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Masledovat bude odefteni a analyza dat, véetné vzajemného porovnani geneticke struktury a diverzity se-
mennych sado.

Harmonogram prace: Do konce prosince 2020 bude vypracovana literdrni rederie a detailné zpracovana
metodika diplomové prace. Mikrosatelitova data budou v laboratofi generovana do konce Unora 2021.
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Porovnani genetické diverzity ti semennych sadi

borovice lesni

SOUHRN

Diplomovéa prace se zabyva kvantifikaci a porovnanim genetické struktury
a diverzity tfi semennych sadti borovice lesni. Soucasti prace je navrh a optimalizace
efektivniho genotypizac¢niho protokolu pro borovici lesni s vyuzitim predselektovanych
markerd. V reSerSni ¢asti jsou zastoupeny kapitoly o druhu borovice lesni s diirazem
na reproduk¢ni charakteristiku druhu, je zde rozebrano téma mikrosatelitovych markeri
a nastroju vyuzivanych k posouzeni genetické diverzity. V metodické ¢asti je zahrnut
popis zkoumanych semennych sadi a postup izolace DNA. Nasledné je popsan
optimaliza¢ni vyzkum souvisejici s vyuzitelnosti mikrosatelitovych primerd, jejich
aplikovatelnost a kompatibilita pro utvofeni multiplexu zahrnujici optimalizaci DNA,
PCR reakci a elektroforézu. Dale je shrnuta tvorba finalniho multiplexu a provedeni
fragmentacni analyzy. Z odebranych 279 vzorkii DNA ze tfi semennych sadi borovice
lesni byla izolovana DNA, ktera byla podrobena analyze za pomoci 10 mikrosatelitovych
markerti Sdruzenych do jednoho multiplexu. Geneticka diverzita byla analyzovana
prostfednictvim softwarovych populaéné genetickych néstroji. B&hem vyhodnocovani
miry genetické diverzity mezi populacemi byla detekovéana vysoka vnitropopulaéni
Toto zjisténi koresponduje s faktem, ze jde o tzv. ndhorni ekotyp borovice, zatimco

v dal$ich dvou sadech je pahorkatinny ekotyp borovice.

KLICOVA SLOVA: borovice lesni, mikrosatelitové markery, optimalizace

genotypizacniho protokolu, populaéné-geneticka diverzita



Comparison of genetic diversity among three Scots

pine seed orchads

SUMMARY

The thesis deals with the quantification and comparison of the genetic structure
and diversity of three seed orchards of Scots pine. The thesis includes the design and
optimization of an efficient genotyping protocol for Scots pine using preselected markers.
The research part includes chapters on Scots pine with emphasis on the reproductive
characteristics of the species, and the topic of microsatellite markers and tools used to
assess genetic diversity is discussed. The methodological part includes a description of
the seed orchards studied and the DNA isolation procedure. Subsequently, optimization
research related to the applicability of microsatellite primers, their applicability and
compatibility for multiplex formation involving DNA optimization, PCR reaction and
electrophoresis is described. The formation of the final multiplex and the performance of
fragmentation analysis are also summarized. DNA was isolated from 279 DNA samples
collected from three Scots pine seed orchards and analyzed using 10 microsatellite
markers pooled into a single multiplex. The multiplex was constructed based on SSR
markers previously described in the literature. Genetic diversity was assessed using
population genetic software tools. High intra-population variability was explored during
the evaluation of the level of genetic diversity among populations. The most divergent
genetic profile was evaluated in the seed orchard Hradek.This finding corresponds to the
fact that this is the so-called upland pine ecotype, while the other two orchards are for the

lowland ecotype.

KEYWORDS: Scots pine, mikrosatellite markers, optimization of the genotyping

protocol, population genetic diversity
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1. UVOD

Borovice lesni (Pinus sylvestris L.) je dfevina s rozlehlym arealem rozsifeni,
ktery se rozprostird na podstatné casti lesnich oblasti Asie a témét v celé Evropé.
Rozséahlost aredlu rozsiteni dokazuje, ze se jednd o dievinu nenaro¢nou na klimatické
a ptidni podminky (Chmelaf, 1980). V Ceské republice se autochtonni populace borovice
lesni (reliktni bory) vyskytuji pouze ostriivkovité na extrémnich reliktnich stanovistich
(Hamernik et al., 2007). Tyto reliktni bory nalezneme napft. na piskovcovych skalach
severovychodnich Cech, v Tieboiiské panvi anebo na chudych piscich Polabi (Uradnicek
et al., 2009). Je mozno vylisit dva hlavni ptirozené ekotypy borovice lesni, U nichz lze
pozorovat typické vlastnosti koruny, kmenu, ristu nebo adaptaci na podminky prostiedi.
Prvnim ekotypem je tzv. pahorkatinny ekotyp, ktery roste v 1. az 4. lesnim vegetacnim
stupni. Tento ekotyp se vyznacuje toleranci k suchu a nachylnosti k poskozeni mokrym
snéhem a ledovkou. Druhym ekotypem je tzv. horsky ekotyp, kterému svéd¢i stanovisté
umisténa na 5. az 7. lesnim vegeta¢nim stupni. Horsky ekotyp $patné snasi epizody sucha

(Sindelaf, 1991).

Borovice lesni je po smrku ztepilém v CR druhou lesnicky nejvyznamnéjsi
dfevinou a je cenéna pro své dievo, které¢ je vyuzivano ve stavebnictvi. V nasi zemi
je borovice lesni vysazovana obvykle v monokulturach. Lze ji také nalézt v podobé
pfimési Vv polopfirozenych smiSenych porostech. V minulosti byly v CR vysazovany
populace ciziho ptvodu (napt. z Horniho Poryni nebo alpskych oblasti). Proto je v dnesni
dobé t&7ké piesné uréit piivodni aredl jejiho rozifeni (Sindelat et al., 2007). Borovice
lesni ma schopnost vytvaiet produkéné zajimavé porosty i na extrémnéjsich stanovistich,
které nesvédci jinym hospodéaiskym dievindm. Nicméné nejlepsi pfirtist vykazuje
borovice lesni stejné jako vétSina ostatnich dfevin na stanovistich s optimalnimi zasobami
zivin a vody (Ellenberg, 1996). Vzhledem Kk jejimu potencialu tvofit vysoky les
I v extrémnich podminkach se uplatiuje na stanovistich podmacenych nebo extrémné
suchych (Hirsberg et al., 2003). V poslednich letech se ale ukazuje, Ze Spatn¢ snasi
dlouhodobé sucho, dochazi k omezené produkcei §iSek a ke sniZeni pfirozené obnovy
(Vila-Cabrera et al., 2014). Dalsim divodem zhorSujiciho se zdravotniho stavu borovice
je zvysujici se stfedné plosny vek porostll a s tim souvisejici poskozovani podkornim

hmyzem a patogeny (Lubojacky et al., 2019). V soucasnosti je potieba vzit v uvahu
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I problematickou genetickou kvalitu mytnich porostl a pti obnoveé se soustiedit na nutnost

pouzit stanovistné vhodné ekotypy (Kanak et al., 2004).

Pro lepsi adaptaci borovice lesni na klimatické zmény, ekologickou stabilitu lesa
a predpoklady budouciho vynosu z péstovani je dilezité vénovat pozornost genetické
variabilité a zajisténi kvalitnich zdroji reprodukéniho materidlu. Aby doslo k zachovani
vhodného genofondu této dieviny jsou tvofena chranénd uzemi riznych kategorii, uznané
porosty genovych zdroji nebo genové zakladny. Tato problematika je soucasti Narodniho
programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dievin. Pro vyzkum genetické
struktury lesnich dfevin ve vztahu ke generacni a geografické proménlivosti jsou
vyuzivany molekularni markery, ato zejména mikrosatelity. Mikrosatelitové lokusy
(SSR) jsou jednou z nejvariabilngjsich oblasti genomu, u nichz je polymorfismus dan

V poctu opakovani repetic (zakladniho motivu nukleotid).

11



2. CIL PRACE

Cilem prace je kvantifikovat a porovnat genetickou strukturu a genetickou
diverzitu tfi semennych sadi borovice lesni. Konkrétné jde o urceni populacné-
genetickych charakteristik, jako je naptiklad mira heterozygotnosti ¢i efektivni velikost

populace.

Pfedmétem vyzkumu jsou semenné sady borovice lesni na LS Décin, LS Plasy
aLS Tiebon. Dil¢im, avSak nezbytnym cilem je ndvrh a optimalizace efektivniho
genotypizacniho protokolu pro borovici lesni s vyuzitim piredselektovanych

mikrosatelitovych markerda.
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3. LITERARNI RESERSE

3.1 Charakteristika borovice lesni

Borovice lesni (Pinus sylvestris L.), téZ znama jako sosna, je dievina s valcovitym
kmenem, dosahujici vySky 30 i vice metri. Doziva se az 300, vyjimecné 500 let. Jedna
se o velmi variabilni druh. V Ceské republice se vyskytuje zejména v morfologické
varianté s klenutou korunou a vysokym kmenem. Vyselektovalo se zde nékolik lokalnich
regiondlnich populaci jako zapadoceska borovice, tfeboniska borovice, vychodoceska
borovice nebo slezska borovice. Dale muzeme borovici, zdidvodu jeji velké
proménlivosti, rozliSovat podle vzrustovych vlastnosti, podle délky, tvaru a barvy jehlic,

podle utvareni borky nebo podle stanoviStnich podminek.

Z hlediska hospodaiské a lesnické vyznamnosti zaujima borovice lesni v Ceské
republice druhé misto za smrkem ztepilym. Po smrku ztepilém naleZi borovici lesni také
druhé misto z pohledu procentudlniho zastoupeni na plose porostni pidy. V roce 2022
byla zastoupena 16 % (MZe, 2023). Na extrémnich stanoviStich plni pidoochrannou
funkci. Naopak v parcich a rekreaénich lesich pifedstavuje okrasnou dievinu. Dievo

borovice lesni je mekké a kieh¢i nez smrkové.

3.1.1 Systematika a rozsiireni

Rod Pinus zahrnuje stromy, v mensi mife kefe, s dobfe vyvinutym kofenovym
systétmem. Koruny borovic byvaji Siroké a nepravidelné rozvétvené. Tento rod zahrnuje
vice nez 100 druhti rozsifenych v Evropé, Severni a Sttedni Americe, severni a jizni Asii
a v severni Africe (Mojzisek, 2005). Pro piehlednost je systematické zafazeni borovice

lesni znazornéno v tabulce niZe (tabulka ¢. 1).
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Tabulka 1: Systematické zatazeni borovice lesni (zdroj: PLADIAS. Pladias — databaze ceské flory
a vegetace. Pladias.cz [online]. ©2014-2024 [cit.  2023-04-26].  Dostupné
z: http://www.pladias.cz/taxon/

Systematické zairazeni

Latinsky nazev Cesky ndzev
Rise Plantae Rostliny
Podrise Telomophyta Cévnaté rostliny
Skupina Spermatophytina Semenné rostliny
Podskupina Gymnospermae Nahosemenné rostliny
Trida Coniferopsida Jehli¢nany
Rad Pinales Borovicotvaré
Celed’ Pinaceae Borovicovité
Rod Pinus Borovice
Druh Pinus sylvstris Borovice lesni

Borovice lesni je v Evropé pfirozené nejrozsifenéjsim druhem rodu Pinus
(Kremer, 1995), areal rozsifeni je piiblizné na 75 mil. km? (Stanners et al., 1995). B&éhem
preboredlu se borovice lesni rychle rozsitila ve stftedni Evrop&. V boredlu se jeji vyskyt
zvEtsil o severni Uzemi Evropy. V postglacidlu je rozsah plochy vyskytu omezen expanzi
pozdéji se Sificich dievin zejména buku, smrku a jedle na reliktni stanovisté (Skalicka
etal.,, 1988). Areal rozsifeni borovice lesni se rozprostira na jedné tfetiné severni
polokoule, dosahuje k70° s. §., probiha po 68. rovnobézce az ke Kamcatce
(Houston et al., 2016). Roste od Sibife po Laponsko a zapadnim smérem po Spanélsko
(Kremer, 1995). V zapadnéjsich ¢astech Evropy se nevyskytuje, nicméné pfirozeny je jeji
vyskyt v severni Anglii a Skotsku (Oleskyn et al., 2002) (obrazek ¢. 1).
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Obrazek 1: Areal rozsifeni borovice lesni (zdroj: EUFORGEN. Eufropean forest genetic
resources programme. Euforgen.org [online]. ©2014-2024 [cit. 2023-04-27]. Dostupné z:
http://www.euforgen.org/species/pinus-sylvestris/

V Ceské republice je borovice lesni spise dfevinou nizin a pahorkatin, optimum
vyskytu je stanoveno na 400 az 450 m n. m., miZe se vSak vyskytovat i v 800 m n. m.
(obrazek ¢. 2). Autochtonni populace se vyskytuji v pfimésich nebo ostravkovité hlavné
na extrémnich stanovistich (Musil et al., 2007) a to naptiklad na nizkych terasach
s akumulaci suchych piskil v Polabi, na balvanitych svazich a sutich Sumavy nebo
na hadcich Ceskomoravské vrchoviny a Slavkovského lesa. Tyto plivodni vyskyty
borovice lesni se oznaluji jako reliktni bory (Uradnigek et al., 2009). S ptihlédnutim
na rozmanité ekologické podminky je na izemi CR rozli$ena fada regionalnich populaci
borovice lesni (SindelaF, 2004), které se od sebe odliduji napt. produkci, habitem,
morfologickymi znaky kmene a koruny. RozliSujeme napf. borovici Sumavskou
se subpopulaci borovice stozecké nebo borovici vychodoceskou a zapadoc¢eskou (Kanak,
2011). Dale Ize u borovice lesni rozlisit dva ekotypy (pahorkatinny a nahorni). Nahorni,
resp. horsky ekotyp se vyskytuje v 5. az 7. lesnim vegetaénim stupni. Tento ekotyp
je citlivy na stres ptisobeny suchem. Vyznacuje se zna¢né proménlivym vné&j$im zjevem
astavbou. Kmen je rovny pokryty tmavou Supinatou borkou, kterda ho pokryva
az po tizkou dlouhou korunu. Jehlice jsou relativnd kratké (Sindeldf, 1991).
V CR se vyskytuje téméf ve viech pohofich, a to dokonce i v nadmotskych vyskach
800 az 1100 m na Sumavé a 500 m v Ceském lese. Je oznacovan jako klimaxovy typ
vyskytujici se jako pfimés v porostech smrku, buku a jedle, kde je dulezitym prvkem
pro stabilitu porosti. Dosahuje vysky az 40 m (Kanak, 1999). Druhym je ekotypem

je ekotyp pahorkatinny, jez se vyskytuje v 1. az 4. lesnim vegetacnim stupni. Oproti
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horskému ekotypu je odolny vici suchu, nicméné je nachylny k poskozeni mokrym
snéhem a ndmrazou. Ve spodni ¢asti kmene se nachéazi hrubé borka. Kmen je zakoncen
ekotyp funkci pionyra, ktery obsazuje nenaro¢na stanovisté. Nesnasi konkurenci jinych
dfevin a pfirozen¢ se vyskytuje v monokulturach. Uméla obnova na otevienych pasekéch

trpi pfimym slune¢nim zafenim a sazeni¢ky v dob¢ tpalu Zloutnou (Kanak, 1999).
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Obrazek 2: Areal vyskytu borovice lesni V CR (zdroj: PLADIAS. Pladias — databaze eské flory
a vegetace. Pladias.cz [online]. ©2014-2024 [cit.  2023-04-27].  Dostupné
z: http://www.pladias.cz/taxon/

