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1. ÚVOD 

 

V Evropě, ale i na celé severní polokouli je borovice jedním z nejrozšířenějších 

rodů jehličnanů. Zahrnuje keřovité i stromové formy a může růst v naprosto odlišných 

přírodních podmínkách, včetně tundry, rašelinišť, stepí a hor. Na těchto územích mohou 

vznikat velmi rozdílné ekotypy s rozdílnou morfologií, které pak komplikují otázku 

taxonomického zařazení. 

Spontánní hybridizace a procesy s ní spojené jsou významnými evolučními faktory 

vzniku nových druhů, resp. poddruhů, či dalších hierarchicky nižších taxonomických 

kategorií rostlin nebo živočichů. Výjimkou nejsou ani zástupci rodu Pinus. Je známo 

mnoho příkladů vzniku mezidruhových hybridů v rámci rodu z celého světa, které jsou 

intenzivně sledovány. Hybridogenní charakter sledovaných populací se v současnosti 

vyhodnocuje především molekulárně-biologickými metodami. 

Hybridizace byla popsána mnohými autory a to nejen na území České republiky 

(BUSINSKÝ 1999, BUSINSKÝ & WEGER 1995, HOLUBIČKOVÁ  1965), ale i na území jiných 

států, např. bývalého Sovětského svazu (POLITOV et al. 1999, GONCHARENKO et al. 1995), 

Polska (SIEDLEWSKA & PRUS-GŁOWACKI 1995, BACZKIEWICZ & PRUS-GŁOWACKI 1997), 

Slovenska (KORMUŤÁK 1990, STASKIEWICZ 1993), Švýcarska (NEET-SARQUEDA 1994), 

Německa (SCHMID 2000) a Dánska (CHRISTENSEN & DAR 1997). 

Zjednodušeně lze říci, že celá problematika, zabývající se hybridními populacemi 

rodu Pinus, se týká pouze dvou taxonomických okruhů, a to Pinus sylvestris L. a P. mugo 

Turra, pojaté jako agregát tří samostatných druhů. I přes jednoduché základní vymezení je 

značně komplikované taxonomické hodnocení hybridních populací i samotných výchozích 

taxonů.  

Agregát neboli komplex P. mugo je tedy podle moderní taxonomie reprezentován 

souborem tří základních druhů, resp. mikrospecií: 

• Pinus mugo Turra (1772) 

• Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De Candolle (1805) 

• Pinus rotundata Link (1827) 

Jmenované tři druhy tvořící agregát P. mugo byly v převážné části starší literatury 

hodnoceny jako vnitrodruhové taxony nejčastěji v kategorii odrůd nebo v extrémních 

případech jen v kategorii forem. Nejvíce problémů je způsobeno hlavně velkým 
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množstvím taxonů v minulosti velmi neurčitě popsaných. Autoři dřívější doby pohlíželi na 

agregát P. mugo jako na jediný polymorfní druh členěný zejména na základě morfologie 

habitu jedinců. Dalším důvodem výrazných neshod je existence spontánní hybridizace či 

introgrese v mnoha částech geografického rozložení a vznik hybridních rojů. 

Specializovaná evropská literatura obsahuje velké množství nejednotných informací 

o jednotlivých druzích tohoto komplexu. Mnoho informací je uváděno pod různými, často 

neznámými nebo běžně nepoužívanými vědeckými názvy a tak vzniká zmatek a omyly jak 

v literatuře odborné, tak v literatuře populárně naučné a komerční. Tato fakta následně 

komplikují vzájemnou komunikaci týkající se profesionálních či vědeckých zájmů. 

Do této studie jsou zařazeny původní hybridní populace výchozích druhů Pinus 

mugo, P. rotundata a P. sylvestris a pro komplexnost agregátu P. mugo je zahrnut u nás 

nepůvodní druh Pinus uncinata. 

Klasifikace použitá v této disertační práci vychází z BUSINSKÉHO (1999). Touto 

prací bych ráda přispěla k objasnění taxonomie užitím molekulárních genetických 

markerů. 
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2. CÍLE PRÁCE 

 

1) Optimalizovat techniky molekulárních markerů, zhodnotit a posoudit vhodnost 

jednotlivých metod: 

 

� RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

� AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

� SSR (Simple Sequence Repeats) 

� sekvenování 

 

2) Posoudit míru vnitrodruhové a mezidruhové variability. 

 

3) Posoudit zda taxony definované podle morfologických znaků jsou rozlišovány i na 

základě molekulárních markerů. 

 

4) Ujasnit taxonomické a terminologické problémy na základě výsledků molekulární 

analýzy, posoudit korelaci morfologické a genetické variability. 
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3. LITERÁRNÍ P ŘEHLED 

 

3.1. Systematické zařazení 

 

� Říše: rostliny (Planta) 

� Podříše: cévnaté rostliny (Tracheobionta) 

� Oddělení: jehličnany (Pinophyta) 

� Třída: jehličnany (Pinopsida) 

� Řád: borovicotvaré (Pinales) 

� Čeleď: borovicovité (Pinaceae) 

� Rod: borovice (Pinus) 

� Druh: borovice kleč, kosodřevina (Pinus mugo) 

 

Rod Pinus je v rámci rostlin nahosemenných (Pinophyta) nejrozsáhlejším rodem, 

obsahuje kolem sta druhů široce rozšířených na severní polokouli a v některých tropických 

a subtropických oblastech (ARNOLD et al. 1999). Je rozdělen na dva monofyletické 

podrody (subgenus Pinus a subgenus Strobus), event. dále na sekce a série, nověji dělí 

BUSINSKÝ (1999) podrody na nižší jednotky (MUSIL 2003): 

 

� Podrod Pinus (syn. Diploxylon), tzv. „tvrdé (smolnaté či žluté) borovice“. Jehlice jsou 

po 2-3 na brachyblastu. Přechod mezi jarním a letním dřevem je náhlý. Jen vzácně jsou 

jehlice po 5-8 ve svazečku. Každá jehlice má dva cévní svazky. Pochvy svazečků jehlic 

jsou převážně vytrvalé. Semenné šupiny šišek bývají v apofýze zesílené, často 

s hrotem. Oddělitelné křídlo objímá semeno „klíšťkovitě“, v křídle bývá očko. Podrod 

Pinus zahrnuje asi 2/3 druhů z celého rodu. 

 

� Podrod Strobus (syn. Haploxylon), tzv. „měkké borovice“. Jehlice jsou převážně po 5 

na brachyblastu. Přechod mezi jarním a letním dřevem je pozvolný. Jehlice mají 

kolísavý počet, v rozmezí 1-5. Každá jehlice má jeden cévní svazek. Pochvy svazečků 

jehlic jsou opadavé. Semenné šupiny šišek jsou většinou v apofýze relativně nezesílené 

a bez hrotu. Semena jsou bezkřídlá nebo s malým zbytkovým lemem (limby), případně 

s křídlem. 
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Agregát Pinus mugo je reprezentován podle moderní taxonomie souborem tří 

základních druhů, s následujícími platnými jmény a nejpoužívanějšími synonymy 

(BUSINSKÝ 1999): 

 

Pinus mugo Turra (1764) 

syn. Pinus mughus Scopoli (1772) 

       Pinus pumilio Haenke (1791) 

Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De Candolle (1805) 

syn. Pinus uncinata Mill. ex Mirbel (1806) 

       Pinus mugo var. rostrata (Antoine 1840) Hoopes 1941 

Pinus rotundata Link (1827) 

syn. Pinus uliginosa Neumann ex Wimmer (1837)  

 

3.2. Variabilita, struktura a nomenklatura 

 

Na první pohled se může zdát rozdělení komplexu Pinus mugo docela jednoduché. 

V České republice zahrnuje hlavně keřovitou zakrslou borovici (Pinus mugo Turra), český 

název „borovice kleč, kosodřevina“, která roste většinou ve vyšších horských oblastech na 

minerálních nebo rašelinných půdách; a menší stromovou formu z rašelinišť, která roste ve 

středních nadmořských výškách a je obvykle nazývána bažinnou nebo rašelinnou borovicí 

(Pinus rotundata Link), český název „borovice blatka“. V západních a jižních částech 

České republiky, hlavně ve vyšších místech, rostou přechodné růstové formy, které se 

mohou vyskytovat vedle monokormních stromových borovic 10-17 (až 20) m vysokých: 

od nízkých, někdy dokonce ležících exemplářů, přes velké keře se vzpřímenými větvemi 

až po polykormní stromové formy 2-5 (až 10) m vysoké. Někteří autoři (HEJNÝ &  SLAVÍK 

1997; SKALICKÁ &  SKALICKÝ 1997; KUBÁT et al. 2002; BUSINSKÝ 2002) klasifikují tyto 

formy jako Pinus x pseudopumilio (Willk.) G. Beck. (= P. mugo x P. rotundata) 

(HAMERNÍK & MUSIL 2007). Česky “borovice kleč rašelinná“, příp. „borovice kleč 

hybridní“ či „vrchovištní“ (M USIL 2003). 

Dalším stromovým druhem komplexu rostoucím v západních částech (přibližně od 

severovýchodního Španělska po severozápadní Rakousko) je Pinus uncinata Mill. ex 
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Mirbel, česky „borovice pyrenejská“, „borovice zobanitá“. Platné jméno tohoto taxonu ale 

pravděpodobně bude P. uncinata Ramond (horská borovice sensu stricto), publikované 

L. F. RAMONDEM v r. 1805, který ji definoval o rok dříve než PH. MILLER (ex MIRBEL) 

(HAMERNÍK & MUSIL 2007). Systematické zařazení Pinus uncinata Ramond mezi ostatní 

blízce příbuzné druhy rodu Pinus bylo již několikrát diskutováno (SANDOZ 1980, 1982; 

CHRISTENSEN 1987a; BUSINSKÝ 1999). Je považována buď za nezávislý druh nebo za 

poddruh P mugo Turra (MARCYSIAK &  BORATYNSKI 2007).  

Názvy Pinus uliginosa a P. rotundata jsou často vyjadřovány jako synonyma. 

v práci CHRISTENSENA jsou např. považovány za poddruhy Pinus rotundata, které vznikly 

hybridizací mezi P  mugo a P. uncinata. Jiný názor zastává BUSINSKÝ (1999), který tvrdí, 

že P. uliginosa a P. rotundata jsou dva odlišné druhy (MARCYSIAK &  BORATYNSKI 2007). 

Více či méně plynulá skupina přechodných typů také přispěla k problémům 

komplexu. Vedle variability uvnitř jednotlivých druhů, způsobené např. geografickým 

rozložením jednotlivých populací, evolucí a rozprostřením v postglaciální době, je to 

způsobeno také hybridizací, ať už z dřívější nebo současné doby. Pozdější hybridizace je 

většinou spojená s Pinus sylvestris L., český název „borovice lesní“ (HAMERNÍK & MUSIL 

2007). 

Vnitrodruhové odlišení P. mugo je velmi sporné i z toho důvodu, že mnoho 

dřívějších studií na odlišení P. mugo od ostatních blízce příbuzných druhů bylo provedeno 

a aplikováno pouze na části populací a nezahrnovalo celý areál výskytu druhu/agregátu 

(GUINIER & POURTET 1951; HOLUBIČKOVÁ 1965; BONO et al. 1967; STASZKIEWICZ 

& TYSZKIEWICZ 1969, 1972, 1976; SZWEYKOWSKI 1969; MUSIL 1977; SZWEYKOWSKI 

& BOBOWICZ 1977; SANDOZ 1980, 1982; BOBOWICZ et al. 1983; KRZAKOWA et al. 1984; 

BOBOWICZ & K RZAKOWA  1986, 1988; MAIER 1993; MINGHETTI 1997; BUSINSKÝ 1999; 

BORATYŃSKA et al. 2004). Mimořádné problémy uvnitř komplexu, především 

morfologické, spojené s rozdělením jednotlivých taxonomických charakteristik (hlavě tvar 

šišek, velikost jejich semen a celkový růstový habitus), vedou k popisu velkého množství 

druhů, často taxonomicky méně zajímavých nebo nesrozumitelných. Charakteristika těchto 

druhů byla založena na tvrzeních, která nebyla dostatečně prozkoumána. Logickým 

důsledkem rozdílnosti komplexu bylo vytvoření mnoha „systematických názvů“ (včetně 

synonym) (MUSIL 2003). 
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Interpretace a umělá klasifikace jako důsledek složité fylogeneze nominátního 

podrodu Pinus ve střední Evropě byly do začátku druhé poloviny tohoto století zatíženy 

zejména širokým taxonomickým pojetím. Pokud se autoři dřívější doby dívali na agregát 

P. mugo jako na jediný polymorfní druh členěný do složitého systému vnitrodruhových 

taxonů zejména na základě morfologie habitu jednotlivých jedinců, pak jejich klasifikace 

musela být nepřirozeně komplikovaná a dnes se jeví nejednoznačná a nevěrohodná. 

Příkladem zde může být citace z monografického zpracování rodu Pinus prof. F. A. 

NOVÁKEM  z roku 1942 (publ. in KLIKA  et al. 1953: 231): „Pinus mugo je druh velice 

variabilní, všechny formy jsou v něm spojeny vzájemnými přechody, a to nejen v jedné 

linii, nýbrž všechny navzájem. Proto je systematické rozčlenění druhu velice obtížné, ne-li 

veskrze umělé“ (BUSINSKÝ 1999). Kromě nepřirozeně širokého druhového pojetí byla 

dřívější klasifikace agregátu P. mugo zatížena chybnou interpretací starých jmen, při níž 

autoři docházeli k závěrům, dnes znějícím možná až kuriózně. Příkladem může být opět 

F. A. NOVÁK V  citované knize, který rozlišuje v široce pojatém druhu Pinus mugo tzv. 

„kosodřevinu pyrenejskou“ pod jménem P. mugo subsp. mugus (Scop.) var. typica (Beck) 

a „borovici kleč rašelinnou“ pod jménem P. mugo subsp. uncinata (Ramond) Domin. 

Přitom první jméno reprezentuje typickou P. mugo, která nikde v Pyrenejích neroste 

a druhé jméno naopak představuje západoevropský (zejména pyrenejský) taxon, který 

neroste na rašeliništích. Tamtéž je citován převzatý údaj hodnocený podle uvedeného 

názvosloví: „Podle SULMY  (1929) ve východních Karpatech převládá kosodřevina 

pyrenejská a tvoří přechody ke kosodřevině nízké (P. pumilio), která převažuje v západní 

části Karpat“ (BUSINSKÝ 1999). 

Důvody zmíněné nejednotnosti a omylů při hodnocení taxonů a interpretaci 

hybridizace u evropských druhů rodu Pinus lze shrnout do následujících bodů: 

 

1. Agregát P. mugo je souborem geneticky blízkých druhů relativně nízkého 

fylogenetického stáří, u kterých proces speciace dosud nedosáhl takového stupně evoluce 

a znakové kvality, jako u zbývajících devíti evropských druhů borovic (avšak již vyššího 

stupně, než například u taxonů příslušících k polymorfnímu druhu P. nigra Arnold, který 

se dnes rozpadá na řadu poddruhů, dosud nedostatečně diferencovaných pro adekvátní 

použití druhové klasifikace); naproti tomu evropské populace P. sylvestris reprezentují 
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(kromě severní Skandinávie) pouze nominátní poddruh, i když velmi variabilní, a tak 

představující řadu odrůd (z nichž některé se podílejí na hybridizaci s P. mugo agg.). 

 

2. Znaková diferenciace mezi zástupci agregátu P. mugo je nevýrazná, jednotlivé 

diakritické znaky bývají u některých jedinců nedostatečně vyvinuty – pro determinaci 

zejména hybridních populací je nutné používat soubory znaků z více jedinců; determinace 

vzorků jednotlivých jedinců bez znalosti populačního kontextu je problematická 

a nevěrohodná. 

 

3. V podmínkách střední Evropy se v některých oblastech zachovaly jen fragmenty 

populací. U mnoha došlo ke zpomalení nebo změně směru spontánních procesů v důsledku 

antropických vlivů (zejména kácení, přeměna biotopů, odvodňování, výsadby cizích 

proveniencí, globální změny) a k podstatnému zhoršení čitelnosti projevů spontánní 

evoluce. 

 

4. Nedostatečná komplexnost a nadhled při taxonomických studiích a revizích zabývajících 

se touto problematikou – většina autorů vycházela z morfologického hodnocení jedince 

podle uměle stanovených znakových priorit; zde je však nutné vycházet z mikroevoluce 

sympatrických populací, hybridizačních procesů, populační variability a ekologických 

vazeb; rovněž bádání s těžištěm v herbářovém studiu na úkor studiu terénnímu vede u této 

skupiny ke zkresleným závěrům. 

 

5. K obecnému pochopení rozsahu mezidruhové hybridizace došlo až v nedávné době, kdy 

byly využity poznatky moderní populační genetiky (BUSINSKÝ 1999). 

 

V současnosti ještě nejsou dokončeny všechny charakteristiky agregátu, stejně jako 

není dokončen výzkum jejich čtvrtohorního vývoje. Není ujasněno, zda považovat tuto 

skupinu za: 

� jeden druh (Pinus mugo sensu lato) rozdělený do dvou, třech nebo dokonce více 

poddruhů; 

� nebo za dva druhy (Pinus mugo (sensu stricto) a P. uncinata (sensu lato)) s více či 

méně přechodnými populacemi nebo hybridy, (včetně hybridů s P. sylvestris);  
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� nebo dokonce za tři druhy (P. mugo sensu stricto, P. rotundata a P. uncinata sensu 

stricto) s hybridy uvnitř tohoto komplexu (HAMERNÍK & MUSIL 2007).  

 

Není jednotný názor, jestli Pinus rotundata je nebo není samostatný, taxonomicky 

malý, druh, ačkoliv by mohl mít hybridogenní původ nebo by mohla být potomkem 

nějakých velmi starých předků nebo jestli nepředstavuje hybrid mezi Pinus mugo × 

P. uncinata (hybrid na druhové úrovni, HOLUBIČKOVÁ  (1965) nebo na poddruhové úrovni 

CHRISTENSEN (1987 a,b,c)) nebo dokonce hybrid P. mugo × P. sylvestris (starší polští 

autoři STASZKIEWICZ, TYSZKIEWICZ 1969, 1972) nebo jestli nepochází ze současných 

hybridů (HAMERNÍK & MUSIL 2007). 

BUSINSKÝ (1999) předběžně zhodnotil a vyselektoval populace vhodné pro další 

detailní studie (speciálně pro marginální oblasti). Pokud je přehlížen předpoklad hybridů, 

extrémní formy skupiny P. sylvestris by měly být identifikovány podle následujícího klíče: 

 

1   šištice viditelně ohnuté nazpátek, na dlouhé stopce, jehlice našedle zelené – P. sylvestris 

1* šištice přímé, na krátké stopce, jehlice tmavě zelené 

 

2   křovinná konstituce se vzestupnými hlavními větvemi, hlavní kmen chybí, šišky 

aktinomorfní – P. mugo 

2* stromová konstituce, kmen jednoduchý, středový, šišky více méně zygomorfní – 3 

 

3   šišky mírně zygomorfní; rostou na rašeliništích v nižší nebo stření nadmořské výšce, 

východně – P. rotundata 

3* šišky velmi viditelně zygomorfní, rostou v suchých horských oblastech, západně – 

P. uncinata (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.3. Charakteristika vybraných druhů borovic 

 

3.3.1. Rod Pinus L. – borovice  

 

Pinus = latinský název některých borovic (původně i jiných jehličnatých dřevin); 

pochází z názvu picnus: latinsky pix, picis = smůla, pryskyřice; v překladu tedy přibližně 



 14

„pryskyřici poskytující“; nebo z keltského pin = kopec či hlava a z latinského názvu pinie?; 

anglicky: pine; francouzsky: pin (snad také keltského původu); německy: Kiefer, Fıhre; 

rusky: sosna; polsky: sosna (MUSIL 2003). 

 

Rod Pinus – borovice je jedním z nejvýznamnějších druhů jehličnanů z hlediska 

dřevařského. Zahrnuje vždyzelené stromy, méně často keře, s přeslenitým větvením. 

Jehlice vyrůstají ve svazečku na malých zkrácených výhonech (brachyblastech), obvykle 

po 2, 3, 5, výjimečně i po 1, 4, 6-8. v 1. roce života má semenáček nejprve přeslen 3-18 

jehlicovitých děloh, na nějž navazují jednotlivé, ve spirále umístěné pilovité primární 

jehlice (tedy nikoli ještě jehlice ve svazečcích – a jen asi do 3 let) 

Šištice se vytvářejí na letorostech. Samčí obvykle na jejich bázi, na místě 

brachyblastů, v dolní části koruny; samičí pod vrcholovým pupenem, v dostatečně 

osvětlené (převážně horní) části stromu. v době květu bývají semenné šupiny obvykle 

červené, na bázi jsou srostlé s podpůrnou šupinou. Osa samičí šištice je nejprve vzpřímená, 

u mnoha druhů se však již v prvním roce začíná ohýbat nazpět (MUSIL 2003). 

K oplodnění dochází po dlouhém období klidu, v mírném klimatickém pásu, asi 

jeden rok po opylení. Od té doby šišky znovu rostou – do konečné velikosti šišky dozrají 

po 15-16 měsících po opylení, ve 2.(-3.) kalendářním roce (jen výjimečně už v roce 

prvním). Povrch uzavřených dozrálých šišek je tvořen především štítky (apofýzami) 

semenných šupin, majícími na vrcholu pupek (umbo), případně i s hrotem (mucro); bývají 

to důležité znaky pro určování jednotlivých taxonů. Podpůrné šupiny jsou v době zralosti 

zakrnělé (HECKER 1991). Některá stádia mezi kvetoucí samičí šišticí a dozrálou šiškou 

bývají označována termínem „konelety“ (BUSINSKÝ 1999). 

