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ABSTRAKT
BRANA, Martina, Mgr.: Introgresivna hybridizacia druhov Pinus sylvestris L. a Pinus

mugo Turra zistovana pomocou chloroplastovej DNA a fertility pel'u. Rigordzna praca.
Univerzita Konstantina Filozofa v Nitre. Fakulta prirodnych vied, Katedra botaniky a
genetiky. Skolitel: RNDr. Andrej Kormut'dk, DrSc. Stupeii odbornej kvalifikacie:
Doktor prirodnych vied v odbore ,,Biologia ““. Nitra: FPV, 2011. 79 s.

Na Slovensku sa predpoklada vyskyt spontannych medzidruhovych hybridov Pinus
sylvestris a Pinus mugo, ktoré na severnej Orave vytvaraju hybridné roje. Hybridny
charakter tychto populécii bol postulovany na zaklade morfometrickych vlastnosti ihlic
a SiSiek. V predkladanej praci sme sa zamerali na overenie existencie arozsahu
introgresivnej hybridizacie v hybridnych populaciach Habovka a Obsivanka s vyuzitim
molekularnej analyzy chloroplastovej DNA (cpDNA). Druhovo Specifické restrikéné
profily vygenerované Stiepenim PCR produktov segmentu #nV- trnH cpDNA
endonukledzou Hinf 1 spolahlivo identifikovali haplotypy P. sylvestris a P. mugo.
V oboch sledovanych lokalitich sme medzi semenami toho istého jedinca rozlisili
embrya s haplotypom P. sylvestris, ako aj embrya s haplotypom P. mugo. Vysledky
restrikénej analyzy jednoznacne potvrdili prebiehajici proces introgresie medzi druhmi
P. sylvestris a P. mugo na oboch lokalitach. Proces introgresie prebieha na sledovanych
lokalitdich v oboch smeroch, kedze embryad vykazovali znaky vnuatrodruhovej aj
z medzidruhovej hybridizacie. Proces spontannej hybridizacie je intenzivnej$i na
lokalite Habovka (45,00- 11,25%) ako na lokalite Obsivanka (2,85- 30,00%), pricom na
lokalite Habovka je vac¢si pocet hybridnych jedincov P. sylvestris x P. mugo (45%) a na
lokalite Obsivanka naopak jedincov P. mugo x P. sylvestris (30%). Hodnotili sme
taktieZ Zivotaschopnost pel'u z hl'adiska kli¢ivosti a dizky pelovych vrecisok kli¢iacich
pelovych ztn hybridnych rojov Habovka, Suchd Hora a Tisovnica, ako aj rodicovskych
druhov P. sylvestris z lokality Hrustin a P. mugo z lokality Vratna dolina. V ramci
kli¢ivosti pelovych zfn sme pozorovali nizke rozdiely medzi hybridnymi a kontrolnymi
populaciami, priCom najvysSiu kli¢ivost vykazovali jedinci z kontrolnej populécie
Signifikantné rozdiely sme pozorovali pri dizke pelovych vrecusok kli¢iacich pelovych
zfn. Kontrolné populécie dosahovali znacne vysSie hodnoty (123-133,4 pum) ako

hybridné populéacie (102,67-103,04-105,88 um), ¢o potvrdzuje znizenu vitalitu pelu



v hybridnych populaciach. Ziskané vysledky prispievaji ku konkretizacii udajov

o diverzite a genofonde borovic na naSom izemi.
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ABSTRACT

BRANA, Martina, Mgr.: Introgression between Pinus sylvestris L. and Pinus
mugo Turra as revealed by chloroplast DNA and pollen fertility. Rigorous Thesis.
Constantine the Philosopher University in Nitra. Faculty of Natural Sciences.
Department of Botany and Genetics. Supervisor: doc. RNDr. Anna Pretova, DrSc.
Degree of Qualification: Doctor of Natural Sciences in specialization ,,Biology*. Nitra:
FNS, 2011. 79 p.
There is expectation of incidence of spontaneous interspecific hybrids of Pinus
sylvestris and Pinus mugo in Slovakia which produce hybrid swarms in northern
Orava. Postulated hybrid nature of the swarms is based on morphometric traits of
needles and cones. In the present work, we focused on verifying the existence and
extent of introgresive hybridization in hybrid populations Habovka and Obsivanka
using molecular analysis of chloroplast DNA (cpDNA). Molecular evidence for P.
sylvestris and P. mugo in the putative hybrid swarm populations of the species was
provided using PCR-RFLP analysis of the cpDNA #7nV-trnH region. Species- specific
restriction profiles generated by Hinf 1 digestion of cpDNA products reliably identified
P. sylvestris and P. mugo haplotypes. At both sites there were among the seeds of one
mother individual the embryos with haplotype P. sylvestris and those with haplotype P.
mugo. Results of restriction analysis clearly confirmed the ongoing introgresive process
between species P. sylvestris and P. mugo at both sites. Introgresive process takes place
at study sites in both directions, as evidenced by the embryos showing signs of intra-and
interspecific hybridization. The process of spontaneous hybridization is more intensivee
on the site Habovka (45,00 to 11,25%) than on the site ObSivanka (2,85 to 30,00%).
There is a higher number of P. sylvestris x P. mugo individuals on the locality Habovka
(45%), whereas the locality ObSivanka contains a higher number of P. mugo x P.
sylvestris trees (30%). We have also evaluated the viability of pollen in terms of pollen
germination and pollen tube length in individuals from hybrid swarms Habovka, Sucha
Hora and Tisovnica as well as the parental species P. sylvestris from Hrustin a P. mugo
from Vratna dolina. In germinating pollen, we observed small differences between
hybrid and control populations, the highest germination showed the individuals in
control population Vratna dolina (94,68%) and lowest in the hybrid population Sucha
Hora (86,19%). Significant differences were observed in pollen tube length. The control

populations reached significantly higher values (123 to 133.4 um) in comparison with



populations (102,67-103,04-105,88 pum). This finding indicates the reduced
vitality of pollen in hybrid populations. Obtained results contribute to the

implementation of data about diversity and genetic pools of pines in our area.

Keywords: Pinus sylvestris, Pinus mugo, introgresion, cpDNA, pollen fertility
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UvVOoD

Z hladiska evolucie je hybridizéacia a procesy s niou spojené vyznamnym faktorom,
pretoZze umoziuje formovanie novych taxonomickych skupin a tym aj vznik novych
druhov. Hybridizacia je proces, pri ktorom splyvajii gaméty s rozdielnym genetickym
obsahom a jej vysledkom je hybrid. Prirodzeny hybrid vznikd ako vysledok krizenia
jedincov z dvoch populacii alebo skupin populécii, ktoré st od seba odliSitelné
pomocou jedného alebo viacerych dedi¢nych znakov (Arnold, 1997). Introgresivna
hybridizacia na rozdiel od primarnej hybridizacie je proces, kedy sa prendsa geneticka
informécia medzi jedincami dvoch populacii alebo skupin populacii prostrednictvom
hybridizacie a nésledne prostrednictvom opakujiceho sa krizenia s rodiCovskymi
generaciami.

Ihliénany st z evolu¢ného hl'adiska pokladané za fylogeneticky starti vetvu a od
druhohor sa vyvijaju prakticky az po sucasnost, pricom evoluéné zmeny u nich
prebiehaju relativne pomaly. V rode Pinus je znamych viacero prikladov spontanneho
vzniku medzidruhovych hybridov borovic v réznych castiach sveta, ktoré vytvaraji viac
alebo menej zrete'né hybridné zony, resp. hybridné roje.

Aj pre Slovensko je charakteristicky vyskyt sympatrickych druhov borovic, resp.
komplexov Pinus sylvestris a Pinus mugo, ktoré spontanne vytvaraji hybridné roje na
raSeliniskach severnej Oravy, konkrétne na lokalitdich Tisovnica, Habovka, Such4 Hora
a taktiez aj na lokalite Obsivanka pri Terchovej. Problematika vyskytu spontannych
medzidruhovych hybridov P. sylvestris a P. mugo sa na Slovensku zacala intenzivnejsie
Studovat v 70. — 80. rokoch 20. storo¢ia. Hybridny charakter tychto populacii sa
postuloval na zdklade morfologickych a anatomickych znakov ihlic a SiSiek.
Molekuldrna diagnostika tychto rojov zalozend na analyze chloroplastovej DNA
(cpDNA) pomocou molekularnych markérov, spolu shodnotenim fertility pelu
hybridnych jedincov, ako aj rodiCovskych druhov, je prostriedkom overenia existencie
arozsahu introgresivnej hybridizacie v tychto populdciach. Overenie introgresie a jej
rozsahu v predpokladanych hybridnych populaciach ahodnotenie fertility pel'u
hybridova rodi¢ovskych druhov je vyznamnym prispevkom ku konkretizacii tidajov
o diverzite a genofonde borovic na nasom tzemi.

Touto cestou vyjadrujem uprimné podakovanie mdjmu Skolitelovi RNDr.

Andrejovi Kormut'dkovi, DrSc. za odborné vedenie, osobny pristup a vSestranni pomoc
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pri experimentalnych pracach, ako aj cenné rady a pripomienky, ktoré mi poskytol pri

vypracovani predkladanej rigordznej prace.
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1 PREHIAD LITERATURY

1.1 Stru¢na charakteristika rodu Pinus

Analyza fosilnych SiSiek naznacuje, Ze rod Pinus je pravdepodobne predkom
ostatnych rodov ¢el'ade Pinaceae, ktoré sa vyvinuli z rodu Pinus pocas tretohor (White
et al., 2009). Rod Pinus, najvacsi rod celade Pinaceae a jediny rod podcelade
Pinoideae zahifia asi 115 druhov vyskytujicich sa v Eurépe, severnej a juznej Axzii,
severnej a strednej Amerike a v severnej Afrike. Je jednym z najviac rozsirenych rodov
ihlicnatych drevin na severnej pologuli s prednostnym vyskytom v miernom
klimatickom pasme, resp. s obmedzenym vyskytom v subtropickom pasme a v trépoch
(Farjon, 1984). Severnu hranicu prirodzen¢ho vyskytu dosahuje rod Pinus CiastoCne aj
v boreélnej oblasti. Z hl'adiska nadmorskej vysky mé rod Pinus areal vyskytu od irovne
hladiny mora az po 4000 m n.m., v niektorych &astiach Azie sa vyskytuje az v 4200 m
n.m.

Zastupcovia rodu Pinus tvoria rozsiahle borovicové lesy, ktoré sa pre svoje Siroké
vyuzitie radia k hospodarsky najvyznamnej$im ihlicnatym drevinam.

