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SOUHRN

Siln& ohrozeny druh Salix hastata je na své jediné makrolokalité v Cesku, tj. ve Velké
silesiaca. Vnitropopula¢ni charakteristiky populace tohoto druhu, rozsah a smér hybridizace
neni ale dosud uspokojivé znamy. S pomoci sedmi mikrosatelitli jsem se pokusila navazat na
opakovani analyz se podafilo fragmentacni anlyzou vizualizovat PCR produkty pouze pro tfi
ze sedmi mikrosateliti a tato data nedokazala poskytnout dostate¢nou informaci o populaci.

V praci diskutuji metodiku, diivéjsi vysledky a mozny budouci smér vyzkumu.
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SUMMARY

The highly endangered species Salix hastata is on its only macrolocality in the Czech
Republic, ie in the Great Basin in the Hruby Jesenik, seemingly endangered by hybridization
with the more common mountain species S. silesiaca. However, the intra-population
characteristics of the population of this species, the extent and direction of hybridization are not
yet satisfactorily known. With the help of seven microsatellites, I tried to build on previous
research of this population in order to find out unknown population characteristics. Despite
duplicate analyzes, PCR products were able to visualize PCR products for only three of the
seven microsatellites, and these data failed to provide sufficient information about the
population. In this work | discuss the methodology, past results and possible future direction of

research.
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1. UVOD

Modelovym organismem této studie je siln¢ ohrozeny druh vrby Salix hastata, ktera ma
v Ceské republice ojedinély vyskyt, a to v subalpinskych mokiadech ve Velké kotling
Vv Hrubém Jeseniku, kde se vyskytuje okolo sta jedincti, a na jedné mikrolokalité v pramenisti
pod Petrovymi kameny. V takto malych populacich je velka pravdépodobnost, ze dojde ke
snizeni genetické diverzity, vzniku inbreedingu a zvyseni rizika vzniku stochastickych jevi
jako geneticky posun. VSechny tyto jevy spole¢né Se snizovanim biodiverzity a fragmentaci
krajiny vedou ke zvySenému riziku ohrozeni druhu. Dfiivéj§i pozorovani prokazaly hojny
vyskyt kiizence tohoto vzacného druhu s béznou Salix silesiaca. Pravé proces hybridizace a
introgrese je zvlasté u vrb velmi ¢asnym jevem, ktery ovliviiuje slozeni populaci a v mnohych
ptipadech znemoznuje uréovani a odliSovani jednotlivych druht. Z védeckého hlediska a
z pohledu potieb ochrany ptirody neni dosud piesné znama mira hybridizace mezi obéma druhy
azda je druh S. hastata ohrozena introgresi se S. silesiaca. Této problematice se diive vénovala
B. Trnkova (roz. Brandova), ktera zjistila ekologicko-prostorovou separaci S. hastata a jejich
kiizencu ve Velké kotliné (Brandova, 2008 a 2010), optimalizovala vybrané mikrosatelity
(Brandova, 2008 a 2010, Sochor, 2009) a provedla morfometrickou analyzu (Brandova et al.,
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roz§itit znalosti o populacich S. hastata v Ceské republice.



2. CIiL PRACE

Cilem této prace je analyzovani genetické a genotypové variability studované vrby
S. hastata a jejich kiizenct nalezenych v Hrubém Jeseniku a posouzeni charakteru této unikatni
populace. Dalsim krokem bylo popsani frekvence a smér hybridizace mezi S.hastata
a S.silesiaca v téze lokalit¢ a posoudit moznou ucast dal§ich druhti na hybridizaci v této
populaci.

Tato prace navazuje na diivéjsi nedokonceny vyzkum Blanky Trnkové (Brandova 2008,
2010), ktera provedla ve spolupraci s Mgr. Evou Hiibovou, Ph.D. optimalizaci mikrosatelitt
pro komplex S. hastata a S. silesiaca, pilotni analyzy s nékolika mikrosatelity a kompletni
morfometrické analyzy (R. J. Vasut, ustni sd€leni). Jeji prace pfinesla zajimavé dil¢i vysledky
a cilem mé prace bylo tedy na tento vyzkum navazat a dokoncit jej.

V priibéhu realizace vyvstaly potize s analyzou mikrosatelitl, proto dopliiujicim cilem
byla analyza mens$iho poctu vzorki, ale s vyuzitim celo-genomové analyzy pomoci DArTseq

genotypovani.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. RoOD SALIX

Rod Salix je fazen do ¢eledi vrbovité (Salicaceae). Tento rod sestava asi ze 300-550
druhi (Chao, 1987; Fang, 1987; Chmelar a Koblizek, 1990; Skvortsov, 1999), které maji témét
jsou vrby v severni Eurasii, severni Americe a v horach vychodni Asie (pfedeviim v Cing).
Vrby jsou vyhradné dfeviny, které mohou dosahovat velikosti obrovskych vzptimenych stromu
(S. cardiophylla muze byt vysoka az 35 m; S. alba a S. excelsa az 30 m, prumér jejich kmene
mize byt az 1 m) nebo mohou tvofit malé kefe velké jen nékolik centimetrti (Skvortsov, 1999).
Za nejmensi vrbu Ceské republiky je povazovana S. herbacea, ktera se vyskytuje ve
vysokohorskych oblastech, kde roste ve form¢ drobnych zakrslych ket dorustajicich do
velikosti az 8 cm (Simicek, 1992). V jizni Evropé dochéazi k postupnému zvyseni diverzity vrb
od jihu na sever, primérny pocet taxond V porostu V jizni Evrop¢ jsou tii, kdezto v severni
Evropé je to taxonu Sest (Cronk, 2015).

Vrby jsou dvoudomé opadavé stromy i kefe, u kterych probiha opyleni pomoci
vétru @ hmyzu, jejich semena jsou morfologicky pfizptisobena svoji drobnou velikosti (0,8-3
mm) a ochmyfenim na Sifeni pomoci vétru (Vasut et al., 2013). Semena vykazuji velkou
kli¢ivost, které se vlivem sucha rychle snizuje, v 1 kg je piiblizné 1.000.000 semen (Simi&ek,
1992). Vrby jsou pomérné nenaro¢né dieviny, které snadno snaseni rizné pidni typy a snadno
se pfizptsobi odlisSnym vodnim reZimlim, nicméné maji velmi vysoké naroky na svétlo, coz je
fadi mezi tzv. heliofyty (Simicek, 1992). Dilezitym faktorem pro rozsifeni a hojnost druhii je
dostupnost vlhkosti, ktera je nezbytna pro kli¢eni semen, pojmenovani Salix je pravdépodobné
odvozeno z keltského slova ,sallies, ,,sal“ znamena ,blizko* a ,lis“ znamena ,,voda“
(Newsholme, 1992). Na rozdil od jinych rostlin se vrby snadno pfizpisobuji i velkym zménam
v mnoZzstvi vody v pid€ a jsou schopny piekonavat velké vykyvy ve vySce vodni hladiny
spodnich vod (Simicek, 1992). Z tohoto diivodu patii vrby mezi nejéastéjsi kolonisty vodnich
okraj, a to zejména kviili otevienému prostoru a dostatecné vlhkosti stanoviste, coz vytvari
ptiznivé prostedi prave pro kliceni semen (Isebrands a Richardson, 2013).

Vrby maji mohutny kofenovy systém, Vv kterém je zachovan hlavni kofen a dale se zde
vyskytuji siln€ rozvétvené postranni koteny, pupeny jsou vétsinou kryté jednou (vzacné dvéma)
Supinami (Chmelaf a Koblizek, 1990). Nejcastéjsim typem listd u vrb je stridavy, listy jsou
celistvé vétsinou s kratkymi fapiky a vykazuji velky rozsah variaci mezi druhy, a to hlavné ve

velikosti, textuie a tvaru listu (Newsholme, 1992). I pies promeénlivost listi uvnité druhu,



zustavaji listy stézejnim znakem pii identifikaci a taxonomickém zafazeni jednotlivych druha
(Simicek, 1992). Palisty se vyskytuji a viech druhti vrb s vyjimkou S. purpurei, kde tiplné chybi
(Simigek, 1992). Kvétenstvim jsou vzpiimené jehnédy, a jelikoZ jsou vrby dvoudomé jedna
rostlina miize nést pouze jeden typ (bud’ samci nebo samici) jehnéd, lidové oznaCovany jako
Lkocicky” (Simi¢ek, 1992). Vyjimedné mohou byt kvéty jedné jehnddy bisexudlni, popiipadé
mohou jehnédy produkovat jak samci, tak samici kvéty jako je tomu naptiklad u S. aegyptiaca
(Newsholme, 1992). Jehnédy se u jednotlivych druhi odlisuji v délce a tvaru a mohou se tvofit
pied, po nebo soucasné s tvorbou listt, nékteré druhy mohou nést jehnédy po celé jaro a léto
(S. triandra) (Newsholme, 1992). Jakmile dojde k opyleni vajicek, zacinaji se vyvijet semena,
které zraji 3-5 tydnt (Simi¢ek, 1992) Plodem u vrb je tobolka s dvéma otevirajicimi se
chlopnémi (Chmelaf a Koblizek, 1990).

Taxonomie a systematika u rodu Salix byla a je stile obtizna, a to kvili dvojdomé
reprodukci, jednoduchym kvétiim, bézné ptirozené hybridizaci a rozdilné fenotypové plasticité
(Skvortsov, 1999). V soucasné dobé je v Evropé stale pouzivan systém rozdéleni podle
Skvorcova a to na tii podrody: subgen. Salix, subgen. Vetrix a subgen, Chamaetia (Skvortsov,

1999). Vyskyt jednotlivych podruhii znadzoriiuje Obrazek 1.
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Obrazek 1: Geografické rozlozeni hlavnich linii rodu Salix (pfevzato Wu et al., 2015).

Chromozomy vrb jsou malé a uniformni. Zakladni chromozomové ¢islo je 19 (2n = 38),
prilezitostné se mize v genomu vyskytovat chromozomi 22, coz je pravdépodobné nasledek

jejich fragmentace (Skvortsov, 1999). U rodu se pomérné Casto setkdvame s polyploidii, ktera



se pohybuje od diploidie (2n) az do dodekaploidie (12n), naprosta vétsina vrb v Ceské republice
jsou diploidni druhy, v¢etn¢ studovanych druht S. hastata a S. silesiaca (a dalsi potencialné
Vrby maji svlij vyznam i V raznych odvétvich pramyslu. Svoje vyuziti nachazi vrbové
dfevo se svym Cervenohnédym az Sedohnédym zabarvenim hlavné v truhlarské vyrob¢ nebo pii
vyrob¢ nabytku. Vrbové proutky se péstuji na vyrobu prouténého nabytku nebo na pleteni kost,
coz je jedno z jednim z nejstarSich femesel, které se dochovalo az do dnesni doby. Vrby jsou
také zndme pro 1éCivé vlastnosti jejich kury a listi. V mladych stoncich vrb se nachazi miza,
jejiz glukosidova slozka salicin byl po mnoho let extrahovan a pouzivan jako analgetikum pii
ptiznacich horecky a za ucelem snizovani bolesti, v dnesni dobé bylo jeho vyuziti nahrazeno
syntetickou vyrobou kyseliny acetylsalicylové, ktera je soucasti 1éku aspirinu (Newsholme,
1992). Mnozstvi salicinu je pro kazdy druh vrb individualni, nejvétsi mnozstvi obsahuje
S. purpurea a to az 7 % a né€které druhy neobsahuji salicin zadny jako napiiklad S. cinerea
(Korbelat a Endris, 1981). Své vyuzité v 1ékafstvi ma i vrbova kira, ktera se sbira brzy na jate
z dvouletych nebo tiiletych vétvi vrb, takto ziskana kira se vyuzivala pro snizeni drazdivosti
nervové soustavy, Kira také obsahuje az 10 % tiislovin, které ptisobi proti prujmum (Korbelat
a Endris, 1981). V posledni dob¢ se zacaly rozmahat vrbové plantaze za ucelem vyziti vrb pfi
ziskavani bioenergie (Isebrands a Richardson, 2013). Biopalivo je ekologicky nadéjny zdroj,
ktery umoziuje snizovat hladiny sklenikovych plynd, mnoZstvi kyselého desté, zabranovat
erozi pudy a zneciStovani vody a také se diky jeho pouzivani sniZuje zavislost na fosilnich
palivech (Kuzovkina a Quigley, 2005). Rod Salix ma také sviij potencial na vyuzity ve
fytoremediaci pudy, coz je schopnost rostlin odstranit znecist'ujici latky z prostfedi pomoci
chemickych a metabolickych procest. Vrby pro toto vyuziti spliuji vétSinu pozadavk, jsou
rychle rostouci, snadno se mnozi a maji rozsahly kofenovy systém se schopnosti akumulovat
znecistujici latky (Kuzovkina a Quigley, 2005). Vrby jsou odolné vuci nékterym kovim jako
je kadmium, zinek, méd’, nikl, olovo nebo zelezo, a jsou schopné tyto kovy akumulovat ve
svych tkdnich. Vyhodou vrb oproti jinym bylinnym rostlindm, které se k tomuto ucelu
vyuzivaji, je schopnost vrb tvofit hlubsi a rozsahlejsi kotfenové systémy, a tak mohou byt
odstranény i kovy nachazejici se v hlubsich vrstvach pudy (Kuzovkina a Quigley, 2005). Vrby
jsou také Casto vyuzivany K zajisténi stability biehl, kde pomahaji zabranovat abrazi (eroze
zpusobena pohybem hladiny). Jejich vyhodou je, ze jsou schopny snaSet zaplaveni kotend,
nejéastéj$im druhem vysazovanym podél bieht je Salix fluviatilis (Gebauer et al., 2010).
Rada rodi devin v Ceské republice je V riizném stupni ohroZent, a to hlavné z diivodu

