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ABSTRAKT 
  

Genetická štruktúra a diverzita jedľových pralesov sa porovnávala s priľahlými 

porastami jedle bielej, ktoré sú lesnícky obhospodarované a to na základe polymorfizmu 

chloroplastovej DNA (cpDNA) a mikrosatelitnej jadrovej DNA. 

Na úrovni cpDNA sa hodnotil pomer haplotypov A a B vzniknutých štiepením 

medzigénového úseku psbC – trnS cpDNA endonukleázou Hae III. Pralesový porast 

jedle bielej v Stužici sa v tomto ohľade významne odlišoval od podobných porastov 

v Dobroči a Badíne. Naproti tomu rozdiely v pomere haplotypov medzi jedľovými 

pralesmi a obhospodarovanými porastami jedle nedosiahli hladinu štatistickej 

významnosti, okrem lokality Badín – obhospodarovaný porast. Očakávaná 

heterozygotnosť pralesov v Badíne a Dobroči bola vyššia ako u príslušných porastov, 

ktoré sú lesnícky obhospodarované. Výnimkou bola lokalita Stužica, kde tento pomer 

bol obrátený. 

Na úrovni mikrosatelitnej jadrovej DNA bol sledovaný polymorfizmus v štyroch 

lokusoch SFb4, SFb5, SF239 a SF331. Tak pri cpDNA ako aj pri mikrosatelitnej 

jadrovej DNA boli počet efektívnych alel a pozorovaná heterozygotnosť spravidla 

vyššie iba u dvoch z trojice analyzovaných lokalít. Výnimkou je pozorovaná 

heterozygotnosť v lokusoch SF239 a SF331, ktoré vykazovali vyššie hodnoty 

pozorovanej heterozygotnosti pri všetkých troch analyzovaných pralesoch. Lokus SFb5 

mal však vyššiu hodnotu tohto parametra v obhospodarovaných porastoch, rovnako ako 

aj lokus SFb4, pri ktorom sa zistila vyššia pozorovaná heterozygotnosť u dvoch 

obhospodarovaných porastoch. 

Zistené údaje naznačili relatívne nízky stupeň genetickej diferenciácie medzi jedľovými 

pralesmi a priľahlými obhospodarovanými jedľovými porastami. 

 Mikrosatelity nám poskytujú možnosť efektívne rozlíšiť stupeň genetickej diverzity 

medzi pralesmi a obhospodarovanými porastami jedle bielej v porovnaní s rozsahom 

premenlivosti zisťovanej pomocou reštrikčnej analýzy cpDNA. 

 

Kľúčové slová: jedľa biela, pralesy, genetická diverzita, jadrové mikrosatelity, 
reštrikčná analýza cpDNA 
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ABSTRACT 
  

 Genetic structure and diversity of silver fir forests were compared with that of the 

adjoining stands of the species using chloroplast DNA and nuclear DNA markers.  

 At the cpDNA level, the proportion of haplotypes A and B generated by digestion of 

psbC – trnS flanking region of chloroplast DNA (cpDNA) with Hae III was shown to 

differ significantly between the primeval forest in Stužica on one side and in Dobroč 

and Badín on the other hand. On the contrary, the differences in haplotype proportions 

between the primeral forest given above and the corresponding managed stands 

adjoining, them have not reached the level of statistical significancy, except for the 

locality Badín – managed stands. Expexcted heterozygosity was higher in primeval 

forest. Badín and Dobroč than in the corresponding managed stands but the reverse 

figure was typical for the locality Stužica. 

 At the microsatellite nuclear DNA level was observed the polymorfism in the four 

loci studies SFb4, SFb5, SF239 and SF331. The number of effective alleles and 

observed heterozygosity of chloroplast DNA as well as microsatellite nuclear DNA 

were higher only at two from the trinity of analysed localities. The reverse figure was 

observed in loci SF239 and SF331 of all the primeval forests. The locus SFb5 accounted 

higher of significance this parameter at the adjoining managed stands. The same is true 

for the locus SFb4. 

Presented data indicate low rate of genetic differentiation between the primeval forest 

and the corrseponding managed stands of silver fir. 

 The microsatellites offer the opportunity for effective discrimination between 

primeval forests and managed stands of silver fir with respect to the genetic diversity. In 

comparison with the extent of variability detected by restriction analysis of cpDNA, the 

genetic diversity at the microsatellite DNA level was higher. 

 

Key words: silver fir, primeval forests, genetic diversity, nuclear microsatellites, 
restriction analysis cpDNA 
 

POUŽITÉ SKRATKY, SYMBOLY A Z�AČKY 
Ag�O3 – dusišnan strieborný; cpD�A – chloroplastová DNA; D�A – kyselina deoxyribonukleová; 
d�TP – deoxyribonukleotid trifosfáty; EDTA – kyselina etyléndiaminotetraoctová; EtBr – etídium 
bromid; ISSR – zmnoženie úsekov DNA medzi jednoduchými opakovaniami; M – mol.l-1; ME – 
merkaptoetanol; �a2CO3 – uhličitan sodný; �aCl – chlorid sodný; nD�A – jadrová DNA; PCR – 
polymerázová reťazová reakcia; RFLP – dĺžkový polymorfizmus reštrikčných fragmentov; rpm – 
revolutions per minute (otáčky za minútu); SSR – jednoduché sekvenčné opakovania;    TBE – tlmivý 
roztok tris-borát-EDTA; UV – ultrafialové žiarenie; V - volt;  λ – vlnová dĺžka; χ2 – chí - kvadrát 
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Ú V O D 

  
Prales ako pôvodná biocenóza je vrcholom prírodného ekosystému, ktorého 

zložky sa cez vzájomnú látkovú výmenu dlhodobo vzájomne úzko ovplyvňujú. Je to 
typický komplexný systém so všetkými výraznými znakmi kontinuitne a zákonite sa 
vyvíjajúceho celku. V danej oblasti predstavuje najvyspelejšiu a najzložitejšiu 
geobiocenózu, aká môže vôbec vzniknúť a trvalo sa udržať. 

