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1 UVOD

Vrby predstavuji druho¥ velmi bohaty rod, ktery je zastoupen tnpo celém sité.
Jednd se o ekonomicky peémé vyznamné tkeviny se Sirokym uplatmim nap.

v lesnictvi, biotechnologii, ze#délstvi ¢i v okrasném sadovnictvi. dkteré druhy vrb
tvoii i nezanedbatelnou slozku vyzngch rostlinnych spotenstev, mezi nimiz se
vyskytuje také cel&ada vzacnych druhv nejiiznéjSich stupnich ohroZeni. Pro svoiji
taxonomickou obtiZznost jsou &thym objektem nejrzrgjSich studii. V sotasnosti je
diky vyuziti molekularnich metod mozné biosysteiatvrb podchytit na pewjsich
exaktnich zakladech.

Tato diplomova prace se zabyva zastupci vrb zh&rdkruhu vrby bobkolistéSalix
phylicifolia agg.) a navazuje nagqachozi bakal&kou préaci, ktera podavala zakladni
piehled o problematice v tomto okruhuglsl také za Ukol asfit historické roz&eni
vrby dvoubarvé na UzentiR a zhodnotit stav jejich populaci v Krkono$ictkojgto
jediného zastupce této skupiny u nas. V diplomaéeipbyly testovany mikrosatelitni

markery pro pozgsi studium genetické variability vybranych taxaohoto okruhu.

1.1.Celed Salicaceae a rod Salix

Celed vrbovité GalicaceaeMirbel), naleZejici ddaduMalpighialesMartius (Chase et
al. 2002), mé rozEni po celém ¢ (Stevens 2001) gziS&m vyskytu v temperatni
zoére severni polokoule (Penhallow 1905). Na zaklatudia rbcL gein je sesterskou
skupinou kcelediSalicaceaetropicka ¢eled” Flacourtiaceae V zavislosti na izném
pojeti se vramci vrbovitych ¥enuji 2-4 rody, z nichZz nejpetnsjSim je rod vrba
(SalixL.). Krom¢ toho ¢eled” zahrnuje také rod topoP6pulusL.). Zna&né nejednotny
nazor panuje na postaveni dalSich dvou vychodégshsrodi ChoseniaNakai a
ToisusuKimura, vyzng&ujich se gkterymi primitivnimi znaky (Azuma et al. 2000).
OvSem podle molekularnich analyz chloroplastovéaougbcL, trnD-T a atpB-rbcL
mezernik se tyto ,primitivni“ znaky vyvinuly az sekunda&@ra oba rody jsou nyni
zalenovany do rodBalix (Chen et al. 2010).

Vrbovité jsou dvoudomé rdviny s kéovitym i stromovitym vziistem a mkkym
dievem. Listy jsou jednoduché fistavé nebo vzaenvsticné. Jehedovité kwtenstvi

nese mnozstvi sitnredukovanych, jednopohlavnych, bezobalnycktkvPlodem je
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tobolka otevirajici se 2-4 chlogmi. Semena postradajici endosperm maii b@zi
svazeéek chlug a vyzn&uji se rychlym kiéenim (Chmel&a& Koblizek 1990).

Zdaleka nejvice druhje zastoupeno v r@édvrba, ktery jich podletiznych autol c¢ita
nékolik set. Chmel&(1985) uvadi 250-300 drahHorandl et al. (2002) 400-500 diyh
Prochazka et al. (1999) Argus (1986) dokonce 300-600 diuhJrcit piesny pdet je
ovSem velice obtizné vzhledemdznym taxonomickym koncepcim, kdy v zavisloti na
pojeti zdazeni kkterych taxod kolisa od Urové druhu po varietu. RoZ&ni vrb je
témef celos¥tové s vyjimkou Oceanie, kam byly introdukovany &avékem (Argus
1997), @i ¢emz €ZiSt vyskytu lezi v mirném az subarktickém pasu seveotbkoule
(Prochazka et al. 1999).&8iny vrb ma kontinentalni charakter vyskytu, pol22é
nalezneme na ostrovech (Cejlon, Kanarské Ostrovgddita, Filipiny, Madagaskar)
(Penhallow 1905, Newsholme 1992). Centry diveristyu Cina s 275 druhy, Gzemi
byvalého Sowtského Svazu skiplizné 120 druhy, Severni Amerika se 103 druhy a také
Evropa, kde se vyskytuje 65 dfulvrb (Chen et al. 2010). Naopak vzace rod

zastoupen v Jizni Americe a v tropické Africe (Nbalsne 1992).

Vrby jsou velmi komplexni skupinou, jejiz taxonomje od dob Linného stale
revidovana. Jiz tradni céleni rodu, uznavanérgdevsSim v Evrofy na ti podrody a ty
dale na sekce zaved| Skvortsov. RozliSoval subg8alig subgenud/etrix Dumort. a
subgenusChamaetia(Dumort.) Nasarov. Naproti tomu Dorn, ktery seyath studiem
americkych zastupc rozliSoval podrody pouze dva a to subggalix a subgenVetrix,
kam zd&lenil i Skvortsovwiv podrod Chamaetia(Leskinen & Alstrom-Rapaport 1999).
Znaxna nejednotnost v systematice vrb je mimo jinépipovana nedostatku
informativnich morfolgickych znak Nag. mnoho dlezitych znak, které se uplauji
pii klasifikaci ostatnich krytosemennych rostlin, rechézi na kdtech, které jsou ale
v tomto gipadt silné redukované. Pro taxonomii vrb je tedy nutné vyafjiné zdroje
informaci, kterymi jsou v sa@asné dob hojr¢ pouzivané molekularni analyzy
s vyuzitim neutralnich molekularnich markefAzuma et al. 2000). Atak ¢i tak,
v kazdém pipact jsou zastupci podrod&alix pokladani za vyvojoy primitivngjsi.
Jedna se o tzv. pravé vrby se stromovitymistamdi vysoké kée, které maji uzké a
Spicaté listy. Typickymi piklady jsou vrba bila§. albal.), vrba Kehka §. euxina
Belyaeva, syn.S. fragilis auct. non L.Xi vrba gtimuzna (S.pentandral.), ktera je

povazovana zaibec jeden z nejstarobylejSich dauhramci celého rodu. Naproti tomu

12



vrby ze zbyvajicich dvou podrédse vyznauji odvozewjSimi znaky. Podrod/etrix
zahrnuje ¥tSinou kée nebo malé stromy kvetouci obvykle fegied raSenim list,
jejichz tvar je velmi rozmanity. Typickymiipdstaviteli jsou nap vrba jiva §. caprea
L.), vrba usSata Q. aurital.), vrba popelavaS. cinerealL.) nebo vrba bobkolistaS(
phylicifolia). Pro podrodChamaetiaje charakteristicky zakrsly, plazivy viat jakozto
adaptace k drsnym arktickywi subalpinskym podminkam. Typickymi zastupci jsou
vrba bylinna §. herbaceal.), vrba sfnata §. reticulata L.) nebo vrba tata
(S. retusd..) (Newsholme 1992, Azuma et al. 2000).

NejstarSi fosilni zaznamy vrb pochazeji z Amerikg@u datovany do obdobi spodniho
eocénu, tedyied 55-65 miliony let. Jedna se o zastupce podfalix Zkamenrliny
odvozenjSiho podroduVetrix byly datovany az z oligocénuiga 38-55 miliony let).
Fosilni zbytky evropskych vrb jsou z je§pozdjSich obdobi (Leskinen & Alstrom-
Rapaport 1999). Pragdodobnym vyvojovym centrem vrb je oblast hor jihohgdni
Asie, kde se také vyskytujickteri fylogeneticky mvodrejSi zastupci spolaé s
primitivnimi druhy topoli a rovreéZz rod Chosenia(Newsholme 1992). Za dalSi centrum
lze povazovat tropickou a subtropickou Ameriku.¢ghto center se vrby postupn
rozSrovaly predevsim do oblasti mirného pasu a dale na seveitrogickych a
subtropickych oblasti pouze miniméln DalSi diferenciace pak probihala
pravdépodobre v neogénu v Eurasii a v Severni Americe (Horandlake 2002).
Klimatické zmeny pri sttidani glaciél s interglacidly vetvrtohorach nily za nasledek
dalSi zmény aredh druhi, coz zasadhovlivnilo jejich sokasné rozgeni (Newsholme
1992).

Determinace vrb v terénu neni mnohdipgc snadna. Komplikacgigejich urcovani
zpasobuiji rekteré jevy, které jsou proérpiiznatné. Jsou to zejména relatévmysoky
stupdi hybridizace a introgrese, & genetickd a morfologicka variabilita a jiz
zmirgna redukce morfologickych znaka kwtech (Brunnsfeld et al. 1991).

Vysoka schopnost mezidruhovéheiZeni je u vrb sice dZna, nicméa byva ¢asto
porékud nadhodnocovana (Chmelk& Koblizek 1990). Dosud bylo popsano vice nez
200 mezidruhovych hybrid Ke kizZzeni mezi druhy z jednotlivych podniodvSak
dochéazi velmi #idka (Newsholme 1992). Argus (1997) poukazuje na zéjména
antropogennich disturbanci na hybridizaci, kdy @athk odstraéni bariér, coz

nasleds vede k Seni a kontaktu mezi jedinci. To vy&luje, pra: je hybridizace tolik
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vyraznd v Evrop, jejiz uzemi jetlovékem zn&né ovliviiovano po staleti (Newsholme
1992). Argus (1997) tedy povaZzuje hybridizagkterych skupin vrb za vicemén
docasny fenomeén, kdy je mezidruhov&ieni vysledkem iflezitosti omezené
prostorem casem, a neni dominantnim procesem evolut@lia hybridizace spokné

s polyploidii sehraly v evoluci vrb velkou roli (gns 1986).