neustalého poklesu jedinci v danych populacich, coz je pravdépodobné zplsobeno
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nejriznéj$imi antropickymi vlivy jako jsou naptiklad fyzické niceni biotopti, radikélni zména
ekotopu, nevhodné hosporafeni a mnoho dalsiho. Tyto rozsahlé zasahy ¢lovéka vedli odborniky
k vytvofeni tzv. &ervenych seznamtl (Uradnicek, et al., 2017). V Ceské republice se vyskytuje
21 puvodnich druhd vrb (Danihelka et al., 2012). Z toho je 7 druhti vrb chranéno zakonem
0 ochrané piirody a krajiny (vyhlaska ¢ 395/1992 Sb.). Rada takto chranénych druhd je
vétSinou chranéna i uzemné prostiednictvim chranénych uzemi. Zékonem chranény druhy vrb
jsou znazornény na Obrazku 2. Ke kriticky ohrozenym dievinam z rodu Salix se tadi S. bicolor,
S. herbacea, S. lapponum, S.myrtilloides, S. nigricans, silné¢ ohrozena je S. appendiculata
a ohrozena S. repens. Ostatni vrby spadaji do kategorie bez ohroZeni, a tudiz nejsou chranény

zékonem (Uradniéek, et al., 2017).

m Kriticky ohrozené

Silné ohroZzené

OhroZené 5%

. 65%
Bez ohrozZeni 59%

Obrazek 2: Zakonem chranéné druhy vrb v Ceské republice (zpracovano podle Uradnicek, et al., 2017).

Cervené knihy/seznamy jsou na rozdil od legislativné tvofenych seznamii zalozeny na
studiu stavu vyskytu jednotlivych taxonti a zmény v Cetnosti populaci. Pro jejich sestavovani
jsou pouzivany dostupné herbérte a dalsi relevantni data (ekologicka, popula¢ni, geneticka). Ve
v&tsing statdl nejsou Cervené seznamy pravné zavazné (Uradnidek, et al., 2017). Na zékladé
Cerveného seznamu z roku 2017 jsou do kategorie kriticky ohroZené fazeny tyto druhy vrb
(Obrazek 3) S. myrtilloides, S. herbacea, S.bicolor, S. lapponum var. daphneola,
S. appendiculata. Do skupiny siln€¢ ohrozenych jsou zafazeny druhy S. myrsinifolia, S. hastata,
S. lapponum, S. repens, S. elaeagnos. Jako ohrozené jsou vedeny S. daphnoides
a S. rosmarinifolia a jako téméf ohrozena S. pentandra (Uradnicek, et al., 2017). Za vyhynuly
druh vrby je povazovan S. starkeana (Brandova, 2008 a 2010; Grulich, 2012; Grulich a Chobot,
2017).



m Kriticky ohorZzené

= Silné ohrozené
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Obrazek 3: Ohrozené druhy vrb v Ceské republice (zpracovano podle Grulich, 2012; Uradnicek, et al., 2017).

3.2.  SALIX HASTATA

Cesky nazev pro Salix hastata je vrba hrotolista popiipadé vrba $ipova. Vyskytuje se po
celé severni polokouli nejcastéji v borealnim pasmu Eurasie a na Aljasce, V teplejSich oblastech
se vyskytuje ostruvkovité ve vyssich horach (Chmelat a Koblizek, 1990). U nas roste pouze
vV Hrubém Jeseniku (Brandova, 2008 a 2010), na Slovensku ji nalezneme v Belanskych Tatrach,
Nizkych Tatrach a ve Velké Fatie (Simicek, 1992).

Tradi¢né je pfijiman koncept druhu, ktery se rozpada na 3 poddruhy, a to na vrbu
hrotolistou pravou (Salix hastata L. subsp. hastata), ktera se vyskytuje nejblize ve slovenskych
Karpatech, na vrbu hrotolistou svézi (Salix hastata L. subsp. vegeta) (Chmelat a Koblizek,
1990) a na Salix hastata L. subsp. Subintegrifolia, které se vyskytuje v severnich oblastech
Skandinavie, Ruska, na Sibifi a v Severni Americe, tento koncept je pfijiman i u nas (Elven
a Karlsson, 2000; Hrones et al., 2014).

Poddruh vegeta je poloplazivy ket, ktery dosahuje maximalni velikosti 2 metrt a délka
jeho zivota je piiblizné 30 let. Jeho kmen je v priméru velky asi 3 cm a vyristaji z né¢ho
vystoupavé vétve (Chmelai a Koblizek, 1990). Listy jsou u tohoto poddruhu eliptické az
okrouhlé, po okrajich pilovité, nahote zaspicatélé. Mladé listy maji na lici fidké chloupky, na
rubu jsou hust& chlupaté, v priibéhu ¢asu chloupky mizi (Simiéek, 1992). Z rubové strany jsou
listy svétle zelené az bélavé, lysé se sitnatou Zilnatinou (Chmelat a Koblizek, 1990). Palisty
jsou u této vrby dobie vyvinuté, velké, srd¢itého tvaru, k jejich opadavani dochéazi soucasné
s listy. Rozdilem od ostatnich vrb je, Ze se zlazky vyskytuji i na plose palistu (Simi¢ek, 1992).
Jehnédy jsou vélcovité dlouhé 2-4 centimetry. Samci kvéty obsahuji 2 ty€inky a lysé nitky,
samici kvéty maji stopkaté lysé seminko, blizny jsou zakiivené a dvoulalo¢né. Kvétni listeny
samic¢ich kvétd jsou nartizovélé az svétle hnédé (Chmelai a Koblizek, 1990). Hlavni kvetouci

obdobi této vrby je kvéten a Gerven (Simicek, 1992).



Kef se vyskytuje na vlhkych svazich podél potokd, casto na ptidach bohatsi o mineraly,
uptednostiiuje bazické podklady, jedna se o svétlomilnou rostlinu (Uradniéek et al., 2009).
V Ceské republice se vyskytuje v oblasti Hrubého Jeseniku, kde bylo nalezeno 12 historickych
lokalit vyskytu, nyni se nejspise vyskytuje pouze ve Velké a Malé kotlin¢€ a na svazich pod
Petrovymi kameny (viz Obrazek 4). V ostatnich oblastech vrba ziejmé vyhynula nebo zde byly

nalezeni jen kiiZenci se Salix silesiaca (Brandova, 2008 a 2010; Hrones et al., 2014).
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Obrazek 4: Vyskyt vrby hrotolisté (Salix hastata) v oblasti Hrubého Jeseniku (pievzato Hrones et al., 2014).

Vétsina populace, okolo sta jedinct, této vrby se vyskytuje v jiz zminéné Velké kotling,
kde dochazi ke kiizeni mezi vrbou hrotolistou (S. hastata) a vrbou skezskou (S. silesiaca)
avznika zde kiizenec zvany Salixxchlorophana, ktery byl ztéto lokality poprvé popsan
(Andersson 1865). Tento kiiZzenec na zdejsi lokalité prevazuje, nicméné bylo prokazano, ze oba
rodiCe i kiizenec se od sebe odlisuji upiednostiiovanim rozdilnych typd biotopu, proto bylo

ohroZeni vrby hrotolisté hybridizaci vyvraceno (Brandova a Vasut, 2010).

Salix silesiaca dosahuje vétsi velikosti nez S. Hastata a to az 4 metri, za pfiznivych
podminek muze byt i vySsi. Jeji velikosti a tvar je do znacné miry ovlivnén stanovistém
a nadmoiskou vyskou (Simigek, 1992). Délka Zivota je pfiblizné 40 let (Chmelai a Koblizek,
1990). Jednim z hlavnich rozliSovacich znaku této vrby je odlupujici se korkové pletivo, které
se vyrazné podoba liskové kie (Simigek, 1992). Listy ma eliptické aZ Siroce vejéité, na konci
se zuzuji do $picky, na lici lysé, na rubu rozptylené chloupky. Okraje listti jsou hrub¢ pilovité
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a po celém obvodu ruzné zvInéné, rasici listy jsou zbarveny do ¢ervena (Chmelai a Koblizek,
1990). S. silesiaca zacina kvést pred nebo zaroven s rasenim listd. Jehnédy ma piisedlé na
kratkych stopkéach. Stanovisté vyskytu jsou vlhkd a chladnd horskd udoli, strze horskych
potokil. JelikoZ je schopna snést mirny zastin miize byt nalezena i v lesich. V Ceské republice
se vyskytuje v Krkonogich, Sudetech a Beskydech (Simigek, 1992). Srovnani morfologie

taxont S. hastata, S. silesiacia a jejich kiizence je znazornén na Obrazku 5.

Obrazek 5: Srovnani morfologie dvou druhti vrb a jejich hybrida. A: S. hastata, B: S. silesiaca, C: hybrid S. hastata
L x S. silesiaca wild (pievzato ze Simicek, 1992).

3.3. HYBRIDIZACE A INTROGRESE U VRB

Jako pfirozenou hybridizaci oznacujeme jev, kdy dochéazi k sekundarnimu kontaktu
mezi dlouhodobé izolovanymi taxony ve volné ptirodé (Genovart, 2009). V minulosti panovaly
mezi biology rozdilné nazory na roli hybridizace v evoluci. Zoologové povazovali hybridizaci
za izolovany proces, které vede k taxonomickym nejasnostem, zatimco botanici na ni nahlizeli
jako na dalsi evolu¢ni proces (Genovart, 2009). V dnesni dobé¢ je hybridizace povaZovana jako
jeden z dulezitych evolucnich procesu u rostlin (Mallet, 2005; Whitney et al., 2010).
Hybridizace ovliviiuje evoluci nékolika zpisob, jedna se o jednu z forem genetické
rekombinace, vlivem jejiho ptisobeni dochazi ke generovani novych genotypt, které mohou
osidlovat nova stanovisté. Pfi stabilizaci hybridnich populaci, ¢asto pomoci polyploidie nebo
introgrese, muzu dojit K tvorbé novych biologickych druhti a pokud dojde ke ktizeni hybrida
S jednim rodi¢ovskym druhem, mize dochazet k toku gend mezi druhy (Stebbins, 1959). Témét
ve vSech pifipadech vede pfirozena hybridizace ke vzniku alesponi n¢kolika zivotaschopnym

potomklim S urc¢itou mirou plodnosti (Arnold, 1997).



Jedinec, ktery je oznacovan jako hybrid, je takovy organismus, ktery vznikl kiizenim
mezi jednici riznych druht (Rieseberg, 1997). Hybridni zona je oblast v ptirod¢, kde dochazi
Kk prostorovému a ¢asovému piekryvu a kiiZzeni mezi dvéma populacemi jedinct, ktefi se lisi
Vjednom nebo vice dédi¢nych znacich (Arnold, 1997). U rostlin byvaji hybridni zony
rozptylené, nelze je dobie geograficky rozlisit, a je pro né charakteristicky vyskyt hybridi ve
skupinach pfevazné na hranicich mezi riiznymi stanovisti (Harrison a Harrison, 1993).

Mezi vétsinou druhti existuje pouze nizka ¢etnosti tvorby hybridd, a to z toho divodu,
ze jejich vznik je ovlivnén reprodukénimi bariérami, které se snazi hybridizaci omezit
(Mallet, 2005). Vétsinou dochazi k adaptaci hybridi, pokud dojde k naruseni nebo zménam
v prostiedi typického pro rodi¢ovské druhy (Triest et al., 1997). Castym piikladem, kdy
k hybridizaci dochazi je tani ledovct vlivem globalniho oteplovani, které zasahuje mimo jiné
i evropské Alpy. Zde bylo prokazano, Ze dochazi ke zrychlenému tani ledovci jiz od 80. let
20. stoleti (Paul et al., 2004). Diky témto udalostem dochazi k sekundarnimu kontaktu mezi
n¢kterymi druhy vrb a vznikaji hybridi, ktefi jsou schopni osidlovat extrémni podminky, coz
umoziuje jejich souziti s rodi¢ovskymi druhy (Gramlich et al., 2016).

