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ABSTRAKT

Genetickd Struktira a diverzita jedlovych pralesov sa porovndvala s prilahlymi
porastami jedle bielej, ktoré st lesnicky obhospodarované a to na zaklade polymorfizmu
chloroplastovej DNA (cpDNA) a mikrosatelitnej jadrovej DNA.

Na urovni cpDNA sa hodnotil pomer haplotypov A a B vzniknutych Stiepenim
medzigénového useku psbC — trnS cpDNA endonukledzou Hae IIl. Pralesovy porast
jedle bielej v Stuzici sa v tomto ohlade vyznamne odliSoval od podobnych porastov
v Dobro¢i a Badine. Naproti tomu rozdiely v pomere haplotypov medzi jedl'ovymi
pralesmi a obhospodarovanymi porastami jedle nedosiahli hladinu Statistickej
vyznamnosti, okrem lokality Badin — obhospodarovany porast. Ocakavana
heterozygotnost’ pralesov v Badine a Dobroci bola vyssia ako u prislusnych porastov,
ktoré su lesnicky obhospodarované. Vynimkou bola lokalita Stuzica, kde tento pomer
bol obrateny.

Na urovni mikrosatelitnej jadrovej DNA bol sledovany polymorfizmus v Styroch
lokusoch SFb4, SFb5, SF239 a SF331. Tak pri ¢cpDNA ako aj pri mikrosatelitnej
jadrovej DNA boli pocet efektivnych alel apozorovand heterozygotnost’ spravidla
vysSie iba udvoch ztrojice analyzovanych lokalit. Vynimkou je pozorovana
heterozygotnost’ v lokusoch SF239 a SF331, ktoré¢ vykazovali vysSie hodnoty
pozorovanej heterozygotnosti pri vSetkych troch analyzovanych pralesoch. Lokus SFb5
mal vSak vysSiu hodnotu tohto parametra v obhospodarovanych porastoch, rovnako ako
aj lokus SFb4, pri ktorom sa zistila vysSSia pozorovana heterozygotnost u dvoch
obhospodarovanych porastoch.

Zistené udaje naznacili relativne nizky stupen genetickej diferenciacie medzi jedl'ovymi
pralesmi a pril'ahlymi obhospodarovanymi jedl'ovymi porastami.

Mikrosatelity ndm poskytuju moznost’ efektivne rozlisit’ stupen genetickej diverzity
medzi pralesmi a obhospodarovanymi porastami jedle bielej v porovnani s rozsahom

premenlivosti zistovanej pomocou restrikénej analyzy cpDNA.

KPacové slova: jedla biela, pralesy, genetickd diverzita, jadrové mikrosatelity,
restrik¢na analyza cpDNA



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 Il was shown to
differ significantly between the primeval forest in Stuzica on one side and in Dobro¢
and Badin 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 Badin — managed stands. Expexcted heterozygosity was higher in primeval
forest. Badin and Dobro¢ than in the corresponding managed stands but the reverse
figure was typical for the locality Stuzica.

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

POUZITE SKRATKY, SYMBOLY A ZNACKY

AgNQO; — dusiS$nan strieborny; cpDNA — chloroplastovd DNA; DNA — kyselina deoxyribonukleova;
dNTP — deoxyribonukleotid trifosfaty; EDTA — kyselina etyléndiaminotetraoctova; EtBr — etidium
bromid; ISSR — zmnoZenie usekov DNA medzi jednoduchymi opakovaniami; M — moll'; ME —
merkaptoetanol; Na,CO; — uhli¢itan sodny; NaCl — chlorid sodny; nDNA — jadrovda DNA; PCR —
polymerazova retazova reakcia; RFLP — dizkovy polymorfizmus reitrikénych fragmentov; rpm —
revolutions per minute (otacky za minuatu); SSR — jednoduché sekvencné opakovania;  TBE — tlmivy
roztok tris-borat-EDTA; UV — ultrafialové Ziarenie; V - volt; A — vlnova dizka; xz — chi - kvadrat
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UvoD

Prales ako povodna biocendéza je vrcholom prirodného ekosystému, ktorého
zlozky sa cez vzajomnu latkova vymenu dlhodobo vzdjomne uzko ovplyviiuju. Je to
typicky komplexny systém so vSetkymi vyraznymi znakmi kontinuitne a zakonite sa
vyvijajiceho celku. V danej oblasti predstavuje najvyspelejSiu a najzlozitejSiu
geobiocendzu, akd modze vobec vzniknut’ a trvalo sa udrzat’.

V ramci  hierarchie zahrnujicej ekosystémy a druhy je to predovsetkym
polymorfizmus DNA, ktorda sa reprodukuje v Case apriestore a ktora vytvara
predpoklady pre evoluciu jednotlivych organizmov i celych druhov ako bezprostredna
reakcia na zmeny vonkajSieho prostredia. Genomika, ktorej vznik a existencia sa viaze
na obdobie poslednych desiatich rokov predstavuje v sucasnosti najviac sofistikovany
prostriedok a néstroj na deSifrovanie diverzity na trovni nukleotidov a génov. V oblasti
lesnych drevin, ako jednej z dominantnych komponentov zivotného prostredia, vyustila
do zistenia rozsahu variability, ktoru na zaklade morfologickej klasifikacie lesnych
porastov nebolo mozné postrehnut’. Uvedeny aspekt sa vztahuje aj na lesy Slovenska,
ktorych porasty su ekotypicky dobre odliSené podla ich hospodarsky vyznamnych
ukazovatelov, menej si vSak zname ich populac¢no-genetické parametre, vratane
variability na trovni DNA. Odhliadnuc od teoretického prinosu, mé analyza diverzity
naSich lesov na molekulovej Grovni aj bezprostredny prakticky vyznam, ktory suvisi
s autochtonnym charakterom naSich lesov. V dosledku toho su totiz nase lesné porasty
Casto krat vyuzivané aj ako génova baza v oblasti §'achtenia pre viaceré krajiny strednej
Europy. Geomorfologickd heterogénnost’ nasho tizemia prispela k znacnej ekotypicke;j
diferenciacii hospodarsky i ekologicky vyznamnych druhov lesnych drevin, ktorych
genetickd Struktira ivzajomné vztahy nie st zatial dostatocne objasnené. V ramci
ihlicnatych drevin sa to tyka smreka obyc¢ajného, borovice lesnej ale aj ekotypov jedle
bielej vratane populacii z Dobro¢ského pralesa a Badinskeho pralesa na strednom
Slovensku resp. z vychodoslovenskej Stuzice.

