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Abstrakt

Cilem prace bylo svyuzitim mikrosatelitovych markeri provést
rekonstrukci rodokmene jedinct tieSné ptaci (Prunus avium L.) péstovanych
pro potieby zalozeni vysadby polosesterskych potomstev, tj. ovétit evidencni
prislusnost matky a dohledat otce mezi klony zastoupenymi v semenném sadu,
piipadn¢ odhalit paternalni gametickou kontaminaci. Technicky doslo

k pfevodu jedincii polosesterského potomstva na potomstvo plnosesterské.

V reSer$ni ¢asti byl proveden literdrni rozbor zaméteny na problematiku
rekonstrukce rodokmene pomoci molekuldrnich markerti a rozebrana teorie
Slechtitelského cyklu se zaméfenim na testy potomstev, spole¢né s popisem
tteSné ptaci jako druhu napft. jeji morfologii, rozsifeni ¢i ekologii. Studie byla
provedena na materidlu ze semenného sadu Obrovice, vlastnik VLS s. p.
(rodi¢ovskéd populace) a sazenic vypestovanych z téchto jedincli pro potieby
zaloZeni polosesterského testu potomstev v lesni Skolce Lhota. V rdmci vlastni
vyzkumné casti byl proveden sbér vzorkd, ato vSech kloni rodicovské
populace a 268 jedinci zpotomstva evidentné¢ rovnomérné prisluSnych
matefskym klontim. Nasledné byla izolovana DNA, provedena mikrosatelitova
analyza na 16 polymorfnich lokusech a realizovana genotypizace pomoci
softwaru GeneMarker a nésledna rekonstrukce rodokmene v softwaru Cervus.
Rekonstrukce rodokmene byla uspésné realizovana a ziskana informace o
otcovském gametickém piispévku umoznila faktické pievedeni sazenic
rozpestovanych ve formé polosesterského potomstva tj. s evidenci matefského
jedince do plnosesterského potomstva, cozZ je interpretovano v zavéru. Znalost
rodokmene bude v budoucnu dale vyuzivdna pii genetické evaluaci jedinct
zaloZzeného potomstva a umozni vyznamné urychleni celého Slechtitelského

cyklu, protoze zde byla vyuzita metoda Breeding with Breeding.



Abstract

The aim of my master thesis was to reconstruct the pedigree of wild
cherry (Prunus avium L.) half sib progeny using microsatellite markers. The
cherries (Prunus avium L.) are grown for the purpose of establishing
plantations half-sib progeny, to verify the registration of mother and traced his
father between the clones represented in the seed orchards, or reveal paternal
gamete contamination. Technically there is a transfer of individuals half-sib

offspring to full-sib offspring.

Literary analysis was performed focusing on the issue of pedigree
reconstruction using molecular markers and the theory of the breeding cycle
focusing on offspring testing was incorporated. The study was conducted on
material from the seed orchard Obrovice, owner VLS s. p. (Parental
population) and seedlings grown from these individuals for the purpose of
establishing half-sib offspring testing in the forest nursery Lhota. As part of
their research were collected samples, all clones of parental populations and
268 individuals from the offspring recording evenly respective parent clones.
Subsequently DNA was isolated. Microsatellite analysis was performed on 16
polymorphic loci and realized the pedigree reconstruction using software
GeneMarker and software Cervus. Results are recorded at the end and progeny
structure was described in detail. Pedigree knowledge will continue to be used
in the future in genetic evaluation of individuals based offspring and enables

significant acceleration of the whole of the breeding cycle.



1 Uvod

TtreSenn ptaci (Prunus avium L.) je cennd listnatd dfevina, o kterou
v poslednich letech vyrazn¢ stoupd zajem. Kromé produkéni funkce,
pudotvorné funkce, estetické funkce a ekologické funkce, ma tresen jesté
vyraznou mimoprodukéni funkci. Z kladnych vlastnosti tfeba poukazat
na vyborné mechanické vlastnosti dieva, schopnost zvySovat biodiverzitu

a v neposledni fad¢ uplatnéni pro potravindisky pramysl.

V mezindrodnim evropském méfitku se Slechténim tfesné ptaci zabyvaji
genetické vyzkumné programy jako je napiiklad (Euforgen), jelikoz v soucasné
dobé je nedostatek kvalitniho sadebniho materidlu. Hlavnim cilem téchto
projektii je zachovani genofondu, Slechténi tfeSn€ ptaci na vyssi produkci
akvalitu dfeva a na odolnost vuc¢i biotickym Skiidcim a abiotickym

poskozenim.
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2 (il

Cilem diplomové prace je poskytnout v literarni reSerSi zakladni
informace o tée$ni pta¢i a jejim §lechténi nejen v Ceské republice. Tato
studie fesi prevod jedinci polosesterského potomstva na plnosesterské
potomstvo pomoci rekonstrukce rodokmene semenného sadu tfesné ptaci

Obrovice.

Za pomoci mikrosatelitovych markerti provést rekonstrukci rodokmene
jedinct tfeSné ptaci (Prunus avium L.) péstovanych pro potieby zalozeni
vysadby polosesterskych potomstev, tj. ovéfit evidencni prislusSnost matky
a dohledat otce mezi klony zastoupenymi v semenném sadu, piipadné
odhalit paterndlni gametickou kontaminaci. Znalost rodokmene bude
v budoucnu déle vyuzivana pii genetické evaluaci jedinct zaloZeného

potomstva a umozni vyznamné urychleni celého slechtitelského cyklu.
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3 Literarnireserse

3.1 TreSen ptaci (Prunus avium L.)

3.1.1 Morfologie

Tresen ptaci doriista az 35 metra do vysky a tloustky az 1 m. Doziva se
150-200 let. Kmen v porostech byva plnodievny, dosti rovny s vysoko
nasazenou korunou. Borka se odlupuje prstencovité. Ma piicné lenticely:
ve stafi se podélné rozpukava. Kotfenovy systém je kualovy, pozdéji jde
1 do Sitky, avSak k vyvratim nedochéazi. Mladé vétévky jsou silné, lesklé,
cervenohnédé, Casto i popelavé. Kvéty maji barvu bilou v obdobi od dubna
do kvétna. Olisténi hlavné na obvodu koruny a na podzim Zloutnou,
az Cervenaji. Kofenova vymladnost kmenova je vyrazn€j$i. Pupeny jsou
cervenohnédé a cCasto jich byva vice pohromadé¢, listové jsou zaspicatélé
a jejich délka je 6-8 mm. Pupenové Supiny jsou zaokrouhlené a lepkavé (Musil,
2005). Podle (Stojecovd & Kupka, 2009) je rist velmi rychly az do 40 let,
a zacina starnout okolo 80 az 90 roku. Naproti tomu (Remes, 2006) tvrdi, Ze je
mytné zrald v 70-80 letech a jeji vyskovy pfirtst kulminuje ve véku 7-12 let,

kdy dosahuje 60-120 cm ro¢né.

Kli¢ivost semene (pecek) je vysokd, rychle vSak klesd. Semenacek ma
masité deélohy a prvni listy jsou podobné listim dospélé dieviny. Tiesen
se Casto obstojn¢ roubuje. TieSenn podle (Stojecovd & Kupka, 2009) zacina
plodit ve véku 20 let. Oproti tomu podle Musila (2005) plodi uz od 15 roku
zivota kazdoro¢né, pokud neni v zéstinu. Pfesnd identifikace stavajicich
kultivart tfesni je nezbytnd pro vybér genotypu ve Slechtitelskych programech.
Kromé toho je zapotiebi zjisStovani a zachovani efektivnich metod pro
charakterizaci drahocennych genofondii, které jsou stale pfitomny ve vychodni

Evropé a studovat variabilitu porostii roztrouSenych v Eurasii (Wiinsch, 2002).
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3.1.2 Ekologie

Ttresni nevadi znecisténé meéstské prostfedi. Neni pfili§ odolna vuci
vétru, neplisobi piiznivé na zpevnéni porostli a neni vhodna do exponovanych
poloh (Kobliha, Podrazsky, 2001). TreSen ptaci je svétlomilna dievina a zastin
snasi jen slabsi. Ve stinu nekvete a chfadne, a proto je nutné ji drzet alespon
v hlavni urovni. Je narocnéd na pidni vldhu. Nesnasi vSak zéplavy, zabahnéné
pudy, ani pudy v lét¢ vysychajici. SpiSe vyzaduje hlubsi, zivnéjsi podklady,
byt kamenité. Tézko snasi kyselé pltidy, naopak velice dobfe vapencové. Snasi
kontinentalni klima, ale kvéty byvaji poskozovany pozdnimi mrazy. I ve

znecisténém meéstském prostiedi roste dobie (Musil, 2005).

Obecné se u tfesni kotfenovy systém vyviji ve tvaru srdce a dalekosahlé
boc¢ni koteny v nejvyssich padnich horizontech. V lehkych ptidach kotenovy
systém dosahuje az do hloubky cca 3 m. VétSina autorti doporucuje péstovat
tteSen ve smesi s jinymi druhy. Neékolik autort zvetejnilo své vynikajici
vysledky rastu tieSné s Fagus sylvatica, Sorbus torminalis nebo jinych listnacu,

jako je Quercus robur, dub zimni, Tilia sp. (Stojecova & Kupka, 2009).

3.1.3 Treden v Ceské republice

Ttesen je ptirozené rozsifend dosti hojné typu pudy T (glejové a chudé)
a M (kysela chudd). V oblasti suprakolinni (kopcovité¢) ve 200-550 m. n. m.
az submontanni (vrchovinné) ve 450-800 m. n. m (Musil, 2003). Ekologicka
fada glejova je vymezena rezimem pudni vody, pro ktery je charakteristické
trvalé zamokieni alespont ¢asti ptidniho profilu podzemni vodou. Zaujima
vétSinou terénni poklesliny na ploSindch a v panvich a plochd dna udoli.
Ekologicka tfada kysela sdruzuje stanovisté kyselych, zivinami chud¢ az sotva
pramérné zasobenych pud. Pidy jsou vétSinou geneticky dobie vyvinuté, dobie

provzdusnéné (Vyslysel, 2007).

3.1.4 RozSiteni
Rozsitena v Evrope, Malé Asii, na Kavkazu a ve Stiedni Asii. Hojné

i mimo pivodni areal (Musil, 2005). Nazory na pivodni aredl vyskytu tiesné
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ptaci se déli na dva tabory. Jedni tvrdi, Ze je ptivodu cisté evropského, druzi,
ze asijského. O nasi tfesni ptaci piSe, ze jeji pivodni aredl se mohl rozkladat
na jizni Moravé a do Cech se rozsifila a druhotng. TteSeti ptaci (Prunus avium
L.) se péstuje v mirnych oblastech svéta pro své jedlé plody. Tresn¢ vznikli
kolem Kaspického a Cerného moie av soutasné dobé se nalézaji v celé
kontinentalni Evrop¢ a v zépadnich oblastech Asie. MySlenka péstovani tfesni
se objevila v dobach Rimské fise, i kdyZ nebyly vysazovany ve velké mife az
do 16. stoleti. Dobré¢ Sifeni tieSni a péstovani v celé zdpadni Evropé, bylo
pravdépodobné zalozeno na domestikaci divokych jedincti, které byly vhodné
prizptisobeny vSem oblastem. Ttesn¢ zacaly byt komeréné vyuzivany teprve

pied sto lety (Wiinsch, 2002).

3.1.5 Vyuziti

Dfievo je tvrdé, pevné a pruzné. Vyborn¢ se lesti. Ma Cernobilou bél
a Cervenaveé hnédé jadro, jez je lesklé, pevné a mé pékny fladr (Mezera, 1989).
Vyborné vyuzitelné jako nahrada za tropické dieviny, jelikoz s motidlem
napodobuje Cervenohnédy mahagon. Pouzivda se na vyrobu dyh
pro nabytkéaistvi, stolafstvi a fezbarstvi — i pfi vyrobé drobnych predméta.
Zaliba v tfeSiovém nabytku vsak jiz v obdobi biedermeieru v 1. pol. 19. stoleti
ziejme spoluptisobila pfi redukci zastoupeni tieSné ptaci v porostech. V Evropé
jsou v soucasné dobé zakladany tfesSiové plantdze (s ptacnici, var. avium)
s predpokladanym pozdéjsim dievatskym vyuzitim. V sadovnictvi se pouzivaji
okrasné kultivary. Hlavni vyznam tfeSn¢ ptaci spociva v ovocnarstvi, kde je
znama celd tada kultivard, odvozena ze tfi vyraznych skupin (Musil, 2005).
TteSen ptaci ma také vcelarskd vyznam, je to medonosné dievina. Jeji odridy

jsou dobrymi zdroji pylu a nektaru (Haragsim, 2004).
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3.2 Slechténi lesnich dievin

K ciliim Slechténi patii zvySeni kvality (pf. semena) a kvantity produkce
(pt. dfevni hmota). Déle pak také zvySovani odolnosti dievin vic¢i biotickym
(pt. vitr) a abiotickym (pf. hmyz) Cinitelim. Cilem, je geneticky zisk, ktery je
ovlivnén tfemi zakladnimi faktory: intenzitou selekce, proménlivosti znaku
a iritabilitou (Lstibtrek, 2010). Slechténi lesnich dfevin zapocalo v 50. letech
19. stoleti. Toto vyznamné zpozdéni meélo za nasledek zanechéani populaci
lesnich dfevin pfevazné nedotcenych genetickou manipulaci a vyuziti znalosti
a zkuSenosti Slechtitelii ziskanych v pribéhu staleti v jinych oborech (van
Buijtenen, 1984). V 60. letech 20. stoleti se zacaly mnozit biotechnologické
postupy tzv. neoslechténi — in vitro. V 80. letech bylo jako u prvni dieviny
Prunus avium dokdzéano, ze 1ze mnozit velké mnozstvi vybérovych stromil této

dfeviny za pomoci organovych kultur (Vitdmvas et. al., 2000).

3.2.1 Slechtitelsky cyklus

Slechtitelské programy jsou navrhovany, aby rozvijely a zdokonalovaly
Slechtitelské cykly, vyuzivané pro obnovu lesa za ucelem zvySeni ekonomické

a spolecenské hodnoty péstovanych lesnich porosti (White, 2007).