V rámci  hierarchie zahrňujúcej ekosystémy a druhy je to predovšetkým 
polymorfizmus DNA, ktorá sa reprodukuje v čase a priestore a  ktorá vytvára 
predpoklady pre evolúciu jednotlivých organizmov i celých druhov ako bezprostredná 
reakcia na zmeny vonkajšieho prostredia. Genomika, ktorej vznik a existencia sa viaže 
na obdobie posledných desiatich rokov predstavuje v súčasnosti najviac sofistikovaný 
prostriedok a nástroj na dešifrovanie diverzity na úrovni nukleotidov a  génov. V oblasti 
lesných drevín, ako jednej z dominantných komponentov životného prostredia, vyústila 
do zistenia rozsahu variability, ktorú na základe morfologickej klasifikácie lesných 
porastov nebolo možné postrehnúť. Uvedený aspekt sa vzťahuje aj na lesy Slovenska, 
ktorých porasty sú ekotypicky dobre odlíšené podľa ich hospodársky významných 
ukazovateľov, menej sú však známe ich populačno-genetické parametre, vrátane 
variability na úrovni DNA. Odhliadnuc od teoretického prínosu, má analýza diverzity 
našich lesov na molekulovej úrovni aj bezprostredný praktický význam, ktorý súvisí 
s autochtónnym charakterom našich lesov. V dôsledku toho sú totiž naše lesné porasty 
často krát využívané aj ako génová báza v oblasti šľachtenia pre viaceré krajiny strednej 
Európy. Geomorfologická heterogénnosť nášho územia prispela k značnej ekotypickej 
diferenciácií hospodársky i ekologicky významných druhov lesných drevín, ktorých 
genetická štruktúra i vzájomné vzťahy nie sú zatiaľ dostatočne objasnené. V rámci 
ihličnatých drevín sa to týka smreka obyčajného, borovice lesnej ale aj ekotypov jedle 
bielej vrátane populácií z Dobročského pralesa a Badínskeho pralesa na strednom 
Slovensku resp. z východoslovenskej Stužice. 

 
1 Prehľad o súčasnom stave riešenej problematiky 

 

1.1 Súčasný stav a výskyt pralesov na Slovensku 
 

 Súčasný stav genetickej štruktúry a diverzity lesov Európy je odrazom v minulosti 
prebiehajúcej i  terajšej interakcie jednotlivých genotypov lesných drevín 
s antropogénnymi faktormi, v priebehu ktorej sa diferencovali autochtónne populácie 
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jednotlivých druhov (Bradshaw, 2004). Tieto populácie sú chápané ako evolučné 
jednotky adaptácie a zároveň aj ako výsledok adaptácie na heterogenitu vonkajšieho 
prostredia počas evolúcie. Ich hlavnými atribútmi sú dobrá adaptácia na lokálne 
podmienky prostredia a genetická odlišnosť od ostatných populácií. S tým spravidla 
súvisí aj ich prevaha nad týmito populáciami. Prioritné postavenie autochtónnych 
populácií v lesnom ekosystéme je nepopierateľné, avšak aj v rámci samotných 
autochtónnych populácií sa často krát vyskytujú skupiny jedincov alebo spoločenstva 
s ešte vyšším stupňom priority – sú to pralesy. 

V európskom kontexte predstavujú prežívajúce fragmenty prírodných lesov, ktoré 
majú určité známky predchádzajúceho antropogénneho pôsobenia, ale zároveň si 
zachovali aj človekom nenarušený charakter (Falinski, 1986). Vysoká miera biologickej 
diverzity pralesov spolu s ich vysokým stupňom genetickej premenlivosti, prírodným 
charakterom a jedinečnosťou sú tými charakteristikami, pre ktoré sú pralesy vysoko 
hodnotené z hľadiska ochrany lesov a šľachtenia (Parviainen et al., 1999). 

Na Slovensku sa nachádza viacero pralesov, ktorých výskyt a štruktúru podrobne 
popísal prof. Korpeľ (1989). S ohľadom na jedľu bielu je treba uviesť najmä Dobročský 
a Badínsky prales na strednom Slovensku, resp. Stužický prales na krajnom východe 
republiky, v rámci ktorých činí podiel jedle 18-30% (Korpeľ, 1989). V nadväznosti na 
pôvodné štúdie prof. Korpeľa (1958, 1989), ilustrovali Saniga (1999, 1999A) a Saniga 
a Klimaš (2004) vývoj uvedených pralesov v priebehu nasledujúceho obdobia, a to 
z hľadiska ich štruktúry, produkčných pomerov a regeneračných procesov ako 
najvýznamnejších ukazovateľov dynamiky prebiehajúcich zmien. 

Alarmujúcim je v tejto súvislosti zistenie znižujúceho sa podielu jedle bielej 
v Badínskom pralese zo 65% v roku 1957 na 18% v roku 1987, ako aj v Dobročskom 
pralese zo 41,8% v roku 1978 na 29,4% v roku 1998. Početné zastúpenie jedle v Stužici 
činí 30% a podľa autorov Sanigu a Klimaša (2004) sa výraznejšie nemení. 

Príčinou uvedeného poklesu je prirodzené odumieranie jedincov vekovej kategórie 
okolo 400 rokov, resp. iba pozvoľné zvyšovanie podielu tejto dreviny prostredníctvom 
generatívnej reprodukcie, najmä v dôsledku silného poškodzovania mladých jedincov 
srnčou zverou. Pomalé tempo prirodzenej obnovy jedle v spomenutých pralesoch 
kontrastuje so zistením Sanigu (1999) o zvyšujúcom sa generatívnom potenciáli jedle 
bielej na týchto lokalitách. 

Z uvedeného vyplýva, že všetky tri pralesovité porasty jedle bielej na Slovensku 
boli doposiaľ spracované z fytocenologického hľadiska, ako aj s ohľadom na produkčný 
potenciál a  regeneračné procesy. Pri porastovej štruktúre sa zohľadňovalo iba 
zastúpenie jednotlivých druhov drevín v týchto pralesoch a  vekové kategórie jedle 
bielej.  

Podrobnejšia genetická analýza jedincov jedle bielej tu zatiaľ chýba. Výnimkou je 
iba práca Longauera (2001), ktorý analyzoval genetickú štruktúru 26 populácií jedle 
bielej v západných Karpatoch a začlenil do experimentu aj populácie z Dobročského 
pralesa a Stužice. Genetickú štruktúru oboch pralesov odvodenú z izoenzýmového 
polymorfizmu však neposudzuje samostatne, ale v kontexte regionálnych rozdielov 
a navrhovaných semenárskych oblastí jedle. V rovnakom zmysle možno hodnotiť aj 
ďalšie práce tohto druhu u nás, ktoré sú zamerané na kvantifikáciu genetickej variability 
vo vnútri populácií, ako aj medzi jednotlivými populáciami jedle bielej na Slovensku 
(Matúšová, 1995; Longauer, 1996; Longauer et al., 2003). 

