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Abstract

Genetic study of five populations of European silver fir (dbies alba Mill.) was made in the area of the Su-
mava National Park using isoenzyme electrophoretic approach. Nine enzyme systems (IDH, GDH,
GOT,LAP, PGM, PGI, PX, PEPCA, 6-PGDH) were used in total. On the basis of the results obtained so far,
it seems that the populations of silver fir do not differ significantly from the populations found in the neig-
hbouring countries.
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Uvob
Studiem genetické variability v ramci druhu Abies alba Mill. se v zahrani¢i zabyva mnoho
autord. Mezi prvni prace, které vyuzivaly isoenzymy jako genetické markery ke sledovani
genetické diverzity, patii prace MEINARTOWICZE (1980) a KormuTAka (1982). V pozdéjsich
studiich pak byla pomoci elektroforézy isoenzymu sledovana troven genetické variability
u této dfeviny jak na lokalni Grovni, tak v rameci celého jejiho arealu (napf. SCHROEDER 1989,
BERGMANN et al. 1990, BERGMANN 1996, KONNERT & BERGMANN 1995, BREITENBACH-DORFER et
al. 1997, Fapy et al. 1999, MEiNnarTOWICZ 2003, 2004, BALLIAN & KasBa 2005). Byly sledova-
ny také souvislosti mezi genetickou strukturou a toleranci k environmentalnim stresim
(KonNERT 1993, BERGMANN & GREGORIUS 1993) nebo k prumyslovému znecisténi (LONGAUER
et al. 2001, 2004). Isoenzymy byly vyuzity i pfi rozliSovani jednotlivych druht rodu Abies
(napf. Vicario et al. 1995, SCALTSOYIANNES et al. 1999).

Na tuzemi Ceské republiky viak zatim zadné komplexnéjsi studie provadény nebyly.
I s ohledem na probihajici prace pii zakladani semenného sadu jedle b&lokoré na Sumave,
byly pomoci metody horizontalni elektroforézy isoenzymi provedeny analyzy u 5 Sumav-
skych populaci. Cilem studie bylo posoudit genetickou variabilitu jedle bélokoré na vybra-
nych lokalitach v NP Sumava v ramci sledované oblasti.
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Obr. 1. Mapa Narodniho parku Sumava s vyznatenymi lokalitami sbéru materidlu. Populace €. 3 (Soubor
1000+) byla tvorena jedinci, ktefi rostli naptic Sumavou v nadmoiské vysce nad 1000 m.

Fig. 1. A map of the Sumava National Park with distribution of the scored populations. The population No.
3 (Soubor 1000+) consisted of dispersed individuals growing on the whole area above 1000 m a.s.l.

MATERIAL A METODIKA

Odbér vzorkt pro genetické analyzy probihal na péti lokalitach (Tab. 1, Obr. 1) v zimnim
obdobi v letech 2006 a 2007. Zajmové lokality reprezentovaly dospélé porosty jedle, u nichz
se predpokladal ptivodni vyskyt. Populace oznacena jako Soubor 1000* zahrnovala jedince
rostouci v nadmotskych vyskach nad 1000 m n. m. napii¢ celou Sumavou. Populace ozna-
¢ené jako Gerlova Hut,, Velky Bor, Povydii a StoZecko zastupovaly kazda konkrétni samo-
statnou lokalitu (Obr. 1).