Obrazek 1- Slechtitelsky cyklus

dalsi cyklus

Vyhodnoceni testu
potomstay

informaca

Zdroj: Namkoong, 1988
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Lesnim porostem dle vySe uvedeného schématu se rozumi zdkladni
populace. Zakladni populace se v rdmci Slechtitelského programu sklada ze
vSech dostupnych jedincl (stromi), které mohou byt selektovany (Zobel a
Talbert, 1984). Selektovanou populaci je v nasem piipadé¢ n€kolik souborti
rodicovskych stromil dle jednotlivych dievin vybranych na zakladé posouzeni
fenotypu. Dfive probihal Slechtitelsky cyklus na zékladé testu polosesterskyh
potomstev diky tzv. volnému opyleni, coz bylo mnohonasobné levnéjsi. Dnes
jiz Slechtitelsky cyklus 1ze urychlit a to pfechodem ze semennych sadi prvni
generace (kvalifikovany zdroj) na semenné sady pokrocilych generaci

(testovany zdroj), (Lstibirek, 2011).

3.2.2  Slechtitelské metody

Metody lze rozdélit do dvou zékladnich skupin:

1) Slechténi vybérem — selekce stromti individualni ¢i hromadna

2) novoslechténi — hybridizace, mutacni Slechténi ¢i geneticka manipulace.

V piipadé Slechténi vybérem, populaci dale generativné ¢i vegetativné
rozmnozujeme. U neoslechténi jiz dochéazi ke zlepSeni genetické variability.
Dokonce k zisku novych dédi¢nych vloh. Individudlni vybér je takovy, kdy se
v populaci vyberou stromy na zékladé¢ vyjimecnych fenotypovych vlastnosti
na splnéni Slechtitelskych cili. Selekce vybérovych stroml se uplatiuje

v ramci zaklddani semennych sadil a testli potomstev (Paule, 1992).

Hybridizace je generativni spojeni dvou genotypové ruznych gamet pii
oplodnéni (napf. ptibuzenské kiizeni). Naplni mutacniho Slechténi je indukce
mutacniho procesu, tj. vznik dédi¢né¢ podminénych zmén vlivem specialniho
pusobeni faktorti vnéjSiho 1 vnitiniho prostfedi (napt. polyploidie). Geneticka
manipulace se dé€li na tzv. pienos genetické informace prostfednictvim buné¢k
a na vlastni genové inzenyrstvi, kdy dochazi k pfenosu samotnych gent (Paule,

1992).

4

3.2.3  Slechténi tfe$né ptadi

Slechténim tie$né ptaci od roku 1996, se zabyva Lesnicka fakulta CZU
ve spolupraci s VULHM Jilovisté — Strnady, MZLU v Brnég, Pfirodovédeckou
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fakultou UK v Praze a Ustavem experimentalni botaniky AV CR v Praze
projektem na zdokonaleni metod rozmnozovani lesnich dfevin v podobé¢ in
vitro  (Chalupa, 2000). Autovegetativnim zplisobem rozmnozovani
(tizkovanim) Ing. Cizkova, PhD, Ing. Benedikové, Ing. Hynek, CSc. a RNDr.
Burianek (v ramci VULHM), prof. Ing. Kobliha, CSc. a Ing. Hajnala, PhD.
(vramci FLD CZU). Jednim z nejvétsich objemil prace pro 3lechténi této
dfeviny byl dosud vykonan v ramci feSeni Slechtitelské ¢asti projektu NAZV
EP 7138 ,Slechténi a péstovani tfe$nd ptati (Prunus avium L.) v Ceské
jakost dieva pro obnovu lesa a zalesiiovani nelesnich piid. Pomoci zalozeni
Slechtitelského programu (Kobliha, Podrazsky, 2001), spocivajicim ve
vytvoieni vysadeb a ovéfovacich testi. Cilem bylo ziskdani poznatkii o

Slechténi, mnozeni a péstovani tiesné ptaci (Kobliha, Janec¢ek 2001).

3.3 Semenné sady

vvvvv

zakladani semennych sadl. Semennymi sady se zabyva zakon ¢. 149/2003 Sb.,
o uvadéni do ob&hu reprodukéniho materidlu lesnich dfevin lesnicky
vyznamnych druht a umélych kiizencli, wureného k obnové lesa
a k zalesnovani, a o zmén¢ nékterych souvisejicich zakont (zékon o obchodu
s reprodukénim materidlem lesnich dfevin). Pro obdobi 2014 — 2018 byl
Ministrem zemé&délstvi Ceské republiky vyhlasen Narodni program ochrany
a reprodukce genofondu lesnich dievin podle paragrafu 2a zakona ¢. 149/2003
Sb., ve znéni pozdéjSich predpisii, za ucelem umoznit vyuzivani genetickych
zdrojii lesnich dfevin v souladu s potfebami lesniho hospodaie a zdsadami
trvale udrzitelného hospodateni v nich, monitoring genetickych zdroji lesnich
dfevin, zabezpecCeni evidence, vytvofeni informacni databaze, piispéni
kuchovani a vyuzivani genofondu a biodiverzity v globalnim méfitku.
Semenné sady mohou piispivat ke zvySeni produkce dievni hmoty
a produkovat dostatecné mnozstvi kvalitniho osiva (Lindgren, 1998). Pro
zvyseni lesni produkce je investice do zaloZzeni semenného sadu ekonomicky

nejvyhodnéjsim (Bilir et. al., 2008).
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Semenné sady se také pouzivaji pro produkci osiva, které je vhodné pro
konkrétni prostiedi (PLO). Semenné sady jsou zakladany s predpokladem,
ze se jedna o uzaviené, panmiktické populace, a Zze nemaji genetické ani jiné
behaviordlni omezeni nahodného kiiZeni, véetné samooplozeni. Je-li tento
pfedpoklad pravdivy, potom alelové a genotypové frekvence v populaci
potomkl by mély odpovidat frekvencim populace rodi¢l, s absenci rusivych
jevu jako je migrace, selekce, mutace a ndhodného genetického driftu (Funda

& El-Kassaby, 2012).

Semenné sady lze rozdélit dle vySlechténych generaci (prvni generace,
pokrocilych generaci) nebo podle pouzitého druhu rostlinného materidlu
(sazenice, klony), (Funda & El-Kassaby, 2012; White, 2007). LCR s. p. v
soucasné dob¢ provozuji 5 semennych sadi tieSné ptaci (Troubky, VICi luka,
Cejkovka, Vrsava a Motykov) a jeden semenny sad cht&ji jesté zalozit.
Vojenské lesy a statky s. p. provozuji semenny sad Obrovice na LS Klasterec.

Ostatni semenné sady tfeSné ptaci jsou soukromé (Bergmann, 2015).

3.3.1 Breeding without Breeding

Nova metoda testovani plnosesterskych potomstev, kterd vyuziva
analyzu mikrosateliti DNA ke kompletni rekonstrukci rodokmene pomoci
zakladani semennych sadii pokrocilych generaci (Funda & El-Kassaby, 2012).
Kombinaci biometriky a molekularné¢ genetickych metod vznikd nastroj
pro metodiku, ktera je dnes ve svété oznacovana jako BWB (Breeding without
Breeding, Lstiblirek a El-Kassaby), navrzena katedrou dendrologie a Slechténi
lesnich dievin Ceské zemé&dé&lské univerzity ve spolupraci s UBC (University
of British Columbia) v Kanad¢. Diky vyuziti genovych markerd dochéazi k
urychleni celého procesu testovani potomstev rodiCovskych stromi lesnich
dfevin a v ndvaznosti na to procesu zaklddani semennych sadi vysSich
generaci a konkrétné také sad 2. generace. Vzhledem ke zkraceni celého
procesu fadove z 25 let na 5 let dojde k zdsadnim usporam néakladt. Tyka se to
také skutecnosti, Ze nemusi byt pfistoupeno ke kontrolovanému opylovani

a nakladnému zakladani test plnosesterskych potomstev (Korecky, 2012).
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Vybér elitnich genotypli a nasledné zfizeni semennych sadl usnadnuje
genetické testovani pii Slechténi dievin. Pro vytvofeni strukturovanych
rodokmenti je nezbytné vytvoiit model postupného oplozeni dievin (Ivanek,
Novotny, & Josef, 2010). Zakladani semennych sadii 2. generace pifinese jesté
vétsi ekonomicky efekt. V roce 2011 byla pfijata certifikovana metodika pro
vypocet ekonomické efektivnosti semennych sadii (Kobliha, 2002). Piijmy
piinasi vlastni Slechtitelsky proces, ale aplikace metodiky mlze vyznamné
zvysit efektivnost Slechténi a tedy i1 financni ptijmy. Vy¢isleni ve financ¢nich
jednotkach pochopitelné zavisi na rozsahu Slechtitelského programu a tadé
dalsich vyjmenovanych parametri programu (Ceska, 2015). Pro §lechtitelsky
cyklus jsou stézejni markery, které nesou urcity fenotypovy znak a umoziuji

urychleni cyklu pfi spravné selekci jedinct.

3.4 Genetické markery

Geneticky marker je jakykoli viditelny znak nebo fenotypové se jasné
projevujici znak, kterym lze alely na lokusu nahodné¢ segregovat
Mendelovskym zpiisobem. Genetické markery popisuji kiizeni jedinct, Groven
pribuzenského kiizeni a ¢asovou a prostorovou variabilitu v rdmci porostil.
Popisuji geografické vzory genetické variability, doklddaji taxonomické
a fylogenetické vztahy mezi jednotlivymi druhy. Hodnoti dopady domestikace
vcetné lesniho hospodarstvi a genetické rozmanitosti. Diky markerim lze
identifikovat populace a konstruovat genetické mapy. Mezi zadouci vlastnosti
markert patfi nizkd cena pro vytvofeni a jejich nasledné uplatnéni. Déle pak
vysoky stupeni polymorfismu, kodominance a schopnost testovani napfic¢ typy

tkani v riznych laboratotich (White, 2007).

Genetické markery jsou pouzity pii zakladnich vyzkumech rostlin
pro charakterizovani rostlinné zarodecné plazmy, dale izolaci genu pro prenos
genetické informace z jednoho druhu na dalsi a pro ochranu odrid (Andersen
et. al. 2003). Genotyp rostlin mize byt studovan pomoci genetickych markert,
potazmo lze vytvofit rekonstrukei vztahi mezi rodi¢i a jejich potomky (tj.
analyzou rodiCovstvi). Gerber (2000) tvrdi, ze otcovstvi nebo piifazeni pivodu

muze byt dosazeno jakymkoliv typem genetického markeru za ptredpokladu,
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ze je dostate¢né polymorfni. Existuje vice druhli markerti. Morfologické,

biochemické a molekularni markery (White, 2007).

3.4.1 Morfologické markery

Znaky morfologickych markeri maji nckolik nevyhod, pokud jsou
pouzivany v rostlinné genetice. Recesivni alely mohou byt ve svém projevu
maskovany pritomnosti aktivni ¢i dominantni alely. Nalezeni morfologického
markeru je velmi naro¢na a zdlouhava prace. Zasadni vliv na vysledek ma
spravny vybér rodict. I v ptipadech, kdy je sledovano velké mnozstvi znakt
a pocet sledovanych hybridl je dostatecné vysoky, je nutna i velka davka Stésti,
aby se podafilo nalézt v praxi pouzitelny morfologicky marker, ktery by byl
v dostateCné uzké vazbé s pozadovanou vlastnosti (OPVK, 2017). Mnohé
z identifikovanych morfologickych markerii jsou napiiklad mutace, které
muzeme pozorovat u semenackt (White, 2007). Vzhledem k témto pocatecnim
studiim genetickych markert, doslo k postupnému objeveni od morfologickych

markert ptes izoenzymy az k nalezeni DNA markeriim (Andersen et. al. 2003).

3.4.2 Biochemické markery

Biochemické markery vyuzivaly latky zvané monoterpeny a isoenzymy.
Monoterpeny jsou obsazeny v pryskyfici a silicich rostlin. Pravdépodobné hraji
dilezitou roli pfi odolnosti vii¢i napadeni chorobami a hmyzem. Koncentrace
riznych monoterpend, jako je napiiklad myrcen nebo limonen, se stanovuji
pomoci plynové chromatografie. Isoenzymy jsou levnéjsi  oproti
monoterpentim a s vysokym stupném kodominance. Isoenzymy jsou alelické
formy enzymil (proteinli, bilkovin), které lze rozliSit pomoci elektroforézy
(White, 2007). Nicmén¢ trpi nedostatky. Pro kompletni genomové testy jsou
isoenzymy nedostacujici, napt. v analyze kvantitativnich znakii je uZitnost
znakli omezend a dale nékteré markery se mohou ovliviiovat, jelikoz je zde
patrny pleiotropismus. Podobné omezeni plati pro aplikaci morfologickych

markerd (Andersen, 2003).
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3.4.3 Molekuldrni markery

Nicméné vroce 1980 bylo objeveno obrovské mnozstvi molekulérnich
markerti (markert DNA), (White, 2007). Molekularni markery byly vyuzivany
v populaénich studiich pro stanoveni genetické struktury populaci (Gomory a
Paule 2001, Mariette et al., 1997). Molekuldrni markery maji Sirokou Skalu
aplikaci v obou zékladnich vyzkumnych a aplikovanych zlepSenich lesnickych
programil. Genové inzenyrstvi umoziuje vyuzivat pro charakterizaci genomi
jednotlivych odrid kulturnich rostlin, hospodaiskych zvifat i pro ziskani
individuédlniho profilu jednotlivych osob molekuldrni znaky DNA (Ondfej,
Drobnik, 2002). V soucasné dob¢ se vyuziva nejcastéji molekuldrnich markert,
které jsou oproti izoenzymiim vice variabilni a mohou charakterizovat cely
genom. Pomoci DNA markert 1ze jednoduSe detekovat rozdily v genetické
informaci, kterou sledovani jedinci nesou (Repkové, Relichova, 2001). Wiinsch
(2002) dokonce poklada identifikaci genotypt rostlin pomoci molekularnich

markerti za nejpiesné;jsi.