1 PrehPad o su¢asnom stave rieSenej problematiky

1.1 Sucasny stav a vyskyt pralesov na Slovensku

Sucasny stav genetickej Struktiry a diverzity lesov Eurdpy je odrazom v minulosti
prebichajucej 1 terajSej interakcie jednotlivych genotypov lesnych drevin
s antropogénnymi faktormi, v priebehu ktorej sa diferencovali autochténne populacie



jednotlivych druhov (Bradshaw, 2004). Tieto populacie su chapané ako evolucné
jednotky adaptacie a zaroven aj ako vysledok adaptacie na heterogenitu vonkajsicho
prostredia pocas evolucie. Ich hlavnymi atributmi su dobra adaptacia na lokalne
podmienky prostredia a geneticka odlisnost’ od ostatnych populacii. S tym spravidla
suvisi aj ich prevaha nad tymito populdciami. Prioritné postavenie autochtonnych
populacii v lesnom ekosystéme je nepopieratelné, avSak aj vramci samotnych
autochtonnych populacii sa ¢asto krat vyskytuju skupiny jedincov alebo spoloCenstva
s eSte vyS$im stupfiom priority — su to pralesy.

V eurdépskom kontexte predstavuji prezivajice fragmenty prirodnych lesov, ktoré
maji urCité znamky predchadzajuceho antropogénneho posobenia, ale zéaroven si
zachovali aj ¢clovekom nenaruseny charakter (Falinski, 1986). Vysoka miera biologicke;j
diverzity pralesov spolu s ich vysokym stupfiom genetickej premenlivosti, prirodnym
charakterom a jedineCnostou st tymi charakteristikami, pre ktoré su pralesy vysoko
hodnotené z hl'adiska ochrany lesov a sl'achtenia (Parviainen et al., 1999).

Na Slovensku sa nachadza viacero pralesov, ktorych vyskyt a Struktiru podrobne
popisal prof. Korpel’ (1989). S ohl'adom na jedl'u bielu je treba uviest’ najmé Dobroc¢sky
a Badinsky prales na strednom Slovensku, resp. Stuzicky prales na krajnom vychode
republiky, v ramci ktorych ¢ini podiel jedle 18-30% (Korpel, 1989). V nadvéznosti na
povodné stadie prof. Korpel'a (1958, 1989), ilustrovali Saniga (1999, 1999A) a Saniga
a Klimas (2004) vyvoj uvedenych pralesov v priebehu nasledujuceho obdobia, a to
z hl'adiska ich Struktary, produkénych pomerov aregeneracnych procesov ako
najvyznamnejSich ukazovatel'ov dynamiky prebiehajticich zmien.

Alarmujicim je v tejto suvislosti zistenie znizujuceho sa podielu jedle bielej
v Badinskom pralese zo 65% v roku 1957 na 18% v roku 1987, ako aj v Dobro¢skom
pralese zo 41,8% v roku 1978 na 29,4% v roku 1998. Pocetné zastupenie jedle v StuZici
¢ini 30% a podl'a autorov Sanigu a Klimasa (2004) sa vyraznejSie nemeni.

Pri¢inou uvedeného poklesu je prirodzené¢ odumieranie jedincov vekovej kategorie
okolo 400 rokov, resp. iba pozvol'né zvySovanie podielu tejto dreviny prostrednictvom
generativnej reprodukcie, najmi v doésledku silného poskodzovania mladych jedincov
srnou zverou. Pomalé tempo prirodzenej obnovy jedle v spomenutych pralesoch
kontrastuje so zistenim Sanigu (1999) o zvySujicom sa generativnom potenciali jedle
bielej na tychto lokalitach.

Z uvedeného vyplyva, Ze vSetky tri pralesovité porasty jedle bielej na Slovensku
boli doposial’ spracované z fytocenologického hl'adiska, ako aj s ohl'adom na produkény
potencidl a regeneracné procesy. Pri porastovej Struktire sa zohladnovalo iba
zastipenie jednotlivych druhov drevin v tychto pralesoch a vekové kategérie jedle
biele;j.

Podrobnejsia genetickd analyza jedincov jedle bielej tu zatial' chyba. Vynimkou je
iba praca Longauera (2001), ktory analyzoval geneticku Struktiru 26 populacii jedle
bielej v zdpadnych Karpatoch a zaclenil do experimentu aj populacie z Dobroc¢ského
pralesa a Stuzice. Geneticku Struktiru oboch pralesov odvodenu z izoenzymového
polymorfizmu vSak neposudzuje samostatne, ale v kontexte regiondlnych rozdielov
a navrhovanych semendrskych oblasti jedle. V rovnakom zmysle mozno hodnotit’ aj
d’alSie prace tohto druhu u nés, ktoré sit zamerané na kvantifikaciu genetickej variability
vo vnutri populécii, ako aj medzi jednotlivymi populdciami jedle bielej na Slovensku
(Matasova, 1995; Longauer, 1996; Longauer et al., 2003).

