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Abstrakt

Semenny sad tfesné pta¢i (Prunus avium L.) Cejkovka, LS LCR Luzna, vznikl v roce 2002.
Sad se vyznacuje podprimérnou produkci osiva. Prvni sbér probehl v roce 2015, sebrano bylo
35 kg osiva. Na zaklad¢ genetickych analyz byly detekovany alely S —lokusu
a mikrosatelitova data. Také byla pozorovana fenologie kveteni a plodnosti jednotlivych
ramet. Bylo zjisténo, Ze z evidovanych 59 klonl je 46 klont riznych genotypi a 29 kloni
se neshoduje v S — lokusu. Zhruba 37 % ramet v sadu je geneticky identickych. V roce 2015
plodilo celkem 45 % ramet. Efektivni pocet klonti v sadu na zakladé evidence je 31,
na zékladé SSRs 12 a podle S — lokust 10. Efektivni pocet klond, které plodily v roce 2015
dle evidence je 20, dle SSRs 8 a na zdklad¢ S — lokusti pouze 5. Pro zvySeni produkce osiva
by bylo vhodné geneticky identické klony z ¢asti nahradit klony s jinym genotypem. Dalsi

moznosti je vyuzit stavajici sad k odebrani roubti a zalozit novy sad, podle vhodného designu.

Klic¢ova slova: semenny sad, tieSen ptaci, geneticka struktura, autoinkompatibilita

Abstract

The seed orchard of Prunus avium L., Cejkovka, LS LCR Luzna, was established in 2002.
Low seed production is characteristic for the orchard. First seed collection took place in 2015,
summing up to 35 kilograms. Based on genetic analysis, S - locus alleles and microsatellite
data were detected. Furthermore, phenology of blooming and fertility of individual ramets
was observed. It was detected that from the registered 59 clones, 46 clones were of different
genotypes and 29 clones are diferrent in S - locus. Approximately 37% ramets in the orchard
are genetically identical. In 2015, a total of 45% ramets produced seeds. Based on evidence,
the effective number of clones in the orchard is 31, 12 based on SSRs and 10 based
on S - locus. The number of seed producing clones in 2015 was 20 based on evidence, 8 based
on SSRs and only 5 based on S - locuses. In order to achieve higher seed production it would
be appropriate to partially supplement genetically identical clones with those of different
genotypes. An additional option would be utilizing the existing orchard to collect grafts

to establish a new, appropriately designed, orchard.

Keywords: seed orchard, wild cherry, genetic structure, self-incompatibility
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1.1. Uvod

Semenné sady jsou ucelové vysadby pro Slechténi a produkci vysokohodnotného osiva
(Paule, 1992). Piedpokladem pro spravné plnéni funkci sadu je ovéteni jednotlivych klond,
zda jejich potomstva odpovidaji kritériim vybéru. Nejstarsi semenné sady v Ceské republice
pochazeji ze 70. let 20. stoleti (Kanak et al., 2009).

Tato diplomova prace se zabyva semennym sadem tfesné¢ ptaci (Prunus avium L.)
Cejkovka, LS LCR Luzna. Sad byl zaloZen vroce 2002, aviak vzhledem Kk velmi nizké
plodnosti sadu, prvni sbér prob&hl az v roce 2015, kdy bylo sebrano 35 kg. Pro zjisténi pticin
nizké plodnosti sadu byla vyuzita molekularni data (mikrosatelitové markery) a detekce alel
S — lokusu. Také byla vroce 2015 pozorovdna fenologie kveteni a plodnosti sadu.
Fenologické Setfeni bylo srovnano s pozorovanim Kozlikové (2008) a s pozorovanimi
Ing. Hrdlicky od zalozeni sadu. Ze sadu byly odebrany vzorky listi, u kterych byla nasledné
provedena analyza molekularnich dat (mikrosatelitovych dat, alel S — lokusu).
Mikrosatelitové markery jsou vysoce polymorfni a nereaguji na zmény prostiedi a diky témto
markerim je mozné wurCit variabilitu v populaci. Celkem bylo analyzovano
24 mikrosatelitovych lokust. Detekované alely S — lokusu nas informuji o autoinkompatibilité
jednotlivych klonti. Gametofyticka autoinkompatibilita je mechanismus u nékterych
krytosemennych rostlin, jenz zabrafiuje v samoopyleni. Autoinkompatibilita zabrafnuje
opyleni rostliny se stejnym genomem (Opik a Rolfe, 2005). P¥i fenologickém $etieni v dubnu
a kvétnu 2015 byla pozorovana fenologie kveteni u kazd¢ ramety. Také bylo zjiSt€no kolik
ramet plodilo. Na zaklad¢ vysledkt mikrosatelitovych dat, byly odebrany vzorky z nékterych
vybérovych stromt a byla u nich taktéZ provedena genetickd analyza. Vysledky analyzy
potvrdily, ze nékteré vybeérové stromy jsou geneticky identické. Ze ziskanych dat
0 jednotlivych klonech byl vypocitan efektivni pocet klonii a efektivni pocet plodicich klont
vroce 2015. V zavéru této prace jsou navrzeny postupy, které by mohly vést ke zvySeni
produkce osiva v daném semenném sadu.

Literarni reSerSe se zabyva Slechténim lesnich dfevin, semennymi sady,
autoinkompatibilitou, efektivni velikosti populace, popisem genetickych markert, popisem

izolace DNA a gelové elektroforézy a samoziejmé popisem tfe$né ptaci.



1. 2. Cil prace
Cilem této diplomové prace je popsat popula¢ni strukturu semenného sadu tiesné ptaci

LS LCR LuZna, v lokalitd Cejkovka. K dosaZeni cile budou vyuZzita molekularni data
(mikrosatelitova data a detekované alely S — lokusu) a tdaje o fenologii kveteni a plodnosti
sadu. Mikrosatelitova data pomohou odhalit genetickou piibuznost klond v sadu a vybérovych
stromi a detekované alely S — lokusu nas informuji o gametofytické autoinkompatibilité
jednotlivych klonti. Ziskana data budou analyzovana, interpretovana a diskutovana za ucelem
posouzeni pfi¢in nizké plodnosti semenného sadu. Nasledné budou navrzeny postupy, které

by mohly zvysit produkci osiva ze zastoupenych klond.
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2. Literarni reSerse

2. 1. TieSen ptaci (Prunus avium L.)

TteSen ptaci patii do Celedi Rosaceae. Je t0 opadavy, zhruba 30 m vysoky strom
srovnym silnym kmenem a nepravidelnou, vysoko posazenou, volné olisténou korunou.
Mezera (1989) uvadi u tfesné ptaci, ze tloustka kmene byva az 70 cm. Naopak §tihly az tenky
kmen je uveden u Heiekeho (1978).

Nachazi se v celé Evropé kromé severskych zemi (Mezera, 1989), dale se vyskytuje ve
sttedni Asii, na zapadni Sibifi, Kavkaze a na severozapadé Afriky. V CR je tfesen ptadi
roziifena nejvice ve stiednich Cechach, Ceském stiedohoii a také na jizni Moravé
(Hejny etal., 1992). V Evropé ji najdeme piedev§im v kfovinach a smiSenych lesich
(Musil, 2005).

TteSen vyzaduje Uzivnou, mirné vlhkou, vépenitou pliidu a vyslunné polohy. Roste
V lesich a na jejich okrajich, v houstinach a na biezich potoki, v Alpach az do nadmoiskych
vysek 1500 m, ovsem v Karpatech roste jen do 800 m nadmoiské vysky (Mikula, 1979).
Spiecker (1988) uvadi, Ze tieSeil ptaci je méné¢ narocna na urodnost pudy, ovSem
na obohacenych stanovistich ekologické fady D (od dubového stupné az po bukovy) miva
nejvetsi prirGsty. Pro péstovani tfesné jsou dulezitymi faktory naroky na svétlo, brzka
kulminace priristu, slabsi odolnost proti vétru i napadeni hnilobou (Prudi¢, 1996).

Borka se uvoliluje v pfi€nych pruzich, s ndpadnymi, vodorovnymi lenticelami, je
cervenavé hnédosedd, slabé leskla. Pupeny jsou vejcovité, Spicaté, leskle cervenohnédé,
pritisklé (Kremer a Polacek, 1995).

Listy jsou stfidavé, podlouhle vejcité, zaspicatélé, baze klinovité nebo zaokrouhlené,
hrub¢ pilovité, vétsinou s celokrajnou Spickou, pomérné tenké a chabé, na lici lysé, zpravidla
ponékud svraskalé, tmavozelené, na jemné chlupatém, svétlezeleném rubu vystupuje zietelné
hlavni zilka, na fapiku ma 2 velké, Cervené zlazky. Na podzim listy zloutnou a Cervenaji
a Vv fijnu opadavaji (Mikula, 1979). Kvéty rozkvétaji pied uplnym vyvinem listi, kvetou bile,
jsou dlouze stopkaté v okoli¢natych svazeccich (Fér a Pokorny, 1964). Plodem je kulovita
peckovice, zpocatku je zelend, pozdéji Cervena a nékdy az téméf Cerna (Mikula, 1979).
Duzina je nasladla ¢i nahotkla (ptacnice, var. sylvestris) a uzavira hladkou kulatou pecku
S jednim bezbile¢nym semenem, které $patné uchovava kli¢ivost (Fér a Pokorny, 1964).

Kofenovy systétm je dlouhy a bohaté vétveny s hojnym kofenovym vlaSenim

(Hieke, 1978). Na podmacenych, kamenitych a mélkych puadach tfesen vytvaii plochy
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kotenovy systém. Prudi¢ (1996) poukazuje na vyvraceni az tficetiletych stromu pii vichfici
v roce 1990, ale Musil (2005) uvadi, ze k vyvratim nedochazi.

Dievo s Cervenaveé hnédym jadrem a Cervenavé bilou béli je lesklé, velmi tvrdé, pevné,
pruzné a vyborné se lesti (Mezera, 1989). V poslednich letech je velmi cenéno jako nahrada
za tropické druhy, protoze namoiené je podobné ¢ervenohnédému mahagonu (Musil, 2005).
Je vyuzivané v nabytkaistvi, fezbarstvi i nastrojaistvi (Fér a Pokorny, 1964).

Somatické bunky tfesné jsou diploidni (2n=2x=16) (Vaughan a Russel, 2004). Pocet
chromozomt se 1i§i pravdépodobné v zévislosti na odrid¢ a ne vzdy se jednd o diploidni
stromy. Také byl zaznamenan pocet chromozomi 2n 17, 18, 24 a 32 (Vachin
a Reznicek, 1989).

Mezi reprodukéni strategie tfesné ptaci patii pohlavni rozmnozovéani pomoci
opylovani hmyzem a nasledného Sifeni semen gravitaci, ptdky a savci a nepohlavni
rozmnozovani kofenovou vymladnosti (Vaughan et al., 2007).

Alogamie tfe$né je fizena S — lokusem, ktery kontroluje autoinkompatibilitu
a kompatibilitu mezi jedinci (Crane a Lawrence, 1928). Tiesné se téz fadi mezi entomofily

a jsou opylovany zejména ¢melaky (Bombus spp.) (Heinrich, 1976).

2. 2. Slechténi dievin

Slechténi lesnich dfevin je nedilnou soué¢asti moderniho lesnictvi (Ruotsalainen,

2014). Spole¢né s hospodateni v lesich a uzitim genetickych zasad rozviji vynosné, zdravé
a udrzitelné péstovani lesit (White, 2007). Modifikuje genetické sloZeni stromovych populaci
k lepSimu plnéni lidskych potieb. Biotické a abiotické slozky prostedi se stdle méni, a tudiz
historické adaptace mohou byt dnes jiz zastaralé. Zména klimatu mize zvysit potfebu umélé
obnovy lesa a $lechténi lesnich dfevin. Slechténi lesnich dfevin urychluje adaptaci stromi
ke zménam prostieni (Ruotsalainen, 2014).
Funda a El-Kassaby (2012) definuje Slechténi lesnich dievin jako kombinaci péstebnich
a lesnickych Cinnosti, které jsou obvykle opakované aplikovany pro plné vyuziti existujici
pfirozené genetické variace v populacich a ke zvySeni ekonomické hodnoty uméle
obnovovanych lest.

Slechténi dfevin, tak jak ho zname dnes, zapocalo v 50. letech 19. stoleti. Toto
vyznamné zpozdéni mélo za nasledek zanechéni populaci lesnich dfevin prevazné
nedotéenych genetickou manipulaci a vyuziti znalosti a zkuSenosti Slechtitelti ziskanych

v pribéhu staletich v jinych oborech (van Buijtenen, 1984).
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Slechténi lesnich dievin je intenzivni predeviim v oblastech, kde je praktikovano
hospodafstvi s kratkou obnovni dobou (napi. borovice montereyska Pinus radiata na Novém
Zélandu, eukalypty v Jizni Americe). Ale ma také kliC¢ovou roli v oblastech, kde ma velky
ekonomicky dopad lesnictvi s umélou obnovou (napf. Skandindvie a Kanada)
(Ruotsalainen, 2014).

Metody $lechténi miizeme rozdélit na $lechtdéni vybérem a novoslechténi. Slechténi
vybérem miize byt provadéno jako individualni vybér nebo hromadny. Populace je mnoZena
vegetativné Ci generativné, tim zistdva stejné genetickd variabilita. Novoslechténim
je mySlena hybridizace, muta¢ni Slechténi ¢i genetické manipulace. Diky novoslechténi
muzeme ziskat nové kombinace dédi¢nych vloh (Paule, 1992).

V 60. letech 20. stoleti se dfeviny zacaly mnozit biotechnologickymi postupy in vitro.
Postupy in vitro spocivaji v indukci organogeneze nebo somatické embryogeneze
nasledované dopéstovanim celistvych rostlin. Tento postup vede k rychlému mnozeni dievin,
které maji vynikajici genetické vlastnosti (napf. selektované stromy, hybridy
z kontrolovaného kiizeni). V 80. letech bylo jako u prvni dieviny Prunus avium dokazano,
ze 1ze mnozit velké mnoZstvi vybérovych stromil této dieviny za pomoci organovych kultur
(Vitamvas et al., 2006).

Pfi svém vzniku, byly ¢innosti spojené se Slechténim dfevin vétSinou zahajeny s cilem
okamzité¢ splnit poptavku po vysoce kvalitnich dfevaiskych vyrobcich, bez jakéhokoliv
planovani pro budouci generace. DosaZeni pfimétenych ziskl rychle a efektivné bylo mozné,
pokud byla aplikovand velmi intenzivni selekce (tj. selekce jen malé Casti z nejlepSich
jedincti). Avsak od tohoto kratkodobého mysleni bylo upusténo, protoze by zanechalo ptilis
mélky geneticky zaklad pro budouci programy $lechténi, zejména kdyz by byly kratkodobé
programy pievadény do dlouhodobého tsili (Funda a El-Kassaby, 2012). Soucasné
dlouhodobé Slechténi kombinuje zachovani dostatecné genetické variace, nezbytné
pro dlouhodoby geneticky zisk a vysoky okamzity zisk z kratkodobych akei, které
Slechtitelské prace odivodiuji ekonomicky (Ruotsalainen, 2014).

Vétsina dlouhodobych programti miize byt popsdna pomoci ramce opakované selekce
Slechtitelského cyklu, ktery se skladd ze dvou nezavislych, ale vzajemné se nevylucujicich,
fazi - Slechténi a produkce. Tyto faze jsou uzce spojeny a jejich hlavnim cilem je dosdhnout
audrzet si Siroky geneticky zéklad, pficemZz kombinuji pozadované vlastnosti vhodnych,

vysoce kvalitnich, dobfe ptizptisobivych stromt, které by byly hodnotné pro dalsi generace.

13



2. 2. 1. Slechtitelsky cyklus

Prvni faze (faze Slechténi) je slozena ze selekce jedincli v porostech, plantazich nebo
vyslechténych pokrocilych generaci podle specifickych kritérii, kterd by zajistila splnéni
definovanych cila. Témito kritérii je Slechténi, které zahrnuje kontrolované kiizeni mezi
vybranymi jedinci, aby umoznili ziskdvani genetickych parametr potfebnych k provedeni
druhého kola Slechténi a testovani, k vyhodnoceni genetické kvality téchto selektovanych
stromd, testovanim jejich potomstva a potomstva samotného (tzv. backward a forward
selekce) (El — Kassaby a Lstiburek, 2009). Selekce a testovani mize byt zménéno a nékteré
casti faze mohou byt dokonce vynechany uplné, coz vede k zjednodusenému Slechticimu
cyklu. V genera¢nim obratu miize byt kiizeni nahrazeno volnym opylenim, jestlize kiizeni
neni realizovatelnou metodou, kviili potizim s produkci semen (napt. douglaska tisolista
Pseudotsuga menziesii na Novém Zélandu) (Ruotsalainen, 2014).

Dalsi faze se zamétuje na zakladani lesnich porostli ¢i plantdzi z vylepSeného
semenné¢ho materidlu. Programy na Slechténi dfevin jsou extrémné zavislé na zdrojich
a dlouhodobych snahach, a proto je nezbytné zkoumat méné naroc¢né alternativni piistupy,

které jsou schopné dodavat piijatelné a uspokojivé zisky (Funda a El-Kassaby, 2012).

Base
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Infusien
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population
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»
tantamination -

®

Production
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Refarestation
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Obrizek 1: Slechtitelsky cyklus.

Base population = zakladni populace, selected population = selektovana populace, breeding population =
Slechtitelska populace, recruitment population = naborova populace, infusion population = infuzni
populace, production population = produkéni populace, reforestation material = zalesfiovaci material,
pollen contamination = kontaminace pylem, supplemental mass pollination = doplitkové opyleni. Oznaéeni
s je selekce, t znadi testovani potomstev a x je kiiZzeni mezi jedinci. Zdroj: Funda a El-Kassaby, 2012.
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2. 2. 2. Popis populaci

Programy Slechténi dfevin se sklddaji z odlisSnych populaci. Tyto populace jsou
definovany svymi funkcemi, nikoliv jejich fyzickym vzhledem, genetickou konstituci nebo
jejich stanovistém (ve skutecnosti, nékteré funkéné odlisSné populace se mohou fyzicky
piekryvat). Jednou z nejvyznamnéjSich vlastnosti konceptu je, Ze populace pouzité
ve slechtitelském cyklu jsou separované od populaci uzitych k produkei geneticky zlepseného
materidlu, urCeného pro plantdZze. Populace, ze které jsou vybrani jednotlivci
do slechtitelského programu, se nazyva zékladni ¢i zdrojova populace (Funda a El-Kassaby,
2012). Zdrojové populace tedy reprezentuji napiiklad uznané porosty, rezervace
(Paule, 1992).

