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Cilem prace je posoudit populacni genetickou diverzitu s wuZitim mikrosatelitovych dat a provést
srovnani populaci treiné ptadi zastoupenych ve dvou semennych sadech a pfirozené populace.

W reserini asti prace bude proveden literarni rozbor problematiky: druhu tfesen ptadi se zaméfenim na
reprodukéni charakteristiky druhu, popis molekuldrnich genetickych markerl a nastroji wuZivanych

k posouzeni geneticke diverzity wCetné principidlniho vysvétleni analytickych algoritmi.

Metodika

Refersni cast prace bude zpracovana s wyuZitim védeckych publikaci v mezinarodnich Zurndlech, recenzo-
vanych knih a monografii. Minimalni pofet zdrojl je 60.

Pro zpracovani vilastni vyzkumné éasti budou wyuZita data generovana na mikrosatelitowych lokusech. Ke
zpracovani a whodnoceni dat budou wuZity vhodné softwarove nastroje (Cervus, GenaAlEx atd.).

Zjisténé poznatky o genetickeé diverzité budou diskutovany take z pohledu praktického lesnického manage-
mentu.

Harmonogram prace: Do konce prosince 2020 bude vypracovdna literarni reZerse a detailng zpracovana
metodika diplomové prace. Do konce dnora 2021 bude provedena analyza dat a jejich vhodna interpretace
(kompletace kapitoly Vsledky DP).
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Abstrakt

Tato prace posuzuje populacni genetickou diverzitu s vyuzitim mikrosatelitovych dat a
porovnava tii populace tiesn& ptadi (Prunus avium) v Ceské republice, a to ve
dvou semennych sadech a v pfiméstské populaci. Celkem byla analyzovéana
molekularné biologicka data od 158 vzorkii na 12 lokusech. Ziskana data byla
analyzovana statistickym programem GenAlEx 6.5. Mezi 158 zkoumanymi jedinci bylo
zjisténo 137 jedineCnych genotypl tfesné ptaci se 141 riznymi alelami na 12 lokusech.
Ziskané vysledky ukazuji vyuzitelnost mikrosatelitovych lokusti pro hodnoceni
genetické diverzity a pro identifikaci jednotlivych genotypu, nebot’ zvolené genetické
lokusy se ukazaly jako vysoce polymorfni. Nejvétsi geneticka diverzita byla zjiSténa
v pfiméstské populaci oproti populacim semennych sadd. V pifipadé semennych sadu
muze byt problémem neodhalena piibuznost mezi zastoupenymi jedinci, ktera snizuje
miru genetické diverzity sadu, a tedy i budoucich generaci. Ukazuje se, ze molekularné-
genetické analyzy jsou opodstatnéné pro odhaleni tohoto potencidlniho problému. Pro
semenny sad by mély byt vybirdny jen takové stromy, které jsou v souladu se
Slechtitelskym zamérem co do kvality, kvantity produkce semen i genetické diverzity.
Nevhodny vybér a rozmisténi geneticky identickych rodi¢i muze sohledem na
reproduk¢ni charakteristiku tfe$né ptaci mit za nasledek snizenou produkci semen a
niz§i genetickou diverzitu v semennych sadech. Vys§i mira diverzity odhalena
v piiméstské populaci je pravdépodobné dusledkem genového toku z kulturnich variet
tresne.

Kli¢ova slova: tieSen ptaci, geneticka variabilita a diverzita, semenny sad, pfirozena
populace



Abstract

This work has assessed the population genetic diversity using microsatellite data and
compared three populations of wild cherry (Prunus avium) in the Czech Republic in two
seed orchards and in a suburban population. A total of 158 samples of molecular
biological data were analysed at 12 loci. The obtained data were analysed by the
GenAlEx 6.5 statistical software. In 158 analyzed individuals, 137 unique genotypes of
wild cherry were identified, with 141 different alleles across 12 loci. The obtained
results show the usability of microsatellite loci for the evaluation of genetic diversity
and for the identification of individual genotypes as chosen genetic loci were proven to
be highly polymorphic. The highest genetic diversity was found in the suburban
population when compared to the seed orchard populations. In the case of seed
orchards, a problem may be the undiscovered relationship between the present
individuals, which reduces the rate of genetic diversity of the orchard, and therefore of
the future generations. Molecular genetic analyses appear to be justified in revealing
this potential problem. For a seed orchard, only such trees should be chosen that are in
harmony with the breeding plan in terms of quality, seed production quantity, and
genetic diversity. Unsuitable selection and deployment of genetically identical parental
clones may, with respect to the reproduction characteristics of wild cherry, result in a
decreased level of seed production and lower genetic diversity in seed orchards. The
higher rate of diversity revealed for the suburban population is probably a consequence

of a gene flow from the cultural cherry sorts.

Keywords: wild cherry, genetic variability and diversity, seed orchard, natural

population
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Uvod

V poslednich letech doslo k dramatickym zmé&nam v lesnich porostech v Ceské
republice v podobé kalamit velkého rozsahu. Za jeden z hlavnich divoda je pokladano
neadekvatni monokulturni roz§ireni nasi nejvyznamnéj$§i hospodarské dieviny, smrku
ztepilého. Tak rozsahlé kalamity se spoleCnym jmenovatelem napfi¢ téméf celou
Ceskou republikou vyzaduji zdsadni zm&nu v mysleni v oblasti lesnického hospodafstvi.
Bylo nutné prehodnotit ekonomické vyhody monokultur na rozsahlych plochach nad
riziky vyznamnych ekologickych a v koneéném duasledku i ekonomickych dopadi.
Jednou z hlavnich uprav puvodni predstavy o hospodafstvi je uprava druhové skladby
porostu a diferenciace vertikalni a horizontalni struktury porostd. Aktualnim tématem s
velkym potencidlem pak zejména v Ceské republice je vyuZiti pavodnich druhd
listnaca. Jednim z nich je i tfeSen ptaci (Prunus avium), kterou fadime mezi uslechtilé
listnaCe. TreSenl ptaci roste témer po celé Evropé a vyskytuje se v lesnich porostech
vtrouSené. Velmi vzacné vytvari pfirozené populace. I v ramci snahy o diverzifikaci
druhové skladby porosti prostiednictvim zaclefiovani tfe$né ptaci je snaha o zachovani
geneticky vice diverzifikované populace tfesn€. Vét§i genetickd diverzita ma vétsi
potencial pro vznik stabilnéjsich a odolngjsich porostii proti abiotickym i biotickym
Cinitelim. Odolng&jsi porosty prispivaji k zachovani biologické diverzity lesnich
ekosystému, které se pak snaze adaptuji na zmény klimatu. Timto zpusobem
napomahaji k ochrané zivotniho prostiedi, zachovani ekologické stability krajiny i

zachovani krajinného razu.

Jednim z divodu pro zacClenovani tiesné ptaci je jeji velmi kvalitni dfevo, které je
vysoce cenéné jako nahrada za tropické druhy dfevin (po natéru se podoba
Cervenohnédému mahagonu), a které muze byt pouzito napiiklad na vyrobu
nabytkarskych dyh. V soucasnosti roste snaha o snizeni dovozu dfeva z tropickych
oblasti z diivodu stale se zvySujici ceny tohoto dfeva a snahy o zachovani tropickych
lesti. Hlavnim vyznamem tfeSné€ ptaci v lesnim hospodafstvi je produkce dieva o vysoké
jakosti, které vyznamnym zpusobem navySuje ekonomickou hodnotu porostu. Tuto
ekonomickou hodnotu je vhodné chranit pravé genetickou diverzifikaci zacleniovanych
jedincud. Z tfesné bylo vyslechténo i nékolik vyznamnych kultivart pro produkci plodu.
Slecht&ni a ochrana genovych zdrojl tfe$né je provozovana na tzemi Ceské republiky,
ale i vcelé Evropé. Jiz vytvorenych molekularnich nastroji pro studium genetiky

kultivart tfesné lze s vyhodou pouzit i pro studium ,divokého druhu tfesn€. Ziskat
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znalost o genetické diverzité uvazovanych jedinci a populaci lze pomoci
mikrosatelitovych markert. Mikrosatelity jsou kodominantni, vysoce polymorfni ¢asti
genetického kodu. Pro svou velkou rozlisSovaci schopnost se hodi pro ovérovani klonové
identity, studium populacné-genetické diverzity a pro odvozeni informaci o puvodu

reprodukéniho materialu v semennych sadech nebo ve smési jedinca.
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Cil prace

Cilem prace je posoudit populacni genetickou diverzitu tfe$né ptaci s vyuzitim
mikrosatelitovych dat a provést srovnani populaci zastoupenych ve dvou semennych
sadech a v pfiméstské populaci, kterou lze povazovat za antropogenné vyznamné
ovlivnénou. V reSerzni Casti prace bude proveden literarni rozbor problematiky: druhu
tresné ptaci se zamérenim na reprodukéni charakteristiky druhu, popis molekularnich
genetickych markerd a nastroji vyuzivanych k posouzeni genetické diverzity vcetné

principialniho vysvétleni analytickych algoritmu.

Hypotézou je, ze v populacich semennych sadi bude vyssi geneticka diverzita oproti
ptiméstské populaci, nebot’ semenné sady se zakladaji vétSinou z propagovanych
rodicovskych stromt z geograficky §irsi oblasti. Ovéfeni hypotézy bude provedeno
pomoci ukazateld genetické diverzity (heterozygotnost, fixacni index, atd.). Pfinosem
této prace je prohloubeni znalosti o problematice populacni genetické diverzity tfesné

pta¢i v Ceské republice.

Molekularné biologicka data byla pro tuto praci poskytnuta vedoucim prace a jejich

generovani tedy nebylo pfedmétem fesSeni.
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1. Rozbor problematiky

1.1 Popis druhu

TreSen ptaci (Prunus avium, téz Cerasus avium) je listnaty strom s pfirozenym
geografickym zastoupenim v Evropé, severni Africe a v zapadni Asii (Ducci and Santi,
1997). V souCasné dobé se vyskytuje i mimo puvodni areal. Podle dostupnych
archeologickych nalezt se predpoklada, ze jeji pavodni vyskyt byl v severozapadni a
stitedni Evropé (Russell, 2003). Tteseni roste od nizin az po dolni patra hor. Naptiklad
v Alpéach se vyskytuje az do nadmotské vysky 1700 m nad mofem, nékdy i do vysky
2000 m n. m. V Ceské republice se piirozené vyskytuje v teplejsich polohach. Ve
vysSich polohach se vyskytuje jen na chranénych mistech. Nejoptimalnéjsi podminky
pro péstovani tfesn€ u nas jsou do 350 m n. m., s prumérnou rocni teplotou nad +8 °C,
s prumérnym rocnim uhrnem srazek do 650 mm. Nejvice se tfeSen vyskytuje v oblasti
sttednich Cech, stiedohoii a na jizni Moravé (Hejny and Slavik, 1992). Maximalni

vyskyt v CR je zaznamenan do nadmoiské vysky 810 m n. m. (Krkonoge).

Russel, (2003), uvadi, ze se tfeSefi v lesnich porostech vyskytuje vtrousené a velmi
vzacné vytvari pfirozené populace. Idedlni formou lesa pro tieSen je stiedni les, kde
vhodné podminky pro tfeseii se vyskytuji v horni etazi porostu. Je povazovana za

pionyrsky druh a vyuziva se i k rekultivacim.

Demirer, (2019), ve své praci uvadi, ze tieSefi upfednostiiuje bazické pady. Spatné
toleruje malé mnozstvi zivin v pudé. TreSen mnohem Iépe roste v prostiedich
zasobenych vodu, ale docela dobfe snasi 1 kratkodobé sucho. Na dlouhodobéjsi sucho
reaguje tim, ze shazuje listy. Nejvice se ji dafi na stanovisti ekologické fady D od
dubového az po bukovy stupen. Pfirozené se vyskytuje ve spolecCenstvi Carpinion,

Quercion pubescenti, Quercion petraeae a Prunion spinosae.

Straze et al., (2008), popisuje tieSeni ptaci jako svétlomilnou dfevinu, kterd zastin a
chlad snasi jen slabsi. Ve stinu nekvete a chfadne, z tohoto divodu je dobré ji nechavat
v hlavni urovni. TreSeni je velmi ohrozena pozdnimi mrazy, vétrem a sné¢hem. TreSen
ma malou zivotnost. Rust tfesné je v mladém véku dosti rychly a v 50-60 letech se rust
zvoltiuje. TreSenl zacina plodit v 15 az 25 letech, vétSinou kazdorocné a bohate, pokud

neni v zastinu.
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Popis tiesné ptaci uvadi (Kremer, 1995) takto: Je to listnaty opadavy strom dorUstajici
vysky 25-35 m. Nejvyssi stafi stromu se pohybuje v rozmezi 150-200 let. Kmen stromu
byva velice silny, vyCetni primér kmene ve vySce 1,3 m nad zemi dosahuje az 1 m.
Kmen stromu byva casto rovny, plnodfevny, s vysoko nasazenou korunou. Vétve tfesné
v mladém véku jsou silné, piimé, lesklé, Sedavé. StarSi vétve jsou tmavohnédé.
Postranni vétve byvaji kratké. Koruna stromu byva velmi pravideln€é kulovita, u
mladSich stromt Casto ukoncéena Stihlou $pi¢kou. U starSich jedincd je koruna spise
sloupcovita, ale vzdy stejnomérné klenutd. Borka ma zbarveni Cervenavé hnédosedé,
slabé lesklé, odlupuje se prstencove, vytvari pricné lenticely, ve stafi pukd podélné.
Kofenovy systém vytvaii kulovity tvar, pozdéji se rozrusta i do Sitky. Vymladnost
korfenu se vyskytuje ojedin€le, vymladnost pafezi je téz slaba, ale nejCastéji se objevuje

vymladnost kmenova. K vyvratim casto nedochazi.

Gotz et al., (2014), uvadi: Pupeny jsou vejcovité, leskle Cervenohnédé. Listové pupeny
jsou zaSpicCatélé, kvétni pupeny jsou zaokrouhlené, prilehlé, Casto jich byva vice
pohromadé. Délka pupent je 6-8 mm. Pupenové Supiny byvaji Cetné, lepkavé a
zaokrouhlené. Kvéty rozkvétaji kratce pred vyrasenim listi. Jsou vétSinou bilé barvy,
nékdy i narazovélé, velikost kvéta je 2 az 3,5 cm v praméru. Kvétni stopky jsou hladkeé,
dlouhé 2,5 az 5 cm. Na bazi kvétenstvi jsou pupenové Supiny, listy se zde nevyskytuji.
Kalisni listky maji tvar vejcity, hladky, tupy, vétSinou jsou zbarveny cCervenave.
Korunni listky nejcast&ji rostou véjCite, ojedinéle okrouhle, délka listki je 10-15 cm.

Obdobi kveteni je duben az kvéten.

Miljkovi¢ et al., (2019) piSe: Listy jsou dlouhé asi 7-15cm a Siroké 4-8 cm. Jsou
obvej¢ité az podlouhle ovalné, suzkou Spickou, stiidavé, nepravidelné zubaté, se
zoubky sméfujicimi dopfedu. Listy jsou na lici hladké a tmavozelené, na rubu svéze
zelené a slabé lesklé. V pazdi Zilek jsou svazecky chloupkd. Rapiky jsou 2-4 cm dlouhé.
Olisténi se vyskytuje hlavné na obvodu koruny, listy na podzim Zzloutnou nebo

cervenaji. Letorosty jsou Cervenave hnédé, silné a hladké.