V minulosti k rozsifeni borovice lesni vyrazné napomohla postupna acidifikace
krajiny, kterd zaCala na pfelomu doby bronzové a Zelezné v disledku vymyvani
karbonatli z pud. Nejrychleji dochazelo k acidifikaci ve vétSich nadmotskych vyskach
(Chytry et al., 2013). V prehistorické dobé se sosna spontanné rozsitila do prosvétleného
lesa vzniklého pastevnim hospodafenim, vyskytuje se i tam, kde byl les vypalovan
(Skalicka et al., 1988). Proto vznik4a ptedpoklad, ze jiz ptfed nastupem moderniho
lesnictvi se porosty borovice lesni hojné nachazely i na stanovistich, kde je jejich vyskyt
nyni povazovan za sekundarni (Chytry et al., 2013). V hospodaiskych lesich je dnes
péstovana skoro na Skrat vétsi plose, nez by odpovidala pfirozenému vyskytu (MZe,
2023). V prirozené skladb¢ lesa by méla byt borovice zastoupena asi 3,4 %, v roce 2020
byla zastoupena 16,1 % (MZe, 2020) a vyhledové je v cilové druhové skladbé pocitano

S mirnym navysenim jejiho zastoupeni na 16,8 % (MZe, 2023).
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3.1.2 Ekologie

Borovice lesni je dievinou znacné svétlomilnou, vykazujici nizkou toleranci
k zastinéni. (Hirschberg et al., 2003). Typicky se vyskytuje ve svétlych lesich, ve skalach
ana balvanitych svazich (Uradni¢ek et al., 2009). Jeji rist neni téméi limitovan
geologickym podkladem (Kandk, 2011), nicméné upiednostituje mirn€ suché, slabé
zasadité kypré pady. Mizeme se S ni setkat i na jilu, stejn¢ jako na pisc€itych ¢i vapenitych
pudach (Kremer, 1995). V teplotnich a ve vlhkostnich narocich vykazuje vyraznou
amplitudu, proto se uplatiuje na extrémné suchych a podmacenych stanovistich,
kde je vystavena minimalnimu konkuren¢nimu tlaku (Hirschberg et al., 2003). Dobfte ¢eli
vysokym teplotam i silnym mrazim. Oproti smrku je chranéna pted pozary silnou borkou
(Kanak, 2011). Hojn¢ je péstovana i mimo areal pivodniho vyskytu v lesnich kulturach
a parcich (Hejny et al., 1997). Jelikoz je borovice adaptovana na velmi Siroky klimaticky
rozsah (Uradniéek et al., 2009), spokoji se s roénim srazkovym pramérem 400 az 450
mm. Klimatotypy z vyssich poloh (700 az 800 m n. m.) a ze zapadni ¢asti arealu jsou
obnovuje na holé pid€ bez souvislé¢ vrstvy humusu. Pfirozen¢ se mize pomoci naletu
rozs§itit i na plochach po pozarech. Pro svou schopnost vykli¢it a riist na neptiznivych

stanovistich je fazena mezi pionyrské dieviny (Cép et al., 2020).

3.1.3 Habitus

Ve volné ptirodé v oblasti Ceské republiky dosahuji plné vyvinuti jedinci borovice
lesni vysky 5 az 40 metrti (Kaplan et al., 2019). Typicky je siln¢ vyvinuty kofenovy
systém s kilovym kofenem a sjemnymi okolnimi kotinky s hojnou mykorhizou
az se 120 druhy hub. Na suchych a mélkych pudach s hladinou podzemni vody hloubéji
nez 5 metri se méni kotfenovy systém pivodné z kiilového na povrchovy. Kilovy kofen
sahd do hloubky az 3 metri. Obecné lze kofenovy systém borovice lesni povazovat
za velmi dobie kotvici. (Hamernik et al., 2003). Kmen je obvykle pfimy a vétveny,
u starSich jedinct se vétve vyskytuji az v jeho horni ¢tvrtiné (Hejny et al., 1997),
na extrémnich stanovistich byva casto kiivolaky. Vétveni je vétSinou preslenité, silné
vétve byvaji zaktivené a pomérné kratké. V severni a severovychodni ¢asti evropského
arealu byva koruna jemné vétvend a Stihla. Naopak v jizni a stfedni Casti evropského

arealu byva koruna klenutd az deStnikovita se silnymi vétvemi. U mladSich jedinca
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je koruna pravidelné kuzelovita s typickym twhelnikovym obrysem (Uradnicek et al.,
2009). Ktra je hladka, Zlutohnéda, pozd¢ji se pieménuje na Sedohnédou borku. U starSich
jedinct se borka rozc€lenuje do vétSich desek, rozdélenych hlubokymi, nacernalymi
brazdami. Sedohnéda borka je typicky rozpukand, v horni &asti kmene a na vétvich

ptrechazi do rezavé oranzové a loupe se v tenkych listcich (Hamernik et al., 2003).

Vétvicky jsou zlutohnédé¢ bravy (Pikula et al., 2003). Letorosty jsou zprvu hladké,
nazelenalé a malo lesklé, pozdéji prechdzeji do zelenoSedé barvy. Jehlice vyrGstaji
na brachyblastech ve svazeécich po dvou a na vétvickach odstavaji do vSech stran
(Narovcova et al., 2008), na ploché spodni strané maji Sedozelenou barvu, na strané
hibetni jsou tmavé zelené. Podélné tady priduchi na jehlici jsou modravé ojinéné
(Skalicka et al., 1988). Jehlice byvaji ponékud tuhé a ostré (Pikula et al., 2003),
odpadavaji po dvou, resp. tiech letech (Ninemets et al., 2003). Smérem ke konci letorostu
jsou nahlou¢ené (Kremer, 1995), dosahuji délky 4,7 az 7,1 cm asitky 1,3 az 1,5 mm
(Narovcova et al., 2008). Na bazi jsou obaleny asi 6 az8 mm dlouhymi Supinami.
Obsahuji nekolik pryskyficnych kanalki. Mohou byt rovné, Castéji jsou ovSem mirné
zkroucené ve sméru podélné osy (Hejny et al., 1997). Pupeny jsou zlutohnédé,
pryskyfi¢naté a pomérn¢ dlouhé. Maji vejéity tvar, vyrustaji zpravidla v preslenech
a mohou dosahovat velikosti az 2 cm. Jsou obaleny rezavymi blanitymi Supinami, které

jsou vétsinou nesmolnaté (Pikula et al., 2013).

Sisky borovice lesni dozravaji druhym rokem. V prvnim roce doriistaji velikosti
liskovych ofiskt. V druhém roce dosahuji normalni velikosti 3,5 az 6 cm. Sisky maji
Sedohnédou barvu, jsou silné zdievnatéleé, kuzelovité, nelesklé (Uradniéek et al., 2009)
a nerozpadavé. Jsou opatfeny kratkou stopkou (Pikula et al., 1971), mohou vyrustat
i ve svazeécich po dvou (Kremer, 1995). Obsahuji plodolisty s Sedohnédym stitkem
ve tvaru kosodtverce. Stitek ma bud’ plochy nebo vyklenuty horni polidek. Uprostied
Stitku je maly svétle hnédy pupek (Pikula et al., 2013) s kratkym vyénélkem ve tvaru

zobaku.

3.1.4 Reprodukéni charakteristika

Borovice lesni patii mezi nahosemenné rostliny (Hejny et al., 1997).
Rozmnozovani rostlin lze obecné rozdélit na nepohlavni (vegetativni) a pohlavni

(generativni). Vegetativni rozmnozovani je energeticky usporné a jeho vysledkem
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je identicky jedinec (Tomaskova et al., 2017). Generativni mnozeni je relativné
produkéné nejvyhodnéjsi zplisob reprodukce (Frydl et al., 2018), protoze pti ném vznikaji
geneticky rtiznorodi jedinci se schopnosti reakce na nové se utvarejici podminky
prostiedi. Nevyhodou pohlavniho rozmnozovani je vysoka investice energie do vytvareni
pohlavnich organt (Toméaskova et al., 2017). Pfi generativnim mnoZeni dochdazi
ke splynuti saméich a samicich pohlavnich haploidnich gamet uvnitt vajicka (Frydl et al.,
2018). Timto zplisobem vznika novy jedinec s kombinaci otcovskych a matetskych gent
(Tomaskova et al., 2017). Pro borovici lesni je typické generativni rozmnoZzovani a Sifeni
dalsi generace pomoci semen (Hejny et al., 1997). Nikdy netvoii vymladky a nelze
ji rozmnozit pomoci fizkt (UradniGek et al., 2009). Pohlavni organy u nahosemennych
rostlin predstavuji kvéty, které jsou obvykle mensi nez kvéty krytosemennych rostlin.

Jsou také mén¢ ndpadné a maji charakter Sistic (Tomaskova et al., 2017).

3.1.4.1 Diklinie

Diklinie slouzi k popsani prostorového rozmisténi samcich a samicich pohlavnich
organti (Durka et al.,, 2002). Borovice lesni je jednodoma dfevina, to znamena,
ze na jednom jedinci se nachazi sam¢i i sami¢i pohlavni organy (Hamernik, 2003).
Sistice na borovici lesni jsou jednopohlavné, déli se na saméi a samiéi. Samiéi Sistice
se obvykle nachazi v horni ¢asti koruny, sam¢i v dolni ¢asti koruny (Tomaskova et al.,
2017).

Samc¢im pohlavnim organem je sirové Zluty kvét ptipominajici $iSticky vejcitého
tvaru s velkym mnozstvim pylovych zrn, které pii bazi letorostu tvoii bohaté klasy
(Svoboda, 1953). Tato sam¢i SiStice neboli mikrostrobilus (Tomaskova et al., 2017)
je ptiblizné dlouha 4 az 8 mm (Skalicka et al., 1988). Obsahuje vytrusné listy ve formé
ty€inek (mikrosporofyl), v nichz se nachazeji dvé prasna pouzdra (mikrosporangia)
S probihajicim vyvojem pylu (mikrogenezi). Jakmile je pyl z ty¢inek uvolnén, Sistice
zasychaji. Samici Sistice neboli megastrobilus (Tomaskova et al., 2017) vyrstaji na konci
vétévek pod koncovym pupenem. Obvykle rostou po dvojicich a jsou nacervenalé barvy
s vyrazn€j$i stopkou. Vyznacuji se kulovitym nebo vejcitym tvarem a jsou dlouhé
ptiblizné 5 az 6 mm (Svoboda, 1953). Samici §istice jsou slozeny z vietene, plodnich
Supin nesoucich 2 vajicka a krycich Supin. Vajicko neni ukryto v semeniku, je nahé

(Tomaskova et al., 2017).
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3.1.4.2 Kveteni

Solitérné rostouci jedinci borovice lesni zacinaji kvést jiz v 15 letech. V zapoji
zacina borovice lesni kvést mezi 30. a 40. rokem zivota. Na tirodnych pidach je kveteni
posunuto azna 50. let (Klika, 1947). Borovice lesni kvete v kvétnu az ¢ervnu (Tomaskova
et al., 2017). Nicmén¢ zacatek a konec kveteni je velkou mirou ovlivnéno pocasim
a kazdym rokem se tedy doba kveteni mize liSit. Proto se odlisuji i faze kveteni. Borovice
lesni spada do kategorie faze kveteni tzv. Cornus sanguinea-Melica uniflora, ktera

oznacuje Casné 1éto (Trefflich et al., 2002).

3.1.4.3 Reprodukcéni cyklus

Pro borovici lesni je typicky ttilety vyvojovy cyklus. Zacatkem vyvojového cyklu
je kveteni, kdy dochazi k uchyceni pylového zrna na polina¢ni kapku vylucovanou
zralym vajickem na samici §iStici (Tomaskova et al., 2017). Pylova zrna jsou unaSena
pomoci anemofilie, coz je pohyb zprostiedkovany abiotickym vektorem v podob¢ vétru
(Durka et al., 2002). Pro generativni rozmnozovani vyuziva borovice lesni fakultativni
alogamii. Pfi fakultativni alogamii dochazi pievazné k cizosprdSeni, kdy je k opyleni
potieba pyl geneticky odlisného jedince, nicméné mize dochazet i k samospraseni.
Moznost samospraseni slouzi jako zaruka generativniho mnoZeni pii nedostatku pylu
geneticky odliSnych jedincii. Po uchyceni pylového zrna na polinacni kapce dochazi
K pylové komurce k vykli¢eni pylové lacky z pylového zrna. Ta prorista nucellem
a vyvoj je do konce nadchézejiciho jara zastaven. Poté je proces rustu obnoven, pylova
lacka prorusta k zarode€niku a k oosféte. Zde dochéazi ke splynuti generativniho jadra
pylové lacky s haploidni saméi gametou a jadra oosféry se samici haploidni gametou,
¢imz vznikd diploidni zygota. Vaji¢ko se méni v semeno (Vinter et al., 2013). Poté
nasleduje obdobi klidu (dornance). K dozravani SiSek dochazi tfetim rokem po oplodnéni.
Na jate 3. roku od bfezna do dubna se $iSky otviraji a dochdzi k vysemenéni (Palatova,
2008). Po vysemenéni $isky do pul roku opadavaji (Fér et al., 1993). Pramérna Kli¢ivost
semene je 85 % (MZe, 2023) (obrazek ¢. 3).
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Obrazek 3: Energie kliceni a klic¢ivost borovice lesni vyplyvajici z rozbort v letech 2004-2023
(zdroj: MZe, 2023)

3.1.4.4 Jednotka Sireni

Jednotka Sifeni neboli diaspora pfedstavuje generativni nebo vegetativni ¢ast téla
rostliny §ifici se od matetské rostliny, kterd dava vzniknout novému jedinci. U borovice
lesni predstavuje jednotku Sifeni $iSka a v ni umisténd semena. Semena borovice lesni
jsou ponckud leskla nejednotné barvy, mohou byt svétld itmava v SedocCernych
az ¢ervenohnédych odstinech (Svoboda, 1953). Maji podlouhly obrys o délce 3 az 4 mm
a na konci jsou zplostéla. Jsou opatiena nahnédlym blanitym kiidélkem dlouhym

1 az 2 cm. Ve zralé Sisce jsou umisténa po dvou za kazdou Supinou (Pikula et al., 2013).

Strategie $ifeni borovice lesni spada do kategorie Epilobiom. Pro uvedenou
kategorii je typicka kombinace zplsobl Sifeni pomoci autochorie a anemochorie,
kdy nejprve dochazi k prostému opadu SiSek a semen pod matefskou rostlinu. Semena
mohou byt déle Sifena pomoci abiotického vektoru ve formé vétru. Tato strategie Sifeni
je typickd pro suchd a mezicka stanovisté¢ (Sadlo et al.,, 2018). Semenné roky

se u borovice lesni opakuji ve 2 az 3letych intervalech (Palatova, 2008).