V rodu Salix naleznemetizné stupi ploidie a to jak v rdmci jednoho druhu, tak i mezi
raznymi druhy. Polyploidie se vyvinula¢kolikrat nezavisle na seéba je dokonce
pravdpodobné, Ze se vyskytla i vicekrat v ramci stejnéhdiu (Leskinen & Alstrom-
Rapaport 1999). Z&kladnim chromozomovynitpm u vrb je x=19. ¥Sina naSich
zastupa jsou diploidi (2n=2x=38) nebo tetraploidi (2n=48)7 nicmér jsou znamy i
druhy s ploidii az po 2n=12x=228. U blizcgiuznych drufi jsou ale poéty
chromozond vétSinou stejné (Chmela 1979). Vzhledem k tomuto vysokému
zakladnimu chromozomovémiislu je pravdpodobné, Ze u vrb prébla davna
polyploidizace (Aravanopoulos et al. 1993). Paldgpoidie uz byla prokazana u
sesterskych topd) které maji stejné zakladni chromozomasiglo a jsou stabikh
diploidni (Sterck et al. 2005). Stevens (2001) uivad genova duplikace u sp&at&ho
predka vrb a topdl prokéhla v dolg pred 60-65 miliony let.

1.2. Vliv ¢&vrtohorniho zalednéni a dalSich faktoni na rozsS¥eni a

populaéni strukturu vrb

Souwasné roz$eni drulii poskytuje uzitené informace pro porozusni jejich historie a
fakton, které formovaly vnitrodruhovou variabilitu (Arg@907). V tomto ohledu jsou
velmi zajimavymi objekty studia genetickych praces populacich reliktni druhy,
jejichz vyskyt je casto velmi fragmentovany diky dlouhodobé izolaamiwulosti
(Reisch 2001). Roz&ni druti tak, jak jej zname dnes, se zformovalo po postadni
klimatickém cyklu, jehoZz maximum je datovano do yipted asi 18-22 tisici let (Baker
2000). Serie glacialnich cyklbéhem pleistocénu pokazdé ochudily tehdejSi biotu ve
veétsSing ¢astech Evropy. Arealy drahpri zaledréni fragmentovaly a populacégZivaly
¢asto jako zbytky v izolovanych refugiich (Baker @D0Dlouhodobd izolace ovlivnila
genetickou variabilitu takovychto relat&nmalych populaci, ve kterych se mohl

uplatiovat geneticky drift a fixovat névvzniklé mutace (Freeland 2005). Skodlivé
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mutace a &inky driftu se v malych populacich projevuji mnohegmazreji (Dudash &
Fenster 2000). #ezivani drufi v refugiich Bhem glacialu je povazovano za hlavni
evolwni proces zfsobujici diferenciaci a vznik odenych linii (Tribsch &
coz ntlo dalsi vliv na jejich genetickou variabilitu. Kmlizatdi, ktefi expandovali fed
hlavnim migr&nim proudem rychleji, mohli zakladat nové kolonieyliviiované
piedevsimbottleneckefektem, coz vedlo k dalSi ztkaalel (Hewitt 1996, Beebee &
Rowe 2004). Dlezitou roli @i Siteni druli v tomto obdobi hrala topografie kazdého
regionu. Jako vyznamné bariéry se ujdabla zejména evropska pahdTribsch &
Schonswetter 2003).

K zachovani glacialni kKteny kEhem holocénu, zviadii dalSim pozdjsi otepleni
klimatu v obdobi atlantiku,fspely zejména kary, skalni@ty a srazy, prudké kamenité
svahy, skalni gtbiny a pirvy, ale i raselinidt a dalSi stanovi§tprimarniho bezlesi,
kam les z edafickychifEin proniknout nemohl (Hendrych 1980).

Popul&ni strukturu vrb dale ovliwije také zfisob rozmnozovani. Obvykle se u rostlin
sttidd sexudlni rozmnoZovani s nepohlavnim. Druhy ktotakombinovanymi
reproduknimi systémy vyuzivaji vyhod obou dvou strategibhRvni rozmnoZovani
umoZiuje adaptace na &nici se podminky prosdi a kolonizaci novych biotdp
kdezto klonalni reprodukce udrzuje deladaptované genotypy (Reisch et al. 2007). U
vrb se tento typ rozmnoZovani vyskytuje velfasto, zejména u vysokohorskych diuh
hraje dilezitou roli (Pluess & Stdcklin 2004). Obecge totiz pedpoklada, Ze vyznam
klonalniho rozmnoZzovani stoupa se zvysujici se méskou vySkou. Produkce semen
se pro rostliny ve vysokohorskych podminkach stéskantni a vegetativni reprodukce
tak predstavuje zfsob, jak se stimto omezenim Ize vyrovnat (Reidchl.e2007).
Kromé toho se klonalita fi¥e uplatiovat @i mezidruhové hybridizaci, kdy je vzniklé
potomstvocasteéne sterilni a diky klonalnimu rozmnozZovani hybridi mool feZivat do
doby, nez nastanou vhodné podminky pro jejich dexuéprodukci (Salick & Pfeffer
1999). Obeca Ize fict, Zze populace klonalnich rostlin vykazuji Zmau Uroveé
genetické variability (Pluess & Stdcklin 2004). VAdnilitu si mohou udrzZovat vlivem
nizké miry genetického toku anebo mutacemi (Elstr& Roose 1987).

Zpusob rozmnoZovani je také vyznamnym kritériem proévyhodného managementu
ohrozenych druln V pripadc, Ze u nich pevazuje vegetativnii&ni, lze pouZzit vysadbu

nap. z fizkového materialu. U druhs geevaZzujicim pohlavnim rozmnozZovanim je
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nutné zajistit celodadu faktofi pottebnych k tomu, aby bylo zaj&to Usgsné kveteni,
produkce semen @st semenéu (Stamati et al. 2007).

1.3. Charakteristika zastupadi okruhu Salix phylicifolia

Druhy ze skupiny vrby bobkolisté gatdo podrodwetrix. Skvortsov (1999) je dakadi
do sekceéArbuscella zatimco Argus (1997) do vlastni selReylicifoliae Pro vrby této
skupiny je charakteristicky kevity vzrist s vySkou do 4 m. Listy jsou lysé, eliptické az
kopinaté a na lici vicéi mérg lesklé, na rubu nasiié. Jehidy jsou témdt prisedlé
nebo jen kratce stopkaté, semeniky hedwablilupaté (Rechinger 1964). Drobné
odliSnosti mezi jednotlivymi taxony nalezneme fiklad ve tvaru listového okraje, ve
zbarveni a tvaru pupéra v rekterych dalSich znacich (Suda & Argus 1968). Eéadu
nejblize k této sekci maji druhy ze seWdlosag Lanataea Cinerella(Argus 1997).
Okruh vrby bobkolisté zahrnujekolik blizce gibuznych drubi s vyskytem pedevsSim
na severu Evropy, Asie a Severni Ameriky (Chméd®@72, Chmela1985). V Evrop
jsou zastoupeny vrba bobkolist&alix phylicifoliaL.), vrba dvoubarvaSalix bicolor
Willd.), vrba Hegetschweilerové&élix hegetschweileHeer.) aSalix hibernicaRech. f.
(Chmela 1985). Ze severni Ameriky uvadi Argus (1997) §eSalix pulchraa Salix
planifolia. Pro vSechny druhy je shodnyged chromozém 2n=4x=76 (Argus 1997),
pouze uSalix phylicifolia se navic uvafi také hexaploidi s 2n=6x=114 (Rechinger
1964, Chmel&a1985).

Komplex vrby bobkolisté pé#t k taxonomicky nejobtizfSim v rdmci roduSalix
Komplikace ¢ini zejména silnd tendence k hybridizaci s vrb@murnajici a také s
nékterymi zastupci z okruhiBalix glaucaa ze sekceCapreae (Rechinger 1964).
Spoustu nomenklatorickych nejasnosti kolem vrbykbbbté v minulosti zpisobily
zaneny s velmi pronminlivou vrbou ¢ernajici. Nevyjasiné je také postaveni taxonu
Salix basalticaCoste, ktery roste v Pyrenejich a v &mnosti je sléovan s vrbou
dvoubarvou. V Alpach se vyskytuje velmi podob8alix rhaeticaBus. ffifazovana
k vrb¢ Hegetschweilerav A predevsim, jasné nejsou ani vztahy mezi jednotlivymi

populacemi vrby dvoubarvé v ramciesini Evropy (Chmelal972).
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Obrazek 1: Roz&feni taxoni z okruhu vrby bobkolisté v Evropé. Cerné body znazauji
rozsieni Salix phylicifolig cerveré je vyzn@&en vyskytS. bicolor mode S. hegetschweileri

oranzo¥ S. basalticaa zeleg S. hibernica(upraveno podle Jalas & Suominen 1972).

L l_).'l' ¥FY W = [ ¢ X F W ir .Hf".,' B

Salix phylicifolia L. - vrba bobkolista

e

Popis: NizZ8i k& vysoky 2-3 m. Letorosty jsou tm&ahnédé zbarvené. LiSty nardwe
oloupanych ¥tvi chybi. Pupeny jsou tmahrnedé a zaSgatglé. Listy jsou vejité az
Uzce eliptické, na lici jagnzelené a lesklé. Jetdy maji valcovity tvar a jsou hil
piisedlé nebo na kr&ké stopce. Semeniky jsou husthlupaté (Rechinger 1957,
Newsholme 1992).

Ekologie: Roste v kovinach vysSich poloh, na kyselych podkladech (Gani®72).
Pocet chromozomi: Uvadny jsou jak tetraploidni (2n=76), tak i hexaploidostliny
(2n=114) (Chmelal985).

RozSieni: Souvisly areal druhu zahrnuje severni a severadichEvropu (Chmefa
1972).

Hybridizace: Ke kiizeni dochazi s drutyalix glaucas vrboucernajici, vrbou uSatou a

vrbou popelavou (Rechinger 1957).
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Salix bicolor Willd. — vrba dvoubarva

Popis: NizSi az stedre vysoky ké& s vySkou do 1,5 m. Letorosty maji Zlutédou
barvu. Na dew po sloupnuti &ry jsou kratké, aleietelné liSty. Pupeny jsouifupé,
vej¢itého tvaru a Zlutooranzévzbarvené. Tvar listu je elipticky, s téincelokrajnou
¢epeli. Listy jsou na lici tmay zelené, lesklé a na rubu sivozelené. déhnsou
prisedlé, valcovité. Semeniky jsou porostlé leskiymedvabitymi chlupy (Rechinger
1957, Rechinger 1964, Chmel85, Chmela& Koblizek 1990).