Nepomérné Castéji dochazi k hybridizaci druhti uvniti rodi, nez mezi jednotlivymi rody
(Whitney et al., 2010). U né€kterych skupin organismu se hybridizace vyskytuje mnohem ¢astéji
nez u jinych, u cévnatych rostlin je obecné hybridizace 2—3 krat rychlejsi nez u jednotlivyvh
druht zvitat. Konkrétné u cévnatych rostlin ve Spojeném kralovstvi bylo zjisténo, ze az 25 %
druhti hybridizuje nejméné s jednim dalsim druhem, Vv porovnani u evropskych motyld, savct
a ptaku bylo zjisténo, ze dochazi k hybridizaci u 6-12 % druht (Mallet, 2005). Bylo prokazano,
ze schopnost hybridizovat se vyskytuje ¢astéji u viceletych druhti rostlin a u druhu, které vytvari
difevinné rtstové formy. VysS§i schopnost tvorby hybridi pravdépodobné také koreluje
s proménlivou velikosti genomu, je ¢ast&jsi u rostlin opilovavanych abioticky (vodou nebo
vétrem) a u rostlin s asexualni reprodukei a s vétsim genomem (Mitchell et al., 2019).

U vrb se s hybridizaci (mezidruhové kiizeni) mezi druhy Salix setkavame velmi bézné.
Majorita hybridl je plodnd a je schopna se dale kiizit s jinymi hybridy nebo s ¢istymi druhy
(Newsholme, 1992). Praveé kvuli hybridizaci je identifikace a klasifikace druhti Salix velmi
obtiznd. Mezi faktory, které napomaéhaji vysoké trovni genetické rozmanitosti u téchto druhi
je jejich dvoudomost, tvorba velkého mnozstvi semen, které jsou rozptylovana vétrem,
a schopnost klonalniho rstu v kombinaci s dlouho Zivotnosti (Triest et al., 2000).

Stejné€ jako u vrb 1 u pfibuznych topolid dochazi k mezidruhovému kiizeni a vytvareni
hybridnich zon. Ptfikladem je studie zaméfena na dva odlisné druhy topoli Populus alba

a Populus tremola (Bresadola et al., 2019). I pies to, Ze jsou oba druhy ekologicky odlisné,
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nejsou mezi nimi reprodukeni bariéry zcela vybudovany, a proto dochazi v mistech piekryvu
jejich stanovist’ k hybridizaci (Christe et al., 2016). Prace byla zamétena na studium rozdilného
fenotypu mezi rodicovskymi druhy a jejich hybridy za pouziti rekombinantni mapovaci
populace slozené z rostlin, které byly vypéstovany ze semen hybridni zoény. Na zaklad¢ toho
byly charakterizovany piislusné geny a zjistén typ jejich dédicnosti, ktera ovliviiuje rozdilnost

mezi hybridy (Bresadola et al., 2019).

RozliSujeme dva typy hybridni speciace a to vznik homoploidi nebo polyploida
(Rieseberg a Willis, 2007). Jako polyplodni speciaci ozna¢ujeme nove vzniklou hybridni linii,
u které dochazi k duplikaci genomu hybrydt. Naopak u homoploidni speciace. nedochazi ke
zméné poctu chromozomt a tato speciace je méné Castd, a to hlavné kvili snizené kondici
hybridi v prvni generaci, jelikoZz jsou pomoci selekce omezovany nekompatibility a tito
hybridy nemaji duplikovany genom, a proto jsou schopni se zpétné kiizit se svymi
rodicovskymi druhy. Problém také nastava pfi jejich detekci, ¢asto u nich chybi diagnostické
vlastnosti jako je napiiklad pravé zména v poétu chromozomu (Rieseberg a Willis, 2007). Dale
muzeme hybridizaci rozd€lit na tu, které vzniké pfirozené a je soucasti evoluce taxont, a na
antropogenetickou, ktera se projevuje v dusledku ¢innosti ¢lovéka (Allendorf et al., 2001) (viz
Obrazek 6). Hybridizace uplatiiujici se pii vyvoji nékterych taxont, které vznikaji pfirozenym
genetickym misenim geni, fadime k TYPu 1. Dalsim typem (znacen jako TYP 2) ptirozené
hybridizace je pfirozena introgrese, které ale nevede k vytvotreni nového taxonu, také je sem
zatazen pienos mitochondrialni DNA, populace, v nichz se tento druh hybridizace vyskytuje,
ziskaly procesem alely z jinych taxont, u kterych nedochazi ke zvySovani Cetnosti pii dalsi
hybridizacich. TYP 3 je klasifikovan jako hybridni zony, které se bézné vyskytuji v mnoha
rostlinnych i zivo¢isnych taxonech (Barton a Hewitt, 1985). Dalsi tii typy hybridizace vznikaji
¢innosti ¢lovéka, prvnim piipadem (TYP 4) je situace, kde jsou detekovani primarné F1 hybridi
a dochézi ke zbyte€nému reprodukénimu usili, které miZe vyvrcholit az k demografickému
riziku. Dalsi dva typy hybridizace jsou spojeny s tzv. hybridnimi roji. Pokud je hybridizace
mezi dvéma druhy geograficky omezena a je stale mozné rozlisit rodicovské druhy od hybrida
jedna se o TYP 5. Jestlize dochazi k tvorbé fertilnich hybridd, ktefi se nasledné kiizi mezi
sebou, a i s rodi€i, za né€kolik generaci dojde ke vzniku hybridniho roje, kdy vlivem postupné
hybridizace bude dochazet ke zvySovani podilu jedinci hybridniho ptivodu, zatimco podil
rodi¢ovskych druhi bude postupné klesat (Allendorf et al., 2001).
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/ HYBRIDIZACE
PRIROZENA

TYP 1 | TYP 2 TYP3 ANTROPOGENETICKA

Hybridni taxon Introgrese HYbndny

Pouze F1 Zpétné kiizeni

Hybridni roj

F1 je sterilni

TYP'4 TYP 6

Hybridizace bez introgrese Rozsifena inrogrese Uplné miseni

Obrazek 6: Rozdéleni hybridizace do dvou zakladnich kategorii (pfevzato a upraveno Allendorf et al., 2001).

V piipadé studované hybridni populace S. hastata v Hrubém Jeseniku lze uvazovat
0 TYPu 2 nebo TYPu 3. Mira introgrese (TYP 2) neni ale dosud znama, zaroven ekologicka
data naznacuji (Brandova, 2008 a 2010), Ze populace by mohla mit charakter mozaikovité
hybridni zony podle vegeta¢ni typi/biotopd a introgrese by tak byla v této populace jen
omezena (TYP 3).

Vznik novych jedinci procesem hybridizace muze také ovliviiovat vztahy mezi
rostlinami a zivoc¢ichy. Hybridy mohou v nékterych piipadech vykazovat snizenou odolnost
proti bylozravetim a patogenim (Ericson et al., 1993, Floate et al., 1993) a mohou piisobit jako
tzv. ,,hybridni dfez*, kdy dochazi k vabeni Skidci k témto jedinciim, ¢imz se sniZuje schopnost
Sktidcti napadnou a adaptovat se na rodi¢ovské druhy (Whitham et al., 1989). Tyty skute¢nosti
rodi¢ovskym druhtim (Orians a Fritz, 1995; Waltz a Whitham, 1997; Fritz et al., 1999). Tento
fenomén mohl sehrdt vyznamnou roli v dramatickém ubytku Cetnosti druhu (a nékterych
ktiZzencit) v poslednich 30 letech ve Velké Fatte (J. Kliment, ustni sdéleni). Hybridi nemusi byt
jen citlivéjsi nez rodiCovské druhy, ale také mohou byt odolnéj$i, vytvaret pfechodné hostitele,
kdy dochéazi ke zménam v hustotach parazitii, a ve slozeni jednotlivych druhti nebo se svoji
citlivosti podobaji jednomu z rodi¢ovskych druhti (Boecklen a Spellenberg 1990, Fritz et al.,

1996). Tato posledni moznost rezistence hraje dalezitou roli ve stabilizaci hybridnich zon tim,
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7e bylozravei nebudou uptednostiiovat hybridy pied rodi¢ovskymi druhy, a tak nebudou
pusobit jako selektivni Cinidla vié¢i témto hybridim (Fritz, 1999). Tyto interakce mezi
zivocichy a hybridnimi rostlinami mohou hrat dtlezitou roli v evoluci hybridnich druht (Fritz,

1999).

Introgrese je definovdna jako pohyb genii mezi druhy, ktery je umoznén pomoci
zpétného kiizeni nebo zjednodusené jako pfenos genli mezi populacemi, které jsou geneticky
vzajemné rozliSitelné (Rieseberg a Carney, 1998). Pro proces introgrese jsou nezbytné tii faze
a to, prvotni tvorba Fi1 hybridl, jejich nésledné zpétné kiizeni z jednim nebo druhym
rodiCcovskym druhem a naslednd pfirozend selekce urcitych rekombinantnich variant
(Stebbins, 1959). Je pomérné obtizné detekovat introgresi na zakladé morfologickych znakd,
ato ztoho divodu, Ze pii zpétném kiizeni dochazi ke vzniku jedince podobajiciho se
rodiCovskym druhim. Pii kazdém zpétném kiizeni také dochazi k ubytku genetického
materidlu od druhého rodice, coz ztézuje detekci introgrese také pomoci genetickych metod
(Martinsen et al., 2001). U vrb je to o to komplikovan¢jsi, Zze n€které druhy (mezi néz
S. silesiaca patii) vykazuji vysokou miru plasticity a je velmi t€zké (mnohdy nemozné) odlisit
od sebe geneticky projev zpétné hybridizace od fenotypové plasticity ¢istého druhu, coz bylo
I recentné prokazano celo-genomovym genotypovanim v komplexu tetraploidnich uzkolistych
vrb (R. J. Vasut, in prep). Proto jsou v soucasné dobé vyuzivany molekularné genetické
markery, které jsou nezavislé a vyznacuji se jednoduchymi zplsoby dédicnosti a exprese.
Vyhodou je také jejich znaéné mnozstvi oproti morfologickym znaktm (Martinsen et al., 2001).
Introgrese muze mit rizné disledky (Arnold, 1992). V dusledku introgrese muze dochazet
k slou¢eni hybridizujicich forem (Wynn, 1986) nebo naopak k posileni reprodukénich bariér na
zaklad¢ asortativniho parovani (Howard 1986). Diky introgresi se také mohou vytvaret nové
typy genotypi, které jsou schopny kolonizovat novou lokalitu (Lewontin a Birch, 1966).
V ptipadég, Ze jsou adaptivni alely udrzovany v genomu pomoci ptirozeného vybéru mluvime
0 adaptivni introgresi (Rieseberg et al., 2003). Ptikladem adaptivni introgrese u rostlin miizeme
pozorovat u slune¢nice, u které se vytvorila zvySena odolnost vici bylozraveim (Whitney
et al., 2006) nebo schopnost kosatce tolerovat povodné (Martin et al., 2006). Tento typ
introgrese také hraje dulezitou roli v prostfedi, kdy mnoZstvi genetickych variaci a mutaci
piinasi pouze omezenou moznost adaptace (Hamilton a Miller, 2015).

Introgrese byla studovana napiiklad u druhd Salix purpurea a Salix helvetica, mezi
kterymi se zacali tvofit hybridi nasledkem sekundarniho kontaktu v evropskych Alpach vlivem
tani ledovce (Gramlich et al., 2016). Pomoci bialelickych SNP (Single-Nucleotide
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Polymorphism) byla zjistovana povaha zpétnych kiizeni mezi F1 hybrid x rodi¢ a F1 hybrid
x F1 hybrid. V ptipadé, ze se v této populaci vyskytuje vétsina F2 hybrida (F1 hybrid x F1
hybrid) bude potencionaln¢ dochazet ke tvorbé hybridnich roji a evoluce hybridi. Zatimco
pokud se zde bude pievazovat zpétné ktizeni, zvysi se pravdépodobnost introgrese genti mezi
hybridy a rodi¢ovskymi druhy. Bylo zjisténo, ze populaci tvoii rodi¢ovské druhy a hybridi,
kteti vznikali pfevdzné kiizenim, a to bud’ s rodicovskymi druhy nebo F2 hybridy. Tato

Mrwe

pienos nékterych adaptivnich vlastnosti mezi druhy (Gramlich et al., 2018).