Peckovice jsou tmavocervené, neékdy az téméf Cerné, ziidka téz zluté, nejCastéji
kulovité, §tavnaté, duznaté, s chuti natrpklou az sladkou, velikost 1 az 1,5 cm. Pecka je
vejcovita az kulovita, hladka, nejcastéji svétle hnéda, dlouhda 6 az 10 mm. Klicivost
semen (pecek) je vysoka, rychle vSak klesad. Semenacek ma délohy velice silné, prvni

listy jsou podobné listim dospélé rostliny.
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TreSeni 1ze rozmnozovat generativnim i vegetativnim zpusobem. Generativni neboli
pohlavni rozmnozovani tfeSné se uskuteCiiuje rozmnozovanim semeny. Mezi
nejpouzivanéjsi zpusoby vegetativniho rozmnozovani se u tfeSn€ vyuziva mnozeni
pfi teplotach nad 0° C, kdy v dobé€ zimniho spanku stromu (v prosinci az lednu) se fezou
rouby. Rouby se uchovavaji v chladném a stinném misté pii teploté 0° C az 2°C a
bylinnych i drevitych fizkd. Bylinné fizky jsou tizky, které jsou odebirany z dvou az
Ctyfletych mateCnych rostlin, nasledné je vhodné pouzit stimulator rdstu a provést
vysadbu do drobného §térku v obdobi Cervna. Drevité fizky je vhodné sazet v listopadu
pod sklo (Birtels, 1988). Metoda in vitro, tedy péstovani tzv. ve skle, se provadi na
kultiva¢nich médiich za stanovenych podminek teploty, vlhkosti, fotoperiody, kvantity
a kvality svétla, atd. Po aklimatizaci a otuzeni jsou dfeviny vypéstované in vitro

vysazeny do venkovniho prostiedi, kde dale rostou a vytvareji sazenice dievin.

Nejveétsi Skodlivi Cinitelé virového ptuvodu tiesné€ jsou nekroticka krouzkovitost visné
(Oliver et al., 2009), prouzkovita mozajka tfesn¢ a chloroticka krouzkovitost tfesné
(Bohmer, 2003). Nekroticka krouzkovitost visné napada ve velkém i tfeSn€. Zpusobuje
nejprve vznik zelenych az tmavosedych vyrastkt na spodni strané listd. S postupnym
rastem listd tyto vyrustky vypadaji a list je dirkovany. Stromy nasledné chiadnou a
pred¢asné odumiraji. Prendsi se roubovanim nebo ockovanim pletiv. Prouzkovita
mozaika tfeSné ma za nasledek zpomaleni rastu, zhorSeni kvality plodd a nasledné
odumirani stromu. Projevuje se tim, ze zilnatinu lemuji ohranicené prouzky zluté nebo
krémové barvy. Siii se o&kovanim nebo roubovanim. Chloroticka krouzkovitost tiesnd
ovliviiuje obzvlaste rust stromu. Na listech napadeného stromu se objevuji svétle zelené
skvry. Pfenasi se roubovanim, ofkovanim, mizou, pylem i semeny. Z bakterialnich
puvodct napadajicich tiesen jde pfedevsim o tzv. bakterialni spalu tfe$né zpisobenou
Pseudomonas syringae. Houba Monilia zpisobuje odumirani pryti. Dalsi choroby
tfesni jsou napiiklad strupovitost tfesn€, monilioza peckovin, dirkovitost listd tfesni a
jiné. Mezi hmyzi skudce tfe$né patii: vrtule tiesniova, ploskohibetka tiesnova, pilatka

tfeSiiova, msice tresiiova (Francardi and Roversi, 2000), bélokaz tfesiiovy a jini.

Drevo tfesné ptaci je pevné, pruzné, tvrdé, da se dobre lestit. Vlakna jsou rovna,
sjemnou pravidelnou texturou (Walker, 2009). TieSefi ptaci fadime mezi rychle

rostouci dieviny s kratkou dobou obmyti 55-70 let (Durkovig, 2006). V poslednich
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letech je jeji dfevo vysoce cenéno jako nahrada za tropické druhy dfevin (po natéru se
podoba Cervenohnédému mahagonu). V nabytkarstvi se pouziva na vyrobu dyh, dale se
vyuziva ve stolafstvi, v fezbarstvi, sochafstvi a vyrobé drobnych predméti pro
domacnost, hracky a Casti hudebnich nastroji (Walker, 2009). Obliba tfesfiového
nabytku v 1. poloviné 19. stoleti zfeymé napomohla snizeni zastoupeni tfesné ptaci
v porostech. Z tohoto diivodu a z diivodu zachovani ekologické biodiverzity je nutno

ptirodni genofond tfeSné ptaci chranit.

V minulosti i v soucasnosti jsou v Evropé zakladany tfeStiové sady s predpokladanym
pozd&jsim drevarskym vyuzitim. I v Ceské republice byly snahy o lesnické péstovani

tfesné, a to naptiklad v oblasti byvalého Lesniho Zavodu Broumov.

Okrasné kultivary tfe$né se vyuzivaji v sadovnictvi, naptiklad Prunus avium ‘Plena’,
ktera vytvati plné kvéty s dlouhym trvanim, ‘Pendula’ (ptevisly typ - P. avium x P.
vulgaris) a jiné. TreSen ptaci se téz velmi vyuziva jako podnoz. Hlavni vyznam tfesné
ptaci ovSem stale spociva v ovocnaistvi, kde je znama cela fada kultivara, odvozena ze
tii vyraznych skupin (variet ¢i poddruhll): z plané varianty avium — ptacnice, s plody
malymi a natrpklymi — a z péstovanych velkoplodych a sladkych odrid varianty juliana

— srdcovka a varianta duracina — chrupka.

1.1.1 Genom t7esné ptaci

Shirasawa et al., (2017), uvadi, ze tfeSen ptaci ma diploidni genom s poctem
chromozomu nejcastéji 2n = 16, ale byly zaznamenany i pfipady s poCty chromozomu
24 a 32 v somatickych buikach (Janick, 2005). Shirasawa a kolektiv dale uvadi
celkovou délku genomu tfesné 352,9 Mbp (milionl part bazi). Ve své praci zjistili, ze
vice nez 96,0 % genomu tiesné tvoii jadrové eukaryotické geny. Dale predpovédéli
existenci 43 349 gent zcela nebo Casteéné kodujicich proteiny a vytvorili zakladni
mapu s 2 382 lokusy. Sekvenovani celého genomu u Sesti kultivara tfesné odhalilo
1 016 866 SNP (single-nucleotide polymorphism; zaména v nukleotidu na dané pozici

DNA oproti nukleotidu vyskytujicimu se u vétSiny populace) a 162 402 inzerci/deleci.

1.1.2  Reprodukcni charakteristika druhu

TreSen pta¢i je cizosprasny strom. Projevuje se u ni tzv. gametofyticka
autoinkompatibilita, tedy geneticky podminény mechanismus branici samooplozeni

(Sharma et al., 2017, Cachi, A. M., 2014, Takayama and Isogai, 2005).
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Mechanismus cizosprasnosti tfesné je nasledujici: pylové zrnko nesouci urcitou alelu
neni schopno oplodnit vajicko, jehoz genetickd vybava obsahuje stejnou alelu.
Informace o typu pfitomné alely je ulozena na useku nukleové kyseliny bé&zné
oznaCované jako S-lokus. Na S-lokusu se vyskytuji dva geny kodujici proteiny
zodpovédné za cizosprasnost: prvni gen pro S-RNazu zodpovédny za samici
(pestikovou) ¢ast cizosprasnosti a druhy gen pro S-haplotypové specificky F-box
protein (SFB) zajistujici samci (pylovou) Cast cizosprasnosti (Ushijima et al., 2003,
Yamane et al., 2003). Konkrétni mechanismus, ktery zabrani samooplozeni u tfesni,
neni dodnes zcela objasnén. Podle modelu, ktery uvadi Tao, R., Iezzoni, (2010),
Matsumoto, D., Tao, (2016) a Matsumoto, D., Tao, (2019), se v pylové lacce
predpoklada existence ,,obecného inhibitoru“, jenz je schopen inaktivovat v§echny S —
RNazy, které zabrani prorustani pylové lacky z pletiv pestiku. Tento obecny inhibitor je
zteymé viceproteinovy komplex (SCF), kterého se ucastni 1 proteiny PavSLFLs,
PavSFBL2, MGST, DnaJ-like protein a dal$i minoritni proteiny (Matsumoto, D., Tao,
2016, Matsumoto, D., Tao, 2019). Dle ptedchoziho modelu protein pylové lacky SFB
umoziuje selektivné rozeznat S-RNazu, jez se s proteinem SFB nachazi v jednom
lokusu, a umozni zabranit degradaci S-RNazy obecnym inhibitorem. S-RNaza je tedy
schopna provést piislusnou funkci, a tedy degradovat RNA v prorustajici pylové lacce.
Degradace ma pak za nasledek zastaveni rustu pylové lacky uz v blizné a neumozni
samooplozeni. Pokud dojde k mutaci ¢i deleci SFB proteinu, muze dojit k
samosprasnosti tfe$ni. K casteCné samosprasnosti tfeSni muze také dojit snizenim
exprese genu MGST (gen kodujici glutation-S-transferazu z M-lokusu), ktery je
soucasti SCF komplexu (Ono, K., Akagi, T., Morimoto, T., Wiinsch, A, Tao, 2018).

Konkrétni alely v S-lokusu se oznacuji jako S-alely a odlisuji se ¢isly. V minulosti byly
postupné ziskdvany znalosti o S-alelach. Napiiklad Crane a Brown, (1937),
identifikovali prvnich Sest riznych S-alel (S1-S6), z nichz kazda znamena jednu
skupinu nekompatibility. Dale Matthews a Dow, (1969), shrnuli vysledky genotypt S-
alel ze 196 prirtstku tfe$ni a identifikovali 13 skupin nekompatibilit a dale skupinu O
pro univerzalni darce. Tato skupina O zahrnuje kultivary, které mohou uspésné opylovat

vSechny kultivary patfici do v§ech znamych skupin nekompatibilit.

Prakticky nasledek je takovy, Ze nemuZze dojit k samooplozeni mezi kvéty jednoho
stromu, ani k oplozeni mezi vegetativné vzniklymi jedinci. K oplozeni také nedojde

mezi stromy, u kterych se alely na S-lokusu shoduyji, prestoze celkova geneticka vybava
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téchto stromi je odlisna (Sharma et al., 2017). Nicméné urCitymi mutacemi S-alely
muze dojit k samosprasnosti tfesni (Cachi, A. M., 2014). V pfirozenych populacich
tfeSné ptaci ma distribuce a frekvence S-alel ekologicky vyznam a ovliviiuje Sifeni gent
a genetickou rozmanitost tfeSni (Schueler, Tusch and Scholz, 2006, Vaughan et al.,

2007).

Znalosti o S-alelach tfesn€ ptaci jsou velice dulezité pro ovocnafie a sadafe z hlediska

zakladani novych sadu (Schuster, 2012).

1.2 Genetika populaci

Genetika populaci, tézZ populacni genetika, se zabyva zmeénami v zastoupeni alel
jednotlivych genti ¢i specifickych oblasti genomu v populaci. Populace je nejcastéji
v urCité oblasti. Frekvence alel je kliova statistika pouzivana ke kvantifikaci

genetického slozeni populaci (Snustad and Simmons, 2009).

1.2.1 Frekvence alel

Genotyp diploidniho stromu nese dvé alely na kazdém lokusu. Celkovy pocet alel na
kazdém z lokusu je tedy dvojnasobkem poctu jedinci ve vzorku. Frekvence alely se
udava jako podil zastoupeni dané alely mezi vSemi alelami (Gillespie, 2004). Frekvence
alely nabyva rozsahu od 0 do 1 a muZeme ji vypocitat podle nasledujiciho vzorce

(Smouse, P. Peakall, 2015):

_ 2Nyx+Nyy
ke = 2N

kde F,. je frekvence alely x, N, je poCet homozygotnich jedinci majicich dvojici
stejnych alel x, N,, je pocet heterozygotnich jedinct s alelou x a libovolnou jinou alelou

a N je celkovy pocCet vzorku.

Mnoho genti v pfirozenych populacich lesnich stromt je polymorfnich, coz znamena, ze
maji dvé nebo vice relativné Cetnych alel (Snustad and Simmons, 2009). Relativné

cetnou alelou genu rozumime takovou, jejiz frekvence je vétsi, nez 0,01.

Faktory ovliviiujici frekvenci alel

Hlavni pfi¢ina pozorované genetické diverzity v urCité skupiné€ analyzovanych jedinct

je zpusobena rekombina¢nimi procesy pii pohlavnim rozmnozovani. Mezi dalsi faktory
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ovliviiujici frekvenci alel patii mutace, migrace, selekce a geneticky drift. Mutace jsou
zmeény v genotypu organismu. VétsSinou vznikaji nahodn€. Mutace se déli podle urovné,
na které na genetickou informaci ptsobi: genové, chromozomové a genomové. Mutace
svymi ucinky ovliviiuji fenotyp pfiznivé ¢i nepiiznivé nebo zcela neutralng, a zvySuje

genetickou variabilitu populaci.

e Migrace, téz genovy tok, je pohyb alel mezi populacemi. Vyskytuji se dva
ucinky migrace, které ovliviiuji genetickou strukturu populaci: zaprvé obohaceni
o nové alely (ale téz ochuzeni), ¢imz se zvySuje (nebo snizuje) geneticka
variabilita, a za druhé pokracujici migrace pres generace vede ke snizeni
genetické diverzity mezi populacemi. Podrobnéji o genovém toku je uvedeno

v kapitole 1.2.2 Geneticka diverzita.

e Selekce neboli pfirodni vybér ma velky vliv na frekvenci alel v populaci. Jestlize
alela vlastniho jedince zvyhodiuje na rozdil od jedinci bez této alely, zacne se
frekvence této alely =zvySovat v nasledyjicich generacich. Frekvence
nevyhodnych alel se za¢ne postupné€ snizovat. Dominantni nevyhodné alely se
vytraceji z populace pomémeé rychle, jelikoz svého vlastnika znevyhodiiuji, a
dochazi k tzv. negativni selekci. Recesivni nevyhodné alely mizi pomalu a zcela
nevymizi nikdy, nebot’ svého nositele neznevyhodnuji, dokud je druha z alel na
daném lokusu vyhodna.

e Geneticky drift neboli geneticky posun je evolucni proces, pii kterém dochazi
k nahodnym posuntim ve frekvenci jednotlivych alel v populaci. Tyto pfemény
frekvenci alel nepodléhaji selekci, ale plné podiéhaji ndhodé pii samotném
vzniku gamet a zygot. Tyto pfemény jsou kumulativni, a tedy postupné muze
nastat i fixace jedné alely a ztrata alely druhé. Geneticky drift je nejvice patrny

v malych populacich, kde také Castéji dochazi k fixaci jedné z alel.

1.2.2 Geneticka diverzita

Geneticka diverzita, téz genetickd rozmanitost, (genetic diversity, GD) je definovana
jako celkové mnozstvi genetické variace prenaSené jednotlivci uvnitf nebo mezi
genetickymi jednotkami v dusledku jejich evolu¢nich cest a tvori zaklad pro jejich

reakci na biotické a abiotické vlivy. Geneticka diverzita je povazovana za predpoklad
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pfizpasobivosti a dal§iho vyvoje populace (napt. Avise and Hamrick, 1996, Reed and
Frankham, 2003, Hedrick, 2001).

