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1. UVOD

e

roda jehlicnami. Zahrnuje k#ovité i stromové formy a fiZe st v naprosto odliSnych
piirodnich podminkéach,¢etré tundry, raselini§ stepi a hor. Nagthto tzemich mohou
vznikat velmi rozdilné ekotypy s rozdilnou morfaliogkteré pak komplikuji otazku
taxonomického zazeni.

Spontanni hybridizace a procesy s ni spojené jganamnymi evoltnimi faktory
vzniku novych drufy, resp. poddruly ¢i dalSich hierarchicky nizSich taxonomickych
kategorii rostlin nebo Zivichi. Vyjimkou nejsou ani zastupci rod@inus Je znamo
mnoho gikladi vzniku mezidruhovych hybridv ramci rodu z celého &ta, které jsou
intenzivre sledovany. Hybridogenni charakter sledovanych |ampuse v sotasnosti
vyhodnocuje pedevSim molekulagbiologickymi metodami.

Hybridizace byla popsana mnohymi autory ato nejanizemiCeské republiky
(BusINsKY 1999, BusINSKY & WEGER 1995, HbLUBICKOVA 1965), ale i na Uzemi jinych
stafi, nag. byvalého Soétského svazu @LITov et al. 1999, GNCHARENKO et al. 1995),
Polska ($DLEWSKA & PRUS- GLOWACKI 1995, BaczKIEWICZ & PRUS-GLOWACKI 1997),
Slovenska (KWRMUTAK 1990, SAskiEwiCz 1993), Svycarska (BET-SARQUEDA 1994),
Némecka (8HMID 2000) a Danska (@RISTENSEN& DAR 1997).

ZjednoduSea lze tici, Ze cela problematika, zabyvajici se hybridnpopulacemi
rodu Pinus se tyka pouze dvou taxonomickych okiuh toPinus sylvestrid.. a P. mugo
Turra, pojaté jako agregaf samostatnych druh | pfes jednoduché zakladni vymezeni je
znané komplikované taxonomické hodnoceni hybridnich papiu samotnych vychozich
taxoni.

Agregat neboli komple¥. mugoje tedy podle moderni taxonomie reprezentovan
souboremii zakladnich druln, resp. mikrospecii:

e Pinus mugadrurra (1772)
e Pinus uncinatcRamond in Lamarck et De Candolle (1805)
e Pinus rotundatd.ink (1827)

Jmenovanéri druhy tvaici agregaP. mugobyly v prevaznécasti starsi literatury

hodnoceny jako vnitrodruhové taxony ¢eggji v kategorii odfid nebo v extrémnich

piipadech jen v kategorii forem. Nejvice probiénje zpisobeno hlavé velkym
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agregatP. mugojako na jediny polymorfni drublenény zejména na zakladmorfologie
habitu jedin@. DalSim divodem vyraznych neshod je existence spontanni digbdeci
introgrese v mnohac¢astech geografického rozloZzeni a vznik hybridnicbja.r
Specializovana evropska literatura obsahuje velkgozstvi nejednotnych informaci
o0 jednotlivych druzich tohoto komplexu. Mnoho infaci je uvadno pod fiznymi, casto
neznamymi nebodiné nepouzivanymi&leckymi nazvy a tak vznika zmatek a omyly jak
v literatu'e odborné, tak v literate popular nawné a komemi. Tato fakta nasledn
komplikuji vzajemnou komunikaci tykajici se profasdinichci védeckych zajm.

Do této studie jsou *azeny fivodni hybridni populace vychozich diuRinus
mugq P. rotundataa P. sylvestrisa pro komplexnost agregdRi mugoje zahrnut u nas
nepivodni druhPinus uncinata

Klasifikace pouzita v této disettai praci vychazi z BSINSKEHO (1999). Touto
praci bych rada fspéla k objasgni taxonomie uzitim molekularnich genetickych

markerl.



2. CILE PRACE

1) Optimalizovat techniky molekularnich markerzhodnotit a posoudit vhodnost

jednotlivych metod:

RAPD (RandomAmplified PolymorphicDNA)
AFLP (Amplified Fragment_ engthPolymorphism)
SSR Gmple Sequencdrepeats)

YV V V VY

sekvenovani

2) Posoudit miru vnitrodruhové a mezidruhové variapili

3) Posoudit zda taxony definované podle morfologickynbki jsou rozliSovany i na

zaklad molekularnich markér

4) Ujasnit taxonomické a terminologické problémy nélad& vysledki molekularni
analyzy, posoudit korelaci morfologické a genetickéability.



3. LITERARNI P REHLED

3.1. Systematické z&azeni

RiZe: rostliny Planta)

PodiSe: cévnaté rostlinylT¢acheobionta
Oddleni: jehlicnany Pinophytg

Trida: jehlenany Pinopsidg

R&d: borovicotvaréRinaleg

Celed: borovicovité Pinaceag

Rod: borovice Rinug

T

Druh: borovice klé, kosodevina Pinus mugd

Rod Pinus je v ramci rostlin nahosemennycRijophytg nejrozsahlejSim rodem,
obsahuje kolem sta driit§iroce roz§enych na severni polokouli a ¥kterych tropickych
a subtropickych oblastech gNoLD et al. 1999). Je rozZtbn na dva monofyletické
podrody (subgenu®inus a subgenusstrobug, event. dale na sekce a série, diodéli
BusiNskY (1999) podrody na nizSi jednotky (MdiL 2003):

v PodrodPinus (syn. Diploxylon), tzv. ,tvrdé (smolnatéi Zluté) borovice“. Jehlice jsou
po 2-3 na brachyblastuiéthod mezi jarnim a letninfelem je nahly. Jen vzatjsou
jehlice po 5-8 ve svazku. Kazda jehlice ma dva cévni svazky. Pochvy stkazgehlic
jsou pevazi vytrvalé. Semenné Supiny SiSek byvaji v apofyzasileeé, casto

s hrotem. Odglitelné kiidlo objima semeno ,klif&ovite", v kiidle byva @ko. Podrod
Pinuszahrnuje asi 2/3 drulz celého rodu.

v" PodrodStrobus(syn. Haploxylon, tzv. ,mékké borovice“. Jehlice jsourevazri po 5
na brachyblastu. ilBchod mezi jarnim aletnimielem je pozvolny. Jehlice maji
kolisavy pdet, v rozmezi 1-5. Kazd4 jehlice ma jeden cévniekaPochvy svaz&n
jehlic jsou opadavé. Semenné Supiny SiSek jstginou v apofyze relativhnezesilené
a bez hrotu. Semena jsou b#dlka nebo s malym zbytkovym lemem (limbyjjgadré

s kiidlem.



Agregéat Pinus mugoje reprezentovdn podle moderni taxonomie soubot&#m

zakladnich drul, s nasledujicimi plathnymi jmény a nejpouzig&imi synonymy
(BusINSKY 1999):

Pinusmugo Turra (1764)
syn.Pinus mughus$copoli (1772)
Pinus pumilicHaenke (1791)
Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De Candolle (1805)
syn.Pinus uncinataMill. ex Mirbel (1806)
Pinus mugwar.rostrata (Antoine 1840) Hoopes 1941
Pinusrotundata Link (1827)
syn.Pinus uliginosaNeumann ex Wimmer (1837)

3.2. Variabilita, struktura a nomenklatura
Na prvni pohled se #ize zdat rozéleni komplexuPinus mugadocela jednoduché.

V Ceské republice zahrnuje hlavkerovitou zakrslou boroviciRinus mugoTurra), éesky
nazev_,borovice kl& kosodevina®, ktera roste &sSinou ve vysSich horskych oblastech na

mineralnich nebo raselinnycligach; a mensi stromovou formu z raSetinidera roste ve
strednich nadmigkych vysSkach a je obvykle nazyvana bazinnou nabBelinnou borovici

(Pinus rotundatalink), ¢esky nazev_,borovice blatka®v zapadnich a jiznickkastech

Ceské republiky, hlavhve vy3sich mistech, rostodephodné istové formy, které se
mohou vyskytovat vedle monokormnich stromovych bimrd0-17 (az 20) m vysokych:
od nizkych, skdy dokonce lezicich exempia pies velké k& se vzpimenymi Etvemi
az po polykormni stromové formy 2-5 (az 10) m vy&sokektefi autdi (HEINY & SLAVIK
1997; SKALICKA & SKALICKY 1997;KUBAT et al.2002; BusiNsky 2002) klasifikuji tyto
formy jako Pinus x pseudopumiliqWillk.) G. Beck. (= P. mugo x P. rotundata
(HAMERNIK & MusiL 2007). Cesky “borovice kl&¢ raSelinn& piip. ,borovice kig
hybridnf* ¢i ,,vrchovistni* (M usiL 2003).

DalSim stromovym druhem komplexu rostoucim v zapadéastech (piblizné od

severovychodniho Spélska po severozapadni Rakousko)H@us uncinataMill. ex



Mirbel, ¢esky ,borovice pyrenejska,borovice zobanit4 Platné jméno tohoto taxonu ale

pravdépodobré bude P. uncinataRamond (horska borovice sensu stricto), publikévan
L. F. RAMONDEM Vv r. 1805, ktery ji definoval o rokitve nez R. MILLER (eX MIRBEL)
(HAMERNIK & MusIL 2007). Systematické fazeniPinus uncinataRamond mezi ostatni
blizce gibuzné druhy rodwPinus bylo jiz rekolikrat diskutovano (&poz 1980,1982;
CHRISTENSEN 1987a; BusiNsky 1999). Je povaZovana d#uza nezavisly druh nebo za
poddruhP mugoTurra (MARCYSIAK & BORATYNSKI 2007).

Nazvy Pinus uliginosaaP. rotundata jsou ¢asto vyjadovany jako synonyma.
v praci GHRISTENSENAjSOU nap. povazovany za poddrulBinus rotundatakteré vznikly
hybridizaci mezP mugoaP. uncinata Jiny ndzor zastavauBinsky (1999), ktery tvrdi,
ZeP. uliginosaaP. rotundatajsou dva odliSné druhy (MRCYSIAK & BORATYNSKI 2007).

Vice ¢i mére plynulda skupina fechodnych typ také pispéla k probléniim
komplexu. Vedle variability uvnitjednotlivych druli, zpisobené nap geografickym
rozloZzenim jednotlivych populaci, evoluci a rozpfesim v postglacialni déb je to
vétSinou spojend Binus sylvestrid.., cesky nazev ,borovice leshfHAMERNIK & MuUsIL
2007).

Vnitrodruhové odliSeniP. mugo je velmi sporné iz toho idodu, Ze mnoho

diivéjSich studii na odliSer?. mugood ostatnich blizceffbuznych druf bylo provedeno
a aplikovano pouze néasti populaci a nezahrnovalo cely areal vyskytthdfagregatu
(GUINIER & POURTET 1951; HOLUBICKOVA 1965; BONO et al. 1967; BASZKIEWICZ
& TyszkiEwicz 1969, 1972, 1976; Z8veYKOWSKI 1969; MusIL 1977; SZWEYKOWSKI
& BoBowicz 1977;SANDOz 1980,1982;Bosowicz et al. 1983; IRzakOWA et al. 1984,
BoBowiCcz & KRzaKOWA 1986,1988; MAIER 1993; MINGHETTI 1997; BUSINSKY 1999;
BORATYNSKA et al. 2004). Mimtadné problémy uvnit komplexu, pedevsim
morfologické, spojené s roZiénim jednotlivych taxonomickych charakteristikgt tvar
SiSek, velikost jejich semen a celkowistovy habitus), vedou k popisu velkého mnozstvi
druhi, ¢asto taxonomicky ménzajimavych nebo nesrozumitelnych. Charakteridtikhto
druhi byla zaloZena na tvrzenich, ktera nebyla do&tatgprozkoumana. Logickym
dusledkem rozdilnosti komplexu bylo vyttemi mnoha ,systematickych né&gv(vcetrg
synonym) (MusiL 2003).
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Interpretace a udta klasifikace jako dsledek sloZité fylogeneze nominatniho

podroduPinus ve stedni Evrog byly do z&atku druhé poloviny tohoto stoleti zatizeny
P. mugojako na jediny polymorfni drukilenény do slozitého systému vnitrodruhovych
taxoni zejména na zakladmorfologie habitu jednotlivych jediii¢c pak jejich klasifikace
musela byt nefrozere komplikovana a dnes se jevi nejednaméda a newrohodna.
Prikladem zde rwe byt citace z monografického zpracovani rd®laus prof. F. A.
NOVAKEM z roku 1942 (publ. in Kka et al. 1953: 231): Rinus mugoje druh velice
variabilni, vSechny formy jsou wm spojeny vzajemnymiipchody, ato nejen v jedné
linii, nybrz vSechny navzajem. Proto je systematiobzlenéni druhu velice obtizné, ne-li
veskrze umilé” (BusiNsky 1999). Kromé negirozerg Sirokého druhového pojeti byla
autdi dochéazeli k z&rtum, dnes z&icim mozna az kuriézn Frikladem niize byt ogt
F. A. NoVAK v citované knize, ktery rozliSuje v Siroce pojaténutdi Pinus mugotzv.
.kosodevinu pyrenejskou” pod jméneRm mugosubspmugus(Scop.) vartypica (Beck)
a ,borovici kl& raselinnou” pod jménenP. mugo subsp.uncinata (Ramond) Domin.
Pritom prvni jméno reprezentuje typickdd. mugo kterd nikde v Pyrenejich neroste
a druhé jméno naopakiquistavuje zapadoevropsky (zejména pyrenejsky) taktary
neroste na raSeliniStich. Tamtéz je citovdavpaty Udaj hodnoceny podle uvedeného
nazvoslovi: ,Podle @My (1929) ve vychodnich Karpatechreplada kosotkvina
pyrenejska a tvd prechody ke kosagvine nizké P. pumilio), ktera pevazuje v zapadni
¢asti Karpat* (RJSINSKY 1999).

Duvody zmirgné nejednotnosti a omyl pii hodnoceni taxain a interpretaci

hybridizace u evropskych dramoduPinuslize shrnout do nasledujicich dod

1. Agregat P. mugo je souborem geneticky blizkych dfuhrelativie nizkého
fylogenetického std u kterych proces speciace dosud nedosahl takostipi evoluce
a znakové kvality, jako u zbyvajicich deviti evrkypsh drubi borovic (avsak jiz vySSiho
stupré, nez napiklad u taxoii prisluSicich k polymorfnimu druhB. nigra Arnold, ktery
se dnes rozpadd rfadu poddruti, dosud nedostaieé diferencovanych pro adekvatni

pouziti druhové klasifikace); naproti tomu evropgk@pulaceP. sylvestrisreprezentuji

11



(krom¢ severni Skandinavie) pouze nominatni poddruh,yZkdelmi variabilni, a tak
predstavujiciadu odfid (z nichz gkteré se podileji na hybridizacPs mugoagg.).

2. Znakova diferenciace mezi zastupci agregRtumugo je nevyrazna, jednotlivé
diakritické znaky byvaji ué&kterych jedind nedostatné vyvinuty — pro determinaci
zejména hybridnich populaci je nutné pouzivat spubonaki z vice jeding; determinace
vzorka jednotlivych jedind bez znalosti poputmiho kontextu je problematicka

a ne¥rohodna.

3. V podminkach sedni Evropy se vdkterych oblastech zachovaly jen fragmenty
populaci. U mnoha doslo ke zpomaleni nebé&rgnsmeru spontannich procéy disledku
antropickych vlivi (zejména kaceni, ifpmena biotofi, odvodiovani, vysadby cizich
provenienci, globalni zémy) a k podstatnému zhorSegiitelnosti projew spontanni

evoluce.

4. Nedostaigna komplexnost a nadhledi paxonomickych studiich a revizich zabyvajicich
se touto problematikou —¢tSina autolt vychézela z morfologického hodnoceni jedince
podle ungle stanovenych znakovych priorit; zde je vSak nutpéhazet z mikroevoluce
sympatrickych populaci, hybridigaich proces, popul@&ni variability a ekologickych
vazeb; roviz badani s&zis€m v herbéovém studiu na tkor studiu terénnimu vede u této

skupiny ke zkreslenym zaram.

5. K obecnému pochopeni rozsahu mezidruhové hyagdi doSlo az v nedavné dpkdy

byly vyuZzity poznatky moderni popuiai genetiky (R/SINSKY 1999).

V souiasnosti je&t nejsou dokoteny vSechny charakteristiky agregéatu, stégko
neni dokoten vyzkum jejichétvrtohorniho vyvoje. Neni ujagno, zda povaZovat tuto
skupinu za:

= jeden druh Rinus mugosensu lato) rozdeny do dvou, fiech nebo dokonce vice
poddruli;
= nebo za dva druhyP{nus muggsensu stricto) . uncinata(sensu lato)) s vicé

meére pirechodnymi populacemi nebo hybridy¢éins hybrida sP. sylvestri¥

12



= nebo dokonce zd&itdruhy (P. mugosensu strictoP. rotundata a P. uncinatsensu
stricto) s hybridy uvnittohoto komplexu (WMERNIK & MusiL 2007).

Neni jednotny nazor, jestRinus rotundatge nebo neni samostatny, taxonomicky
maly, druh, &koliv by mohl mit hybridogenni gvod nebo by mohla byt potomkem
néjakych velmi starych igdki nebo jestli nefedstavuje hybrid mezPinus mugox
P. uncinata(hybrid na druhové Urovni, d#LuBiCKOVA (1965) nebo na poddruhové arovni
CHRISTENSEN (1987 a,b,c)) nebo dokonce hybfd mugox P. sylvestris(starSi polSti
autai STAszkIEwICz, Tyszkiewicz 1969, 1972) nebo jestli nepochazi ze ¢ssmych
hybrida (HAMERNIK & MusiIL 2007).

BusINsky (1999) gedkezneé zhodnotil a vyselektoval populace vhodné pro dalsi
detailni studie (speciatnpro marginalni oblasti). Pokud jeéghlizen pedpoklad hybrid,
extrémni formy skupiny. sylvestridy mely byt identifikovany podle nasledujiciho &éi:

1 Sistice viditeld ohnuté nazpatek, na dlouhé stopce, jehlice nagZetbaé -P. sylvestris

1* Sistice gimé, na kratké stopce, jehlice tndaelené

2  kovinna konstituce se vzestupnymi hlavningtwemi, hlavni kmen chybi, SiSky
aktinomorfni -P. mugo

2* stromova konstituce, kmen jednoduchyedbvy, SiSky vice mé&wzygomorfni — 3

3 SiSky mirg zygomorfni; rostou na raSeliniStich v nizSi nebierd nadméské vysce,
vychodrgé — P. rotundata

3* Sisky velmi viditelrt zygomorfni, rostou v suchych horskych oblastecipadr —
P. uncinata(BUSINSKY 1999).

3.3. Charakteristika vybranych druha borovic

3.3.1. RodPinus L. — borovice

Pinus = latinsky nazev &kterych borovic (fvodre i jinych jehlicnatych devin);

pochazi z nazvu picnus: latinsky pix, picis =usm pryskyice; v geekladu tedy fiblizné

13



~pryskyfici poskytujici“; nebo z keltského pin = kop&dlava a z latinského nazvu pinie?;
anglicky: pine; francouzsky: pin (snad také keltskéivodu); rimecky: Kiefer, Bhre;

rusky: sosna; polsky: sosna (8L 2003).

Rod Pinus — borovice je jednim z nejvyznagjgich druli jehlicnani z hlediska
dievarského. Zahrnuje vzdyzelené stromy, méfasto kée, s geslenitym wétvenim.
Jehlice vyfistaji ve svaziku na malych zkracenych vyhonech (brachyblastembyykle
po 2, 3, 5, vyjimén¢ i po 1, 4, 6-8. v 1. roce Zivota ma semakanejprve peslen 3-18
jehlicovitych cloh, na ®jZ navazuji jednotlivé, ve spirale untisé pilovité primarni
jehlice (tedy nikoli jest jehlice ve svaz&ich — a jen asi do 3 let)

Sistice se vytvji na letorostech. Satin obvykle na jejich béazi, na mést
brachyblasi, v dolni ¢asti koruny; sandi pod vrcholovym pupenem, v dostate
oswtlené (gevazrt horni) ¢asti stromu. v dob kvétu byvaji semenné Supiny obvykle
cervené, na bazi jsou srostlé s pawu Supinou. Osa satniSistice je nejprve vafmena,

u mnoha druth se vSak jiz v prvnim roce &aa ohybat nazfh (MusiL 2003).

K oplodreni dochazi po dlouhém obdobi klidu, v mirném Kkliclkedm pasu, asi
jeden rok po opyleni. Od té doby SiSky znovu rostalp konéné velikosti SiSky dozraji
po 15-16 misicich po opyleni, ve 2.(-3.) kaled&m roce (jen vyjimé&né uz v roce
prvnim). Povrch uzaenych dozralych SiSek je tken gedevSim Stitky (apofyzami)
semennych Supin, majicimi na vrcholu pupek (umpBpadre i s hrotem (mucro); byvaji
to dilezité znaky pro wovani jednotlivych taxain Podgirné Supiny jsou v dabzralosti
byvaji ozngovana terminem ,konelety* (BsINSKY 1999).

Semena majiikdlo, mért ¢asto jsou * bezikdla (nap. limby, pinie). Kidlo byva
odctlitelné, typu ,kleSttek” (nagF. u sosny) — nebaorpostié (nap. u vejmutovky).

Rod Pinus je nejp@&etnéjSim rodem nahosemennych rostlin. Popsano je n& 100
120) druli borovic rostoucich prakticky od rské hladiny po 4000(-4300) m n. m.
(nejvySe vystupuji v Mexiku, resp.@ing), od trom az téndt po subarktickou oblast.
PouzeP. merkusiiprekratuje v horach Sumatry rovnik. Jen &gjiii druhy jsou vyslove#
kerovité. Celkovy areal rodu je na severni polokouligm nej¢tSim — po dubu, ktery ma
asi 600 drub. vCeské republice rostou autochténfen i druhy: P. sylvestris
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P.rotundata aP. mugg hojrgji se jeS& vyskytuje hybrid poslednich dvou
P.x pseudopumiligMusiL 2003).

Borovice jsou vytrvalé druhy s dlouhou Zivotnostharakteristické vysokym
pongrem Kizitelnosti mezi sebou. (L & WiLLIamMs 2001). Stedoevropské borovice
jsou heterogenni a tvrd®iploxylon), jsou povaZzovany za pagtatek drubfi z tretihor,
které maji tzny evoleni pivod (KLaus 1989). Borovice seuerné rozmistily po
stredozemni oblasti a vykazuji tak vysokou ekologicgtasticitu (BARBERO et al. 1998).

Borovice je jednim z nejvice roz8nych rod jehlicnatych devin jak v Evrog, tak
na celé severni polokouli RRVDIN 1964, CRITCHFIELD & LITTLE 1966). Zahrnuje
stromové i keéovité nistové formy amze st v absolutéd odliSnych ekologickych
podminkach, ¥etné extrémi jako jsou hranice tundry, raSeliriStstepi a hory. Takto
Siroka ekologicka valence tthe @iznivé ovliviiovat formovani vzniku novych ekotiyp
borovic (GONCHARENKO et al. 1994). Rozdilné morfologické variety roBinus (sensu
lato) se formuji do specifickych ekotym tak vznikd mnoho taxonomickych probli&ém
(MANEK & ESNEROVA 2004).

3.3.1.1.Pinus sylvestris L. — borovice lesni, sosna

Velmi odolnd, rychle rostouci dvou jeftiia eurasijska borovice. Mezi stromovymi
direvinami ma nejrozsahlejSi areal, s &V ekologickou amplitudou¢2ist aredlu je
v severni Asii.

Je to vyssi strom, aZz 40 m vysoky. Na extrémnighastiStich niZze byt i podstath
nizsi, rtkdy dokonce jen Kevitého vzfistu (nap. na hranici tundry a lesotundry).

Dosazitelny ¥k je 300(-584) let.

Koruna je v severni a severovychodddsti evropského aredlu spiSe Stihla,
S jemnym ¥tvenim, véasti stedni a jizni pibyvaji a posléze iigvazuji jedinci s klenutou
az destnikovitou korunou &di¢ny znak!), se silnymi&vemi. Jehlice opadavaji po (2-)3(-
4) letech.