Pinus je najstarsi paleobotanicky spolahlivo dokazany rod ¢elade Pinaceae, ma najviac
druhov a najvacsi aredl rozsirenia (Novak, 1972). Z evolu¢ného hl'adiska je povazovany
za fylogeneticky starti vetvu, ktord sa vyvija az do sucasnosti aje charakteristicky
znacnou variabilitou, ktord je pri¢inou rdéznych systematickych klasifikacii v ramci rodu

Pinus. Systematicky sa rod Pinus zacleiiuje nasledovne:

Risa: Regnum vegetabile (Plantae)
Podrisa: Telomophyta (Cormobionta)- telomové rastliny
Oddelenie: Spermatophyta- semenné rastliny

Pododdelenie:  Gymnospermatophytina (Gymnospermae)- nahosemenné rastliny

Trieda: Pinopsida- ihli¢nany
Celad: Pinaceae- borovicovité
Rod: Pinus- borovice

Rod Pinus zahfna dva obvykle akceptované podrody ato podrod Pinus (tvrdé
borovice- Diploxylon) a podrod Strobus (mékké borovice- Haploxylon). Niektoré
druhy podrodu Strobus st zarad'ované do tretiecho podrodu Ducampopinus. Klasifikacia

rodu Pinus podl'a Frankisa (1999, 2002) je uvedené v Tabulke 1.
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Tabulka 1: Klasifikacia rodu Pinus podla Frankisa (1999,2002)

Sekcia Podsekcia Druh
Podrod PINUS (Typické, tazké borovice)
P. sylvestris, P. densiflora, P. tabuliformis,
PINUS Pinus
P. mugo, P. nigra, P. khasya, P. resinosa
Pineae P. pineae
PINEA P. pinaster, P. canariensis, P. brutia, P.
Pinaster
latteri, P. merkusii
Leiophyllae P. leiophylla, P. lumholtzii
P. palustris, P. glabra, P. caribea, P.
Australes
elliottii, P. clausa, P. tadea, P. rigida
Contortae P. contorta, P. banksiana
TRIFOLIAE P. attenuata, P. muricata, P. radiata, P.
Qocarpae
greggii, P. oocarpa, P. jaliscana
P. sabiniana, P. coulteri, P. cooperi, P.
Ponderosae hartwegii,
P. devoniana, P. apulcensis
Podrod DUCAMPOPINUS
Nelsonianae P. nelsonii
Krempfianae P. krempfii
Gerardianae P. gerardiana, P. bungeana, P. squamata
P. pinceana, P. rzedowskii, P.
PARRYA Rzedowskianae
maximartinezii
P. monophylla, P. edulis, P. remota, P.
Cembroides
discolor, P. johannis, P. cembroides
Balfourianae P. balfouriana, P. longaeva, P. aristata
Podrod STROBUS (Biele, médkké borovice)
P. strobus, P. monticola, P. peuce, P.
Strobi
wangii, P. wallichiana, P. chiapensis
QUINQUEFOLIAE
P. cembra, P. sibirica, P. albicaulis, P.
Cembrae
loraiensis
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Prirodzend hybridizacia nastdva medzi druhmi rodu Pinus hlavne v ramci podsekeii
(Critchfield, 1975), preto aj ich systematickd klasifikacia je Ciastone zalozend na
krizeni. Tradi¢né klasifikacie rodu Pinus sa odvijaju od morfologickych znakov, hlavne
od charakteristik ihlic a reprodukénych organov (SiSky a semend). Rozny autori sa
snazia o spresnenie tradi¢nych klasifikacii na zéklade vyuzitia krizitenosti
a fytogenetickych a biochemickych vlastnosti druhov. Na zaklade tychto vlastnosti
Price et al. (1998) uvadza pri taxonomickej klasifikacii druhov v rode Pinus 2 podrody,

4 sekcie a 17 subsekcii (Tabulka 2).

Tabul’ka 2: Klasifikacia rodu Pinus podl'a Price et al. (1998)

Podrod Pinus
Sekcia Pinus
Podsekcia Pinus Podsekcia | Canarienses
Druh densata pinaster Druh canariensis
densiflora resinosa roxburghii
heldreichii sylvestris
hwangshanensis tabuliformis
khasya taiwanensis
luchuensis thunbergii Podsekcia Halepensis
massoniana tropicalis Druh brutia
merkusii uncinata halepensis
mugo yunnanensis Podsekcia Pineae
nigra Druh pinea
Sekcia Novodobé tvrdé borovice
Podsekcia Contortae Podsekcia Ponderosae
Druh banksiana Druh cooperi
clausa durangensis
contorta engelmannii
virginiana Jeffreyi
Podsekcia Australes ponderosa
Druh caribaea washoensis
cubensis Skupina Montezumae
echinata devoniana
elliottii donnell-smithii
glabra hartwegii
occidentalis montezumae
palustris Skupina Pseudostrobus
pungens douglasiana
rigida maximinoi
serotina nubicola
taeda pseudostrobus
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Podsekcia Oocarpae Skupina Sabinianae
Druh Skupina Oocarpa coulteri
greggii sabiniana
Jaliscana torreyana
oocarpa Podsekcia Attentuatae
patula Druh attenuata
praetermissa muricata
pringlei radiata
tecunumanii Podsekcia Leiophyllae
Skupina Teocote Druh leiophylla
herrerae lumholtzii
lawsonii
teocote
Podrod Strobus
Sekcia Parrya Mayr
Podsekcia Balfourianae Podsekcia Cembroides
Druh aristata Druh cembroides
balfouriana culminicola
longaeva discolor
Podsekcia Krempfianae edulis
Druh krempfii Jjohannis
Podsekcia Rzedowskianae Jjuarezensis
Druh rzedowskii maximartinezii
Podsekcia Gerardianae monophylla
Druh bungeana nelsonii
gerardiana pinceana
squamata remota
Sekcia Strobus
Podsekcia Strobi Podsekcia Cembrae
Druh armandii lambertiana Druh albicaulis
ayacahuite monticola cembra
bhutanica morrisonicola koraiensis
chiapensis parviflora pumila
dabeshanensis peuce sibirica
dalatensis strobus
fenzeliana wallichiana
flexilis wangii
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1.2  Struéna charakteristika druhu Pinus mugo Turra

Pinus mugo je komplex borovice horskej, v ramci ktorého sa vyskytuje extrémna
variabilita. Prave nejednotnost’ v klasifikacii sposobuje, ze tato skupina ani v sucasnosti
nie je taxonomicky dostatocne definovand. Problematikou systematickej klasifikacie
agregatu Pinus mugo agg. sa podrobne zaoberd Businsky (1999), ktory ho chépe ako
agregat troch samostatnych druhov, resp. mikrospecii a to:

Pinus mugo Turra (1764)

syn. Pinus mughus Scopoli (1772)
syn. Pinus pumilio Haenke (1791)
Pinus uncinata Ramond in Lamarck et De Candolle (1805)
syn. Pinus uncinata Mill. Ex Mirbel (1806)
syn. Pinus mugo var. rostrata Antoine (1840)

Pinus rotundata Link (1827)

syn. Pinus uliginosa Neumann ex Wimmer (1837)

Podl'a Businského (1999) sa z agregatu Pinus mugo na tizemi Slovenska nachadzaja
iba dva z uvedenych druhov, a to Pinus mugo s. str. a Pinus rotundata.

Borovica horska je drevina horského typu, ma disjunktivny aredl a na Slovensku
sa nachddza v mnohych ostrovcekovitych vyskytoch. Rastie na minerdlnom podklade na
hornej hranici lesa, pripadne nad touto hranicou, ale i na raselinnom podklade v nizsich
nadmorskych vyskach. Obycajne rastie v nizkom krovitom tvare s nepravidelne
rozkondrenymi konarmi, ktoré su poliehavé, ale aj kosdkovito vystupujuce az
vzpriamené. Na severe Slovenska vytvara hybridné roje s Pinus sylvestris.

V sucasnosti sa v slovenskej botanickej nomenklatire najCastejSie pouziva ako
vedecky nazov nasej kosodreviny pomenovanie borovica horska, avSak pouziva sa
taktiez ndzov borovica kosodrevinovéa (kosodrevina) (Somora, 1981) a kosodrevina

prava (Futdk et al., 1966).

1.3  Stru¢na charakteristika druhu Pinus sylvestris L.

Borovica lesnd je drevina kontinentalnej klimy. Vd’aka svojej schopnosti osidlovat’
rozmanité izemia a schopnosti rast’ v roznych podmienkach ma Siroky areal vyskytu,
zabera vacsiu Cast’” Europy a severnej Azie. Na zaklade schopnosti prisposobovat’ sa

mnohym ekologickym podmienkam sa uborovice lesnej vytvorila znacna
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vnutrodruhova premenlivost, ktorej nasledkom je existencia roznych ras, ktoré sa
odliSuju charakterom, vzrastom, farbou ihlic a vel'kost'ou 1 tvarom $iSiek. Zvécsa su to
stromy vysoké 25- 45 m, obycajne viac ako polovica kmena je bez konarov, koruna je
obld a vzdusna. Tato drevina vytvara Cisté porasty, boriny, vyskytuje sa v zmieSanych
lesoch a je schopna rést’ i na raseliniskach. Vdaka svojmu znacnému hospodarskemu
vyznamu bola umelo vysddzand aj na uzemi Slovenska a to napriklad v oblasti Choca
alebo na Zahori.

Businsky (1999) uvadza, ze Pinus sylvestris L. je v ramci svojho aredlu rozsirenia
taxonomicky komplikovanym druhom a jeho variabilita suvisi s jej kozmopolitnym
rozSirenim v severnom miernom klimatickom pasme. Z hladiska europskeho arealu
tohto druhu je vSak druhom pomerne homogénnym. Slovenské autochtonne populécie
borovice lesnej st rozhodne taxonomicky jednotné vo vztahu k celkovej variabilite
druhu a mozno ich rozliSovat’ nanajvys ako odlisné populacie alebo subory populacii,

pripadne ekotypy (Businsky, 1999).

1.4 Hybridizacia a introgresivna hybridizacia v rode Pinus

Proces hybridizacie medzi druhmi je vyznamnym evoluénym faktorom, pri ktorom
vznikali a neustdle vznikaji nové druhy apoddruhy ako aj nizSie taxonomické
kategorie, ¢im sa rozSiruje geneticka variabilita a adaptabilita organizmov. Pri tomto
krizeni, resp. oplodnovani sa spajaju geneticky rozdielne gaméty jedincov patriacich do
odlisnych populécii. Hybridizacia sa vyskytuje takmer u vSetkych rastlinnych druhov,
hlavne u mnohych lesnych druhov (Wright, 1978).