3.1.5 Hospodarsky vyznam a vyuZiti

Borovice lesni patii mezi naSe hospodarsky nejvyznamnéjSi dfeviny, navic
na extrémnich stanoviStich plni ptadoochrannou funkci. Kvalita borovice lesni

je posuzovana bud’ podle sily vétvi anebo podle tvaru borky. Kvalitni jedinec ma slabé
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vétveni v koruné a pravidelné rozsedlou borku. Dievo borovice lesni je m&kké, ovsem
tvrdsi nez smrkové, velmi trvanlivé ve vode i pii kolisani klimatickych vlivii a s dobrou
vyhievnosti. Mezi jeho dalsi vlastnosti patii pryskyficnatost. Neni ptiliS ohebné ani
pruzné (Uradni¢ek et al., 2009). V minulosti se borovice lesni vyuZivala i pro udely
smolafeni. Pro u¢el smolafeni se pouzivaly zejména starsi borovice pfed smycenim, které
jsou vybornym zdrojem pryskyfic, silic a balzamu. Po destilaci s vodou se z pfirodniho
balzdmu stava terpentynovana silice a kalafuna. Terpentynované silice se v prumyslu
vyuzivaji pfi vyrobé laki, barev, syntetického kafru a lestidel. Ze ziskanych silic ze dieva,
jehlici a pupent se vyrabi éterické oleje, které maji Siroké vyuziti jako antiseptika nebo
v aromaterapii. Stromky borovice lesni predstavuji i oblibenou komoditu v podobé

vanoc¢nich stromecku.
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3.2 Semenné sady

Semenny sad je ucelova vysadba potomstev vybranych stromt (Paule, 1992),
ktera je zalozena pro konkrétni §lechtitelsky zamér (Fielberg et al., 1975). Lze rozlisit
semenné sady vegetativniho piivodu a generativniho ptiivodu (Paule, 1992). Zvoleny
puvod semenného sadu je zavisly na kompromisu mezi genetickymi a ekonomickymi
aspekty (Sweet, 1995). Semenné sady vegetativniho pivodu neboli klonové jsou
vytvafeny pomoci fizkovani ¢i roubovani vybranych jedinct (ortetl). Vegetativné
zalozené¢ semenné sady jsou vhodnéjsi pro dfeviny s pozdéjSim nastupem plodnosti
(Eriksson et al., 2006). Sady generativni neboli jadrové (seedling seed orchads) jsou
zalozeny z vypéstovanych jedinct. V Ceské republice je pouze jeden jadrovy semenny
sad borovice pokroucené, ktery se nachdzi v KruSnych horach (Kanak et al., 2008).
Z praktického hlediska spo¢ivd vyznam semennych sadi ptedevSim v dostupném
a dostate¢ném zisku geneticky hodnotného a vhodného osiva (Zobel et al., 1958).
Z hlediska lesniho hospodafstvi je hlavnim cilem semennych sadii dostat ustanoveni
v §31 o obnové avychové lesnich porostd (289/1995 Sb.). Jedna se o objekt
dlouhodobého charakteru zahrnujiciho nékolik procesti. Mezi tyto procesy patii ptipravy
sadu, zalozeni sadu, péc¢i o sad a nasledny nastup plodnosti spojeného se sbérem Sisek
aosiva (Kotrla et al., 2009). Semenné sady jsou zdrojem Slechténého reprodukéniho
materidlu lesnich dievin (Kandk et al., 2008). Probihd v nich tedy dlouhodoba
systematicka préace s cilem zvySeni produkce, kvality a odolnosti lesnich dfevin proti
abiotickym a biotickym Skodlivym cinitelam (Ivanek et al., 2010). Hraji i vysokou roli
pfi zachrané a vyuZivani genofondu ohrozenych populaci lesnich dievin. Tento vyznam
je dilezity pfedev§im v posledni dobé z divodu klimatickych zmén a posSkozovani

zivotniho prostredi (Nanson, 1972).

Semenny sad je vhodné zaklddat na rovinatych plochach kvili pouziti
mechanizace. Optimalné by k nému méla vést n€jaka pozemni komunikace (Kanak et al.,
2008). Dalsim faktorem je vzdalenost semenného sadu od okolnich nekvalitnich porosti
vybrané lesni dieviny (Paule, 1992), aby nedochazelo ke kontaminaci semenného sadu
nevhodnym pylem. Toto riziko nejde nikdy tGplné vyloucit, ale Ize zmirnit napiiklad
negativni selekci (Kandk et al., 2008). Vzdalenost semenného sadu od shodné dieviny
by méla ¢init alespon 300 m. Nicméné¢ u smrku ztepilého a borovice lesni jsou tyto
vzdalenosti tézko zajistitelné. Proto je vhodné umistovat semenné sady do porosta

odli$né dieviny, kterd by méla slouzit jako filtr zabranujici neZaddoucimu opyleni (Ivanek
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et al., 2010). Plocha semenného sadu by méla byt vzdy oplocena, a to hlavn¢ z divodu
ochrany proti §kodam pusobenych zvéfi. Pii standardnim sponu sazenic (pro smrk 4 x 4
m a pro borovici 6 X 6 m) s minimalnim po¢tem 50 az 60 klond s 6 az 8 opakovanimi ¢ini

velikost potfebné plochy pro semenny sad asi 1 az 2 ha (Kanak et al., 2008).

3.2.1 Historie

Novodob¢;jsi historie ziskavani vhodného osiva ze semennych sadii se v Evropé
datuje pfed druhou svétovou valku. Jako prvni se ve Svédsku takto ziskdvalo osivo
borovice lesni. V roce 1936 byl ve Svédsku zalozen Institut pro §lechténi lesnich dievin.
V ostatnich evropskych zemich byly Slechtitelské programy pozastaveny druhou
svétovou valkou. Po skonéeni druhé svétové valky byly Slechtitelské programy znovu
obnoveny (Zobel et al., 1984). V Ceské republice se za podatek novodobé historie
zakladani semennych sadii povazuje rok 1956. V tomto roce byla na dneSnim polesi Lest
Ceské republiky Horni Lhoté zaloZzena pokusna vysadba roubovancii modiinu (Musil et
al., 2007). Pti zakladani semennych sadl v 70. letech minulého stoleti se ptili§ nedbalo
na ptivod vSech pouzitych klonti a dochazelo tak k nepovolenému ptenosu osiva do jinych
semenaiskych oblasti. Napiiklad v semenném sadu Zbiroh se nachézi jak mistni populace
borovice lesni, tak klony rodiovskych stromii pivodem z Plzefiska, jiznich Cech
&i Ceského Svycarska. Az v 80. letech minulého stoleti zacaly semenné sady v Ceské
republice svym sloZenim reprezentovat konkrétni regionalni populace, protoze bylo vice

dbano na ¢istotu ptivodu potomstev ze semennych sadt (Kanak et al., 2009).

V letech 1973 az 1990 bylo v Ceské republice zalozeno celkem 29 sadii borovice
lesni o vyméie 115 ha. Tyto sady jsou velkych vymér (od 2,93 ha do 9,87 ha). V 90. letech
dochézelo k tomu, Ze v urcitych oblastech produkce osiva borovice lesni byla vyrazné
vy$$i nez jeho potieba (hlavné jihomoravska a rohatecka semenaiskd oblast)
(Rambousek, 2003). V roce 2006 bylo v Ceské republice evidovano 146 semennych sadti
o celkové plose 354 ha (Musil et al., 2007). V Ceské republice bylo k 31. 12. 2022
evidovano celkem 137 semennych sadi o celkové vyméfe 305,34 ha, z toho plocha
jehlicnatych semennych sad ¢ini 253,37 ha a plocha listnatych semennych sadt

51,97 ha (MZe, 2023).
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3.2.2 Legislativa

Semenny sad je mozno zalozit na zaklad¢ dokumentace registrované a schvalené
povérenou osobou. Hlavnim podkladem pro zalozeni, registraci dokumentace a uznéani
semenného sadu za zdroj kvalifikovaného reprodukcéniho materialu je zakon ¢. 149/2003
Sb. (ve znéni pozdé&jSich piedpisi) a provadéci vyhlaska ¢. 29/2004 Sb. (ve znéni
pozdéjsich piedpisii). Dalsim dokument majici spojitost se spravnosti puvodu

genetického materialu v semenném sadu je Narodni program.

Semenny sad je zdrojem reprodukéniho materialu. Podle zakona ¢. 149/2003 Sh.
se za semenny sad povazuje ucelova vysadba selektovanych klond nebo reprodukéniho
materidlu ziskaného zrodi¢e rodiny, kterd je izolovand nebo obhospodafovana tak,
Ze spraseni pylem pochazejicich ze dfevin mimo tuto vysadbu je vylou¢eno nebo
vyznamn¢ omezenO. Semenny sad je zdrojem kvalifikovaného a testovaného
reprodukéniho materiadlu. Za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materialu je mozno
uznat pouze semenny sad, ktery vyhovuje pozadavkiim na postup pfi zalozeni zdroje
apftijeho dalsim udrzovani, stejné tak jako i pozadavkim na jeho genetickou
a morfologickou kvalitu, polohu, rozlohu, vék, strukturu, zdravotni stav a vhodnost
stanovisté. Uznavani zdroje kvalifikovaného reprodukcéniho materidlu provadi na zékladé
vlastniho odborného posudku povéfena osoba. Dalsi podrobnosti pro uznani zdroje
kvalifikovaného reprodukéniho materidlu a jeho oznaCovani upravuje vyhlaska
€. 29/2004 Sb. Podle této vyhlasky se semenny sad zaklada podle dokumentace
registrované povéfenou osobou a lze ho za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho
materialu uznat, pokud je jeho stav v souladu s dokumentaci. Semenny sad je mozné
uznat jako zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materialu pouze v pfipadé, ze v ném
v souladu s dokumentaci zistal zachovan potiebny pocet a stavba klont s odpovidajicim
zdravotnim stavem a klony jsou ve v€ku, kdy nastupuje plodnost a zaroven plodi
nadpolovicni vétSina téchto klonid. Povéfend osoba mize na zéklad¢ zjiSténi nesplnéni

pozadavku zrusit uznani zdroje reprodukéniho materialu.

Semenny sad lze zalozit pouze podle dokumentace registrované a schvalené
UHUL (MZe, 2023), ktery podle zakona ¢. 149/2003 Sb. piedstavuje povéfenou osobu.
Semenny sad lze zalozit z reprodukéniho materidlu ziskaného z uznanych rodicovskych

stromd a je mozny odbér roubtl i ze Slechtitelskych stromi (Kanak et al., 2008).
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Ministerstvo zemédé@lstvi na zdkladé § 2j zékona ¢. 149/2003 Sb. ve znéni
pozdéjsich predpisti, ve shodé s Narodnim programem ochrany a reprodukce genofondu
lesnich dievin na obdobi 2019 az 2027, Nagojskym protokolem o piistupu ke genetickym
zdrojum a spravedlivém a rovnocenném sdileni pfinost plynoucich z jejich vyuZzivani
a Strategii ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky pro obdobi 2016 az 2025
vydalo Zasady pro poskytovani dotaci na ochranu a reprodukci genofondu lesnich dievin
na obdobi 2019 az 2027 (dale jen zasady). Dle zasad lze po splnéni podminek a fadného
podani zadosti rozhodnout o poskytnuti dotace. V zasadach v ¢asti B odstavci
1.3.2 Podpora semennych sadll a smési klonti se dotace vztahuje na podporu zakladani
semennych sadli a obhospodafovavani v obdobi pfed jejich uzndnim podle ptilohy
¢. 2 k vyhlasce 293/2013 Sb. ve znéni pozdgjsich piedpisi. Dale se dotace vztahuje
na podporu obhospodafovani uznanych semennych sadi. Piijemce dotace muze byt
pouze ten zadatel, ktery je k datu podani zadosti ucastnikem Narodniho programu. Dotaci

1ze ziskat do vyse az 80 % prokazanych vynalozenych nakladt na dosaZeni Gc¢elu dotace
(MZe, 2023).

Proces vzniku semenného sadu je dlouhodoby (Kotrla et al., 2009). Zacina
vypracovanim dokumentace semenného sadu podle cile a zaméru. V dokumentaci musi
byt napiiklad uvedena lokalita semenného sadu, druh péstované dieviny, kvalita
pouzitych ortetli, polohové schéma, plan kiiZeni a stanovistni podminky. Dal$im krokem
je schvaleni a registrace dokumentace u povétené osoby. Po predlozeni této dokumentace
je mozné piejit k samotnému zalozeni semenného sadu (Patizek, 2014). Za zdroj
reprodukéniho materidlu je mozné semenny sad uznat az ve fazi ndstupu plodnosti
semenné¢ho sadu. Z tohoto diivodu je nutné dodrZovat legislativni pfedpisy spojené
s vedenim odpovidajici dokumentace, kterd je schvéalena povétenou osobou (Kotrla et al.,
2009). Nejprve musi vlastnik reprodukcniho zdroje podat zZadost o vypracovani posudku
povétené osobé. K Zadosti je nutné pfilozit dokumentaci o aktualnim stavu objektu,
popisu klon a jejich pavodu (Kanak et al., 2008). Po vydani kladného posudku
doporucujiciho semenny sad k uznani jako zdroje reprodukcéniho materidlu povétenou
osobou pfistoupi vlastnik k podani Zadosti o uznani zdroje kvalifikovaného
reprodukéniho materidlu orgdnu vetfejné spravy v piislusném katastralnim wzemi
(Patizek, 2014). Orgén vetejné spravy vyda rozhodnuti obsahujici udaje o uznani zdroje

reprodukéniho materialu s dobou uznéni a s evidenénim ¢islem uznané jednotky. Néklady
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spojené se zpracovanim odborného posudku a uznavacim fizenim nese zadatel (Kanak et

al., 2008).

3.2.3 Prostorové schéma

Semenné sady jsou zakladany s ptedpokladem, Ze budou fungovat jako uzaviené,
dokonalé, panmiktické populace (Funda et al., 2012). To znamena, Ze nebudou mit zadné
genetické ani behavioralni omezeni pro ndhodné opylovani a vSechny ramety budou mit
stejnou Sanci na opyleni ostatnimi rametami v¢etné nich samych. Tento predpoklad je
vzhledem k ptisobeni migrace, mutace, selekce a nahodnému genetickému driftu
optimisticky (El-Kassaby et al., 1989). Pro dokonalou optimalizaci prostorového
schématu vysadby semenného sadu je potieba pii jeho zakladani vzit na zietel nékolik
faktord (pocet vybranych genotypl, pocet ramet a vztah mezi vybranymi jedinci).
V 50. az 70. letech minulého stoleti byla v ramci vyvoje programii §lechténi lesnich
dfevin navrZena riznd prostorova schémata jako ndhodné usporadani, Sachovnice, fadové
usporadani, systematické uspotfddani nebo permutované sousedstvi (Giertych, 1975).
Naprosta vétsina semennych sadi v Ceské republice je zaloZena vegetativnim zptisobem
pomoci roubovanct a kloni (Kanak, et al., 2008), a to z davodu pienosu selektovanych
gent do semennych porostli, dochazi zde k anemogamii. Tento fakt usnadiiuje péci
a snizuje naklady vynaloZené na fungovéni sadu. Prostorové schéma vysadby ma proto
vliv na proces opyleni a naslednou kvalitu vyprodukovaného osiva (White et al., 2007).
Pfi navrhu semennych sadi je vychazeno z piedpokladu, Ze nejbéznéji dochazi k opyleni

a genetickému pfenosu mezi nejbliz§imi jedinci v okoli (Funda et al., 2012).