Existuji dva zékladni typy DNA markert: 1) zalozené na DNA-DNA
hybridizaci pt. RFLP a (2) ty, zalozené¢ na amplifikaci DNA sekvenci
za pouziti polymerazové fetézové reakce PCR (RAPD, AFLP,SSR) (White,
2007).

V genetice a S$lechténi rostlin jsou nejcastéji vyuzivany nasledujici

markerovaci systémy zalozené na polymorfismu DNA (Knoll,

Vykoukalova, 2002):

a) Polymorfizmus délky restrikénich fragment (RFLP)
b) Polymorfizmus v délce sekvence (SSLP, mikrosatelity STR)
¢) Polymorfizmus jednotlivych nukleotidii (SNP)

3.4.3.1 Mikrosatelity

Mikrosatelity (jednoduché opakujici se sekvence) jsou Siroce vyuzitelné
v populacni genetice a Slechténi rostlin (Schueler, Tusch, Schuster, &
Ziegenhagen, 2003). Mikrosatelity jsou kratké iseky DNA (v rozmezi délek 2-
5 bazi), které se Casto opakuji a nachédzeji se ve vétsiné genomech. Zminované

useky jsou u lidi vysoce polymorfni i u mnoha dalSich druhii. Tato variabilita
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ucinila mikrosatelity populdrnimi genetickymi markery pro vyuzivani ke
studiim lékatské genetiky, genetického mapovani a mapovani lidské a rostlinné
populace (Riley, 2014). Riley tvrdi, Ze mikrosatelity byly ptivodn¢ pouzity pro
genetické mapovani, ale nyni jsou Siroce pouzivany v onkologickém vyzkumu.
Mikrosatelity jsou analyzovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a
presn¢ dimenzovany pomoci -elektroforézy. Mikrosatelity jsou soucasti
kodujicich 1 nekodujicich oblasti genomu (Weising et al., 1995). Je prokazano,
ze v prubéhu evoluce dochézi k prodluzovani mikrosatelitovych sekvenci, coz
lze pozorovat uz v pribéhu nékolika stovek generaci. Dal§i mikrosatelity se v
budoucnu mohou snadno vystépit rekombinaci. Zdd se ale, ze nékteré
mikrosatelitové sekvence ziskaly ¢asem urcitou funkci, kterd ptispiva k jejich

udrzeni v genomu a nehrozi tak jejich zanik (Weising et al., 1995).

Podle slozeni lze mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonalé
a slozené. Dokonaly mikrosatelit je tvofen souvislym motivem, napt. (4G)aa4,
u nedokonalych je tvofen nékolika riznymi motivy, napt. (4G)14(47)3s (Zobel,
1984), (Weber, 1990).

3.4.4 Porovnani markeru

Porovnani mikrosatelitt

Charakteristika Allozymy |RAPD Mikrosatelity

Kodominance Ano Ne Ano

Neutralita nejisty Ano Ano

Ize ziskat informaci z dospélce /embrya ano/zfidka | ano/ano | ano/ano
10 aZ

variabilita lokusu 10az 50 100 5az20

stupen polymorfismu 1az5 2|1az50

schopnost nést informaci o mutaci zfidka Zfidka | DosaZitelna

3az4
Naklady 1 1 | ndsobek

Tabulka 1- porovnani vyhod mikrosateliti
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Tabulka 1, jejiz autory jsou (Jarne & Lagoda, 1996) popisuje vyhody
mikrosatelitli a porovnava je s jinymi markery. Tabulka obsahuje informace
ohledn¢ kodominance (schopnost vzajemného neovlivnéni parovych alel)
pficemz tuto schopnost spliiuji allozymy a mikrosatelity. Kodominantni
charakter markert umoznuje rozliSit heterozygoty a homozygoty. Déle
schopnost neutrality (neovlivnény prostfedim, bez vlivu na fitness jedince),
kterou spliuji RAPD a mikrosatelity. V pfipadé allozymt, mtze dojit
k ovlivnéni prostiedim. U molekularnich markera se informace zkouma
z nekodujicich useki DNA, a tedy se predpokladd neutrdlni charakter. Daéle
ziskavani informaci z rliznych typua tkéni ¢i embrya lze v pfipad¢ mikrosateliti
a RAPD. Ziskani informace z embrya Ize jen velmi obtizn€. Informace z tkéni
jsou vsak ptesnéjsi. Mikrosatelitové lokusy patii mezi nejvariabiln€j$i oblasti
genomu, kdy je polymorfismus din zejména rozdilem v poctu opakovani
zakladniho motivu nukleotidi (Cvrcékova, Polakova, & Trckova, 2016).
V piipadé mikrosateliti byl detekovan az padesati nasobek polymorfniho
charakteru oproti ostatnim markerim. Mikrosatelity se skladaji z jednoho az
Sesti opakujicich se nukleotidii, které se charakterizuji muta¢nim chovanim.
Dusledek jejich zvySené miry mutace je v pfipadé mikrosatelitti vysoky stupen
polymorfismu. Jedinci vykazuji variatni projevy jako opakovany nesoulad

poctu (Guichoux et al., 2011). Zachyceni mutace je dosazitelné u mikrosatelitt.

Po shrnuti z tabulky vyplyva, Ze mikrosatelity nejlépe spliuji kritéria,
ktera urcuji kvalitu vlastnosti markerti a zaroven pozdéjsi miru UspéSnosti
pii testovani DNA. Mikrosatelity oproti ostatnim markeram spliuji vysoky
stupent polymorfismu (vysokd mira odliSitelnosti) a schopnost nést informace.

Nevyhodou jsou vsak vyssi naklady.
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3.5 Rekonstrukce rodokmene

Rekonstrukce rodokmene tieSné ptaci se vytvaii scilem dosdhnout
a udrzet Sirokou genetickou zékladnu, pficemz Ize tézit urcitych vlastnosti, jako
je napiiklad vysoka kvalita vybranych stromtl, kterd bude pfinosem
pro budouci generace. Dale se vytvaii pro zachovani jedinct, ktefi maji
piinosné melioracni vlastnosti. A v neposledni fadé¢ i pro mozné budouci
zvySeni ziskli zpéstovani tfeSné¢ pta¢i (Funda & El-Kassaby, 2012).
Rekonstrukce rodokmene poskytuje informace o rodi¢ich, mife uspéchu
nalezeni matek a otcli, mife kontaminace a genetické rozmanitosti (Lai et. al.,
2010). Znalost kompletniho rodokmene je ptfedpokladem moderniho Slechténi
(El — Kassaby et. al., 2011). Ke kompletni znalosti rodokmene se dnes hojné
vyuzivaji mikrosatelity. Mikrosatelity byly detekovany v genomech eukaryot
pied vice nez 15 ti lety, ackoli nebyly povazovany za nic zvlastniho (Jarne &
Lagoda, 1996).

Nicméné nyni diky nim lze dnes odvodit podrobné genealogické
informace o jednotlivcich v pfirozenych populacich. Déle v oblasti vyzkumu
bylo dosazeno schopnosti zjistovani vzajemnych vztahti jednotlivct v populaci
(Blouin, 2003). A v neposledni fad¢ kompletni znalost rodokmene je nezbytna
pro selekei stroml sadu pokrocilé generace. Sady lze nasledné zakladat z testli
potomstev (Kobliha et. al., 2012). Mikrosatelity jsou idedlni markery
pro odhalovani genetickych vztahti mezi jednotlivci, diky jejich kodominantni
dédic¢nosti (Sefc, Steinkellner, Glossl, Kampfer, & Regner, 1998). Analyza
rodicovstvi by mohla byt definovdna jako nastroj pro vyhledavani ptibuznosti

mezi kandidatskymi rodici a cilovymi potomky (Blouin 2003).
Vyhody rekonstrukce rodokmene s pomoci mikrosatelitnich markera:

e [ze odhadnout heritabilitu ve volné piirodé, ¢imz nasledné
dochazi k minimalizaci piibuzenského kiizeni
e [ze odhadnout rychlost toku genit do populace

e [ze nalézt piitomnost Cetnosti piibuzenskych alel v populaci
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e Dale také rozptyl uspesnosti reprodukce mezi jednotlivci, ktery
muze byt pouzit ke studiu efektivni velikosti populace (Blouin,

2003).

Nicméné nékdy dochazi ke zjisténi, ze pii testu potomstev se nepotvrdi
zadny rodi¢ ze zalozeného sadu. Dochazi zde k tzv. kontaminaci pylem a nelze
tak vytvofit rekonstrukci rodokmene. Kontaminace mohla byt zplsobena
okolnimi stromy v blizkosti sadu, pficemz hlavnim ptivodcem je vitr. Proto,
se také 1 v minulosti doporucovala okolo sadil tzv. zona fedéni. Zamérem bylo
snizit mnozstvi kontaminace pylem casteCnou izolaci sadu od pftilehlych
stanoviSt® stejnych druhii. Nebo naopak dochéazelo k vytvafeni tzv. zon
obohaceni, kdy byl geneticky vhodny material vysazen kolem semenného sadu
(White, 2007). Zplsoby jak zabranit kontaminaci je hned n€kolik. Naptiklad
velikosti sadu. Cim v&tsi je sad, tim je vyssi pravdépodobnost opylovani uvniti
sadu. Déle je mozné vyuzivat riznych umélych pylovych technik (napf.
oplodnéni) ¢i zménou fenologie kveteni stroml tim, Zze budou kvést diive ¢i

pozdéji nez v porostech ve stejné oblasti (Bonnet-Masimbert et. al., 1995).

3.5.1 Kategorie vztahu a IBD koeficienty
Kategorie vztahu se tykaji konkrétnich kategorii rodokmene, jako jsou

plnosesterské nebo polosesterské vztahy. Pii rekonstrukci rodokmene je
zapotiebi urcit pfi testovani urcity pomér piibuznosti ¢i ji vyloucit. K tomu
pravé slouzi tzv. IBD alela, ktera je spolecna puvodem neboli zdédéna
od spole¢ného piedka (Blouin, 2003). Nejvyssi kategorii jsou monozygoti
(dvojcata) a klony r=1 (100%), kdy r je hodnota ptfibuznosti alel. Kategorie
rodi¢-potomstvo a sourozenci (full SIB) jsou souhrnné oznacovéany jako prvni
stupent piibuznosti (50% alel sdili shodné podle ptivodu, v priméru) r=0,5.
Kategorie prarodi¢-prapotomstvo, nevlastni sourozenec jsou jako druhy stupeii
(v priméru 25% sdileny), kategorie bratranci jako tfeti stupen (12,5%), sdilené.
Pravdépodobnosti konkrétnich vztahovych podili 0, 1 nebo 2 alely, které jsou
identické podle piivodu na jakémkoli lokusu jsou shrnuty pomoci tii souborti

parametrt IBD koeficienta (ko, ki, k;), nékdy nazyvané k- koeficienty.

26



3.6 PCR

PCR je zkratka z anglického Polymerase Chain Reaction, molekularné
biologickd metoda rychlého zmnozeni specifickych usektit DNA (Snustad et. al.
2009). Useky po namnoZeni jsou na zaéatku a na konci ohraniteny tzv.
primery. PCR ma tii po sobé¢ jdouci reak¢ni faze. Kazd4d faze probiha
za piedem stanovenych teplot a po rizné dlouhou dobu. Prvni je denaturace,
druha je nasedani primert a tieti je syntéza DNA. PCR probiha v termocykléru

(Newton, 1997).

3.6.1 Multiplexova reakce PCR

Multiplexova PCR reakce se sklad4 z nékolika sad primert v jedné PCR
smési. Tyto sady obsahuji jednotlivé amplikony raznych velikosti, jez jsou
specifické pro riizné sekvence DNA. Testovanim vice sekvenci DNA najednou
dochazi k celkovému ziskdni vétsiho mnozstvi informaci za krat§i dobu
(Rappaport, 1993). Studie parametrti ovliviiujicich zesileni primert fika, Ze
a koncentrace KCl. Ddle pak je dulezitd umérnd koncentrace chloridu
hotec¢natého k mnozstvi ANTP (Henegariu, Dlouhy, Vance, & Vogt, 1997).
Primerovymi sekvencemi se zabyvali napiiklad (Dirlewanger et al., 2002;
Downey & lezzoni, 2000; Struss, Ahmad, Southwick, & Boritzki, 2003;
Testolin et al., 2000; Vaughan & Russell, 2004), dale také (Schueller et al.
2006).

3.7 Softwary pro analyzu dat

Nejlepsi volba konkrétniho programu zavisi na struktute vstupnich udaja,

druhu pozadované analyzy a vlastnosti populace (Jones, 2003).

3.7.1 GeneMarker

Po PCR reakci se prechazi ke zpracovani dat v sekvenatoru. Vysledky
fragmentacni analyzy na sekvendtoru jsou zapsany do pocitacového souboru
(Microsoft Excel), ktery lze analyzovat pomoci softwaru GeneMarker.
GeneMarker je druh softwaru pro analyzu, ktery integruje nové technologie

zvySujici rychlost a pfesnost analyzy. Umi napiiklad vytvatfet rekonstrukce
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rodokmenti, populaéni struktury, fylogenezi (Softgenetics, 2016). GeneMarker
muze provadét analyzu fragmentl o Ctyfech nebo péti barevnych sadach dat
z jakékoliv gelové desky nebo kapilarni elektroforézy. Navic tento software
automaticky koriguje vétSinu chyb pfistroji, Setfi znacné mnozstvi ¢asu pro
analyzu a také naklady. GeneMarker urychluje analyzu diky automatizované
korekci béznych problémt s genotypy. Priivodce GeneMarkeru je navrzen tak,
aby analyza byla rychld, snadnd a piesnd. Pfi vytvafeni analyzy dat dochazi
k nasyceni vrcholii ve tvaru peaku. (Riley, 2014). Tyto vrcholy jsou v podstaté
zaznamenané alely (peaky zaznamenané kiivkou), které nam urcuji ptipadny
genotyp. V nekterych piipadech jsou alely uréené nespradvné i pres veSkeré
opatfeni vytvofena softwarem GeneMarker a proto je potteba tyto chyby vzdy
piekontrolovat a upravit. Diivodem muze byt chyba pfistroje nebo identifikace
otcovstvi. Uzivatel muze pifidavat, mazat nebo ménit alely v
elektroforeogramu. GeneMarker rodokmen je uzitenym ndastrojem pro

identifikaci a sledovani genetickych alel.