Kmen je gimy, wtveny az v hornétvrtiné. Na extrémnich stanovistich bywasto
kiivolaky. v dolni¢asti je kryty silnou, rozpukanou borkougdsti horni se tenk& borka
odlupuje v papirovitych listcich a je rezatervenac¢i oranzova. Hrubsi borka byva uzce

Supinovita, lasturovitéi Siroce deskovita. E2vo je nékké, s jadrem. (BoBODA 1953)
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Kotenovy systém je mohutnygtginou se zachovalymilovym korenem, ktery je
1,5-3 m hluboko (v suchych, pitych pidach je&t hlouksji); ¢asté jsou i béni koreny.
Horizontalni kdeny rostou ve vrstvdo 20 cm pod dnim povrchem. Kienovy systém
velmi dolie kotvi nadzemnicast v zemi. Borovice lesni netrpi vyvraty aje prot
povaZzovana za zpawevaci devinu.

K odkwétu dochazi ervnu az peatkem cervence. ikdyZz je borovice lesni
jednodoma4, ize na ®kterych stromechigvladat jedno pohlavi.

Diverzita uvnit taxonu je extrémhvelika. Hospodé&ky vyznamna je n&pvelka
rastova variabilita, liSici se jak podle mista Zpisného gvodu, tak i podle stanovist

Borovice lesni (jako druh) je adaptovana na velinoky klimaticky rozsah. Roste
na Uzemich s délkou vegeta doby 90-120 din (vyjimecné i mérg), s pamernymi
rocnimi srdzkami 200-1780 mm.ié¥aznoucast arealu je mozno charakterizovat jako
kontinentalni nebo alespdontinental® ladenou.

Na extrémnich stanovistich je schopna plnitdgochranné a rekulti¢ai Glohy
(MusiL 2003).

3.3.1.2.Pinus mugo Turra — borovice kle¢, kosodrevina

Kle¢ P. mugo(sensu stricto) je jeden z&yi druhi borovic rostoucich vyhradn
kerovité. Je soutasti agregatu (species aggregarum), tj. velk&hgouborného druhu”
(komplexu rkolika malych, ,drobnych drulf, mikrospecies). Spolu se ¢&wa
stromovymi ,drobnymi druhy“ — borovici blatkou atowici pyrenejskou — ataké
s rekolika kiizenci (ustalenymi ipriméarnimi). NaSe autochtorpdpulace klée -
kosodeviny se vyskytuji pouze €echach (MisiL 2003).

Borovice kl& je menSici vétSi ke, vysoky jen ®kolik malo decimetk az 2,5 m,
v priznivéjSich podminkach v kulte i 3-4 m 10 s &kterymi kmeny pokivenymi. Vétve
jsou dlouhé a jejich spodgiast spoiva u zend, zatimco konec je vEmneny. Jehlice jsou
ve svazeéku po dvou. Sandi SiStice jsou symetrické a maji Uzkou apofyzu rerédnim
stredem (QusseNet al. 1993)Na h'ebenech hor dZe pisobit jako limitujici faktor fistu
mala vySka s¢hové pokryvky, nad niz je klevystavena totalnimu obrusu éovymi

vvvvv

Dosazitelny ¥k je az rkolik set let.
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Dievo je tZké, tvrdé, houzevnaté a silpryskyic¢né, matervenohgdé jadro.

Kotenovy systém ma mohutné postrannieky, které doke zpewiuji padu, kilovy
koten chybi.

Druh je to znan¢ variabilni jak ve vaistu (izné ekomorfozy), tak v délce jehlic
a ve tvaru Sisek.

Kle¢ neni tolerantni k zastinu, je siinswtlomilna. Na gelomu pleistocénu
a holocénu mla zZiejm¢ mnohem ¥tSi rozsfeni nez dnes; rostla praygbdobré
i v nejnizsich polohach. AvSak navratem stromowidvin schopnych obnovy i vetsim
¢i menSim zastini pro ni zbyly jen méhptiznivé lokality a tzemi nad horni hranici lesa.
Tam je schopna vyrovnat se i s rozmanitym mnoZstpfetupné vody. Roste jak na
vapencich, na vysychavych,élych podkladech, tak ina raSelinach, bez ohledu n
geologické podlozi. v nizSich polohach se objevpijedevSim v surovych, klimaticky
inverznich podminkéch saisek a skal.

Znxn¢ tolerantni je i k emisim, maagoochrannou a vodohospdsdkou funkci
(MusiL 2003).Pinus mugge velmi dilezith pro horské oblasti i z hlediska ekologického
kde jsou tyto druhy nedilnou stasti nachylnych ekosyst@&nVorRNAM at al. 2004).

3.3.1.3.Pinusrotundata Link. — borovice blatka, borovice bazinna

Stromova, dvou jehina borovice. V rdmci agregaRl mugoma blatka nejmensi,
reliktni areal, nachazejici se véestu Evropy, hlavé Alp, a naopak neptsSi ekologickou
~Specializaci (v postglacialnim vyvoji uhdjila estenci prakticky jen na rasSelinistich).

Je to strom malého azZistiniho vziistu, vySka 10-13(aZz 20) m. v dé&psti ma
témet vzdy jen jediny, imy kmen; koruna je Uzka, valcovita, zagtla, jemre vétvena.

Dievo je tuhé, se slalpatrnym jadrem, malo pryskigné. Borka je nejpodolsjsi
borce smrkové.

Kotenovy systém byva maly, do hloubky obvykle limitoyahladinou podzemni
vody.

Blatka dnes vytvd porosty vyldné na raSeliniStich, né&psgji piechodovych,
vzacré na obvodu vrchovid Casto roste ve spalenstvech sifizou pyitou, na sussich
mistech pistupuje borovice lesni, fip. ismrk ztepily. Na meé&nh zamokenych
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a urodrjSich stanovistich by rostla blatka relativiépe, avSak ve volnéripodé podléha
konkurenci vySSich stroim

Hlavni vyznam je podrostotvorny, figonochrannoou funkci. Je zZm& odolna
k emisim (MusiL 2003).

3.3.1.4 Pinus uncinata Ramond — borovice pyrenejska

Stromovy, 15(-25) m vysoky dvou jetaiy taxon, dlouhodky, klimaticky odolny,
jeden zefi mikrospecies tvidcich agregat (MsiL 2003).

Ma rovny a vzpimeny kmen. Sanii jehlice jsou sild asymetrické a maji tlustou
zahnutou apofyzu sefetlem na Spce (GAUSSENet al. 1993).

Ackoli byla popséana jiz idve, byva tato borovice dodnes ddsisto spojovana
s piibuznou borovici blatko®. rotundata(MusiL 2003).

Roste pevazg na neraSelinnych, extrémnicltasto neplodnych, suchych,
skalnatych pdach a sutich, obvykle na vapenatych horninachefvég sadrovce) — ale
I na kyselych Zulach, kvarcitech apodaddmMoN 1992).

Pinus uncinatamize mit mivod v dlouhém obdobi raného pleistocénu (starsi
odctleni ¢tvrtohor) (S\NDOz 1983, GHRISTENSEN1987a).

Vyuziva se k protieroznimu zales/ani vysoko poloZenych a malo produktivnich
poloh (MusiL 2003).

Morfologické a ekologické charakteristiky vSak nesnibyt tak Zetelné a tak
systematicky @stava komplex progmlivy (SANDOz 1987). Podle S\DOzE je jako
rozliSujici znak vice spolehlivy pget a velikost hypodermalnich a endodermalnicheloun
i kdyZ jeho hypotéza je &i pouzitelna pro praktickésaly. Ostatni morfometrické znaky,
které jsou znamy k odliSerdchto drulti, jsou délka jehlic a vzdalenost cévnich swazk
(BORATYNSKA & BoBowicz 2001).

DuleZitou roli komplexu je hlawnochrana proti dnim erozim a zpomaleni lavin.
Jehlice jsou zdrojem oleje (SvANOvIC et al. 2005), jarni pupeny jsodZme pouzivany
v medicirg (HIPPELI et al. 2004, GARMANN et al. 2005) a pro produkci likirl kdyz je
dievo €zké a tvrdé, je vyuzivano jetiidka kvili malé velikosti a pomalémuistu stronf.
Stromy maji vyuZziti i jako okrasné, hlayme stedni a severni EviédMONTELEONE at al.
2005).
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3.4. Vyskyt vybranych druhi borovic

Pinus sylvestrige rozSfena ve znéné casti Eurasie, je to borovice s n&§im
arealem na s¥#¢: od Atlantiku prochézi Evropourgs celou Siliiaz téndi k Pacifiku, tj.
od Skotska, resp. od severozapathsti Pyrenejského poloostrova az kiim@chotskému,
nejjiznéji zasahuje v Sierra Nevad (nejvyssi Spafiské kontinentalni polg lezi
v mediteranu na 37° s. §.), nejsefirme Skandinavii, kde dosahuje az za severni polar
kruh, na hranici tundry a lesotundry (70° S. 3.ugv 2003).

SvOBODA (1953) ¢leni borovici lesni do 3 skupin: na klimatypy seske, stepni
a horské. Maximum vyskytu borovice lesni je v sav€asti arealu (severska borovice
lesni), roste hlavhv nizinach, na chudych, gitych podkladech dostate¢ zasobenych
vlahou, fip. az na bazinatychrevazri rozlehlych porostech v pasmu smrku. v severni
Evrops je prevladajicim lesnim druhem. v evropsiésti Ruska roste na zivg rozsahlém
Gzemi, od tundry na severu po stepi na jihu. Et8jvrozlohy zaujima na Sit kde se
vyskytuje od nizin po dolrdasti hor.

V zapadni a jizntéasti areédlu, tedy na Uzer@R, je roz&fena jen osfvkovité na
extrémnich reliktnich stanovistich, souvislé lgsdmo tu nevytwa (MusiL 2003).

Pinus mugoroste v horach #dni a jihovychodni Evropy, 8Zistm vyskytu nad
horni hranici lesa (ale &¢ns pod ni). Roste v Alpach pmaje stednim Svycarskem,
odkud jde smrem vychodnim, vyskytuje se v severnfegalpské oblasti (etns
hrangnich tzemiR a jizniho okraje Polska), v Karpatech, dale nk#&# v Dinaridech,

v Rodopském systému a v systéemu Staré Planiny.eMa&j€jSi vyskyt kosoteviny je
v KrkonoSich (uz na polské stignnejjizngjSi v Rodopech.

Pavodni rozdfeni kl&e vCeské Republice je pouze v subalpinském
a supramontannim stupni zapadnich Sudet a ve waldiisti Sumavy, tj. v krkonodsko-
jizerskohorské a Sumavské oblasti. Nd@me-li drobijsSi kee, je kl& hlavni devinou
nad horni hranici lesa v KrkonoSich, nalg mineralni i na vrchovistich. Vyskytuje se tu
(stejre jako v Jizerskych horach) také pod horni hrarésial na vrchovistich smrkového,
tj. supramontanniho vegeétiho stupl. Na Sumay kles roste pouze jako tzv. vrcholovy
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fenomeén v klimaticky inverznich ledovcovych kareelen na mineralni gué skalnatych
mist a srdznych svamejvysSich poloh, v supramontannim vegeii stupni.

Smés kovinnych a kléovych porosi — s jednim nebo vice poléhavymi kmeny
a vystoupavymi $tvemi — je na vrchovistich od Krusnych hotep Slavkovsky les,
Sumavu aZ po hory Novohradské — je r@vautochtonni (GLDE 2000). Dnes v3ak tyto
populace byvaji povazovany za samostatny hybridoigéaxon Pinus x pseudopumilio
(Willk.) Beck (=P. mugox P. rotundatda (MusiL 2003).

Pinus rotundataje rozStena ve gedni Evrog, v malych ostivcich ina
raSeliniStich, fblizné¢ od severniho okraje Alp poistini ¢asti Krusnych hor, dale po
Sasko a polské Slezsko, na vychod nejdal po raswliRejviz (BusiNsky 1999) na
severovychodnim okraji Hrubého Jesenikaské Slezsko), na zapad po Schwarzwald,
Juru (RELECHOUX et al., 2000) — resp. po Vogeézy (Vosges) a Frarsiad stedohdi
(Massif Central — BBazAC 1991).

V Ceské Republice je rozgha v zapadnich a jizni€techach, od febaiské panve
pies Sumavu po Krudné hory, na Mafgwouze u Velkého ia ve AParskych vrsich,

v ¢eském Slezsku jen na RejvizuysiL 2003).

Pinus uncinataRamond ma reliktni aredl v jihozapadni Ewofolem horni
hranice lesa (MsiL 2003), nejvice na skalach a sutich (vapenec n&roiktan). Tak se
liSi od raSelinnych borovic ne pouze v geografickemisténi a nadmiské vySce, ale
i v ekologickych poZadavcich. 19a. Nejvice se nach@& vychodnich Pyrenejich (kde
dosahuje maximalnich dimenzi), v zapadnichiddstich Alpach (zde samostatnebo ve
smesi s modinem a limbou, na vyslunnych svazich), vzaoa ebenech Jury (EBAZAC
1991) a ve Francouzskénteslohdi.

V Pyrenejich tvéi tato borovice horni hranici lesa i horni hrarstiomovou ve
vySkach 1600-2000(-2350) m n. m. Z nejvysSich pdiohoto pohé jsou popisovany
v horach Sierra de Gudar (40-41° s. S.). v Alp&chgrovice pyrenejska uv&th z oblasti
mezi 1500-2700 m n. m (i 2003).
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3.5. Proces hybridizace u borovic

Prirodni hybridizace je jednim z nejvyznagjiich evolgnich proces vedouci
k tvorbé novych drufi (ARNOLD 1997) a k adaptaci rostlinnych i zisnych druli
(LEWONTIN & BIRCH 1966, ARNOLD 1997). Je mnohoiikladh, které dokazuji, Ze hybridni
genotypy mohou mit rovnocenny nebo dokonce vySsinodt (kondici) ve srovnani
s rodtovskymi druhy a mohou byt v &itém prostedi zvyhodgny. Dokonce i v fipad
pocateEni snizené plodnosti nebo Zivotaschopnosti hybvighrvnich populacich fize tok
geni pokraovat ve spojeni populaci aeii hybridnich druln (ARNOLD et al. 1999).

Mezi piibuznymi druhy roddPinaceage hybridizace Zadouci (nA@BrASZKIEWICZ
& Tyszkiewicz 1969, Bosowicz 1990, MEWEGH & CAMBALOWA 1993). Experimenty
s untlou mezidruhovou hybridizaci prokazalydinost fenotypovych zndk véetns
rezistence k patogém (KORMUTAK & LANAKOVA 1988, RUS-GLOWACKI & STEPHAN
1998). Pomoci DNA markérbylo zkoumano mnoho taxonomickych vzianukazalo se,
Ze je lze vyuzit pro diferenciaci dnuh pro identifikaci hybrid (WAGNER et al. 1987,
SZMIDT & WANG 1991, HPKINS et al. 1994, Bccl et al. 1998, GRMANO & K LEIN 1999).

Hybridizace nize znénit velikost genomu, aniz by doSlo ke &my v paitu
chromozond. Velikost jaderného genomu u borovic je neobvykdeiabilni (HaLL et al.,
2000). Velikost hybridniho genomu by mohla byt émma amplifikaci DNA u vSech
chromozonid. Amplifikace v jednotlivych chromozomech se vyskgt u kratkych
segment, pravdpodobrg nekodujici DNA (BRANDHAM & DOHERTY, 1998). Duplikace
kratkych segmeiitbez polyploidizace je kontrolovana elementy v geapkteré detekuiji,
kvantifikuji a reguluji obsah DNA podle igsré stanovenych limit (KEyL 1965).
Amplifikace kratkych segmeiitje pimérerg rozcklena, aby se dodrzela uniformita
a nengnila homologni parovani \WDHAM & DOHERTY 1998). Nej¢tSi rozdily ve
velikosti genomu se vyskytuji v hybridech srovnageh s jejich rodiovskymi druhy.
Tyto rozdily jsou vysetlovany fylogenetickou vzdalenosti mezi réwoiskymi druhy
(WiLLIamMS at al. 2002).

Uniformita v pd&tu chromozom a morfologii je dosaZzena procesem selekce, ktera
silné ovliviiuje mezidruhovou hybridizaci u jetiani, ale neni UGplé vhodna kuli
rozdilnym velikostem genomu. VSechny borovice nzdjkladni chomozomovéisio 12
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(SAYLOR 1961; DouDRICK et al. 1995), ale obsah jaderné DNA mezi druhgae/buje od
19 do 31pg-C (JoYNER et al. 2001).

Patet chromozom u hybridi borovic je nemsinny. U F1 dosglych hybridi nebyly
pii umélé hybridizaci Bhem meidzy zaznamenany ani chromozomové abnormeity
noveé uspeadani chromozotn(Sax 1960).

Abnormality @i meiéze jsou &né khem mikrosporogeneze a mohou mit za
nasledek zakity (SAYLOR & SMITH 1966), rkkdy i sterilni pyl (3x 1960).

Selekce u dosgych F1 hybridi miZze omezit genotypové rozdilygem meiozy.
Genotypové zrmy se mohou vyskytovat, pokud jsou dvidbpzné homologni genomy
spojeny do jedné hiky a zpisobi tak eliminaci chromozomu nebo dokonce polyiioi
(McCLINTOCK 1984). U borovic mohou byt zZmy genotypu studovany, protoze u nich
nejsou znamy zadné post-zygotické bariéry, které zhpraovaly reprodukci. Pre-
zygotické bariéry, jako je pylova sterilita, jsoti mezidruhoveé hybridizacidZnym jevem
(nag. McWiLLiam  1959). Tak mohou vzniknout Zivotaschopné, plodnézidruhové
hybridy mezi blizce buznymi druhy (RGHTER & DUFFIELD 1951).

Navzdory stalosti karyotypu a absenci genotypovyokn neni znamo, jestli je
obsah hybridniho genomu podobny gaiskym drutim (WiLLIAMS at al. 2002).

Primou selekci mize u borovic dojit také ke vzniku novych déuhPokud jsou
rodicovské druhy sympatrické, mohou byt nové druhy hdoidpi (WANG, SzMIDT
& SAVOLAINEN 2001); polyploidni hybridy jsou vzacné a letalni HSHOO 1959).
U novych homoploidnich hybridmtze byt plodnost ve srovnani s réidiud’ vysoka nebo
nizka (BJERKLE et al. 2000) podle toho, jak je préntiva Urover plodnosti u dosgych
F1 hybridi borovic (\YLOR & SMITH 1966).

Hybridizace byla u &kterych druli borovic prokdzanaMezi tyto druhy pat nag.
P. halepensisaP. brutia v Turecku (Bicci et al. 1998),P. contorta aP. banksiana
v Kanad&d (WAGNER et al 1987)P. pumilaaP. pentaphyllav Japonsku (WTANO et al.
1996) neboP. taedaaP. echinatav USA (CHEN et al. 2004). V ramci rod®inus byla
introgresivni hybridizace popsana mnohymi autony,nejen v ramciCeské republiky
(BusINSKY 1999, BJSINSKY & WEGER1995, HbLUBICKOVA 1965) ale také z mnoha jinych
zemi jako nap zemi byvalého Satského svazu @LiTov et al. 1999, GNCHARENKO et
al. 1995), Polska (BDLEWSKA & PRUsSGLowAackl 1995, B.CzkiEwicZ & PRUS
GLOWACKI 1997), Slovenska RMUTAK 1990, SAskiEwicz 1993), Svycarska (BET-
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SARQUEDA 1994), Nmecka (8HMID 2000) a Danska (@RISTENSEN 1997). Na druhé
straré nékteti autdi s popisy introgresivnich hybridnesouhlasi a odmitaji tuto hypotézu
i na zaklad molekularnich markér(FILPPULA et al. 1992, NET-SARQUEDA 1994).

Pinus mugo agg. Pinus sylvestris L.
/ Pinus mugo TURRA — _
/ S  ~ B T~ ~[ X ~
/ = L X Colakpyegi—
N S g
§ P x pseudopumi/io/ (WiLLK.) BECK =l et ,G{?: Ao
‘S ~ \\\/\77/,,,,, —
S - = /
Q; //7_;/*"’ e : = .
x| (_Pinus rotundata LINK — — — — P. x digenea BECK — —I—{ Pinus sylvestris L.
° i el A J
> ~ T
=) R —
g ~ - e
Q \ P. rotundata x B uncinata ] - GaussEN |
< - il (FLOUS)
Ll [ Pxboud=—
N Pinus uncinata Ram. — ~ '

Obr. 1: Jedna z moZnostitaaeni agregatRinus mugorcetns hybridizace uvnitagregatu
ve vztahu KP. sylvestrifHAMERNIK, MusIL 2007).

3.5.1. Hybridizace uvni¥ agregatuPinus mugo

Taxonomicka struktura hybridnich populaci borovicjegich vychozich, resp.
mateskych druli se jevi zn&n¢ komplikovana. Ve skut@osti je vSak zakladni situace
velmi jednoduchad vzhledem k napadnym morfologickym diakritickym znakm
v kombinaci s ekologickymi poZzadavky a geografickyozStenim u ¢tyé vychozich
druhi, které se jako jediné podileji na tvdnsech sedoevropskych hybridnich populaci
borovic paticich do ramceifbuzenské skupini?inus mugaagg. aP. sylvestriqtj. kromg
ojedirglé hybridizaceP. sylvestriss druhemP. nigra Arnold, paticim do jiné pibuzenské
skupiny) (BUJSINSKY 1999).

3.5.1.1.Pinus mugo x Pinus uncinata

(Tato hybridni kombinace se nevyskytuje na Gz€egka ani Slovenska.)
Druh Pinus mugovytvé&i rozsahlou kontaktni hybridizai zonu <. uncinata

VM

Posledni populace této hybridni kombinaceérem k vychodu dosahuji zhruba 11°

23



vychodni délky a na sever jsou omezerrgditimi horskymi polohami Alp, ze kterych se
nikde nevymykaji (BSINSKY 1999).

3.5.1.2.Pinus mugo x Pinus rotundata

Tato druhd hybridni kombinace ma naop&kidte sveho rozdeni v zapadnich
a jiznichCechéach a je oziavana jménenPinus x pseudopumiliolWillk.) Beck (1888)
a rekdy pouzivanyméeskym ekvivalentem ,raSelinna Kle(BusiNnsky 1999). Habitem
ma blize k prvnimu z rodli — P. mugo tvarem SiSek ke druhémuP- rotundata K jejimu
vzniku doslo pravépodobr pred vice nez deviti tisici lety (i 2003).

V nekterych oblastech vytwatento hybridni taxon rozsahlé populace, ve kieryc

byly dlouhodobou introgresivni hybridizaci zceldbadéengt vytlaceny rodéovské druhy.
Takovéto populace jsou repstjSi na vrchovistnich raSeliniStich KruSnych horg katz
rodicovsky druhP. mugonikde neroste R. rotundatase zachovala jen vzéena rékolika
malo lokalithch v zapadnéasti pohei (nag. Kovaska). DalSim Uzemim s vyskytem
P. x pseudopumilioje Sumava, kde v3ak taxon roste jen na vrchowistie vysSich
polohach (nap v okoli Kvildy a Modravy), zatimco nagchodovych raSelinistich v adoli
Vitavy je zastoupen vipvaze nebo pouze druth rotundata(nag. Velka niva u Lenory
nebo Maly luh u Dobré). Déle je tento hybridni taxandm z naSeho Uzemi jest
z raSelini& Lysina u Kladské ve Slavkovském lese a z Novotkyads hor. 1zolovany
vyskyt se nachazi na polské stra@rlickych hor (na raseliniStich Czarne Bagno
a Topielisko sevepod masivem Destnd) ve vzdalenosti 2 az 3 km dicihairanic.
Mimo Uzemi zmisnych pohraninich horCech se taxorP. x pseudopumiliovyskytuje
jes€ v hornim Bavorsku, podél severnich okrapkouskych Alp. Naproti tomu udaje
Z oblasti Oravy (MVAK in KLIKA et al. 1953, ¥SELY 1954, FUTAK 1966, DbSTAL 1989),
Z Upati Z4padnich a Belanskych Tatexs(JoVvA in FUTAK 1966, DbsSTAL 1989) a polské
Casti Karpat (MVAK in KLIKA et al. 1953) jsou @ zaneny za mezidruhové hybridy
kombinace P. mugo x P. sylvestris publikované ¥tSinou sodasré s chybnymi adaji
0 vyskytu blatky tamtéz.