Semena mají křídlo, méně často jsou ± bezkřídlá (např. limby, pinie). Křídlo bývá 

oddělitelné, typu „kleštiček“ (např. u sosny) – nebo přirostlé (např. u vejmutovky). 

Rod Pinus je nejpočetnějším rodem nahosemenných rostlin. Popsáno je na 100(-

120) druhů borovic rostoucích prakticky od mořské hladiny po 4000(-4300) m n. m. 

(nejvýše vystupují v Mexiku, resp. v Číně), od tropů až téměř po subarktickou oblast. 

Pouze P. merkusii překračuje v horách Sumatry rovník. Jen asi čtyři druhy jsou vysloveně 

keřovité. Celkový areál rodu je na severní polokouli druhým největším – po dubu, který má 

asi 600 druhů. v České republice rostou autochtonně jen tři druhy: P. sylvestris, 
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P. rotundata a P. mugo; hojněji se ještě vyskytuje hybrid posledních dvou 

P.x pseudopumilio (MUSIL 2003). 

Borovice jsou vytrvalé druhy s dlouhou životností, charakteristické vysokým 

poměrem křižitelnosti mezi sebou. (KUTIL & W ILLIAMS  2001). Středoevropské borovice 

jsou heterogenní a tvrdé (Diploxylon), jsou považovány za pozůstatek druhů z třetihor, 

které mají různý evoluční původ (KLAUS 1989). Borovice se různě rozmístily po 

středozemní oblasti a vykazují tak vysokou ekologickou plasticitu (BARBÉRO et al. 1998). 

Borovice je jedním z nejvíce rozšířených rodů jehličnatých dřevin jak v Evropě, tak 

na celé severní polokouli (PRAVDIN 1964, CRITCHFIELD & L ITTLE 1966). Zahrnuje 

stromové i keřovité růstové formy a může růst v absolutně odlišných ekologických 

podmínkách, včetně extrémů jako jsou hranice tundry, rašeliniště, stepi a hory. Takto 

široká ekologická valence může příznivě ovlivňovat formování vzniku nových ekotypů 

borovic (GONCHARENKO et al. 1994). Rozdílné morfologické variety rodu Pinus (sensu 

lato) se formují do specifických ekotypů a tak vzniká mnoho taxonomických problémů 

(MÁNEK &  EŠNEROVÁ 2004). 

 

3.3.1.1. Pinus sylvestris L. – borovice lesní, sosna 

 

Velmi odolná, rychle rostoucí dvou jehličná eurasijská borovice. Mezi stromovými 

dřevinami má nejrozsáhlejší areál, s největší ekologickou amplitudou, těžiště areálu je 

v severní Asii. 

Je to vyšší strom, až 40 m vysoký. Na extrémních stanovištích může být i podstatně 

nižší, někdy dokonce jen keřovitého vzrůstu (např. na hranici tundry a lesotundry). 

Dosažitelný věk je 300(-584) let. 

Koruna je v severní a severovýchodní části evropského areálu spíše štíhlá, 

s jemným větvením, v části střední a jižní přibývají a posléze i převažují jedinci s klenutou 

až deštníkovitou korunou (dědičný znak!), se silnými větvemi. Jehlice opadávají po (2-)3(-

4) letech. 

Kmen je přímý, větvený až v horní čtvrtině. Na extrémních stanovištích bývá často 

křivolaký. v dolní části je krytý silnou, rozpukanou borkou, v části horní se tenká borka 

odlupuje v papírovitých lístcích a je rezavě červená či oranžová. Hrubší borka bývá úzce 

šupinovitá, lasturovitá či široce deskovitá. Dřevo je měkké, s jádrem. (SVOBODA 1953) 
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Kořenový systém je mohutný, většinou se zachovalým kůlovým kořenem, který je 

1,5 - 3 m  hluboko (v suchých, písčitých půdách ještě hlouběji); časté jsou i boční kořeny. 

Horizontální kořeny rostou ve vrstvě do 20 cm pod půdním povrchem. Kořenový systém 

velmi dobře kotví nadzemní část v zemi. Borovice lesní netrpí vývraty a je proto 

považována za zpevňovací dřevinu. 

K odkvětu dochází v červnu až počátkem července. i když je borovice lesní 

jednodomá, může na některých stromech převládat jedno pohlaví.  

Diverzita uvnitř taxonu je extrémně veliká. Hospodářsky významná je např. velká 

růstová variabilita, lišící se jak podle místa zeměpisného původu, tak i podle stanoviště. 

Borovice lesní (jako druh) je adaptována na velmi široký klimatický rozsah. Roste 

na územích s délkou vegetační doby 90-120 dnů (výjimečně i méně), s průměrnými 

ročními srážkami 200-1780 mm. Převážnou část areálu je možno charakterizovat jako 

kontinentální nebo alespoň kontinentálně laděnou.  

Na extrémních stanovištích je schopna plnit půdoochranné a rekultivační úlohy 

(MUSIL 2003). 

 

3.3.1.2. Pinus mugo Turra – borovice kleč, kosodřevina 

 

Kleč P. mugo (sensu stricto) je jeden ze čtyř druhů borovic rostoucích výhradně 

keřovitě. Je součástí agregátu (species aggregarum), tj. velkého či „souborného druhu“ 

(komplexu několika malých, „drobných druhů“, mikrospecies). Spolu se dvěma 

stromovými „drobnými druhy“ – borovicí blatkou a borovicí pyrenejskou – a také 

s několika kříženci (ustálenými i primárními). Naše autochtonní populace kleče – 

kosodřeviny se vyskytují pouze v Čechách (MUSIL 2003). 

Borovice kleč je menší či větší keř, vysoký jen několik málo decimetrů až 2,5 m, 

v příznivějších podmínkách v kultuře i 3-4 m 10 s některými kmeny pokřivenými. Větve 

jsou dlouhé a jejich spodní část spočívá u země, zatímco konec je vzpřímený. Jehlice jsou 

ve svazečku po dvou. Samičí šištice jsou symetrické a mají úzkou apofýzu s centrálním 

středem (GAUSSEN et al. 1993). Na hřebenech hor může působit jako limitující faktor růstu 

malá výška sněhové pokrývky, nad níž je kleč vystavena totálnímu obrusu sněhovými 

krystalky, podobně může působit i okus zvěří či dobytkem. 

Dosažitelný věk je až několik set let. 
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Dřevo je těžké, tvrdé, houževnaté a silně pryskyřičné, má červenohnědé jádro. 

Kořenový systém má mohutné postranní kořeny, které dobře zpevňují půdu, kůlový 

kořen chybí. 

Druh je to značně variabilní jak ve vzrůstu (různé ekomorfózy), tak v délce jehlic 

a ve tvaru šišek.  

Kleč není tolerantní k zástinu, je silně světlomilná. Na přelomu pleistocénu 

a holocénu měla zřejmě mnohem větší rozšíření než dnes; rostla pravděpodobně 

i v nejnižších polohách. Avšak návratem stromových dřevin schopných obnovy i ve větším 

či menším zastínění pro ni zbyly jen méně příznivé lokality a území nad horní hranicí lesa. 

Tam je schopna vyrovnat se i s rozmanitým množstvím přístupné vody. Roste jak na 

vápencích, na vysýchavých, mělkých podkladech, tak i na rašelinách, bez ohledu na 

geologické podloží. v nižších polohách se objevuje především v surových, klimaticky 

inverzních podmínkách soutěsek a skal.  

Značně tolerantní je i k emisím, má půdoochrannou a vodohospodářskou funkci 

(MUSIL 2003). Pinus mugo je velmi důležitá pro horské oblasti i z hlediska ekologického, 

kde jsou tyto druhy nedílnou součástí náchylných ekosystémů (VORNAM at al. 2004). 

 

3.3.1.3. Pinus rotundata Link. – borovice blatka, borovice bažinná 

 

Stromová, dvou jehličná borovice. V rámci agregátu P. mugo má blatka nejmenší, 

reliktní areál, nacházející se ve středu Evropy, hlavně Alp, a naopak největší ekologickou 

„specializaci“ (v postglaciálním vývoji uhájila existenci prakticky jen na rašeliništích). 

Je to strom malého až středního vzrůstu, výška 10-13(až 20) m. v dospělosti má 

téměř vždy jen jediný, přímý kmen; koruna je úzká, válcovitá, zašpičatělá, jemně větvená.  

Dřevo je tuhé, se slabě patrným jádrem, málo pryskyřičné. Borka je nejpodobnější 

borce smrkové. 

Kořenový systém bývá malý, do hloubky obvykle limitovaný hladinou podzemní 

vody. 

Blatka dnes vytváří porosty výlučně na rašeliništích, nejčastěji přechodových, 

vzácně na obvodu vrchovišť. Často roste ve společenstvech s břízou pýřitou, na sušších 

místech přistupuje borovice lesní, příp. i smrk ztepilý. Na méně zamokřených 
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a úrodnějších stanovištích by rostla blatka relativně lépe, avšak ve volné přírodě podléhá 

konkurenci vyšších stromů. 

Hlavní význam je podrostotvorný, s půdoochrannoou funkcí. Je značně odolná 

k emisím (MUSIL 2003). 

 

3.3.1.4. Pinus uncinata Ramond – borovice pyrenejská 

 

Stromový, 15(-25) m vysoký dvou jehličný taxon, dlouhověký, klimaticky odolný, 

jeden ze tří mikrospecies tvořících agregát (MUSIL 2003).  

Má rovný a vzpřímený kmen. Samičí jehlice jsou silně asymetrické a mají tlustou 

zahnutou apofýzu se středem na špičce (GAUSSEN et al. 1993).  

Ačkoli byla popsána již dříve, bývá tato borovice dodnes dost často spojována 

s příbuznou borovicí blatkou P. rotundata (MUSIL 2003).  

Roste převážně na nerašelinných, extrémních, často neplodných, suchých, 

skalnatých půdách a sutích, obvykle na vápenatých horninách (vápence, sádrovce) – ale 

i na kyselých žulách, kvarcitech apod. (JACAMON 1992). 

Pinus uncinata může mít původ v dlouhém období raného pleistocénu (starší 

oddělení čtvrtohor) (SANDOZ 1983, CHRISTENSEN 1987a).  

Využívá se k protieroznímu zalesňování vysoko položených a málo produktivních 

poloh (MUSIL 2003). 

Morfologické a ekologické charakteristiky však nemusí být tak zřetelné a tak 

systematicky zůstává komplex proměnlivý (SANDOZ 1987). Podle SANDOZE je jako 

rozlišující znak více spolehlivý počet a velikost hypodermálních a endodermálních buněk, 

i když jeho hypotéza je stěží použitelná pro praktické účely. Ostatní morfometrické znaky, 

které jsou známy k odlišení těchto druhů, jsou délka jehlic a vzdálenost cévních svazků 

(BORATYŃSKA & BOBOWICZ 2001). 

Důležitou rolí komplexu je hlavně ochrana proti půdním erozím a zpomalení lavin. 

Jehlice jsou zdrojem oleje (STEVANOVIC et al. 2005), jarní pupeny jsou běžně používány 

v medicíně (HIPPELI et al. 2004, GRAßMANN et al. 2005) a pro produkci likérů. I když je 

dřevo těžké a tvrdé, je využíváno jen zřídka kvůli malé velikosti a pomalému růstu stromů. 

Stromy mají využití i jako okrasné, hlavně ve střední a severní Evropě (MONTELEONE at al. 

2005). 
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3.4. Výskyt vybraných druhů borovic 

 

Pinus sylvestris je rozšířena ve značné části Eurasie, je to borovice s největším 

areálem na světě: od Atlantiku prochází Evropou přes celou Sibiř až téměř k Pacifiku, tj. 

od Skotska, resp. od severozápadní části Pyrenejského poloostrova až k moři Ochotskému, 

nejjižněji zasahuje v Sierra Nevadě (nejvyšší španělské kontinentální pohoří, leží 

v mediteránu na 37° s. š.), nejseverněji ve Skandinávii, kde dosahuje až za severní polární 

kruh, na hranici tundry a lesotundry (70° S. 3.) (MUSIL 2003). 

SVOBODA (1953) člení borovici lesní do 3 skupin: na klimatypy severské, stepní 

a horské. Maximum výskytu borovice lesní je v severní části areálu (severská borovice 

lesní), roste hlavně v nížinách, na chudých, písčitých podkladech dostatečně zásobených 

vláhou, příp. až na bažinatých, převážně rozlehlých porostech v pásmu smrku. v severní 

Evropě je převládajícím lesním druhem. v evropské části Ruska roste na značně rozsáhlém 

území, od tundry na severu po stepi na jihu. Největší rozlohy zaujímá na Sibiři, kde se 

vyskytuje od nížin po dolní části hor.  

V západní a jižní části areálu, tedy na území ČR, je rozšířena jen ostrůvkovitě na 

extrémních reliktních stanovištích, souvislé lesní pásmo tu nevytváří (MUSIL 2003).  

 

Pinus mugo roste v horách střední a jihovýchodní Evropy, s těžištěm výskytu nad 

horní hranicí lesa (ale i těsně pod ní). Roste v Alpách počínaje středním Švýcarskem, 

odkud jde směrem východním, vyskytuje se v severní předalpské oblasti (včetně 

hraničních území ČR a jižního okraje Polska), v Karpatech, dále na Balkáně v Dinaridech, 

v Rodopském systému a v systému Staré Planiny. Nejsevernější výskyt kosodřeviny je 

v Krkonoších (už na polské straně), nejjižnější v Rodopech.  

Původní rozšíření kleče v České Republice je pouze v subalpínském 

a supramontánním stupni západních Sudet a ve vrcholové části Šumavy, tj. v krkonošsko-

jizerskohorské a šumavské oblasti. Nepočítáme-li drobnější keře, je kleč hlavní dřevinou 

nad horní hranicí lesa v Krkonoších, na půdě minerální i na vrchovištích. Vyskytuje se tu 

(stejně jako v Jizerských horách) také pod horní hranicí lesa, na vrchovištích smrkového, 

tj. supramontánního vegetačního stupně. Na Šumavě kleč roste pouze jako tzv. vrcholový 
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fenomén v klimaticky inverzních ledovcových karech – jen na minerální půdě skalnatých 

míst a srázných svahů nejvyšších poloh, v supramontánním vegetačním stupni. 

Směs křovinných a klečových porostů – s jedním nebo více poléhavými kmeny 

a vystoupavými větvemi – je na vrchovištích od Krušných hor přes Slavkovský les, 

Šumavu až po hory Novohradské – je rovněž autochtonní (GOLDE 2000). Dnes však tyto 

populace bývají považovány za samostatný hybridogenní taxon Pinus x pseudopumilio 

(Willk.) Beck (= P. mugo x P. rotundata) (MUSIL 2003). 

 

Pinus rotundata je rozšířena ve střední Evropě, v malých ostrůvcích i na 

rašeliništích, přibližně od severního okraje Alp po střední části Krušných hor, dále po 

Sasko a polské Slezsko, na východ nejdál po rašeliniště Rejvíz (BUSINSKÝ 1999) na 

severovýchodním okraji Hrubého Jeseníku (české Slezsko), na západ po Schwarzwald, 

Juru (FRELÉCHOUX et al., 2000) – resp. po Vogézy (Vosges) a Francouzské středohoří 

(Massif Central – DEBAZAC 1991). 

V České Republice je rozšířena v západních a jižních Čechách, od Třeboňské pánve 

přes Šumavu po Krušné hory, na Moravě pouze u Velkého Dářka ve Žďárských vrších, 

v českém Slezsku jen na Rejvízu (MUSIL 2003).  

 

Pinus uncinata Ramond má reliktní areál v jihozápadní Evropě, kolem horní 

hranice lesa (MUSIL 2003), nejvíce na skalách a sutích (vápenec nebo křemičitan). Tak se 

liší od rašelinných borovic ne pouze v geografickém umístění a nadmořské výšce, ale 

i v ekologických požadavcích. 19a. Nejvíce se nachází ve východních Pyrenejích (kde 

dosahuje maximálních dimenzí), v západních i středních Alpách (zde samostatně nebo ve 

směsi s modřínem a limbou, na výslunných svazích), vzácně na hřebenech Jury (DEBAZAC 

1991) a ve Francouzském středohoří. 

V Pyrenejích tvoří tato borovice horní hranici lesa i horní hranici stromovou ve 

výškách 1600-2000(-2350) m n. m. Z nejvyšších poloh tohoto pohoří jsou popisovány 

i typy vícekmenné a keřovito-klečovité (CAMARERO at al., 2000). Nejjižněji se vyskytuje 

v horách Sierra de Gudar (40-41° s. š.). v Alpách je borovice pyrenejská uváděna z oblastí 

mezi 1500-2700 m n. m (MUSIL 2003). 
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3.5. Proces hybridizace u borovic 

 

Přírodní hybridizace je jedním z nejvýznamnějších evolučních procesů vedoucí 

k tvorbě nových druhů (ARNOLD 1997) a k adaptaci rostlinných i živočišných druhů 

(LEWONTIN & B IRCH 1966, ARNOLD 1997). Je mnoho příkladů, které dokazují, že hybridní 

genotypy mohou mít rovnocenný nebo dokonce vyšší zdatnost (kondici) ve srovnání 

s rodičovskými druhy a mohou být v určitém prostředí zvýhodněny. Dokonce i v případě 

počáteční snížené plodnosti nebo životaschopnosti hybridů v prvních populacích může tok 

genů pokračovat ve spojení populací a šíření hybridních druhů (ARNOLD et al. 1999). 

Mezi příbuznými druhy rodu Pinaceae je hybridizace žádoucí (např. STASZKIEWICZ 

& TYSZKIEWICZ 1969, BOBOWICZ 1990, VIEWEGH & CAMBALOWA  1993). Experimenty 

s umělou mezidruhovou hybridizací prokázaly dědičnost fenotypových znaků včetně 

rezistence k patogenům (KORMUŤÁK & LANÁKOVÁ  1988, PRUS-GŁOWACKI & STEPHAN 

1998). Pomocí DNA markerů bylo zkoumáno mnoho taxonomických vztahů a ukázalo se, 

že je lze využít pro diferenciaci druhů i pro identifikaci hybridů (WAGNER et al. 1987, 

SZMIDT & WANG 1991, HIPKINS et al. 1994, BUCCI et al. 1998, GERMANO & K LEIN 1999).  

Hybridizace může změnit velikost genomu, aniž by došlo ke změně v počtu 

chromozomů. Velikost jaderného genomu u borovic je neobvykle variabilní (HALL  et al., 

2000). Velikost hybridního genomu by mohla být změněna amplifikací DNA u všech 

chromozomů. Amplifikace v jednotlivých chromozomech se vyskytuje u krátkých 

segmentů, pravděpodobně nekódující DNA (BRANDHAM  & DOHERTY, 1998). Duplikace 

krátkých segmentů bez polyploidizace je kontrolována elementy v genomu, které detekují, 

kvantifikují a regulují obsah DNA podle přesně stanovených limitů (KEYL 1965). 

Amplifikace krátkých segmentů je přiměřeně rozdělena, aby se dodržela uniformita 

a neměnila homologní párování (BRANDHAM  & DOHERTY 1998). Největší rozdíly ve 

velikosti genomu se vyskytují v hybridech srovnatelných s jejich rodičovskými druhy. 

Tyto rozdíly jsou vysvětlovány fylogenetickou vzdáleností mezi rodičovskými druhy 

(WILLIAMS  at al. 2002). 

Uniformita v počtu chromozomů a morfologii je dosažena procesem selekce, která 

silně ovlivňuje mezidruhovou hybridizaci  u jehličnanů, ale není úplně vhodná kvůli 

rozdílným velikostem genomu. Všechny borovice mají základní chomozomové číslo 12 
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(SAYLOR 1961; DOUDRICK et al. 1995), ale obsah jaderné DNA mezi druhy se pohybuje od 

19 do 31pg·C-1 (JOYNER et al. 2001). 

Počet chromozomů  u hybridů borovic je neměnný. U F1 dospělých hybridů nebyly 

při umělé hybridizaci během meiózy zaznamenány ani chromozomové abnormality ani 

nové uspořádání chromozomů (SAX  1960). 

Abnormality při meióze jsou běžné během mikrosporogeneze a mohou mít za 

následek zakrnělý (SAYLOR & SMITH  1966), někdy i sterilní pyl (SAX  1960). 

Selekce u dospělých F1 hybridů může omezit genotypové rozdíly během meiózy. 

Genotypové změny se mohou vyskytovat, pokud jsou dva příbuzné homologní genomy 

spojeny do jedné buňky a způsobí tak eliminaci chromozomu nebo dokonce polyploidii 

(MCCLINTOCK 1984).  U borovic mohou být změny genotypu studovány, protože u nich 

nejsou známy žádné post-zygotické bariéry, které by zabraňovaly reprodukci. Pre-

zygotické bariéry, jako je pylová sterilita, jsou při mezidruhové hybridizaci běžným jevem 

(např. MCWILLIAM  1959). Tak mohou vzniknout životaschopné, plodné mezidruhové 

hybridy mezi blízce příbuznými druhy (RIGHTER & DUFFIELD 1951).  

Navzdory stálosti karyotypu a absenci genotypových změn není známo, jestli je 

obsah hybridního genomu podobný rodičovským druhům (WILLIAMS  at al. 2002). 