Ekologie: Roste ve vlhkych subalpinskychokindch ve spol&enstvech svaz8alicion
silesiacagKo¢i 2007). Je sstlomilna a chladnomilna (Chmel& Koblizek 1990).
Pocet chromozomi: Tetraploidni druh s 2n=76 (Chmel& Koblizek 1990).

RozSieni: Endemit hor sedni Evropy. Mimo KrkonoSe se vyskytuje také v Hiaazve
Vogézach (Chmetal972).

Hybridizace: Z Krkono$ byl popsanikzenec s vrbou slezskoBalix xpaxii Woloszcak
(Chmela & Koblizek 1990). V literatie je ale uvaeh i hybrid s vrbou laponskou
(Sourek 1969, Prochazka 1989). Rechinger (195&tatrmich lokalit v Evrop navic
uvadi i hybridy s vrbou jivou a vrbou plazivou.

Pozndmka: Vrba dvoubarva je kriticky ohroZzeny druh a jakoaasini relikt
piedstavuje jedinany doklad toho, jak se naS&inpda vyvijela v postglacialu.

V minulosti zpisobila mnohé nesrovnalosti v nomenkiaturby dvoubarvé vzhledev
velmi podobn& vrba Schraderov@a(ix schraderianawilld.). Ta se vSak vifrod
spontana nevyskytuje a je znama pouze z kultury jako vyhéasangi kultivar. Jeji
puvod je neznamy, pra¥godobr se jedna o i#zence vrby dvoubarvé s vrbou
plazivou. Chybami v synonymice vSak doSlo kigzeni kulturnich lokalit vrby
Schraderovy (u Novych Hréd povodi Sazavy, okoli Prahy) Kimzenému vyskytu
vrby dvoubarvé, kterd& ma u nas ale jen jedinoulibka Obiim Dole v KrkonoSich
(Chmela 1968).

Ostatni taxony ze skupiny vrby bobkolisté jsou sirfmlogicky velmi podobné. Hlavni

rozliSovaci znaky a jejich rozéhi shrnuje tabulka niZe.
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Tabulka 1: Prehled rozSfeni a morfologickych znaki mezi evropskymi taxony skupiny
Salix phylicifolia agg. (upraveno podle Rechinger 1964, Chmega Koblizek 1990 a
Newsholme 1992).

S. phylicifolia S. bicolor S. hegetschweileri  S. hibernica
rozSifeni Eurasie, severni Vogézy, Harz, Alpy Severni Irsko
Evropa KrkonoSe
vétve tmavé zelenay kaStanové/tmay  Zlutozelené
Zlutohreédé hnedé
liSty - kratké - -
pupeny na vrcholu vejcité/oblé, kaStano¥ hnedé Zluté
smakle, pritupée, Zlug
zasptatlé, oranzoveé
tmaw hnédé
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2 MOLEKULARNI MARKERY

Vroce 1985 zavedl dr. Kary Mullis polymerazovaiettzcovou reakci (PCR,
polymerase chain reactipn Tento fenomenalni napad umoznitdeim izolovat a
amplifikovat specifické Useky DNA z genomu. Prinélpé je PCR zaloZena na
replikaci nukleovych kyselin a jeji podstatou j&lagky se opakujici enzymova syntéza
novychtetézci vybranych Usek dvouetzcové DNA ve sréru 5°-3°. Dany Usek DNA
je vymezeny pomoci dvou primigrkteré se vazou na protilehtéttzce DNA tak, Ze
jejich 3'- konce swtuji proti sold (Smarda et al. 2005). Primery jsou obvykle velké 1
35 bp a jsou nezbytnym startovacim mistem pro gyn@NA. Kazdy cyklus PCR
reakce mait kroky: denaturaci DNA (94-96 °C) fipojeni primet (annealing, obvykle
mezi 40-65 °C), a prodluzovani novznikajicichietzci (extension, obvykle 72 °C).
Annealingova teplota umaije primetim spravné nasednuti na komplementarni misto
na DNA rettzci. i koneiné fazi (tj. extenzi) se uplatje polymerdza a volné
nukleotidy, které zajidiji prodluzovanitetzci (Freeland 2005). V s¢éasné dob se
pouziva teploté stabilni polymeraza, tzv. Taqg polymeraza, izol@an bakterii
Thermus aquaticugijici v horkych pramenech, ktera odolava teplgt@innichz DNA
denaturuje. Reakce probihaji v opakujicich se cykblegistrojich, které automaticky
meéni teplotu, v cyklerech. Ret kopii DNA vzniklych pi PCR roste exponenci&n
(nag. miliarda kopii daného useku vznikne za 32 ¢ykPCR podminky pro jednotlivé
primery je obvykle nutné optimalizovat Gpravoucpo cykli, annealingové teploty
apod. Optimalni peet cykli zavisi na koncentraci templatové DNA adasgji se
pohybuje vrozmezi 25-35 cykl FiliS vysoky pd@et cykki zvySuje mnoZstvi
vznikajicich nespecifickych produktkteré znéné zkresluji vysledek. Annealingova
teplota se protizné primery znéné 1isi, zpravidla se pohybuje mezi 30-65 °C (Smarda
et al. 2005). Konté produkty PCR reakce jsou naskedrmarakterizovanyaznymi
zpisoby. NejjednodussSim #pgobem, jak mizeme ukit genetickou identitu jedinic

z PCR produkt, je jejich elektroforetick& separace na agar6zovémkrylamidovém
gelu. Rychlost, jakou DNA fragmenty migruji v gelaavisi gedevsSim na jejich
velikosti, pgicemz tSi fragmenty se pohybuji pomaleji. Vizualizacegfrenti se
provadi tiznymi zmsoby barveni, velikosti jednotlivych bangsou odéitany z tzv.
ladderu, ktery se sklada z fragmentzndmych velikostech.
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Velmi dulezitym kritériem pro PCR reakci jsou sekvence f#tivych primei. Primery
muzeme klasifikovat jako univerzalni nebo drub@pecifické, akoliv navzdory svému
nazvu zadny primer neni zcela univerzalni pro w8gctruhy. Takovéto primery
amplifikuji stejné Gseky DNA uuznych druli. To je mozné diky tomu, zZe
homologické sekvence uianych druli ¢asto vykazuji ufity stupei podobnosti,
protoZze jsou odvozeny ze stejnéhtegkovského genu. Univerzalni primery jsou
oblibené v pipadech takovych organismpro které zadné specifické sekvence dosud
neexistuji. Naproti tomu druhéwspecifické primery amplifikuji cilové sekvence geu

u vybraného druhu, ifpadre n¢kolika blizce pibuznych druf. PrestoZze pééteeni
vyvoj téchto primed je slozZigjSi nez u univerzalnich, druhdwspecifické primery
snizuji pravdpodobnost amplifikovani nezadouci DNA (kontaminackavzdory
piipadnym problérmim s kontaminaci je PCR obe&cnobustni technikou pouzivanou
v riznych od¥tvich molekularni biologie. Metody zaloZené na P@BKci jsou velmi
uziteicné g za&chrannych programech, kdy je fstné ziskat datafipzachovani
velikosti populace ohrozenych diuhZ praktického hlediska je také vyhodné to, Ze
vzorky pro PCR nasbirané v terénu lze velmi snaskladovat, na rozdil od nap
alozymovych analyz, kdy se musi umistit do tekutéhsiku nebo na led. Problém v3ak
muZe nastat, pokud DNA neni extrahovan&erstvého materialu. Takova DNA je jiz
castén¢ degradovana a fragmentovana. Pokud jsou fragmeatgi neZz pozadované
useky, amplifikace nebude mozna a mohou tedy tyojeny relativie kratké sekvence
(Freeland 2005).

Vybér vhodnych molekularnich markerzavisi na tkolika faktorech. V prvnirad
zalezi na tom, jaky stupevariability accekavame. fkteré useky genomu maji rychlejsi
evoluci nez jiné. Obeeénmarkery, které nam umozni rozliSit dva blizcgbpzne
organismy, museji byt vysoce variabilni, zatimcaally mezi vzdaleh pribuznymi
taxony mohou byt objasvany pomoci ménvariabilnich marker. Na vyker market
muzeme pohlizet také z praktického hlediska, kdy e&isuji dw hlavni kategorie:
dominantni a kodominantni. Kodomiantni markery jgaliové, s kterymi iizeme
identifikovat vSechny iitomné alely v ufitétm lokusu. Dominantni makery mohou
odhalit pouze jednu dominantni alelu. Lze tédy, Ze pouziti kodominantnich marker
je precizrjsi, akoliv vyvoj dominantnich markérvyZzaduje mé# casu a za &kterych
podminek mohou byt k ziskani dat vyhegin
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2.1. Kodominantni markery

U diploidnich organisiin odhali kazdy dominantni marker jednu alelu u hoygotti a
dvé alely u heterozygét Tato schopnost rozliSovat mezi homozygoty a beaigjoty je
jednim z nejdlezitéjSich rysi kodominantnich markéy protoze tak rizeme snadno
spaiitat frekvence alel ve stanych vzorcich (jako jsou populace). Vyhodou texjyzp
tyto markery mohou charakterizovat jediny lokusawili nevyhodouéthto markei je
jejich relativni casova narénost a relativé vysokd cena, coz ide limitovat pdet

genotypovanych lokuis

2.1.1. Alozymy

Alozymy predstavuji jedny zdbec prvnich markér vzniklych v 60. letech.i@stoze se
stale hoj® pouzivaji v fiznych studiich, v saasné dob se uplatuji mér¢ casto nez
DNA markery. Jejich vyhodou je, Ze jsou mi&faso¥ narané a relativl levné nez
ostatni markery. Nevyhodou ovSem je, Ze jejichalilita zavisi na nesynonymnich
substitucich v genech kodujicich proteiny, coz ijitujici pii detekci genetické
variability. Jinak receno, alozymové markery mohou podhodnocovat skoie
genetickou variabilitu a nemuseji byt vzdy repreatwni pro cely genom (Reisch
2001). Navic alozymy maji omezené vyuziti ve stldizabyvajicich se evalnimi
vztahy mezi #iznymi alelami — neni vzdy mozné zjistitggka a jeho potomka.
Alozymy jsou funkni proteiny a nemohou tedy byt vzdy selek&ivmeutralni, coz je
souwasre jak vyhoda tak i nevyhoda. Nedostatek neutraktyevi nevyhodé pokud je
marker pouzit k testovani toho, jak jsou od sebgufare vzajemh geneticky odliSné.
Na druhou stranu pokud pouzijeme markery, kter&awejneutralni, Ize s nimi najit
dukazy o adaptivnich znacich. Alozymy podléhaji sadé@k tlakim, kdezto DNA
markery jsou prawipodobré neutralni (Pénzes et al. 20023kaliv je vZdy mozné, Ze
zjevreé nefunkni useky DNA jsou pod vlivem sel&kich tlaki a tyto jsou fipojeny

k usekim funkénim. Tento jev se byl popsan jakiich-hiking effec{Freeland 2005).

