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ABSTRAKT

Diplomova prace snazvem Geneticka variabilita vybranych populaci jedle
bé&lokoré na tizemi Ceské republiky se zaméfuje na rozbor genetické variability deseti
populaci jedle bélokoré (Abies alba), u kterych je piedpokladana autochtonnost.
V reserSni Casti je rozebran druh jedle bélokora, dale jsou popsany metody a postupy
generovani a analyzy molekuldrnich dat spolu s tématem genetické analyzy pomoci
genetickych markerti. Zajmové oblasti s analyzovanymi populacemi se nachazeji
Vv blizkosti lokalit: Novohradské hory, Zaton — Kubova Hut, Vojifov, Albrechtice,
Horni Blatna, Klasterec, Nizbor, Tane¢nd, Kychova, Stiibro a Frydlant. Bylo odebrano
celkem 252 vzorkd. Z kazdé populace byl odebran organicky material obsahujici DNA
z17 az 30 jedinch. Cilem prace je analyzovat, popsat a interpretovat genetickou
strukturu vybranych zdjmovych populaci a jedincti. K naslednym analyzdm byla vyuzita
metoda genetickych mikrosatelitovych markert. Bylo zjisténo, ze vybrané populace
jedle bélokoré vykazuji na =zdklad¢ analyzy genetické vzdalenosti shlukovité

usporadani. Mezipopula¢ni diverzita populaci dosahuje hodnoty 3%.

kli¢ova slova: jedle bé&lokora, Abies alba, variabilita, geneticka struktura,mikrosatelitové

markery, SSRs



ABSTRACT

Master thesis entitled Genetic diversity in selected populations of silver fir in the
Czech Republic focuses on the analysis of the genetic variability of ten populations of
silver fir (Abies alba), which are assumed to be autochtonous. A silver fir species is
described in the research section. Methods of generating and analyzing molecular data
are described, together with the topic of genetic analysis using genetic markers. Areas
of interest with the analyzed populations are located near Novohradské hory, Zaton -
Kubova Hut’, Vojifov, Albrechtice, Horni Blatna, Klasterec, Nizbor, Tane¢nd, Kychova,
Stiibro and Frydlant. A total of 252 samples were taken. From each population, organic
material containing DNA from 10 to 30 individuals was collected. The aim of the thesis
is to analyze, describe and interpret the genetic structure of selected interest populations
and individuals. The genetic microsatellite marker method was used for subsequent
analyzes. It has been found that selected populations of silver fir have a clustering

arrangement based on the genetic distance analysis. Inter-population diversity is 3%.

kli¢ova slova: silver fir, Abies alba, variability, genetic structure, microsatellite markers,
SSRs
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1 UVOD

Ceska republika dosud patii mezi zems, které maji relativné omezené znalosti
o genetickych charakteristikach populaci lesnich dievin. Ve stfedoevropském métitku
prestava byt tento stav obvyklym. Diky probéhlym vyzkumim v této oblasti vSak jiz
solidni zaklad znalosti pro uplny soupis ekotypu jiz existuje. V piipadé jedle bélokoré
(Abies alba Mill.) je skuteCnosti, ze vyskyty dospélych stromi mohou realné
mimofadny vyznam pro moznost zachovani genetickych zdroji 1 geneticko-

Slechtitelsky vyzkum této dieviny.

Z téchto divoda se dostavaji do poptedi studie s pouzitim udaji o genetické
variaci a divergenci, které maji objasnit soucasné fylogenetické vztahy populaci jedle
bélokoré ve vSech pfirodnich oblastech. Zejména se zaméfuji na informace o
pritomnosti ¢i absenci plosné nebo populacné specifickych alel. Vychozim bodem jsou
vysledky vyzkumd, které analyzovaly rozdéleni alel u n¢kolika vysoce polymorfnich
lokusti (Bergmann et al., 1990; Konnert 1992, 1993). Vysledek této studie miize byt
uzite¢ny pii rozhodovani o zalesniovani jedli bé&lokorou, nakladédni se semennym
materidlem a uchovavani genovych zdroji studované dieviny (Bergmann a Konnert,

1995).



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je popsat postup analyzy DNA za pouziti jadernych
mikrosatelitovych lokusti pro ziskani genetickych charakteristik deseti vybranych
populaci jedle bé&lokoré (Abies alba) na Gzemi Ceské republiky, u kterych je
pfedpokladana autochtonnost. Zejména se zamétuje na popis genetické diverzity,

heterozygotnosti a homozygotnosti na piislusnych mikrosatelitovych lokusech.

Primarnim cilem bylo vybrani vhodnych mikrosatelitovych markerti a za pomoci
polymerazové ftetézové reakce (PCR) ziskat reprodukovatelné amplikony pro

analyzovani divergenci popula¢né specifickych alel.

Vzhledem k mnozstvi zpracovavanych souborti vzorkd, bylo cilem zvySeni
casové a finan¢ni efektivity. Proto byly zvoleny takové postupy, které umoznovaly
ziskavani PCR produkti a provedeni analyz DNA pii fragmentaéni analyze na
vybranych mikrosatelitovych lokusech vrameci multiplexti. Diky tomu probihala

amplifikace DNA a jeji nasledna fragmentacéni analyza na né€kolika lokusech najednou.

Strategickym cilem bylo, aby ziskané poznatky sloZily jako vstupni metodika pro

genetické ovérovani ptivodu osiva jedle bélokoré.



3 LITERARNI RESERSE

3.1 Popis druhu jedle bélokora

Jedle bélokora (Abies alba Mill.) je jehlicnaty druh patiici do celedi
borovicovitych (Pinaceae). Dieviny Celedi borovicovité jsou jednodomé, vzdyzelené
a vzacné opadavé. Pryskyfi¢né kanalky se muZzou nachdzet v kife, lyku, dienovych
paprscich a v mladém dievé (Chrtek et al., 1988). Dievo jedle b&lokoré bez jadra
a pryskyficnych kanalki ma Siroké upotiebeni, v dfivéjSich dobach se mu davala
pfednost jako dievu stavebnimu, zatimco dfevo smrkové se vice cenilo na vyrobu prken
(Madéra a Uradni¢ek, 2001). Jedle bélokora je lesnicky péstovana dievina, ktera
poskytuje dievo podobnych vlastnosti jako smrk ztepily (Picea abies), které ma Siroké
uplatnéni - ve vodnim stavitelstvi, vyrobé hudebnich nastroji a nabytku, budovéni
staveb, jako palivové diivi. (Chrtek et al., 1988). Z pohledu lesniho ekosystému hraje
jedle Dbélokora velice dulezitou roli jako stabilizujici prvek. Doziva se
500 let a dortista do vysky az 60 m. Je autochtonni dfevinou na tizemi Ceské republiky.
nadmoiskou vyskou. S mensi intenzitou sestupuje do oblasti pahorkatin, ale ztidkakdy

prekro¢i nadmoiskou vysku 1100 m (Uradniek et al., 2009).

3.1.1 Taxonomie jedle bélokoré

Systematické zarazeni
latinsky cesky
Rige Plantae rostliny
Podrise Tracheobionta cévnaté rostliny
Oddéleni Pinophyta nahosemenné
Ttida Pinopsida jehli¢nany
Rad Pinales borovicotvaré
Celed Pinaceae borovicovité
Podceled’ Abietoideae jedlové
Rod Abies jedle

Tabulka 1: Systematické zarazeni jedle bélokoré



3.1.2 Evropské druhy jedli

QW & 1. sormmuetieriana

D=

A. cephalonica

A. borisii-regis

Obrazek 1: Chorologicka mapa druhu jedli, zdroj: (Liepelt, 2009)

Na obrazku 1 je znazornéna chorologie druhti rodu Abies. Jedna se o druhy
A. pinsapo, A. numidica, A. cephalonica, A. equi-trojani, A. bornmuelleriana,

A. nordmanniana, A. cilicica.

3.1.3 Paleobotanicky rozbor

Na uzemi Ceské republiky (Dolni Véstonice) byl pomoci radiokarbonové
metody urcen vek paleobotanickych nalezi jedle bélokoré na stati 25 600 let (= 170 let)
(Kneblova 1954; Klima 1963). Do oblasti Ceské republiky se jedle b&lokora znovu
roz§ifila po odeznéni trvalého zalednéni pted 6000 lety. Toto Sifeni se neomezovalo
pouze na polohy svys$si nadmoiskou vySkou, ale probihalo i vramci nizin. Tato

expanze trvala az do roku 1800(Korpel et al. 1982; Larsen 1986).

Kral (1980) ve své praci uvadi tii trasy, diky nimz se jedle bélokora

pravdépodobné rozsitila z centralni Italie do oblasti stfedni Evropy:



a) ,Jurska cesta“ — pies feku Rhonu a Francouzsko-Svycarské pohoii Jura az do
némeckého Cerného lesa;

b) ,,Allgdvska cesta“ — ktera vede na sever k Alpskému pohofi, kde jedno rameno
cesty vede pies feku Rhonu k Bodamskému jezeru, zatimco druhé rameno cesty
prochazi jizni stranou Alp na uzemi Némecka;

€) ,,Vychodoalpska cesta® — vychodni cestou lemuje Alpy a pies Bavorsko

prochazi na izemi Ceské republiky do Krugnych hor.

3.1.3.1 Regufia jedle bélokoré

Pro jedli bélokorou je charakteristickd slozita glacidlni a postglacidlni historie,
kterd je po desetileti predmétem vyzkumu. Zejména pak rozsifovani jedle v obdobi
holocénu - rychlost a cesty Sifeni z lokalit refugii do centralni Evropy ( Kral 1974,
1980; Lang 1994; Konnert a Bergmann, 1995; Gliemeroth, 1997; Tinner a Lotter,
2006). Dosavadni znalosti o glacialni a postglacialni historii byly ziskany

z palynologickych nebo genetickych studii.

Na zaklad¢ palynologickych studii byly navrzeny lokality glacialnich refugii
vV Apenindch a na Balkanském poloostrové (Kral, 1974, 1980; Huntley a Birks, 1983).
Nektefi autofi povazovali existenci refugia jedle bélokoré na Pyrenejském poloostrové
za nepravdépodobnou (Reille a Lowe, 1993). Avsak studie Terhiirne-Berson a kol.
(2004), ktera byla zalozena na analyze pylu siln€ podporuje jeho existenci, a datuji jeho

vyskyt do doby pted 15 910 lety (230 let).

Dalsi refugia byla ur¢ena diky dokumentaci fosilnich poztstatkti ve vychodnich
Alpach, severu Balkanského poloostrova a na Moravé. Tyto pozistatky byly datovany
na dobu pied 43 000 — 20 000 lety, coz je dfive, neZ prob¢hlo posledni glacidlni
maximum (LGM — ,last glacial maximum®). Jelikoz nebyly nalezeny zadné mladsi
fosilni pozustatky jedle bélokoré po tomto ¢asovém rozmezi, neni mozné urcit, zda tato
puvodni populace béhem posledniho glacidlniho maxima zcela nezanikla (Terhiirne-

Berson et al., 2004).
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Obrazek 2: Refugia a datovani permafrostu, zdroj: (Terhiirne-Berson et al., 2004)

3.1.4 Zastoupeni a zdravotni stav

V minulosti byla jedle bélokora vyznamnou dievinou s pfirozenym zastoupenim
19,8% (Zprava 2015). Avsak mezi 14. — 16. stoletim byla povazovana za expanzivni
druh, ktera se §ifi na ukor buku lesniho (Fagus silvatica). Dle historickych pramenti
&inilo jeji zastoupeni v porostech na Ceskomoravské vrchoving az 58% (Malek 1962,
1983).

Od 19. stoleti byly pozorovany naznaky odumirani jedle bé&lokoré v porostech.
Nejdiive se tak délo v geograficky ohrani¢enych oblastech, pozdéji bylo odumirani
pozorovano v ramci celého arealu jejiho rozsifeni (Bergmann et al., 1990). Hlavni
pii¢inou radikalniho sniZzovani zastoupeni jedle bélokoré bylo nejen holose¢né
hospodateni, ale také antropogenni zatizeni (fytotoxické imise) v diisledku rychlého

rozvoje prumyslu. Dle Bucka (2006) bylo jiz v roce 1866 doloZeno hynuti jedlovych
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porostll v Ostravském biogeografickém regionu. Mezi lety 1950 a 2001 doslo ke snizeni
zastoupeni z 2,9% na 0,9% a naopak ke zvyseni stiedniho véku z 63 let na 76 let.

Vyrazn¢ tedy prevladaji staré a prestarl¢ jedle.

Rok

Drevina 2000 2010 2013 2014 2015 2016

Zaujata porostni puda

jedle 23138 ha | 25869 ha | 27 509 ha | 28 251 ha | 28 699 ha | 29 086 ha

bélokora 0,9 % 1,0 % 1,1% 1,1% 1,1% 1,1 %

Tabulka 2 : Vyméra a procentni vyjadieni porostni plochy, zdroj: Zprava 2016

V soucasné¢ dob¢ je snahou lesnikii navySovani zastoupeni jedle bélokoré
Vv porostech, ¢imz se optimalizuje biodiverzita a ekologicka stabilita danych stanovist.
Tento trend doklada tabulka 1, ze které je patrny nartist porostni plochy jedle o 5 948
ha.

Skladba lesi Jedle
Pfirozena 19,8 %
Soucasna 1,1%

Doporucena 4.4 %

Tabulka 3: Prirozené, soucasné a doporucené zastoupeni, zdroj: Zprava 2016

Ptirozena druhova skladba byla rekonstruovana jako skladba piirozenych lesnich
spoleCenstev, kterd by se vyvijela bez jakéhokoliv zasahu c¢lovéka. Doporucena
dfevinna skladba predstavuje ekonomicky, funkéné a ekologicky optimalizované
zastoupeni dfevin, které zarucCuje vyvazené plnéni produkénich a mimoprodukénich

funkci lesa (Zprava 2016).