V širšom geografickom kontexte sa údaje izoenzýmových analýz taktiež využívajú 
pri rekonštrukcii postglaciálnych migračných ciest jedle na európskom kontinente 
(Gőmőry et al., 2004). V európskom merítku sa venuje veľká pozornosť 
izoenzýmovému polymorfizmu jedle bielej najmä v Nemecku (Bergman a Gregorius, 
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1990, 1993; Konnert a Bergman, 1995), Poľsku (Mejnartowicz, 2004) a Taliansku ( 
(Vicario et al., 1995). Paralelne s izoenzýmovými markermi sa však čoraz viac 
presadzujú vo výskume genetickej štruktúry jedlí – DNA markery. Spomedzi početných 
štúdií tohto druhu možno uviesť analýzu medzidruhových vzťahov jedlí 
a vnútrodruhovú variabilitu Abies alba (Ziegenhagen et al., 1995; Ziegehagen 
a Fladung, 1997) a A. sachalinensis (Hayashi et al., 2000) na úrovni chloroplastovej 
a mitochondriálnej DNA, resp. introgresiu druhov A. veitchii a A. homolepis na úrovni 
jadrovej DNA (Isoda et al., 2000). Podľa Bradshawa (2004) je to najmä jadrový genóm, 
ktorý sa zdá byť vhodný na posúdenie existujúceho genofondu lesných drevín, ktorý bol 
v minulosti vystavený antropogénnemu ovplyvneniu rôznej intenzity.  

Existujú dôvody predpokladať odlišnosť geneticko-populačných parametrov jedle 
bielej v pralesoch od zodpovedajúcich parametrov autochtónnych populácií jedle, kde 
sa v rôznej intenzite vykonávajú výchovné zásahy a ťažba. 
 
1. 2 RFLP (Polymorfizmus dĺžky reštrikčných fragmentov) 

 

          RFLP markery sú kodominantné a prejavujú jednoduchú Mendelistickú dedičnosť 
(Byrne et al., 1995). Táto vlastnosť z nich robí markery vhodné pre populačné genetické 
štúdie ako aj pre konštrukciu líniových máp (Burke, 1989; Bradshaw et al., 1994; Byrne 
et al., 1995). 

 Polymorfizmus DNA je analyzovaný štiepením DNA reštrikčnými 
endonukleázami, ktoré štiepia DNA na presných miestach vo vnútri špecifickej 
sekvencie, zvyčajne 4 – 6 bázových párov (bp). 
Štiepenie DNA vzorky reštrikčnými enzýmami poskytuje reprodukovateľný súbor 
fragmentov. Zmeny v počte a/alebo veľkosti fragmentov môžu byť vyvolané 
sekvenčnými zmenami, dĺžkovou mutáciou a/alebo bodovou mutáciou v mieste 
rozštiepenia reštrikčným enzýmom na danom mieste DNA molekuly. Reštrikčné 
fragmenty dĺžkového polymorfizmu môžu byť detekované analýzou reštrikčných 
štiepení genomickej DNA prostredníctvom elektroforézy a DNA hybridizácie. Sondy 
používané pri RFLP analýze môžu byť vytvorené z klonovanej genomickej, 
komplementárnej (c)DNA, cpDNA a mtDNA fragmentov alebo zo špecifických DNA 
fragmentov amplifikovaných použitím polymerázovej reťazovej reakcie (PCR). 
V závislosti od použitej sondy, RFLP markery môžu byť využité pre analýzu zmien 
v cytoplazmatických a jadrových genómoch (Wang a Szmidt, 2001). 
 
1. 3 Mikrosatelity 

 

    Mikrosatelity sú jednoduché sekvenčné opakovania (SSR – simple sequence 
repeats) alebo krátke tandemové opakovania (STR – short tandem repeats). V súčasnej 
dobe sú  najpoužívanejšími molekulárnymi markermi (Semagn et al., 2006). Sú typicky 
neutrálne, kodominatné a využívané ako molekulárna markery, ktoré majú široké 
využitie v genetike, najmä pri štúdiu príbuzenských vzťahov a v populačnej biológii. 

Mikrosatelity sa označujú ako krátke opakovania nukleotidov (SSR), obsahujúce 
opakujúce sa poradia nukleotidov, tvorené 2 až 6 bázami ( Putnová et al., 2003), alebo 
po sebe opakujúce sa poradia nukleotidov dlhé 1 až 6 báz, rovnomerne rozptýlené 
v eukaryotickom a prokaryotickom genóme (Field a Wills, 1998; Tóth et al., 2000). 

Mikrosatelity sa označujú tiež ako tandemové opakovania krátkych úsekov ( 1 – 6 
bp) s  nízkym stupňom repetícií (5 – 100 repetitívnych jednotiek) a náhodnou 
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distribúciou  mikrosatelitných oblastí na genóm (okolo 104 až 105). Preukazujú 
kodominantný spôsob dedičnosti, ktorý umožňuje rozlíšenie homozygotov 
a heterozygotov (Salina et al., 2001). Vysoký stupeň ich dĺžkového polymorfizmu, 
ktorý je spôsobený  rozdielnym počtom repetícií vo vnútri mikrosatelitných oblastí, 
môže byť ľahko detekovaný prostredníctvom polymerázovej reťazovej reakcie (PCR). 

Predpokladá sa, že väčšina rastlinných genómov je z veľkej časti (viac ako 60 %) 
zložená z repetitívnych sekvencií (Miksche, 1985; Kubis et al., 1998). Mikrosatelity nie 
sú obmedzené len na jadrový genóm. Vyskytujú sa v chloroplastoch a sú tiež súčasťou 
mitochondriálneho genómu ako repetície G/C (Soranzo et al., 1999). Chloroplastové 
mikrosatelity (SSRs) sú podobné jadrovým, ale opakovaný je vždy len 1 bp, napr. (T)n 
(Provan et al., 1999). Dostupnosť všetkých chloroplastových sekvencií Pinus thunbergii 
(Wakasugi et al., 1994) umožnila identifikovať chloroplastové SSRs. Tieto 
mikrosatelity sa skladajú z repetícií jedného nukleotidu (19 A/T a 1 G/C) (Powel et al., 
1995; Vendramin et al., 1996). Väčšina mononukleotidových opakovaní 
chloroplastového genómu ihličnatých drevín je vysoko polymorfná vo vnútri aj medzi 
populáciami (Vendramin a Ziegenhagen, 1997; Morgante et al., 1997). 