2.1.2. RFLP

RFLP (estriction fragment lenght polymorphisnbyly prvnimi Siroce pouZzivanymi

DNA markery. RFLP data jsou generovana pomoci ikgstich enzyni, které
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.nastihaji“* DNA na kratké specifické sekvence (obvyklevelikosti 4-6 bp). Pokud
maji dva jedinci izné vzdalenosti mezi dmna restriknimi misty, budou se vysledné
fragmenty liSit svoji délkou. RFLP tedy nezkoumdéceekvence DNA, ale kazda
mutace, ktera vede ke ziahebo k vytvéeni rozpoznavacich mist pro restnk
endonukleazy, nebo zma v délce sekvenci mezi@waa restriknimi misty, se projevi
ve velikosti a pétu fragment (Smarda et al. 2005). RFLP analyzéza byt provasgna
jak na celém genomu, tak i na specifickych fragmeemtDNA. Tradiné¢ zahrnuje
rozSe€peni DNA pomoci restriknich enzynd a rozdily ve velikosti vzniklych fragmeit
pak Ize snadno detekovat gelovou elektroforézowstriReéni fragmenty jsou poté
pieneseny na membranu, kde hybridizuji secengmi sondami specifickymi pro
polymorfni oblasti genomu (tzvSouthern blotting Selektivni hybridizace umozni
snadrjSi interpretaci vysledk analyzy snizenim gtu srovnavanych fragmeitTato
metoda je vhodna pro studium relatiwelkych mnoZzstvi DNA, nicménje pongrné
naraina na provedeni &s.

Mnohem piméjSi metodou, jak ziskat RFLP data, je rtejd amplifikovat specifické
fragmenty pomoci PCR a tyto amplifikované produkgstihat restriknimi enzymy.
Fragmenty jsou nasledrvizualizovany na gelu. Tato metoda se nazyvd PERFR
(Freeland 2005).

2.1.3. SNPs

SNPs §ingle nucleotide polymorphidrisou pondrné novou metodou, kterd si ziskava
na oblik®, protoze zavisi na pozici jediného paru bazi weeki DNA, kterym se od
sebe jedinci liSi. Mnoho SNPs ma pouze dva staxy, kazdy jedinec ma 1 ze 2
moznych nukleotid v daném SNP lokusu. Jedna se tedy bialelické mari&ucher
2012). SNPs mohou byt identifikovany relativipiimocaie sekvenovanim PCR
produkti, které byly amplifikovany pomoci univerzalnich druhow specifickych
primerti, nebo sekvenovanim anonymnich lokuslira mutaci SNPs je v jimsru 108

— 10° coZ je més nez nap u mikrosatelit (viz dale) a tedy nejslikii aplikaci
SNPs. Tento typ markiedze pouzit jak k hodnoceni variability jedintak i populaci
(Smarda et al. 2005, Freeland 2005).
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2.1.4. Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou znamé jako SSRsiriple sequence repeptaebo STRs ghort
tandem repeajs Jedna se o useky DNA, které se skladaji z taosgoh repetici o
velikosti 1-6 bp. Mikrosatelity se nachézeji tiggelym genomem jadra i chloroplast
ale byly nalezeny i v mitochondriiciekterych druli. Paiateini vyvoj mikrosatelit je
caso¥ a finartn¢ narany. Pokud jsou primery jiz navrzeny,ademe s jejich pomoci
ziskavat data k amplifikaci mikrosatelitnich aleCR reakci velmi rychle. Produkty
mohou byt poté separovany na gelech s vysokouSmaci schopnosti, kde zjistime
velikost kazdé alely. Ret druhi, pro které byly mikrosatelity popsany, stoupa vielm
rychle a sekvence, které jsoufigmjeny na mikrosatelitni lokusy, jsowasto
zakonzervovany mezi blizcgibuznymi druhy, coZz znamena, Ze mikrosatelitni prym
mohou byt vyuZity k ziskdvani dat z mnoha dryRénzes et al. 2002). Mikrosatelity
maji vysokou muténi rychlost na rozdil od&gSiny ostatnich typ sekvenci (18 — 10°
mutaci na lokus ip jedné replikaci u kvasinek a kolem 46- 10* u mysi nebo u
&loveka). To je mnohem vice neZ u bodovych mutaci abét®® — 10%). Tato vysoka
mira mutaci u mikrosatelitje zpisobena fedevSim diky sklouznutiettzce hem
replikace (tzvDNA slippagg které mize vyustit jak ve ztratu, tak v ptipojeni jedné
opakujici se jednotky stepwise mutation modelanebo mohou bytifpadreé ztraceny

¢i pripojeny mnohonasobné repeticeinfinite alleles model Existuji také dkazy
pripoustjici, Ze mutace mikrosatelijsou zgisobovany p&tem a velikosti opakujicich
se motivi a také komplexitou mikrosatelit nag. jestli jsou slozeny z jednohéi
n¢kolika opakujicich se motiv(Freeland 2005).

Mikrosatelity nejsou filiS vhodnym nastrojem pro studium evatich udalosti, které
se staly v relativéh davné minulosti. Jejich rychla mdtd schopnost a tendence jak ke
snizovani, tak i ndistu velikosti tedy mize vést ke vzniku alel, které sice maiji stejnou
velikost a mohou tak byt pokladany za kopie pocliéizee stejného iedka, nicmé#
jejich evol&ni historie je ve skutmosti odliSna. Tento fenomén je znamy jako
homoplazie gize homoplagy Na druhou stranu vysoka mira mira rychlosti
mikrosatelii umoziuje ¢asto vznik mnoha alel v kazdém lokusu a vysoky etup
polymorfismu je pedukuje k pouZziti pro studie popuaich udélosti v nedavné
minulosti (Freeland 2005, Pénzes et al. 2002). Yelmodné je vyuziti mikrosatedtit
také u rostlin s{edpokladanym igvazujicim klonalnim zZjsobem rozmnozovani.

Vysoka variabilita, kodominance a wgtajici dostupnost mikrosatélitz nich cini
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nejobliberjSi typ markeit. Vzhledem k uvedenym vlastnostem byly SSR markery
vybrany jako nejvhod¥Si i pro (ely této studie. Krom toho byly mikrosatelity
testovany jiz éive na vybranych druzicBalix spp. (viz Barker et al. 2003, Stamati et al.

2003), coz znan¢ usnadnilo jejich vykr.

2.2. Dominantni markery

Jsou znamé také jako multilokusové markery, progeze nimi sotasré ziskavaji data

z rekolika lokudi. Typické je pouziti nahodnych primiek amplifikaci neznamych
Useki genomu a vznik paterniékolika bandi u kazdého jedince. ProtoZze se pouZivaji
nahodné primery, nenfeba znat fedem zadnou sekvenci a tedy vyvjhto markei
nenicasow ani tolik nar@ény na rozdil od fedchozich typ. Dominantni markery navic
casto vykazuji obstofhvelky stup@& polymorfismu a mohou byt pouZzity pro studium
genetickych vztaln blizce gibuznych organisiy ale nehodi se jiz pro studia evid
vzdalerjSich vztali. Nevyhodou markdér tohoto typu je neschopnost rozliSovat
homozygoty a heterozygoty, coz znesngd vypaet alelovych frekvenci. DalSi
problém ntize p@edstavovat také anonymita dominantnich markeki detekci

kontaminaci a porovnavani dat mezmymi studiemi (Freeland 2005).

2.2.1. RAPD

RAPD (Random aplified polymorphic DNAe rychlad a jednoducha technika pro
fingerprinting DNA z roku 1990 zaloZzena PCR realRAPDSs jsou vytvéeny pomoci
kratkych (10 bp) nahodnych printev PCR reakci. Z 10 bazitike vzniknout az milion
moznych primel, takze mame k dispozici Siroky prostor k detekolymorfismu
pomoci fiznych primedi. Pouzitim #iznych primet libovolné sekvence s neznamou
homologii k cilové sekvenci DNA dochazi k nased&tdhto primefi s vysokou
pravdpodobnosti na vice mistech oboetzci DNA. Vysledkem je amplifikace
velkého pétu fragmeni s fiznou délkou a rozdilngm molarnim mnozstvim (Smatda
al. 2005). Pattern bandkazdého jedince bude zaviset na tom, kde jsoulimkana
vhodnd mista pro fjpojeni primeti nagi¢ genomem jedince. &oliv RAPD
piedstavuje porrné rychlou a pimou metodu pro kvantifikaci genetické podobnosti
mezi jedinci, jeji reprodukovatelnost zavisi nak&t€ dodrZzovanych laboratornich

podminkach a potyka se také s interpfeiiami probléemy. Amplifikace bandbudecasto
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rizna, zavisejici na mnoha faktorech (koncentrace Dpbkametry PCR reakce, typ
pristroje, druh pouZzitych chemikdlii atd.) a vysledletasto velmi liSi mezi pracovisti.
Pokud ale pekoname nevyhody tykajici se kontaminaci a reprodatelnosti, Ize
RAPD pouzit ke studiu genetické podobnosti mezinuy jedinci zaloZzené na §to
bandi, které spolu sdileji. AvSak vzhledem ke vSem negah viastnostem se od jejich
pouzivani v sotasné dob upousti (Freeland 2005).