3.4. MOLEKULARNI MARKERY VYUZIVAJICI SE U ROSTLIN

Je nékolik moznosti, jak pojem marker definovat: a) jedna se o orienta¢ni bod nebo alelu
nachazejici se na chromozomu, ktery slouzi k identifikaci specifické oblasti DNA (Semang
et al., 2006); b) gen se snadno urcitelnou fenotypovou expresi, ktery se vyuziva pro urceni
jednotlivce nebo buiiky pifipadné se mize jednat o sondu k oznaceni jadra, chromozomu nebo
urcitého lokusu na chromozomu (King et al., 2006). Jelikoz se markery a zkoumané geny
nachazeji v blizkosti na stejném chromozomu, pii vzniku nové generace rostlin, nedochazi
k jejich rozdéleni (Semang et al., 2006). Markery muZeme rozdélit do nékolika skupin, prvni
skupina jsou markery, jejichz detekce je zalozena na vizualn€ hodnotitelnych znacich, jako jsou
naptiklad ur¢ité morfologické vlastnosti rostliny. Druhou skupinou jsou markery zalozené na
ur¢itém genovém produktu tzv. biochemické markery a posledni skupina jsou markery pro
identifikaci ur¢ité oblasti DNA — molekularni markery (Semang et al., 2006).

Molekularni markery miZeme rozdélit na dominantni, pfi jejich pouZiti nelze rozlisit
homozygota od heterozygota a vyuzivaji se pro odhadovani genotypu, ale nelze pomoci nich
urcit frekvence alel, patii sem naptiklad RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)
nebo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism). Druhym typem jsou markery
kodominanti, diky kterym Ize rozliSovat homozygoty od heterozygoti a jejich uplatnéni je pti
odhadu frekvenci alel v populacich, do této skupiny jsou fazeny mikrosateliny a vétsina RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Ouborg et al., 1999). Markerové systémy, které
jsou zaloZeny na PCR, byly velmi pfinosné pro vyvoj a nasledné zaclenovani genetickych map
u zna¢ného mnozstvi rostlin. Konkrétné pro tento pfipad byla mimo jiné vyuzita kombinace
AFLP markert s opakovanim jedné sekvence SSR (Single Sequence Repeat), diky cemuz bylo
mozné selektivné amplifikovat polymorfni mikrosatelitoné lokusy (Morgante a VVogel, 1994).

Dale byly AFLP markery naptiklad pouZzity pii genetické analyze hybridi vytvofenych
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kiizenim mezi Salix alba L. (vrba bild) a Salix fragilis L. (vrba kiehka) a nasledné byl

posuzovan typ dédi¢nosti v této populaci (Barcaccia et al., 2014).

Mikrosatelity (Litt a Luty, 1989) jsou jednoduché tandemové opakujici se sekvence
DNA, které se nachazeji v rizném zastoupeni napii¢ genomy vSech organismi (Chambers
a MacAvoy, 2000). Nachazi se jak v kodujicich, tak nekodujicich oblastech jaderného genomu
a jsou charakteristické vysokym stupném polymorfismu (Zane et al., 2002). Mikrosatelity se
vyskytuji také v genomu chloroplasti (Provan et al., 2001) a mitochondrii (Soranzo et al.,
1999). U zvitat je nejéastéj$im opakovanim AC, zatimco u rostlin AT, jedna se tedy o obecny
znak, diky kterému muizeme rozliSovat Zivoc¢isné a rostlinné genomy (Powell et al., 1996).
divodu je snadné ho detekovat pomoci polymerazové fetézové reakce, jejich vyuziti je
ptedevsim v genetice a pii Slechténi rostlin, konkrétné svoje upotiebeni nasli pfi urovani
otcovstvi, konstrukci genomovych map o vysoké hustoté, genovém mapovani, jako markery
pro ruzné selekce a pii urCovani genetickych a evolu¢nich vztaht (Parida et al., 2009)
Vyhodou téchto markeru je jejich vysoky polymorfismus, vétSinou jsou kodomonantni, analyza
vyZzaduje mala mnozstvi DNA a lze ji snadno automatizovat, naopak jejich nevyhodou jsou
vysoké naklady na jejich vyvoj a dostupnost pouze pro urc¢ité druhy (Semang et al., 2006).
Vyuziti mikrosatelitd je napiiklad pfi charakterizaci a rozliSeni jedinct, ktefi jsou dale
vyuzivani pro Slechtitelské ucely. Tato analyza byla provedena u topold a 0sik, které jsou stale
Castéji vyuZivany pro vyrobu biomasy, kdy bylo nutné selektovat jedince s vhodnymi
vlastnostmi (Liesebach et al., 2010).

Markerové systémy, o kterych byla zminka vyse, jakou jsou RFLP, RADP nebo AFLP
vyrazné prispély k pochopeni organizace genomu a genetické variability, nicméné jsou vSechny
zavislé na gelové elektroforéze, coz nema tak velkou vypovidaci hodnotu, jelikoz pii separaci
rizné velkych fragmenti DNA muze dochazet k obtizim pti vyhodnocovani alelické konstituce
pouze na zaklad¢ dostupnych prouzku na gelu. (Jaccound et al., 2001). Z tohoto duvodu se
zahajilo vyvijeni novych metod, které by tato omezeni prekonavaly. Zacaly se pouzivat metody
zalozené na hybridizaci, kde byly pfislusné sondy imobilizované na pevném nosici, piikladem
jsou DNA ¢Cipy, které byly vyvinuty pro identifikaci a genotypizaci jednodukleotidovych
polymorfismi (SNP z angl. Single Nukleotide Polymorfismus), nicméné tato analyza je
nakladny a pracny proces, ktery zahrnuje DNA sekvenovani, proto neni tato metoda vhodna
pro bézné analyzy napiiklad zemédé€lskych plodin Proto byly hledany jiné metody, které by

mély podobné rozliSovaci schopnosti, ale s vétSim rozsahem a nizs§i cenou analyzy, z tohoto
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divodu byly vyvinuty tzv. DArTseq (Diversity Array Technology sequencing), které
predstavuji vysoce vykonny, nizkondkladovy systém S minimalnim narokem na mnoZzstvi
analyzované DNA a jsou schopny poskytovat komplexni analyzu genomu i u organismii bez
znalosti DNA sekvence. Jejich mozné vyuziti je pii genetickém mapovani, $lechténi s vyuzitim
genetickych markerti nebo pii pozorovani zmén metylace v genomu (Jaccound et al., 2001).
Vyhodami téchto markerti je jiz zminéna nezavislost na DNA sekvenci, jednd se o vysoce
kvalitni markery, nejsou zalozeny na analyze pomoci elektroforézy, je mozné je plné
automatizovat a jsou efektivni s ohledem na cenu, zvlasté pokud se vyuZzivaji na multiplexované
testy (vice jak 100 markerti) (Wittenberg et al., 2005).

Princip analyzy pomoci DArT je znazornéna na Obrazku 7. A) Nejprve dochazi
k izolaci genomické DNA jednotlivych vzorku, které jsou zajmem studia, a jejich smichani
dohromady. Nasledné dochdzi k St€épeni DNA pomoci restrikénich enzym, kdy se vytvoii
fragmenty na které se liguji specifické adaptéry. Dal$Sim krokem je redukce komplexity, ktera
je zajistovana pomoci PCR s primery navrzenymi k naligovanym adaptériim. Takto pfipraveni
fragmenty jsou zaklonovany do vektory, kde dochazi k jejich amplifikaci a purifikaci. Nakonec
jsou klony naneseny na pevny podklad. B) Ze dvou znarodnénych vzorkd jsou vytvoteny
reprezentace popsané v A). Jednotlivé reprezentace jsou rozliSeny pomoci rozdilnych
fluorescen¢nich barviv (Cervend, zelend), smichdny a hybridizovany na array. Nésledné je
méfena intenzita signall (zelena:cervend) u kazdého policka arraye. Oblasti zajmu jsou policka,
kdy se pomér signalii vyrazné lisi (liSi se tudiz i dva porovnavané fragmenty genomu).
C) Vzorek uréeni k analyze je pfeveden na reprezentaci podle postupu A) a oznacen
fluorescenéné. Cervenou barvou jsou oznadeny fragmenty naleZici klonovanému vektoru (jsou
spole¢né pro vSechny poli¢ka. Dochazi k hybridizaci Cervenych (z vektoru) a zelenych
(pfedstavuje reprezentaci) fragmenti na array a nasledné dochézi k analyze intenzity signald.
Na pfipravené arrayi je mozné analyzovat jakykoliv organismus se stejnym genofondem,

Z kterého byla array vytvotfena
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Obrazek 7: Schématické znarodnéni analyzy pomoci DArT marker. (pfevzato a upraveno Jaccound et al., 2001).

Nejprve byly DArT markery pouZity pro druh s relativné jednoduchym genomem, coz
byla ryze (Jaccound et al., 2001). Pozdgji zacaly byt pouzivany i pro druhy se slozit&j$imi
genomy jako je naptiklad je¢men (Wenzl et al., 2004). Nasledovalo pouziti téch markerd
u Arabidopsis thaliana. Tento experiment se odliSoval tim, ze byly pouzity dva restrikéni
enzymy, kdy K jejich mistim Stépeni byly ligovany dva rozdilné adaptéry (kazdy pro jeden
enzym) a dale byl pouzit tfeci enzym, K jehoz §tépnym mistim adaptér ligovan nebyl. Dal§im
rozdilem bylo to, ze adaptérové sekvence na vzniklych fragmentech se liSily od adaptérovych
sekvenci fragmentl, které byly imobilizované na array, ¢imz bylo zabranéno hybridizaci
fetézcli komplementarnich k adaptériim, které byly spolecné pro vSechny analyzované klony
(Wittenberg et al., 2005). Tyto markery byly jiz pouzity ke studiu vrb, kdy prvni studie pfinesla
pouze zjisténi, Ze 1 v ramci evoluén€ mladych druht Ize pomoci této metody velmi spolehlivé
odlisit zakladni druhy (Przyborowski et al., 2013). V soucasnosti byly markery testovany pro
vyuziti identifikace k¥izenci vrb, kde se ukazalo, Ze tato metoda dokaze extrémné spolehlivé
stanovit nejen F1 kiiZence, ale také zpétné kiizence s rodiCovskymi druhy nebo kiiZence tii

druhti (Vasut et al., in prep.).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. ROSTLINNY MATERIAL

Byly analyzovany rostliny druhti Salix hastata, Salix silesiaca a jejich kiiZzence Salix

xchlorophana. Piehled jedinct je shrnuty v Tabulce 2.

4.2. POUZITE CHEMIKALIE, SOUPRAVY
» Chemikalie
o HyperLadder 100 bp, Biolone
o Barvicka pro obarveni gelu Simply safe, EURX
o 96 % ethanol, VWR International
o TRIS (ultra pure), VWR International
o Kyselina borita, Lach-Ner
» Komercni kity
o DNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN
o TaKaRa Ex Taqg, Clontech
» Pouzité roztoky
o 1% agardzovy gel, 2 g agarozy; 200 ml 0,5% TBE pufr
o 10x TBE pufr (108 g TRIS, 55 g kyseliny borité, 900 ml ddH20, 40 ml 0,5M
EDTA, pH 8)
» Software
o FireReader V4, Uvitec
o NanoDrop 2000
o SPLITSTREE verze 4.16.2 (Huson a Bryant 2006)
» [https://uni-tuebingen.de/fakultaeten/mathematisch-

naturwissenschaftliche-

fakultaet/fachbereiche/informatik/lehrstuehle/algorithms-in-

bioinformatics/software/splitstree/]
o STRUCTURE verze 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2007; Hubisz et
al., 2009)
= [https://web.stanford.edu/group/pritchardlab/structure.html]
o STRUCTURE HARVESTER (Earl a vonHoldt, 2012)
» [http://taylor0.biology.ucla.edu/structureHarvester/]
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4.3. SEZNAM POUZITYCH PRIiSTROJU A ZARIZENi
o Analytické vany HR — 120, AND
o Centrifuga 5414D, Eppendorf
o Centrifuga 5804R, Eppendorf

o Centrifuga cytologickd PCR plate spinner, VWR

o Elektroforeticka vana owl easycast B1, Thermo scientific

o Flowbox, Telstar PC-100

o Chladni¢ky Liebherr

o Mastercycler vapo. Protect pro S, Eppendorf
o Mikrovinna trouba, ETA 3203
o Mileci nddoba MM 301, Retsch

o Spektrofotometr NanoDrop 2000, Thermo Scientific

o Thermocycler PTC - 200, MJ RESEARCH
o Trtepacka laboratorni MS 2 minishaker, IKA
o Trtepacka Mixing block MB-102, BIOER

o UV transluminator Unitec cambrigde, Biotech

o Vyrobnik vlo¢kového ledu Ice Makers, Brema

o Zdroj minis 300, Major science

4.4. POUZITE MIKROSATELITY

V této praci byly pouZity jako molekularni markery mikrosatelity, jejich ptehled je

uveden v Tabulce 1. Bylo vyuzito mikrosatelitt vyvinuté pro jiné druhy vrb (Barker et al., 2003;

Stamati et al., 2003) a které byly jiz dfive optimalizovany a uspésné pouzity v laboratornich
podminkach katedry botaniky PiF UP (Brandova, 2008 a 2010; Sochor, 2009).