Geneticka diverzita se bézné€ vyjadiuje jako heterozygotnost, praimémy pocet alel na
lokus nebo primeérny podil polymorfnich lokusti (Hedrick, 2005), podrobngji v kapitole
1.2.3 Ukazatelé genetické diverzity. Lze ji odhadnout z nékolika riznych typu
genetickych markert (Vignal et al., 2002, Vendramin and Hansen, 2006).

Rada faktort piispiva k vysoké urovni genetické diverzity, ktera se obvykle nachazi v

populacich lesnich stromti (White, Adams and Neale, 2007):

Velikost populace

Mnoho lesnich stromt se vyskytuje na velkych stanovistich a maji moznost se vice ¢i
meéné nepretrzité Sifit do dalekych oblasti. Velka velikost populace snizuje citlivost
populaci k ndhodnému genetickému driftu, ktery vede ke ztraté genetické diverzity
uvnitt populace a ke zvySeni diverzity mezi populacemi. Hamrick, Godt a Sherman-
Broyles, (1992), zjistili, ze velikost geografického rozsahu druhu byla nejlep§im

prediktorem urovné genetické variace v ramci populace.

Priméma geneticka diverzita je vysoka u velké vétSiny druha stromt bez ohledu na
jejich geograficky rozsah. Pouze u druhti s velmi malymi disjunkénimi populacemi
bude pravdépodobné diverzita snizena, a pouze pokud je velikost populace mala po
mnoho generaci (White, Adams and Neale, 2007). Ve vzacnych piipadech je geneticka
diverzita mala u druhd s Sirokym geografickym rozsahem a velkymi populacemi
z divodu jedné nebo vice udalosti extrémniho rozsahu, ke kterym doslo v jejich

nedavné historii.

Outcrossing

Vysoka trover outcrossingu (tj. spojeni mezi nepiibuznymi jedinci) je zvlasté diulezita
pro udrzeni genetické rozmanitostt v populacich. Outcrossing podporuje
heterozygotnost a udrzovani recesivnich alel, které by jinak mohly byt vystaveny
procesu selekce (vybéru) (Ward et al., 2005). Kromé toho, rozmnozovani mezi
heterozygotnimi jedinci vede ke genetické rekombinaci a vytvareni velkého mnozstvi
raznych genotypi v ramci potomkid. Napiiklad u mnoha lesnich dfevin dochazi

v disledku outcrossingu k vyssi produkci semen, vét§imu preziti, vySsimu riistu a vyssi
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produktivité. Potomstvo u kiizenych stromu je obvykle podstatné vétsi a Iépe prospiva i

behem vyvoje porostu.

Opakem outcrossingu je inbreeding. Termin inbreeding oznacuje pareni mezi geneticky
piibuznymi jedinci v€etné samooplozeni. Inbreeding vede u vétSiny druhti k poklesu
kondice v dusledku naristu homozygotnich genotypu se skodlivymi alelami. Zapadni
Cerveny cedr se jevi jako vyjimka z tohoto pravidla: bylo zjisténo, ze jeho mira
samoopylovani je relativné vysoka jak v pfirozené, tak v umélé populaci, ale nebyla

stanovena témeér zadna inbredni deprese (Russell, Burdon and Yanchuk, 2003).

Dlouhovékost (longevity)

Stromy jsou dlouhovéké s dlouhou dobou néstupu plodnosti a nasledné produkci semen.
Z tohoto duvodu jsou méné Casto vystaveny potencialnim populacnim slabym mistim
béhem reprodukce (bud’ v dasledku omezené doby reprodukce nebo Spatného preziti
potomkil) nez je tomu u druht s kratkymi zivotnimi cykly (Hamrick, 2004). Protoze
jednotlivci mohou zit dlouho, stanovisté mohou obsahovat skupiny riznych vékovych
tfid. StarSi skupiny se mohou liSit geneticky od mladSich skupin, protoze prostiedi (a
tim 1 rezimy selekce, vybéru) se lisilo béhem jejich pfislusnych zivotnich obdobi, nebo
se lisi z divodu nahodnych zmeén. Proto je souhrnna geneticka diverzita pfi posouzeni
napiic¢ vSemi skupinami vyssi.

Dlouhoveékost stromt souvisi i s nahromadénim vétSiho mnozstvi mutaci na kazdou

generaci v porovnani s rostlinami s kratkym zivotnim cyklem (Ledig, 1986).

Migrace mezi populacemi (genovy tok)

Podle Endlera, (1977), je genovy tok proces, pii kterém dochazi k presunu genti mezi
populacemi. Genovy tok se uskuteCiiuje pomoci migrace, coz je pohyb jedincti mezi
populacemi. Migrace piispiva k udrzovani genetické rozmanitosti v populacich dvéma
zpusoby (Sauer, 1988): (1) pfispivanim novych genetickych variant, a (2) vyvazovanim
ztraty variability v dusledku genetického driftu nebo selekce. Tok genu v lesnich
stromech je z velké Casti dosazen pohybem pylu nebo semen z jedné populace do druhé.
Sifeni zlomenych vétvi fekami nebo potoky nebo b&hem zaplav také prispiva k toku

gentl u druht, které se snadno mnozi zakorenénim stonki.

S jednoznacnou identifikaci pavodu a uréeni toku genti mezi populacemi bez informaci

o jejich pfimém pohybu nejvice napomaha v soucasné dobé pouziti molekularné
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genetickych markert (Hedrick, 2005), podrobnéji viz kapitola 1.3.1 Genetické markery.
Vyuziti markert je vyhodné tam, kde je obtizné odhadnout tok gent, protoze migranti
se tézko identifikuji, nebo zanechavaji méné potomku, nez jedinci, ktefi se

nepohybovali, nebo zistavaji kratce, ale presto se pafi.

V semennych sadech lesnich stromt je snadngjsi urCit tok gent, protoze stromy jsou
piisedlé a sledovany tok genu je omezen pouze na jeden smér: od pivodu externiho
zdroje pylu do semennych sadi. Genotypizace vSech kandidatskych samcich rodica v
sadu a pfifazeni potomku (semennych plodin) jednomu z kandidatskych otcti umoziiuje
oddélit sam¢i gamety pochazejici ze stromi v sadu od gamet pochazejicich z externich
zdroji. Tok geni do semenného sadu z neselektovaného pylu je znamy jako
kontaminace pyly a vazné ovliviiuje genetickou kvalitu semennych plodin (Adams and
Birkes, 1989). Uroveii kontaminace pylem zavisi na druhu, jeho zptisobu reprodukce,
reproduk¢ni fenologii rodi€i v sadech i mimo né, velikosti semenného sadu, stupni
izolace a skutecnych podminkach prostfedi. Dosud bylo u mnoha druht hlaseno velké
mnozstvi studii kontaminace pylem, jejichz mira se pohybovala od témét O (El-Kassaby
and Ritland, 1986) az do 90 % (Fast, Dancik and Bower, 1986, Kaya, Isik and Adams,
2006). Na druhé strané dalsi pfispévky rodicti z kontaminace pyly obvykle zvysuji
genetickou rozmanitost semennych plodin (Wheeler and Jech, 1986). Je-li kontaminace
vysoka, muze se diverzita bud’ zvysit, nebo snizit v zavislosti na genetickych

vlastnostech zdrojové populace (Adams and Kunze, 1996).

Vzhledem k tomu, ze kontaminace pylem ovliviiuje pouze samci slozku reprodukéniho
uspéchu, polovina vSech gend bude pochazet od rodi¢t v sadech, a to i pod 100 %
mirou kontaminace. Ackoli je kvantifikace kontaminace pylem v sadech klonalnich
semen relativné pfima pomoci analyzy otcovstvi z molekularné genetickych markert, v
semennych sadech sazenic je to relativné obtizn€jsi kvuli az fadové vySSimu poctu
genotypui. Pouziti vysoce polymorfnich genetickych markeri (Brondani e al., 1998)
umoziuje s vysokou jistotou odvodit zavéry o otcovstvi (Chaix et al., 2003), a navic lze
ocCekavat, ze skenovani v celém genomu pomoci jednonukleotidovych polymorfismu

pIné eliminuje problém velké velikosti rodicovskeé populace.
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Bilancujici selekce

Bilancujici selekce vede k udrzeni genetickych polymorfismti v populacich, véetné
vyhody nebo prevahy heterozygoti (Snustad and Simmons, 2009). Z tohoto divodu

bilancujici selekce je téz nazyvana jako heterozygotni vyhoda.

Lesni stromy zaujimaji prostfedi, kterd jsou extrémné heterogenni v prostoru i Case.
Naptiklad zmény padni vlhkosti a urodnosti, drsnosti a zastinéni povrchu a pfitomnost
chorob, predatori a konkurenti se vyskytuji na velmi kratké vzdalenosti v ramci
lokality a maji hluboky vliv na pfeziti sazenic a nasledny rast stromi (Campbell, 1979).
Pokud jsou v riznych mikrohabitatech v ramci populaci upfednostiovany razné
genotypy, teorie naznaCuje, ze vysledna selekce muze vést ke stabilni genetické
diverzité uvnitt populace v prub&hu Casu, i kdyz dochazi k rozsahlému prolinani mezi

genotypy z riznych mikrohabitli (Dickinson and Antonovics, 1973).

Mezirocni vykyvy poc€asi a zmény na stanoviStich mohou b&hem vyvoje porostu
prospivat riznym genotypum v riznych obdobich, coz vede ke genetické diferenciaci
mezi skupinami vekovych tfid v ramci stejného porostu. Proto také docCasna
heterogenita prostredi muize vést k selekci zvysujici rozmanitost (Hedrick, Ginevan and

Ewing, 1976).

Rozsah, v jakém bilancujici selekce prispiva k celkové genetické diverzité v ramci
populaci lesnich strom, je obtizné kvantifikovat kviili neschopnosti oddélit jeji ucinky
od jinych faktorti podporujicich diverzitu, jako je migrace mezi populacemi a systémy
kiizového rozmnozovani (White, Adams and Neale, 2007). Nicméné dvé pozorovani
podporuji zavér, ze bilancujici selekce ma vyznamnou roli pfi udrzovani genetickych
variaci v populacich. Za prvé, velka reprodukéni schopnost lesnich stromt umoziiuje
intenzivni selekci, ktera pisobi pfi nahrazovani stromu z jedné generace na druhou. Za
druhé, kdyz porosty v mistni oblasti zaujimaji prostredi, ktera jsou podstatné odlisna,
adaptivni geneticka variace mezi porosty muze byt rozsahla, i kdyz je tok gend mezi

porosty silny.

Klonové sady lesnich stromil jsou zranitelné viaci Skodlivym utokim Skadct
(Kleinschmit et al., 1993). Pritomnost genetické diverzity v populacich zvySuje
pravdépodobnost, ze alespon néktefi jedinci jsou odolni viici zamoteni Skadci nebo vici
poskozeni v dasledku klimatickych extréma, které by jinak mohly zcela znicit populaci

pouze s jednim nebo nékolika malo genotypy.
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1.2.3 Ukazatelé genetické diverzity
Zakladnimi ukazateli genetické diverzity jsou:

Ocekavana heterozygotnost (H,), nebo téz geneticka diverzita v ramci populace, se
vypocitava pro kazdy lokus zvlast. Vyjadiuje zastoupeni oCekavanych heterozygota ve
zkoumané populaci na zakladé alelickych frekvenci za predpokladu, ze plati Hardy-
Weinberguv zakon (Baker, 2000, Smouse, P. Peakall, 2015). H, je v rozsahu 0 — 1, ale
muze byt vyjadiena i v procentech. Vyssi hodnoty H, vyjadiuji vyssi diverzitu alel. H,

se ziska podle nasledujiciho vzorce:

Hezl_zpiz'
i

kde p; je frekvence alely i a index i iteruje pfes vSechny mozné alely v daném lokusu.

Pozorovana heterozygotnost (H,) je dana podilem heterozygotnich jedinct v urcitém
lokusu (Nyes) z celkového poctu pozorovanych jedinci N (Paule, 1992, Smouse, P.
Peakall, 2015). H, se pohybuje v rozpéti od 0 do 1. H, se vypocita z nasledujiciho

VZOrce:

N
H, = PI’;“.

Efektivni pocet alel (N.) vyjadiuje odhad, kolik alel v populaci je rovnomérné
zastoupenych. Je tim vétsi, ¢im rovnomérnéji jsou alely zastoupeny (Smouse, P.

Peakall, 2015). N, se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

1

N, = :
¢ Zipiz

Fixacni index (F) vyjadiuje zastoupeni homozygotnich a heterozygotnich jedinci v
populaci na konkrétnich polymorfnich lokusech (Smouse, P. Peakall, 2015). Fixa¢ni
index se vyskytuje v rozsahu hodnot -1 az +1. Hodnota -1 udéava, ze v populaci jsou
pouze heterozygoti, hodnota +1 fika, ze v populaci se vyskytuji jen homozygoti. Fixacni
index se ziska pomoci nasledujiciho vzorce:

_ H, —H,

=
Geneticka struktura populaci se nej¢astéji urcuje pomoci Wrightovych F-statistik. Tyto

statistiky umozfiuji kvantifikovat rozdé€leni genetické diverzity (~heterozygotnosti)
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uvniti a mezi populacemi. Nize uvadim podrobnéji vypoCty jednotlivych ukazatelt

(Avise, 2004):

Stupenn  inbreedingu (F;s) ukazuje prevahu heterozygotnich nebo
homozygotnich jedincti v hodnocenych populacich (mize jit i pouze o jednu
populaci) (Smouse, P. Peakall, 2015). F;sse pohybuje v rozsahu od -1 do +1.

_ (H,. - H,)

IS — 7 §
H,

kde H, je priméma hodnota odekdvané heterozygotnosti pies vsechny
hodnocené populace a H, je priméma pozorovana heterozygotnost pies viechny

hodnocené populace.

Odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (F;r) hodnoti souhrnné
vSechny sledované populace, udava prevahu homozygotnich nebo
heterozygotnich populaci. Firje definovan dle (Smouse, P. Peakall, 2015) jako:

(He — H,)

F.. =
IT Ht

kde H; je celkova oCekavana heterozygotnost ve vSech hodnocenych populacich
a H, je primérna pozorovani heterozygotnost pres vsechny hodnocené
populace. H; je definovana nasledujicim vztahem:
H =1- ﬁiz ’
i
kde p; je priméma frekvence i-té alely pres vSechny hodnocené populace.

Stupenn populacni diferenciace (Fsr) je nejCastéji popisovan jako rozptyl
alelovych frekvenci mezi populacemi v zavislosti na primérné pozorované
frekvenci (Avise, 2004). Pokud by byly vSechny hodnocené populace v Hardy-
Weinbergové rovnovaze se stejnymi frekvencemi alel, Fs7 by bylo rovno nule.
Fsrje definovan vztahem:

(H, — H,)

For =
ST Ht

kde H,je priméma ocekavana heterozygotnost pies vsechny hodnocené
populace a H, je celkova oCekavana heterozygotnost ve vSech hodnocenych

populacich.
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Pocet migrantu v populaci (Nm) je hlavnim ukazatelem genového toku, ktery je jeden
z hlavnich Ciniteld udavajicich genetickou strukturu populaci (Smouse, P. Peakall,

2015). Nm se vypocita pomoci nasledujiciho vztahu:

m =10/ 1)

kde Fsr predstavuje stupenl populacni diferenciace.