2.2.2. AFLP

Na rozdil od pedchozich jsou AFLP Amplified fragment lenght polymorphism
markery, zaloZzené také na PCR reakci, sice&kamhnar@néjSi na pouziti, nicméhjsou
také spolehligsi (Freeland 2005). Postup této metody se sklalétyx zakladnich
krokt. Nejprve dojde k uplnému rozgeni DNA pomoci restritnich endonukleaz tak,
Ze jedentettzec fesahuje jednoui nékolika bazemi a vyt se tzv. lepivé konce.
V dalSi fazi jsou k DNA pfpojeny oligonukleotidové adaptory, které jsou rzany tak,
aby nedochazelo k obnévestrilkinich mist. Restriéni fragmenty jsou poté selekti&n
amplifikovany pomoci jednoho nebo dvou AFLP-pritheBpecifita primek se obvykle
zvySuje pidanim jednoho a#itnukleotich na jednom konci sekvenagm?z je dosazeno
amplifikace pouze&asti adaptovanych fragmeéna dochazi tedy k selektivnimu &b
pouze mal&asti z velkého mnozstvi az desetitisf@ivodnich fragmerit vytvorenych
Sttpenim DNA. Po elektroforetické separaci timtoisgbem ziskdme mnoho kopii
fragmenti, které se projevuji jako sériégzné¢ velkych band na polyakrylamidovém
gelu. Pattern baridzavisi na ztr&tci ziskani restrikniho mista a také na vzdalenosti
mezi nimi. V porovnani s RAPD je tato metoda vieprodukovatelna,ipsto se i tato
metoda potyka s reprodukovatelnosti v odliSnyctodatornich podminkach. Vyhodou
této metody rové¥ je, Ze na jeji provedeni stgen relativié malé mnoZstvi DNA.
Pomoci AFLP niZzeme studovat genetickou podobnost jedlinpopulaci (Pénzes et al.
2002, Smarda et al. 2005, Freeland 2005).
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3 CILE PRACE

Vrba dvoubarva je vzacnym a kriticky ohrozenym taamceské kéteny. Vyskytuje se
pouze v OBm Dolu v KrkonoSich v relativhmalém pétu jedingi. Na lokali€ rostou
vyhradré saméi rostliny a rozmnozZovani tohoto druhu se tedyZen uskuténovat
pouze vegetativni cestou. Zjigi genetické variability populaci vzacnych diuma
zasadni vyznam pro zajéi jejich vhodného managementu. Znalost genetické
variability prozradi leccos o historii druhu, ake potebna také { posuzovani jeho
budouciho osudu. V ochrabady ohrozenych taxagmachazejéim dalcastji uplatréni
molekularni markery.

Hlavnimi cili této prace je 1) otestovani molekaniéh markei a jejich pouZiti pro dalSi
studium skupiny vrby bobkolisté. 2) Pomoci mikredidi bude zhodnocena geneticka
struktura krkonoSskych populaci vrby dvoubarvé. I8gky budou ginosné pro
ochranu vrby dvoubarvé a do budoucna by také/ momoci objasnit vztahy v ramci

skupiny vrby bobkolisté.
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4MATERIAL A METODY

4.1. Rostlinny material

Pro molekularni analyzy vzoitkSalix bicolorbyl pouzit material z herbdvych sbirek
(BRNL, BRNM, BRNU a MP; Hradilek et al. 1992) a €k vlastnich siyt v Arboretu
Novy Dwvar. Vzorky Salix phylicifolig které byly vyuZity jako srovnavaci materidl,
pochazeji z terénnich &th (Svycarsko, Walliské Alpy, 2009) a z hefbéych doklad
(Slovensko). V gipadt terénnich séri, z kazdé rostliny bylo odebrano vzdy 4-5djst
které byly v gipact cerstvého materialu co nejrychleji vysuSeny v siiéla a pro dalsi
pouziti uchovavany v papirovychéséch v suchu a temnuigookojoveé teplol.

4.2. Izolace genomické DNA

Pro izolaci DNA byla zvolena CTAB metoda podle piailu Doyle & Doyle (1987)

s rekterymi mirnymi dpravami. ifblizn¢ 50 mg susSenych ligt (tj. ca 1,5 listu)

s odstrasnou stedni Zilkou afapikem bylo homogenizovano pomoci homogenizétoru
Retsch Mixer Mill MM 301 a extrahovano v 700 ul 22d8AB pufru ( 2% CTAB;
0,1 M Tris HCI, pH=8,0; 0,02 M EDTA, pH=8,0; 1,4 MaCl; 1% PVP40) a 2ul
Bmerkaptoethanolu a nasledimkubovano narepace @i 65 °C alespt 60 minut. Poté
bylo pridano 700 ul swsi chloroformu a isoamylalkoholu v pénu 24:1, dikladns
pottepano a centrifugovano (13 tis. rpm, 15 min., 10. “Umto zmisobem dochazi

k denaturaci protein a kjejich vysrazeni. Horni faze byla poté znowpatrré
pienesena do stejného objemu (500 ul)ésmchloroformu a isoamylalkoholu,
protrepana a ofi centrifugovana viz igdchozi krok. Dale byla horni fazéepesena do
stejného objemu (400 pl) vychlazeného isopropai@ °C), snés byla promichana a
nechala se precipitovatipt4 °C minimal& 30 minut nebo f&s noc. Naslednbyla
smes centrifugovana (13 tis. prm, 15 min., 4 °C), snp&ant odebran a usazeny pelet se
nechal proschnout a poté rozpustit v 200 pl 10xptEu. Poté bylo idano 0,5 ul
RNAsy (10 mg/ml) k odstrami nezadouci RNA a roztok byl inkubovan 30 mintit p
37 °C natepace. Dale bylo ke stsi pridano 20 ul acetatu sodného a dvojnasobek
objemu 96% ethanolu (440 pl, -20 °C) a nechalorseipitovat alespo 30 minut @i +4

°C. Takto doSlo ké&nnému vysrazeni deoxyribonukleové kyseliny (DNAYo
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centrifugaci (13 tis. rpm, 15 min., 4 °C) byl sup&tant opatré odstragn a zbyly pelet
dvakrat promyvan 700 ul 80% ethanolu pro odsmamzbytkii soli, centrifugovan (13
tis. rpm, 10 min., 10 °C), dale dvakrat promyvar0 70 70% ethanolu a znovu
centrifugovan (13 tis. rpm, 10 min., 10 °C). Taktecisteny pelet byl vysuSen (Savant
SpeedVac Concentrator) a rozgmsy 50 pl 1x TE pufru (10 mM Tris HCI, pH=8,0; 1
mM EDTA, pH=8,0).

Kvalita a mnozstvi ziskané DNA bylaqulzn¢ stanovovana na 1,5% agarézovém gelu
a dale také pomoci spektrofotometruficemz hodnoty koncentraci ziskané
spektrofotometricky byly pouzity pro koéeé naedini izolatu na koncentraci 5 ng/ul v
1x TE pufru. Zasobni roztoky DNA byly dlouhodobkladovany v mrazicim boxuip
-20 °C.

4.3. PCR reakce

Pro studium genetické variabilitysalix phylicifolia agg. byly pouzity vybrané
mikrosatelitni markery, které jiz byly publikovam#o jiné druhy vrb (Barker et al.
2003, Stamati et al. 2003). Optimalizace jednotivynikrosatelit byla provadna pro
kazdy zvlas. Master mix byl namichan podle dopé&eni vyrobce, tj. 5,75 pl ddJ@, 2
pul 10x Go Taq Bufferu, 0,2 ul dNTPs (10 mM), 0,5 kdrward a 0,5 pl Reverse
primeru (20 uM), 0,05 pl Go Tag polymerazy (Promegdl pl templatové DNA o
koncentraci 5 ng/ul. Celkovy objem reéak snesi ¢inil 10 pl pro kazdy vzorek.
Polymerazovaetizcova reakce probihala néigiroji Peltier Thermal Cycler PTC 200
(MJ Research).

Pro zjiseni optimalni annealingové teploty prindebyly nejprve provéaghy teplotni
gradienty. V zavislosti na pouzitém mikrosatelitwozpsti bud® 48-58 °C (jednotlivé
kroky 48,0 °C; 48,3 °C; 48,9 °C; 49,7 °C; 50,8°@,%°C; 54 °C; 55,4 °C; 56,5 °C;
57,3 °C; 57,8 °C; 58,0 °C) nebo 55-65 °C (s jedwathi teplotami 55,0 °C; 55,3 °C;
55,9 °C; 56,7 °C, 57,8 °C, 59,3 °C; 61,0 °C; 624 63,5 °C; 64,3 °C; 64,8 °C; 65 °C).
Na zaklad zjiSténi teploty vhodné pro specifické nasednuti primdayly jeSg
upravovany péty cykli PCR reakce. Jinak PCR podminky sledovaly protqiaalle
vyrobce (pd¢ateini denaturace pro Go Taq polymerazi @6 °C 2 minuty a dale

cyklicky se opakujici denaturace 95 °C 30 sekumdgealing pi riznych teplotach po
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dobu 30 sekund, elongatetezci pri 72 °C 30 sekund, kokira elongaceip72 °C 5
minut a na zas&r zchlazeni na 4 °C).
Pritomnost vzniklych PCR produktbyla jeSt vZzdy owiovana jejich separaci na 1,5%

agar6ézovém gelu s naslednou vizualizaci v UV transtatoru.

