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ABSTRACT

The Simple Sequence Repeats (SSR) method of DNA analyses were used to determine the polymorphism of Scots pine (Pinus sylvestris L.)
samples. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (Qiagen) from needles taken from three marginal populations of Scots pine
located on serpentines, from one population growing at high altitude (Sumava mountains) and from two core populations of Scots pine from the
Czech Republic. Samples were screened using selected twelve polymorphic nuclear microsatellite markers. Measuring the size of amplification
products was carried out using the genetic analyzer Applied Biosystems 3500. The obtained data were analysed using the statistical program
GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2012) and Cervus (KALINOWSKI et al. 2007). Ten selected genetic loci were verified as highly polymorphic and
could be further used for comparative genetic analyses of Scots pine populations.
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Borovice lesni ma rozsahly aredl rozsiteni, ktery zaujima téméf celou
Evropu a podstatnou ¢ast lesnich oblasti Asie. V této oblasti je zastou-
peni borovice nerovnomérné, maximum vyskytu je na severovychodé,
v horéch se vyskytuje skupinovité a v malych porostech, v severni ¢as-
ti oblasti vyskytu je borovice lesni stromem niziny, na jihu stromem
pohoti. Rozsifeni borovice ukazuje na jeji nenaro¢nost na klimatické
i pidni podminky (SvoBopa 1953; CHMELAR 1980). Borovice lesni se
v euroasijském regionu prfirozené vyskytovala jen ostrivkovité v lesni
oblasti pahorkatin a niz$ich pohofi na extrémnich stanovistich skal-
vach na piscich a mélkych suchych pudach. Autochtonni populace
borovice lesni se v Ceské republice (CR) vyskytuje jen ostriivkovité
na extrémnich reliktnich stanovistich. Tyto autochtonni vyskyty ozna-
¢ujeme jako reliktni bory (Musir, HAMERNTK 2007). Reliktni bory na-
jdeme v Cechéch napt. na hadcich Slavkovského lesa, na piskovcovych
skalach severovychodnich Cech, na chudych piscich Polabi, na bal-
vanitych svazich podhiti Sumavy nebo na zraselinélych ptiddch Tre-
bonské panve. Na Moravé se vyskytuji reliktni borovice na skalnatych
vyspach Drahanské a Ceskomoravské vrchoviny, na piikrych stranich
zafiznutych do udoli fek nebo na vapencovych skaldch a pis¢itych pu-
d4ch na jihu tzemi (URADNICEK et al. 2009).

Borovice lesni je béznd domaci dfevina vyznamna zejména lesnicky
a obvykle sézena v monokulturach. Casta je také jako ptimés v polo-
ptirozenych smisenych lesnickych porostech, kde je vsak jeji ptivod-
nost na lokalité sporna (BusiNskY, VELEBIL 2011). V ramci lesniho
hospodatstvi byly zejména v souvislosti s tzv. borovou a smrkovou
manii vysazovany i nékteré populace ciziho ptivodu, napt. z alpskych
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oblasti, Pruska, Horniho Poryni nebo z Panonské panve, takze nynéjsi
rozéiteni piivodni borovice je dnes jiZ tézko identifikovatelné (SINDE-
LAR et al. 2007). V soudasnosti ma borovice lesni 17,2% zastoupeni
vlesich CR (MIKESKA et al. 2008).

V Ceské republice lze rozlisit dva hlavni ptirozené ekotypy borovi-
ce lesni - tzv. ndhorni ekotyp vys$sich poloh, povazovany za reliktni
a tzv. chlumni ekotyp nizkych poloh, povazovany za evolu¢né mladsi
(KaNAKk 2011). Oba typy jsou charakterizovany zejména vlastnostmi
kmene, koruny, ptip. nékterymi dal$imi morfologickymi charakteris-
tikami, ddle ristem a adaptaci na podminky prostredi.

V lesnické praxi jsou vyliSovany regionalni populace - ekotypy, které
se vyznacuji uréitymi typickymi vlastnostmi — napf. borovice jihoces-
ka (trebonska), kterd se ceni zejména s ohledem na tvdrnost kmene
a jakost dfeva (stejnomérné letokruhy), dale borovice Sumavska (sto-
zeckd), polabska, tynistska (vychodoceska), zapadoceskd, severoces-
ka, na Moravé svrateckd (oblast Ceskomoravské vrchoviny), heral-
ticka (oblast Nizkého Jeseniku), zdhorskd (rohateckd, hodoninskd)
a karpatska (z oblasti Zd4nického lesa a niz$ich poloh Bilych Karpat).
V nékterych piipadech lze soucasné regiondlni populace s ohledem
na pavod (i kdyz vétsinou nezndmy) a adaptaci na mistni podminky
prostedi oznacit jako nezdmérné vzniklé kulturni odrtidy (SINDELAR
et al. 2007).