V SirSom geografickom kontexte sa Uidaje izoenzymovych analyz taktiez vyuzivaja
pri rekonstrukcii postglacialnych migracnych ciest jedle na eurdpskom kontinente
(GOmory et al., 2004). V europskom meritku sa venuje velkd pozornost
izoenzymovému polymorfizmu jedle bielej najmid v Nemecku (Bergman a Gregorius,



1990, 1993; Konnert a Bergman, 1995), Pol'sku (Mejnartowicz, 2004) a Taliansku (
(Vicario et al., 1995). Paralelne sizoenzymovymi markermi sa vSak Coraz viac
presadzuju vo vyskume genetickej Struktiry jedli — DNA markery. Spomedzi po€etnych
stadii tohto druhu mozno wuviest analyzu medzidruhovych vztahov jedli
a vnutrodruhovl variabilitu Abies alba (Ziegenhagen et al., 1995; Ziegehagen
a Fladung, 1997) a A. sachalinensis (Hayashi et al., 2000) na urovni chloroplastove;j
a mitochondrialnej DNA, resp. introgresiu druhov A. veitchii a A. homolepis na Grovni
jadrovej DNA (Isoda et al., 2000). Podl'a Bradshawa (2004) je to najma jadrovy geném,
ktory sa zda byt vhodny na posudenie existujiceho genofondu lesnych drevin, ktory bol
v minulosti vystaveny antropogénnemu ovplyvneniu roznej intenzity.

Existuju dovody predpokladat’ odlisnost” geneticko-populacnych parametrov jedle
bielej v pralesoch od zodpovedajicich parametrov autochtéonnych populacii jedle, kde
sa v roznej intenzite vykonavaju vychovné zasahy a tazba.

1. 2 RFLP (Polymorfizmus diZky re§trikénych fragmentov)

RFLP markery st kodominantné a prejavuji jednoduchu Mendelisticku dedi¢nost’
(Byrne et al., 1995). Tato vlastnost’ z nich robi markery vhodné pre populacné genetické
studie ako aj pre konstrukciu liniovych map (Burke, 1989; Bradshaw et al., 1994; Byrne
etal., 1995).

Polymorfizmus DNA je analyzovany Stiepenim DNA  reStrikénymi

endonukledzami, ktoré Stiepia DNA na presnych miestach vo vnutri Specifickej
sekvencie, zvycajne 4 — 6 bazovych parov (bp).
Stiepenie DNA vzorky restrikénymi enzymami poskytuje reprodukovatelny subor
fragmentov. Zmeny v pocte a/alebo velkosti fragmentov moézu byt vyvolané
sekvenénymi zmenami, diZkovou mutaciou a/alebo bodovou muticiou v mieste
rozStiepenia reStrikénym enzymom na danom mieste DNA molekuly. Restrikéné
fragmenty dizkového polymorfizmu mozu byt detekované analyzou restrikénych
Stiepeni genomickej DNA prostrednictvom elektroforézy a DNA hybridizacie. Sondy
pouzivané¢ pri RFLP analyze moézu byt vytvorené zklonovanej genomickej,
komplementarnej (c)DNA, cpDNA a mtDNA fragmentov alebo zo Specifickych DNA
fragmentov amplifikovanych pouzitim polymerdzovej retazovej reakcie (PCR).
V zavislosti od pouzitej sondy, RFLP markery mozu byt vyuzité pre analyzu zmien
v cytoplazmatickych a jadrovych genomoch (Wang a Szmidt, 2001).

1. 3 Mikrosatelity

Mikrosatelity st jednoduché sekvencné opakovania (SSR — simple sequence
repeats) alebo kratke tandemové opakovania (STR — short tandem repeats). V sucasnej
dobe st najpouzivanej$imi molekuldrnymi markermi (Semagn et al., 2006). Su typicky
neutrdlne, kodominatné a vyuzivané ako molekularna markery, ktoré maju Siroké
vyuzitie v genetike, najma pri Stadiu pribuzenskych vztahov a v populacnej biologii.

Mikrosatelity sa oznacuji ako kratke opakovania nukleotidov (SSR), obsahujuce
opakujtce sa poradia nukleotidov, tvorené¢ 2 az 6 bazami ( Putnova et al., 2003), alebo
po sebe opakujice sa poradia nukleotidov dlhé 1 az 6 baz, rovnomerne rozptylené
v eukaryotickom a prokaryotickom gendéme (Field a Wills, 1998; Téth et al., 2000).

Mikrosatelity sa oznacuju tiez ako tandemové opakovania kratkych tsekov (1 — 6
bp) s nizkym stuptiom repeticii (5 — 100 repetitivhych jednotiek) a nédhodnou



distribuciou  mikrosatelitnych oblasti na geném (okolo 10* az 10°). Preukazuji
kodominantny sposob dedi¢nosti, ktory umoziuje rozliSenie homozygotov
a heterozygotov (Salina et al., 2001). Vysoky stupei ich dizkového polymorfizmu,
ktory je spdsobeny rozdielnym poctom repeticii vo vnutri mikrosatelitnych oblasti,
moze byt’ l'ahko detekovany prostrednictvom polymerazovej ret'azovej reakcie (PCR).

Predpoklada sa, ze vécSina rastlinnych gendémov je z velkej Casti (viac ako 60 %)
zlozena z repetitivnych sekvencii (Miksche, 1985; Kubis et al., 1998). Mikrosatelity nie
su obmedzené len na jadrovy genom. Vyskytuju sa v chloroplastoch a st tiez sucast'ou
mitochondrialneho gendému ako repeticie G/C (Soranzo et al., 1999). Chloroplastové
mikrosatelity (SSRs) st podobné jadrovym, ale opakovany je vzdy len 1 bp, napr. (T),
(Provan et al., 1999). Dostupnost’ vsetkych chloroplastovych sekvencii Pinus thunbergii
(Wakasugi et al., 1994) umoznila identifikovat chloroplastové SSRs. Tieto
mikrosatelity sa skladaju z repeticii jedného nukleotidu (19 A/T a 1 G/C) (Powel et al.,
1995; Vendramin et al, 1996). VéacSina mononukleotidovych opakovani
chloroplastového genomu ihlicnatych drevin je vysoko polymorfnd vo vnutri aj medzi
populaciami (Vendramin a Ziegenhagen, 1997; Morgante et al., 1997).

Mikrosatelity ako molekularne markery sa vyuzivaji pri mapovani genomov,

v populacnej genetike a su uzito¢né aj v taxonomii (Oliviera et al., 2006). V sucasnosti
sa vyskumy zameriavaji na detekciu jadrového gendému. Jadrové mikrosatelitné
markery su vysoko polymorfné, selektivne neutrdlne a kodominatné. Zatial' nie st
dostupné pre vSetky druhy rodu Abies. Jadrové mikrosatelitné markery su vyvinuté pre
Abies alba a slizia na analyzu rozsahu jej genetickej diverzity (Cremer et al. 2006).