V duisledku poklesu zastoupeni jedle bélokoré se projevily ztraty nejen v oblasti
ekologického vyznamu, ale 1 ztraty ekonomické — jelikoz je jednim
z nejproduktivnéjsich evropskych druhd. Ve smési s buken lesnim (Fagus silvatica)
a smrkem ztepilym (Picea abies) patiila jedle bélokora (Abies alba) k nosnym prvku
hospodareni ve sttedoevropském horském lese. A to zejména pro jeji zpeviujici funkce

proti bofivym vétrim (Musil et al., 2007).
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3.1.5 Roz§ifeni

Jedle bélokora je cenny a ptivodni druh v mnoha evropskych horskych lesich,
ktery soucasné zaujima Sirokou Skdlu mist s odliSnymi ekologickymi vlastnostmi.
Vyskytuje se od vychodnich Karpat az po Pyreneje, a od Beskyd v Polsku az po pohofti
v severnim Recku. V nedavné historii jeji abundance razantné poklesla, ¢imz se jeji

populace stala rozptylenou po celé Evropé (Korpel et al., 1982; Larsen 1986).

Obrizek 3: Sifeni jedle b&lokoré z jihoevropskych refugii, zdroj: Skoiepa (2006)
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Obrazek 4: Chorologie jedle bélokoré v Ceské republice, zdroj: www.florabase.cz
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3.1.6 Ekologie

Viewegh (2003) uvadi, ze pro stfidavé vlhké a podmacené pidy, na kterych je
vyloucen buk lesni (Fagus silvatica) jakozto konkurent, je dulezité piirozené postaveni
jedle bélokoré a jejiho podilu na stanovisti. Vyskytuje se tak od 2. do 7. lesniho
vegetaniho stupné. Klimatickd vyvazenost téchto lokalit neni vyhranéna a urceni
lesniho vegeta¢niho stupné zdvisi pfedevSim na pfirozeném poméru jedle bélokoré
a dubt (Quercus petraea i Q. robur) nebo smrku ztepilého (Picea abies), piipadné na

slozeni fytocendzy.

Jedle bélokora velice dobte snasi dlouhotrvajici zastinéni aniZ by to na ni mélo
negativni dasledky. Jedinci rostouci za omezeného ptistupu svétla mohou pii vysce 1,5
m az 2 m dosahovat stafi az 100 let. Je ndro¢na na pudni vlahu a vyzaduje jeji dostatek
po celou vegetatni dobu. Tézce snasi suché pudy, nejlépe se ji dafi na hlubokych
cerstvych zeminach. JakoZto dfevina oceanického typu téZce snési velké mrazy, presto

je v oblastech s teplej§im klimatem vazana na hory (Uradni¢ek et al., 2009).

Mezi 30. az 40. rokem Zivota jedle kulminuje jeji vyskovy pfirst, ve vyS§im
véku je nejintenzivngji prirtstajici autochtonni dfevinou, ktera produkuje vétsi hmotové

vynosy nez smrk ztepily (Skotepa, 2006).

K fruktifikaci v porostech dochazi okolo 60. roku zivota. Tvoii vzpiimené,
valcovité a rozpadavé §iSky, jejichZz semena maji malou klicivost (40%). Semenné roky

se objevuji nepravidelné v intervalech 2 — 6 let (Skoiepa, 2006).
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3.1.7 Morfologie

Dieviny rodu jedle (Abies Mill.) jsou mohutné stromy, které se v mladi
vyznaCuji kuzelovitou korunou. S pifibyvajicim vékem se koruna postupné stava
valcovitou se zaoblenym vrcholem. Borka je hladka, nerozpraskand a mohou se na ni
vyskytovat pryskytiéné puchyiky (Vaitauerova, 1994). Vyrazny vliv na borku jedli ma
staii daného jedince, pozice v terénu a holose¢ny zpisob hospodaieni (Ptihoda, 1959).
V piipadé, Ze je jedle ponechdna jako tzv. vystavek (solitérné stojici jedinec), nebo na
okraji odtézeného porostu, je nachylna na korni spalu (sniZuje se pfilnavost Supin borky
K jejim hlub$im vrstvam). Timto dochazi k naruSeni optimalniho prostiedi v hlubsich
vrstvach borky, zejména z pohledu teploty a vlhka (Jancatik, 2004).Jehlice jedle
bélokoré obsahuji pryskyfi€né kandlky a pro maximalni vyuziti dopadajiciho svétla
rostou ve dvou fadach — zejména v dolnich partiich koruny, na vrcholku rostou
vSestranngé. Diky tomu jedle snasi dlouhotrvajici zéstin. Kofenovy systém je tvofen
silnym ktlovym kofenem. Z postrannich kofenti vyrastaji upeviiovaci kofeny,

tzv.panohy (Skotepa, 2006).

3.2 Geneticka struktura jedle bélokoré

V oddéleni nahosemennych rostlin je pocet chromozomi témét u vSech druhti
totozny (Khoshoo, 1959; Santamour, 1960). VétSina téchto druhti je diploidnich —
karyotyp 0 22 nebo 24 chromozomech. Vsechny druhy rodu borovicovité (Pinaceae)
maji 24 chromozomu. Vyjimku tvofi druh douglaska tisolista (Pseudotsuga menziesii)

s 26 chromozomy (Silen, 1978).

V soucasné dobé& pracovnici spravy lesit usiluji o dosaZeni optimalni druhové
skladby lest. Pro navrat jedle bélokoré do nasich lest ve vétSim méfitku je nutné ziskat
co nejpodrobnéjsi znalosti o genetické rozmanitosti tohoto druhu. Pro jedli bélokorou
byly v minulosti provadény genetické vyzkumy s vyuzitim mitochondridlnich DNA
markerli, terpenil, isoenzymt, chloroplastovych a jadernych mikrosateliti (Konnert

a Bergmann 1995; Sagnard et al., 2002; Cremer et al., 2006; Gomory et al., 2012)
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Pfirozeny vyvoj populaci jedle bélokoré zavisi na rozsahu jeji genetické
diverzity. Cim vice jsou dané populace geneticky rozmanité&jsi, tim se 1épe piizptisobuji
zménam podminek na svych stanovistich. Genetickou strukturu organismi a jeji
diverzitu na urovni jedinci nebo populaci lze zjistit pfimou studii genomu za pouziti
analyzy DNA. Genotyp jako takovy pfedstavuje dédi¢nou informaci organismu,
narozdil od souboru fenotypovych znakli neni nijak ovlivnhén zménami vné&jSiho
prostiedi. V rdmci takové studie se vyhledavaji vhodné DNA markery (liSici se seky
DNA), které jsou zalozeny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci nebo ménicich se
delék specifickych tseki DNA. K ziskani potiebnych informaci o genetické
proménlivosti studovanych jedinc je nutné vyhledat takové DNA markery, které
vykazuji vysokou miru polymorfismu. Métitkem charakterizujicim genetickou strukturu

a proménlivost populaci jsou pfedevS§im zmény alelickych frekvenci jednotlivych

variant alel na vybranych lokusech (Paule, 1992).

V reakci na odumirani porostii jedle bélokoré byla provedena genova analyza
(populaci 1 solitérné rostoucich jedincli) se zaméfenim na zménu ekologickych,
fyziologickych a fenotypovych znakl v odezvé na ekologické gradienty. Na zaklad¢
této studie stanovil Larsen (1986, 1989) nasledujici hypotézu: ,,Pokles zastoupeni jedle
bélokoré je v podstaté zplusoben nedostate¢nou genetickou variabilitou v ramci
centralniho a severovychodniho arealu jejiho rozsifeni. V disledku toho trpi dané

populace obecné nizkou trovni adaptability.*

16



3.3 Geneticky polymorfismus

Termin geneticky polymorfismus oznacuje stav, kdy se v urcit¢ populaci
vyskytuji dvé nebo vice variant alel na jednom lokusu — ty jsou oznacCovany jako
alternativni fenotypy. Existuje mnoho druhii genetického polymorfismu v mnoha
oblastech,
napt.: reprodukce, disperze v prostoru, ochrany pifed predaci. Individudlni fenotyp

jedince miize byt béhem vyvoje:

¢ nahodné pfifazen ke genomu jedince (mutace),
e geneticky pfedurcen,
e vzniknout na zakladé vné&jSich environmentalnich

podminek.

Tyto tfi moznosti odpovidaji smiSené teorii vyvoje genetického polymorfismu

a podminéné strategii (King et al., 2006).

Za geneticky polymorfni je povazovdn znak s nejméné¢ dvéma geneticky
podminénymi variantami v jedné populaci. Za podminky, Zze i zfidkavy znak se

vyskytuje ve frekvenci alespoti 1% (Rehout et al., 2003).

Otova et al. (2006) ve své publikaci uvadi, ze z pohledu fenotypu se vSak
projevuje pouze omezeny podil variability DNA. Jelikoz exony (kddujici useky DNA)
genll tvoii pouze zanedbatelné procento genomové DNA. Vétsinu genomové DNA tvofi
introny (nekodujici tseky). Vzhledem k degeneraci genetické informace nemusi vzdy
zména jednoho nukleotidu v sekvenci DNA nutn€ znamenat zmény V aminokyseling,
kterou koduje, diky cemuZ se ani takova zména nemusi vzdy projevit v rdmci fenotypu.
Diky témto skute¢nostem existuje celd fada polymorfismi, kteramiiZze byt zjistitelna

pouze molekularné-genetickymy postupy.

Z hlediska evolu¢niho potencidlu dané populace plati, ze existence vétSiho
genetického polymorfismu zajistuje vyssi stupenn adaptability nakratkodobé selekéni
tlaky prosttedi. Pii dostatecné mite polymorfismu a zvySenych selek¢nich tlacichnemusi
dochézet k ¢asové prodlevé vznikdnim novych mutaci, ale mize byt efektivné vyuzita

jiz pritomna geneticka variabilita (Flegr, 2005).
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3.4 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Poznatki o replikaci DNA vyuzivaji rGzné molekuldrné biologické metody.
Nejvice vyuzivanou je polymerazova fetézova reakce neboli PCR (Polymerase Chain
Reaction). Tato metoda slouzi k namnozeni specifickych useki DNA a ma veliky
vyznam v molekularné biologické praxi (Kocarek, 2008). V izolované DNA je cilova
sekvence, tedy misto v DNA, kterd je pfedmétem zkoumani, v poméru k ostatnim
sekvencim zastoupena ve velmi malém mnozstvi. Coz vétSinou neumoziuje detekovat
zmény v zékladni struktufe (sekvenci) zkoumaného useku. Polymerazova fetézova
reakce umoziuje cilené dany usek namnozit - amplifikovat tak, aby ve vysledném
roztoku izolované DNA piedstavoval naprostou vétSinu genetického materialu. Ten lze
pot¢ pouzit kdalS$im analyzam (napf. sekvenovani) nebo detekovat (napft.

elektroforézou) (Cibula a Petruzelka, 2009).

Pii pfistupu in vitro jsou nejprve syntetizovany kratké fetézce DNA, které jsou
komplementarni k sekvencim na obou stranidch zvoleného genu nebo sekvence DNA.
Tyto kratké fetézce jsou nasledné pouzity k zahajeni amplifikace in vitro pomoci
specidlni, teplotné stabilni DNA polymerazy. Amplifikované produkty se mohou

nasledné analyzovat a sekvenovat (Snustad et al., 2009).

Ve své publikaci Kocarek (2008) k polymerazové ftetézové reakci uvadi
nasledujici. Do PCR vstupuji jako reagencie: templatovda DNA, DNA-polymeraza
a primery (zpravidla tvoiené 20-25 nukleotidy - dulezité je, aby cilové sekvence,s nimiz
primery hybridizuji, byly specifické jen pro vySetfovanou oblast a nevyskytovaly se na

jinych mistech genomu).
Samotny pribéh PCR se déje ve tifech krocich, které se mnohokrat opakuyji:

1. Denaturace vysettované DNA plisobenim zvySené teploty (zpravidla 92-95 °C);

2. Hybridizace primeru - komplementarni navazani primert na cilové sekvence
vySetfované DNA za teploty 45 — 65 °C, tato mista vazby primerti vymezuji
oblast genomu, ktera bude v dalSich cyklech amplifikovéna;

3. Prodluzovani neboli elongace nukleotidovych fetézcti za ptsobeni DNA-

polymerazy, dochéazi k replikaci useki DNA mezi misty komplementarnimi

18



k oligonukleotidovym primerim za pisobeni teploty 70-72°C po dobu 1,5
minuty (Snustad et al., 2009).

Polymerase chain reaction - PCR
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o Denaturation at 94-96°C

) Annealing at ~68°C

) Elongation atca. 72°C

Obrazek 5: Diagram pribéhu PCR, zdroj: http://www.onlinebiologynotes.com

3.4.1 Multiplexni polymerazova retézova reakce (PCR)

Termin multiplexni polymerazova fetézova reakce je oznaceni pro standartni
PCR, ve které se soucasn¢ amplifikuji dva ¢i vice lokust ve stejné reakci. Od roku 1988
(Chamberlain et al., 1988), kdy byla tato metoda poprvé uspé$né aplikovana, je
vyuzivana v mnoha oblastech testovani DNA (analyza deleci, mutaci, polymorfismii,

kvantitativniho testovani) (Henegariu et al., 1997).