Přímou selekcí může u borovic dojít také ke vzniku nových druhů. Pokud jsou 

rodičovské druhy sympatrické, mohou být nové druhy homoploidní (WANG, SZMIDT 

& SAVOLAINEN 2001); polyploidní hybridy jsou vzácné a letální (KHOSHOO 1959). 

U nových homoploidních hybridů může být plodnost ve srovnání s rodiči buď vysoká nebo 

nízká (BUERKLE et al. 2000) podle toho, jak je proměnlivá úroveň plodnosti u dospělých 

F1 hybridů borovic (SAYLOR & SMITH  1966).  

Hybridizace byla u některých druhů borovic prokázána. Mezi tyto druhy patří např. 

P. halepensis a P. brutia v Turecku (BUCCI et al. 1998), P. contorta a P. banksiana 

v Kanadě (WAGNER et al 1987), P. pumila a P. pentaphylla v Japonsku (WATANO et al. 

1996) nebo P. taeda a P. echinata v USA (CHEN et al. 2004). V rámci rodu Pinus byla 

introgresivní hybridizace popsána mnohými autory, to nejen v rámci České republiky 

(BUSINSKÝ 1999, BUSINSKÝ & WEGER 1995, HOLUBIČKOVÁ  1965) ale také z mnoha jiných 

zemí jako např. zemí bývalého Sovětského svazu (POLITOV et al. 1999, GONCHARENKO et 

al. 1995), Polska (SIEDLEWSKA & PRUS-GŁOWACKI 1995, BACZKIEWICZ & PRUS-

GŁOWACKI 1997), Slovenska (KORMUŤÁK  1990, STASKIEWICZ 1993), Švýcarska (NEET-
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SARQUEDA 1994), Německa (SCHMID 2000) a Dánska (CHRISTENSEN 1997). Na druhé 

straně někteří autoři s popisy introgresivních hybridů nesouhlasí a odmítají tuto hypotézu 

i na základě molekulárních markerů (FILPPULA et al. 1992, NEET-SARQUEDA 1994). 

 

 

Obr. 1: Jedna z možností zařazení agregátu Pinus mugo včetně hybridizace uvnitř agregátu 
ve vztahu k P. sylvestris (HAMERNÍK , MUSIL 2007). 
 

3.5.1. Hybridizace uvnitř agregátu Pinus mugo 

Taxonomická struktura hybridních populací borovic a jejich výchozích, resp. 

mateřských druhů se jeví značně komplikovaná. Ve skutečnosti je však základní situace 

velmi jednoduchá vzhledem k nápadným morfologickým – diakritickým znakům 

v kombinaci s ekologickými požadavky a geografickým rozšířením u čtyř výchozích 

druhů, které se jako jediné podílejí na tvorbě všech středoevropských hybridních populací 

borovic patřících do rámce příbuzenské skupiny Pinus mugo agg. a P. sylvestris (tj. kromě 

ojedinělé hybridizace P. sylvestris s druhem P. nigra Arnold, patřícím do jiné příbuzenské 

skupiny) (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.1.1. Pinus mugo × Pinus uncinata  

(Tato hybridní kombinace se nevyskytuje na území Česka ani Slovenska.) 

 

Druh Pinus mugo vytváří rozsáhlou kontaktní hybridizační zónu s P. uncinata 

s těžištěm v jižní polovině Švýcarska, zejména ve výškách mezi 1600 a 1900 m n. m. 

Poslední populace této hybridní kombinace směrem k východu dosahují zhruba 11° 
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východní délky a na sever jsou omezeny středními horskými polohami Alp, ze kterých se 

nikde nevymykají (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.1.2. Pinus mugo × Pinus rotundata 

 

Tato druhá hybridní kombinace má naopak těžiště svého rozšíření v západních 

a jižních Čechách a je označována jménem Pinus × pseudopumilio (Willk.) Beck (1888) 

a někdy používaným českým ekvivalentem „rašelinná kleč“ (BUSINSKÝ 1999). Habitem 

má blíže k prvnímu z rodičů – P. mugo, tvarem šišek ke druhému – P. rotundata. K jejímu 

vzniku došlo pravděpodobně před více než devíti tisíci lety (MUSIL 2003). 

V některých oblastech vytváří tento hybridní taxon rozsáhlé populace, ve kterých 

byly dlouhodobou introgresivní hybridizací zcela nebo téměř vytlačeny rodičovské druhy. 

Takovéto populace jsou nejčastější na vrchovištních rašeliništích Krušných hor, kde už 

rodičovský druh P. mugo nikde neroste a P. rotundata se zachovala jen vzácně na několika 

málo lokalitách v západní části pohoří (např. Kovářská). Dalším územím s výskytem 

P. × pseudopumilio je Šumava, kde však taxon roste jen na vrchovištích ve vyšších 

polohách (např. v okolí Kvildy a Modravy), zatímco na přechodových rašeliništích v údolí 

Vltavy je zastoupen v převaze nebo pouze druh P. rotundata (např. Velká niva u Lenory 

nebo Malý luh u Dobré). Dále je tento hybridní taxon znám z našeho území ještě 

z rašeliniště Lysina u Kladské ve Slavkovském lese a z Novohradských hor. Izolovaný 

výskyt se nachází na polské straně Orlických hor (na rašeliništích Czarne Bagno 

a Topielisko severně pod masivem Deštná) ve vzdálenosti 2 až 3 km od našich hranic. 

Mimo území zmíněných pohraničních hor Čech se taxon P. × pseudopumilio vyskytuje 

ještě v horním Bavorsku, podél severních okrajů rakouských Alp. Naproti tomu údaje 

z oblasti Oravy (NOVÁK in KLIKA  et al. 1953, VESELÝ 1954, FUTÁK  1966, DOSTÁL 1989), 

z úpatí Západních a Belanských Tater (JASIČOVÁ in FUTÁK 1966, DOSTÁL 1989) a polské 

časti Karpat (NOVÁK in KLIKA  et al. 1953) jsou opět záměny za mezidruhové hybridy 

kombinace P. mugo × P. sylvestris, publikované většinou současně s chybnými údaji 

o výskytu blatky tamtéž. 

Vzhledem k rozsahu hybridních populací, jejich variabilitě a absenci jednoho nebo 

obou rodičovských druhů se předpokládá, že k počáteční hybridizaci mezi P. mugo 

a P. rotundata zde došlo už začátkem holocénu. Zvýšený stupeň variability populací 



 25

P. × pseudopumilio je patrný ve srovnání s variabilitou čistých populací obou 

rodičovských druhů (v případě P. rotundata myšleno neovlivněným genotypem P. mugo 

bez ohledu na vliv genotypu P. sylvestris). Nejnápadnější je variabilita v charakteru růstu 

od jedinců keřovitých s mnoha obloukovitými větvemi s převládající šířkou, přes 

nejčetnější formy polykormní až po monokormní jedince s převažující výškou, ale většinou 

ještě s dlouze obloukovitými větvemi (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.1.3. Pinus uncinata × Pinus rotundata  

(Tato hybridní kombinace se nevyskytuje na území Česka ani Slovenska.) 

 

Přestože nikde, ani v oblasti Alp nedochází k přímému styku areálů těchto dvou 

druhů (respektive nikde se nevyskytuje populace s převahou fenotypově čisté P. uncinata 

v blízkosti populace s převahou P. rotundata), existuje jisté tranzitní území, kde se 

vyskytují komplikované hybridní roje se zjevnou účastí obou druhových genotypů 

hybridně kombinovaných ještě druhem P. sylvestris a snad i P. mugo. Tato území se 

nacházejí v oblasti západních Tyrol v Rakousku a jejich skutečný rozsah, ani podrobné 

fenotypové zastoupení těchto druhů nebylo dosud prozkoumáno (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.2. Mezidruhová hybridizace vně agregátu Pinus mugo 

 

Kromě nepotvrzených údajů o možném křížení Pinus mugo, resp. P. uncinata 

s nikoli blízce příbuzným druhem P. nigra Arnold, eventuálně P. heldreichii Christ 

(M IROV 1967, BUSINSKÝ 1989) je známa spontánní hybridizace některého ze zástupců 

P. mugo agg. v přírodě jen s druhem P. sylvestris L. Přitom P. sylvestris je v rámci svého 

světového areálu (největšího v celém rodu) svým způsobem též taxonomicky 

komplikovaným druhem (PRAVDIN  1964), ale z hlediska jeho evropského zastoupení je 

poměrně homogenní. Autochtonní populace jsou ve vztahu k celkové variabilitě druhu 

rozhodně taxonomicky jednotné a lze je rozlišovat nanejvýš v hodnotě variet, nebo lépe jen 

jako odlišné populace nebo soubory populací, případně ekotypy. Pokud se týká hybridizace 

mezi agregátem P. mugo a P. sylvestris, je rozhodně mnohem častější než se dosud 

udávalo (BUSINSKÝ 1999). 
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3.5.2.1. Pinus mugo × Pinus sylvestris 

 

Z hlediska genetického, ekologického a i z aspektu praktické využitelnosti je 

nejzajímavější hybridní kombinace Pinus mugo × P. sylvestris. Výchozí druhy této 

kombinace jsou vzájemně příbuzensky nejvzdálenější a morfologicky nejodlišnější. Poprvé 

byl prokazatelně hybrid těchto dvou druhů v úzkém pojetí popsán v roce 1897 

ASCHERSONEM a GRAEBNEREM pod jménem Pinus × celakovskiorum A. et Gr., český 

název „borovice Čelakovských”, (HAMERNÍK & MUSIL 2007) z morény pod Plešným 

jezerem na Šumavě. Starší jméno P. × rhaetica Brügger (1864) (BUSINSKÝ 1999), 

v Čechách běžně známá pod názvem „borovice zkřížená“ (HAMERNÍK & MUSIL 2007), 

často používané pro tuto hybridní kombinaci (CHRISTENSEN 1987a, b, c, STASZKIEWICZ 

1993a, b, 1994) je založené na kříženci P. sylvestris var. engadinensis a P. mugo patrně 

s introgresí P. uncinata nalezeném ve Švýcarsku (SKALICKÝ IN HEJNÝ & Slavík 1988). 

Mezidruhové hybridy rodu Pinus se v přírodě vyskytují příležitostně. V posledních 

desetiletích vzniklo mnoho takových hybridů i umělým způsobem (SAX  1960). 

Tok genů z P. sylvestris do komplexu P. mugo byl ověřen v několika studiích. Byl 

zkoumán na základě morfologických znaků (CHRISTENSEN & DAR 1997; LAURANSON-

BROYER, KRZAKOWA & L EBRETON 1997; BORATYŃSKA et al. 2003), isoenzymů (NEET-

SARQUEDA, PLUMETTAZ  CLOR & BECHOLEY 1988; NEET-SARQUEDA 1994; SIEDLEWSKA 

& PRUS-GŁOWACKI 1995; PRUS-GŁOWACKI, BUJAS & RATYŃSKA 1998; LEWANDOWSKI et 

al. 2002) a DNA (FILPPULA, SZMIDT  & SAVOLAINEN  1992; ODRZYKOSKI 2002; 

WACHOWIAK 2003).  

P. sylvestris je jedním z nejrozšířenější lesních druhů v Evropě a Asii, zatímco 

P mugo je endemický druh typický pro horské oblasti Evropy (CRITCHFIELD & L ITTLE 

1971). Současné rozšíření borovice lesní je výsledkem postglaciální migrace z několika 

ledových refugií (oblastí se stálým klimatem) (WILLIS & A NDEL 2004, CHEDDADI et al. 

2006). Předpokládá se, že rekolonizace vytvořila zóny druhotného kontaktu mezi 

izolovanými populacemi z oblastí bez ledu, které přežily poslední ledové maximum, 

s populacemi jižních refugií. Tím, že se P. mugo a P. sylvestris překrývají v některých 

částech oblastí jejich rozšíření, byla podpořena hybridizace mezi druhy a to přispělo 

k většímu rozrůznění uvnitř komplexu P. mugo (CHRISTENSEN 1987a). 
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V podmínkách střední Evropy se kontaktní zóny těchto dvou druhů nacházejí ve 

dvou hlavních typech biotopů – na rašeliništích a na skalnatých výběžcích nejčastěji 

vápencových hornin často s inverzním mikroklimatickým efektem. Jak uvádí BUSINSKÝ 

(1999), ke vzájemnému kontaktu populací druhů Pinus mugo Turra a Pinus sylvestris L. 

dochází v lokalitách s extrazonálním výskytem kosodřeviny pod jejím hlavním výškovým 

pásmem rozšíření (ČAMEK &  KORMUŤÁK 2007). 

V současnosti se P. sylvestris a P. mugo vyskytují většinou alopatricky. Některé 

sympatrické populace těchto druhů byly nalezeny na nízko ležících rašeliništích z doby 

postglaciální. Přírodní hybridizace mezi druhy byla studována na několika populacích, 

avšak biometrické studie byly limitovány nedostatkem diagnostických charakteristik 

vhodných pro identifikaci hybridů (CHRISTENSEN & DAR 1997). Hybridní rodiny byly 

charakterizovány podle morfologie a anatomie jehlic (CHRISTENSEN & DAR 1997; 

BOBOWICZ et al. 2000), v menším rozsahu také podle proteinů a isoenzymů (PRUS-

GLOWACKI & STEPHAN, 1998). Nicméně, nejsou dostupná data, která by stanovila stupeň 

křižitelnosti mezi rodičovskými druhy (KORMUŤÁK at al. 2005). 

Studium hybridizace těchto druhů bylo prováděno prostřednictvím umělého křížení. 

Tyto experimenty také napomohly stanovení fylogenetických vztahů a k určení účelu 

pěstování (KORMUŤÁK & LANÁKOVÁ 1988; PRUS-GŁOWACKI & STEPHAN 1998). Produkce 

plných semen je většinou používána jako měřítko úspěšného křížení (WACHOWIAK at al. 

2005).  

Jak bylo uvedeno výše, ke vzájemnému kontaktu populací druhů Pinus mugo 

a P sylvestris dochází na lokalitách s extrazonálním výskytem kleče pod jejím hlavním 

výškovým pásmem rozšíření. Obráceně by mohlo dojít ke kontaktu při extrazonálním 

výskytu P. sylvestris ve směru nad hlavní pásmo jejího rozšíření. v tomto opačném smyslu 

jsou však ekologické podmínky pro existenci druhu vždy limitní, neumožňují existenci 

více než jednotlivých individuí a nebývají zde ani splněny biologické podmínky pro 

mezidruhovou hybridizaci. V prostředí střední Evropy se hybridogenně úspěšné kontaktní 

zóny těchto dvou druhů nacházejí ve dvou hlavních typech biotopů – jednak na 

rašeliništích a jednak na skalních výchozech nejčastěji vápencových hornin často 

s inverzním mikroklimatickým efektem. V rámci bývalého Československa je 

v současnosti známa tato hybridní kombinace z následujících lokalit: 
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Česká republika  

Šumava – balvanitá moréna pod Plešným jezerem (okolo 1080 m n. m.). 

Slovensko  

Orava - rašeliniště okolo Suché Hory u hranic s Polskem (740 m n. m.),- rašeliniště 

Tisovnica u Oravské Polhory (750 m n. m.);  

Západní Tatry – západní úpatí skupiny Osobitá, rašeliniště Medzi bormi nad Zubercem 

(840 m n. m.); 

Malá Fatra – oblast Vrátné doliny, Sokolie – vápencová skalní bradla masivu Obšívanka – 

Tiesňavy (1000–1100 m n. m.). 

 

Z uvedených míst výskytu se pouze na lokalitách Tisovnica a Medzi bormi 

nacházejí bohatší hybridní roje s pokročilou introgresí, zatímco v ostatních lokalitách jen 

jednotlivá hybridní individua. Přesto genetický význam těchto jednotlivých hybridů je 

značný, protože jsou většinou fertilní a mohou dát základ flexibilnímu potomstvu s velkou 

ekologickou tolerancí a navíc značnou tvarovou diverzitou. Poslední uvedená lokalita 

v Malé Fatře je výjimečná ekologicky (vápencové skály) a mimo region Alp zatím není 

známa jiná lokalita tohoto stanovištního typu (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.2.2. Pinus uncinata × Pinus sylvestris 

(Tato hybridní kombinace se nevyskytuje na území Česka ani Slovenska.) 

 

Hybridní roje této druhové kombinace byly studovány např. v Pyrenejích (PROBST 

1983) Jejich výskyt je bezpečně prokázán na více místech západních Alp (jihovýchodní 

Francie, Švýcarska i severozápadní Itálie), ale není dosud komplexně vyhodnocen. 

Ukázkový hybridní roj této kombinace byl nalezen též v masivu Pearroya (2019 m) 

v provincii Teruel ve východním Španělsku, kde se vyskytuje k jihozápadu předsunutá, 

zcela izolovaná populace P. uncinata. Přestože tato hybridní kombinace nezasahuje do 

blízkosti území našeho státu, má teoretický význam pro pochopení taxonomických 

souvislostí řešené problematiky a dokazuje komplikovanost hybridizace dvou druhových 

komplexů borovic ve střední Evropě a rovněž nedocenění jejího praktického významu 

(BUSINSKÝ 1999). 
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3.5.2.3. Pinus rotundata × Pinus sylvestris 

 

Tato mezidruhová hybridní kombinace byla popsána poprvé v roce 1888 pod 

jménem Pinus × digenea Beck z rakouského pohraničí Třeboňské pánve. Dnes je potvrzen 

její výskyt prakticky ze všech nalezišť se společným výskytem obou druhů, buď jen 

v jednotlivých exemplářích (např. Malý luh u Volar, Rejvíz v Jeseníkách) nebo 

v rozsáhlých hybridních rojích (Podkovák na Tachovsku, Červené blato na Třeboňsku, 

Dářko u Žďáru nad Sázavou). V důsledku celkové tendence vysušování zejména 

přechodových rašelinišť (a už přeměnou okolních porostů nebo přímým odvodňováním) se 

postupně zvýhodňují rašelinné biotopy v nižších nadmořských výškách ve prospěch 

P. sylvestris oproti P. rotundata. To podporuje expanzi borovice lesní do stále 

izolovanějších populací blatky, čímž se zesiluje proces introgresivní hybridizace, ve 

kterém jsou flexibilnější hybridní genotypy mnohem úspěšnější než vysoce specializované 

genotypy blatky. K tomuto genetickému ohrožení druhu P. rotundata dochází na většině 

nalezišť a mnohde je už podíl fenotypově čistých jedinců blatky velmi nízký a je často 

udržován jen existencí starších stromů, zatímco téměř veškeré potomstvo vykazuje 

hybridní původ (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.2.4. Pinus mugo × Pinus rotundata × Pinus sylvestris  

(= P. × pseudopumilio × P. sylvestris) 

 

Na území Šumavy bylo v posledních letech nalezeno několik významných populací 

polyhybridního komplexu vzniklého postupnou hybridogenezí dokonce tří výchozích 

druhů borovic. Jde o populace nacházející se na Chalupské slati u Borové Lady (910 m n. 

m.), na Splavském (Kunžvartském) rašeliništi u Strážného (810 m n. m.), na Malé nivě 

u Lenory (750 m n. m.) a na Mrtvém luhu u soutoku Teplé a Studené Vltavy (740 m n. m.). 

Z křížení druhů Pinus mugo a P. rotundata, započatého v dřívějších obdobích holocénu, 

zde povstal rozsáhlou introgresivní hybridizací, tak jako i v jiných uzemích, variabilní 

soubor genotypů zařaditelný pod nothospecies se jménem P. × pseudopumilio, přestože 

část jedinců zde dosud vykazuje fenotyp typické P. rotundata (v minimální míře na 

nejvýše položené lokalitě Chalupská slať a s přibývajícím množstvím na níže položených 

lokalitách). Ve všech jmenovaných lokalitách jsou však dnes též příhodné podmínky pro 
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rozvoj sympatrické populace P. sylvestris i pro vzájemnou hybridizaci obou taxonů. Tato 

hybridizace je zjevně sekundární, probíhající recentně v prvních generacích a byla patrně 

započata nebo alespoň podpořena změnou vodního režimu (zejména prvních dvou lokalit) 

a následnou expanzí P. sylvestris do rašelinného ložiska obývaného rozsáhlou populací 

hybridního taxonu P. × pseudopumilio. 

V dubnu 1993 byl rovněž potvrzen výskyt této hybridní trojkombinace v malé 

populaci P. × pseudopumilio v Krušných horách  v sedle masivu Klínovce mezi horami 

Macecha (1113 m) a Meluzína (1094 m) ve výšce 1040 m n. m., nálezem široce 

keřovitého, přes 50 let starého jedince s jednoznačným hybridním ovlivněním druhem 

P. sylvestris, pravděpodobně druhotným zanesením pylu z větší vzdálenosti. Výskyt této 

hybridní trojkombinace je nanejvýš pravděpodobný v dalších lokalitách taxonu 

P. × pseudopumilio v Krušných horách a rovněž ve Slavkovském lese (BUSINSKÝ 1999). 

 

3.5.3. Fertilita a sterilita mezidruhových hybridů u borovic 

 

V rámci rodu Pinus je většina získaných mezidruhových hybridů životaschopná 

a relativně fertilní, i když se mezi některými druhy vyskytují překážky jejich vzájemné 

křižitelnosti (SAX  1960). Toto omezení se představuje ve formě zábrany úspěšné 

hybridizace některých druhů, způsobené existencí inkompatibility (KORMUŤÁK 1974). 