Geneticka variabilita je klicovym faktorem pro dlouhodobou adapta-
ci lestt na klimatické zmény. Poznatky o geneticky podminéné pro-
ménlivosti lesnich dfevin byly dosud ziskdvany prevazné na zakladé
dlouhodobych provenien¢nich pokust zaklddanych v raznych stano-
vistnich podminkach. V poslednich letech se pro studium genetické
struktury rostlinnych populaci ve vztahu ke geografické a genera¢ni
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proménlivosti zacalo vyuzivat molekularnich markert. Pro hodnoce-
ni genetické struktury populaci je vyuzivana cela fada DNA technik
- napf. RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), PCR - RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphis), AFLP (amplified frag-
ment length polymorphism), SSRs (mikrosatelity, simples sequence
repeats) a DNA sekvenovani (CoATES, BYRNE 2005). V soucasné dobé
se za vysoce polymorfni DNA markery pro studium genetické varia-
bility lesnich dfevin povazuji mikrosatelity — SSR (simple sequence re-
peats). Mikrosatelitové lokusy patti mezi nejvariabilnéjsi oblasti geno-
mu, kdy je polymorfismus dan zejména rozdilem v poctu opakovani
zakladniho motivu nukleotidi. Kodominantni charakter markert SSR
umoziiuje rozlisit homozygoty od heterozygotu. Cilem této prace bylo
zjistit moznosti vyuziti SSR markert pro sledovani trovné polymorfi-
smu a porovnani miry variability vybranych populaci borovice lesni.

MATERIAL A METODIKA

Do studie byly zahrnuty populace borovice lesni nachdzejici se na ex-
trémnich stanovistich, a to na hadcich a v horské oblasti vyskytu
nahorni borovice. Z ekologického hlediska se jedna o marginalni/
periferni populace vyskytujici se na hranicich pfirozeného rozsireni
druhty; jsou tedy adaptovany na hrani¢ni podminky preziti.

Hadec (serpentinit) je metamorfovand hornina obsahujici vysoké pro-
cento horéiku, drasliku a dalsich prvka. Vznikajici ptida je tak pro riist
rostlin nevhodna a rostliny na této ptidé zpravidla nerostou, pripadné
tvori zakrslé formy. Hadcovy bor je unikatnim typem lesa, vyskytujici
se pouze na horninovém podkladu hadci. Stromové patro hadcové-
ho boru tvori predev§im borovice lesni, kterd se dokaze neptiznivym
podminkam ptizpusobit, vyjimeéné se vyskytuje bfiza. Pro labora-
torni zpracovani byl proveden odbér 30 stromt z hadcového boru
u Zelivky (BOMH1). Nérodni ptirodn{ pamétka Hadce u Zelivky byla
vyhlasena v roce 2011 pro ochranu hadcovych bort. Tento hadcovy
bor je unikatni i dal$imi vlastnostmi, zdejsi borovice velmi pomalu
rostou a u vice nez 100 let starych porostt se jen velmi tézko odhaduje
skute¢ny vék. Hadcové bory u Zelivky jsou spravovany Lesy CR, s. p.,
Lesni sprava Lede¢ nad Sézavou. Dale byl odbér proveden na 2 lokali-
tach s hadcovym podlozim Pluhtiv bor (BOMH?2) a Vl¢ek (BOMH3),
které spadaji pod Lesni zdvod LCR Kladska. Odebrano bylo opét po 30
stromech na obou lokalitach.

Dal3i odbéry byly provedeny v oblasti Sumavy, kde byli jedinci sbirdni
z reliktnich bort v lokalitach nachazejicich se na hranici vyskytu bo-
rovice lesni z hlediska nadmorské vysky - lokality Draci skaly a Dobra
voda (BOMS4), povoleni odbérii (30 jedinct) bylo feseno se Spravou
nérodniho parku Sumava. Pro srovnani byly do studie zatazeny popu-
lace vychodoceské borovice (BO04, PLO 17 - Polabi) a populace he-
raltické borovice (BO05, PLO 29 - Nizky Jesenik). Geografické udaje
sledovanych populaci jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1.
Geografické udaje populaci borovice lesni
Geographic information of the Scots pine populations

Pro odbér vzorki v dil¢i populaci bylo dodrzovano pravidlo efektni-
ho rozestupu, které je specifikovano v odborné literature (NE1 1972;
STERN, ROCHE 1974; RUNo et al. 2004). Zékladni rozestupy mezi stro-
my byly 30-100 m. Vybrané lokalité a odebranym vzorkim byly pti-
déleny eviden¢ni kddy. Stromy, ze kterych byl odebran rostlinny mate-
ridl, byly v terénu oznaceny a zaméteny pomoci GPS. Odebrany mate-
ridl byl oznacen, uloZen v mikrotenovych saccich do chladovych boxi
a po prevozu na pracovisté ihned zpracovan (izolace DNA), pfipadné
zamraZen a lyofilizovan. DNA byla izolovana pomoci DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy® Plant Hand-
book). Mnozstvi a kvalita vyizolované DNA byla méfena pomoci
spektrofotometru NanoPhotometr (Implen).