Sbér vzorkl spocival v odbéru koncové vétvicky s dormantnimi pupeny, podle potieby
s vyuzitim zebtiku a aluminiové teleskopické ty¢e s housenikem na konci. Pfi sbéru vzorkt
byla mezi jednotlivymi sledovanymi stromy zachovana minimalni vzdalenost 30 m. Sledo-
vané stromy na lokalitdch Gerlova Hut, Velky Bor a jedinci hodnoceni v souborné populaci
Soubor 1000* byly v terénu vyznaceny. Vzorky z oblasti Povydii a Stozecka byly sesbirany
po orkanu Kyrill ze zemé. Pfi sbéru vzorkl na téchto dvou lokalitach se vychazelo z pted-
pokladu, ze vétvicky sebrané ve vzdalenosti min. 30 m od sebe budou pochéazet z riznych
jedinct. Proto bylo pti hodnoceni kazdé samostatné vétvicee prifazeno vlastni Cislo a pocet
hodnocenych vétvicek byl v tomto pfipadé roven poctu hodnocenych jedincii. Vzorky byly
az do doby vlastni analyzy deponovany v mrazicim boxu pii teploté —22 °C.
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V této studii bylo analyzovano celkem 242 stromit (Tab. 1). Pro samotnou genetickou
analyzu byl vyuzivan proteinovy extrakt z diploidni tkané dormantnich pupeni. Z kazdého
jedince bylo pouzito cca 10 mg pupent zbavenych obalovych Supin. Extrakt byl pfipraven
homogenizaci tkané ve zkumavkach eppendorf s naslednym odstfedénim na centrifuze.
K extrakei byl pouzit tris-glycinovy pufr s obsahem PVP a merkaptoetanolu podle receptu-
ry Muona et al. (1987) s nékterymi drobnymi tpravami. Vlastni elektroforéza probihala
v horizontalnim uspofadani — chlazena termostatickym cirkulatorem zn. HAAKE na 3 °C,
pfinapéti 170-300V a proudu 150mA po dobu 5 hodin. Po ukonceni elektroforézy byly gely
roztezany na tenké platky a kazdy z nich obarven specialni histochemickou reakci pro zvi-
ditelnéni zymogramu. Barveni isoenzymu probihalo podle praci ConkLE et al. (1982) a CHE-
LIAK & P1TEL (1984), vyhodnocovani zymogrami pak podle prace KonNErRT (1992).

V elektroforetickych separacich se vyuziva toho, Ze isoenzymy jsou rozdilné pohyblivé
formy daného enzymu, které vznikaji kombinaci n¢kolika podjednotek enzymt. Asi polovi-
na enzymu je slozena ze dvou podjednotek (dimerické enzymy). Mén¢ Casté jsou trimerni
(tfi podjednotky) a tetramerni (Etyfi podjednotky) enzymy. V ramci kazdého enzymového
systému byl lokus, ktery se dostal nejblize ke katod¢ oznacen pismenem A, pomalejsi pis-
menem B, atd. Oznaceni alel probihalo také na zakladé jejich relativni elektroforetické mo-
bility. Nejrychlejsi alela byla oznacena ¢islem 1, pomalejsi ¢islem 2, atd. Populace byly sle-
dovany pomoci 9 enzymovych systémtl, které koduji celkem 16 interpretovatelnych lokusi
(Tab. 2).

Identifikované genotypy jednotlivych jedinct slouzily jako vstupni data pro hodnoceni
Tabulka 1. Sledované populace s oznacenim potadového ¢isla, poctem sledovanych jedinci, zafazenim do
lesniho vegeta¢niho stupné (LVS) a primérnou nadmoiskou vyskou.

Table 1. List of analysed populations with their codes, number of analyzed individuals, respective forest
vegetation zones, and mean altitudes.

Lokalita / | Nazev populace / | Pocet sledovanych stromii/ | LVS /Forest Primérna nadmorska
Locality Population code | No. of scored individuals vegetation zone vy$ka / Mean altitude
1 Gerlova Hut’ 48 6 800 m n. m.
2 Velky Bor 48 6 800 m n. m.
3 Soubor 1000+ 50 6-7 >1000 m n. m.
4 Povydii 48 5 650 m n. m.
5 Stozecko 48 5-6 700 m n. m.

Tabulka 2. Seznam sledovanych lokust s uvedenim jejich zkratky a kédu enzymové komise (E.C.).
Table 2. List of studied loci with their abbreviation and the code of enzyme commission (E.C.).

Enzymovy systém / Zkratka / E.C. kod / Pocet hodnotitelnych lokusi
Enzyme system Abbreviation E.C. code / Number of scored loci
Isocitric dehydrogenase IDH 1.1.1.42 1
Glutamate dehydrogenase GDH 14.1.2 1
Glutamate-oxaloacetic transaminase | GOT 2.6.1.1 3

Leucine aminopeptidase LAP 34.11.1 2
Phosphoglucomutase PGM 5422 2
Phosphoglucoisomerase PGI 53.19 2
Peroxidase PX 1.11.1.7 2
Phosphoenolpyruvate carboxylase PEPCA 4.1.1.31 1
6-Phosphogluconate dehydrogenase | 6-PGDH 1.1.1.44 2
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genetické diverzity a alelickych frekvenci za pomoci pocitacového programu BIOSYS-1
(SworrorD & SELANDER 1989) a FSTAT (Goupet 2001). Byly pocitany nasledujici genetické
charakteristiky: alelické frekvence, primérny pocet alel na lokus, podil polymorfnich loku-
sti, pozorovana a o¢ekavana heterozygotnost, Wrighttiv fixa¢ni index a Neiovy genetické
vzdalenosti mezi populacemi. Pro analyzu genetické struktury sledovanych populaci jedle
bélokoré byla pouzita Wrightova F-statistika (byl ur€ovan stupeii inbreedingu — F,, stupefi
populacni diferenciace na subpopulace — F, odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy
— F,;) a Neiova G-statistika (pomér diverzity mezi populacemi k celkove diverzité — G

Pomoci hodnoty pro F, (Statkin 1985) byl pocitan i genovy tok (N m).