V kazdé generaci je z fenotypicky nadstandardnich jedinct ze zdrojové populace,
vytvoiena kandidatska ¢i selektovana populace. Tato populace je obvykle méné pocetna nez
zdrojova populace, ale ocekdva se, ze jeji genetické slozeni bude mit dostate¢ny potencial
K vytvofeni ziskti zadoucich znakt v dalSich generacich. Vlastni geneticka nadstandardnost
téchto vybranych strom je hodnocena na zakladé wvysledkil testi potomstva, které
reprezentuji nezbytnou soucast vSech programi a slouzi, mimo jinych ucelt, k vylouceni hiiie
hodnocenych rodi¢t z populaci - Slechtitelské a produkéni.

Slechtitelska populace je podskupinou vybranych jednotlived, ktefi prokazali zadouci
genetické kvality prostfednictvim testovdni potomstva a budou slouzit jako rodice
nasledujicich generaci (Zobel a Albert, 1984; Paule, 1992).

Pti zakladani se klade diiraz na zachovani a ziskani dostate¢né vysokych genetickych
ziskil a irovné genetické variability, udrzenim dostatku jedinct ve Slechtitelské populaci tak,
7e je zajistén budouci vyvoj. V jakékoliv fazi Slechténi muze byt Slechtitelska populace
doplnéna materidlem z externich zdroji, jako napf. populace genetickych zdrojti nebo jiného
probihajiciho Slechtitelského programu. Doplitkovy material se nazyva infuzni populace
a selektovany material dobfe zapada do danych cili programu (Funda a El-Kassaby, 2012).

Nezavisla na vSech populacich a zejména na Slechtitelském cyklu je produkéni
populace, n¢kdy také nazyvand nasazovaci populace. Jednd se o vysoce selektovanou
podmnozinu Slechtitelské populace, bez ohledu na stupent postupu (tj. prvni nebo pokrocilé
Slechtitelské cykly), ktera obvykle zahrnuje tfeba jen nckolik desitek téch nejlepSich
jednotlivet (Allard, 1960). Produkéni sady se zaméfuji na produkci vyslechténého materialu,
napiiklad semenné sady pfi generativnim mnozeni a matecnice pfi vegetativnim mnozeni.

Vyslechtény material musi spliiovat dvé kritéria. Prvnim kritériem je, Ze musi zarucit
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rozmnozovani bez ztraty genetické hodnoty a druhym kritériem je rychlost rozmnozovani
(tj. v kratkém Case ziskat zkazdého vySlechténého jedince dostate¢né velké mnozstvi
geneticky identického materialu (Paule, 1992).

Faktory jako je sklizen osiva, manipulace, skladovaci praktiky, rozdilnost kli¢ivosti
semen a proiezavky, v lesnickych Skolkdch vyznamné ovliviuji geneticky zisk 1 diverzitu
obnovniho materialu (Funda a El-Kassaby, 2012). SniZeni velikosti populace nevyhnutelng
znamena ztratu nckterych vzacnych alel, diky efektu odbéru vzorkli, to ale neSkodi
dlouhodobému genetickému zisku, protoze geneticka variace je zptsobena béznymi alelami.
Podle simulaénich studii, velikosti Slechtitelské populace 40-50 stromd jsou dostate¢né velké
k zaruce trvalého gen. zisku a také predchazeni inbreedingu. Pfedchazeni inbreedingu
v semennych sadech potomstva muze byt vyfeSeno tak, Ze je populace rozdélena
do subpopulaci, které se nikdy vzajemné nekiizi ve Slechtitelském cyklu. Tak mohou byt
ziskany nepiibuzné genotypy pro semenné sady zahrnutim jen 1 stromu z kazdé sublinie
(Ruotsalainen, 2014).

Alternativou ke klasickému Slechténi lesnich dievin je tzv. breeding without breeding,
kdy je testovani potomstev zjednoduSeno vyuzitim polosesterskych potomstev z volného
opyleni. Nebo je rodokmen jedincii zjistén za pomoci otisku DNA a otcovského ptispévku ¢i
uplnou rekonstrukci rodokmenu (Lstiburek et al, 2012). S breeding without breeding je spojen
pravdépodobnostni model, ktery minimalizuje usili vynalozené pii genotypizaci. Tento model
se zaméfuje na dosazeni deklarované velikosti cilové populace za pomoci rekonstrukce
rodokmenu a nésledné selekce. DtleZité je, ze geneticky zisk je ovlivnén pi1 minimalnim Usili

pii genotypizaci (Lstibirek et al, 2011).

2. 2. 3. Rekonstrukce rodokmenu

Rekonstrukce rodokmenu poskytuje informace o matkach, otcich, reprodukénim
uspéchu, mife kontaminace pylem a genetické rozmanitosti (Lai et al., 2010). Metody
rekonstrukce rodokmenu, které vychazeji z genetickych markert jsou diilezité pro vytvoreni
matice piibuznosti klonti v jiz probihajicich experimentech (Blouin, 2003; Jones a Ardren,
2003). Znalost kompletniho rodokmenu je pifedpokladem moderniho slechténi (El — Kassaby
et al., 2011). Pro selekci sadii pokrocilé generace je kompletni znalost rodokmene nezbytna,

diky ni je mozné sady zalozit ze stavajicich testti potomstev (Kobliha et al, 2012).
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2. 2. 3. 1. Redéni pylu a zony obohaceni

Kontaminace pylem, definovana jako piival pylu z vnéjSku sadu, redukuje ocekavany
geneticky zisk sbiraného osiva ze sadu, protoze sebrany material v sadu je opylovan
neznamymi rodi¢i niz§i genetické kvality nez vybrané klony v sadu. Pouzivaji se rtzné
postupy k odhadu kontaminace pylem, ale jsou preferovany vyuzivajici genetické markery.
Nejcastéji pouzivana metoda je vylouceni otcovstvi, porovnanim genotypt vyprodukovaného
osiva v sadu a urceni frakci, které by nemusely byt oplodnény stromy ze sadu. Kontaminace
pylem je dilezitou otazkou v jehli¢natych semennych sadech a pravdépodobné v mnoha
semennych sadech krytosemennych druhti. V minulosti se bézné doporucovalo, aby byla
vytvofena zona fedéni pylu byla cca 150m kolem semenného sadu. Zamérem bylo snizit
mnozstvi kontaminace pylem ¢astecnou izolaci sadu od pftilehlych stanovist’ stejnych druht.
Avsak priddnim zoény fedéni pylu se zvySuje velikost fyzického mista potiebného pro sad
atim i naklady (White, 2007). Adams a Burczyk (2000) uvadi, ze zony fedéni pylu 150 m
nejsou ucinné. U jehli¢natych semennych sadi je nutna izolace alespont 500 m az 1000 m. Pro
druhy opylované hmyzem ¢i zvifaty potencidlni U¢innost zén fedéni pylu zévisi

na vzdalenosti pohybu pylovych vektort.

Geneticky vhodny material stejného druhu vysazen kolem semenného sadu a tvofi tzv.
zonu obohaceni. Ucinnost téchto zon neni prokdzdna, ale piredpoklada se, Ze je

pravdépodobna ¢astecna kontaminace timto pylem.

Dalsimi moznostmi jak ptedejit kontaminaci pylem je zvySeni produkce pylu v sadu
tak, aby se snizil vyznam kontaminujiciho pylu. To by mohlo byt dosaZeno zalozenim vétsiho
sadu, protoze vétsi sady produkuji vice pylu. Dal§i moznosti je pouziti riiznych umélych
pylovych technik (napt. oplodnéni, hormonalni 1é€ba, profezavani kofenil) a zména fenologie
kveteni stromu tak, Ze budou kvést diive ¢i pozdéji nez v porostech ve stejné oblasti (Bonnet
-Masimbert and Webber, 1995). Jako metoda feseni problému s kontaminaci pylem jsou

studovany také kryté semenné sady (Ruotsalainen, 2014).

2. 3. Semenné sady

White et al. (2007) definuje semenny sad jako soubor vybranych klonti nebo rodin
najedné lokalité. Semenné sady se skladaji z vybranych, geneticky nadfazenych,
kandidatskych rodi¢t nebo jejich potomstva (Funda a El-Kassaby, 2012). Semenné sady
mohou prispét ke zvysSeni produkce dievni hmoty a produkovat dostate¢né mnozstvi

17



kvalitniho osiva (Lindgren, 2007). Pro zvySeni lesni produkce je investice do zalozeni
semenného sadu ekonomicky nejvyhodné&jsim feSenim (Bilir et al, 2008).

Semenné sady jsou zakladany s predpokladem, Ze se jedna o uzaviené, perfektni
a panmiktické populace, jinymi slovy, ze nemaji genetické ani behaviordlni omezeni
nahodného kiizeni, to znamend, Ze vSechny ramety maji stejnou Sanci se vzajemné kiizit,
vcetné samooplozeni. Je-li tento piedpoklad pravdivy, potom alelové a genotypové frekvence
v populaci potomkii by mély odpovidat frekvencim populace rodict, s absenci ruSivych jevl
jako je migrace, selekce, mutace a ndhodného genetického driftu (Funda a El-Kassaby, 2012).
Ve vétsiné piipadu je opyleni stromi v sadech nekontrolované (tj. opyleni cizosprasnych
stromi zptuisobené vétrem, hmyzem nebo zvitaty) (White, 2007).

Semenné sady by mély byt zaklddany na urodnych, dobie odvodnénych ptudéach
s teplym mistnim klimatem (Ruotsalainen, 2014). Velmi dulezitym aspektem hospodaieni
v semennych sadech je udrzovani dobré evidence. Stromy musi byt jednoznacné oznaceny
a zmapovany (White, 2007).

Cilem semennych sadl je produkce geneticky vysoce kvalitniho osiva, které bude
pouzivano pro obnovu lesa (Moriguchi et al, 2008). Dalsim cilem je zachrana a reprodukce
genofondu (Kanak et al, 2008). S geneticky zlepSenym osivem se poté hospodafii v sadech
a Vv lesich. Umisténim vylepSen¢ho materidlu ve stejném misté se teoretické genetické zisky
zdvojnasobuji ve srovnani s fizenym sbérem osiva. Semenné sady jsou nejcastéjSim typem
mnozeni populace lesnich dfevin (White, 2007).

Prvni semenné sady byly zalozeny jiz v roce 1880 holandskymi kolonisty na Javé
k mnozeni domaci rostliny Cinchona ledgeriana. Nicméné, pouziti tohoto konceptu
se rozsifilo asi az o sedm desetileti pozdéji, kdy byly zifejmé diikazy o podstatném zlepSeni
prostiednictvim volby a $lechténi (Funda a El-Kassaby, 2012). Prvni koncept klonovych
semennych sadt aplikoval v Dansku prof. Syrach - Larsen ve 30. letech (Ruotsalainen, 2014).

Semenné sady jsou ve 24 z 28 stati EU, které pokryvaji 40 druhii. Finsko, Polsko
a Svédsko jsou zemé s nejvétsimi oblastmi semennych sadil. Celkem zemé EU maji kolem
10 000 ha semennych sadi, ptlka z nich jsou sady borovice lesni (Pinus sylvestris), dalsimi
druhy se znaénymi plochami jsou smrk ztepily (Picea abies) a modiin opadavy
(Larix decidua).

Semenny sad je dlouhodoba investice, kterd obsahuje mnoho biologickych

a ekonomickych rizik. Tudiz jsou semenné sady v mnoha zemich vlastnény statem
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(napf. Polsko, Norsko) nebo je jejich zfizeni dotovano statem (pi. Finsko). Ve Svédsku sady

ziizuji soukromé lesni firmy na kooperativnim zakladé podle narodniho (Ruotsalainen, 2014).

2. 3. 1. Typy semennych sadu

Semenné sady lze rozd¢lit podle vysSlechténych generaci nebo podle pouzitého druhu
rostlinného materialu - sazenic nebo kloni (Funda a El-Kassaby, 2012; White, 2007; Kanak
et al., 2008).

Sady |. generace

Sady I. generace jsou zakladany s rodi¢i vybranymi podle jejich fenotypového projevu
z porostil nebo nekultivovanych plantazi (tj. ze zakladajici populace) a jejich geneticka
hodnota je do zna¢né miry nezndma. Na zdklad€ vysledkl ziskanych z testovani potomstva
(tj.backward selekce) , mohou byt sady |. generace vylepseny roubovanim méné kvalitnich
rodi¢i - poté se oznacuji jako sady 1,5. generace, (Ivanek et al., 2010; Funda a El-Kassaby,
2012).

Sady pokrocilych generaci

Sady zaloZené z klonli z kontrolovaného kiizeni elitnich genotypl (nebo z jejich
samosprasného potomstva a pozdéjsi rekonstrukei plivodu otcti s cilem zvysit geneticky zisk)
(tj. forward selekce) jsou sady pokrocilych generaci. V zemich s vyspélym Slechténim lesnich
dfevin se muzeme setkat se semennymi sady 6. generace (lvanek et al., 2010). White et al.
(1993). také uvadi sady 2,5 generace, které vznikaji po otestovani selekce ze sadu I1. generace

pted zaloZzenim klonovych semennych sadt.

White et al. (2007) rozdéluje semenné sady na klonové semenné sady a jadrové
semenné sady. Oba dva typy jsou uzitecné v odlisSnych situacich. Ale ve Slechtitelském

programu jednotlivych druhli dfevin jedné organizace, mohou byt pouzity oba typy.

Klonové semenné sady

Klonové semenné sady jsou nejbéznéjsi metodou pro produkci geneticky zlepseného
osiva Vv lesnictvi. Tento druh sadd je popularni jak pro nahosemenné, tak pro krytosemenné
druhy ve viech &astech svéta (White et al., 2007). V Ceské republice jsou pouze sady klonové
(Kanak et al., 2008).
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Klonovy semenny sad je zalozen z klonl vybérovych stromi, pomoci vegetativniho
mnozeni (tj. roubovani, zakofenovani ¢i tkanové kultury) (Paule, 1992). Obvykle je sad
zalozen z 20 az 60 nejlepsich klonti z ortetu. Pocet ramet klonu je urcen celkovym poctem
stromil nezbytnych k pokryti poptavky. Casto je zasazeno 50 az 100 ramet klonu v sadu.
Fenotypovy vzhled stromi vsadu neni dualezity, nebot” genetické hodnoty jsou
determinované genetickymi testy. Téméf vzdy jsou v sadu tzv. wolf-tree , stromy silné
rozvétvené diky Sirokému rozestupu. Mnohdy se stane, Ze se stromy zkrouti a vznikne
malformace z opakované sklizné osiva. Cilem klonovych semennych sadi je produkce
vylepSeného osiva a vSechny péstebni postupy jsou zaméfeny na maximalizaci genetické

kvality produkce osiva pii minimalnich nakladech (White, 2007).

Jadrové semenné sady

Jadrové semenné sady obvykle zahrnuji SirSi geneticky zaklad, diky vétSimu poctu
jedinct zahrnutych v kiizeni (otec je pii samospraseni Casto neznamy). Ocekava se,
7e geneticky zisk bude niz$i, protoze jejich rodokmeny nejsou zcela znamy (Funda
a El-Kassaby, 2012). Jadrové semenné sady vznikaji jako generativni potomstvo vybérovych
stromi (Paule, 1992). White et al.(2007) uvadi, ze jadrové semenné sady jsou zakladany
ze samosprasnych sazenic nebo plnosesterskych kiizeni mezi vybranymi stromy a tyto rodiny
zasazené v sadu jsou potomky vybérovych stromt.

Diilezitym rozdilem mezi klonovymi semennymi sady a jadernymi semennymi sady
je, ze mnoho jadrovych semennych sadi je zakladano jako viceucelovych. Klonové semenné
sady jsou zakladany témét vyhradné jen pro produkci osiva. Specialni jadrovy semenny sad
muze po né€kolik let slouzit pro genetické testovani, poté muize byt pieveden na produkéni
semenny sad a nakonec muze byt vyuzit jako zaklddajici populace pfi provadéni vybéru
pro nasledujici generace (Barnes, 1995).

Alternativou K jadernym semennym sadiim jsou tzv. polycross semenné sady. Jsou

zaloZeny z potomstev vybérovych stromit, které byly spraseny pylem vybranych otcovskych
jedinct (Plomion et al, 2001). Vybérové stromy byly geneticky testovany, ale nebyly
mnozeny vegetativné (Funda a El-Kassaby, 2012).

Ceska (2014) uvadi rozdéleni semennych sadi dle zpasobu vyuZiti - produkéni,
udrzovaci a hybridiza¢ni.

Produkéni semenné sady zajistuji geneticky kvalitni osivo lesnich dievin, ze kterého

je vypéstovan sadebni material, jez je vyuZit k obnov¢ lesa.
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Hybridiza¢ni semenné sady jsou vyzkumné vysadby, slouzici k produkci hybrida 2. filidlni

generace.

Udrzovaci semenné sady se zamé&fuji na zachranu a reprodukci genovych zdroji lesnich

drevin, zamezeni ztraty a degradaci jednotlivych druhti a také na zvySeni genetické diverzity
a adaptability reproduk¢éniho materialu.
Kobliha (2002) zmifiuje klonové archivy, jejichz cilem je konzervovat genofond

vybranych genotypli vybérovych stromtl.

2. 3. 2. Umisténi a velikost semenného sadu

Zvolena plocha by se méla vyznacovat vybornou produkci osiva; blizkosti provoznich
zatizeni, aby byly zajiStény dostate¢né zasoby vody a pozarni ochrana; nepfistupnosti
¢i dostateénou vzdalenosti zdrojui kontaminujiciho pylu, které by mohly zna¢né snizit
geneticky zisk a adaptabilitu osiva; rovnym nebo mirné svazitym terénem s pudami, které
usnadnuji vstup pro hospodateni a sklizeni osiva; stabilnim vlastnictvim, zajist'ujicim vyuziti
lokality po zivotnost sadu; vzdélenosti od populacnich center a oblasti, kde mohou byt
pouzivané insekticidy; dobrym proudénim vzduchu, pokud jsou problémem mrazy b&hem
obdobi kvétu (kvéty jsou nachylnéjsi k poSkozeni mrazem nez vegetativni tkang)
(White, 2007; Kanak et al., 2008).

Sad musi byt dostate¢né velky, aby bylo zajisténo dostate¢né zasobovani pylu.
Velikost se stanovi na zdkladé¢ odhadu poctu zasazeni schopnych sazenic produkovanych
rocné na 1 ha semenného sadu, rozdélenim celkové ro¢ni poptavky po sazenicich dle poctu
ziskaného v prvnim kroku a tpravou tohoto ¢isla, napf. prodej osiva jinym organizacim,
potieba splnit ro¢ni poptavky po sazenicich pfed kompletni reprodukcni zralosti sadu

(White, 2007).