Existuji 1 dal$i druhy softwari jako naptiklad Genotyper® a GeneScan®
nebo softwar GeneMapper®; Licor siaga, MegaBACE® Genetic Profiler
a Fragment Profiler, SegencePilot® nebo Coffalyser.Net software MRC
Holland (Softgenetics, 2016).

3.7.2 Cervus

Cervus je software, ktery analyzuje genetické udaje z kodominantnich
genetickych markerti, jako jsou mikrosatelity (STR) a SNP. Ptedpoklad je,
ze druh je diploidni a Ze markery jsou autozomdlni (podminéné geny ulozené
na nepohlavnich chromosomech). Predpoklada také, ze znaky markerd se dédi
nezavisle na sob¢, jinymi slovy, Ze jsou ve vazebné rovnovaze. Druhy analyz,
které lze provadét softwarem Cervus, jsou analyza alelova frekvencni, analyza
rodiovstvi, analyza identity (Kalinowski, Taper, & Marshall, 2007). Cervus
(Marshall TC, Slate, J., Slate, J, Kruuk, 1997) je simula¢ni program, ktery
generuje kritické logaritmické pravdépodobnosti a pfifazuje otcovstvi na dané
urovni statistické spolehlivosti. Simulace obsahuje vstupni parametry
definované uZzivatelem, jako je naptiklad celkovy pocet kandidatu, jejich podil,

vzorky, které byly odebrany a mnozstvi chyb v genetickych datech
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(Worthington et. al., 1999). Vyuziti genetickych marker pro identifikaci
vztahu potomkd a rodicl, se stava dilezitym nastrojem v molekularni ekologii.
V ostatnich ptipadech je analyza otcovstvi pouzivana pii odhadu nebo detekci
toku genii mezi populacemi anebo pro zjisténi reprodukcéniho tuspéchu u
behavioralnich skupin (Nielsen, 2001). Software CERVUS umoziiuje simulaci
oc¢ekavanych statistickych parametrti (delta). Delta je rozdil mezi hodnotami
obou nejpravdépodobnéjsich otcii. Cervus je schopen urcit kritickou hodnotu,
ktera je meznikem, kdy rodi¢ mtize byt povazovan za kandidata na pravého
rodice. Cervus analyzuje vypocet frekvence jednotlivych alel u kazdého lokusu
v populaci a bere vuvahu Hardy - Weinbergovu rovnovaha stejné jako

pritomnost nulovych alel.

wevr

se muze pracovat s nulovymi alelami, mutaci a chybami. Pfitomnost nulovych
alel mize zptsobit faleSné vylouceni pravého rodice, pokud je heterozygot
nespravné zaznamendn jako homozygot. Nulova alela (neamplifikuje se) mlze
byt uznana diky vyrazné odchylce od Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Pokud
zname jednoho z rodict, je snazsi odhalit nulové alely. Nekompatibilita mtize
nastat mezi znamym rodi¢em a jeho potomkem v piipad€, Ze heterozygot
s nulovou alelou je nespravné hodnocen jako homozygot. V idedlnim piipade
dojde ke sparovani vétSiny rodict a potomku, kteti jsou k dispozici a v tom
piipadé, dojde jen k ovéfeni relacni vazby. Cim méné informaci mame, tim Ize
Nékteti rodi¢e mohou byt pfifazeni dokonce nespravné. Chakraborty (1988)
tvrdi, ze obecné¢ plati, ze ¢im méné udajii vstupuje do analyzy plvodu,
tim dulezit€jsi jsou kvalitativni vlastnosti molekularnich markerti. Informace
o celkovém poctu kandidati v rodiCovské populaci hraje dulezitou roli
pii urcovani spolehlivosti analyzy rodi¢ovstvi (Marshall TC, Slate, J., Slate, J,
Kruuk, 1997). Podle (Jones, 2003) ktery pifezkoumal rtizné zptsoby analyzy

rodicovstvi, je software Cervus na tento parametr pomérné citlivy.

Cervus a dalsi programy povazuji nulovou alelu jako druh mutace nebo
moznou chybu pfi urovani. Studie piredpokladaji, ze alely se dédi nezévisle na

sobé. Dalsi komplikaci pii vytvafeni rodokmene miize byt mutace a
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genotypizace. VétSina softwarovych programt bere v iivahu tyto faktory. Diky
témto omezenim, nemohou byt né¢ktefi potomci pfifazeni k jejich biologickym
rodi¢im. Mnozstvi mikrosatelitd se 1i$i u riznych druh@ programti a maze byt
dalsi nevyhodou k urceni genotypu. Odhalujici nesrovnalosti v genotypizaci by
mohly byt dosaZzeny porovnanim genotypli potomstev s genotypem znadmého
rodice. Specialni algoritmus, ktery toto dokaze, byl vyvinut (Marshall TC,
Slate, J., Slate, J, Kruuk, 1997). Napiiklad software Cervus (Kalinowski et al.,
2007) nahradi nespravné ureny lokus alternativnim lokusem genotypu podle

oc¢ekavané frekvence v populaci.

Tyto analyzy pomdhaji urcit vhodnost lokusii pro nasledné analyzy.
Patiti mezi né: ocekdvané heterozygozity, polymorfni informacni obsah,
pravdépodobnost, Hardy-Weinbergliv chi-kvadrat statistiky a odhad nulové
alelové frekvence. Obsah polymorfni informace (PIC) je meéfitkem
informativnosti vztahujici se k ocekavané heterozygozité a podobné je pocCitana
z alelové frekvence (Korecky, 2012). PIC odhaduje silu markeru pro detekci
polymorfismu (Guo a Elston, 1999). Jeho hodnota je zavisld na poctu
vyznamnych alel na lokusu a na jejich frekvenci v populaci. Srovnani mezi
ocekavanou a pozorovanou heterozygozitou umoziuje odhad z nulové alely
frekvence (Kalinowski et al., 2007). Pomér vysoké pravdépodobnosti znamena,
ze jedinec je pravdépodobny rodi¢ zkoumaného potomstva. Miize vSak dojit k
chybam v pfipad¢ potomki, matefskych a otcovskych genotypli nebo v
riznych kombinacich vSech tfech. Z tohoto divodu Cervus pouziva
pravdépodobnostnich rovnic pro data zpracovani, které lze brat v tvahu.
Vyhodou tohoto pfistupu je, Ze jedinec, ktery se neshoduje na vice lokusech,
neni z mnoziny potencidlnich rodi¢ii vyloucen, ale pravdépodobnost, ze se
jedna o pravého rodice, bude klesat. Frekvence mutaci a nulovych alel muze
byt nastavena uzivatelem. Celkovy pomér pravdépodobnosti kazdého jedince
se vypocitd vynasobenim pomért zejména lokust. Tento ptistup predpoklada,

ze studované lokusy jsou dédény nezavisle (Korecky, 2012).

LOD skore (dosazenda hodnota pomeéru pravdépodobnosti,
pravdépodobnost otcovstvi konkrétniho samce vzhledem k pravdépodobnosti

otcovstvi libovolného samce). Pokud dva nebo vice samct dosdhlo stejné
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pravdépodobnosti (obvykle proto, Ze jejich genotypy byly identické), otcovstvi
zustavaji neobsazend (Marshall TC, Slate, J., Slate, J, Kruuk, 1997). Kriticka
hodnota LOD skére a delta nelze hodnotit pomoci normalniho rozdéleni, proto
je nutné, aby pouzita simulacni analyza rodi¢ovstvi pro ur€eni urovné davery
determinovala limity téchto parametrti, ve kterych by domnély rodi¢ mohl byt
jesté¢ odhadnut jako pravy rodi¢. Pro ucely simulace musi byt zadany do
softwaru u genotypi, stejné¢ jako pocet matefskych kandidatd c¢ipocet
potencialnich analyzovanych rodict, také podil analyzovanych lokust a ¢etnost
chyb. Pokud Delta a LOD skoére prekroci kritickou hodnotu, pti plnéni kritérii
specifikovanych v analyze je spravny rodic s ptisnou (95%) pravdépodobnosti
nebo uvolnénou (80%) pravdépodobnosti. Cervus pracuje s parametry celé
populace a zaroven simuluje ptibuzensky vztah rodi¢ — potomstvo (Korecky,

2012).

3.7.3  Alelové frekvencni analyzy, analyza rodi¢ovstvi, pfedki a identity

Testovani rodiCovstvi pomoci pravdépodobnosti vyzaduje alelovou
frekvenci. Tato analyza pocitda frekvenci kazdé alely pro kazdy lokus
v populaci, spolu s fadou souhrnnych statistickych udajii véetn¢ testi Hardy
Weinbergovy rovnovahy a pfitomnost nulovych alel. Tyto statistiky pomohou
urcit vhodnost lokusu pro naslednou analyzu. Simulace analyzy rodicovstvi je
uzitetna ze dvou divodu. Za prvé, simulace mize byt pouzita k provéreni
proveditelnosti analyzy rodi€ovstvi pro dany lokus. Za druhé, simulace mtize
byt pouzita pro vypocet kritické hodnoty koeficienti pravdépodobnosti.
Muizeme simulovat az Ctyii rtizné typy rodiCovstvi: matetskd analyza, otcovska
analyza, analyza rodi¢i (kde jsou znama pohlavi kandidatskych rodi¢ii) nebo
analyza dvojic rodic¢l, kde pohlavi kandidatskych rodi¢ii jsou nezndma.
Simulace je zaloZena na frekvencich alel a poctu kandidatnich rodict. Analyza
pfedkli, je navrzena tak, aby se Casové naro¢ny ukol testovani mnoho
kandidatskych rodi¢ii proti mnoha potomkim podstatné zjednodusil a jasné
interpretoval vysledky. U kazdého testovaného potomstva se ziskaji bud’
pravdépodobni kandidati rodici s urcitou spolehlivosti anebo se Zzadni
nepfifadi. V takovémto ptipad¢é dojde k rekonstrukci seznamu kandidatskych
rodi¢i a urceni v podstaté¢ nizsi spolehlivosti (odhadu). Analyza identity se

pouziva k identifikaci jedincti, ktefi byli ptfevzorkovani, a to i v pfipadé, ze oba
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genotypy neodpovidaji piesné. Analyza identity je zvIast¢ uziteCna pro studii
neinvazivniho odbér vzorkd tkdné¢ nebo tam, kde jsou vzorky ziskané z

neoznacenych jedinct (Kalinowski, Taper, and Marshall, 2007).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material - divize Velichov

Na zakladé odborného posudku VULHM stanice Uherského Hradists
a uznani vybérovych stromll pro sbér roubti na LHC Klasterce nad Ohii byl
zalozen semenny sad Obrovice, ze kterého byly testovany sazenice tfeSné ptaci.
Uznané vybérové stromy tieSn€ ptaci se nachéazi v porostu 121 H000, 107
D000, 120 C010 na LHC Klasterec nad Ohii s. p. VLS CR, divize Velichov.
Vék v dobé sbéru 116 let, 3 LVS ve vétsing piipadii. Nadmotska vyska 420 m.
n. m. Primérna vyska stromt byla 20 m, vycetni primér stroml byl 30cm.
Eviden¢ni ¢isla viz nize (Bergmann, 2015). Evidencni ¢isla VS-TR-740399 -4-
3-VLU az VS-TR-740428-4-3-VLU.

Sazenice ze sadu Obrovice byly zpracovavany v lesni Skolce Lhota. Viz
ptiloha ¢. 6. Ze sadu Obrovice jsme ziskali 27 klonl tfeSné ptaci v Cervenci
2015. Z kazdého klonu bylo v sadu vypéstovano (16 — 20) sazenic. V nasem
piipadé doslo k testovani poctu od kazdého klonu 10 sazenic. Sbirali se vzdy
alespon tfi listy od kazdé sazenice a uchovavaly se v igelitovych neprodysnych
pytlicich s pfislusnym ¢islem v mrazicim boxu (-82°C). Pocty odebranych
vzorki u  jednotlivych  klont byl  nasledujici. U  klonQ
1,4,5,7,9,10,11,12,13,14,15,17,18,19,21,22,23,24,25,26,27,28 bylo odebrano
20 vzorkl od kazdého. U klonu 2 bylo odebrano 17 vzorkt. U klonu 20 bylo
odebrano 16 vzorkt. U klonu 8 jen 13 vzorki a klonu 3 jen 12 vzorkt. U kloni

6,16 a 29 nebyly udajné odebrany zadné vzorky.
4.2 Semenny sad Obrovice

Semenny sad tiesné ptaci (Obrovice) byl zalozen v roce 2002. Evidenéni
¢islo je CZ-3-3-TR-00171-4-3-V. Sad je umistén na pozemku p. ¢. 327 v k. 1.
Radonice u Hradisté¢, obec Vojensky ujezd Hradist¢, kraj Karlovarsky
anachdzi se na Lesnim hospodaiském celku (LHC 483143) Vale¢. Porosty
se uznavaji na dobu 10 let. Harmonogram ¢innosti zde prakticky kopiroval
predchozi semenny sad ,,Cejkovka® na LS LCR Luzna. Plocha byla vybrana

v navaznosti na lesni Skolku, vymeéra ¢ini 1,25 ha. Na ptelomu prosince 1999

33



aledna 2000 byl z 30 vybérovych stromil proveden sbér roubli v Klasterci
nad Ohii s. p. VLS CR, divize Velichov. S timto materialem bylo naloZeno
jako v predchozim ptipad€. Klonovy sortiment pochazi z mistnich populaci
pfirodni lesni oblasti (PLO) 4-Doupovské hory. Vysadba probéhla na jate
2002. Vysazeno bylo celkem 240 roubovanct od 28 klonti. Spon vysadby je 7
x 6m, 3 LVS (lesni vegetacni stupeii) a nadmoiska vyska 390 m. n. m. Sbér

z roku 2014 ptinesl 364 kg bez rozliSeni klonti (Bergmann, 2015).