ST)'

VYSLEDKY

Ve sledovanych populacich bylo celkem pozorovano 69 alelickych variant. Dva lokusy
(Pgi-A, Pepca-B) se na vsech lokalitach projevily monomorfné. Nejvyssi pocet alel, celkem
pét, byl pozorovan pro lokus Lap-B. Ctyfi alely byly pozorovany u lokusu Lap-A4 a 6-Pg-
dh-A, tti alely u lokust Idh-A, Px-A, 6-Pgdh-B, Got-B a Got-C. U ostatnich lokust byly po-
zorovany dvé alely. Nekteré alely se jevily jako mistné specifické. Na lokalit¢ Gerlova Hut
se jako na jediné projevil monomorfné lokus Pgi-B, u lokusu 6-Pgdh-A se projevila prvni
alela a u lokusu 6-Pgdh-B se projevila alela tieti. U jedle rostouci v nadmoiské vysce nad
1000 m (populace Soubor 1000*) byla pozorovana tieti alela lokusu Px-4 a monomorfné se
zde projevil lokus Gdh-A. Pouze na lokalité Stozecko se projevila pata alela lokusu Lap-4,
prvni alela u lokusu 6-Pgdh-B a naopak u lokusu Got-B se prvni alela neprojevila. Prvni
alela lokusu Px-A4 se projevila na lokalit¢ Povydii (Tab. 3).

U sledovanych populaci jedle bélokoré se podil polymorfnich lokust pohyboval v rozme-
71 56,3 % (Soubor 10007) a 81,3 % (Povydfi a Stozecko) (Tab. 4). V populaci oznacené jako
Soubor 1000" byl pozorovan také nejmensi primérny pocet alel na lokus. Ve vSech popula-
cich byla pozorovana heterozygotnost nizsi nez heterozygotnost o¢ekavana. V populacich
tedy pfevazuji homozygotni jedinci nad jedinci heterozygotnimi, o ¢emz svédéi i kladné
hodnoty Wrightova fixa¢niho indexu (WriGHT 1922), ktery porovnava sledovanou populaci
s panmiktickym modelem (Tab. 4) a kladna hodnota stupné¢ inbreedingu (£ Tab. 5). Ve
sledovanych populacich byl pozorovan téméi 50% pokles heterozygotnosti ve srovnani
s Hardy-Weinbergovym zédkonem. Malé hodnoty spocitané pro stupefi diferenciace (F,)
a pomér diverzity mezi populacemi k celkové diverzit€ (G,) poukazuji na malé genetické
rozdily mezi sledovanymi populacemi. Pomér diverzity mezi populacemi k celkové diverzi-
té (Gy,) byl 6 %. To znamena, Ze ptiblizné 94 % celkové genetické diverzity je dano vnitro-
populacné a jen 6 % piipada na rozdily mezi populacemi. Malé genetické rozdily mezi po-
pulacemi byly potvrzeny i vypoctem koeficientl Neiovych genetickych vzdalenosti (Tab. 6).
Grafické zndzornéni genetickych vzdalenosti pomoci shlukové analyzy je uvedeno v Obr. 2.
Ve sledovanych populacich byl pozorovan genovy tok 3,32 (Tab. 5).

DISKUSE

Enzymovy systém IDH se zda byt u rodu jedle vice variabilni nez je u jinych roda jehli¢na-
tych dfevin (ScHROEDER 1989). V Sumavskych populacich podobné jako v jinych studiich
(ScHROEDER 1989, Vicario et al. 1995, BREITENBACH-DORFER et al. 1997) nebyla identifikovana
Ctvrta alela lokusu Idh-A, kterd byla pozorovana v nékterych populacich jedle bélokoré
v Rakousku (BREITENBACH-DORFER et al. 1992) nebo ve Svycarskych Alpach (HUSSENDORFER
1999). U lokusu Idh-B byla dokonce objevena jasna klinalni zavislost na teplotnich pomeé-
rech (nadmotské vysce a zemépisné Sifce; BERGMANN & GREGORIUS 1993).
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Tabulka 3. Souhrnna tabulka frekvenci vyskytu alel sledovanych lokusi.