2. 3. 3. Designy semennych sadii

Designy semennych sadl jsou vytvoteny s cilem optimalizovat prostorové rozmisténi
rodi¢ovskych stromti v sadu (El-Kassaby, 2014). Mnoho designii semennych sadi, které byly
vyvinuty a realizovany maji spole¢ny cil — minimalizovat samooplozeni a podporovat

panmixii (Funda a El-Kassaby, 2012).
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Navrhovani semennych sadi zahrnuje 2 aspekty, geneticky navrh zahrnujici pocet
a typy klont, jez maji byt zavedeny a polni navrh specifikujici fyzické rozmisténi ramet
vSech klonti po plose.

Prvnim krokem je ur¢eni dostate¢ného poctu klont. Ptili§ malo klonii mlize znamenat
uzkou genetickou zdkladnu, zvySenou kontaminaci pylem (pokud je sad maly) nebo zvySené
samospraseni, diky tésné blizkosti ramet stejného klonu. Pfili§ mnoho klonl zpiisobuje
znamena, ze nékteré jsou méné kvalitni a to redukuje intenzitu vybéru). Relativné velky pocet
klonii (napt. 60) je tieba pro sady l.generace zaloZenych s klony netestovanych vybérovych
stromil. Testovanim potomstva se identifikuji klony nizsi genetické kvality, které se odstrani
spolecné¢ s klony nevhodnymi zjinych duvodd jako napft. inkompatibility roubu,
fenologickym rozdilem v dob¢ kveteni. Odstranénim vSech ramet z poloviny ¢i 2/3 pivodnich
klond na zéklad¢ testli potomstev se miize podstatné zvysit geneticky zisk. Jestlize jiz byly
klony testovany, potom muiZe byt minimalni pocet pro zaloZeni sadu 20 klond. V tomto
piipadé se piedpoklada, ze vSechny ¢i vétSina klond zistanou v sadu. Rozestupy mezi
rametami pii sazeni zavisi na biologii druhu a pfedpokladané profezavce v sadu (White,
2007).

Inbreeding (samospraseni nebo jiné typy opyleni mezi blizkymi piibuznymi)
které trpi inbredni depresi. Toto redukuje ofekavany zisk sadu. Z tohoto diivodu je dilezité
maximalizovat vzdalenost mezi pfibuznymi (Young et al., 2000). Minimalizace inbreedingu
S riznym stupném piibuznosti (jako je samooplozeni, opyleni ramet stejného klonu, opyleni
jedincil, kteti maji stejného piedka) piedstavuje vyznamny problém, nebot ptibuznost se
s kazdym dokoncenym slechticim cyklem zvysuje (Lstibirek a El-Kassaby, 2010).

Jiz pti vybéru rodiCovskych stromi miizeme minimalizovat riziko inbreedingu
atotim, ze vybirame jedince od sebe vzdalené, ale jejich nepfibuznost lze ovéfit pouze
rekonstrukci rodokmene a na zakladé molekularnich markert (Kanak et al., 2008; Lstiburek

a El-Kassaby, 2010).

Genetické a terénni designy klonovych semennych sadti dvoudomych druhu

U volné opylovatelnych klonovych semennych sadii dvoudomych druhti, sam¢i stromy
slouzi jako opylovatelé a osivo je sbirdno ze samicich stroml. SamospraSeni neni mozné
a inbreeding neni problém, pokud jsou pfibuzné klony stejného pohlavi. V jednom extrému

genetické diverzity je mozné maximalizovat genetické zisky pomoci zaloZzeni dvou-klonového
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sadu s nejlepsim klonem kazdého pohlavi. Ke zvySeni genetické diverzity jeden nebo oba
klony mohou byt periodicky mé€nény v riznych blocich v sadu.

Terénni designy také zéavisi na biologii opylovani, ale obvykle samci stromy
(opylovatelé) jsou systematicky rozmistény po celém sadu. Jednim z piikladi je 1 opylovatel
ve stiedu kazdé skupiny 9 stromi (3 fadky x 3 sloupce), coz znamen4, Ze je tam 8 samicich
stromi obklopujici kazdy samci strom. Skupiny 9 stromi mohou byt prostorové opakovany
za vzniku celého sadu a oba samci klony ve stfedu nebo nékteré z 8 samicich obklopujicich

stromi mohou byt vyménény v nékterych skupinach (White, 2007).

2. 3. 4. Geneticka kvalita

Geneticka kvalita je pomérné obecny vyraz s nejednoznacnym pouzitim. Geneticka
kvalita v programech Slechténi dievin a ve Slechténi obecné je chapana z pohledu Slechtitelt
tak, aby odrazela hodnoty, které lze snadno vycislit a porovnat s pfirodnimi populacemi,
zakladajicimi populacemi. V této souvislosti termin hodnota obsahuje dva komponenty-
geneticky zisk a genetickou diverzitu, které pisobi v opanych smérech, coz znamena, ze

jeden miize byt zvySen jen na tkor druhého (Funda a El-Kassaby, 2012).

2. 3. 5. Geneticky zisk

Vieobecny vzorec pro vypolet genetického zisku je G = S . h% kde S predstavuje
selekéni rozdil a h? dédivost (Paule, 1992). Selekéni rozdil S je rozdil mezi primérem
populace a vyselektované ¢asti stejné generace. Méfeni selekéniho rozdilu je snadné a Casto
je vyjadfovano smeérodatnou odchylkou. Jestlize chce Slechtitel dosdhnout zvyseni
genetického zisku, musi manipulovat s jednou nebo obémi slozkami uvedeného vzorce.

Funda a El-Kassaby (2012) definuji podstatu genetického zisku u kvantitativnich
znaku jako odezvu na selekci (R), ktera je posun mezi pramérnou fenotypovou hodnotou
potomstva vybranych rodici a rodicovské generace v dusledku selekce. To mulze byt
vyjadieno jako R = bop S, kde by, je regrese potomstva a S je diferencial selekce, tj. primér
nadstandardnich vybranych rodi¢ti. Pokud neni Zadna geneticka pii¢ina podobnosti
rodi¢ - potomek a zadna ptirozena selekce, regrese miize byt nahrazena heritabilitou v izkém
smyslu (h?), coz je pomdr aditivniho genetického rozptylu k celkovému fenotypovému

rozptylu, R=S.h%
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K tomu aby Slechtitelé kvantifikovali 1spéch Slechtitelskych programu,
nadstandardnost vybranych rodi¢t musi byt hodnocena vzhledem k ptvodni populaci
s vyuzitim konceptu §lechtitelskych hodnot. Slechtitelska hodnota je soucet primérnych
ucinkl vSech kvantitativnich znakt lokusi, které nese jednotlivec, nebo-li hodnota jednotlivce
zaloZena na vykonu jeho potomstva. Slechtitelské hodnoty miizou byt vyjadieny ve stejnych
absolutnich jednotkach jako znak nebo jako odchylka od stfedni hodnoty populace. Geneticky
zisk se pak rovna Slechtitelské hodnoté vSech jedincl v populaci, kterd se za predpokladu
nahodného parfeni prenasi do dal§i generace. V semennych sadech se potencialni nebo
ocekavany geneticky zisk vypocitd podobnym zptsobem, ale Slechtitelské hodnoty jsou
pievazeny rodiCovskym zastoupenim (tj. poCetem ramet reprezentujicich konkrétniho rodice).
Nicméné skuteny geneticky zisk realizovany osivem neni zndm a muze se podstatné liSit
od oc¢ekavané hodnoty, zavisi na variabilit¢ v reprodukénim tspéchu rodi¢e a kontaminaci

pylu (Stoehr et al., 2004).

2. 3. 6. Geneticka efektivita

Geneticka efektivita semennych sadli ma zasadni vyznam, protoze urCuje rozsah
genetického zisku a diverzity budoucich porostl lesnich dievin. Prakticky vSechny aspekty
genetické efektivity semenného sadu byly dikladné prosetfeny, véetné jejich biologického
modelu, zédkladnich predpokladii a hospodaiskych postupti, vytvoteny a zavedeny ke zlepSeni

genetické kvality plodin (Funda a El-Kassaby, 2012).

2. 3. 7. Geneticka diverzita

Plesnik (2005) uvadi, Ze geneticka diverztita je vyjadieni rozmanitosti gend v ramci
populaci a druhd, zahrnuje rizné populace v ramci jednoho druhu a rozdilné jedince v ramci
ur¢ité populace. Funda a El-Kassaby (2012) definuji diverzitu jako celkovou genetickou
variabilitu, nesenou jednotlivci uvniti nebo mezi genetickymi jednotkami v dusledku jejich
evolucnich drah a tvofici zdklad pro jejich reakci vic¢i biotickym a abiotickym vliviim.
Geneticka diverzita je tedy povaZzovana za predpoklad pro adaptabilitu a dalsi vyvoj. VEtSinou
je vyjadfovana jako heterozygotnost, primérny pocet alel na lokusu nebo primérny podil
polymorfnich lokusti a Ize ji odhadnout nékolika riznymi typy genetickych markert. Dalsi
moznost je vztahnout genetickou diverzitu ke konceptu spoleéného pivodu, ktery

je definovan jako pravdépodobnost, ze dvé nahodné vzorkované alely (jedna od kazdého
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rodi¢e) v daném lokusu jsou identické podle ptivodu (Funda a El-Kassaby, 2012). Umé&lym

vybérem, lze velmi rozsifit genetickou variabilitu selektovaného znaku (Relichova, 2009).

2. 3. 8. Efektivni velikost populace

Nejcastéji je genetickd diverzita znazorfiovana efektivni velikosti populace (Funda
a El-Kassaby, 2012). Efektivni velikost populace je jednim z dilezitych parametrd, které
determinuji dynamiku gent v populaci. Tento koncept je stéZejni pii posouzeni miry ztraty
genetické variace zapfi¢inéné nahodnym genetickym driftem v kone¢né populaci. V redlnych
populacich dochazi k proménlivé pocetnosti populace, nestejnému poméru pohlavi
a uniformni disperzi populace (Relichova, 2009). Geneticky drift ma tendenci sniZovat
genetickou rozmanitost a piipadné produkuje fixaci jedné alely na kazdém lokusu
(Soul¢, 1987). Zmeény v genetické skladbé velkych populaci jsou relativné mal¢, ale v malych
populacich mohou byt zasadni (Panczak a Otova, 2013). Neptedvidatelné nahodné zmény
v alelovych frekvencich maji za nasledek hromadéni ptibuzenskych plemeniteb v prabehu
generaci, coz vede k poklesu fittness postizenych jedincti a tento jev se nazyva inbredni
deprese. Dopad inbredni deprese se lisi mezidruhové a dokonce i v ramci populace jednoho
druhu (Karkkainen et al., 1996).

Efektivni velikost populace je abstraktni pojem, ktery piedstavuje velikost idealni
populace, jenz produkuje stejnou uroven genetického driftu jako uvazovana populace (Funda
a El-Kassaby, 2012). Idealni populaci pfedstavuje tzv. panmikticka populace, ktera
je izolovana, nahodné se parujici populace s oddélenymi generacemi, neprobihda v ni zadny
vybér a nedochazi k mutacim gent. Pro vypocet narGstu inbreedingu ¢i variaci genovych
frekvenci by velikost populace (N) méla byt nahrazena efektivni velikosti (Ng) (GOmory
a Longauer, 2014). Variabilita poctu ramet v sadu a V plodnosti zapficiiuje nerovnomeérné
gametické prispévky klont. Efektivni pocet klonti je zaloZen na variabilité poctu ramet mezi

klony a popisuje genofond semenného sadu. Je odhadovan vzorcem:

Kde nyw piedstavuje celkovy pocet ramet, n; pocet ramet genotypu i a N je celkovy pocet
klond v sadu (Kang et al., 2001).

25



Kang a Lindgren (1998) uvadéji rovnocenny zplsob zjisténi N S vyuzitim variaéniho
koeficientu (C.V.%) ramet vSech klonti v sadu.

N

V0647
1::1:1%) +1

Nec=

N se snizuje, pokud se variace poctu ramet zvySuje. Jestlize maji klony v sadu stejny

podil ramet, potom nema celkovy pocet ramet vliv.

2. 3. 9. Semenné sady — legislativa

Semennymi sady se zabyva zakon €. 149/2003 Sb., o uvadéni do ob&hu reprodukéniho
materidlu lesnich dievin lesnicky vyznamnych druhii a umélych kiizenct, uréeného k obnovée
lesa a k zalesnovani, a o zméné néckterych souvisejicich zakonl (zdkon o obchodu
s reprodukénim materidlem lesnich dfevin). Tento zdkon zapracovava Smérnice Rady
199/105/ES, ze dne 22. prosince 1999, o uvadéni reprodukéniho materialu lesnich dfevin na
trh a stanovuje zdsady ochrany a reprodukce genofondu lesnich dievin a podminky, kdy
Ize uvadét do obchu reprodukéni material lesnich dfevin a umélych kiizencd, urcenych
k obnové lesa, k zalesiovani a pro udrzovani a zvySovani biologické rtiznorodosti lesa,
genetické riznorodosti stromt a pro trvale udrzitelné hospodateni v lesich.

Dle zékona ¢.149/2003 Sb. je mozné sbirat reproduk¢ni material pouze z uznanych
zdroji. Uznané zdroje reprodukéniho materidlu lesnich dfevin jsou identifikované,
kvalifikované, selektované a testované. Semenné sady I. generace jsou fazeny mezi
kvalifikované zdroje reprodukéniho materialu, sady pokrocilych generaci patii mezi zdroje
testované.

Zakon také udava podminky pro zafazeni genetickych zdroji lesnich dfevin
do Narodniho programu a finan¢ni prostfedky pro jejich shromazd’ovani, hodnoceni,
dokumentaci, ochranu, reprodukci a k provozovani banky osiva a explantatu.

Zakon ¢. 149/2003 Sb. ukladdd podminky pro uznavani zdroji reprodukéniho
materialu, jeho uchovavani, podminky pro sbér, poZadavky na kvalitu, evidenci, obchodovani
s reproduk¢énim materialem, povinnosti pii obchodovani mezi staty Evropské unie, podminky
pro udéleni licence, ukldda sankce za ptfestupky fyzickych osob a za spravni delikty

pravnickych a podnikajicich osob (Zakon ¢. 149/2003 Sb.).
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2. 3. 10. Narodni program
Pro obdobi 2014 az 2018 byl Ministerstvem zemédélstvi Ceské republiky vyhlagen

Narodni program ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin podle § 2a zakona
¢. 149/2003 Sb., o uvadéni do ob¢hu reprodukcéniho materidlu lesnich dfevin lesnicky
vyznamnych druhii a umélych kiizencti, ur€eného k obnové lesa a k zalesiiovani, a o zméné
nékterych souvisejicich zakont (zékon o obchodu s reprodukénim materidlem lesnich dfevin),
ve znéni pozd¢jSich predpisi.

Narodni program zajistuje dosud nedostatecné upravenou oblast ochrany a reprodukce
genetickych zdroji lesnich dfevin a uvadi do souladu s platnymi pravnimi piedpisy
a mezinarodnimi imluvami a dohodami.

V Narodnim programu jsou zabezpeCeny vSechny nezbytné aktivity, jako
shromazd’ovani, evidence, dokumentace, popis, hodnoceni, obnova a dlouhodobé uchovani
genetickych zdroju lesnich dfevin. Dal§im ucelem je umoznit vyuzivani genetickych zdroji
lesnich dievin v Ceské republice i v zahraniéi k reprodukci a poskytovani vzorkti dostupnych
genetickych zdroji a relevantnich informaci za podminek stanovenych platnymi
mezinarodnimi dohodami a normami.

Mezi cile Narodniho programu patii vytvofeni ptedpokladi pro trvalé vyuzivani
genetickych zdrojii lesnich dfevin v souladu s potfebami lesniho hospodaistvi a zdsadami
trvale udrzitelného hospodafeni v nich; monitoring genetickych zdroji lesnich dievin;
zabezpeCeni evidence genetickych zdroji; vytvofeni informacni databaze; zajiSténi
dostupnosti genetickych zdroji lesnich dievin pro zahraniéni uzivatele a zajiSténi ptistupu pro
domaci subjekty ke genetickym zdrojim ze zahrani¢i; pfispéni k uchovéni a vyuZivani

genofondu a biodiverzity v globalnim métitku (Zakon ¢. 149/2003 Sb.).

2.3.11. ERMA2

Evidence reprodukéniho materialu, nebo-li ERMA2, je internetovad aplikace, kterd
je provozovana Ustavem pro hospodaiskou tpravu lesa. ERMA2 ma dvé &asti, &ast vefejnou
a cast nevetejnou.

Ve verejné ¢asti je pristupny Rejstiik drzitelt licenci pro nakladani s reprodukénim
materidlem lesnich dfevin, Rejstiik uznanych zdroji reprodukéniho materialu lesnich dfevin
a vyhlasenych genovych zakladen Ceské republiky, po vyhlaSeni Narodniho programu

ochrany a reprodukce genofondu lesnich dievin 2014 - 2018 je zde také seznam ucastnikli
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Narodniho programu, seznam uznanych jednotek a genovych zakladen zarazenych
v Narodnim programu. Lze zde najit také zadosti a formulare.

Nevefejnd cast je pfistupna pouze povéienym osobdm a obsahuje udaje potiebné
pro tvorbu analyz a k vykonu ustanoveni zdkona ¢. 149/2003 Sb. v platném znéni

(Anonymus, 2016a).

2. 5. Molekularné genetické metody

2.5.1. Izolace DNA

Pro izolaci rostlinné DNA se v praxi pouziva mnoho protokoli. Rozhodujicimi kritérii
pro zvoleni protokolu je rychlost, jednoduchost, cenova dostupnost. Biochemické slozeni
rostlinné tkan¢ jednotlivych druht rostlin mize zapfiCinit nedostatecné vytézky DNA
pii pouziti jednoho izolacniho postupu. Izola¢ni postupy musi byt specidlné¢ upraveny pro
kazdy rostlinny druh i pro kazdou rostlinnou tkan. Stejny protokol u blizce piibuznych druhii
muze vést k neuspésné izolaci (Trojanek, 2013).

Izolace nukleovych kyselin je nezbytnou podminkou pro vétSinu charakterizaci
geonomu a mapovacich postupii za pouziti genetickych markert a pro identifikaci a izolaci
rostlinnych genl v genetickém inZenyrstvi. Stupeil poZzadované Cistoty a kvality izolovaného
DNA se lisi dle jeho vyuziti. Vysokd molekularni koncentrace, vysoka Ccistota DNA
je vyzadovana pii tvorbé genomovych DNA archivli, které jsou testovany rostlinnymi
genovymi sekvencemi a jinymi genetickymi markery jako je RFLP. U genetickych analyz
muze byt stupei Cistoty nizsi, pokud jiné faktory jako koncentrace DNA jsou vyznamnéjsi.