2CIEL PRACE

Dizertacnd praca bola sucastou projektu: Geneticka Struktura a reprodukény
potencidl jedlovych pralesov Slovenska (Vega projekt ¢. 2/6001/27).

Ciele dizertacnej prace:

e Porovnat' geneticki diverzitu jedle bielej (4. alba Mill.) v prirodzenych
podmienkach pralesov Badin, Dobro¢, Stuzica s genetickou diverzitou
prilahlych populacii jedle bielej podrobenych vychovnym zasahom a tazbe,
a to na zaklade polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov chloroplastovej
DNA.

e Porovnat' genetickli Stuktiru jedle bielej v prirodzenych podmienkach
pralesov Badin, Dobro¢, Stuzica s genetickou Strukturou prilahlych
populacii jedle bielej podrobenych vychovnym zisahom atazbe, a to na
zéklade polymorfizmu zmnozenia isekov medzi mikrosatelitmi.

e Na zédklade =ziskanych experimentdlnych twdajov porovnat geneticki
Struktru na Grovni dospelych materskych stromov a na urovni regenerantov
z volI'ného opelenia.

e Na zidklade ziskanych 1dajov porovnat pomer haplotypov Tall
chloroplastovej DNA na urovni pralesov a pril'ahlych populacii jedle biele;.



3 MATERIAL A METODY

3. 1 Biologicky material

Pre Studium genetickej Struktary pralesov Slovenska ako material sme pouzili
Cerstvo vyrasené ihlice dospelych stromov a regenerantov rodu A4bies.
Analyzovanych bolo 980 jedincov Abies alba, z toho 413 jedincov dospelych stromov
a 567 jedincov regenerantov. U dospelych stromov sa odber robil z dolnej etdze koruny
jedle bielej, ktoré boli od seba vzdialené 30 — 50m a odber regenerantov sa robil
ndahodnym vyberom regenerantov, ktoré boli od seba vzdialené 30 az 50 m. Do
zah4jenia analyz bol biologicky material uchovany v hlbokomraziacom boxe pri teplote
—60°C.

Biologicky material (Cerstvo vyrasené ihlice populacie Abies alba) pochadza
z oblasti Badinskeho, Dobrocského pralesa na Strednom Slovensku a pralesa Stuzice na
vychodnom Slovensku a z obhospodarovanych jedlovych porastov Badin, Dobro¢ a
Stuzica, ktoré su prilahlymi oblastami jedl'ovych pralesov.

V tabulke 1 st znazornené pocty analyzovanych jedincov jedle bielej (4bies alba).

Tabul’ka 1. Prehl'ad poc¢tu analyzovanych jedincov Abies alba

Lokalita Dospelé stromy Regeneranty
Badinsky prales 63 93
Pralesy Dobroc¢sky prales 67 95
Stuzicky prales 77 95
Badin 52 92
Obhospodarované | Dobro¢ 88 98
porasty Stuzica 66 94

3.2 Charakteristika experimentalnych pristupov
3.2.11zolacia celkovej DNA z ihlic

Celkovi DNA sme izolovali z c¢erstvo vyrasenych ihlic dospelych stromov
a regenerantov (semenacikov) metdodou podl'a Murray a Thompson (1980).

3.2.2 Podmienky polymerdzovej retazovej reakcie

V dizertacnej praci sme pouzili dve techniky zalozené na PCR, a to PCR-RFLP
a PCR-ISSR.

Optimalizacia reakcnej zmesi PCR -RFLP.

Amplifikovali sme nekddujuci medzigénovy tsek cpDNA, t. j. psbC (PSII 44
kDa) — #nS [tRNA-Ser(UGA)], ktory sa nachddza v chloroplastovom genome. Pre
amplifikdciu sme pouzili univerzalne prajmery navrhnuté autorom Demesure et al.
(1995) pre psbC — trnS odvodené zo znamych sekvencii Pinus thunbergii (Wakasugi et
al., 1994).



Tabul’ka 2. Charakteristika prajmerov pouZzitych pri PCR — RFLP

Oznacenie Technika Poradie nukleotidov Velkost’ PCR
(5'-3") produktu (bp)
psbC PCR — RFLP GGTCGTGACCAAGAAACCAC 1680
trnS PCR — RFLP GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 1680

PCR reakcia prebichala v optimalizovanej 25 ul reakénej  zmesi, ktora
obsahovala 1 x PCR tlmivy roztok (Promega), 1,5 mmol.dm™ MgCl,; 0,64 mmol.dm™
dNTP; 0,8 nmol. dm™ jednotlivych prajmerov, 1 U Taq polymerazy (Finnzymes) a 15-
20 ng DNA.

Pouzili sme termocyklér (Primus 25) snasledovnym teplotnym profilom:
pociato¢na denaturacia 4 mintty pri 94 °C, 35 cyklov — 1 minuta pri 93 °C, 1 minuta pri
55 — 58 °C (v zavislosti od pouzitého paru prajmerov), 2 mintty pri 72 °C a ukoncenie
syntézy retazcov 10 minut pri 72 °C.

Na vypocet teploty naviazania prajmera sme pouzili rovnice pre vypocet teploty
rozStiepenia (melting) molekuly DNA prajmera (Tm). Z hodnoty Tm sa nasledne
vypocita teplota naviazania (annealing) prajmera podl'a vzt'ahu Thaviazania = T prajmera — 4
°C.

Na vypocet Tm prajmera sa pouzili dve rovnice:

Tm=[(A+T)x2°C+(G+C)x4°C]
kde A, T, G, C st poCty baz v ret’azci prajmera ( PCR, Essentials data, Ed, 1995).

Optimalizacia reakcnej zmesi PCR - ISSR.

Pre amplifikaciu jadrového gendmu sme pouzili univerzalne prajmery navrhnuté
Cremer et al. (2006).