Mikrosatelity ako molekulárne markery sa využívajú pri mapovaní genómov, 
v populačnej genetike a sú užitočné aj v taxonómii (Oliviera et al., 2006). V súčasnosti 
sa výskumy zameriavajú na detekciu jadrového genómu. Jadrové mikrosatelitné 
markery sú vysoko polymorfné, selektívne neutrálne a kodominatné. Zatiaľ nie sú 
dostupné pre všetky druhy rodu Abies. Jadrové mikrosatelitné markery sú vyvinuté pre 
Abies alba a slúžia na analýzu rozsahu  jej genetickej diverzity (Cremer et al. 2006).  
 

2 C I E Ľ   P R Á C E 
 

 Dizertačná práca bola súčasťou projektu: Genetická štruktúra a reprodukčný 
potenciál jedľových pralesov Slovenska (Vega projekt č. 2/6001/27). 
            Ciele dizertačnej práce: 

• Porovnať genetickú diverzitu jedle bielej (A. alba Mill.) v prirodzených 
podmienkach pralesov Badín, Dobroč, Stužica s genetickou diverzitou 
priľahlých populácií jedle bielej podrobených výchovným zásahom a ťažbe, 
a to na základe polymorfizmu dĺžky reštrikčných fragmentov chloroplastovej 
DNA. 

• Porovnať genetickú štuktúru jedle bielej v prirodzených podmienkach 
pralesov Badín, Dobroč, Stužica s genetickou štruktúrou priľahlých 
populácií jedle bielej podrobených výchovným zásahom a ťažbe, a to na 
základe polymorfizmu zmnoženia úsekov medzi mikrosatelitmi. 

• Na základe získaných experimentálnych údajov porovnať genetickú 
štruktúru na úrovni dospelých materských stromov a na úrovni regenerantov 
z voľného opelenia. 

• Na základe získaných údajov porovnať pomer haplotypov I a II 
chloroplastovej DNA na úrovni pralesov a priľahlých populácií jedle bielej. 
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3 MATERIÁL A METÓDY 
  
3. 1 Biologický materiál 
 

Pre štúdium genetickej štruktúry pralesov Slovenska ako materiál sme použili 
čerstvo vyrašené ihlice dospelých stromov a regenerantov rodu Abies.  
Analyzovaných bolo 980 jedincov Abies alba, z toho 413 jedincov dospelých stromov 
a 567 jedincov regenerantov.  U dospelých stromov sa odber robil z dolnej etáže koruny 
jedle bielej, ktoré boli od seba vzdialené 30 – 50m a odber regenerantov sa robil 
náhodným výberom regenerantov, ktoré boli od seba vzdialené 30 až 50 m. Do 
zahájenia analýz bol biologický materiál uchovaný v hlbokomraziacom boxe pri teplote 
– 60°C. 

 Biologický materiál (čerstvo vyrašené ihlice populácie Abies alba) pochádza 
z oblastí Badínskeho, Dobročského pralesa na Strednom Slovensku a pralesa Stužice na 
východnom Slovensku a z obhospodarovaných jedľových porastov Badín, Dobroč a 
Stužica, ktoré sú priľahlými oblasťami jedľových pralesov. 
 
V tabuľke 1 sú znázornené počty analyzovaných jedincov jedle bielej (Abies alba). 
 
Tabuľka 1. Prehľad počtu analyzovaných jedincov Abies alba 
 Lokalita Dospelé stromy Regeneranty 

Badínsky prales 63 93 
Dobročský prales 67 95 

 
Pralesy 

Stužický prales 77 95 
Badín 52 92 
Dobroč 88 98 

 
Obhospodarované 

porasty Stužica 66 94 
 
 

3.2 Charakteristika experimentálnych prístupov 
 
3.2.1Izolácia celkovej D#A z ihlíc 
  
         Celkovú DNA sme izolovali z čerstvo vyrašených ihlíc dospelých stromov 
a regenerantov (semenáčikov) metódou podľa Murray a Thompson (1980). 
 
 

3.2.2  Podmienky polymerázovej reťazovej reakcie 
                    

V dizertačnej práci sme použili dve techniky založené na PCR, a to PCR-RFLP 
a PCR-ISSR. 

Optimalizácia reakčnej zmesi PCR -RFLP. 
Amplifikovali sme nekódujúci medzigénový úsek cpDNA, t. j. psbC (PSII 44 

kDa) – trnS [tRNA-Ser(UGA)], ktorý sa nachádza v chloroplastovom genóme. Pre 
amplifikáciu sme  použili univerzálne prajmery navrhnuté autorom Demesure et al. 
(1995) pre psbC – trnS odvodené zo známych sekvencií Pinus thunbergii (Wakasugi et 
al., 1994). 
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Tabuľka 2. Charakteristika prajmerov použitých pri PCR – RFLP 
Označenie Technika Poradie nukleotidov 

(5' - 3') 
Veľkosť PCR 
produktu (bp) 

psbC PCR – RFLP GGTCGTGACCAAGAAACCAC 1680 
trnS PCR – RFLP GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 1680 

 
PCR reakcia prebiehala v optimalizovanej 25 µl reakčnej  zmesi, ktorá 

obsahovala 1 x PCR tlmivý roztok (Promega), 1,5 mmol.dm-3 MgCl2; 0,64 mmol.dm-3 

dNTP; 0,8 nmol. dm-3 jednotlivých prajmerov, 1 U Taq polymerázy (Finnzymes) a 15-
20 ng DNA. 

Použili sme termocyklér (Primus 25) s nasledovným teplotným profilom: 
počiatočná denaturácia 4 minúty pri 94 °C, 35 cyklov – 1 minúta pri 93 °C, 1 minuta pri 
55 – 58 °C ( v závislosti od použitého páru prajmerov), 2 minúty pri 72 °C a ukončenie 
syntézy reťazcov 10 minút pri 72 °C. 

Na výpočet teploty naviazania prajmera sme použili rovnice pre výpočet teploty 
rozštiepenia (melting) molekuly DNA prajmera (Tm). Z hodnoty Tm sa následne 
vypočíta teplota naviazania (annealing) prajmera podľa vzťahu Tnaviazania = Tm prajmera – 4 
°C. 