Izolace rostlinné DNA je obtizné kvili tvorbé komplexit nukleovych kyselin
se sekundarnimi latkami, jako jsou polysacharidy nebo polyfenoly, uvolnénych diky rozruseni
bun¢k (Guillemaut a Maréchal-Drouard, 1992). Polysacharidy inhibuji enzymovou aktivitu
Taq DNA polymerasy a jejich pfitomnost ve vzorku je charakteristickd u velmi viskéznich
roztokli, které se Spatné pipetuji. Polyfenoly snizuji vytéZzek a kvalitu izolované DNA

a zpusobuji jeji hnédé zbarveni (Trojanek, 2013).

Izolace DNA by m¢la splnovat tato hlavni kritéria:
1) Koncentrace DNA by méla byt dostatecné cistd vzhledem k nasledné manipulaci.
Napt. pro analyzy zahrnujici pouziti PCR nesmi byt extrahovana DNA kontaminovana

latkami, které narusuji pozadavky PCR.

28



2) DNA by mélo byt dostatetné neporusené, aby migra¢ni vzorce pii nasledné gelové
elektroforéze byly piesné a reprodukovatelné.

3) Koncentrace DNA musi byt adekvatni vzhledem k jeho pouziti.

4) Tato procedura by méla byt rychla, jednoducha a levna. Pokud je to mozné, tak by se mélo

zamezit uziti nebezpe¢nych chemikalii.

Zakladni postupy extrakce

Nejprve musi byt rozruSeny bunécné stény za ucelem uvolnéni bunécnych slozek.
Mnoho technik k rozruSovani bungk, ale Casto krati DNA, a proto kazda metoda musi byt
kompromisem mezi délkou DNA a koncentraci. Pro izolaci celého genotypového DNA
postup zahrnuje dehydrataci rostlinnych tkédni a drceni na jemny prasek. Alternativou je,
ze se Cerstvé rostlinné tkané rychle zmrazi suchym ledem ¢i kapalnym dusikem a dokud jsou
stale zmrazené, nadrti se na jemny prasek pomoci drtici palicky a hmozdife. K izolaci jaderné
¢1 mimochromosomalni DNA musi byt postupy jemnéjsi a také se musi vyhnout pfedCasnému
poskozeni vnitinich membran. V tomto piipad¢ pobihd homogenizace pii 4°C a uzity buffer
obvykle obsahuje osmotikum.

Dale musi byt poruSeny bunéné membrany tak, ze DNA se uvolni do extrakéniho
bufferu. To je zakoneno pouzitim detergentu, napt. dodecylsiranu sodného (SDS) nebo
cetrimoniumbromidu (CTAB). Detergent chrani DNA pied endogennimi nukledzami.
Extrakéni buffer casto obsahuje EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) k chelaci
hotec¢natych iontll — nezbytni spolucinitelé ve vétsiné nukledzach.

Vysokd molekularni hmotnost DNA v roztoku miiZe byt poni€ena vystavenim
turbulencim (napf. vortexovani). Molekularni hmotnost DNA se vétSinou pohybuje mezi
50 — 100 kb.

Pocatecni DNA je casto kontaminovana velkym mnozstvim RNA, proteiny,
polysacharidy, tfislovinami a pigmenty, které je v nékterych piipadech obtizné oddélit
od DNA. Proteiny mohou byt odstranény denaturaci a precipitace za pouziti chloroformu
nebo fenolu. Pfidanim do roztoku piedehraté RNazy se odstrani vétsina RNA. Polysacharidy
jdou cCasto jen obtizn¢ odstranit a mohou narusit napt. spektrometrické metody.

K extrakci rostlinného DNA se pouziva CTAB metoda a Dellaportova metoda (Clark, 2013).
Dalsi pouzivanou metodou je metoda vysrazeni DNA na mikrokolonach. Pfi této metodé
je pouzivan Invisorb Spin Plant Mini Kit (INVITEK). Tato metoda vyuZziva unikatni
patentované technologie Invisorb®. Principem je interakce mezi negativné nabitymi

fosfatovymi skupinami DNA a pozitivné nabitymi skupinami na povrchu membrany
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Vv kolonce, kde je vazano DNA a uvolni se po ptecisténi vhodnymi elu¢nim buffrem. Uvolnéni
DNA nebo vazba na kolonce je zavila na koncentraci soli a pH pouzitych buffra (Anonymus,

20169). Konkrétni faze této metody jsou popsany v metodice.

2. 5. 2. Polymerazova retézova reakce - PCR

PCR je zkratka z anglického Polymerase Chain Reaction, je molekularnébiologicka
metoda rychlého zmnozeni specifickych usekit DNA (Simons a Snustand, 2009). Technologie
PCR je jednoduchy a spolehlivy diagnosticky test na pfitomnost ¢i absenci urcité nukleové
kyseliny (DNA nebo RNA) ve vzorku (Luo et al., 1992). PCR ma tii po sobé jdouci reakéni
faze. Kazda faze probiha probiha za ptedem danych teplot a po riizn¢ dlouhou dobu. Aby byla
denaturace Uspésna, je tieba roztok zahtat téméf na 100 °C, coz vede k degradaci vétSiny
proteint véetné DNA - polymerazy. Tento problém byl vyfeSen diky bakterii Thermophilus
aquaticus, ktera zije ve vyvérech horkych mineralnich pramend. Z jejich bunék byla
izolovana termostabilni polymeraza, Taq polymeraza (Simons a Snustand, 2009). Tyto faze

se cyklicky opakuji (20 - 40 cykll). PCR probiha v zatizeni zvaném termocykler.

2. 5. 3. Multiplex PCR

Multiplex PCR je rozsifena molekularni technika (Anonymus, 2016b), pii které
je 2 nebo vice lokust amplifikovano ve stejné reakci (Markoulatos et al., 2002). Tato metoda
riznych produktt, které se nasledné analyzuji (Anonymus, 2016c). Prvné byla popsana
v roce 1988 a od té doby Uspésné vyuzita v mnoha oblastech DNA testovani, v¢etné analyz
deleci, mutaci a polymorfismid ¢i kvantitativnich testi a reverzni transkripce PCR
(Markoulatos et al., 2002). Markoulatos et al. (2002) také uvadi, Zze v nékolika studiich byly
prezentovany rozsahlé diskuze o faktorech ( napf. koncentrace primeru, cyklici profil), které

mohou mit vliv na vysledky multiplex analyz.

Typy multiplex PCR:

Jedno-templatova PCR reakce
Tato technika pouziva jeden teplat, kterym mulze byt genomovd DNA, spolu

s nékolika pary forward a reverse primerti k amplifikaci specifickych oblasti v templatu.
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Multiple (vicenasobnd) templatova PCR reakce
Reakce probiha za pouziti vice temlati a né€kolika sad primert ve stejné reakcni
zkumavce. Pfitomnost vice primerd muize vést ke vzdjemné zkiizené¢ hybridizaci
(cross hybridization) a  moznosti  nespravného  nasedani  ostatnich  templati
(Anonymus, 2016b).

2. 5. 4. Genetické markery

Rosypal (2001) uvadi, ze geneticky marker je gen nebo jeho tsek na chromozomu,
jehoz umisténi na chromozomu je znamé a pouziva se jako orienta¢ni bod v mapovani novych
mutaci.

Geneticky marker je jakykoli viditelny znak nebo jinym zplisobem zjistitelny
fenotypovy znak, ktery se dédi dle Mendlova zdkona (napi. viditelné znaky u hrachu
a Drosophila). Genetické markery mohou byt pouzity ke studiu genetiky organismi, véetné
stromi, na Ttrovni jednotlivych genti. Stromy bohuzel nemaji mnoho viditelnych
mendelovskych znakt a to omezovalo po mnoho let geneticky vyzkum (White, 2007).

Genetické markery jsou pouzivany ke studiu genetiky pfirodnich a domestikovanych
genetickych markert patfi: popis kiiZeni, Grovné inbreedingu a ¢asové 1 prostorové vzory
genetické variability v ramci porostl; popis geografickych vzorli genetické variability;
odvozovani taxonomickych a fylogenetickych vztahti mezi druhy; hodnoceni dopadi
domestikace, vcetné¢ lesniho hospodarstvi a Slechténi dfevin, na genetickou diverzitu,
identifikace osiva €i sazenic pfi Slechténi populaci; konstrukce genetickych map; Slechténi
pomoci markert.

Zadoucimi znaky daného genetického markeru jsou — cenové dostupny vyvoj
a aplikace; nepodléha vlivu Zivotniho prostiedi; velmi silny a opakovatelny z riznych typt

tkani a v riznych laboratofich; polymorfni; kodominance (Adams et al., 1992).

Morfologické markery

Morfologické markery jsou viditélné znaky, jako je barva ¢i tvar. Exprese
morfologického markeru miiZze byt ovlivnéna prostiedim (Teturova, 2011).
Mnoho z identifikovanych morfologickych markerti jsou mutace. Mutace se vyskytuji ziidka

a Casto jsou skodlivé, proto morfologické markery maji omezené vyuziti .
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Biochemické markery

Biochemické markery (alozymové, isoenzymové a proteinové) jsou velmi pouzivané
pii popula¢né genetickych studiich (Hillis a Moritz, 1990). Rizné formy téhoz enzymu jsou
alozymy, které maji stejnou funkci, ale li§i se chemickymi vlastnostmi. Na zakladé
elektroforetick¢é migrace molekul jsou alozymy separovany, rychlost separace je dana
rozdilnou primarni strukturou (Markert and Moller, 1959).

V roce 1970 byly pro stromy vyvinuty biochemické genetické markery — terpeny
a allozymy (White, 2007). Biochemické markery jsou zaloZeny na analyze metabolickych
produktli (enzym), nebot’ druh produkovaného enzymu je v uzké korelaci s variabilitou
struktury DNA. Jejich nevyhodou je niz§i mira polymorfismu - detekovatelna variabilita.
Toto je disledkem toho, Ze ne vSechny zmény struktury DNA maji za nasledek zménu
produkovaného enzymu (Klapsté et al., 2012).

Nevyhoda biochemickych markeri je, ze existuje malo rozdilnych markerovych lokust.
Tento problém byl vytfeSen v roce 1980, kdy byly vyvinuty molekularni markery. Molekularni

markery maji Sirokou §kalu vyuziti ve Slechténi dfevin (White, 2007).

Molekuldrni markery

Objev molekularnich marker vyznamné ptispél v populacni genetice pii studiu
genetické diverzity, reprodukéniho systému a genomového mapovani (Jarne a Lagoda, 1996).
Vyhoda molekularnich markeri je jejich velké mnoZzstvi v genomu, jsou nezavislé na vlivu
prostiedi, pro detekci neni nutna jejich exprese a jsou spolehlivé (Semagn et al., 2006).
Molekularni markery se pouzivaji pro odhad piibuznosti mezi jednotlivci a zjisténi jejich
puvodu (Garant, Kruuk, 2005). Od poloviny 90. let jsou molekularni markery
(napf. mikrosatelity) pouzivany v genetickych studiich lesnich dievin (Dzialuk et al., 2005).

Nejprve byly vyuzivany metody zalozené na hybridizaci k detekci polymorfizmii mezi
jedinci. K mapovani a konstrukci genetickych map rostlin byly jako prvni pouzity RFLP
markery (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Botstein et al., 1980). Metoda RFLP
se zaklada na pouZiti restrikénich enzymu. U kazdého jedince se pfi $tépeni genomové DNA
restrikénimi endonukledzami vytvoii rizny pocet nestejné¢ dlouhych restrikénich fragmentt.
Diky tomu je mozné rozlisit jedince stejného druhu (Klumpler, 2006).

Vyvoj PCR pfinesl velky pokrok v molekularni biologii. Zacaly se pouZivat markery
na zéklad¢ amplifikace DNA (Saiki et al., 1985). AFLP metoda (AmplifiedFragment Length
Polymorphism) kombinuje RFLP a PCR. Nejprve je DNA rozstépeno restrikénimi enzymy

anasleduji dvé PCR amplifikace se selektivnimi markery. Touto metodou je mozné
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analyzovat velké mnozstvi lokust najednou bez ptedchozi znalosti sekvence. AFLP metoda
je spolehliva a dobfe reprodukovatelna (Schwarz et al., 1999).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) je metoda zalozena na nahodné
amplifikaci polymorfni. (Williams et al., 1990). RAPD markery jsou generovany PCR
na vzorku genomové DNA za pouziti nahodné konstruovanych oligonukleotidl jako primert.
Tato technika je pomérn¢ snadno aplikovatelnd na celou fadu rostlinnych a ZivociSnych
taxoni a pocet lokusl, které mohou byt testovany je v podstat¢ neomezeny (Lunch
a Milligan, 1994).

SSRs (Simple Sequence Repeat),STRs (Short Tandem Repeats), SSLPs (Simple
Sequence Length Polymorphisms (Robinson a Harris 1999), tzv. mikrosatelity, jsou
jednoduché repetitivni sekvence (Tautz et al., 1984; Litt and Luty, 1989). Sekvence jsou
nejéastéji tvofeny opakovanim mono-, di-, tri- ¢i tetranuklotidd (napf. (A)n; (AT)n, (ATA)n).
Pocet repetic definuje alelu (Weber a May, 1989). Mikrosatelity jsou kratké 2 - 6 nukleotida
dlouhé motivy, které se opakuji tandemové v poctu 15 - 60 repetic. O proti jinym oblastem
v genomu mutuji az 10 000x rychleji (Mitas et al., 1995). Jsou to vysoce informativni
markery vhodné pro analyzu genomu (Schmidt et al., 2000). SSRs markery se ukdzaly jako
velmi uzite¢né pii odhalovani genetické rozmanitosti lesnich dievin (Liewlaksaneeyanawin
et al., 2004). Jsou to kodominantni markery, které mohou byt amplifikovany PCR z malého
mnozstvi DNA (Echt a Marie Marquardt 1997).

Pted vyrobou primert pro SSRs je tfeba zkonstruovat genomovou knihovnu pro dany
druh (Becker and Heun, 1995). Aranzana (2002) uvadi, ze je navrzeno 24 mikrosateliti
pro rod Prunus. Ve studii Vaughan, Russell (2004) zmifiuji, ze bylo vyvinuto 14 mikrosateliti
z genomové knihovny DNA tfe$né pta¢i Prunus avium a v ramci jejich studie bylo
identifikovano 7 polymorfnich lokusi a 4 jiz dfive indentifikované byly odpojeny.Také byly
optimalizovany dvé multiplex PCR, aby umoznila charakterizaci vSech polymorfni SSRs
lokust.

Jiang (2013) popisuje cytologické markery. Strukturalni znaky chromozomti, mohou
byt zobrazeny pomoci karyotypu a pruhovani chromozomu. Kazdy pruh se 1i8i barvou (tmavé
a svétlé pruhy), Sitkou a polohou, to ndm ukazuje rozdil v rozloZeni euchromatinu
a heterochromatinu. Metody pruhovani se pouzivaji pro charakterizaci chromozomt,
k detekci mutaci chromozomi, k fyzickému mapovani a k identifikaci vazebné skupiny.
Piimé vyuziti cytologickych markerti je velmi omezené v genetickém mapovani a péstovani

rostlin.
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2. 5. 5. Autoinkompatibilita

Autoinkompatabilita je mechanizmus zabrafujici samooplozeni
(Vaughan et al., 2008). Gomory et al. (2000) definuje autoinkompatibilitu  jako
zivotaschopnost inbrednich (zejména samooplozenych) embryi. Nejznaméjsi forma
inkompatibility je mezidruhové kiizeni (Gomory et al., 2000). RozliSuje
se autoinkompatabilita gametofyticka (napf. u ¢eledi Rosaceae, rodu Corylus) a sporofyticka
(u Celedi Betulaceae, Tiliaceae, Ulmaceae) (Gomory a Longauer, 2014). Cizosprasnost
je zprostiedkovana gametofytickou autoinkompatibilitou, kterd je fizena alelickou sérii
S — alel (Clarke a Newbegin 1993). Dva spojené geny (SRNaza a SFB) na S — lokusu koéduji
proteiny, jez fidi interakce mezi pylem a ¢nélkou (Cachi a Wunch, 2014; Clarke a Newbegin,
1993). SRNaza je glykoprotein nezbytny pro odmitnuti pylu. Pro plny projev
autoinkompatibility jsou nutné dalsi geny, které nesouvisi s S — lokusem. Béhem rtistu pylové
lacky, miize pyl jen s riznymi S — haplotypy diploidni tkané pestikii rist na vaje¢niku (Cachi
a Wunch 2014). S — lokus produkuje tfi proteiny. Ve ¢nélce matetské rostliny je RNaza,
V pylovém zrnu je inhibitor RNazy a S — protein. Jestlize haploidni pylové zrno nese stejnou
alelu na S — lokusu jako diploidni alela matef'ské rostliny, potom je kompatibilni S — protein
s RNazou, vaze se na ni a zabranuje zablokovani inhibitorem. V rostoucim pylovém vacku
zistava RNaza aktivni a odbourava molekuly RNA, a tim brani expresi genil pylu a syntéze
bilkovin, které jsou nutné pro rist a fungovani pylového vacku. Timto je zablokovan riist
pylového vacku a neni mozné oplodnéni. Kiizeni jedinct, ktefi nesdili Zadnou alelu v
S - lokusu je vzdy uspésné, kiiZeni jedincu s jednou stejnou alelou je tGspésné v poloving
pfipadi akiizeni jedinct sdilejici obe stejné alely je vzdy neuspésné (GOmory
a Longauer, 2014).

Detekce S — alel probiha za pouziti PCR metod. Pro S3, S4 a S9 byly navrzeny nové
primery, protoze piedeslé vykazovaly slabou amplifikaci (Sharma et al., 2015).
mohou byt ovlivnény soucasnym oteplovanim (Cachi a Wunch, 2014). V prirodnich populaci
tiesné ptaci je distribuce a frekvence S — alel ekologicky vyznamna a ovliviiuje rozptyleni
gent, prostorovou genetickou strukturu a genetickou diverzitu (Schueler et al., 2006).