V rámci rodu Pinus je hybridizační proces poznamenán vlivem takových faktorů jako je 

neproniknutí pylové láčky až k archegóniu, neschopnost spermatického jádra oplodnění 

a odumření zygoty ve stádiu proembrya (SARVAS 1962). 

Pokusy s umělou hybridizací druhů Pinus mugo Turra a P. sylvestris L. dokázaly 

relativně vysoký stupeň křižitelnosti těchto druhů. Hybridní semena kříženců P. mugo 

Turra a P. sylvestris L. vykazují vysoký potenciál klíčivosti v porovnání se semeny 

vzniklými samoopylením, vnitrodruhovým křížením anebo přirozeným opylením. 

Reciprokým křížením bylo dosáhnuto mírně nižší hodnoty klíčivosti (KORMUŤÁK et al., 

2005). 

FEČKOVÁ  (2005) analyzovala hybridní semena z kontrolované hybridizace 

P. sylvestris L. x P. mugo Turra, která vykazovala vysoké procento klíčivosti. Podařilo se 

jí získat i hybridní semena, která souhlasí s výsledky předcházejících studií (KORMUŤÁK 
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& L ANÁKOVÁ , 1988). Svědčí to o vzájemné křižitelnosti obou druhů a o možnosti toku 

genů v obou směrech. 

Reálnou příčinou sterility mezidruhových hybridů rodu Pinus jsou i poruchy 

v průběhu meiotického cyklu. SAYLOR & SMITH  (1966) sledovali průběh redukčního dělení 

u 21 druhů a 22 mezidruhových hybridů. Autoři udávají nejčastěji se vyskytující poruchy 

v průběhu meiózy: 

- neukončení terminace chiasmat způsobené neúplným oddělením chromozomových ramen 

v anafázi I, 

- narušená tvorba bivalentů v metafázi I, 

- předčasná separace chromozomů v anafázi I, 

- opoždění rozchodu některých chromozomů k pólům buňky v telofázi i a II, 

- výskyt inverzních mostů s chromozomovými fragmenty, nebo bez nich v telofázi I, 

metafázi II a telofázi II, 

- výskyt mikrojader ve stádiu diád a tetrád. 

 

Všeobecně se předpokládá, že sledované hybridní populace vykazují nižší míru 

plodnosti jako kontrolní populace „čistých“ druhů (ČAMEK &  KORMUŤÁK 2007). 

 

3.6. Genetická variabilita a využití metod molekulárních markerů  

 

Pinus sylvestris L. je nejrozšířenější ze všech borovic. Protože je významná jak 

z hlediska ekologického, tak i ekonomického, je široce studována její genetika. Je 

zajímavý přenos některých informací do ostatních druhů, stejně jako z ostatních druhů do 

P. sylvestris. Druhy jsou adaptovány širokému rozsahu prostředí, hlavně klimatickým 

podmínkám a geneticky vykazují mezi populacemi výrazné rozdíly (MIKOLA 1982; HURME 

et al. 1997). 

Všechny druhy borovic mají 12 chromozomů s podobnou morfologií (SAX & SAX 

1933), ale velikost genomu se mezi jednotlivými druhy liší (WAKAMIYA  et al. 1993). 

Genom je veliký, v rozsahu 20 až 32 pg (WAKAMIYA  et al. 1993), obsahuje velké množství 

opakujících se sekvencí (KRIEBEL 1985) a poskytuje velký komplex genových rodin 

(KINLAW & NEALE 1997). 
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Eurasijské tvrdé borovice mají odlišnou genetickou variabilitu a populační 

strukturu. Vysoce heterozygotní druhy, jako Pinus sylvestris (PRUS-GLOWACKI & STEPHAN 

1994), jsou sympatrické s druhy vykazujícími pozoruhodný nedostatek polymorfismu, 

např. s P. pinea (FALLOUR et al. 1997). 

Část genetických map jehličnanů je vytvořena za pomoci isoenzymů (např. RUDIN 

& EKBERG 1978). Počet lokusů je nízký, ale ortologní lokusy mohou být obvykle 

identifikovány bez problémů i v rozdílných druzích (např. CONKLE 1981). 

Genetické mapy Pinus sylvestris jsou konstruovány na základě ESTP (expressed 

sequence tag polymorphism) markerů a ostatních genových markerů jako AFLP 

a mikrosatelitů (KOMULAINEN  at al. 2003). Skládají se z ortologních markerů a jsou 

využitelné pro studium evoluce a pro mapování kvantitativních znaků. Porovnáváním map 

se ukazuje, že mezi rozdílnými skupinami organismů se vývoj chromozomů výrazně liší. 

Např. geny druhů Brassica a Arabidopsis jsou velmi odlišné (LAGERCRANTZ 1998), 

zatímco chromozomy druhů rodu Pinus a vůbec celé čeledi Pinaceae se vyvíjejí velmi 

pomalu (PRAGER et al. 1976; DEVEY et al. 1999; BROWN et al. 2001).  

 

3.6.1. Charakteristika molekulárních markerů:  

 

DNA markery jsou markery na úrovni DNA. Umožňují jednoduše detekovat 

odlišnosti v primární genetické informaci, kterou DNA nese. DNA markerovací systémy 

jsou založeny na polymorfismu v sekvencích DNA u analyzovaných jedinců (populací) 

(ČURN 1998). Je prokázáno, že v průměru 50% lokusů rostlinných druhů je polymorfních 

(CHLOUPEK 1995). 

 

1. proteiny – isozymy 

2. DNA markery 

a) RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

b) založené na PCR – analýza fragmentů DNA 

 

Metody molekulárních markerů založené na technice PCR mají široké spektrum 

využití. Lze tak získat např.: 
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� údaje o pořadí nukleotidů – sekvence 

� analýzu celého genomu – délkový polymorfismus fragmentů 

•RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

•AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

� informace z konkrétních částí genomu 

•PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - RFLP) 

•mikrosatelity (Simple Sequence Repeats - SSRs) 

•SSCP (Single Strain Conformation Polymorphism) 

 

3.6.1.1. PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 

Zavedení polymerázové řetězové reakce - PCR (SAIKI  et al. 1985) a rychlý rozvoj 

této techniky na přelomu 80. a 90. let výrazně zjednodušil řadu protokolů používaných 

v molekulární biologii. Principem je denaturace DNA (oddělování komplementárních 

vláken) a její renaturace (jejich opětovné spojování) v kombinaci se syntézou DNA 

katalyzovanou specifickou DNA polymerázou (Taq-polymerázou), která je rezistentní ke 

zvýšené teplotě, protože pochází z termofilní bakterie Thermus aquaticus. Cyklus sestává 

ze tří krátkých fází, během nichž se střídají teploty. v první fázi dochází při teplotě 92-

96°C k denaturaci vzorku DNA. Ve druhé fázi se teplota snižuje na 35-65°C a dochází 

k navázání syntetických oligonukleotidů (krátkých úseků jednovláknové DNA) 

komplementárních k oběma vláknům okrajových úseků DNA, která má být amplifikována. 

Ve třetí fázi se teplota snižuje na 72°C, kdy je aktivita Taq-polymerázy optimální 

a dochází ke „kopírování“ DNA. Po 30-50 cyklech je ve vzorku přítomna v podstatě jen 

amplifikovaná DNA, kterou lze detekovat elektroforeticky (ONDŘEJ & DROBNÍK 2002). 

Velmi často je nezbytné optimalizovat složení reakční směsi tak, aby výtěžky byly 

dostatečně vysoké a spolehlivé (VONDREJS & ŠTORCHOVÁ 1997). Produkty PCR se 

hromadí teoreticky geometrickou řadou (RACLAVSKÝ  1998). PCR má velmi široké využití: 

často nahrazuje používání genových knihoven, zjednodušeně klonování genů, umožňuje 

detekci patogenů, transgenů a umožňuje amplifikovat DNA z celého genomu (ONDŘEJ 

& DROBNÍK 2002). 
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3.6.1.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

 

Polymorfismus náhodně amplifikované DNA je technika založená na technologii 

PCR.  Jsou používány náhodně generované krátké primery – o délce 6-10 nukleotidů 

(ČURN & SÁKOVÁ 1996). 

RAPD primer hybridizuje k několika tisícům oblastí DNA, avšak ne všechny 

hybridizace vedou k tvorbě PCR produktu. Metoda umožňuje použití několika primerů 

k vytvoření velkého množství různých PCR produktů pocházejících z různých oblastí 

studovaného genomu (EDWARDS 1998). Během reakce dochází k amplifikaci řady 

produktů, lišících se délkou a interním nukleotidovým složením. Fingerprint genomu je 

získán po gelové elektroforéze a vizualizaci produktů (ČURN & SÁKOVÁ 1996).  

RAPD technika umožňuje analyzovat vetší množství lokusů a tak dokazuje 

kompletnější zhodnocení genomu ve srovnání s ostatními biochemickými a molekulárními 

markery. Má několik dalších výhod, např. nízké náklady, rychlost, je požadováno malé 

množství DNA a vysoká možnost detekce polymorfismu. Může být intenzivně využívána 

k úspěšné detekci rozdílů mezi rostlinnými populacemi (ETISHAM-UL-HAQ et al. 2001), 

druhy (ROMAN et al. 2003) a hybridy (TRIEST et al. 2000, RAJORA & RAHMAN 2003). 

RAPD má také svoje nevýhody, nejvýznamnější je dominantní exprese alel a nízká úroveň 

reprodukovatelnosti. Brání přímému odhadu frekvence alel v diploidech a proto zdůrazňuje 

genetickou variabilitu a diferenciaci (LYNCH & M ILLIGAN 1994, SZMIDT et al. 1996). 

 

3.6.1.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 

 

Polymorfismus délky amplifikovaných fragmentů je metoda kombinující restrikční 

štěpení DNA (technika RFLP) a amplifikaci DNA (technika PCR) (GRAMAN  et al. 1999). 

Vychází z toho, že metoda RFLP dává poměrně málo proužků a tedy malou variabilitu 

a rozlišovací schopnost (ONDŘEJ &  DROBNÍK 2002). Oproti metodám RFLP a RAPD má 

řadu výhod, mezi nejdůležitější patří generování velkého množství markerů (ČURN 

& SÁKOVÁ 1996). AFLP markery jsou dominantní.  

Princip AFLP metody je založen na selektivní amplifikaci podskupiny restrikčních 

fragmentů získaných ze směsi DNA fragmentů připravených štěpením genomické DNA 

prostřednictvím restrikčních endonukleáz. Délkový polymorfismus selektivně 
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amplifikovaných DNA fragmentůje detekován po separaci v polyakrylamidovém gelu 

(PAGE) (MATTHES et al. 1998) nebo s použitím kapilární elektroforézy. Metoda zahrnuje 

čtyři kroky (VOS et al. 1995): 

1. rektrikce DNA a ligace oligonukleotidových adapterů 

2. preselektivní amplifikace 

3. selektivní amplifikace 

4. elektroforetická separace amplifikovaných fragmentů s následnou detekcí  

 

3.6.1.4. SSRs (Simple Sequence Repeats) – mikrosatelity 

 

Mikrosatelity jsou velmi krátké repetitivní sekvence rozptýlené po eukaryotním 

genomu (LITT & L UTY 1989). Jsou tvořeny tandemově se opakujícími krátkými 

sekvenčními motivy (BRAATEN et al. 1988) s délkou 2-6 bází (např. motivy (CA)n 

(CAA)n), vykazují rozsáhlý polymorfismus daný délkou opakování krátkých motivů 

a představují stabilní kodominantní systém využitelný pro identifikaci genotypů 

a mapování rostlinného genomu (MORGANTE & OLIVIERI 1993). Mikrosatelitové markery 

získáme PCR reakcí s primery, které jsou komplementární se sekvencemi sousedícími 

s mikrosatelitovým lokusem. Sekvence primerů se získávají prohledáváním známých 

sekvencí obsažených v různých databázích (např. EMBL nebo GenBank, ty však obsahují 

především sekvence modelových organismů, kulturních plodin a hospodářských zvířat) 

nebo z již opublikovaných prací anebo de novo izolací z genomových knihoven (TAUTZ 

1989)  

Mikrosatelity byly nalezeny v nekódujících i v kódujících oblastech genů. Byly 

zjištěny konzervativní motivy mikrosatelitů vyskytující se v genomech různých organismů. 

Např. poly(TG) motiv se nachází v oblasti rRNA transkripční jednotky u myši, krysy 

a člověka (BRAATEN et al. 1988). Na rozdíl od minisatelitů jsou amplifikovány pomocí 

PCR a jsou zjistitelné elektroforézou (ŘEHOUT et al. 2000). 

V současnosti se mikrosatelity uplatňují především při analýzách genetické 

struktury populací (např. GUSTAFSSON 2000) a při popisu a odlišení hybridních druhů od 

druhů rodičovských. 
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Mikrosatelity u jehličnanů (borovic) 

 

Cross-amplifikace mezi jehličnany je velmi významný, protože vývoj nových 

mikrosatelitních markerů pro každý druh je značně nákladný. Křížení druhů s ortologními 

mikrosatelitními regiony přináší cenné informace o mutačních a evolučních procesech, 

které tyto lokusy ovlivují (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ at al. 2004). 

Cross-amplifikace mezi příbuznými druhy je jednou z nejvíce nadějných metod 

(ECHT et al. 1999; KUTIL  & W ILLIAMS  2001; SHEPHERD et al. 2002).  

Mikrosatelity mohou být využity i pro tvorbu genetických map, pro konzervaci 

genů a pro ověření kvantitativních znaků (DEVEY et al. 1999; MEKSEM et al. 2001) a jsou 

třeba k upřesnění evolučních otázek souvisejících s tokem genů a s adaptací na úrovni 

ekosystému (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ at al. 2004). 

V kontrastu s ostatními rostlinnými druhy je v Pinaceae několik polymorfních 

jednoduchých kopií jaderných mikrosatelitních markerů nebo jednoduchých opakujících se 

sekvencí. Genom borovic je charakterizován velkým množstvím opakujících se sekvencí 

(KRIEBEL 1985; KAMM  et al. 1996; KOSSACK & K INLAW  1999; ELSIK & W ILLIAMS  2000) 

a to je hlavní problém vývoje markerů. Komplikovanost genomu jehličnatých druhů má za 

následek, že cross-amplifikace mezi druhy je obecně slabá a výsledkem může být velký 

podíl neúspěšné amplifikace, nespecifická amplifikace, více proužků na gelu nebo 

nedostatek polymorfismu (ECHT et al. 1999; MARIETTE et al. 2001). 

Jednoduché opakující se sekvence byly nalezeny ve všech oblastech genomu, 

včetně kódujících oblastí (TOTH et al. 2000). S vývojem cDNA knihovny obohacené 

o mikrosatelity poukazuje SCOTTI et al. (2000) na přítomnost mikrosatelitů uvnitř 

kódujících oblastí u Picea abies, druhu náležícímu k Pinaceae. Dostupnost expressed 

sequence tags (ESTs) z velkého sekvenačního projektu je potenciálně hodnotný zdroj 

SSRs, který může být využit i v méně vybavených laboratořích. Z EST databáze byly 

získány cDNA – SSRs u několika rostlinných druhů, jako např. vinná réva (SCOTT et al. 

2000), obiloviny (TEMNYKH  et al. 2000, 2001; CHO et al. 2000; CORDEIRO et al. 2001; 

KANTETY et al. 2002; EUJAYL et al. 2002; VARSHNEY et al. 2002; GAO et al. 2003) 

a Arabidopsis (CARDLE et al. 2000; MORGANTE et al. 2002). Tyto EST markery jsou velmi 

dobře využitelné pro cross-amplifikaci mezi příbuznými druhy (EUJAYL et al. 2003; GUPTA 

et al. 2003). 
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Kodominantní znaky, reprodukovatelnost a vysoké rozlišení, to všechno přispívá ke 

stále většímu využívání jaderných mikrosatelitů jako genetických markerů v molekulárních 

studiích. Jednou hlavní nevýhodou ovšem je, že je potřeba pracovat s primery pro daný 

studovaný druh (SQUIRRELL at al. 2003). Výhodou kodominantních markerů je, že je lze 

dobře zdokumentovat (POWELL et al. 1995).  

 

3.6.1.5. Sekvenování DNA 

 

Sekvenování DNA znamená určení nukleotidové sekvence specifické molekuly 

DNA. Techniky sekvenování byly vyvinuty teprve poměrně nedávno, první publikace 

vyšly v roce 1977 (MAXAM &  GILBERT 1977; SANGER et al. 1977). K určení primární 

struktury vybrané DNA lze použít dvě různé metody sekvenování: 

� metoda "chemické degradace", známou jako Maxam-Gilbertova metoda (MAXAM 

& GILBERT, 1977), která je založena na bázově-specifickém chemickém štěpení 

molekuly DNA, nebo 

� metoda "terminátorů" - "Sangerova neboli dideoxyribonukleotidová metoda" 

(SANGER et al., 1977), založenou na syntéze DNA pomocí enzymu DNA 

polymerázy, kdy se do nově syntetizovaných řetězců, kromě klasických nukleotidů 

(dNTP), začleňují ještě specifické nukleotidy, tzv. dideoxynukletotidy (ddNTP-

ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), neboli terminátory. 

 

Výchozím materiálem pro sekvenování jsou dostatečně krátké homogenní úseky 

nukleových kyselin – rRNA, plazmidy, viry, organelová DNA. Kódující úseky – exony – 

jsou konzervativnější, zatímco nekódující úseky – introny, spacery – jsou variabilnější. 

V chloroplastovém genomu je mnoho genů single-copy, tzn. pouze jedna kopie v celém 

genomu, má mnoho konzervativních míst využitelných jako priming sites pro PCR 

amplifikaci úseků mezi nimi, mohou se v něm vyskytovat rozsáhlé delece, inverze (např. 

30kb inverze odlišuje mechorosty od cévnatých rostlin)nebo ztráta specifických genů 

a intronů. V jaderném genomu je mnoho genů v mnoha kopiích (multiple-copy), což 

způsobuje problém s homologií a my nevíme, co vlastně sekvenujeme; nebo obsahuje low-

copy nebo single-copy geny, kde je problém s primery pro studovanou skupinu. 

Nejrozšířenějším markerem v systematice jsou geny pro rDNA. Obsahují mnoho 
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tandemových repetic (1-50 tis.), což je cca 10% celkové DNA, a nacházejí se v jednom 

nebo několika málo chromosomových lokusech. Přepisovaný úsek (ETS-18S-ITS1-5.8S-

ITS2-26S) je oddělený intergenickým spacerem (IGS) (SOLTIS at al. 1998, 

HOLLINGSWORTH at al. 1999, HALL  2001, FELSENSTEIN 2004, ALVAREZ &  WENDEL 2003) 

 

Struktura transkrip ční jednotky genů pro rRNA:  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(http://www.answers.com/topic/ribosomal-dna?cat=technology) 
EST - external transcribed spacer 
ITS – internal transcribed spacer 
IGS – intergenic spacer (NTS – non-transcribed spacer) 
 

ITS1 (200-300 bp) mají vyšší délkovou variabilitu než ITS2 (180-240 bp). ITS je 

používán ke zjištění vztahů mezi blízce příbuznými rody i na druhové úrovni, někdy je 

však málo variabilní. Mají jakousi funkci při formování ribozomových podjednotek, tj. 

existuje nějaké evoluční omezení ve struktuře a sekvenci (40% ITS2 je konzervováno mezi 

všemi sekvenovanými krytosemennými a 50% ITS2 je možno alignovat na úrovni čeledí 

a vyšší). U nahosemenných jsou mnohem delší (1550-3125 bp u Pinaceae) a vykazují 

výraznou délkovou variabilitu (SOLTIS at al. 1998, HOLLINGSWORTH at al. 1999, HALL 

2001, FELSENSTEIN 2004, ALVAREZ &  WENDEL 2003). 

ETS se vyvíjí nejméně stejně rychle jako ITS a je 258-635 bp dlouhý. Při 

sekvenování vzniká problém, protože chybí konzervovaný úsek na 5´konci spaceru 

(SOLTIS at al. 1998, HOLLINGSWORTH at al. 1999, HALL  2001, FELSENSTEIN 2004, 

ALVAREZ &  WENDEL 2003). 
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Sekvenování celých genomů musí být nutně spojeno s vytvářením molekulárně 

genových databází, které umožňují uchovávat, organizovat a zpřístupňovat sekvenční data, 

porovnávat sekvence celého genomu s již dříve zjištěnými sekvencemi jednotlivých genů 

jiných organismů se známou funkcí. To umožňuje získaným, zatím neznámým, sekvencím 

přiřazovat pravděpodobné funkce a vyhledávat v genomu sekvence, které jsou 

pravděpodobně homologní genům, jež byly poznány jinde. V současné době byly 

sekvenovány genomy četných mikroorganismů, z eukaryontních genomů byl do konce 

roku 2000 sekvenován genom kvasinky, hlístice, octomilky a v neposlední řadě genom 

člověka (ONDŘEJ &  DROBNÍK 2002). 
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4. MATERIÁL A METODY 

 

Hlavním zdrojem dat byla analýza vzorků přírodních populací. Populační vzorky 

byly odebírány z fenotypicky reprezentativních dospělých a plodných jedinců v počtu 25 

až 50 z populace (odběry vzorků ze všech analyzovaných populací zajistil v rámci projektu 

GAČR 521/05/2448 Ing. Roman Businský z Výzkumného ústavu Silva Taroucy pro 

krajinu a okrasné zahradnictví v Průhonicích.). Z každého jedince bylo odebráno po 

jednom vzorku v podobě bujněji rostoucí koncové větvičky s nejméně dvěma ročníky 

jehlic. Seznam všech populací je uveden v Tab. 1. 