Vzhledem k rozsahu hybridnich populaci, jejich &hiiit¢ a absenci jednoho nebo
obou rodéovskych drui se gedpoklada, Ze k gateni hybridizaci meziP. mugo

aP. rotundatazde doSlo uz z@étkem holocénu. ZvySeny stupevariability populaci
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P. x pseudopumilio je patrny ve srovnani s variabilitoistych populaci obou
rodicovskych druli (v piéipad P. rotundatamysSleno neovlivéinym genotypenP. mugo
bez ohledu na vliv genotypl. sylvestris Nejnapadgsi je variabilita v charakteruistu
od jedin@ kerovitych s mnoha obloukovitymi &wvemi s gevladajici Skou, pes
neietnsjsi formy polykormni az po monokormni jedinceisyaZujici vyskou, ale&Sinou
jes€ s dlouze obloukovitymi&tvemi (BUSINSKY 1999).

3.5.1.3.Pinusuncinata x Pinus rotundata

(Tato hybridni kombinace se nevyskytuje na Uz€ggka ani Slovenska.)

PrestoZe nikde, ani v oblasti Alp nedochazirikmemu styku areéltéchto dvou
druhi (respektive nikde se nevyskytuje populacéevahou fenotypay¢isté P. uncinata
v blizkosti populace sipvahou P. rotundatd, existuje jisté tranzitni Uzemi, kde se
vyskytuji komplikované hybridni roje se zjevnowadti obou druhovych genotyp
hybridné kombinovanych jest druhemP. sylvestrisa snad P. mugo Tato Uzemi se
nachazeji v oblasti zapadnich Tyrol v Rakouskujiehjeskut&ny rozsah, ani podrobné

fenotypové zastoupenidhto drulii nebylo dosud prozkoumanoBINsky 1999).

3.5.2. Mezidruhova hybridizace v agregatuPinus mugo

Krom¢ nepotvrzenych Gdaj o mozném kKzeni Pinus mugg resp. P. uncinata
s nikoli blizce pibuznym druhemP. nigra Arnold, eventualéda P. heldreichii Christ
(MIRoV 1967, BusINsky 1989) je znama spontanni hybridizac&ktarého ze zastupc
P. mugoagg. v firock jen s druhenP. sylvestrisL. Pritom P. sylvestrige v ramci svého
swtoveho arealu (nefSiho vcelém rodu) svym #pobem téz taxonomicky
komplikovanym druhem @xvbiN 1964), ale z hlediska jeho evropského zastoupeni |
pon¥rné homogenni. Autochtonni populace jsou ve vztahelkové variabili¢ druhu
rozhodr taxonomicky jednotné a Ize je rozliSovat nanejvydnot variet, nebo 1épe jen
jako odlisné populace nebo soubory populadpauré ekotypy. Pokud se tyka hybridizace
mezi agregatenP. mugo aP. sylvestris je rozhodd mnohem ¢astjSi nez se dosud
udévalo (BisINSKY 1999).
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3.5.2.1.Pinus mugo x Pinus sylvestris

Z hlediska genetického, ekologického a iz aspeptaktické vyuzZitelnosti je
nejzajima¥jSi hybridni kombinacePinus mugox P. sylvestris Vychozi druhy této
kombinace jsou vzajerdmpribuzensky nejvzdalési a morfologicky nejodlis¥)Si. Poprvé
byl prokazateld hybrid €chto dvou drub v uzkém pojeti popsan vroce 1897
ASCHERSONEM a GRAEBNEREM pod jménemPinus x celakovskiorumA. et Gr., ¢esky
nazev ,boroviceCelakovskych”, (MMERNIK & MusiL 2007) z morény pod PleSnym
jezerem na Sumav Starsi jménoP. x rhaetica Briigger (1864) (BSINSKY 1999),
v Cechéach Bzné¢ zndma pod nézvem ,borovice izkend” (HAMERNIK & MusiL 2007),
¢asto pouzivané pro tuto hybridni kombinacHRGTENSEN 1987a, b, ¢, BASZKIEWICZ
1993a, b, 1994) je zaloZzené niézlkenciP. sylvestrisvar. engadinensiaP. mugopatrré
s introgresP. uncinatanalezeném ve Svycarsku@Icky IN HEINY & Slavik 1988).

Mezidruhové hybridy rod®inusse v pirodé vyskytuji gilezitostrg. V poslednich
desetiletich vzniklo mnoho takovych hyhridumélym zpisobem (8x 1960).

Tok geni zP. sylvestrisdo komplexuP. mugobyl owten v rékolika studiich. Byl
zkoumén na zakladmorfologickych znak (CHRISTENSEN & DAR 1997; LAURANSON-
BROYER, KRZAKOWA & LEBRETON 1997; BORATYNSKA et al. 2003), isoenzyin(NEET-
SARQUEDA, PLUMETTAZ CLOR & BECHOLEY 1988; NEET-SARQUEDA 1994; SEDLEWSKA
& PRUS-GLOWACKI 1995; RRUS-GLOWACKI, BUJAS & RATYNSKA 1998; LEWANDOWSKI et
al. 2002) aDNA (FEPPULA, SMIDT & SAVOLAINEN 1992; RzYkoskl 2002;
WAcHowIAK 2003).

P mugoje endemicky druh typicky pro horské oblasti EWqCRITCHFIELD & LITTLE
1971). Sodasné rozseni borovice lesni je vysledkem postglacialni nogra rekolika
ledovych refugii (oblasti se stalym klimatem) I(\Ws & ANDEL 2004, GHiEDDADI et al.
2006). Redpoklada se, Ze rekolonizace vyil zony druhotného kontaktu mezi
izolovanymi populacemi z oblasti bez ledu, ktet@zpy posledni ledové maximum,
s populacemi jiznich refugii. Tim, Ze & mugoaP. sylvestrispiekryvaji v rekterych
castech oblasti jejich rozéhi, byla podpiena hybridizace mezi druhy a tdigmelo

K vétSimu roztizréni uvnit komplexuP. mugo(CHRISTENSEN1987a).
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V podminkéach sedni Evropy se kontaktni zénychto dvou drubh nachézeji ve
dvou hlavnich typech biotép— na raSeliniStich a na skalnatych &3tich nefastji
vapencovych hornigasto s inverznim mikroklimatickym efektem. Jak uvBdiSINSKY
(1999), ke vzajemnému kontaktu populaci dréinus mugoTurra aPinus sylvestrid..
dochazi v lokalitdch s extrazonalnim vyskytem kd#sweithy pod jejim hlavnim vySkovym
pasmem roz&ni CAMEK & KORMUTAK 2007).

V souwasnosti seP. sylvestrisaP. mugovyskytuji wtSinou alopatricky. Rkteré
sympatrické populacei¢hto drulii byly nalezeny na nizko lezicich raSeliniStich bydo
postglacialni. Hrodni hybridizace mezi druhy byla studovana ré#ofika populacich,
avSak biometrické studie byly limitovany nedostatkaliagnostickych charakteristik
vhodnych pro identifikaci hybrid (CHRISTENSEN & DAR 1997). Hybridni rodiny byly
charakterizovany podle morfologie a anatomie jeh{{CHRISTENSEN & DAR 1997;
BoBowicz et al. 2000), v menSim rozsahu také podle prdiemisoenzym (PRus
GLOWACKI & STEPHAN, 1998). Nicméy, nejsou dostupna data, kterd by stanovila stupe
kiizitelnosti mezi rodiovskymi druhy (KORMUTAK at al. 2005).

Studium hybridizacesthto druti bylo provadno prostednictvim undlého Kizeni.
Tyto experimenty také napomohly stanoveni fylogekgth vztati a k ugeni &elu
péstovani (KORMUTAK & L ANAKOVA 1988;PrRUs-GLOWACKI & STEPHAN 1998). Produkce
plnych semen je &Sinou pouzivana jako &titko Uusgsného kizeni (WACHOWIAK at al.
2005).

Jak bylo uvedeno vySe, ke vzajemnému kontaktu papudruti Pinus mugo
aP sylvestrisdochazi na lokalitach s extrazonalnim vyskytentelpod jejim hlavnim
vySkovym pasmem roz&ni. Obrce® by mohlo dojit ke kontaktu ip extrazonalnim
vyskytuP. sylvestrisve snéru nad hlavni pasmo jejiho rogni. v tomto opgném smyslu
jsou vSak ekologické podminky pro existenci drulagy limitni, neumo#uji existenci
vice nez jednotlivych individui a nebyvaji zde apininy biologické podminky pro
mezidruhovou hybridizaci. V prasdi stedni Evropy se hybridogeanisgsné kontaktni
zony tchto dvou drufi nachazeji ve dvou hlavnich typech biatop jednak na
raSeliniStich a jednak na skalnich vychozechcéas#ji vapencovych hornin¢asto
sinverznim mikroklimatickym efektem. Vramci byéhb Ceskoslovenska je
V sowasnosti znama tato hybridni kombinace z nasledbjiokalit:
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Ceské republika

Sumava — balvanita moréna pod Plesnym jezerem qoH®I80 m n. m.).
Slovensko
Orava - raSelinigt okolo Suché Hory u hranic s Polskem (740 m n.-m3Selinis¢
Tisovnica u Oravské Polhory (750 m n. m.);
Zapadni Tatry — zapadni Upati skupiny Osobita,liraS& Medzi bormi nad Zubercem
(840 mn. m.);
Mala Fatra — oblast Vratné doliny, Sokolie — vapécskalni bradla masivu ObSivanka —
Tiesiavy (1000-1100 m n. m.).

Z uvedenych mist vyskytu se pouze na lokalitachovingca a Medzi bormi
nachazeji bohatSi hybridni roje s paklau introgresi, zatimco v ostatnich lokalitach jen
jednotliva hybridni individua. i@sto geneticky vyznamédhto jednotlivych hybrid je
znany, protoze jsou &tsinou fertilni a mohou dat zaklad flexibilnimu potstvu s velkou
ekologickou toleranci a navic zZmepu tvarovou diverzitou. Posledni uvedena lokalita
v Malé Fate je vyjim&na ekologicky (vapencove skaly) a mimo region Affim neni

znama jina lokalita tohoto stanovistniho typwgBisky 1999).

3.5.2.2.Pinusuncinata x Pinus sylvestris

(Tato hybridni kombinace se nevyskytuje na Uz€ggka ani Slovenska.)

Hybridni roje této druhové kombinace byly studovémyg. v Pyrenejich (RoBST
1983) Jejich vyskyt je bezpeas prokdzan na vice mistech zapadnich Alp (jihovyaiod
Francie, Svycarska iseverozapadni ltalie), alei rdwsud komplex# vyhodnocen.
Ukazkovy hybridni roj této kombinace byl nalezer ¢ masivu Pearroya (2019 m)
v provincii Teruel ve vychodnim Sp&eku, kde se vyskytuje k jihozapadiefdsunuta,
zcela izolovana populade. uncinata PrestoZze tato hybridni kombinace nezasahuje do
blizkosti Uzemi naSeho statu, ma teoreticky vyznam pochopeni taxonomickych
souvislostifeSené problematiky a dokazuje komplikovanost hymaice dvou druhovych
komplexi borovic ve gdiedni Evrog arovrez nedoceéni jejiho praktického vyznamu
(BusINSKY 1999).
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3.5.2.3.Pinusrotundata x Pinus sylvestris

Tato mezidruhova hybridni kombinace byla popsanpryd v roce 1888 pod
jménemPinus x digeneaBeck z rakouského pohr&niTiebaiské panve. Dnes je potvrzen
jeji vyskyt prakticky ze vSech nalegi$e spolénym vyskytem obou druh) bud’ jen
v jednotlivych exemplach (nap. Maly luh uVolar, Rejviz v Jesenikdch) nebo
v rozsahlych hybridnich rojich (Podkovéak na Tachkoy<ervené blato na f€baisku,
Dako u Zfaru nad Séazavou). Midledku celkové tendence vysuSovani zejména
piechodovych raSelini§a uz pemenou okolnich porogtnebo pimym odvodiovanim) se
postup zvyhodiuji raSelinné biotopy v nizSich nadiskych vySkach ve progph
P. sylvestris oproti P. rotundata To podporuje expanzi borovice lesni do stale
izolovargjSich populaci blatky¢imz se zesiluje proces introgresivni hybridizace, v
genotypy blatky. K tomuto genetickému ohroZeni dréh rotundatadochazi na &Sine
nalezi¥ a mnohde je uz podil fenotypb¥istych jediné blatky velmi nizky a jetasto
udrZzovan jen existenci starSich stfgneatimco tér¥ veSkeré potomstvo vykazuje
hybridni pivod (BusINSKY 1999).

3.5.2.4.Pinus mugo x Pinus rotundata x Pinus sylvestris

(= P. x pseudopumilio< P. sylvestri¥

Na Gzemi Sumavy bylo v poslednich letech nalezeékolik vyznamnych populaci
polyhybridniho komplexu vzniklého postupnou hybgdaezi dokoncefit vychozich
druhi borovic. Jde o populace nachazejici se na Chatugiski u Borové Lady (910 m n.
m.), na Splavském (Kunzvartském) raSeliniSti uBtého (810 m n. m.), na Malé v
u Lenory (750 m n. m.) a na Mrtvém luhu u soutolepl& a Studené Vitavy (740 m n. m.).
Z kiizeni druli Pinus mugoaP. rotundata zap@&atého v divejSich obdobich holocénu,
zde povstal rozsahlou introgresivni hybridizack jako i v jinych uzemich, variabilni
soubor genotyp zaraditelny pod nothospecies se jménBmx pseudopumilip prestoze
¢ast jedind zde dosud vykazuje fenotyp typick®& rotundata(v minimalni mfe na
nejvySe polozené lokaditChalupska skaa s pibyvajicim mnoZzstvim na niZze poloZzenych

lokalitach). Ve vSech jmenovanych lokalitach jsdak dnes tézifhodné podminky pro
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rozvoj sympatrické populade. sylvestris pro vzajemnou hybridizaci obou taxonTato
hybridizace je zjewh sekundarni, probihajici recetitm prvnich generacich a byla patrn
zapa@ata nebo alesmopodpdena znénou vodniho rezimu (zejména prvnich dvou lokalit)
a naslednou expanH. sylvestrisdo raSelinného loziska obyvaného rozsahlou populac
hybridniho taxonuP. x pseudopumilio

V dubnu 1993 byl row¥ potvrzen vyskyt této hybridni trojkombinace v éal
populaciP. x pseudopumiliov Krusnych horach v sedle masivu Klinovce meaziaho
Macecha (1113 m) a Meluzina (1094 m) ve vySce 164n. m., nalezem Siroce
kerovitého, ges 50 let starého jedince s jednagryan hybridnim ovlivenim druhem
P. sylvestris pravdépodobré druhotnym zanesenim pylu 2t8i vzdalenosti. Vyskyt této
hybridni trojkombinace je nanejvyS prapbdobny v dalSich lokalitach taxonu

P. x pseudopumilios Krusnych horach a ro¢# ve Slavkovském lese (BINSKY 1999).

3.5.3. Fertilita a sterilita mezidruhovych hybridi u borovic

V ramci roduPinus je WwtSina ziskanych mezidruhovych hyhtidivotaschopna
arelativie fertilni, i kdyZz se mezi ¢kterymi druhy vyskytuji pekazky jejich vzajemné
kiizitelnosti (S\x 1960). Toto omezeni seiqustavuje ve forgh zabrany Us§BEné
hybridizace #kterych druli, zpisobené existenci inkompatibility g¢RMUTAK 1974).
V ramci roduPinus je hybridiz&ni proces poznamenan vlivem takovych fakt@ko je
neproniknuti pylové kky az k archegoniu, neschopnost spermatického jagladreni
a oduniteni zygoty ve stadiu proembryaa¢&/As 1962).

Pokusy s uou hybridizaci drufh Pinus mugoTurra aP. sylvestrisL. dokazaly
relativré vysoky stup# kiizitelnosti €chto druti. Hybridni semenaikZend@ P. mugo
Turra aP. sylvestrisL. vykazuji vysoky potencial klivosti v porovnani se semeny
vzniklymi samoopylenim, vnitrodruhovym figkenim anebo firozenym opylenim.
Reciprokym kiZzenim bylo dosahnuto mi#mizsi hodnoty klivosti (KORMUTAK et al.,
2005).

FECKOVA (2005) analyzovala hybridni semena z kontrolovamgbridizace
P. sylvestrid.. x P. mugoTurra, ktera vykazovala vysoké procentaikidsti. Podélo se

ji ziskat i hybridni semena, ktera souhlasi s diglepredchézejicich studii GRMUTAK
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& LANAKOVA, 1988). S¥d¢i to o vzijemné izitelnosti obou druthh a 0 moZnosti toku
geni v obou smirech.

Reélnou picinou sterility mezidruhovych hybrid rodu Pinus jsou i poruchy
v pribéhu meiotického cyklu. 8&/LOR & SMITH (1966) sledovali gibéeh redukniho dtleni
u 21 druti a 22 mezidruhovych hybriid Autofi udavaji nejasgji se vyskytujici poruchy
v prabéhu meiodzy:
- neukorgeni terminace chiasmatigobené nelplnym odidnim chromozomovych ramen
v anafazi I,

- naruSena tvorba bivaleént metafazi |,

- predtasna separace chromozbmanafazi |,

- opozani rozchodu #kterych chromozorink polim buiky v telofazii a ll,
- vyskyt inverznich mo#ét s chromozomovymi fragmenty, nebo bez nich v teiofa
metafazi Il a telofazi Il,

- vyskyt mikrojader ve stadiu diad a tetrad.

VSeobecn se pgedpoklada, Ze sledované hybridni populace vykazidgi miru

plodnosti jako kontrolni populacgistych” druhii (CAMEK & KORMUTAK 2007).

3.6. Geneticka variabilita a vyuZiti metod molekulénich marker

Pinus sylvestrid.. je nejroz&iergjSi ze vSech borovic. Protoze je vyznamna jak
z hlediska ekologického, tak iekonomického, jeod studovana jeji genetika. Je
zajimavy penos rkterych informaci do ostatnich driyhstejré jako z ostatnich druihdo
P. sylvestris Druhy jsou adaptovany Sirokému rozsahu peakt hlave klimatickym
podminkadm a geneticky vykazuji mezi populacemi xyéarozdily (MkoLA 1982;HURME
et al. 1997).

VSechny druhy borovic maji 12 chromozdre podobnou morfologii @& & SAx
1933), ale velikost genomu se mezi jednotlivymihgrdiSi (WAKAMIYA et al. 1993).
Genom je veliky, v rozsahu 20 az 32 pgAmIYA et al. 1993), obsahuje velké mnozstvi
opakujicich se sekvenci REBEL 1985) a poskytuje velky komplex genovych rodin
(KINLAW & NEALE 1997).
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Eurasijské tvrdé borovice maji odliSnou genetickoariabilitu a populéni
strukturu. Vysoce heterozygotni druhy, jakimus sylvestrigPRUS-GLOWACKI & STEPHAN
1994), jsou sympatrické s druhy vykazujicimi pobmany nedostatek polymorfismu,
nag. sP. pinea(FALLOUR et al. 1997).

Cast genetickych map jeblian je vytvaiena za pomoci isoenzyn{nag. RUDIN
& EKBERG 1978). Pd¢et lokusi je nizky, ale ortologni lokusy mohou byt obvykle
identifikovany bez problémi v rozdilnych druzich (napCoNKLE 1981).

Genetické mapyinus sylvestrigsou konstruovany na zakl&dESTP (expressed
sequence tag polymorphism) markea ostatnich genovych markerjako AFLP
a mikrosatelit (KoOMULAINEN at al. 2003). Skladaji se z ortolognich maitker jsou
vyuZzitelné pro studium evoluce a pro mapovani kit@ntnich znak. Porovnavanim map
se ukazuje, Zze mezi rozdilnymi skupinami orgatiisa vyvoj chromozoihnvyrazre lisi.
Nap. geny druli Brassica aArabidopsisjsou velmi odliSné (ARGERCRANTZ 1998),
zatimco chromozomy drahrodu Pinus a vibec celéceledi Pinaceaese vyvijeji velmi
pomalu (RAGERet al. 1976; BVEY et al. 1999; RowN et al. 2001).

3.6.1. Charakteristika molekularnich markeri:

DNA markery jsou markery na urovni DNA. Umadi jednoduSe detekovat
odliSnosti v primarni genetické informaci, kterolN® nese. DNA markerovaci systemy
jsou zaloZzeny na polymorfismu v sekvencich DNA @algzovanych jedin (populaci)
(CURN 1998). Je prokazano, Ze vapréru 50% lokug rostlinnych druli je polymorfnich
(CHLOUPEK 1995).

1. proteiny — isozymy

2. DNA markery
a) RFLPRestrictionFragmentL engthPolymorphism)
b) zaloZzené na PCR — analyza fragmddNA

Metody molekularnich marke&rzaloZzené na technice PCR maiji Siroké spektrum
vyuziti. Lze tak ziskat nap
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» Udaje o peadi nukleotid — sekvence

» analyzu celého genomu — délkovy polymorfismus fragin
*RAPD (RandomAmplified PolymorphicDNA)
*AFLP (Amplified Fragment. engthPolymorphism)

» informace z konkrétnictasti genomu
*PCR-RFLP PolymeraseChainReaction - RFLP)
*mikrosatelity Simple SequencdRepeats - SSRS)
*SSCP §ingle Strain ConformationPolymorphism)

3.6.1.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Zavedeni polymerazovi&ttzove reakce - PCR A& et al. 1985) a rychly rozvoj
této techniky na fglomu 80. a 90. let vyraZrzjednodusSiltadu protokal pouZivanych
v molekuléarni biologii. Principem je denaturace DNAddlovani komplementérnich
vlaken) ajeji renaturace (jejich &pvné spojovani) v kombinaci se syntézou DNA
katalyzovanou specifickou DNA polymerazou (Taq-podyazou), ktera je rezistentni ke
zvySené tepla@t protoZze pochazi z termofilni baktefi@ermus aquaticusCyklus sestava
ze ¥i kratkych fazi, Bhem nichz se #daji teploty. v prvni fazi dochaziipteplot 92-
96°C k denaturaci vzorku DNA. Ve druhé fazi se e&gplsnizuje na 35-65°C a dochéazi
k navazani syntetickych oligonukleaiid (kratkych Usek jednovidknové DNA)
komplementarnich k @na vidakrim okrajovych Usek DNA, ktera ma byt amplifikovana.
Ve ftieti fazi se teplota snizuje na 72°C, kdy je akdiviftag-polymerazy optimalni
a dochazi ke ,kopirovani“ DNA. Po 30-50 cyklechvg vzorku pitomna v podstétjen
amplifikovana DNA, kterou lze detekovat elektroficky (ONDREJ & DROBNiK 2002).
Velmi casto je nezbytné optimalizovat sloZzeni kedksnesi tak, aby vyzky byly
dostaténé vysoké a spolehlivé (QNDREJS & STORCHOVA 1997). Produkty PCR se
hromadi teoreticky geometrickdadou (RcLAvSkY 1998). PCR ma velmi Siroké vyuZziti:
¢asto nahrazuje pouZzivani genovych knihoven, zjed$erd klonovani gefi, umozuje
detekci patogeln transgeft a umo#uje amplifikovat DNA z celého genomu NOREJ
& DROBNIK 2002).
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3.6.1.2. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Polymorfismus nahodnamplifikované DNA je technika zaloZzena na techgolo
PCR. Jsou pouzivany nahe@dgenerované kratké primery — o délce 6-10 nukléotid
(CURN & SAKOVA 1996).

RAPD primer hybridizuje k&kolika tisicim oblasti DNA, avSak ne vSechny
hybridizace vedou k tvotdbPCR produktu. Metoda umidje pouziti gkolika primei
k vytvoreni velkého mnoZstviaznych PCR produkt pochazejicich ziznych oblasti
studovaného genomu B®ARDS 1998). EBhem reakce dochazi k amplifikadady
produkti, liSicich se délkou a internim nukleotidovym shoibe. Fingerprint genomu je
ziskan po gelové elektroforéze a vizualizaci pratl(€URN & SAKOVA 1996).

RAPD technika umaiuje analyzovat vetSi mnoZstvi lokusa tak dokazuje
kompletrgjSi zhodnoceni genomu ve srovnani s ostatnimi kimétkymi a molekularnimi
markery. Ma #kolik dalSich vyhod, nap nizké naklady, rychlost, je pozadovano malé
mnoZzstvi DNA a vysoka moznost detekce polymorfisMize byt intenziva vyuzivana
k UsgsSné detekci rozdil mezi rostlinnymi populacemi (EHAM-UL-HAQ et al. 2001),
druhy (FomMAN et al. 2003) a hybridy @IEST et al. 2000, RIORA & RAHMAN 2003).
reprodukovatelnosti. Braniimému odhadu frekvence alel v diploidech a profiraaiuje
genetickou variabilitu a diferenciaciYNCH & M ILLIGAN 1994,SzmIDT et al. 1996).