Cachi a Wunch (2014) Setfili dédi¢nost S — lokusu a mikrosatelitu EMPaS02
U potomkll ze samospraseni. Vysledky ukazaly, ze kompatibilita je stejnd u vzorkl

odebranych ve dvou oblastech (ze 4) a nejspise je zpusobena stejnou mutaci.
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U tfeSné ptaci byla do znacné miry stanovena inkompatibilita genotypt. Data

0 kompatibilité jsou diilezita pro karpology, kteii na zakladé téchto dat, doporucuji vhodné

{.X
/8 B

opylovatele Slechtitelim (De Cuyper et al., 2005).

pylové zrno
- @

@3ED chromozém RNaza inhibitor "\ S-protein blokovana aktivna
RNaza RNaza

Obriazek 2: Schéma fungovani gametofytické autoinkompatibility. Stejné odstiny znaci stejnou alelu S-
lokusu. Aktivni RN4za odbourava RNA pylového vacku a brani jeho proristani k vajicku. Zdroj:
Gomory a Longauer, 2014.

¢

2.6. Programy pro analyzu dat

2.6. 1. GeneMarker®

GeneMarker® je genotypizacni program, ktery je navrzen tak, aby jeho uzivani bylo
snadné a intuitivni, ale byl pfesny, rychly a jeho aplikace byly vykonnym vyzkumnym
nastrojem.

Analyzuje a vizualizuje data ze sekvendatoru. Pfi analyze dat mlZeme nastavit
nejriznéjsi parametry automatické analyzy. Miuzeme si zkontrolovat, zda se u vzork
po analyze objevilo Completed ¢i Failed, pokud se objevi Failed, vzorek se ziejmé nebude
mozné pouzit. Vzorky, které jsou oznaceny zelené¢ jsou kompletn€ analyzovany, Zzluté
oznacené jsou problémové a vzorky cervené jsou neanalyzované. Pro vyhodnoceni
mikrosatelitovych dat si zobrazime vzorky v pfislusnych lokusech pod sebe a odeCteme
jednotlivé alely. Takto miizeme odecist alelickou kompozici pro dany lokus u jednotlivych

vzorku a pienést ji do excelové tabulky (Anonymus, 2016d).
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Vvyvhodnocovani mikrosatelitovych pattern

Diploidi maji vjednom lokusu max. 2 alely, pfi skorovani jen jedné, se jedna
0 homozygota. Tetraploidi maji az 4 alely v jednom lokusu a jestlize skorumjeme ¢ty¢i nebo
jednu alelu, miizeme urcit genotyp. Pti skorovani tii alel, je jedna pfitomna dvakrat a nelze
fici, ktera to je. Proto jiz nemtzeme urcit genotyp.

U nékterych lokusu se vyskytuji tzv. stuter bands, coz jsou peaky, které jsou o dvou-,
tfi- atd. ndsobek repetice kratsi nez je skutecnd délka alely.

U homozygotl skorujeme peak nejvice vpravo — nejvyssi. U heterozygott se skoruji

dva nejvyssi peaky, za nimiz nésleduje o hodné niZsi peak (Fér, 2014).
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1. homozygot 2. heterozygot 3. heterozygot s alelami liSicimi se o délku repetice

Obrizek 3: Typicka pattern. Sipky oznaduji skuteénou délku alel. Zdroj: Fér, 2014
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1. homozygot 2. heterozygot 3. heterozygot s alelami hiicimi se o délku repetice

Obrizek 4: Pattern s ,,A" produktem. Sipky oznatuji skute¢nou délku alel. Zdroj: Fér, 2014.

2. 6. 2. GenAlEXx 6.5 (Genetic Analysis in Excel)

GenAlEx je platforma pro $iroké spektrum analyz populacni genetiky v Microsoft
Excelu. Data lze exportovat do vice nez 30 jinych formatd. Software je napsan v jazyce VBA
a je kompatibilni s Excel 2003, 2007, 2010 na PC a Excel 2004 a 2011 na Macintosh. Pouziti
grafickych moznosti, dostupnych v Excelu, usnadiiuje interpretaci vysledkii analyz. GenAlEx
6 byl ptivodné vyvinut jako u¢ebni pomiticka pro bakalatrské a magisterské obory.

GenAlEx poskytuje genetické analyzy populaci diploidnich kodominantnich,
haploidnich, haplotypovych a bindrnich genetickych dat zvifat, rostlin a mikroorganismd.
Genetické analyzy mohou byt provadény za pomoci SSRs, SNP, AFLP a DNA sekvenci.
Analyzy alelovych frekvenci zahrnuji odhady heterozygotnosti a genetické rozmanitosti,
F- statistiky, Neiovi genetické vzdalenosti, piibuznosti populace, analyzu molekularniho

rozptylu (AMOVA), analyzu hlavnich koordinat - Principal Coordinates Analysis (PCoA),
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Mantel testy, TWOGETHER, vicerozmémé a 2D prostorové autokorelace. Vice nez
30 raznych grafi v Excelu zobrazuje vysledky genetickych analyz.
PCoA je ptedstavuje postup, ktery ukaze zakladni vzory beze zmény samotnych dat.

Pfi tomto procesu jsou hlavni osy variace umistény ve vicerozmérnych datovych sadéach

(Peakall a Smouse, 2012).

2.6. 3. Cervus

Cervus je pocitacovy program, ktery se pouziva pii rekonstrukci rodokmentl, ptifazuje
rodice k jejich potomkim s vyuzitim genetickych markert a to 1 v pfipadé, Ze nckteré
genotypy jsou neuplné, nespravné ¢i chybi Upln€. Pfi analyze se vyuzivaji kodominantni
genetické markery, jako jsou SSRs a SNP. Predpoklada se, Ze markery se dédi nezavisle
na sobé. Cervus provadi nasledujici analyzy: frekvence alel, analyza rodiCovstvi, analyza
identity, simulace rodiCovstvi — 4 riizné analyzy mohou byt simulovany (analyza matefstvi,
otcovstvi, analyza rodi¢ovskych part — kde zndme pohlavi rodi¢t a kde je pohlavi nezndmé)
(Anonymus, 2016e). Pro nase potieby byl program Cervus pouzit k detekci alel, jejich
frekvenci, oCekavané a pozorované heterozygotnosti, avSak nebyl vyuzit k rekonstrukci

rodokmene.
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3. Metodika

3. 1. Semenny sad — Cejkovka
Semenny sad Cejkovka vznikl na misté byvalé lesni $kolky LS LCR Luzna v roce

2002, nedaleko obce Luzna u Rakovnika. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o tizemi byvalé lesni
Skolky, je mozné, Zze puda byla kontaminovana chemikaliemi. Rozloha sadu je 1,13 ha,
vV nadmoiské vysce 390 m n.m. Sad lezi u silnice 11I/2371. Primérny rocni srazkovy uhrn
se pohybuje kolem 525 mm, primérna roc¢ni teplota vzduchu je 7,7°C. Dle Quitta patii oblast
do mirn¢ teplého regionu MT 11.

Od roku 2007 je semenny sad Cejkovka uznam jako kvalifikovany zdroj repodukéniho
materialu do roku 2007. Cislo uznané jednotky je CZ - 3 - 3 - TR - 00170 - 8 - 2 - S; &islo
uznan¢ jednotky evropské CZ -3-3-pav-170-8-2-S.

Rouby byly odebrany z LS LCR Kiivoklat (42 stromil) a LS LCR Nizbor (21 stromii)
za dozoru Ing. Oldficha Hrdlicky. Vybérové stromy se nachazely v lokalitich Pusta Sec
(porosty 402E, 407H4, 47G5), Koufimec (429D4), Kolna (704B6, 709C2, 644C2), Busohrad
(626E2), Skryje (619E3, 328A13, 327D8), Alzbéta (117F5), Bukova (226C3, 226D4, 238A4,
226ES5), Mrakavy (909C7, 906A9), Velka Dobra (814A14, 814B11, 814C12, 812D9, 812DS)
a Karlstejn (105C6). Celkem zde bylo schvaleno 63 vybérovych stromi - ortetii tfeSné ptaci.
Prvni rouby se sbiraly v unoru 1999. Roubovéni se provadélo ve Slechtitelské stanici Truba.
Jelikoz odbér roubti byl proveden pozd¢, doslo k velkému tthynu roubovanct. Proto tedy byl
od 21 klonii proveden dal$i odbér roubl v prosinci, ktery byl jiz uspéSny. Vysadba
roubovanct prob¢hla v bifeznu 2002. S vysadbou sazenic se zacalo od cesty smérem dold,
sazenice u cesty jsou kvalitnéjsi.

Celkem bylo vysazeno 343 roubovancti od 61 klonti. Roubovanci se sazely ve sponu
6 x 6 m. Semenny sad Cejkovka je velmi dobfe udrzovan, je oplocen, v dob& kveteni se¢en
a také jsou zde 4 vcelstva. Byl zde proveden pokus o vysazeni ¢melakt, avsak byl neuspésny.
V roce 2015 probehl prvni sbér, bylo sebrano 35 kg. V jeho blizkosti se nachdzi pouze

1 tfeSeni ptaci, u které byla provedena genetickd analyza.
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Obrizek 5: Semenny sad Cejkovka - pohled od silnice. Zdroj: Anna Krejzkova

3. 2. Fenologie kveteni

Pro stanoveni fenologie kveteni jsem stanovila stupnici od 0 do 3. Dne 14.6. jsem
zaznamenala plodnost jednotlivych ramet a vizualn¢ odhadla jejich vysku ramet. Fenologie

kveteni byla vizualné pozorovéana ve dnech 24.4.,27.4.,29.4.,1.5.,3.5. a 5.5.2015.

Stupnice:

0 — rameta nekvete, zadny kvét neni rozkvetly

1- minimalné 1 plné rozkvetly kvét, zhruba do 20% rozkvetly jedinec
2- rameta je do 50% rozkvetla

3 —nad 50% rozkvetld rameta

0 — odkvét

p —na jedinci jsou minimalné 3 plody
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Obrazek 6: Rameta hodnocena 0.
Zdroj: Anna Krejzkova

Obrazek 7: Rameta hodnocena 1.
Zdroj: Anna Krejzkova

Obrazek 8: Rameta hodnoea 2.

Zdroj: Anna Krejzkova Obrazek 9: Rameta hodnocena 3.

Zdroj: Anna Krejzkova
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3. 3. Sbér a uchovavani vzorka

Sbér listh probihal v kvétnu a listy byly pfi sbéru vlozeny do uzaviratelnych sackd,
které se fadn¢ oznacily. Sacky s listy byly uchovavany v mrazaku, dokud nedoslo k pripraveni
vzorkul, tzn. odebranim potiebné Casti listu do eppendorf zkumavky. Listy a vzorky byly

dlouhodobé skladovany za nizkych teplot (- 80 °C) v mrazéku.

3. 4. 1zolace DNA

DNA bylo extrahovéno z odebranych listd. Casti listdl (p¥iméfené mnozstvi) byly
umistény do eppendorf zkumavek (2 ml) a byly k nim ptidany drtici kulicky. Pro kazdy klon
byly pfipraveny 2 vzorky (1 jako zéloha). VSechny zkumavky se vzorky byly nalezité
oznaceny ¢islem klonu. Nasledné bylo nutné vzorky zmrazit pomoci kapalného dusiku N2
a po dobu 5 minut byly drceny v oscilaénim mlynu.

Pro izolaci DNA byl pouzit Invisorb® Spin Plant Mini Kit. Invisorb® Spin Plant
Mini Kit byl navrzen k izolaci a purifikaci (pfe¢isténi) DNA mnoha druhd rostlin (Cerstvy,
mrazeny ¢i suSeny rostlinny material, napt. listy, kofeny, plody, semena) a vzorki potravin
rostlinného pivodu. Dalsi postup byl provadén dle manualu. Podstatou je interakce mezi
negativné nabitymi fosfatovymi skupinami DNA a pozitivn€ nabitymi skupinami na povrchu
membrany v kolonce, kde se vaze DNA a po piecisténi se uvolni elu¢nim bufferem. Vazba
¢i Uvolnéni DNA z kolonky je zavislé na koncentraci soli a pH bufferti. Invisorb® Spin Plant
Mini Kit se pouziva naptiklad pro PCR, RFLP analyzy, sekvenovani, klonovani.

Postup:
Homogenizace materialu: Jeden vzorek obsahoval cca 60 mg listu, za pomoci

tekutého dusiku byly vzorky zmrazeny a v oscilaénim mlyn¢ nadrceny.

Lyze materidlu: Do nadrcen¢ho vzorku byl pfidan Lysis Buffer P (400ul),

zvortextovan a na 20 min dan do termomixéru. Béhem inkubace jsme si pfipravili
kolonky (Prefiltr) do 2,0 ml sbérnych zkumavek (Receiver Tube).

Filtrace: Lyza¢ni smés se pfenese na kolonky a centrifugujeme po dobu 4 min pii
otackach 11 000 rpm. Centrifugace se opakovala u vzorki, kde na kolonce zlstavala
kapalina. Kolonky ze zkumavek se odstranily a do filtratu se ptidala RNaza A
(ribonukledza) (4,5 ul), z divodu odstranéni RNA. Vzorky se zvortexovaly a ptidal se
Lysis Buffer A (200 pl) a opét probéhlo vortexovani.
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Navazani DNA: Umistili jsme nové kolonky (Spin Filter) do sbérnych zkumavek

a smes jsme do nich piemistili. Vzorky byly opét centrifugovany ( 2 min,
11 000 rpm).

Promyti I: Filtrat byl odstranén a kolonka vracena do sbérné zkumavky. Ptidali
jsme Wash Buffer 1 (550 ul) a za stejnych podminek jako piedtim probé&hla
centrifugace, po které se opét filtrat odstranil.

Promyti II: Stejny postup se opakoval po pfidani Wash Bufferu II (550 pl), ktery
byl ptfidavan dvakrat. Tento proces zajistil zachyceni DNA na kolonce (Spin Filtr).
Abychom odstranili zbytky ethanolu z Wash Buffert centrifugovali jsme 2 min pii
11 000 rpm.

Eluce: Kolonky se poté umistily do eppendorf zkumavek (1,5 ml) a ptidali jsme
100 pl vody, ohtaté na 66°C. Vzorky jsme inkubovali po dobu 15 min a nakonec

probéhla centrifugace (1,5 min, 11 000 rpm).

3. 5. Analyza mikrosatelitovych lokusi (testovani a vybér primerd, charakterizace

multiplexii, podminky PCR reakci)

Pro tfesenl pat¢i bylo vybrano 26 potencialné¢ vhodnych mikrosatelitovych markert,
dle védecké literatury. Nékolik druh@t vybranych a testovanych primert bylo vyvinuto pro jiny
druh rodu Prunus, ale tspésné amplifikuji repetitivni tseky i u tfe$né ptaci, jedna se
0 tzv. cross-amplification, tedy mezidruhovou amplifikaci. Z ekonomickych diivodi byla
testovaci skupina 26 primeri objedndna jako neznacena. Elektroforetickou separaci
predpokladanych PCR produkti na agar6zovych gelech byla ovérena amplifikace
piedvybranych primert.

V souladu s autory ¢lankti, v nichZz byly publikovany primerové sekvence, byly
zvoleny podminky PCR reakci pro pfislusny typ primeru. Podle tohoto posouzeni bylo
vybrano 24 primert, které vykazovaly dostatecnou amplifikaci. V sérii 10 testovacich vzorki
se tyto primery nejevily jako monomorfni (tj. nevykazovaly jednotny genotyp). Nasledné byly
objednény jako fluorescenéné znacené (barvy: modra FAM, zelena VIC, zluta NED, Cervena
PET), aby mohly byt amplifikace jednotlivych primert srdruzovany do tzv. multiplexovych
reakci.

Pro sestaveni kompatibilniho souboru primert v pfislusné multiplexové reakci

je dulezitym parametrem porovnani délky amplifikovanych fragmenti a navrh jejich
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fluorescencniho obarveni tak, aby nedochazelo k piekryvu stejnobarevnych fragmenti

ruznych primera pti fragmentacni analyze na sekvenatoru.

Fluorescencné znacené primery byly rozdéleny do 4 multiplexovych reakci,

a to nasledovné:

Multiplex A obsahoval 8 primerd (EMPaS02yc, EMPaS10s.ram, EMPaS11yc,

UCD-CH18 yc, UCD-CH11pgt, UCD-CH31nep, PS12A02Nep, UDP98-4126.£aM).

Multiplex B, sestaval ze 7 primert (UCD-CH17y ¢, UCD-CH215.cam, EMPaS05.

EAM, EMPaSOGNED, EMPaS12 VIC; BPPCT 034PET, UDP98-21NED).

Tieti multiplex C zahrnoval 5 mikrosatelitovych primerd (BPPCT 040yc,

UDP97-4036.ram, PceGA34nep, UDP98-411pet, UCD-CH12pr).

Ctvrty multiplex obsahoval

UCD_CH 14VIC, EM PaSO].e.FAM).

