aktualni problém a je nutné
zkoumat geny, které jsou zodpovédné za rezistenci. Jednou moznosti je pouziti genomu

z blizce ptibuzného stromu. Problémem je, ze stromy jsou vétSinou vzdalené ptibuzné
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stromim nebo rostlindm s pouZzitelnymi daty ohledn¢ genomu. Je tedy nutné n¢jak omezit
rozsah genomu, ktery je nutny sekvenovat. K tomu mize pfispét analyza pouze sekvenci
mRNA. Jinymi slovy se soustfedime pouze na sekvence, které se iCastni genové exprese.
Diky tomu jsme schopni zkoumat zaroven variabilitu genové exprese a zaroven
1 variabilitu genové sekvence. Sekvenovanim mRNA je mozné i z mala dat poskladat
funkéni genotyp na zékladé riizn€ intenzivni genové exprese (GEM — markery genové
exprese) a identifikace SNP. Studie, ktera pouzila metodu asociativni transkriptomiky pro
studovani tolerance jasanu ztepilého, objevila nékolik vyznamnych markerti, které
v dalSich studiich byly pouzity pro odhaleni rezistentnich jedinct (Harper ef al., 2016).

Proto v této kapitole bude zjednodusené popsana jeji metodika a vysledky.

Pro tuto studii bylo vybrano né€kolik ploch, které se nachazely v Dansku. Jednalo
se o lokality, ve kterych Celily stromy silnému infek¢nimu tlaku. Bylo vybrano 23 silné
nakaZenych stromt a 96 relativné zdravych dospélych stromii. Byly upfednostnény
zdravé stromy, v jejichz tésné blizkosti byly siln€ nakazené stromy. Z vybranych stromt
byly nasledné odfiznuty Stépy, které byly do doby sbéru listu naroubovany na podnoz ve
skleniku. Nékter¢ $tépy zdravych stromil byly zasazeny v experimentalni Skolce, kde byly
podrobeny piirozenému infekénimu tlaku. Tim bylo mozné ovéfit, Ze jejich dobry
zdravotni stav nebyl dilem ndhody. Nakazené stromy byly zafazeny do sedmi tfid na
zaklad¢ poskozeni koruny. V porostech byla vysoka mortalita, a proto do studie nebyly

pravdépodobné zarazeny nejvice nachylné stromy.

Pied extrakci RNA byly listy zmrazeny v tekutém dusiku a rozmélnény
v hmozdifi za pomoci tlouc¢ku. Pro extrakci RNA byl pouzit komer¢ni kit Omega Biotek
E.Z.N.A Total RNA. Extrahovana RNA byla za pomoci reverzni transkripce prevedena
na DNA a pouzita pro vytvofeni genomické knihovny urcené pro sekvenaci. Nasledné
byla provedena sekvenace na platformé Illumina. Vysledky sekvenace byly porovnany
s referen¢im transkriptomem, ktery zahrnoval 41 521 unigenti z projektu British Ash Tree
Genome Project. Dal$imi kroky bylo postupné¢ dokonceno mapovani readi sekvenci
mRNA. Pro kvantifikaci miry genové exprese byl pouzit ukazatel RPKM (read per
kilobase milion — pocet readii na 1 kbp vydéleny milionem). Diky pfepoctu na 1 kbp neni
vysledek ovlivnény rtiznou délkou fragmenti. Zaroven bylo detekovano 470 494 SNP.
Dale probéhlo filtrovani genti, které produkovaly méné nez 0,4 RPKM mRNA a SNP
s mens$i alelickou frekvenci nez 5 %. Po filtrovani zbylo 174 346 SNP markeri a 32 441

markerti genové exprese (GEM), vhodnych pro asociativni transkriptomiku. Nasledn¢ byl
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vybran 1 SNP a 13 GEM, pii hladin¢ spolehlivosti (a=0,05). Jako markery, které
nejspolehlivéji odhaduji rezistenci proti patogenu byl SNP
(Gene 22343 Predicted mRNA scaffold3139) a dva GEM (Gene 19216 Predicted m
RNA scaffold2427 a Gene 23247 Predicted mRNA scaffold3380).