Shannonuv informaéni index vyjadiuje mnozstvi informace o zastoupeni alel
obsazenych v daném lokusu a hodnocené populaci, tedy mnozstvi informace, které 1ze

ziskat usporadanim existujicich alel v populaci v riznych poradich. Nabyva hodnot

°H = —Zpi Inp;,
i

kde p; je frekvence alely i a index i iteruje pres vSechny mozné alely v daném lokusu.

>= 0. Vypocita se dle vztahu:

Naptiklad pro jedinou alelu nachazejici se v hodnocené populaci u vSech vzorkd vyjde
informacni index = -(1*In 1) = 0. Obecné lze tedy fici, ze populace s vysSSim

informa¢nim indexem jsou vice diverzifikovany.

Geneticka vzdalenost mezi populacemi udava, jak moc si jsou porovnavané populace
geneticky podobné. Je wvypocitana pomoci alelickych frekvenci a nejCastéji se
vypocitava dle Neie (1972). Nabyva hodnot vétSich nez nula. Vypocita se podle

nasledujiciho vztahu:
D = —In(1),
kde D je Neiova geneticka vzdalenost a / je Neiova geneticka identita:

_ ]xy

VIxly
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kde pir a piy jsou frekvence i-té alely v populacich x a y. Pro vice lokust se Jy,, Jx a J,
vypocitaji jako soucet pres vSechny lokusy a alely déleny poctem lokusi. Tento primér

se pak pouzije k vypoctu 1.

Efektivni velikost populace

Nejcasteji je genetickd rozmanitost aproximovana efektivni velikosti populace (Wright,
1931). To je koncept, ktery Siroce pouzivaji kvantitativni a populacni genetici a ktery je

soucasti vétsiny Slechtitelskych programu pro zvifata a rostliny.

Efektivni velikost populace je abstraktni pojem predstavujici velikost idealni populace,
ve které by genetické procesy (napt. geneticky drift) probihaly stejnou rychlosti jako v
ptirozené populaci (Crow and Kimura, 1970). Tento pojem byl vyvinut za uclelem
zohlednéni nékolika moznych faktorti ovliviiujicich zmeény frekvenci alel prenasenych
do dalsi generace (Wright, 1969). Jinymi slovy, efektivni velikost populace je skuteny
pocet jedinci v populaci, ktefi se ucastni rozmnozovani (Begon, Mortimer and
Thompson, 1996, Krebs, 2002). Efektivni velikost populace se tedy mize velice

odlisovat od celkové velikosti populace (celkového poctu jedinct v populaci).
Patfi sem situace, kdy:

(1) rozmnozovaci jedinci pfedstavuji pouze Cast celé populace, protoze néktefi

jedinci nedosahli pohlavni dospélosti nebo se neztcastnili parent,

(i1) existuje nerovny pocet samc¢ich a samicich jedinct,

(iii))  rodiCovské gametické prispévky se 1i§i (tj. mezi rodi¢i je nerovny
reproduk¢ni uspéch),

(iv) v prostoru existuji prostorové a / nebo Casové rozdily velikosti populace a

(v)  jednotlivci, ktefi se rozmnozuji, jsou pfibuzni.

1.3 Molekuldarné genetické metody ke zjist'ovani genetické diverzity

1.3.1 Genetické markery

Geneticky marker je jakykoliv znak v ramci genetického profilu jedince. Genetické
markery lze pouzit ke studiu genetiky organismu, v¢etné stromu, na urovni jednotlivych

genti (White, Adams and Neale, 2007). Genetické markery mohou byt odvozeny z
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jadernych nebo organelovych sekvenci; naptiklad diagnostické markery odvozené z
chloroplastt nebo mitochondrii (Sutton, Flanagan and El-Kassaby, 1991, Sutton et al.,
1991, Demesure, Sodzi and Petit, 1995), byly v zavislosti na dikazech o jejich matefské
dédi¢nosti u druhu pouzity ke sledovani historie kolonizace krytosemennych lesnich

dfevin a jehli¢nanu (Petit et al., 2002, Gamache ef al., 2003).

Podskupinou genetickych markerti jsou genové markery, tedy znaky, které jsou pod
genetickou kontrolou a maji pouze maly pocet genti (nejlépe pouze jeden). Genetické
markery se pouzivaji napiiklad k identifikaci ptvodu a urCeni toku geni mezi
populacemi, k identifikaci jedinct, studiu dédi¢nych chorob nebo ve fylogenetice.
Naptiklad analyza markerd na mitochondrialni DNA umoziiuje sledovat vyvoj az tisice

let do minulosti po matetské linii.

Genetické markery muzeme rozdélit do né€kolika skupin (White, Adams and Neale,

2007):

1) morfologické markery - urCuji vnéjsi vlastnosti stromu (jako napiiklad tvar nebo
barva listd a kvétd, apod.). Tyto vlastnosti jsou u vétSiny lesnich dfevin ovlivnény

vzajemnym pusobenim nékolika gend, a proto tyto markery nejsou pfili§ pouzitelné.

2) biochemické markery — mezi jedny z nejzndméjsi patii monoterpeny a alozymy.
Monoterpeny jsou podskupinou terpenoidnich latek, které se nachazeji v pryskyficich a
esencialnich olejich rostlin (Kozlowski and Pallardy, 1979). V minulosti byly alozymy
nejdulezitéjSim typem genetickych markert pouzivanych v lesnictvi (Conkle, 1981,
Adams et al, 1992). Nevyhodou téchto biochemickych marker je jejich nizsi

rozli§ovaci schopnost.

3) molekularni markery — zabyvaji se poradim nukleotidd v DNA. Konkrétnéji muze
napiiklad jit o znamou sekvenci DNA, kterou lze jednodusSe identifikovat, a ktera neni
zavisla na podminkach prostredi. Molekularni markery udavaji informaci o genotypu
jedince a lze tedy podle nich identifikovat klon. Molekularni markery nam umoziuji
studovat distribuci a rozsah genetickych variaci v ramci druht a mezi druhy (Porth and
El-Kassaby, 2014). Markery maji rizné aplikace v rostlinnych védach. Obvykle se
doporucuje kombinace ruznych typa markert, aby bylo zaji§téno presnéjsi posouzeni

rozsahu vnitropopulacni a mezipopulacni genetické diverzity.
Nékteré bézné pouzivané typy molekularnich markert:

31



e RFLP (restriction fragment length polymorphism). Analyzuje se pomoci
hybridizace DNA-DNA, podrobné&ji o RFLP nize;

e mikrosatelity (Simple Sequence Repeats — SSRs), podrobnéji o SSR nize;

e AFLP (amplified fragment length polymorphism);

e celogenomové markery vyskytujici se napfi¢ celym genomem, napiiklad SNP
(Single  Nucleotide  Polymorphism;  podrobné&ji v kapitole  1.3.3
Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) u tfeSné ptaci), HybSeq, RADseq.

Analyzuji se pomoci sekvenovani DNA.

RFLP

RFLP byl prvnim rozSifenym markerem pro analyzu DNA a pouzivd se hojné i
v soucasnosti. Rozstépeni molekuly DNA se déje pomoci specifickych enzymi, které se
nazyvaji restrikéni endonukleazy. Rozstépené ¢asti DNA maji riznou délku, kterou lze
detekovat pomoci genové elektroforézy, a vyuzit jako marker. RFLP byl jako prvni
vyuzivan k mapovani genomu. Nevyhodou RFLP je, ze potfebuje relativné velké
mnozstvi DNA. Z tohoto divodu se v dnesni dobé vice pouzivaji metody zalozené na

PCR.

Mikrosatelity

Pti analyzach populacni struktury se v poslednich letech nejvice pouziva mikrosateliti
neboli SSR markerti. Mikrosatelity jsou kratké useky DNA s opakujicim se vyskytem
stejnych kombinaci nukleotidi (Li et al., 2002), nej¢astéji dlouhych 2-5 bazi (Schmidt
and Heslop-Harrison, 1996). Casto byvaji pouzivany mikrosatelitni sekvence
dinukleotidové (kde se nejcastéji vyskytuje CA — cytosin, adenin). Tyto mikrosatelitové
sekvence se vyskytuji na mnoha mistech genomu a pocet téchto opakujicich se sekvenci
vykazuje velkou individuéalni variabilitu. Diky znacné variabilité je mozné rozlisit 1
znané piibuzné jedince a definovat mezi nimi zakladni pfibuzenské vztahy
(sourozenecké ¢i rodiCovské) a ur€it vzajemnou miru pfibuznosti jedinct ve studované
skupin€. Mikrosatelity jsou kodominatni, a tedy mizeme rozlisit, zda jde o homozygota

nebo heterozygota.

1.3.2  Vyuziti mikrosatelitovych markerii u t¥esné ptaci

Mikrosatelitovych markeri se vyuziva k provéreni klonové identity u lesnich dfevin.

Zejména velké uplatnéni nachazime u provéreni klonové identity zdroji reprodukéniho
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materialu (identifikace jedinci). Aby bylo mozné ziskat ze zkoumanych vzorka
optimalni informace o genetické proménlivosti studovanych jedincd, je potiebné

vyhledat markery, které vykazuji vysoky polymorfismus.

Pro ovérovani klonové identity a polymorfismu tfe$né ptaci byly zvoleny jako DNA
markery jaderné mikrosatelity nSSR (nuclear simple sequence repeats). Mikrosatelitové
lokusy patfi mezi nejvariabilngjsi oblasti genomu, kdy je polymorfismus dan zejména
rozdilem v poctu opakovani zakladniho motivu nukleotid(. Ke zjisténi téchto lokust
nam napomaha polymerazova fetézova reakce (PCR) s primery, které jsou
komplementarni se sekvencemi sousedicimi s vybranym mikrosatelitovym lokusem.
Mikrosatelitové markery jiz byly Siroce pouzity v mnoha genetickych vyzkumech
naptiklad pro sledovani genetické diverzity, analyzy toku gent, genového mapovani,
identifikace jedinci, ureni rodicovstvi apod. (Pfeiffer, Oliviery and Morgante, 1997,

Oliveira et al., 2006).

Nejprve se zacaly k charakterizaci divokych 1 kulturnich tfe$ni vyuzivat mikrosatelitové
markery ptivodné navrzené pro Prunus persica (Schueler et al., 2003). Mikrosatelitové

markery byly jiz vyvinuty 1 pro kulturni kultivary tfe$né€ (Clarke and Tobutt, 2003).

U tre$ni byly mikrosatelitové markery vyuzity pro identifikaci jedinct a kultivart napt.
autory Dirlewanger et al., (2002), Schueler et al., (2003), Jarni, De Cuyper and Brus,
(2012). Pro populacni studie tohoto druhu je vyuzili Vaughan and Russell, (2004),
Schueler et al., (2003) a Testolin et al., (2000).

Z divodu Casovych a financnich uspor pii provadéni DNA analyz u velkych soubort
vzorkt byly také postupy ziskavani PCR produkti a odecitani jejich velikosti pfi
fragmentacéni analyze zaméfeny na seskupovani vybranych mikrosatelitovych lokust do
multiplexti, kdy probihaji amplifikace a fragmentacni analyzy nékolika lokust
najednou. Napiiklad Vaughan and Russell, (2004), vyuzili ve své praci multiplexy PCR
pro tfeSeni ptaci, kde konkrétné pouzili nasledujici lokusy pro multiplex A: EMPaSO01,
EMPaS10, S11, S12, S14 a pro multiplex B: EMPaS02, EMPaS06, EMPaS004, 005,
015 a 018. Dale v praci (Jarni, De Cuyper and Brus, 2012), byly pouzity dva multiplexy
PCR pro tfesen ptaci, konkrétné multiplex A zahrnoval lokusy: EMPaS10, EMPaS12, a
EMPaS14 a multiplex B: EMPa4, EMPa5, EMPaS2, EMPaS6.
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1.3.3 Jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) u tresné ptaci

Dal§im genetickym markerem vyuzitym 1 u tfeSné ptaci je jednonukleotidovy
polymorfismus, cCasto oznaCovany jako SNP (z anglického Single Nucleotide
Polymorphism). Jde o zaménu v jediném nukleotidu, ktera se vyskytuje na daném misté
v genomu, a v populaci je zastoupena alespoini v ur¢ité mife (napt. > 1%) (Snustad and
Simmons, 2009). Jednonukleotidové polymorfismy se vyskytuji v kodujicich
oblastech gent, nekodujicich oblastech gend, ale i v oblastech mezi geny. SNP jsou
hojné zastoupeny v celém genomu (Kato ef al., 2014). SNP poskytuji genetické markery
s vysokou hustotou, které by mohly potencialné poskytnout lepsi rozliSeni (Gupta, Roy
and Prasad, 2001). Vzhledem k tomu, ze se staly dostupné vysoce ucinné platformy pro
genotypovani SNP, umoziiuje nam to urychlit Slechténi lesnich dfevin (Grattapaglia and
Resende, 2011, Resende et al., 2012). Fernandez a Martiet et al., (2012), uvedli, ze SNP
mély veétsi vyznam, nez markery SSR pii hodnoceni genetické pribuznosti kultivart
tfeSni. Dal8i prace zabyvajici se SNP markery u tfesné referuje strukturni analyzu 210

kultivart a krajovych odriad z 16 zemi (Campoy et al., 2016).
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1.4  Semenné sady

Podle Schreinera, (1961), byly prvni semenné sady vytvofeny jiz v roce 1880
nizozemskymi kolonisty na Jave k Sifeni ptivodnich rostlin, chinovniku 1ékarského (lat.
Cinchona officinalis). Pouziti tohoto pojeti se rozsifilo az o sedmdesat let pozdéji. Od
této doby existuji dikazy o podstatném vylepSovani rostlin prostfednictvim vybéru a
Slechténi (Zobel et al., 1958, Schreiner, 1950). Kromé genetického zlepSeni jako
takového se semenné sady také pouzivaji k produkci osiva, které je dobie pfizptsobeno
specifickému prostiedi (Nanson, 1972). Moderni §lechténi stromd, jak jej dnes zname,

zacalo az v padesatych letech dvacatého stoleti (van Buijtenen, 1984).

Toto vyznamné zpozdéni mélo dva hlavni disledky: zaprvé ponechalo vétSinu populace
lesnich stromu prevazné bez genetické manipulace, a za druhé, umoznilo Slechtitelim
stromu vyuzivat znalosti a zkuSenosti za tu dobu ziskanych z jinych oblasti (Namkoong,

Kang and Brouard, 1988).

1.4.1 Definice semenného sadu a souvisejicich odbornych pojmii

Odborné pojmy semenny sad, klony a rodi¢e rodiny definuje Zakon ¢. 149/2003 Sb.,
(2003) takto:

e Semenny sad v Ceské republice je definovan jako ,ulelova vysadba
selektovanych klond nebo reprodukéniho materialu ziskaného z rodice rodiny,
ktery je izolovan nebo obhospodarovan tak, ze spraseni pylem pochéazejicim z
rostlin nachézejicich se mimo semenny sad je vylou¢eno nebo omezeno, pro
generativni zpusob reprodukce®.

e Klony jsou definovany jako ,.skupina vegetativnich potomki (ramety) ziskana
z jediného vychoziho jedince (ortet) vegetativnim mnozenim, napiiklad
fizkovanim, mikrovegetativnim mnozenim, roubovanim, hfizenim nebo
délenim*®.

e Rodi¢ rodiny je ,strom ureny k produkci potomstva kontrolovanym nebo
volnym opylovanim urceného jednoho samiciho rodic¢e pylem jednoho samciho
rodiCe nebo pylem vice urCenych nebo neurenych samcich rodi¢t, pro

generativni zpusob reprodukce®.
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1.4.2  Typy semennych sadii

Semenné sady lze rozdélit do kategorii podle generace Slechténi a / nebo zpusobu
rozmnozovani rodi¢ovskych stromu - jadrové nebo klonové sady (Eriksson, Ekberg and

Clapham, 2006).