Pro studium genetické variability vzorkii borovice lesni byly testovany
mikrosatelitové markery, které jsou povazovany za vysoce polymor-
fni. Bylo otestovano 17 vytipovanych lokust (SSR) a probéhla opti-
malizace PCR protokold. Testované mikrosatelitové markery psyl2,
psyl16, psyll7, psyll8, psyll9, psyl25, psyl36, psyl42, psyl44, psyl57
(SEBASTIANT et al. 2012), SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 11.6, SPAC
12.5 (SOorRANZO et al. 1998) byly vyvinuté pro Pinus sylvestris. Mar-
kery PtTX 3107, PtTX 4001, PtTX 4011 (AUCKLAND et al. 2002) byly
puvodné vyvinuté pro Pinus taeda a dle prace GONZALEZ-MARTINEZ
et al. (2004) jsou polymorfni i pro Pinus sylvestris. Ptedbézné hodno-
ceni ziskanych amplifika¢nich produktii bylo provedeno po probéhlé
elektroforéze na 2% agarézovych gelech v 0,5 x TBE pufru (Tris borate
EDTA pufr, Duchefa Biochemie B. V.) a amplifikaty byly vizualizovany
pomoci GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Po vyhodnoceni
PCR amplifikace na agarozovych gelech bylo vybrano 14 nejvhod-
néjsich (nejvice polymorfnich a reprodukovatelnych) lokust. Z tes-
tovanych markert byly podle velikosti sledovanych alel a s ohledem
na pribéh optimalizovanych PCR programi vytvofeny 4 multiplexy
(A, B, C, D).

Pro v8echny multiplexy PCR probihala pro kazdy vzorek v celkovém
objemu 15 pl s pouzitim polymerdzy Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen by Life technologies) a s ni dodanymi komponenty. Pro
multiplex A (lokusy psyl2, psyl16, psyll7, psyl18, psyl44) a multiplex
C (lokusy psyl36, SPAC 11.4) reakce obsahovala 1,5 pl 10xPCR buf-
fer, 2mM MgCl,, 0,2mM smési ANTP, 0,37 jednotek Platinum Taq
DNA Polymerase, specifické primery k uvedenym lokustim kazdy
v koncentraci 0,1 M, 10-20 ng vyizolované DNA. Pro multiplex B
(lokusy psyl42, psyl57, SPAC 12.5) a multiplex D (lokusy SPAG 7.14,
PtTX 3107, PtTX 4001, PtTX 4011) reakce obsahovala 1,5 pl 10xPCR
buffer, 2mM MgCL, 0,067 mM smési ANTP, 0,37 jednotek Platinum
Taq DNA Polymerase, specifické primery k uvedenym lokustim kazdy
v koncentraci 0,05 pM, 10-20 ng vyizolované DNA.

PCR reakce probihaly v termocykleru Veriti Thermal cycler (Applied
Biosystem). Pro multiplexy A a C byl pouzit cyklus: 94 °C 3 min.,
déle se opakovalo v 35 cyklech: 94 °C 45 sec., 55 °C 45 sec., 72 °C

Oznaceni populace/ | .\ . jita/l ocality

Zem. Sitka/Latitude

Zem. délka/Longitude = Nadm. vyska/Altitude

Population (N) (E) (m)
BOMH1 Hadce u Zelivky 49.6879981 15.1082211 410
BOMH2 Pluhdv Bor 50.0601119 12.7773117 750
BOMH3 Vigek 50.0302683 12.7269667 875
BOS4 Sumava Draé&i skaly 49.1196669 13.4834944 760
BO04 vychodogeska BO — Vysoké Chvojno  50.1365500 15.9878800 285
BOO05 heralticka BO — Opava 49.9838833 17.7037333 430
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45 sec., po ukonceni cykla nasledovalo 72 °C 20 min. a nakonec byly
testované vzorky chlazeny na 4 °C. Pro multiplex B a lokus SPAG 7.14
z multiplexu D byl pouzit cyklus: 94 °C 3 min., dale se opakovalo
v 35 cyklech: 94 °C 45 sec., 59 °C 45 sec., 72 °C 45 sec., po ukonce-
ni cykld nésledovalo 72 °C 20 min. a nakonec byly testované vzor-
ky chlazeny na 4 °C. Pro multiplex D (kromé lokusu SPAG 7.14) byl
pouzit cyklus: 95 °C 3 min., ddle se opakovalo v 30 cyklech: 95 °C
45 sec., 57 °C 59 sec., 72 °C 45 sec., po ukonceni cyklt nasledovalo
72 °C 20 min. a nakonec byly testované vzorky chlazeny na 4 °C. PCR
reakce byly provedeny s fluorescen¢né oznacenymi primery (6FAM,
VIC, NED) a u ziskanych amplifika¢nich produkttl byla provedena
fragmentac¢ni analyza na genetickém analyzatoru. Odecteni velikosti
fragmentt probéhlo na genetickém analyzatoru Applied Biosystems
3500. Hodnoceni jejich velikosti bylo provedeno pomoci softwarové-
ho programu GeneMapper® 4.1 (Applied Biosystems). Pro posouzeni
genetickych charakteristik sledovanych jedinctl borovice lesni byla
ziskand data mikrosatelitovych markert zpracovdna pomoci statistic-
kych programt GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2012) a CERVUS
(KaLiNnowskI et al. 2007). Pomoci programu Micro-Checker (van
OOSTERHOUT et al. 2004) byla provedena detekce pfitomnosti nu-
lovych alel ve zkoumaném souboru lokusd, pro urceni frekvence
nulovych alel v jednotlivych lokusech byla pouzZita metoda dle van
Oosterhouta.