Ty byly pfevedeny na klasické PCR markery pro testy SNP a qRT-PCR markery pro testy
GEM. V dalsich testech se dale potvrdila dobra schopnost predikovat fenotyp.

Pro vytvoteni prediktivnich markerti zaloZenych na PCR testech, byly SNP 1 GEM
markery testovany za pomoci cDNA. Ta byla vytvoiena z RNA, kterd byla extrahovana
z listh. Hodnoty genové exprese, ziskané z qRT-PCR, dobfe korelovaly u obou GEM
markerd s RPKM hodnotami, ziskanymi v pfedchozich krocich (R?>=0,81a 0,89;
p <0,001). Jak je mozné videt na obr. 15, u SNP markeru je alela spojend se zvySenou
citlivosti vii¢i ndkaze A, a na druhé stran¢ alela G indikuje toleranci. U tolerantnich jasanii
ztepilych se nevyskytuje samostatnd alela G, ale mix alel A a G. Variabilita podilii téchto
dvou alel pravdépodobné ftidi rlznou toleranci vici nakaze. Tyto hodnoty jsou
konzistentni 1 pii raznych expresich alel, proto ho autofi nazyvaji jako SNP, zalozeny na
cDNA, zkracené cSNP. Védci testovali zaroven 1 jiné druhy jasanu, které vykazuji silnou
toleranci vici nakaze, a jak je vidét na obr. 15, tak u vSech téchto druhti se vyskytovala
alela G, indikujici toleranci. Markery byly dale testovany na dalSich vzorcich. V téchto
testech mély GEM markery slabou schopnost pfedpovidat poSkozeni korun (p <0,05)
a cSNP marker byl relativné dobry v pfedpovidani poSkozeni korun (p <0,01).
Komplexni znaky, jakymi je tolerance vic¢i ndkaze, byvaji kvantitativni, proto byly
vSechny tfi markery spojeny do jednoho modelu piedpovédi, ktery se prokazal jako velmi

dobry (R? = 0,24, p <0,001)
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Obrazek 15 - Rozdily v nachylnosti viici H. fraxineus, objevené pomoci SNP
markeru. Alela A je indikatorem nachylnosti a G tolerance (modifikovano podle Harper
etal., 2016)

Pro identifikaci SNP se d4 samoziejm¢ pouzit metoda sekvenovani genomu.
Vétsina studii navazovala na SNP identifikované pomoci asociativni transkriptomiky,
ktera je popsana vysSe. Viceméné jedina studie, kterd pouzila pro identifikaci SNP
sekvenovani genomu byla Sollars ef al. (2017). Tato studie byla velmi rozsahla. Kromé
sekvenovani genomu byla provedena i asociativni transkriptomika nebo analyza SSR
markert. Metodika sekvenace a identifikace SNP byla velmi podobnd jako u asociativni
transkriptomiky. Téz bylo pouzito paired-end Illumina sekvencovani, které umoznuje
sekvenovat oba konce dan¢ho fragmentu DNA. Diky tomu je mozné piesnéji mapovat
genom, obzvlasté repetitivni regiony. Vstupni fragmenty DNA mély velikost 100 az 700
bp. Délka readii byla 150 bp. Sekvenovani vygenerovalo praimérne 63,6 milionil readii na
strom. Filtrovanim a dalS§imi upravami zbylo primérné 55,3 miliont readd. To je
pramérné 85,8% pokryti referenéniho genomu. Zaroven byly stazeny ready z databaze
Open Ash Dieback. Jedna se o 250 bp paired-end ready a vstupni fragmenty byly velké
od 200 bp do 400 bp. Ready byly dale upravovany a filtrovany, z ¢ehoz zbyly regiony
s celkovou velikosti 20,6 Mbp, coz zahrnuje 2,3 % genomu. Z toho bylo identifikovano
468 237 SNP a nasledn¢ dalSimi metodami postupné vyselektovano 394 885 vysoce
kvalitnich SNP, které byly déale pouzity pro zkoumani popula¢ni struktury a genenetické