Extrahovaná DNA byla uchovávána v mrazicím boxu při teplotě -20°C. 

  

Tab. 1: Přehled sledovaných populací. U – Pinus uncinata, R – P. rotundata, M  – P. mugo, S – 
P. sylvestris, N – P. nigra, PSP – P. pseudopumilio. 

Číslo 
populace Taxon Typ Lokalita Populace 

1 U ‘rock tree type’ 

Francie, Pyrénées Orientales, oblast Font-Romeu, Mont 
Louis, La Cabanasse, cca 1600 m (druhotná lokalita 

populace vypěstované ze semen vysetých 1960 uvedeného 
původu: Z Čechy, Plzeň – Bolevec, Arboretum Sofronka 

33 plodných 
jedinců, starých 42 

let 

2 R 
‘peatbog tree 

type’ 

Německo, jižní Bavorsko, oblast Allgäu, Kempten, 
rašeliniště “Teufelsküche” v lesním komplexu Kempter 

Wald Z od obce Görisried, 910-915 m 

41 jedinců, pouze 
plodných, starších 

70 let 

3 R 
‘peatbog tree 

type’ 
 Slezsko, Hrubý Jeseník, Rejvíz, NPR Rejvíz; V část u Z 

okraje Malého mechového jezírka, 745 m. 
cca 31 plodných 

jedinců 

4 M 
‘prostrate 

frutescent type’ 

Slovensko, Nízké Tatry – centrální hřeben, skupina 
Prašivá, Liptovská Lúžna (okr. Liptovský Mikuláš), 
Veľká hoľa, 1640 m,S svah SZ pod vrcholem hory,  

1590-1640 m. 

52 plodných 
starších jedinců 

5 S 
Pinus sylvestris 

L. 

Slovensko, okr. Liptovský Mikuláš, Demänová, Nízké 
Tatry – S výběžek masivu Krakova hoľa zv. Demänovská 

hora, 1304 m 

47 plodných 
jedinců, ve stáří 

okolo 100 let a více 

6 PSP 
‘infragroup 
hybrid’ ?  

 Německo, Baden-Württemberg, S část pohoří 
Schwarzwald, rašeliniště (NSG) Wildseemoor  

7 km JZ od Bad Wildbad, 900-908 m, území cca  
1,5 × 1,5 km 

47 jedinců pouze 
plodných, relativně 

starších 

7 M 
‘prostrate 

frutescent type’ 

S Čechy, Krkonoše, Špindlerův Mlýn, pohraniční hřeben 
zv. Stříbrný hřbet – J až JZ svah temene hory Smogornia 
(k. 1490 m), 1450-1490 m (střed plochy s odběry vzorků) 

45 jedinců, pouze 
plodných, ve stáří 

přes 100 let 

8 S 
Pinus sylvestris 

L. 

stř. Čechy, okr. Příbram, Brdy, masiv Třemšín, skanaté 
žebro Z od S hřebene zvaného Hřebence.PP Hřebenec 

(reliktní bor), 730-745 m 

36 plodných 
jedinců, starších 

100 let 

9 PSP 
‘infragroup 
hybrid’ ? 

Polsko, Góry Bystrzyckie, Duszniki Zdrój – Zieleniec, 
Torfowisko pod Zieleniecem, S část zv. Topielisko, 760 

m; rozsah po délce od JV po S okraj 

33 jedinců, pouze 
plodných, starších 

50 let 
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10 R 
‘peatbog tree 

type’ 

Z Čechy, Český les, okr. Tachov, 3 km ZJZ od obce Lesná 
(katastr samoty Jedlina), PR Farské bažiny, 732 m; střed 

oploceného jádra rašeliniště 

36 jedinců, pouze 
plodných, starších 

50 let 

11 R 
 ‘peatbog tree 

type’ 

 J Čechy, okr. Jindřichův Hradec, Chlum  
u Třeboně, katastr Nová Ves u Klikova, PR Široké blato, 
496 m; SV část rezervace (těžiště odběrů vzorků blatky) 

31 jedinců, pouze 
plodných, starších 

50 let 

12 S 
Pinus sylvestris 

L. 

J Čechy, okr. Jindřichův Hradec, Chlum u Třeboně, 
katastr Nová Ves u Klikova, PR Široké blato, 495-498 m; 

SV a JZ okraje rezervace 

30 jedinců, pouze 
plodných, obvykle 

starších 100 let  

13 R 
‘peatbog tree 

type’ 

 Z Morava, Žďárské vrchy, okres Žďár nad Sázavou, 
Radostín, NPR Dářko, 620 m, střed SV kvadrantu s 

reprezent. starším blatkovým porostem 

42 jedinců, pouze 
plodných, ve stáří 

přes asi 70 let 

14 R 
‘peatbog tree 

type’ 

Polsko, kraj Dolny Slask, Wegliniec, komplex rašelinišť S 
od nádraží vč. REZ “Torfowisko pod Weglincem”, 195 m, 

střed slatin a oplocená plocha REZ 

31 jedinců, pouze 
plodných, ve stáří 

přes asi 50 let 

15 R 
‘peatbog tree 

type’ 

Polsko, Góry Stolowe, Szczytna – Batorow, Wielkie 
Torfowisko Batorowskie, 711 m; severní okraj centrální 

části (těžiště odběrů vzorků blatky) 

28 jedinců, pouze 
plodných, starších 

70  

16 M 
‘prostrate 

frutescent type’ 
Rakousko, Tirol, Reutte, Ammergauer Alpen, hor. 

skupina Hochplatte (2082 m), hora Schäferblasse, 1764 m 
35 plodných 

dospělých jedinců 

17 U 

‘rock tree type’ 
(oblast lokality 
neotypu Pinus 

rotundata Link) 

Rakousko, Tirol, Reutte, okolí jezera Plansee, SZ úpatí 
hory Spiess (1846 m), zarostlé štěrkové boční valy podél 

spodní části erozního žlebu, 980-1050 m 

42 jedinců, pouze 
plodných, ve stáří 
min. okolo 100 let 

18 S 
Pinus sylvestris 

L. 
Rakousko, Tirol, Reutte, Tannheimer Berge, J svah mezi 
serpentinami silnice S nad obcí Weissenbach am Lech 

40 jedinců s 
odhadnutým stářím 

asi 80-120 let 

19 R 
‘peatbog tree 

type’ 

Švýcarsko, Neuchatel, pohoří Jura, pánevní rašeliniště J 
od obce Ponts de Martel, rašelinný bor v REZ Bois des 

Lattes, 1000-1005 m 

45 jedinců, pouze 
plodných, starších 

než 100 let 

20 N 
Pinus nigra J. F. 
Arnold subsp. 

nigra – outgroup 

Albánie, okres Erseke, Z část pohoří Pindos, Z úpatí hory 
Kamenikut, okolo 1100 m 

35 plodných 
jedinců  

21 N 

Pinus nigra J. F. 
Arnold subsp. 

pallasiana (Lamb.) 
Holmboe – 
outgroup 

Turecko, provincie Bursa, JV část pohoří Uludag, JV 
svah, 1330 m 

 

22   
‘suberect 

frutescent type’ 
Bulharsko, S část pohoří Pirin , dolina Bela reka, S-V 

expozice, vápenec, 1970-2020 m 
45 starších 

plodných jedinců 

23   
‘suberect 

frutescent type’ 
Z Čechy, Krušné hory, okr. Chomutov, Hora Sv. 

Šebestiána, Polské rašeliniště, 830 m 
43 plodných 

starších jedinců 

24   
‘prostrate 

frutescent type’ 

 Itálie, Veneto, hor. skupina Dolomiti, Belluno Prov., 
Cortina d’Ampezzo, Passo di Falzarego, V svah hory 

Sasso di Stria, vápenec, 2050-2300 m 

46 plodných 
starších jedinců 

25   
‘infragroup 

hybrid’ 
 Itálie, Lombardia, Bormio, hor. skupina Ortles, Valle di 

Braulio, SZ svah, vápenec, 1800 m 
43 starších jedinců 

26   
‘prostrate 

frutescent type’ 
Itálie, Abruzzo, S část pohoří Maiella, hřeben hory 

Maielletta, V expozice, vápenec, 2080-2130 m 
48 jedinců starších 

než cca 50 let 

27   
‘peatbog tree 

type’ 

Německo, Sasko, Erzgebirge, Marienberg, rašeliniště 
(NSG) Mothäuser Heide, 2 km SZ od obce Kühnhaide, 

763 m 

5 plodných starších 
jedinců  
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4.1. Extrakce genomové DNA 

 

Extrakty pro připravované analýzy DNA byly zpracovávány z pupenů pomocí 

komerčních izolačních kitů či CTAB metody.  

  

4.1.1. Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK)  

 

Metoda je založena na principu purifikace DNA pomocí specielních mikrokolon. 

Rostlinná tkáň může být rozdrcena v tekutém dusíku nebo homogenizátorkem přímo 

v mikrozkumavce. Maximální množství rostlinné tkáně, které můžeme použít, je 100 mg. 

V mikrozkumavce bylo zhomogenizováno cca 60 mg rostlinné tkáně. Homogenát 

byl přenesen do 1,5 ml Reaction tube a bylo přidáno 400 µl Lysis Buffer P a 20 µl 

proteinázy K. Směs byla protřepána (vortexována) a ponechána 30 min. inkubovat při 

65°C (během inkubace 2–3krát promícháno). Mezitím byly připraveny Spin Filter do 

2,0 ml Receiver Tube. Vzorky byly přeneseny na Spin Filter a odstředěny 10 min. při 

12000 rpm. Pokud to bylo nutné, bylo přidáno 40 µl Rnázy A (10mg/ml), vortexováno 

a necháno 5 min. inkubovat při pokojové teplotě. Potom byl přidán 200 µl Binding Buffer 

P a znovu vortexováno.  

Nové Spin Filter byly umístěny do 2,0 ml Receiver Tube, vzorky na něj byly 

přeneseny, 1 min. inkubovány a odstředěny 1 min. při 12000 rpm. Filtrát byl odstraněn 

a Spin Filter umístěn zpět do 2,0 ml Receiver Tube. Poté bylo přidáno 550 µl Wash 

Buffer I a odstředěno 1 min. při 12000 rpm. Filtrát byl odstraněn a Spin Filter umístěn zpět 

do 2,0ml Receiver Tube. Bylo přidáno 550 µl Wash Buffer II a odstředěno 1 min. při 

12000 rpm. Filtrát byl odstraněn a Spin Filter umístěn zpět do 2,0 ml Receiver Tube. Krok 

byl ještě jednou zopakován, odstředění trvalo 2 min. při 12000 rpm kvůli odstranění 

ethanolu.  

Spin Filter byly umístěny do nových 1,5 ml Receiver Tube a bylo přidáno 50–100 

µl Elution Buffer D předehřátého na 65°C . Inkubace trvala 3 min. při pokojové teplotě 

a odstředění 1 min. při 10000 rpm.  
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4.1.2. Metoda extrakce DNA s CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid) 

 

Tato metoda slouží k extrakci velkého objemu DNA pro účely standardizace metod 

nebo pro účely AFLP analýzy  

Metoda je založena na schopnosti CTAB vytvářet komplex s nukleovými 

kyselinami, který je při vysoké koncentraci solí rozpustný (0,7 M NaCl), ale při snížené 

koncentraci solí (0,45 M NaCl) vytváří sraženinu (MURRAY &  THOMPSON 1980). CTAB 

zároveň působí jako detergenční činidlo, které uvolňuje DNA z membrán a proteinů. Na 

základě rozdílné rozpustnosti CTAB v porovnání s DNA je lze oddělit a získat dostatečně 

čistou rostlinnou DNA.  

Rostlinná tkáň, ze které chceme izolovat DNA, byla rozdrcena v 1,5 ml 

mikrocentrifugačních zkumavkách (eppendorfkách) - cca 100 mg,. Pro lepší drcení tkáně 

byl přidán sterilní křemičitý písek. 

Ke každému vzorku bylo přidáno 500 µl předehřátého pufru (2x CTAB a 1% 

merkaptoetanol), tkáň byla rozdrcena a promíchána s pufrem. Bylo necháno 45 minut 

inkubovat při 65 °C. Během inkubace bylo každých cca 15 minut lehce promícháno. Poté 

bylo přidáno 500 µl směsi fenol-chloroformu-IAA, 10 minut protřepáváno a odstředěno 

5 minut maximální rychlostí při pokojové teplotě. Do nových mikrozkumavek byla 

odpipetována vodní fáze a bylo přidáno 500 µl směsi chloroformu-IAA, 10 minut 

protřepáváno a odstředěno 5 minut maximální rychlostí při pokojové teplotě. Do nových 

mikrozkumavek byla přepipetována vodní fáze, byly přidány 2/3 objemu isopropanolu 

(přibližně 250 µl), 2–3x lehce promícháno a uloženo na 30 minut do mrazáku (-20 °C). Pak 

byly vzorky odstředěny 5 minut při maximální rychlosti. DNA by se měla zachytit na dně 

mikrozkumavky. Supernatant byl odstraněn a pelet usušen, bylo přidáno 300 µl 1x TE 

a necháno 30–60 minut inkubovat při 37 °C. Poté bylo přidáno 20 µl 7,5 M octanu 

sodného a 600 µl ledového (z mrazáku) 100 % ethanolu a 2–3x lehce promícháno. Vzorky 

byly vloženy do mrazáku (-20 °C) minimálně na 20 minut, maximálně na 12 hodin (větší 

výtěžnost DNA). 

Vzorky z mrazáku byly 10 minut odstředěny maximální rychlostí při 4°C. DNA by 

měla vytvořit viditelný pelet na dně mikrozkumavky. Supernatant byl odstraněn (2x 

pipetováno) a ponechán dobře usušit. Bylo přidáno 400 µl ledového 70 % ethanolu, 2 – 3x 

lehce promícháno a odstředěno 2 minuty maximální rychlostí při teplotě 4 °C. Okamžitě 
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byl odstraněn všechen supernatant. Vzorky byly ponechány dobře usušit (cca 10 min). 

Podle množství peletu (DNA) bylo přidáno 20–200 µl 1x TE pufru nebo sterilní vody. 

 

4.2. RAPD analýza 

 

PCR reakce byla prováděna v objemu 25 µl obsahující 2x PPP master mix Top Bio, 

10 pM primeru (Operon Technologies, Inc., Alameda, CA) a 25 ng templátové DNA.  

 

Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

12,5 µl PPP master mixu  

1 µl DNA  

2 µl primeru  

dH2O voda do objemu 25 µl (9,5 µl) 

Amplifikace DNA probíhala v termocykleru PTC-100 (MJ Research) nebo T1 

Biometra.  

 

Teplotní profil reakce:  

• počáteční denaturace:  3 min. při 94°C  

• 45 cyklů:    1 min. při 94°C  

2 min. při 35°C  

3 min. při 72°C  

• konečná elongace:   10 min. při 72°C  

 

PCR produkty byly analyzovány elektroforézou na 1,5% agarózových gelech v 1x 

TBE pufru (54 g Tris, 27,5 g kyselina boritá, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0) a detekovány 

barvením ethidium bromidem. Doba trvání elektroforézy byla při napětí 70V 2,5-3 hodiny. 

Gely byly fotografovány pod UV světlem pomocí DIGITAL IMAGE system. RAPD 

profily byly zaznamenány pomocí Epson Ultra Cam 3100Z Imaging System Jako marker 

byl používán 100 bp marker (NEB). 
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4.3. AFLP analýza 

 

Restrikce genomické DNA a ligace adaptorů (restrik čně ligační krok):  

Restrikce (50 µl celkový objem): 

 40 µl vzorku DNA + 1x R/L pufr, 5 U EcoRI, 5 U MseI 

Na 1 vzorek: 4 µl H2O, 5 µl 10x R/L pufru, 0,25 µl EcoRI = 5 U, 0,5 µl MseI = 5 U 

(10 µl restrikčního master mixu bylo přidáno ke 40 µl templátu DNA, promícháno 

a štěpeno 16 h při 37°C) 

 

Ligace (60 µl celkový objem): 

50 µl restrikční směsi + 1x R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmol EcoRI 5’ 

adaptor, 50 pmol MseI 3’ adaptor, 50 pmol MseI 5’ adaptor, 1,2 pmol ATP, 1 U T4 

DNA ligáza 

 

Na 1 vzorek: 1 µl 10x RL pufru, 0,1 µl EcoRI-3' adaptoru = 5 pmol, 0,1 µl EcoRI-

5' adaptoru = 5 pmol, 0,2 µl Mse-3' adaptoru = 50 pmol, 0,2 µl Mse-5' adaptoru = 50 pmol, 

1,2 µl 10mM ATP, 1 µl (1 U) T4 Ligase, 6,2 µl vody. 

(10 µl ligačního master mixu se přidá k 50 µl restrikční směsi, promíchá se a inkubuje se 

3 h při 37°C) 

R/L směs byla po ukončení ligace naředěna 10x T0.1E pufrem (540 µl T0.1E pufru 

+ 60 µl R/L směsi) 
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Pre-selektivní amplifikace (+1/+1) PCR 

Preselektivní amplifikace (50 µl celkový objem): 

5 µl vzorku (10x naředěný vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 4 mM MgCl2, 200 µM 

dNTP’s, 75 ng EcoRI-A primeru, 75 ng MseI-A primeru, 1 U Taq DNA 

polymerázy 

 

Na 1 vzorek: 5 µl vzorku, 5 µl PCR pufru, 2 µl 50 mM MgCl2, 1 µl 10 mM 

dNTP’s, 0,15 µl EcoRI-A primeru (500 ng/µl), 0,15 µl MseI-A primeru (500 ng/µl), 0,2 µl 

Taq (5 U/), 36,5 µl vody. 

(45 µl PCR master mixu bylo přidáno k 5 µl vzorku) 

 

Preselektivní amplifikace – teplotní profil PCR reakce: 

• počáteční denaturace 2 min  94°C 

• 30 cyklů: 30 s  94°C 

 30 s  60°C 

 1 min 72°C 

• konečná elongace 9 min 72°C 

• stop - 4°C 

 

Po ukončení preselektivní amplifikace bylo 40 µl reakční směsi 20 x naředěno 

(860 µl TE + 40 µl templátu). 

10 µl nenaředěného PCR produktu bylo použito na elektroforézu (1,2% agarozový 

gel v 1x TBE/TAE pufru), pro ověření R/L a Pre-Amp kroku – přítomnost fragmentů 

o velikosti 0 – 400 bp. 
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Selektivní amplifikace (+3/+3) PCR - SRFA 

Selektivní amplifiakce (10 µl celkový objem): 

2,5 µl vzorku (20x naředěný vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr, 1,5 mM MgCl2, 

200 µM dNTP’s, 5 ng EcoRI-ANN-FAM primeru, 30 ng MseI-ANN primeru, 0,5 

U Taq DNA polymerázy 

 

Na 1 vzorek: 2,5 µl vzorku, 1 µl PCR pufru, 0,2 µl 10 mM dNTP’s, 0,087 µl 

EcoRI-ANN-FAM primeru (10000 pmol), 0,095 µl MseI-ANN primeru (316 ng/µl), 0,1 µl 

Taq (5 U/µl), 6,018 µl vody 

(7,5 µl PCR master mixu bylo přidáno k 2,5 µl vzorku) 

 

Selektivní amplifikace – teplotní profil PCR reakce: 

• počáteční denaturace 2 min  94°C 

• 10 cyklů: 30 s  94°C 

 30 s  65°C (-1°C/cyklus) 

 1 min 72°C 

• 25 cyklů: 30 s  94°C 

 30 s  56°C 

 1 min 72°C 

• konečná elongace 15 min 72°C 

• stop - 4°C 

 



 48

Příprava vzorků na fragmentační analýzu: 

Vzorky byly připraveny do 96 jamkových destiček (ABI): 

11 µl formanidu, 0,4 µl 400 HD Rox Size Standard (ABI), 1,0 µl vzorku (po 

SRFA) 

Vzorky byly důkladně promíchany - bez bublinek a byly v cykleru denaturovány – 

4 min při 95°C. Ihned (!) po ukončení denaturace byly položeny na nejméně 2 minuty do 

cold bloku vychlazeného na -20°C. Fragmentační analýza byla provedena na genetickém 

analyzátoru ABI 3130, na ÚMBR AV ČR. 

 

4.4. SSR analýza 

 

PCR reakce byla prováděna v objemu 25 µl obsahující 2x PPP master mix Top Bio, 

10 pM primeru (Invitrogen) a 25 ng templátové DNA.  

 

Schéma pipetování – systém PPP MM Top-Bio: 

12,5 µl PPP master mixu  

1 µl DNA  

0,25 µl primeru forward 

0,25 µl primeru reverse 

dH2O voda do objemu 25 µl (11 µl) 

Amplifikace DNA probíhala v termocykleru PTC-100 (MJ Research) nebo T1 

Biometra.  

 

Teplotní profil reakce:  

• počáteční denaturace: 10 min. při 94°C  

• 35 cyklů:   1 min. při 94°C  

1 min. při 55-65°C  

1 min. při 72°C  

• konečná elongace:  3 min. při 72°C  
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Teplota nasedání primerů byla upravena podle použitých primerů: 55-65°C. 