Tab. 2.

VYSLEDKY

Pro testovani vzorkd borovice lesni bylo pouZito 14 mikrosatelitovych
markert, které vykazovaly polymorfismus, a ziskané vysledky jejich
analyzy byly interpretovatelné. Vzhledem k nizkému polymorfismu
jsme vyloucili ze statistického zpracovani lokusy psyl18 a psyl44. Pri-
merové sekvence 12 pouzitych markert jsou uvedeny v tab. 2.

U hodnocenych 179 jedincii z 6 populaci bylo celkové detegovano 146
rozdilnych alel ve 12 lokusech, v praméru 12,167 alel na lokus. Nejvice
polymorfni se jevily lokusy SPAG 7.14 (v priméru 20,17 alel na popu-
laci) a SPAC 12.5 (19,67 alel na populaci), nejméné polymorfni byly
lokusy psyl2 (2,67 alel na populaci) a psyl36 (3,83 alel na populaci).
Zékladni hodnoty genetické diverzity sledovanych lokust, ziskané po-
moci statistickych programt GenAlEx 6.501 a CERVUS, jsou uvedeny
v tab. 2. VSechny sledované lokusy u studovanych populaci byly na z4-
kladé vypocitané hodnoty P (procentni podil polymorfnich lokust)
100% polymorfni. U sledovanych lokust byly stanoveny hodnoty he-
terozygotnosti (H , H ) udévajici podil heterozygotnich jedincti v da-
ném lokusu. Hodnoty pozorované heterozygotnosti byly v rozmezi
0,229-0,844. Pozorovana heterozygotnost (H ) byla nejvyssi u lokusu
SPAC 11.4 (0,844), o¢ekavana heterozygotnost pro tento lokus byla
0,852. Hodnoty ocekdvané heterozygotnosti byly v rozmezi 0,229-
0,928, nejvyssi o¢ekavand heterozygotnost byla u lokusu SPAG 7.14.

Charakterizace vybranych SSR lokusu ve sledovanych populacich borovice lesni
Characterization of selected nuclear microsatellite loci across investigated Scots pine populations

. o VeIikostPaCR
s merenet@ Sy e M e e e
size
psylz L T T A e 198207 3 0499 0330 0294 012 ns O 00075 0267 59
psyl16 ;?g;%g ?fgégffgé;gg% 197-207 6 1,553 0452 0754 0401 ** + 02025 0734 81
psy7 L T oo e 217235 8 1505 0572 0748 0237 ™ 0 00489 0724 102
psylz L T T L 165-173 6 1214 0668 0662 -0006 ns 0 -0,0203 0611 119
psyl57 gﬁgg%?ﬁgg;ﬂﬁgﬁ%g%’* 186-201 6 1,191 0610 0605 -0003 ns 0 -0,0248 0,576 109
psyids T o o OO SAS SO A 246258 5 0474 0229 0229 0010 ns 0 0024 0222 41
SPAG 7.14 Eﬂ&i%’?%%ﬁ%’f‘r%’gggme 114-234 29 2794 0664 0928 0285 ** + 01108 0943 119
SPAC 11.4 ;::ﬂ;gﬁgéggﬁ%ggﬂlg’* 121-165 19 2235 0844 0852 0009 ns O 00067 0,878 151
spac 125 [ T LCTT CAS TG T O Tea® 120195 32 2712 0827 0918 0099 ** 0 00305 0937 148
PTX 3107 Eﬁ’;’é’é%’gﬁ%%i%ﬁg&cGGngTc 150-189 9 1,605 0486 0,761 0364 ** + 01139 0744 87
PTX 4001 ;2%%?&?2%@22%:?5 GAGTC 195231 16 1528 0710 0669 0060 ns 0 -00763 0,647 127
PITX 4011 — S e ta s 255279 7 1216 0444 0607 0281 ** + 02126 0586 79

Na = Pocet rozdilnych alel/Number of different alleles

I = Shannontv informacni index/Shannon’s information index

H_ = Heterozygotnost pozorovana/Observed heterozygosity

H, = Heterozygotnost ocekdvand/Expected heterozygosity

F = Fixa¢ni index/Fixation index = (He - Ho) / He = 1 - (Ho / He),

HW = Signifikantnost odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy/Significance
of deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (ns = neni signifikantni/not
significant, *** = signifikantni na 0,1% Grovni/significant at the 0.1% level)

Null present = Pfitomnost nulovych alel/Presence of null alleles

F(null) = Ohodnocené frekvence nulovych alel dle van Oosterhouta/Estimated null allele
frequency (according to van Oosterhout)