diverzity jasanu ztepilého v Evropé.
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4.3 Navrh metodického postupu pro navaznou diplomovou praci

e (Odebrani vzorki, predevsim listd a pupend, ze zkusnych ploch. Zkusné plochy
budou pievazné v lesich, které byly zaloZeny ptirozenou obnovou
o Listy a pupeny jsou ¢asti rostlin, vhodné pro extrakci DNA. Pupeny by
mely byt preferovany. Jejich vyhodou je vyssi akumulace DNA na
které¢ je mozné dosahnout odstranénim kryci Supiny pied zpracovanim.
Alternativné muze byt pouzito kambialni pletivo, ziskané z kury, jako ve
studii Wohlmuth ez al. (2018)
o Analyza vzorkli zumélé vysadby by mohla byt ovlivnéna uzkou
genetickou variabilitou matetskych stromt
e Zatazeni stromu do tfid na zakladé poskozeni korun
o Vysledky je mozné po analyze porovnat s mirou nachylnosti stromi viici
chorobé
e Uchovani odebraného rostlinného materidlu v silika gelu. Po navratu z terénu
bude material do extrakce DNA uchovan v lednicce
o Silika gel byl napt. pouzit ve studii Beatty et al. (2015). Pomaha
konzervovat vzorky tim, Ze pohlcuje piebytecnou vodu
o Ve studiich byly vzorky uspésné uchovavany pii pokojové teploté. Na
druhou stranu vyuziti lednicky vzorky neposkodi a milize je napomoct
udrzet déle v dobrém stavu
e Zmrazeni vzorku v tekutém dusiku, a nasledné rozdrceni tlouckem v tfeci misce
o Zmrazeni tekutym dusikem usnadnuje drceni pevnych latek, obsazenych
v rostlinach, a zaroven zabraiiuje enzymim v rozkladu DNA
o Drceni tlouckem v tfeci misce je snadna, levnd a funkéni metoda.
Alternativné l1ze pouzit tiepaci mlynek (napt. Wohlmuth et al. (2018))
e Izolace pomoci kitu Qiagen nebo CTAB metodou
o Studie (napt. Heuertz, Hausman, et al. (2004), McKinney et al. (2011)
a Beatty et al. (2015)) vyuzivaji pro izolaci DNA izola¢ni kit vyrobce
Qiagen ¢i CTAB metodu izolace s uspokojivymi vysledky. Proto je
upfednostnuji  pred kity, které nebyly provéfeny, byt budou

pravdépodobné téz uspokojivé fungovat
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Pouziti nDNA primeri, amplifikujici mikrosatelity FEMSATL4, FEMSATLI11,
FEMSATL16, FEMSATL19 a M2-30 a cpDNA primert, amplifikujici
mikrosatelity ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp6, ccmp7 a ccmpl0. Provedeni PCR,
ptizptisobené individualnim primertim

o Navrhuji pouziti mikrosatelitovych marker. Byly provéfeny v nékolika

studiich (napt. Heuertz, Fineschi, ef al. (2004), Heuertz, Hausman, et al.
(2004) nebo McKinney et al. (2011)), maji vysoky polymorfismus a jejich
pouziti je snadné. Bylo prokazano, ze soucasnym pouzitim nDNA
1 cpDNA mikrosateliti je mozné ziskat presnéjsi vysledky (Heuertz,
Fineschi, et al., 2004). Proto je vhodné pouZit oba typy mikrosateliti. Byly
vybrany nejprovefenejsi nDNA mikrosatelity (viz tabulka 2). Na druhou
stranu je mozné vyuzit mikrosatelity FR639485 a FR646655, které byly
popsany v nove¢jsi studii Beatty et al. (2015). Ty nejsou tolik provérené,
ale jejich analyzou bude mozné =ziskat komplexnéjsi vysledky.
Mikrosatelity cpDNA nebyly identifikovany piimo pro jasan ztepily, ale
byly zkoumany univerzalni markery krytosemennych rostlin. Proto

nechavam otevienou moznost pouziti i jinych markert.