Tabul’ka 3. Charakteristika prajmerov pouzitych pri PCR — ISSR

Oznacenie Technika Poradie nukleotidov Velkost
5'-3" PCR
produktu
(bp)
SF b4 PCR - ISSR | F: GCCTTTGCAACATAATTGG 166 - 186
(DQ218454) R: TCACAATTGTTATGTGTGTGG
SF b5 PCR - ISSR | F: AAAAAGCATCACTTTTCTCG 143 - 155
(DQ218455) R: AAGAGGAGGGGAGTTACAAG
SF 239 PCR - ISSR | F: GCTCTGTGCACTGCCTGT 108 - 122
(DQ218460) R: TTCGGAGACTAACGCATCTCA
SF 331 PCR - ISSR | F: TGTAATGCTTTTCATGGGCAA 106 - 116
(DQ218462) R: TTACATGGGAAAACCATCCA

PCR reakcia prebichala v optimalizovanej 25 ul reakénej  zmesi, ktora
obsahovala 1 x PCR tlmivy roztok (Promega), 1,5 mmol.dm™ MgCl,; 0,5 mmol.dm™
dNTP; 0,2 nmol. dm™ jednotlivych prajmerov, 1 U Taq polymerazy (Finnzymes) a 30
ng DNA.

Pouzili sme termocyklér (Primus 25) snasledovnym teplotnym profilom:
pociato¢nd denaturacia 5 minuty pri 94 °C, 35 cyklov — 1 minuta pri 94 °C, 1 minuta pri
50 — 60 °C (v zavislosti od pouzitého paru prajmerov), 2 minuty pri 72 °C a ukonceni
syntézy retazcov 7 minut pri 72 °C.

Pritomnost’ amplifikovanych fragmentov PCR-RFLP a PCR-ISSR sme overili
elektroforeticky. Elektroforéza prebichala v 1 % agar6zovom géli s obsahom EtBr ( 0,5
mg. ml') a vl x TBE tlmivom roztoku pri napiti 100 V. cm™. Velkost
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amplifikovanych fragmentov sme uréili pod UV svetlom pri vinovej dizke A= 360 nm
porovnanim so Standarnym 1 kb markerom (Eurogentec). Na dokumentaciu sme pouzili
fotografické zariadenie UVP Biolmaging System.

3.2.3 Analyza polymorfizmu dizky restrikénych fragmentov cpDNA

Na Stiepenie amplifikovanych tsekov chloroplastového genému sme pouzili
restrikéni endonukledzu Haelll (Promega) (vysledkom Stiepenia su fragmenty so
zarovnanymi = tupymi koncami).

Reakcie prebiehali za podmienok doporucenych vyrobcom, zvycajne 16 hod. pri
37° C cez noc. Priebeh reakcie sa uskutocnil pridanim 6x STOP roztoku (0,25 % BFM;
10 mM EDTA, pH 8,0; 30 % glycerol).

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

Po ukonceni elektroforézy polyakrylamidové géli sme vyfarbili v1 % roztoku
EtBr a vyfotografovali pod UV svetlom pri vlnovej dizke A=360nm.

3.2.4 Analyza polymorfizmu mikrosatelitov jadrovej DNA

Amplifikované useky jadrového gendému pred nanesenim na gél sme
zdenaturovali pri teplote 95 °C na 5 minat. Po skonceni denaturacie, sme vzorky
prudko ochladili na l'ade.

Mikrosatelity sme delili elektroforeticky na polyakrylamidovom géle.
Elektroforéza prebichala pri napiti 45 V. cm™ v 1 x TBE (zohriatom) timivom roztoku
5 hod.

Po ukonceni elektroforézy polyakrylamidové géli sme vyfarbili metodou podla
Bassam et al. (1991).

3.2.5 Vyhodnotenie vysledkov molekulovych analyz

Geneticka Strukturu populécii sme hodnotili na zéklade premenlivosti Styroch
mikrosatelitnych lokusov.
Genotypy ziskané molekulovymi analyzami boli pouzit¢ na vypocet nasledujucich
genetickych charakteristik:

e Alelickych frekvencii.

Ocakavanej (He) a pozorovanej (H,) heterozygotnosti.
Genetickej diverzity (efektivneho poctu alel na lokus).
F — statistiky.
Genetickej diferenciacie hodnotené Neiovymi genetickymi vzdialenost’ami (Nei,
1978).
Na interpretaciu matic genetickych vzdialenosti medzi populdciami bola pouzita
analyza UPGMA (Nei, 1978). Vsetky udaje boli vyhodnotené v programe POPGENE
VERSION 1.31.

3.2.6 Statistické vyhodnotenie haplotypov v populdcii jedle

Na vyhodnotenie pomeru haplotypov v populaciach Abies alba sme pouzili chi —
kvadrat test. Ide o Statisticky odhad pravdepodobnosti zhody alebo rozdielu medzi
dvoma subormi &isel.
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Vzorec pre vypocet chi — kvadratu je:

(ne—ny)”
Y=3%— kde
n¢

n. predstavuje experimentalnu hodnotu vystiepenych fenotypovych kategorii po
hybridizécii,
n; predstavuje hypoteticka hodnotu.

Vypocitana hodnota chi — kvadratu bola na zaklade stupnia vol'nosti porovnavana
s tabul’kovou hodnotou a podla nej bola urcena pravdepodobnost’ (P) zhody alebo
rozdielov medzi teoretickymi a experimentalnymi hodnotami.
Ak x> =0, potom P = 1. Medzi experimentalnymi a teoretickymi hodnotami je zhoda na
100 % - nej hladine vyznamnosti.
P >0, 05 preukazna zhoda pri hladine vyznamnosti nad 5 %.
P <0, 05 preukazné rozdiely pri hladine vyznamnosti pod 5 %.