PIC = Polymorfni informacni obsah/Polymorphic information content

Hets = Pocet heterozygoti/Number of heterozygotes
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Pomoci statistického programu Cervus byla u jednotlivych lokust
stanovena hodnota PIC (polymorfni informa¢ni obsah). Primérna
hodnota PIC u sledovanych lokust byla 0,6557. Markery jsou klasi-
fikovany jako informativni, pokud hodnota PIC je = 0,5 (SHARMA et
al. 2010). Stupen polymorfismu stanoveny hodnotou PIC byl zjistén
nejniz$i (0,222) ulokusu psyl36 a nejvyssi (0,943) u lokusu SPAG 7.14.
Na zakladé ziskanych hodnot Ize lokusy psyl2 a psyl36 oznacit za malo
informativni. Odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy pri apli-
kaci Bonferroniho korekce mezi lokusy byly u lokusti psyl16, psyll7,
SPAG 7.14, SPAC 12.5, PtTX 3107 a PtTX 4011 signifikantni na hladi-
né vyznamnosti P < 0,001, coZ je pravdépodobné diisledek pritomnosti
nulovych alel. Pfitomnost nulovych alel v lokusech psyl16, PtTX 3107,
PtTX 4011 a SPAG 7.14 byla uréena pomoci programu Micro-Chec-
ker, odhadované frekvence nulovych alel v jednotlivych lokusech dle
metody van Oosterhouta jsou uvedeny v tab. 2. Pomoci statistického
programu GenAlEx 6.501 byly zjistény pramérné hodnoty Shannono-
va informaéniho indexu pro jednotlivé sledované lokusy, pohybovaly
se od 0,474 (lokus psyl36) do 2,794 (lokus SPAG 7.14).

Tab. 3.

Primérné hodnoty statistickych charakteristik pro sledované popula-
ce ze v$ech pozorovanych lokust

Average values of statistical characteristics of the studied populations
of all observed loci

Populace Na Ne | H, H, Np F

BOMH1 8,833 4,726 1,520 0,503 0,659 0,417 0,212
BOMH2 8,583 5,195 1,595 0,615 0,692 0,083 0,078
BOMH3 8,083 4,827 1,503 0,555 0,665 0,083 0,141
BOMS4 8,583 5,011 1,550 0,573 0,665 0,417 0,104
BO04 8,667 4,931 1,503 0,572 0,646 0,417 0,099
BO05 8,833 5,233 1,593 0,600 0,688 0,583 0,109

Na = Pocet rtiznych alel/Number of different alleles

Ne = Pocet efektivnich alel/Number of effective alleles

1 = Shannontv informaéni index/Shannon’s Information Index
H_ = Heterozygotnost pozorovani/Observed heterozygosity

H, = Heterozygotnost ocekavana/Expected heterozygosity

Np = Pocet privétnich alel/Number of private alleles

F = Fixa¢ni index/Fixation index = (He - Ho) / He = 1 - (Ho / He)

Obr. 1.

Zékladni hodnoty genetické diverzity u sledovanych populaci predkla-
da tab. 3. Jsou zde uvedeny primérné hodnoty heterozygotnosti pro
jednotlivé populace, primérné hodnoty poctu riiznych a efektivnich
alel, pocty privatnich alel, Shannontiv informacni index a fixa¢ni in-
dex. Nejvyssi podil ocekdvanych heterozygotii (hodnota H, = 0,692) se
nosti (H, = 0,646) byla u populace BO04. U viech hodnocenych popu-
laci byly hodnoty H  (pozorovana heterozygotnost) nizsi ve srovnani
s H, (ocekdvand hetezogytnost), coz ukazuje na prevahu homozygotti
ve sledovanych populacich oproti jejich oéekdvanému vyskytu. Nej-
vy$s$i primérna hodnota poctu efektivnich alel byla pozorovana u po-
pulace BOO05 (5,233); tato populace mé také nejvyssi pocet raznych
alel spole¢né s populaci BOMH1 (8,833). Rozdily mezi populacemi
byly v existenci (pfitomnosti) a poctu privatnich alel, jejich nejvyssi
u populaci BOMH2 a BOMH3 (0,083). Nejvy$si hodnota Shannonova
informa¢niho indexu byla pozorovana u populace BOMH?2 (1,595),
tato hodnota vyjadfuje miru genetické diverzity pro jednotlivé popu-
lace. Fixa¢ni index F (0,078-0,212) udava ve sledovanych populacich
prebytek homozygoti od hodnot piedpokladanych dle Hardy-Wein-
bergovy (HW) rovnovahy, nejvyssi odchylka od HW byla pozorovana
u populace BOMH]1 (0,212).