Pfi multiplexni PCR je v reakéni smési pfitomno nckolik parG primert, které
generuji vice typi amplikond liSicich se vzdjemné v délce. To umoznuje po piisné
optimalizaci a validaci metody (vybé&r primerd, teplotni profily PCR, vhodné separa¢ni
médium pro elektroforézu, atd.) identifikovat soucasné¢ nckolik riznych amplikonti
téhoz genu nebo ruznych geni v jedné zkumavce (Beranek, 2016). Aby nedochéazelo
k negativnim interakcim, je nutné peclivé stanoveni poméru koncentraci jednotlivych
primerd a reagencii (Markoulatos et al., 2002). Primery pouzit¢é v multiplexni
polymerazové fetézové reakci nesmi byt vzajemné komplementirni, mély by mit

podobnou teplotu hybridizace a délka produktii namnozenych vybranymi primery by
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méla byt odlisitelnd pii separaci na elektroforéze. Avsak velké rozdily ve velikostech

produktii nejsou zadouci, jelikoz zapfiCinuji prednostni amplifikaci kratSich useki

a delsi fragmenty se nemusi amplifikovat viibec (Pospis et al., 2014).

Obrazek 6 vyobrazuje diagram postupu multiplexni polymerazové fetézové
reakce. Uvedeny postup neobsahuje pouziti PCR master mixu, ktery velice usnadiiuje
fazi optimalizace. Vstupni mnozstvi vesSkerych reagencii je tedy pfidavano zvlast. Tim

se znacn¢ prodluzuje doba trvani optimalizace.

Protokol Multiplex PCR

Krok 1: Vybér sekvence primeru
Obsah GC = 30-60% -
20 bp nebo delsi

Gelova separace amplifikovanych produkti

Krok 3: PCR pro individualni lokusy
Amplifikace viech jednotlivych genit za
stejnych podminek

Prizpuisobit pouze podminky cyklovani

Krok 2: Ovéfeni nasediani primera Krok 4: Multiplex PCR, ekvimolarni
Kazdy s kazdym primer mix ¢
Programem BLAST 0.1-0.4 puM kazdého primeru

Pouzit program z kroku 3

v

Krok 5:
A)  Viechny produkty jsou slabé B) Kritké produkty jsou slabé
a) ZvySeni ¢asu extenze a)  Zvysit koncentraci pufruz 1x na 1,4-2x
b)  SniZeni teploty extenze na 62-68°C b)  SniZeni teploty annealingu nebo/a elongace
¢)  SniZeni teploty annealingu po 2°C ¢)  Zvysit mnozstvi primeru pro slaby lokus
d) Prizpasobit 7ag polymerazu d) Kombinace viech

¢) Kombinace viech

D) Nespecifické produkty

a) Dlouhé: zv¥sit koncentraci pufru 1,4-2x
b) Kritky: snizit koncentraci pufru 0.7-0,9x
c) Zvysit postupné tepltou annealingu

d) SniZit mno2stvi vzorku a enzymu

C) Diouhé produkty jsou slabé
a) Zvyseni ¢asu extenze
b) Zvyieni teploty annealingu a/nebo elongace

¢) ZvySeni mnoZstvi primeru pro slaby lokus S - 3 A
d) Snizeni koncentrace pufru na 0,7-0,8x, ale ¢) Zvysit MgCl, e 6,9 212 mM, ale
dodrzet koncentraci MgCl, 1.5-2mM koncentrace dNTP dodrZet na 200 uM
T f) Kombinace viech

¢) Kombinace viech

E) Zidna z vy$e uvedenych moZnosti

a) Pouziti BSA (0,1-0.8 pg/ul)

b) Pouziti 5% DMSO nebo glycerol

¢)  Zkontrolovat, zda nedochizi k interakcim
mezi primery navzajem

d)  Zménit roztoky, pouZit cerstvé ANTP

Obrazek 6: Schéma optimalizace multiplexni PCR, zdroj: Pospis (2014)
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3.4.2 Genetické markery

Genetick¢ markery se rozdéluji na biochemické a molekularni markery.
Z kategorie biochemickych markerti je v této kapitole proveden rozbor isoenzymi.

Molekularni markery se déle ¢leni na:

e polymorfismus délky restrikénich fragmentli (nize popsand metoda RFLP)
e techniky zalozené na polymerazové fetézové reakci — popsané metody: RAPD,

SSRs, AFLP.

Detekce a analyza genetické variability umoziuje pochopit molekularni zaklady
rozlicnych biologickych jeva v rostlinach. I ptes fakt, Ze vSechny druhy v fisi rostlin
nemohou byt v aktudlni dobé& z kapacitnich divodli pfedmétem projekti sekvenace
genomi, molekuldrni markery a jejich korelace s fenotypy poskytuji potfebné orientacni
body pro objasnéni genetické variace. Bézn¢ vyuzivané techniky genetickych markeri
jako RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti), RAPD (polymorfismus délky
nahodn¢ amplifikovanych fragmentti DNA), SSRsS (jednoduché sekvenéni opakovani),
AFLP (amplifikovany polymorfismus délky fragmentu) nachédzeji uplatnéni
v ekologickych, evoluénich, taxonomickych a genetickych studiich. Pokrocilé
markerové techniky maji tendenci spojovat piednosti vySe popsanych metod do jednoho

funkéniho celku (Agarwal et al., 2008).

Genetické neboli molekularni markery jsou ziskdvany  St€penim
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) do menSich segmentil, které jsou vzajemné
odlisitelné, napt. elektroforézou. DNA muze pochazet z jadra buiiky — jaderna DNA
(nuDNA), z mitochondrii bunky — mitochondrialni DNA (mtDNA) nebo z plastidu
obsazenych v buiice — plastidova DNA (cpDNA) (Erikkson et al., 2013).

Sirokou $kalu uplatnéni nabizi genetické markery napiiklad v moZnosti
konzervace genové zakladny. Na nejSirs$i irovni mohou pomoci vymezit druhy a jejich
poddruhy (Strauss et al., 1992a), coz je zdsadni pro vyhodnoceni stavu genovych zdroji
taxonu. Tyto znalosti mohou byt také nezbytnym krokem pii uplatiiovani pravnich
ptredpist o biologické rozmanitosti. Naptiklad kontroverzni taxon jedle sicilska (Abies
nebrodensis), ktery ma velice omezeny areal rozsifeni, je geneticky odlisny od

v

rozsitenéjsi jedle bélokoré (Abies alba) (Vicario et al., 1995).
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3.4.2.1 Isoenzymy

Kazdy isoenzym je rtznou molekuldrni formou daného enzymu. Jedna se
o proteiny, diky kterym je zprostiedkovéana biokatalyza (Manek, 2001). Conkle (1992)
ve své studii uvadi, ze enzymy jsou velice dualezit¢ skupiny druhotnych produkta

deoxyribonukleové kyseliny, které vstupuji do metabolickych reakci v ramci buriky.

Jednotlivy enzym funguje jako katalyzator urcité biochemické reakce. S tim, ze
stejnou chemickou reakci muze katalyzovat n€kolik rozdilnych bilkovin (enzymil).
Pravé ty enzymy, které katalyzuji stejnou reakci a pfitom maji odliSnou primarni
strukturu (posloupnost aminokyselin) se nazyvaji isoenzymy. Isoenzymy jsou tedy
rizné formy jednoho enzymu, které katalyzuji stejnou chemickou reakci, ale diky

rozdilnému slozeni aminokyselin se 1isi v nékterych svych vlastnostech (Manek, 2001).

3.4.2.2 Mikrosatelity (SSRs — Simple Sequence Repeats)

Metoda SSRs markeri byla vyvinuta za G¢elem mapovani lidského genomu (Litt

a Luty, 1989; Weber a May, 1989).

Mikrosatelit je cast DNA, ktera obsahuje kratké useky (2-6/8 pari bazi)
replikované po sobé ve variabilnim poctu. Takové repetice se nazyvaji tandemové
a nachéazeji se vramci celého genomu, zejména pak v nekodujicich usecich fetézce
DNA. Diky velmi vysokému poctu takovych repeticje tato metoda uZite¢na pro
identifikovani jednotlivych individualit. Proto je mozné vysledovat tok danych genti
Vv ramci populaci. Metody $tépeni DNA z mitochondrii a chloroplastii se nijak nelisi od
Stépeni jaderné DNA. Na rozdil od jaderné DNA nevykazuje mitochondrialni

a chloroplastova DNA takovou miru polymorfismu (Erikkson et al., 2013).

Diky kodominanci SSRS markerdi je mozné rozliSit homozygoty od
heterozygoti. Mikrosatelitové lokusy jsou amplifikovany polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) sprimery, které maji komplementarni sekvenci se sousedicim
mikrosatelitovym lokusem (Pfeiffer et al. 1997; Christiakov et al. 2006; Oliveira et al.
2006).
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Napiiklad repetice dinukleotidu AC (adenino-cytosinovy komplementarni par),
ktera se bézné nachazi u rodu Pinus. V ur¢itém lokusu se pocet téchto tandemovych
repetic lisi, diky ¢emuz metoda SSRS markerii patii mezi genetické markery, které
nejvice zachycuji miru polymorfismu. Jedna alela mize mit 10 tandemovych repetic
AC (AC) 10, zatimco dalsi alela by méla 11 repetic (AC) n, dalsi 12 repetic (AC) i2
(White et al., 2007).

Metoda jednoduchych opakujicich sekvenci (SSRS) je ¢asto pouzivana
v genetickych studiich, jelikoz se mikrosatelity vyskytuji vramci celého genomu
a vykazuji vysokou miru polymorfismu a kodominance. PfedevSim se vyuzivaji pro
stanovovani genetické variability, identifikaci kultivarG a tvorbu genetickych map

(Aranzana et al., 2003; Fotiric et al., 2007).

3.4.2.3 RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism)

Metoda RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmentil) byla prvni
markerovou technologii zalozenou na bazi DNA, ktera byly objevena v 80. letech
minulého stoleti.. Ma Siroké spektrum pouziti. Je ¢asto vyuzivana k identifikaci gent,
které jsou pfi¢inou vzniki riznych onemocnéni (Hostettman, 2014). Tato technika
produkujici genetické markery vychazi z polymorfismu restrikénich délek fragmentd
DNA. Probihd za pouziti tzv. restrikénich enzymt (endonukleédz), které Stépi vzorky
DNAa neomezuje se pouze na kodujici useky. Napfiklad kodujici usek DNA
u borovice lesni (Pinus sylvestris) nebo smrku ztepilého (Picea abies) ¢ini pouze 0,5%
z celkové delky. Je velice pravdépodobné, Ze obdobny pomér mezi kodujicimi
a nekddujicimi useky je 1 u ostatnich jehli¢natych dievin. Markery ziskané pomoci
metody RFLP maji kodominantni charakter, coz znamend, Ze mohou byt detekovany
ob¢ alely v ramci daného lokusu (Erikkson et al., 2013). Poté, co jsou vzorky DNA
rozstépeny restrikénimi enzymy, je provedena elektroforéza na agar6zovém gelu.
Nasleduje ,,Southerntiv pienos na nitrocelulézovy filtr — dale se provadi hybridizace
DNA pomoci prijatelné, molekularni DNA sondy, ktera je radioaktivné znacend. Na
zavér se polymorfismus hybridizujicich tusekd kontroluje na autoradiogramech.
Rozdilné polohy fragmentii, u nichz doslo k hybridizaci, jsou zapfi¢inény bodovymi

mutacemi. Nevyhodou této metody je relativné vysoka finan¢ni naro¢nost a zajisténi
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vybaveni pracovisté pro praci s radioaktivnimi prekurzory. Dal§im uskalim je nezbytny
velky objem vysoce Cisté, vstupni genomické DNA, kterd neni nijak poskozena

(Baranek et al., 2006).

Z hlediska znalosti dédi¢nosti genomu chloroplastt u jehlicnant doslo diky této
metod¢ k prulomovému objevu. Neale et al. (1986) ve své studii uvadi, ze dédi¢nost
chloroplastii u jehli¢natych dfevin nemusi byt pouze maternalni. Prokazal, ze genom
mytochondrii je u druhu sekvoj vzdyzelena (Sequoia sempervirens) pienaSen ze strany
otcovského jedince, tedy paterndlné. Tim se oteviely nové prilezitosti ke studiu
genetické rozmanitosti a fylogeografie u jehlicnanti pomoci genetickych markert na

matefskych a otcovskych liniich.

3.4.2.4 RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

Metoda RAPD byla nejvice pouzivanym genetickym markerem v problematice
genetiky lesnich dfevin. Byla vyvinuta jako prvni ze skupiny PCR markert a zasluhu na
jejim objeveni maji Welsh a McClelland (1990) a Williams et al. (1990).Snadna
aplikace syst¢ému RAPD markeri spoc¢ivd v tom, Ze nejsou nutné zadné pocatecni
informace o sekvenci DNA pro navrhovani PCR primerl, jako je tomu napiiklad
u jinych genetickych markerovych systémii, zalozenych na polymerdzové fetézové
reakci (White, 2007). Baranek et al. (2006) uvadi, ze pro pruibéh RAPD PCR reakce je
pouzit pouze jeden primer, pii jehoz pouziti neni nutné znat konkrétni sekvenci cilovych
usekli analyzované DNA. Nezbytny je vSak minimalné 40% podil nukleotidi GC

(guanino-cytosinovy komplementarni par) v ramci sekvence pouzitého primeru.

Na rozdil od metody RFLP je technika RAPD rychlejSi a nevyzaduje praci
s radioaktivnim oznacovanim. Metodou RFLP neni mozné oddélit kddujici a nekddujici
useky DNA. Dalsi nevyhodou tohoto markerového systému je nemoZnost rozpoznani

existence rozdilu mezi dvéma homolognimi chromozomy (Erikkson et al., 2013).

Vysledkem pouziti RAPD metody je profil az 15 diskrétnich amplikont
o0 velikostech 100 — 200 pard bazi, které jsou vysledkem spektra rozdiln¢ znacenych,
viditelnych pruht (elektroforegram®). PouZitim binarni matice se pfitomnost

a nepfitomnost téchto viditelnych pruhii vyjadii hodnotami ,,1* a ,,0“. Timto bindrnim
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vyjadienim jsou pomoci statistickych postupti stanoveny vzdjemné genetické vztahy

(Hahn a Grifo, 1995).