3.6.1.3. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphsm)

Polymorfismus délky amplifikovanych fragméne metoda kombinujici restiiki
Stpeni DNA (technika RFLP) a amplifikaci DNA (techailPCR) (RAMAN et al. 1999).
Vychazi z toho, Ze metoda RFLP dava pom mélo prouzk a tedy malou variabilitu
a rozliSovaci schopnost (OREJ & DROBNik 2002). Oproti metoddm RFLP a RAPD mé
fadu vyhod, mezi nejdezit¢jsi pati generovani velkého mnozstvi marke(CURN
& SAKOVA 1996). AFLP markery jsou dominantni.

Princip AFLP metody je zaloZen na selektivni anigdi€i podskupiny restriénich
fragmenti ziskanych ze sési DNA fragmend pripravenych &tpenim genomické DNA

prostednictvim  restriknich  endonukleaz. Deélkovy polymorfismus selekdivn
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amplifikovanych DNA fragmertife detekovan po separaci v polyakrylamidovém gelu
(PAGE) (MATTHES et al. 1998) nebo s pouzitim kapilarni elektrofgréMetoda zahrnuje
¢tyii kroky (Vos et al. 1995):

1. rektrikce DNA a ligace oligonukleotidovych adagter

2. preselektivni amplifikace
3. selektivni amplifikace
4

. elektroforeticka separace amplifikovanych fragnienhaslednou detekci
3.6.1.4. SSRs (Simple Sequence Repeats) — mikrokgte

Mikrosatelity jsou velmi kratké repetitivni sekvencozptylené po eukaryotnim
genomu (L7 & LuTty 1989). Jsou tvieny tandemay se opakujicimi kratkymi
sekvernimi motivy (BRAATEN et al. 1988) s délkou 2-6 béazi (hapnotivy (CA)
(CAA),), vykazuji rozsahly polymorfismus dany délkou opadni kratkych motitr
a predstavuji  stabilni kodominantni systém vyuZzitelnyo pidentifikaci genotyp
a mapovani rostlinného genomu @RGANTE & OLIVIERI 1993). Mikrosatelitové markery
ziskdme PCR reakci s primery, které jsou kompleamehtse sekvencemi sousedicimi
s mikrosatelitovym lokusem. Sekvence pritnese ziskavaji prohledavanim znamych
sekvenci obsazenych wrznych databazich (nApEMBL nebo GenBank, ty vSak obsahuji
piedevsim sekvence modelovych organisrkulturnich plodin a hospotkkych zvfat)
nebo z jiz opublikovanych praci anelde novoizolaci z genomovych knihoven ATtz
1989)

Mikrosatelity byly nalezeny v nekodujicich i v kgthich oblastech geén Byly
zjistény konzervativni motivy mikrosatelitvyskytujici se v genomecliznych organisrin.
Nap. poly(TG) motiv se nachazi v oblasti rRNA tranpkni jednotky u mysi, krysy
aclovéka (BRAATEN et al. 1988). Na rozdil od minisatélijsou amplifikovany pomoci
PCR a jsou zjistitelné elektroforézdRisHouT et al. 2000).

V souwasnosti se mikrosatelity uptafji predevSim fi analyzach genetické
struktury populaci (ndp GUSTAFSSON2000) a pi popisu a odliSeni hybridnich driutod
druhi rodicovskych.
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Mikrosatelity u jehlénani (borovic)

Cross-amplifikace mezi jelhany je velmi vyznamny, protoZe vyvoj novych
mikrosatelitnich markérpro kazdy druh je zrtaé¢ nakladny. KiZzeni druli s ortolognimi
mikrosatelitnimi regiony finasi cenné informace o muatach a evolanich procesech,
které tyto lokusy ovlivuji (GNZALEZ-MARTINEZ at al. 2004).

Cross-amplifikace meziffpbuznymi druhy je jednou z nejvice rkad/ch metod
(EcHT et al. 1999; KITIL & WILLIAMS 2001; $iEPHERDEt al. 2002).

Mikrosatelity mohou byt vyuZity i pro tvorbu gengkiych map, pro konzervaci
geni a pro o¥reni kvantitativnich znak(Devey et al. 1999; Mksem et al. 2001) a jsou
tireba k upesreéni evolwnich otazek souvisejicich s tokem gem s adaptaci na drovni
ekosystému (GNzALEZ-MARTINEZ at al. 2004).

V kontrastu s ostatnimi rostlinnymi druhy jePinaceae nékolik polymorfnich

jednoduchych kopii jadernych mikrosatelitnich matikeebo jednoduchych opakujicich se
sekvenci. Genom borovic je charakterizovan velkymoistvim opakujicich se sekvenci
(KRIEBEL 1985;KAMM et al. 1996; KSSACK & KINLAW 1999; ESIK & WILLIAMS 2000)
a to je hlavni problém vyvoje markeiKomplikovanost genomu jelihatych drui ma za
nasledek, Ze cross-amplifikace mezi druhy je obestabd a vysledkem e byt velky
podil neuspsné amplifikace, nespecifickd amplifikace, vice yiidg na gelu nebo
nedostatek polymorfismu ¢(ET et al. 1999; MRIETTE et al. 2001).

Jednoduché opakujici se sekvence byly nalezeny Seehvoblastech genomu,
véetng kodujicich oblasti (@TH et al. 2000). S vyvojem cDNA knihovny obohacené
o mikrosatelity poukazuje ¢®TTI et al. (2000) na fitomnost mikrosatelit uvnitt
kodujicich oblasti Picea abies druhu nalezicimu Rinaceae Dostupnost expressed
sequence tags (ESTs) z velkého sekieitn projektu je potenciatnhodnotny zdroj
SSRs, ktery niZze byt vyuzit i v mé& vybavenych laboratech. Z EST databaze byly
ziskdny cDNA — SSRs whkolika rostlinnych drufi, jako nap. vinna réva (8oTT et al.
2000), obiloviny (EMNYKH et al. 2000, 2001; ¥ et al. 2000; ©RDEIRO et al. 2001;
KANTETY et al. 2002; HJAYL et al. 2002; WRSHNEY et al. 2002; @o et al. 2003)
aArabidopsis(CARDLE et al. 2000; MRGANTE et al. 2002). Tyto EST markery jsou velmi
dolre vyuZitelné pro cross-amplifikaci mezilpuznymi druhy (BJAYL et al. 2003; GPTA
et al. 2003).
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Kodominantni znaky, reprodukovatelnost a vysokdigeai, to vSechnoifspiva ke
stéle ¥tSimu vyuzivani jadernych mikrosatéljpko genetickych markérn molekularnich
studiich. Jednou hlavni nevyhodou ovSem je, Zeojepa pracovat s primery pro dany
studovany druh (QUIRRELL at al. 2003)Vyhodou kodominantnich markeje, Ze je lze
dolre zdokumentovat (RVELL et al. 1995).

3.6.1.5. Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA znamenaceni nukleotidové sekvence specifické molekuly
DNA. Techniky sekvenovani byly vyvinuty teprve pé&me nedavno, prvni publikace
vySly v roce 1977 (MXAM & GILBERT 1977; 2\NGER et al. 1977). K ueni primarni
struktury vybrané DNA Ize pouzit dvizné metody sekvenovani:
< metoda "chemické degradace", znAmou jako Maxame@dla metoda (MxAM
& GILBERT, 1977), ktera je zaloZzena na bagepecifickém chemickém &eni
molekuly DNA, nebo
& metoda "terminatd’ - "Sangerova neboli dideoxyribonukleotidova metod
(SANGER et al.,, 1977), zaloZzenou na syntéze DNA pomociymoz DNA
polymerazy, kdy se do néwsyntetizovanychtettzci, krome klasickych nukleotid
(dNTP), z&lenuji jeSt specifické nukleotidy, tzv. dideoxynukletotidy (d@P-
ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), neboli terminatory.

Vychozim materidlem pro sekvenovani jsou dostet&kratké homogenni Useky
nukleovych kyselin — rRNA, plazmidy, viry, organeéoDNA. Kodujici useky — exony —
jsou konzervativgSi, zatimco nekodujici useky — introny, spacerjseu variabil@jsi.

V chloroplastovém genomu je mnoho §esingle-copy tzn. pouze jedna kopie v celém
genomu, ma mnoho konzervativnich mist vyuZitelnyako priming sites pro PCR
amplifikaci Usek mezi nimi, mohou se vém vyskytovat rozsahlé delece, inverze (hap
30kb inverze odliSuje mechorosty od cévnatych imgsiébo ztrata specifickych gén
aintronmi. V jaderném genomu je mnoho gewr mnoha kopiich roultiple-copy, coz
zpasobuje problém s homologii a my nevime, co viasgkvenujeme; nebo obsahigev-
copy nebo single-copy geny, kde je problém s primery pro studovanou skup

NejrozsfergjSim markerem v systematice jsou geny pro rDNA. @b mnoho
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tandemovych repetic (1-50 tis.), coz je cca 10%mad DNA, a nachazeji se v jednom
nebo rkkolika malo chromosomovych lokusechtepisovany Usek (ETS-18S-ITS1-5.8S-
ITS2-26S) je odéeny intergenickym spacerem (IGS) oiSis at al. 1998,
HoLLINGSWORTHat al. 1999, WL 2001, FELSENSTEIN2004, AVAREZ & WENDEL 2003)

Struktura transkrip éni jednotky geni pro rRNA:

NTS NTS

L [1es T, [ ] 28S | 188 1. [ | 28S
ETS \5,88/ ETS \5,88/
ITS ITS

(http://www.answers.com/topic/ribosomal-dna?cathtextogy)
EST -external transcribed spacer
ITS —internal transcribed spacer
IGS —intergenic space(NTS —non-transcribed spacgr

ITS1 (200-300 bp) maji vyssi délkovou variabiliteznlTS2 (180-240 bp). ITS je
pouzivan ke zjighi vztali mezi blizce gibuznymi rody i na druhové arovnigkdy je
vSak malo variabilni. Maji jakousi funkcitipformovani ribozomovych podjednotek, tj.
existuje kjaké evoléni omezeni ve strukite a sekvenci (40% ITS2 je konzervovano mezi
vSemi sekvenovanymi krytosemennymi a 50% ITS2 jémoacalignovat na Urovrieledi
a vyssi). U nahosemennych jsou mnohem delSi (1226-dp uPinacea¢ a vykazuji
vyraznou délkovou variabilitu (&TIs at al. 1998, IBLLINGSWORTH at al. 1999, HLL
2001, FELSENSTEIN2004, AVAREZ & WENDEL 2003).

ETS se vyviji nejméh stejré rychle jako ITS a je 258-635 bp dlouhyii P
sekvenovani vznika problém, protoze chybi konzeswmgv Usek na 5°konci spaceru
(SoLTis at al. 1998, BBLLINGSWORTH at al. 1999, HLL 2001, FELSENSTEIN 2004,
ALVAREZ & WENDEL 2003).
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Sekvenovani celych gendmmusi byt nutd spojeno s vytv@nim molekuléré
genovych databézi, které uniiofi uchovavat, organizovat aifgtupiovat sekvedni data,
porovnavat sekvence celého genomu siizadzjiS€nymi sekvencemi jednotlivych gén
jinych organisnd se znamou funkci. To umidje ziskanym, zatim neznamym, sekvencim
piitazovat pravépodobné funkce a vyhledavat v genomu sekvence,é kisou
pravdpodobré homologni getim, jez byly poznany jinde. V séasné dob byly
sekvenovany genomgetnych mikroorganisf z eukaryontnich genambyl do konce

roku 2000 sekvenovan genom kvasinky, hlistice, mdky a v neposlednfadt genom
cloveka (ONDREJ& DROBNIK 2002).

39



4. MATERIAL A METODY

Hlavnim zdrojem dat byla analyza vzarkrirodnich populaci. Populai vzorky

byly odebirany z fenotypicky reprezentativnich ddgh a plodnych jedinc v pattu 25

az 50 z populace (odty vzorki ze vSech analyzovanych populaci zajistil v rannojektu

GACR 521/05/2448 Ing. Roman Businsky z Vyzkumného vist&ilva Taroucy pro

krajinu a okrasné zahradnictvi viRonicich.). Z kazdého jedince bylo odebrano po

jednom vzorku v podab bujrgji rostouci koncové &tvicky s nejmén dvema raniky

jehlic. Seznam vSech populaci je uveden v Tab. 1.

Extrahovand DNA byla uchovavana v mrazicim boxugplot -20°C.

Tab. 1: Pehled sledovanych populadd. — Pinus uncinataR — P. rotundataM — P. mugo S —
P. sylvestrisN — P. nigra,PSP— P. pseudopumilio.

Cislo

populace Taxon Typ Lokalita Populace
Francie, Pyrénées Orientales, oblast Font-Romeut Mo 33 plodnvch
1 U ‘rock tree tvpe’ Louis, La Cabanasse, cca 1600 m (druhotna lokalita . din(ﬁp star)’/ch 42
yp populace vypstované ze semen vysetych 1960 uvedelélﬁo ’Iet y
pavodu: ZCechy, Plzé — Bolevec, Arboretum Sofronk
‘veatbod tree Némecko, jizni Bavorsko, oblast Allgau, Kempten, | 41 jedind, pouze
2 R P i e’i raSelinist “Teufelskiiche” v lesnim komplextempter | plodnych, starSich
yp Wald Z od obce Gorisried, 910-915 m 70 let
3 R ‘peatbog tree | Slezsko, Hruby Jesenik, RejviPR Rejviz V ¢astu Z| cca 31 plodnych
type’ okraje Malého mechového jezirka, 745 m. jedinai
Slovensko, Nizké Tatry — centralrieben, skupina
4 M ‘prostrate Prasiva, Liptovska Lazna (okr. Liptovsky Mikulas), 52 plodnych
frutescent type’ Verlka hoPa, 1640 m,S svah SZ pod vrcholem hory,|  starSich jedini
1590-1640 m.
Pinus svlvestris Slovensko, okr. Liptovsky Mikulas, Demanova, Nizké 47 plodnych
5 S Ly Tatry — S vyl¥Zzek masivu Krakova Ha zv.Deménovska| jedinai, ve stéi
’ hora, 1304 m okolo 100 let a vicg
Némecko, Baden-Wirttemberg,c&st pohéi 47 iedind pouze
6 PSP ‘infragroup Schwarzwald, rasSelin&(NSG)Wildseemoor lo dJn’ch rglativé
hybrid’ ? 7 km JZ od Bad Wildbad, 900-908 m, Gizemi cca | P09 !
starsich
1,5x1,5km
‘orostrate S Cechy,Krkonose, Spindlefiv Mlyn, pohranéni hteben| 45 jeding, pouze
7 M frutgscent tvoe’ | 2V St¥ibrny h¥bet — J az JZ svah temene hory Smogofniglodnych, ve std
yp (k. 1490 m), 1450-1490 m {sd plochy s odiry vzorki) ptes 100 let
Pinus svivestris stt. Cechy, okr. Fibram, Brdy, masiv flemsin, skanaté 36 plodnych
8 S Ly Zebro Z od Siebene zvanéhoiebencePP Hiebenec jedinai, starSich
) (reliktni bor), 730-745 m 100 let
infraarou Polsko, Gory Bystrzyckie, Duszniki Zdréj — Zielegje | 33 jedind, pouze
9 PSP hybﬁd, ,,p Torfowisko pod Zieleniecem S¢ast zv. Topielisko, 76Q plodnych, starSich
’ 50 let

m; rozsah po délce od JV po S okraj
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‘peatbog tree

Z Cechy,Cesky les, okr. Tachov, 3 km ZJZ od obce Lesr@6 jeding, pouze

10 vpe' (katastr samoty Jedlind}R Farské baziny, 732 m; sted | plodnych, starSich
yp oploceného jadra raselinist 50 let
‘veatboq tree JCechy, okr. Jintichiv Hradec, thum 31 jedind, pouze
11 P ¢ e’g u Treborg, katastr Nova Ves u Klikov&@R Siroké blato, | plodnych, starSich
P 496 m; SV¢éast rezervacedZist odbera vzorka blatky) 50 let
Pinus svivestris JCechy, okr. Jinfichav Hradpc, Chlum u feborg, 30 jedind, pouze
12 Ly katastr Nova Ves u Klikov&R Siroké blato, 495-498 mj plodnych, obvykle
’ SV a JZ okraje rezervace starSich 100 let
‘veatbod tree Z Morava, 4Farské vrchy, okresdar nad Sazavou, | 42 jedind, pouze
13 P g RadostinNPR Dé&rko, 620 m, sted SV kvadrantu s plodnych, ve sta
type e . y :
reprezent. star§im blatkovym porostem pies asi 70 let
‘veatbod tree Polsko, kraj Dolny SlaskiVegliniec, komplex raseliniSS| 31 jedindg, pouze
14 P ; e? od nadrazi & REZ “Torfowisko pod Weglincem”, 195 m, plodnych, ve st&
yp stred slatin a oplocena plocha REZ pies asi 50 let
‘veatbod tree Polsko, Gory Stolowe, Szczytna — BatordMiglkie 28 jedindi, pouze
15 P i e’i Torfowisko Batorowskie, 711 m; severni okraj centralni plodnych, starSich
yp casti (B2ist odkEra vzorki blatky) 70
16 ‘prostrate Rakousko, Tirol, Reuttédmmergauer Alpen, hor. 35 plodnych
frutescent type’| skupina Hochplatte (2082 m), hora Schéaferblass®4 17| dosglych jedindi
rock tree type Rakousko, Tirol, Reutte, okoli jezePdansee SZ Upati | 42 jedind, pouze
(oblast lokality . N . . )
17 neotvoUPINUS hory Spiess (1846 m), zarostlér&kové ba@ni valy podél | plodnych, ve std
yPUFIr spodnicasti erozniho zlebu, 980-1050 m min. okolo 100 let
rotundataLink)
. . ) . . 40 jedind s
Pinus sylvestris| Rakousko, Tirol, Reutte, Tannheimer Berge, J svah mezi , ,
18 A Lo ) 0dhadnutym stém
L. serpentinami silnice S nad olWkissenbach am Lech -
asi 80-120 let
‘veatbog tree Svycarsko, Neuchatel, pofidura, panevni raseling | 45 jeding, pouze
19 P i 69 od obce Ponts de Martel, rasSelinny bor v RE¥s des | plodnych, starSich
yp Lattes, 1000-1005 m nez 100 let
Pinus nigraJ. F. Albanie, okres Erseke, &st poh#i Pindos Z Upati hory 35 plodnych
20 Arnold subsp. . AU
. Kamenikut, okolo 1100 m jedinai
nigra — outgroup
Pinus nigraJ. F.
Arnold subsp. . "
21 pallasiana(Lamb.) Turecko, provincie Burr]sai,élg&gst pohdi Uludag, JV
Holmboe — svan, m
outgroup
29 ‘suberect Bulharsko, Sast poh#i Pirin, dolina Bela reka, S-V 45 starSich
frutescent type’ expozice, vapenec, 1970-2020 m plodnych jediné
23 ‘suberect Z Cechy, Krusné hory, okr. Chomutddpra Sv. 43 plodnych
frutescent type’ Sebestiana Polské raSelini&f 830 m starSich jedint
‘orostrate Itdlie, Veneto, hor. skupina Dolomiti, Belluno Prov 46 plodnveh
24 frutgscent tvoe’ Cortina d’AmpezzoPasso di FalzaregpV svah hory staré?ch 'e)éi hic
yp Sasso di Stria, vapenec, 2050-2300 m ]
‘infragroup Itdlie, LombardiaBormio, hor. skupina Ortles, Valle d i
25 hybrid’ Braulio, SZ svah, vapenec, 1800 m 43 starsich jediric
26 ‘prostrate Italie, Abruzzo, Sast pohdi Maiella, hreben hory 48 jedind starSich
frutescent type’ Maielletta, V expozice, vapenec, 2080-2130 m nez cca 50 let
‘veatbod tree Némecko, Sasko, Erzgebirge, Marienberg, raseéinist 5 plodnych starSich
27 P 9 (NSG)Mothauser Heide 2 km SZ od obce Kiihnhaide, jedinai

type’

763 m
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4.1. Extrakce genomové DNA

Extrakty pro pipravované analyzy DNA byly zpracovavany z pupgromoci
komegnich izol&nich kita ¢i CTAB metody.

4.1.1. Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK)

Metoda je zaloZena na principu purifikace DNA pomsgecielnich mikrokolon.
Rostlinna tkd miZze byt rozdrcena v tekutém dusiku nebo homogenksio gimo
v mikrozkumavce. Maximalni mnozstvi rostlinné tkakteré nizeme pouzit, je 100 mg.

V mikrozkumavce bylo zhomogenizovano cca 60 mglirost tkart. Homogenat
byl pienesen do 1,5 ml Reaction tube a byladno 400ul Lysis Buffer P a 20ul
proteinazy K. Srs byla protepana (vortexovana) a ponechana 30 min. inkubokiat p
65°C (kEhem inkubace 2-3krat promichano). Mezitim bylypraveny Spin Filter do
2,0 ml Receiver Tube. Vzorky bylyigneseny na Spin Filter a ofistny 10 min. pi
12000 rpm. Pokud to bylo nutné, byléigano 40ul Rnazy A (10mg/ml), vortexovano
a nechano 5 min. inkubovatipokojové teplat. Potom byl pidan 200ul Binding Buffer
P a znovu vortexovano.

Nové Spin Filter byly umighy do 2,0 ml Receiver Tube, vzorky négj royly
pieneseny, 1 min. inkubovany a agskny 1 min. @i 12000 rpm. Filtrat byl odstran
a Spin Filter umish zpt do 2,0 ml Receiver Tube. Poté byléidano 550ul Wash
Buffer | a odstedéno 1 min. pi 12000 rpm. Filtrat byl odstr&n a Spin Filter umigh zpst
do 2,0ml Receiver Tube. Bylorighno 550ul Wash Buffer Il a odsedtno 1 min. pi
12000 rpm. Filtrat byl odstrén a Spin Filter umigh zpit do 2,0 ml Receiver Tube. Krok
byl jeS€ jednou zopakovan, odstini trvalo 2 min. p 12000 rpm kwli odstrargni
ethanolu.

Spin Filter byly umistny do novych 1,5 ml Receiver Tube a bylidano 50-100
ul Elution Buffer D gedeltatého na 65°C . Inkubace trvala 3 miti. pokojové teplot
a odstedni 1 min. g 10000 rpm.
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4.1.2. Metoda extrakce DNA s CTAB (cetyltrimetylamaiumbromid)

Tato metoda slouzi k extrakci velkého objemu DNA gfely standardizace metod
nebo pro Gely AFLP analyzy

Metoda je zaloZzena na schopnosti CTAB vigtdkomplex s nukleovymi
kyselinami, ktery je P vysoké koncentraci soli rozpustny (0,7 M NaClg gi snizené
koncentraci soli (0,45 M NaCl) vytiiasrazeninu (MRRAY & THOMPSON 1980). CTAB
zarover pusobi jako detergeni cinidlo, které uvohuje DNA z membran a protein Na
z&kladt rozdilné rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA je laddlit a ziskat dostateé
¢istou rostlinnou DNA.

Rostlinna tké, ze které chceme izolovat DNA, byla rozdrcena 5/ Inl
mikrocentrifug&nich zkumavkach (eppendorfkach) - cca 100 mg,.I&p8i drceni tkah
byl pridan sterilni kemiity pisek.

Ke kazdému vzorku bylofgiano 500 pl pedeltatého pufru (2x CTAB a 1%
merkaptoetanol), tkabyla rozdrcena a promichana s pufrem. Bylo nech@manminut
inkubovat i 65 °C. Behem inkubace bylo kazdych cca 15 minut lehce prbério. Poté
bylo piidano 500 pl swsi fenol-chloroformu-IAA, 10 minut préépavano a od&dno
5 minut maximalni rychlosti ip pokojové teplat. Do novych mikrozkumavek byla
odpipetovana vodni faze a bylaigano 500 pl swsi chloroformu-IAA, 10 minut
protrepavano a odstdino 5 minut maximalni rychlostifppokojové teplat. Do novych
mikrozkumavek byla fepipetovana vodni faze, bylyfigany 2/3 objemu isopropanolu
(ptiblizné 250 pl), 2—3x lehce promichéano a uloZeno na 3@tda mrazéku (-20 °C). Pak
byly vzorky odstedény 5 minut @i maximalni rychlosti. DNA by se #éha zachytit na d&
mikrozkumavky. Supernatant byl odstéana pelet ususen, bylarigano 300 ul 1x TE
a nechano 30-60 minut inkubovati 37 °C. Poté bylo fidano 20 ul 7,5 M octanu
sodného a 600 ul ledového (z mrazaku) 100 % ethan@t3x lehce promichano. Vzorky
byly vioZzeny do mrazaku (-20 °C) minimélma 20 minut, maximatna 12 hodin (¥tSi
vytéZnost DNA).