Oznaceni ,,forward“ primeri fluorescencnimi znackami, a naslednd analyza
v DNA sekvenatoru. Provedeni gelové elektroforézy

o Oznacenim ,,forward* primert, a naslednou analyzou v DNA sekvenatoru
2

je mozné ziskat informace o produktech PCR. Diky tomu je mozné ziskat
vice informaci o genetické struktufe. Pro elektroforézu lze pouzit
polyakrylamidovy gel jako ve studii Heuertz, Hausman, et al. (2004). Na
druhou stranu se zda, Ze pouziti klasického agar6zového gelu piinasi

taktéz uspokojivé vysledky

Analyza vysledkl za pomoci softwaru

o Nebyl objeven zadny software, ktery by byl pouzivany ve vétsim mnozstvi

studii. Navrhuji pouziti nékterého zjiz vyzkousenych softwari, kvuli
moznosti piesn¢jStho porovnani vysledkii. Piikladem je Genescan
(Heuertz, Hausman, et al., 2004), Genepop (Ferrazzini et al., 2007) nebo
GenAlEx (Fussi a Konnert, 2014)
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5 Diskuse

Jasanové drevo je kvalitni a miize byt pouzito na vyrobu rizného sortimentu (napf-.
sportovnich potieb a ve stavebnictvi) (Rozsypalek et al., 2017). Kresba jasanového dieva
je unikatni, a proto se dd jasanové difevo popsat jako prémiovy materidl. Vyznam
péstovani jasanu souvisi zaroveit spodporou lokalni kultury. Casto se vyuZiva
v tradi¢nim truhlafstvi a napt. v Irsku jsou vyhradné z jasanového dieva vyrabény palky
pro hrani irského narodniho sportu hurlingu (McCracken et al., 2017). Na druhou stranu,
jasan ztepily neni strategickym druhem z pohledu produkce dieva (Rozsypalek et al.,
2017). Vlastnosti jasanového dieva (napi. pruznost a pevnost) z n¢ho délaly v minulosti
nepostradatelny material. V dnesni dob¢ je mozné vyrobit materidly, které maji stejné
nebo lepsi vlastnosti nez jasanové dievo. Typickym materialem, ktery postupné nahradil
jasanové dfevo, byla ocel (Enderle et al., 2019). Na zaklad€ téchto informaci tedy
vyplyva, Ze se nevyplati péstovat dfevinu s nejistou navratnosti investic. Skute¢né je jasan
Casto nahrazovan jinymi dfevinami. Tento pfistup by byl ovSem kratkozraky. Obzvlaste
s aktualni kirovcovou kalamitou si lidé zaCinaji uvédomovat dilezitou roli druhové
diverzity. Stromova biodiverzita zarucuje obecné¢ vyssi stabilitu porostu a ochranu proti
biotickym Skodam. Napf. péstovani listnatych dievin je dilezité, protoze listnaté stromy
1épe snasi poSkozeni zveéti a poskytuji veétsi objem kvalitnéjsi potravy. Tim efektivné
snizuji Skody zvéte v méftitku celého porostu. Zaroven zvei upiednostiiuje vtrouSené
dfeviny, ¢imz by se mohlo omezit poSkozeni cilovych listnatych dievin (Havranek et al.,
2010). Zésadni je ekologicka funkce jasanu. Vedle olsi a jilmi je jasan nedilnou soucasti
pobfeznich lesti, které napomahaji zpeviovat biehy a diky transpiraci odvadéji
piebyteénou vodu (Simicek, 1999). Ov§em jasany i jilmy jsou decimovany houbovymi
patogeny, coz zpiisobuje rozpad pobieznich porostll, a to mlize narusit stabilitu brehil
(Rozsypalek et al., 2017). Vyssi diverzita stromil zaroveil napomaha ke zvyseni celkové
biodiverzity lesa. Na zaklad¢ téchto argumenti by méla byt snaha podporovat druhy
s minoritnim zastoupenim, obzvlaste téch, které plni nenahraditelnou ekologickou funkci

jako jasan.