V dnes$ni dobé se pro co nejefektivnéj$i rozmisténi ramet vyuZivaji specidlni
pocitacové programy (Kanak, 2011). Z divodu systematického zachovéani predem
vymezenych rozestupti ramet danych klont byl jednim z nejvice pouzivanych programt
Computer Organized Orchad Layout neboli COOL (Bell et al., 1978). Dale byl vyvinut
mezi rametami danych klond v sadech pokrocilé generace s ptihlédnutim k zaclenovani
ptibuznych rodi¢t (Lstiburek et al., 2010). Mezi dalsi algoritmy fesici prostorové schéma
je fazeno schéma odstuptiovanych klonovych fad (R2SCR). Tento algoritmus se zamétuje
na prostorovou vzdalenost mezi ptibuznymi rodi¢i (El-Kassaby et al., 2014). Dale lze
vyuzit algoritmus Optimum neighborhood Algoritm (ONA), ktery je volné dostupny
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v programu R a pracuje s rozmisténim jedinct v sadu s ohledem na maximalizovani
panmixie a zachovani genetické diverzity (Chaloupkova et al., 2016). Pro sady
s nepravidelnym tvarem vznikla posléze kombinace MI a ONA (Chaloupkova et al.,
2019). Dalsim nové vzniklym algoritmem je IAPGA, ktery je vytvofen na zakladé

prostorového rozmisténi klonti se zohlednénim genetické vzdalenosti (Yang et al., 2020).
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3.3 Genetické markery

Geneticky marker neboli geneticky znak piedstavuje urcity usek z celkové
genetické informace slouzici k identifikaci genetické podobnosti mezi jedinci. Genetické
markery prochazeji vyvojem, v souladu se zménou dostupnosti a cenové naroc¢nosti
fragmenta¢nich a sekvenac¢nich DNA technologii (White et al., 2007). Dle zvolené
analyzy zpracovani vybira marker bud’ ndhodné anebo cilené¢ Cast celkové genetické
informace (Eriksson et al., 2006). Genetické informace se nachazeji v jadru bufiky,
v mitochondriich a v plastidech. Zalezi, k jakému ucelu ma genetickd informace slouzit,
ziskana data jsou vyuzivana predevsim ke zmapovani genotypu danych jedinct (White et
al., 2007). Geneticka variabilita je vnimana i jako kli¢ovy faktor pro dlouhodobou
adaptaci lesti na klimatické zmény. Proto se v poslednich 50 ti letech zacaly vyuzivat pro
studium genetické struktury rostlinnych populaci ve vztahu ke generacni a geografické
proménlivosti genetické markery (Machova et al., 2016). Je mozné popsat rizné typy
genetickych markert liSicich se vlastnostmi a zpsobu pouziti. Na tyto vlastnosti
genetickych markerii existuje nékolik pozadavki napt. levny vyvoj, opakovatelné vyuziti
Vv riznych typech tkani a laboratofi nebo vysoka urovein alelické variability. Genetické
markery lze rozdélit na  morfologické, biochemické amolekularni markery

(White et al., 2007).

3.3.1 Morfologické markery

Morfologické markery nemaji pro lesnickou genetiku velky vyznam. Drfeviny
nedisponuji vyznamnéjSim mnozstvim viditelnych mendelovskych znaka pouzitelnych
jako genetické markery (White et al., 2007). Z hlediska identifikovanych morfologickych
znakl u jehlicnanti se jednd zejména o mutace, typicky zakrslé semenacky anebo
semenacky s albinismem jehlic (Franklin, 1970). Tyto mutace byvaji pro dfevinu
smrtelnymi (White et al., 2007).

3.3.2 Biochemické markery

Pocatkem 70. let minulého stoleti se zacaly u stroml vyuzivat biochemické
markery v podobé monoterpent (White et al., 2007) a isozym neboli alozymi (Eriksson

etal., 2006). V 60. a zacatkem 70. let 20. stoleti byly monoterpeny nejlepsimi dostupnymi
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genetickymi markery. Byly vyuzivany pfedevSim pro evolucni a taxonomické studie.
Pro stanoveni monoterpenovych genetickych markerti je vyzadovano specializované
anakladné¢ vybaveni. Dalsi nevyhodou je relativné nizky pocet monoterpenovych
markerovych lokusi, z nichz vétSina vyjadiuje urcitou formu dominance ve fenotypech.
Nelze tedy odlisit dominantni homozygotni fenotyp od heterozygoti nesoucich
dominantni alelu. Proto byly monoterpeny postupné nahrazovany alozymovymi

genetickymi markery (White et al., 2007).

Alozymy piedstavuji enzymy, které jsou kodovany odlisnymi alelami na jednom
lokusu. Jsou vzajemné odlisné svou primarni strukturou (geneticky danou sekvenci
aminokyselin), ale katalyzuji pomoci stejné reakce (Avise, 2012). Rozdily v primarni
struktufe alozymi se projevuji ve velikosti, tvaru a celkovém elektrickém naboji
molekuly. Odlisny elektricky naboj umoziuje migraci segmenti po elektroforetickém
gelu, kdy nasledn¢ dojde k vizualizaci za pomoci urcitych chemickych latek k obarveni
past alozymi. Lze tedy vyuzit elektroforézu (Eriksoon etal., 2006). Aplikace
alozymovych genetickych markert je levnéjsi, mize se testovat vice lokust a oproti
monoterpenovym genetickym markerim se alozymové projevuji kodominantné¢ (White
etal., 2007). Pti pouziti chemického obarveni né€kolika alozymi nelze dosdhnout vyssiho

poctu sledovanych lokust nez 25 (Eriksson et al., 2006).

3.3 3 Molekularni markery

V 80. letech minulého stoleti se v lesnické genetice zacaly vyuZivat molekularni
genetické markery neboli DNA markery (lisici se iseky DNA) (White et al., 2007). Diky
svému charakteru maji Siroké spektrum vyuziti v riznych sférach biologie napiiklad
v populaéni genetice, fylogenetice, ekologii nebo evoluci (Loxdale et al., 1998). Jejich
pomoci lze jednoduse rozliSovat rozdily v genetické informaci, jeZ je sledovana u danych
jedinct.  PouZivdni DNA markerii ma nékolik vyhod. Zpravidla byvaji nezavislé
na vnéj$§im prostiedi, lze nedestruktivné testovat rozsahly materidl (pfi analyze
se vyuziva pouze mala Cast rostlinné tkané) a umoznuji sledovat vétsi pocet potfebnych

znakt (Mondini et al., 2009).

DNA markery jsou zaloZené na polymorfismu sekvenci DNA, kdy lze zjistovat
variabilitu na irovni DNA (Williams et al., 1990). Pti zkoumani genetickych informaci

vybranych jedinct jsou vyhledavany DNA markery s vysokou mirou polymorfismu.
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Proménlivost dvou a vice jedinc nebo populaci a Groven genetické struktury je dana
alelickymi frekvencemi jednotlivych alelickych variant v lokusech (Paule, 1992).
Dle mista vyskytu se DNA markery rozliSuji na mitochondrialni, jaderné
a chloroplastové  (plastidové). Pochazi-li DNA z bunééného jadra, oznacuje
se DNA, z mitochondrie je oznacovana jako mtDNA a z plastidu je oznaCovana jako
CpDNA (Eriksson et al., 2006). Jaderna DNA mutuje asi 20krat pomaleji a nachazi
se v bunice v méné kopiich nez mtDNA. Mitochondridlni DNA se tedy oproti jaderné
DNA snaze amplifikuje, dale je vice odolna vuéi degradacim, proto ji lze 1épe ziskat
I ze starSich vzorkti (Loxdale et al., 1998). Pro analyzovani molekularnich markert
existuji mnohé metody (Eriksson et al., 2006). Markery na Grovni DNA mohou byt
kodominantni RFPL markery nebo dominantni RAPD markery (Williams et al., 1990).

Mezi klasické metody patii RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)
analyza. Poprvé byla pouzita vroce 1974 (Potter et al., 1975). Pomoci restrikénich
enzymi jsou rozliSovany specifické sekvence DNA, dochézi ke §tépeni a produkci
restrikénich fragmentl urcité délky. Tyto fragmenty jsou zobrazovany pomoci gelové

elektroforézy. Dnes e jedna pouze o okrajové pouzivanou metodu (Botstein et al., 1980).

Vroce 1985 byla objevena metoda analyzy pomoci PCR reakce
(Saiki et al., 1985), coz napomohlo k rozvinuti mnoha molekularné biologickych metod.
Jednou z nich je RAPD (random amplified polymorphic DNA). Pti analyzovani pomoci
této metody je potfeba jen velmi malé mnoZstvi templatové DNA, protoze RAPD
markery slouzi k identifikaci polymorfisma zalozenych na sekvenci malého mnozstvi
DNA na velkém poctu lokust. Metoda umoziuje rychlou identifikaci a screening vzorkd.
Jeji aplikace nevyZaduje znalost cilovych DNA sekvenci a studovaného genomu, jsou
vyuzivany ndhodné generované primery (Obornik et al., 2000). Pouziti této metody
je vhodné pfi omezeném mnozstvi DNA a u anonymnich genomu (Hadrys et al., 1992).

Touto metodou Ize detekovat polymorfismus v celém genomu (Obornik et al., 2000).

Dalsi metodou je AFLP (amplified fragment length polymorphism), ktera
je kombinaci PCR a RFLP (Vos et al., 1995). Nejprve dochazi k restrikci genomické
DNA a ligaci adaptort, poté k pre-selktivni a selektivni amplifikaci (PCR). Nakonec jsou
vzorky vyhodnoceny pomoci fragmentacni analyzy (elektroforéza). ALFP metoda
rychlé a u¢inné generovani velkého mnoZstvi dominantnich markert, které pokryvaji cely
genom (Meksem, et al., 1995). V porovnani s RFLP, RAPD, biochemickymi markery
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nebo mikrosatelity je AFLP z hlediska miry aplikovatelnosti vysledkd, casu, naklada
amiry rozliSeni srovnatelna anebo vyhodné&jsi (Mueller et al., 1999) Tato metoda
je zejména vyuzivana ke genetickému mapovani (vyznamné kvalitativni a kvantitativni

znaky) a ptipravé markert (Ballvora et al., 1995).

Mezi dalsi metody patii jednonukleotidovy polymorfismus neboli SNPs (single-
nucleotide polymorphism) markery. Nejcastéji dochazi k substituci jednoho nukleotidu
v sekvenci DNA za jiny. Mize byt jednobodova, pii niz se urCitd alela vyskytuje
v populaci s frekvenci niz8i nez 1 %. Pti vy$$im vyskytu se jedna o jednobodovou zaménu
mutaci. V populaci se nejcastéji vyskytuji SNPs markery ve formé¢ 2 moznych alel (bi-
alelické markery). Oproti mikrosatelitim jsou stabilnéj$i vi¢i mutacim, proto jsou
vhodné zejména ke studiu komplexni genetické charakteristiky genomt a k pouZiti
ve studiich populaénich genetiky (Jehan et al., 2006). Jak jiZ bylo zminovano vyse, dalsi
moznosti pfi analyzovani DNA je pouziti mikrosatelitd, coz jsou kratké opakujici
se sekvence DNA. K jejich objevu doslo v 80. letech minulého stoleti (White et al.,
2007).
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3.4 Mikrosatelity

Mikrosatelity, bézné¢ oznaCované zkratkami SSRs (simples sequence repeats),
STRs (short tandem repeats) nebo VNTRs (variable number of tandem repeats)
(Edawards et al., 1991; Tautz, 1989), jsou povazovany za vysoce polymorfni markery
DNA a jsou dobte vyuzitelné pro studium genetické variability lesnich dfevin (Machova
et al., 2016). Nachazi se v jaderné i organelarni DNA (Weber et al., 1989). Vyhodou
mikrosatelitii je to, Ze vykazuji vysokou variabilitu a nalézaji se v kodujicich a zejména
v nekodujicich sekvencich DNA, diky velkému mnozstvi variant je mozné identifikovat
jednotlivé jedince (Zane et al., 2002). Proto je mikrosatelity vhodné pouzivat i pii studiu
genového toku mezi populacemi. Nicméné je potiebné brat na zietel, Ze variabilita
se odrazi pouze na studovanych lokusech (Selkoe et al., 2006). Mikrosatelity maji
kodominantni  charakter, cozumoznuje odliSit homozygoty od heterozygott
ajsou dédény podle Mendelovskych zakont (Jarneet al., 1996). Vysokou miru
polymorfismu Ize demonstrovat velkym mnozstvim alel (bézné i 25 na lokusu) (Zane et
al., 2002). Mikrosatelitové markery jsou specifické pro kazdy druh, proto je zapotiebi

znat hrani¢ni sekvence amplifikujiciho se mikrosatelitového lokusu (Selkoe et al., 2006).

Mikrosatelit predstavuje repetitivni sekvenci DNA. Opakovani sekvenci
DNA mizeme rozdélit do tfi zakladnich skupin (isté, slozené a prerusované). Cistou
repetici Ize popsat jako CACACACACA, slozenou si lze piedstavit
jako CACACAGAGAGA apieruSovana repetice vypada takto CATTCACATTCA
(Jarne et al., 1996). Motivy repetice jsou nejcasté&ji tvofené opakovanim mono-, di -, tri —
nebo tetranukleotidi. Repetice Vv uréitém lokusu (Easti DNA) definuji alelu
(Litt et al., 1989). V lokusech se obvykle nachazi 5 az 40 opakovani, mohou byt i delsi
(Selkoe et al., 2006). Alely jsou zvyraznény amplifikaci uréenych mikrosatelitovych
usekii pomoci PCR reakce a elektroforézy. Nasledné jsou alely porovnavany
s velikostnim standardem o zndmych velikostech a jejich vzdjemnou pozici

(Jarne et al., 1996).

Pomoci mikrosatelitovych markerd lze ziskat uréitou predstavu o vztazich
mezi alelami, nevyhodou je Casova, finan¢ni i technicka narocnost. Je nutné vytvofit
nejprve primery (forvard a reverse) pro studovany druh, které se vyuziji pfi PCR
amplifikaci, pficemz musi byt znama sekvence okolnich usekii DNA (Zane et al., 2002).

Sekvence primert mohou byt ziskavany prohleddvanim znamych sekvenci obsazenych
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v riznych databazich (napt. GenBank nebo EMBL, zde jsou piedevsim sekvence
modelovych organismi, hospodaiskych zvifat ¢i kulturnich plodin), z jiz publikovanych

studii anebo nov¢ izolaci z genomovych knihoven (Tautz, 1989).

3.4.2 Multiplex

Pouziti multiplexu je vyhodnou a efektivni metodou, béhem niz dochazi
ke snizeni celkovych nakladt genetickych analyz (Balcket et al., 2012). Multiplex
je tvofen vybranymi primery, pfi¢emz je nutné zvazit jejich délku, umisténi a postaveni
vzhledem k ostatnim primerdm (Dieffenbach et al., 1993). Vyuziti multiplexi pii PCR
spoc¢iva v simultanni amplifikaci nékolika oblasti DNA templatu anebo v aplikaci vice
nez jednoho souboru primerd na ncékolika DNA templatech zéaroven
(Leferve et al., 2012). Multiplex je komplex né€kolika primert majicich schopnost
amplifikovat vicero riznych mikrosatelitovych lokust béhem jedné PCR reakce.
Na zakladé vysledkt analyzy pomoci elektroforézy jsou vytvotreny multiplexy primeri
pro pouziti v PCR reakci. Déle jsou pouZivany jen ty primery, u nichZ dochazi
k amplifikaci a vykazuji polymorfni charakter. Tvorba multiplexti umoznuje snizit
finan¢ni naklady a ¢asovou naro¢nost analyzy. Pti sluCovani primertt musi byt dodrzena
urcitd pravidla. Amplifikované lokusy se musi dostatecné liSit ve svych délkéach.
U jednotlivych primer nesmi dohazet béhem spole¢né PCR reakce k vytvéareni dimert.
Pfi tvorbé multiplexu je vyuZivdno znafeni barvami pomoci fluorescenénich sond
(Cervena, zluta, zelena, modra a oranzova pro velikostni standard). Barev je vyuzivano
hlavné¢ v ptipadech, kdy se vV jednom multiplexu vyskytuji primery s obdobnou délkou.
Dle pouzivanych zdrojl I1ze vy¢ist ocekavana reakce jednotlivych primerd. Nasledné je

ptistoupeno k optimalizaci multiplexu.