3 VYSLEDKY

V naSej prezentovanej praci sme porovnavali geneticki diverzitu jedle bielej
v prirodzenych podmienkach pralesov Badin, Dobro¢, Stuzica sich prilahlymi
obhospodarovanymi jedlovymi porastami, ato na zaklade polymorfizmu dizky
restrikénych fragmentov chloroplastovej DNA a na zaklade polymorfizmu zmnoZenie
usekov medzi mikrosatelitmi.
Usek medzi génmi psbC — trnS je jednym zo segmentov chloroplastovej DNA,
v ktorom bola zistena individualna variabilita jedincov jedle bielej (Ziegenhagen et al.,
1995). Stiepenim PCR produktov uvedeného segmentu endonukleazou Hae III, sme
v nasich sledovanych populéciach jedl'ovych pralesov a obhospodarovanych pril'ahlych
jedlovych porastov rozlisili dva haplotypy, t. j. haplotyp A, ktory obsahoval tri
fragmenty o velkosti 700, 470 a 120 bp a haplotyp B, ktory obsahoval Styri fragmenty
o vel’kosti 700, 300, 170 a 120 bp.
Podl'a Ziegenhagen et al. (1995) ide o mutaciu typu inzercia/delécia, a s tym suvisiacu
pritomnost’ alebo absenciu restrikéného miesta pre Hae II1. V tejto suvislosti bol taktiez
vysloveny ndzor, ze uvedena mutdcia Useku chloroplastovej DNA zohrdva ulohu
v evolucii celého rodu Abies (Ziegenhagen a Fladung, 1997). Individualnu variabilitu na
urovni PCR — RFLP postulujt pre 5 druhov jedli prirodzene rozsirenych v Japonsku aj
Tsumura et al. (2000), a to v doésledku inverzie 42 kb segmentu chloroplastovej DNA
zahriiujuceho aj gén rnS.
V jedlovych pralesoch a v prilalych obhospodarovanych jedlovych porastoch Badin,
Dobro¢ bola prevaha haplotypu A, opacny pripad bol v pralese Stuzica, kde bola
zaznamenana prevaha haplotypu B. V ostatnych pripadoch zastiipenie haplotypov A a B
v jedlovych pralesoch Badin, Dobro¢ a Stuzica a v prilahlych porastoch, kde sa
uskutocnuju prebierky a tazobna ¢innost’ boli pomerne vyrovnané. Uvedené zistenie iba
Ciasto¢ne zapada do kontextu postulovanej znizenej genetickej diverzity tejto dreviny
v strednej Eurdpe, ktoru Larsen (1986) odvodil na zdklade provenienénych pokusov
a pomocou izoenzymovych markerov potvrdil na izemi Slovenska Longauer (1994).
Pozorované rozdiely boli iba mierne aiba na jednej z pozorovanych lokalit Badin —
obhospodarovany jedl'ovy porast dosiahla hladinu Statistickej vyznamnosti.

Jednym z dodlezitych komponentov genetickej diverzity je ocakdvana

a pozorovana heterozygotnost’. V lokalitach jedl'ovych pralesoch Badin a Dobro¢ sme
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zaznamenali vySSiu ocakdvani heterozygotnost” v porovnani s jedlovym pralesom
Stuzica.

V pralese Badin bola pozorovana heterozygotnost’ 0,110, zatial' co v jedlovom pralese
Dobro¢ bola 0,107. Tieto hodnoty su v zhode s odpovedajucimi hodnotami, ktoré
uvadza Longauer (2001) pre prirodzené populacie jedle bielej v piatich rozliénych
regionoch Slovenska, pokryvajicich cely aredl prirodzené¢ho rozsirenia druhu jedle
bielej unas, a to na zaklade izoenzymovych analyz. Mdézeme len uvazovat’, ¢i zistena
redukovana heterozygotnost’ (H,) pralesa StuZzica je typickou vlastnostou populacie
jedle bielej na tejto lokalite, alebo tam posobia iné priciny zodpovedné za zisteny pokles
pozorovanej heterozygotnosti. V spojitosti s tymto je vhodné sa zmienit’ o skutoc¢nosti,
ze podstatne znizena oCakavana heterozygotnost’ bola zistena v populaciach jedle bielej
v lokalite Komancza v Pol'sku (Mejnartowicz, 1996), ktord sa nachddza v blizkosti
naSej hranice, ¢o sa modze povazovat ako indikacia redukovanej diverzity jedle bielej
u nas. O ni¢ mensiu pozornost’ treba venovat’ aj zisteniu, ze Miiller — Starck et al. (1992)
zahriuju jedlu bielu medzi endemity, ktoré zaberaji malé geograficky izolované
plochy, ktoré maji tendenciu vykazovat vyznamnii medzipopulacnu diferenciaciu,
avSak miernu vnutropopulacnu geneticku variabilitu.

Pri izoenzymovych analyzach bola zistend znizend heterozygotnost' v jedlovych
obhospodarovanych porastoch v porovnani sjedlovymi pralesmi. Tento aspekt je
vhodny na ilustrdciu v naSich sledovanych populdciach Badin a Dobro¢ zistenej
pomocou restrikénej analyzy chloroplastovej DNA. Vychovnym zasahom a t'azbou
v tychto populdciach je taktiez sprevadzané poklesom niektorych alel, coho vysledkom
je znizenie pozorovanej heterozygotnosti. Analyzou 14 populacii smreka na Slovensku ,
GOomory (1992) nezistil podstatné rozdiely medzi pdvodnymi lesmi a prirodzene
regenerovanymi porastami. AvSak autor ale pozoroval znizeni geneticku diverzitu
vumelo vytvorenych porastoch, ¢o modzeme porovnat snasSimi sledovanymi
populédciami jedlovych pralesov ako ich prilahlych obhospodarovanych porastov jedle
biele;j.