Stromy rostou v podminkach, které se méni v prostoru a ase. Cinnosti ¢lovéka
dochazi k jeviim jako je zména klimatu nebo fragmentace lesa (Ferrazzini et al., 2007).
Zaroven kvuli globalizaci dochazi k introdukci organismi do nového prostiedi. Téz jsou
stromy kviili piisobeni riiznych faktord oslabovany, ¢imz dochazi k siln¢jSim kalamitam,

zpusobenych skiidci. Stromy jsou organismy s dlouhou genera¢ni dobou, proto je
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existence velké genetické diverzity klicova pro adaptaci vici riznym stresorim (Nielsen
et al., 2017). Kromé& toho patogeny, vcetné H. fraxineus maji neporovnatelné kratkou
generacni dobu. Proto rezistence, fizend jednim nebo menSim poctem genti, by byla
snadno piekonana (Landolt ez al., 2016). Ve studiich bylo prokazano, ze jasan je druhem,
ktery ma relativné vysokou genetickou diverzitu (napt. Heuertz, Hausman, et al., 2004).
Zaroven rezistence se objevuje spiSe u individudlnich stromd nez u celych populaci
(Beatty et al., 2015). To dava prilezitost k pouziti sadebniho materialu, ziskané¢ho od
rezistentnich jedinctl, pfi sou¢asném zachovani genetické diverzity. Diky tomu budou
nové zaloZené porosty schopné celit nadchazejicim hrozbam, napt. globdlni zméné
klimatu nebo rozvijejicimu se problému s polnikem Agrilus planipennis (Landolt et al.,

2016).

Symptomy chiadnuti jasani byly poprvé zaznamenany v Evropé v 90. letech
minulého stoleti (Downie, 2017). Patogen, zodpovédny za toto chfadnuti a nasledné
odumirani jasantl, byl identifikovan az o mnoho let pozdéji (Kowalski, 2006). Jasan neni
strategicky druh, a proto nebyla tomuto problému vénovana vétsi pozornost. Diky tomu
jsme se dostali do situace, kdy uz neni mozné se nadkazy zbavit (Enderle ef al., 2019).
Existuji urcité pokusy, které maji za cil omezeni Sifeni ndkazy jako napf. tézba
nakaZenych stroml nebo kontrola pfijimanych sazenic. Pomoci podobnych opatieni lze
pravdépodobné snizit budouci dopad choroby a omezit Skodam, ale nékteii autofi
o efektivnosti téchto opatfeni pochybuji (Havrdova et al., 2013). Ve vétsiné zemi se
objevuje malé procento stromu, které i v oblastech s vysokym infek¢nim tlakem vykazuji
malé poskozeni. Mechanismus této rezistence neni v této dobé spolehlivé popsan
(Enderle et al., 2019). Na zéklad¢ publikovanych studii miize rezistence souviset
s brzkym opadem listi nebo celkovym zpomalenim postupu nikazy a omezenim
pronikani nekrotickych 1ézi do difevnich ¢asti (McKinney et al., 2011). Dalsi studie
Sollars et al. (2017) nastinila molekularni podstatu této rezistence, kterd mlize souviset
se skupinou gent kédujici proteinovou doménu MADS box nebo geny, které ovliviiuji
hladiny Iridoid glykosidu. Iridoid glykosidy jsou latky, které u ¢eledi olivovnikovité maji
roli v obranném mechanismu proti herbivorim. Na druhou stranu se zda, ze vyssi
odolnost proti houbovym patogentim je na ukor odolnosti proti herbivorim. To mtize
ztizit vyber vhodnych matetfskych stromil pro zakladani odolnych porostii v mistech, kde
existuje soucasna hrozba napadeni houbou H. fraxineus i1 herbivornim broukem