PCR produkty byly analyzovány elektroforézou na 2% agarózových gelech v 1x 

TBE pufru (54 g Tris báze, 27,5 g kyselina boritá, 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0) 

a detekovány barvením ethidium bromidem. Doba trvání elektroforézy byla při napětí 90V 

1,5 - 2 hodiny. Gely byly fotografovány pod UV světlem pomocí DIGITAL IMAGE 

system, profily jsou zaznamenány pomocí Epson Ultra Cam 3100Z Imaging System. Jako 

marker byl používán 100 bp marker (NEB). 

 

4.5. Klonování a sekvenování 

 

Pro klonování byl použit komerční kit TOPO TA Cloning Kit for  Sequencing 

(Invitrogen). 

Pro klonování byla nejprve vytvořena reakční směs smícháním 1,4 µl čerstvého 

PCR produktu, 0,3 µl roztoku solí a 0,3 µl TOPO vektoru. K doplnění do celkového 

objemu byla použita sterilní voda. Směs byla velmi opatrně zamíchána a po inkubaci 

5 min. při pokojové teplotě byl vzorek vložen na led. 

K vzorku bylo přidáno 17 µl buněk E. coli Top 10 One Shot Chemically Competent 

(Invitrogen) a celá směs byla zamíchána a inkubována 5 min. při pokojové teplotě, poté 30 

min. na ledu. Po inkubaci byly buňky podrobeny teplotnímu šoku – byly vloženy na 30 

vteřin do vodní lázně zahřáté na 42°C a poté ihned přeneseny na led aniž by byla směs 

protřepána. Na ledě byl vzorek 2 – 3 min., potom bylo přidáno 150 µl SOC média a vzorek 

byl vložen na třepačku na 1 hodinu při 37°C. Poté byl vzorek vyset na předehřátou misku 

(37°C) s tuhým LB médiem (10 g baktotrypton, 5 g kvasničný extrakt, 10 g NaCl) + 40 µl 

Xgal + 10 µl IPTG, miska byla vložena na noc do termostatu s 37°C, některé bílé kolonie 

byly přeočkovány druhý den do tekutého LB média s 12 µl ampicilinu a kultivovány opět 

v termostatu při 37°C po dobu 16 hodin.  

Následující den byla provedena z narostlé kultury izolace plazmidů pomocí 

komerčního kitu (INVITEK Plasmid Invisorb Spin Mini Kit) a plazmid byl z vektoru 

vyštěpen pomocí EcoR I. 

Pro sekvenování byla reakční směs tvořena z mixu, pufru (200 mM Tris HCl, 5 mM 

MgCl2), DNA (PCR-produkt) a primeru. Zbytek do celkového objemu vzorku 20 µl byl 

doplněn sterilní vodou. Reakční směs byla vložena do termocykleru s teplotním profilem:  
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• 30 cyklů:  10 s při 96°C  

    5 s při 50°C  

4 min. při 60°C  

• konečná elongace:  5 min. při 60°C  

 

Pro vlastní sekvenování bylo nutné oddělit volné značené nukleotidy, které by 

tvořily vysoké pozadí signálu. Po ukončení reakce byl ke vzorku přidán 70% izopropanol, 

směs byla promíchána a inkubována 15 min. při pokojové teplotě. Po odstředění při 

maximálních otáčkách byl sediment promyt 200 µl 70% izopropanolu. Směs byla dobře 

promíchána a poté odstředěna. Vzniklá sraženina byla vysušena a vzorek byl analyzován 

na automatickém sekvenátoru (ABI 3130). 

 

4.6. Elektroforéza v agarózovém gelu 

 

Příprava gelu: 

1. Agaróza byla smíchána s vodou a pufrem v příslušném poměru v širokohrdlé erlence 

a rozvařena v mikrovlnné troubě (2+1 min na max výkon, nesmí zpěnit); agaróza musí 

být dokonale rozpuštěná, během rozváření bylo nutné s erlenkou několikrát zamíchat. 

2.  Roztok agarózy byl zchlazen na cca 55°C, bylo přidáno odpovídající množství 

ethidium bromidu, důkladně promícháno a nalito do připravené vaničky; nalévací 

vanička musela být dokonale vyrovnaná do vodorovné polohy; agarózu bylo nutné 

nalévat opatrně a plynule, bez tvorby bublin, případné bubliny bylo zapotřebí 

eliminovat. 

3. Po nalití agarózy byl do vaničky umístěn hřebínek a gel se nechal 30-60 min ztuhnout. 

4.  Ztuhlý gel byl umístěn do elektroforetické vany a pod hladinou pufru byly do jamek 

vkládány vzorky. 
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1,5 %  

Objem Agaróza 5 x TBE Voda Et. bromid 

50 ml 0,75 g 10 ml 40 ml 1,5 µl 

100 ml 1,5 g 20 ml 80 ml 2 µl 

200 ml 3 g 40 ml 160 ml 4 µl 

 

2 % 

Objem Agaróza 5 x TBE Voda Et. bromid 

50 ml 0,5 g 10 ml 40 ml 1,5 µl 

100 ml 1 g 20 ml 80 ml 2 µl 

200 ml 2 g 40 ml 160 ml 4 µl 

 



 52

5. VÝSLEDKY 

 

5.1. RAPD analýza 

 RAPD analýza byla provedena celkem se 60 primery – náhodné primery Operon, 

kity OP-A, OP-B a OP-F. Pro získané výsledky je charakteristická velmi vysoká variabilita 

v rámci jednotlivých geografických populací i mezi populacemi navzájem. Příkladem 

výsledků je spektrum RAPD fragmentů a dendrogram uvedený na následujících obrázcích 

(Obr. 2, Obr. 3), na němž je patrné velmi polymorfní spektrum fragmentů a prolínání 

jednotlivých populací po digitální analýze gelů a jejich statistickém zpracování. 

Přestože je spektrum fragmentů velmi bohaté, výsledky nejsou reprodukovatelné, 

protože jsou jednotlivé fragmenty špatně čitelné. 

 Ačkoliv byly extrakce DNA prováděny vždy ze zdravého materiálu (z omytých 

jehlic nebo z vnitřku pupenů), bylo zjištěno, že jsou vzorky kontaminovány houbami. 

RAPD analýza je založena na amplifikaci s nespecifickými primery, proto není dále 

v disertační práci hodnocena. 

 

Obr. 2: Spektrum RAPD fragmentů (primer OPA-19) u vybraných jedinců 3 populací Pinus 
sylvestris. 
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Obr. 3: Dendrogram konstruovaný na základě RAPD analýzy. 

 
 

 

5.2. AFLP analýza 

 Metoda byla optimalizována, oproti RAPD analýze poskytuje dobře čitelné 

a opakovatelné spektrum fragmentů, ale jak již bylo uvedeno, z důvodu přítomnosti 

cizorodé DNA byla z výsledného hodnocení vyřazena i tato metoda. Nebyly nalezeny 

vzorky, které by nebyly kontaminovány. 

 Pro vlastní optimalizaci bylo použito 5 kombinací primerů, které poskytly dobře 

detekovatelné spektrum fragmentů.  

 Na Obr. 4 je ukázka výsledku AFLP analýzy, 4 vzorky ze třech populací (Pop1 – 

3). Při srovnání vzorků náležejících stejné populaci je patrné bohaté spektrum 

amplifikovaných fragmentů a vysoká míra vnitropopulační variability. AFLP metoda byla 

optimalizována a v případě získání vzorků bez kontaminace houbami je použitelná pro 

analýzu genetické variability u borovic. 
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Obr. 4: Spektrum AFLP fragmentů.  

 

 

5.3. SSR analýza 

 SSR analýza pracuje se specifickými primery, proto mohla být k práci použita 

a hodnocena. Pro ověření vhodnosti použitých mikrosatelitů byla provedena amplifikace 

s DNA řepky, brambor, tabáku a entomopatogenních a mykorhizních hub – ve všech 

případech byly získány negativní výsledky, tj. nedocházelo k žádné amplifikaci a byla 

ověřena specifičnost použité metody. 

 Pro přesné analýzy bylo nutné nejprve optimalizovat podmínky pro reakci. Jednalo 

se zejména o zvolení časově teplotního profilu reakce, kdy každý primer vyžaduje jinou 

teplotu nasedání na DNA.  

 Pro analýzu mikrosatelitů bylo použito 12 primerových párů: Powell (POWELL et al 

1995), SPAC11.4, SPAC 11.6, SPAC11.8, SPAC12.5, SPAG3.7, SPAG7.14, SPAC11.5 

(SORANZO et al. 1998), PtTX3032, PtTX3107, PtTX3116, PtTX4001, PtTX4011 

(AUCKLADN  et al 2001). Podrobné informace o sekvencích a teplotních profilech jsou 

uvedeny v práci „Conifer microsatellite handbook“ (AUCKLADN  et al 2001). Každý primer 

byl testován na několika náhodně vybraných vzorcích od všech populací a po prvotním 
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screeningu byly pro vlastní analýzu vybrány primery na základě toho, že amplifikovaly 

spolehlivě reprodukovatelné spektrum fragmentů u všech taxonů: SPAG7.14, PtTx3116, 

SPAC11.6 - viz Tab. 2. Všechny vzorky byly pak analyzovány a hodnoceny s těmito 

primery. 

 

Tab. 2: Specifické primery vybrané pro další analýzy, jejich sekvence a optimalizované teploty 
nasedání na DNA 

Název primeru Sekvence 5̔̔̔̔→3ʽ̔̔̔ 

Teplota 

nasedání 

primeru 

SPAG7.14F TTC GTA GGA CTA AAA ATG TGT G 
60°C 

SPAG7.14R CAA AGT GGA TTT TGA CCG 

PtTx3116F CCT CCC AAA GCC TAA AGA AT 
55°C 

PtTx3116R CAT ACA AGG CCT TAT CTT ACA GAA 

SPAC11.6F CTT CAC AGG ACT GAT GTT CA 
55°C 

SPAC11.6R TTA CAG CGG TTG GTA AAT G 

 

 Fragmenty byly analyzovány na 2% agarózovém gelu. Ukázkou optimalizace této 

metody je Obr. 5 ukazující amplifikaci s primerem SPAG7.14 na populaci č. 17 – Pinus 

uncinata. Jako standardní vzorek u každého gelu byla použita DNA z P. uncinata 

z populace č. 1. 

 

Obr. 5: 2% agarózový gel: L  – 1kb ladder, ST – standardní vzorek. 

 

 

Polymorfismus mikrosatelitních markerů byl analyzován u těchto 3 primerů 

(SPAG7.14, PtTx3116, SPAC11.6), které poskytovaly stabilní, opakovatelné a čitelné 
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spektrum fragmentů o délce 110-280 bp. Dále jsou prezentovány výsledky pouze s těmito 

primery. Počet možných pozic a počet mikrosatelitů udává Tab. 3. 

 

Tab. 3: Počet možných pozic na agarózovém gelu, maximální a minimální počet amplifikovaných 
mikrosatelitních fragmentů. 

Primer SPAG7.14 PtTx3116 SPAC11.6 

Počet pozic 6 9 5 

Max. počet 
fragmentů 

3 4 4 

Min. počet 
fragmentů 

1 1 1 

 
 
 Následující tabulky (Tab. 4a-4z) zahrnují zpracování primárních dat analýzy 

mikrosatelitů podle elektroforetických gelů. 

Tab. 4a ukazuje data populace č. 1 – Pinus uncinata z oblasti Francie, Pyrénées 

Orientales, oblast Font-Romeu, Mont Louis, La Cabanasse. U primeru SPAG7.14 byla z 6 

možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, maximálně byly 

amplifikovány 2 fragmenty, minimálně 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve všech 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. 

 

Tab. 4a: Populace č. 1 – Pinus uncinata – Francie. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P01-01 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P01-02 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P01-03 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 
P01-04 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P01-05 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P01-06 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
P01-07 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 
P01-08 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P01-09 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P01-10 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P01-11 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P01-12 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P01-13 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P01-14 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P01-15 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
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Tab. 4b ukazuje data populace č. 2 – P. rotundata z oblasti Německa, jižní 

Bavorsko, oblast Allgäu, Kempten, rašeliniště “Teufelsküche” v lesním komplexu Kempter 

Wald. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 

pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 

byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly 

amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 

fragmenty, min. 1 fragment. 

 

Tab. 4b: populace č. 2 – P. rotundata – Německo. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P02-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P02-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
P02-03 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P02-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P02-05 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P02-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P02-07 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 
P02-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P02-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P02-10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
P02-11 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P02-12 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P02-13 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P02-14 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P02-15 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 

 
 

Tab. 4c ukazuje data populace č. 3 – P. rotundata z oblasti Slezska, Hrubý Jeseník, 

NPR Rejvíz. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. 

byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 3 

fragmenty, min. 1 fragment. 
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Tab. 4c: Populace č. 3 – P. rotundata – Slezsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P03-01 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
P03-02 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1  1 0 0 0 1 0 1 
P03-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
P03-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P03-05 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P03-06 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P03-07 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 
P03-08 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 
P03-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P03-10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P03-11 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P03-12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P03-13 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P03-14 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 
P03-15 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 

 

 

Tab. 4d ukazuje data populace č. 4 – P. rotundata z oblasti Slovenska, Nízké Tatry 

– centrální hřeben, Liptovská Lúžna (okr. Liptovský Mikuláš), Veľká hoľa. U primeru 

SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. 

byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. 

 

Tab. 4d: Populace č. 4 – P.mugo – Slovensko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P04-01 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P04-02 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 
P04-03 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P04-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P04-05 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P04-06 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 
P04-07 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P04-08 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P04-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P04-10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P04-11 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P04-12 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P04-13 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P04-14 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P04-15 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
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Tab. 4e ukazuje data populace č. 5 – P. rotundata z oblasti Slovenska, okres 

Liptovský Mikuláš, Demänová, Nízké Tatry. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve všech 5 pozicích, max. byly amplifikovány 4 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4e: Populace č. 5 – P. silvestris – Slovensko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P05-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P05-02 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P05-03 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 
P05-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P05-05 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P05-06 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 
P05-07 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 
P05-08 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 
P05-09 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 
P05-10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P05-11 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P05-12 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
P05-13 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P05-14 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
P05-15 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 

 

 

Tab. 4f ukazuje data populace č. 6 – P. pseudopumilio z oblasti Německa, Baden-

Württemberg, severní část pohoří Schwarzwald. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve všech 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. 

 



 60

Tab. 4f: Populace č. 6 – P. pseudopumilio – Německo. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P06-01 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P06-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 
P06-03 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P06-04 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 
P06-05 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P06-06 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
P06-07 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P06-08 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 
P06-09 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 
P06-10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 

 

Tab. 4g ukazuje data populace č. 7 – P. mugo z oblasti severních Čech, Krkonoše, 

Špindlerův Mlýn, pohraniční hřeben zv. Stříbrný hřbet. U primeru SPAG7.14 byla z 6 

možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 

2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 6 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve všech 5 pozicích, max. byly amplifikovány 4 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4g: Populace č. 7 – P. mugo – severní Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P07-01 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P07-02 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
P07-03 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P07-04 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P07-05 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
P07-06 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 
P07-07 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P07-08 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 
P07-09 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P07-10 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 

 

 

Tab. 4h ukazuje data populace č. 8 – P. sylvestris z oblasti středních Čech, okres 

Příbram, Brdy, masiv Třemšín. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve všech 5 pozicích, 

max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. 
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Tab. 4h: Populace č. 8 – P. sylvestris – střední Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P08-01 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P08-02 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
P08-03 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P08-04 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P08-05 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P08-06 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P08-07 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P08-08 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
P08-09 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P08-10 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

 

 

Tab. 4ch ukazuje data populace č. 9 – P. pseudopumilio z oblasti Polska, Góry 

Bystrzyckie, Duszniki Zdrój – Zieleniec, Torfowisko pod Zieleniecem. U primeru 

SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. 

byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. 

 

Tab. 4ch: Populace č. 9 – P. pseudopumilio – Polsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P09-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P09-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P09-03 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P09-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 
P09-05 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P09-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 
P09-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
P09-08 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 
P09-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
P09-10 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4i ukazuje data populace č. 10 – P. rotundata z oblasti západních Čech, Český 

les, okres Tachov, PR Farské bažiny. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, 

min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. 

byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 
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Tab. 4i: Populace č. 10 – P. rotundata – západní Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P10-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P10-02 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P10-03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P10-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P10-05 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P10-06 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P10-07 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P10-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P10-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P10-10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4j ukazuje data populace č. 11 – P. rotundata z oblasti jižních Čech, okres 

Jindřichův Hradec, Chlum u Třeboně, PR Široké blato. U primeru SPAG7.14 byla z 6 

možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 

2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4j: Populace č. 11 – P. rotundata – jižní Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P11-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 
P11-02 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
P11-03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P11-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 
P11-05 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 
P11-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P11-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P11-08 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
P11-09 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 
P11-10 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 

 

 

Tab. 4k ukazuje data populace č. 12 – P. sylvestris z oblasti jižních Čech, okres 

Jindřichův Hradec, Chlum u Třeboně, PR Široké blato. U primeru SPAG7.14 byla z 6 

možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 

2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 
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Tab. 4k: Populace č. 12 – P. sylvestris – jižní Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P12-01 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
P12-02 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
P12-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 
P12-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 
P12-05 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P12-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P12-07 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P12-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P12-09 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
P12-10 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 

 

 

Tab. 4l ukazuje data populace č. 13 – P. rotundata z oblasti západní Moravy, 

Žďárské vrchy, okres Žďár nad Sázavou, NPR Dářko. U primeru SPAG7.14 byla z 6 

možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 

2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

 

Tab. 4l: Populace č. 13 – P. rotundata – západní Morava. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P13-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P13-02 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P13-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P13-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P13-05 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P13-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P13-07 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P13-08 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P13-09 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P13-10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4m ukazuje data populace č. 14 – P. rotundata z oblasti Polska, kraj Dolny 

Slask, Wegliniec. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 6 

pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 

byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly 

amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. 
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Tab. 4m: Populace č. 14 – P. rotundata – Polsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P14-01 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P14-02 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P14-03 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P14-04 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P14-05 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P14-06 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P14-07 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P14-08 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P14-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P14-10 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

 

 

Tab. 4n ukazuje data populace č. 15 – P. rotundata z oblasti Polska, Góry Stolowe,  

Wielkie Torfowisko Batorowskie. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, 

min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 

pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

 

Tab. 4n: Populace č. 15 – P. rotundata – Polsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P15-01 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P15-02 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P15-03 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P15-04 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P15-05 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P15-06 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P15-07 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P15-08 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P15-09 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P15-10 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

 

 

Tab. 4o ukazuje data populace č. 16 – P. mugo z oblasti Rakouska, Tirol, 

Ammergauer Alpen, hora Schäferblasse. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, 

min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 

pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. 
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Tab. 4o: Populace č. 16 – P. mugo – Rakousko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P16-01 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P16-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P16-03 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P16-04 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P16-05 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P16-06 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P16-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P16-08 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 
P16-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P16-10 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 

 

 

Tab. 4p ukazuje data populace č. 17 – P. uncinata z oblasti Rakouska, Tirol, okolí 

jezera Plansee. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 

pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 

byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve všech 5 pozicích, max. byly 

amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4p: Populace č. 17 – P. uncinata – Rakousko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P17-01 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 
P17-02 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P17-03 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 
P17-04 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 
P17-05 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P17-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P17-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P17-08 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 
P17-09 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P17-10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 

 
Tab. 4q ukazuje data populace č. 18 – P. sylvestris z oblasti Rakouska, Tirol, 

Reutte, Tannheimer Berge, jižní svah mezi serpentinami silnice, severně nad obcí 

Weissenbach am Lech. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. 

byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 
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Tab. 4q: Populace č. 18 – P. sylvestris - Rakousko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P18-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
P18-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 1 
P18-03 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P18-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P18-05 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P18-06 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 
P18-07 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P18-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
P18-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P18-10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 

 

 

Tab. 4r ukazuje data populace č. 19 – P. rotundata z oblasti Švýcarska, Neuchatel, 

pohoří Jura, rašelinný bor v REZ Bois des Lattes. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 

fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve všech 5 pozicích, max. byly amplifikovány 4 fragmenty, min. 1 fragment. 

 

Tab. 4r: Populace č. 19 – P. rotundata – Švýcarsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P19-01 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 
P19-02 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 
P19-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
P19-04 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 
P19-05 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
P19-06 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 1 
P19-07 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
P19-08 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P19-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P19-10 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4s ukazuje data populace č. 20 – P. nigra z oblasti Albánie, okres Erseke, 

západní část pohoří Pindos. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

v 7 pozicích, max. byly amplifikovány 4 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů pouze v 1 pozici. 
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Tab. 4s: Populace č. 20 – P. nigra – Albánie. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P20-01 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P20-02 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P20-03 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-04 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-05 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-06 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-07 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-08 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 
P20-09 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P20-10 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

 

 

Tab. 4t ukazuje data populace č. 21 – P. nigra z oblasti Turecka, provincie Bursa, 

jihovýchodní část pohoří Uludag. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, 

min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů v 6 pozicích, max. byly amplifikovány 4 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů pouze v 1 

pozici. 