4 primery

Tabulka 1: Multiplex A

(UCD_CH15yic, EMPaS14y,c,

multiplex A
Primer nukleotidova sekvence primeru rozsah amplifikace (bp) barva citace
ucD_cHay Forwardp. TCCGCTTCTCTGTGAGTGTG 111-148 NED Struss et al. 2003
Reverse p. CGATAGTTTCCTTCCCAGACC
psizagy orwardp. GCCACCAATGGTTCTTCC 150 - 178 NED  Downey and lezzoni 2000
Reverse p. AGCACCAGATGCACCTGA
UDP9g_412 FoWardp. AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC 129 FAM6  Testolin et al. 2000
Reverse p. GCTGAAGACGACGATGATGA
EMPasio FOrWwardp. GCCTAATATCAAATCCCAGCTCTC 151 - 183 FAM6  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. TGAAGAAGTATGGCTTCTGTGG
EMPasiy Horwardp. ACCACTTTGAGGAACTTGGG 73- 106 VIC  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. CTGCCTGGAAGAGCAATAAC
EMPasoz oWardp. CTACTTCCATGATTGCCTCAC 133 - 145 VIC  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. AACATCCAGAACATCAACACAC
UCD_cHig Forwardp. GATGGAAGGCCAAGGCAAC 179 - 189 VIC Struss et al. 2003
Reverse p. AATGTTCCCGGTTATATGC
UCD_CH11 Fonvard p. TGCTATTAGCTTAATGCCTCCC 144 167 Struss et al. 2003
Reverse p. ATGCTGATGTCATAAGGTGTGC
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Tabulka 2: Multiplex B

multiplex B
Primer nukleotidova sekvence primeru rozsah amplifikace (bp) barva citace
UDPgg_021 FOrwardp. AAGCAGCAATTGGCAGAATC 145 NED Testolin et al. 2000
Reverse p. GAATATGAGACGGTCCAGAAGC
EMPasos | OrWardp. AAGCGGAAAGCACAGGTAG 200 - 2018 NED  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. TTGCTAGCATAGAAAAGATTGTAG
UCD_CH21 Forwardp. TTGTTGACCATCGAATATGAAG 106 - 118 FAM6 Struss et al. 2003
Reverse p. GAAGGTACATGGCGTGCC
EMPasos owardp. CATGTGCTTTCTCTGCCC 161 - 171 FAM6  Vaughan and Russel 2004
Reversep. TCTTCTCAAGCAATTCCCC
EMPasi2 oWardp. TGTGCTAATGCCAAAAATACC 122 - 148 VIC  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. ACATGCATTTCAACCCACTC
UCD_cH1y Forwardp. TGGACTTCACTCATTTCAGAGA 186 - 208 VIC Struss et al. 2003
Reverse p. ACTGCAGAGAATTTCCACAACCA
BPPCT 034 FOWardp. CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT 228 Dirlewanger ¢t al, 2002
Reverse p. CAATGGAGAATGGGGTGC
Tabulka 3: Multiplex C
multiplex C
primer nukleotidova sekvence primeru rozsah amplifikace (bp) barva citace
BPPCT 040 oWardp. ATGAGGACGTGTCTGAATGG 135 VIC  Dirlewanger et al. 2002
Reverse p. AGCCAAACCCCTCTTATACG
UDPg7 403 FOWardp. CTGGCTTACAACTCGCAAGC 150 FAM6  Testolin et al. 2000
Reverse p. CGTCGACCAACTGAGACTCA
PceGA34 Forwardp. GAACATGTGGTGTGCTGGTT 140 - 174 NED  Downey and lezzoni 2000
Reverse p. TCCACTAGGAGGTGCAAATG
UDPgg 411 oWardp. AAGCCATCCACTCAGCACTC 150 Testolin et al. 2000
Reverse p. CCAAAAACCAAAACCAAAGG
UCD_CH1p Forwardp. AGACAAAGGGATTCTGGGC 178 - 200 Struss et al. 2003
Reverse p. TTTCTGCCACAAACCTAATGG
Tabulka 4: Multiplex D
multiplex D
Primer nukleotidova sekvence primeru rozsah amplifikace (bp) bParva citace
UCD_cH1s Forwardp. TCACTTTCGTCCATTTTCCC 93-97 VIC Struss et al. 2003
Reverse p. TCATTTTGGTCTTTGAGCTCG
EMPasia OWardp. TCCGCCATATCACAATCAAC 196 - 210 VIC  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. TTCCACACAAAAACCAATCC
UCD_CH14 Forwardp. GTACACGGACCCAATCCTG 144 - 150 VIC Struss et al. 2003
Reverse p. TCTAACATCATGTTAAACATCG
EMPasor T OWardp. CAAAATCAACAAAATCTAAACC 222 - 238 FAM6  Vaughan and Russel 2004
Reverse p. CAAGAATCTTCTAGCTCAAACC
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Jako templatova DNA byla pouzita DNA izolovana ze zajmovych vzorkt. Izolovana
DNA byla nafedéna na standardizovanou koncentraci 10 ng/ul. Za piislusnych podminek byly
provadény PCR reakce v termocykleru Veriti 96-well thermal cycler (Applied Biosystems).
Z divodu zefektivnéni prace nebyly neproménlivé slozky PCR smési (tj. Taq polymeraza,
dNTPs, hofecnaté ionty) pipetovany odd€lené, ale byl vyuzit predptipraveny roztok reakénich
produkti Qiagen Multiplex PCR kit. Jednotlivé byly ptidavany pouze primery a templatova
DNA. Celkovy objem reakéni smési €inil 15 ml a obsahoval 10 ng genomové DNA a 200 nM
kazdého znac¢eného primeru.

Polymerazova tfetézova reakce byla provadéna 35 cykli s pocate¢ni 15 minutovou
inkubaci pfi teploté¢ 95°C, aby doslo k aktivaci hotstar Taq DNA polymerdzy. Hotstar
Taq DNA polymerdza zajiStuje spravné naseddni primerd, aby nedochazelo k vzniku
nespecifickych PCR produktii. Tento enzym je za nizkych teplot zcela neaktivni a aktivuje
az v tepelném kroku PCR (Anonymus, 2016c; Anonymus, 2016f)

Denaturace pti kazdém cyklu probihala po dobu 30s pfe teploté 95°C, taze annealingu
trvala 45s a teplotné se u jednotlivych multiplexti odliSovala. Pro multiplex A byly reak¢ni
podminky od 67°C postupné klesajici na 58°C a u multiplexti B a C zacinala faze annealingu
na teploté¢ 64°C a postupné byla snizena na 55°C. Pokles teploty mezi jednotlivymi cykly
annealingu ¢inil 1°C.

Nasledn¢ byl vzdy 1 ml vzniklého PCR produktu smichan se 13 ml roztoku
formamidu obsahujicim DNA velikostni standard GeneScan 500 LIZ (znac¢eno fluorescencni
oranzovou barvou LIZ). Smés byla denaturovana pfti teploté 95°C po dobu 5 minut a rychle
zchlazena na ledu. Fragmenty byly separovany s vyuZitim 8 kapilarniho sekvenatoru Genetic

Analyzer 3500 (Applied Biosystems) a vyhodnocena v softwaru in GeneMarker®.

3. 6. Efektivni pocet kloni v semenném sadu

Pii vypoctu efektivniho poctu klonii v populaci bylo nutné zjistit smérodatnou

odchylku (s). Dale byl zjistén aritmeticky praimér (X) po¢tu ramet a varia¢ni koeficient (K).

2l — x)*° ~_1 1
__'3'=-I|J - X—E{xi‘l‘x:"""‘l'xn]—H;xi k:

=) |t
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https://www.qiagen.com/cz/shop/pcr/end-point-pcr-enzymes-and-kits/regular-pcr/hotstartaq-dna-polymerase/;Anonymus

Pro vypocet efektivniho poctu klonti v semenném sadu byl pouzit vypocet dle

Kang et al. (2001).
N

V.06
mu*) +t1

Nec=

Kde N je celkovy pocet klont v sadu a C. V.% predstavuje variacni koeficient vSech klonii
v sadu. Tento vzorec pro vypocet efektivniho poctu byl pouzit s Gdaji z evidence, na zakladé

SSRs a S — lokusu.
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4. Vysledky

V semenném sadu je evidovano 59 klont. Na zaklad¢ posouzeni 24 mikrosatelitovych
markertt u téchto klonti bylo zjisténo, Ze je zde zastoupeno jen 46 odliSnych genotypt
(tab. 7 - 10). To nam poukazuje na to, ze nékteré vybérové stromy jsou geneticky identické
(tab. 5). Nejpocetngji zastoupené klony pochazi pravé z vybérovych stroml se stejnym
genotypem.

Analyzou S — lokust bylo zjisténo, ze klonu s rozdilnym S — lokusem je v sadu pouze
29. Celkem bylo detekovano v sadu 15 alel S — lokusu. Jedinci se stejnym genotypem
S — lokusu jsou vzajemn¢ inkompatibilni. Jedinci majici stejnou jednu alelu na S — lokusu,

maji 50% uspé&Snost opyleni.

4. 1. Geneticka struktura sadu Cejkovka

4. 1. 1. Vybérové stromy

V tabulce ¢. 5 jsou klony rozdéleny dle pivodu vybérovych stromd. U nékterych
vybérovych stromtl byla provedena genetickd analyza, diky které se zjistilo, ze klony ¢. 339
a 340; 341 a 342; 363 a 364, 375, 376 a 377; 386, 387 a 390; 392 — 398 maji stejny genotyp,
tedy jsou geneticky identické. JelikoZ klony se stejnym genotypem pochézeji z vybérovych
stroml ze stejného porostu, predpoklada se, ze je to zapfti¢inéné tzv. kofenovou vymladnosti.

Tyto klony jsou v tabulce vyznaceny barevné.
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Tabulka 5: Vybérové stromy

Lokalita porost klon lokalita porost klon lokalita porost klon
Pusta Se¢ | 402E2 336 BuSohrad | 626E2 358 Velka 814A14 380
407H4 337 359 Dobra 814B11 381
338 Skryje 619E3 361 382
407G5 339 328A13 363 383
340 364 814C12 384
Koufimec 429D4 341 365 812D9 385
342 366 812D12 386
Kolna 704B6 343 327D8 367 387
344 Alzbéta 117F5 368 388
345 369 389
346 Bukova 226C3 370 390
347 371 812D8 391
348 372 Karlstejn [ 105C6 392
349 226D4 373 393
709C2 350 238A4 374 394
351 226E5 375 395
351 376 396
352 377 397
353 Mrakavy | 909C7 378 398

644C2 354 906A9 379

355 379

356

Prilozeny graf ¢. 1, vygenerovany programem GenAlEXx, zobrazuje genetickou
vzdalenost mezi vybérovymi stromy. Z grafu je patrné, ze vybérové stromy z lokality Kolna
si jsou genotypové podobné se stromy z lokalit Skryje a Bukova, také se genotypové blizi
ke stromim z lokality Koutimec. Vybérové stromy z lokality Dobra maji nejblize ke stromim
z Bukové. Stromy z lokality Alzbéta se geneticky podobaji stromim z lokality Kolna.

Lokalita Mrakavy je genotypoveé nejméne podobnd ostatnim lokalitadm.
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Principal Coordinates (PCoA)
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Graf 1: Geneticka vzdalenost vybérovych stromi

Prostorova korelace prostorového rozmisténi vybérovych stromil versus geneticka data

je nesignifikantni (graf ¢. 2). Avsak pro tuto analyzu bylo analyzovano pomérné malo jedincti.

Zvlaste kdyz byl jejich pocet snizen klonovou identitou. Lze pfedpokladat ovlivnéni porostl

lidskou ¢innosti.
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Graf 2: Prostorova korelace
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4., 1. 2. Geneticka struktura

V semenném sadu Cejkovka byla provedena geneticka analyza 24 lokusi. Tabulka
¢. 6, vygenerovana programem Cervus, zobrazuje ndzvy testovanych pokust, pocet alel
na daném lokusu (k) a celkovy pocet (N). Déle je zde ocekdvana heterozygotnost (HExp)
a pozorovana heterozygotnost (HObs), polymorfni informacni obsah (PIC - polymorphic
information content) a nulova alela (F (Null)).

Udaje o heterozygotnosti a polymorfismu nas informuji o variabilité v dané populaci.
Ocekavana heterozygotnost je stanovena za predpokladu ndhodného pareni. Nulova alela
je alela, ktera se pii PCR neamplifikukje a poté se jedinec jevi jako homozygot, piestoze
se jedna o heterozygota.

Z tabulky ¢. 6 vypliva, ze nejméné alel je na lokusu UCD_CHI14 (2 alely), naopak
nejvice je na lokusu PceGA34 (15 alel). Mazeme tedy fici, ze tento lokus je nejvice
polymorfni. Nejvyssi pozorovana heterozygotnost byla zaznamenéana na lokusech EMPaS12
a BPPCT_034 (0,816), nejniz§i 0,147 na lokusu UCD_CH14. Nejvyssi rozdil mezi
oc¢ekavanou a pozorovanou heterozygotnosti je na lokusu EMPaS02. Marker UCD_CH14
nelze povaZovat za informativni, nebot’ dle Sharma et al. (2010) jsou markery klasifikovany
jako informativni od hodnoty PIC < 0,5 a UCD CH14 dosahuje hodnoty 0,359. Tésn¢ pod
touto hranici se pohybuji i markery UCD_CHI18 (0,430), UCD_CHI5 (0,489) a EMPaS14
(0,483). Jako nejvice polymorfni se ukazal lokus BPPCT_034 a za nejmén¢ polymorfni lokus
muzeme oznacit UCD_CH14.
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Tabulka 6: Analyza frekvence alel

Locus k N HObs | HExp PIC F(Null)
UCD_CH31 7 49 0.592 0.660 0.602 |+0.0600
PS12A02 10 49 0.776 0.795 0.762 | +0.0164
UDP98_412 6 49 0.714 0.765 0.718 |+0.0284
EMPaS10 7 49 0.653 | 0.712 | 0.656 |+0.0392
EMPaS11 4 49 0.592 | 0.643 | 0.586 |+0.0309
EMPaS02 7 49 0.612 | 0.712 | 0.676 |+0.0680
UCD_CH18 4 49 0.429 | 0.465 | 0.430 |+0.0439
UCD_CH11 8 49 0.633 | 0.618 | 0.584 |-0.0152
UDP98_021 4 49 0.735 | 0.668 | 0.609 |-0.0480
EMPaS06 6 49 0.694 | 0.712 | 0.665 |+0.0158
UCD_CH21 6 49 0.633 | 0.647 | 0.610 |-0.0011
EMPaS05 4 49 0.714 | 0.733 | 0.676 |+0.0079
EMPaS12 6 49 0.816 | 0.706 | 0.663 |-0.0872
UCD_CH17 9 49 0.612 | 0.580 | 0.543 |-0.0359
BPPCT_034 8 49 0.776 | 0.833 | 0.802 |+0.0314
BPPCT_040 8 49 0.816 | 0.760 | 0.713 |-0.0426
UDP97_403 9 49 0.714 | 0.800 | 0.766 |+0.0467
PceGA34 15 48 0.771 0.808 0.784 |+0.0184
UDP98 411 5 49 0.776 0.705 0.641 | -0.0583
UCD_CH12 9 48 0.771 0.758 0.721 | -0.0097
UCD_CH15 3 48 0.458 0.587 0.489 |+0.1199
EMPaS14 3 48 0.583 | 0.555 | 0.483 |-0.0436
UCD_CH14 2 48 0.417 0.474 | 0.359 |+0.0588
EMPaS01 6 45 0.533 | 0.682 | 0.618 |+0.1174

V ptilohach ¢. 5 — 8 jsou uvedeny pozorované variace alel pro jednotlivé lokusy
v ptislusném multiplexu PCR jednotlivych kloni. Kazda alela je charakterizovana délkou
amplifikovaného fragmentu PCR. Hodnoty jsou vyhodnoceny v programu GeneMarker.
Klony se stejnym genotypem (€. 339 a 340; 341 a 342; 363 a 364; 375 — 377; 386, 387 a 390;
392 — 398) se v délkach amplifikovanych fragmenti 1isi velmi malo. Rozdily mohou byt
zpusobeny tzv. stutter bands, tedy sklouznutim DNA polymerazy pii replikaci. Hodnoty

oznacené¢ Cervéné, znac¢i homyzygotnost dané¢ho lokusu.
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Bylo zjisténo, ze 29 klonti méa schodné S — alely. To znamend, ze u téchto jedinct

dochazi ke gametofytické inkompatibilité. Celkem je v sadu zastoupeno 15 alel na S - lokusu.

14 Alely S -lokusu

20% 10% "9y

01 m2 O3 04 ®E5 06 E7 O8 W9 EI10 O11 O12 w13 W14 ®@15

Graf 3: Procentické zastoupeni alel S - lokusu v semenném sadu Cejkovka
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Tabulka 7: S alely klonii (alely jsou oznadeny &islem)

pocet pocet
ramet klon alela alela ramet klon alela alela
4 3 7 2
5 2
3 4
7 1
2 6
1 1
2 2
1 3
2 10
2 17
1 2
8 4
2 3
13 3
9 4
2 6
1 17
1 1
2 15
2 2
10 1
5 18
14 3
12 3
12 5
10 4
12 2
8 4
2
1
1
2

V blizkosti sadu byla nalezena tieSeni (cca 20 m od plotu sadu), u které byl sebran
vzorek a provedena genetickd analyza. Analyzou bylo potvrzeno, Ze tato tfeSenn se lisi
genotypem vzhledem K tfesnim v sadu. Tento udaj je v budoucnosti mozné vyuzit pro potieby

rekonstrukce rodokmenu. Lze diky nému odhalit pylovou kontaminaci v sadu.
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4. 1. 3. Efektivni pocet klonii v semenném sadu

Do vzorcu uvedenych v kapitole 3. 6. Efektivni pocet klont byly dosazeny hodnoty
dle evidence, mikrosatelitovych marker a S — lokust. V semenném sadu Cejkovka je
zaevidovano 59 klond. Vypoctem dle Kang et al. (2001) se vypocetl efektivni pocet klonti
v sadu — 32. Na zaklad¢ SSRs markerti bylo do vzorce dosazeno 46 klonti, nebot’ 46 klontl je
geneticky odlisnych (viz ptiloha 5 — 8) a efektivni pocet klond vysel 12. Pro S-lokusy bylo

dosazeno 29 klonu (viz tab. 11) a efektivni velikost byla stanovena na 10 klond.

Tabulka 8: Efektivni pocet Tabulka 9: Efektivni pocet Tabulka 10: Efektivni pocet

dle evidence dle SSRs dle S — lokusit
sm.odchylka| 4,6793 sm.odchylka| 10,9911 sm.odchylka| 14,395
pramér 5,0667 pramér 6,6087 prameér 10,5172
var.koeficient| 0,9235 var.koeficient| 1,6631 var.koeficient| 1,3687
ef.podet | 31,8415 ef.poCet | 12,2146 ef.podet | 10,0928

Efektivni pocet kloni v semenném sadu — plody 2015

Efektivni pocet pro plodici klony vroce 2015 byl pocitan pro vSechny klony, u
kterych plodila minimalné polovina jejich ramet. Byly zde zapocitany klony, které jsou v sadu
zastoupeny alesponl jednou rametou, pokud plodila. Na zaklad¢ evidence bylo do Vvzorce
dosazeno 37 klonu, které plodily a vysledkem je efektivni pocet 20 klonti. Dle SSRs markert
v semenném sadu Cejkovka plodilo v daném roce 31 klonti a vyslednym efektivnim podtem
klond je 8. Efektivni pocet klonli vzhledem k S — lokusiim je 5, nebot’ pouze 14 klonl
odlisnych genotypt S — lokusu plodilo v roce 2015, viz ptiloha 9.
Tabulka 11: Efektivni pocet

Tabulka 12: Efektivni pocet Tabulka 13: Efektivni pocet

dle evidence dle SSRs dle S - lokusit
sm.odchylka| 4,6793 sm.odchylka| 10,9911 sm.odchylka| 14,3950
primér 5,0667 primér 6,6087 primér 10,5172
var.koeficient 0,9235 var.koeficient 1,6631 var.koeficient| 1,3687
ef.pocet 19,9684 ef.pocet 8,2316 ef.pocet 4,8724
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4. 2. Fenologie

Z 304 ramet bylo 13 ohodnoceno 0, coz znamena, ze nemély zadny kvét rozkvetly.
Jednalo se o ramety klont ¢. 361, 392, 393, 395, 396, 397, 398. Geneticka analyza ukazala, Ze
Klony ¢. 392 az 398 jsou geneticky identické.