Z nasich vysledkov je zrejmé, ze izoenzymy ako markery st ovela viac

ucinnejsie ako analyza chloroplastovej DNA. Izoenzymy v porovnani s chloroplastovou
DNA st vhodnejSie na sledovanie a/alebo vyhodnocovanie génového toku
v populaciach jedle bielej. PCR — RFLP metdéda sa zdd mat obmedzeny potencial
v populaciach jedle bielej, to aj napriek Siroko — rozptylovej distribtcii psbC — trnS/
Hae I1I jedle biclej v oblastiach Kalabrie, Korziky, Svajéiarska a Pol'ska (Ziegenhagen
et al., 1995). Najviacsou prekazkou je v tomto ohl'ade nedostatok vhodnych markerov na
urovni chloroplastovej DNA.
Moznosti dostatoéného experimentdlneho overenia tohto ukazovatela populacnej
Struktary nam ponuka analyza mikrosatelitney DNA chloroplastového a jadrového
gendmu jedle bielej. Mikrosatelity totiz vykazuji vyS$i stupeil genetickej variability
tejto dreviny v porovnani s rozsahom premenlivosti zistovanej pomocou restrikénej
analyzy chloroplastovej DNA (Vendramin a Ziegenhagen, 1997; Vendramin et al.,
1999; Parducci et al., 2001).

Nami prezentované vysledky s jadrovymi mikrosatelitmi sa iba ciastocne
zhoduju s vysledkami Cremer et al. (2006), ktori podrobili analyze 14 mikrosatelitov
vratane Styroch lokusov, ktoré sme analyzovali vnaSej praci. Odchylky sme
zaznamenali hlavne pri lokuse SF239 a SF331, kde Cremer et al. (2006) uvadzaju pocet
alel 5 a 6, zatial' co my sme boli schopny rozlisit’ iba 4 alely v tychto lokusoch. Pri¢iny
mozu byt aj technického charakteru. VysSie uvedeni autori pouzili totiz automaticky
sekvenator pri svojich analyzach. V naSom pristupe sme sa obmedzili na sekvencné
polyakrylamidové gély s nizSou rozliSovacou schopnostou.
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TieZ parametre heterozygotnosti boli zna¢ne odlisné. V sledovanych lokusoch pri
priemernom pocte jedincov jedle bielej 24, uvadzaju Cremer et al. (2006) pozorovanu
heterozygotnost’ 0,654, zatial’ ¢o priemerna ocakavana heterozygotnost’ (H.) bola 0,645.
Nami skiimané pocty jedincov Cinili pri jednotlivych lokusoch 934 — 1002 stromov,
pricom pozorovana heterozygotnost sa v priemernych hodnotach (H, = 0,323)
priblizovala k tdaju uvddzanému Cremerom et al. (2006) ato H, = 0,354. Vyrazné
rozdiely sme vsSak zistili pri ocakévanej heterozygotnosti, kde naSe zistenia boli
podstatne nizsie (He. = 0,389) ako v pripade vysSie uvedenych autorov (H. = 0,645).
Pri¢inou moze byt uz spomenuty rozdiel v pocte zistenych alel pri lokusoch SF239
a SF331. Celkove vsak moézeme konStatovat pomerne dobri zhodu nami zistenej
pozorovanej (H, = 0,323) a oCakavanej heterozygotnosti (H. = 0,389) pre populacie
jedle bielej u nas.

Vysoky stupeil zhody medzi obidvoma typmi heterozygotnosti uvadzaju pre Abies
fraseri taktiez Josserand et al. (2006), ktori vSak pozorovali mierne zvySenie
pozorovanej heterozygotnosti (H,= 067) oproti heterozygotnosti o¢akavanej (He = 0,62)
pri 13 populaciach uvedeného druhu jedle na severoamerickom kontinente.

Nizka uroven heterozygotnosti jedle bielej je zrejma aj z pozorovania s taxonomicky
pribuznou jedlou kaukazskou (Abies normandiana). Analyzou 5 mikrosatelitnych
lokusov jadrovej DNA pri Styroch populéaciach zahriiujtiicich 145 — 160 jedincov zistili
Hansen et al. (2005) ocakavanl heterozygotnost’ v rozpati 0,669 — 0,837. Prislusné
hodnoty ¢inili v priemere He = 0,904 a H, = 0,701. Autori vyzdvihuji ucinnost’ tychto
nukledrnych markerov pri identifikacii jednotlivych klonov semennych sadov jedle
kaukazskej, ako aj pri monitorovani toku génov v nich.

Nase vysledky iba potvrdili odporucania Cremera et al. (2006), ze jadrové
mikrosatelity st vysoko polymorfné, selektivne neutralne, kodominatné markery, ktoré
st vhodné aj na analyzu malého rozsahu genetickej diverzity. Aj napriek malému poctu
sledovanych lokusov ndm poskytuju tieto markery moznost’ efektivne rozlisit’ stupeni
genetickej diverzity medzi pralesmi a ich pril'ahlymi obhospodarovanymi porastmi jedle
bielej. Polymorfny charakter mikrosatelitov jadrovej DNA potvrdili aj uz spomenuti
autori Josserand et al. (2006), ktori analyzovali 14 jadrovych mikrosatelitov u Abies
fraseri.

Z hladiska pévodného zameru dizertacnej prace, t. j. potvrdit’ alebo vyvratit
predpoklad o vysSSej genetickej diverzite jedlovych pralesov ako ich
obhospodarovanych porastov, nie si vysledky jednozna¢né. Tak pri chloroplastove;j
DNA ako aj pri mikrosatelitnej jadrovej DNA boli pocet efektivnych alel a pozorovana
heterozygotnost’ spravidla vyssie u dvoch z trojice analyzovanych lokalit. Vynimkou je
pozorovand heterozygotnost v lokusoch SF239 a SF331, ktoré¢ vykazovali vysSie
hodnoty pozorovanej heterozygotnosti pri vSetkych troch analyzovanych pralesoch.
Lokus SF5 mal vSak vysSiu hodnotu tohto parametra u obhospodarovanych porastoch,
rovnako ako aj lokus SFb4, pri ktorom sa zistila vysSia pozorovana heterozygotnost’
u dvoch obhospodarovanych porastoch. V rovnakom zmysle mozno hodnotit’ aj
heterozygotnost’ pozorovant na trovni chloroplastovej] DNA, ktora bola vyssia iba pri
dvoch jedlovych pralesoch. Zna¢ne premenlivym bol na trovni prales —
obhospodarované porasty aj pocet zistenych alel v jednotlivych lokusov.