4.4. Fragmentova analyza na polyakrylamidovém gelu

Analyza ziskanych PCR produkbyla provadna vertikélni elektroforetickou separaci
fragmenti na denatukmim 6% polyakrylamidovém gelu. Tento gel bylppaven ze 70
ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu (150 ml 40% kmydu, 420 g méoviny, 50 ml
10x TBE, 484 ml ddH20); 46,7 pul N, N, N°, N’-tetrathylendiaminu a 467 ul
(NH,).S,0s. Pred nanesenim gelu bylo sklo jesteteno 3 pl silanu, pro dobréilmuti
gelu ke sklu. PCR produkty byly nejprve denaturgvandenaturénim pufru
(formamid a loading dye vpairu 9:1) 3 minuty g 96 °C na pedelfatém
termocycleru, ficemz byl smichan 1 dil vzorku s pufru. Pro eldkiretickou
separaci (p 120 mA, 2000 V) bylo naneseno vzdy 3,5 ul vzorkdbvykla doba
separace se pohybovala od 2 do 2,5 hodiny v z&tista délce fragmeft Poté se na
gel nechal psobit @iblizné 20 minut 10% roztok C¥COOH pro fixaci DNA a
odstragni matoviny, nasledovalo 3x promyvani dgll, 5 minut v 1% HN@a ot 3x
promyti deionizovanou vodou. Gel byl potom barvempci 0,1% AgN@s pidavkem
0,15% formaldehydu a tento roztokigmbil 30 minut. Po dalSim promyti vodou byly
ionty skibra redukovany ve vychlazeném 3% .,088; (s pidanym 0,15%
formaldehydem a 1% N&0s3), coZz se opticky projevilo vyvijenim Bdocernych,
sttibrem obarvenych prougk PCR produki. V momentu, kdy byly bandy jiz
dostatén¢ zretelné, se vyvijeni zastavilailgim 10% CHCOOH a tento roztok se
nechal @sobit @iblizné 2 minuty (tj. do doby, kdy z roztokurgstaly masivé unikat
bublinky CQ). Poté bylo sklo s gelem paofemo jest na 2 minuty do ddkD a nasleda
pieneseno do susarny, kde se gilgd °C po dobu 1 hodiny vysuSil a byl takto
piipraveny k vyhodnoceni.
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5 VYSLEDKY

Udaje o rozsfeni Salix bicolor v CR

Revizi herb#ovych polozek z viejné pristupnych sbirek (BRNM, BRNL, BRNU, LIT,
OLM, CB, MP) bylo v gedchozi bakaiéké praci (Nyvitova 2009) zmapovéano
historické roz&eni vrby dvoubarvé Ceské republice. Zthto poloZzek byl odebran
material pro extrakci genomické DNA. VSechny vzorkgoy dvoubarvé pochazeji
z Krkono§, kde byly sbirdny bduna své firozené lokali¢ v Okiim Dolu anebo
z nd@izkovanych rostlin v zahrédJosefa Sourka a z Arboreta Novy tDvkteré maiji

puvod také v Otim Dolu.

Historické rozsieni Salix bicolor v CR

Oreofytikum:

93b. KrkonoSe subalpinské:Studnéni hora (,Brunnberg, Riesengebirge®) (4. VII.
1925 Thenius BRNM; 9. VII. 1946Krcan, OLM). - Ok dual (,Riesengrund®) (21.
VIII. 1879 Freyn, BRNM; 1893Schulz BRNU; 27. VI. 1928s. coll, BRNM; 25. IX.
1971 Chmela, BRNL; s. datSmarda BRNM). - Hieben Kotle (12. VII. 1938orak,
LIT). - Smhovy Zlab (,Schneegraben®) (9. VII. 1937 coll, OLM; VII. 1945 Sourek
LIT; 16. VII. 1953 Cernoch BRNM; 20. VIIl. 1953 Horak, MP). - Krakono3ova
zahradka (29. IX. 19504berag CB; 15. VIII. 1950Kurka, CB, BRNL, BRNM; 22. VI.
1968 Haubschel BRNL. — Zahrada Josefa Sourka v Peci podzBou (1965Horéak,
MP; 1971Horak, MP)

Nelokalizovatelné a (¥ilis Siroce lokalizované udaje:
Asciburgii montes, Bohemia (s. das, coll, BRNM) [poloZzka poch&zi z Freynova
herb&e]; KrkonoSe (s. daflausch OLM)

Pochybné nebo sporné udaje:

93b. KrkonoSe subalpinskéiében Kotle (1933Horak, LIT) [patrné zan€na s jinym
druhem]
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Dopliiujici literarni adaje:
93b. Krkonose subalpinské: Labsky vodopad (Mos&8)18

5.1. Izolace genomické DNA

Pro extrakci DNA byl pouzit material ze suSenydtiljednak z herld@vych polozek a
dale také z vlastnich &t vysuSenych silikagelem. DNA byla ziskana z celk&tn
rostlin, @i ¢emz 23 vzork Salix bicolor pochazelo z herbbdvych polozek a 1
z arboreta Novy Diw. Zbylych 6 vzork Salix phylicifoliabylo pouZzito jako materidl
pro srovnani, z toho 4 pochéazeji ze Svycarskycha®®w Tater.

Mnozstvi vyextrahované DNA bylo velmi pr@mlivé. Koncentrace DNA v ng/ul se
pro kontrolu ngfila opakova® pomoci dvou tuznych tym spektrofotometrickych
piistroji. Za presr¥jSi povazuji spektrofotometr NanoDrop 1000. Nejhia&ntrena
hodnota byla 21,67 ng/ul, coz je dasiici mnozstvi, a nejvyssi zj&ta hodnota byla
559,53 ng/ul. Tyto hodnoty jsou ale extrémnd{Sina vzork dosahovala @mérné
koncentrace DNA kolem 80 ng/ul. Kvalita ziskané DNASEENA z pondru absorbanci
A260/280, byla porrné dobra. Za optimalni se povazuji hodnoty A 260/280zmezi
1,8-2.

Tabulka 2: Koncentrace extrahované DNA jednotlivychvzorki.

vzorek koncentrace DNA [ng/ul] A 260/280
Bic26 108,16 1,64
Bic27 35,39 1,65
Bic28 23,93 1,95
Bic29 28,55 1,82
Bic30 28,61 1,52
Bic31 75,14 1,92
Bic32 21,67 1,50
Bic33 64,51 1,66
Bic34 179,15 1,11
Bic35 141,50 1,37
Bic36 71,34 1,51
Bic37 91,56 1,45
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Bic38 121,5 1,82
Bic39 158,10 1,39
Bic40 174,07 1,11
Bic41 184,56 1,82
Bic42 172,29 1,14
Bic43 333,29 1,20
Bic44 59,1 1,63
Bic45 339,15 1,16
Bic46 32,40 1,67
Bic47 67,66 1,57
Bic48 35,85 1,76
BicND 31,03 2,19
Phyl 559,53 2,02
Phyll 162,07 1,86
Phylll 335,06 1,82
PhylV 410,36 1,94
Phy49 97,52 1,44
Phy50 149,96 1,99

5.2. Testovani a charakterizovani mikrosatelii

Pro studium genetické variability vrby dvoubarvévidby bobkolisté bylo testovano
celkem 12 primerovych pé&r Pouze u 6 z nich se prozatim piidastanovit vhodné
podminky, které poskytuji hodnotitelny vysledek.nkecétre se jedna o mikrosatelity
s ozng&enim sx8, sx10, sx12, sx14, sx18 a sx23 (viz TalP@minky pro tyto primery
musely byt optimalizovany Gpravou ¢ia cykli béhem PCR reakce a také Upravou
annealingové teploty pomocitistani teplotnich gradieint protoZze podminky pro tyto
mikrosatelity uvedené v literatel byly optimalizovany pro jiné druhy vrb a p8alix
bicolor resp. Salix phylicifolia nejsou vhodné. U zbyvajicich 6 mikrosatelise

nepodailo nalézt takové podminky, které by poskytly sk@teiné vysledky.
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Tabulka 3: Pouzité mikrosatelitni primery, podle Baker et al. 2003.U mikrosatelifi, pro
které se pod#o optimalizovat podminky, je uvedena annealingtag@ota (T) a paet
opakovanych cyki (C) kthem PCR.

Nazev Sekvence primeru (5°-3") Opakovany motiv  ®odni Ta C
oznateni [°C]

Sx08 F: ACTTCAATCTCTCTGTATTCT [TGLAG[TG]:AG SB24 52 34

R: CTATTTATGGGTTGGTCGATC [TGIAG[TG]3AG
TGAG[TG]s

Sx10 F: TAATGGAGTTCACAGTCCTCC [TGL SB80 65 30
R: ATACAGAGCCCATTTCATCAC

Sx12 F: TATTGCTTTGATGGCGACTGC [ACCGCg] SB88 58 34
R: CAGCAACGGAAATAGCAACAG ACCGC

Sx14 F:. ATGTCATTCAGGTTTGTTTTC [CCG] SB100 50 34
R: ATGGTTTAACTTGTTACTGTA

Sx18 F: CTGTTTCCTGCCACTATTAC [GC@] SB196 55 34
R: TATAATCTGTCTCCTTTTGGC

Sx19 F: CTATTTGTTCTCAATACCTT [TGi.CG[TG]s SB199
R: CTTTACCTCAGAAAATCCAGA

Sx20 F: CCTCTTTTTCTATTGTGGTCT [CTHEC SB201
R: GGCATGTATTTTTACTCCAAC [CTECA] 2,

Sx13 F: GACGCACATACACCATTACAC [GTy, SB93
R: TGTTAGAAAATTAGGCACGGA

Sx22  F: TATAAAGACAAATACCTGGGG  [CALGA].GGAA SB210
R: CATCAAAGACTGCTAGAAAGG  [TA]CA]1sGA

Sx23  F: AAATTACCGTCCAACTAAAGA  [TAL[TGTGCG], SB233 50 34
R: CATTAGCCATGAACAAGTAAA [TG]q

Sx24 F.ATTCCTTTCTTCATCAGTAGC [GCGATCATT SB243
R: GACAACGCCATTCACATGACC  CCCC[GC(q]

Rbs19 F: TCATTTGCTCGATGAGGTTG [CTH gSIMCT024
R: GTGGTAGTTGAAAAGGGGA

Zjisténé pdaty alel pro jednotlivé mikrosatelity, ziskané elekoretickou separaci PCR
produkti na polyakrylamidovém gelu, shrnuje nasledujiciutied. VSechny rostliny
vrby dvoubarvé vykazovaly shodny genotyp, protajgde uvedeny jako jedna polozka
pro lepSi pehlednost. Vzorky vrby bobkolist&. phylicifolia 1-4 jsou z alpskych
populaci &. phylicifolia5-6 z Tater.
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Tabulka 4: Oskoérované alely gritomné ve vzorcich pro jednotlivé mikrosatelity.

vzorek sx8 sx10 sx12 sx14 sx18 sx23
S. bicolor ABCD ABCD ABC ABCD ABCD ABCD
S. phylicifolial EFG - DE - E E
S. phylicifolia2 HCD - EF - - FG
S. phylicifolia3 - - EF - - EG
S. phylicifolia4 EFG - D - - H
S. phylicifolia5 G - E - - [JKM
S. phylicifolia6 CD - ABG - - [JLM

Pred elektroforetickou separaci PCR produlktyly vzorky nanaseny na gel vzdy
v paradi S. bicolor z herb&ovych poloZzek, S. bicolor z arboreta Novy Dw, S.
phylicifolia z Alp aS. phylicifoliaz Tater.