Vzorky z mrazaku byly 10 minut odstény maximalni rychlostiip 4°C. DNA by
méla vytvarit viditelny pelet na dé& mikrozkumavky. Supernatant byl odstéan(2x
pipetovano) a ponechan detususit. Bylo fidano 400 pl ledového 70 % ethanolu, 2 — 3x

lehce promichano a odeténo 2 minuty maximalni rychlostitpteplo€ 4 °C. OkamzZzit
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byl odstragn vSechen supernatant. Vzorky byly ponechanyielalsusit (cca 10 min).
Podle mnozstvi peletu (DNA) byldgigano 20-200 pl 1x TE pufru nebo sterilni vody.

4.2. RAPD analyza

PCR reakce byla provéda v objemu 2% obsahujici 2x PPP master mix Top Bio,
10 pM primeru (Operon Technologies, Inc., AlamedA) a 25 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:

12,5ul PPP master mixu
1 ul DNA
2 ul primeru
dH,O voda do objemu 2fl (9,5 ul)
Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC-100 JVResearch) nebo T1

Biometra.

Teplotni profil reakce:

e pocateeni denaturace: 3 minfi@P4°C

e 45 cykh: 1 min. @i 94°C
2 min. @i 35°C
3 min. @i 72°C

* konena elongace: 10 minfipr2°C

PCR produkty byly analyzovany elektroforézou nad &gar6zovych gelech v 1x
TBE pufru (54 g Tris, 27,5 g kyselina borita, 20 @b M EDTA pH 8,0) a detekovany
barvenim ethidium bromidem. Doba trvani elektratgrbyla @i napiti 70V 2,5-3 hodiny.
Gely byly fotografovany pod UV stlem pomoci DIGITAL IMAGE system. RAPD
profily byly zaznamenany pomoci Epson Ultra Cam@0maging System Jako marker
byl pouzivan 100 bp marker (NEB).
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4.3. AFLP analyza

Restrikce genomické DNA a ligace adaptdr (restrik ¢€né ligaéni krok):

Restrikce (50 pl celkovy objem):
40 pl vzorku DNA + 1x R/L pufr, 5 U EcoRI, 5 U Mse
Na 1 vzorek: 4 plH20, 5 pl 10x R/L pufru, 0,255doRI =5 U, 0,5 pul Msel =5 U

(10 ul restrikniho master mixu bylo fiddno ke 40 pl templatu DNA, promichano
a Sépeno 16 hp 37°C)

Ligace (60 ul celkovy objem):

50 pl restrikni snesi + 1x R/L pufr, 5 pmol EcoRI 3’ adaptor, 5 pmatdRI 5’
adaptor, 50 pmol Msel 3’ adaptor, 50 pmol Msel &&pptor, 1,2 pmol ATP, 1 U T4
DNA ligaza

Na 1 vzorek: 1 ul 10x RL pufru, 0,1 pl EcoRI-3' pttau = 5 pmol, 0,1 ul EcoRI-
5" adaptoru =5 pmol, 0,2 pul Mse-3' adaptoru =B®Ip 0,2 pul Mse-5' adaptoru = 50 pmol,
1,2 pul 10mM ATP, 1 ul (1 U) T4 Ligase, 6,2 pl vody.

(10 pul ligatniho master mixu sefipla k 50 pl restriéni snesi, promicha se a inkubuje se
3 h @i 37°C)

R/L smes byla po uko&eni ligace ngedtna 10x TO.1E pufrem (540 pl TO.1E pufru
+ 60 ul R/L sndsi)
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Pre-selektivni amplifikace (+1/+1) PCR

Preselektivni amplifikace (50 pl celkovy objem):

5 ul vzorku (10x ngedény vzorek po R/L), 1x PCR pufr, 4 mM MgCI200 uM
dNTP’s, 75 ng EcoRI-A primeru, 75 ng Msel-A primert U Taq DNA

polymerazy

Na 1 vzorek: 5 ul vzorku, 5 pl PCR pufru, 2 pl 50AnMgCl,, 1 pl 10 mM
dNTP’s, 0,15 ul EcoRI-A primeru (500 ng/ul), 0,16Nlsel-A primeru (500 ng/ul), 0,2 pl
Taq (5 U/), 36,5 ul vody.

(45 ul PCR master mixu bylaigano k 5 pl vzorku)

Preselektivni amplifikace — teplotni profil PCR kee:

* pocateeni denaturace 2 min 94°C

» 30 cykh: 30s 94°C
30s 60°C
1 min 72°C

» koneina elongace 9 min 72°C

* stop - 4°C

Po ukorieni preselektivni amplifikace bylo 40 pl réak snesi 20 x n@edno
(860 pl TE + 40 pl templatu).

10 ul nengeckného PCR produktu bylo pouzito na elektroforéz@%d agarozovy
gel v 1x TBE/TAE pufru), pro asteni R/L a Pre-Amp kroku —fftomnost fragmerit
o velikosti 0 — 400 bp.
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Selektivni amplifikace (+3/+3) PCR - SRFA

Selektivni amplifiakce (10 ul celkovy objem):

2,5 ul vzorku (20x n@diny vzorek po Pre-Amp), 1x PCR pufr, 1,5 mM MgCl
200 uM dNTP’s, 5 ng EcoRI-ANN-FAM primeru, 30 ng 8sANN primeru, 0,5
U Taq DNA polymerézy

Na 1 vzorek: 2,5 ul vzorku, 1 pl PCR pufru, 0,200 mM dNTP’s, 0,087 ul
EcoRI-ANN-FAM primeru (10000 pmol), 0,095 ul MseNAl primeru (316 ng/ul), 0,1 pl
Taq (5 U/ul), 6,018 ul vody

(7,5 pl PCR master mixu byld@igano k 2,5 pl vzorku)

Selektivni amplifikace — teplotni profil PCR reakce

* pocateeni denaturace 2 min 94°C
» 10 cykh: 30s 94°C
30s 65°C (-1°C/cyklus)

1 min 72°C

o 25 cykh: 30s 94°C
30s 56°C
1 min 72°C

» konena elongace 15min 72°C

e stop - 4°C
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Piiprava vzorka na fragmentaéni analyzu:

Vzorky byly gipraveny do 96 jamkovych destk (ABI):

11 pl formanidu, 0,4 pl 400 HD Rox Size StandardIjA 1,0 pl vzorku (po
SRFA)

Vzorky byly dikladrg promichany - bez bublinek a byly v cykleru denaudny —
4 min @i 95°C. lhned (!) po ukateni denaturace byly polozeny na nejgh@mminuty do
cold bloku vychlazeného na -20°C. Fragmeéniaanalyza byla provedena na genetickém
analyzéatoru ABI 3130, na UMBR AYR.

4.4. SSR analyza

PCR reakce byla provéda v objemu 25l obsahujici 2x PPP master mix Top Bio,
10 pM primeru (Invitrogen) a 25 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani — systém PPP MM Top-Bio:

12,5ul PPP master mixu
1 ul DNA
0,25ul primeru forward
0,25ul primeru reverse
dH,O voda do objemu 2pl (11 pl)
Amplifikace DNA probihala v termocykleru PTC-100 JMResearch) nebo T1

Biometra.

Teplotni profil reakce:

* pocateeni denaturace: 10 minfi@4°C

» 35 cykhu: 1 min. @i 94°C
1 min. i 55-65°C
1 min. @i 72°C

* kone&na elongace: 3 minfipr2°C
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Teplota nasedani primebyla upravena podle pouzitych primieb5-65°C.

PCR produkty byly analyzovany elektroforézou na agarézovych gelech v 1x
TBE pufru (54 g Tris baze, 27,5 g kyselina borieg) ml 0,5 M EDTA pH 8,0)
a detekovany barvenim ethidium bromidem. Doba ireéektroforézy byla ) napsti 90V
1,5 - 2 hodiny. Gely byly fotografovany pod UVétem pomoci DIGITAL IMAGE
system, profily jsou zaznamenany pomoci Epson Waen 3100Z Imaging System. Jako

marker byl pouzivan 100 bp marker (NEB).

4.5. Klonovani a sekvenovani

Pro klonovani byl pouzit komémi kit TOPO TA Cloning Kit for Sequencing
(Invitrogen).

Pro klonovani byla nejprve vytiena reakni smeés smichanim 1,4 cerstvého
PCR produktu, 0,3u roztoku soli a 0,3ul TOPO vektoru. K dopkni do celkového
objemu byla pouzita sterilni voda. 8snbyla velmi opatr zamichana a po inkubaci
5 min. @i pokojové teplot byl vzorek vloZzen na led.

K vzorku bylo gidano 17ul bureék E. coli Top 10 One Shot Chemically Competent
(Invitrogen) a cela sis byla zamichana a inkubovéana 5 miii.gokojové teplat, poté 30
min. na ledu. Po inkubaci byly bky podrobeny teplotnimu Soku — byly vioZzeny na 30
vtefin do vodni laza zalfaté na 42°C a poté ihnedepeseny na led aniz by byla &n
protrepana. Na letlbyl vzorek 2 — 3 min., potom bylgigano 150ul SOC média a vzorek
byl vioZzen natiepaku na 1 hodinu i 37°C. Poté byl vzorek vyset naegeltatou misku
(37°C) s tuhym LB médiem (10 g baktotrypton, 5 g&nitny extrakt, 10 g NaCl) + 4l
Xgal + 10ul IPTG, miska byla vloZzena na noc do termostatid *C3 rekteré bilé kolonie
byly preatkovany druhy den do tekutého LB média syl2ampicilinu a kultivovany ogt
v termostatu $ 37°C po dobu 16 hodin.

Nasledujici den byla provedena z narostlé kultuzglace plazmid pomoci
komegniho kitu (INVITEK Plasmid Invisorb Spin Mini Kita plazmid byl z vektoru
vyStpen pomocEcar I.

Pro sekvenovani byla reak snes tva‘ena z mixu, pufru (200 mM Tris HCI, 5 mM
MgCl,), DNA (PCR-produkt) a primeru. Zbytek do celkovébiojemu vzorku 2Qul byl

doplrén sterilni vodou. Redki smés byla vloZzena do termocykleru s teplotnim profilem
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» 30 cykhu: 10 s i 96°C
5 s pi 50°C
4 min. @i 60°C

* konena elongace: 5 minfipe0°C

Pro vlastni sekvenovani bylo nutné o®ktdvolné zn@&ené nukleotidy, které by
tvorily vysoké pozadi signalu. Po ukani reakce byl ke vzorkuridan 70% izopropanol,
smés byla promichana ainkubovana 15 midii pokojové teplat. Po odstedini pri
maximalnich otékach byl sediment promyt 20@ 70% izopropanolu. S&s byla dobe
promichana a poté odsténa. Vznikla sraZzenina byla vysusSena a vzorek bglyaovan

na automatickém sekvenatoru (ABI 3130).

4.6. Elektroforéza v agar6zovém gelu

Priprava gelu:

1. Agar6za byla smichana s vodou a pufrentisiygSném poréru v Sirokohrdlé erlence
a rozvd@ena v mikrovinné troub(2+1 min na max vykon, nesmi&pt); agar6za musi

byt dokonale rozpu&ha, hem rozvéeni bylo nutné s erlenkowkolikrat zamichat.

2. Roztok agardzy byl zchlazen na cca 55°C, byimlapo odpovidajici mnozstvi
ethidium bromidu, dkladré promichano a nalito dofipravené vartky; nalévaci
vanikka musela byt dokonale vyrovnana do vodorovné polalgarézu bylo nutné
nalévat opatré a plynule, bez tvorby bublin, fipadné bubliny bylo zapisbi

eliminovat.
3. Po naliti agardzy byl do vaikiy umistn hitebinek a gel se nechal 30-60 min ztuhnout.

4. Ztuhly gel byl umigih do elektroforetické vany a pod hladinou pufruybgb jamek
vkladany vzorky.
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15%

Objem  Agar6za 5xTBE Voda Et. bromid
50 ml 0,75¢ 10 mi 40 ml 1,0

100 ml 159 20 ml 80 ml al

200 mi 39 40 ml 160 ml él
2%

Objem  Agar6za 5xTBE Voda Et. bromid
50 ml 0,59 10 ml 40 ml 1.6
100 ml 19 20 ml 80 ml gl
200 ml 29 40 ml 160 ml dal
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5. VYSLEDKY

5.1. RAPD analyza

RAPD analyza byla provedena celkem se 60 primenghodné primery Operon,
kity OP-A, OP-B a OP-F. Pro ziskané vysledky jerakteristickd velmi vysoka variabilita
v ramci jednotlivych geografickych populaci i mezopulacemi navzajem.iiRladem
vysledki je spektrum RAPD fragmeinta dendrogram uvedeny na nasledujicich obrazcich
(Obr. 2, Obr. 3), nagmz je patrné velmi polymorfni spektrum fragmera prolinani
jednotlivych populaci po digitalni analyze gel jejich statistickém zpracovani.

PrestoZe je spektrum fragméntelmi bohaté, vysledky nejsou reprodukovatelné,
protozZe jsou jednotlivé fragmenty Spatiitelné.

Ackoliv byly extrakce DNA provéghy vzdy ze zdravého materialu (z omytych
jehlic nebo z vnitkku pupeid), bylo zjiS€no, Ze jsou vzorky kontaminovany houbami.
RAPD analyza je zaloZzena na amplifikaci s nespgifni primery, proto neni dale

v disert&ni praci hodnocena.

Obr. 2: Spektrum RAPD fragmen¢primer OPA-19) u vybranych jedia@ populaciPinus
sylvestris
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Obr. 3: Dendrogram konstruovany na zakl&hPD analyzy.
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5.2. AFLP analyza

Metoda byla optimalizovana, oproti RAPD analyzeskytuje dobe citelné
a opakovatelné spektrum fragmigntale jak jiz bylo uvedeno, Zidodu gitomnosti
cizorodé DNA byla z vysledného hodnocenitazena i tato metoda. Nebyly nalezeny
vzorky, které by nebyly kontaminovany.

Pro vlastni optimalizaci bylo pouzito 5 kombingzimeri, které poskytly doie
detekovatelné spektrum fragmént

Na Obr. 4 je ukazka vysledku AFLP analyzy, 4 vyozk tech populaci (Popl —
3). Ri srovnani vzorlk naleZejicich stejné populaci je patrné bohaté tspek
amplifikovanych fragmeiita vysoka mira vnitropopulai variability. AFLP metoda byla
optimalizovana a vifpad ziskani vzorlk bez kontaminace houbami je pouzitelnd pro

analyzu genetické variability u borovic.
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Obr. 4: Spektrum AFLP fragmant

5.3. SSR analyza

SSR analyza pracuje se specifickymi primery, pnotohla byt k praci pouZzita
a hodnocena. Pro &teni vhodnosti pouZzitych mikrosatélibyla provedena amplifikace
s DNA tepky, brambor, tabaku a entomopatogennich a mykoitti hub — ve vSech
piipadech byly ziskany negativni vysledky, tj. nedagio k zadné amplifikaci a byla
ovéiena specitinost pouzité metody.

Pro gesné analyzy bylo nutné nejprve optimalizovat padkyipro reakci. Jednalo
se zejmeéna o zvolerkhsow teplotniho profilu reakce, kdy kazdy primer vyzgdjinou
teplotu nasedani na DNA.

Pro analyzu mikrosatelitbylo pouZzito 12 primerovych parPowell (ROWELL et al
1995), SPAC11.4, SPAC 11.6, SPAC11.8, SPAC12.5,GRA SPAG7.14, SPAC11.5
(SOrRANZO et al. 1998), PtTX3032, PtTX3107, PtTX3116, PtTB&0 PtTX4011
(AuckLADN et al 2001). Podrobné informace o sekvencich #ttEph profilech jsou
uvedeny v praci ,Conifer microsatellite handbooRUCKLADN et al 2001). Kazdyprimer

byl testovan na ¢kolika ndhods vybranych vzorcich od vSech populaci a po prvotnim
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screeningu byly pro vlastni analyzu vybrany primesy zaklad toho, Ze amplifikovaly
spolehliv reprodukovatelné spektrum fragméent vSech taxoin SPAG7.14, PtTx3116,
SPAC11.6 - viz Tab. 2. VSechny vzorky byly pak gmal/any a hodnoceny &nito

primery.

Tab. 2: Specifické primery vybrané pro dalSi anglyjejich sekvence a optimalizované teploty
nasedani na DNA

Teplota
Nazev primeru Sekvence 5-3’ nasedani

primeru
SPAG7.14F TTC GTA GGACTAAAAATGTGT G .
SPAG7.14R CAA AGT GGATTT TGA CCG o0°C
PtTx3116F CCT CCC AAAGCC TAAAGA AT .
PtTx3116R CAT ACA AGG CCT TAT CTT ACA GAA >o"C
SPAC11.6F CTT CAC AGG ACT GAT GTT CA .
SPAC11.6R TTA CAG CGG TTG GTA AAT G >o"C

Fragmenty byly analyzovany na 2% agar6zovém dékazkou optimalizace této
metody je Obr. 5 ukazujici amplifikaci s primerelRA&57.14 na populadi. 17 —Pinus
uncinata Jako standardni vzorek u kazdého gelu byla p@wuBINA z P. uncinata
z populace:. 1.

Obr. 5: 2% agar6zovy gdl: — 1kb ladderST — standardni vzorek.

L 186 187 188 |22 (90 191 192 193 194 195 5]

Polymorfismus mikrosatelitnich markerbyl analyzovan u échto 3 primet
(SPAGT7.14, PtTx3116, SPAC11.6), které poskytovahbiti, opakovatelné &itelné
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spektrum fragmeidto délce 110-280 bp. Dale jsou prezentovany vysleitiuze sdmito
primery. P@et moznych pozic a get mikrosatelit udava Tab. 3.

Tab. 3: Péet moznych pozic na agar6zovém gelu, maximalniramdiini p@et amplifikovanych
mikrosatelitnich fragmefit

Primer SPAG7.14 PtTx3116 SPAC11.6
Patet pozic 6 9 5
Max. paiet 3 4 4
fragmenti
Min. pocet 1 1 1
fragmenti

Nasledujici tabulky (Tab. 4a-4z) zahrnuji zpracdv@rimarnich dat analyzy
mikrosatelifi podle elektroforetickych gel

Tab. 4a ukazuje data populagel —Pinus uncinataz oblasti Francie, Pyrénées
Orientales, oblast Font-Romeu, Mont Louis, La CalsarU primeru SPAG7.14 byla z 6
moznych pozic detekovanaiipmnost fragmerit ve 4 pozicich, maximétn byly
amplifikovany 2 fragmenty, minimainl fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych
pozic detekovana ififomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru SPAC11.6abyl5 moznych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve vSech 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3girgenty, min. 1

fragment.

Tab. 4a: Populacg 1 —Pinus uncinata- Francie.

Oznateni | SPAG7.14 PtTx3116 | sPAC11.6

PO1-01 0o o 0 01 0 06 OO 1 0 0 1 O 0O 0 0 0 1
P01-02 0o 0 0o 1 1 0/ O O O O 1 O 0 O 0 1 1 0 1
P01-03 0o 0o 0o 1 0 13 0 0 O 1 O 1 o0 O 0 1 1 0 1
P01-04 0o 0o o 0 0 137 0 0 0 O O 1 0 O 0 0 1 0 1
P01-05 0o 0o o 0 0 137 0 0 0 0 1 0 1 O 0 0 1 0 1
P01-06 o 0o o1 0 13 0 0 O O 1 O O O 1 0 0 0 1
PO1-07 o o 0 1.1 0 O O O O 1 0 1 O 0O 0 0 1 1
P01-08 o o 0 1 0 14 0 0 0 1. o 1 0 O 0O 0 0 0 1
P01-09 0o 0o 1 1 0 0O OO O O 1 0 0 O 0O 0 0 0 1
PO1-10 o o 0 1 0 14 0 0 0 0 12 0 1 O 0 1 0 0 1
PO1-11 o o 1 0 1 0 OO O O O 1 0 O 0O 0 1 0 1
PO1-12 o o 0 1 0 14 0 0 12 0 1 O O O 0O 0 1 0 1
PO1-13 0o 0 o 0 1 0 OO O 1 0 O 0 O 0 0 1 0 1
PO1-14 0o 0 o 0 1 0 O OO O 1 0 0 O 0 1 0 0 1
PO1-15 0o 0o o 0 1 0 OO 1 0 1 0 0 O 0 0 0O 0 1
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Tab. 4b ukazuje data populag¢e 2 — P. rotundata z oblasti Nmecka, jizni
Bavorsko, oblast Allgau, Kempten, raSeliaiSteufelskiiche” v lesnim komplexu Kempter
Wald. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moZnych pozic detekav&tomnost fragmeritv 5
pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty, mib.fragment. U primeru PtTx3116
byla z 9 moznych pozic detekovanditpmnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly
amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment. U prime SPAC11.6 byla z 5 moznych
pozic detekovana ifiomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3

fragmenty, min. 1 fragment.

Tab. 4b: populaceé. 2 —P. rotundata— Némecko.

Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P02-01 o o 0 1 0 0O OO O O O O 1 O 0O 0 0 0 1
P02-02 0o o 0 1 0 0O OO OO O O O O 0O 0 1 0 1
P02-03 6o 0o o1 0 11 0 0 O O O O 1 1 0O 0 1 0 1
P02-04 0o 0 o1 0 00 O O O O O O 1 1 0O 0 1 0 1
P02-05 6o 0o o1 0 11 0 0 O O O O 1 1 0O 0 1 0 1
P02-06 0o 0 0o 1 0 0 OO O O O 1 0 O 0O 0 1 0 1
P02-07 6 0 1 0 1 00 OO O O O O O 1 0O 0 1 1 1
P02-08 0o o 0o 01 00 0O O OO O 1 0 1 0O 0 1 0 1
P02-09 0o o 0 1 0 0 O OO O O O O 1 0O 0 1 0 1
P02-10 o o 0 0 0 14 0 0 0 0O O O O O 0O 0 1 1 1
P02-11 10 0 0 1 00 0 0O O O 1 0 0 1 0O 0 1 0 1
P02-12 o o 0 01 0 OO OO O 1 0 O 0O 0 1 0 1
P02-13 10 0 0 1 00 0 O O O 1 0 1 O 0O 0 1 0 1
P02-14 0o 0 o1 0 0 O O O O 1 0 0 O 0O 0 1 0 1
P02-15 0o 0 o 0 1 0 OO O O 1 1 0 O 0 1 0 0 1

Tab. 4c ukazuje data populate3 —P. rotundataz oblasti Slezska, Hruby Jesenik,
NPR Rejviz. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moZnych ipadetekovana ifitomnost
fragment v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
PtTx3116 byla z 9 moznych pozic detekovam@omnost fragmeritv 5 pozicich, max.
byly amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment.,qdmeru SPAC11.6 byla z 5 mozZnych
pozic detekovana iftomnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 3

fragmenty, min. 1 fragment.
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Tab. 4c: Populacé 3 —P. rotundata— Slezsko.

Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | sPAcCi1.6

P03-01 o 0 0 1. 1 0f OO O O O O 1 1 0 1 0 0 1
P03-02 0o 0 0 1 1 0 O O O O O 1 1 0O 0 1 0 1
P03-03 o 0 0 1. 0 0 O OO O O 1 1 O 0O 0 0 0 1
P03-04 o 0 0 0 1 o O OO O 1 O 0 1 0O 0 1 0 1
P03-05 o 0o 0 1. 0 1247 0 0 0 O O O 1 1 0O 0 1 0 1
P03-06 0o 0o 1 0 1 0 O O O O O 1 o0 O 0 0 1 0 1
P03-07 0 1 0 1 0 0/ OO O O O 1 1 O 0 1 1 0 1
P03-08 0o 0o 1 0 1 0 O O O O 1 0 1 O 0 1 1 0 1
P03-09 0o 0o 0 1. 0 0/ OO O 1 0 O O0 O 0 1 0 0 1
P03-10 0o 0o 0 1 0 0/ OO O O 1 0 O O 0 0 0 0 1
PO03-11 0o 0 0 1 0 0 OO O O 1 0 O0 1 0 0 0O 0 1
P03-12 0o 0 0 0 0O 0 O OO O O O 0 1 0O 0 1 0 1
P03-13 0o 1. 0 1. 0 0 O OO O O O 1 O 0O 0 1 0 1
P03-14 o 0 0 1. 0 0 O OO O O 1 1 o0 0 1 0 0 1
P03-15 o 0 0 1. 0 00O OO 1 1 0 0 O 0 1 1 0 1

Tab. 4d ukazuje data populate4 —P. rotundataz oblasti Slovenska, Nizké Tatry
— centralni keben, Liptovska Luzna (okr. Liptovsky MikulaS), & hda. U primeru
SPAG7.14 byla z 6 moZnych pozic detekovarigopnost fragmeritv 5 pozicich, max.
byly amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment.ddmeru PtTx3116 byla z 9 mozZnych
pozic detekovana ififomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru SPAC11.6abyl5 moznych pozic detekovana
piitomnost fragmeiit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentyin. 1

fragment.