V prirode je bezné, ze dva rozdielne druhy vytvoria hybridné potomstvo, ktoré sa
stava reprodukcne izolované od rodiCovskej generacie atak vznikaju unikdtne nové
druhy, resp. medzidruhové hybridy. Podla Stebbinsa (1950), dokladné Studium
mnohych skupin vys$ich rastlin z karyologického i systematického hl'adiska definitivne
preukazalo, ze medzidruhové hybridy st v prirode bezné. NavysSe, pocet hybridov
v d’alSich generaciach stupa, pricom ¢astokrat su znacne odlisné od skupin, ku ktorym
patria. Medzidruhové hybridy F1 generacie su Casto sterilné a vytvaraju slepé vyvojové
konce. Hybridy v rode Pinus su vSak zvicsa fertilné, preto hybridizécia a introgresivna
hybridizacia st vyznamnou st¢astou evolucnej historie borovic (White et al., 2009).
Fertiln¢ hybridy sa mézu d’alej krizit’ s inymi hybridmi alebo s rodi¢ovskymi jedincami

a vytvarat’ tak populaciu s ¢istymi rodi¢ovskymi druhmi a s hybridmi réznych stupiiov,
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hybridny roj. Hybridny roj tvoria morfologicky rozdielne hybridy, ktoré su vysledkom
krizenia dvoch druhov s nasledujucimi spédtnymi krizeniami d’al§ich generacii
hybridného potomstva. Hybridné roje sa zvycajne nachddzaju na takych ekologickych
nikach, kde ¢isté druhy nemozu prezit, napriklad raseliny a vlhké pody (Staszkiewicz,
1993). Opakované spitné krizenia hybridov s rodicovskymi druhmi vyustuju v prenos
génov zjedného rodiCovského druhu kinému, ¢im dochddza k introgresivnej

Rod Pinus zahfia viac ako 100 druhov, ktorych aredly vyskytu su zvicsa
sympatrické. V sympatrickych populaciach dochadza ¢asto k nahlemu vzniku novych
druhov, €o je spojené s genetickymi zmenami, ktoré zapric¢inuju reprodukcénu izolaciu
Casti jedincov v populécii. Jedna sa o javy stvisiace s krizenim: apomixia, aneuploidia,
polyploidia. Na vznik sympatrickych druhov moéze mat vplyv aj geneticky drift,
sposobujuci genetické modifikacie v genofonde a nésledni reprodukénu izolaciu
populécie. Spontanna hybridizacia sympatrickych druhov borovic mé kolisavy priebeh
formujuci viac ¢i menej zretel'ne ohrani¢ené hybridné zony (Kormutdk et al., 2009).
Hybridné zény st idedlnymi oblastami, v ktorych sa skimaji evolué¢né procesy vzniku
novych druhov (Hewitt, 1988).

Primarne hybridné zény su miesta, kde sa aredly vyskytu druhov dotykaju
a dochddza medzi nimi k toku génov. Takéto hybridné zény sa v prirode vyskytuji
zriedkavo, pretoze pri velkom toku génov by novy druh vzniknuat nemohol, resp. by
splynul s povodnymi druhmi. Sekunddrne hybridné zény sa vytvaraju pri kontakte
druhov, ktoré maju Ciastocne vytvorené rozmnoZzovacie bariéry a vznikaju v mieste
dotyku oboch arealov. Tieto zony vytvaraju zvacsa uzke dlhé linie. V miestach
hybridnych zén dochadza ku krizeniu medzi jedincami patriacimi k dvom rdéznym
druhom, cCasto ik introgresii. Hybridné zony mézu byt jasne ohranicené, ¢asto vSak st
ich okrajové Casti nejasné.

Medzi populédciami, ktoré su charakterizované ¢iasto¢nou reprodukcénou izolaciou,
sa vyskyt hybridov v prirode predpokladd ako ddsledok introgresie. Podl'a Arnolda et
al. (1991) je introgresia jednak vysledkom prirodnej hybridizacie a tiez prechodny krok
pre dalSie evolucné udalosti, ako aj sutaz o formovanie druhu. Je tiez vysledkom
prekonania izolaénych bariér medzi dvoma izolovanymi druhmi aich néslednym
zlucenim. Stebbins (1950) uvadza, Ze introgresivna hybridizacia v populaciach zavisi od
podstatnej vlastnosti typickej pre tento proces, a to Ze introgresia sa vyskytne len v tej

Casti geografického rozSirenia urCitych druhov, ktord zasahuje do aredlu blizko
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pribuznych druhov a len vtedy, ked” ekologické podmienky daného stanovista umoznia
ustdlenie druhov vzniknutych introgresiou. Prilezitostnd introgresia medzi druhmi
atvorba novych adaptacii na nové podmienky prostredia v dalSich generaciach
hybridnych jedincov mézu totiz prevysSovat’ nevyhody spojené so sterilitou hybridného
potomstva. Adaptativna introgresia moze poOsobit’ na izolatné mechanizmy, resp.
uvolnit’ ich a tym prispievat’ k urcitej stabilite hybridnej zony. Introgresia sa v prirode

prejavuje vyskytom a udrziavanim hybridnych populécii, resp. hybridnych rojov.
1.5 Priklady prirodzenej hybridizacie a introgresie v rode Pinus

Hybridny charakter jedincov bol v minulosti ur€ovany hlavne na zaklade
morfologickych znakov, resp. charakteristik ihlic a SiSiek, ako aj celkového habitusu
jedincov. V sucasnosti sa do popredia dostavaji biochemické a molekularne metody
vykondvané pomocou izoenzymov, imunologickych testov a DNA sekvencii jadrového,
chloroplastového a mitochondridlneho genému (White et al., 2009).

Prvym najdenym prirodnym hybridom borovic bol krizenec druhov Pinus jeffrey x P.
coulteri (Chira, 1971). V Eurdpe bol prvym nédjdenym spontdnnym hybridom borovic
krizenec druhov Pinus nigra x P. sylvestris v Rakusku (Vidakovi¢, 1974). Dnes je na
svete znamych viacero prikladov spontdnnych medzidruhovych hybridov v rode Pinus.
V Severnej Amerike dochadza ku krizeniu medzi druhmi Pinus taeda x P.palustris
(Namkoong, 1966a) a Pinus taeda x P.echinata (Zobel, 1953), na zapade Ameriky bola
zistena prirodna hybridizacia medzi druhmi Pinus ponderosa x P. jeffrey (Conkle
a Critchfield, 1998), v centrdlnej Amerike a Mexiku medzi druhmi Pinus montezumae x
P. hartwegii (Matos a Schaal, 2000). Jednymi z najlepSie preStudovanych hybridov
v rode Pinus st hybridy Pinus contorta x P. banksiata v zapadnej Kanade, ktoré vznikli
formou introgresie v kontaktnych sympatrickych zonach tychto druhov borovic
(Wagner et al.,1987). Fakt, Ze hybridizacia v rode Pinus Casto vedie k vzniku novych
druhov potvrdzuje Pinus densata Masters, terciarny hybrid medzi azijskymi druhmi
Pinus tabulaeformis a P. yunnanensis. Pinus tabulaeformis je druh vyskytujici sa
vsevernej acentralnej ¢asti Ciny, zatial o Pinus yunnanensis sa vyskytuje
v juhozépadnej &asti Ciny. V stilade s niektorymi autormi sa pocas tercidrnej periody
tieto dva druhy stretli v severnom Yunnane a formovali prirodny hybridny druh, Pinus
densata Masters. Dnes sa Pinus densata vyskytuje vo vysokohorskych polohéach, kde

ziaden z predpokladanych rodiCovskych druhov nemodze normélne rast. Pinus
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tabulaeformis sa oc¢ividne liSi od Pinus yunnanensis s ohladom na alozymové zlozenie,
zatial Co Pinus densata je prechodnou formou medzi dvoma predpokladanymi
rodi¢ovskymi druhmi. Wang et al. (1990) sledovali v populaciach tychto troch druhov
alozymové rozdiely na 13 lokusoch. Hybridny povod Pinus densata bol skimany cez
analyzu alozymov, cpDNA RFLP a mt DNA (Wang a Szmidt, 1990, 1994; Wang et al.
1990, 2001; Yu et al., 2000; Song et al., 2002). Porovnanie chloroplastovej génovej
diverzity u troch druhoch borovic odhalilo najvysSiu mieru diverzity u Pinus densata,
amtDNA potvrdzuju existenciu obojsmerného génového toku medzi Pinus
tabulaeformis a Pinus yunnanensis poCas hybridizacie a speciacie Pinus densata. V
sucasnosti maju populacie vysokohorskej borovice stabilizovanti hybridni povahu
(Wang et al., 2001).

Druhy Pinus pumilla a P. parviflora var. pentaphylla vytvaraju hybridné populécie
v Japonsku na ostrovoch Hon$t a Hokkaido (Watano et al., 2004). Identifikaciou
druhov Pinus brutia Ten. a Pinus halepensis Mill. aich predpokladanych
medzidruhovych hybridov na ostrove Rodos v Grécku sa s pouzitim morfologickych,
anatomickych aizoenzymovych markérov zaoberali Panetsos et al. (1997). Pinus
halepensis ma §irsi vyskyt ako Pinus brutia. 1zolovany vyskyt jedného druhu vo vnutri
prirodzeného aredlu druhého druhu bol prisudzovany l'udskému vplyvu. Tieto dva druhy
si okrem priestorovej izolacie vyvinuli iné typy bariér, napriklad prevenciu fertilizacie
v pripade, Ze Pinus halepensis je matersky rodi¢, redukciu zivotaschopnosti embryi
u hybridnych semien, nizku toleranciu na teplotu a rozdielny ¢as kvitnutia. Mézu byt
teda povaZované za dva dobre ustalené druhy. Umela hybridizacia vSak preukazala, ze
s prispenim l'udského zasahu tieto dva druhy mézu byt GspeSne krizené a dokonca na
miestach, kde prichadzaju tieto dva druhy do kontaktu, mo6zu byt formované spontanne
hybridy (Panetsos, 1975). Pinus montana Mill. (z komplexu Pinus mugo) a Pinus
sylvestris L. sa vyskytuji sympatricky v eurdpskych horach od Pyreneji cez Alpy az po
Karpaty (Prus- Glowacki a Stephan, 1998). Prepokladané hybridy tychto druhov boli
najdené¢ v hybridnych rojoch (Marcet, 1967; Staszkiewicz a Tyszkiewicz, 1972).
Jedince ztychto populacii su morfologicky vel'mi variabilné a vytvaraju prechodné
formy medzi Pinus montana a P.sylvestris a niektorymi znakmi sa podobaji bud’ na
jedného, alebo druhého rodi¢a. K hybridizacii dochadza aj medzi druhmi Pinus
uliginosa a P. sylvestris. Ich hybridizaciou v sympatrickych populaciach sa zaoberali

Wachowiak et al. (2005). Pinus uliginosa Neumann, druh vyskytujuci sa na

22



raselinovych a mociarnych stanovistiach, je v mnohych castiach Eurdpy ojedinely,
alebo dokonca vyhynuty. Je predpoklad, ze medzi Pinus uliginosa a P. sylvestris
dochéddza k hybridizacii, ale vplyv hybridizacie na naruSenie génového fondu Pinus
uliginosa je neznamy. KriziteI'nost medzi tymito dvoma druhmi bola analyzovana
v sympatrickej populacii v rezervacii Wegliniec v Pol'sku.