4.3 Pomicky

K extrakci DNA jsou zapotiebi kity ( Invisorb - Spin plant mini kit)
v naSem piipad¢ pouzity, zkumavky a filtry, pipety, pinzety, kaddinky, stojany
na zkumavky, termomixer, termocyklér, centrifuga, oscilaéni mlyn, tekuty

dusik, spektrometr.

4.4 Extrakce DNA

Extrakce DNA se rozumi proces ziskdni DNA z rostlinného materialu.
K extrakci DNA je nezbytné zazemi molekularné-genetické laboratote. 1zolace
byla provedena s vyuzitim komeréné dostupného extrakéniho kitu Invisorb —
Spin Plant Mini Kit®.Viz pfiloha ¢. 2. DNA byla extrahovana z 50 az 100 mg
listového materidlu. K eluci DNA z mikrofiltrii doSlo pfidanim zahraté
destilované¢ vody do zkumavky suchycenou DNA, inkubace a konecné
centrifugace. Inkubace vtomto ptipad¢ trvala az dvakrit déle nez podle
standardniho manualu extrakce DNA pro ziskani lepSich vysledkl testovani.
Parametry izolované DNA (koncentrace a (Cistota) byly zjistény
spektrometrickym meétfenim. Primérna koncentrace izolované DNA cinila 202
ng/ul +-133,81. Ukézka koncentrace a parametry CdCistoty pro jednotlivé
potomky jsou v pfiloze €. 7. Veskera izolovand DNA byla pro navazujici kroky

analyzy naiedéna na pracovni koncentraci 20 ng/ul.
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Klon 16 nebyl zastoupen mezi vzorky (nicméné dle evidence sadu mél
chybét klon 10, ten ale fyzicky zastoupen je). MoZna ziaména klonu 16 a 10.
Klon 29 neni fyzicky zastoupen mezi vzorky i dle evidence sadu. Klon 6 neni
fyzicky zastoupen mezi vzorky, vsadu se ale nachazi. Ziskanou
vyextrahovanou DNA z 27 klonli (268 sazenic) jsme nasledné méfili na

spektrometru.

4.5 Pribéh PCR

Polymerazova tetézova reakce se vytvoii za pomoci templatové DNA,
kterou jsme si nafedili do pozadovaného mnozstvi, primert (forvard a reverse),
volnych iontl ¢i Mg2+ a deoxyribonukleosidtrifosfatu (dNTPs). PCR
se skladalo ze tii Casti: denaturace dvousroubovicové DNA, nasednuti primera
k oblasti, které¢ maji byt zesileny a syntézy DNA. Tyto tii kroky se neustale
opakovaly (30-40 krat). K tomuto ucelu slouzil termocyklér. Primery byly
pouzity pro amplifikaci genomové DNA. Vysledné PCR produkty byly

analyzovany na piitomnost mikrosatelitnich markert.

4.5.1 Analyza mikrosatelitovych lokusu

Na zédklad¢ rozboru védecké literatury bylo vybrano 16 potencialné
vhodnych mikrosatelitovych markerti pro tieSent ptaci. U n€kolika vybranych
a testovanych primerti byla pfepokladana uspéSnd mezidruhova amplifikace
(tzv. cross-amplification). To znamend, Ze tyto mikrosatelitové pary byly
primarné¢ vyvinuty pro jiny druh rodu Prunus, ale UspéSne¢ amplifikuji
repetitivni useky také u zajmového druhu. PCR amplifikace byla provadéna

v celkovém objemu 50 pl, obsahujici 20 ng templatové DNA.

Testovaci skupina 16 primerovych parti byla z ekonomickych divodi
objednana jako neznacend. Amplifikace pfedvybranych primert byla ovéfena
elektroforetickou separaci predpokladanych PCR produkti na agardézovych
gelech. DNA je kyselina, obsahuje zdporn€¢ nabité¢ fosfatové skupiny.
V elektrickém poli se pohybuji fragmenty DNA od zaporné nabité elektrody
smérem ke kladné nabité. K déleni fragmenti DNA se uzivd nejCastéji
horizontaln¢ uloZeny agar6zovy gel, jiZ zminény. Fragmenty o stejné velikosti

a molekulové vaze - postupuji stejné rychle a vytvoii shluk, po obarveni
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prouzek. DNA je na gelu vizualizovdna pomoci barveni ethidiumbromidem
(EtBr). Vaze se mezi baze nukleovych kyselin a po ozafeni ultrafialovym
svétlem (UV) oranzové fluoreskuje. Vzhledem k tomu, ze ethidium bromid je
karcinogen, gely jsou po vyfotografovani skladovany ve zvlastni odpadni
nadobé. Podminky PCR reakci pro pfislusny typ primeru byly zvoleny dle

autort ¢lank, ve kterych byly primerové sekvence publikovany.
5 Vysledky

5.1 Generovani molekularnich dat

Na zakladé tohoto posouzeni bylo vybrano 16 primerd, které vykazovaly
dostateCnou amplifikaci a v sérii 10 testovacich vzorkli se nejevily jako
monomorfni (tj. nevykazovaly jednotny genotyp). Tyto primery byly nésledné
objednény jako fluorescenéné znacené (barvy modrd, zelend, zlutd, cervend),
tak aby mohly byt amplifikace jednotlivych primert sdruzovany do tzv.
multiplexovych reakei. Dllezitym parametrem pro sestaveni kompatibilniho
souboru primerd v pfislusSné multiplexové reakci je porovnani délky
amplifikovanych fragmenti a navrh jejich fluorescen¢niho obarveni tak,
aby nedochazelo k ptekryvu stejnobarevnych fragmentd riiznych primera

pii fragmentacni analyze na sekvenatoru.
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Tabulka 2- fluorescen¢né znacené primery byly rozdéleny do multiplexovych reakci

multiplex A oblast fluorescencni

nazev primeru nukleotidova sekvence primeru amplifikace barva citace
Forward primer | CTACTTCCATGATTGCCTCAC 135-145 FAMG6 Vaughan and

EMPaS02 Reverse primer | AACATCCAGAACATCAACACAC Russel 2004
Forward primer | GCTAATATCAAATCCCAGCTCTC 151-183 VIC Vaughan and

EMPaS10 Reverse primer | TGAAGAAGTATGGCTTCTGTGG Russel 2004
Forward primer | ACCACTTTGAGGAACTTGGG 73-106 FAM6 Vaughan and

EMPaS11 Reverse primer | CTGCCTGGAAGAGCAATAAC Russel 2004
Forward primer | TGCTATTAGCTTAATGCCTCCC 134-151 PET

UCD-CH11 Reverse primer | ATGCTGATGTCATAAGGTGTGC Struss et al. 2003
Forward primer | TCCGCTTCTCTGTGAGTGTG 111-148 NED

UCD-CH31 Reverse primer | CGATAGTTTCCTTCCCAGACC Struss et al. 2003
Forward primer | GCCACCAATGGTTCTTCC 150-178 NED Downey and

PS12A02 Reverse primer | AGCACCAGATGCACCTGA lezzoni 2000
Forward primer | AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC 124-132 VIC Testolin et al. 2000

(Schueller et al.
UDP98-412 Reverse primer | GCTGAAGACGACGATGATGA 2006)
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multiplex B

161-
Forward primer | CATGTGCTTTCTCTGCCC 171 NED
EMPaS05 Reverse primer | TCTTCTAAGCAATTCCCC Vaughan and Russel 2004
200-
Forward primer | AAGCGGAAAGCACAGGTAG 218 VIC
EMPaS06 Reverse primer | TTGCTAGCATAGAAAAGAATTGTAG Vaughan and Russel 2004
122-
Forward primer | TGTGCTAATGCCAAAAATACC 148 FAM6
EMPaS12 Reverse primer | CTGCCTGGAAGAGCAATAAC Vaughan and Russel 2004
Forward primer | CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT 228 | |PET
BPPCT 034 Reverse primer | CAATGGAGAATGGGGTGC Dirlewanger et al. 2002
multiplex C
Forward primer | ATGAGGACGTGTCTGAATGG 135 FAMG6
BPPCT 040 Reverse primer | AGCCAAACCCCTCTTATACG Dirlewanger et al. 2002
Forward primer | CTGGCTTACAACTCGCAAGC 150 | VIC Testolin et al. 2000
UDP97-403 Reverse primer | CGTCGACCAACTGAGACTCA (Schueller et al. 2006)
Forward primer | GAACATGTGGTGTGCTGGTT 140-174 | |NED
PceGA34 Reverse primer | TCCACTAGGAGGTGCAAATG Downey and Iezzoni 2000
Forward primer | AAGCCATCCACTCAGCACTC 150 | |PET Testolin et al. 2000
UDP98-411 Reverse primer | CCAAAAACCAAAACCAAAGG (Schueller et al. 2006)
Forward primer | AGACAAAGGGATTGTGGGC 173-200 PET
UCD-CH12 Reverse primer | TTTCTGCCACAAACCTAATGG Struss et al. 2003
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Multiplex A obsahoval primery EMPaS02, EMPaS10, EMPaS11, UCD-
CH11, UCD-CH31, PS12A02, UDP98-412. Rozsahy délek amplifikaci
primerid byly od 73 do 183bp. Multiplex B obsahoval primery EMPaSO05,
EMPaS06, EMPaS12, BPPCT 034. Délka amplifikace byla od 122 do 228bp.
Multiplex C obsahoval primery BPPCT 040, UDP97-403, PceGA34, UDP9S-
411, UCD-CH12 a rozsah délek amplifikace byl od 135-200bp. Délky
amplifikace jsou pro kazdy primer odlisné, jak je vidét v tabulkach. Kazdy
primer je oznacen jinou fluorescencni barvou pro lepsi rozliSeni. Primery jsou
déleny na forward a reverse (pfedni a zadni) a ohranicuji nukleotidovou
sekvenci. Na pravé strané tabulky jsou znaceni autofi primert, podle kterych

bylo testovani nukleotidovych sekvenci fizeno.

V ptiloze ¢. 1 jednotlivé primery vykazuji informace o zastoupeni bp
(amplifikovanych délek). EMPaS02 mél nejvétsi zastoupeni 146 bp a to
z 70%. EMPaS10 mél nejvétsi zastoupeni 293 bp a to z32% a 287 bp a to
7 28%. EMPaS11 m¢l nejvétsi zastoupeni 76 bp a to z 72%. UCD-CHI11 mél
nejveétsi zastoupeni 157 bp a to z47% a 155 bp a to z 33%. UCD-CH31 mé¢l
nejveétsi zastoupeni 126 bp a to z 69%. PS12A02 mél nejvetsi zastoupeni 169
bp a to z35%. UDP98-412 m¢l nejvétsi zastoupeni 120 bp a to z 64%.
EMPaS06 mél nejvétsi zastoupeni 205 bp a to z 40%. EMPaS12 mél nejvétsi
zastoupeni 224 bp a to z31% a 238 bp z23 %. BPPCT 034 mél nejvetsi
zastoupeni 336 bp a to z39% a 332 z32 %. BPPCT 040 mél nejvétsi
zastoupeni 157 bp a to z44% a 161 bp z35 %. PceGA34 mél nejvétsi
zastoupeni 251 bp a to z 31%. UDP98-411 m¢l nejvetsi zastoupeni 262 bp a
to z39% a z274 bp z36 %. EMPaS05 m¢l viceméné rovnomérné zastoupeni
165 bp 31 %, 167 bp 24 %, 173 bp 24 % a 175 bp 20 %. Primery UCD-CH12 a
UDP97-403 nejsou vneseny do grafu, jelikoz se snimi pii rekonstrukci

rodokmene nepracuje.

Jako templatova DNA byla pouzita DNA izolovana z listli tfeSn¢ ptaci.
Izolovana DNA (viz vyse) byla nafedéna na standardizovanou koncentraci 10
ng/ul. PCR reakce byly za pfislusSnych podminek provadény v termocykleru
Veriti 96 - well thermal cycler (Applied Biosystems). Z divodu zefektivnéni
prace nebyly neproménlivé slozky. PCR smés se skladda z (tj. Taq polymerazy,
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dNTPs, hotfecnatych ionti pipetovanych oddélené, ale byl vyuzit
ptedptipraveny roztok reakénich produkti Qiagen Multiplex PCR Kkit.
Jednotlivé tedy byly pfidavany pouze primery a templatova DNA. Celkovy
objem reak¢ni smési Cinil 15 pl a obsahoval 10 ng genomové DNA a 200nM
kazdého znaceného primeru. Polymerazové fetézova reakce byla provadéna v
35 cyklech s poc¢atecni 15 minutovou inkubaci pfi teploté 95°C, aby doslo k
aktivaci hotstar Taq DNA polymerazy (Curn, 2011).

(HotStar Tag DNA PCR smés, ktera obsahuje HotStar Taqg DNA polymerdzu.
Tato polymerdza je modifikovanou formou Tag DNA polymerdazy. V PCR smési je v
inaktivovaném stavu, takZe nema zadnou polymerdzovou aktivitu. Absence
polymerasové aktivity brdani extenzi nespecificky pripojenych primeri a vzniku
primerovych dimeru, které se jinak tvori pri nizkych teplotich na pocdatku PCR a
behem prvniho PCR cykiu. HotStar Taqg DNA polymerdza je aktivovana az po 10
minutove inkubaci pri 94 °C (Burdychova, 2004)).