Tab. 4d: Populacé 4 —P.mugo- Slovensko.

Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | sPAC11.6

P04-01 0o 0 o 0 1. 000 0 0O O O O 0 1 0 0 0 0 1
P04-02 o 0 o1 1 000 0 O O 1 0 1 1 0 0 0 0 1
P04-03 o 0 o 01 130 0 0 0 O O 0 1 0 0 1 0 1
P04-04 o 0o o 0 1 0O O O O O O 0 1 0 0 1 0 1
P04-05 o 0o o 0 1 0O O O O O O 1 O 0 0 1 0 1
P04-06 1 1 0 0 0 O0f] OO O O 1 1 0 O 0 1 1 0 1
P04-07 o 0o o 0 1 0O O O O O O 0 1 0 0 1 0 1
P04-08 0o 0 0 1 0 0O O O O O 1 0 1 0 0 1 0 1
P04-09 o 0 o 1. 0 00 O O O 1 0 1 o 0 0 1 0 1
P04-10 o 0 o 1. 0 00 O O O O 1 0 o 0 0 1 0 1
PO4-11 o 0 o 11 000 O O O O O 1 O 0 0 1 0 1
P04-12 o 0 o1 1 000 0 O 1 0 0 1 o 0 0 1 0 1
P04-13 o 0 o 1. 0 00O OO O O 1 0 O 0 0 1 0 1
P04-14 o 0 o 0 1. 000 0 0O O 1 1 0 O 0 0 0 0 1
P04-15 o 0o 0 1 1 00O O O 1 0 1 0 O 0 0 1 0 1
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Tab. 4e ukazuje data popula¢e 5 — P. rotundataz oblasti Slovenska, okres
Liptovsky Mikulas, Deméanova, Nizké Tatry. U primeBPAG7.14 byla z 6 moznych
pozic detekovana ffiomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byl® moznych pozic detekovana
piitomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentgmin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve vSech 5 pozicich, max. byly amplifikovany 4 fragnty, min. 2 fragmenty.

Tab. 4e: Populaceg 5 —P. silvestris- Slovensko.

Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | sPAC11.6

P05-01 o 0 o 1. 0 00O O 1 0 0 0 O 0 1 1 0 1
P05-02 o 0 o 1.1 000 O O O O 1 0 1 0 0 1 0 1
P05-03 o 0 1. 06 1 000 0 O O O 1 0 1 0 1 0 0 1
P05-04 o 0 o 1. 0 00 OO O 1 0 0 O 0 0 1 0 1
P05-05 o 0 o 1. 0 00O OO O 1 0 0 O 0 1 1 0 1
P05-06 o 0 1. 0o 0 00O OO O O 1 0 O 1 0 1 0 1
P05-07 0o 0 1.1 0 0,0 O O O 1 0 0 1 1 0 1 1 1
P05-08 o 0 1. 0o 0 00O O O O 1 0 0 1 1 0 1 0 1
P05-09 60 1 1 0 O 0,0 O O 1 0 1 1 O 1 0 1 0 1
P05-10 0o 0 0 1 0 0O O O O 1 0 0 1 0O 0 1 0 1
PO5-11 o 0 o 1. 0 0 OO O O O 1 0 1 0 0 1 0 1
P05-12 0o 1. o0 1 0 0,0 O O O O 1 0 1 1 0 1 0 1
P05-13 o 0 1. 0 0 00O O 1 1 0 0 O 0 0 1 0 1
P05-14 o 0 o 1. 0 00O OO O 1 0 0 O 1 0 0 0 1
P05-15 o 0 1. 0 0O 0 OO O O 1 0 1 o 0O 0 1 1 1

Tab. 4f ukazuje data populaée6 —P. pseudopumili@ oblasti Nmecka, Baden-
Wirttemberg, severniast pohéi Schwarzwald. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moznych
pozic detekovana ifiomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byl® moZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 mozZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve v8ech 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 franty, min. 1 fragment.
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Tab. 4f: Populacé. 6 —P. pseudopumilie- Némecko.
Oznateni | SPAG7.14 | PtTx3116 | SPAC11.6

P06-01 1 0
P06-02
P06-03
P06-04
P06-05
P06-06
P06-07
P06-08
P06-09
P06-10

cNoNoNoNoNoNolNoNoNe)
OC0O0O0O0OO0OO0ORrOO
0O0O0O0000O0OO0OO0
ocNeol NoloNoNol i o)
O0O0O0OO0OO0ORrROO0OO
PRPORRPRRRLROOR

'cNeNoNoNeNoloNoRoNa
'cNoNoNoNoNoloNoNoNa
'cNeNeoNoNeNoloNoRoNa
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
OCOrRO0OO0OO0OO0OORR
'cNoNoNoNoNoNoNoNoNa)
OO0 O0O0ORrROORR
OORRPROORRLROO
OOrROORROR

O0OO0OO0O0OORrOR

OOrRrRORrROOOOO
OrPO0OO0OO0OO0OO0O0OO0OO
PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 4g ukazuje data populate? —P. mugoz oblasti severniciech, Krkono3e,
Spindlefiv Mlyn, pohranéni hieben zv. Stbrny hbet. U primeru SPAG7.14 byla z 6
moznych pozic detekovandifmmnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany
2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116aby 9 moZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit v 6 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentgmin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve vSech 5 pozicich, max. byly amplifikovany 4 fragnty, min. 2 fragmenty.

Tab. 4g: Populac& 7 —P. mugo- severnCechy.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

PO7-01
P07-02
PO7-03
P07-04
PO7-05
P0O7-06
P0O7-07
P0O7-08
P0O7-09
P0O7-10

O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO
cfoNoloNoNoNoNoNoNe!
O O0OO0OROROOO
POOROOOOOO
RPOORRORRERERE
OFRrFRPOORORRO
OO0OrRrOOROOOO
cNoNoloNoNoNoNoNoNe!
ORrRPROOOOOO
POOORROOOO
OCOROORRRRERE
el NoloNoNoNoNoNoNe!
OO0OO0OO0OO0O0OORrROR
cfeoRoloNoNoNoNoNoNa
POOORRORRE
ORrRPrROOROOO
OO0OO0OO0ORROOOO
RPOROROOOOO
PR R RRRPRRRERRE

Tab. 4h ukazuje data popula&e8 —P. sylvestrisz oblasti stednichCech, okres
Pribram, Brdy, masiv iemsin. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moznych pozielde/ana
piitomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pagtekovana itomnost fragmerit
v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentmin. 1 fragment. U primeru
SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovaritomnost fragmeritve vSech 5 pozicich,

max. byly amplifikovany 3 fragmenty, min. 1 fragnten
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Tab. 4h: Populacé 8 —P. sylvestris- stedniCechy.

Oznafeni [ SPAG7.14 PtTx3116 | sPAC11.6

P08-01 o 0o o 0 1. 0 061 12 0 1 0 0 O 0 0 1 0 1
P08-02 o 0o o 1 0 0 OO 1 12 0 0 0 O 1 0 1 0 1
P08-03 o 0 o 1. 0 0 O 1 0O O O O 0 O 0 1 0 0 1
P08-04 0o 0 1. 06 1 0 0 O1T 0 O O O O 0 1 0 0 1
P08-05 o 0 1. 06 1. 0, 06 1.2 0 1 0 0 O 0 1 1 0 1
P08-06 0o 0 1.1 0 0 0 O O O 1 0 0 O 0 0 1 0 1
P08-07 0o 0o 01 12 0 0 O 1 O O O 0 O 0 1 0 0 1
P08-08 o o o 01 1371 0 1 0 O O 0 O 1 0 0 0 1
P08-09 0o 0 1 0 0 0 O1 1 0 1 0 0 O 0 1 0 0 1
P08-10 60 1 0o 0 1 0 1 0 1 0 O 0 0 O 0 0 O 0 1

Tab. 4ch ukazuje data populace9 — P. pseudopumili oblasti Polska, Goéry
Bystrzyckie, Duszniki Zdroj — Zieleniec, Torfowiskpod Zieleniecem. U primeru
SPAG7.14 byla z 6 moznych pozic detekovatitopnost fragmetitve 3 pozicich, max.
byly amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment.ddmeru PtTx3116 byla z 9 moznych
pozic detekovana ifiomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru SPAC11.6abygl5 mozZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1

fragment.

Tab. 4ch: Populacgé 9 —P. pseudopumilie- Polsko.

Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | sPAC11.6

P09-01 0o 0 0 1 0 0 OO O O 1 0 0 1 0 0 0O 0 1
P09-02 0o 0 0 1 0 0 OO O O 1 0 0 1 0 0 1 0 1
P09-03 o 0 1. 06 1 0 0 OO O O 1 0 O 0O 0 1 0 1
P09-04 o 0 o 1. 0 0 0O OO O O 1 1 1 0 0 1 0 1
P09-05 0o 0 1. 06 1. 0, 0 OO O 1 1 0 O 0 1 0 0 1
P09-06 o 0 o 1. 0 0 0 OO O O 1 1 o0 0 0 1 0 1
P09-07 o 0 o 1. 0 0 O OO O O O 1 1 0 1 0 0 1
P09-08 0o 0 1 0 1 04 O O O O O O 0 1 0 0 0O 0 1
P09-09 0o 0 0 1 0 0 OO O O 1 0 1 1 0 1 0 0 1
P09-10 0o 0 1 0 1 0/ OO O O O O 0 1 0 0 1 0 1

Tab. 4i ukazuje data popula&el0O —P. rotundataz oblasti zapadnic@iech,Cesky
les, okres Tachov, PR Farské baziny. U primeru SPAG byla z 6 mozZnych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty
min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moinymzic detekovanaiippomnost
fragmenti v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovaritomnost fragmeritve 3 pozicich, max.
byly amplifikovany 3 fragmenty, min. 2 fragmenty.
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Tab. 4i: Populacé. 10 —P. rotundata- zapadnCechy.
Oznaleni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P10-01 0 0 O
P10-02
P10-03
P10-04
P10-05
P10-06
P10-07
P10-08
P10-09
P10-10

lcNoNeoNoNoNoNoNoNe]

'cfoNoNoNoNoloNoRoNa
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
ORPRORrROO0OO0OORR
RPORRPRRRLRRLRRLOO
OO0 0OO0O0O0ORr O
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
'cNeNeoNoNoNoloNoRoNa!
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
OOrROORrROOOO
POORRFRORRLROR
OrO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO
OO0O0O0OO0ORrRRLRORO
OO0O0OO0O0OO0ORrROOR
lcfNeoNeNoNoNoRoNoNe]

OO0OrRrOO0OO0OOOO

PRRPRPRRPRRPRRRERRPR
'cNeNeoNoNoNoloNoNoNa
PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 4j ukazuje data popula¢e 11 —P. rotundataz oblasti jiznichCech, okres
Jindiichtv Hradec, Chlum u fEborg, PR Siroké blato. U primeru SPAG7.14 byla z 6
moznych pozic detekovandifmmnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany
2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116aby 9 moZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentgmin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentyin. 2 fragmenty.

Tab. 4j: Populace. 11 —P. rotundata- jizni Cechy.
Oznaleni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P11-01 0 0 O
P11-02
P11-03
P11-04
P11-05
P11-06
P11-07
P11-08
P11-09
P11-10

cfoRoloNoRoNoNoNo)
cfeReoloNoNoloNoNoNa
POOOOOOOOO
OCO0ORRROOOOR
PP OOORRRLROO
O0OO0OO0O0OO0OO0OORO
cfoNoloNoNoNoNoNoNe!
cfeoRoloNoNoloNoNoNa!
cNoNoloNoNoNoNoNoNe!
cfeoRoloNoNoNoNoNoNa
O0OO0O0O0OO0OORrR OO
ORRORRROOR
PP OOOOROOR
O0OO0ORrROOOOOO
[cfeoRoloNoRoNoNoNo)

RPOOOOOOOO

PR ORRRRRRERO
OORrROOROOOR
PR RRRRRRRRE

Tab. 4k ukazuje data populagel2 —P. sylvestrisz oblasti jiznichCech, okres
Jindiichtv Hradec, Chlum u fEborg, PR Siroké blato. U primeru SPAG7.14 byla z 6
moznych pozic detekovandifmmnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany
2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116aby 9 moZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentyin. 2 fragmenty.
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Tab. 4k: Populacg. 12 —P. sylvestris- jizni Cechy.

Oznafeni [ SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P12-01 0o 0 1. 0 1 0, OO O O O O 0 1 0 1 0 0 1
P12-02 o 0o o 0o 0 2$70 0 0O 061 0 0 1 0 1 0 0 1
P12-03 0o 0o o 1. 0 000 OO O 1 0 0 1 0 1 1 0 1
P12-04 0o 0o o 1. 0 000 OO O O O 0 1 0 1 1 0 1
P12-05 o 01210 0 1240 0 0 O 1 0 0 O 0 1 0 0 1
P12-06 o 0 0 1. 0 0 O OO O 1 0 0 O 0 1 0 0 1
P12-07 o 0 1. 0 0 13 0 0 0 O 1 0 1 O 0O 0 1 0 1
P12-08 o 0 0 0 1 00 O OO O O 1 0 1 0O 0 1 0 1
P12-09 o 0 1. 0 0 13 0 0 0 O 1 0 0 O 1 0 0 0 1
P12-10 o 0 1. 0 1 0/ 0 O O O O 1 1 O 0 1 0 0 1

Tab. 4l ukazuje data populage 13 —P. rotundataz oblasti zapadni Moravy,
Zdarské vrchy, okres dar nad Sazavou, NPR Bxé&. U primeru SPAG7.14 byla z 6
moznych pozic detekovandifmmnost fragmeiit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany
2 fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116aby 9 moznych pozic detekovana
piitomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmentgin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 mozZnych paatekovanaiftomnost fragmerit

ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmemtyin. 1 fragment.

Tab. 41: Populacé. 13 —P. rotundata— zapadni Morava.
Oznadeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P13-01 0O O
P13-02
P13-03
P13-04
P13-05
P13-06
P13-07
P13-08
P13-09
P13-10

lcNeNoloNoRoloNol e
lcNeNoNoNcRoloNoNoNa
ol YoloNoRoloNoloNe
RPORORRRRERE
lcNeNoNoNoRoloNoloNe
OO0OO0ORrRO0OO0OO0OO0OOO
lcNeNoNoNoRoloNoNoNe
lcNoNoNoNoRoloNoNoNa
lcNeNoNoNoRoloNoNoNe
OO0OO0OO0ORrROOORO
RPRPRRPROROROPR
ol YoloNeRoloNoNoNe
OCOORORRRERE
lcNeNoNoNeRoNoNoNal
cNeNeoNoNecNoNoNeNe)

ol YeNoNeoNoNoNoNo)

RPORORRRRERE
loNeNoNoNeoRoloNoNoNa
RPRRPRRPRRRRERRRE

Tab. 4m ukazuje data populatel4 —P. rotundataz oblasti Polska, kraj Dolny
Slask, Wegliniec. U primeru SPAG7.14 byla z 6 mamypozic detekovanatijpomnost
fragmentt ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentgnin. 1 fragment.
U primeru PtTx3116 byla z 9 mozZnych pozic detekevdritomnost fragmerit v 6
pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmenty, mih.fragment. U primeru SPAC11.6
byla z 5 mozZnych pozic detekovanaéitpmnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly

amplifikovany 3 fragmenty, min. 1 fragment.
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Tab. 4m: Populacé 14 —P. rotundata— Polsko.

Oznafeni [ SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P14-01 o 0o o 0o 0 2$70 0 01 0 0 0 O 0 1 1 0 1
P14-02 0o 0o o 0 1 0, 0 OO O 1 0 0 O 0O 0 0 0 1
P14-03 o 0o o 1. 0 12$70 1. 0 0 O O o0 O 0O 0 1 0 1
P14-04 0o 0o o 0 1 0,01 0 01 0 1 0 O 0 1 0 0 1
P14-05 0o 0o o 1. 1 00 OO O O 1 0 0 O 0 1 0 0 1
P14-06 o 0 0 0 1 00 0O OO O 1 0 0 O 0O 0 0 0 1
P14-07 o 0o 0 0 0 137 0 0 0 0 0 1 0 O 0 1 0 0 1
P14-08 o 0 0 1. 0 137 0 0 0 0 1 0 1 O 0 1 0 0 1
P14-09 o 0 0 1. 0 0 OO O O 1 0 0 O 0O 0 0 0 1
P14-10 o 0 0 112 0 0 O O 1 0 O 0 O 0 1 0 0 1

Tab. 4n ukazuje data populatel5 —P. rotundataz oblasti Polska, Gory Stolowe,
Wielkie Torfowisko Batorowskie. U primeru SPAG7.1dyla z 6 moZnych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty
min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moinywzic detekovanaifpomnost
fragmentt ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentymin. 1 fragment.
U primeru SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekav@itomnost fragmerit ve 4

pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty, minfragment.

Tab. 4n: Populacé 15 —P. rotundata— Polsko.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P15-01 0 0
P15-02
P15-03
P15-04
P15-05
P15-06
P15-07
P15-08
P15-09
P15-10

[oNe]

'cNeNoNoNoNoloNoRoNa
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
0OO0O0O0OO0ORrRRRLROO
RPORRPRRRLROROO
PRPRPORPROOORR
OO0OO0OrROO0OO0OOOR
lcfeNeNoNoNoRoNoNe
'cNeoNoNoNoNoloNoNoNa
'cNeoNeoNoNoNoloNoRoNa
'cNoNoNoNoNoNoNoNoNal
ORRPRFRPROOOOO
OO0 O0O0OO0ORRLRERLRO
PRRPRRPRRPOOOR
'cNeNeoNoNeNoloNoRoNa
OrOO0OO0OOO0OO
OO0OO0OrRrOOOOO
OO0OO0OO0OO0OO0ORrORrRO
'cNeNeoNoNoNoloNeoRoNal
PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 40 ukazuje data populage 16 — P. mugo z oblasti Rakouska, Tirol,
Ammergauer Alpen, hora Schaferblasse. U primeru GR24 byla z 6 moznych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty
min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moinyozic detekovanaifpomnost
fragmentt ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentymin. 1 fragment.
U primeru SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekav@itomnost fragmerit ve 3

pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmenty, minfragment.
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Tab. 40: Populacé 16 —P. mugo- Rakousko.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P16-01 0 0 0 1
P16-02
P16-03
P16-04
P16-05
P16-06
P16-07
P16-08
P16-09
P16-10

'cNeNeoNoNoNoloNoRoNa
O0OO0O0O0OO0Or OO

POROOROROO
ORrRORrROORORO
PORORROOOR
'cNoNoNoNoNoloNoNoNal
lcfeNeRoNoNoRoNoNe

'cNeoNoNoNoNoloNoNoNa
'cNeNoNoNeNoloNoRoNa!
'cNeoNoNoNoNoloNoNoNa
OO0OrRrOO0OO0OOOOO
OO0OO0ORrROO0OO0OO0OOO
PRPRPORRPRRERER
'cNeNeoNoNoNoloNoRoNa
OO0OrOO0OO0OOOO

RPORRPORORO

'cNeNoNoNeoNoloNoNoNa
'cNeNeoNoNoNoloNoRoNal
PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 4p ukazuje data populatel7 —P. uncinataz oblasti Rakouska, Tirol, okoli
jezera Plansee. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moZmpatic detekovanaifiomnost
fragmentt ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentsnin. 1 fragment.
U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pozic detekevgiitomnost fragmerit v 5
pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmenty, mih.fragment. U primeru SPAC11.6
byla z 5 mozZnych pozic detekovandatpmnost fragmeiitve vSech 5 pozicich, max. byly

amplifikovany 3 fragmenty, min. 2 fragmenty.

Tab. 4p: Populacé 17 —P. uncinata- Rakousko.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P17-01 0
P17-02
P17-03
P17-04
P17-05
P17-06
P17-07
P17-08
P17-09
P17-10

[N

O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO
cfoNoloNoNoNoNoNoNa
OO0O0O0OO0OO0ORrROOO
OORRRROOOO
O0OO0OO0OO0OORrROOR
PRPOOOOOR RO
cfeoReoloNoRoNoNoNo)
O0OO0OO0OO0OORrROOR
O0OO0OO0O0OO0OO0OO0OOO
ORORRFRPROOORO
POROORROOR
OO0OO0OO0ORrROOR OO
POOOORRRLROO
cfeoRoloNoNoNoNoNoNa!
OO0OrOOOOO
OCORRRRORRERE
PP OOOOOOOO
OO0OO0OO0O0OORrROOO
PR RRRRRRRRE

Tab. 4q ukazuje data popula¢e 18 — P. sylvestrisz oblasti Rakouska, Tirol,
Reutte, Tannheimer Berge, jizni svah mezi serpentinsilnice, sevefh nad obci
Weissenbach am Lech. U primeru SPAG7.14 byla z &nyah pozic detekovana
piitomnost fragmetit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych paigtekovana iitomnost fragmerit
ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovaritomnost fragmeiit ve 4 pozicich, max.

byly amplifikovany 3 fragmenty, min. 2 fragmenty.

65



Tab. 4q: Populacé 18 —P. sylvestris Rakousko.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P18-01 0 0 0
P18-02
P18-03
P18-04
P18-05
P18-06
P18-07
P18-08
P18-09
P18-10

'cNeNeoNoNoNoloNoRoNa
OO0OO0OO0O0OrOO0OO
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PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 4r ukazuje data populagel9 —P. rotundataz oblastiSvycarska, Neuchatel,
pohdi Jura, raselinny bor v REZ Bois des Lattes. U prumSPAG7.14 byla z 6 moZnych
pozic detekovana iffomnost fragmetit v5 pozicich, max. byly amplifikovany 2
fragmenty, min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byl® mozZnych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych paatekovanaiftomnost fragmerit
ve vSech 5 pozicich, max. byly amplifikovany 4 fragnty, min. 1 fragment.

Tab. 4r: Populacé. 19 —P. rotundata -Svycarsko
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P19-01 0 0
P19-02
P19-03
P19-04
P19-05
P19-06
P19-07
P19-08
P19-09
P19-10

'cNeNoNoNoNoloNoRoNa
RPOOOODOOOOO
OO0 O0ORRLRRLROOR
ORPFPOO0OOOR RO
PORORFROOORO
O0OO0ORrROOOOOO
lcfeNeNoNoNoRoNoNe

'cNeoNoNoNoNoloNoNoNa
'cNeoNeoNoNoNoloNoRoNa
O0OO0ORrROORrROOO
ORRFRPORRPRORRLRO
POOOOOOOOR
ORrRPOROOORR
'cNeNeoNoNeNoloNoRoNa
OrORrROOOOO

OO0OO0OO0ORrRRLRRLROOO
RPORRRRPRRERLRO
OO0 O0OO0OO0ORrRORO
PRRPRPRRPRRPRRRERRPR

Tab. 4s ukazuje data populace20 —P. nigra z oblastiAlbanie, okres Erseke,
z&padnicast pohdi Pindos. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moznych pamtekovana
piitomnost fragmerit v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pagtekovana itomnost fragmerit
v 7 pozicich, max. byly amplifikovany 4 fragmentgmin. 1 fragment. U primeru

SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovafritopnost fragmeritpouze v 1 pozici.
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Tab. 4s: Populacg 20 —P. nigra —Albanie.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P20-01 0 O
P20-02
P20-03
P20-04
P20-05
P20-06
P20-07
P20-08
P20-09
P20-10

O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO
O0OO0OO0ORrROOOOO
OO0OrRrO0OO0OO0OO0OO0OOO
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PR RORRRRLROO
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OO0OrRrOO0OO0OOOOO
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[cfeoRoloNoRoNoNoNo)
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PR RRRRRRRRE

Tab. 4t ukazuje data populaée21 —P. nigraz oblastiTurecka, provincie Bursa,
jihovychodni ¢ast poh#i Uludag. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moznych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty
min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moinywzic detekovanaifpomnost
fragmentt v 6 pozicich, max. byly amplifikovany 4 fragmentgpin. 2 fragmenty.