Jedna z nejvyznamnéjsich genetickych charakteristik je ohodnoceni
genetickych vzdélenosti mezi populacemi na zakladé Neiovy stan-
dardni genetické vzdalenosti (NEI 1972). Z hodnoceni vyplyva, ze ge-
neticky jsou si nejblize marginalni populace BOMH1 a BOMH3, tedy
populace nachdzejici se na hadcovém podloZi, mezi nimiZz hodnota
Neiovy miry genetickych vzdélenosti vzhledem k ostatnim sledova-
nym populacim je 0,038. Geneticky nejvzdalenéjsi se jevily populace
BOMS4 a BO04, tedy populace z oblasti hrani¢niho vyskytu borovice
na nasem tzemi z hlediska nadmotské vysky a populace vychodoceské
BO (0,068). Ziskané hodnoty byly graficky zpracovany pomoci analy-
zy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis, PCoA, obr. 1).
Z hodnoceni je patrné genetické rozliSeni margindlnich populaci na-
chazejici se na hadcovém podlozi a ostatnich sledovanych populaci.

Dal$im vyhodnocenym genetickym kritériem byl koeficient inbree-
dingu (F,), ktery porovnava miru genetické diferenciace parové mezi
populacemi. Populace jsou parové separovany podle podilu na celko-
vé genetické rozdilnosti. F byl kalkulovén na zdkladé vzorce:

F, = (Ht - Mean He) / Ht,

kde Ht je hodnota celkové o¢ekdvané heterozygotnosti.

BOO5

BO0O4

Grafické znazornéni genetickych vzdalenosti sledovanych populaci borovice lesni

Fig. 1.

Graphical representation of genetic distances of the Scots pine populations
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Zjisténé F . parové hodnoty pro hodnocené populace se pohybovaly
v rozmezi od 0,008 do 0,017, coz predstavuje malou genetickou dife-
renciaci mezi populacemi (WRIGHT 1965). Geneticka variabilita byla
zjisténa predev$im na vnitropopulaéni trovni.

DISKUSE

Pro studium genetické variability u rodu borovice lze s uspéchem vy-
uzit analyzy SSR markert, napt. SSR markery pouzili pro studium 17
populaci borovice smolné Boys et al. (2005). V nasi praci byly pouzity
mikrosatelitové (SSR) markery sérii psyl, SPA a PtTX. Markery psyl
jsou specifické pro P. sylvestris, autofi SEBASTIANI et al. (2012) je testo-
vali na tfech geograficky vzdalenych populacich borovice lesni (Rus-
ko, Finsko). Celkovy pocet detegovanych alel u lokust psyl2, psyl16,
psyll7, psy36, psyl42 a psyl57 byl srovnatelny s vysledky nasich analyz,
tj. celkovy pocet alel u lokust pouzitych v nasi studii byl vy$si o 1-2
alely. Markery série SPA byly pro borovici lesni vyvinuty SORANZEM et
al. (1998), v pilotni studii provedené na 14 vzorcich DNA bylo u téchto
lokusti detegovano 6-10 alel, u nasich vzorki bylo detegovano 19-32
alel. BELLETTI et al. (2012) ve své studii genetické variability a diver-
gence borovice lesni na tzemi Itdlie sledovali 449 jedinct z 21 po-
pulaci pomoci 9 vybranych SSR markerti. Autofi pouzili markery ze
sérii SPA a PtTX, pocty detegovanych alel jednotlivych lokust byly
vrozmezi 21-151, pro lokus PtTX 3107 nalezli 22 alel a vlokusu SPAG
7.14 detegovali 64 alel. Lokus SPAG 7.14 pouzili NowakowsKa et al.
(2014) pro studii genetické variability matefského porostu a pfirozené
obnovy borovice lesni v polské oblasti Otawa, v daném lokusu detego-
vali 21 alel. V nasi studii jsme vzhledem ke sledovani pouze péti popu-
laci nalezli u téchto lokust niz$i pocet alel, u lokusu PtTX 3107 devét
alel a ulokusu SPAG 7.14 dvacet devét alel. LuCi¢ et al. (2014) detego-
vali u sedmi srbskych populaci u lokusu SPAC 12.5 pét alel, u stejného
lokusu nalezli PAzouxt et al. (2016) 43 alel pti genetickém screeningu
180 stromil ze tii estonskych populaci, u nasich péti populaci bylo na-
lezeno v ptipadé tohoto lokusu 32 alel.