V prirode dochadza k tvorbe hybridov medzi druhmi v rdmci podrodu Haploxylon,
ako aj medzi druhmi podrodu Diploxylon. Avsak nebol zaznamenany pripad, kedy by
dochddzalo ku krizeniu medzi druhmi patriacimi do rozdielnych poddruhov.
Z genetického hladiska sa oba podrody rodu Pinus vyznacuju vzajomnou uplnou
reprodukénou izoldciou a dodnes nie je zaznamenany jediny existujuci pripad
medzidruhového hybrida rodi¢ovskych druhov, z ktorych jeden by patril do podrodu
Haploxylon a druhy do podrodu Diploxylon (Mirov, 1967; Kormutdk a Landkova,
1988).

1.6 Hybridné populacie druhov Pinus sylvestris L. a Pinus mugo
Turra

V podmienkach strednej Eurdpy hybridné populacie borovic tvoria blizko pribuzné
druhy Pinus mugo a Pinus sylvestris (Businsky, 1999). Zakladnym predpokladom pre
vznik medzidruhovych hybridov je dotykanie, resp. prekryvanie sa aredlov vyskytu
oboch spominanych druhov v kontaktnych zénach, ktoré sa nachadzaju v dvoch
hlavnych typoch biotopov — na raSeliniskach ataktiez na skalnych vybezkoch
najCastejSie vapencovych hornin casto sinverznym mikroklimatickym efektom
(Businsky, 1999). Na Slovensku su to lokality severnej Oravy Habovka, Tisovnica
a Suché Hora na raSeliniskach a lokalita ObSivanka na vapencovom podlozi. V ramci
strednej Eurdpy sa hybridy Pinus mugo x P. sylvestris vyskytuju vo Svajéiarsku (Net-
Sarqueda et al., 1988), Bulharsku (Dobrinov a Jaghizid, 1971) a v Pol'sku (Stazskiewicz
a Tyszkiewicz, 1969; Bobowicz et al., 2000).

Pinus sylvestris je vSeobecne rozsSireny druh, ktory je hlavnou zlozkou lesov
v Eurdpe a Azii. Pinus mugo je endemicky druh eurdpskych horskych oblasti a tiez sa
vyskytuje na raSeliniskach a mocariskach z postglacialnej periody (Critchfield a Little,
1966). V sympatrickych populaciach tychto druhov sa vyskytuju jedince so zmieSanym
fenotypovym charakterom. Stadium hybridizacie Pinus mugo a Pinus sylvestris boli

vykonané pomocou umelého krizenia. Tieto experimenty boli tiez vykonané na urcenie
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fylogenetickych vztahov medzi medzi druhmi borovic apre krizitelské zamery
(Kormut'ak a Landkova, 1988 ; Prus- Glowacki a Stephan, 1998).

Na overenie hybridného pévodu sadenic z kontrolného reciproéného krizenia medzi
Pinus mugo a Pinus sylvestris bol pouzity druhovo Specificky markér cpDNA z trnl-
trnF oblasti (Wachowiak et al., 2000). Bol dokdzany vel'mi nizky stupen krizite'nosti
medzi tymito dvoma druhmi. Pinus mugo ako maternalny jedinec a Pinus sylvestris ako
donor pel'u pocas trojrocného vyskumu boli schopné vyprodukovat’ iba tri zrelé Sisky, aj
to vSetky snevyvinutymi semenami (Wachowiak et al., 2005). V krizeniach, kde
vystupoval Pinus sylvestris ako materndlny jedinec, 70% SiSiek dospelo do zrelosti, ale
viacSina znich obsahovala prazdne alebo nevyvinuté semend. Az vroku 2001 sa
podarilo ziskat' Styri plné semena. Dve znich pochadzali z jedinca Pinus sylvestris
spolo¢ne s 254 prazdnymi semenami, kym ostatné dve spolu s 182 prazdnymi
semenami pochadzali z druhého jedinca. Krizenie medzi Pinus mugo ako donora pelu
a Pinus sylvestris ako semenného jedinca je teda mozné napriek nizkej efektivite tohto
procesu. Aj napriek absencii plnych semien v reciprocnom kriZzeni nie je vylucena
moznost’ hybridizacie, kedy bude vystupovat’ Pinus mugo ako semenny jedinec a Pinus
sylvestris ako donor pel'u.

Overenie hybridného charakteru prirodzenych hybridov Pinus mugo x P. sylvestris
bolo zistované analyzami cpDNA (Kormutak et al., 2001; Wachowiak et al., 2005),
ale tiez pomocou izoenzymovych markerov (Siedlewska a Prus-Glowacki, 1994;
Lewandowski et al., 2002; Manka, 2009), morfoldgie a anatomie ihlic a fenoldgie
reprodukénych orgénov (Stazskiewicz, 1996; Bobowicz et al., 2000).

Napriek tomu, Ze niektori autori sa priklanali k nazoru, ze medzi druhmi Pinus
mugo a P. sylvestris nemdze dochadzat k hybridizacii a vzniku hybridov pre ich
neprekryvajuce sa aredly a nerovnaky cas kvitnutia (Somora, 1981), je potvrdené, ZzZe
hybridné roje medzi vysSie uvedenymi taxénmi sa na Slovensku naozaj vyskytuja.
Podl'a Businského (1999) ku vzijomnému stretu populacii druhov Pinus mugo Turra
a Pinus sylvestris L. dochddza na lokalitdich s extrazondlnym vyskytom borovice
horskej pod jej hlavnym vySkovym pdsmom rozsirenia a extrazonadlnym vyskytom

Pinus sylvestris v smere nad pasmo jej hlavného rozsirenia.
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1.7  Fertilita, sterilita a inkompatibilita u medzidruhovych hybridov
rodu Pinus

V procese medzidruhovej hybridizacie dochddza ku kombinaciam vlastnosti
za vzniku takych vlastnosti organizmov, aké sa nevyskytuja u ¢istych druhov. Nové
kombindcie vlastnosti u medzidruhovych hybridov umoziuju vysSiu flexibilitu
a adaptabilitu potomstiev k réznym zmendm prostredia. Medzidruhova hybridizacia
vSak predpoklada absenciu prekdzok kriziteInosti medzi druhmi. Pri medzidruhove;j
hybridizacii vrode Pinus dochéddza Casto ktzv. nekrizitenosti. Inkompatibilita je
neschopnost’ sam¢ich a samic¢ich pohlavnych buniek dosiahnut’ oplodnenie. Zaklada sa
teda na neschopnosti urcitych gametickych spojeni , kedy sa v tychto kombinaciach
nevytvaraju normalne zygoty. Gamety vSak su uplne zivotaschopné a funkcieschopné
a v inej kombindcii tvoria normalne sa vyvijajice zygoty (Dubovsky a MarSalek, 1968).
Chira (1971) uvadza niekol’ko pricin nekriZiteInost- inkompatibility lesnych drevin:
Pri¢iny nekrizitel'nosti spdsobené vonkajsimi vplyvmi:

- Geograficka vzdialenost’

- Rozdielny cas kvitnutia generativnych organov

- Klimatické vplyvy
Priciny nekriZiteI'nosti vnttorné:

- Mechanické: rozlicna velkost' pel'u, mikropyly a oplodiiovacej komorky

- Stimulacné a inhibi¢né u€inky nucellusu na pel’ a opacne

- Rozdielnost’ v pocte a morfoldgii chromozdémov

- Neschopnost’ rastu pel'ového vrecuska na F'ubovolna dizku
Inkompatibilitu je nutné odliSovat’ od sterility, ktor sposobuje absolutna neschopnost’
oplodnenia prisluSnymi gametami. Krizenim mo6ze dochadzat’ aj k narusSeniu
adaptivnych schopnosti a hybridy, ktoré vznikaji mézu byt menej schopné ako
rodi¢ovské druhy. Greguss (1995) tvrdi, ze tito zniZzend schopnost’ krizenia sa navonok
prejavuje v znizenej tvorbe semien, vo zvySenej frekvencii abnormalnych alebo
podradnejSich semenacikov a v znizenej vitalite. Medzidruhové hybridy rastlin m6zu
byt podla Stebbinsa (1950) rozdelené do dvoch skupin. Tie, ktoré su schopné
produkovat’ Zivotaschopny pel asemend na urovni jedincov F1, alebo spidtnym
krizenim s rodiCovskymi druhmi atie, ktoré su sterilné s vynimkou prilezitostnej

produkcie allopolyploidnych derivatov.
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Zvycajne je sterilita medzidruhovej F1 generacie vysSia ako u vnutrodruhovych
hybridov, nemusi to vSak byt pravidlom. Charakteristickou Ccrtou —sterility
medzidruhovych hybridov je to, Ze je pritomnd vzdy aze sa relativne malo sa lisi
v zévislosti od toho, ktoré jedince zrodiCovskych druhov boli pouzité pri krizeni
(Stebbins, 1950).

Podl'a Stebbinsa (1950) tieZ sterilita znizuje, resp. redukuje vo vicSej ¢i mensej

miere reprodukénu schopnost’ hybridov v F1 generécii, aj ked sa sterilita neda
povazovat za charakteristicku vlastnost’ hybridov. Frekvencia hybridov u rastlinnych
druhov je vyssia hlavne vd’aka ich dlhovekosti a sposobom reprodukcie. U rastlinnych
skupin sa individudlne genotypy uchovavaju pocas roka vo vacsich mnozstvach a tiez sa
mozu §irit’ na vicSie tizemia. Preto st selekéné nevyhody relativne malej fertility pelu
a semien nizsie, ako u organizmov, ktorych genotypy maju limitovany Zivotny priestor
(Stebbins, 1950). Spravidla viacej pripadov spontannych hybridov sa vyskytuje
u viacro¢nych rastlin, ako ujednoro¢nych rastlin. Medzidruhové krizence aich
potomkovia maju zvicSa nizSiu biologicki zdatnost’ ako ostatni ¢lenovia populacie
a byvaju preto postupne eliminované z populacie prirodzenym vyberom. Niektoré gény
pochadzajuce od cudzieho druhu vsak vtomto genofonde zostani a mézu sa stat
v budtcnosti dolezitym zdrojom genetického polymorfizmu (Flegr, 2005).
Vznikom novych druhov a kriZenim jedincov patriacim k populdcidm na jednom tzemi,
alebo k populaciam, ktoré sa dotykaju, dochédza k vzniku medzidruhovych krizencov,
ktoré mozu oslabovat, alebo postupne stierat’ hranice medzi tymito populaciami.
Tomuto procesu vSak zabranuji prirodzené bariéry, ktoré st viac ¢i menej
rozpoznatelné. Nejde vSak len o geografické bariéry, ale aj o takzvané reprodukéno -
izola¢né mechanizmy. Podla Flegra (2005) vd’aka tymto mechanizmom existujii medzi
vznikajicimi druhmi vnitorné predzygotické a postzygotické reprodukéné bariéry.