U primeru SPAC11.6 byla z 5 mozZnych pozic detekavditomnost fragmetitpouze v 1

pozici.

Tab. 4t: Populace. 21 —P. nigra —Turecko.

Oznafeni [ SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P21-01 o 0o o121 0 141 0 12 0 O O 1 O 0O 0 0 0 1
P21-02 o o o121 0 1200 1.2 0 O O 1 O 0O 0 0 0 1
P21-03 o 0o o 0o 0 2$70 02 0 0 0 1 O 0O 0 0 0 1
P21-04 o 0o o 0 1 0,01 1.0 O 1 0 0 O 0O 0 0 0 1
P21-05 0o 0o o 0 1 001 01 0 O O 1 O 0O 0 0 0 1
P21-06 o 0o 0 1. 0 01 0 0 1 0 O O0 O 0O 0 0 0 1
P21-07 o 0o 0 0121 041 1.1 0 0 0 1 O 0O 0 0 0 1
P21-08 o 0o 0 0 0 131 0 1 0 0 O 1 O 0O 0 0 0 1
P21-09 o 0o 0 01 01 0 0 0 0 O 1 O 0O 0 0 0 1
P21-10 o 0o 0 01 01 0 1 O 0O O 1 O 0O 0 0 0 1

Tab. 4u ukazuje data populace22 — z oblastBulharska, severridast pohdi Pirin,
dolina Bela reka. U primeru SPAG7.14 byla z 6 mapozic detekovanaripomnost
fragment v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
PtTx3116 byla z 9 moznych pozic detekovatigomnost fragmeritv 6 pozicich, max.
byly amplifikovany 3 fragmenty, min. 1 fragment.,qdmeru SPAC11.6 byla z 5 mozZnych
pozic detekovana ffiomnost fragmeiit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany

4 fragmenty, min. 2 fragmenty.
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Tab. 4u: Populacé 22— Bulharsko.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P22-01 1
P22-02
P22-03
P22-04
P22-05
P22-06
pP22-07
P22-08
P22-09
P22-10
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Tab. 4v ukazuje data populake23 — z oblastzapadnictCech, Krusné hory, okres
Chomutov, Hora Sv. Sebestidna. U primeru SPAG7ylat 6 moznych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pagtekovana itomnost fragmerit
v 5 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentgmin. 1 fragment. U primeru
SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovéakigopnost fragmeiitve 4 pozicich, max.

byly amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment.

Tab. 4v: Populacé. 23— zapadniCechy.

Oznafeni [ SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P23-01 0o 0o o 1. 0 000 OO O O O 1 o0 0 1 0 0 1
P23-02 0o 0o 1. 0 0 000 OO O O 1 0 1 0 1 0 0 1
P23-03 0o 0o o 1. 0 000 OO O O 1 0 1 1 0 0 0 1
P23-04 0o 0o o 0 1 0 0 OO O O 1 0 1 0O 0 0 0 1
P23-05 0o 0o o 0 1 00 0 OO O O 1 0 O 1 0 0 0 1
P23-06 o 0 1. 0 1 04 0 O 1 O O 1 0 O 0 1 0 0 1
P23-07 o 0 1. 0 0 0 OO O O O 1 1 O 0O 1 0 0 1
P23-08 o 0 0 0 1 00 O OO O O 1 0 1 0O 0 1 0 1
P23-09 o 0 0 1. 0 0 OO O O O 1 0 1 0O 0 0 0 1
P23-10 o 0 0 1. 0 13 0 0 0 O O 1 0 O 0O 0 1 0 1

Tab. 4w ukazuje data populaée24 — z oblastzapadnich Italie, Veneto, horska
skupina Dolomiti, Passo di Falzarego. U primeru 6744 byla z 6 moznych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty
min. 1 fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moinyozic detekovanaifpomnost
fragmentt ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentymin. 1 fragment.
U primeru SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekav@itomnost fragmerit ve 3

pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmenty, minfragment.
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Tab. 4w: Populace. 24— Italie.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P24-01 0
P24-02
P24-03
P24-04
P24-05
P24-06
P24-07
P24-08
P24-09
P24-10
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Tab. 4x ukazuje data popula¢e 25 — z oblastitalie, Bormio, horska skupina
Ortles, Valle di Braulio. U primeru SPAG7.14 byla6 moznych pozic detekovana
piitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1
fragment. U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pagtekovana itomnost fragmerit
ve 4 pozicich, max. byly amplifikovdny 3 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
SPAC11.6 byla z 5 moznych pozic detekovéakigopnost fragmeiitve 4 pozicich, max.
byly amplifikovany 3 fragmenty, min. 2 fragmenty.

Tab. 4x: Populacé. 25— Italie.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P25-01 0 1
P25-02
P25-03
P25-04
P25-05
P25-06
P25-07
P25-08
P25-09
P25-10

O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OOO
cfoNoloNoNoNoNoNoNa
PORPOOOOOOO
OCOORRRORRER
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Tab. 4y ukazuje data populate26 — z oblastitalie, Abruzzo, severniast pohoi
Maiella. U primeru SPAG7.14 byla z 6 moznych pazétekovana ifitomnost fragmerit
ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentyin. 1 fragment. U primeru
PtTx3116 byla z 9 mozZnych pozic detekovamiopnost fragmeritve 3 pozicich, max.
byly amplifikovany 2 fragmenty, min. 1 fragment.gdmeru SPAC11.6 byla z 5 moZnych
pozic detekovana ifiomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3

fragmenty, min. 2 fragmenty.
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Tab. 4y: Populacé. 26— Italie.
Oznafeni | SPAG7.14 PtTx3116 | SPAC11.6

P26-01 1
P26-02
P26-03
P26-04
P26-05
P26-06
P26-07
P26-08
P26-09
P26-10
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Tab. 4z ukazuje data populace 27 — z oblastiNémecka, Sasko, rasSelinist
Mothéuser Heide. U primeru SPAG7.14 byla z 6 molhngozic detekovanarfpomnost
fragmentt ve 3 pozicich, max. byly amplifikovany 2 fragmentsnin. 1 fragment.
U primeru PtTx3116 byla z 9 moznych pozic detekev@itomnost fragmerit ve 2
pozicich, amplifikovan byl 1 fragment. U primeru BP11.6 byla z 5 moZnych pozic
detekovana ifitomnost fragmerit ve 4 pozicich, max. byly amplifikovany 3 fragmenty

min. 2 fragmenty.

Tab. 4z: Populacé 27— Neémecko.

Oznateni | SPAG7.14 | PtTx3116 | SPAC11.6

P2701 [0 0 1 0 1 0O/ 0 0 O O O O 1 O 1 0 0 0 1
P2702 |0 0 1 1 0 O 0 0O O O O 1 0 O 0 0 1 0 1
P2703 |0 0 0 O 1 0O/ 0 0O O O O O 1 O 0 1 0 0 1
P2704 |0 0 1 1 0 O 0 0O O O O O 1 O 0 0 1 0 1
P2705 |0 0 0 O 1 O/ 0O 0O O O O 1 0 O 0 1 1 0 1

Pro dalSi hodnoceni byla pouzita analyza hlavni@mponent (PCO — Principle
Coordinate Analysis). Nasledujici obrazek (Obrz&)rnuje variabilitu vSech sledovanych
jedinai i taxoni. Kazdy bod pedstavuje jeden mikrosatelitni fenotyp. Jednottiody jsou
rozptyleny rovnomarné v bloku, nedoSlo k zZadnému seskupeni v celém gaubo

sledovanych jedinc— ani podle geografické polohy ani podle taxonu.
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Obr. 6: PCO vSech sledovanych jedin¢axoni.

PCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Obr. 7 pedstavuje fidéni podle jednotlivych populaci, kazda barva znéajer
jinou populaci. VSechny populace jsou rovrion¢ rozptyleny, neni patrné vyrazné
shlukovani v jakékoli¢asti celéeho souboru.

Obr. 7: PCO vSech sledovanych jedint¢axoni, barevi jsou odliSeny jednotlivé populace.

FCO case scores (Gower General Similarity Coefficient)
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Iv 2

Nasledujici obrazek (Obr. 8) je theren do rékolika ¢asti. Kazd&ast zahrnuje
jednu populaci, barewrodliSenéiasti na konci tabulky ozgaji PCO celych taxahn

Obr. 8a —Pinus uncinataZatimco 1. populace z Francie je rovriond rozptylena
po celém souboru, 17. populace z Rakouska se wyjskyice nad osox. Pokud se slati

dohromady, pokryvaji cely soubor rovné&me.

Obr. 8a: Vysledky analyz PCORinus uncinataBarevig je odliSeny souhrn celého taxonu. Prvni

¢islo =¢islo populace, dalSi d¢isla =¢isla vzorki, U —P. uncinata.
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1:1-15U 17: 186-198J Pinus uncinata

Obr. 8b —P. rotundata Ackoliv nékteré z populacP. rotundatamaji tendenci
shlukovat se v @ité ¢asti souboru, nelze s jistotou tvrdit, Ze Ize tirapdsobem od sebe

odliSit populace z @itého Uzemi.

Obr. 8b: Vysledky analyz PCORinus rotundataBarevr je odliSeny souhrn celého taxonu. Prvni
¢islo =¢islo populace, dalsi d¢isla =¢isla vzorki, R —P.rotundata.

. t )

2:16-30R 3: 31-45R 10: 116-12R

11:126-135R0T 13: 146-15R0T 14: 156-16R
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15: 166-17R 19: 206-21R Pinus rotundata

Obr. 8c —P. mugo Vykazuje utity trend roza@leni podle uzemi. 4. populace ze
Slovenska se vyskytuje vice pod osqul6. populace z Rakouska méa vSechny body nad
osoux a 4. populace ¢eské Republiky méa tendenci vyskytovat s@Sinou nad osou
x a navic vlevo od osy. Po slodeni ale opt dochazi k rovnogrnému rozlozeni po celém

souboru.

Obr. 8c: Vysledky analyz PCO Rinus mugo Barevig je odliSeny souhrn celého taxonu. Prvni

¢islo =¢islo populace, dalSi disla =¢isla vzork, M —P.mugo.

4: 46-60M 7: 86-95M 16: 176-185V

Pinus mugo

Obr. 8d —P. sylvestris Stejré jako P. mugovykazuji ¢eské populace (8, 12)
P. sylvestrisur¢itou tendenci shlukovat se spiSe nad os@upopulace ze Slovenska (5)
pod osow, ale vysledek po sl@eni populaci je stejny.
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Obr. 8c: Vysledky analyz PCORinus sylvestrisBarevrE je odliSeny souhrn celého taxonu. Prvni

¢islo =¢islo populace, dalSi dwisla =¢isla vzorki, M — P.sylvestris.

12:136-145

5: 61-75S 8: 96-1055
o i BN B
¥ EREEI TR »
18: 196-2055 Pinus sylvestris

Ani u ostatnich populaci (Obr. 8d — 8f) neni Zatheyand rovnonirného usptadani

v bloku, a pokud se sléudohromady, plynule pokryvaji cely rozsah varigpidgregatu.

Obr. 8d: Vysledky analyz PCORinus pseudopumilidBarevrt je odliSeny souhrn celého taxonu.

Prvnigislo =¢islo populace, dalSi d¢isla =¢isla vzorki, PSP—P.pseudopumilio.

o A&
A

6: 76-85PSP

9: 106-115PSP

Pinus pseudopumilio

Obr. 8e: Vysledky analyz PCO Rinus nigra Barevig je odliSeny souhrn celého taxonu. Prvni

Cislo =¢islo populace, dalSi d¢isla =¢isla vzorki, N —P. nigra.

%
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20: 216-225\

21: 226-23N

Pinus nigra
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Obr. 8f: Vysledky analyz PCO u ostatnich takoRrvnicislo = ¢islo populace, dalsi dwisla =
¢isla vzorki.

22: 236-245 23: 246-255 24: 256-265

25: 266-275 26: 276-285 27: 286-290

V celém sledovaném souboru je velky rozsah vaitgkal Zadna z populaci ani ze
sledovanych taxannevykazuje vyrazné shlukovani «ité casti. Rozsah variability je,
jak v rdmci jednotlivych populaci, tak v rdmci jedlivych taxoni, rovnongrné rozptylen
po celém souboru, coZz ukazuje na velmi vysokou repdpul&ni variabilitu.
Vnitropopul&ni variabilita je dokonce vysSi nez variabilita in@xony, tzn., Ze fekryje
rozdily mezi taxony.

Populace odebirdny z celého aredlu, kde se daegatgvyskytuje, proto Iz#ci,
Ze je postihnuta variabilita na celém Uzemi vyskagtegatu, tedy na Uzemi Evropy.

Variabilita po jednotlivych mikrosatelitech je mZ velmi vysokd a odpovida
vysledkim, které byly dosazeny pro vSechny mikrosatelithrdmady, coz off ukazuje
na velmi vysokou vnitropoputai variabilitu a velky rozsahipsahujici rAmec druhu.

ProtoZe nelze spolehtivodlisit jednotlivé taxony, byloifstoupeno k optimalizaci

sekvenani analyzy a k sekvenovani Useleni pro ribozomalni RNA.

5.4. Sekvenovani

Vzhledem ktomu, Ze je tato metoda velmi nakladndyla zjiS€na vysoka
vnitropopul&ni variabilita, byla vypracovana jen pilotni studiktera ngla za cil
optimalizovat metodu a prokazat jeji vhodnost patsidvyuziti. Kompletni zpracovani by

vyZzadovalo sekvenovani ve stejném rozsahu jako kgpyacovany mikrosatelity.
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Pozadavek na optimalizaci byl spin tzn., Ze jsou nalezeny vhodné primery, je nalaze
vhodna metoda pro amplifikaci, po @&enich obtizich se jiz dafragmenty gef pro
ribozomalni RNA amplifikovat a sekvenovat a jsodemany prvni sekvence potvrzujici
rozdily mezi taxony.

Pro analyzu byly zvoleny 4 populace po dvou nakagthranych rostlinach.

Pro sekvenovani byly pouzity jaderné ITS (Interfednscribed Spacer) sediva
typy primeii: ITS1 a ITS4 (WITE et al, 1990) jako primery obecné a ITS5HWE et al,
1990) a 26S25R (NKRENT et la. 1994) jako primery specifické pro borovftab. 5).

Tab. 5: Primery a jejich sekvence pouZité pro selvéni.

Nazev primeru | Sekvence 5-3’

ITS1 TCC GTA GGT GAACCT GCG G
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGATAT GC
ITS5 GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G
26S25R TAT GCT TAA ACT CAG CGG GT

Po prvotnim vyhodnoceni v8ech vzbrk obecnymi i specifickymi primery bylo
Zjisténo, Ze s obecnymi primery se amplifikuji i houbterymi byly borovice napadeny,
negastji byl zaznamenan vyskyHormonema dematioidea zatim neidentifikovanych
ascomycet(dle databaze GeneBanK) specifickych primer byly uvSech vzork
amplifikovany  sekvence z  borovic {iP dals§im hodnoceni v databazi:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/ byly tedy smavany jiz fragmenty, kde byly
pouzity primery specifické.

Phylogram 1 zahrnuje hodnoceni vzaorkSech 4 vybranych populacPifus
uncinata, P. rotundatg2x), P. mug9. Kazda populace t¥dsamostatny shluk,figemz
P. uncinataje ve \&tSi vzdalenosti od obou populdei rotundatai od P. mugo Populace
&. 2 P. rotundatapochéazejici £ eské Republiky a populage 3 P. rotundatapochazejici
z Némecka se mezi sebou ranvyrazrt liSi, to ukazuje na Sirokou variabilitu na drovni
tohoto hybridogenniho druhu a na vyraznou odliSmagiulaci pochézejicich #zanych

geografickych oblasti. Phylogram déale ukazuje ne€igekvence, které nebyly hodnoceny.
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Phylogram 1: VSechny osekvenované populace sefiggani primery. 1U — Pinus uncinata2R
—P. rotundata3R —P. rotundata4M —P. mugo

3RM
I{;— 3RM0
| =35 I - fienplné selovenice

3Ri6 F. rofumndata
AMIG

(| A0S

2R

2R73 .
R F. uneinafa

3R7

— 3RM2

3RM11 F. rofundata
4M0 [ neuplné sekvence

Dukazem vyskytu velmi konzervativnich bibke Obr. 9. Tato doménatirbe byt

spole&na pro vice taxahnv ramci agregat®. mugo

Obr. 9: Uké&zka konzervativni domény po osekvenovaach fragmeifit 1U — Pinus uncinata2R
—P. rotundata3R —P. rotundata4M —P. mugo

CLUSTAL 2.0.5 nultiple sequence alignnent

3R/ 2 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTATTGGTTCGCGTTGGI TGEG TGT- CGATTG 101
4M 4 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTATTGGTTCGGGT TGGTTGEG TGT- CGATTG 76

aM 7 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTATTGGTTCGCGTTGGI TGEG TGT- CGATTG 101
3R/ 10 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTTTTTTTTGGTTCGCGTTGGITGEG TGT- CGATTG 101
4M 2 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTCGGGTTGGTTGEG TGT- CGATTG 101
4M 1 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTCGCGTTGGI TGEG TGT- CGATTG 101
4M 3 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTCGGGT TGGTTGEG TGT- CGATTG 101
3R/'3 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGT TTTGIGECC- GAT- TTTTCG 100
3R/ 9 A- GGATCATTGATAGCAGCGGT TTTCTTTATAGCAGGGGT TTTGTGECC- GAT- TTTTCG 98

3R/ 8 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGTI TTTGIGECC- GAT- TTTTCG 101
3R/ 4 A- GGATCATTGATASCAGGGGT TTTCTTTATAGCAGGGEGTI TTTGTGECC- GAT- TTTTCG 101
3R'1 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTTGCGT TGGT TGEG TGTGCCATCG 102

I

3R/'5 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTTGEGT TGGT TGGEG TGTGCCATCG 102
4M 5 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTTGCGT TGGT TGEG- TGTGCCATCG 103
4M 6 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTTGEGT TGGT TGGEG TGTGCCATCG 102
3R/ 11 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTTGCGT TGGT TGEG- TGTGCCATCG 102
4M 9 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTTGEGT TGGT TGGEG TGTGCCATCG 102
3R/ 6 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTTGCGT TGGT TGEG TGTGCCATCG 102
3R/ 12 A- GGATCATTGATAGCAGCGGITTTCTTTTTTGGTTTGEGT TGGT TGEG TGTGCCATCG 102
3R'7 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGTTTGCGT TGGT TGEG TGTGCCATCG 102
2R/'1 A- GAATCATTGATTGAAGGGGTITTTCTTTTTTGGT TTGEGT TGGTWEGEG TGTGCCATCG 103
2R/ 2 A- GGATCATTGATAGCAGGGGTITTTCTTTTTTGGT TTGEGT TGGTRARR- YGTGCCATCG 102
2R/ 3 AAGCGATCATTGATWECAGCEGT TT- MITTTTTGGT T- KMKTTGGTTGAG YGTCCCATCG 98

4M 8 A- GSATCAWI GAYAGCAGTGGTTTTCWI TAKTGGT TSGGGT TGGKKWEG- YGT- CGAYWG 76

1U/ 10 ATTGAGCGT CGCGGT CACACGCGCGCCTCAATTGTACCGECCGAKCACYCTATSTCCYAG 120
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Phylogram 2. je vysledkem zkompletovanych Gplnsekvenci populad. 3 a¢. 4:
P. rotundata aP. mugo Oba druhy jsou velmi ietelre odliSeny. Na Obr. 10 jsou

vyobrazeny jejich sekvence.

Phylogram 24M —P. mugo 3R —P. rotundata

‘$ Frofundata F.mugo

4mMn
4Mi2

Obr. 10: Sekvence populaci3 —P. rotundataa¢. 4 —P. mugo

CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment

4/ 11HB GGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TACCGT AGGT GAACCT GOGGTAGGATCATTGATAGCA 60

4/ 17A GGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TACCGT AGGT GAACCT GOGGTAGGATCATTGATAGCA 60

3/ 8PB - GAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TACCGT AGGT GAACCT GOGGTAGGATCATTGATAGCA 59

3/ 20H GGAAGGAGAAGT CGTAACAAGGT TACCGT AGGT GAACCT GOGGTAGGATCATTGATAGCA 60

IR R SRS SRR RS EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES]
4/ 11HB GGGGTTTTCTTTTTTGGTTCGGGTT- - - GGTTGGGT GTCGATTGCAATGTGGGA: - - - - - 111
4/ 17A GGGGTTTTCTTTATTGGTTCGGGTT- - - GGTTGGGT GTCGATTGCAATGTGGGA: - - - - - 111
3/ 8PB GGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGT TTTGT GGOCGATTTTTCGGTAGTACGTGGAAACGACT 119
3/ 20H GGGGTTTTCTTTATAGCAGGGGT TTTGT GGCCGAT TTTTCGGTAGTACGT GGAAACGACT 120
4/ 11HB CTTTGTGGTGOGTCTCTAGGGGAGCG: - - - GGTTTGGTGT TTGGOGGGAACATCGTTGGT 167
4/ 17A CTTTGTGGTGOGTCTCTAGGGGAGCG: - - - GGTTTGGTGCT TGGOGGGAACATCGTTGGT 167
3/ 8PB CTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTTGT TACGATGAAGAACGTAGOGA- AATGCGATACTT 178
3/ 20H CTCOGCAACGGATAT CTCGGCTCTTGT TACGATGAAGAACGTAGOGA- AATGOGATACTT 179
4/ 11HB TGCTTGTCTCGAGGTAACGCTTGATTTTTT- CGTGTGTGCTTGCAAGCCATGCTTGTG - 224
4/ 17A TGCTTGTCTCGAGGTAACGCTTGATTTTT- - CGTGTGTGCTTGCAAGCCATGCTTGTG - 223
3/ 8PB AGTGTGAAT T GCAGAAT CCOGT GAAT CATCGAGT TTTTGAACGCAATTTGOGCCCGAGEC 238
3/ 20H AGT GT GAATTGCAGAAT COOGT GAATCATCGAGT TTTTGAACGCAATTTGOGOCOGAGC 239
4/ 11HB CTTGTCCCA- - - CCCATCC- TTTGTTTTTC- - - TOCCOCCCCAATGTGTTTC- TGTAGGG 276
4/ 17A CTTGTCCCA- - - CCCATCC- TTTGTTTTTC- - - TOCCOCCC- AATGTGCTTC- TGCAGGG 274
3/ 8PB CTCGGTCGAGGGCACGT CTGT CTGGGOGT CGCAT CCCAT TCAAACGCGCTCCCTGCAATG 298
3/ 20H CTCGGTCGAGGGCACGT CTGT CTGGGOGT CGCAT CCCATTCAAACGCGCTCCCTGCAATG 299
4/ 11HB GGTTCGGAAGCCTGT TTCTAGGGAGCCCT TCCGACGAT CTGT TCGGCCGEACGTGGTTGE 336
4/ 17A GGTTCGGAAGCCTGTTTCT TGGGAGCCCT TCCGACGAACT GTTCGGCCGRECATGGTTGC 334
3/ 8PB TGCT AGGGAGCAGCGGAGCT GGTCGT COGT GCCCOGT GOGGT GCGGTTGGCTGAAATACC 358
3/ 20H TGCTAGGGAGCAGOGGAGCT GGT OGT TOGTGOCOCGTGOGGTGOGGT TRCTGAAATACC 359
* * * % * % % * % * * * * * % * * % * % % * %

4/ 11HB TGCAGAG- - - - - TTGAGGTGC- - - TTGGTAAAAA = - = <= - == - - - CGATGGATAAAT- - 374
4/ 17A TGCAGAG: - - - - TTGAGGTGC- - - TTGGTAAACA- = - === = == - - CGATGGATAAAT- - 372
3/ 8PB TCAAGCGATGT TTCGT GECGOGOGT CGBCGAGCGGT GATCTTGT COCCT TGGATGGGCAG 418
3/ 20H TCAAGOGAT G TTOGT GGCGOGOGT CBGCGAGCGGT GATCTTGTCTCCTTGGATGROCAG 419

* * * k k*k k% * k% * *kkk*k
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4/ 11HB TCGGACTCATTCGTAGCGGEGECTTTGTGTGECATCGCTCGAACTTGCTTTTCTCTCTCTTG 434

4/ 17A TTGGACTCATTCGTAGCCG - --------- CATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 421
3/ 8PB TCAACGT TAGCCGATGCGGGECTTTGTGTGECATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 478
3/ 20H TCGGCISTTAGCLGATGCISGGCTTTGTGTGGCATCGCTCGAACTTGCTTTGCTCTCTCTTG 479
4/ 11HB TCCTCCCATGGEGGTAGEGT GGATTTAGCTCCAACT TTGCGACCT CAGCTCAGGCGAGAAC 494
4/ 17A TCCTCCCATGGGGTAGGACGGATTTAGCTCCAACT TTGCGACCT CAGCTCAGGCGAGAAC 481
3/ 8PB TCCTCCCATGGEGGTAGEECGEGATTTAGCTCCAACT TTGCGACCT CAGCTCAGGCGAGAAC 538
3/ 20H TCCTCCCATGGGGTAGCECGGATTTAGCT CCAACT TTGCGACCT CAGCTCAGGCGAGAAC 539
4/ 11HB ACCCCCTGAGITTAAGCAT- 513
4/ 17A ACCCGCTGAGTTTAAGCATA 501
3/ 8PB ACCCGYTGAGITTAAGCATA 558
3/ 20H ACCCGCTCGAGTTTAAGCATA 559

*k Kk k% EIE R I O b

~7s L

Tato metoda by tha dale smifovat k tomu, aby byla pokrytaét&i ¢ast geh pro
ribozomalni RNA, protoZe se jevi jako nejvheghn z pouzitych metod, poskytuje
nejprehledréjSi vysledky a oproti SSR analyze a analyze nefipkegth marketé poskytuje
vysledky, které ukazuji na odliSnosti mezi taxowmypplacemi. Po osekvenovani delSich
useki ribozomalnich gein (LSU, SSU, ITS) miZe poskytnout data pro odliSeni

jednotlivych druli sledovaného agregaRinus mugo

5.5 Morfologie

DalSi moznosti by bylo vloZit do tohoto hodnocemiorfologicka data, ale ta jest
nejsou zpracovana a dostupna. Az budou zhotovemfologicka nefeni, bylo by mozné
slowit je s €mito vysledky. Zatim neni morfologie jednoznd, proto se istoupilo ke
genetickym analyzam. Nasledujici morfologické <tudjsou provaghy v ramci
vyzkumného projektu Vyzkumného Ustavu Silva Tarougso krajinu a okrasné
zahradnictvi Rrhonice (BJsSINSKY & KIRSCHNER 2007) a po jejich ukateni budou
provedeny statistické analyzy molekularnich a mogikych dat.