3.4.3 Mikrosatelitové primery u borovice lesni

Geneticka variabilita borovice lesni je rozloZena pievazné uvniti populaci nikoliv
mezi nimi. Urovefi vnitropopulaéni genetické diverzity v celém jejim arealu rozsiteni
je podobné vysoka (Wachowiak et al., 2014). Pfedchozi studie ukazaly, Ze geneticka
diverzita i mezi vzdalenymi populacemi je nizka (Naydenov et al. 2007; Provan et al.,

1998; Prus-Glowacki et al., 2012). Tato homogenita je piisuzovana spolecnému puvodu,
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rozséhlému toku genidt (Chybicki et al., 2008) a absenci vétsich geografickych bariér
(Naydenov et al., 2007).

Pro ziskani optimalnich informaci o genetické proménlivosti vybranych jedinct
je nutné vyhledat DNA markery vykazujici vysokou miru polymorfismu (Paule, 1992).
U borovice lesni se jako nejvyhodnéjsi DNA markery pro ovéfovani polymorfismu jevi
jaderné mikrosatelity nSSR (nuclear simple sequence repeats) (Harrison, 1996).
Nejroz§ifenéj$im typem repetitivni sekvence DNA u rodu Pinus je trinukleotidova, ktera
je nasledovana dinukleotidovou. Tetranukleotidova repetitivni sekvence se vyskytuje
pouze ziidka. Béznymi typy motivl u tfinukleotidové repetice jsou AGG, AGC a AAG,
u dvounukleotidové AG a AT, fid¢eji AC a CG (Changé et al., 2004). Genetickymi
studiemi mikrosatelitovych markerd borovice lesni se zabyvali napf. tito autofi:
Bernhardsson et al., 2016; Sebastiani et al., 2011; Soranzo et al., 1998 nebo Change et
al., 2004. V téchto odbornych publikacich Ize dohledat primery specifické pro dany lokus
u borovice lesni. Pii vybéru mikrosatelitovych primert je nutno dbat na specificitu
a efektivitu amplifikace. Specificita primeru na nizké nebo stfedni tirovni vytvati pii PCR
reakci produkty s nesouvisejicimi ¢i nepozadovanymi amplikony. Toto je mozno
vizualizovat za pomoci elektroforézy. Efektivita je spojena s délkou primeru a vyjadiuje,
jak presné je schopny se primerovy par amplifikovat na produkt PCR (Dieffenbach et al.,
1993).

Limitujicim faktorem u borovice lesni a pfibuznych druht je relativné nizky pocet
publikovanych a vyvinutych mikrosatelitovych primerd. S nastupem novych technologii
sekvenovani se do budoucna pocita s tim, Ze se jejich pocet zvysi (Ganea et al., 2015).
Pro borovici lesni jsou specifické mikrosatelitové primery série SPA, psyl a PtTX.
Markery série psyl byly testovany na tfech geograficky vzdalenych populaci borovice
lesni (Rusko, Finsko). Bylo zjisténo, ze celkovy pocet detekovanych alel na lokusech
psyl2, psyl16, psyl 17, psyl36, psyl42 a psyl157 se pohybuje mezi 3 az 6 (Sebastiani et
al., 2011). Markery série SPA byly vyvinuty pii studii provedené na 14 vzorcich DNA
borovice lesni, kdy bylo na téchto lokusech detekovanych 6 az 10 alel (Soranzo et al.,
1998). Primery série PtTX byly vyvinuty pfi studii genetické diverzity borovice lesni
na uzemi Italie, kdy se pocty detekovanych alel pohybovaly v rozmezi 21 az 151 alel
(Belleti et al., 2012). Vyvojem optimalnich multiplexi pro borovici lesni se zabyvala
studie genetické diverzity ve tfech pfirodnich populacich borovice (severni a jizni

Svédsko, Mad'arsko), publikovana autory Ganea et al. v roce 2015. Bylo testovano
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234 parh primerq, které byly dostupné v predchozich studiich (Soranzo et al., 1998; Echt
etal., 1999; Auckland et al., 2002; Liewlaksaneeyanawin et al., 2004; Fisher et al., 1998;
Change et al., 2004).
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3.5 Vyhodnocovani molekularné-genetickych dat

3.5.1 Vyhodnocovani pomoci softwaru

Softwarové programy funguji na principu automatického vyhodnocovani dat

ziskanych béhem fragmentacni analyzy pomoci sekvenatoru.

3.5.1.1 Software pro zpracovdni surovych dat

K vyhodnoceni genotypu jedince lze vyuzit naptiklad softwarovy program
Genemarker od firmy SoftGenetics nebo GeneMapper od firmy AppliedBiosystems
(Peakall et al., 2012).

Softwarovy program GeneMarker je pro svoji kompatibilitu s vystupy
z dostupnych sekvencnich systémi hojné pouzivany odbornou vefejnosti. Tato
technologie umoziuje jednoduchost analyzy mikrosatelitovych primerd v rozsahu
ucinnosti daného primeru. Automaticky vyhodnocené¢ fragmenty DNA, které
jsou pomoci programu zobrazeny jako tzv. peaky, vyzaduji pro zpiesnéni vystupnich dat
manualni kontrolu. Po analyzovani vSech vstupnich dat pomoci Genemarkeru jsou

konkrétni genotypy exportovany a statisticky vyhodnoceny (SoftGenetics, 2014).

3.5.1 Software pro hodnoceni dat

Jednim ze softwarovych programi umoziujicim analyzu populacnich
genetickych dat je GenAlEx, ktery nabizi pratelské a intuitivni rozhrani.
Lze ho interpretovat jako dopliujici balicek k programu MS Excel, ktery je volné
piistupny. Proto je snadno uzivatelsky dostupny a Siroce vyuzivany odbornou vefejnosti.
Jeho pomoci Ize na zaklad¢ vloZenych haploidnich, diploidnich kodominanci nebo
binarnich dat vytvaret genetické populacni analyzy rostlin, Zivo¢ichli i mikroorganismu
(Peakall et al., 2006). U sledovanych lokusi borovice lesni jsou ziskanymi daty
pro kazdého jedince bud’ dvé shodné hodnoty alel (homozygot) anebo dvé rizné hodnoty
alel (heterozygot). Pomoci tohoto programu lze ziskat ohodnoceni genetickych
vzdalenosti mezi populacemi, také umoZziuje analyzy pomoci F-statistiky, analyzu

alelovych frekvenci, analyzu genetické diverzity nebo piibuznosti, AMOVU, PCoA
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a dalsi (Peakall et al., 2012). Dale Ize na bazi matice genetickych vzdalenosti z informaci
o alelovych frekvencich pomoci softwaru POPTREEw vytvofit fylogeneticky strom
(Takezaki et al., 2014).

V neposledni fad¢ je mozno provést frekvencni a identifika¢ni analyzy pomoci
softwaru CERVUS. Aby bylo mozné vyuzit tento software musi byt genotypy diploidni.
Po splnéni této podminky je mozno vyuzit frekvencni analyzu, kterd zahrnuje vypocet
Cetnosti vyskytu vybrané alely v populaci pro kazdy lokus vcetné ovéieni platnosti
Hardy-Weinbergovy rovnovahy a pifitomnosti nulovych alel (Kalinowski et al., 2007).
Takto je mozné urcit vhodnost pouziti jednotlivych konkrétnich lokust pro nasledujici
analyzy. Dale tento software umoziuje analyzy identity jedinct slouzici k identifikaci
totoznosti vybranych jedinct, a to i v piipadé dvou neodpovidajicich genotypti na vSech
zkoumanych lokusech. Tuto analyzu lze pouzit v ptipadech, kdy jsou vzorky odebirany
z neznacenych jedinct nebo pro studie, které vyuzivaji neinvazivniho odbéru vzorku
z tkani. Dale je mozno pomoci softwaru CERVUS provadét i analyzu rodicovstvi

(Marshall et al., 1998).

3.5.2 Statistické analyzy

Statistické analyzy, které funguji na principu genetickych vzdalenosti, jsou
zakladem k vytvofeni matice genetickych vzdalenosti. Nejcastéjsim zpiisobem vypoctu
genetické vzdalenosti mikrosateliti je urCeni pomoci parové genetické vzdalenosti.

Matice lze vyuzit pro analyzu hlavnich koordinat nebo pro analyzu molekularni variace.

DalSim typem statistickych analyz jsou analyzy zaloZené na frekvenci pracujici
surcenim alelovych frekvenci. Na zéklad¢ této analyzy je moZno vypocitat dalsi
parametry (napt. F-statistiku, pravdépodobnost identity nebo Shannontiv index diverzity).

Alelovou frekvenci lze vypocitat z vztahu popsaného nize.

2Nxx + Nxy

Frek lely x =
rekvence alely x N
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Nxx piedstavuje poc¢et homozygoti pro alelu X, Nxy je pocet heterozygott s alelou
X ay predstavuje jakoukoliv jinou alelu. Takto jsou postupné stanoveny alelové frekvence

lokus po lokusu (Peakall et al., 2012).

3.5.2 F-statistika

Wrightova F-statistika je zfejmé nejrozsifenéjsi statistikou v oblasti populacéni
geneticky. F-statistikou jinak fixacnim indexem Se V popula¢ni genetice pouziva
pro popisovani statisticky o¢ekavané urovné heterozygotnosti v populaci. Pouizti F-
statistiky je mozné, protoze rozdéleni populace na subpopulace je spojeno s efekty
podobnymi inbreedingu (nadmérnou homozygotnosti) Pracuje s korelaci mezi geny
na riznych trovnich populace. Korelace je ovlivnéna vyvojovymi pochody vyznamnymi
pro populacni genetiku (napf. migrace, mutace, pfirozeny vybér nebo inbreeding). Dale

je mozno ji vyuzit pfi urovani efektivni velikosti populace.

Fixa¢ni index F vyjadiuje pokles heterozygotnosti v subpopulacich, které
se utvorili vramci velké populace. Dosahuje hodnot od -1 dol. Hodnoty blizici
se 1 naznacuji pfitomnost nulovych alel nebo inbreeding. Hodnoty, které se pohybuji
v zapornych Cislech, naznacuji piebytek heterozygoti. Hodnoty blizici se nule jsou
ocekavany za predpokladu nahodného parovani. Index F je mozné vyjadiit nasledujici
rovnici.

He — Ho
F- (H_e)

He vyjadiuje ocekévanou heterozygotnost (podil heterozygotnosti ofekavany

za predpokladu ndhodného pérovéani) a Ho piedstavuje pozorovanou heterozygotnost

(podil N vzorki, které jsou na daném vzorku heterozygotni) (White et al., 2007).

Ho neboli pozorovanou heterozygotnos (podil N vzorkd, které jsou heterozygotni

na daném lokusu) Ize vyjadfit nasledujicim vztahem.

_ No_of _Hets

H
° N
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Ocekavanou heterozygotnosti He (podil heterozygotnosti ocekavany za podminek
nahodného kiizeni) 1ze vyjadiit nasledujici rovnici, pficemz pi je alelova frekvence i-té

alely.

Hezl—z;?iz

Dale lIze fixa¢ni index popsat 3 zakladnimi ukazateli (F;g, Fjra Fgp). Pomoci

F;sse znazoriiuje porovnani jednotlivce s konkrétni subpopulaci a vyjadiuje se pomoci

He—Ho Firporovnava jednotlivce s celkovou populaci a vyjadiuje

této rovnice: Fig, =
He

Ht—H,

se takto: Fyp = —

Fsrje ukazatel porovnavajici konkrétni subpopulaci s celkovou

Ht

H_tﬁe. (Peakall et al., 2006). Vztah

populaci a je vyjadien nasledujicim vztahem: Fg; =
mezi ukazateli je znazornén nize (obrazek ¢. 6), kdy | predstavuje jedince, S znazoriuje

subpopulaci a T znazornuje celkovou populaci (Holsinger et al., 2009).

- Fu H"\
{ ¥
I ‘ S T

r s

\_\ FIF: f k\ Fsr f

o

Obrazek 4: Vzajemny vztah mezi 3 ukazateli F indexu (zdroj: Holsinger et al., 2009)

Pti kodominanci 1ze heterozygotnost stanovit dle Clarka (Clark et al., 1989) témito
vztahy. Ho je pozorovana heterozygonost v subpopulaci, He piedstavuje ocekavanou
heterozygotnosti v subpopulaci a HT je celkova o¢ekavana heterozygonost (kdy jsou

spojeny vSechny subpopulace).

k
Ho = ZHo/k

i=1
Kdy Ho je pozorovana heterozygotnost v subpopulaci i a k predstavuje pocet

subpopulaci.
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k
He = zHe/k

i=1
Kde He je o¢ekavana heterozygotnosti v subpopulaci s a pis frekvence i-té alely

v sobpupulaci s.

k
HT =1- Epi%i
i=1

Kde HT je celkova ofekavana heterozygotnosti a pTi predstavuje Cetnost alely |
v celkové heterozygotnosti populace. Jestlize jsou velikosti vzorka dil¢ich populaci

stejné, pak pTi je rovno pi.
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4. METODIKA

4.1 Popis semennych sadt borovice lesni

V roce 2020 byl ve tiech semennych sadech borovice lesni (obrazek ¢. 5)

uskutecnén sbér genetického materialu.
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Obrazek 5: rozmisténi t zdjmovych semennych sadii v CR (zdroj: mapy.cz)

4.1.1 Semenny sad Doubrava (Plasy)

Semenny sad Doubrava byl zalozen vroce 1980, za ucelem vysadby
pahorkatinného ekotypu borovice lesni. Nachazi se v PLO 6, SLT 31 a HS 8241. Lesni
vegetacni stupen je 2. Nalezi Lesni spravé Plasy a leZi v rovinatém terénu asi 380 m. n.
m (obrazek ¢. 6), je obklopen smisenym lesem. Celkova plocha semenného sadu ¢ini

6,48 ha. Kolem sadu se nevyskytuji dospélé borové porosty.
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Obrazek 6: Poloha semenného sadu Doubrava (zdroj: mapy.cz)

V semenném sadu se nachazi 87 klont, 1165 ramet ve sponu 6 x 6 m. Klony
pochazi z okoli Plas, Bolevce, Velkého Meziti¢i, Kalisté, Nepomuku, HorSovského Tyna

a Pfimdy.

4.1.2 Semenny sad Holicky (Treboit)

Semenny sad Holicky evidenéni &islo byl zaloZeny v roce 1981. Nachazi
se na tizemi Lesni spravy Trebon. Rozprostird se na ploSe 5,35 ha. Je umistén asi 5 km

vychodné od mésta Tiebon v blizkosti feky Luznice (obrazek ¢. 7).
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Obrazek 7: Poloha semenného sadu Holicky (zdroj: mapy.cz)
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Sad nalezi k PLO a je ze vSech stran chranén smrkovymi porosty. Primérny thrn

srazek se pohybuje okolo 650 mm, primérna rocni teplota je 7,5 °C. V semenném sadu

se nachazi 108 klont a 1309 ramet pahorkatinného ekotypu borovice lesni. VSechny

klony pochazi z revirii spadajicich pod LS Ttebonn a LS Jindfichliv Hradec a nalezi

k regionalni populaci borovice tfebonské.