V italskych populacich BELLETTI et al. (2012) detegovali 137 privat-
nich alel, v nasi studii bylo detegovano 24 privatnich alel. V italskych
populacich byly frekvence vyskytu privatnich alel 0,021-0,208, maxi-
malni pocet detegovanych privatnich alel na populaci byl 17. U nami
zkoumanych populaci se frekvence vyskytu privatnich alel pohybovala
v rozsahu 0,083-0,583, nejvys$si pocet privatnich alel byl u populace
BOO05 (7), tyto niz$i hodnoty Ize vysvétlit jednak niz$im poc¢tem ana-
lyzovanych jedincti a populaci, jednak pouzitim jinych lokust.
Priamérné hodnoty ocekévané heterozygotnosti H, se u 21 italskych
populaci (BELLETTI et al. 2012) pohybovaly v rozmezi 0,754-0,886,
u 13 rumunskych populaci z Karpat v rozmezi 0,43-0,62 a u dvou ma-
darskych populaci 0,54 a 0,55 (BERNHARDSSON et al. 2016). U studie
ti populaci borovice lesni ve Svédsku zjistili GARCia-GIL et al. (2015)
hodnoty H, 0,79-0,8, v ptipadé tfi estonskych populaci byly tyto hod-
noty zji§tény v rozmezi 0,77-0,80 (PAZOUKI et al. 2016). SCALFI et al.
(2009) sledovali genetickou variabilitu italskych marginalnich popula-
ci borovice lesni v Apeninach, u nichZ pfi pouziti lokust ze série SPA
zjistili hodnoty H, 0,74-0,80; jako srovnani pouzili Alpskou populaci,
kde byla detegovana hodnota H, 0,91. V ptipadé nasi studie se hodnoty
H, pro margindlni populace (extrémni stanovisté¢ hadcového podlozi
nebo vysoké nadm. vysky) pohybovaly v rozmezi 0,659-0,692, u srov-
névacich populaci byly 0,646-0,688. Tyto pomérné nizké hodnoty oce-
kévané heterozygotnosti souvisi i s vypoéitanou hodnotou fixa¢niho
indexu, ktery udava predev$im ve sledovanych marginélnich popula-
cich prebytek homozygotii, coz by bylo mozné vysvétlit i pfizptisobe-
nim se sledovanych jedinct selekénim podminkam prostiedi.

Pro sledovani genetické diversity je vyuZzivan i koeficient inbreedingu
(F,,), ktery porovnava miru genetické diferenciace parové mezi popu-
lacemi. Pti porovnani 21 skotskych a tfi evropskych populaci zjistili
WACHOWIAK et al. (2011) prtimérnou hodnotu Fg, 0,025. BELLETTI

et al. (2012) zjistili rozsah hodnot F . mezi italskymi, pfevédzné alp-
skymi, populacemi 0,015-0,141. Pti srovnani alpskych a apeninskych
italskych populaci zjistili hodnoty F_, v rozsahu 0,06-0,1 SCALFI et al.
(2009), priimérna hodnota F_, byla 0,08. Nowakowska et al. (2014)
zjistili primérnou hodnotu F, u polskych populaci 0,082. U ru-
munskych populaci byla celkova hodnota F_. 0,056 (BERNHARDSSON
et al. 2016). Pazouxi et al. (2016) zjistili celkovou hodnotu F u tii
estonskych populaci 0,007. Ve studii zaméfené na polymorfismus
chloroplastovych mikrosatelitovych markert u 24 populaci borovice
lesni, zahrnujici cely evropsky areal rozsifeni, byla zjisténa hodnota
E, 0,012 (WOkIEWICZ, WACHOWIAK 2016). Zjisténé F . parové hod-
noty pro hodnocené populace v nasi studii se pohybovaly v rozmezi
od 0,008 do 0,017. Celkova hodnota F . vypocitana pro vSechny lo-
kusy a populace byla 0,022. Geneticka variabilita u nami sledovanych
populaci byla tedy zjiSténa predevs$im na vnitropopula¢ni Grovni, coz
koresponduje s vysledky studia populaci borovice lesni v Evropé. Bo-
rovice lesni patii mezi ty druhy lesnich dfevin, u kterych se neprojevu-
je silnd vazba na specificka stanovi$té, a maji rozséhly aredl rozsifeni.
Jednad se o druhy s vy$si vnitropopula¢ni variabilitou (BELLETTI et al.
2012; Pazoukt et al. 2016). Nizkd uroven genetické diferenciace mezi
populacemi, vyjadfena pomoci F se vyskytuje obecné u lesnich dfe-
vin a zvlasté u jehlicnant (HAMRICK et al. 1992).

ZAVER

Geneticka proménlivost $esti vybranych populaci borovice lesni byla
studovana SSR markery. Pro studii byly vybrany populace borovi-
ce lesni nachdzejici se na extrémnich stanovistich, a to na hadcich
a v horské oblasti vyskytu ndhorni borovice. Pro srovnani byly do stu-
die zatazeny populace vychodoceské a heraltické borovice. Cilem pra-
ce bylo zjistit moZnosti vyuziti SSR markert pro hodnoceni genetické
diverzity vybranych populaci borovice lesni (Pinus sylvestris L.). U 12
vybranych mikrosatelitovych lokust vykazovaly amplifika¢ni produk-
ty vyznamny polymorfismus, byly interpretovatelné, a proto byly uzity
ke studiu polymorfismu sledovanych borovic. Na zdkladé moleku-
larnich dat zjiténych ze souboru 179 jedincti byly ziskany statistic-
ké charakteristiky v§ech 12 mikrosatelitovych markert. Celkové bylo
detegovano 146 rozdilnych alel ve 12 lokusech. Nejvice polymorfni se
jevily lokusy SPAG 7.14 a SPAC 12.5. Nejvyssi podil o¢ekavanych he-
heterozygotnosti byla u populace BO04. U vSech hodnocenych popu-
laci byla detegovana prevaha homozygott. Rozdily mezi populacemi
byly v existenci (pfitomnosti) a poctu privatnich alel. Jejich nejvyssi
BOMH2 a BOMH3, tedy u marginalnich populaci, nachazejicich se
na hadcovém podlozi. Z hodnoceni genetickych vzdalenosti mezi po-
pulacemi vyplyva, Ze geneticky jsou si nejblize marginalni populace
BOMHI1 a BOMH3. Pfi hodnoceni miry genetické diferenciace mezi
populacemi pomoci F, se zjistila mald genetickd diferenciace mezi
studovanymi populacemi a geneticka variabilita byla zji$téna prede-
v$im na vnitropopulaéni trovni. Tyto vysledky jsou ve shodé s po-
znatky ze studia populaci borovice lesni v Evropé.