3.4.25 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Metoda AFLP markert je obdobna s markery RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), jelikoz mohou byt rychle testovany pomoci polymerazové fetézové
reakce. Avsak AFLP markery se zdaji byt opakovateln&jsi nez RAPD. AFLP markery
jsou také dosti podobné RFLP markertim, jelikoz se v rdmci daného genomu zaméiuji
na ptitomnost polymorfismu restrikénich fragmentd (White, 2007). Dle Cervera et al.
(1996) byl poprvé pouzity tento markerovy systém analyzy ke genetickému mapovani

geneticky podminéné rezistence vii¢i onemocnénim v rodé Populus.

Vyvoj technik ziskdvani znalosti o genomu pomoci genetickych markert
umoziuje provadét populacné genetické analyzy. Amplifikovany fragment délky
polymorfismu (AFLP) marker vychazi z amplifikovani urcitych lokusi DNA pomoci
polymerazové fetézové reakce (PCR). Tento amplikon miuZze obsahovat nékolik
restrikénich fragmentl v jediném polyakrylamidovém gelu a diky tomu je tato technika
potencialng uZite¢na pro genetické analyzy v ramci populaci. Uskalim metody AFLP je
fakt, Ze tyto markery musi byt analyzovany jako dominantni lokusy pro odhad
populacni genetické diverzity a parametrli genetické struktury. Na zaklad¢ toho je nutné
predpokladat, Ze dominantni (tedy amplifikované) alely jsou identické k recesivnim
(neamplifikovanym).Segregace AFLP markeri probihd podle Mendelovskych
oéekavani a genotypy téchto AFLP lokust jsou ve shod¢ s teorii Hardy-Weinbergovy
rovnovahy (Yan, 1999).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Lokalizace vybranych populaci a sbér vzorki

Lokalita Prirodni lesni Lesni sprava
oblast
1. Novohradské hory 14 Nové hrady
2. Zaton — Kubova Hut’ 13 Boubin
3. Vojitov 16 Jindtichtiv Hradec
4. Albrechtice 26 Lanskroun
5. Horni Blatna, Klasterec 1 Horni Blatna, Klasterec
6. Nizbor 8 Nizbor
7. Tanecna 29 Sternberk
8. Kychova 41 Vsetin
9. Stiibro 6 Stribro
10. Frydlant 21 Frydlant

Tabulka 4:Specifikace lokalit zajmovych populaci

Vzorky K nasledné analyze byly sbirany v prubéhu 36. az 41. tydne kalendainiho
roku 2017. Zvoleny byly ty porosty jedle bélokoré, u kterych se pifedpokladala
autochtonnost. V ramci Ceské republiky bylo zvoleno 10 oblasti, ve kterych probihal

sbér vzorki (viz. tabulka 4).

26



Obrazek 7 vyobrazuje rozmisténi vybranych populaci v ramci Ceské republiky.

Bylo snahou, aby se dané populace nachéazely co nejvice rovnomérné v ramci Gzemi

w o o Z S9hica et I !
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Obrazek 7: Mapa rozmisténi zajmovych populaci, zdroj: www.mapy.cz

Pro ucely projektu bylo na kazdé z 10 urcenych oblasti odebrano 10 vzorkd,
¢imz vznikl soubor sta vzorkid. V ramci diplomové prace byla tato zakladni fada vzorkt
rozsifena o dalsi dvé série, které byly rovnéz odebirany v poctu deseti vzorkil (jedincl)
na danou lokalitu. AvSak toto rozSifeni neprob&hlo na vSech vybranych lokalitach.
Celkové byl timto druhotnym sbérem organického materidlu zakladni inventar 100
vzorkl rozsiten o dalSich 160 vzorkl. Celkova suma odebranych vzorka tedy Cinila 260

kusu.

Zékladni fada prvnich sta vzorkl byla zamétena na odbér kambia. Diky tomu, ze
kambium patii mezi druhotné d€livé meristémy a je funkéni po celou vegetaéni sezonu,
je vhodné pro néslednou izolaci DNA daného jedince. Samotny odbér probihal za
pomoci ocelového priibojniku o priméru 14 mm a kladiva. Na bazi kmene byl ocelovy

pribojnik zaraZen dle individuélni tloustky borky tak, aby alespot 1 cm pronikl do
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dfeva. Timto vznikla sonda, kterd se nasledné¢ zaevidovala piislusSnym cislem a byla
ulozena do igelitového sacku, ve kterém byla pfedem umisténa latka pohlcujici
vzdusnou vlhkost (silikagel). Odbér probihal vzdy ve dvou vyhotovenych vzorcich
z kazdého jedince. Kazdy strom byl po odbéru vzorkli nesmazatelné¢ oznacen
evidenénim ¢islem shodnym s evidenénim ¢islem odebraného vzorku. Poloha
jednotlivych stromli byla zaznamenana pomoci GPS soufadnic. Vznikld rédna byla
oSetfena syntetickym Sté€paiskym voskem. Mezi jednotlivymi odbéry vzorka z danych
jedinct byl kladen veliky daraz na sterilizaci pracovnich nastrojii a hygieny prace.
Ptedev§im z diivodu hrozici vzajemné kontaminace vzorki. Pred kazdym odbérem
nového vzorku byly vSechny pouzivané nastroje, vcetné rukou pracovnika,
dezinfikovany technickym lihem. Po ukonceni odbéru byly vSechny potizené vzorky

neprodlen¢ uloZeny do hlubokomraziciho zafizeni se stabilni teplotou -75°C.

V ramci druhotného sbéru vzorkll byly pro analyzu DNA odebirany také pryty
s jehlicemi a pupeny. Z divodu nedosazitelnosti prytd u dospélych jedinct byl tento
druh vzork odebiran u mladsich, pfirozené¢ zmlazenych jedinct. Odbér probihal za
pomoci teleskopickych zahradnickych ntizek. Snahou bylo zjistit, ktera ¢ast rostlin ma
lepsi vytéZznost DNA po jeji izolaci. U druhu jedle bélokora nebyly zjiStény vyznamné

rozdily ve vytéZznosti DNA za pouziti shodného izolaéniho kitu.
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4.2 Proces izolovani DNA

4.2.1 Priprava vzorki

Zpracovani probihalo vzdy po sad¢ deseti vzorkl z urcité lokality. Diky nizké
teploté, ve které byl organicky materidl uchovavan, bylo mnohem snazsi jeho

zpracovani (zejména u dievnich sond obsahujicich kambium).

Po celou dobu zpracovani byla vénovana dostateCna pozornost hygiené prace,
aby bylo predejito vzajemné kontaminaci zpracovavanych vzorkii. Dievni sondy,
ziskané pomoci priibojniku, byly za pomoci pinzety pevné uchyceny a skalpelem byl
veden fez pfimo v linii mezi borkou a dievem. Tim doslo k rozdéleni vzorku na dvé
¢asti, diky ¢emuz bylo obnazeno okem viditelné kambium. Kambium bylo nasledné
pomoci skalpelu odkrajovano v co nejtenéich moznych vrstvach a ukladano do 2 ml
mikrozkumavek znacky Eppendorf, které byly popsany totoznym eviden¢nim c¢islem
jako zpracovavany vzorek. Mnozstvi ulozeného materidlu do zkumavek bylo
odhadovéno okularng. Z hlediska plnosti objemu mikrozkumavky bylo dbano na to, aby

alesponi jedna tfetina zkumavky byla plna odkrojenych Supin kambia.

Vzorky jehlic byly piekrajeny na zhruba 1 mm velké ¢asti v mnoZstvi

odpovidajici 5-6 jehlicim.

Vzorky k analyze pupend byly tvofeny 4-5 pupeny. Pupeny byly nejdiive za
pomoci pinzety a skalpelu zbaveny krycich Supin, poté byly nékolikrat prekrojeny

a uloZeny do mikrozkumavky.

Nasledné byly do vSech mikrozkumavek obsahujicich zpracovanou tkan vlozeny
dvé kovové drtici kulicky. Poté byly vzorky v konzolich oscila¢niho mlyna za pomoci
tekutého dusiku (-196°C) mrazeny po dobu nez se vSechny mikrozkumavky v konzolich
nepiestaly vlivem extrémniho rozdilu teplot samovolné pohybovat. V nasledujicim
momentu byly v co nejkratS$im ¢ase vlozeny do oscila¢niho mlyna, kde po dobu 5 minut
a 33 kmitt za sekundu probihala vlastni oscilace. Pravé mikrozkumavky Eppendorf se
osveédCily svoji kvalitou, jelikoz diky silné stén¢ vicka nedochazi k jeho perforaci

v disledku oscilace kovovych drticich kuli¢ek pti chodu oscilaéniho mlyna.
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Po ukonceni procesu homogenizace byly okularné zkontrolovany vSechny
drcené vzorky. Paklize nebyl veskery obsah dasledn¢ zhomogenizovan a nachazely se

uvnitt mikrozkumavek viditelné kusy materidlu, bylo nutné cely postup opakovat.

4.2.1.1 Extrakce a purifikace DNA

Samotna izolace DNA z odebranych vzork byla provedena pomoci izola¢ni
sady DNeasy Plant Mini Kit vyrobené spole¢nosti QIAGEN. Z hlediska Cistoty
a oCekéavané koncentrace izolované DNA byl zvolen pravé tento izolacni kit. Izolacni
sada obsahuje veskeré reagencie a vybaveni (mikrozkumavky, vlozné filtry), které jsou
zapotiebi pfi izolaci. Pro izolaci vzorki, které byly odebrany v ramci druhotného sbéru
vzorkd byl pouzit izola¢ni kit od spole¢nosti Genaid. Pouziti tohoto kitu na ¢ast vzorkt
snizilo finan¢ni naklady na izolaci, avSak pti zachovani dostate¢ného mnozstvi a Cistoty

izolované DNA.

K izolovani DNA byly pouzity nasledujici pfistroje: mikrotfepacka, termocykler,
centrifuga. Dale potom mikropipety o pfislusnych objemech a vhodné laboratorni

Spicky.

Soucasti izolaéniho QIAGEN kitu byl pfesny popis postupu izolace, podle
kterého se postupovalo. Postup izolace pomoci izolaéniho kitu QIAGEN DNeasy Plant
Mini Kit obsahoval nasledujici kroky.

Krok 1: Jako prvni se do pfipravené 2 ml Eppendorf mikrozkumavky se
zhomogenizovanym materidlem pfipipetovalo 400 pl AP1 bufferu. Tento buffer
obsahuje enzymy, diky kterym probéhne lyze nenaruSenych bun&€k — po pfidani se

vzorek diikladné promichal v mikrotfepacce.

Krok 2: Pridani 4 pl Rnazy — tim doslo k eliminaci nezadouci RNA ve vzorku.
V této fazi se dany vzorek umistil na 60 minut do termocykleru, ktery byl pfedehtaty na

teplotu 65°C. ZvySena teplota zajistila funk¢nost enzymu odstranujici RNA.

Krok 3: Pridani 130 pl P3 bufferu — nasledovalo okamzité zhomogenizovani
vzorku pomoci mikrotfepacky a urychlené uloZeni vzorku do pfipravené nadoby

Sledem po dobu 5 minut. Diky ndhlé zméné teploty a plsobeni enzymii doslo

30



Kk vysrazeni polysacharidl a bilkovin. Naslednou centrifugaci na 20 000 otacek/minutu
po dobu 5 minut doslo kusazeni vysrazenych polysacharidi a bilkovin na dno

mikrozkumavky.

Krok 4: Za pouziti mikrozkumavky byl kapalny obsah vzorku pfepipetovan do
zkumavky svloznym filtrem tak, aby vysrazené latky =zistaly na dné pavodni
mikrozkumavky. Naslednou centrifugaci prosel jiz kapalny vzorek pies vlozny filtr,

¢imz doslo k zachyceni hrubsich struktur.

Krok 5: Doplnéni piefiltrovaného vzorku o 1,5 nasobek jeho objemu bufferem
AW1. Nasledné byl vzorek ptepipetovan do nové zkumavky s vloznym filtrem, ktery
byl tvofen kiemicitymi vldkny. Pfes tento filtr odstfedivou silou v centrifuze prosel

veskery kapalny obsah. Kiemicit4 vlakna filtru na sebe navazala DNA.

Krok 6: Do mikrozkumavky s bilym vloznym filtrem (se zachycenou DNA)
bylo piipipetovano 500 ul AW2 bufferu, ktery vlivem centrifugy prosel skrze bily filtr.
Timto doslo k promyti zachycené DNA ve struktufe bilého filtru. Tento krok probéhl
u kazdého vzorku dvakrat. Po dokonceni purifikace doslo k tzv. stoCeni na sucho — tim

byly z filtrG odstranény zbytky AW?2 bufferu.

Krok 7:Poslednim krokem izola¢niho procesu byla elu¢ni faze. Ptidanim 100yl
AE (elu¢niho) bufferu doslo k uvolnéni zachycené DNA ve vlaknech bilého filtru. Po

stoCeni v centrifuze timto vznikl vzorek vyizolované DNA o objemu 100pl.
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4.2.1.2 Meéreni koncentrace DNA

Vysledna izolovand DNA z kazdého odebraného vzorku byla zméfena pomoci
spektrofotometru NanoDrop 2000, ktery byl podporovan softwarem stejného vyrobce.
Pfed samotnym meétfenim byly vSechny vzorky fadn¢ zhomogenizovany na laboratorni
mikrotfepacce a néasledné stoceny tak, aby veskery obsah mikrozkumavek neulpival na

jeji sténé.