4.1.3 Semenny sad Hradek (Décin

Semenny sad Hradek byl zalozen v roce 2003. Sad je soucasti Lesni spravy DéCin

(obrazek ¢. 8).
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Obrazek 8: Poloha semenného sadu Hradek (zdroj: mapy.cz)

Rozprostira se naplose 1,33 ha vLVS 5 a 6. V semenném sadu se nachdzi

regionalni populace ndhorniho ekotypu borovice lesni 5. a 6. LVS z oblasti LuZické

piskovcové vrchoviny. V sad¢ je 78 klont a 474 ramet.
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4.2 Sbér vzorki a priprava vzorki

V roce 2020 byl ve tiech semennych sadech borovice lesni, které jsou soucasti
Lesnich sprav Plasy, Trebon a DécCin, uskutecnén sbér genetického materialu, presnéji
letorostd s pupeny, do uzaviratelného plastového obalu. Celkové bylo ze semenného sadu
Vv Tieboni odebrano 109 vzorku, ze semenného sadu v Plasich bylo sebrano 87 vzorku
a ze semenn¢ho sadu v DECin€é bylo odebrano 76 vzorkli. Celkové bylo sebrano
272 vzorkii v podobé letorosti. VSechny vzorky byly opatfeny unikatni znackou
skladajici se ze tii identifikacnich znakl. Prvnim znakem je velké pismeno oznacujici
nazev semenného sadu (T = Trebon, P = Plasy, H = Dé&Cin, resp. Hradek). Kazdy klon ma
pfifazeno své specifické identifikacni ¢islo. Takto sebrané vzorky byly nasledné hluboce

zamrazeny (-75 °C).

4.2.1 Izolace DNA

4.2.1.1 Priprava vzorki

Pted izolaci DNA bylo nutno pupeny oddé¢lit od letorostli a néasledné pupeny
oCistit od vnéjSich obalti. Takto ptfipravené pupeny byly vkladany po dvou do 2 ml
zkumavek znacky Eppendorf fadné€ oznacenych identifikacnimi znackami jednotlivych
vzorkll. Dal§im krokem je homogenizace pfipraveného genetického materialu, aby doslo
K rozruseni bunék. Homogenizace byla provedena pomoci oscilaéniho mlyna. Do kazdé
zkumavky byly pfidany dvé kulicky ze slitiny wolframu, karbidu a oceli. Pfed zacatkem
drceni byly vzorky zmraZzeny za pomoci tekutého dusiku na teplotu -196 °C. Rozdrcené

vzorky byly opé&t hluboce zmrazeny.

4.2.1.2 Postup izolace DNA

Na izolaci DNA z pupent borovice lesni byl pouzit kit NucleonSpin® Plant II
od vyrobce MACHEREY-NAGEL. lzolace byla provedena dle izola¢niho protokolu

vyrobce.
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4.2.1.3 Koncentrace DNA

Koncentrace vyizolované DNA v 1. eluci borovice lesni byl méfena pomoci
laboratorniho  pfistroje s pfisluSnym softwarem Nanodrop2000. Nanodrop2000
je sirokospektralni spektrofotometr, ktery je schopen méfit vzorky o objemu 0,5 ul az 2 ul
s velmi vysokou ptesnosti. Pfistroj je proto vhodny na méteni koncentraci a Cistoty DNA,
resp. nukleovych kyselin. Pfed samotnym méfenim je nutné vyizolovanou DNA v 1. eluci
zhomogenizovat pomoci vortexu a centrifugy. DalSim nezbytnym krokem je provést
kalibraci pfistroje pomoci elu¢niho bufferu PE, ktery stanovi standartni Cistotu. Nasledné
se z aktualné méfeného vzorku pomoci pipety odpovidajiciho rozsahu odebere 1 ul, ktery
byl obezietn¢ napipetovan na konec spodniho optického vlakna piistroje. Piiklopenim
vrchni Casti pristroje dochazi ke kontaktu spodniho optického vldkna s hornim a vznika
sloupec tekutiny. Vznikly sloupec je proméien, zjiSténé hodnoty jsou softwarové
zpracovany. Vzorek obsahujici DNA borovice lesni je typicky vyliSen kiivkou (obrazek

¢. 9), jeho Cistota ve vinové délce 260/280 nm se pohybuje v rozmezi hodnot 1,7 az 1,9.

Obrazek 9: Vysledna kiivka zndzorniujici DNA

4.2.1.4 Piiprava vzorku izolované DNA

U vyizolované DNA bylo nejdiive potifeba v co nejvétsi mozné mife sjednotit
hodnoty vstupnich koncentraci. VSechny koncentrace izolované DNA byly
zaznamenavané béhem analyzovani pomoci technologie Nanodrop. Hodnoty koncentraci
se pohybovaly od 23,9 ng/ul do 1763,2 ng/ul. Jako idealni hodnota koncentrace DNA
byla ur¢ena hodnota 20 ng/ul, proto byly vSechny vzorky izolované DNA fedény na tuto
hodnotu. Ke vzorkiim s vétsi koncentraci nez 20 ng/ul byly fedény pomoci ultra ¢isté
vody tak, aby byl findlni objem 20 ul. MnoZstvi ultra ¢isté vody bylo u jednotlivych

vzorkli zjistovano jako findlni objem néasobeny pozadovanou koncentraci. ZjiSténa
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hodnota byla podé¢lena zjisténou hodnotou koncentrace z Nanodropu. Vyslednou hodnotu

je nutné odecist od pozadované koncentrace.
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4.3 Vybér mikrosatelitovych primeri

K vytvofeni findlniho souboru mikrosatelitovych primerd bylo vyuzivano
vyhledavani v odbornych ¢lancich zvetfejnénych v internetovych databazich (pfedevsim

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

4.3.1 Inicialni vybér

Pii vyhledavanich primert v odborné publikovanych ¢lancich bylo nalezeno
44 primerd nachazejicich se na nasledujicich lokusech (tabulka ¢. 2). Primery byly
zkoumany nasledujicimi autory: Genae et al., 2015; Auckland, 2001; Gonzales et al.,

2017; Soranzo et al., 1998; Changé et al., 2004; Sebastiani et al., 2012.

Tabulka 2: Seznam nalezenych primert a zdroje

PtTx 2093 PtTx 4034 PtTx 3125 psyl 36

PtTx 3122 PtTx 4140 PtTx 4004 psyl 42

PtTx 4016 PtTx 2034 PtTx 4061 psyl 44

PtTx 4092 PtTx 2119 PtTx 4011 psyl 57 psyl 19

PtTx 4137 PtTx 2146 SPAC 7:14 spac 12.5

PtTX3025 PtTx 3045 psyl 2 PtTx 4001

PtTx 3112 PtTx 3091 psyl 16

PtTx 4005 PtTx 3116 psyl 17

Ganea et al., 2015 Gonzales et al., 2017 Changé et al., 2004

Auckland, 2001 Soranzo et al., 1998 Sebastiani et al., 2012

S vytipovanymi primerovymi sekvencemi bylo provedeno testovani amplifikace
a dale byla zkoumana kvalita jejich amplifikacnich schopnosti. Byly vyfazeny primery
s nespecifickou amplifikaci ¢i s monomorfnim charakterem amplifikace. Celkové bylo

vybrano 19 primera vykazujicich kvalitni amplifika¢ni schopnosti (tabulka ¢. 3).
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Tabulka 3: Seznam testovanych primerovych part

Nazev Forward primer Reverse primer
1 | psyl2 TTGCTTTTGCAGAACATTCG GTCCTGCAGGCAATCAAAAT
2 | psyl 17 TGGTCTGCAAATCAATCGAA GGGTAGGAATGCAAGTTAGGC
3 | psyl 42 CAACTTCAGCCTTGCAACAA CGACTTCATTTGGAACACCA
4 | psyl 44 TCCAAGTTCGGTTCCTTGTC GACACGATGGATTCCCTGAT
5 | psyl 16 GCTCTGCCCATGCTATCACT TGATGCTACCCAATGAGGTG
6 | psyl 36 TATCATCGAGAGCCCCAAAA GAAAGGCGAAAGCAAAAGTG
7 | psyl 57 CCCCACATCTCTACAGTCCAA TGCTCTTGGATTTGTTGCTG
8 | ssrPt_ctg 4698 | CGAAAAGGTGGTTCTGATGG TTTTCCGCTGGATTTACCAC
9 | SPAC7.14 TTCGTAGGACTAAAAATGTGTG CAAAGTGGATTTTGACCG
10 | SPAC 12.5 CTTCTTCACTAGTTTCCTTTGG TTGGTTATAGGCATAGATTGC
11 | Ctg4363 TAATAATTCAAGCCACCCCG AGCAGGCTAATAACAACACGC
12 | Ctg1376 CGATATTATGGATTTTGCTTGTGA | AAATGCATGCCAAACTTAAATAC
13 | PtTx 3016 CCATGCCTCCAAACTCC TCTCTTCCTCCACTCCTCTC
14 | PtTx 3020 GTCGGGGAAGTGAAAGTA CTAGGTGCAAGAAAAGAGTAT
15 | PtTx 3049 GAAGTGATAATGGCATAGCAAAAT | CAGACCCGTGAAAGTAATAAACAT
16 | PtTx 4011 GGTAACATTGGGAAAACACTCA TTAACCATCTATGCCAATCACTT
17 | PtTx 3107 AAACAAGCCCACATCGTCAATC TCCCCTGGATCTGAGGA
18 | PtTx 4001 CTATTTGAGTTAAGAAGGGAGTC | CTGTGGGTAGCATCATC
19 | PtTx 3013 GCTTCTCCATTAACTAATTCTA TCAAAATTGTTCGTAAAACCTC

4.3.2 Prvotni testovani amplifikace

Pro prvotni testovani produkti amplifikace byla vyuzita gelova elektroforéza.
Nejprve byly kizolované DNA nékolika jedincti piidany testované primery s dalSimi
slozkami PCR sm¢ési. Byla provedena PCR reakce, jejiz produkty byly podrobeny analyze
na agar6zovém gelu. Touto analyzou bylo zjistovano, zda se dany mikrosatelitovy lokus

pomoci primerd amplifikuje.
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Aplikované vzorky DNA materidlu, které prosly namnoZenim pomoci PCR
reakce, byly obarveny pomoci ethidium bromidu, ktery po ozafeni emituje svétlo.
Ke vzorkim je pfidan na konec fad velikostni standard tzv. DNA ladder o objemu 5ul.
Nasledné se elektroforeticky piistroj pfipoji ke zdroji elektrického napéti, pficemz byl
pfistroj nastaven na hodnotu elektrického napéti 90 V. Doba trvani elektroforézy
pro analyzu PCR produkti byla stanovena na 30 minut. Po uplynuti 30 minut byla
elektroforéza ukoncéena, doslo K odpojeni zdroje elektrického napéti a gel byl opatrné

vyjmut. Pomoci UV transluminatoru byl gel prosvicen a vyfocen (obrazek ¢. 10).

.*"HHMMMWWHH»—wm

- él' -

Obrazek 10: Prosviceny gel z elektroforézy (zdroj: archiv autora)

Na zékladé€ testovani jednoprimerovych reakci byly nasledné sestaveny reakéni
PCR multiplexy. Byly testovany dva multiplexy. Pfi tvorbé multiplexu bylo vychazeno
z odbornych ¢lanki od autortt Ganea et al., 2015, Gonzalez-Diaz et al., 2017, Soranzo
etal.,, 1998, Changé et al., 2004, Sebastian et al., 2012. Jako nejvhodné&jsi zdroj byl
vyhodnocen Ganea et al., 2015 (tabulka ¢. 4).
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Tabulka 4: Vybrané primery a podminky pro PCR (zdroj:Genea et al.,2015)

Lokus Multiplex Primer pair concentration (UM) PNA Allele size range (bp)
PtTx3013 1 0,2 0,244 90-120
PtTx3016 1 0,8 0,174 250-270
PtTx3020 1 0,4 0,031 150-170
PtTx4011 1 0,8 0,186 260-270
PtTx3049 1 0,8 0,237 280-320
Ctg4363 2 01 0,046 90-120
SPAC125 |2 0,2 0,098 130-210
Ctg1376 2 0,8 0,361 90-120
PtTx3107 2 0,3 0,262 140-160
PtTx4001 2 1 0,146 260-280

Pro PCR amplifikaci byla piipravena smés danych forward a reverse primerd,

Mastermixu (Type-it Microsatelite PCR roztok) a ultracisté vody (tabulka ¢. 5).
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Tabulka 5: Piiprava vstupnich hodnot vzorkt pro PCR reakci

Primer foreward/reverse ul
1 Ctg 4363 f 0,05
r 0,05
2 SPAC 12,5 f 0,3
r 0,3
3 Ctg 1376 f 0,4
r 0,4
4 PtTx 3107 f 0,15
r 0,15
5 PtTx 4001 f 0,5
r 05
6 PtTx 3013 f 0,1
r 0,1
7 PtTx 3016 f 0,4
r 04
8 PtTx 3020 f 0,2
r 0,2
9 PtTx 3049 f 0,4
r 0,4
10 PtTx 4011 f 0,4
r 0,4
Reakce ul
primery 58
dH20 0,2

Master mix 7

plus DNA 1




Vlastnosti komeréné predpiipravené PCR smési (type-it mastermix) usnadiuji
spravné nasednuti vSech primerovych sekvenci, které jsou v reakci pfitomny
i za pfedpokladu, ze tyto primery maji rozdilnou teplotu optimalniho nasedani
(tzv. annealingu). Ptipravena smés byla podle vypocitaného mnozstvi pipetovana
do pripraveného plata s jamkami, nasledné byl do jamek piipipetovano 1 ul DNA. Plato
je ihned po ptidani vzorkl do jamek zalepeno folii, kterd zabranuje jejich odpateni. Takto
ptipravené plato bylo vlozeno do thermocycleru, a byl nastaven amplifika¢ni program

s parametry doporu¢ovanymi vyrobcem PCR mastermixu Type-it (tabulka ¢. 6).

Tabulka 6: Program Type-it

Cislo kroku Teplota °C Pocet opakovdni Cas Faze

1 95 1 5 min pocatecni
denaturace

2 95 30 30s denaturace

3 60 30 1min30s annealling

4 72 30 30s elogace

5 60 1 30 min finalni elogace

6 4 1 i arfllg)lﬁfi?:tu

4.3.4 Finalni multiplex

Nasledné byly oba multiplexy podrobeny optimalizaci. Bylo vyzkouSeno
6 vzorkl ve vytvoreném multiplexu, které se skladaly z 8 az 10 primerd. Vzorky byly
podrobeny separa¢ni analyze. Podle vysledkti analyzy interpretovanych v softwaru
GeneMarker byly upraveny koncentrace jednotlivych primert, jejich znaceni a teplota
annealingu. Po provedeni optimalizace byl vytvoten finalni multiplex (tabulka ¢. 7), ktery
se dale vyuzival pfi analyzovani genetické diverzity borovice lesni ve vybranych
semennych sadech. Optimalizace multiplexu je ¢asové i finan¢né naro¢ny, nicméné
se takto predejde problémim s kompletni analyzou PCR produkti u v§ech zkoumanych

jedinct.
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Tabulka 7: Finalni multiplex

Cislo | Nazev Velikost | Forward primer Reverse primer

lokusu bp
1 120-200 GGTAACATTGGGAAAACACTCA TTGGTTATAGGCATAGATTGC
2 240-270 CCATGCCTCCAAACTCC TCTCTTCCTCCACTCCTCTC
3 Ctg4363 85-110 TAATAATTCAAGCCACCCCG AGCAGGCTAATAACAACACGC
4 PtTx 3049 | 280-330 GAAGTGATAATGGCATAGCAAAAT | CAGACCCGTGAAAGTAATAAACAT
5 Ctg1376 105-135 CGATATTATGGATTTTGCTTGTGA | AAATGCATGCCAAACTTAAATAC
6 PtTx 3020 | 160-200 GTCGGGGAAGTGAAAGTA CTAGGTGCAAGAAAAGAGTAT
7 PtTx 4011 | 250-290 GGTAACATTGGGAAAACACTCA TTAACCATCTATGCCAATCACTT
8 105-135 GCTTCTCCATTAACTAATTCTA TCAAAATTGTTCGTAAAACCTC
9 145-170 AAACAAGCCCACATCGTCAATC TCCCCTGGATCTGAGGA
10 200-230 CTATTTGAGTTAAGAAGGGAGTC CTGTGGGTAGCATCATC

4.4 Fragmentacni analyza

Pomoci sekvenatoru byla provedena délkova separace PCR produktl pomoci
kapilarni elektroforézy. Cilem je ziskat soubory ve formatu .fsa, které lze dale
interpretovat pouzitim vhodnych softwarovych nastroji, kdy je vychazeno z kalibra¢ni

kiivky stanovené na zékladé ptifazeni velikostniho standartu ke kazdému vzorku.