Arnold (2006) definoval Styri trovne bariér, ktoré zabranuju toku génov ato
ekologickt, konkurenciu gamiet, zivotaschopnost’ hybridov a plodnost’” hybridov.
Napriek tejto klasifikacii bariér autor uvadza, ze tok génov medzi druhmi sa mdze
vyskytovat’ aj napriek vel'mi silnej reprodukénej izolacii. U druhov Pinus sylvestris
a Pinus mugo vyznamnu rolu zohrdva nerovnakd doba kvitnutia, vyskyt druhov
v rozdielnych nadmorskych vyskach, redukovany pocet semien a ich Zivotaschopnost,
ale aj rozdielne ekologické podmienky a urcita stagnacia v rdmcei vyvinovych §tadii.

Prig¢iny neplodnosti u hybridov teda moézu byt rozne. Casto dochadza

k nenormélnemu vyvinu pohlavnych organov, ato usamcich aj samicich jedincov.
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Ty¢inky nedozrievaju, pel'nice sa neotvaraji a zarodo¢né vaky maji znizenu schopnost’
funkcie. V inych pripadoch vznikaju hlavne poruchy meiotického cyklu (Dubovsky
a Marsalek, 1968). Poruchy v priebehu meidzy sa vyskytuju v pelovych materskych
bunkéach. Frekvencie poruch redukéného delenia suvisia s predCasnou separaciou
chromozdémov, vyskytom nesparovanych chromozémov a chromozémovych zlomov,
ako aj vyskytom portich vo formovani jadierka v $tadiu diad a tetrad.

V ramci rodu Pinus je viacSina ziskanych medzidruhovych hybridov zivotaschopna
arelativne fertilnd, aj ked sa medzi niektorymi druhmi vyskytuji prekazky ich
vzajomnej krizitelnosti (Sax, 1960). Neuspechy pri medzidruhovej hybridizacii su
sposobené embryologickymi poruchami. Ide hlavne o degeneraciu hybridného embrya
v §tadiu proembrya, resp. v jeho neskordich vyvinovych stadiach. Casto dochidza k
nepreniknutiu pelového vrecuska az k archegoniu, neschopnosti spermatického jadra k
oplodneniu a odumretiu zygoty v Stddiu proembrya. Mirov (1967) uvadza, ZzZe
neschopnost’ pelového vreciSka prerast nucellom vajicka je najvyznamnejSou

prekazkou uspesnej hybridizacie sympatrickych druhov borovic podrodu Diploxylon.

1.8 Poruchy rozmnoZovania v rode Pinus

Stromy su generacia sporofytu a nesii samcie a samicie SiStice. Samicie SiStice
predstavuji megasporofyl s dvoma vajickami. Vaji¢ko vyrasta z placenty a najskor sa
rozrasta nucellus s jednou vacSiou materskou bunkou megaspory. Po redukénom deleni
vznikaju 4 haploidné bunky, z ktorych iba jedna tvori sami¢i gametofyt. Megaspoéra sa
deli adéava vznik haploidnému pletivu- endospermu. V iiom sa v pripade borovic
zakladaju dve archegdnid, ktoré obsahuji velkt vaje¢ni a mala bunku (Bobak et al.,
1992). Samcie S$iStice st tvorené suborom mikrosporofylov, ktoré nesu dve
mikrosporangia- prasné puzdra s pelovymi zrnami. Po diferenciacii sa pelové zrna
uvolfiuju, roznasaji a uchytavaju na vajickach. Pelové vrectisko prerastd nucelleom,
dostava sa k vajecnej bunke, spyva s flou a vznikd zygota. Zo zygoty sa dalej vyvija
semeno.

U hybridov v rode Pinus sa v ramci poruchy oplodnenia a embryogenézy casto
vyskytuji prazdne anedokonale vyvinuté semend, Co suvisi s inkompatibilitou
a sterilitou hybridnych jedincov (Kormut'dk, 1974). Tvorba prazdnych semien bez
endospermu, resp. embryi moze mat’ vela pricin, nakol’ko vyvin embrya je dynamicky

proces, ktory sa mdze narusit’ v réznom §tadiu embryogenézy. Poruchy mozu nastat’ pri
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oplodneni avyvine vajicka, degeneraciou embrya pri vyvine semena aaj v case
embryogenézy. Samotna dizka vyvinu vajecnej bunky lesnych drevin sa odlisuje od
vyvinu pel'u. U borovic trva tento vyvin az 22 mesiacov (Chira, 1971). Aby mohlo dojst’
k splynutiu pohlavnych buniek, musi pelové zrno nakli¢it' a prerast az k samicej
gaméte. Opelenie nahosemennych rastlin sa odohrava priamo na vajicku. Po opeleni
mozno pozorovat v nucelluse rast pelového vrecuSka. Chira (1971) zistil, Ze na rast
pelového vrecuSka Cerstvého arok uskladneného pelu vplyva teplota. Vyssie stale
1 premenlivé teploty nepriaznivo ovplyviiuju klicenie pel'u borovic. Aj rozli¢cna velkost’

pel'u je jedna z pricin nekriziteInosti pri medzidruhovej hybridizacii v rode Pinus.
1.9 Chloroplastova DNA (cpDNA)

Geneticky materidl rastlinnych buniek je lokalizovany okrem jadra aj
v mimojadrovych Strukturach, mitochondridch a chloroplastoch. Podla
endosymbiotickej tedrie sa obe tieto organely vyvinuli z prokaryotickych buniek, ktoré
si vytvorili z hostitel'skou bunkou symbioticky vztah, priCom si vSak zachovali svoj
genom a funkcie. V pripade chloroplastov ide o vyuZivanie energie slnecného svetla
k syntéze organickych molekul z vody a oxidu uhli¢ité¢ho v procese fotosyntézy.
Chloroplastovda DNA (cpDNA) je tvorena kruhovou molekulou. U vyssich rastlin

sa velkost typickej cpDNA pohybuje vrozmedzi od 120 do 160 kb (Snustad
a Simmons, 2009). Krupkin et al. (1996) uvadza pre druhy Pinus sylvestris a P.
ponderosa dizku cpDNA 120 kb. Podet molekiil cpDNA v bunke zavisi od poétu
chloroplastov a po¢tu molekul cpDNA v chloroplastoch. Podl'a Rosypala (1983) st na
cpDNA obvykle lokalizované tieto gény:

- Gény prepisované do 30 az 40 druhov tRNA a 1 az 5 druhov rRNA

- Asi 20 génov kodujucich ribozomoveé proteiny

- 3 gény kodujuce podjednotky komplexu ATP-azy

- Gén kodujuci vel’ky protomér ribuldza- 1,5 bisfostatkarboxylazy

- Gény kodujuce elongaéné faktory EF-G a EF-T

- Gény kodujuce tri protoméry cytochromu b/f

- Gény kodujtce niektoré polypeptidy fotosystému I a II
Celkovo bola doposial’ ur¢end kompletna sekvencia viac ako 100 molekal cpDNA
(Snustad a Simmons, 2009). Vacsina molekul cpDNA nesie par vel’kych invertovanych

repeticii, ktoré obsahuju gény pre rRNA.
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Vyvoj funkénych chloroplastov zavisi na expresii jadrovych, ako aj chloroplastovych
génov. Aby mohli byt plastidy nositeI'mi vlastnej genetickej informécie, musi byt
aspon niektora ich zlozka kontinuitnd, t.j. vznikat’ z plastidov a prenaSat’ sa z plastidov
do plastidov, z bunky do bunky a z generacie do generacie. Plastidy sa nachadzaju i vo
vajcovej bunke a niekedy aj v pel'ovom zrne (Hraska et al., 1990). Chloroplasty sa dedia

vacSinou maternalne, v pripade ihlicnanov vSak paternélne.

1.10 Markery cpDNA

Geneticky marker je znak, ktory sluZi na hodnotenie genetickej premenlivosti.
ZvycCajne sa vyuzivaji genomové markery, teda markery jadrovej, mitochondrialnej
a chloroplastovej DNA. Genetické markery mozu byt pouzité pri Studiu genetiky
organizmov, vratane stromov, na Urovni jednotlivych génov. White at al. (2009)
rozdel'uji DNA markéry do dvoch zakladnych skupin:

- DNA markery zalozené na DNA- DNA hybridizacii

- DNA markery zalozené na amplifikacii DNA sekvencii za pouzitia PCR

Restrikéné fragmenty organelovych genomov (cpDNA a mtDNA) sa osvedc¢ili ako
vyznamné nastroje vo vyskumoch systematickej pribuznosti ako aj prirodzenej
introgresie pri viacerych druhoch ihli¢nanov (Kondo et al., 1986; Wang et al., 2001;
Chen et al, 2002; Song et al., 2003; Kormutdk et al, 2001, 2005, 2008).
Komplementarna vlastnost’ bazového parovania umoznila rozvinut’ metddy, pri ktorych
moze byt pouzity na odhalenie polymorfizmov v sekvencnych homoldégoch maly usek
DNA . Geneticky systém vyuzivajici tento pristup sa nazyva detekcia polymorfizmu
dizky restrikénych fragmentov (RFLP) (White et al. 2009). Tato technika bola
pouzivand aj pri $tadiu dedenia cpDNA u ihli¢nanov. RFLP markéry su segmenty
DNA, ktoré¢ sa lisSia medzi druhmi v dosledku vyskytu mutacii v DNA. Markery mézu
byt vyuzité jednak ako genetické markery naznacujuce dedenie znakov viazanych na
cpDNA na potomstvo pri vnutrodruhovych ¢i medzidruhovych krizeniach ana
posudenie rozsahu genetickej variability cpDNA (Strauss et al., 1989). PCR- RFLP je
aplikacia Standardnej PCR na zistenie mutacie v sekvencii PCR produktu , ktora vedie
k zmene restrikéného miesta. UrCity isek DNA, v ktorom sa nachddza zndma mutécia,
meniaca restrikéné miesto amplifikuje apotom sa produkt Stiepi restrikénou
endonukleazou. Pritomnost’ mutacie, teda vznik alebo zanik restrikéného miesta sa

prejavi pritomnostou fragmentov odlisnej dizky (Bauerova et al., 2008). Chloroplastovy
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genom je relativne maly, ¢o umoziuje Stiepenie tohto gendmu pomocou restrikénych
endonukledz a klonovanie jednotlivych casti genému. Restrikéné endonukledzy
(restriktdzy) rozoznavaju Specifické nukleotidové sekvencie na DNA a pri ndjdeni tejto
sekvencie Stiepia obe vlakna DNA (Bauerova et al., 2008).