Na zaklad vizualizace bantl na polyakrylamidovém gelu bylo pro mikrosateli8sx
zjiSttno celkem 8 alel. U vrby dvoubarvé byliitomny 4 alely A, B, C a D, prokazané
u vSech vzork. KrkonoSské rostliny tedy maji pouze jeden genotfyhodnoceni alel
u vzorki vrby bobkolisté jiz nebylo tak jednozireéé. U alpskych rostlin bylyiftomné
alely C, D, E, F, G a H,igemzS. phylicifolial a 4 ndly shodny genotyp EFGS.
phylicifolia 2 mela genotyp HCD. Rostliny z Tateraty 3 alely C, D a G. Jejich
genotypy se navzajem liSi. Alely C a D se vyskysgole&ne u vrby dvoubarvé a vrby

bobkolisté z obou evropskych lokalit.

Obrazek 2: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatlitem sx8.
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Pro mikrosatelit sx10 se na polyakrylamidovém gelddilo identifikovat 4 alely A, B,
C a D a to pouze pro vrbu dvoubarvou. Genotyp vSestlin byl stejny. U vrby
bobkolisté se bohuzel nepdida ziskat prokazatelny vysledek, qat alel se nedal

jednoznéné urcit.

Obrazek 3: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatéem sx10.

Pro mikrosatelit sx12 bylo zji&o celkem 7 alel. U vrby dvoubarvééin vSechny
vzorky 3 alely A, B a C a a shodny genotyp. U vrby bobkolisté ze Svycarsksh
byly ptitomny 3 fizné alely D, E a F veadch fiznych genotypecls. phylicifolia2 a 3
mely genotyp stejny. Rostliny z Tateréig pritomné 4 alely A, B, E a G, kazda s jinym
genotypem. Alely A a B se objevovaly shédnSalix bicolora uS. phylicifolia6., alela

E byla u alpskych rostli§. phylicifolial, 2, 3 a u tatransk&. phylicifolia5.
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Obrazek 4: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatéem sx12.

Pro mikrosatelit sx14 byly zji&hy 4 izné alely A, B, C a D a to pouze figac S.
bicolor. VSechny rostliny vykazovaly &p stejné rozlozeni baddU S. phylicifoliase
nepodéilo ziskat hodnotitelny vysledek.
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Obrézek 5: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatéem sx14.

U mikrosatelitu sx18 byla situace velmi podobn&eélade byly pitomny 4 alely A, B,
C a D v gipadt vrby dvoubarvé a u vSech rostlin se jednalo oytfegenotyp. U vrby
bobkolisté se bohuzel nepdida ziskat skorovatelné alely, pouze u vzori&i

phylicifolia 1 z Alp byla gitomna alela E.

38



Obrazek 6: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatéem sx18.

Pro mikrosatelit sx23 bylo zji&o celkem 13 alel. U vrby dvoubarvé bylsitpmny 4
alely A, B, C a D. VSechny vzorky &y shodny genotyp. U vrby bobkolisté z alpskych
populaci byly také 4 alely E, F, G a H, kazdy vkom&| odliSny genotyp. Alela E byla
spol&na vzorkim S. phylicifolial a 3. Rostlinys. phylicifolia2 a 3 nély shodnou alelu
G. U vrby bobkolisté z Tater byloripomno celkem 5 alel |, J, K, L a Mfipemz oba
vzorky mely spole&né alely 1, J a M.
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Obrazek 7: Sken polyakrylamidového gelu s mikrosatéem sx23.
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6 DISKUZE

6.1. Izolace genomické DNA

Pro testovani mikrosatelitnich marikebylo vybrano celkem 30 vzoikrostlin, ze
kterych byla extrahovdna genomicka DNA. 24 viogstedstavovalo rostliny vrby
dvoubarvé a zbylych 6 vzaikpak rostliny vrby bobkolisté. Rostlinny materi@ghazel
bud’ z herb&ovych polozek (vfipad vrby dvoubarvé a vrby bobkolisté v Tatrach)
anebo ze shu v terénu ve Svycarsku (vrba bobkolistd) a z ataoveNovém Dvee
(vrba dvoubarva). Tyto vzorky byly bezpriedre po odebrani vysuSeny v silikagelu.
Modifikovany protokol CTAB metody podle Doyle & Dy (1987) byl na Kateg
Botaniky vyzkouSen jiz nagkolika jinych druzich vrb a ukazal se jako vhodngro
druhy ze skupiny vrby bobkolisté. Pro puina schopnosti CTABuU je optimalni pouZiti
priblizné¢ 50 mg suSeného listového materialu, ktery odpo2@famgcerstvého pletiva
(Brandova 2010). i#® dlouhodolgjSim skladovani v mrazédku dochézelo &kterych
vzorka ke vzniku gelovité konzistence. S takovymi vzoijik¥ nebylo mozné dale
pracovat a musela u nich byt provedena znovu esgrdidoznou ficinou by mohla byt
piitomnost obsahovych latek specifickych pro vrbu ubarvou. B kratkodobém
skladovani se ale tento problém neprojevoval.

Koncentrace vyextrahované DNA zm& kolisala u jednotlivych vzotk Negasgji se
ale jeji hodnoty pohybovaly kolem 80 ng/ul. | umggich nanmdrenych hodnot byla
koncentrace stale dostaté pro dalSi pouziti. PCR reakce je velmi citlipégto postai

i pomérné malé mnozstvi DNA na ziskani velkého mnozstvi ké@igment (Vasut

osobni sdleni).

6.2. Testovani mikrosateliti

Ucelem této diplomové prace bylo otestovani mikrdidtea jejich aplikace pro
studium genetické variability na dostupném materiaby dvoubarvé. Bylo testovano
celkem 12 mikrosatelitnich marKewybranych podle praci Barkera et al. (2003) a
Stamatiho et al. (2003). U 6 z nich se piddaoptimalizovat podminky pro druhy ze

skupiny vrby bobkolisté, coz je pr@ely této studie dostatey patet. V budoucnu ale
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vyzkum bude pokrgoovat a testovany, respektive optimalizovany budesg jdalSi
mikrosatelity.

Ze vSech dostupnych molekularnich madkieyly mikrosatelity diky svému charakteru
vybrany jako nejvhod#si pro tuto praci. V minulosti jiz byla genetickariabilita vrby
dvoubarvé wBkterymi autory zkoumana. V dosud publikovanych facovSem byly
provadny vzdy pouze isoenzymové analyzy. Metody, kteod jgaloZzeny na pouZiti
enzymatickych systéink hodnoceni variability, jsodiaso¥ nenaréné, relative levné

a snadné na provedeni, nicraénaji i nekteré nevyhody. Isoenzymy totizqustavuji
funkeni varianty proteifi a jako takové tedy nemohou odrazet veSkerou vliniabha
arovni genomové. Jejich inforrmiai hodnota je proto omezena. Navic nejsou gatek
neutralni a podléhaji tedy setekm tlakim (Pénzes et al. 2002). Vysledky
isoenzymovych analyz jsou také zavislé na labonétbr podminkach. Naproti tomu
metody, ve kterych se pouzivaji mikrosatelity vtdt®&ném pdtu, jsou velmi robustni
(Vasut osobni sdieni). Mikrosatelitni markery se vyz&igi vysokou variabilitou, jsou
piirozere kodominantni (Ize s nimi tedy identifikovat homgeyy i heterozygoty) a
s rozvojem novych sekveénich metod stale vice dostugsi (Freeland 2005). Diky
témto vlastnostem proto byly vyuZzity pro diplomovodgi.