Sady 1. a vysSi generace

Semenné sady prvni generace jsou tvoreny rodi¢i vybranymi na zakladé jejich
fenotypovych vlastnosti zlesnich porosti nebo zneupravenych plantazi (tj.
zakladatelské populace). Geneticka hodnota zakladatelské populace je do zna¢né miry
neznama. Tyto sady mohou byt vylepSeny odstranénim neperspektivnich rodi¢i na
zaklade ziskanych vysledki z testovani potomku (tj. zpétny vybér). Jak se Slechtitelské
programy postupné zdokonaluji, sady vysSich generaci se zakladaji pomoci jednotlivct
z kontrolovanych kiizeni mezi elitnimi genotypy nebo s jejich opylovanymi potomky
s naslednou rekonstrukci otcovského pavodu k ziskani zvysSené genetické hodnoty (tj.

vybér vpied) (El-Kassaby and Lstibarek, 2009, El-Kassaby et al., 2011).

V semennych sadech 1. generace je pfedmétem sledovani a hodnoceni fada kritérii. Jde
v prvni fadé o evidenci uhynu roubovancu, véetné stanoveni priCiny uhynu. Fenologii
kveteni, fruktifikaci a vlastnosti osiva je tieba sledovat nékolik let po sob€. Jednorazove
je vhodné posoudit homogenitu klond, resp. ramet semenného sadu pomoci genovych

markera na zakladé genetického screeningu reprezentativniho poc¢tu klond.

U semennych sadi zalozenych pouze na zakladé fenotypového vybéru vSak nelze
vzhledem k caste¢nému ovlivnéni fenotypovych znaki prostfedim ocekavat vysokou
miru genetické odezvy. Pro zvySeni Slechtitelského efektu je proto nutno ziskat
informace o genetické kvalité klont zastoupenych v semenném sadu. Hlavni nastroj pro
tento ucCel nejcastéji predstavuji experimentalni testy potomstev téchto klond. Nova
vysadba slozena z pozitivné€ oveérenych klona se pak stava dalsi slechtitelskou populaci,
tj. semennym sadem 2. generace. V zemich s nejvyspélejsim §lechténim lesnich dfevin
se lze setkat 1 se semennymi sady 6. generace. Zvlastnim ptipadem jsou semenné sady
1,5. generace, které obsahuji klony vybrané na zakladé testovani polosesterskych
potomstev klonli zastoupenych v sadu 1. generace, u nichz zname pouze mateiského

rodice.
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Jadrové sady

Jadrové semenné sady jsou sady vytvorené z generativnich potomki vybérovych
stromi. Semena jsou ziskana z polosesterskych potomstev (z volného opyleni) nebo
plnosesterskych ~ potomstev  (z  kontrolovaného  opyleni). Ziskat semena
z polosesterskych potomstev je vyrazn€ji snazsi, ale semena z plnosesterskych
potomstev jsou efektivnéjsi (oba rodice jsou vybérové stromy). Vyhodou jadrovych
sadi jsou niz§i naklady a kratsi doba na zalozeni (Kobliha and Lstiblurek, 2000).
Jadrovych semennych sadd je celosvétové mnohem méné nez klonovych sadd. V CR se

vyskytuje pouze jeden jadrovy sad, a to sad borovice pokroucené.

Zvlastnim pripadem jadrovych semennych sada jsou tzv. ,polycross seed orchards®,
které jsou vytvoreny z potomstev rodi¢ovskych stromt, kde rodiCovské stromy byly

spraseny pylovou smési z vybranych otcovskych jedinca (Plomion et al., 2001).

Klonové sady

Klonové (nebo téz klonalni) semenné sady se zakladaji vegetativnim zpusobem,
napftiklad z roubt (ramet), které jsou kopii vybérovych rodi¢ovskych stromt. Vyhodou
klonovych sadil je, ze pfi vegetativnim mnoZzeni se uchovava geneticka identita, ale i
stadium ontogenetického vyvoje mnozeného stromu (Kobliha and Lstibarek, 2006). To
ma za nasledek diivéjsi pocatek kveteni a urody, nez v sadech jadrovych. Prevazna
vétsina semennych sadll je klonovych a v priméru se skladaji z 30-50 rliznych rodica
(Funda and El-Kassaby, 2012).

Dale podle funkce délime klonové sady na:

1) produkéni — se zamérem o maximalni tvorbu semen,

2) udrzovaci — snaha o zachovani genetického genofondu,

3) klonové archivy — podobné sadim udrzovacim, ale se snahou o konzervovani

genofondu vybérovych stromi,

4) hybridizacni — s cilem intenzivniho Slechténi na zaklad¢ krizeni.

1.4.3 Design a rozmisténi ramet v sadu

Vybér klonti, navrh a samotné rozmisténi ramet v sadu jsou velmi dilezitym krokem pfi
zakladani semenného sadu, ktery ovlivni budouci kvalitu reprodukéniho materialu. Jiz

bylo vyvinuto a implementovano velké mnozstvi navrhii semennych sadi (Gietrych,
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1975, Bell and Fletcher, 1978, El-Kassaby, 2003, El-Kassaby et al., 2007). Tyto navrhy
jsou zalozeny na predpokladu, ze ucinnost opylovani je funkci vzdalenosti, a tak vétsina
genetické vymény nastava mezi sousednimi rametami, zatimco mezi témi vzdalenéjSimi
klesa. Vysadba ramet se provadi v pravidelném sponu a v takovém rozmisténi, aby
dochazelo k dobrému vzajemnému opyleni jedinct riznych klond, a zaroven bylo
vylouceno nebo podstatné omezeno spraseni i pylem pochazejicim ze stromd mimo
semenny sad. Jelikoz se sady pokrocilé generace staly normou, bylo nutné zacit
uvazovat o otazce piibuznosti a zahrnout ji jako dalsi vstupni faktor pro navrh novych
sadd. Reseni poskytl navrh minimalniho inbreedingu semenného sadu (Lstibtirek and

El-Kassaby, 2010).

V soucasné dobé se nejCast€ji pouzivaji nasledujici navrhy semennych sada:

e Computer Organized Orchard Layouts (COOL): tento design vytvorili Bell a
Fletcher, (1978), vyuziva se v sadech nepravidelného tvaru.

e Randomized, Replicated, Staggered Clonal-Row (R2SCR) (El-Kassaby et al.,
2014): tento program je interaktivni a vhodny pro jakoukoli wvelikost a
konfiguraci sadu, pojme libovolny pocet klont, které jsou alokovany do radku.
Dale navrhuje modifikovany design klonovanych radku, ktery replikuje, stiida a
nahodné fadi radky.

e Optimum Neighborhood Algorithm (ONA) (Chaloupkova et al., 2016): tento
navrh je vhodné pouzit jak pro zakladani produktivnich semennych sadi, tak i
klonalnich archivii ohrozenych druhd, ale mize dopliovat i stavajici rozlozeni
sadu.

e Minimum Inbreeding design (MI) (Lstiburek and El-Kassaby, 2010): tento
design se vyuziva vsadech vysSSich generaci, kde se nachazeji slozité
ptibuzenské vztahy.

e JAPGA algoritmus (Improved Adaptive Parallel Genetic
Algorithm), byl vyvinut v roce 2020 Yangem et al., (2020). Jde o pocitacovy
geneticky algoritmus pouzity pro minimalizaci inbreedingu v klonalnich sadech.
Algoritmus minimalizuje pravdépodobnost inbreedingu tim, Ze se snazi
maximalizovat vzdalenosti v sadu mezi klony, které maji malou vzajemnou

genetickou vzdalenost.
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Ocekava se, ze jak se bude postupovat v §lechténi, budou navrhy semennych sadu i
nadale velmi dynamické, aby mohli sadafi vyvazit své Cinnosti v oblasti péstovani

plodin s pozadovanymi cili.

1.4.4 Semenné sady tresné ptaci v Ceské republice

Podle zpravy (UHUL, 2020) je aktualng v Ceské republice 9 uznanych a 2 registrované
semenné sady tfesné ptaCi. Plocha uznanych semennych sadu tfesné je 10,17 ha a
plocha sadd registrovanych 2 ha. Z deviti uznanych sadi je 7 ve vlastnictvi Lest Ceské

republiky, s.p. (zdroj: https://eagri.cz/public/app/uhul/ERMA2), 1 sad ve vlastnictvi

Biskupstvi ostravsko-opavského a 1 sad ve vlastnictvi Vojensky lest a statkt CR, s.p.
Prehled uznanych semennych sadi tfeSné ptaci udava Tabulka 1, vCetné uvedeni
mistniho nazvu, Cisla uznané jednotky daného sadu, rokem zalozeni, vymérou sadu a
poctem kloni pii zaloZzeni sadu. Mapu uznanych semennych sadi tife$né ptaci

znazoriuje Obrazek 1.

Tabulka 1 Pehled uznanych semennych sadi tie$né ptaéi v CR

Vlastnik 1:1/[;;2‘1: Cislo uznané jednotky | Zalozeni V)z::la e“;ra 11()1(:)?5
LS Buchlovice* Vrsava | CZ-3-3-TR-00192-36-2-Z 2005 0,45 60
LS Frydek-Mistek* | Janovice | CZ-3-3-TR-0001-37-2-T 2006 0,94 52
LS Jablunkov* Motykov | CZ-3-3-TR-00195-38-4-T 2006 0,5 43
BOO* Celadna CZ-3-3-TR-152-38-4-T 1999 0,8 73
LS Prostéjov* Troubky | CZ-3-3-TR-158-37-2-M 2001 1 59
LS Luzna* Cejkovka CZ-3-3-TR-170-8-2-S 2002 1,13 61
LS Tiebon* VI¢i luka | CZ-3-3-TR-00162-13-5-C 2000 1,23 37
VLS CR Obrovice | CZ-3-3-TR-00171-4-3-V 2002 1,25 28
LZ Konopisté Loreta CZ-3-3-TR-00001-10-3-S 0,62 40

LS lesni sprava Lest CR, BOO je Biskupstvi ostravsko-opavske, VLS CR jsou Vojenske lesy a
statky CR, *zdroj (Svoboda et al., 2010)
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Obrazek 1 Mapa uznanych semennych sadi tie$né ptaéi v CR (vytvoieno pomoci

Google maps)

| © vis &R - Obrovice
£ LS Luzna - Cejkovka
O s Trebon-Viciluka [
© Ls Buchlovice - Vrsava
© Ls Prostsjov - Troubky cl
1 ©800-Celadna

| © LS Frydek-Mistek - Janovice

‘ LS Jablunkov - Motykov

A - |
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2 Metodika

V praci byla zpracovana multilokusova data tii populaci tfeSné ptaci, ktera byla pro tuto
praci jiz dodana ve formé tabulky genotypud. Nize uvadim dostupné informace o ptivodu

vzorkt, z nichz byla multilokusova data ziskana, a metodiku analyzy téchto dat.

2.1 Odbér materidalu

Zkoumany biologicky material tfené ptadi byl ziskan ze tiech oblasti Ceské republiky.
Prvni oblast se nachazi ve stfedoCeském regionu, konkrétné se jedna o semenny sad
Luzna u Rakovnika ,,Cejkovka“ (GPS: 50,1484728, 13,78278). Druha oblast se nachazi
v zapadoCeském regionu, jedna se o semenny sad Obrovice (GPS: 50,2806747,
13,2027). Treti oblast priméstské populace se nachéazi severozapadné od Prahy
(priblizné v okoli GPS: 50,13738, 14,32861). Geografické rozmisténi zajmovych oblasti

znazoriuje nasledujici Obrazek 2.

Obrazek 2 Geografické rozmisténi zajmovych populaci tfeSné ptaci (vytvoreno

pomoci Google maps)
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Semenny sad Cejkovka je vzdusnou &arou vzdalen od piimé&stské populace 40 km.
Semenny sad Cejkovka je vzdusnou &arou vzdalen od semenného sadu Obrovice 44 km.

Semenny sad Obrovice je vzdusnou ¢arou vzdalen od priméstské populace 80 km
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Celkem bylo analyzovano 158 vzorka tfesné ptaci z uvedenych sadt. Blizsi informace o
poctech odebranych vzorkd v jednotlivych sadech bude uvedena v nasledujicich

kapitolach popisujicich jednotlivé zkoumané semenné sady.

2.1.1 Semenny sad Luznd u Rakovnika ,,Cejkovka

Tento semenny sad byl zaloZen v roce 2002 na tizemi LS Luzna LCR. Sad byl zalozen
z roubovanct vybérovych stromd, které byly identifikovany v porostech v LS LCR
Kiivoklat a LS LCR Nizbor. V semenném sadu bylo na po&atku vysazeno celkem 343
jedinc od 61 klonti. V soucasné dobé je v sadu 58 klont (klony 357, 360 a 362 se
v sadu jiz nenachazeji). Tabulka 2 uvadi poCet ramet na jednotlivy klon. Primérny
pocet ramet na klon je 4,8 a smérodatna odchylka je 4,7. Sad byl vysazen s rozestupy 6

x 6 m v 16 fadach a 21 sloupcich. Rozloha sadu je 1,13 ha.

Tabulka 2 Pocet ramet na klon v semenném sadu Cejkovka

Klon | Pocet ramet | Klon | Podet ramet | Klon | Pocet ramet | Klon | Pocet ramet
336 5 351 2 369 2 384 2
337 2 352 4 370 3 385 1
338 1 353 13 371 1 386 1
339 18 354 4 372 14 387 1
340 3 355 3 373 18 388 6
341 3 356 2 374 7 389 17
342 3 358 10 375 2 390 2
343 2 359 6 376 1 391 4
344 10 361 4 377 2 392 5
345 8 363 4 378 2 393 14
346 2 364 1 379 2 394 12
347 2 365 4 380 3 395 12
348 2 366 4 381 1 396 10
349 2 367 9 382 1 397 12
350 2 368 1 383 2 398 8

Primérny pocet ramet na klon 4,8

Smérodatna odchylka 4,7

Semenny sad Cejkovka se nachazi ve StiedoGeském kraji v nadmotské vysce 390 m n.
m. Sad nélezi do klimatického okrsku B2, ktery je mirné& teply, mirné vlhky, prevazné
s mirnou zimou. Primémy ro¢ni uhrn srazek je 525 mm a primérna teplota 7,7 °C.
V roce 2007 byl tento semenny sad uznan jako zdroj kvalifikovaného reprodukéniho
materialu tfesné ptaci s evidencnim cislem CZ-3-3-TR-170-8-2-S. Mapu a schéma

semenného sadu Cejkovka zobrazuje Obrazek 3 a Obrazek 4.
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Z tohoto semenného sadu bylo testovano 62 vzorkd. Tyto vzorky reprezentovaly
jedince, ktefi zastupuji jednotlivé klony v sadu a klony 351 a 379 byly v ramci ovéteni

klonové identity odebrany ve dvou variantach.