Denaturace pti kazdém cyklu probihala po dobu 30s pie teploté¢ 95°C,
faze annealingu (nasedéani) trvala 45s a teplotn€ se u jednotlivych multiplexti
odliSovala. Pro multiplexy byly reakéni podminky od 67°C postupné klesajici
na 55°C. Nasledn¢ byl vzdy 1 pl vzniklého PCR produktu smichan se 13 pl
roztoku formamidu obsahujicim DNA velikostni standard GeneScan 500 LIZ
(znaCeno fluorescen¢ni oranzovou barvou LIZ). Smés byla denaturovana pfi
teploté 95°C po dobu 5 minut a rychle zchlazena na ledu. Fragmenty byly
separovany s vyuZzitim osmi kapilarniho sekvenatoru Genetic Analyzer 3500

(Applied Biosystems) a vyhodnoceny v softwaru GeneMarker®.
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5.2 GeneMarker

Software, ktery pomohl zpracovat vysledky z PCR (hodnoty bp neboli
koédy alel). Tento software vytvofil diky zadanym parametrim kiivky,
diky kterym jsme schopni rozeznat homozygoty a heterozygoty pod
jednotlivymi multiplexy se zadanymi primery (ptiklad EMPAs05) a také
hodnotu peakii, které jsou zcela zasadni pro software Cervus. Diky nim
vyhodnoti a sparuje jednotlivé vzorky rodici a potomkd. Pocet téchto

vyhodnocenych dat byl piiblizn€¢ 6000.
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Obrazek 2 - GeneMarker

V levé ¢asti obrazku se nachédzi nazvy alel, uprostfed jsou zaznamenany
primery speaky a vpravo vyhodnocené¢ genotypy. Po pfeneseni
vyhodnocenych dat z GeneMarkeru do excelu, 1ze data upravovat graficky a
zarovenl s nimi pracovat dale i1 pro software Cervus. Viz pfiloha 5. Po
vyhodnoceni dat v GeneMarkeru je zapotiebi prevést data do textového
souboru. V ptiloze ¢. 5 lze vycist jednotlivé genotypy vsSech lokust a
pfislusnych jedincl za pomoci analyzy DNA mikrosatelitnimi markery.

Velikosti fragmenta byly v rozmezi 65 bp (EMPaS 11) a 357 bp (BPPCT034).
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Ve srovnani s vysledky z ptislusné literatury se velikosti rozsahu bp uvadéné

v této diplomové praci ¢astecné piekryvaly. Ukazka viz.(tabulka €. 2).

14 lokusti z 16 (87,5 procent) mikrosatelitnich primerti bylo pouzitych k
produkci stabilniho a polymorfniho zesileni fragmenti 32 genotypti. Dva
primery (UDP97-403 a UCD-CHI2) byly vylou¢eny z vyhodnocovani
vzhledem k ptfitomnosti nulovych alel. Marker je vysoce informativni, pokud je
jeho PIC vétsi nez 0.500. Stfedni hodnota je 0,6005, piedstavujici minimalni
hodnotu 0,37 a maximaln¢ 0,831 (Avramidou, Ganopoulos, & Aravanopoulos,
2010). Nejvice informativni jsou markery PceGA34 a EMPaS12 a nejméné
EMPaS11 a EMPaS02. Pozorovand heterozygotnost 0,365 do 0,739 a v
praméru 0,552, zatimco ocekava heterozygozita v této studii v rozmezi od
0,432 do 0,799 s primérem 0,616. Index fixace (F) byl v rozmezi 0,0038 a
0,2204 a m¢l primér pres vSechny lokusy 0,1121 (tabulka €. 3).

5.3 Rekonstrukce rodokmene

Rekonstrukce rodokmene byla provedena za pomoci softwaru Cervus.
Pro studium genetickych vztahi bylo vytvofeno nékolik pocitacovych
programti. Po vlozeni genotypi ziskanych z genemarkeru do softwaru jsme

ziskali alelovou frekvencni analyzu. Viz tabulka €. 3 nize:
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Lokus k N HObs HExp PIC F(Null)
EMPaS11 7 288 0.365 0.432 0.370 0.0802
EMPasS02 7 283 0.417 0.470 0.426 0.0346

BPPCT 040 10 289 0.640 0.670 0.611 0.0161
EMPaS12 10 288 0.736 0.788 0.754 0.0286
UDP98-412 5 282 0.468 0.527 0.473 0.0541
EMPasS05 5 280 0.739 0.747 0.699 0.0038
EMPaS10 12 282 0.727 0.753 0.709 0.0125
UCD-CH 31 7 286 0.472 0.482 0.438 0.0102
PS12A0 10 286 0.661 0.764 0.727 0.0742
EMPasS06 7 255 0.690 0.724 0.676 0.0233
PceGA34 14 280 0.582 0.799 0.770 0.1526
UCD-CH11 6 284 0.412 0.639 0.570 0.2204
UDP98-411 6 286 0.647 0.687 0.627 0.0251
BPPCT 034 17 255 0.647 0.721 0.675 0.0506

Tabulka 3- alelova frekvenc¢ni analyza
Alelova frekven¢ni analyza:
k — pocet alel v lokusu
N — pocet jedinctu
Hobs — pozorovana heterozygotnost
HExp — o¢ekavand heterozygotnost
PIC — informovanost lokusu, ¢im vy$si, tim lepsi
F (Null) — odhadovana nulova frekvence alely
Celkovy pocet otestovanych jedincti byl 292 vcetné rodich. Pocet
testovanych potomkt byl 260 a pocet testovanych rodict byl 32. Na Sestnacti

lokusech byli jedinci testovani. Od kazdého rodice byly odebrany dva vzorky

pro presngj§i analyzu a upfednostnéni kvalitnéjSiho vzorku, nicméné
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v nékterych piipadech doslo k neshodé (nekompatibilite) 2 vzorki od stejného
jedince (rodice). Dale bylo zapotiebi vytvofit simulaci rodicovské analyzy,
diky které bylo mozné ziskat prehled o poctu sparovani genotyptli, procentické

nalezeni rodice ¢i rodiCovského paru. Viz tabulka €. 4.

jednotlivec | jistota (%) Ptifazeni mira pfifazeni
pozorovana pozorovana
uroven (otekavana) (o&ekavand)
jisty 95.00 516 (489) 100% (95%)
volny 80.00 516 (489) 100% (95%)
nepfirazen 0(27) 0% (5%)
celkem 516 (516) 100% (100%)

Tabulka 4- procentické nalezeni jedince dle genotypu

Pozorované procentické pfifazeni, jak jednoho rodice, tak rodi¢ovského
paru, bylo nakonec stoprocentni, i kdyz zadany parametr byl minimalné 95%.
Celkovy pocet testovanych potomkl bylo 260, jak jiz bylo vySe zminéno. 258
potomkl bylo testovino na minimalné¢ 8 lokusech a také vSech 32
kandidatskych rodi¢i. Cislo 516 - potencionalni nalezeni kandidatiti rodice
potomku ¢islo 489 je mira ocekavaného pfifazeni rodic¢l. Mira pfifazeni je
v tabulce na pravé stran¢ vyobrazena jako absolutni (pocet) nebo relativni (%).
Vsichni jedinci byli pfifazeni. Pomoci analyzy genetické identity byla u

konkrétnich analyzovanych ramet odhalena identi¢nost nasledujicich klont:

a) 20A,21B,2A (94%) z 16 lokust vykazovalo identické genotypy 15 lokust
krom¢ (UCD-CH 12)
b) 20B a 21A (100%) identi¢nost u viech 16 lokust

C) 9AB a 3B (94(%)) z 16 lokust vykazovalo identické genotypy 15 lokusti kromé
(UCD-CH 12)
d) 4AB a 5AB (100%) identi¢nost u viech 16 lokusi

e) 17A a 18AB (94%) identi¢nost u 15 lokusti kromé (UDP97-403)

V piipadé lokust UCDCHI12 a UDP97-403 dochazelo jiz pii zjiStovani

vevr

A prave proto, byly nasledné pro rekonstrukci rodokmene tyto lokusy vyfazeny.
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Nakonec byla provedena ptima rodi¢ovska analyza, jez ndm ukazala,
procentudlni GspéSnost parovani a nalezeni rodicd potomkl. Analyza byla

provedena:
1, zadny rodi€ nepftifazen, ndhodné parovani.
2, matka pfifazena tzv.“natvrdo®.

Nejprve byla provedena rekonstrukce, kdy nebyla pfifazena informace
o evidentni matce. Vystupem byla informace o genotypu dvou rodici,
avSak bez rozliSeni matetfského a otcovského jedince. Ve skupin€¢ potomki
eviden¢né piisluSnych do jednoho matetského polosesterského potomstva pak
bylo ovéteno, zda je konzistentné piifazovan jako jeden zrodicl stale stejny
jedinec a pokud ano, zda genotyp tohoto jedince koresponduje s genotypem
eviden¢ni matky. V ptipad¢ skupin jedinct, u kterych se tento piipad ovéfil,
nasledné€ doslo k rekonstrukci rodokmene, jiz s pfifazenou ovétenou evidencni
matkou. Pfifazend matka tzv. ,,natvrdo® se ptifadila jako jeden z rodict pfimo
v programu, pficemz druhy zrodi¢i byl analyzou dohledavan a pfifazen.
Po pfeneseni dat jsme dostali nasledujici kompletné rekonstruovany rodokmen,

ktery je nize v tabulce €. 7.
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5.4 Rekonstrukce rodokmene plnosesterskych potomstev

Analyza rodicovstvi softwaru Cervus, potvrdila spravnost evidence
matefskych stromli v semenném sadu Obrovice s vyjimkou klonu ¢. 8
v procesu postupného piifazovani rodici kjedinci pii opakované se
shodujicich genotypech evidenéni matky. Druhy zrodi¢i byl analyzou
dohledavan a pfifazen. Po pieneseni dat byl vytvofen kompletné
rekonstruovany rodokmen. U klonu ¢. 8 se nepodafilo s jistotou prokazat,
ze evidentni matka je sjistotou ta spravna. Mohlo to byt zplisobeno
pravdépodobnou kontaminaci pii testovani ¢i zaménou informaci pifi evidenci.
U klonu €. 10 byla eviden¢ni matka uréena nejpravdépodobnéjsi matka 6AB
au klonu €. 2 matku 4 5AB. K duplicité¢ genotypti doslo u rodi¢ti 17A_18AB,
20A 21B 2A, 20B 21A, 4 5AB a 9Ab 3B, pfiCemz genotypy mezi témito
rodi¢i jsou prakticky identické. Divodem muze byt vegetativni mnozeni
matefskych stroml v oblastech sbéru materialu, jelikoz vzdéalenost mezi
sbérnymi misty €inila 1-1,5 km viz pfiloha ¢. 4. U klonu ¢. 3 byla potvrzena
eviden¢ni matka 9Ab 3B. V piipad¢ klonu ¢. 4 a 5 byla potvrzena eviden¢ni
matka 4 5AB. U klonu ¢. 17 byla potvrzena evidencni matka 17A 18AB. U
klonu ¢. 18 byla potvrzena evidenéni matka 17A 18AB.U klonu ¢. 20 a 21
byla potvrzena evidenéni matka 20A 21B 2A. V ostatnich pfipadech
korespondovalo ¢iselné oznaceni klonu potomka s ¢iselnym oznacenim rodice.
Pokud pfti rekonstrukci nebyl s dostatecnou mirou statistické pravdépodobnosti
pfifazen otcovsky strom, pochazi gameticky piispévek zjedince mimo
semenny sad, zde je pouzita hodnota x. Pravdépodobné vlivem néjaké
kontaminace vzorkt pii ptipraveé v laboratofi ¢i samovolnym opylenim stromu
mimo sad. V tabulce €. jsou zaznamenani potomci s evidencnimi ¢isly, dale
matka, kterd je zde wurCena tzv. natvrdo. Otec byl pfifazen jako
nejpravdépodobnéjsi pfi stanoveni miry UspéSnosti jako rodiCe s 95%

pravdépodobnosti. Viz tabulka €. 5 nize:
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Tabulka 5 - vysledna tabulka rodokmene

potomek

matka

Otec

Uspésnost

95%%*,95%+

12x10 12Ab 15Ab *
12x12 12Ab 19Ab *
12x13 12Ab 15Ab *
12x17 12Ab 6Ab *
12x18 12Ab 6Ab *
12x19 12Ab 2B *

12x2 12Ab 4_5AB *
12x20 12Ab 15Ab *

12x3 12Ab 17A_18Ab *

12x9 12Ab 1Ab *
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18x11 17A_18Ab | 20A_21B_2A
18x12 17A_18Ab 9Ab_3B
18x14 17A_18Ab 11Ab
18x15 17A_18Ab 11Ab
18x16 17A_18Ab 11Ab
18x18 17A_18Ab 11Ab
18x19 17A_18Ab 11Ab
18x20 17A_18Ab 9Ab_3B
18x5 17A_18Ab 30AB
18x9 17A_18Ab 24AB
19x1 19Ab 25A
19x10 19Ab 8Ab
19x12 19Ab 178
19x13 19Ab 20A_21B_2A
19x16 19Ab varl
19x17 19Ab 4_5AB
19x20 19Ab 2B
19x6 19Ab 8Ab
19x7 19Ab 8Ab




19x8 19Ab 8Ab
19x9 19Ab 12Ab
1x1 1Ab 28Ab
1x11 1Ab 8Ab
1x12 1Ab 28Ab
1x18 1Ab 7Ab
1x19 1Ab X
1x3 1Ab 13Ab
1x4 1Ab 25A
1x5 1Ab 12Ab
1x8 1Ab X
1x9 1Ab 6Ab
20x1 20A_21B_2A 28Ab
20x10 20A_21B_2A 8Ab
20x11 20A_21B_2A 28Ab
20x12 20A_21B_2A 6Ab
20x15 20A_21B_2A 13Ab
20x16 20A_21B_2A 178
20x4 20A_21B_2A 22Ab
205 20A_21B_2A 15Ab
20x6 20A_21B_2A 8Ab
20x9 20A_21B_2A 7Ab
21x1 20A_21B_2A 4_5AB
21x10 20A_21B_2A 30AB
21x13 20A_21B_2A 15Ab
21x16 20A_21B_2A 30AB
21x20 20A_21B_2A 19Ab
21x4 20A_21B_2A 8Ab
21x5 20A_21B_2A 15Ab
21x6 20A_21B_2A 15Ab
21x8 20A_21B_2A 238
21x9 20A_21B_2A | 9Ab_3B
22x1 22Ab 25A
22x11 22Ab 17A_18Ab
22x12 22Ab 17A_18Ab
22x13 22Ab 17A_18Ab
22x14 22Ab 17A_18Ab
22x18 22Ab 4_5AB
22x2 22Ab 8Ab
22x4 22Ab 16Ab
22x8 22Ab 26Ab
22x9 22Ab 17A_18Ab
23x13 238 30AB
23x14 238 20A_21B_2A
23x18 238 4_5AB
23x2 238 20A_21B_2A
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23x20 238 30AB
23x3 238 15Ab
23x4 238 4_5AB
23x5 238 30AB
23x6 238 30AB
23x7 238 20A_21B_2A
24x11 24AB 28Ab
24x12 24AB 6Ab
24x13 24AB 11Ab
24x14 24AB 15Ab
24x17 24AB 30AB
24x18 24AB 11Ab
24x2 24AB 30AB
24x3 24AB 30AB
24x5 24AB 23A
24x6 24AB 11Ab
24x8 24AB 30AB
24x9 24AB 7Ab
25x1 25A X
25x12 25A 13Ab
25x13 25A 30AB
25x16 25A 8Ab
25x18 25A 4_5AB
25x19 25A 2B
25x20 25A 13Ab
25x4 25A 11Ab
25x7 25A 6Ab
26x10 26Ab 11Ab
26x11 26Ab 3A
26x14 26Ab 19Ab
26x16 26Ab 19Ab
26x17 26Ab 19Ab
26x20 26Ab 8Ab
26x6 26Ab 19Ab
26x7 26Ab 3A
26x8 26Ab 178
26x9 26Ab 11Ab
27x12 27Ab 4_5AB
27x13 27Ab 28Ab
27x14 27Ab 28Ab
27x15 27Ab 7Ab
27x17 27Ab 22Ab
27x2 27Ab 4_5AB
27x20 27Ab 4_5AB
27x3 27Ab 4_5AB