Table 3. Summary table of the allele frequencies of the analysed loci.

Lokus / Alela / Populace / Population
Locus Allele [ Velky Bor | 2 Gerlova Hut' | 3 Soubor 1000+ | 4 Povyds 5 Stozecko
1dh-A ) 0,116 0,326 0,100 0,198 0,240
2 0,023 0,000 0,050 0,052 0,000
3 0,861 0,674 0,850 0,750 0,760
Pam-A 1 1,000 0,957 1,000 0,990 0,927
2 0,000 0,043 0,000 0,010 0,073
Pom-B 1 0,081 0,087 0,080 0,021 0,083
2 0,919 0913 0,920 0,979 0917
Lap-A 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,174 0,033 0,090 0,010 0,031
3 0,745 0,934 0,840 0,896 0,854
4 0,081 0,033 0,070 0,094 0,094
5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,021
Lap-B 1 0,116 0,174 0,140 0,010 0,021
2 0,616 0,772 0,730 0,333 0313
3 0,256 0,043 0,120 0,115 0,219
4 0,012 0,011 0,010 0,469 0,353
5 0,000 0,000 0,000 0,073 0,094
Pai-A 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
Pgi-B 1 0,221 0,000 0,020 0,083 0,094
2 0,779 1,000 0,980 0917 0,906
Px-A 1 0,000 0,000 0,000 0,052 0,000
2 1,000 1,000 0,980 0,948 1,000
3 0,000 0,000 0,020 0,000 0,000
Px-B 1 0,047 0,000 0,000 0,052 0,052
2 0,953 1,000 1,000 0,948 0,948
6-Padh-A 1 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000
2 0,384 0,283 0,430 0,645 0,707
3 0,593 0,673 0,570 0311 0,293
4 0,023 0,022 0,000 0,044 0,000
6-Pedh-B 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,021
2 1,000 0,978 1,000 1,000 0,979
3 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000
Got-A 1 0,000 0,011 0,000 0,010 0,052
2 1,000 0,989 1,000 0,990 0,048
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Tabulka 3. Pokrac¢ovani.
Table 3. Continued.

Lokus / Alela / | Populace / Population

Locus Allele 1 Velky Bor | 2 Gerlova Hut’ | 3 Soubor 1000+ | 4 Povyd¥i 5 Stozecko

Got-B 1 0,081 0,043 0,050 0,042 0,000
2 0,896 0,870 0,890 0,906 0,990
3 0,023 0,087 0,060 0,052 0,010

Got-C 1 0,012 0,033 0,120 0,022 0,083
2 0,779 0,782 0,840 0,891 0,834
3 0,209 0,185 0,040 0,087 0,083

Gdh-A 1 0,023 0,033 0,000 0,021 0,021
2 0,977 0,967 1,000 0,979 0,979

Pepca-B 1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabulka 4. Genetické charakteristiky sledovanych populaci (v zavorce uvedena stiedni chyba odhadu).
Table 4. Genetic characteristics of the scored populations (standard errors in parentheses).

Populace / Primérny Priamérny Podil Heterozygotnost / Wrigh-
Population pocet stromit | pocet alel na | polymorfnich | Heterozygosity tav
na lokus / lokus / lokusi / . - . | fixaéni
Pozorovana | Oc¢ekavana | .
Mean number | Mean number | Percentage of / Observed | / Expected index /
of trees per of alleles per | polymorphic p Wright’s
locus locus loci fixation
index
1 Gerlova Hut’ 43 2,1 62,5 0,116 0,181 0,359
(0,2) (0,039) (0,049)
2 Velky Bor 46 2,1 68,8 0,053 0,149 0,644
(0,3) (0,014) (0,043)
3 Soubor 1000+ 50 1,9 56,3 0,076 0,137 0,445
0,2) (0,028) (0,042)
4 Povydii 46,5 2,2 81,3 0,090 0,155 0,419
(0,2) (0,028) (0,046)
5 StoZecko 46,9 2,1 81,3 0,090 0,174 0,483
(0,2) (0,030) (0,046)

Tabulka 5. Primérné hodnoty F, F,

F,, G, a N m pro sledované populace.
Table 5. Average values of Wright’s F-statistics and Nei’s G-statistics of the scored populations

Souhrn za populace / F, F, F G, Nm
Summary of all populations
0,497 0,07 0,459 0,057 3,321
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Tabulka 6. Matice genetickych vzdalenosti (podle Ner 1972).