4.4.1 Vyhodnocovdni dat pomoci GeneMarkeru

Ziskand data ze sekvenatoru byla nasledné vyhodnocovana pomoci softwaru
GeneMarker, jehoz hlavni funkci je velikostni vyhodnoceni mikrosatelitovych
amplikonti. Jednotlivé primery dopliiuji specifické lokusy, které definuji genotypy
jedince. Na zakladé automaticky vygenerovanych dat navrhne tento program mozné alely
pro jednotlivé lokusy, pficemz nejmensi rozdil mezi dvéma alelami je roven velikosti
jednotkové repetice daného mikrosatelitového useku. Tato data bylo nutné rucné

adjustovat.
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DNA v podobé¢ fragmentt je skorovana ve forme tzv. peakt (vrcholtl) v rozsahu
ucinnosti danych primera (obrazek ¢. 11), kdy na ose y je vizualizovana vyska peaku
predstavujici koncentraci mikrosatelitového amplikonu a osa x vymezuje rozsah bazi,
ve kterém je lokus amplifikovan. Primery jsou vyznaceny jednotlivymi fluorescenénimi
barvami, kdy oranzova ptedstavuje velikostni standard.

T_20023_11=_CO9.fsa
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Zoo Zos Zio Zis == =)

soo |

400 ]
200 ]
[=15]

o
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1 soo |

1 ooo |
soo ]
o

T_Z0026_1 7w _EO9 f=a

Z00 205 Z10 ZZ0 =3

1 000

200
so0
400 ]
200

o
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Obrazek 11: Vyhodnocena data pomoci softwaru GeneMarker

Na obrazku vyse je zobrazeno skorovani u primeru PtTx 4001, ktery byl oznacen
modrou fluorescencni barvou. Ve vSech tfech ptipadech byly vytvofeny dva vrcholy,
jedna se tedy 0 heterozygoty. Vystupem analyzy v GeneMarkeru je tabulka detekovanych
alel, ktera je vyexportovana do Excelu. V Excelu bylo nutno vhodné upravit data, aby
bylo mozné realizovat potfebné analyzy pomoci programu GenAlEx, ktery funguje
v prostiedi MS Excel. Takto Ize posoudit genetickou strukturu na mikrosatelitovych

lokusech. Nabizi velké mnozstvi grafickych moznosti a vystupa.

55



5. VYSLEDKY

U tfi vybranych semennych sadu borovice lesni, které jsou soucasti LS Plasy,
LS Décin a LS Ttebon byly na zdklad¢ analyz 10 mikrosatelitovych lokusii ziskany
genetické parametry. Byla hodnocena heterozygotnost, hladina genetické diverzity
a geneticka vzdalenost mezi populacemi reprezentujici jednotlivé semenné sady.
Vybrané mikrosatelitové markery poskytovaly po optimalizaci amplifikacnich podminek

jednoznaéné a reprodukovatelné alely u jednotlivych hodnocenych stromu.

Dohromady bylo analyzovano 272 vzorkii DNA borovice lesni. Ze semenného
sadu Doubrava (Plasy) bylo podrobeno analyze vsSech 87 kloni borovice lesni.
Ze semenném sadu Holicky (Tiebon) bylo analyzovano 109 vzorkd, 2 Kklony byly
analyzovany duplicitné (odebrany zriznych pozicv SS)u 1l vzorku nedoslo
k amplifikaci DNA pii fragmentac¢ni analyze (pravdépodobné tento vzorek neobsahuje
dostate¢né mnozstvi kvalitniho DNA materialu). U semenného sadu Hradek (Décin) bylo
analyze podrobeno 76 vzorkd, 4 klony byly analyzovany dvakrat (odebrany z riznych

ramet daného klonu).

5.1 Analyza ziskanych dat

5.1.1 Genotypizace vzorkii

Data ziskand po fragmentacni analyze PCR produkti ze sekvenatoru byla
zpracovana pomoci softwaru GeneMarker. Pfi pouZiti tohoto softwaru bylo provedeno
skorovani alel na 10 analyzovanych mikrosatelitovych lokusech. B&hem genotypizace
byly postupné vyhodnoceny veskeré lokusy (obrazek ¢. 12), vysledky byly exportovany
do formatu .xIsx (pfiloha ¢. 4) a slouzi jako vstupni data pro molekuldrné-genetické

analyzy.
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Obrazek 12: Ukazka vyhodnocovani dat v softwaru GeneMarker (zdroj: archiv autora,
GeneMarker)

5.1.2 Analyza genetické struktury (GenAIEXx)

Jednim z dalSich analytickych nastroji pouZitych pifi analyzovani datového
souboru byl program GenAlEx, ktery funguje jako dopln€¢k programu Excel. Je vhodné
ho pouzit pro porovnani parametrii etnosti alel na jednotlivych lokusech a na jejich

naslednou korelaci.
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5.2 Charakteristika semennych sadii

5.2.1 Semenny sad Doubrava (Plasy)

Analyzovani bylo podrobeno vSech 87 klonu (piiloha ¢. 1). Pro vyhodnocovani
genetické struktury byl pouzit program GenAlEx. Z grafu (obrazek ¢. 13), ktery
porovnava Cetnost alel na jednotlivych lokusech, je patrné, ze alely v semenném sadu

Doubrava vykazuji vysokou miru polymorfismu.

Alelova frakvence
1,500 -
Q
£ 1,000 -
g ’
*q:, 0,500 -
[T
0,000 -
) TTHTTH T HTH ] T N ]
S E R e R
Ptrx3(418rx3104 PtTx4001 ¢tg13 xsmiz[moh Ctg43639t1|x3$49 SPAC12.5 Pt1|x34)16
Lokusy

Obrazek 13: Alelova frekvence v SS Doubrava

5.2.2 Semenny sad Holicky (Tieboit)

Pro potteby diplomové prace bylo analyzovano 109 klont (pfiloha ¢. 2), dva klony
(T73, T107) byly analyzovany dvakrat (sebrany z jinych pozic v semenném sadu).
U jednoho vzorku (T48) nedoslo k amplifikaci DNA p#i fragmenta¢ni analyze. Divodem
je ztejmé, ze tento vzorek neobsahoval dostate¢né mnozstvi kvalitni DNA. Byla
porovnavana ¢etnost alel na jednotlivych lokusech (obrazek ¢. 14). V semenném sadu

Holicky vykazovaly alely taktéZ vysokou miru polymorfismu.
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Obrazek 14: Alelova frekvence V SS Holicky

5.2 3 Semenny sad Hradek (Décin

V ramci diplomové prace bylo analyzovano 76 klont (ptiloha ¢. 3), 4 klony (H2,
H9, H21, H27) byly analyzovany dvakrat v riznych pozicich. Pomoci programu
GenAlEx byla vyhodnocena alelova frekvence (obrazek ¢. 15). Graf znazornuje ¢etnost
alel vyskytujicich se v semenném sadu Hradek Z grafu je patrné, ze vSechny lokusy

vykazuji vysokou miru polymorfismu.
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Obrazek 15: Alelova frekvence v SS Hradek
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5.3 Porovnani genetické struktury semennych sadi

5.3.1 Alelova frekvence

Pomoci programu GenAlEx byl vytvofen graf (obrazek ¢. 16). Jak je patrné
z grafu, Groven polymorfismus se ve vsech tfech semennych sadech pohybuje od 8 do 197

alel. Lze si také v§imnout, ze vSechny lokusy vykazuji vysokou miru polymorfismu.
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Obrazek 16: Alelova frekvence napii¢ semennymi sady

i Holigky

SPACI25 PITx3016

Vsechny analyzované lokusy vykazovaly vysokou miru polymorfismu. Nejvice
polymorfnim lokusem byl PtTx 3049 svyskytem 197 riznych alel. Nejméné
polymorfnimi lokusy byly Ctg 1376 a PtTx 3016 s vyskytem 8 riiznych alel.

5.3.2 Genetické charakteristiky sledovanych lokusii

V tabulce (tabulka ¢. 8) jsou znazornény velikostni rozmezi jednotlivych
mikrosatelitovych lokust v jednotkdch parti bazi v semennych sadech. Z dosazenych
hodnot Ize vyvodit, Ze v ramci genomické DNA se mikrosatelitové primery amplifikuji
a nasedaji na specifické iseky DNA a nedochazi k zaménam lokust. U hodnocenych 272
jedincii bylo celkové detekovano 100 rozdilnych alel na 10 lokusech. Nejvice polymorfni

se jevi lokus SPAG 12.5, u kterého bylo v praméru 36,33 alel na populaci (resp. Semenny
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sad) nasleduje ho lokus Ctg 4363 (pramérné¢ 12 alel na populaci) a lokus PtTx 4001
(pramérné 11,67 alel na populaci). Hodnoty o¢ekavané heterozygotnosti He, predstavuji
podil ocekavanych heterozygoti za predpokladu Hardy-Weinbergovy rovnovahy,
se pohybovaly od 0,099 do 0,954. Nejvyssi hodnoty dosahly lokusy SPAC 12.5 (0,954)
a PtTx 3107 (0,791). Pozorovana cetnost heterozygotii Ho u sledovanych markert
se pohybovala v rozmezi od 0,103 u lokusu PtTx 3049 do 0,905 u lokusu SPAC 12.5.
Déle byla napiiklad hodnocena geneticka diverzita vyjadiena pomoci Shannonova
informacniho indexu I, ktera v sob¢ odrazi 1 rovnomérnou distribuci alelovych frekvenci.
Tyto hodnoty se pohybovaly v rozmezi 0,271 (PtTx 3049) do 3,285 (SPAC 12.5).
Pfi sledovani poctu alel v jednotlivych lokusech jich bylo nejvice zjisténo na lokusu PtTx
3049 ato 127 v semenném sadu Hradek. Nejmén¢ alel bylo zjisténo na lokusu PtTx 3016

ato 2 vsemenném sadu Hradek. Fixa¢ni index F vyjadiuje pokles heterozygotnosti

cvwr

u lokusu PtTx 3016 (-0,582) a nejvyssi u lokusu PtTx 3107 (0,797).

61



Tabulka 8: Charakteristika mikrosatelitovych lokusi
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Dale byla vytvorena tabulka (tabulka ¢. 9), ktera predstavuje zakladni hodnoty
genetické diverzity tfi semennych sadli. Nejvyssi hodnota ocekavané heterozygotnosti
(0,642) byla zaznamenana v semenném sadu Hradek, nejniz$i v SS Holicky (0,620).
U vsech semennych sadii byly hodnoty pozorované heterozygotnosti nizsi nez ocekavané
heterozygotnosti, coz poukazuje na pfevahu homozygoti oproti jejich o¢ekavanému
vyskytu. Nejvyssi pocet ruznych alel byl zaznamenam u SS Doubrava (10,6). Nejvyssi
hodnota Shannonova informa¢niho indexu, ktery vyjadfuje miru genetické diverzity pro
jednotlivé populace byla zaznamenana u SS Hradek (1,457). Nejnizsi hodnota fixa¢niho

indexu byla zaznamenana u SS Hradek (-0,037) a nejvyssi u SS Holi¢ky (0,037)

Tabulka 9: Primérné hodnoty statistickych charakteristik ze vSech lokust

Semenny Na | Ho He F
sad
Hradek 10 1,457 0,64 0,642 | -0,037
Doubrava | 10,6 1,42 0,583 | 0,623 0,02
Holi¢ky 9,3 1372 | 0571 0,62 0,037

Nasledné bylo analyzovano uspotadani jednotlivych alel napfi¢ tfemi semennymi

sady pomoci uvedenych ukazateld (obrazek ¢. 17).
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Obrazek 17: Uspotadani alel v semennych sadech
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Genetické charakteristiky tii semennych sadli jsou zndzornény v tabulce niZe
(tabulka ¢. 10). Ohodnoceni genetické diverzity primérnym poctem ruznych alel ze v§ech
byla geneticka diverzita v semenném sadu Doubrava 9,9, nicméné vSechny sady vykazuji
podobny primérny pocet alel. Ne udava pocet efektivnich alel. Primémy pocet
efektivnich alel se pohybuje od 4,737 (Holicky) do 5,147 (Doubrava). Na Freq. > =5%
znazoriiuje pocet riznych alel s frekvenci vyskytu rovnou nebo vétsi nez 5 %. | znaci
parametr Shannonova indexu a genetickd diverzita se dle tohoto indexu pohybuje
v zajmovych sadech od 1,396 (Holicky) do 1,457 (Hradek). No. Private Alleles je pocet
alel jedine¢nych pro danou populaci (semenny sad). No. Lcomm Allels (<=25 % a <=50
%) znaci pocCty alel s béznym vyskytem napfti¢ lokusy, u kterych je frekvence vyskytu
vétsi nebo rovna 25 % ¢i 50 %, He zndzornuje oc¢ekavanou heterozygotnost a udava
pomér heterozygotii a homozygoti v semennych sadech. He byla v Hradku 64,2 %,
v Doubraveé 61,9 % a v Holickach 62,5 %. Tyto hodnoty byly pomérné vyrovnané.

Tabulka 10: Alelicka struktura v semennych sadech

Semenny sad Hradek Doubrava | Holi¢ky

Pocet alel 10,000 9,900 10,300
Pocet alel>=5 % 3,700 3,600 3,800
Efektivni pocet alel 4,880 5,147 4737
Shannonuv index 1,457 1,399 1,396
Pocet jedinecnych alel 1,300 0,800 1,100
Pocet béZnych alel (<=25 %) 0,000 0,000 0,000
Pocet béznych alel (<=50 %0) 0,000 0,000 0,000
Ocekavana heterozygotnost 0,642 0,619 0,625

Dale probéhla za pomoci softwarového programu GenAlEx analyzy F — statistiky,
kdy je za nejvyznamnéjsi ukazatel povazovan Fgr (tabulka ¢. 11) neboli koeficient
inbreedingu. Tento koeficient porovnava miru genetické diferenciace parové mezi

populacemi.
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Tabulka 11: Parové porovnani populaci pomoci Fst

Ctg PtTx
4363 3049

Fst 0,002 | 0,008 | 0,005 | 0,003 | 0,007 | 0,011 | 0,003 | 0,009 | 0,006 | 0,001

Tento koeficient charakterizuje miru pfibuznosti mezi jednotlivymi populacemi.