Interpretaciu tychto zisteni komplikuje absencia poznatkov o povodnosti, ¢i umelom
charaktere obhospodarovanych porastov, nakol'ko tejto problematike nie je venovana
dostato¢na pozornost’.

Vzhl'adom na postulovana vacsiu geneticktl heterogenitu potomstiev u pohlavne
sa rozmnozujucich rastlin by sa dalo ocakdvat aj vySSia genetickd diverzita
regenerantov oproti dospelym jedincom jednotlivych populacii. Tento predpoklad sa
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naplnil iba v pripade lokusu SFb4, ktory sa vyznacoval vySSou mierou pozorovanej
heterozygotnosti u regenerantov pralesa i obhospodarovaného porastu na lokalite Badin.
Na ostatnych lokalitach bol tento vztah pomerne premenlivy. V lokuse SF239 bola
pozorovana heterozygotnost’ dokonca nizSia u regenerantov vsSetkych analyzovanych
populacii. Vysoky podiel prirodzeného thynu regenerantov (semenacikov)alebo
v dosledku ich prednostného pozierania srncou zverou sa ponuka ako jedno z moznych
vysvetleni tohto fenoménu.

Posledny aspekt, ktory vyplynul zporovnavajucich $tadii sa tyka miery
genetickej divergencie medzi analyzovanymi pralesmi jedle bielej navzajom i medzi jej
obhospodarovanymi porastami. Zistené udaje naznacuju relativne nizky stupen
genetickej diferenciacie medzi pralesmi v porovnani napr. Abies fraseri (Josserand et
al., 2006), kde sa taktiez pouzili mikrosatelitné markery jadrovej DNA. Vyjadrené
Neiovymi genetickymi vzdialenostami sa pralesy v Dobroc¢i a v Stuzici ukazuju byt
omnoho pribuznejSie (0,0370) ako je ich vzdialenost k pralesu v Badine (0,0764;
0,0933). Na trovni obhospodarovanych porastov sa zda, ze tento vztah je iny, ako to
dokazuje tzka pribuznost’ medzi obhospodarovanymi porastami jedle bielej v Badine
a Dobroci (0,0045) aich vécsia vzdialenost’ od obhospodarovaného porastu v Stuzici
(0,0455; 0,0491) (obrazok 1).

B3

L_np

BO

P

—FBP

SO

Obrazok 1 Dendrogram zndzoriiujuci genetické vzdialenosti medzi jednotlivymi
populaciami

BP-Badin-prales-dospelé stromy, BJ-Badin-prales-regeneranty, BO-Badin-obhospodarovany porast-
dospelé stromy, BS-Badin-obhospodarovany porast-regeneranty, DP-Dobroc-prales-dospelé stromy, DS-
Dobroc-prales-regeneranty, DO-Dobroc-obhospodarovany — porast-dospelé  stromy, DA-Dobroc-
obhospodarovany porast-regeneranty, SP-StuZica-prales-dospelé stromy, SS-Stuzica-prales-regeneranty,
SO-Stuzica-obhospodarovany porast-dospelé stromy, R-Stuzica-obhospodarovany porast-regeneranty
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5 ZAVER

Relativna uniformita slovenskych populacii jedle bielej postulovand na trovni
morfologickych znakov a enzymovych markerov nezapadd do kontextu pozorovanej
variability chloroplastovej DNA (cpDNA) a mikrosatelitnej DNA jadra.

Variabilita medzigénového tseku psbC — trnS vyustila do zistenia dvoch haplotypov
chloroplastovej DNA (cpDNA) jedle bielej, zatial’ o variabilita mikrosatelitov jadrove;j
DNA bola eSte vic¢sia. Oba vyssie uvedené typy DNA markerov sa ukazali byt
vhodnymi pre populacno — genetické Stadium jedle bielej. Aj napriek tomu, ze ide
o obmedzeny pocet markerov, ziskané vysledky naznacuju existenciu pomerne
rozsiahlej vnutrodruhovej variability tejto dreviny, ako aj znacnu geneticka
diferenciaciu jej domacich populécii.

Bol to zrejme aj obmedzeny pocet markerov, ktory znemoznil presvedcivejsiu ilustraciu
zvySenej genetickej diverzity jedlovych pralesov oproti obhospodarovanym porastom
jedle bielej. V ramci chloroplastovej DNA (cpDNA) sa nalyzoval iba jeden lokus, avSak
odvodené parametre genetickej diverzity (ne, H,) boli spravidla vyssie v pralesoch ako
v obhospodarovanych porastoch .
Na urovni mikrosatelitnej jadrovej DNA sa vSak zistili aj vysledky, ktoré maja
protireCivy charakter. VysSie pocty efektivnych alel sa v pripade pralesov zistili iba
v troch zo Stvorice analyzovanych lokusov (SFb4, SFb5, SF331), zatial ¢o vyssia
heterozygotnost’ sa pozorovala iba v lokuse SF331.

Zaclenenie d’alSich DNA markerov, respektivne zvySenie poctu lokusov sa zda
byt nevyhnutnym predpokladom pre plnSiu a objektivnejSiu charakterizaciu genetickej
variability jedl'ovych pralesov.

6 NAVRH NA VYUZITIE VYSLEDKOV V PRAXI

Predlozend dizertaCna praca prispeje k objektivnejSiemu postdeniu existujiceho
genofondu jedle bielej na Slovensku.

Popri uz znamych poznatkoch o produkénom a regeneracnom potenciali jedl'ovych
porastov u nas, predstavuju ziskané vysledky novy aspekt v mozaike biologickych
prednosti tychto porastov. Zistenie porovnateIného rozsahu genetickej diverzity
jedlovych pralesov aprilahlych knim obhospodarovanych porastov naznacuje
moznosti vyuzitia semenného materidlu aj z obhospodarovanych porastov pri
dopestovani sadbového materidlu pre danu oblast, ¢o s prihliadnutim na zakaz
akychkol'vek praktickych aktivit v pralesoch nie je bezvyznamné. Ziskané udaje bude
mozné pouzit’ ako jeden z argumentov pre d’alSiu ochranu jedl'ovych pralesov u nas.
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