Genetickou variabilitou vrby dvoubarvé z krkono&dkypopulaci se zabyvali Chrtek et
al. (2007). Ke studiu vybrali 12 rostlin, u nichglyp vSechny lokusy monomorfické.
Jednalo se tedy o jeden klon. Ve svoji praci jsemssazila tento vysledek na
omezeném dostupném rostlinném materialu potvrditAtit pomoci mikrosatelit
Touto metodou by bylo teoreticky mozné odhalit pdi#s minimalni variabilitu a
prokazat pitomnost vice nez jednoho genotypu, jako tomu Imd@. v piipadt vrby
bylinné, kde bylo zji%nho u populace na Studamni stné¢ 5 genotyfd s pouZzitim
isoenzyni (Chrtek et al. 2007) a 7 genotyg pouzitim mikrosatelit (Sewik 2012).
Ovsem u vrby dvoubarvé se ani po analyze mikrasate¢prokazala Zadna variabilita a
vSechny testované rostlinyéiy shodny genotyp. Zajimavé&ipom je, Ze stej# jako
vrba dvoubarva ve Shovém Zlabu se i vrba bylinna na Stuohii s€né vyskytuje
pouze v sandim pohlavi. Fitomnost éiznych genotyp u vrby bylinné poukazuje na to,
Ze zde dve pravépodobr byly zastoupeny také rostliny séimPrestoZe tato studie
prokdzala 100% klonalni charakter rostlin v Krkaieb$ je nutné tento vysledek
povazovat za iedkEzny. Tento vysledek bude zapsi zgesnit terénnim sibem

vzorka vSech jeding ve stavajici populaci.
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U vrb je celkem BZnym jevem vychyleny po#n pohlavi ve prosfth saméich jedind.
Jako jeho fciny se uvadi vysok&d mortalita séith jedindi, rozdilnd schopnost obou
pohlavi kolonizovat biotopy a rozdilny tlak herbmiona pohlavi (Alliende & Harper
1989). Tim je mozné vysilit, pro¢ se v &chto reliktnich populacich zachovaly pouze
samti rostliny. Jediny zfisob, jak se zde tyto druhy mohly dale udrZovatiey
vegetativni rozmnozZovani, které je mimo jiné v tglanto extrémnich podminkach
velice @zné. Vysledkem jsou vyselektované tmb adaptované genotypy
(Aravanopoulos et al. 1999). U klonalnich diuke v piibéhu vyvoje geneticka
variabilita postupé sniZzuje vlivem konkurence a nahodnychtjes pokud v takové
populaci nedojde kifspéni novymi genetami, G¥e se stat zcela uniformni s
pievladnutim nap i jediného genotypu (Watkinson & Powell 1993).

V malych a izolovanych populacich v glacialnichuggich se navi¢asto niize projevit
efekt hrdla lahvelottleneck effefit coz méa za nasledek snizenou genetickou diverzitu
(Chrtek et al. 2007). Ndplomikamen nici $axifraga cernupma ve stedni Evrog
izolované reliktni populace odi@né od zbytku souvislejSiho cirkumpolarniho roesi.
Pred glaciaci byl tento druh v Alpach mnohem rte®jSi nez v sodasnosti, ale
nasledkem zale@ni byly jeho populace fragmentovany a vyr&aredukovany. Pomoci
RAPD marketi nebyla v recentnich alpskych populacich &jiatZzadné variabilita, coz
je prava@podobré zpasobeno pray bottleneckem a foundefektem (efekt zakladatele)
béhem a po dob ledové (Bauert et al. 1998). Podobny osud potkabmo dalSich
reliktnich drulii, mimo jiné u nas nd&p vrbu dvoubarvowi rozrazil chudobkovity
(Veronica bellidioide} jejichz populace v KrkonoSich také nevykazujidridu
genetickou variabilitu (Chrtek et al. 2007).

Variabilita vrby dvoubarvé byla zkoumana pomoceisoymi také u gmecké populace
rostouci v Harzu na Hke Brocken. Pouzity byly dva enzymatické systémy
(sorbitoldehydrogendza a leucinamidopeptidazagrékrovz potvrdily, Ze i tuto
populaci tvai jediny klon. Steja jako v KrkonoSich se i v Harzu vyskytuji vyhr&dn
samti rostliny. Sanii jedinci vrby dvoubarveé byli prokazani pouze nkdiit¢ Hohneck
ve Vogezach (Zander 1996).

V této diplomové praci bylo kroénvrby dvoubarvé pouzito k testovani mikrosatelit
také 6 jedind vrby bobkolisté ze dvou evropskych lokalit: ze Sagkych Alp a
z Tater. U &chto rostlin nebylo vyhodnocovani alel a identitikagenotyp tak

jednozné&né jako v pipact vrby dvoubarvé. ¥tSinou bylo mozné sledovat pouze

43



rozloZeni prouzk na polyakrylamidovém gelu. Prozatim lze okietict, Ze charakter
jednotlivych band se u jednotlivych vzork liSil. Tyto vysledky jsou ale zatim
piedlEzné a budou podrobeny dalSimu studiu. Ravje Zejmé, Ze pro srovnani
jedinal S. phylicifolia ze vzdale®Sich regioi bude nutné zahrnout vysSichépbd
markei tak, aby se vylatil negativni vliv tzv. homoplazie.

Pouzité mikrosatelity byly vyvinuty pro jiné drulyb a podminky uvedené v literdéu
(Barker et al. 2003, Stamati et al. 2003) nebyty ymbu bobkolistou a vrbu dvoubarvou
vhodné. Musely byt proto provedeny optimalizace, tgpravy pétu cykli béhem PCR
reakce a zjigni idedlni annealingové teploty,fipkteré primery nasedaji na
komplementarni mista ri@zcich DNA. Proces optimalizace jasow dosti narony.
Pro tuto diplomovou praci se mi pdda zjistit vhodné podminky pro 6 mikrosatélit
z celkem 12 testovanych, nicnééndo budoucna bude pok@vat jejich dalSi
optimalizace. Zejména u vrby bobkolisté nebyly egly z polyakrylamidovych geél
idealni pro oskorovani alel. Tento vysledekize byt zfisoben vyrazgji odliSnymi
podminkami, které se mi vrozmezi nastaveni neflodaalézt. Jednou z dalSich
moznych pi¢in by mohl byt i fakt, Ze ne kazdy mikrosatelityeodny pro pouZziti u
daného druhu, a to i v okruhgkolika blizce pibuznych drubi, kde jinak mikrosatelity
spolehliv funguji. Redmétem dalSiho studia bude také rdedi p@&tu pouzitych
markefi a obohaceni vzotko rostliny z dalSich lokalit v ramci Evropy.

Prestoze je PCR sama o sotobustni technikou, je velmiutezZité provést spravn
vSechny pedchozi kroky f pipetovani PCR mixu. Mo by se postupovat co
nejrychleji, zejména po fglani polymerazy. Vzorky a ostatni chemikalie mbgt
chlazené, PCR mix jetdba dkladre promichat, aby byly vSechny komponenty
rovnomnerné promisene.

Pro vizualizaci PCR produkiyla nejprve provéasha elektroforeticka separace na 1,5%
agardzovém gelu. Vzhledem k tomu, Ze rozliSovaedgnost tohoto gelu je niZSi a také
DNA tvorila jen slabé bandy, poslouzila tato metoda pouzentané. Pro ziskani
hodnotitelnych alel byla provéda ¢asos i technicky narongjSi elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu, ktery ma vybornou rozliSovachopnost a dokaze odlisit i
mnohem mensi fragmenty.

Na vysledcich se mohou odrazit i okolni vlivy, jakag. teplota v laboratid. Obecr

v letnich nésicich, kdy byla ziskavana data pro diplomovou ipnamhou byt kyli
vysokym teplotam vysledky peékud zkresleny.
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Vyuziti mikrosatelifi je v sodasné dob znané. Pouzivaji se v popula genetickych
studiich, k identifikaci klofi a hybridi. Pro zhodnoceni variability na Grovni populaci
jsou pravdpodobré nejlepsi, proto nasly uplaini i v této studii. Vzhledem ke vSem
vyhodam, které mikrosatelity maji, jsou vyznamngro ochranu firody. Identifikace
jednotlivych genotyp, zjistni miry hybridizace a podilu sexualniho/vegetationi
rozmnozovani jsoutdezité faktory, které jereba brat v Gvahuipvybéru vhodného
managementu ohroZzenych a vzacnych drufakym je nap i vrba dvoubarva

v KrkonoSich.
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7 ZAVER

PredloZzena diplomova prace navazuje tiedphozi bakatdkou préaci, ktera podavala
z&kladni pehled o problematice skupiny vrby bobkolisté se &nmim na jediného
zastupce z tohoto okruhu, vyskytujiciho séeské republice — na vrbu dvoubarvou.
Hlavnim cilem této prace bylo otestovani mikrosatilh markedi pro studiumSalix
phylicifolia agg. Po optimalizaci byly mikrosatelity pouzZityopanalyzu genetické
struktury populace vrby dvoubarvé v KrkonoSich. keel bylo vyzkouSeno 12
mikrosatelitnich primef, ale vhodné podminky se pdii@ najit pro 6 z nich (sx8, sx10,
sx12, sx14, sx18 a sx23). Provedenou analyzou igkéetariability na 26 vzorcich
bylo zjiS€no, Ze populace vrby dvoubarvé z Krkono$, jeédma pouze jednim klonem,
tj. vSechny rostliny maji shodny genotyp. V mintige byly provadny analyzy této
populace na jiném pracovisti a to za pomoci isoerizylejich vysledek byl totoZzny
s touto studii, také nebyla prokdzana zadna véitebAni v populacich z Brockenu
v niémeckém pohih Harz isoenzymova analyza neodhalifét@mnost vice genotypa
vSechny tar§Si rostliny maji stejné genotypy. Zajimave také je jakceské, tak i
némecké populace jsou tieny vyhradd saméimi jedinci. RozmnoZovani tedy the
probihat pouze vegetativni cestou. Samostliny vrby dvoubarvé jsou dokladovany
pouze z Hohnecku ve Vogézach.

Jako srovnavaci material pro mikrosatelitni analjzgto studii poslouZzily také rostliny
vrby bobkolisté. 4 vzorky pochéazely ze Svycarskgdi a 2 z Tater. U nich se bohuzel
nepodailo identifikovat jednotlivé alely pro deni genotypu. Nadale se tak budou
optimalizovat podminky pro ziskani hodnotitelnéheledku. V budoucnosti se také
bude postuph navySovat péet testovanych mikrosatdlita ziskavat dalSi rostlinny
material i zjinych evropskych lokalit, abychom kak/ komplexrjSi predstavu o
genetické strukite a vzajemnych vztazich v ramci skupiny vrby bolskél

Pro (tely této prace byly diky vSem svym vyhodam zvolgako nejvhodgjSi
molekularni markery pr&v mikrosatelity, které maji na arovni populaci r$i
vypovidaci hodnotu. V budoucnu by mohly byt analyayiability mikrosatelil rovnéz
doplrény o analyzu AFLP markéy a to gedevsSim pro stanoveni genetické vzdalenosti

mezi jednotlivymi taxony v rdmci agregddu phylicifolia
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