Hodnoty inbreedingu do velikosti 0,05 jsou povazovany za malou miru diferenciace.

Dale byl vytvofen pomoci programu GenAlEX graf (obrazek ¢. 18), ktery
znazornuje analyzu zvanou AMOVA. Je zaloZen4 na principu genetickych vzdalenosti.
Pomoci AMOVy byla vyhodnocena mira variance mezi populacemi v semennych sadech,
mezi jednotlivci a v ramci jednotlived. Nejvyssi podil genetické variability vykazuje
analyza v ramci jednotlived (92 %), zatimco rozdily mezi jednotlivci ptispivaji k celkové

variabilité pouze 8 %.

Procentudlni rozdéleni molekularni variance

0%

|

= Mezi populacemi
= Mezi jednotlivci

=V ramci jednotlivcl

Obrazek 18: AMOVA

5.3.3 Dendrogram

Za pomoci softwarového programu POPTREEw byl zpracovan dendrogram
neboli fylogeneticky strom (obrazek ¢. 19), ktery demonstruje genetické vzdalenosti mezi
populacemi Vv jednotlivych semennych sadech. Dendrogram znazorfiuje genetickou

odli$nost populaci.
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Obrazek 19: Dendrogram
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Klony ze semennych sadl jsou na grafu vyse odliSeny barvami. Klony ze SS
Doubrava (Plasy) jsou oznaceny zelenou barvou, klony ze SS Hradek (DécCin)
jsou oznaceny Cervenou barvou a klony ze SS Holi¢ky (Ttebon) jsou vyliSeny modrou
barvou. Z obrazku ¢. 19 je patrné, ze mezi Klony zjednotlivych SS neni Zadna

jednoznacna diferenciace dle pivodu.
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6. DISKUZE

Genetickd rozmanitost borovice lesni je dle dostupnych zdrojii rozprostfena
zejména uvnitt populaci. Hladina vnitropopulaéni genetické diverzity v celém arealu
rozsifeni je obdobn¢ vysokd (Wachowiak et al., 2014). Dle studii z minulych let
(Naydenov et al., 2007; Provan et al., 1998; Prus-Glowacki et al., 2012) je geneticka
diverzita i mezi vzdalenymi populacemi nizka, coz je pfisuzovano absenci vétsich
geografickych bariér (Naydenov et a., 2007), spoleénému ptivodu a rozsahlému toku genti
(Chybicki et al., 2008). Pro zkoumani genetické diverzity je vyuzivan koeficient Fgp
porovnavajici miru genetické diferenciace parové mezi populacemi. Kolektiv autora
Bernhardsonn (2016) uvadi celkovou hodnotu Fg u rumunskych populaci 0,056. Belletti
et al. (2012) ve svém vyzkumu uvadi hodnoty Fgr mezi italskymi populacemi
0,015-0,141. Vramci prace byly zkoumdny tfi semenné sady borovice lesni
Pii vyhodnoceni vysledkt genetické diverzity vybranych semennych sada se hodnoty Fgp
pohybovala od 0,001 do 0,011, coz dokazuje, ze mezi SS neni jednoznac¢na diferenciace

jedinct dle ptislusnosti k sadu. Tomuto zjisténi odpovida i vytvoieny dendrogram.

Pro vyhodnoceni ziskanych genetickych dat je vhodné vyuzit mikrosatelitové
markery (White et al., 2007). U borovice lesni je limitujicim faktorem pomérné nizky
pocet publikovanych a vyvinutych mikrosatelitovych primert (Genea et al., 2015).
Studiemi  mikrosatelitovych markeri borovice lesni Se Vv minulosti zabyvali

napt.: Soranzo et al., 1998; Sebastiani et al., 2011 nebo Bernhardsson et al., 2016).

Dtlezitou ¢asti této prace bylo efektivni vyuZiti a kombinace mikrosatelitovych
primerti poskladanych do multiplexu. Vyvojem optimalnich multiplexii pro borovici lesni
se zabyvala studie od autorii Genea et al. (2015), pticemz bylo testovano 234 para primert
dostupnych z piedchozich studii (Soranzo et al., 1998; Echt et al., 1999; Auckland et al.,
2002; Liewlaksaneeyanawin et al., 2004, Fisher et al., 1998; Changé et al., 2004). V ramci
préace bylo v odborné literatuie nalezeno 44 primerd, u kterych bylo provedeno testovani
amplifikace. Vytazeny byly primery vykazujici béhem amplifikace vysokou diferenciaci
mezi skuteCnou a ocfekavanou mirou heterozygotnosti. Na zakladé efektivnosti
a specifi¢nosti amplifikace bylo pfi testovani vybrano 10 part primert, které byly poté
rozdéleny do dvou multiplext. Tato optimalizace vyrazné snizila naklady a Cas potiebny

pro genotypizovani a zvysila propustnost genotypizace.
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Pro potieby diplomové prace byly testovany dva multiplexy, pfi jejichz tvorbé
bylo vychazeno z odbornych ¢lanki od autord Genea et al., 2015; Gonzalez-Diaz et al.,
2017; Soranzo et al., 1998; Changé et al., 2004; Sebastian et al. 2012. Za nejvhodné&jsi
zdroj byla vyhodnocena studie od autorti Genea et al., 2015, ktera se zabyvala pfenosnosti
lokust z piibuznych druht Pinus spp. (zejména Pinus taeda). V této praci bylo potvrzeno,

ze studie téchto autort poskytuje dvé dobte fungujici multiplexové sady.

Tabulka 12: Porovnani velikosti lokust s Genea et al., 2015

Lokus Allele size range (bp) Velikost rozpéti lokusi (bp)
Doubrava Holi¢ky Hradek

PtTx3013 | 90-120 105-124 117-124 116-124
PtTx3016 | 250-270 255-263 255-262 255-257
PtTx3020 | 150-170 171-180 171-180 171-189
PtTx4011 | 260-270 259-280 259-280 259-280
PtTx3049 | 280-320 291-320 291-320 127-185
Ctg4363 90-120 91-113 91-120 94-111

SPAC12.5 | 130-210 127-186 127-187 127-185
Ctgl1376 90-120 118-126 118-126 119-126
PtTx3107 | 140-160 151-168 151-175 151-175
PtTx4001 | 260-280 200-226 202-234 202-229

Tabulka vyse (tabulka €. 12) porovnava velikost PCR produktl (bp), ktery ukazuje
hodnoty amplifikace alel danych lokust. Pii porovnani vysledkd s Genea et al. (2015)
se nejvice liSil lokus PtTx4001, coz lze pfisuzovat faktu, ze mira genetické diverzity
semennych sadu je odlisna od populaci studovanych autroy Genea et al. (2015). Zbylé
lokusy se pii porovnani velikostniho rozsahu amplifikovanych alel s pivodni studii
od kolektivu autori Genea (2015) 1i$i minimaln€. Z toho lze usuzovat, ze v ramci
genomické DNA se mikrosatelitové primery amplifikuji a nasedaji na specifické useky

DNA a nedochazi k zaménam lokusua.

V praci byly vyuzity mikrosatelitové markery v sérii PtTX, SPA a Ctg. Markery

fady SPA byly pro borovici lesni navrzeny kolektivem autord Soranzo z roku
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1998, kdy bylo na ¢trnacti vzorcich DNA u lokusu SPA 12.5 detekovano 10 alel, v této
praci bylo na 272 vzorcich DNA u lokusu SPA 12.5 detekovano 36 alel. Markery série
Ctg byly pro rod Pinus navrzeny kolektivem autorti Changé z roku 2004, kde na lokusu
Ctg 4363 byly detekovany 4 alely, Vv této praci bylo na lokusu Ctg 4363 detekovano
12 alel. Markery ze série PtTX se zabyval naptiklad kolektiv autorti Gonzalez-Diaz z roku
2017, na lokusu PtTx 4001 bylo u dospélych jedincti detekovano 11 alel a na lokusu PtTx
4011 bylo detekovano 7 alel. V této praci bylo na lokusu PtTx 4001 bylo detekovano
12 alel a na lokusu PtTx 4011 bylo detekovano 5 alel.

Kolektiv autord Genea (2015) uvadi tii vybrané populace borovice lesni
vyskytujici se na izemi Mad’arska a Svédska. Hodnota oéekavané heterozygotnosti, ktera
udava pomér heterozygoti a homozygoti je u populace v Madarsku stanovena
na hodnoté 0,641 a u populaci ve Svédsku na 0,681 a 0,725. V této praci je hodnota
o¢ekavané heterozygotnosti u SS Hradek stanovena na 0,642, u SS Doubrava na 0,619
a u SS Holic¢ky na 0,625.

Vyzkumem vybranych populaci borovice lesni se zabyvala studie Machova et al.
(2016). Studie hodnotila 179 jedinct z 6 populaci a byly v ni pouzity 4 lokusy (SPA 12.5,
PtTx 3107, PtTx 4001, PtTy 4011), které vyuzivala i tato prace. U lokusu SPA 12.5 uvadi
Machova et al. (2016) hodnoty pozorované a o¢ekavané heterozygotnosti byly stanoveny
na 0,827 a 0,918, v této studii byly hodnoty stanoveny na 0,905 a 0,954. U lokusu PtTx
3107 uvadi kolektiv autorit Machova (2016) Ho 0,486 a He 0,761, v této praci byla Ho
0,791 a He 0,791. Hodnoty pozorované a o¢ekavané heterozygotnosti u lokusu PtTx 4001
uvadi kolektiv autord Machova (2016) 0,710 a 0,669, v této studii byly urceny na 0,757
a0,747. U lokusu PtTx uvadi Machova et al., (2016) Ho 0,444 a He 0,607, v této praci je
Ho 0,447 a He 0,651.
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7. ZAVER

Diplomové prace se zabyvala kvantifikaci a porovnanim genetické struktury
a genetické diverzity tii semennych sadii borovice lesni. Semenné sady se nachazeji
na uzemi LS Dé&Cin (SS Hradek), LS Plasy (SS Doubrava) a LS Ttebon (SS Holicky).
Pro studium genetické diverzity byly pouzity mikrosatelitové primery. Soucasti této prace
bylo navrzeni a optimalizace efektivniho genotypiza¢niho protokolu pro borovici lesni

s vyuzitim predselektovanych markerd.

Bylo vybrano 10 mikrosatelitovych lokust, jejichz amplifika¢ni produkty
vykazovaly zna¢ny polymorfismus a byly dobie interpretovatelné. Na zakladé ziskanych
molekularnich dat z 272 jedinct byly hodnoceny statické charakteristiky vSech
10 vybranych mikrosatelitovych lokust. Celkové bylo na téchto lokusech zjisténo
100 alel. Nejvice polymorfnim lokusem se jevil SPAG 12.5. Lze konstatovat, ze pouzité
mikrosatelitové lokusy je mozné vyuzit pro dalsi vyzkumy zabyvaji se genetickou

charakteristikou populaci borovice lesni.

Pii porovnani tii semennych sadu byla zjisténa nejvys$si hodnota ocekavané
heterozygotnosti u SS Hradek (0,642) nejnizsi u SS Holi¢ky (0,620), nicméné hodnoty
byly vyrovnané. U vSech hodnocenych SS byly hodnoty ocekavané heterozygotnosti nizsi
nez ocekdvané heterozygotnosti, coz poukazuje na pifevahu homozygotti oproti jejich
ocekdvanému vyskytu. Nejvy$si hodnota Shannonova informaéniho indexu I, jehoz
hodnota vyjadfuje miru genetické diverzity pro jednotlivé sady, byla zjiSt€éna u SS Hradek
(1,457). Ohodnoceni genetické diverzity primérnym poctem riznych alel ze vSech
v SS Holicky (10,3), nicméné vSechny SS vykazuji podobné hodnoty primérného poctu
riznych alel. Primérny pocet efektivnich alel se pohyboval od 4,88 (SS Hradek) do 5,147
(SS Doubrava). Dale byl zjistovan pocet jedineénych alel. Nejvyssi pocet privatnich alel
byl zjistén u SS Hradek (1,3), nejnizsi u SS Doubrava (0,8). U SS Hradek bylo zjisténo
nejvice pozorovanych heterozygotii, privatnich alel, ale 1 nejvysSi Shannonliv index.
Nejvyssi pocet alel byl zjistén u SS Holicky. Na zdkladé sestaveného dendrogramu
je zfejmé, ze nelze urcit jednoznacnou genetickou diferenciaci mezi semennymi sady.

Z vyse uveden¢ho Ize vyvodit, Ze vSechny semenné sady se vyznacuji vysokou
geneticky profil byl zjistén u SS Hradek, coz mlze byt zptisobeno tim, Ze je zde péstovan
nahorni ekotyp borovice lesni. Béhem vyhodnocovani miry genetické variance mezi
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semennymi sady borovice lesni byla identifikovana vysoka vnitropopulacni variabilita.
Toto zjisténi se shoduje S ostatnimi studiemi populaci borovice lesni v Evropé.
Vyhodnocovani genetické diverzity je dulezité pro zachovani a zvySovani odolnosti

porosti borovice lesni proti biotickym a abiotickym ¢initelam.
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PRILOHY

Ptiloha €. 1: Seznam analyzovanych klonti SS Plasy

Priloha €. 2: Seznam analyzovanych klonti SS Ttrebon

Priloha €. 3: Seznam analyzovanych klont SS Décin

Pla

P13

P26

P39

P52

P65

P78
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Plb P14 P27 P40 P53 P66 P79
P2 P15 P28 P41 P54 P67 P80
P3 P16 P29 P42 P55 P68 P81la
P4 P17 P30 P43 P56 P69 P81b
P5 P18 P31 P44 P57 P70 P82
P6 P19 P32 P45 P58 P71 P83
P7 P20 P33 P46 P59 P72 P84
P8 P21 P34 P47 P60 P73 P85
P9 P22 P35 P48 P61 P74
P10 P23 P36 P49 P62 P75
P11 P24 P37 P50 P63 P76
P12 P25 P38 P51 P64 P77

Ptiloha €. 1: Seznam analyzovanych klonti SS Plasy
T1 T17 T33 T49 T65 T80 T96
T2 T18 T34 T50 T66 T81 T97
T3 T19 T35 T51 T67 T82 T98
T4 T20 T36 T52 T68 T83 T99
T5 T21 T37 T53 T69 T84 T100
T6 T22 T38 T54 T70 T85 T101
T7 T23 T39 T55 T71 T86 T102
T8 T24 T40 T56 T72 T87 T103
T9 T25 T41 T57 T73a T88 T104
T10 T26 T42 T58 T73b T89 T105
T11 T27 T43 T59 T74 T90 T106
T12 T28 T44 T60 T75 T91 T107a
T13 T29 T45 T61 T76 T92 T107b
T14 T30 T46 T62 T77 T93
T15 T31 T47 T63 T78 T94
T16 T32 T48 T64 T79 T95

Piiloha ¢. 2: Seznam analyzovanych klond SS Tiebon
H1 H10 H2la H30 H41 H52 H63
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H2a H11 H21b H31 H42 H53 H64
H2b H12 H22 H32 H43 H54 H65
H3 H13 H23 H33 H44 H55 H66
H4 H14 H24 H34 H45 H56 H67
H5 H15 H25 H35 H46 H57 H68
H6 H16 H26 H36 H47 H58 H69
H7 H17 H27a H37 H48 H59 H70
H8 H18 H27b H38 H49 H60 H71
H9a H19 H28 H39 H50 H61 H72
H9b H20 H29 H40 H51 H62

Priloha ¢é. 3:

Seznam analyzovanych klond SS Dé&Cin
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