27x9

27Ab

22Ab

2x1 4_5AB 12Ab
2x11 4_5AB 19Ab
2x12 4_5AB X
2x13 4_5AB X
2x15 4_5AB X
2x16 4_5AB 7Ab
2x17 4_5AB X
2x3 4_5AB 7Ab
2x5 4_5AB X
2x6 4_5AB 27Ab
27 4_5AB 8Ab

5x1 4_5AB 3A
5x11 4_5AB X
5x12 4_5AB 8Ab
5x14 4_5AB 22Ab
5x16 4_5AB 8Ab
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5x17 4_5AB 7Ab

5x20 4_5AB 30AB
5x5 4_5AB 6Ab
5x6 4_5AB varl
5x8 4_5AB X
5x9 4_5AB 7Ab

8x10 X X
8x11 X X
8x12 X X
8x4 8Ab 22Ab
8x5 8Ab 17A_18Ab
8x7 X X

8x8 X X




5.5 Mira gametického prispévku otcii

Mira gametického piispévku otcli je vyobrazena v grafu ¢. 1. Je
vyjadfen pomoci procentudlni cetnosti otcli k jednotlivym potomkiim
podle vysledkii. Nejvyssi zastoupeni tvofil otec 8Ab téméf tiinacti procentni
gameticky ptispévek celého potomstva. Deviti procentni gameticky ptispévek
tvofil otec 4 SAB (otec 4 a 5 se stejnymi genotypy) a osmi procentni
gameticky pfispévek otec 30AB. Zadné zastoupeni v podobé gametického

prispévku jsme nezaznamenali v ptipad¢ otcti 14A, 14B, 25B a var 2.

Mira gametickych prispévku otct
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Graf 1 - mira gametickych prispévku otct

Pfi porovnani miry zastoupeni gametickych piispévki otcii s pocty
ramet v sadu, lze konstatovat, ze v piipadé¢ 4 5SAB, 8Ab a 30AB odpovida
vys$i poCet ramet 1 vySSimu procentualnimu zastoupeni otcii. V piipadé otct
6Ab, 11Ab a 19 Ab doslo k nadprimémému procentudlnimu zastoupeni
pii niz§imu poctu ramet v sadu a naopak k podprimérnému procentudlnimu

zastoupeni pii vysSim poctu ramet v sadu u jedincit 9Ab _3B,13Ab,16Ab.

Viz porovnani grafu €. 1 a ptilohy €. 3.
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Mira gametického prispévku rodicti po rekonstrukci
rodokmene

mx
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otec
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. Ual
matka

Graf 2- mira gametickych prispévki obou rodicu

Analyza skutecné zastoupené matky u jednotlivych potomkll ndm
ukézala, ze eviden¢ni matka je shodnd se skuteéné zastoupenou matkou.
V piipadé klonu 1, 2, 3,4, 5,7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28 se zastoupeni eviden¢ni potvrdilo témet 100%. V piipadé
klonti 10 a 17 doslo k témer 90 % uspesnosti potvrzeni spravnosti evidencni
matky. Klon 10 tvofil okolo 10 % zastoupeni matky 11AB. Klon 17 tvofil
okolo 10% zastoupeni matky 6Ab. Tato chyba mohla vzniknout chybnou
manipulaci se vzorky nebo evidencni chybou. V grafu €. 2 je zndzornéna mira
gametickych pfispévki otcl. Celkem 95% vSech otcovskych stroml se

podilelo na vytvoreni alespon jednoho potomka.
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5.5.1 Proporcionalni porovnani ramet v semenném sadu

Podle poctu ramet (pfiloha ¢. 3) od kazdého rodicovského klonu, byl
zjistén proporciondlni vliv miry gametického ptispévku otcti v semenném sadu

viz graf €. 3.

Korelace miry gametickych prispévki otcii s poctem
zastoupeni ramet v sadu
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Graf 3- korelace poctu ramet s mnoZstvim gametickych prispévki otci

V tomto grafu jsou piifazené poéty ramet jednotlivych klont. Cervend
jsou oznaceny pocty ramet u jednotlivych klon v sadu a modie zase pocty
zastoupeni gametickych ptispévkl otci. V ptipad¢ klonu 14A a 14B, 23A
a23B, 25A a 25B doslo ke slouceni pro lepsi vyobrazeni v grafu. V ptipadé
identickych genotyptl, které byly slouceny (klony 17A 18Ab, 20B 21A,
20A 21B 2A9Ab 3B) nebylo mozné pfifadit spravny pocet ramet, kvili
duplicité genotypt. U klonii ¢. 17B, 2B, 3A, var 1 také nebylo mozné prifadit
pocty ramet, protoze duplicita jiz narusSila strukturu oznaceni klonti. U kloni ¢.
18Ab a 9Ab naopak neni znama mira gametickych piispévki, protoze tyto
klony jsou duplicitni a jsou tedy slou¢eny pod nazvem jinych genotypt, piesto
pocet ramet byl zjistén. Predpokladana korelace poctu ramet v sadu s mirou
gametickych prispévkl (¢im vice ramet tim vyssi mira gametického pirispévku)

nebyla potvrzena, coZ vyplyva i z grafu.
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6 Diskuse

Podle Bergmanna (2015) je analyzovany sad Obrovice vysoce plodny
s primérnou ro¢ni produkci 350 kg tfesni. Sviij podil na tom ma jisté
usporadani jednotlivych klonii (ramet) v sadu. Adams (1992) ve svych studiich
zminuje, ze vzdalenost mezi rodi¢i je dulezity faktor, ktery ovliviiuje
pravdépodobnost kiizeni. De Cuyper et. al. (2005) tvrdi, Ze sousedni stromy
v semenném sadu by mély byt vzdjemné kompatibilni, aby se maximalizovala
produkce. Pojem ,vzajemné¢ nekompatibilni“ znamend vzijemnou
neslucitelnost (nekompatibilitu) alel S-loukusu mezi jedinci. GOmory a
Longauer (2014) tvrdi, Ze kiiZeni jedincu se stejnymi alelami na S-lokusu je
vZzdy netspésné a kiiZeni jedincl s jednou stejnou alelou je uspésné z 50 %.
V sadu Obrovice je tento predpoklad pravdépodobné splnén, jelikoz zde jedinci

se stejnymi alelami na S-lokusu zji§téni nebyli.

V néavaznosti na kompatibilitu ma dale sviij podil na produkei efektivni
pocet klonii vsadu a rozmisténi v ném. Vzhledem k produkci jakou sad
vykazoval v poslednich letech a k mnozstvi rtiznych rodi¢ovskych genotypii
v sadu lze urcit, ze predpoklady pro spravnou funkénost a vysokou diverzitu
sadu ma velmi dobré. Ani tzv. duplicit genotyptl, jako tomu bylo naptiklad u
kloni 4 5Ab, 20A 21B 2A, 20B 21A, 9AB 3B, 17A _18AB zde nebyla
piekazkou. V této praci bylo analyzovano 32 genotypt rodicovskych klond.
Kang (2001) ve své studii odvodil efektivni pocet kloni u 1/5 jehlicnatych sadt
mezi 10 a 40 genotypy, ¢imz sad Obrovice tento ptredpoklad spliuje. Tzv.
duplicita genotypii mohla byt zpilsobena mechanickym zaménénim
organického materialu pii praci se vzorky nebo chybnym oznacenim pii
samotném sbéru ¢i zde mohla existovat vzajemna geneticka ptisluSnost vlivem

vegetativniho mnozeni matetskych stromil jiz na divizi Velichov.

Semenné sady jsou zdaleka nejcastéji pouzivanym nastrojem
k reprodukci lesnické produkce populace na svéte. Skladaji se z vybranych,
geneticky vynikajicich kandidatskych rodi¢ti nebo jejich potomstva s hlavnim

cilem, produkovat konzistentni a bohaté vynosy geneticky vylepsenych semen
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(Funda & El-Kassaby, 2012). Semenné sady jsou zakladany s predpokladem,
ze se jednd o uzaviené, panmiktické populace, Ze nemaji genetické ani jiné
behaviordlni omezeni nahodného kiiZeni, véetné samooplozeni. Je-li tento
predpoklad pravdivy, potom alelové a genotypové frekvence v populaci
potomkl by mély odpovidat frekvencim populace rodi¢l, s absenci rusivych
jevu jako je migrace, selekce, mutace a ndhodného genetického driftu (Funda
& El-Kassaby, 2012). Docilit tohoto stavu v semenném sadu je velice obtizné,
avSak vysledky ztohoto testovani vykazuji, ze vySe uvedené piedpoklady
pro vytvofeni a nasledny rozvoj semenného sadu jako panmiktické populace
jsou zde z velké Casti splnény. V sadu dochazi k ndhodnému kiizeni, coz je
zpusobeno také kvalitnim rozestoupenim ramet rovnomérné v sadu, ¢imz se
zde dotykdme jiz vySe zminéné problematiky rozmisténi klond v sadu. Dale
genotypové frekvence populace rodi¢l odpovidaji ve vétSing piipada
frekvencim populace potomki. Rusivé jevy, jako jsou migrace, selekce,
mutace a ndhodny geneticky drift jsou zde potlaceny. Na zaklad¢ toho doslo
pfi testovani k nalezeni 100% rodicovskych part. Evidenéni matky potomkl

jednotlivych klont byly potvrzeny jako spravné az na vyjimku klonu €. 8.

Jedinym ruSivym jevem mohla byt kontaminace pylem z okoli sadu,
kterd se objevila ve vysledcich v podobé hodnoty x, jako nenalezeny genotyp
z nabizenych rodicovskych genotypt. White (2007) tvrdi, Ze kontaminace
pylem miize zvysit genetickou rozmanitost semennych sadd, ale je obvykle
nezadouci, protoze snizuje geneticky zisk. Mira kontaminace pylem je znac¢na
v piipadé¢ pouzitych osiv znezralych sadi. Zaroven dochazi ke snizeni
genetické diverzity. Lai et. al. (2010) tvrdi, ze konstrukce rodokmene poskytuje
informace o rodic¢ich, mife ispéchu nalezeni matek a otcli, mife kontaminace a
genetické rozmanitosti. Gomory et al. (2000) kromé genetické inkompatibility
zminuje jako faktory ovlivilyjici kfizeni jedinci mezi sebou v semenném sadu
také smér vétru, opakovani kloni v n¢kolika rametach, rozdily ve fenologii
kveteni. Analyza otcovstvi také ukézala, ze vzdalenost a doba kveteni silné
ovlivituje vzor u¢inného opyleni (Mariette et. al., 2007). Smér vétru je faktor,
ktery nelze regulovat, alesponi prozatim. Pokud jde o opakovani klont

v nékolika rametach, Ize konstatovat, ze v analyzovaném sadu nedochdzelo
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k zddnému skupinovitému nahromadéni ramet stejnych klonl. Naopak
rozmisténi ramet bylo nahodné a rovnomérné. Fenologii kveteni nebyla
vénovana zasadni pozornost, jelikoz informace o plodnosti a produkci stromi
byly uspokojivé. Podpoteni elitnich genotypt vede k ziskani zvySené genetické
odolnosti a nasledné mozné rekonstrukci uplného rodicovstvi. Sazenice
semennych sadid maji obvykle $irsi geneticky zaklad z divodu vétsiho poctu

jedinct zapojenych do opylovani. (Funda & El-Kassaby, 2012).

Nicméné vytvofeni stoprocentni panmiktické populace je v soucasné
dob¢é neredlné, jelikoz skuteCnd genetickd kvalita semen ¢i plodin je
nepiedvidatelnd. Presto sad Obrovice se t€si produkénimu uspéchu, at’ uz je to
z divodu spravného rovnomérného rozmisténi ramet vsadu, kvalitou
semenného materidlu, ktery byl odebran zoblasti divize Velichov

¢1 profesionalnimu péstebnimu ptistupu zakladatelt sadu.

Vysledky gametickych ptispévkil odpovidaly téméet 94 % z rodicovské
populace v sadu. Mnozstvi kontaminace pylem bylo zbylych 6 %, u kterych
rekonstrukce neptifadila Zzddného z nabizenych rodict. Analyza prokézala také,
0% samoopyleni v sadu. Mnozstvi vzorkll (260 potomkii a 32 rodicit), se
kterym zde bylo pracovdno, bylo povazovano za dostatecné k nalezeni
pifiméfeného reprodukéniho zastoupeni matek a otcli, a umozni tak objasnit
sam¢i a samic¢i biologické reprodukéni atributy jako je rodiCovsky gameticky
piispévek (reprodukéni uspésnost), kontaminaci (zneCiSténi) a miru
samoopyleni (Lai et al. 2010). Pfi porovnani sadu Douglasky ve studii
(Korecky & El-kassaby, 2016), ktera byla testovana rovnéZz pomoci
mikrosatelitli, se sadem tfesni Obrovice, je evidentni rozdil v mife gametickych
prispévki, kdy u douglasky je tato mira konzistentné 80 % v pribéhu nékolika

let a s mirou kontaminace pylem mezi 10-18 %.
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7 Zavér

Uspésné realizovana rekonstrukce rodokmene a ziskanad informace
o otcovském gametickém prispévku umoznila faktické pievedeni sazenic
rozpéstovanych ve formé polosesterského potomstva tj. s evidenci mateiského
jedince do plnosesterského potomstva. Tento postup zkratil Slechtitelsky cyklus
hlavné s vyuzitim metody BwB (Breeding without breeding).