Na výpočet Tm prajmera sa použili dve rovnice: 
Tm = [(A + T) x 2 °C + (G + C) x 4 °C] 

kde A, T, G, C sú počty báz v reťazci prajmera ( PCR, Essentials data, Ed, 1995). 
           Optimalizácia reakčnej zmesi PCR - ISSR. 

Pre amplifikáciu jadrového genómu sme použili univerzálne prajmery navrhnuté 
Cremer et al. (2006). 
 
Tabuľka 3. Charakteristika prajmerov použitých pri PCR – ISSR 

Označenie Technika Poradie nukleotidov 
(5' - 3') 

Veľkosť 
PCR 

produktu 
(bp) 

SF b4 
(DQ218454) 

PCR - ISSR F: GCCTTTGCAACATAATTGG 
R: TCACAATTGTTATGTGTGTGG 

166 - 186 

SF b5 
(DQ218455) 

PCR - ISSR F: AAAAAGCATCACTTTTCTCG 
R: AAGAGGAGGGGAGTTACAAG 

143 - 155 

SF 239 
(DQ218460) 

PCR - ISSR F: GCTCTGTGCACTGCCTGT 
R: TTCGGAGACTAACGCATCTCA 

108 - 122 

SF 331 
(DQ218462) 

PCR - ISSR F: TGTAATGCTTTTCATGGGCAA 
R: TTACATGGGAAAACCATCCA 

106 - 116 

 
PCR reakcia prebiehala v optimalizovanej 25 µl reakčnej  zmesi, ktorá 

obsahovala 1 x PCR tlmivý roztok (Promega), 1,5 mmol.dm-3 MgCl2; 0,5 mmol.dm-3 

dNTP; 0,2 nmol. dm-3 jednotlivých prajmerov, 1 U Taq polymerázy (Finnzymes) a 30 
ng DNA. 

Použili sme termocyklér (Primus 25) s nasledovným teplotným profilom: 
počiatočná denaturácia 5 minúty pri 94 °C, 35 cyklov – 1 minúta pri 94 °C, 1 minuta pri 
50 – 60 °C (v závislosti od použitého páru prajmerov), 2 minúty pri 72 °C a ukončeni 
syntézy reťazcov 7 minút pri 72 °C. 

Prítomnosť amplifikovaných fragmentov PCR-RFLP a PCR-ISSR sme overili 
elektroforeticky. Elektroforéza prebiehala v  1 % agarózovom géli s obsahom EtBr ( 0,5 
mg. ml-1) a v 1 x TBE tlmivom roztoku pri napätí 100 V. cm-1. Veľkosť 



 11 

amplifikovaných fragmentov sme určili pod UV svetlom pri vlnovej dĺžke λ= 360 nm 
porovnaním so štandarným 1 kb markerom (Eurogentec). Na dokumentáciu sme použili 
fotografické zariadenie UVP BioImaging System. 

 
3.2.3 Analýza polymorfizmu dĺžky reštrikčných fragmentov cpD#A 
 

 Na štiepenie amplifikovaných úsekov chloroplastového genómu sme použili 
reštrikčnú endonukleázu HaeIII (Promega) (výsledkom štiepenia sú fragmenty so 
zarovnanými = tupými koncami). 

 Reakcie prebiehali za podmienok doporučených výrobcom, zvyčajne 16 hod. pri 
37° C cez noc. Priebeh reakcie sa uskutočnil pridaním 6x STOP roztoku (0,25 % BFM; 
10 mM EDTA, pH 8,0; 30 % glycerol). 

Reštrikčné fragmenty sme delili elektroforeticky v 8 % polyakrylamidovom géle. 
Elektroforéza prebiehala pri napätí 2,5 V. cm-1 v 1 x TBE tlmivom roztoku 3hod.. 

Po ukončení elektroforézy polyakrylamidové géli sme vyfarbili v 1 % roztoku 
EtBr a vyfotografovali pod UV svetlom pri vlnovej dĺžke λ=360nm. 
 
3.2.4 Analýza polymorfizmu mikrosatelitov jadrovej D#A 
 

Amplifikované úseky jadrového genómu pred nanesením na gél sme 
zdenaturovali pri teplote 95 °C na 5 minút. Po skončení denaturácie, sme vzorky  
prudko ochladili na ľade. 

Mikrosatelity sme delili elektroforeticky na polyakrylamidovom géle. 
Elektroforéza prebiehala pri napätí 45 V. cm-1 v 1 x TBE (zohriatom) tlmivom roztoku 
5 hod. 

Po ukončení elektroforézy polyakrylamidové géli sme vyfarbili metódou podľa 
Bassam et al. (1991). 
 

3.2.5 Vyhodnotenie výsledkov molekulových analýz 
                 
          Genetickú štruktúru populácií sme hodnotili na základe premenlivosti štyroch 
mikrosatelitných lokusov. 
Genotypy získané molekulovými analýzami boli použité na výpočet nasledujúcich 
genetických charakteristík: 

• Alelických frekvencií. 
• Očakávanej (He) a pozorovanej (Ho) heterozygotnosti. 
• Genetickej diverzity (efektívneho počtu alel na lokus). 
• F – štatistiky. 
• Genetickej diferenciácie hodnotené Neiovými genetickými vzdialenosťami (Nei, 

1978). 
Na interpretáciu matíc genetických vzdialeností medzi populáciami bola použitá 
analýza UPGMA (Nei, 1978). Všetky údaje boli vyhodnotené v programe POPGENE 
VERSION 1.31. 
 
3.2.6 Štatistické vyhodnotenie haplotypov v populácií jedle  

 

Na vyhodnotenie pomeru haplotypov v populáciach Abies alba sme použili chí – 
kvadrát test. Ide o štatistický odhad pravdepodobnosti zhody alebo rozdielu medzi 
dvoma súbormi čísel. 
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Vzorec pre výpočet chí – kvadrátu je: 
       
 

(ne – nt)
2 

χ2 =  Σ ––––––––, kde 
     nt 

ne predstavuje experimentálnu hodnotu vyštiepených fenotypových kategórií po 
hybridizácií, 
nt predstavuje hypotetickú hodnotu. 
 Vypočítaná hodnota chí – kvadrátu bola na základe stupňa voľnosti porovnávaná 
s tabuľkovou hodnotou a podľa nej bola určená pravdepodobnosť (P) zhody alebo 
rozdielov medzi teoretickými a experimentálnymi hodnotami. 
Ak χ2 = 0, potom P = 1. Medzi experimentálnymi a teoretickými hodnotami je zhoda na 
100 % - nej hladine významnosti. 
P > 0, 05 preukazná zhoda pri hladine významnosti nad 5 %. 
P < 0, 05 preukazné rozdiely pri hladine významnosti pod 5 %. 
 