A. planipennis. Podle studie Nielsen et al. (2017) existuje spojitost mezi piibuznosti
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druhii s pivodnim hostitelem patogenu (F. mandshurica) a rezistenci proti tomuto
patogenu. Jako nejodolnéjsi se jevi druhy ze sekce Ornus. Proto by mohlo byt feSenim
vysazovani jasanu zimnéaie (F. ornus), ktery jiz byl v minulosti v Ceské republice
vysazovan, a zaroven vykazuje vysokou odolnost proti patogenu. Tato studie dale
ukazuje na silnou nachylnost americkych druhti jasanti, pochézejicich ze sekce Fraxinus.
Jasan byl navic v Severni Americe v minulosti vysazovan, ale sadebni material pochazel
pouze z omezeného mnozstvi matefskych stromt. Proto existuje obava, ze pfi masivnim
rozsiteni H. fraxineus do Severni Ameriky by mohlo dojit k totalni destrukci jasanovych
porostii. U jinych druhtl, nez je jasan ztepily, navic neni jista existence individualni
rezistence. Kmeny H. fraxineus v Evropé maji téméf nulovou diverzitu. Oproti tomu
v misté pivodu maji velmi vysokou diverzitu. Proto by kiizeni téchto kment, a nasledné
zvyseni genetické diverzity, mohlo vést ke vzniku vice virulentnich a odolnych kment.
Na druhou stranu miseni genti nékolika kmenti nemusi vést k vyssi virulenci. I ptes to je

mozné doporucit neintrodukovat dalsi kmeny z vychodni Asie.

Pro studii genetické diverzity, diferenciace mezi populacemi a podobnych
charakteristik, jsou nejvice provérené mikrosatelitové markery. Identifikace novych
mikrosatelitli a vytvoreni novych primert je casové a finanéné naro¢né. Na druhou stranu
je pouziti existujicich primerti a analyzovani zndmych lokusii relativné nenarocné (White
et al., 2007). Pro zkoumani genetické struktury je vhodné pouzit nDNA i cpDNA
mikrosatelitové markery. Ve studii Heuertz, Fineschi, ef al. (2004) byla a pomoci cpDNA
mikrosatelitli zkouména genetické struktura evropskych populaci. Pti porovnani vysledki
s predchozi studii nDNA mikrosateliti Heuertz, Hausman, et al. (2004) bylo naznaceno,
ze analyza nDNA 1 cpDNA pfinasi presnéjsi vysledky nez pouziti pouze nDNA nebo
cpDNA markerii. Nejspolehliveéjsi nDNA mikrosatelity se zdaji lokusy, poprvé popsané
ve studiich Lefort et al. (1999) a Brachet et al. (1999). Konkrétné FEMSATLA4,
FEMSATL 11, FEMSATL 16, FEMSATL 19 a M2-30. Neni velké mnozstvi publikaci,
ve kterych byly pouzity cpDNA mikrosatelitové markery. Jediné cpDNA markery, které
byly testovany, jsou neutrdlni markery krytosemennych rostlin, poprvé pouzité pro
analyzu diverzity jasanl ve vySe zminéné studii Heuertz, Fineschi, et al. (2004). Jedna se
o lokusy ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp6, ccmp7 a ccmplO. V neddvné dobé byly
identifikované nové mikrosatelitové markery FR639485 a FR646655 (Beatty et al., 2015)

a da se uvazovat o jejich vyuziti. Pro analyzu mikrosatelitovych markert byla nejcastéji
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pouzita elektroforéza. Zaroven byly ,,forward” primery oznaceny fluorescencni barvou,

diky ¢emuz bylo mozné analyzovat produkty PCR v DNA sekvenatoru.

Geneticka diverzita se da zjistit za pomoci SNP markert. Téch se nachézi
v genomu mnohem vétsi mnozstvi nez mikrosatelitil, diky cemuz jejich analyza poskytuje
vétsi informaci o genomu jako celku (Jehan a Lakhanpaul, 2006). Analyza SNP markert
ziskame tzv. ready. Ready, ziskané sekvenovanim, nejsou pouzitelné pro dalsi zpracovani
(napt. se ptekryvaji), proto musi dojit k jejich filtrovani a dal§im Upravam. Ziskana
informace se poté srovnava s referencnim genomem, ¢imZz dochazi k mapovani
a identifikaci SNP. Takto identifikované markery se s pouZzitim programt dale selektuji,
¢imz ziskame vhodné SNP markery. V minulosti neprobéhlo velké mnozstvi analyz
genomovych SNP markerd. Piikladem je studie Sollars er al. (2017), kterd byla

publikovéna teprve pted Ctyfmi lety.