Na méfici senzor spektrofotometru byl pomoci mikropipety nanesen 1 pl
izolované DNA. Timto méfenim byla zjisténa koncentrace DNA daného roztoku
Vv jednotkach nanogrami na mikrolitr. Dale byla zjisténa kiivka odrazového koeficientu,
ktera byla vyobrazena Vv programu Nanodrop. Idedlni Cistota kiivky o rozhrani 260/280

nm se pohybuje v intervalu hodnot 1,7 — 1,9 (viz. obrazek 8).
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Obrazek 8: Vystupni data z NanoDrop 2000, zdroj: https://www.researchgate.net

32



4.3 Vybér mikrosatelitovych primeri

Prameny informaci k volbé vhodnych mikrosatelitovych primerti byly védecké
¢lanky, které se zamétovaly na genetickou analyzu jedle bélokoré. Publikované ¢clanky
byly vyhledavany pomoci internetového nastroje  https://scholar.google.cz/

a serveru http://apps.webofknowledge.com.
Vysledné byly vybrany tyto ti1 védecké clanky:

e ldentification and characterization of nuclear microsatellite loci in Abies
alba Mill.; Cremer et al. (2006)

e Development of microsatellite markers in Abies nordmanniana (Stev.) Spach
and cross-species amplification in the Abies genus. Hansen et. al., (2005)

e Transcriptome versus Genomic Microsatellite Markers: Highly Informative
Multiplexes for Genotyping Abies alba Mill. and Congeneric Species;
Postolache et al. (2014).

Na zaklad¢ vyse zminénych publikaci bylo uréeno celkem 26 mikrosatelitovych
primert. Z tohoto vybéru byly vytvoteny dva multiplexy, z nichz prvni obsahoval 16
a druhy 10 primert (viz. kapitola 4.4.1 PouZité mikrosatelitové primery). Tyto tii
publikace byly dostate¢nym pramenem informaci k vybéru mikrosatelitovych primert.
V publikacich, které se rozebiraji mikrosatelitové markery jedle bélokoré je vyuzivano

ve velké mife shodnych primerd.

Pfedem byly urCeny takové primery, které byly vhodné pro multiplexni
polymerdzovou fetézovou reakci. Tedy spliiovaly podminky o procentudlnim podilu
komplementarnich guanino-cytosinovych parech, obdobnych teplotich hybridizace

a délce produktt
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4.3.1 Pouzité mikrosatelitové primery

V tabulkach 5 a 6 jsou uvedeny charakteristiky mikrosatelitovych primera.
Tento soubor primert byl roz¢lenén do dvou multiplexti, které byly podrobeny dal§im

analyzam (ové€fovani funk¢nosti primert, vyhodnocovani dat z fragmenta¢ni analyzy).

Multiplex 1
Autor Lokus Forward / Reverse Bp
Postolache et al. (2014) [ Aat01 F: CCATGTCTCCGATTTCCAGT 103 - 127
R: GGCCTAACGAAAGCAGAATC
Postolache et al. (2014) | Aato2 [ ACAAGATTTCCCGECTTTTC 123 -129
R: ATCCAGACAGCGAACTTTGG
Postolache et al. (2014) [ Aat03 F: TCCCCATGGTTTGGTT 149-161
R: CGAAGAAAATGTTGCGGAAT
Postolache et al. (2014) [ Aat05 F: AGCATCCACATTCCGTAACC 177-192
R: AGTTGACCGTTGGAGAGCAG
Postolache et al. (2014) [ Aat06 F: TTATGCGGACCAGTTCTGTG 196-214
R: TGTTGCTGGCGTACTGGTAG
Postolache et al. (2014) | Aatog | ACTCCATCACGGTGGTCTTC 302-312
R: GCCATTCAGGCTCTCAGTTC
Postolache et al. (2014) | Aatog [ SACATCCTCCCACATCCAAC 150-156
R: TGACACCACAGGAAACCATC
Postolache et al. (2014) [ Aatll F: AGCGTTGATTGGAAGCAGTC 255-270
R: GAAGCATGGTGTCGTTGTTG
Postolache et al. (2014) | Aat13 F: ACTC GCCAAGCTGGAGA 326-342
R: TGCATAAGACAGCCGAGTCA
Postolache et al. (2014) | Aatl4 F: GACTGGGGATCCTGCTGTTA 358-394
R: AGAGGAGGCAGCCCATACAT
Postolache et al. (2014) | Aatl6 F: AACCACCGCTGATATTTTGG 427-430
R: GGGTTCAAGAAATGGGAATG
Postolache et al. (2014) | Aag01 F: GCTTATTCTCACTGCTCGCC 193-250
R: ATGACTTGAAGGTGGATGCC
Postolache et al. (2014) | Aag02 F: TATTCCTCCACTTGGGTGLT 208-250
R: GGTGGAGATCCGTATGCAAT
Cremer et al.(2006) SEDS F: FAM-AAAAAGCATCACTTTTCTCG 143 - 155
R: AAGAGGAGGGGAGTTACAAG
Cremer et al.(2006) | SFg6 |- o AMACAATAAAAGGAAGCTACG 107 - 113
‘ O IR TGTGACACATTGGACACC
Cremer et al.(2006) | SF324 [ TCAACCCAAATCAAATTCC 110-116
R: AAGAACGACACCATTCTCAC

Tabulka 5: Soupis vybranych primeri - multiplex 1
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Multiplex 2

Autor Lokus Forward / Reverse Bp
Hansen et. al., (2005) NFH3 F: TTGCCATCAAATTAA TGCTT 93-133
R:CATCATTCTCTCTATCCCCATCA
F: GTCAACCAACTT
Hansen et. al. (2005) NFF3 | F: CCAATGGGTTGTCAGAGTGTT 107 - 143
R: GGCATTCGAGATTGCTTGAT
Postolache et al. (2014) | Aatoa |- CCATCTATGGTGCTCCTCCT 158-191
R: CCTTCATTGCAGAAAAGCAA
Postolache et al. (2014) Aat07 F: GCTAGCAGAACCCTGGAATG 219-241
R: GGTGGGATATTTCCAGCAAG
Postolache et al. (2014) | Aat10 |- CACCACGATGAAGAGGAAGE 226-250
R: AAAACCCCCACGCGGTAT
Postolache et al. (2014) Aatl2 F: ATCCATATCTCCTGCLTTGC 303-349
R: CTTTCCAGGTGATCTGATTGC
Postolache et al. (2014) Aatl5 F: AGGAGGAGGTTCAGCATGTC 361-373
R: CTTGCTCTCTGACCCAGTTG
Cremer et al.(2006) SF b4 F: GCCTTTCCAACATAATTCG 166 - 186
R: TCACAATTGTTATGTGTGTGG
Cremer et al.(2006) SF 83 F: AGCAGCATAACCAAGGGTCAA 197 - 206
R: TCTGAATTTCTAAAGGCGGC
Cremer et al.(2006) SFO01 F: TTGACGTGATTAACAATCCA 221 - 226

R: AAGAACGACACCATTCTCAC

Tabulka 6: Soupis vybranych primeri - multiplex 2
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4.4 Testovani funkénosti primeru

Po priibéhu PCR v termocykleru bylo nutné otestovat, zdali s danym primerem
probéhla tspé$na amplifikace ur¢itého lokusu. Metodou, kterd byla k tomuto kroku
zvolena, byla gelova elektroforéza. Z divodi snizeni finan¢ni naro¢nosti probihala
polymerazova fetézova reakce s vyizolovanou DNA pouze nékolika vzorki a s barevné
neznacenymi primery. PCR Vvtéto fazi neprobihala multiplexné, ale pouze
s jednotlivymi primery. Vysledné produkty polymerazové ftetézové reakce byly
elektroforeticky testovany. Touto analyzou bylo zejména zjisténo, zdali na danych
lokusech probéhla amplifikace DNA.

Samotnd analyza probihala v horizontalni gelové elektroforéze. Priprava

vhodného média pro prib¢h elektroforézy byla nasledujici.

Do malého odmérného valce bylo odméfeno 40 ml 10 x TBE pufru (tris-borat-
EDTA), tento objem byl pfelit do velkého odmérného vélce, ktery byl doplnén
ultracistou destilovanou vodou na objem 400 ml (bylo pfidano 360 ml ultracisté vody).

Z takto vzniklého roztoku bylo odméfeno 50 ml a pielito do sklenéné laboratorni bariky.

Timto postupem zbylo ve velkém odmérném vélci 350 ml smési TBE pufru
a ultracisté destilované vody. Tato smés slouzila jako kapalné médium pii samotném
prubéhu elektroforézy. Z ptipravenych 50 ml této dvouslozkové smési ve sklenéné

bancebyl pfipraven agarozovy gel.

Jelikoz se jednalo o méfeni produkti polymerazové fetézové reakce, bylo
odvazeno 0,75 g agardzy (na elektroforézu s vyizolovanou DNA by postac¢ovalo 0,35g
agar6zy). Navazena agardza byla vsypana do sklenéné barky, ktera se v mikrovinné
troubé& pii vykonu 500 W po dobu 1 minuty a 40 sekund temperovala. IThned po uplynuti
tohoto Casu se banka pod tekouci studenou vodou zchladila ptfiblizné na 65°C (byla
udrzitelna holou rukou). Do takto pfipravené smési agard6zového gelu bylo piidano 1,6

ul barviva s obchodnim oznacenim GelRed.

Do vyjimatelné vany elektroforetické soupravy byla prelita agar6zova smés. Jesté
vV dobé pfed zatuhnutim vznikajiciho gelu byly na pfislusna mista upevnény plastové
hiebeny, které vytvofily potfebné prohlubné v gelu, do kterych se nasledné pomoci

mikropipety ukladal testovany amplikon.
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Po ztuhnuti gelu byly vyjmuty plastové hiebeny a vyjimatelnd ¢ast vany byla
vlozena zpét. Ptipravena smés TBE pufru a ultracisté destilované vody byla pfelita do
elektroforetick¢é vany. V poslednim kroku byly do prohlubni v agarézovém gelu

umistény pomoci mikropipety amplikony z polymerazové fetézové reakce.

Vlastni prib¢h elektroforézy probihal po dobu 33 minut za napéti 110 V.

45 Fragmentacni analyza

45.1 Uprava koncentrace izolované DNA

Pted analyzovanim vyizolované DNA bylo nutné upravit koncentraci nukleové
kyseliny tak, aby byla v ramci vSech sledovanych vzorkl jednotna. Cilem bylo nafedit

izolované vzorky na jednotnou 0 koncentraci DNA 20 ng/pl.

Vzorky svyssi koncentraci byly dofedény pomoci ultraisté vody. Vzorky
s koncentraci izolované DNA pod 20 ng/ul nebyly nijak upravovany. Bylo nezbytné,

aby minimalni objem vSech vzorki k dal$i analyze byl alespon 20 pl.

4.5.2 Priprava vzorkii na polymerazovou retézovou reakci

Vybrané primery byly od vyrobce dodany v lyofilizovaném stavu, které byly
barevné znaceny, ¢imz se pfi nasledné analyze zvysila piehlednost v souboru vzorki.
Nejprve bylo nutné nafedit lyofilizované primery ultracistou vodou na piedepsanou
koncentraci uvedenou vyrobcem. Redéni a sméovani forward a reverse primeru
probihalo v nové nadepsanych mikrozkumavkach — timto postupem bylo zajisténo, ze
pfi pfipadné chybé nedoslo kontaminaci k nevratnému znehodnoceni primeru, ale pouze
pracovniho roztoku. Po ukonceni pfipravy smeési forward, reverse primerti doslo

k homogenizaci smési a jejiho nasledného stoceni na dno mikrozkumavky.

Po teoretické piipravé a vypoctu vstupnich objemu jednotlivych primeri byl

vysledny objem napipetovan do desticky uréené na pribéh polymerazové tetézové
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reakce. Do kazdé jednotlivé mikrozkumavky v ramci PCR desticky byl pfidan pomoci
multikandlové mikropipety 1 pl DNA daného vzorku ultradist¢ vody a PCR
MasterMixu (diky pouziti PCR MasterMixu, ktery obsahuje Taq polymerazu
a optimalizovany reakcni pufr, necinila optimalizace vyslednych multiplexii primert
velké obtize). V této fazi prace byl opét kladen veliky diraz na evidenci a popis

jednotlivych mikrozkumavek.

Po dokonceni pipetovani jednotlivych komponentt byla PCR desticka pielepena
specialni folii, aby bylo zabranéno vzéjemné kontaminaci, vyliti a vypafovani vzorki.
Nasledn¢ byly vzorky vramci PCR desticky homogenizovany na laboratorni
mikrotfepacce a na zavér stocCeny, jelikoz pii praci stakto malymi objemy hrozi

ulpivani tekutiny na sténach mikrozkumavek.
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4.5.3 Pribéh polymerazové retézové reakce

V nésledujicich tabulkdch 7 a 8 je uveden pribéh samotné polymerdzové

fetézoveé reakce. Tato reakce zahrnuje tii faze — denaturaci DNA, nasedani primera

a elongace vznikajicich nukleotidovych fetézcti (viz. Obrazek 5).

Polymerazova ftetézova reakce probihala v thermocykleru, ktery umoziiuje
piesné nastavit optimalni teploty a doby trvani jednotlivych fazi PCR. Vysledkem byly
amplikony danych lokustt DNA, které byly podrobeny dalsi analyze na sekvenatoru.