3 VÝSLEDKY  
 

V našej prezentovanej práci sme porovnávali genetickú diverzitu jedle bielej 
v prirodzených podmienkach pralesov Badín, Dobroč, Stužica s ich priľahlými 
obhospodarovanými jedľovými porastami, a to na základe polymorfizmu dĺžky 
reštrikčných fragmentov chloroplastovej DNA a na základe polymorfizmu zmnoženie 
úsekov medzi mikrosatelitmi. 
Úsek medzi génmi psbC – trnS je jedným zo segmentov chloroplastovej DNA, 
v ktorom bola zistená individuálna variabilita jedincov jedle bielej (Ziegenhagen et al., 
1995). Štiepením PCR produktov uvedeného segmentu endonukleázou Hae III, sme 
v našich sledovaných populáciach jedľových pralesov a obhospodarovaných priľahlých 
jedľových porastov rozlíšili dva haplotypy, t. j. haplotyp A, ktorý obsahoval tri 
fragmenty o veľkosti 700, 470 a 120 bp a haplotyp B, ktorý obsahoval štyri fragmenty 
o veľkosti 700, 300, 170 a 120 bp. 
Podľa Ziegenhagen et al. (1995) ide o mutáciu typu inzercia/delécia, a s tým súvisiacu 
prítomnosť alebo absenciu reštrikčného miesta pre Hae III. V tejto súvislosti bol taktiež 
vyslovený názor, že uvedená mutácia úseku chloroplastovej DNA zohráva úlohu 
v evolúcií celého rodu Abies (Ziegenhagen a Fladung, 1997). Individuálnu variabilitu na 
úrovni PCR – RFLP postulujú pre 5 druhov jedlí prirodzene rozšírených v Japonsku aj 
Tsumura et al. (2000), a to v dôsledku inverzie 42 kb segmentu chloroplastovej DNA 
zahrňujúceho aj gén trnS.  
V jedľových pralesoch a v priľalých obhospodarovaných jedľových porastoch Badín, 
Dobroč bola prevaha haplotypu A, opačný prípad bol v pralese Stužica, kde bola 
zaznamenaná prevaha haplotypu B. V ostatných prípadoch zastúpenie haplotypov A a B 
v jedľových pralesoch Badín, Dobroč a Stužica a v priľahlých porastoch, kde sa 
uskutočňujú prebierky a ťažobná činnosť boli pomerne vyrovnané. Uvedené zistenie iba 
čiastočne zapadá do kontextu postulovanej zníženej genetickej diverzity tejto dreviny 
v strednej Európe, ktorú Larsen (1986) odvodil na základe provenienčných pokusov 
a pomocou izoenzýmových markerov potvrdil na území Slovenska Longauer (1994). 
Pozorované rozdiely boli iba mierne a iba na jednej z pozorovaných lokalít Badín – 
obhospodarovaný jedľový porast dosiahla hladinu štatistickej významnosti. 
 Jedným z dôležitých komponentov genetickej diverzity je očakávaná 
a pozorovaná heterozygotnosť. V lokalitách jedľových pralesoch Badín a Dobroč sme 
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zaznamenali vyššiu očakávanú heterozygotnosť v porovnaní s jedľovým pralesom 
Stužica. 
V pralese Badín bola pozorovaná heterozygotnosť 0,110, zatiaľ čo v jedľovom pralese 
Dobroč bola 0,107. Tieto hodnoty sú v zhode s odpovedajúcimi hodnotami, ktoré 
uvádza Longauer (2001) pre prirodzené populácie jedle bielej v piatich rozličných 
regiónoch Slovenska, pokryvajúcich celý areál prirodzeného rozšírenia druhu jedle 
bielej u nás, a to na základe izoenzýmových analýz. Môžeme len uvažovať, či zistená 
redukovaná heterozygotnosť (Ho) pralesa Stužica je typickou vlastnosťou populácie 
jedle bielej na tejto lokalite, alebo tam pôsobia iné príčiny zodpovedné za zistený pokles 
pozorovanej heterozygotnosti. V spojitosti s týmto je vhodné sa zmieniť o skutočnosti, 
že podstatne znížená očakávaná heterozygotnosť bola zistená v populáciach jedle bielej 
v lokalite Komancza v Poľsku (Mejnartowicz, 1996), ktorá sa nachádza v blízkosti 
našej hranice, čo sa môže považovať ako indikácia redukovanej diverzity jedle bielej 
u nás. O nič menšiu pozornosť treba venovať aj zisteniu, že Müller – Starck et al. (1992) 
zahrňujú jedlu bielu medzi endemity, ktoré zaberajú malé geograficky izolované 
plochy, ktoré majú tendenciu vykazovať významnú medzipopulačnú diferenciáciu, 
avšak miernu vnútropopulačnú genetickú variabilitu. 
Pri izoenzýmových analýzach bola zistená znížená heterozygotnosť v jedľových 
obhospodarovaných porastoch v porovnaní s jedľovými pralesmi. Tento aspekt je 
vhodný na ilustráciu v našich sledovaných populáciach Badín a Dobroč zistenej 
pomocou reštrikčnej analýzy chloroplastovej DNA. Výchovným zásahom a ťažbou 
v týchto populáciach je taktiež sprevádzané poklesom niektorých alel, čoho výsledkom 
je zníženie pozorovanej heterozygotnosti. Analýzou 14 populácií smreka na Slovensku , 
Gömöry (1992) nezistil podstatné rozdiely medzi pôvodnými lesmi a prirodzene 
regenerovanými porastami. Avšak autor ale pozoroval zníženú genetickú diverzitu 
v umelo vytvorených porastoch, čo môžeme porovnať s našimi sledovanými 
populáciami jedľových pralesov ako ich priľahlých obhospodarovaných porastov jedle 
bielej. 