 

Tab. 4t: Populace č. 21 – P. nigra – Turecko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P21-01 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-02 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-03 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-04 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P21-05 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-06 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
P21-07 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-08 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-09 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 
P21-10 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

 

 

Tab. 4u ukazuje data populace č. 22 – z oblasti Bulharska, severní část pohoří Pirin, 

dolina Bela reka. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů v 6 pozicích, max. 

byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 

4 fragmenty, min. 2 fragmenty. 
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Tab. 4u: Populace č. 22 – Bulharsko. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P22-01 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1 
P22-02 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 
P22-03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 
P22-04 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P22-05 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 
P22-06 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P22-07 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 
P22-08 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 
P22-09 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 
P22-10 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 

 

 

Tab. 4v ukazuje data populace č. 23 – z oblasti západních Čech, Krušné hory, okres 

Chomutov, Hora Sv. Šebestiána. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

v 5 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. 

byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

 

Tab. 4v: Populace č. 23 – západní Čechy. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P23-01 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 
P23-02 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 
P23-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 
P23-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 
P23-05 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
P23-06 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P23-07 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 
P23-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P23-09 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 
P23-10 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4w ukazuje data populace č. 24 – z oblasti západních Itálie, Veneto, horská 

skupina Dolomiti, Passo di Falzarego. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, 

min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru  SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 

pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 
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Tab. 4w: Populace č. 24 – Itálie. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P24-01 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 1 
P24-02 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 
P24-03 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P24-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 
P24-05 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P24-06 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
P24-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 
P24-08 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P24-09 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 
P24-10 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 

 

 

Tab. 4x ukazuje data populace č. 25 – z oblasti Itálie, Bormio, horská skupina 

Ortles, Valle di Braulio. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována 

přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 

fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

SPAC11.6 byla z 5 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. 

byly amplifikovány 3 fragmenty, min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4x: Populace č. 25 – Itálie. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P25-01 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
P25-02 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P25-03 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 
P25-04 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P25-05 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 1 
P25-06 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P25-07 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P25-08 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 
P25-09 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 
P25-10 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 

 

 

Tab. 4y ukazuje data populace č. 26 – z oblasti Itálie, Abruzzo, severní část pohoří 

Maiella. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost fragmentů 

ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru 

PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 3 pozicích, max. 

byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 možných 

pozic detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 

fragmenty, min. 2 fragmenty. 



 70

Tab. 4y: Populace č. 26 – Itálie. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P26-01 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 
P26-02 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P26-03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
P26-04 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 
P26-05 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 1 
P26-06 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 
P26-07 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
P26-08 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 
P26-09 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 
P26-10 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 1 

 

 

Tab. 4z ukazuje data populace č. 27 – z oblasti Německa, Sasko, rašeliniště 

Mothäuser Heide. U primeru SPAG7.14 byla z 6 možných pozic detekována přítomnost 

fragmentů ve 3 pozicích, max. byly amplifikovány 2 fragmenty, min. 1 fragment. 

U primeru PtTx3116 byla z 9 možných pozic detekována přítomnost fragmentů ve 2 

pozicích, amplifikován byl 1 fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 možných pozic 

detekována přítomnost fragmentů ve 4 pozicích, max. byly amplifikovány 3 fragmenty, 

min. 2 fragmenty. 

 

Tab. 4z: Populace č. 27 – Německo. 
Označení SPAG7.14    PtTx3116        SPAC11.6     
P27-01 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 
P27-02 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 
P27-03 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 
P27-04 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 
P27-05 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 

 

 

Pro další hodnocení byla použita analýza hlavních komponent (PCO – Principle 

Coordinate Analysis). Následující obrázek (Obr. 6) zahrnuje variabilitu všech sledovaných 

jedinců i taxonů. Každý bod představuje jeden mikrosatelitní fenotyp. Jednotlivé body jsou 

rozptýleny rovnoměrně v bloku, nedošlo k žádnému seskupení v celém souboru 

sledovaných jedinců – ani podle geografické polohy ani podle taxonu. 
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Obr. 6: PCO všech sledovaných jedinců i taxonů. 

 

 

 Obr. 7 představuje třídění podle jednotlivých populací, každá barva znázorňuje 

jinou populaci. Všechny populace jsou rovnoměrně rozptýleny, není patrné výrazné 

shlukování v jakékoliv části celého souboru. 

 

Obr. 7: PCO všech sledovaných jedinců i taxonů, barevně jsou odlišeny jednotlivé populace. 
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 Následující obrázek (Obr. 8) je rozčleněn do několika částí. Každá část zahrnuje 

jednu populaci, barevně odlišené části na konci tabulky označují PCO celých taxonů. 

 Obr. 8a – Pinus uncinata: Zatímco 1. populace z Francie je rovnoměrně rozptýlena 

po celém souboru, 17. populace z Rakouska se vyskytuje více nad osou x. Pokud se sloučí 

dohromady, pokrývají celý soubor rovnoměrně. 

 

Obr. 8a: Výsledky analýz PCO u Pinus uncinata. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. První 
číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, U – P. uncinata. 

   
1: 1-15 U 17: 186-195 U Pinus uncinata 

 

 Obr. 8b – P. rotundata: Ačkoliv některé z populací P. rotundata mají tendenci 

shlukovat se v určité části souboru, nelze s jistotou tvrdit, že lze tímto způsobem od sebe 

odlišit populace z určitého území.  

 

Obr. 8b: Výsledky analýz PCO u Pinus rotundata. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. První 
číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, R – P.rotundata. 

  
2: 16-30 R 3: 31-45 R 10: 116-125 R 

  
11: 126-135 ROT 13: 146-155 ROT 14: 156-165 R 
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15: 166-175 R 19: 206-215 R Pinus rotundata 

 

 Obr. 8c – P. mugo: Vykazuje určitý trend rozdělení podle území. 4. populace ze 

Slovenska se vyskytuje více pod osou x, 16. populace z Rakouska má všechny body nad 

osou x a 4. populace z České Republiky má tendenci vyskytovat se většinou nad osou 

x a navíc vlevo od osy y. Po sloučení ale opět dochází k rovnoměrnému rozložení po celém 

souboru.  

 

Obr. 8c: Výsledky analýz PCO u Pinus mugo. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. První 
číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, M  – P.mugo. 

  
4: 46-60 M  7: 86-95 M  16: 176-185 M  

 
Pinus mugo 

 

 Obr. 8d – P. sylvestris: Stejně jako P. mugo vykazují české populace (8, 12) 

P. sylvestris určitou tendenci shlukovat se spíše nad osou x a populace ze Slovenska (5) 

pod osou x, ale výsledek po sloučení populací je stejný. 
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Obr. 8c: Výsledky analýz PCO u Pinus sylvestris. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. První 
číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, M  – P.sylvestris. 

  
5: 61-75 S 8: 96-105 S 12: 136-145 S 

  
18: 196-205 S Pinus sylvestris 

 

 Ani u ostatních populací (Obr. 8d – 8f) není žádný trend rovnoměrného uspořádání 

v bloku, a pokud se sloučí dohromady, plynule pokrývají celý rozsah variability agregátu. 

 

Obr. 8d: Výsledky analýz PCO u Pinus pseudopumilio. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. 
První číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, PSP – P.pseudopumilio. 

   
6: 76-85 PSP 9: 106-115 PSP Pinus pseudopumilio 

 

Obr. 8e: Výsledky analýz PCO u Pinus nigra. Barevně je odlišený souhrn celého taxonu. První 
číslo = číslo populace, další dvě čísla = čísla vzorků, N – P. nigra. 

   
20: 216-225 N 21: 226-235 N Pinus nigra 

 



 75

Obr. 8f: Výsledky analýz PCO u ostatních taxonů. První číslo = číslo populace, další dvě čísla = 
čísla vzorků. 

   
22: 236-245 23: 246-255 24: 256-265 

   
25: 266-275 26: 276-285 27: 286-290 

 

V celém sledovaném souboru je velký rozsah variability a žádná z populací ani ze 

sledovaných taxonů nevykazuje výrazné shlukování v určité části. Rozsah variability je, 

jak v rámci jednotlivých populací, tak v rámci jednotlivých taxonů, rovnoměrně rozptýlen 

po celém souboru, což ukazuje na velmi vysokou vnitropopulační variabilitu. 

Vnitropopulační variabilita je dokonce vyšší než variabilita mezi taxony, tzn., že překryje 

rozdíly mezi taxony. 

 Populace odebírány z celého areálu, kde se daný agregát vyskytuje, proto lze říci, 

že je postihnuta variabilita na celém území výskytu agregátu, tedy na území Evropy. 

 Variabilita po jednotlivých mikrosatelitech je rovněž velmi vysoká a odpovídá 

výsledkům, které byly dosaženy pro všechny mikrosatelity dohromady, což opět ukazuje 

na velmi vysokou vnitropopulační variabilitu a velký rozsah přesahující rámec druhu. 

 Protože nelze spolehlivě odlišit jednotlivé taxony, bylo přistoupeno k optimalizaci 

sekvenační analýzy a k sekvenování úseků genů pro ribozomální RNA. 

 

5.4. Sekvenování 

 Vzhledem k tomu, že je tato metoda velmi nákladná a byla zjištěna vysoká 

vnitropopulační variabilita, byla vypracována jen pilotní studie, která měla za cíl 

optimalizovat metodu a prokázat její vhodnost pro další využití. Kompletní zpracování by 

vyžadovalo sekvenování ve stejném rozsahu jako byly zpracovány mikrosatelity. 
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Požadavek na optimalizaci byl splněn, tzn., že jsou nalezeny vhodné primery, je nalezena 

vhodná metoda pro amplifikaci, po počátečních obtížích se již daří fragmenty genů pro 

ribozomální RNA amplifikovat a sekvenovat a jsou nalezeny první sekvence potvrzující 

rozdíly mezi taxony. 

 Pro analýzu byly zvoleny 4 populace po dvou náhodně vybraných rostlinách. 

 Pro sekvenování byly použity jaderné ITS (Internal Transcribed Spacer) se dvěma 

typy primerů: ITS1 a ITS4 (WHITE et al, 1990) jako primery obecné a ITS5 (WHITE et al, 

1990) a 26S25R (NICKRENT et la. 1994) jako primery specifické pro borovice (Tab. 5). 

 

Tab. 5: Primery a jejich sekvence použité pro sekvenování. 

Název primeru Sekvence 5̔̔̔̔→3ʽ̔̔̔ 

ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 

ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 

ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G  

26S25R TAT GCT TAA ACT CAG CGG GT 

 

 Po prvotním vyhodnocení všech vzorků s obecnými i specifickými primery bylo 

zjištěno, že s obecnými primery se amplifikují i houby, kterými byly borovice napadeny, 

nejčastěji byl zaznamenán výskyt Hormonema dematioides a zatím neidentifikovaných 

ascomycet (dle databáze GeneBank). U specifických primerů byly u všech vzorků 

amplifikovány sekvence z borovic Při dalším hodnocení v databázi: 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ byly tedy srovnávány již fragmenty, kde byly 

použity primery specifické.  

 Phylogram 1 zahrnuje hodnocení vzorků všech 4 vybraných populací (Pinus 

uncinata, P. rotundata (2x), P. mugo). Každá populace tvoří samostatný shluk, přičemž 

P. uncinata je ve větší vzdálenosti od obou populací P. rotundata i od P. mugo. Populace 

č. 2 P. rotundata pocházející z České Republiky a populace č. 3 P. rotundata pocházející 

z Německa se mezi sebou rovněž výrazně liší, to ukazuje na širokou variabilitu na úrovni 

tohoto hybridogenního druhu a na výraznou odlišnost populací pocházejících z různých 

geografických oblastí. Phylogram dále ukazuje neúplné sekvence, které nebyly hodnoceny. 
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Phylogram 1: Všechny osekvenované populace se specifickými primery. 1U – Pinus uncinata, 2R 
– P. rotundata, 3R – P. rotundata, 4M – P. mugo. 

 

 Důkazem výskytu velmi konzervativních bloků je Obr. 9. Tato doména může být 

společná pro více taxonů v rámci agregátu P. mugo.  

 

Obr. 9: Ukázka konzervativní domény po osekvenování všech fragmentů. 1U – Pinus uncinata, 2R 
– P. rotundata, 3R – P. rotundata, 4M – P. mugo. 
 
CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment 
 
3R/2            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
4M/4            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 76 
4M/7            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
3R/10           A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTTTTTTTTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
4M/2            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
4M/1            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
4M/3            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTCGGGTTGGTTGGG-TGT-CGATTG 101 
3R/3            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCC-GAT-TTTTCG 100 
3R/9            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCC-GAT-TTTTCG 98 
3R/8            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCC-GAT-TTTTCG 101 
3R/4            A-GGATCATTGATASCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCC-GAT-TTTTCG 101 
3R/1            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
3R/5            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
4M/5            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 103 
4M/6            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
3R/11           A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
4M/9            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
3R/6            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
3R/12           A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
3R/7            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTTGGG-TGTGCCATCG 102 
2R/1            A-GAATCATTGATTGAAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTWGGG-TGTGCCATCG 103 
2R/2            A-GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTTTTGGTTTGGGTTGGTRARR-YGTGCCATCG 102 
2R/3            AAGGATCATTGATWGCAGGGGTTT-MTTTTTTGGTT-KMKTTGGTTGAG-YGTCCCATCG 98 
4M/8            A-GSATCAWTGAYAGCAGTGGTTTTCWTTAKTGGTTSGGGTTGGKKWGG-YGT-CGAYWG 76 
1U/10           ATTGAGCGTCGCGGTCACACGCGCGCCTCAATTGTACCGGCCGAKCACYCTATSTCCYAG 120 
                *   * *   *     *   *      *                        *      * 
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 Phylogram 2. je výsledkem zkompletovaných úplných sekvencí populací č. 3 a č. 4: 

P. rotundata a P. mugo. Oba druhy jsou velmi zřetelně odlišeny. Na Obr. 10 jsou 

vyobrazeny jejich sekvence. 

 

Phylogram 2: 4M – P. mugo, 3R – P. rotundata 

 
 
 
Obr. 10: Sekvence populací č. 3 – P. rotundata a č. 4 – P. mugo: 
 
CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment 
 
4/11HB          GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTACCGTAGGTGAACCTGCGGTAGGATCATTGATAGCA 60 
4/17A           GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTACCGTAGGTGAACCTGCGGTAGGATCATTGATAGCA 60 
3/8PB           -GAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTACCGTAGGTGAACCTGCGGTAGGATCATTGATAGCA 59 
3/20H           GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTACCGTAGGTGAACCTGCGGTAGGATCATTGATAGCA 60 
                 *********************************************************** 
 
4/11HB          GGGGTTTTCTTTTTTGGTTCGGGTT---GGTTGGGTGTCGATTGCAATGTGGGA------ 111 
4/17A           GGGGTTTTCTTTATTGGTTCGGGTT---GGTTGGGTGTCGATTGCAATGTGGGA------ 111 
3/8PB           GGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCCGATTTTTCGGTAGTACGTGGAAACGACT 119 
3/20H           GGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTTTTGTGGCCGATTTTTCGGTAGTACGTGGAAACGACT 120 
                ************ * *    ** **   **  *  * *    *   * **** *       
 
4/11HB          CTTTGTGGTGCGTCTCTAGGGGAGCG----GGTTTGGTGTTTGGCGGGAACATCGTTGGT 167 
4/17A           CTTTGTGGTGCGTCTCTAGGGGAGCG----GGTTTGGTGCTTGGCGGGAACATCGTTGGT 167 
3/8PB           CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTTGTTACGATGAAGAACGTAGCGA-AATGCGATACTT 178 
3/20H           CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTTGTTACGATGAAGAACGTAGCGA-AATGCGATACTT 179 
                **  *    *  * *** **     *    * *   *    * ***  **     *   * 
 
4/11HB          TGCTTGTCTCGAGGTAACGCTTGATTTTTT-CGTGTGTGCTTGCAAGCCATGCTTGTG-- 224 
4/17A           TGCTTGTCTCGAGGTAACGCTTGATTTTT--CGTGTGTGCTTGCAAGCCATGCTTGTG-- 223 
3/8PB           AGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCGAGTTTTTGAACGCAATTTGCGCCCGAGGC 238 
3/20H           AGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAATCATCGAGTTTTTGAACGCAATTTGCGCCCGAGGC 239 
                 *  **  * *  * * * * *** *  *   ** * **   ****     **  * *   
 
4/11HB          CTTGTCCCA---CCCATCC-TTTGTTTTTC---TCCCCCCCCAATGTGTTTC-TGTAGGG 276 
4/17A           CTTGTCCCA---CCCATCC-TTTGTTTTTC---TCCCCCCC-AATGTGCTTC-TGCAGGG 274 
3/8PB           CTCGGTCGAGGGCACGTCTGTCTGGGCGTCGCATCCCATTCAAACGCGCTCCCTGCAATG 298 
3/20H           CTCGGTCGAGGGCACGTCTGTCTGGGCGTCGCATCCCATTCAAACGCGCTCCCTGCAATG 299 
                ** *  * *   * * **  * **    **   ****   * ** * * * * ** *  * 
 
4/11HB          GGTTCGGAAGCCTGTTTCTAGGGAGCCCTTCCGACGATCTGTTCGGCCGGGCGTGGTTGC 336 
4/17A           GGTTCGGAAGCCTGTTTCTTGGGAGCCCTTCCGACGAACTGTTCGGCCGGGCATGGTTGC 334 
3/8PB           TGCTAGGGAGCAGCGGAGCTGGTCGTCCGTGCCCCGTGCGGTGCGGTTGGCTGAAATACC 358 
3/20H           TGCTAGGGAGCAGCGGAGCTGGTCGTTCGTGCCCCGTGCGGTGCGGTTGGCTGAAATACC 359 
                 * * ** ***         **  *  * * *  **  * ** ***  **      *  * 
 
4/11HB          TGCAGAG-----TTGAGGTGC---TTGGTAAAAA------------CGATGGATAAAT-- 374 
4/17A           TGCAGAG-----TTGAGGTGC---TTGGTAAACA------------CGATGGATAAAT-- 372 
3/8PB           TCAAGCGATGTTTCGTGGCGCGCGTCGGCGAGCGGTGATCTTGTCCCCTTGGATGGGCAG 418 
3/20H           TCAAGCGATGTTTCGTGGCGCGCGTCGGCGAGCGGTGATCTTGTCTCCTTGGATGGGCAG 419 
                *  ** *     * * ** **   * **  *               *  *****       
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4/11HB          TCGGACTCATTCGTAGCGGGCTTTGTGTGGCATCGCTCGAACTTGCTTTTCTCTCTCTTG 434 
4/17A           TTGGACTCATTCGTAGCGG-----------CATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 421 
3/8PB           TCAACGTTAGCCGATGCGGGCTTTGTGTGGCATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 478 
3/20H           TCGGCGTTAGCCGATGCGGGCTTTGTGTGGCATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 479 
                *     * *  **  ****           ******************* ********** 
 
4/11HB          TCCTCCCATGGGGTAGGGTGGATTTAGCTCCAACTTTGCGACCTCAGCTCAGGCGAGAAC 494 
4/17A           TCCTCCCATGGGGTAGGACGGATTTAGCTCCAACTTTGCGACCTCAGCTCAGGCGAGAAC 481 
3/8PB           TCCTCCCATGGGGTAGGGCGGATTTAGCTCCAACTTTGCGACCTCAGCTCAGGCGAGAAC 538 
3/20H           TCCTCCCATGGGGTAGGGCGGATTTAGCTCCAACTTTGCGACCTCAGCTCAGGCGAGAAC 539 
                *****************  ***************************************** 
 
4/11HB          ACCCGCTGAGTTTAAGCAT- 513 
4/17A           ACCCGCTGAGTTTAAGCATA 501 
3/8PB           ACCCGYTGAGTTTAAGCATA 558 
3/20H           ACCCGCTGAGTTTAAGCATA 559 
                ***** *************  

 
 Tato metoda by měla dále směřovat k tomu, aby byla pokryta větší část genů pro 

ribozomální RNA, protože se jeví jako nejvhodnější z použitých metod, poskytuje 

nejpřehlednější výsledky a oproti SSR analýze a analýze nespecifických markerů poskytuje 

výsledky, které ukazují na odlišnosti mezi taxony/populacemi. Po osekvenování delších 

úseků ribozomálních genů (LSU, SSU, ITS) může poskytnout data pro odlišení 

jednotlivých druhů sledovaného agregátu Pinus mugo. 

 

5.5 Morfologie 

 Další možností by bylo vložit do tohoto hodnocení i morfologická data, ale ta ještě 

nejsou zpracovaná a dostupná. Až budou zhotovená morfologická měření, bylo by možné 

sloučit je s těmito výsledky. Zatím není morfologie jednoznačná, proto se přistoupilo ke 

genetickým analýzám. Následující morfologické studie jsou prováděny v rámci 

výzkumného projektu Výzkumného ústavu Silva Taroucy pro krajinu a okrasné 

zahradnictví Průhonice (BUSINSKÝ &  KIRSCHNER 2007) a po jejich ukončení budou 

provedeny statistické analýzy molekulárních a morfologických dat. 