Tabulka 1: Pfehled pouZitych mikrosateliti a jinech primerda.

Nazev | Sekvence primeru 5°-3" Motiv repetice | Teplota Fluorescen¢ni Zdroj
annelingu [°C] | barvivo (M13)

SX12 | TATTGCTTTGATGGCGACTGC [ACCGCC]s 51 FAM Barker et al.,
CAGCAACGGAAATAGCAACAG | ACCGC 2003

SX13 | GACGCACATACACCATTACAC [GT]17 51 VIC Barker et al.,
TGTTAGAAAATTAGGCACGGA 2003

SX18 | CTGTTTCCTGCCACTATTAC [GCC]o 51 NED Stamati et
TATAATCTGTCTCCTTTTGGC al., 2003
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Niazev | Sekvence primeru 5°-3" Motiv repetice | Teplota Fluorescenéni Zdroj
annelingu [°C] | barvivo (M13)

SX20 | CCTCTTTTTCTATTGTGGTCT [CT]aCC 51 VIC Barker et al.,
GGCATGTATTTTTACTCCAAC [CT]3[CA]22 2003

SX22 | TATAAAGACAAATACCTGGGG | [CA]2[GA]2GGAA | 55 VIC Barker et al.,
CATCAAAGACTGCTAGAAAGG | [TA]2[CA]15GA 2003

SX23 | AAATTACCGTCCAACTAAAGA | [TA]2[TGTGCG]a | 55 PET Barker et al.,
CATTAGCCATGAACAAGTAAA | [TG]o 2003

SX24 | ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC [GCCJsATCATT | 51 PET Barker et al.,
GACAACGCCATTCACATGACC | CCCC[GCC]a 2003

4.5. POUZITE EXPERIMENTALNI A VYHODNOCOVACI POSTUPY

4.5.1. Sbér a uchovani rostlinného materialu

Studované vzorky vrb pochézeji z lokality jediného vyskytu S. hastata v Cesku, tj.
Velké kotliny v Hrubém Jeseniku (NPR Pradéd). Sbéry byly realizovany v letech 2011-2013
R.J. Vasutem a B. Brandovou, dopliiujici sbéry byly provedeny v ¢ervenci 2020 (R. J. Vasut).
Do analyz byly zatfazeny vybrané vzorky pochdzejici z Nizkych Tater (Velky Bok) a Velké
Fatry (prameni$té a hrana karu hory Ploska), sbirané v 1ét¢ 2019. Starsi sbéry byly provedeny
odbérem nékolika listd, u novéjsich sbért (2019-2020) byly vzdy odebrany i s malou vétvickou
pro vytvoreni herbafového dokladu (a morfologickému srovnani). VSechny sbéry byly
uskutecnény s adekvatnimi povolenimi pro realizaci vyzkumu v Hrubém Jeseniku (NPR
Pradéd), tj. na zékladé povoleni vyjimky ze zédkona dle § 43 odst. 3 zédkona ¢. 114/1992 Sb.
adle § 56 odst. 1 a 2 zdkona ¢. 114/1992 Sb. (ud€leno pro léta 2011-2015, recentné obnoveno
pro obdobi 2019-2021). Rostliny pivodem ze Slovenska byly sbirany ve spolupraci s Dr. D.
Bernatovou (Botanicka zahrada Univerzity J. A. Komenského v Blatnici) a Dr. P. Turisem
(sprava Narodniho parku Nizké Tatry) v rdmci jejich povoleni.

V mych analyzach jsem pivodné testovala 226 vzorkd S. hastata a S. silesiaca
Z Hrubého Jeseniku a jinych stfedoevropskych populaci (Nizké Tatry, Velka Fatra), z toho

vvvvvv

z poslednich 2 let. Prehled pouzitych rostlin je shrnuty v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Ptehled vech analyzovanych druhu a jejich kiizencu.

48°56'0.050"N, 19°7'29.212"E

PCR
Taxon Lokalita / GPS Oznaceni polozek .
desticka
salix hastata Hruby Jesenik, Velka kotlina, horni ¢ast H1-H43 1
50°3'27.052"N, 17°14'12.064"E
. Nizké Tatry, Velky Bok
Salix hastata 48°56'38.571"N, 19°52'45.536"E NT-89, NT-93, NT-100 1
salix of. hastata x Velka Fatra, Ploska, hrana karu a
silesiac;z « hastata navazujici mokrady VF38-prm, VF183, VF151, VF190 2
48°56'0.050"N, 19°7'29.212"E
Salix silesiaca Hruby Jesenik, Velka kotlina, horni ¢ast $3-520 1
50°3'27.052"N, 17°14'12.064"E
Nizké Tatry, Velky Bok
lix silesi NT-73, NT-77 1
salix silesiaca 48°56'27.650"N, 19°52'50.808"E 3
Velka Fatra, Ploska, hrana karu a
Salix silesiaca navazujici mokrady VF6B, VF7A, VF97, VF27, VF73 2
48°56'0.050"N, 19°7'29.212"E
Hruby Jesenik, Velka kotlina, horni ¢ast
i . (kriz i ! ! Z1-77, X12-X13, F1, 217-2 1
salix sp. (kfizenci) 50°3'27.052"N, 17°14'12.064"E ' 3 FL, 38
) o Nizké Tatry, Velky Bok NT-76, NT-88, NT-94
Salix sp. (kfiZenci) e ot " e " 2
48°56'27.650"N, 19°52'50.808"E NT-75, NT-78, NT-84, NT-96
VF1LD, VF14LD, VF21, VF35, VF43, VF59, VF74,
VF93, VF107B, VF134, VF1P, VF22, VF36, VF44,
VF60, VF81, VF122, VF135, VF7LD, VF15P, VF24,
VF37, VF61, VF83, VF98, VF123, VF136, VF2P,
Velka Fatra, Ploska, hrana karu a VF8, VF15LD, VF25, VF48, VF62, VF84, VF99,
Salix sp. (kfizenci) navazujici mokrady VF138, VF3A, VF9, VF16A, VF49, VF66, VF89, 2
48°56'0.050"N, 19°7'29.212"E VF100, VF125, VF147, VFVD3, VF10, VF16B,
VF30, VF40, VF52, VF68, VF90, VF101, VF126,
VF14P, VF5, VF12, VF18, VF34A, VF41, VF53,
VF70, VF91, VF102, VF127, VF2LD, VF6A, VF13,
VF20, VF24NP, VF42, VF56, VF92, VF104, VF133
. . Nizké Tatry, Velky Bok
Salix al NT-90 1
alx dipina 48°56'27.650"N, 19°52'50.808"E
) Nizké Tatry, Velky Bok
-91 - 1
Salix retusa 48°56'27.650"N, 19°52'50.808"E NT-91, NT-99
Velka Fatra, Ploska, hrana karu a
Salix caprea navazujici mokrady VF124,VF39 2
48°56'0.050"N, 19°7'29.212"E
Velka Fatra, Ploska, hrana karu a
Salix cinerea navazujici mokrady VF47 2
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45.2. 1zolace DNA

Pro izolaci DNA byly pouzity listy bez zjevné infekce houbami. K extrakci byl pouzit
extrak¢ni kit firmy Qiagen, DNeasy Plant Mini Kit, izolace probihala pii pokojové teploté. Do
konickych mikrozkumavek bylo navazeno 20 pg listd bez stfedové zilnatiny. Do kazdé
mikrozkumavky byly vlozeny 2 keramické kulicky a takto pfipravené zkumavky byly umistény
do mleci nadoby a promichany na homogenizatoru (Retsch) na 3 min a 30 Hz. Pokud nebyly
listy dobi'e rozdrceny krok se opakoval. Do mikrozkumavek bylo ptidano 400 pl pufru AP1 a4
ul RNasy A, tyto dvé slozky neni mozné namichat pfed pouzitim. Takto pfipravena smés byla
smichana a inkubovana 10 min na 65°C. Po inkubaci bylo pfidino 130 ul pufru P3
a inkubovdno 5 min na led&. Nésledovala centrifugace 5 min pii 20.000 g. Mezi tim byly
ptipraveny kolonky QIAshredder spin column, které byly vloZzeny do 2 ml sbérnych
mikrozkumavek. Supernatant (400 ul) byl po stoCeni na tuto kolonku pfepipetovan
a centrifugovan 2 min pti 20.000 g. Filtrat, ktery prosel ptes kolonku byl smichan s 1,5 X vétSim
objemem pufru AW1, nez jaky byl pfenesen na kolonku (600 ul). Smés byly propipetovana
a nanesena na kolonku DNeasy Mini spin column umisténé do 2 ml sbérné miktozkumavky,
centrifugace probihala 1 min pii 6.000 g. Protekly filtrat byl vylit. Na kolonku bylo naneseno
500 pl pufru AW2, centrifugace 1 min pii 6.000 g, filtrat byl vylit a tento krok opakovan pouze
se zménou centriguface na 2 min pii 20.000 g. Kolonky byly umistény do novych (finalnich)
mikrozkumavek a bylo na né¢ naneseno 100 pl pufru AE pro eluci DNA. Vzorky byly
inkubovany 5 min pii pokojové teploté€ a poté centrifugovany 1 min pii 6.000 g. Posledni krok
byl opakovan.

Sbéry z let 2011-2013 a dopliujici sbéry pro DArTseq genotypovani (2020) byly
zpracovany klasickou CTAB extrak¢éni metodou (Doyle a Doyle, 1987; Brandova, 2010).

4.5.3. Kontrola extrahované DNA a stanoveni jeji koncentrace pomoci

Nanodropu

Po izolaci byly vzorky smichany s vzorkovacim pufrem v poméru 2 pl pufru + 3 pl
DNA a naneseny na 1 % agarézovy gelu obsahujici barvivo Simply safe a separovany 10 min
pii 150 V. Nasledn¢ bylo pomoci UV transluminatoru vizualné ovéteno, ze vzorky obsahuji
extrahovanou jadernou DNA. U vzorka, kde nebyla prokazana pfitomnost DNA byla extrakce
opakovana. Po ziskdni DNA vybranych vzork rostlin byla stanovena jeji pfiblizna koncentrace

pomoci piistroje NanoDrop.
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vzorkll pii -20°C, ¢ast vzorkd pfi -80°C. Koncentrace DNA téchto vzorkii byla rovnéz

stanovena pomoci pfistroje NanoDrop.

4.5.4. Amplifikace DNA

Dalsim krokem byla amplifikace DNA pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce,
zkratka z ang. polymerase chain reaction). Vzorky byly piepipetovany do 96-ti jamkovych
desti¢ek pro urychleni prace. Umisténi vzorki v destickach je uvedeno v Tabulce 3 a Tabulce
4. Pro rychlejsi orientaci jsou vzorky oznaceny kody, jejichZz seznam se nachazi v Tabulce 2.
V destickéach byly vynechany 3 posledni pozice. Prvni byla pro negativni kontrolu a dalsi dvé
kvili nefunkcnosti dvou kapilar sekvenatoru, vzorky se tedy zurCitych pozic museli

prepipetovat nakonec, tak aby doslo k jejich analyze.

Tabulka 3: Umisténi vzorkti v 96-ti jamkové destiéce. Desti¢ka oznaéena jako 1

1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10 11 12
A H1 H10 H24 H32 H41 Z6 S18 219 227 235 NT78 NT94
B H2 H17 H25 H33 H42 z7 S19 220 228 236 NT82 NT96
C H3 H18 H26 H34 H43 S3 S20 221 229 237 NT84 NT99
D H4 H19 H27 H35 Z1 S4 X12 222 230 238 NT88 | NT100
E H5 H20 H28 H36 Z2 S5 X13 223 231 NT73 | NT89 | NT101
F H6 H21 H29 H37 Z3 S6 F1 224 233 NT75 | NT90
G H7 H22 H30 H39 Z4 S11 217 225 233 NT76 | NT91
H H8 H23 H31 H40 Z5 S17 218 226 234 NT77 | NT93
Tabulka 4: Tabulka 3: Umisténi vzorkl v 96-ti jamkové desticce. Desticka oznacena jako 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
A | VFILD | VF6B | VF14LD VF21 VF35 | VF43 | VF59 | VF74 | VF93 | VF107B | VF134 | NT4
B VF1P VF7A VF14P VF22 VF36 | VF44 | VF60 | VF81 | VF97 VF122 | VF135 | NT5
C | VF2LD | VF7LD | VF15P VF24 VF37 | VF47 | VF61 | VF83 | VF98 VF123 | VF136 | NT6
D | VF2P VF8 VF15LD VF25 VF38 | VF48 | VF62 | VF84 | VF99 VF124 | VF138 | NT7
E | VF3A VF9 VF16A VEF27 VF39 | VF49 | VF66 | VF89 | VF100 | VF125 | VF147
F | VF3VD | VF10 VF16B VF30 VF40 | VF52 | VF68 | VF90 | VF101 | VF126 | VF151
G VF5 VF12 VF18 VF34A | VF41 | VF53 | VF70 | VF91 | VF102 | VF127 | VF183
H | VF6A VF13 VF20 VF34NP | VF42 | VF56 | VF73 | VF92 | VF104 | VF133 | VF190
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Reakéni smés byla pripravena podle nasledujici tabulky (viz Tabulka 5) pro 96 vzorkt
a za podminek nize (Tabulka 6).