Obrizek 3 Mapa semenného sadu Cejkovka (vytvoFeno pomoci mapy.cz)
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Obrazek 4 Schéma semenného sadu Cejkovka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1 393 358|388 345|374 373(354 367|389|379 372|339

2 |380(365 355 361|353|347|363(352 364 359|369(383|346(344 373(367

3 372|349 390384 387|377(371|370(353|344/358|348|378|356|353 389

4 |342(350 382|376(368|374(381 344372 375 389 358 358|372(389
5 (388|373 345|366(353|358 352|374(355|385(367|359|353|373

6 |365(354 361 343|344|378 372 359 366|363|372 373
7 |367(359|344(367|389(345|351 373 353|372 373(344 358

8 379|373 342 3441389(370|389|388|380(353 374|358 389

9 |366(372|374(355|358 352 354 373(367|345|343|389

10 350 346|356 369|365(347|384(351|348(383|363(359|349 372|353|373

11 375 353 377 372 388 361 344

12 345 370 390 389 380 342 373

13 |388(339 353|374(373|367 345|373(372 389(366(372|374(372|389

14 |359(354 344|363 389(365(361|389 358 345|388(352 367

15 367(353|344/358|386(373 373 353 373

16 389 372 345 353|373 389 373 389

2.1.2 Semenny sad Obrovice

Semenny sad Obrovice se nachazi v Usteckém kraji v nadmoiské vySce 385 m n. m.

Rozloha sadu je 1,25 ha. Klima je zde mirné teplé, nalezi do klimatické oblasti MT4.
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Tato oblast je charakteristickd mirnym a kratkym jarem, suchym az mirn€ suchym
létem, mirnym a kratkym podzimem a mirnou, teplou a suchou zimou. Primeérné teploty
jsou =2 az —3 °C vlednu a 16-17 °C v Cervenci. Ro¢ni uhrn srazek dosahuje 500—
750 mm. Sad byl zalozen v roce 2002 z roubti odebranych z vybérovych stromu, které
se nachazely v porostech Doupovskych hor. Vysazeno bylo celkem 240 roubovancti od
28 klont. Spon vysadby byl 7 x 6 m. Mapu a schéma semenného sadu Obrovice
zobrazuje Obrazek 5 a Obrazek 6.

Z tohoto semenného sadu bylo testovano 38 vzorku. Vzorky reprezentovaly jedince,
kteti zastupuji jednotlivé klony v sadu a nékteré klony byly v ramci ovéfeni klonové
identity odebrany i ve dvou variantach, konkrétné: 1B, 2A, 2B, 3A, 3B, 14A, 14B, 17A,
17B, 20A, 20B, 21A, 21B, 23A, 23B, 25A, 25B, varl a var2. PocCet ramet na klon
v sadu uvadi Tabulka 3. Primérny pocet ramet na klon je 6,9 a smérodatna odchylka
2.9.

Tabulka 3 Poc¢et ramet na klon v semenném sadu Obrovice

Obrazek 5 Mapa semenného sadu Obrovice (vytvoreno pomoci mapy.cz)

TR
. - "
———— w

» O, e, SR v ot | L 7

Klon | Pocet ramet | Klon | Podet ramet | Klon | Poc¢et ramet
1 9 12 5 22 10
2 8 13 9 23 5
3 6 14 7 24 4
4 12 15 8 25 5
5 4 16 9 26 7
6 8 17 3 27 4
7 9 18 7 28 8
8 12 19 9 30 9
9 7 20 8 - -
11 5 21 10 - -

Primérny pocet ramet na klon 6,9

Smérodatna odchylka 2,9
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Obrazek 6 Schéma semenného sadu Obrovice

O IR WN =

6

5 4 3

16

13

5 4 3
Poznamka: chybi ¢isla klonu 10 a 29
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2.1.3 Priméstska populace

Priméstska populace tfesné ptaci se nachdzi v severozapadni Casti Prahy. Jedna se o
tfesné, které nebyly zamérné vysazovany, ale jde pravdépodobné o nalety u cest apod.
Vzhledem k tomu, ze pfiméstska populace se nachazi v t€sném okoli lidskych obydli,
dochazi vni pravdépodobné i k veétSimu zastoupeni Slechténych kultivart tfesni.
Zemépisnou polohu stromi, ze kterych byly odebrany vzorky, znazoriiuje Obrazek 7.
Nadmoitska vyska se pohybuje od 220 do 310 m n. m. Oblast sbéru biologického
materidlu se nachazi v klimatu mirné teplém, suchém, s mirnou zimou a s velmi
kratkym trvanim snéhové pokryvky. Primérny roc¢ni thrn srazek je pod 500 mm a

prumérna teplota 8,2 °C.

Obrazek 7 Mapa testovanych stromu tfeSné ptacdi v priméstské populaci

(vytvoreno pomoci Google maps)

ptfiméstska populace, znazornéni jednotlivych stromt

Z ptimestské populace bylo testovano 58 vzorku tfesné ptaci.
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2.2 Zpracovani materidlu a ziskani populacné-genetickych dat

Odbér prirodniho materialu byl proveden béhem jarni sezony. Sbér vzorka v podobé
vegetativnich pupent ¢i listi se zachovanim vSech zasad odbéru, uchovani a zpracovani
rostlinného materialu pro izolact DNA (Sharma et al., 2017) probihal v letech 2014 a
2015. Genomova DNA byla extrahovana s vyuzitim izola¢ni sady DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Némecko).

Bylo analyzovano 12 druhové specifickych lokust tiesné ptaci. Tyto lokusy znazortiuje
Tabulka 4. Jmenovité se jednd o lokusy EMPaS02, EMPaS05, EMPaS06, dale byly
pouzity lokusy reprezentujici planou formu tfesné¢ ptac¢i: EMPaS10, EMPaS11,
EMPaS12 (Vaughan and Russell, 2004) a dale byly analyzovany lokusy: UCD-CHI11,
(Struss, Ahmad and Southwick, 2003), UDP98-411, UDP98-412 (Testolin et al., 2000),
BPPCT_040, BPPCT_034 (Dirlewanger et al., 2002), PS12A02, (Downey, lezzoni,
2000).
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Tabulka 4 Znazornéni analyzovanych lokusu a sekvenci primera

Nazev lokusu rozsah
Zdrojova literatura / primer sekvence (5'-3") velikosti
GenBank F: forward

pristupovy kéd R: reverse (bp)
(accession number) )

*BPPCT_034 long F: CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT okolo 228
D/ AF374945 R: GCTCGTAAGATTGCTGGTAGC

BPPCT_040 F: ATGAGGACGTGTCTGAATGG okolo 135
D/ AF374946 R: AGCCAAACCCCTCTTATACG

EMPaS02 F: CTACTTCCATGATTGCCTCAC 135-145
A/ AY526619 R: AACATCCAGAACATCAACACAC

EMPaS05 F: CATGTGCTTTCTCTGCCC 161-171
A/ AY526621 R: TCTTCTCAAGCAATTCCCC

EMPaS06 F: AAGCGGAAAGCACAGGTAG 200-218
C/NA R: GAAGGTACATGGCGTGCC

*EMPaS10 long F: GCTAATATCAAATCCCAGCTCTC 151-183
A/ AY526626 R: CTACTGGCTTGTGTTGTGTG

EMPaS11 F: ACCACTTTGAGGAACTTGGG 73-106
A/ AY526627 R: CTGCCTGGAAGAGCAATAAC

*EMPaS12 long F: TGTGCTAATGCCAAAAATACC 122-148
A/ AY526628 R: GTGGAAGGCCATATTTTCGG

*PS12A02 long F: GCCACCAATGGTTCTTCC 150-178
E/ AB476763 R: CAACCAAAGCACCAGATGC

UCD_CH11 F: TGCTATTAGCTTAATGCCTCCC 134-151
C/NA R: ATGCTGATGTCATAAGGTGTGC

*UDPY8_411 long F: AAGCCATCCACTCAGCACTC 134-160
B/ AY074719 R: GCTGATGATGACGACGATGATG

UDP98_412 F: AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC 124-132
B/ AY074720 R: GCTGAAGACGACGATGATGA

V tabulce jsou oznaleny upravené lokusy s ptiponou long, které byly upravené podle
(Korecky J., Bily J., Sedlak P., 2017) (sekvence predefinovanych reverznich primert
jsou zvyraznény tuéné€). NA — jsou sekvence, které nejsou publikované v databazi
GenBank. A — (Vaughan and Russell, 2004), B — (Testolin et al., 2000), C — (Struss,
Ahmad and Southwick, 2003), D — (Dirlewanger et al., 2002), E — (Downey, S.L.,
Iezzoni, 2000)

Korecky, Bily a Sedlak, (2017), uvadi nasledujici postup ziskani dat: Amplifikace 12
lokusit SSR byla organizovana do tii multiplexti v zavislosti na teplotnim profilu a
absenci primerovych dimert. Teplotni profil multiplexu A (lokusy EMPaS02,
EMPaS10, EMPaS11, PS12A02, UCD_CH11, UDP98_412) byl 10 cykld (nejprve pfi
67 °C a poté 58 °C) a 25 cykla pii 58 °C. Multiplex B (lokusy BPPCT_034, EMPaS05,
EMPaS06, EMPaS12) a multiplex C (lokusy BPPCT_040, UDP98_411) probihaly pfi
teplotach od 64 °C do 55 °C v 10 cyklech a poté 25 cyklech pti 55 °C po dobu 1 min.

Pro analyzu délky alely se smichal 1 pl kazdého produktu PCR (multiplex A, B, C) a
pfidal se k 13 pl formamidového roztoku obsahujiciho 0,2 pl DNA zebfi¢ku Gene Scan
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LIZ 500 Size Standard (Applied Biosystems). Smés byla poté denaturovana pti 95 °C
po dobu 5 minut a rychle ochlazena na ledu po dobu 5 minut. Amplifikované fragmenty
byly separovany na Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems). Tabulka 5
znazornuje velikosti amplifikacnich produkti ve sledovanych lokusech u

analyzovanych vzork.

V praci byla zpracovana multilokusova data tii populaci tfesné ptaci, ktera byla pro tuto
praci jiz dodana ve formé tabulky genotypi. Ze ziskané tabulky genotypu bylo pro
identifikaci genotypa pouzito multilokusové parovani mezi jednotlivymi vzorky pomoci
programu Microsoft Excel, a jeho funkce Odebrat stejné. Vzorky, které byly plné
sparovany v genotypovych lokusech, byly prohlaSeny za stejny genotyp (nebo klon).
Neidentickd multilokusova data tfi populaci tfesné ptaci byla dale zpracovana pomoci
pocitaCového programu GenAlEx 6.5 (Smouse, P. Peakall, 2015). GenAlEx — Geneticka
analyza v Excelu — je navrzena jako uzivatelsky pfivétivy balicek s intuitivnim a
konzistentnim rozhranim v prostfedi Microsoft Excel. Pfed samotnym zpracovanim
v GenAlExu musi byt multilokusova data upravena vurcité formé. Napiiklad
kodominantni data musi byt prezentovana ve dvou sloupcich pro kazdy lokus. Alely
mohou byt jednoduse cCiselné kodovany (1, 2, 3 atd.). Alternativné a vyhodné pro
mikrosatelitni data mohou byt alely kodovany jako jejich celocCiselna velikost v parech
bazi (bp) nebo jako odvozeny pocet jednoduchych opakovani sekvenci. Tyto dva
posledni formaty jsou nezbytné pro vypocet genetické vzdalenosti. GenAlEx 6.5 ma
limit 999 numericky kodovanych alel. Kodominantni alely nemusi byt Cislovany za

sebou.

GenAlEx dokaze vyhodnotit populacné genetickd data pomoci metody AMOVA
(Analysis of Molecular Variance). AMOVA umoziiyje analyzu genetickych dat mezi
populacemi a odhad Siroce pouzivanych F-statistik a/nebo jejich analogti. Tato metoda
dokaze zpracovat vSechna ziskana data genetickych markert (haploidni, haplotypové,
binarni, kodominantni a sekvencni). Pomoci programu GenAlEx také vypocitame dalsi
statistiky, jejichz postup vypoctu je uveden v ¢asti 1.2.3 Ukazatelé genetické diverzity.

Vypocitané statistiky budeme dale interpretovat.
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Tabulka 5 Velikosti amplifika¢nich produkti pro jednotlivé lokusy

Lokus Velikost amplifika¢nich
produktua (bp)
BPPCT_034 221-258
BPPCT_040 121-171
EMPaS02 134-148
EMPaS05 162-176
EMPaS06 202-229
EMPaS10 152-190
EMPaS11 59-109
EMPaS12 124-150
PS12A02 151-186
UCD_CHI1 144-167
UDP98_411 154-177
UDP98_412 111-113
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3 Vysledky

Ziskana multilokusova data tfi populaci tfeSné ptaci byla zpracovana pomoci
pocitaCového programu GenAlEx 6.5. Byly vypocitany nasledujici genetické
charakteristiky: pocet alel na lokus (&,), efektivni pocet alel (V,), ocekavana (H,) a
pozorovana (H,) heterozygotnost, fixacni index (F), Shannontv informacni index (1),
stupenl inbreedingu v populaci (Fis), odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy v
populacich (Fir), stupent populacni diferenciace (Fsr) a matice genetickych vzdalenosti

mezi populacemi.

3.1 Charakteristika sledovanych vzorkit a alel v populacich

Pro kontrolu klonové identity byla generovana data z vétsiho pocCtu ramet jednoho
klonu. Genotypy pouze ovéfujici deklarovanou klonovou piislusnost vsak nebyly
pfedmétem analyzy. V ziskanych multilokusovych datech byly pozorovany identické
genotypy v jednotlivych populacich. V semenném sadu Cejkovka byli nalezeni tito
jedinci s identickymi genotypy vramci zkoumanych lokusd, znichz pro ucely
hodnoceni populaci uvazujeme vzdy jen jednoho z nich: 339 a 340; 341 a 342; 363 a
364; 375, 376 a 377; 386, 387 a 390; 392-398. Celkem tedy bylo identifikovano 13
identickych genotyptu evidencné deklarovanych jako rtizné klony, které jsme z dalsi
analyzy vyfadili. V semenném sadu Obrovice byli nalezeni tito jedinci s identickymi
genotypy v ramci zkoumanych lokust, z nichz pro Gcely hodnoceni populaci uvazujeme
vzdy jen jednoho z nich: 17A a 18ab; 2A, 20A a 21B; 20B a 21A; 3B a 9ab; 4ab a Sab.
Celkem jsme tedy vyftadili 6 identickych genotypt. V ptimeéstské populaci byli nalezeni
tito jedinci s identickymi genotypy v ramci zkoumanych lokust, z nichz pro ucely
hodnoceni populaci uvazujeme vzdy jen jednoho z nich: 133, 134 a 135. Celkem jsme

tedy vyrtadili 2 jedince s identickymi genotypy v ramci zkoumanych lokusu.

V semenném sadu Cejkovka bylo hodnoceno celkem 49 vzorkd jedineénych genotypt
ve vSech 12 lokusech. Tyto vzorky reprezentovaly jedince, ktefi zastupuji jednotlivé
klony v sadu. Poznamka: klony 351 a 379 byly vramci ovéfeni klonové identity
odebrany kazdy od dvou jedinct, avSak se ukazalo, ze identiCti nejsou, a tedy byli do

celkového pocétu hodnocenych jedinct zahrnuti vSichni tito jedinci.
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V semenném sadu Obrovice bylo hodnoceno 32 vzorki ve vSech 12 lokusech. Tyto
vzorky reprezentovaly jedince, ktefi zastupuji jednotlivé klony v sadu. Nékteré klony
byly vramci ovéfeni klonové identity odebrany ve dvou variantach. U nékterych
jedinci se ukazalo, ze klony navzajem nejsou, a tedy byli do celkového poctu
hodnocenych jedincl zahrnuti vSichni tito jedinci. Naproti tomu se u nékterych jedinca
deklarovanych jako odlisni ukéazalo, ze navzajem klony jsou, a tedy byli tito jedinci do

hodnoceni populaci zapocitani pouze jednou, viz vyse.