Do procesu multiplexni polymerazové fetézové reakce vstupovaly pouze ty

primery, na kterych byla pomoci elektroforetického testovani prokdzana funkcnost —

amplifikace.
Nastaveni pribéhu PCR — Multiplex 1
Pocet opakovani: Teplota: Cas:

1x 95°C 5 minut
95°C 45 sekund

33x 57 °C 45 sekund
72 °C 60 sekund

1x 72 °C 30 minut

1x 4°C s}

Tabulka 7: Program pribéhu PCR v thermocykleru — multiplex 1

Nastaveni pribéhu PCR — Multiplex 2
Pocet opakovani: Teplota: Cas:

1x 95°C 5 minut
95°C 45 sekund

33x 60 °C 45 sekund
72 °C 60 sekund

1x 72 °C 30 minut

1x 4°C o0

Tabulka 8: Program pribéhu PCR v thermocykleru — multiplex 2
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V tabulkdach 7 a 8 jsou uvedeny hodnoty nastaveni programu, pii kterém
probihala polymerazova tetézova reakce. Samotny tfistupiiovy proces (denaturace,
nasedani primeru a elongace) probihal u obou multiplexnich reakci v poctu 33
opakovani. Jedinym rozdilem bylo nastaveni teploty v druhém kroku samotné
polymerazové fetézové reakce — nasedani primeru. Pro multiplex 1 byla optimalni

teplota nasedani primeri 57 °C, zatimco pro multiplex 2 byla 60 °C.

Pfed samotnou polymerazovou fetézovou reakci probéhla diikladna denaturace
po dobu 5 minut za teploty 95°C. Po ukonceni 33 reak¢nich cykli byly vysledné
amplikony ponechany 30 minut za teploty 72 °C — cilem bylo zajisténi dostate¢né
dlouhé doby na elongaci vyslednych amplikont. Posledni fazi nastaveného programu
bylo snizeni teploty prostfedi thermocykleru na 4 °C po neomezenou dobu. Tento krok
byl preventivnim opatfenim, které zajisStovalo vhodné prostfedi uchovani vyslednych
produktii reakce do té doby, nez byly vyjmuty z thermocykleru a ulozeny v chladicim

zafizeni.

4.5.4 Fragmentacni analyza produktii polymerazové retézové reakce

Fragmentacni analyza probihala v sekvenatoru, ¢imz byly zjiStény délky
jednotlivych amplikonti. Vyslednym vystupem procesu fragmentani analyzy byla
digitalni data s pfiponou .fsa. Tato data vyzadovala manuélni adjustaci kazdého
jednotlivého vzorku v prostfedi kompatibilniho softwarového programu. Pro

vyhodnocovani tohoto datového souboru byl zvolen program GeneMarker.
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4.6 Analyza datového souboru

4.6.1 GeneMarker

V dal$im kroku byl pro kazdy jednotlivy lokus nastaven tzv. ,,panel”, kde byl
pojmenovan lokus shodnym ndzvem primeru, byly preddefinovany oblasti délek
a manualn¢ oznacena mista s vyskytem hledanych alel. Prace s daty byla usnadnéna tim,

ze barevné znaceni primert bylo shodné s barevnym vyliSenim digitalnich dat.

Samotna adjustace spocivala v kompletni ru¢ni kontrole dat, které byly
generovany programem na zakladé nastaveného velikostniho standardu a panelt.

Jednalo se tedy zejména o korekce nevhodné interpretovanych dat programem.

| Aat11 |
256 258 260 262 264

251

Obrazek 9: Adjustace v programu GeneMarker - heterozygot.

Aat11
256 258 250 252 254

257

Obrazek 10: Adjustace v programu Genemarker - homozygot

Na obrazcich 9 a 10 je zobrazen analyzovany lokus Aatll v programu
GeneMarker, kdy prvni jedinec vykazuje jasnou heterozygotnost zatimco druhy
homozygotnost.
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Vystupem programu GenMarker jsou datové soubory ve formatu .xls, ve kterych
je skrze vSechny analyzované vzorky a sledované lokusy popsan vyskyt homozygott
a heterozygotd. V tabulce 9 je vyobrazen datovy vystup z programu GeneMarker
populace 1 na lokusech Aatl a SFb5. Pti homozygotnosti jsou uvedeny stejné hodnoty
paru bazi — viz. tabulka 9 jedinec JD-A-1 na lokusu Aatl. Pii heterozygotnosti se tato
hodnota li$i — viz. tabulka 9 jedinec JD-A-2 na lokusu SFb5.

ID: Aatl SFb5

JD-A-1 110 110 0 0
JD-A-2 110 110 147 149
JD-A-3 110 110 0 0
JD-A-4 107 110 0 0
JD-A-5 110 110 0 0
JD-A-6 110 110 147 149
JD-A-7 110 110 137 149
JD-A-8 110 110 139 149
JD-A-9 107 110 147 147
JD-A-10 | 110 110 145 149

Tabulka 9: Vystupni data programu GeneMarker

Po vyexportovani vysledkii z programu GeneMarker vznikl kompletni datovy
soubor ve formatu .xlIs, ktery obsahoval nutnd vstupni data pro analyzu v dalSich

softwarech.
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46.2 CERVUS

Pro prvotni statistickou analyzu byl pouzit program CERVUS (Marshall et al.,
1998; Kalinowski et al., 2007) vhodny k analyze kodominantnich genetickych markeru.

Pomoci tohoto programu byla zpracovana analyza frekvenci alel a analyza identity.

Datovy vystupni soubor, ktery byl zpracovan v programu GenMarker slouzil
jako vstupni soubor dat pro analyzy v softwaru CERVUS. Bylo nutné pievést ptivodni

format .xls datového souboru na textovou verzi s ptiponou .txt.

4.6.2.1 Analyza alelovych frekvenci

V programu CERVUS byla provedena statistickd analyza alelovych frekvenci
a jejich detailni charakteristika. Vyhodnocovani dat v prostfedi programu CERVUS
probihd s pfedpokladem platnosti Hardy-Weinberovi rovnovahy. Statistickymi
metodami je tak srovnavan ptedpoklddany stav v ramci idedlni populace, vici
skute¢nému souboru vlozenych dat. Vystupem této analyzy je sumarizovand tabulka

uvadgjici:

e pocty detekovanych alel na daném lokusu (k),

e pozorovana heterozygotnost (HObs),

e ocekavana heterozygotnost (HExp),

e sila lokusu pii vyliSovani variability (polymorphic information content - PIC),

e odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (*,** *** mira odchylky; NS =
neni signifikantni odchylka; ND = nezjistovéano),

e vyskyt nulovych alel (F(Null)).

Cilem tohoto Setfeni zejména bylo ovéfit si vhodnost vybéru a funkénost

jednotlivych mikrosatelitovych primert.
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4.6.2.2 Analyza identity

Tato analyza byla pouzita za ucelem zjisténi, zdali nedoslo k chybné evidenci ¢i
zameéne¢ zkoumanych vzorkii. Vyhleddva shodné genotypy ve zkoumaném souboru

jedinct.

V ramci této analyzy jsou vzajemné srovnavany vSechna vstupni data na Grovni
jedinct. Takto program CERVUS zaznamenava vSechny evidenéni znaky vzorka

a vSechny genotypy ve vstupnim datovém souboru, které se vyskytuji vice nez jednou.

46.3 POPTREEW

POPTREEW (Takezaki et al., 2014) je verzi softwaru POPTREE, ktery je
dostupny ve webovém prohlize¢i, bez nutnosti instalace. Tento program konstruuje
fylogenetické dendrogramy na zéklad¢ alelovych frekvenci pomoci metody ,,neighbor-
joining (sousedniho spojovani) (Saitou a Nei, 1987) a pomoci metody nevazené
dvojice skupin s aritmetickym pramérem (UPGMA) (Sneath a Sokal, 1973).
POPTREEW byl pouzit na vytvofeni fylogenetického dendrogramu, ze kterého je
patrna genetickd vzdalenost mezi zkoumanymi populacemi.Vstupni datovy soubor byl

pomoci programu GenAlEx pfeveden z formatu .xls na format genepop (.gen).
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4.6.4 GenAlEx

GenAlEx (Peakall a Smouse,2012) rozsifuje pracovni prostiedi softwaru
Microsoft Office Excel.GenAlExnabizi Sirokou S§kalu mozZnosti populaéné genetickych
analyz pro celé spektrum genetickych markerti. V kombinaci s uzivatelsky piivétivym
rozhranim nabizi bohaté grafické vystupy, piehlednou praci s daty a moznost exportu
datovych vystupi do mnoha dalSich softward. Prostfednictvim tohoto programu byly

zpracovany grafické vystupy statistickych analyz vstupniho datového souboru.

Za celem vhodné interpretace vysledkli byly v nabidce programu GenAlEx

zvoleny statistické metody:

e analyza alelovych frekvenci;

e analyza alelové struktury napii¢ zkoumanymi populacemi (Allelic patterns
across populations);

e analyza molekularni variace (AMOVA — Analysis of Molecular Variance);

e analyza hlavnich koordinat (PCoA - Principal Coordinates Analysis);

e diskriminacni sila lokusi;

e Neiova geneticka vzdalenost

e F-statistika
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5 VYSLEDKY

Z deseti vybranych lokalit bylo analyzovano celkem 211 jedinci. Pavodné
soubor odebranych vzorku c¢ital 252 jedincd. Ve vystupni sumarizované tabulce
z programu GeneMarker byla zji§téna nedostatecnd mira amplifikace (na méné nez 30%
zkoumanych lokusech). Téchto 41 vzorkd bylo vytazeno z datového setu a nebyly dale
analyzovany. Pfi¢inou mohla byt nedostatecnd kvalita izolované DNA, pfipadné¢ maly

objem odebraného organického materialu k izolaci.

Pro izolaci vzorkd byl pouzit izolacni kit spolecnosti Qiagen a spolecnosti
Geneaid. Primérna vytéZznost DNA, ktera byla izolovana pomoci Kitu Qiagen,
dosahovala koncentrace 93,6 ng/ ul, zatimco u kitu Geneaid byla primérna koncentrace
izolované DNA 51,6 ng/ ul. I pies zjevnou mensi vytéznost izola¢niho kitu spole¢nosti

Geneaid bylo mnozstvi izolované DNA pro potieby této prace pln€ dostacujici.

5.1 Vyhodnoceni analyzovanych dat

Analyzou v softwaru GeneMarker byly na pfislusnych lokusech detekovany
alely s viditelnymi délkami para bazi (bp — base pair). Lokus Aatl vykazoval rozpéti
107 — 122 bp; lokus SFb5 131 — 155 bp; lokus AaG02 204 — 230 bp; lokus Aatll 254 —
263 bp; Aatl4 356 — 380 bp; SFg6 101 — 125 bp; Aat8 300 - 314 bp; SF324 110- 131;
AaG01 188 — 222 bp; Aat4 152 — 178 bp; Aatl0 222-233 bp; NFF3 113 — 143 bp;
SF01 217 — 226 bp; SFb4 161 — 201 bp; NFH3 98 — 156 bp; Aat7 216 — 240 bp;
Aatl2 304 — 334 bp.

Z puvodniho souboru mikrosatelitovych primeri vybranych na zakladé rozboru
védeckych clanki uvedenych vtabulce 5 a 6 bylo celkem 9 primerG vyrazeno.
Frekven¢ni alelova analyza ve statistickém programu CERVUS jasné ukazala
nedostate¢nou miru polymorfismu. (hodnota k — pocet detekovanych alel) u vyfazenych
primerd. V ramci ptivodniho multiplexu 1 se jednalo o lokusy: Aatl6 (k) = 3; Aatl13 (k)
= 6; Aat2 (k) = 6; Aat5 (k) = 4; Aat9 (k) = 3; Aat6 (k) = 5; Aat03 (k) = 6. Timto doslo
ke snizeni ptivodniho po¢tu primerd v multiplexu 1 z pivodnich 16 zatazenych primera

na vyslednych 9. V multiplexu 2 byly ze stejnych pficin vyfazeny celkem 2 primery —
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SF 83 (k) = 2; Aatl5 (k) = 6, finalni multiplex 2 tedy cital celkem 8 mikrosatelitovych

primert.
Lokus K Hobs Hexp PIC HW F (Null)
Aatl 8 0,490 0,621 0,567 folelal 0,1111
SFb5 17 0,697 0,841 0,820 folelal 0,0874
AaG02 21 0,614 0,878 0,865 *kx 0,1783
Aatl3 6 0,048 0,304 0,273 HE 0,7382
Aat2 6 0,443 0,636 0,564 HE 0,1623
Aatb 4 0,079 0,116 0,113 ND 0,1847
Aatll 8 0,597 0,798 0,767 folekal 0,1429
Aatl4 13 0,306 0,732 0,698 folelal 0,4126
SFg6 0,236 0,743 0,716 *kx 0,5301

9
Aat9 3 0,010 0,260 0,228 ND 0,9084
Aat6 5 0,019 0,279 0,247 HH 0,8558
9
8
6

Aat8 0,206 0,821 0,797 falaka 0,5989
SF324 0,646 0,714 0,666 folekal 0,0386
Aat03 0,524 0,681 0,635 el 0,1141
AaG01 13 0,657 0,720 0,691 NS 0,0456
Aatl6 3 0,303 0,456 0,411 ** 0,1816
Aat4 8 0,543 0,631 0,572 * 0,0840
SF83 2 0,000 0,266 0,230 el 0,9706
Aatl0 13 0,875 0,847 0,826 NS -0,0218
NFF3 21 0,778 0,902 0,891 NS 0,0726
SF01 8 0,475 0,625 0,574 Hx 0,1293
SFb4 34 0,543 0,956 0,951 ND 0,2743
Aatl5 6 0,314 0,505 0,464 el 0,2335
NFH3 45 0,708 0,941 0,934 ND 0,1422
Aat7 13 0,413 0,791 0,763 ek 0,2990
Aatl2 9 0,710 0,781 0,750 falakel 0,0440

Tabulka 10: Analyza frekvenci alel
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Vyznam pisemnych zkratek v tabulce 10: k = pocet alel (mira polymorfismu);
Hobs = pozorovana heterozygotnost; Hexp = ocekavana heterozygotnost; PIC =
polymorphic information content; HW = Hardy — Weinbergova rovnovaha (¥, ** ***
mira odchylky), NS = neni signifikantni odchylka, ND = nezjistovano; F (Null) =
vyskyt nulovych alel.