DNA rastlin je mozné ziskat’ zo zivych i mftvych pletiv, pricom pre vacsSinu analyz
zalozenych na DNA markeroch st potrebné len nanogramové mnozstva DNA (Parker et

al., 1998).

1.11 Vyuzitie cpDNA pri hodnoteni hybridizacie a introgresie v rode
Pinus

V porovnani s jadrovym gendémom, chloroplastovy gendm pocas evollcie
podliehal omnoho pomalSiemu vyvoju, je menej zlozity a preto umoznuje sledovanie
fylogenézy mnohych druhov. Na rozdiel od jadrového gendému su genomy
chloroplastov haploidné, uniparentalne dedené a nepodliehajii sexudlnej rekombinacii.
Kedze rychlost’ mutécii chloroplastovych génov v ¢ase je pomalsia ako rychlost’ mutacii
génov jadrovej DNA, poradie génov v cpDNA je vysoko stabilné. V rode Pinus bola
pozorovana zna¢na genetickd diverzita cpDNA. Pretoze chloroplastové gény sa
vyznacuju pomalou sekvenénou evoluciou, gény ako rbcL, psbA, psbD a mnohé d’alSie
gény kodujtce rozdielne tRNA su ¢asto pouzivané pre fylogenetické stidium (Frascaria
et al., 1993).

Variabilita  sekvencii  chloroplastovej DNA bola zistendA na zaklade
elektroforetického Studia réznych fragmentov cpDNA po pdsobeni restrikénej
endonukledzy, ¢o umoziuje okrem in¢ho aj urcenie taxonomického postavenia jedincov
blizko pribuznych druhov a hybridov v oblastiach, kde sa prekryvaju arealy vyskytu
viacerych druhov ihlicnanov. U védcSiny nahosemennych rastlin s maternalne
a paternalne dedené cytoplazmatické markéry ukazovatal'mi distriblcie semien a pelu.
Oba cytoplazmatické gendmy su nerekombinantné haplotypy a maji pomalé tempo
evolucie sekvencii, ¢o umoziuje lahka selekciu druhovo — Specifickych markérov
anasledné rozliSenie rodicovskych druhov (Wolfe et al., 1987). V stfasnosti maju
molekuldrne markéry najlep$i predpoklad byt prostriedkom pre analyzu nejasnych
pripadov introgresie (Rieseberg et al., 1988; Doebley, 1989). Paterndlne prendsané
cpDNA markéry mozu byt’ pouzité na identifikaciu hybridnych jedincov a zhodnotenie

stucasnych reprodukénych bariér medzi Cistymi druhmi. U vicSiny nahosemennych
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rastlin je plastidovy gendm dedeny paterndlne. Aplikacia druhovo diagnostickych
cpDNA markérov v analyzach haplotypov rodi€ovskych jedincov aF1 generdcii sa
pouziva na odhalenie kriZzenia medzi druhmi, ¢i uZz jednotlivo alebo v kombinacii
s inymi ukazovatel'mi.

Song et al. (2003) sa zaoberali analyzou sekvencie a restrikéného miesta paternalne
dedeného chloroplastového rbcL génu a maternalne dedené¢ho mitochondrialneho génu
nadl zrovnakej skupiny populacii ajedincov medzi Pinus tabulaeformis a Pinus
yunnanensis. Skimali otcovské zlozenie populacii Pinus densata zalozenej na sekvencii
chloroplastového rbcL génu. Boli najdené dve variabilné miesta a tri chlorotypy na
rbcL  géne. Pinus densata zahtiia tri chlorotypy, pricom dva (TT, GC) su
charakteristické pre rodicovské druhy. Treti chlorotyp (TC), bol zna¢ne rozsireny v 7
z 10 analyzovanych populacii Pinus densata. Moze predstavovat’ mutacny typ, alebo
mohol byt ziskany zvyhynutych rodicov. U rodi¢ovskych druhov chybal. Jeho
extenzivnu distribuciu vysvetl'uja Song et al. (2003) Styrmi hypotézami.

1. Chlorotyp TC mdze pochadzat’ z cpDNA povodného otca. V tomto pripade by
starootcovské jedince z populacii Pinus tabulaeformis a Pinus yunnanensis museli
obsahovat’ TC chlorotyp, o vSak absencia tohto typu v sti¢asnych populaciach tychto
druhov robi tito hypotézu malo pravdepodobnou. TC chlorotyp vyskytujici sa u par
jedincov v okrajovych populaciach Pinus yunnanensis je pravdepodobne vysledkom
spatného krizenia medzi Pinus densata a Pinus yunnanensis.

2. Tento chlorotyp moze byt vysledkom intermolekuldrnej rekombinacie medzi
chlorotypmi TT a GC, ¢o je vSak tiez nepravdepodobné, nakolko chloroplasty sa
nededia biparentalne a aj rekombinéacie cpDNA st vel'mi ojedinelé.

3. Chlorotyp mohol byt ziskany od inych, uz vyhynutych druhov, ktoré sa podielali
na speciacii druhu Pinus densata. Pri analyze cpDNA — RFLP Wang a Szmidt (1994)
nasli existenciu nového chlorotypu v kazdej analyzovanej hybridnej populacii.

4. Chlorotyp TC moze byt produktom mutacie.

Distribucia chlorotypov spolu s mitotypmi indikuje, Ze vyznamny zakladajtci efekt
a spitné krizenia sa odohrali pocCas zalozenia populacie hybridnej borovice. Tak Pinus
tabulaeformis ako aj Pinus yunnanensis sa prejavovali ako matersky, aj ako otcovsky
druh, ¢o znamend, Ze v minulosti existoval obojsmerny génovy tok medzi dvoma
rodi¢ovskymi druhmi.

Introgresivnu hybridizaciu medzi druhmi Pinus taeda L. a Pinus echinata Mill

popisuje Chen et al. (2002), ktori pouzili kombinovany pristup pri skumani
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hybridizacie medzi oboma druhmi, zahriiujuci morfologické znaky, alozymovy markér
IDH, paternalne dedeny cpDNA markér a SSR markéry.

Dedi¢nost’ zalozena na chloroplastovych gendémoch Pinus echinata Mill., Pinus
taeda L. a Pinus elliotti Engelm. bola skimand prostrednictvom analyzy polymorfizmu
medzigénovej oblasti trnl-trnF. Medzi tymito tromi blizko pribuznymi druhmi sa
uvedeny segment cpDNA znacne odliSuje (Chen et al., 2002). Nativna
polyakrylamidova elektroforéza trnL-trnF’ medzigénovej oblasti dokazala, Ze hybridy
F1 generacie z krizenia medzi Pinus elliotti (semend ) a Pinus echinata (pel’ ) vykazuju
profil Pinus echinata, ¢im sa potvrdilo, Ze chloroplastovy genom je u druhov rodu Pinus
dedeny paternalne.

Zhodnotenim reprodukénych bariér medzi blizko pribuznymi druhmi v rode Pinus
s pouzitim DNA markérov sa zaoberali Wachowiak et al. (2005). Hypotéza prirodzenej
hybridizacie bola testovand umelym krizenim, pricom DNA markéry boli navrhnuté na
overenie uspesSnosti umelej hybridizacie. Tieto experimenty boli tiez pouZzité na
stanovenie dedic¢nosti fenotypovych znakov zahrilujucich rezistenciu na patogény
(Kormut'ak a Landkova, 1988; Prus- Glowackia a Stephan, 1998). Kontrolné krizenie
medzi 12 klonmi Pinus montana var. rostrata (z komplexu Pinus mugo) a 6smymi
klonmi Pinus sylvestris odhalilo, ze len dva jedince Pinus sylvestris Gspesne oplodnili
Pinus montana (Wachowiak et al., 2005). I8lo o medzidruhové kriZenie a v pripade
Pinus sylvestris aj o vnitrodruhové krizenie. Na overenie druhovej ¢istoty rodicovskych
klonov boli pouzité dva druhovo diagnostické cpDNA markéry, ato Dral restrikéné
miesto polymorfizmu v trnl- trnF oblasti (Wachowiak et al., 2000) a mikrosatelitna
oblast’ Pt 41093, ktort charakterizoval Vendramin et al. (1996). Tymito markérmi bolo
jednoznacne potvrdené, ze vSetky materské jedince Pinus montana patria do komplexu
Pinus mugo. Toto potvrdzuje ich druhovu dCistotu, ako aj blizke genetické vztahy
v komplexe mugo. Sest’ klonov Pinus sylvestris nieslo o¢akavany haplotyp Pinus
sylvestris. Dva klony Pinus sylvestris, ktoré uspeSne oplodnili Pinus montana vykazali
chloroplastovy haplotyp komplexu Pinus mugo. Vysokd polymorfnost cpDNA
mikrosatelitnych markérov u rodi¢ov a potomstva vylucila kontaminaciu cudzim pelom
a potomstvo vSetkych kombinacii krizenia mo6zu byt jednoznacne priradené
k jednotlivym donorom pel'u. Wachowiak et al. (2005) usudili, Ze dva klony uspesné
v krizeni reprezentuju fertilné hybridy medzi dvoma druhmi, pricom Pinus mugo je

donorom pelu.
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Polymorfizmus medzi Pinus uliginosa a Pinus sylvestris bol odhaleny v trnF-trnL
oblasti cpDNA. PCR- RFLP analyza jedincov Pinus uliginosa z dvoch izolovanych
populécii odhalila Dral restrikéné miesto v tejto oblasti (Wachowiak et al., 2005)
naprieck tomu, Ze v prdchddzajucich vyskumoch sa Dral restrikéné miesto
nevyskytovalo vramci v trnF-trnl oblasti cpDNA (Wachowiak et al., 2000).
Vzhl'adom na to, Ze cpDNA sa prenaSa u Pinaceae paternalne, vyvinuty PCR- RFLP
marker je pouzitelny na identifikdciu taxonov zcastnenych na fertilizacii.
Premenlivost’ v druhovej diagnostike cpDNA haplotypov sadenic a rodicovskych
jedincov bola naznacovana aj u Pinus uliginosa, aj u Pinus sylvestris. Bolo to sposobené
recipronou  hybridizaciou medzi druhmi aprodukciou hybridnych semien
v analyzovanej populacii. Hoci sa hybridizdcia medzi Pinus uliginosa ako donorom
pelu a Pinus sylvestris ako semenného jedinca javila ako obmedzend, bolo njdenych
viac ako 2% hybridov v analyzovanej skupine potomkov Pinus sylvestris. Nizka
frekvencia hybridizacie vytvara moznost, ze hybridné jedince sa mdzu vyskytovat
v sympatrickych populaciach tychto druhov. Analyza cpDNA a biometrické §tadia
vykazovali druhovu Cistotu u analyzovanych rodi¢ovskych jedincoch Pinus uliginosa.
A predsa je moznd existencia neobjavenych hybridnych jedincov v blizkom okoli
rezervacie. V analyzovane] populédcii teda prebieha ojedinela hybridizacia medzi
druhmi, menej obmedzena je ak Pinus sylvestris vystupuje ako semenny jedinec
a génovy tok medzi nimi je mozny v oboch smeroch. Medzidruhové bariéry zamedzuju
hybridizacii, teda pel'ové krizenie nepredstavuje nebezpecenstvo narusenia genofondu
Pinus uliginosa.