Pro identifikaci markert, spojenych s odolnosti proti patogenu, byla pouzita
metoda zvana asociativni transkriptomika, ktera byla poprvé pouzita pro jasan ztepily ve
studii Harper et al. (2016). Tato metoda analyzuje pouze ¢ast genomu, ktery se ticastni
transkripce. Tim se zbavime ¢asti genomu, kterd se ptimo nepodili na tvorbé sledovanych
znakd. Pii této metod¢ jsou vysledkem markery genové exprese (GEM), zaloZené na
rizné genové expresy jednotlivych alel. Touto metodou se daji identifikovat i SNP
markery podobnou metodikou jako pii identifikaci genomovych SNP markert. Ve studii
Harper et al. (2016) byly identifikovany 1 SNP a 2 GEM markery. Komplexni znak jako
rezistenci koduje pravdépodobné nékolik genti. Proto se pro identifikaci rezistentnich
jedinct pouziva model, ktery vyuziva vSechny markery. To potvrzuje i studie Menkis et
al. (2020), ktera podrobila stromy, vykazujici dlouhodobou rezistenci, analyze témito
markery. Hlavnim zji§ténim této studie bylo, ze tyto markery byly schopny relativné
dobfe identifikovat rezistentni a ndchylné stromy vic¢i nakaze. OvSem stale velké
mnozstvi zdravych stromi zlistalo neidentifikovano, a naopak jesté vétsi mnozstvi silné
poskozenych stromu bylo identifikovano jako rezistentni. Proto tato studie poznamenava,
ze pro spolehlivou identifikaci rezistentnich stromil je nutné objevit dal$i markery. Studie
autort Sollars a Buggs (2018) zkoumala rizné hladiny methylace u jasanti. Methylace je
pojem, ktery oznacuje pfipojeni methylového zbytku na baze adeninu nebo cytosinu.

U rostlin bylo popsano, ze rizné hladiny methylace mohou ovliviiovat genovou expresi.
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V této studii bylo objeveno nékolik genti, kter¢ mohou byt zapojeny v mechanismu

rezistence proti H. fraxineus.
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6 Zavér

V bakalatské praci byla zpracovana podrobna reSerSe odborné literatury. Byly
zpracovany zéklady genetiky, které se tykaly zkoumané problematiky. Dal$im tématem
bylo zhodnoceni vyznamu jasanu ztepilého, ktery byl vyhodnocen jako vyznamna
drevina, kterd plni dilezité ekologické funkce. Jednim z hlavnich témat bylo zhodnoceni
genetické diverzity jasanu. Prokazalo se, ze jasan ma relativné vysokou genetickou
diverzitu. Kromé toho byla popsana biologie, Zivotni cyklus patogenu Hymenoscyphus
fraxineus a mozné péestebni opatifeni k omezeni Siteni H. fraxineus. Vyznam téchto
opatfeni byl ovSem nékterymi autory zpochybnén. StéZejnim tématem byl popis
geneticky podminéné odolnosti. V Evropé se stabiln¢ objevuji jedinci, ktefi si i pies
vysoky infek¢ni tlak udrzuji dobrou kondici. Jejich identifikace se zda jako kliCova
k zachovani jasanovych porostl. Je totiz mozné vyuzit reprodukéni materidl, ziskany
z téchto jedincii k tvorbé odolnych porostii. Nejméné narocnd a nejspolehlivéjsi metoda
je v soucasné dob¢ identifikace na zaklad¢ fenotypu (rizného stupné poskozeni). OvSem
budoucnosti je identifikace spolehlivych markera. Molekularni markery zajisti zachovani
genetické diverzity novych porostl, a zaroven vybér idedlnich jedinct, vhodnych jako
zdroj reprodukéniho materialu. Vystupem analytické ¢asti byl ndvrh vhodné metodiky

navazujici diplomové prace.
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