Markery vyuzité v této studii byly vysoce polymorfni s vyjimkou lo-
kust psyl2 a psyl36 a lze konstatovat, Ze analyza zbyvajicich 10 mik-
rosatelitovych markerti mtiZze byt vyuzita pro genetickou charakteri-
zaci dalsich populaci borovice lesni. Ziskané vysledky jsou soucasti
databéze genetickych informaci o marginalnich populacich v Evropé,
ktera vznikd v ramci projektu COST Action FP1202 ,Strengthening
conservation: a key issue for adaptation of marginal/peripheral popu-
lations of forest tree to climate change in Europe (MaP-FGR)*

Podékovani:
Ptispévek vznikl v ramci feeni projektu COST LD14110, podpory
poskytnuté Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a télovychovy CR v pro-

gramu COST.
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GENETICKA VARIABILITA VYBRANYCH POPULACI BOROVICE LESNi V CESKE REPUBLICE

GENETIC VARIABILITY OF SELECTED POPULATIONS OF SCOTS PINE IN THE CZECH REPUBLIC
SUMMARY

Analyses of the genetic structure of valuable plant and animal species are of great practical interest. The genetic variation is an important
attribute of forest tree populations enabling them to adapt spatial and temporal variations in environmental conditions (PAzoUKI et al. 2016).
Knowledge on genetic structure of coniferous species populations is very important for the maintenance of ecological stability of forests and for
the conservation and management of genetic resources. Understanding the genetic structure and diversity of edge populations can shed light on
the role of peripheral (marginal) populations and their relevance for conservation strategies (SCALFI et al. 2009). The Scots pine (Pinus sylvestris
L.) is one of the most widespread European conifer trees, and its natural range extends from the Arctic Circle in Scandinavia down to central
Spain and central Italy and from western Scotland to eastern Siberia (BELLETTI at al. 2012).

The genetic diversity of six populations of Scots pine was studied by DNA analyses using the Simple Sequence Repeats (SSR) method.
Microsatellites (SSR) are highly variable markers that are commonly used in population genetic studies for analyses of gene flow, parentage
analyses, and studies on genetic diversity (PFEIFFER et al. 1997). Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (Qiagen) from
needles taken from three marginal populations of Scots pine located on serpentines, from one population growing at high altitude (Sumava
mountains) and from two core populations of Scots pine from the Czech Republic (Tab. 1). The SSR method is based on the polymerase
chain reaction (PCR) with specific primers. PCR was optimized for the tested primers that have been scanned in publications (SORANZO
et al. 1998; AUCKLAND et al. 2002; SEBASTIANI et al. 2012) (Tab. 2). Twelve polymorphic nuclear microsatellite markers were selected and
specific primers were fluorescently labelled. Measurement of the size of amplification products was carried out on the genetic analyzer Applied
Biosystems 3500. The obtained data were analysed by means of the statistical program GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2012) and Cervus
(KaLinowskt et al. 2007). There were detected 146 different alleles at 12 loci in the 179 Scots pine individuals, i.e. 12.167 alleles per locus and
population in average. Characteristics of selected nuclear microsatellite loci across six investigated Scots pine populations are shown in Tab. 2.
The expected heterozygosity (H ) for the total group of 179 individuals was highest at locus SPAG 7.4 (0.928). The presence of null alleles was
also suspected for four of twelve used loci. The population frequency of private alleles ranged between 0.083 and 0.583. The population BO05
was the population with the highest number of private alleles. Tab. 3 shows average values of statistical characteristics of the studied populations
of all observed loci. The highest proportion of expected heterozygosity (H, value = 0.692) emerged in population BOMH?2. Genetic distances
among populations were calculated based on Nef’s standard genetic distance (NEI 1972) and are graphically represented in Fig. 1. The marginal
populations located on serpentines were clearly separated by the others. Pairwise F values (the inbreeding coefficient) obtained from the
study populations ranged from 0.008 to 0.017. Most of the genetic diversity was found within populations, while small amount of the variability
occurred among populations. Due to low variability of loci psyl2 and psyl36 only ten selected genetic loci were verified as highly polymorphic
and could be further used for comparative genetic analyses of Scots pine populations.

Studying adaptive processes in marginal populations is crucial and of mutual interest for European and neighbouring countries for understanding
the evolution of species and developing gene pool conservation and management strategies and networks to cope with global changes.
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