Sympatrické populacie druhov Pinus mugo a Pinus sylvestris v strednej Eurdpe
boli podrobené analyzam cpDNA, ktoré potvrdili hybridny pdvod semien
a prebiehajucu introgresiu na zdklade Specifickych cpDNA markérov (Wachowiak et

al., 2005a, 2005b, 2006a, 2006b, 2008; Kormut'ak et al., 2001, 2005, 2008).
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2 CIEL PRACE

Hlavny ciel' prace spociva v definovani rozsahu introgresivnej hybridizacie
predpokladanych hybridnych rojov na lokalitach Habovka a ObSivanka na zaklade
vyuzitia druhovo- Specifickych markérov cpDNA Pinus sylvestris a Pinus mugo.

V spojitosti s hlavnym cielom v praci posudzujeme Zivotaschopnost’ pelu
hybridnych rojov na lokalitach Habovka, Suchd Hora a Tisovnica a na kontrolnych
rodicovskych populacidch na lokalitich Hrustin a Vratna dolina. V ramci
Zivotaschopnosti pel'u sa zameriavame hlavne na hodnotenie kli¢ivosti a meranie dizky

pelovych vrecuSok kli¢iacich pelovych ztn.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Struéna charakteristika lokalit vybranych na hodnotenie
intogresie

V préci sme sa zamerali na vybrané populacie borovice horskej (Pinus mugo Turra)
a borovice lesnej (Pinus sylvestris L.) a ich predpokladané hybridné roje. Boli pouzité
jedince hybridnych rojov na lokalitich severnej Oravy, konkrétne na raselinisku v
Habovke — Medzi Bormi (Obrazok 1) ana vapencovom podklade na Obsivanke pri
Terchovej (Obrazok 2). Ako kontrolné populécie boli pouzité populacia kosodreviny
Pinus mugo z lokality Rohace v Zapadnych Tatrach (Obrazok 3) a kontrolna populécia
Pinus sylvestris lokality Hrustin (Obrdzok 4). Zoznam a lokalizacia sledovanych lokalit

st uvedené v Tabulke 3.

. -

Obrazok 2: Lokalita Obsivanka (Kormut'ak, 2009)
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Tabulka 3: Zoznam lokalit vybranych na hodnotenie intogresie a ich umiestnenie

Obrazok 4: Lokalita Hrustin (Kormut'ak, 2009)

Druhy/ Nadmorska Zemepisna Zemepisna
Lokalita ]
Hybridy vyska (m n.m.) Sirka dlzka
P. sylvestris Hrustin 800 49°19' 52" 19°20' 53"
P. mugo Rohace 1 600 49° 12' 27" 19° 44' 30"
Hybridny roj Habovka 815 49° 16' 25" 19°37' 14"
Hybridny roj Obsivanka 1172 49° 14' 45" 19°01' 24"

3.2 Sledovanie introgresie u predpokladanych hybridnych populacii
pomocou segmentu cpDNA trnV-trnH

Pri molekularnej diagnostike jedincov z kontrolnych populécii sa ako material

pouzili Cerstvo vyraSené ihlice, ktoré boli po zbere v jarnom obdobi 2010 zmrazené pri
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teplote -80°C az do ich laboratérneho spracovania. Z oboch kontrolnych populécii sme
analyze podrobili po 10 jedincov.Na lokalite Habovka sme podrobili analyze 10
jedincov, zatial' co na lokalite Obsivanka 19 jedincov. DNA ihlic sme pouzivali pri
ur¢ovani haplotypov jednotlivych stromov. Z uvedenych jedincov sme v jesennom
obdobi 2010 zozbierali aj zrelé Sisky, ktorych embrya sme pouzili pri uréovani rozsahu
introgresivnej hybridizacie a to na zaklade porovnania haplotypov cpDNA prisluSného
materského jedinca a haplotypov jeho embryi. Celkovo sme pouzili 10-15 embryi/

strom.

3.2.1 Extrakcia DNA z ihlic
Ihlice sluzili ako vychodiskovy material pri extrakcii DNA, ktora sme uskuto¢nili
pomocou CTAB metody podl'a Murray a Thompson (1980):
e 0,5 gihlic sa rozdrvi v tekutom N,
e po pridani 7 ml extrakéného pufru sa ihlice zhomogenizuju, homogenat sa
prefiltruje cez Miracloth
e centrifugacia pri 12 500 rpm/20 min./4°C
e resuspendacia sedimentu v 350 pl reuspendacného pufru, po pridani 25 pl 20%
sarkosylu inkubécia 45 minut pri izbovej teplote
e po pridani 70 ul SM NaCl premiesanie, nasledné pridanie 55 pl 8,6% CTAB,
premieSanie a inkubacia 30 minut pri 65°C
e po pridani 600 ul zmesi chloroform-izoamylalkohol v pomere 24:1 premieSanie
e centrifugacia /10 min./4°C
e po opitovnom pridani 600 ul zmesi chloroform-izoamylalkohol v pomere 24:1
premieSanie
e pridé sa 400 pul izopropanolu (-20°C)
e centrifugéacia pri 12 000 rpm/10 min./4°C
e po pridani 1 ml 10 mM octanu amonného v 76% EtOH sa zmes neché stat’ pri
izbovej teplote 1 az 2 hodiny
e centrifugéicia pri 12 000 rpm/10 min./4°C
e Kk zrazenine sa pridd 1 ml 70% EtOH, premiesa sa a necha stat’ 10 minut
e centrifugacia pri 12 000 rpm/10 min/4°C, supernatant sa zleje a SpiCkou sa
odsaje EtOH

e otvorené eppendorfky sa nechaju 5-10 minut vysusit’ pri 60°C
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e zrazenina DNA sa rozpusti v 100 pul TE pufru s obsahom RNA-zy pri teplote
37°C pocas 30 minut a nasledne cez noc v chladnicke

Extrakény pufor: 50mM Tris-HCI, pH 8,0 sobsahom 300mM sorbitolu; 5SmM
EDTA.Na,; 10% PEG 3350; 0,1% BSA; 0,1% 2-merkaptoetanolu; 0,1% spermidinu;
0,1% sperminu
Resuspendaény pufor: S0mM Tris-HCI, pH 8,0 s obsahom 350mM sorbitolu; 25mM
EDTA.Na, a 0,1% 2-merkaptoetanolu
TE-pufor: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

3.2.2 Extrakcia DNA z embryi
Na izolaciu DNA zembrii sme pouzili jedince hybridnych rojov Habovka
a Obsivanka a jedince z kontrolnych lokalit Hrustin (P. sylvestris) a Rohace (P. mugo).
Samotna izolacia bola vykonana pomocou izolaéného kitu SiMax™ Genomic DNA
Extraction kit (SBS Genetech Co., Ltd., Peking) podl'a protokolu izolacie genomicke;j
DNA z rastlinnych pletiv:
e embryo extirpované z kli¢iaceho semena sa zhomogenizujev 0,5 ml CTAB
extrakénom pufri, predhriatom na 65°C vo odnom kupeli
e homogenat sa inkubuje 20 minut pri 65°C vo odnom kupeli a potom sa k vzorke
prida1l ml GN binding pufru
e po premieSani sa vzniknutd hornd zmes prenesie do komplexu Miniprep spin
tube/Collection tube
e po 5 minutach statia centrifugacia 30 sek. pri 13 000 rpm, tekutina z Collection
tube sa odstrani
e zvySok lyzatu sa znova prenesie do rovnakej spin kolonky, po 5 minttach statia
centrifugacia 30 sek. pri 13 000 rpm, tekutina z Collection tube sa opat’ odstrani
e do spin kolonky sa prida 0,5 ml Washing pufru, centrifugacia 30 sek. pri 13 000
rpm, krok sa opakuje 2 krat, preteCeny Washing pufer sa vzdy odstrani
e centrifugacia 30 sek. pri 13 000 rpm
e spin kolonka sa vlozeni do novej 1,5 ml mikroskimavky a neché sa postat’ 3
min. s otvorenym vekom
e do stredu spin kolonky sa prida 50 pl TE pufra predhriatom na 65°C vo odnom
kuapeli
a nechd sa postat’ 3 min. pri izbovej teplote

e centrifugécia 1 min. pri 13 000 rpm

38



e izolovand DNA je vhodna na d’alSie spracovanie (PCR-RFLP)
CTAB extrakény pufor: 10 ml 1 mol/L Tris-HCI (pH 7,6), 14 ml 5 mol/L EDTA (pH
8,0); 1g DTT a 1g CTAB, H,0

3.2.3 PCR-RFLP analyza

PCR umoznuje selektivhe namnoZenie, resp. amplifikdciu poZadovaného useku
DNA in vitro do miliénového poctu kopii. Amplifikdcia DNA v PCR je cyklicky
proces, v ktorom sa 20 az 40 krat opakuju tri zékladné kroky: denaturacia dvojvlaknovej
DNA, hybridizacia- pripojenie primerov, resp. annealing primerov a polymerizécia,
syntéza novych vlakien. PCR RFLP sa vyuziva na detekciu polymorfizmov
v amplifikovanej DNA. U jedincov kontrolnych populécii ihybridnych rojov sme
analyzovali cpDNA ihlic a nasledne aj cpDNA embryi. Segment #nV-trnH cpDNA
sme amplifikovali pomocou PCR za pouzitia primerov o sekvencii 5'-
GCTCAGCAAGGTAGAGCACC-3"a 5'-CTTGGTCCACTTGGCTACGT-3"(Parducci
a Szmitd, 1999). VSetky PCR reakcie prebiehali v 25ul reakénej zmesi, ktora
pozostavala z 10 x PCR pufra (200 Mm Tris-HCIl, pHS8,4, 500 mM KCl); 1,5mM
MgCl,; 64uM dNTP; 0,8 mM jednotlivych primerov; 1U Taq- polymerazy
(Finnzymes) a 15-20 ng DNA.
Amplifikdcia segmentu prebiehala v termocykléri BIOMETRA pri 35 cykloch s
pouzitim daného teplotného profilu:

94°C 4 min. — pociato¢na denaturacia

93°C 1 min. — denaturacia

56°C 1 min. (cpDNA) — annealing

72°C 2 min. — extenzia, syntéza vldkna DNA

72°C 10 min. — ukoncenie syntézy vlakna DNA
PCR produkt segmentu #rnV-trnH cpDNA  sa nasledne podrobil Stiepeniu

endonukledzou Hinfl.