Tabulka 5: SloZeni reak¢ni smési na 1 a 96 vzork.

Slozky smé&si 1 vzorek [ul] 96 vzorki [pl]
H20 5,29 507,84
10x Ex Taq pufr (véetns Mg 2*) 1 96
2,5 mM sNTP mix 0,8 76,8
10 uM primer Forward 0,8 76,8
10 uM primer Reverse 1 96
10 uM fluor. Primer (PET, VIC, FAM, NED) 0,06 5,76
TaKaRa Ex Taq polymeraza (5U/ul) 0,05 4,8
DNA 1 -
Celkovy objem reakce 10 pl

Tabulka 6: Podminky PCR reakce.

Proces Teplota [°C] Cas [s] | Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 94 30 1
Denaturace 94 30
Navazani primertt | 51/55 (v zavislosti na konkrétnim mikrosatelitu) 30
Prodluzovani 72 60 %
Finalni prodluzovani 72 60
Konec reakce 4 0

Po provedeni PCR reakce byly desti¢ky uchovavany v mrazaku pfi teploté — 20°C.

4.5.5. Purifikace PCR produkti

Pro naslednou fragmenta¢ni analyzu mirosatelitli bylo nutné vzorky po PCR precistit,
abychom se zbavili interferujicich slozek a neposSkodili kapilary analyzatoru.

Nejprve byla piipravena smés 96% ethanolu a 3M NaAc (pH 4,3), na 2 desky bylo
smichano 7 ml 96% ethanolu a 337,5 ul NaAc. Takto pfipravena smés byla promichana

a napipetovana do jamek se vzorky, které¢ byly pfedem rozpusténé a stocené. Na jamku bylo
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pipetovano 36,5 ul smési. Poté byly desky zalepeny folii a vortexovany cca 7 s, tak aby nedoslo
ke kontaktu smési a folie. Desky byly inkubovany pii pokojové teploté 15 min ve tmé, aby
nedochézelo k vyzatovani fluorescencniho barviva. Nasledné byla vychlazena centrifuga na
4°C a vzorky byly po uplynulé dobé centrifugovany 45 min pii 3600 RPM a 4°C. Po
centrifugaci byl supernatant vylit a desky osuSeny pomoci bunicité vaty. Pak byla provedena
purifikace pomoci 50 ul 70% ethanolu na jamku pipetovano a nasledovala centrifugace 22 min
pti 3600 RPM a 4°C. Krok purifikace byl opakovan (celkem 2 purifikace 70% ethanolem). Dale
byly desky umistény do flowboxu, kde byly suseny po dobu 30 min bez svétla, dokud nedoslo
k vysuseni ethanolu. Nakonec bylo na jamku ptidano 12 pl redestilované vody a pro lepsi
rozpusténi byly desky centrifugovany 1 min pti 3600 RPM. Na zavér se desky inkubovaly 15

min v lednici a nasledné byly uchovavany v mrazaku pti -20°C.

4.5.6. Fragmentacni analyza

Desky pro jednotlivé mikrosatelity byly rozdéleny do skupin na zékladé obsahujicich
fluorescen¢nich primerd M13 tak, aby byla ve skupiné vzdy pouze jedna deska s ptislusnou
barvou fluorescence (vzdy pouze jeden PET — Cervena, VIC — zelena, FAM — modra a NED —
Zluta). Pokud by doslo k smichani vzorku se stejnou barvou fluorescence, nebylo by mozné
detekovat spravny signal. Desky byly rozdéleny do skupit podle nasledujici tabulky viz Tabulka
7.

Tabulka 7: Rozdéleni desek do skupin pro fragmentaéni analyzu.

Skupina Desky s ptislusnymi mikrosatelity
1 SX 13 SX 23 SX 12
2 SX 20 SX 24
3 SX 22 SX 18

Fragmentacni analyza byla provedena v 96ti jamkové desti¢ce. Kdy byly smichany

slozky podle nasledujici tabulky viz Tabulka 8.

Tabulka 8: Rozpis smési na jamku pro fragmentaéni analyzu.

Formaldehyd Doplnit do celkového objemu 12 pl
Hmotnostni standart LIZ-500 0,2 ul
Vzorek (purufukovany PCR produkt) 0,8 ul
Celkovy objem reakce 12 ul
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Podle stupné multiplexu byla pfipravena reakéni smés podle Tabulky 9.

Tabulka 9: Reakéni smési pro rizné stupné multiplexu.

Pro 2 markery - multiplex

Vzorek 1,6 ul (2%0,8 pl)
LIZ standart 0,2 ul
Formaldehyd 10,2 ul

Pro 3 markery - multiplex

Vzorek 2,4 ul (3*0,8 pl)
L1Z standart 0,2 ul
Formaldehyd 9,4 ul

Po ptipraveni reakéni smési byly vzorky 2 min denaturovany pomoci cycleru pii 98 °C.
Doptedu byl piipraven excel soubor s nazvy jednotlivych vzorkd a mikrosateliti, které byly
analyzovany. Pfipraveni souboru ptfedem zjednoduSuje nasledné vyhodnocovani, jelikoz

vzorku jiz budou pojmenovani ve vystupnich souborech.

4.5.7. Analyza dat

Alelické hodnoty mikrosatelitlh byly statisticky vyhodnoceny. Pivodnim cilem prace
bylo posoudit pfitomnost hybridizace v populaci S. hastata ve Velké Kotling, a to dokon¢enim
rozpracované prace B. Trnkové (Brandova, 2010). Pokusila jsem se o vyhodnoceni svych dat
i dat B. Trnkové a jejich srovnani. Vzhledem k metodickym komplikacim (rizné mikrosatelity
a odlisné€ nekompletni datasety) musely byt oba datasety vyhodnoceny zv1ast.

Pro analyzu populacni struktury vzorki se zaméfenim na stanoveni mozného hybridniho
puvodu vzorki. K tomuto ucelu byl vyuzit program STRUCTURE Ve verzi 2.3.4 (Pritchard et al.,
2000). Metoda vyuziva bayesiansky pfistup k nalezeni struktury v datech, bez ohledu na
skute¢ny pocet taxont/populaci se analyza snazi nalézt hypoteticky pocet K klastra (shlukil),
ktery domnéle odpovida ancestralnim populacim/taxoniim. Vstupni matice dat obsahovala
hodnoty velikosti alel mikrosatelitd, do analyzy byly zahrnuty v§echny vzorky s nadpolovi¢nim
poctem amplifikovanych mikrosatelitii (schdzejici hodnoty byly oznaceny hodnotou ,,-9%).
Parametry analyzy byly 100.000 pro burnin, 1.000.000 iteraci pro K = 1-10 pro oba datasety.
Analyzy byly provedeny modelem ,,ADMIXTURE®, ktery vypocitava admixture podily pro
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kazdého jedince. Pro slaba data, s omezenou strukturou v datech, je doporu¢ovan model
,LOCPRIOR®, ktery ale vtomto pifipadé¢ nebyl pouzit, nebot vzorky pochazeji zjedné
makropopulace. Ptesna prostorova pozice v populaci neni znama. Vyhodnoceni dat z analyz
bylo provedeno pomoci webové utility STRUCTURE HARVESTER (Earl a vonHoldt, 2012),
s pomoci které byl stanoven nejpravdépodobnéjsi pocet klastrti (AK) pomoci Evanno metody
(Evanno et al., 2005), vyhodnocena podobnost jednotlivych béht a vypocitan median hodnot
jednotlivych klastrti pro kazdého jedince. Pifedbézna vizualizace byla provedena s vyuzitim
webové aplikace STRUCTURE PLOT v2.0 (Ramasamy et al., 2014), finalni grafické vystupy byly
provedeny manualné z medianovych hodnot Q matrix v grafickém editoru.

Pro nalezeni retikularnich vztaht a jejich prezentaci formou network grafu byl pouzit
program SPLITSTREE verze 4.16.2 (Huson a Bryant, 2006), analyzujici data metou split
decomposition. Vstupni matice dat ve formatu fasta obsahovala binarni data

(ptitomnost/absence alely).
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5. VYSLEDKY

Pro analyzu byly pouzity listy S. hastata, S. silesiaca a jejich kiizencti. Vzorky byly
sbirany ve Velké Kotliné v Hrubém Jeseniku. Dopliujici vzorky pro srovnani s jesenickou
populaci byly dale sbirany v Nizkych Tatrach a ve Velké Fatie. K hlavnim morfotypiim byly
potizeny dokumentacni herbafové polozky, které jsou deponovany v OL (herbar katedry

botaniky PiF UP v Olomouci). Z takto pfipravenych listi byla izolovana DNA pomoci DNeasy

Plant Mini Kitu.

5.1.

koncentrace pfili$ nizka a to pod 10 ng/ul byla izolace pro dany vzorek opakovana. Vzorky

S vyssi koncentraci byly nafedény na 10 ng/ul. Pfehled namétenych koncentraci pro vzorky 1.

MERENI KONCENTRACE POMOCI NANODROPU

Po vyizolovani DNA byla zméfena jeji koncentrace pomoci Nanodropu. Pokud byla

PCR platicka je uveden v Tabulce 10, pro 2. platicko byly koncentrace obdobné.

Tabulka 10: Zjisténé koncentrace pro jednotlivé vzorky DNA, 1. PCR platicko.

Kéd | Koncentrace | Kéd | Koncentrace | Kod | Koncentrace Kéd Koncentrace
vzorku | [ng/u] | vzorku |  [ng/ul] | vzorku |  [ng/pul] vzorku [ng/pl]
H1 59,3 H31 24,6 S11 92,6 232 174,3
H2 23,9 H32 35,7 S17 104,9 233 52,7
H3 20,6 H33 20,6 S18 98,0 234 47,9
H4 75,8 H34 23,5 S19 328,6 235 170,3
HS 70,3 H35 18,3 S20 272,5 236 58,3
H6 64,7 H36 27,8 X12 19,7 237 30,4
H7 176,4 H37 18,8 X13 184,6 238 30,5
H8 186,1 H39 28,1 F1 57,0 NT73 41,0
H10 30,2 H40 39,6 217 151,2 NT75 18,3
H17 39,0 H41 40,7 218 125,3 NT76 60,4
H18 18,4 H42 67,4 219 197,0 NT77 63,1
H19 82,7 H43 48,4 220 106,0 NT78 27,8
H20 74,3 Z1 183,5 221 186,2 NT82 52,0
H21 63,4 Z2 65,7 222 47,2 NT84 20,7
H22 122,9 Z3 20,8 223 233,4 NT88 88,2
H23 130,4 Z4 57,0 224 259,8 NT89 55,7
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Koéd | Koncentrace | Kod | Koncentrace | Kéd | Koncentrace Kéd Koncentrace
vzorku [ng/u1] | vzorku [ng/ul] | vzorku [ng/ul] vzorku [ng/pl]
H24 69,8 Z5 29,3 225 43,1 NT90 91,6
H25 92,7 Z6 111,0 226 79,5 NT91 72,9
H26 63,5 Zi 114,1 227 1411 NT93 119,1
H27 154,5 S3 159,7 228 57,9 NT94 47,4
H28 256,1 S4 76,7 229 149,9 NT96 32,8
H29 64,2 S5 45,0 230 38,9 NT99 52,4
H30 17,9 S6 28,6 231 204,6 NT100 193,5

5.2. VYSLEDKY OVERENI KVALITY DNA

Pro ovéfeni kvality vyizolované DNA byla pouzita elektroforéra na 1% agarézovém
gelu. Pokud nanesena DNA vytvotila po separaci jeden viditelny pruh (Obrazek 8), bylo
pristoupeno k dalsSimu kroku, v opa¢ném ptipadé byla izolace provedena znovu a cely proces

se opakoval.

L 49 50 51 55 56 60 61 64,67 68 69 72 76 =

Bt e p— —

L 76 77 82 88 89 90 93 94 99100101 5 1_31;5

L
k4

Obrazek 8: Kontrola kvality vyizolované DNA pomoci agarézového gelu pro vzorky NT (pochazejici z Nizkych
Tater). Legenda: L: standart molekulové hmotnosti 100pb; jamky: vyizolovana DNA.