 Příkladem hodnocení morfologických znaků je Tab. 6 (podle BUSINSKÝ 

& K IRSCHNER 2007). 
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Tab. 6: Morfologické a ekologické charakteristiky agregátu P. mugo převzaté z literatury. Úroveň 
vlastností jednotlivých charakteristik: +++ (vysoká), ++ (střední), + (nízká), - (není považováno za 
významné).  
Hodnocený znak 
/Autor a publikace (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 

Charakter jehlic - - - - - - + - + - - 

Symetrie šišky ++ ++ ++ ++ +++ +++ + +++ +++ - ++ 

Tvar apofýzy +++ +++ + +++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

Habitus stromu + ++ +++ ++ ++ ++ +++ - +++ ++ +++ 
Ekologické 
požadavky + + - + + - ++ + ++ - + 
Počet zjištěných 
druhů 1 3 2 1 2 2 2 1 3 2 3 
 
(1) NOVÁK  1953  
(2) GAUSSEN 1960  
(3) HOLUBIČKOVÁ 1965  
(4) ZOLLER 1981  
(5) SENETA 1981  
(6) KRÜSSMANN 1983  
(7) FARJON 1984  
(8) CHRISTENSEN 1987a  
(9) SKALICKÝ  1988  
(10) GAUSSEN et al. 1993  
(11) BUSINSKÝ 2002  
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6. DISKUSE 

 

 Problematikou taxonomického pojetí agregátu Pinus mugo se zabýval zejména 

CHRISTENSEN (1987a), který se zaměřil hlavně na nomeklatorické otázky, vymezení 

jednotlivých druhů a synonymiku. Jeho studie pak doplňují současnější publikované práce 

(NEET-SARQUEDA 1994, SIEDLEWSKA & PRUS-GŁOWACKI 1995, PRUS-GŁOWACKI at al. 

1998, LEWANDOWSKI et al. 2000, BORATYŃSKA &  BOBOWICZ 2001, BORATYŃSKA et al. 

2003, 2004, 2005, atd.). Z publikovaných studií plyne závěr, že počet druhů není hlavním 

kritériem pro hodnocení taxonomie tohoto okruhu borovic. Důležitou roli hraje rozmístění 

a vzájemné vztahy přírodních populací. Práce CHRISTENSENA (1987a, b) je významná i pro 

současné výzkumy, protože předem upustil od hodnocení taxonomie podle celkového 

habitu jako hlavního kritéria pro určování druhů. Každý taxon, který definoval, mohl mít 

jak keřovitý tak stromový habitus, dokonce i uvnitř skupiny Pinus mugo. Dalším kritériem, 

které nepovažoval za zásadní z hlediska rozlišení jednotlivých druhů, jsou jejich 

ekologické požadavky. 

 Několik prací ukazuje, že nehybridní monokormní formy jsou od P. mugo 

separovány. Jedna z nejzajímavějších byla publikována polskými autory, kteří pracovali 

s P. uncinata (subsp. uncinata) a s bažinnou borovicí (subsp. uliginosa), které jsou od 

lokalit s výskytem P. mugo poměrně vzdálené, a srovnávali je s ostatními druhy komplexu 

(BORATYŃSKA & BOBOWICZ 2001, BORATYŃSKA et al. 2003 – tvar jehlic, KRZAKOWA 

et al. 1984 - tvar semen a analýza pomocí izoenzymů, SIEDLEWSKA &  PRUS-GŁOWACKI 

1995, LEWANDOWSKI et al. 2002 - izoenzymy). Posledně jmenovaná práce nedokumentuje 

pouze charakteristiku subalpinských forem, ale také je schopna rozlišit subsp. uncinata 

(skalnatou/suťovou formu) od subsp. uliginosa (bažinné formy). Podobnost mezi hlavními 

stromovými taxony je mnohem vyšší než mezi P. mugo a stromovými formami jako celku 

(PRUS-GŁOWACKI et al. 1998, LEWANDOWSKI et al. 2000). Úvaha, že bažinné borovice 

jsou výsledkem hybridizace mezi P. sylvestris a P. mugo (STASZKIEWICZ &  TYSZKIEWICZ 

1972, STASZKIEWICZ 2001) může být zamítnuta na základě studia jehlic, anatomie listů 

a kůry, ale také na základě předběžných výsledků DNA analýz. 

 Polští autoři v jejich početných studiích (např. reprezentativní studie PRUS-

GŁOWACKI et al. 1998, nebo později LEWANDOWSKI et al. 2000, 2002, BORATYŃSKA et al. 

2003, BORATYŃSKI et al. 2003) považují bažinné borovice za odlišné druhy, protože 
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v Polsku reprezentují bažinné druhy velmi jasně oddělené populace a nejsou přítomny 

přechodné druhy mezi subsp. uncinata a subsp. uliginosa (BORATYŃSKI 1994). 

V současných českých studiích dospěli autoři jako SKALICKÝ  (1988) a BUSINSKÝ (1998, 

2002) ke stejnému závěru, ale pro ten samý taxon použili název P. rotundata. 

 

6.1. Název Pinus mugo Turra 

 

 Název Pinus mugo byl studován CHRISTENSENEM (1987a), který ho označil za 

neotyp z Monte Baldo (nad Lago di Garda) v severní Itálii. Neotyp byl později nahrazen 

lektotypem, který určili M INGHETTI &  NARDI (1999), exemplářem ze stejných horských 

regionů v okolí Verony. Navzdory dosti povrchovému určení byl lektotyp určen v souladu 

s ustanoveními ICBN. 

 Ti samí autoři (M INGHETTI &  NARDI 1999) zároveň navrhli, aby byl název P. mugo 

zachován jako název „chráněného“ typu, který nebyl schválen Committee for 

Spermatophyta (BRUMMITT  2001). Autoři založili své úvahy na předpokladu (následovali 

CHRISTENSENA 1987a), že komplex P. mugo reprezentuje formy soustředěné mezi 

západními extrémy - subsp. uncinata, a východními extrémy - subsp. mugo Co se týká 

morfologie, je. P. mugo od monokormních stromových forem separován.  

 V horách nad Veronou se vyskytuje keřovitá forma P. mugo docela běžně, ž čehož 

BUSINSKÝ &  KIRSCHNER (2007) vyvozují, že lokální populace patřící k agregátu P. mugo 

vykazují velmi vysokou variabilitu u tvaru šišek a jehlic (MINGHETTI 1997), což odpovídá 

výsledkům BORATYŃSKÉ et al. (2005). 

 

6.2. Nomenklatura monokormních forem 

 

a) Název Pinus rotundata Link. 

 Nejvíce zdrojů uvádí, že název byl publikován v roce 1830. SKALICKÝ  (1988) ale 

upozorňuje na dřívější publikace zmiňující tento název (Flora 10/1: 218, 1827). Ve 

skutečnosti byly obě publikace napsány ve stejný čas, ale jedna z nich byla pozdržena 

(a rozšířena o mnoho poznámek a korektur) a vydána později v r. 1830. Dřívější publikace 

byly z hlediska oprávněnosti tohoto názvu přezkoumány. Název formy P. rotundata byl 

oficiálně schválen jako druh a mnoho morfologických zpráv to plně akceptuje. Jsou 
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názory, které zpochybňují oficiální název, ale podobná tvrzení lze najít i ve starší 

botanické literatuře a nemělo by to ohrozit oficiální status názvu.  

 Přídomek rotundata je v literatuře široce používán pro rašelinnou borovici ze 

severních výběžků Alp. Taxonomické pojetí se ale značně liší, někteří autoři uznávají 

P. rotundata jako samostatný druh (SKALICKÝ  1988, PRUS-GLOWACKI et al. 1998, 

LEWANDOWSKI et al. 2000, BUSINSKÝ 1998, 2002), mnoho autorů považuje tyto rašelinné 

formy za hybridy nebo hybridogenní derivát P. mugo a P. uncinata (ZOLLER 1981, 

CHRISTENSEN 1987a, GAUSSEN et al. 1993, SCHUBERT &  VENT 1994, POLATSCHEK 1997, 

WISSKIRCHEN &  HAEUPLER 1998, DÖRR &  LIPPERT 2001, JÄGER &  WERNER 2002, 

OSWALD 2005), většinou je však označována za poddruh nebo varietu. Většina autorů 

charakterizuje borovice 'rotundata' jako rašelinný nízký strom nebo keř se zygomorfními 

šiškami a stočenými apofýzami. 

 

b) Korektní názvy pro stromové rašelinné formy  

 BUSINSKÝ &  KIRSCHNER (2007) sestrojili stručný přehled názvů pro úzce 

vymezenou skupinu stromových rašelinných forem borovic: 

 

Pinus hartenbergiensis Liebich 1832  

Pinus uliginosa Neumann in Wimmer 1838  

Pinus mughus var. uliginosa (Neuman) K. Koch 1840  

Pinus uncinata subsp. uliginosa (Neumann) Businský 

 

Pinus hartenbergiensis Liebich 

 Na druhové úrovni je Pinus hartenbergiensis nejstarší název rašelinné stromové 

formy. Byla popsána LIEBICHEM (1832), který prováděl výzkumy v okolí Oloví (rašelinný 

les mezi oblastmi Studenec a Liboc), západní Čechy (uvedeno též v SKALICKÁ 

& SKALICKÝ  1987, BUSINSKÝ &  KIRSCHNER 2007). 

 

Pinus uncinata subsp. uliginosa 

 BUSINSKÝ &  KIRSCHNER (2007) uvádějí, že Pinus uncinata je odlišný druh od 

P. mugo. Nicméně extrémní ekogeografické formy jsou, v rámci nashromážděných dat 

u monokormních stromových forem, propojeny četnými formami přechodnými. Je-li 
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rašelinná borovice pojmenována na úrovni poddruhu, má přednost název uliginosa. 

Pojmenování P. rotundata patří k přechodným druhům mezi poddruhy uncinata 

a uliginosa. 

Název Pinus uliginosa byl publikován F. WIMMEREM (1838) ve spolupráci 

s Neumannem. Název tedy musí být citován jako Neumann in Wimmer. 

Samotný neotyp populace je, navzdory jejich špatné zdravotní kondici, složen 

z dobře vyvinutých stromů, bez zřejmého vlivu hybridizace s P. sylvestris. Ve všech 

ohledech, je neotyp velmi dobrým zástupcem rašelinných stromových forem a název 

P. uliginosa má tedy bezpečnou taxonomickou interpretaci. 

 

6.3. Využití analýz molekulárních markerů pro hodnocení agregátu Pinus mugo 

 

 Borovice jsou považovány za jeden z nejvíce geneticky variabilních rostlinných 

rodů. Morfologické analýzy se prozatím jeví jako méně vhodné pro vyhodnocování tak 

složitého agregátu jako je Pinus mugo. Vzhledem k obrovskému rozsahu různých názvů 

a jejich synonym, které používají různí autoři, je velmi obtížné jednotlivé druhy od sebe 

odlišit pouze na základě morfologie. Proto bylo v této práci přikročeno k možnosti využít 

technik molekulárních markerů. 

 LEWANDOWSKI et al. (2002) potvrdil vysokou úroveň diverzity, když analyzoval 15 

alozymových lokusů v některých přírodních polských populacích blízce příbuzných druhů 

borovic (P. uliginosa, P. sylvestris a P. mugo). Tato studie se týkala 17 populací P. mugo 

z Bulharska. Genová diverzita, odhadovaná pomocí analýzy alozymů, byla podobná pro 

několik populací stejných druhů v centrální a západní Evropě, ale nižší než pro evropské 

borovice se souvislým rozsahem (SLAVOV &  ZHELEV 2004). Nízká úroveň genetické 

diverzity popsaná v této studii může být částečně vysvětlena faktem, že byly odebírány 

vzorky uvnitř hlavní oblasti rozšíření těchto druhů. 

 

 Detekcí genetické divergence na základě RAPD markerů u borovic se zabývali 

např. LEE et al. (2002), kteří analyzovali vzorky borovice osinaté (Pinus longaeva) z White 

Mountains, California, USA. Průměrný počet alel na lokus byl 1.90, 84,3% lokusů bylo 

polymorfních a předpokládaná heterozygotnost byla 0.321. V práci MONTELEONE, 

FERRAZZINI &  BELLETTI (2006) použili RAPD markery pro analýzu P. mugo. Hodnota 
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vnitropopulační variability byla mezi 15 studovanými populacemi z Alp vysoká, ačkoliv 

nenalezli žádné rozdíly mezi průměrnými hodnotami poddruhů. Statistickým zpracováním 

zjistili větší rozdíly uvnitř populací (76.9% a 77.5%) než mezi nimi. Taková genetická 

struktura je u jehličnanů s širokým rozšířením běžná. Kromě toho je mírná genetická 

variabilita požadována u druhů charakteristických vytrvalým růstem a cizosprášením, kde 

se semena a pyl rozšiřují větrem či pomocí zvířat, jako např. u P. mugo (KOSKI 1970, 

LEDIG 1998). Tok genů může být detekován pomocí frekvencí alel, vysoké migrace 

a nízkou úrovní populační diferenciace (MUONA &  HARJU 1989, BEAULIEU &  SIMON 1994, 

GONCHARENKO et al. 1994). LEE et al. (2002) uvádí průměrný odhad genetické 

diferenciace mezi některými populacemi borovic 0,27. MONTELEONE, FERRAZZINI 

& BELLETTI (2006) našli největší genetickou variabilitu na základě RAPD analýzy uvnitř 

populací, ale fenotypická struktura populací odpovídala nepatrně nižším hodnotám.  

 V této práci nebylo možné RAPD analýzu plně využít, protože DNA našich vzorků 

byla kontaminována houbami a proto by závěry byly velmi zkreslené. 

 

 Podobně jako u RAPD analýzy nebyla v disertační práci ani metoda AFLP 

podrobněji hodnocena z důvodu kontaminace cizorodou DNA. Všechny metody založené 

na amplifikaci s nespecifickými primery nemají v tomto případě odpovídající vypovídající 

charakter.  

 Nicméně byly publikovány práce na jiných druzích borovic, u nichž bylo možno 

tuto metodu využít. Např. CATO et al. (1999) využily AFLP k produkci vazbových 

genetických map u druhu P. radiata. Velký genom vyžadoval větší selekci v pre-

amplifikačních a selektivních amplifikačních krocích v protokolu AFLP, ale vytvořili 

reprodukovatelný AFLP profil. Získali asi 41,3 AFLP fragmentů na gelu, z nichž 48,4% 

bylo polymorfních a zjistili tak, že úroveň polymorfismu je asi 3x vyšší než u RAPD 

markerů. Úspěšně tedy vytvořili protokol potřebný pro tvorbu vazbových genetických map 

u P. radiata. LERCETEAU &  SZMID  (1999) použili AFLP u P. sylvestris a srovnávali ji 

s P. merkusii a P. gerardiana. Došli k závěru, že P. sylvestris a P. merkusii jsou 

taxonomicky blíže k Picea albies než k P. gerardiana.  

 AFLP umožňuje rychle vytvořit velký počet markerů, tak může být analyzována 

větší část genomu. Z toho důvodu by mohly být výsledky více reprezentativní při pohledu 
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na genom jako na celek. Jejich dominance ale pravděpodobně úplně neodráží genetické 

vztahy. 

 

 Mikrosatelity jaderného genomu borovic byly jako první srovnávány s výsledky 

publikovanými u ostatních rostlinných druhů. U dvouděložných druhů byly popsány 

cDNA-SSR např. u Vitis vinifera (SCOTT et al. 2000) a u Arabidopsis thaliana (CARDLE 

et al. 2000; MORGANTE et al. 2002). Nejvíce se opakující sekvence – např. AG, AT, AAG, 

AGG a AGC nalezli CHAGNÉ et al. (2004) také v borovicích ve vysokých frekvencích, ale 

nejastěji se opakující motiv CCG u jednoděložných druhů (VARSHNEY et al. 2002) nalezli 

v borovicích poměrně vzácně (5.2 a 7.2% v P. pinaster a P. taeda). Tyto výsledky ukazují, 

že skladba SSR u nahosemenných rostlin je více podobná rostlinám dvouděložným než 

jednoděložným. 

 GONZÁLEZ-MARTÍNEZ et al. (2004) studovali cross-amplifikaci u eurasijských 

borovic a zjistili, že nejvýhodnější přenos jaderných mikrosatelitů je uvnitř jejich vlastní 

podsekce. U P. sylvestris je to tedy podsekce Pinus, ale některé mikrosatelity z P. taeda 

(posekce Australes) byly amplifikovány i v jiných podsekcích: Pinus (36–53%), Pineae 

(36%) a Pinaster (36–42%). Relativně dobrý poměr cross-amplifikace zjistili z P. taeda do 

P. sylvestris a P. uncinata (53%). ECHT et al. (1999) úspěšně přenesl 80% mikrostelitů 

v rámci podrodu Strobus, ale pouze 29% mezi podrody Strobus a Pinus. KUTIL 

& W ILLIAMS  (2001) dosáhli dokonce 100% cross-amplifikace z P. taeda (podsekce 

Australes) do blízce příbuzné P. palustris ze stejné podsekce, ale jen 47% do P. halepensis 

(podsekce Pinaster)  

 Mikrosatelity jsou asi z 40% polymorfní a vykazují přiměřenou úroveň 

heterozygotnosti (0,29-0,93). Jsou proto hodnotným zdrojem pro populační genetické 

studie, hlavně u druhů, pro které nejsou mikrosatelitní markery dostupné (P. nigra, 

P. uncinata a P. canariensis) nebo u druhů vzácných (P. pinaster), dále pak pro odlišení 

jednotlivých druhů mezi sebou a v neposlední řadě pro výzkum hybridizace mezi blízce 

příbuznými druhy. 

 V této práci bylo testováno celkem 12 mikrosatelitních markerů, pro komplexní 

zhodnocení byly vybrány 3 markery: SPAG7.14, PtTx3116, SPAC11.6. Tyto markery 

spolehlivě amplifikovaly fragmenty u všech zkoumaných druhů, resp. populací z různých 

oblastí celé Evropy, tedy P. sylvestris, P. mugo, P. rotundata, P. uncinata a v menším 



 87

počtu i P. pseudopumilio a P. nigra. Na základě výsledků po gelové elektroforéze 

a následně PCO byla zjištěna velmi vysoká vnitrodruhová i mezidruhová variabilita. 

Výsledky v podstatě odpovídají zjištěním MONTELEONE, FERRAZZINI &  BELLETTI (2006), 

kteří rovněž v této předkládané práci zjistili velmi vysokou vnitropopulační variabilitu, 

která stírá rozdíly nejen mezi populacemi, ale i jednotlivými taxony. 

 

 Další metodickým postupem, který byl v této práci použit, bylo sekvenování částí 

genů pro ribozomální RNA. V této práci byly použity 4 náhodně vybrané populace pro 

sekvenování (1 – P. uncinata, 2 – P. rotundata, 3 – P. rotundata, 4 – P. mugo) a byly 

sekvenovány s obecnými (ITS1, ITS4) i se specifickými primery (ITS5, 26S25R). Analýzy 

s obecnými primery vedly většinou k amlifikaci sekvencí houbové DNA (houby jako 

endofyty, přirozeně se vyskytující v jehlicích či pupenech). Právě z důvodu zjištěné vysoké 

míry kontaminace houbami nebylo možné použít nespecifické markerovací techniky, jako 

je RAPD nebo AFLP. Při amplifikaci se specifickými primery byly amplifikovány úseky 

DNA z borovic. Pro P. mugo zatím nebyly popsány sekvence a nebyla popsána ani metoda 

sekvenování pro tento taxon, nelze ji tedy porovnávat s jinými autory.  
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ZÁVĚR: 

 

1) Všechny použité metody molekulárních markerů se podařilo optimalizovat. Ačkoliv 

byly izolace prováděny vždy ze zdravého materiálu, byla nalezena houbová 

kontaminace a proto nebyly metody RAPD a AFLP v disertační práci dále hodnoceny. 

Tyto metody pracují s nespecifickými primery, tedy se směsí DNA, a výsledky by 

mohly být zkresleny. SSR metoda je založena na amplifikaci se specifickými primery 

a po její optimalizaci byly vybrány 3 primery (z 12), které spolehlivě amplifikovaly 

určité spektrum fragmentů: SPAG7.14, PtTx3116, SPAC11.6. Aby byla vyloučena 

amplifikace s cizorodou DNA, byly tyto primery testovány např. na DNA izolované 

z řepky, tabáku nebo hub. Pro sekvenování byly použity jak primery obecné (ITS1, 

ITS4), tak primery specifické pro borovice (ITS5, 26S25R). Téměř všechny vzorky 

amplifikované s obecnými primery byly po osekvenování vyhodnoceny jako houbová 

DNA, avšak amplifikace se specifickými primery potvrdila DNA borovic. Po 

vyhodnocení bylo možno jednotlivé druhy/populace od sebe odlišit, což vede k závěru, 

že by metoda sekvenování mohla být využita ve větší míře i v budoucnu. Protože je 

tato metoda finančně dosti nákladná a byla zjištěna velká vnitropopulační variabilita, 

byly použity pouze 4 populace (z 27) pro její optimalizaci. 

 

2) Při posouzení míry variability byl postižen celoevropský areál, resp. reprezentativní 

vzorek z celoevropského areálu. Vnitropopulační variabilita je velmi vysoká, dokonce 

větší než mezi taxony. Populace jsou rovnoměrně rozptýlené v rámci evropského 

areálu a podle výsledků PCO jsou i taxony rovnoměrně rozptýleny v rámci celého 

souboru. Nelze tedy spolehlivě odlišit co připadá jednotlivým taxonům a co 

jednotlivým populacím, což ukazuje na obrovskou vnitřní variabilitu druhu. 

 

3) Výzkumem morfologických znaků se u nás zabývají hlavně ve Výzkumném ústavu 

Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictví v Průhonicích. Prozatím není 

morfologie jednoznačná a nejde tedy posoudit, zda odpovídají výsledky molekulárních 

analýz výsledkům analýz morfologických. 
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4) Na základě fingerprintových technik nelze ujasnit taxonomické a terminologické 

problémy, protože se jednotlivé taxony překrývají. Překryv markerů fingerprintů je 

téměř 100%. Šance by mohla být v sekvenování, kde se projevuje, že skupiny jsou od 

sebe odlišné a je otázkou, zda jsou od sebe odlišné i populace či taxony. 
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