Dle vysledkii byla prokdzdna shoda evidencnich matek s matkami
skutecnymi ve vSech ptipadech kromé klonu 8. Pii ur¢ovani rodokmene jsme
nalezli témét vSechny rodiCovské pary. Pii zjiStovani gametického piispévku
otcl, jsme urcili miru ucasti jednotlivych jedincii (viz graf ¢. 1) a také zda
pocet ramet v sadu Obrovice byl v korelaci s mirou zastoupeni gametickych

prispevki otct €1 mél néjaky vliv na mnozstvi potomkd.

Cilem bylo porovnat evidenci rodict v sadu Obrovice s lesni Skolkou
Lhota a vytvofit plnosesterské potomstvo za pomoci mikrosatelitnich markerd.
Zaverem lze fici, Ze pomoci 14 mikrosatelitnich markerii byla uspé$né pouzita
molekularni identifikace a charakterizace DNA Prunus avium L. Bylo mozné
jednoznac¢né identifikovat unikéatni data DNA vSech genotyptll. Tyto data budou
hrat vyznamnou roli pfi budoucich péstebnich a operacnich pfistupech
(naptiklad zhodnoceni fizeného ktize, ziizeni a posouzeni sadu osiva, klonalni

mnozeni a Sifeni), jelikoz bude znam genofond.
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9 Prilohy

Priloha 1-zastoupeni genotypovych délek amplifikaci v jednotlivych lokusech

v

Hodnoty x tzv. nezjisténé byly pro ndzornéjsi interpretaci vylouceny z grafti.
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Piiloha 2- fotografie z laboratoi‘e, autor: Jirkova Michaela
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Priloha 3 - rozmisténi ramet klona v sadu Obrovice

Semenny sad Obrovice- treSen ptaci
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Piiloha 4- fotografie porosti Velichov

Porost ¢. 1- 121H000, porost ¢. 2 -107D000, porost €. 3 - 120C010.
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pozn.: (kazdy klon testovan na 16 lokusech, rozdéleno do 2 tabulek po 8 lokusech) Piiloha 5- ukazky genotypi potomki a rodica

EMPaS11 EMPaS02 BPPCT 040 EMPaS12 UDP98-412 EMPaS05 UDP97-403 EMPaS10

1x1 76 76 146 146 157 161 224 248 122 122 165 173 0 0 310 310
1x11 76 76 146 146 157 161 224 224 122 122 165 175 196 196 310 310
1x12 76 76 143 146 161 161 224 224 122 122 165 175 224 224 287 310
1x18 76 76 146 146 161 161 224 246 120 120 167 175 196 196 287 295
1x19 67 76 146 146 161 165 224 248 118 120 165 173 197 197 281 287
1x3 67 76 143 146 157 157 248 248 120 120 173 175 212 212 295 310
1x4 67 76 146 146 157 161 224 248 120 120 165 173 196 224 287 310
1x5 67 76 146 146 157 157 224 248 120 120 167 173 196 196 295 310
1x8 67 76 146 146 157 159 248 248 120 120 165 175 196 196 287 297
1x9 76 76 146 146 157 161 224 248 120 120 165 173 200 200 287 310
20x1 76 76 146 146 161 163 224 246 120 122 165 165 219 219 295 310
20x10 76 76 146 146 157 161 224 240 122 122 165 173 219 219 310 310
20x11 76 76 143 146 161 161 224 238 120 122 165 173 219 219 295 310
20x12 76 76 146 146 161 161 246 248 120 122 165 173 219 219 287 295
20x15 67 76 146 146 163 163 238 246 120 120 165 167 200 219 281 310
20x16 67 76 143 146 161 163 240 246 120 120 165 165 216 218 281 281
20x4 67 86 146 146 161 163 238 246 120 122 173 175 218 218 281 310
20x5 67 76 143 146 157 163 240 246 120 120 165 173 200 218 281 310
20x6 67 76 143 146 161 161 238 240 120 120 173 175 219 219 281 287
20x9 67 67 146 146 157 163 224 246 114 122 165 167 224 224 281 281
21x1 67 76 146 146 161 163 224 246 122 122 165 173 198 218 281 310
21x10 76 76 143 146 157 161 224 246 120 122 173 173 200 218 295 310
21x13 67 76 143 146 157 161 238 238 120 120 165 165 219 219 295 310
21x16 67 67 146 146 161 171 224 238 120 120 167 173 200 219 295 295
21x20 67 67 144 146 157 163 246 246 120 120 165 175 218 218 281 281
21x4 67 67 146 146 163 171 246 246 122 122 165 175 200 218 281 287
21x5 76 76 146 146 157 163 238 240 120 122 167 173 200 219 281 287
21x6 76 76 143 146 157 163 240 246 120 120 165 165 200 218 281 310
21x8 76 76 146 146 157 163 240 246 114 122 165 173 218 218 281 310
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UCD-CH 31 PS12A02 EMPaS06 PceGA34 UCD-CH11 UCD-CH12 UDP98-411 BPPCT 034

1x1 126 126 162 169 203 205 270 270 155 157 184 184 262 274 324 343
1x11 126 126 162 171 205 205 251 270 157 157 178 182 276 276 0 0
1x12 126 126 162 179 207 207 270 270 155 157 178 178 262 262 324 343
1x18 126 126 162 179 207 207 245 270 155 155 184 184 262 274 0 0
1x19 126 130 169 171 205 207 251 270 155 157 195 195 274 276 343 355
1x3 126 130 162 169 205 222 270 270 155 157 199 199 262 274 324 336
1x4 126 130 162 169 203 205 270 270 155 157 178 178 262 262 324 339
1x5 126 132 169 175 205 205 251 270 155 157 182 182 262 276 343 355
1x8 126 130 169 173 207 207 251 251 155 155 182 182 0 0 0 0
1x9 126 126 165 165 205 207 245 270 155 157 178 178 262 276 343 343
20x1 126 126 162 179 207 222 264 264 155 157 177 177 262 262 336 336
20x10 126 126 165 179 205 222 251 251 157 157 178 197 274 276 343 343
20x11 126 126 162 169 203 222 262 262 153 155 177 197 262 262 336 336
20x12 126 126 165 165 203 207 245 262 153 153 184 197 262 274 336 336
20x15 126 132 167 167 207 219 264 264 153 155 197 199 262 276 326 336
20x16 132 136 165 169 203 207 262 262 155 155 197 197 262 262 334 336
20x4 126 132 169 169 203 207 251 264 155 157 197 197 262 272 336 336
20x5 126 132 165 171 205 207 262 262 155 155 197 197 262 262 336 336
20x6 126 136 171 171 203 222 251 264 155 157 197 197 262 276 336 343
20x9 126 134 169 179 207 207 262 262 144 155 0 0 262 274 336 336
21x1 126 136 179 179 207 207 245 262 153 153 184 197 262 274 336 336
21x10 126 126 179 179 203 222 251 262 153 157 197 197 262 274 336 336
21x13 126 126 171 171 203 205 262 264 157 157 197 197 262 262 336 336
21x16 126 126 165 179 203 222 251 264 157 157 178 197 262 274 336 336
21x20 126 126 165 179 205 207 262 262 153 153 184 197 262 274 336 336
21x4 126 136 165 169 203 222 251 264 155 157 184 197 262 276 336 357
21x5 126 132 165 171 205 207 262 262 155 155 197 197 262 262 336 336
21x6 126 126 165 171 205 207 262 264 157 157 197 197 262 274 336 336
21x8 126 126 169 169 205 207 251 264 157 157 197 197 262 274 336 343
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EMPaS11 EMPaS02 BPPCT 040 EMPaS12 UDP98-412 EMPaS05 UDP97-403 EMPaS10

17A_18Ab 76 76 146 146 157 161 224 224 120 122 165 173 196 224 281 295
19Ab 76 76 146 146 157 171 238 246 120 120 167 175 196 219 281 295
1Ab 76 76 143 146 157 161 224 248 120 122 173 175 198 224 287 310
20B_21A 76 76 146 146 157 157 238 248 120 120 175 175 198 200 281 310
20A_21B 2A 67 76 146 146 161 163 238 246 120 122 165 173 218 218 281 295
2B 67 76 146 146 157 157 224 238 114 120 167 175 198 219 281 295
30Ab 67 76 143 146 157 171 224 246 120 120 167 173 200 200 295 310
3A 76 76 143 146 157 161 224 224 120 122 165 175 0 0 287 287
4_SAB 76 76 143 146 157 161 224 248 120 122 167 173 198 219 287 310
6Ab 76 76 146 146 157 161 224 248 114 120 165 175 196 196 287 310
7Ab 67 76 146 146 157 161 224 246 114 120 167 175 218 224 281 295
8Ab 67 76 143 146 157 161 238 240 120 122 173 175 219 219 287 310
9Ab_3B 76 76 146 146 157 157 240 246 120 122 167 173 196 219 287 310

UCD-CH 31 PS12A02 EMPaS06 PceGA34 UCD-CH11 UCD-CH12 UDP98-411 BPPCT 034
17A_18Ab 126 132 169 169 203 222 251 262 157 157 182 197 262 276 343 357
19Ab 132 136 169 179 205 222 262 262 153 155 201 201 262 262 336 336
1Ab 126 126 162 171 205 207 251 270 157 157 178 184 262 276 324 343
20B_21A 132 132 169 171 203 203 251 262 157 157 178 199 262 276 343 355
20A_21B 2A 126 136 165 165 203 207 262 264 153 155 184 197 262 262 336 336
2B 126 136 171 179 205 207 243 243 157 157 184 199 276 276 336 355
30Ab 126 126 179 179 222 222 251 251 157 157 178 178 274 274 324 336
3A 126 126 165 165 207 222 251 270 153 153 197 199 274 276 324 336
4_SAB 126 126 165 179 205 207 245 262 157 157 184 197 262 274 336 343
6Ab 126 126 165 169 207 222 245 245 157 157 184 184 262 274 336 343
7Ab 126 134 179 179 205 222 241 245 144 155 178 184 262 274 336 343
8Ab 126 126 171 179 205 222 251 251 157 157 178 197 276 276 343 343
9Ab_3B 126 126 165 179 205 205 245 245 157 157 178 184 262 274 336 343
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Priloha 6- mapa geologického umisténi lesni Skolky Lhota
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Piiloha 7- ukdzka primérné koncentrace kloni

sazenice pg/ml 260/280 260/230 sazenice pg/ml 260/280 260/230 Sazenice pg/ml 260/280 260/230 sazenice pg/ml 260/280 260/230
klon 1 9 140 1,81 1,04 5 125 1,47 0,82 4 257 1,83 0,31 2 209 1,8 0,27
klon 2 15 299 1,79 0,56 1 433 1,16 0,84 5 307 1,38 0,56 12 35 1,45 1,75
klon 3 8 74 1,7 1,01 5 136,5 1,04 0,25 3 70 1,52 0,44 9 84 1,52 0,47
klon 4 13 479 1,84 0,74 12 399 1,46 0,64 14 427 1,79 0,49 18 285 1,77 0,3
klon 5 14 479 1,74 0,54 1 481 1,75 0,6 20 162 1,89 1,5 12 369 1,76 0,39
klon 7 2 182 1,11 0,31 13 108 1,45 0,57 15 187 1,68 0,68 18 505 1,78 0,54
klon 8 10 84,6 1,09 0,43 11 112 1,6 0,89 9 307 1,8 0,55 4 98 1,62 0,62
klon 9 2 185 1,22 0,3 1 420 1,07 0,9 4 46 1,47 1,27 6 48 1,6 0,39
klon 10 2 26 1,78 0,87 20 122 1,58 0,6 7 29,5 1,63 0,51 11 401 1,89 0,65
klon 11 2 30 1,53 0,27 20 222,5 1,75 0,74 7 162 1,86 0,62 16 237 1,71 0,45
klon 12 12 238 1,93 1,4 10 67,6 1,77 0,69 9 248 1,63 0,93 2 4447 1,09 1,07
klon 13 3 462,5 1,84 0,54 1 225 1,84 0,67 4 116 1,51 0,72 10 297 1,68 0,99
klon 14 20 288,8 1,72 0,36 13 418 1,74 0,44 9 548,8 1,63 0,6 8 194 1,57 0,29
klon 15 1 36 1,52 0,62 12 309 1,77 0,71 19 403 1,56 0,88 20 83 1,3 0,32
klon 17 12 459 1,71 0,35 4 108 1,7 0,69 7 152 1,57 0,43 15 308 1,65 0,57
klon 18 18 226 1,78 0,25 15 84 1,66 0,85 14 127 1,08 0,41 16 188 1,68 0,94
klon 19 13 148 1,44 0,41 10 310 1,73 0,86 12 257 1,87 1,19 16 279 1,77 0,37
klon 20 16 92 1,87 0,45 10 165 1,79 1,11 9 337 1,04 0,54 1 52 1,6 1,14
klon 21 6 317,5 1,9 0,52 10 65 1,33 43 8 243 1,71 0,7 1 135,8 1,77 1,27
klon 22 11 108 1,49 0,54 18 228,8 1,81 0,88 4 240 1,64 0,36 8 516 1,6 0,6
klon 23 3 72 1,68 0,9 14 256 1,83 0,44 18 220 1,76 0,38 20 43,6 1,04 0,29
klon 24 5 173,8 1,6 0,88 6 142 1,87 0,99 9 449 1,84 0,63 12 380,5 1,67 0,49
klon 25 7 345 1,81 0,48 1 103 1,65 1 19 117 1,65 0,64 12 377 1,63 0,4
klon 26 9 469 1,84 0,36 7 62 1,76 0,65 6 27,5 1,48 0,72 8 18,2 1,75 0,41
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