5.3. AMPLIFIKACE DNA

Vsechny vzorky DNA byly aplifikovany pomoci PCR reakce se vSemi 7 primery (SX12,
SX13, SX18, SX20, SX22 a SX24). Po amplifikaci byl zkontrolovan pribéh reakce

a pritomnost produktii pomoci agar6zového gelu (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Ovéfeni spravného pribéhu PCR reakce pro primery SX12 (prvi fadek) a SX13 (druhy tfadek).
Legenda: L: standart molekulové hmotnosti 100pb; jamky: nahodné vybrané amplifikované PCR produkty, jamky
13 a 26: negativni kontroly.

5.4.  OVERENI PRITOMNOSTI PCR PRODUKTU PO PURIFIKACI

Po provedené purifikaci PCR produktl bylo nutné opét zkontrolovat jejich pfitomnost,
jelikoz béhem tohoto procesu miize dochazet k ztraté produktt. U vSech pouzitych primeri byly
produkty detekovany, nicméné u nékterych byly velmi slabé (Obrazek 10), pravdépodobné

dochazelo béhem tohoto procesu ke ztrat€ produktt vlivem jejich velikosti.
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Obrazek 10: Kontrola pfitomnosti purifikovanych PCR produktt pro primery SX20 a SX18. Legenda: L: standart
molekulové hmotnosti 100pb; jamky 13 a 26: negativni kontrola, jamky 1-12: ndhodné vzorky purifikovanych
PCR produkti pro primer SX20, jamky 14-25: nahodné& vzorky.

5.5. FRAGMENTACNI ANALYZA

Fragmentacni analyza byla provedena pro 7 testovanych primert, vysledky byly ziskany
pouze pro 3 z nich, a to pouze pro 1 PCR platicko. Druhé PCR platicko, pfevazné se vzorky ze
Slovenskych Karpat obsahujici pfevazné ruzné stupné hybridizace S. hastata a S. silesiaca
udajné neposkytly zadny hodnotitelny vysledek. U primeru SX20 bylo extrémné malo
produktu, coz zptsobilo, Ze se peaky nedaly jednoznacné skoérovat. Ostatni primery tedy SX12,

SX13 a SX22 neposkytovaly vibec zadny signal. Vysledky jsou uvedené v Tabulce 11.
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Tabulka 11: Score fragmentaéni analyzy pro primery SX18, SX23 a SX24.

Pozice na destic¢ce

Al
A2
A3
A4
AS
A6
AT
A8
A9
Al0
All
Al2
Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11l
B12
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9
C10
Ci11
Ci12
D1
D2
D3
D4
D5

Marker

SX18 SX23 SX24 Kdédy vzorki
193/193 nic 123/125 H1
193/193 233/233 125/125 H10
193/193 220/220 125/125 H24
193/193 223/223 125/125 H32
193/193 220/240 123/123 H41
184/193 225/225 125/125 Z6
186/193 229/229 123/125 S18
193/193 220/220 123/125 219
193/193 212/212 119/125 227
193/199 212/212 125/125 235
193/193 nic 123/125 NT78
193/193 nic 123/123 NT94
193/193 nic 123/123 H2
193/193 213/231 123/125 H17

empty empty empty empty
193/193 216/216 125/125 H33
193/193 nic 123/125 H42
193/193 229/229 123/125 z7
193/193 216/223 123/123 S19
193/193 220/220 125/125 220
193/193 213/213 123/125 228
193/193 213/213 125/125 236
193/193 220/220 125/125 NT82
193/196 nic 125/125 NT96

empty empty empty empty
193/193 220/231 125/125 H18
193/193 nic 125/125 H26
193/193 220/220 125/125 H34
193/193 213/213 125/129 H43
193/193 229/233 123/123 S3
193/193 212/212 123/123 S20
193/193 220/220 125/125 221
193/193 223/231 125/125 229
184/193 223/231 125/125 237

?7?? ?7?? 125/125 NT84

193/193 225/229 123/123 NT99
184/193 nic 123/123 H4
193/193 220/220 123/125 H19
193/193 nic 119/125 H27
193/193 220/220 123/125 H35
193/199 nic 123/125 Z1
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Pozice na destic¢ce

D6
D7
D8
D9

D10

D11

D12
El
E2
E3
E4
ES5
E6
E7
ES
E9

E10

Ell

E12
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12
Gl
G2
G3
G4
G5
G6
G7
G8
G9

G10

Gi1

Marker

SX18 SX23 SX24 Kody vzorkt
193/193 213/220 125/125 S4
193/193 212/212 125/125 X12
193/193 220/223 123/125 222
184/193 223/223 125/125 230
193/193 223/223 125/125 238
193/193 213/213 125/125 NT88
193/193 220/251 123/123 NT100
193/193 nic 125/125 H5
193/193 223/223 119/125 H20
186/193 213/233 125/125 H28
184/193 220/220 125/125 H36
193/199 225/242 123/123 Z2

?7? 220/220 125/125 S5
193/193 223/233 125/125 X13
193/193 223/229 119/125 223
193/193 213/213 125/125 231
193/193 213/213 125/129 NT73
193/193 nic 123/125 NT89
186/193 ?7? 123/125 NT101

??7? nic nic H6
186/193 213/218 125/125 H21
193/193 220/220 125/125 H29
184/193 nic 123/125 H37
184/193 213/213 125/125 Z3
193/199 nic 123/125 S6
193/193 240/240 123/125 F1
186/199 213/213 125/129 224
193/193 213/220 123/125 232
193/193 213/220 125/125 NT75
193/193 220/220 125/125 NT90
193/193 213/213 123/125 H3
199/199 nic 123/123 H7
184/193 2441244 125/125 H22
193/193 nic 123/125 H30
193/193 223/223 123/123 H39
193/193 nic 125/125 Z4
193/193 nic 119/125 S11
193/193 nic 123/125 217
193/193 nic 125/125 225
193/199 nic 125/125 233
193/199 nic 125/125 NT76
193/193 nic 125/125 NT91
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Pozice na destic¢ce

G12
H1
H2
H3
H4
H5
H6é
H7
H8
H9

H10

H11

H12

Marker

SX18 SX23 SX24 Kody vzorkt
193/196 220/220 123/125 H25
186/193 nic 125/125 H8
193/193 220/220 123/125 H23
193/193 nic 123/125 H31
193/193 223/223 123/123 H40
193/193 213/213 125/125 Z5
193/193 220/220 125/125 S17
193/193 213/238 123/125 218
193/193 nic 125/125 226
193/193 220/220 125/125 234
193/202 220/220 123/123 NT77
193/193 nic 125/125 NT93

NK NK NK NK

5.6. SLOZENi POPULACE

Pomoci programu STRUCTURE bylo analyzovano 93 jedincu.

Program STRUCTURE HARVESTER (Obrazek 11) vyhodnotil jako nejpravdépodobnéjsi

hodnotu K=2 (Obrazek 12), jako mén¢ pravdépodobnou variantu poté K=4 (Obrazek 13).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))

Obrazek 11: Stanoveni nejpravdépodobnéjsi klastru pomoci Evanno metody s vyuzitim STRUCTURE

HARVESTER

Doslo tak na rozdéleni pouze na 2 klastry, tj. zdanlivé odpovidajici jen 2 ancestralnim

populacim (Obrazek 12). Analyza poukazuje na moznou introgresi dvou druht, a to v nasem
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ptipad¢ S. hastata a S. silesiaca. kdy ani jeden z druhi neni ¢isty. Toto mize byt zpisobeno

malym poctem markert a zkreslenim vlivem nedostate¢né kvality.

100%

90%
BO%
70%
60%
50%
40%
0%
20%
10%

0%
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Obrazek 12: Vysledek analyzy pro nejpravdépodobnéjsi hodnotu K=2.

Pro druhou analyzu byla pouzita druhd nejpravdépodobnéjsi varianta K a to K=4. Na
Obrazku 13 muzeme pozorovat rozdéleni do 4 klastri. Modry klastr pfedstavuje S. hastata
a zbyté 3 klastry Ize hodnotit jako S. silesiaca, ve které se pravdépodobné projevuje kiizeni
s dalSimi taxony. Nizky pocet fragmentacni analyzou uspéSné vizualizovanych marker

neumoziuje postulovat presnéjsi vysledky.

BB BL BB R T R AR YN S EYR N E R AR EE YR PR "R Y2 E5IRARR SR VERNINE B YR2RE RSB ERREERERRYRIREER

miadal wRada2 wRada3 © Radad

Obrazek 13: Vysledek analyzy pro hodnotu K=4.

Analyza vztahli mezi vzorky s vyuzitim programu SPLITSTREE, tj. nalezeni sitovych
vztahli ukazalo pomérné realisticky pattern, ktery zdanlivé shlukuje 2 vyraznéjsi klastry
(Obrazek 14), projevuji se ovSem dal$i mensi klastry, které by hypoteticky mohly odpovidat
hybridizaci/introgresi dalSich druht, které je ve studované lokalité (i mezi dopliujicimi vzorky
z Karpat) predpokladand. Bohuzel zjistény pattern ve variabilit¢ mikrosateliti neodpovida
morfologické determinaci vzorkd a zjisténé klastry jdou napii¢ taxony i napfi¢ dvéma
makrolokalitami. Usp&$na fragmentaéni analyza pro pouze 3 mikrosatelity se proto jevi jako
nedostateCna pro popsani predpokladanych hybridizacnich procesti ve studované populaci.

Dalsim diikazem nedostatecnosti polymorfismu ve studovanych datech je fakt, ze neptibuzné
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druhy S. alpina (G11 a G12) a S. retusa (F11) (obé ze skupiny Chamaetia, tj. plazivych

alpinskych vrb) nevykazuji zadnou odlisnost od S. hastata, S. silesiaca a jejich k¥izencu.

B12

G1

B1

Obrazek 14: Sitovy (network) graf vztahl vzorkll vypocitany metodou split decomposition pomoci programu
SPLITSTREE. Cisla odpovidaji pipetovaci pozici na PCR plati¢ku (Tabulka 3).

5.7.  VYHODNOCENI A SROVNANI DRIVEJSICH VYSLEDKU

Vyhodnotila jsem nepublikované analyzy B. Trnkové pro 188 vzorkd s vyuZzitim 10
mikrosatelitti. Tato data byla zatizena velmi vysokym podilem neuplnych profild, ze 188 rostlin
jen 29 vzorkti mélo kompletni profil pro 10 mikrosatelitd. Celkem 94 vzorkiim zcela schazely
profily pro 3 mikrosatelity. Matice pro analyzy proto obsahovaly zna¢ny pocet schazejicich
udaju.

STRUCTURE analyza, pro nejpravdépodobnéjsi pocet klastri K=4 ukazala pattern

naznacujici pfitomnost S. hastata, ktera i pies tendenci k hybridizaci ma charakter ¢istého
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druhu. Naopak zbyvajici klastry naznacuji, ze S. silesiaca ma siln¢jsi tendenci ke kiizeni a do

velké miry je ovlivnéna introgresi nékterého (nékterych) dalsich druht v lokalité (Obrazek 15).