Tabulka 10 uvadi celkovy soupis 26 vybranych mikrosatelitovych primert.
Lokusy, které byly diky nizké mife vykazovaného polymorfismu vyfazeny, jsou
¢ervené vyznaceny. Hodnoty informacniho obsahu polymorfismu, kterd udava silu
lokusu pfi vyliSovani variability, se u vétSiny mikrosatelitovych lokusi blizi k hodnoté
1, coz dokazuje, ze méa dany lokus veliky vliv na detekci polymorfismu. Pocty
detekovanych alel na lokusech (hodnota ,k* vtabulce 10) doklada, Zze pouzité

mikrosatelitové primery vykazuji vysokou miru polymorfismu.

Z vystupni tabulky 10 je patrny blizky korela¢ni vztah mezi Hobs (pozorovanou
heterozygotnosti) a odchylkou od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, coz Usti ve vyssi
procentualni zastoupeni F (Null) — neboli nulovych alel. Cisté pohledem Hardy-
Weinbergovy rovnovéahy by tento stav mohl byt, s ohledem na nizkou uroven genetické

variability jedle bélokoré a jeji aktudlni abundanci, za projev inbreedingu v urcitych

oblastech.
MULTIPLEX 1 MULTIPLEX 2
Primer (nazev Délka (bp — Primer (nazev Délka (bp —
lokusu) pari bazi) lokusu) pari bazi)

1. SF324 100 — 130 L NFH3 90 - 160
2. AaGOL 180 - 230 2. Aat7 210 — 250
3. Aat8 300 — 320 3. Aatl? 300 — 340
4 SFg6 90— 130 4. SFb4 140 — 200
5. Aatl 100120 5, Aat4 150 — 180
6. AaG02 220 — 230 6. Aatl0 220 - 240
7. SFb5 130 — 160 7. NFF3 120 - 150
8. Aatll 250 — 265 8. SF01 210 — 230
9. Aatl4 360 — 390 Tabulka 11: Vysledny multiplex 2

Tabulka 12: Vysledny multiplex 1
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Tabulky 11 a 12 uvadéji findlni sestavy obou multiplext po vyfazeni lokusil,
které se vyznaCovaly nedostate¢nou mirou polymorfismu. Barva oznacenych poli

odpovida realnému barevnému znaceni primerd.

V programu CERVUS byla také provedena analyza identity. Vysledkem je
tabulka 13, ze které je patrné, ze nedoslo k vzajemné kontaminaci ani nepfesnostem

Vv evidenci zkoumaného souboru vzorkd, jelikoz pocet identickych genotypl je roven

nule.
Porovnavany pocet jedincu 211
Porovnavany pocet alel 22 155
Pocet identickych genotypii 0
Tabulka 13: CERVUS - analyza identity
Frekvence alel na lokusu NFH3
0,400 -
0,350 - H Popl
0,300 - B Pop2
g 0,250 -
S H Pop3
3 0,200 -
H Pop4
2 0,150 - P
0,100 - B Pop5
e | L Y O e
0,000 | g | 1 DR T O A || Pop7
EEEEEEEEEEEEELEEEE L EE g
NFH3 | Pop9S
Locus PoplO

Graf 1: Alelové frekvence na nejvice polymorfnim lokusu NFH3

Z diivodu piehlednosti a Citelnosti grafickych vystupt byly pro demonstraci
miry zachyceného polymorfismu vybrany lokusy NFH3 s nejvyssi hodnotou (k) — poctu
alel na daném lokusu a lokus SF324 s nejniz$i hodnotou (k) ze vSech lokusii. Tyto

analyzy alelovych frekvenci byly provedeny v programu GenAlEX.
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Graf 1 zachycuje miru polymorfismu tohoto lokusu, kdy pfi polymerazové
fetézové reakci lokus NFH3 amplifikoval 45 rGznych alel v délkovém rozpéti od 98 —
156 bp. Tento lokus vykazuje nejvyS$i miru polymorfismu ze vSech zkoumanych
lokust. Osa x je délkovym ukazatelem paru bazi, osa y kvantifikuje frekvenci
jednotlivych alel. Graf 2 vyobrazuje lokus SF324, ktery v pouzitém souboru primerti
vykazoval jednu z nejmensich hodnot zachyceného polymorfismu. Pomoci tohoto

primeru doslo k amplifikaci na 8 riznych alelach v délkovém rozpéti 110 — 131 bp.

I pfes zjevny rozdil v mife detekce polymorfismu u jednotlivych
mikrosatelitovych lokusti byl pocet 8 amplifikovanych alel jednotlivym primerem

povazovan za dostatecny.

Frekvence alel na lokusu SF324

0,700 -
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0,600 -
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0,500 -
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£ 0,400 -

> H Pop4
$ 0,300 -

e M Pop5
0,200 -
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0,100 - ‘l .

op
0,000 - w. Mlalll . x

110 | 113 | 116 | 119 | 125 | 127 | 128 | 131 | Pop8

SF324 | Pop3

Lokus Pop10

Graf 2: Alelové frekvence na nejméné polymorfnim lokusu SF324

Dalsi analyzou v prostiedi programu GenAlEx byla Principal Coordinates
Analysis (PCoA) — Analyza hlavnich koordinat. Tato metoda vyhodnocuje vstupni
molekularni data a na zéklad¢ nich vytvaii bodovy graf, kde je vyobrazena geneticka

vzdélenost mezi jednotlivymi populacemi.
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Analyza hlavnich koordinat
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Graf 3: Geneticka vzdalenost zajmovych populaci

V analyze hlavnich koordinat (Graf 3) vysvétluje prvni osa 32,10% variability,
druha osa vysvétluje 20,25% variability a tfeti osa vysvétluje 14,56% variability.

Z bodového grafu je patrné, ze na zaklad¢é genetické vzdalenosti jsou rozdéleny

analyzou hlavnich koordinat do ¢tyfech kvadrantii s nasledujicim zastoupenim populaci:

1. Kvadrant — Populace 9,

2. Kvadrant — Populace 7, 8,

3. Kvadrant — Populace 1,2,3,4, 10,
4. Kvadrant — Populace 5,6.
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Na obrazku 11 je vyobrazen mapovy zakres zajmovych populaci. Kiivky
rozélefiuji tzemi Ceské republiky na 4 &asti dle vzajemnych genetickych vzdalenosti

analyzovanych populaci.

Obrazek 11: Mapa lokality — rozdélené shlukovité populace

Programem POPTREEW byl na zakladé Neiovy genetické vzdalenosti graficky
sestaven fylogeneticky dendrogram. Sestava dendrogramu (viz. Graf 4) odpovida

zaveérum analyze hlavnich koordinat (viz. Graf 3).

ssl popt
90 m

67 69 popt
px2
pood
po010
71 popS

~ P

7 39 pop3

pog6

_
0.02

Graf 4: Vystupni dendrogram zpracovany pomoci programu POPTREEW
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Neiova genetickd vzdalenost byla urena pomoci funkce programu GenAlEx.

V tabulce 14 jsou uvedeny jeji vysledné parametry.

Geneticka Parova popula¢ni matice Neiovy

vzdalenost genetické vzdalenosti
Popl Pop2 | Pop3 | Pop4 | Pop5 | Pop6 | Pop7 | Pop8 | Pop9 | Popl0
0,000 Popl
0,095 0,00 Pop2
0,081 0,11 | 0,00 Pop3
0,119 0,13 | 0,09 | 0,000 Pop4
0,186 0,22 | 0,16 | 0,174 | 0,000 Pop5
0,273 0,27 | 0,26 | 0,244 | 0,255 | 0,00 Pop6
0,267 0,29 | 0,24 | 0,255 | 0,164 | 0,15 | 0,00 Pop7
0,196 0,20 | 0,16 | 0,208 | 0,108 | 0,20 | 0,11 | 0,00 Pop8
0,243 0,23 | 0,18 | 0,318 | 0,311 | 0,37 | 0,33 | 0,25 | 0,00 Pop9
0,097 0,12 | 0,11 | 0,245 | 0,182 | 0,27 | 0,26 | 0,20 | 0,25 0,0 Pop10

Tabulka 14: Vystupni hodnoty analyzy Neiovy genetické vzdalenosti

Interval Neiovy genetické vzdalenosti se nachazi v intervalu 0,09 a 0,318.
Nejmensi hodnota (0,09) genetické vzdalenosti se nachazi mezi populacemi 3 a 4,

naopak nejvyssi (0,318) mezi populacemi 4 a 9.

Diskriminacni sila

6,0E-01
5,0E-01 -
4,0E-01 -

a3,0E-01 -

2,0E-01 -
1,0E-01 \
0,0E+00
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Pocet lokusl

Graf 5: Diskrimina¢ni sila lokust
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Graf 5 graficky znazoriuje diskriminacni silu analyzovanych mikrosatelitovych
lokusti.Na zdkladé vystupu této analyzy je patrné, Ze za pouziti pouze 6 primerd se
pravdépodobnost nerozliSitelnosti dvou identickych jedinct blizi k nulové hodnoté.
Uvadéna metodika v této praci pracuje s celkovym poctem 17 primerit (9 primera
v multiplexu 1 a 8 primerd v multiplexu 2). Ziskané informace za pouziti tohoto poctu
primert tak maji vysokou miru relevance. Tento fakt potvrzuje i vysledek analyzy
procentualni miry zachyceného polymorfismu na danych lokusech. Setfeni pomoci F —
statistiky prokdzalo 100% uc¢innost pii detekci polymorfismu u vSech pouzitych

primert.

Pomoci programu GenAlEx byla pouzita klastrujici metoda AMOVA (Analysis
of molecular variance). Na zaklad¢ vstupnich molekularnich dat byly zajmové populace

roziazeny na zaklad¢ rozdiltt mezi populacemi a shodnosti v ramci populaci.

Mezi
populacemi
3%

Procentualni molekularni variance - AMOVA

Graf 6: Vysledek analyzy procentualni molekularni variace (AMOVA)

Vysledky procentualni molekularni variance (Graf 6) ukazuje, Ze na celkové
variabilité souboru ma nejvétsi podil vnitropopulacni variabilita 97%. Variance mezi 10

z4jmovymi populacemi tvoti podil 3%.

Nasledna analyza, ktera byla zpracovana v programu GenAlEX rozebira stukturu
alel napfi¢ zkoumanymi populacemi (Graf 7) za pomoci ukazateli Na, znazornujicich

miru frekvence alel.
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Allelic Patterns across Populations
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Graf 7: Alelova struktura nap¥i¢ populacemi + legenda EEEE Nz Freq. »= 5%
e
. |
s Mo, Private Alleles
I Mo, LComm Alleles (<=25%)
Mo. LComm Alleles (<=50%)
He
Population Popl |Pop2 |Pop3 |Pop4 |Pop5 |Pop6 |Pop7 |Pop8 |Pop9 | Popl0
Na 7,059| 6,059 6,882 | 6,706 | 8,529 | 8,059|10,000| 9,412 | 5,706| 5,882
Na Freq. >= 5% 5,588 | 4,824 | 5,059 | 4,706 | 6,059 | 5,824 | 5,941 | 5,588 | 4,647 | 4,765
Ne 4,883 4,193| 4,497 | 4,240| 5,651 | 5,102| 6,295| 5,934 | 3,520| 4,122
| 1548|1,417|1531|1,479| 1,771| 1,711| 1,914| 1,866| 1,339| 1,414
No. Private Alleles 0,412 0,353| 0,235]| 0,235| 0,235| 0,235| 0,941| 0,412] 0,176| 0,176
No.LcommAlleles
(</=25%) 0,412 | 0,235| 0,412 0,353| 0,765| 0,706| 0,765| 0,824 | 0,412| 0,235
No. LComm Alleles
(</=50%0) 1,882 1,706| 2,118| 1,941 | 2,765| 3,000| 3,235| 3,471| 1,588 | 1,706
He 0,706 | 0,673| 0,712| 0,702 | 0,774| 0,756| 0,809 0,799| 0,648 | 0,674

Tabulka 15: Vystupni hodnoty alelové struktury napii¢ populacemi

e Na-pocet alel

e Na Freq. >/=5% - alely s frekvenci

e Ne - znazoriuje pocet aktivnich alel

. | — Shannontv informacni index

e No. Privete alleles — poéet jedine¢nych alel v populaci

e No. Lcomm Alleles (</= 25%) — pocet alel s béZnym vyskytem mensim nebo rovanym 25%

e No. Lcomm Alleles (</= 50%) — pocet alel s béZnym vyskytem mensim nebo rovanym 50%

e He - ocekavana heterozygotnos
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Na obréazcich 13 a 14 je demonstrovana diferenciace alelickych frekvenci na
analyzovanych populaci 5 a 6 na lokusu Aatl. Diverzita v mnozstvi detekovanych alel
skrze studované populace na stejném lokusu je zna¢na. Grafy byly vytvoreny na zakladé

vystupnich dat programu GenAlEx.