Z našich výsledkov je zrejmé, že izoenzýmy ako markery sú oveľa viac 
účinnejšie ako analýza chloroplastovej DNA. Izoenzýmy v porovnaní s chloroplastovou 
DNA sú vhodnejšie na sledovanie a/alebo vyhodnocovanie génového toku 
v populáciach jedle bielej. PCR – RFLP metóda sa zdá mať obmedzený potenciál 
v populáciach jedle bielej, to aj napriek široko – rozptylovej distribúcií psbC – trnS/ 
Hae III jedle bielej v oblastiach Kalabrie, Korziky, Švajčiarska a Poľska (Ziegenhagen 
et al., 1995). Najväčšou prekážkou je v tomto ohľade nedostatok vhodných markerov na 
úrovni chloroplastovej DNA. 
Možnosti dostatočného experimentálneho overenia tohto ukazovateľa populačnej 
štruktúry nám ponúka analýza mikrosatelitnej DNA chloroplastového a jadrového 
genómu jedle bielej. Mikrosatelity totiž vykazujú vyšší stupeň genetickej variability 
tejto dreviny v porovnaní s rozsahom premenlivosti zisťovanej pomocou reštrikčnej 
analýzy chloroplastovej DNA (Vendramin a Ziegenhagen, 1997; Vendramin et al., 
1999; Parducci et al., 2001). 
 Nami prezentované výsledky s jadrovými mikrosatelitmi sa iba čiastočne 
zhodujú s výsledkami Cremer et al. (2006), ktorí podrobili analýze 14 mikrosatelitov 
vrátane štyroch lokusov, ktoré sme analyzovali v našej práci. Odchýlky sme 
zaznamenali hlavne pri lokuse SF239 a SF331, kde Cremer et al. (2006) uvádzajú počet 
alel 5 a 6, zatiaľ čo my sme boli schopný rozlíšiť iba 4 alely v týchto lokusoch. Príčiny 
môžu byť aj technického charakteru. Vyššie uvedení autori použili totiž automatický 
sekvenátor pri svojich analýzach. V našom prístupe sme sa obmedzili na sekvenčné 
polyakrylamidové gély s nižšou rozlišovacou schopnosťou. 
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Tiež parametre heterozygotnosti boli značne odlišné. V sledovaných lokusoch pri 
priemernom počte jedincov jedle bielej 24, uvádzajú Cremer et al. (2006) pozorovanú 
heterozygotnosť 0,654, zatiaľ čo priemerná očakávaná heterozygotnosť (He) bola 0,645. 
Nami skúmané počty jedincov činili pri jednotlivých lokusoch 934 – 1002 stromov, 
pričom pozorovaná heterozygotnosť sa v priemerných hodnotách (Ho = 0,323) 
približovala k údaju uvádzanému Cremerom et al. (2006) a to Ho = 0,354. Výrazné 
rozdiely sme však zistili pri očakávanej heterozygotnosti, kde naše zistenia boli 
podstatne nižšie (He = 0,389) ako v prípade vyššie uvedených autorov (He = 0,645). 
Príčinou môže byť už spomenutý rozdiel v počte zistených alel pri lokusoch SF239 
a SF331. Celkove však môžeme konštatovať pomerne dobrú zhodu nami zistenej 
pozorovanej (Ho = 0,323) a očakávanej heterozygotnosti (He = 0,389) pre populácie 
jedle bielej u nás.  
Vysoký stupeň zhody medzi obidvoma typmi heterozygotnosti uvádzajú pre Abies 
fraseri taktiež Josserand et al. (2006), ktorí však pozorovali mierne zvýšenie 
pozorovanej heterozygotnosti (Ho = 067) oproti heterozygotnosti očakávanej (He = 0,62) 
pri 13 populáciach uvedeného druhu jedle na severoamerickom kontinente. 
Nízka úroveň heterozygotnosti jedle bielej je zrejmá aj z pozorovania s taxonomicky 
príbuznou jedľou kaukazskou (Abies normandiana). Analýzou 5 mikrosatelitných 
lokusov jadrovej DNA pri štyroch populáciach zahrňujúcich 145 – 160 jedincov zistili 
Hansen et al. (2005) očakávanú heterozygotnosť v rozpätí 0,669 – 0,837. Príslušné 
hodnoty činili v priemere He = 0,904 a Ho = 0,701. Autori vyzdvihujú účinnosť týchto 
nukleárnych markerov pri identifikácii jednotlivých klonov semenných sadov jedle 
kaukazskej, ako aj pri monitorovaní toku génov v nich. 
 Naše výsledky iba potvrdili odporúčania Cremera et al. (2006), že jadrové 
mikrosatelity sú vysoko polymorfné, selektívne neutrálne, kodominatné markery, ktoré 
sú vhodné aj na analýzu malého rozsahu genetickej diverzity. Aj napriek malému počtu 
sledovaných lokusov nám poskytujú tieto markery možnosť efektívne rozlíšiť stupeň 
genetickej diverzity medzi pralesmi a ich priľahlými obhospodarovanými porastmi jedle 
bielej. Polymorfný charakter mikrosatelitov jadrovej DNA potvrdili aj už spomenutí 
autori Josserand et al. (2006), ktorí analyzovali 14 jadrových mikrosatelitov u Abies 
fraseri. 
 Z hľadiska pôvodného zámeru dizertačnej práce, t. j. potvrdiť alebo vyvrátiť 
predpoklad o vyššej genetickej diverzite jedľových pralesov ako ich 
obhospodarovaných porastov, nie sú výsledky jednoznačné. Tak pri chloroplastovej 
DNA ako aj pri mikrosatelitnej jadrovej DNA boli počet efektívnych alel a pozorovaná 
heterozygotnosť spravidla vyššie u dvoch z trojice analyzovaných lokalít. Výnimkou je 
pozorovaná heterozygotnosť v lokusoch SF239 a SF331, ktoré vykazovali vyššie 
hodnoty pozorovanej heterozygotnosti pri všetkých troch analyzovaných pralesoch. 
Lokus SF5 mal však vyššiu hodnotu tohto parametra u obhospodarovaných porastoch, 
rovnako ako aj lokus SFb4, pri ktorom sa zistila vyššia pozorovaná heterozygotnosť 
u dvoch obhospodarovaných porastoch. V rovnakom zmysle možno hodnotiť aj 
heterozygotnosť pozorovanú na úrovni chloroplastovej DNA, ktorá bola vyššia iba pri 
dvoch jedľových pralesoch. Značne premenlivým bol na úrovni prales – 
obhospodarované porasty aj počet zistených alel v jednotlivých lokusov. 
Interpretáciu týchto zistení komplikuje absencia poznatkov o pôvodnosti, či umelom 
charaktere obhospodarovaných porastov, nakoľko tejto problematike nie je venovaná 
dostatočná pozornosť. 
 Vzhľadom na postulovanú väčšiu genetickú heterogenitu potomstiev u pohlavne 
sa rozmnožujúcich rastlín by sa dalo očakávať aj vyššia genetická diverzita 
regenerantov oproti dospelým jedincom jednotlivých populácií. Tento predpoklad sa 
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naplnil iba v prípade lokusu SFb4, ktorý sa vyznačoval vyššou mierou pozorovanej 
heterozygotnosti u regenerantov pralesa i obhospodarovaného porastu na lokalite Badín. 
Na ostatných lokalitách bol tento vzťah pomerne premenlivý. V lokuse SF239 bola 
pozorovaná heterozygotnosť dokonca nižšia u regenerantov všetkých analyzovaných 
populácií. Vysoký podiel  prirodzeného úhynu regenerantov (semenáčikov)alebo 
v dôsledku ich prednostného požierania srnčou zverou sa ponúka ako jedno z možných 
vysvetlení tohto fenoménu. 
 Posledný aspekt, ktorý vyplynul z porovnávajúcich štúdií sa týka miery 
genetickej divergencie medzi analyzovanými pralesmi jedle bielej navzájom i medzi jej 
obhospodarovanými porastami. Zistené údaje naznačujú relatívne nízky stupeň 
genetickej diferenciácie medzi pralesmi v porovnaní napr. Abies fraseri (Josserand et 
al., 2006), kde sa taktiež použili mikrosatelitné markery jadrovej DNA. Vyjadrené 
Neiovými genetickými vzdialenosťami sa pralesy v Dobroči a v Stužici ukazujú byť 
omnoho príbuznejšie (0,0370) ako je ich vzdialenosť k pralesu v Badíne (0,0764; 
0,0933). Na úrovni obhospodarovaných porastov sa zdá, že tento vzťah je iný, ako to 
dokazuje úzka príbuznosť medzi obhospodarovanými porastami jedle bielej v Badíne 
a Dobroči (0,0045) a ich väčšia vzdialenosť od obhospodarovaného porastu v Stužici 
(0,0455; 0,0491) (obrázok 1). 
 