V pfiméstské populaci bylo hodnoceno 56 vzorki v lokusech BPPCT_034,
BPPCT_040, EMPaS05, EMPaS06, EMPaS12 UDP98-411, 55 vzorki v lokusech
PS12A02 a UDP98-412 a 54 vzorkd v lokusech EMPaS02, EMPaS10, EMPaS11,
UCD-CH110. Niz§i hodnoty na nekterych lokusech v pfiméstské populaci znaci pouze
vypadek genotypizace na téchto lokusech.

Celkoveé bylo ve 137 vzorcich detekovano 141 rozdilnych alel ve 12 lokusech. Pocet
specifickych alel v jednotlivych lokusech a populacich znazorfiuje Tabulka 6. Nejvétsi
pocet specifickych alel se vyskytl v pfiméstské populaci (37 alel), dale v sadu Obrovice
(20 alel) a nejméné v sadu Cejkovka (10 alel). Nejvétsi zastoupeni specifické alely bylo
v populaci Obrovice v lokusu BPPCT_040 (alela 157 v poctu 27 vyskytd), dale
v populaci Cejkovka v lokusu EMPaS06 (alela 222 v poétu 25) a v piimé&stské populaci
v lokusu EMPaS06 (alela 202 v poctu 15).

Prekryv alel mezi populacemi v jednotlivych lokusech znédzortiuje Tabulka 7.
K nejvétsimu piekryvu alel doslo v alele 157 lokusu UCD_CHI11 pro sad Cejkovka (58
vyskytil), pro pfiméstskou populaci (52 vyskyti) a pro sad Obrovice (39 vyskytl).
V lokusu BPPCT 040 nedoslo v sadu Obrovice k zadnému prekryvu alel s ostatnimi

populacemi (sad v tomto lokusu obsahuje vyhradné specifické alely).
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Tabulka 6 Pocet specifickych alel v jednotlivych lokusech a populacich
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Tabulka 7 Prekryv alel v populacich mezi zkoumanymi lokusy

Lokus | alela |P1|P2|P3|Lokus| alela |P1|P2|P3|Lokus| alela |P1|P2|P3
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P1 semenny sad Cejkovka, P2 semenny sad Obrovice, P3 piimé&stska populace

3.2 Efektivni pocet alel pro jednotlivé populace

Vypocitané hodnoty efektivniho poctu alel pro jednotlivé lokusy a jednotlivé populace

uvadi Tabulka 8 a schematicky znazoriuje Graf 1.

Efektivni pocet alel ve zkoumané populaci Cejkovka dosahuje maximalni hodnoty
5,703 v lokusu BPPCT_034 a nejnizsi hodnoty 2,573 v lokusu UCD_CHI11. Priméma
hodnota efektivniho po&tu alel pro zkoumané lokusy v sadu Cejkovka je 3,696 a

smérodatna odchylka 0,818.
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Efektivni pocet alel ve zkoumané populaci Obrovice dosahuje maximalni hodnoty 4,623

v lokusu BPPCT_034 a nejnizsi hodnoty 2,101 v lokusu EMPaS11. Primérna hodnota

efektivniho poctu alel pro zkoumané lokusy v sadu Obrovice je 3,575 a smérodatna

odchylka 0,915.

Efektivni pocet alel v pfiméstské populaci dosahuje maximalni hodnoty 6,304 v lokusu

BPPCT_034 a nejnizsi hodnoty 2,761 v lokusu UCD_CHI1. Priméma hodnota

efektivniho poctu alel pro ptfiméstskou populaci je 4,391 a smérodatna odchylka 0,999.

Nejvyssich hodnot dosahoval efektivni pocet alel vlokusu BPPCT_034. Nejnizsi

hodnoty efektivniho poctu alel pro vSechny populace byly zaznamenany v lokusech

EMPaS11 a UCD_CHI1.

Tabulka 8 Efektivni pocet alel pro jednotlivé populace

Lokus éej kovka | Obrovice | P¥iméstsk4 populace
BPPCT_034 5,703 4,623 6,304
BPPCT_040 4,032 3,419 5,398

EMPaS02 3,386 2,860 4,703
EMPaS05 3,646 3,864 3,781
EMPaS06 3,430 4,276 5,079
EMPaS10 3,386 4,129 4,166
EMPaS11 2,750 2,101 3,346
EMPaS12 3,319 4,404 4,629
PS12A02 4,689 4,592 5,220
UCD_CHI11 2,573 2,241 2,761
UDP98_411 3,307 4,080 3,049
UDP98_412 4,125 2,309 4,261
Primér 3,696 3,575 4,391
Smérodatni odchylka| 0,818 0,915 0,999
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Graf 1 Znazornéni efektivniho poctu alel pro jednotlivé lokusy v jednotlivych

populacich
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3.3 Fixacni index

Tabulka 9 zobrazuje konkrétni hodnoty fixa¢nich indexu pro jednotlivé lokusy a populace.
Priméma hodnota fixaéniho indexu v semenném sadu Cejkovka byla 0,006, v semenném
sadu Obrovice 0,053 a v ptfiméstské populaci 0,025. Ze ziskanych hodnot fixacniho indexu
je patrné, ze ve vSech tfech zkoumanych populacich mirné prevazuji homozygoti nad

heterozygoty.
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Tabulka 9 Hodnoty fixa¢nich indexu pro jednotlivé lokusy a populace

Populace
Lokus o
Cejkovka | Obrovice | Priméstska populace

BPPCT_034 0,060 -0,037 0,087
BPPCT_040 -0,086 0,028 -0,074
EMPaS02 0,131 -0,009 0,036
EMPaS05 0,016 -0,012 -0,044
EMPaS06 0,049 -0,061 0,133
EMPaS10 0,073 0,010 0,050
EMPaS11 0,070 0,105 -0,004
EMPaS12 -0,168 -0,011 0,021
PS12A02 0,014 0,281 0,010
UCD_CHI11 -0,035 0,266 -0,103
UDP98_411 -0,112 0,006 0,070
UDP98_412 0,057 0,063 0,121
Pramér 0,006 0,053 0,025
Smérodatna odchylka| 0,085 0,107 0,070

3.4  Shannoniiv informacni index

Tabulka 10 a Graf 2 zndzoriuji vypocitané hodnoty Shannonova informac¢niho indexu

pro jednotlivé lokusy a pro jednotlivé populace.

Nejvyssi hodnoty Shannonova informaéniho indexu v semenném sadu Cejkovka byly
zaznamenany v lokusech PS12A02 a BPPCT_034 a nejnizsi v EMPaS11. V sadu
Obrovice byly nejvyssi hodnoty Shannonova informacéniho indexu ziskany v lokusech
PS12A02 a BPPCT 034 a nejniz§i v UDP98_412. V piiméstské populaci byly nejvyssi
hodnoty Shannonova informacniho indexu ziskany v lokusech BPPCT_034 a PS12A02
a nejnizsi v UCD_CHI11.
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Tabulka 10 Hodnoty Shannonova informac¢niho indexu pro jednotlivé lokusy a

jednotlivé populace

Populace
Lokus T
Cejkovka | Obrovice | Priméstska populace

BPPCT_034 1,855 1,699 2,011
BPPCT_040 1,583 1,417 1,837
EMPaS02 1,524 1,371 1,659
EMPaS05 1,336 1,367 1,433
EMPaS06 1,455 1,638 1,843
EMPaS10 1,404 1,469 1,692
EMPaS11 1,176 1,028 1,482
EMPaS12 1,428 1,543 1,624
PS12A02 1,840 1,720 1,973
UCD_CHI11 1,354 1,079 1,282
UDP98_411 1,302 1,587 1,439
UDP98_412 1,518 0,949 1,644
Priamér 1,481 1,406 1,660
Smérodatna odchylka| 0,195 0,251 0,217

Graf 2 Shannonuv informacni index pro jednotlivé lokusy a jednotlivé populace
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3.5 Souhrnné zhodnoceni vSech populaci

Nasledujici souhrnna data byla stanovena ve vSech tfech populacich pro 12 druhové

specifickych lokust tfe$né ptaci.
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3.5.1 Hodnoty zdkladnich populacné-genetickych charakteristik
Souhrn pramérmych vysledka pro jednotlivé populace udava Tabulka 11.

Nejvétsi prumérny pocet alel na lokus byl zaznamenan v pifiméstské populaci
(N, =28,883), dale vsadu Cejkovka (N,=6,583) a nejméné vsadu Obrovice
(N, =5,833). Nejveétsi pramérny efektivni pocet alel byl zaznamenan v pifimeéstské
populaci (N, =4,391), dale v sadu Cejkovka (N, =3,696) a nejméné v sadu Obrovice
(N, = 3,575). Nejveétsi pramérna pozorovana i oCekavana heterozygotnost byla zjisténa
v piiméstské populaci (H, = 0,738, H, =0,759), viz Tabulka 11 a Graf 3. Ve vSech
populacich byla ziskana primérma kladna hodnota fixacniho indexu: nejmensi v sadu
Cejkovka (F=0,006), dale v piimé&stské populaci (F=0,025) a nejvy$si v sadu
Obrovice (F =0,053). To znamena, ze ve vSech populacich byl zaznamenan vétsi podil

homozygotl, nez heterozygotu.

Tabulka 11 Prumérné hodnoty poctu alel na lokus, efektivniho poctu alel,

pozorované a ocekavané heterozygotnosti a fixa¢niho indexu pro jednotlivé

populace
Primérny | Primérny |Primérna heterozygotnost| Priimérny

Populace pocet alel efektivni , .o, , fixaéni
na lokus pocet alel pozorovana | ofekivana index
Cejkovka 6,583 3,696 0,713 0,717 0,006
Obrovice 5,833 3,575 0,664 0,697 0,053
Primé&stska populace 8,883 4,391 0,738 0,759 0,025
Priumér 7,083 3,887 0,705 0,724 0,028
Smérodatna odchylka 0,370 0,166 0,017 0,013 0,015
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Graf 3 Prumérna pozorovana a prumérna o¢ekavana heterozygotnost v

jednotlivych populacich
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3.5.2 Vysledky analyzy genetické struktury populaci

Hodnoty parametri genetické struktury populaci byly vypocitany pomoci Wrightovych
F-statistik a pocitacového programu GenAlEx 6.5. Byly vypocitany nasledujici
hodnoty: stuperi inbreedingu v populaci (Fjs), odchylka od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy v populacich (Fjy) a stupeii populacni diferenciace (Fsr). Pomoci Fsr byl
vypocitan 1 pocet migranti v populaci (Nm). Ziskané vysledky primérnych hodnot

parametrd pro v§echny populace znazornuje Tabulka 12.

Priméma hodnota stupné inbreedingu (Fjs) byla ziskana 0,027. Tato kladna hodnota
znamena nadbytek homozygotti v populacich. Primérna hodnota odchylky od Hardy-
Weinbergovy rovnovahy v populacich byla F;r=0,086. Z této hodnoty vyplyva, ze ve
vSech sledovanych populacich byl primémé zaznamenan téméf 9 % pokles
heterozygotnosti ve srovnani s Hardy-Weinbergovym zakonem. Stupenn populacni
diferenciace (Fsr) byl 0,061. Ztéto hodnoty vyplyva, ze je mala mira genetické
diferenciace mezi populacemi. Primérny pocet migrantd v populacich (Nm) nabyl

hodnoty 5,890, coz naznacuje existenci genového toku v populacich.

60



Tabulka 12 Prumérné hodnoty Fis, Fir, Fsy a Nm pro vSechny populace

Nm
5,890

Fis
0,027

Fir
0,086

Fyr
0,061

Primérné hodnoty pro
vSechny populace

3.5.3 Vysledky genetickych vzddlenosti mezi populacemi

Ziskané hodnoty genetickych vzdalenosti mezi populacemi (dle (Nei, 1972)) uvadi
Tabulka 13. Rozpéti genetickych vzdalenosti se nachéazi od 0,198 az 0,377. Ziskané
hodnoty genetickych vzdalenosti jsou pro populace Cejkovka-Obrovice 0,377 a
populace Obrovice-pfimé&stska 0,360. Nejblize si jsou populace Cejkovka a piimé&stska

(0,198). Naopak nejvzdalengjsi jsou si populace Cejkovka a Obrovice.

Tabulka 13 Matice genetickych vzdalenosti (podle Neie)

Populace éejkovka Obrovice | Priméstska populace

Cejkovka 0 0,377 0,198

Obrovice 0,377 0 0,360
Priméstska populace | 0,198 0,360 0
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4 Diskuze

Pro generovani dat pouzitych v této diplomové praci byly pouzity diive publikované
primery pro amplifikaci mikrosatelitovych oblasti DNA tfesné ptaci. Jmenovité se jedna
o lokusy BPPCT_034, BPPCT_040 (Dirlewanger et al., 2002), EMPaS02, EMPaS05,
EMPaS06, EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12 (Vaughan and Russell, 2004), PS12A02,
(Downey, S. L., Iezzoni, 2000) a dale byly analyzovany lokusy: UCD-CHI11 (Struss,
Ahmad and Southwick, 2003), UDP98-411 UDP98-412 (Testolin et al., 2000).

Celkove bylo pomoci pouzitych primera detekovano 141 rozdilnych alel ve 12 lokusech
s celkovym pocétem 137 jedineCnych genotypt. Primérny pocet nalezenych alel na
lokus ptes vSechny zkoumané populace Cinil 11,75. Budeme-li uvazovat vSechny mozné
kombinace téchto alel, pfi 12 lokusech by tak bylo mozné identifikovat az
11,75'% = 6 925 552 076 635 jedinch lisicich se navzajem v uvedenych lokusech. Cislo
je pouze teoretické a zavisi na skuteCné distribuci poctu riznych alel mezi lokusy.
Naptiklad pokud by v nékterém z lokust byla zjisténa pouze jedna alela, poCet riznych
jedinci by se snizil v naSem piipadé o cely fad. Nejmensi pocet zaznamenanych
jedine¢nych alel v jednom z lokust vsak byl 7 (lokus EMPaS02), a tedy je uvedené
Cislo alespon fadové vypovidajici. Zjisténi prispiva k potvrzeni piredpokladu o vysoké
variabilité uvedenych mikrosatelitovych lokust, i o jejich potencialu k identifikaci
jedinc pouze na zakladé téchto lokust. Velkou variabilitu v poctu alel v uvedenych
lokusech uvadi také Schueler er al., (2003), kde ve své praci uvadi, ze zkoumali 7

lokust a detekovali u nich celkem 48 raznych alel v pfirozené populaci 84 strom.