Frekvence alel na lokusu %?gl - populace 5 (n=30)

122
113 115

112 2% 0%

109
15%

Obrazek 12: Alelové frekvence na lokusu Aatl - populace 5

Frekvence alel na lokusu Aat1l - populace 6 (n=21)
113 115 122

0%
0%

112
7%

109
12%

Obrazek 13: Alelové frekvence na lokusu Aatl - populace 6
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V tabulce 17 jsou vystupni hodnoty parametru Fst zpracovaného v ramci F —
statistiky v program GenAlEx. Hodnota Fst zachycuje koeficient inbreedingu
(ptibuzenského kiizeni). Cim je tato hodnota vyssi, tim je predpokladana niz$i mira
ptibuznosti. Vysledné hodnoty tohoto koeficinetu se pohybuji v intervalu od 0,013 mezi
populacemi 7 a 8. Tento vysledek koresponduje s vysledky analyzy genetickych
vzdalenosti. Naopak nejvyssi koeficient inbreedingu je identifikovan mezi populacemi 6
a 9 ato 0,065. Populace 9 dosahuje nejvyssich hodnot Fst vii¢i ostatnim analyzovanym

populacim, coz dokazuje jeji izolovanost.

Popl |[Pop2 |Pop3 |Pop4d |Pop5 |Pop6 |Pop7 |Pop8 |Pop9 |Popll
0,000 Popl
0,019| 0,000 Pop2
0,016| 0,023| 0,000 Pop3
0,024| 0,029| 0,018| 0,000 Pop4
0,032| 0,042| 0,028| 0,030| 0,000 Pop5
0,045| 0,049| 0,041| 0,039| 0,033| 0,000 Pop6
0,041| 0,050| 0,036| 0,039| 0,020| 0,021| 0,000 Pop7
0,032| 0,037| 0,027| 0,033| 0,014| 0,027| 0,013| 0,000 Pop8
0,048| 0,049| 0,037| 0,062| 0,055| 0,065| 0,058| 0,047| 0,000 Pop9
0,020| 0,027| 0,023| 0,030| 0,035| 0,048| 0,045| 0,037| 0,053| 0,000|Pop10

Tabulka 16: Parové srovnani populaci parametrem Fst
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6 DISKUZE

Z pohledu genetickych vzdalenosti byly v této studii pozorovany obdobné
vysledky jako ve studiich Sagnarda et al. (2002). Na zakladé rozboru vzajemnych
genetickych vzdalenosti studovanych populaci nebyly prokdzany vysoké hodnoty.
Z vypracovaného fylogenetického dendrogramu a analyzy hlavnich koordinat vyplyva,
7ze nejvétsi miru izolace (z hlediska genetické vzdalenosti) vykazuje populace
s oznacenim 9, ktera se nachazi v blizkosti mésta Stiibro v Plzeiiském kraji. Ocividna
existence malych genetickych vzdalenosti populaci jedle bélokoré podklada studie
Korpela et al. (1982) a Larsena (1986). Tento stav je dusledkem paleobotanické historie,
kdy byla ekologicka nika jedle bélokoré v diisledku klimatickych podminek pifed 6000
lety ptesunuta do jizni Evropy. Kral (1980) popsal opétovné Sifeni jedle bélokoré
z jejich glacialnich refugii, které se nachazely v centralni ¢asti Apeninského
poloostrova. Skofepa (2006) ve své publikaci uvadi dalsi existenci refugii jedle
bélokoré na Balkanském poloostroveé, kdy doSlo v pribéhu casu k §ifeni tamnich
jedlovych populaci az na tizemi Ceské republiky. Z historického pohledu se na tzemi

Ceské republiky nachazeji porosty, které pochéazeji ze vzdalenych glacialnich refugii.

Pfi srovnani vysledkt analyzy genetickych vzdalenosti s praci Fulina (2016)
dochazi k jasnym shodam v ptekryvech analyz hlavnich koordinat s geografickym
umisténim studovanych lokalit. Analyzované genetické¢ vzdalenosti v této studii se
pohybuji v intervalu 0,09 a 0,318. Dle Cvrékové et al., (2015) se hodnoty této
vzdalenosti pohybovaly od 0.091 to 0.232, kdy populace s nejvyssi hodnotou odpovida
lokalit¢ populace s nejvyssi hodnotou genetické vzdalenosti v této studii — tedy
populace 9. Timto dochéazi ke shod¢ v zavéru, Ze populace jedle bélokoré v Plzetiském

kraji vykazuji nejvyssi miru izolovanosti.

Na zéklad¢ rozboru podilu heterozygotli V analyzovanych populacich byl
potvrzen trend Reitenbach-Dorfera et al. (1997), Ze smérem k severnimu a vychodnimu
okraji rozSifeni jedle bélokoré je pozorovano snizovani podilu pozorovanych
heterozygotnich jedinci, v ramci analyzovanych lokusu. Programem CERVUS byla

vytvofena analyza alelovych frekvenci nejjizn&j$i (populace 1) a nejsevernéjsi

(populace 7) zajmové populace.
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Lokus [k [N |HObs | HExp [PIC HW |F(Null)
Aatl 2 (19 |0421 0.341 0.277 ND 0.1165
SFb4 7 |15 (0.867 0.800 0.743 NS 0.0840
AaG02 |10 |19 |0.789 0.872 0.832 NS 0.0366
Aatll |6 |20 |0.700 0.796 0.741 NS 0.0575
Aatl4 |6 |19 |0.211 0.706 0.644 folelal 0.5407
SFg6 6 |13 (0.231 0.686 0.629 ** 0.5147
Aat8 6 |20 (0.200 0.831 0.783 el 0.6015
SF324 |4 |19 |0.789 0.647 0.574 NS 0.1380
AaG01 |6 |20 |0.650 0.682 0.619 NS 0.0171

Tabulka 17: Populace 1 — CERVUS — multiplex 1
Locus k | N | HObs | HExp PIC HW F(Null)
Aatl 3 /16| 0438 | 0.411 | 0.354 NS 0.0229
SFb4 5 12| 0.583 | 0.674 | 0.590 NS 0.0541
AaG02 | 8 |16 | 0.688 | 0.855 | 0.806 NS 0.0977
Aatll 7 16| 0563 | 0.788 | 0.726 * 0.1483
Aatl4 3 |14 | 0.071 | 0.574 | 0.460 e 0.7692
SFg6 6 |12 | 0333 | 0.725 | 0.665 NS 0.3637
Aat8 3 |16 | 0.063 | 0.554 | 0.478 | *** 0.7991
SF324 5 16| 0.750 | 0.683 | 0.614 NS 0.0520
AaG0l1 | 6 | 16| 0.813 | 0.655 | 0.602 NS 0.1592

Tabulka 18: Populace 10 - CERVUS - multiplex 2

Primémy podil heterozygotl v nejseverngj$i populaci ¢inil 67 %, zatimco

........

Mira heterozygotnosti se pii analyze jedincti vV zajmovych oblastech pohybovala
v intervalu od 65 — 80 %. Velice shodny podil heterozygotnich jedinct pii své studii na
tizemi Ceské republiky analyzoval Fulin (2016) — vyskyt heterozygott stanovil na 65 -
72 %.

Pii porovnani vyslednych koeficientd Fst (koeficient inbreedingu) s praci

cvwr

v

— viz. tabulka 17) a nejvyssi hodnota dosahovala 0,065 (mezi populacemi 6 a 9 — viz.
tabulka 17).

Autofi ¢lanku Postolache et al., (2014), Cremer et al., (2006) a Hansen et al.,
(2005) ve svych publikacich uvadi u pouzitych mikrosatelitovych primera velikostni
intervaly, miru zachyceného polymorfismu (pocet alel) a predpokladanou

a pozorovanou heterozygotnost. V tabulce 18 je uvedeno sumarizované srovnani
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pouzitych primert v této studii, vic¢i vysledkim amplifikace lokust autori publikaci, ze

kterych byly vybirany primery pro Gcely této diplomové prace.

Lokus Pivod dat Velikost (bp) | Pocet alel Ho He
Aatl Postolache et al., 2014 103-127 7 0,581 0,517
at
Tato studie 107 — 122 8 0,490 0,621
Aatd Postolache et al., 2014 158-191 9 0,423 0,404
a
Tato studie 152 - 178 8 0,543 0,631
Aat? Postolache et al., 2014 219-241 10 0,556 0,656
at
Tato studie 216 — 240 13 0,413 0,791
Aats Postolache et al., 2014 302-312 3 0,171 0,163
at
Tato studie 300 - 314 9 0,206 0,821
Postolache et al., 2014 226-250 13 0,625 0,656
Aatl0
Tato studie 222-233 13 0,875 0,847
Postolache et al., 2014 255-270 5 0,561 0,535
Aatll i
Tato studie 254 — 263 8 0,597 0,798
Postolache et al., 2014 303-349 19 0,610 0,600
Aatl2 i
Tato studie 304 - 334 9 0,710 0,781
Postolache et al., 2014 358-394 16 0,734 0,749
Aatl4
Tato studie 356 — 380 13 0,306 0,732
SEq6 Cremer et al., 2006 103-111 5 0,332 0,577
J Tato studie 101 - 125 9 0,236 0,743
Cremer et al., 2006 105-120 5 0,332 0,577
SF324 i
Tato studie 110- 131 8 0,646 0,714
SEbS Cremer et al., 2006 138-160 10 0,373 0,713
Tato studie 131 - 155 17 0,697 0,841
SEba Cremer et al., 2006 149-205 25 0,667 0,865
Tato studie 161 — 201 34 0,543 0,956
Cremer et al., 2006 193-250 25 0,667 0,865
AaG01
Tato studie 188 — 222 13 0,657 0,720
Cremer et al., 2006 208-250 19 0,363 0,855
AaG02
Tato studie 188 — 222 21 0,614 0,878
SEoL Cremer et al., 2006 201-225 5 0,473 0,451
Tato studie 217 - 226 8 0,475 0,625
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Hansen et. al., 2005 107-143 13 0,805 0,755
NFF3 Tato studie 113 -143 21 0,778 0,902
Hansen et. al., 2005 93-133 19 0,582 0,834
NFH3 Tato studie 98 — 156 45 0,708 0,941

Tabulka 19: Porovnani vysledki PCR piivodnich studii a této studie

Z hodnot uvedenych v tabulce 18 jsou u uréitych lokust patrné rozdilnosti
Vv poctu detekovanych alel na daném lokusu. Na zakladé toho lze pfedpokladat urcitou
miru genetické varibility jedle bélokoré v ramci populaci jejiho rozsifeni. Pouzity

primer NFH3 vykazuje nejvyssi miru detekovanych alel, tento fakt koresponduje s praci

Fulina (2016).
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7 ZAVER

V této diplomové praci bylo analyzovano 211 jedinct jedle bélokoré (Abies alba
Mill.) za pouziti mikrosatelitovych markerid. Byla zjisténa 3% diverzita v ramci 10
populaci, které se rovnomérné nachézeji na celém tizemi Ceské republiky. K analyze
byly vybrany takové populace, u kterych se predpoklddala autochtonnost.
Z historického hlediska tohoto druhu, velké mife lesnatosti (34% plochy) Ceské
republiky a intenzivnimu lesnickému vyuzivani je pravdépodobné, ze v ramci republiky

dochazelo k antropogennim prenosiim osiva a jedincu.

Vysledny soubor analyzovanych dat ukéazal na vysokou miru vnitropopulaéni
diverzity (97%). Fulin (2016) ve své publikaci zmifuje vyrazné odliSnosti
analyzovanych populaci jedle b&lokoré a jejich vyznamné strukturovani na tizemi Ceské
republiky. Takové vysledky se v této studii nepodatilo zcela prokazat, avsak hodnoty
koeficientu inbreedingu (Fst) poukazuji na ur€itou miru strukturovanosti analyzovanych
populaci. Diky malé rozloze Ceské republiky nebylo mozné analyzovat geograficky
velmi vzdalené populace. Vzdalenost mezi populacemi se pohybovala v rozmezi 30 —
350 km. V dusledku blizkosti studovanych populaci je ptedpoklad, Ze v minulosti
dochézelo k vzdjemnému kiiZeni. Analyzou bylo zjisténo, Ze zkoumané populace jsou
Z pohledu genetickych vzdalenosti shlukovité usporadany. Na zaklad¢ této analyzy byly
na uzemi Ceské republiky vyliseny shluky populaci v hercynsko-karpatské oblasti
(populace 7 a 8), shluk populaci 1,2,3,4 a 10 nachazejici se v pruhu pies celou Ceskou
republiku od jihu k severu mezi mésty Praha a Brno. Populace 5 a 6, které vykazovaly
malou genetickou vzdalenost, se nachazeji v prostoru zapadnich a stfednich Cech.
Populace 9 vykazovala nejvyssi hodnotu izolovanosti a nachazi se v Plzeniském kraji
(obrazek 11 vyobrazuje geografickou mapu s rozélenénim uzemi Ceské republiky dle

shlukovitosti populaci na zéklad¢ genetickych vzdalenosti).

Pfi souhrnném zhodnoceni genetické charakterizace analyzovanych populaci byl
zjistén podil heterozygotnich jedincli v procentudlnim vyskytu 65 — 80%. Rozdily
Vv ramci populaci byly zejména detekovany mirou zastoupeni urcitych alel (viz. obrazky
12 a 13).
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Postup uvedeny v této diplomové praci prokazal vysokou uc¢innost pii detekovani
alel a zjiStovani genetické variability zkoumanych jedinct a populaci, jejichz struktura
byla dle vysledki pouZitych analyz interpretovana. Cimz byly splnény stanovené cile
prace. Za podpory analytickych programii byla provedena analyza datového souboru

ziskaného pomoci mikrosatelitovych markera. Jednalo se o analyzy:

e genetické struktury,
e detekovani alel a miry polymorfismu,

e vnitropopulacni a mezipopulacni variability.

Zjisténé zaveéry a poznatky o populacni variabilit¢ a genetické struktuie
vybranych populaci jedle bélokoré na tizemi Ceské republiky povazuji za piinosné
vstupni informace k dal$i vyzkumné cCinnosti v oblasti znalosti genetické variability
tohoto druhu. Pfinos téchto poznatkii muze také piispét ke zménam v pravni uprave

podminek nakladéani a pfenosu osiv v Ceské republice.
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