Table 6. Matrix of the genetic distances (according to N1 1972).

Populace / Population 1 2 3 4 5

1 Gerlova Hut’ HoAk

2 Velky Bor 0,010 HHE

3 Soubor 1000+ 0,005 0,005 ok

4 Povydii 0,004 0,003 0,002 ok

5 StoZecko 0,006 0,006 0,006 0,001 HkK

I kdyz byl u polskych populaci jedle rostoucich v nizsich nadmotskych vyskach pozoro-
van vyssi podil polymorfnich lokust (MemwarTOowicz 2003, 2004), nemusi byt nadmotska
vyska v nékterych oblastech vzdy hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje genetickou strukturu
populaci jedle b&lokoré (Korsuikov et al. 2005). Publikované vysledky analyz ze Svycarska
(HusseNDORFER 1999), Ukrajiny (KorsHikov et al. 2005) nebo z jihovychodni ¢asti Francie
(Fapy et al. 1999) podobny trend, jaky byl pozorovan u Sumavskych populaci — tedy snizeni
podilu polymorfnich lokusi nebo snizeni poétu alel na lokus ve vys§ich nadmotskych vys-
kach — neukazuji.

Hodnoty pozorované heterozygotnosti v Sumavskych populacich podpoftily vysledky stu-
die sledujici populace jedle v oblasti Rakouska a Némecka, ve které se projevoval trend
snizovani heterozygotnosti smérem k severu a k vychodu (BREITENBACH-DORFER et al. 1997).
Ve srovnani s populacemi rostoucimi jihovychodné od Sumavskych populaci byla heterozy-
gotnost v nami sledovanych populacich nizsi.

Hamrick et al. (1992) publikovali vysledky, kde byla stanovena primérna hodnota G, pro
rod Abies 6,3 % a pro vSechny nahosemenné dfeviny 7,3 %. V Sumavskych populacich byla
hodnota G, niz8i, ale byla vy33i ve srovnani s publikovanymi vysledky studii z Chorvatska
(BaLLian & KaiBa 2005), Ukrajiny (Korshikov et al. 2005), Polska (LEwANDOWSKI et al.
2001) a Slovenska (MATUSOVA 1995).

Malé genetické vzdalenosti mezi populacemi pochazejicimi z geograficky malych oblasti,
tak jako byly pozorovany v této studii, byly pozorovany také v jinych studiich (BrRaun &
GoMmEZ 1994, SAGNARD et al. 2002).

Gerlova Hut

Velky Bor

Soubor 1000+

Rejstejn I

Stozecko I

I 1
0,00 0,01

Obr. 2. Dendrogram shlukové analyzy (metodou UPGMA) na zaklad¢é Neiovych genetickych vzdalenosti.
Fig. 2. An UPGMA dendrogram based on Nei’s genetic distance between populations.
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ZAVER

Nejmensi podil polymorfnich lokusti a nejmensi primérny pocet alel na lokus byl pozorovan
u jedli rostoucich nad 1000 m n. m. Tyto vysledky tedy ukazuji na to, ze u jedle rostouci na
Sumavé v extrémnich podminkach mimo optimum svého vyskytu dochazi ke snizovani
genetické variability. Nizsi pozorovana heterozygotnost ve sledovanych populacich je v sou-
ladu s jiz v zahranici publikovanou hypotézou o trendu snizovani heterozygotnosti u jedle
bélokoré smérem k severu a vychodu. Také pozorované malé genetické vzdalenosti mezi
populacemi v geograficky pomérné malé oblasti naznacuji, ze sledované populace jedle
nejsou vyrazné odlisné od populaci jedle rostoucich v sousednich statech. AvSak vzhledem
k tomu, Ze zavery jsou vyvozeny na zakladé provedenych genetickych analyz u omezeného
poctu Sumavskych populaci, je nutné podpofit je hlubsim studiem (zejména studiem vétsiho
poctu populaci) genofondu jedle bélokoré v této oblasti.

Podékovani. Tento projekt vznikl za podpory grantu NPV II MSMT 2B06012 — Management biodiverzity
v Krkonos$ich a na Sumav¢.
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