 
 
 

 
 
Obrázok 1 Dendrogram znázorňujúci genetické vzdialenosti medzi jednotlivými  
populáciami 
 
BP-Badín-prales-dospelé stromy, BJ-Badín-prales-regeneranty, BO-Badín-obhospodarovaný porast-
dospelé stromy, BS-Badín-obhospodarovaný porast-regeneranty, DP-Dobroč-prales-dospelé stromy, DS-
Dobroč-prales-regeneranty, DO-Dobroč-obhospodarovaný porast-dospelé stromy, DA-Dobroč-
obhospodarovaný porast-regeneranty, SP-Stužica-prales-dospelé stromy, SS-Stužica-prales-regeneranty, 
SO-Stužica-obhospodarovaný porast-dospelé stromy, R-Stužica-obhospodarovaný porast-regeneranty 
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5   ZÁVER 
 

  Relatívna uniformita slovenských populácií jedle bielej postulovaná na úrovni 
morfologických znakov a enzýmových markerov nezapadá do kontextu pozorovanej 
variability chloroplastovej DNA (cpDNA) a mikrosatelitnej DNA jadra. 

Variabilita medzigénového úseku psbC – trnS vyústila do zistenia dvoch haplotypov 
chloroplastovej DNA (cpDNA) jedle bielej, zatiaľ čo variabilita mikrosatelitov jadrovej 
DNA bola ešte väčšia. Oba vyššie uvedené typy DNA markerov sa ukázali byť 
vhodnými pre populačno – genetické štúdium jedle bielej. Aj napriek tomu, že ide 
o obmedzený počet markerov, získané výsledky naznačujú existenciu pomerne 
rozsiahlej vnútrodruhovej variability tejto dreviny, ako aj značnú genetickú 
diferenciáciu jej domácich populácií.  
Bol to zrejme aj obmedzený počet markerov, ktorý znemožnil presvedčivejšiu ilustráciu 
zvýšenej genetickej diverzity jedľových pralesov oproti obhospodarovaným porastom 
jedle bielej. V rámci chloroplastovej DNA (cpDNA) sa nalyzoval iba jeden lokus, avšak 
odvodené parametre genetickej diverzity (ne, Ho) boli spravidla vyššie v pralesoch ako 
v obhospodarovaných porastoch . 
Na úrovni mikrosatelitnej jadrovej DNA sa však zistili aj výsledky, ktoré majú 
protirečivý charakter. Vyššie počty efektívnych alel sa v prípade pralesov zistili iba 
v troch zo štvorice analyzovaných lokusov (SFb4, SFb5, SF331), zatiaľ čo vyššia 
heterozygotnosť sa pozorovala iba v lokuse SF331. 

Začlenenie ďalších DNA markerov, respektívne zvýšenie počtu lokusov sa zdá 
byť nevyhnutným predpokladom pre plnšiu a objektívnejšiu charakterizáciu genetickej 
variability jedľových pralesov. 
 
 

6 �ÁVRH �A VYUŽITIE VÝSLEDKOV V PRAXI  
  
Predložená dizertačná práca prispeje k objektívnejšiemu posúdeniu existujúceho 

genofondu jedle bielej na Slovensku. 
     Popri už známych poznatkoch o produkčnom a regeneračnom  potenciáli jedľových 
porastov u nás, predstavujú získané výsledky nový aspekt v mozaike biologických 
predností týchto porastov. Zistenie porovnateľného rozsahu genetickej diverzity 
jedľových pralesov a priľahlých k nim obhospodarovaných porastov naznačuje 
možnosti využitia semenného materiálu aj z obhospodarovaných porastov pri 
dopestovaní sadbového materiálu pre danú oblasť, čo s prihliadnutím na zákaz 
akýchkoľvek praktických aktivít v pralesoch nie je bezvýznamné. Získané údaje bude 
možné použiť ako jeden z argumentov pre ďalšiu ochranu jedľových pralesov u nás. 
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