Nejvétsi pocet specifickych alel se vyskytl v pfiméstské populaci (37 alel), dale v sadu
Obrovice (20 alel) a nejménd v sadu Cejkovka (11 alel). Nejvétsi zastoupeni specifické
alely bylo v populaci Obrovice v lokusu BPPCT_040 (alela 157 v poctu 27 vyskyti).
V populaci Cejkovka byla zjisténa specificka alela snejvyssi Getnosti v lokusu
EMPaSO06 (alela 222 v poctu 25) a v piiméstské populaci v lokusu EMPaS06 (alela 202
v poctu 15). V porovnani s praci z Velké Britanie, Vaughan et al., (2007), bylo pro tento
lokus pozorovano pouze 9 alel v kulturni a 6 alel v pfirozené populaci. Nejvétsi
zastoupeni poctu alel bylo dosazeno v lokusu BPPCT_040: celkem 16 alel, v pfiméstské
populaci 9, dale 8 alel v sadu Cejkovka a 6 alel v sadu Obrovice. Thouraya ez al. (2021),
pro tento lokus uvadi 11 alel v kulturni populaci (21 jedinci) a 5 alel v pfirozené
populaci (4 jedinci). Stejny pocet alel (16) byl zjistén v této diplomové praci pro lokus
EMPaS10 v poétu 7 alel vsadu Cejkovka, 5 vsadu Obrovice a 12 v piimé&stské
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populaci. Thouraya et al. (2021), pro tento lokus uvadi 7 alel v kulturni populaci (21

jedinct) a 1 alelu v piirozené populaci (4 jedinci).

Nejvétsi prekryv alel mezi populacemi se vyskytl v alele 157 lokusu UCD_CHI11 pro
sad Cejkovka (58 vyskytl), pro pfiméstskou populaci (52 vyskyti) a pro sad Obrovice
(39 vyskytt). V lokusu BPPCT 040 nedoslo v sadu Obrovice k zadnému piekryvu alel
s ostatnimi populacemi, a tedy sad v tomto lokusu obsahuje vyhradné specifické alely
(celkem 6). V lokusech EMPaS02 a EMPaS11 a EMPaS12 doslo k ptekryvu alel ve
vSech tfech populacich. Toto zjisténi podporuje jina zjisténi o relativné velké vzajemné
genetické blizkosti nebo, chceme-li, o relativné malé vzajemné genetické vzdalenosti

zkoumanych populaci.

Pramémy efektivni pocet alel nabyval nejvysSich hodnot v pfiméstské populaci
(N, = 4,391 pro 56 jedinct), dale v populaci semenného sadu Cejkovka (N, = 3,696 pro
49 jedinci) a nejnizsi hodnoty v sadu Obrovice (N, = 3,575 pro 32 jedinct). Ve studii
Avramidoua, Ganopoulose a Aravanopoulose, (2010), byla ziskana primérna hodnota
efektivniho poctu alel N,=2,137 pro 36 jedinch. Ve studii provedené kolektivem
Thouraya et al, (2021), byla ziskana primérna hodnota N, = 3,880 pro kulturni
populaci s 21 jedinci a N,=3,038 pro pfirozenou populaci 4 jedinci. Ve studii
Ganopoulose, Aravanopoulose a Tsaftarise, (2013), byla ziskana praméma hodnota
N, = 6,767 pro piirozenou populaci 93 jedinci a N, = 3,810 pro kultivovanou populaci s
21 jedinci.

Ze ziskanych hodnot fixa¢niho indexu hodnocenych lokusu je patrné, ze ve vSech tiech

zkoumanych populacich mirné pfevazuji homozygoti nad heterozygoty.

Nejvyssi hodnota Shannonova informaéniho indexu (°H), a tedy nejvyssi geneticka
diverzita v porovnani s ostatnimi hodnocenymi populacemi, byla pozorovana u
piim&stské populace (*H=1,660). Nejniz§i pramé&ma hodnota Shannonova
informacniho indexu byla pozorovana u sadu Obrovice (*H = 1,406). Ve srovnani se
studii z Tuniska, Thouraya et al., (2021), se hodnoty Shannonova informacniho indexu
v piirozené populaci pohybovaly v rozmezi 0 — 1,733 (primeér 1,120; 4 jedinci) a
v kulturni populaci v rozmezi 1,174 — 2,172 (pramér 1,584; 21 jedinca). Dale ve studii
Ganopoulose, Aravanopoulose a Tsaftarise, (2013), byla ziskana hodnota *H = 2,077

pro pfirozenou populaci 93 jedincl, a *H =1,476 pro kultivovanou populaci s 21
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jedinci. Hodnoty z uvedené studie shodné s touto diplomovou praci naznacuji, ze

pfirozena populace je vice diverzifikovana, nez populace kultivovana.

Primémé hodnoty pozorované heterozygotnosti H, se u péti francouzskych a jedné
italské populace pohybovaly v rozmezi 0,18 - 0,50 (Ducci and Santi, 1997). V piipadé
této diplomové prace se prumémé hodnoty H, pro populace pohybovaly v rozmezi
0,664 (Obrovice) — 0,738 (Pfimeéstska populace). Pozorovani souhlasi s vysledkem o
genetické diverzit€é populaci na zakladé Shannonova informacniho indexu. Primeérné
hodnoty ocekavané heterozygotnosti H, byly u dvou britskych populaci 0,679 a 0,686
(Vaughan, Cottrell, Moodley, Connolly and Russell, 2007). V pfipadé této diplomové
prace se hodnoty H, pro populace pohybovaly v rozmezi 0,697 (Obrovice) — 0,759

(Ptfiméstska populace).

Studie Barreneche et al., (2021), ktera zkoumala celkem 314 jedinct z 19 evropskych
zemi, uvadi primérmou pozorovanou heterozygotnost H, = 0,71, coz je ve shod¢€ s touto
diplomovou praci. Studie dale uvadi primérnou o¢ekavanou heterozygotnost H, = 0,7,

ktera je také ve shodé s touto diplomovou praci.

Primémé hodnoty efektivniho poctu alel v ramci populaci se v této diplomové praci
pohybovaly v rozsahu 3,575 (Obrovice) az 4,391 (Priméstska populace). Nejvyssi
prumérny pocet efektivnich alel byl tedy pozorovan u pfiméstské populace; tato populace
ma také nejvyssi pocet ruznych alel. Naproti tomu prace Avramidoua, Ganopoulose a
Aravanopoulose, (2010), uvadi pro své zkoumané populace niz§i primérny efektivni
pocet alel 2,137. Primérny fixacni index byl ziskan v této diplomové praci v rozsahu
0,006 (Cejkovka) az 0,053 (Obrovice), coz je podstatné mén& ve srovnani s praci
Avramidoua, Ganopoulose a Aravanopoulose, (2010), kde byla ziskana hodnota 0,185.
Pramémy pocet alel na lokus ziskany v této diplomové praci se pohyboval v rozsahu
5,833 (Obrovice) az 8,833 (Piiméstska populace), coz je ve shode€ s praci Vaughana et
al., (2007), kde hodnoty primérného poctu alel ve dvou populacich dosahly hodnot 7,77
ag,77.

V této praci byl ziskan celkovy stupeti inbreedingu v populacich Fig=0,027. Z kladné
hodnoty Fs 1 kladné hodnoty primérmého fixacniho indexu je patrné, ze v populacich se
vyskytuje vice homozygoti. Pii porovnani 22 tureckych pfirozenych populaci zjistili
Uzan et al., (2022), celkovou pramérnou hodnotu F;s=0,016. Ve srovnani se studii
z Tuniska, Thouraya et al., (2021), kde byly hodnoceny dvé populace - jedna pfirozena

populace a jedna kulturni, byla ziskana prumérna hodnota Fjs=0,101. Hodnota
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odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy v populacich (Fir) byla v této diplomové
praci 0,086. Pii porovnani 113 kultivart tfesné ptaci zjistili Muccillo et al., (2019),
prumérnou hodnotu F;r= 0,052. Stupen populacni diferenciace (Fsy) byl ziskan v této
préci 0,061. Pfi porovnani 22 tureckych piirozenych populaci zjistili Uzan et al., (2022),
prumémou hodnotu Fsr=0,097. Ve své studii zjistili Thouraya er al., (2021),
prumérmou hodnotu Fgy=0,04. PoCet migranti v populaci (Nm) v této praci nabyl
hodnoty 5,890. Pfi porovnani 22 tureckych pfirozenych populaci zjistili Uzan et al.,
(2022), pramérnou hodnotu Nm = 2,414.

Ziskané hodnoty genetickych vzdalenosti dle Neie, (1972), mezi populacemi jsou pro
populace Cejkovka-Obrovice 0,377 a populace Obrovice-piimé&stska 0,360. NejbliZe si
jsou populace Cejkovka a piiméstska (0,198).

Dle Chaisurisri a El-Kassaby, (1994), a Ducci a Santi, (1997), mohou semenné sady mit
jesté vetsi alelické bohatstvi, nez jaké se v priméru nachazi v pfirodnich populacich.
Tento jev je pravdépodobné vysledkem toho, Ze se vybér stromt bézné provadi z Sirsi
zemepisné oblasti, a tak pokryva jedince predstavujici velké mnozstvi subpopulaci. Ve
skuteCnosti zduraziiuje pozitivni roli semennych sadi, protoze sdruzuje jedince, ktefi by
se za normalnich okolnosti nebyli schopni kfizit z divodu pfitomnosti fyzickych
(geolokacnich) bariér. Tato vlastnost je zvlasté dilezita u druhd opylovanych hmyzem s
rozptylenym roz§ifenim, jako je divoka treSefi, kterd ma jinak velmi omezeny pfistup k
pylu ze vzdalenéjsich, a tedy (pravdépodobn€) méne souvisejicich zdroji. Teoretické a
empirické udaje ukazuji, ze semenné sady s 20 a vice rodi¢i by mély piedstavovat
podobnou turoveni genetické rozmanitosti jako osivo ziskané z ptirozené populace

(Johnson and Lipow, 2002).

Hypotéza o vétsi genetické diverzité v semennych sadech se v této diplomové praci
nepotvrdila. Nejvétsi genetickd diverzita byla zjisténa v piiméstské populaci oproti
populacim semennych sadd. Vys$si geneticka diverzita piiméstské populace mohla byt
zpusobena genovym tokem ze Slechtitelskych kultivari z okoli. Ovéfit tuto hypotézu by
vyzadovalo dal§i studii, ktera by méla k dispozici genetické informace o téchto
Slechtitelskych kultivarech v okoli. Shodné zjisténi, totiz ze pfiméstska populace
obsahuje vys$§i mnozstvi informace, a tedy vyS§i miru diverzity, uvedla jiz zminéna

studie Ganopoulose, Aravanopoulose a Tsaftarise, (2013).
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Nizsi geneticka diverzita semennych sadi mohla byt zptiisobena nahodnym vybérem
rodict s identickymi genotypy mylné€ povazovanymi za odlisné. Tito jedinci mohli
vzniknout vegetativni propagaci (kofenovymi vymladky). Kofenové vymladky se bézné
vyskytuji v populacich tfesné ptaci (Russell, 2003). Rozloha kofenovych vymladkt
muiize byt 20 — 5000 m* (Kobliha, 2002). Problematikou kofenovych vymladki tiesnd
ptaci se zabyvaji 1 tyto prace: v Némecku prace (Schueler et al., 2003) a prace (Holtken
and Gregorius, 2006), ve Velké Britanii (Vaughan, Cottrell, Moodley, Connolly and
Russell, 2007), v Recku (Ganopoulos, Aravanopoulos and Tsaftaris, 2013).

Hypotéza o kotenovych vymladcich nejspiSe plati i v prfiméstské populaci, kde byly
pozorovany dva identické genotypy v ramci zkoumanych lokusi u dvou rdznych
jedinc, ktefi se nachazeji ve své tdsné blizkosti. V semenném sadu Cejkovka se
vyskytlo celkem 13 identickych genotypu. V semenném sadu Obrovice bylo
pozorovano celkem 6 identickych genotypt. Vysledky také naznacuji, ze v né€kterych
piipadech mohlo dojit i k zaméné pii vysadbé jedinct v ramci sadu (dle pozice v sadu),
chybnému oznaceni jedincti v sadu nebo k nespravnému odbéru ¢i zaméné genetického
materialu pro analyzu. Nevhodny vybér a rozmisténi shodnych rodi¢i mutize s ohledem
na reprodukéni charakteristiku tfesné ptaci mit za nasledek snizenou produkci semen a

niz8i genetickou diverzitu v semennych sadech.
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S Zavér
Cilem prace bylo posoudit populacni genetickou diverzitu s vyuzitim mikrosatelitovych

dat a provést srovnani populaci tfesSné pta¢i Prunus avium zastoupené ve dvou

semennych sadech a pifimé&stské populaci.

Na zakladé analyzy dat byl zaznamenan nejvétsi primérny efektivni pocet alel
v pfiméstské populaci, dale v sadu Cejkovka a nejmensi v sadu Obrovice. Nejvatsi
prumérmy pocet alel na lokus byl zaznamenan v pfiméstské populaci, dale v sadu
Cejkovka a nejméné v sadu Obrovice. Nejvétsi praméma pozorovana i odekavana
heterozygotnost byla zjisténa v piiméstské populaci, dale v sadu Cejkovka a nejnizsi

v sadu Obrovice. Stejny vysledek plati i pro Shannontiv informacni index.

Vys§i genetickd diverzita byla zjiSténa v pfiméstské populaci oproti populacim
semennych sadi. Z téchto vysledka je patrné, Ze pifi zalozeni semennych sadi mohlo
dojit k nevédomému vybéru shodnych rodi¢ovskych stromti nachazejicich se ve své
blizkosti a vzniklych vegetativni propagaci (kofenovymi vymladky). Nevhodny vybér a
rozmisténi shodnych rodi¢ muze s ohledem na reprodukéni charakteristiku tfesné ptaci
mit za nasledek snizenou produkci semen a niz§i genetickou diverzitu v semennych
sadech. Ztohoto divodu by bylo dobré pied zaloZzenim semeného sadu testovat
rodi¢ovské stromy genetickymi metodami. S ohledem na reprodukéni charakteristiku
tfeSné ptaci je také v zajmu zamezeni snizeni produkce semen v semennych sadech
pouziti metody k vhodnému rozmisténi pfibuznych stromi pfi planovani semennych
sadu ale i pfi planovani uprav jiz zalozenych sadd. S timto nam v soucasné dobé velmi
napomahaji pocitaCové programy (algoritmy) pro navrhy semennych sadd (napf.
schéma COOL, (Bell and Fletcher, 1978), nebo z kvadratickych pfifazovacich uloh MI
design, (Lstiburek and El-Kassaby, 2010).

Z pohledu praktického lesnického managementu pfispivaji informace zjisténé o
genetické diverzité tfeSné ptaci z této prace k pochopeni problematiky a nasledné 1
k podpote zkvalitnéni genetickych zdroju skrze vybér jedinct vedouci k vétsi diverzité
populaci v semennych sadech. Geneticky vice diverzifikované populace maji vétsi
potencial pro vznik stabilnéjSich a odolné&jSich porostd proti abiotickym i biotickym
Cinitelim. Diverzifikované porosty se snaze adaptuji na zmeény klimatu, a timto

zpusobem napomahaji k ochrané Zzivotniho prostfedi. Vedle pfirodnich kladi se da
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predpokladat i zvySeni produkce a kvality dieva (nebo alesponi snizeni ubytku
produkce) pro majitele lest, a z toho vyplyvajici vzrustajici financni vynosy. Znalosti
genetickych informaci o uvazovanych jedincich ve spolupraci s pocitaovymi programy
podporuyjicimi vhodny navrh semennych sadi nam mohou napomoci k urychleni

Slechtitelskych programu tfesné ptaci.

Ptinosem této prace je prohloubeni znalosti o populacni genetické diverzité tfesné ptaci

v Ceské republice.
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