Tabulka 14: Nekvetouci ramety

lokalizace ramety klon 24.4.2015 | 27.4.2015 | 29.4.2015 | 1.5.2015 | 3.5.2015 | 5.5.2015 | plody
N 9 361 0 0 0 0 0 0 -
D 12 392 0 0 0 0 0 0 -
I 8 392 0 0 0 0 0 0 -
D 15 393 0 0 0 0 0 0 -
E 10 393 0 0 0 0 0 0 -
N 13 393 0 0 0 0 0 0 -
(®) 11 393 0 0 0 0 0 0 -
K 7 395 0 0 0 0 0 0 -
K 15 395 0 0 0 0 0 0 -
0] 15 396 0 0 0 0 0 0 -
P 12 396 0 0 0 0 0 0 -
P 21 397 0 0 0 0 0 0 -
I 6 398 0 0 0 0 0 0 -

4. 3. Plody

14. ¢ervence 2015 bylo posouzeno, zda ramety plodi ¢i nikoli. V nasledujici tabulce

¢. 15 miizeme vidét, Ze nebyly zaznamenany zadné plody u klonti €. 341, 342, 352, 354, 365,
367, 382, 385, 386, 391, 392, 394 a 396 (neplodila zadna jejich rameta). Klony 341, 342

a 352 maji stejny genotyp.

Tabulka 15: Neplodici klony

pocet ramet

plodici ramety

gk |k|Rr|loldB[D|w|w

[ER
N

=
o

O OO0 |0 |00 |0 ||| |o |o|o
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Klony ¢. 392 az 398, které jsou geneticky identické, jsou v sadu zastoupeny

73 rametami (cca 24 %), avsak plodilo pouze 5 ramet.
Tabulka 16: Plodnost klonu €. 392 - 398

klon pocet ramet | plodici ramety

S 0
14 2
12 0
12 1
10 0
12 1
8 1

5

Tabulka ¢. 17 ukazuje klony, jejichz ramety plodily vSechny. Nejvyssi zastoupeni
ramet ma klon ¢. 336 (5 ramet). Ostatni klony maji pouze 1 ¢i 2 ramety, klon ¢. 340 ma

3 ramety.

Tabulka 17: Plodnost klont
pocet ramet | plodici ramety

Pl [NRRPRINN[R|N W[~ o
Pl INEPRRPINdINIFRIN| W[~ |0
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Nasledujici dva grafy ¢. 4 a €. 5 zobrazuji pocet ramet, které plodily ¢i nikoli.

18 17 17

15
14
13
1212 12

10 10 10

7 M pocet ramet

5 5 5 M plodici ramety

836 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 359 363 365 367 369 371 373 375 377 379 381 383 385 387 389 391 393 395 397

Klon

Graf 4: Plodnost ramet

142; 45%

172; 55%

B plodici ramety B neplodici ramety

Graf 5: Plodnost ramet
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5. Diskuze

Kozlikova (2008) uvadi, ze v roce 2007 nekvetla zadna rameta od klont ¢. 357, 365,
382, 384, 386, 395, 398 a prevazna vétsina ramet klont ¢.347, 350, 351, 369, 370, 377, 380,
383, 389, 393, 394, 396, a 397 byla zarazena do stejné kategorie. V roce 2015 nekvetly
4 ramety klonu €. 393, 2 ramety klonu €. 395, 2 ramety klonu ¢. 396 a 1 rameta klonu ¢. 397,
dale nekvetla 1 rameta klonu ¢. 361, 2 ramety klonu ¢. 392 a 1 rameta klonu ¢. 398,
viz tab. 14. V roce 2015 byla fenologie pozorovana 6 dni (24.4., 27.4., 29.4., 1.5., 3.5., 5.5.)
(viz ptiloha 4), v roce 2007 pouze 1 den, 19.4. Fenologie kveteni z roku 2007 mize byt tedy
zavadéjici, nebot’ nekteré ramety zacinaly kvést déle, napi. 29.4.2015 zacala kvést 1 rameta
klonu ¢. 339, 377, 397 a 398. Tyto 4 jedinci byli ohodnoceni 1, tedy jedinec kvetl do 20 %.

V roce 2007 bylo pozorovano silné kveteni u vSech ramet klont ¢. 338, 340 a 349.
Tyto klony v roce 2015 byly hodnoceny minimalné ve dvou dnech 3 (tj. rameta je rozkvetla
z vice nez 50 %), mizeme tedy fici, ze opét kvetly siln€. OvSem vSechny tyto klony jsou
v sadu zastoupeny velmi malym poétem ramet. Klon ¢. 338 je zastoupen v sadu pouze
1 rametou, klon ¢. 340 tfemi rametami a klon ¢. 349 je zastoupen 2 rametami.

U klonti €. 392, 393, 395, 396, 397, 398 byl prokazan stejny genotyp. Ramety téchto
klont ve vSech pozorovanych dnech kvetly podpriimérné (0, 1 vyjmecné 2), pouze u 2 ramet
(eviden¢n¢ vedenych u klonu ¢. 393 a 394) bylo kveteni hodnoceno 3 (alesponi 1 den). Tyto
klony pochazi ze stejného porostu, Karlstejn 105C6. V sadu jsou zastoupeny zhruba z 24 %
(tj. 73 ramet), ale z toho mnozstvi plodilo pouze 5 ramet (tab. 16).

Kromé klond ¢. 392 — 398, jsou téz geneticky identické klony ¢. 339 a 340 (celkem
21 ramet), 341 a 342 (celkem 6 ramet), 363 a 364 (celkem 5 ramet), 375 — 377 (celkem
5 ramet) a 386, 387, 390 (celkem 4 ramety) (ptiloha 5 — 8). Vybérové stromy klont ¢. 339 a
340 pochazeji z porostu 407GS5, Pusta Sec; kloni ¢. 341 a 342 z porostu 429D4, Koutimec;
klont €. 363 a 364 z porostu 328A13, Skryje; klont ¢. 375 — 377 z porostu 226ES5, Bukova
a vybérové stromy klont ¢. 386, 367 a 390 pochazeji z porostu 812D12, Velka Dobra (tab. 5).
Celkem se jedna o 114 jedinct (cca 38 %), jejichz identita se liSi od evidence. Tim je sniZzena
geneticka variabilita sadu. To, Ze jsou klony geneticky identické mizeme vysvétlit kofenovou
vymladnosti tfeSn€. Prestoze jsou vybérové stromy téchto klonli od sebe vzdaleny i desitky
metru. Adams (1992) ve studiich pfirozenych lesti zmifuje, Ze vzdalenost mezi rodici
je dalezity faktor, ktery ovliviiuje pravdépodobnost kiiZeni jedinci mezi sebou. Vaughan
etal. (2007) uvadi, ze nepohlavné se rozmnozovalo 48 % a 65 % jedincii z pozorovanych

oblasti, kdy jedna oblast byla obhospodafovana, druha oblast byla po nékolik desitek let
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neobhospodarovana. Nicméné také zjistili, Ze ob& oblasti udrzuji relativné vysokou hladinu
genetické diverzity bez ohledu na hospodareni.

Vliv na nizkou plodnost sadu ma dle mého nazoru také velky podil malo plodicich
ramet klont ¢. 392 — 398 a jejich rozmisténi v sadu. Velmi vyznamnym faktorem je shodnost
alel na S —lokusu. Gomory a Longauer (2014) tvrdi, ze k¥izeni jedinct se stejnymi alelami
na S - lokusu je vzdy neuspésné a kiizeni jedinct s jednou stejnou alelou je uspésné z 50 %.
Podle tohoto tvrzeni se $ance na Uisp&$né k¥izeni jedincti v semenném sadu Cejkovka velmi
snizuje, nebot’ pouze 29 klond se 1i§i S — lokusem. Ale néktefi z téchto jedinct se shoduji
Vv jedné alele, coz znamena, ze Sance na uspeésné kiiZzeni mezi nimi se snizuje 0 50 %.

Podle De Cupyer et al. (2005) by mély byt sousedni stromy v semenném sadu
vzajemn¢ kompatibilni, aby se maximalizovala produkce osiva. Tento pfedpoklad
v semenném sadu Cejkovka splnén neni, z diivodu stejnych genotypt evidenéné riznych
klond (pfiloha 1) a odlisnych klont, jez se shoduji S - lokusem. Gémory et al. (2000) kromé
genetické inkompatibility zminuje jako faktory ovliviiujici kiizeni jedincti mezi sebou
v semenném sadu také smér vétru, opakovani klonti v nékolika rametach, rozdily ve fenologii
kveteni.

Schueler et al. (2006) srovnaval frekvenci distribuce S — alel. Zjistil 15 S — alel
ve studované populaci 164 stromil. Pozorovana heterozygotnost se pohybovala od 0,360
do 0,823. De Cuyper et al. (2005) z populaci 39 a 36 stromu zjistil 13 a 14 S — alel, které byly
jiz dfive popsany a identifikoval 6 neznamych S — alel. V semenném sadu Cejkovka bylo
zjisténo 15 S — alel a pozorovana heterozygotnost byla v rozmezi od 0,417 do 0,816.

Diverzita sadu je nejlépe vyjadiena efektivnim poctem kloni. Efektivni pocet klont
by se mél zachovat vyssi, zatimco klony by nemély byt v sadu zastoupeny ve stejném poméru
(Kang et al., 2001). Ve studii jehlicnatych klonovych sadd, Kang et al. (2001) odvodil
pramérny efektivni pocet klond v semenném sadu 66, u 1/5 sadl byl efektivni pocet klont
mezi 10 a 40. V semenném sadu Cejkovka je efektivni pocet klonti 32, ale pokud se zamétime
na mikrosatelitové markery ¢i S — lokus, potom se efektivni pocet snizuje na 12 a 10.
Efektivni pocet klontl, u kterych plodila vice nez polovina ramet v roce 2015, je dle evidence
zastoupenych klon 20, dle SSRs 8 a dle S — lokusi 5. Klony zastoupeny v sadu pouze
s jednou rametou byly do efektivniho poctu zatazeny také, pokud plodila. Skutecnost,
ze v semenném sadu Cejkovka je efektivni pocet klonii dle S — lokusii pouze 5 je zasadni,
nebot’ vzhledem Kk evidenci, kde efektivni pocet kloni je 32, se pocet klond velmi zredukoval
a diky tomu se snizila i genetickd diverzita sadu. Na zakladé tohoto faktu, mulzeme

konstatovat pfi¢inu nizké plodnosti sadu. A to tak, ze vV semenném sadu se nachdzi mnoho
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klont, které jsou geneticky identické, z diivodu kofenové vymladnosti vybérovych stromd,
ale podle evidence se jevi jako ruzné klony. Nejenze jejich ramety, které jsou v sadu
zastoupeny nejpocetnéji — 37 %, nevykazuji ocekavanou plodnost, ba dokonce muzeme fict,
ze neplodi. Tyto nekvalitni klony snizuji plodnost sadu. Lingren a Mullin (1993) uvadi,
7e pocet pouzitych kloni v semenném sadu by mél udrzet vysoky efektivni pocet a nizky
inbreeding, diky optimalizaci vyuziti klont s nejlepSimi §lechticimi hodnotami.

Mariette et al. (2006) se zabyvala efektivni velikosti na zaklad¢ fenologie, plodnosti
a analyzy paternity. Vysledky neukazaly zadny rozdil genetické diverzity mezi rodici
a potomky. Ukazalo se, Ze vyznamny vliv na efektivni opylovani ma vzdalenost kvetoucich
klonii. Sousedni klon mize dominovat v sadu jako otcovsky ¢i matei'sky strom a tim sniZzovat
efektivni pocet otcl. Tato studie také ukazala pomérné vysoké efektivni velikosti matek, otct

a rodi¢t na urovni sadu. Efektivni velikost sadu se pohybovala od 7,6 do 12,1.
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6. Zavér

Vyzkumem bylo zjiiténo, Ze vsemenném sadu Cejkovka je vysoké zastoupeni
gametofyticky autoinkompatibilnich jedincti. Kromé autoinkompatibilnich jedinct, bylo diky
analyze mikrosatelitovych dat prokazano, ze nékteré klony maji také stejny genotyp, piestoze
pochéazeji zrozdilnych vybérovych stromi. Tato skutecnost je zplisobena koienovou
vymladnosti, ackoliv se v lesnické praxi na tuto reprodukéni strategii tfeSné pfili§ nehledi.
Kofenovou vymladnosti tfesné se ve svych studiich zabyvalo jiz mnoho autord
napi. Vaughan et al. (2007), Schueler et al. (2003), Schueler et al. (2006), Ducci a Santi
(1997). Kofenova vymladnost se dostavuje po poranéni kofenu ¢i celého stromu. Vybérové
stromy pochazi z Kiivoklatska, které lezi nedaleko Prahy a tato oblast je dlouhodob¢ osidlena.
Jiz n¢kolik desitek let se v lesich hospodafi a diisledkem toho je kofenovd vymladnost.
Na zékladé testd klond v semenném sadu se posléze provedla analyza mikrosatelitovych
markerti nékterych vybérovych stromii. Bylo zjisténo, Zze vybérové stromy klonii ¢. 339 — 340;
341 — 342; 363 - 364; 375 — 377; 386, 387 a 390; 392 - 398 jsou geneticky identické.
Vysledky analyzy mikrosatelitt tedy nepotvrdily jednu z moznych pfi¢in klonové identity
jako napf. zaménu roubl ¢i nespravnou evidenci. Geneticky identické klony jsou v sadu
zastoupeny nejvys$im poctem ramet (celkem se jedna zhruba o 37 % ramet). Z tohoto divodu
je vsadu zastoupeno pomérné velké mnozstvi gametofyticky autoinkompatibilnich jedinci,
nebot’ tito jedinci maji stejné S — lokusy. Pocet inkompatibilnich jedinct jesté vzroste
pfi zapocteni jedinci odlisnych dle mikrosatelitovych markert, ale se shodujici se S - alelou.
To znamenad, Ze mezi autoinkompatibilnimi jedinci nemize dojit k opyleni a 0 50 % se sniZuje
Sance na uspesné opyleni v pripad¢€, Ze ramety maji jednu alelu na S — lokusu shodnou.

Pro vys$si produkci osiva ze zastoupenych kloni by bylo vhodné cast geneticky
identickych ramet nahradit rametami jinych klonu, nejlépe uptednostiiovat ty klony, které
plodily a ptipadné provést tzv. inkluzi novych $lechticich jedinct (zavedeni zcela novych
klont1). Navrhovala bych zvysit zastoupeni ramet klonii €. 336, 346, 347, 351, 356, 358, 359,
373, 374, 388. Ramety zminénych klond v roce 2015 plodily vSechny ¢i z pfevazné vétsiny.
Rozmisténi novych ramet v sadu by mélo byt takové, aby inkompatibilni ramety nebyly
v ptilisné blizkosti. TaktéZ by spolu neméli sousedit geneticky identi¢ti jedinci. Ke splnéni
tohoto ptedpokladu by bylo vhodné pouzt optimaliza¢ni algoritmus, ktery vznika na katedie
genetiky a fyziologie dfevin. Tento algoritmus maximalizuje ndhodné kiizeni mezi vSemi
pritomnymi klony. Lze jim také dopliiovat volnd mista v jiz stavajicim sadu, nebot bere

V potaz jiz pieddefinované pozice a doplni je. Tudiz by bylo vhodné ho pouzit v sadu
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I pfi inkluzi novych klont. Pfi pouziti tohoto optimalizacniho algoritmu lze fesit jakoukoliv
velikost a tvar sadu (Chaloupkova, 2016).

Dalsi alternativou je vyuziti semenného sadu Cejkovka k odbéru roubii pro zaloZeni
nového sadu. Novy sad by byl jiz zalozen na zékladé poznatkl o jednotlivych genotypech
klonli a gametofytické autoinkompatibilit€ a za pouZiti zminéného optimalizac¢niho algoritmu.

Tyto poznatky by mohly vyrazné ovlivnit produkci osiva v novém sadu.
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B |380]365]340]355]336]361] 353 | 347 [363] 352|339 359369 | 383 |346 | 344 [396 373|367

C 372[349(338 390384 337 | 387 [377 371370 358|348 378 | 356 | 353 |394 | 389 [395] 339
D [342[350| [382]376 368|374 | 381|397 344 339 (393 389 Fsss 358|372 389
E [388[373 345366 353 | 358|339 352|374/ 355 | 385[367 | 359353 373

F |365]354[336361 343 | 344 | 378|341 372 [397 | 359 | 340|339 | 366 [363[372|  |339(394 373
G |367359]344[367 389|345 PO1 373 353[372[393| P2 (394 373 | 344|397 358
| H [397]395|339379(373[391(342 |[P03|  |344|389(370|389 388|380 353 374|358 [395| 389

| |366|372]374]355]358|398] 352 337 [354]| 373367345 [343[389 339

) [391]350(336] |346356 369 | 365 |347 | 384 351|348 383|363 359 349|397 372|353 [373

K 375|  [353[336 377 372 [388[339] 361 344 (339

L 345|394 341 poa|370| [390]  |389]340|380 342|  |373339

M |388 339 [396] 353 374|373 367 345373372 389 366 | 372|374 372389

N |359(354]397 344 [363 336|389 | 365 [361|389|  [358[393)339 345388 [352 339

0 367353344 358 [ 386 | 373339 373 373

P 389 372]  [345 353373 389 389




Priloha 2: Pocet ramet

pocet pocet

klon ramet klon ramet
336 5 369 2
337 2 370 3
338 1 371 1
339 18 372 15
340 3 373 17
341 3 374 7
342 3 375 2
343 2 376 1
344 10 377 2
345 8 378 2
346 2 379 2
347 1 380 3
348 2 381 1
349 2 382 1
350 2 383 2
351 2 384 2
352 4 385 1
353 13 386 1
354 4 387 1
355 3 388 6
356 2 389 17
358 10 390 2
359 6 391 4
361 4 392 S
363 4 393 14
364 1 394 12
365 4 395 12
366 5 396 10
367 9 397 12
368 1 398 8
304
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Piiloha 3: Fenologie kveteni v letech 2003, 2004, 2005, 2006, 2009, 2010, 2013, 2015.