Obrazek 15: STRUCTURE analyza 188 vzorkti a 10 mikrostaeliti z nedokoncenych analyzy B. Trnkové.
OranZovou barvou jsou reprezentovan klastr odpovidajici S. hastata, barvou modrou+3edou klastry odpovidajici
S. silesiaca, zluta barva hypoteticky predstavuje dalsi pop

Nalezeni retikularnich vztahti mezi jednotlivymi vzorku ve stejném datasetu pomoci
SPLITSTREE piineslo podobné realisticky pattern, zietelné jsou 2 vyrazné shluky vzorki

s mnozstvim vzorkd intermediarnich mezi hlavnimi klastry (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Sitovy (network) graf retikularnich vztahti pro 188 vzorki a 10 mikrostaeliti (SPLITSTREE) z
nedokoncenych analyzy B. Trnkové. Prava ¢ast grafu zobrazuje S. silesiaca s plynule navazujicimi kiizenci, v leva
Cast grafu odpovida S. hastata.
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6. DISKUZE

6.1. EXPERIMENTALNI CAST

U vrb jiz byly mikrosatelity navrzeny v n€kolika studiich (Baker et al., 2003; Stamati
etal., 2003; Bozzi et al., 2015) a také pouzity pro studium hybridizace (Brandova, 2010;
Sochor, 2011; Sochor et al., 2013). Pro samotnou experimentalni ¢ast bylo vybrano 7
mikrosatelitt, které podavaly konzistentni vysledky. Izolace DNA z listl probéhla pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit bez komplikaci, bylo jen potfeba odstranit sttedovou zilnatinu listi a po
rozdrceni listy vzdy zkontrolovat, aby zde neziistaly zadné velké kousky, pouze jemny prach.
Tento Kit je znamy tim, ze poskytuje pomérné Cisté extrahovanou DNA, ale za cenu nizkého
vytézku. Kontrola na agar6zovém gelu i méteni na NanoDropu ovSem prokazala, ze extrakce
DNA byla pro PCR analyzy dostate¢na. Vysledna koncentrace bylo pro dalsi kroky vyhovujici
a prumérné se pohybovala okolo 87 ng/pl. PCR podminky pro vybrané mikrosatelity byly jiz
optimalizovany dfive, pievzala jsem metodiku, ktera byla optimalizovana pro praci ve stejné
laboratofi, PCR reakce tudiz probihaly bez vétSich problémt, PCR reakce byly opakovany 2x.
Kontrola na agar6zovém gelu po extrakci DNA, PCR reakci a do jisté miry 1 purifikace vzorkl
byla Gspésna. Za hlavni pfi¢inu netspé$né fragmentacni analyzy, ktera ani po dvakrat
provedenych PCR reakcich nepfinesla hodnotitelné vysledky, povazuji obecné krok purifikace
PCR produktt, popiipade ptilisné nafedéni purifikovanych PCR produkti pro fragmentaéni
analyzu. K této masivni ztrat¢ dochazelo 1 ptes Upravy v protokolu. Tento krok nebylo mozné
vypustit, kviili moznému poSkozeni kapilar sekvenatoru. Moznou pfi¢inou muize byt mala
velikosti PCR produktt, ktera zptsobila jejich vymyti pti proplachovani ethanolem. Toto
vysvétleni by odpovidalo pro dva mikrosatelity poskytujici vysledky, a to SX18 a SX23, jejichz
PCR produkty jsou nejvétsi z celé skupiny a to konkrétné 184 pb a 215 pb. Nicméné vysledky
byly ziskany i pro mikrosatelit SX24, jehozZ PCR produkt je ze skupiny naopak nejmensi.
Obecné se jevi jako problematické udrzeni vzorkli v PCR platickach pfi promyvani po
centrifugaci. Pfestoze jsou mikrosatelity velmi spolehlivym molekularnim markerem, ktery je
relativné nenaro¢ny na podminky PCR reakce (a v mém ptipadé byly pouzity mikrosatelity,
které jiz dfive poskytly ve stejné laboratofi na Ustavu experimentéalni botaniky hodnotitelné
vysledky). Mé préace pfinesla nepifijemné potvrzeni zndmého faktu, ze nedostatecny pocet
markerti nemize poskytnout dobie hodnotitelny vysledek. Opakovani netispésnych analyz, za
vyuziti znacenych primerl, znehodnocuje jednu z hlavnich vyhod mikrosatelitii, kterou je
finan¢ni dostupnost. Opakované PCR analyzy a opakované fragmentacni analyzy se tak cenové

pfiblizuji modernéj§im postupiim vyuzivajici celo-genomové sekvenovani a poskytujici
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0 nékolik tadia vyssi pofet markert (tj. tisice az desetitisice markeru), s vyuzitim Whole-
Genome Sequencing (WGS) metod, které jiz byly pouzity na studie u vrb (Przyborowski et al.,
2013; Wagner et al., 2020).

6.2. HYBRIDIZACE S. HASTATA A S.SILESIACA

Cilem prace mélo byt prokazani hybridizace mezi druhy S. hastata a S. silesiaca, ktera
je znama jiz od objevuje kiizence N. J. Anderssonem, ktery taxon Salix xchlorophana popsal
pravé z Velké Kotliny v Hrubém Jeseniku (Andersson, 1865). KiiZzenec byl opakované
z lokality uvadén, je stabilné povazovan za soucast Kvéteny CR (Chmelat a Koblizek 1990;
Vasut, 2019). Pfestoze je hybridizace tohoto druhu v CR i jinde v Evropé znama, ziistava
velkou neznamou mira hybridizace a vliv na ohrozeni tohoto silné ohrozeného druhu (Brandova
a Vasut, 2014). Bohuzel ani jeden z datasetu, tj. nedokoncené vysledky B. Trnkové, ani moje
vysledky poznamenané neuspésnych fragmentacni analyzou v dasledku ztraty PCR produktu,
jednoznaéné nedokazaly odpoveédét na charakter hybridizace v unikétni lokalité Velké Kotliny
vV Hrubém Jeseniku. Terénni pozorovani (R. J. Vasut, Gstni sdéleni), morfometrické analyzy
tvaru listové Cepele (B. Trnkova, nepublikované vysledky) davaji tusit, ze hybridizace ve Velké
kotliné ma velmi komplexni charakter: rodicovské druhy jsou pocetné vzacnéjsi nez jejich
ktizenec (Brandova a Vasut, 2014), ktery ale dale vytvafi kiizence s tietimi druhy (S. aurita,
S. purpurea, mozna také S. caprea; R. J. Vasut, ustni sdéleni). Pravé mira této nasobné
hybridizace zlistdva nezndmou a stavajici data nedokazaly miru takové hybridizace popsat.
| ptes celkovou rozporuplnost dat 1ze zietelné€ vidét rozsahlou hybridizaci, pozorovany pattern
ve STRUCTURE vysledcich pravdépodobné odrdzi zpétné kiizeni, které je u vrb (ale
I U ptibuznych topoll) znamé (R. J. Vasut, nepublikovana data pro Salix; Lexer et al., 2005;
Castiglione et al., 2010; Christe et al., 2016; Suarez-Gonzales et al., 2016 pro Populus). Piesto
introgresi dalsiho, tfetiho druhu nelze z dat jednoznaéné prokazat, proto lze jen hypotetizovat,
ze pattern STRUCTURE analyz do jisté miry naznacuje introgresi 1-2 dalSich druhi, ale mlze
zaroven odrazet jen subpopulace S. silesiaca, které nemuseji souviset s introgresi jiného druhu.
Hlavnim zavérem mé studie tak ziistane fakt, Ze mikrosatelity, jako dfive dostupna a vyhodna

metoda, se stavaji nedostatecnymi a v ptipad¢ neuspéchti i finanén€ nevyhodnym postupem.

6.3. DALSI POSTUP RESENI PROBLEMATIKY
Jelikoz se mikrosatelity neukazaly jako nejlepsi volba, nabizi se feSeni pouzitim jiného

typu markert. Nejlepsim vychodiskem se jevi DArTseq genotypovani. To je finan¢né relativné
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dostupné, jelikoz za vyrazné vyssi cenu poskytuje fadove vice lokust. Zvysuji tak piesnost
analyz tim, Ze statistické analyzy nejsou postaveny na jednotlivych markerech, ale na tisicich
az deseticich markerd, které jsou na vSech chromozomech genomu — poskytuji tak moznost
identifikovat lokusy pfitomné jen na nékterych chromozomech, a proto identifikovat zpétné
kiizeni nebo davnéjsi introgresi. Prvni publikované vysledky (Przyborowski et al., 2013)
ukazaly, ze tato metoda poskytuje kromé vysokého poctu lokust (v této studii 1362) také
pomérné vysoky pocet druhové specifickych lokust (markerti), napt. Salix triandra méla 135
druhové specifickych markert (tj. 32,5 % vSech markeri). V komplexu tizkolistych vrb (S. alba
— S. euxina) bylo ziskano dokonce fadové vice markeri (152.449), pocet druhové specifickych
markert se pohyboval od 2.409 (S. euxina) po 34.377 (S. triandra) (Vasut, Weger a kol., in

prep.). Takto robustni pocet markeri umoznuje bezpecné identifikovat zpétné kiizeni nebo

viceCetnou hybridizaci tii druht (Obrazek 17 a Obrazek 18).

5. babylonica (1)
81 S. matsudana (1) . pentandra (2)

S. xsepulcralis (2) @

@ S. triondra (4)

S. xmeyeriana (1)

10

@ S xfragilis (Arménie) .
) S. euxing

S. euxina x S. xfragilis

e - S. alba S. xfragilis

S. xfragilis x ?

PC1

Obrazek 17: Diskriminaéni analyzy (PCA) pro 94 vzorkid uzkolistych vrb Salix subgen Salix, na zakladé 152 449
DArTseq markert. Diky vysokému poctu markertt dokazaly statistické analyzy spolehlivé identifikovat v
populacich zpétné ktizeni: dolni ¢ast grafu ukazuje F1 kiizence S. alba x S. euxina (= S. xfragilis, dole uprostied)
a jejich F2 zpétného kiizence (R. J. Vasut, J. Weger a kol. Nepublikovana data, poskytnuta R. J. Vasutem)

40



CAP-CIN-VIM | INFERRED ANCESTRY | K =3

100% m

EEEEsEEEEEN
90% I
: :
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

PED UN)UIdXS
[

%) [ IV I BT, SV, BV, BV SNV SNV SN N NV}
XXXXX XXXX XXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
gggggggggggg"'"’"’cns.s.S.S.S.S.S.S.S.S.S.S.Q.gQ.gQQ,Q.Q.Q.
T o T T T BT T TT T T S 3L333333333333382v32223 32
mmmmm‘:xx<Nxom'U<nmxxxxxxxgw'ﬂnxﬁ (=3
3 3 3 335 ¢ ¢ S e c =3 0o 2 & € ¢ € g g o S S S S 9 §
e 'm SSMNP S TP RE -~ 55555559 %9 © ° 2 I I S
x
o060 00 ! o' o L N~ Y W R W O B B B ¢- S Q000006 00
S22B88BrN292R8282323328¢802223888° 2388388288
a - w Howwwm\‘wme\llmbmm N o o B O ©
[N
S)

B CAP mCIN mVIM

Obréazek 18: STRUCTURE analyza pro 76 vzorku $irokolistych vrb komplex S. caprea — S. cinerea — S. viminalis na
zaklad¢ 65 340 DArTseq markerd. Diky vysokému pocétu markerGi dokazaly statistické analyzy spolehlivé
identifikovat u hybridnich jedincti kromé rizné miry zpé&tného kiizeni mezi S. cinerea x S. viminalis, ale také
identifikovat 2 jedince tri-hrydniho puvodu, v jednom ptipadé S. caprea x (S. cinerea x S. viminalis), ve druhém
ptipad¢ S. viminalis x (S. caprea x S. cinerea). CAP = S. caprea, CIN = S. cinerea, VIM = S. viminalis. (R. J.
Vasut, J. Weger a kol. Nepublikovana data, poskytnuta R. J. Vasutem).

Soucasti této prace mélo byt zhodnoceni populace ve Velkeé kotlin€ s vyuZitim DArTseq
dat. V fijnu 2020 bylo k celo-genomovému sekvenovani odeslano 188 vzorkd vrb, z nichz
mensi Cast zahrnovala vzorky S. hastata a jejich ktizencti z Velké Kotliny, véetné
hypotetizovanych rodi¢ovskych druhu, které se podileji na masovém kiizeni (S. silesiaca) nebo
davné introgresi (S. aurita, S. purpurea). Standardni dodani bylo uvedeno 6 tydni (nyni
zménéno na 7 tydni; https://www.diversityarrays.com/faq/#markers), ptesto vysledky v dobé
odevzdavani mé prace nebyly k dispozici. Tato oekavana data by tak mohly poskytnout
zasadni a ocekavany vysledek zodpovidajici miru a skute¢ny smér hybridizace u ohroZené

S. hastata v nasi jediné piezivajici populaci ve Velké Kotlin¢ v Hrubém Jeseniku.
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7. ZAVER

Tato prace se zaméfila na silné ohroZeny druh S. hastata a vznik jejich kiizencu ve Velké
Kotlin¢ v Hrubém Jeseniku, kde u nas druh jediné roste. Cilem bylo zjisténi charakteru populace
a nasledn¢ urcit miru a smér hybridizace mezi S. hastata a S,silesiaca, poptipadé i ucast jinych
druhti. Ke studiu populace byly jako molekularni markery zvoleny kodominantni mikrosatelity,
jejichz podminky uz byly diive pro nase ucely optimalizovany. Celkem bylo pouzito 7
mikrosatelitti, Z nichz pouze 3 poskytly analyzovatelné udaje, kvtli problémim Vv postupu.
Z udaju jsme schopni pouze potvrdit piitomnost hybridizace mezi S. hastata a S. silesiaca.
Kvili malému mnozstvi dat, nebylo mozné ur¢it miru ani smér hybridizace ani spolehlivé
stanovit vnitropopulaéni charakteristiky (napf. heterozygotnost) studovaného druhu.
Mikrosatelity se tedy ukazaly pro tuto studii jako nevyhodné, a to z hlediska finan¢niho i
mnozstvi ziskanych dat. Situaci mély objasnit DArTseq markery, které poskytuji fadové vice
lokust, coz umoznuje zvysit piesnost analyzy. Tyto markery byly jiz diive k tomuto ucelu

vyuzity. Bohuzel data pro S. hastatu a jeji kiizence nebyly pfi dokonceni prace dostupna.
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