Prikladem hodnoceni morfologickych zriakje Tab. 6 (podle BsINSKY
& KIRSCHNER2007).
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Tab. 6: Morfologické a ekologické charakteristikyr@gatuP. mugopievzaté z literatury. Urove
vlastnosti jednotlivych charakteristik: +++ (vysdké+ (stedni), + (nizka), - (neni povazovano za
vyznamne).

Hodnoceny znak

/Autor a publikace| (1) | 2 | | @O G| B O] B O (10) (11
Charakter jehlic - - - - - - + - + - .
Symetrie SiSky e I e i s e T e T e - ++
Tvar apofyzy e I A N e B e e A e s B = A B = =
Habitus stromu + ++ | A | A | | | - ++H |+
Ekologické

poZadavky + + - + + - ++ + ++ - +
Pocet zjisténych

druhi 1 3 2 1 2 2 2 1 3 2 3

(1) NovAK 1953

(2) GAUSSEN1960

(3) HoLUBICKOVA 1965
(4) ZOLLER 1981

(5) SENETA 1981

(6) KRUSSMANN 1983
(7) FARJON 1984

(8) CHRISTENSEN1987a
(9) SXALICKY 1988
(10) GaussENet al. 1993
(11) BusiNnsky 2002
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6. DISKUSE

Problematikou taxonomického pojeti agreg&imus mugose zabyval zejména
CHRISTENSEN (1987a), ktery se zaffil hlavné na nomeklatorické otazky, vymezeni
jednotlivych druli a synonymiku. Jeho studie pak dapl sowasrgjsi publikované prace
(NEET-SARQUEDA 1994, S$EDLEWSKA & PRUS-GLOWACKI 1995, Rus-GLOWACKI at al.
1998, LEwANDOWSKI et al. 2000, BRATYNSKA & Boowicz 2001, BORATYNSKA et al.
2003, 2004, 2005, atd.). Z publikovanych studiinglyzé¥r, Ze p@&et druhi neni hlavnim
kritériem pro hodnoceni taxonomie tohoto okruhuobar. DaleZitou roli hraje rozmighi
a vzajemné vztahytfsodnich populaci. PraceHBISTENSENA(1987a, b) je vyznamna i pro
sowasné vyzkumy, protoZzergdem upustil od hodnoceni taxonomie podle celkového
habitu jako hlavniho kritéria pro ¢ovani druli. Kazdy taxon, ktery definoval, mohl mit
jak kerovity tak stromovy habitus, dokonce i udrskupinyPinus mugoDalSim kritériem,
které nepovazoval za zasadni z hlediska rozliSedingtlivych druli, jsou jejich
ekologické pozadavky.

Nekolik praci ukazuje, Ze nehybridni monokormni forrfjgou od P. mugo
sP. uncinata(subsp.uncinatg a s bazinnou borovici (subspliginosg), které jsou od
lokalit s vyskytemP. mugopomérné vzdalené, a srovnavali je s ostatnimi druhy komyple
(BORATYNSKA & BoBowicz 2001, BORATYNSKA et al. 2003 — tvar jehlic, KzakowA
etal. 1984 - tvar semen a analyza pomoci izoefzyREDLEWSKA & PRUS-GLOWACKI
1995, LEwWANDOWSKI et al. 2002 - izoenzymy). Posleédimenovana prace nedokumentuje
pouze charakteristiku subalpinskych forem, ale tgk&chopna rozliSit subspincinata
(skalnatou/stovou formu) od subspliginosa(bazinné formy). Podobnost mezi hlavnimi
stromovymi taxony je mnohem vysSi nez mezimugoa stromovymi formami jako celku
(PRUS-GLOWACKI et al. 1998, EwANDOWSKI et al. 2000). Uvaha, Ze bazinné borovice
jsou vysledkem hybridizace meRi sylvestrisa P. mugo(STASZKIEWICZ & TYSZKIEWICZ
1972, SAaszkiewicz 2001) mize byt zamitnuta na zakkadtudia jehlic, anatomie list
a kiry, ale také na zakl&dgredlEznych vysledik DNA analyz.

Polsti auté v jejich patetnych studiich (ndp reprezentativni studie RBS
GrowAckl et al. 1998, nebo po#jil LEwANDOWSKI et al. 2000, 2002, BRATYNSKA et al.

2003, BorATYNSKI et al. 2003) povazuji bazinné borovice za odliginéhy, protoZze
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v Polsku reprezentuji bazinné druhy velmi jaddlené populace a nejsouifpmny
piechodné druhy mezi subspincinata a subsp. uliginosa (BORATYNSKI 1994).
V sowasnychcéeskych studiich dosgp autori jako SKALICKY (1988) a BISINSKY (1998,

2002) ke stejnému zénu, ale pro ten samy taxon pouzili ndzewotundata

6.1. Nazewinus mugo Turra

Néazev Pinus mugobyl studovan @RISTENSENEM (1987a), ktery ho ozkd za
neotyp z Monte Baldo (nad Lago di Garda) v sevégiii. Neotyp byl pozdji nahrazen
lektotypem, ktery ufili M INGHETTI & NARDI (1999), exempi@m ze stejnych horskych
regioni v okoli Verony. Navzdory dosti povrchovemueni byl lektotyp ufen v souladu
s ustanovenimi ICBN.

Ti sami autéi (MINGHETTI & NARDI 1999) zarove navrhli, aby byl ndze®. mugo
zachovan jako néazev ,chré&mého“ typu, ktery nebyl schvalen Committee for
Spermatophyta (BumMMITT 2001). Autdi zaloZili své Gvahy naipdpokladu (nasledovali
CHRISTENSENA 1987a), Ze komplexP. mugo reprezentuje formy sousténé mezi
z&padnimi extrémy - subspncinatg a vychodnimi extrémy - subspugo Co se tyka
morfologie, je.P. mugood monokormnich stromovych forem separovan.

V horach nad Veronou se vyskytujeit@ta formaP. mugodocela Bzre, Z cehoz
BusINsKY & KIRSCHNER (2007) vyvozuji, Ze lokalni populace fiat k agregatuP. mugo
vykazuji velmi vysokou variabilitu u tvaru SiSekedlic (MINGHETTI 1997), coz odpovida

vysledkim BORATYNSKE et al. (2005).

6.2. Nomenklatura monokormnich forem

a) Nazewinus rotundatalink.

Nejvice zdraj uvadi, Ze nazev byl publikovan v roce 183QaiScky (1988) ale
skute&nosti byly ol publikace napsany ve stejias, ale jedna z nich byla pozdrzena
(a rozS&tena o0 mnoho poznamek a korektur) a vydanagozd. 1830. ¥ivejSi publikace
byly z hlediska oprawmosti tohoto nazvuipzkouméany. Nazev forml. rotundatabyl

oficialn¢ schvélen jako druh a mnoho morfologickych zpravpto¢ akceptuje. Jsou
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nazory, které zpochwinji oficialni nazev, ale podobna tvrzeni Ize najite starSi
botanické literatite a nemlo by to ohrozit oficidlni status nazvu.

Pridomek rotundata je v literatde Siroce pouzivan pro rasSelinnou borovici ze
severnich vytzkia Alp. Taxonomické pojeti se ale zm& liSi, nektefi autdi uznavaji
P. rotundata jako samostatny druh K8LicKy 1988, Rus-GLOWACKI et al. 1998,
LEWANDOWSKI et al. 2000, Bsinsky 1998, 2002), mnoho aufopovazuje tyto raSelinné
formy za hybridy nebo hybridogenni derivBt mugoa P. uncinata (ZOLLER 1981,
CHRISTENSEN1987a, GUsSEN et al. 1993, SHUBERT & VENT 1994, B®LATSCHEK 1997,
WISSKIRCHEN & HAEUPLER 1998, DDRR & LIPPERT 2001, AGER & WERNER 2002,
OswALD 2005), étSinou je vSak ozr@vana za poddruh nebo varietuétS8ina autol
charakterizuje borovickotundata'jako raselinny nizky strom neboikee zygomorfnimi

SiSkami a steenymi apofyzami.

b) Korektni ndzvy pro stromové raSelinné formy
BusINSkY & KIRSCHNER (2007) sestrojili strény prehled nazit pro Uzce

vymezenou skupinu stromovych raselinnych forem \ioro

Pinus hartenbergiensisiebich 1832
Pinus uliginosaNeumann in Wimmer 1838
Pinus mughusar. uliginosa(Neuman) K. Koch 1840

Pinus uncinatasubspuliginosa(Neumann) Businsky

Pinus hartenbergiensisiebich

Na druhové arovni jePinus hartenbergiensisejstarSi nazev raSelinné stromové
formy. Byla popsana IeBICHEM (1832), ktery prova#l vyzkumy v okoli Olovi (raselinny
les mezi oblastmi Studenec a Liboc), zapadréchy (uvedeno téZ v KSBLICKA
& SKALICKY 1987, BIJSINSKY & KIRSCHNER2007).

Pinus uncinatasubspuliginosa
BusINskY & KIRSCHNER (2007) uvadji, Ze Pinus uncinataje odliSny druh od
P. mugo Nicméré extrémni ekogeografické formy jsou, v rdmci nastaddnych dat

u monokormnich stromovych forem, propojedgtnymi formami pechodnymi. Je-li
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raSelinnd borovice pojmenovana na uarovni poddruid, gednost nazewliginosa.
Pojmenovani P. rotundata pati k prechodnym drutim mezi poddruhy uncinata
auliginosa

Nazev Pinus uliginosa byl publikovan F.WIMMEREM (1838) ve spolupraci
s Neumannem. Nazev tedy musi byt citovan jdkamann in Wimmer.

Samotny neotyp populace je, navzdory jejich Spatdévotni kondici, slozen
z dolie vyvinutych strom, bez Zejmého vlivu hybridizace B. sylvestris Ve vSech
ohledech, je neotyp velmi dobrym zastupcem raSgtinnstromovych forem a nazev

P. uliginosama tedy bezpmou taxonomickou interpretaci.

6.3. Vyuziti analyz molekularnich markeni pro hodnoceni agregatuPinus mugo

Borovice jsou povaZzovany za jeden z nejvice gekwetivariabilnich rostlinnych
rodi. Morfologické analyzy se prozatim jevi jako miérhodné pro vyhodnocovani tak
slozitého agregatu jako jeinus mugo Vzhledem k obrovskému rozsahizmych naziu
a jejich synonym, které pouzivajizni autdi, je velmi obtizné jednotlivé druhy od sebe
odlisit pouze na zakl&morfologie. Proto bylo v této practiproceno k moznosti vyuzit
technik molekularnich markger

LEwANDOWSKI et al. (2002) potvrdil vysokou Urokeliverzity, kdyZ analyzoval 15
alozymovych lokus v nekterych girodnich polskych populacich blizcélpuznych drufi
borovic P. uliginosa P. sylvestrisa P. mug9. Tato studie se tykala 17 populd&timugo
z Bulharska. Genova diverzita, odhadovana pomoalyap alozyni, byla podobna pro
nékolik populaci stejnych drdhv centraini a zapadni Evrgpale nizSi nez pro evropské
borovice se souvislym rozsahemig8ov & ZHELEvV 2004). Nizka urove geneticke
diverzity popsana v této studiitbe bytcéaste€né vyswtlena faktem, Ze byly odebirany

vzorky uvnit hlavni oblasti rozgéni €chto druli.

Detekci genetické divergence na zakl&®APD markelt u borovic se zabyvali
nag. LEE et al. (2002), ke analyzovali vzorky borovice osinatiqus longaevaz White
Mountains, California, USA. Bmérny paet alel na lokus byl 1.90, 84,3% loKubylo
polymorfnich a pedpokladand heterozygotnost byla 0.321. V pracONMELEONE,

FERRAZZINI & BELLETTI (2006) pouzili RAPD markery pro analy® mugo Hodnota
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vhitropopul&ni variability byla mezi 15 studovanymi populacemAlp vysoka, &koliv
nenalezli Zadné rozdily mezitpnérnymi hodnotami poddruh Statistickym zpracovanim
zZjistili veétsi rozdily uvnit populaci (76.9% a 77.5%) nez mezi nimi. Takovaegeka
struktura je u jehéinam s Sirokym rozgenim Zna. Kroné toho je mirna geneticka
variabilita pozadovana u dratcharakteristickych vytrvalymistem a cizospraSenim, kde
se semena a pyl roydji vétrem ¢i pomoci zviat, jako nap u P. mugo(Koski 1970,
LEDIG 1998). Tok geth miZe byt detekovan pomoci frekvenci alel, vysoké augr
a nizkou urovni poputai diferenciace (MONA & HARJU 1989, BEAULIEU & SIMON 1994,
GONCHARENKO et al. 1994). Ee et al. (2002) uvadi pmérny odhad genetické
diferenciace mezi d&terymi populacemi borovic 0,27. GATELEONE FERRAZZINI
& BELLETTI (2006) nasli nejgtSi genetickou variabilitu na zakk&adRAPD analyzy uvnit
populaci, ale fenotypicka struktura populaci oddald nepatré nizSim hodnotam.

V této praci nebylo mozné RAPD analyzuduyuzit, protoZze DNA naSich vzoik
byla kontaminovana houbami a proto by &ibyly velmi zkreslené.

Podob® jako u RAPD analyzy nebyla v disemta praci ani metoda AFLP
podrobrji hodnocena zitvodu kontaminace cizorodou DNA. VSechny metody Zzexhe
na amplifikaci s nespecifickymi primery nemaji vrtto pripadt odpovidajici vypovidajici
charakter.

Nicmére byly publikovany prace na jinych druzich borowchichz bylo mozno
tuto metodu vyuzit. Ndap CaTo et al. (1999) vyuzily AFLP k produkci vazbovych
genetickych map u druhdP. radiata Velky genom vyZzadoval &Si selekci v pre-
amplifikacnich a selektivnich amplifikmich krocich v protokolu AFLP, ale vytkit
reprodukovatelny AFLP profil. Ziskali asi 41,3 AFLlfRagmenid na gelu, z nichz 48,4%
bylo polymorfnich a zjistili tak, Ze uroiiepolymorfismu je asi 3x vySSi nez u RAPD
markef. Uspssne tedy vytvdili protokol potebny pro tvorbu vazbovych genetickych map
u P. radiata LERCETEAU & SzMID (1999) pouzili AFLP uP. sylvestrisa srovnavali ji
sP. merkusiia P. gerardiana Dosli k za¢ru, Ze P. sylvestrisa P. merkusii jsou
taxonomicky blize WPicea albiemnez kP. gerardiana

AFLP umo#uje rychle vytvait velky patet market, tak nmize byt analyzovana
vétSi ¢ast genomu. Z tohotgtodu by mohly byt vysledky vice reprezentativiii gohledu
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na genom jako na celek. Jejich dominance ale ppodbbrié Uplneé neodrazi genetické

vztahy.

Mikrosatelity jaderného genomu borovic byly jakovmi srovnavany s vysledky
publikovanymi u ostatnich rostlinnych dfuhU dvoudloZznych druli byly popsany
cDNA-SSR nap u Vitis vinifera (ScoTT et al. 2000) a Wrabidopsis thaliang CARDLE
et al. 2000; MRGANTE et al. 2002). Nejvice se opakujici sekvence +.na@, AT, AAG,
AGG a AGC nalezli @AGNE et al. (2004) také v borovicich ve vysokych frakeieh, ale
nejastji se opakujici motiv CCG u jednsldznych druli (VARSHNEY et al. 2002) nalezli
v borovicich ponirné vzacre (5.2 a 7.2% \P. pinasteraP. taeda) Tyto vysledky ukazuiji,
Ze skladba SSR u nahosemennych rostlin je vicelhmadoostlinam dvougloznym nez
jednodloznym.

GONZALEZ-MARTINEZ et al. (2004) studovali cross-amplifikaci u eujsdgich
borovic a zjistili, Ze nejvyhodj§i prenos jadernych mikrosatdiije uvnif jejich viastni
podsekce. LP. sylvestrige to tedy podsekcBinus ale rgkteré mikrosatelity . taeda
(posekceAustrale$ byly amplifikovany i v jinych podsekcictPinus (36-53%),Pineae
(36%) aPinaster(36—-42%). Relativthdobry pondr cross-amplifikace zjistili 2. taedado
P. sylvestrisa P. uncinata(53%). EEHT et al. (1999) us@Ene pienesl 80% mikrostelit
v ramci podrodu Strobus ale pouze 29% mezi podrodgtrobus a Pinus KuTiL
& WiLLIAMS (2001) doséahli dokonce 100% cross-amplifikaceP.z taeda (podsekce
Australe$ do blizce pibuznéP. palustrisze stejné podsekce, ale jen 47%Rddalepensis
(podsekcePinastel)

Mikrosatelity jsou asi z 40% polymorfni a vykazupfimérenou Urové
heterozygotnosti (0,29-0,93). Jsou proto hodnotrgginojem pro popukmi genetické
studie, hlava u druhi, pro které nejsou mikrosatelitni markery dostugRé nigra,
P. uncinataa P. canariensisnebo u drufi vzacnych P. pinaste), déale pak pro odliSeni
jednotlivych druli mezi sebou a v neposledfsids pro vyzkum hybridizace mezi blizce
pribuznymi druhy.

V této praci bylo testovano celkem 12 mikrosawétih marked, pro komplexni
zhodnoceni byly vybrany 3 markergPAG7.14, PtTx3116, SPAC11.6. Tyto markery
spolehliw amplifikovaly fragmenty u vSech zkoumanych druhesp. populaci Ziznych

oblasti celé Evropy, tedl. sylvestris, P. mugo, P. rotundata, P. uncinata mensim
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poctu i P. pseudopumilio a P. nigraNa zaklad vysledki po gelové elektroforéze
a nasledé PCO byla zji&na velmi vysoka vnitrodruhova i mezidruhova vafidoi
Vysledky v podstat odpovidaji zji&tnim MONTELEONE, FERRAZZINI & BELLETTI (2006),
ktefi rovrneéz v této gedkladané praci zjistili velmi vysokou vnitropopété variabilitu,

kterd stira rozdily nejen mezi populacemi, alehflivymi taxony.

DalSi metodickym postupem, ktery byl v této prpouzit, bylo sekvenovartiasti
geri pro ribozomalni RNA. V této praci byly pouzity 4modré vybrané populace pro
sekvenovani (1 P. uncinata 2 —P. rotundata 3 —P. rotundata 4 —P. mug9 a byly
sekvenovany s obecnymi (ITS1, ITS4) i se specifickgrimery (ITS5, 26S25R). Analyzy
s obecnymi primery vedly &Sinou k amlifikaci sekvenci houbové DNA (houby gak
endofyty, girozere se vyskytujici v jehlicickdi pupenech). Prévz divodu zjiSe€né vysoke
miry kontaminace houbami nebylo mozné pouzit nepleE markerovaci techniky, jako
je RAPD nebo AFLP. # amplifikaci se specifickymi primery byly ampliftkany Useky
DNA z borovic. PraP. mugozatim nebyly popsany sekvence a nebyla popsanaetoda

sekvenovani pro tento taxon, nelze ji tedy poroah&jinymi autory.
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1)

2)

3)

VSechny pouzité metody molekularnich matkee pod#lo optimalizovat. Akoliv
byly izolace provaghy vzdy ze zdravého materialu, byla nalezena hoéibov
kontaminace a proto nebyly metody RAPD a AFLP ed&ni praci dale hodnoceny.
Tyto metody pracuji s nespecifickymi primery, tesly snési DNA, a vysledky by
mohly byt zkresleny. SSR metoda je zaloZena naifikgali se specifickymi primery
a po jeji optimalizaci byly vybrany 3 primery (z)1Xteré spolehli¥ amplifikovaly
uréité spektrum fragment SPAG7.14, PtTx3116, SPAC11.6. Aby byla vylena
amplifikace s cizorodou DNA, byly tyto primery tesainy nap. na DNA izolované
ztepky, tabaku nebo hub. Pro sekvenovani byly poyaityprimery obecné (ITS1,
ITS4), tak primery specifické pro borovice (ITSHS25R). Téns vSechny vzorky
amplifikované s obecnymi primery byly po osekvendwayhodnoceny jako houbova
DNA, avSak amplifikace se specifickymi primery paiNa DNA borovic. Po
vyhodnoceni bylo mozno jednotlivé druhy/populacesele odliSit, coz vede k zfu,
Ze by metoda sekvenovani mohla byt vyuzita #8ivmie i v budoucnu. ProtoZe je
tato metoda finaim¢ dosti ndkladna a byla zji&ta velk& vnitropopukai variabilita,

byly pouZzity pouze 4 populace (z 27) pro jeji o@limaci.

Pfi posouzeni miry variability byl postizen celoevs&p areal, resp. reprezentativni
vzorek z celoevropského arealu. Vnitropogulavariabilita je velmi vysoka, dokonce
vétSi nez mezi taxony. Populace jsou roviom rozptylené v radmci evropského
areadlu a podle vysledkPCO jsou itaxony rovnodmé rozptyleny v ramci celého
souboru. Nelze tedy spolehdivodliSit co gipada jednotlivym taxaim a co

jednotlivym populacim, coz ukazuje na obrovskouiwnivariabilitu druhu.

Vyzkumem morfologickych zndkse u nas zabyvaji hla¥rve Vyzkumném Ustavu
Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictviPrhonicich. Prozatim neni
morfologie jednoznénda a nejde tedy posoudit, zda odpovidaji vysledkiekularnich

analyz vysledikm analyz morfologickych.
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4) Na zaklad fingerprintovych technik nelze ujasnit taxonomické terminologické
problémy, protoze se jednotlivé taxoniekryvaji. Rekryv market fingerprinti je
témst 100%. Sance by mohla byt v sekvenovani, kde sevaje, ze skupiny jsou od

sebe odlisSné a je otazkou, zda jsou od sebe odI@mgulacesi taxony.
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