’

¢né se souhlasem Ing.

fejn

let 2003, 2004, 2005, 2006, 2009, 2010, 2013 jsou zve

Udaje z
Hrdlicky.
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Piiloha 4. Fenologie v roce 2015

24.4.2015|27.4.2015 | 29.4.2015| 1.5.2015 | 3.5.2015 | 5.5.2015 | 14.6.2015
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Priloha 5: Multiplex A - genotyp

multiplex A
klon | UCD CH31 | PS12A02 |UDP98 412 | EMPaS10 | EMPaS11 | EMPaS02 | UCD CH18_
336 | 126 | 126 | 157 | 165 | 121 | 125 | 168 | 168 | 76 | 76 | 144 | 146 | 189 | 189 | 144 | 157
337 | 126 | 126 | 161 | 165 | 113 | 127 | 160|160 | 76 | 86 | 140 | 142 | 189 | 189 | 153 | 157
338 | 126 | 126 | 157 | 163 | 125 | 133 | 154 | 154 | 76 | 76 | 144 | 146 | 189 | 189 | 144 | 157
339 | 132 | 132 | 161 | 161 | 113 | 125 | 154 | 168 | 76 | 76 | 142 | 146 | 189 | 189 | 144 | 157
340 | 132 | 132 | 161 | 161 | 113 | 125 | 154 | 168 | 76 | 76 | 142 | 146 | 189 | 189 | 144 | 157
341 | 132 | 144 | 159 | 163 | 119 | 125 | 168 | 168 | 76 | 104 | 146 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
342 | 132 | 144 | 159 | 163 | 119 | 125 | 168 | 168 | 76 | 104 | 146 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
343 | 132 | 144 | 161 | 167 | 125 | 125 | 168 | 186 | 76 | 104 | 146 | 146 | 179 | 189 | 144 | 157
344 | 132 | 144 | 157 | 161 | 121 | 125 | 186 | 184 | 104 | 104 | 136 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
345 | 132 | 132 | 161 | 177 | 125 | 125 | 168|168 | 76 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
346 | 126 | 132 | 157 | 157 | 119 | 125 | 168 | 186 | 104 | 104 | 134 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
347 | 126 | 132 | 161 | 163 | 125 | 125 | 168 | 186 | 66 | 76 | 136 | 146 | 189 | 189 | 157 | 167
348 | 126 | 126 | 157 | 167 | 119 | 125 | 168 | 186 | 66 | 104 | 134 | 146 | 187 | 189 | 157 | 157
349 | 126 | 144 | 157 | 167 | 119 | 133 | 168 | 186 | 104 | 104 | 134 | 144 | 187 | 189 | 157 | 157
350 | 126 | 132 | 157 | 167 | 119 | 133 | 168 | 186 | 104 | 104 | 146 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
351 | 126 | 132 | 161 | 161 | 119 | 125 | 154 | 154 | 104 | 104 | 136 | 146 | 179 | 189 | 153 | 157
351 | 126 | 132 | 161 | 177 | 119 | 119 | 168|186 | 66 | 86 | 146 | 146 | 179 | 189 | 144 | 157
352 | 132 | 134 | 161 | 167 | 125 | 125 | 160|168 | 66 | 76 | 136 | 136 | 189 | 189 | 153 | 157
353 | 134 | 144 | 157 | 167 | 125 | 125 | 160 | 168 | 66 | 76 | 140 | 144 | 189 | 189 | 155 | 157
354 | 126 | 126 | 163 | 177 | 119 | 125 | 154 | 168 | 76 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
355 | 132 | 142 | 161 | 163 | 119 | 119 | 160|168 | 66 | 76 | 144 | 146 | 189 | 189 | 157 | 167
356 | 126 | 126 | 157 | 159 | 119 | 125 | 160 | 168 | 86 | 104 | 144 | 146 | 179 | 179 | 157 | 157
358 | 132 | 132 | 161 | 167 | 119 | 119 | 154|170 | 66 | 76 | 136 | 136 | 179 | 189 | 157 | 157
359 | 136 | 144 | 157 | 161 | 113 | 119 | 154 | 168 | 66 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
361 | 126 | 144 | 161 | 161 | 119 | 125 | 168 | 168 | 76 | 86 | 146 | 146 | 179 | 189 | 144 | 153
363 | 126 | 144 | 157 | 171 | 119 | 125 | 168|184 | 76 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 144 | 153
364 | 126 | 144 | 157 | 171 | 119 | 125 | 168|184 | 76 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 144 | 153
365 | 136 | 144 | 159 | 163 | 113 | 133 | 160 | 168 | 76 | 76 | 136 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
366 | 126 | 132 | 157 | 167 | 119 | 125 | 168 | 186 | 76 | 104 | 142 | 146 | 189 | 189 | 155 | 157
367 | 126 | 126 | 157 | 157 | 113 | 119 | 154 | 168 | 76 | 76 | 144 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
368 | 126 | 126 | 157 | 165 | 121 | 121 | 154 | 154 | 76 | 86 | 136 | 146 | 187 | 189 | 151 | 151
369 | 132 | 144 | 161 | 161 | 119 | 125 | 168 | 168 | 66 | 76 | 146 | 146 | 179 | 189 | 153 | 167
370 | 126 | 132 | 161 | 161 | 119 | 121 | 168 | 168 | 66 | 76 | 146 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
371 | 126 | 126 | 161 | 161 | 121 | 121 | 168|168 | 76 | 104 | 136 | 142 | 189 | 189 | 144 | 157
372 | 132 | 132 | 161 | 161 | 119 | 121 | 160 | 168 | 66 | 104 | 142 | 146 | 183 | 189 | 155 | 157
373 | 126 | 126 | 163 | 167 | 113 | 121 | 160|168 | 76 | 86 | 144 | 146 | 179 | 179 | 157 | 161
374 | 132 | 134 | 161 | 161 | 113 | 133 | 154|186 | 76 | 76 | 136 | 136 | 183 | 189 | 157 | 157
375 | 126 | 126 | 175 | 177 | 121 | 125 | 154 | 168 | 66 | 66 | 144 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
376 | 126 | 126 | 175 | 177 | 121 | 125 | 154 | 168 | 66 | 66 | 144 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
377 | 126 | 126 | 175 | 177 | 121 | 125 | 154 | 168 | 66 | 66 | 144 | 146 | 189 | 189 | 153 | 157
378 | 136 | 136 | 161 | 179 | 119 | 119 | 154 | 156 | 76 | 104 | 146 | 146 | 179 | 189 | 153 | 167
379 | 126 | 132 | 161 | 165 | 113 | 121 | 154 | 154 | 66 | 76 | 140 | 140 | 183 | 187 | 157 | 157
379 | 126 | 132 | 161 | 165 | 113 | 121 | 154 | 154 | 66 | 76 | 140 | 140 | 183 | 187 | 157 | 157
380 | 126 | 126 | 161 | 165 | 121 | 125 | 154 | 168 | 76 | 76 | 136 | 136 | 189 | 189 | 151 | 155
381 | 126 | 136 | 157 | 161 | 113 | 113 | 154 | 168 | 76 | 104 | 144 | 146 | 189 | 189 | 157 | 157
382 | 126 | 132 | 161 | 161 | 119 | 121 | 154|168 | 76 | 86 | 142 | 144 | 179 | 189 | 157 | 157
383 | 126 | 136 | 157 | 165 | 113 | 113 | 154 | 160 | 66 | 76 | 142 | 146 | 187 | 189 | 153 | 157
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384

124

126 | 161

175 ] 119 | 125 | 154 | 154 | 66 | 76 | 140

385

388

126

126

126 | 157

132 | 157

177 ] 113 | 121 | 154|160 | 76 | 76 | 140

159 | 119 | 121 | 154 | 154 | 76 | 76 | 146

|
391 | 126 | 132 | 161 | 165 | 119 | 121 | 154] 154 ] 66 | 86 | 140
|
|
|
|
|
|

Priloha 6: Multiplex B - genotyp

multiplex B
caipesoc [DEEIEENIENBESTEY £vrasiz

klon | UDP98 021

336 | 99 | 114 | 206 | 222 | 108 | 108 | 164 | 172 | 124 | 140
337 | 101 | 110 | 206 | 222 | 106 | 108 | 164 | 172 | 138 | 140
338 | 99 99 | 222|222 | 106 | 112 | 164 | 172 | 138 | 148
339 | 99 | 114 | 222|206 | 108 | 116 | 164 | 170 | 146 | 148
340 | 99 | 114 | 222|222 | 108 | 116 | 164 | 170 | 146 | 148
341 | 99 | 114 | 206 | 206 | 112 | 118 | 164 | 170 | 138 | 140
342 | 99 | 114 | 206 | 206 | 112 | 118 | 164 | 170 | 138 | 140
343 | 99 | 114 | 206 | 206 | 108 | 108 | 162 | 164 | 140 | 140
344 | 99 | 114 | 206 | 222 | 108 | 116 | 162 | 170 | 140 | 146
345 | 99 | 99 | 206|206 | 108 | 108 | 164 | 164 | 138 | 140
346 | 110 | 114 | 206 | 222 | 106 | 108 | 164 | 172 | 140 | 140
347 | 99 | 101 | 206 | 222 | 108 | 108 | 164 | 164 | 138 | 146
348 | 110 | 114 | 206 | 220 | 106 | 116 | 170 | 172 | 140 | 146
349 | 99 | 114 | 220|222 | 106 | 108 | 170 | 170 | 140 | 146
350 | 99 | 114 | 206 | 222 | 108 | 108 | 172 | 172 | 140 | 140
351 | 101 | 114 | 204 | 206 | 108 | 112 | 162 | 170 | 138 | 148
351 | 99 | 110 | 204 | 206 | 108 | 108 | 164 | 170 | 140 | 148
352 | 110 | 114 | 206 | 222 | 108 | 112 | 162 | 172 | 138 | 146
353 | 99 99 | 206|222 | 108 | 112 | 164 | 172 | 146 | 150
354 | 99 | 110 | 206 | 206 | 108 | 116 | 170 | 170 | 140 | 148
355 | 99 | 99 | 206|206 | 112 | 112 | 162 | 172 | 140 | 146
356 | 110 | 114 | 204 | 206 | 108 | 118 | 162 | 164 | 138 | 138
358 | 99 | 99 | 204|206 | 108 | 108 | 162 | 172 | 124 | 140
359 | 114 | 114 | 206 | 206 | 106 | 108 | 164 | 170 | 146 | 148
361 | 99 | 114 | 204 | 222 | 108 | 116 | 170 | 170 | 138 | 140
363 | 110 | 114 | 206 | 206 | 106 | 106 | 162 | 170 | 124 | 140
364 | 110 | 114 | 206 | 206 | 106 | 106 | 162 | 170 | 124 | 140
365 | 114 | 114 | 206 | 222 | 108 | 108 | 164 | 172 | 124 | 140
366 | 101 | 110 | 206 | 206 | 108 | 108 | 162 | 164 | 138 | 140
367 | 99 | 110 | 206 | 206 | 108 | 112 | 164 | 172 | 140 | 140
368 | 99 | 110 | 220 | 222 | 110 | 110 | 170 | 170 | 138 | 146
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389

208

222

106

112

164

170

140

148

186

188

235

243

m

P¥iloha 7: Multiplex C - geno

BPPCT_040 PceGA34
336 | 135 | 135 | 124 | 146 | 143 | 165 | 163 | 167 | 178 | 178
337 | 121 | 131 | 122 | 122 | 143 | 165 | 167 | 169 | 184 | 200
338 | 131 | 135 | 130 | 130 | 137 | 143 | 155 | 167 | 178 | 178
339 | 121 | 135 | 124 | 144 | 135 | 161 | 155 | 167 | 182 | 182
340 | 121 | 135 | 124 | 144 | 135 | 161 | 155 | 167 | 182 | 182
341 | 131 | 135 | 124 | 126 | 131 | 137 | 167 | 169 | 194 | 196
342 | 131 | 135 | 124 | 126 | 131 | 137 | 167 | 169 | 194 | 196
343 | 135 | 135 | 122 | 122 | 143 | 161 | 167 | 169 | 178 | 198
344 | 121 | 135 | 122 | 146 | 135 | 143 | 169 | 169 | 184 | 198
345 | 135 | 135 | 130 | 130 | 159 | 161 | 167 | 169 | 184 | 198
346 | 121 | 135 | 122 | 146 | 143 | 143 | 155 | 167 | 178 | 200
347 | 121 | 135 | 130 | 130 | 143 | 161 | 167 | 167 | 198 | 200
348 | 121 | 135 | 122 | 124 | 135 | 143 | 167 | 169 | 184 | 200
349 | 121 | 121 | 126 | 146 | 143 | 143 | 155 | 169 | 178 | 200
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178
178
178

198
184
196

182
1

82

196

192

198
178
184

198

178
196

184

178

178
178

178 | 200
198 | 200

178
178
178

178 | 200
184 | 200
182 | 200

178

178

190 | 200

178

200 | 200

178
184
178
178

178 | 200
178 | 200
178 | 200

184

178 | 200

178
178

178 | 200
196 | 200

178

169
169
169

169
169

169
169
169
169

167
167
167
1

67

169
6
169

1

167

63

167
169
167
167
155
167

167
167
165
167
167

155
165
169

169

155
167

167
167

167
169
167
167

155
155
155
i

55

155
1

55

155
1

55

155
167
155

167
155
167

155
167
155

155
163
155

155
169

167

155
153
143
143

137

155
143

153

161
153
161

145
167
157
153

163
143

159

161
143

145
155

143

137
143
135

143

135 | 143

137
143

143

143 | 161
135

143 | 143

143 | 143
151
143
137

143
143
137
143

143 | 155
129
143

137

143 | 143

145
143

145 | 161
137
143

122
124
122
146

146
126
122
124
146

146
124
146

146
144
124
146
1

42

148
146
124

124
126
126

122

146
124
142
124

126
126
142

122

122

122
2

126

124
122
122
122
146

122
122
124
2
124
2
124

124

120

6

12

124
122
122
122
124
122

122
142
124
142
122
122

122
124

135
145
135

5

13

131
135
143
131

135
131
137
131
l

31

131

131
135
1

47

131
135
135

137
145
137

137

137
131
131
135

137

131
135

135

135

131
3

131

131
131
135
131

131
121
121
121

1

12
121
2
131
2
121
131
131

121

129

131
131
131

131

129
121
129
121

135
129
129

350
351
351
3

52

353

354
355
356

358
359
361
363

4
365
3

36

66

367
3

68

369
370
371
372
373

374

378
379

379
380
381

382
383

384

|
167

163
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Piiloha 8: Multiplex D - genotyp

multiplex D

klon |UCD CH15| EMPaS14 | UCD CH14 | EMPaS01

336 | 93 | 95 | 197 | 199 | 144 | 150 | 231 | 233

337 93 95 | 197 | 211 | 144 | 144 | 229 | 233

338 | 95 | 95 | 197 | 197 | 150 | 150 | 229 | 233

339 95 95 | 197 | 211 | 150 | 150 0 0

340 | 95 | 95 | 197 | 211 | 150 | 150 0 0

341 | 93 93 | 197 | 199 | 150 | 150 0 0

342 | 93 93 | 197 | 199 | 150 | 150 0 0

343 93 97 | 197 | 197 | 150 | 150 | 231 | 233

344 93 95 | 197 | 211 | 144 | 150 | 231 | 231

345 93 93 | 197 | 197 | 144 | 150 | 233 | 239

346 93 95 | 197 | 211 | 144 | 150 | 231 | 231

347 93 95 | 197 | 197 | 144 | 144 | 233 | 233

348 93 95 | 197 | 197 | 144 | 144 | 231 | 231

349 | 95 | 95 | 197 | 197 | 144 | 150 | 229 | 231

350 93 95 | 197 | 211 | 144 | 150 | 229 | 231

351 93 95 | 197 | 211 | 144 | 150 | 229 | 239

351 93 97 | 197 | 199 | 144 | 150 | 229 | 229

352 93 95 | 197 | 211 | 144 | 150 | 229 | 229

353 | 93 | 93 | 197 | 211 | 144 | 144 | 229 | 229

354 93 93 | 211 | 211 | 144 | 150 | 223 | 233

355 93 93 | 197 | 197 | 150 | 150 | 229 | 229

356 | 95 | 97 | 199 | 199 | 144 | 150 | 233 | 233

358 93 97 | 197 | 199 | 150 | 150 | 229 | 229

359 | 93 | 93 | 197 | 211 | 144 | 150 | 223 | 229

361 | 95 | 97 | 197 | 199 | 144 | 144 | 231 | 235

363 93 93 | 197 | 211 | 150 | 150 | 229 | 233

364 | 93 93 | 197 | 211 | 150 | 150 | 229 | 233

365 93 95 | 197 | 211 | 150 | 150 | 229 | 233

366 | 93 | 93 | 197 | 197 | 150 | 150 | 233 | 233

367 | 93 | 93 | 197 | 197 | 144 | 150 | 233 | 233

368 95 95 | 197 | 197 | 144 | 150 | 229 | 233

369 | 93 | 93 | 197 | 211 | 150 | 150 | 229 | 233

370 95 95 | 197 | 211 | 150 | 150 | 233 | 233

371 | 93 95 | 199 | 199 | 144 | 150 | 229 | 233

372 | 93 | 95 | 197 | 197 | 150 | 150 | 223 | 229

373 | 97 | 97 | 197 | 199 | 150 | 150 | 223 | 233

374 | 95 95 | 197 | 197 | 150 | 150 | 233 | 233

375 | 93 93 | 197 | 197 | 150 | 150 | 229 | 233

376 | 93 93 | 197 | 197 | 150 | 150 | 229 | 233

377 | 93 | 93 | 197 | 197 | 150 | 150 | 229 | 233

378 | 93 | 97 | 197 | 197 | 150 | 150 | 233 | 233

379 | 95 95 | 197 | 211 | 144 | 144 | 233 | 233

379 | 95 | 95 | 197 | 211 | 144 | 144 | 233 | 233

380 93 95 | 197 | 197 | 150 | 150 0 0

381 93 95 | 199 | 211 | 150 | 150 | 229 | 229

382 95 97 | 197 | 197 | 144 | 144 | 229 | 233

383 | 93 | 95 | 197 | 199 | 150 | 150 | 223 | 233

384 | 95 | 95 | 199 | 211 | 144 | 150 | 229 | 233




Piiloha 9: Efektivni po¢et klona — plody
1 — klony, jejichZ nadpolovi¢ni vétSina ramet plodila

klon

. plodici

pocetramet | ..oty |evidence| SSRs | S-lokus
5 5 8 L 1
2 1 1 1
1 1 1 1
18 14 1 1 1
3 3 1
3 0
3 0
2 1 1 1 1
10 6 1 1 1
8 4 1 1
2 2 1 1 1
1 1 1 1 1
2 1 1 1 1
2 1 1 1
2 1 1 1
2 2 1 1
4 0
13 8 1 1
4 0
3 2 1 1 1
2 2 1 1
10 9 1 1
6 5 1 1 1
4 1
4 3 1 1
1 1 1
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14

31

37

15

14
18

388

17

389

14
12
12
10
12
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