3.2.4 Elektroforéza

Uspesnost’ amplifikacie sa overila nanesenim 3u PCR produktu na 1% agardzovy
gel s obsahom EtBr (0,5 mg. MI™") a naslednou elektroforézou v 1x TAE alebo TBE
pufri, pH 8,0. Elektroforéza je fyzikalno-chemicka metdda, ktord slizi na separaciu
latok nesucich elektricky naboj. Pomocou UV svetla svlnovou dizkou 360 nm
aporovnanim so Standardnym 1 kb markérom (Eurogentec) sa urcila velkost

amplifikovanych fragmentov, ktoré sa nasledne podrobili Stiepeniu pomocou
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endonukledzy Hinfl. Vzniknuté fragmenty sa elektroforeticky odseparovali v 2,5%
agarézovom géli, pripadne aj pomocou PAGE v 8% polyakrylamidovom géli. Gély sa

po vyfarbeni etidium bromidom (EtBr) fotograficky zdokumentovali.

3.3 Struéna charakteristika lokalit vybranych na hodnotenie
Zivotaschopnosti pel’u

Pri stanoveni zivotaschopnosti pel'u sme pouzili pel’ z predpokladanych hybridnych
populacii Habovka, Sucha Hora (Obrazok 5) a Tisovnica a z kontrolnych populacii
Pinus sylvestris v HruStine a Pinus mugo z lokality Kraviarske vo Vratnej doline

(Obrazok 6). Zoznam a lokalizacia sledovanych lokalit su uvedené v Tabulke 4.

Obrazok 5: Lokalita Sucha Hora (Kormutak, 2009)

Obrazok 6: Lokalita Vratna dolina (Kormut'ak, 2009)
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Tabul’ka 4: Zoznam lokalit vybranych na hodnotenie Zivotaschopnosti pelu a meranie dizky pelovych

vrecusok

Druhy/ . Nadmorska Zemepisna Zemepisna

Hybridy Lokalita vyska (m n.m.) Sirka dizka
P. sylvestris Hrustin 800 49°19' 52" 19°20' 53"

P. mugo Vratna dolina 1230 49°13' 20" 19° 02' 05"
Hybridny roj Habovka 815 49° 16' 25" 19°37' 14"
Hybridny roj Suché Hora 765 49° 23' 20" 19°47' 11"
Hybridny roj Tisovnica 810 49° 20" 32" 19°45' 51"

3.4 Stanovenie Zivotaschopnosti pel’u v predpokladanych
hybridnych populaciach

V kontrolnych populaciach bol pel’ zozbierany z 21 jedincov P. sylvestris (Hrustin)
a 20 jedincov P. mugo (Vratna dolina). Pocet jedincov hybridnych populacii, z ktorych
bol zozbierany pel ¢inil 21 v Habovke, 19 v Suchej Hore a 21 v Tisovnici. Pel'’ bol
zozbierany v obdobi 30.5.- 8.6. 2011 a po vysuseni a preosiati bol uskladiiovany pri -
20°C. Po tyzdiiovom uskladneni sme zacali s testovanim jeho kvality, a to nakli¢ovanim
in vitro na kultivanom médiu s 1,5 % agarom a 10% obsahom sachardzy pri 25-
26°C, po dobu 48 hodin. Kazdi vzorku (jedinca) sme vyhodnotili v trojndsobnom
opakovani za pouzitia 100 pelovych zfn kazdého opakovania pri hodnoteni kliCivosti
a 30 pelovych zin pri hodnoteni dizky pelovych vrecusok. Sledovali sme vitalitu pelu

a dynamiku kli¢enia pel'u. Meranie sa uskuto¢nilo mikroskopicky na vzorkach pel'u z

jednotlivych stromov kazdej sledovanej populacie pri zvacseni 10 x 7.

3.5 Statistické vyhodnotenie vysledkov

Porovnavacia analyza ziskanych vysledkov z hodnotenia ukazovatelov fertility
predpokladanych hybridnych rojov apopulacii rodi¢ovskych druhov sa vykonala
jednouroviiovou a dvojaroviiovou variacnou analyzou (ANOVA) s vyuzitim softvéru

Prism5 (GraphPad Software, Inc.).
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4 VYSLEDKY

4.1 Overenie introgresivnej hybridizacie u predpokladanych
hybridnych populacii pomocou segmentu cpDNA trnV-trnH

Molekularny dokaz prebiehajucej introgresie medzi druhmi Pinus sylvestris a P.

mugo na dvoch predpokladanych hybridnych lokalitach severného Slovenska bol
vykonany pomocou PCR-RFLP analyzy cpDNA.
PCR-RFLP analyza cpDNA zahfniala 10 jedincov predpokladaného hybridného roja
Habovka (100 embryi) a 19 jedincov predpokladaného hybridného roja Obsivanka (185
embryi) spolu s 10 jedincami kontrolnej populacie Pinus mugo z lokality Rohace (100
embryi) a 10 jedincami kontrolnej populacie Pinus sylvestris z lokality Hrustin (153
embryi). Molekuldrna analyza sa zakladala na paterndlnom sposobe dedenia cpDNA
u ihlicnanov a na druhovo-Specifickych restrikénych profiloch segmentu cpDNA trnV-
trnH. Jednotlivé haplotypy predpokladanych hybridnych populacii boli porovnavané s
charakteristickymi haplotypmi rodiCovskych druhov Pinus mugo a Pinus sylvestris.
Vysledkom amplifikacie trnV-trnH segmentu cpDNA bol PCR produkt o velkosti
2560 bp (Obrazok 7).

Obriazok 7: PCR produkty ziskané pomocou primera cpDNA (1-3); m- marker (Kormut'ak, Brana, 2011)

PCR produkt po Stiepeni endonukleazou Hinfl produkoval dve rozdielne restrikéné

spektra, ktoré sa lisili pritomnost'ou fragmentu o velkosti 680 bp pri druhu P. sylvestris,
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kym restrikéné spektrum P. mugo vykazovalo iba pritomnost’ fragmentu o vel'kosti 700

bp (Obrazok 8 a 9).

bp m PCRP PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

Obrazok 8 : PCR produkt a restrikéné profily trnV-truH / Hinf 1 13 jedinov s haplotypom P. mugo;
PCRP- PCR produkt, PM- Pinus mugo, m- marker (Kormut'ak, Brana, 2011)

1000

A el e et T —

500

PS PM PS PM PM PM PM PM PM

Obrazok 9 : Restrikéné profily trnV-trnH / Hinf1 14 jedincov s haplotypom P. sylvestris a P. mugo; PS-

Pinus sylvestris, PM- Pinus mugo, m- marker (Kormut'ak, Brana, 2011)

Nakol'ko sme medzi semenami toho istého jedinca rozliSili embrya s haplotypom Pinus
sylvestris, ako aj embrya s haplotypom Pinus mugo, vysledky restrikénej analyzy
jednoznacéne potvrdili prebiehajuci proces introgresie medzi druhmi P. sylvestris a P.
mugo na oboch lokalitdich predpokladanych hybridnych rojov v Habovke a Obsivanke.
Proces introgresie prebieha na sledovanych lokalitach v oboch smeroch, ked’ze embrya
vykazovali znaky vnutrodruhovej, ako aj medzidruhovej hybridizacie. Na zéklade

percentualneho podielu hybridnych embryi P. sylvestris x P. mugo a P. mugo x P.
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sylvestris sme zistili, ze proces spontannej hybridizacie je intenzivnejSi na lokalite
Habovka (45,00 — 11,25 %) ako na lokalite Obsivanka pri Terchovej (2,85 — 30,00 %).
Na lokalite Habovka je vacsi tok génov v smere P. sylvestris x P. mugo, Cize na tejto
lokalite sa vyskytuje viacero hybridnych jedincov P. sylvestris x P. mugo (45%).
Naopak, na lokalite Obsivanka je tok génov vissi v smere P. mugo x P. sylvestris (30%
jedincov). Paterndlny charakter dedenia cpDNA ilustrovany restrikénymi profilmi #nV-
trnH/ Hinfl u materského jedinca P. sylvestris a otcovského jedinca P. mugo aich

hybrid su zndzornené na Obrazku 10.

Obrazok 10 : Paternalny charakter dedenia cpDNA u ihli¢nanov ilustrovany restrikénymi profilmi #7n'V-
trnH/ Hinfl u materského jedinca P. sylvestris (PS) a otcovského jedinca P. mugo (PM)
a ich hybrid (H), m — markér (Kormut'ak, Brana, 2011)

Tabul’ka 5: Tok génov medzi P. mugo a P. sylvestris v hybridnych populdciach Habovka a Obsivanka

a v kontrolnych populaciach Hrustin a Rohace

Jedinec Celkovy pocet | Haplotyp embryi | Hybridné
Lokalita | Rok Halot Poce | analyzovanych P. p embrya
PIOtyP t embryi sylvestris |~ mugo (%)

P.
Habovka |2010 |sylvestris 2 20 11 9 45
P. mugo 8 80 9 71 11,25

P.
Obsivanka |2010 |sylvestris 18 175 170 5 2,85
P. mugo 1 10 3 7 30

s P.
Hrustin 1 20090 ogris 10 153 153 0 0
Rohiace 2009 | P. mugo 10 100 0 100 0
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Pocet sledovanych jedincov a podiel hybridnych embryi, resp. tok génov v rdmci
populécii je znazorneny v Tabulke 5. V ramci kontrolnych populacii dokézala analyza
cpDNA z ihlic a embryi vylu¢ne haplotypy jedincov P. sylvestris na lokalite Hrustin
a haplotypy P. mugo na lokalite Rohace, Co znamend, ze na tychto lokalitaich sa

nachadzaju vyhradne druhovo ¢isté jedince.

4.2 Hodnotenie Zivotaschopnosti pel’'u u hybridnych populacii
a kontrolnych populacii

Pri hodnoteni kli¢ivosti pel'u a merani pelovych vrectiSok sme pouzili jedince
z predpokladanych hybridnych rojov na lokalitach Habovka (21 jedincov), Such4a Hora
(19 jedincov) a Tisovnica (21 jedincov) a jedince z kontrolnych populacii P. sylvestris
Hrustin (21jedincov) a P. mugo Vratna dolina (20 jedincov). Kazdého jedinca sme
vyhodnotili v trojndsobnom opakovani pri hodnoteni kli¢ivosti a pri hodnoteni dizky
pelovych vreciSok sme vyhodnotili 30 pelovych zfn v kazdom z troch opakovani
u jednotlivych jedincov.
Pri sledovani vplyvu uskladnenia na kli¢ivost adizku pelovych vrect$ok sme
vyhodnocovali Zivotaschopnost’ pelu z populacii P. sylvestris a P. mugo. Pel' bol
z lokalit zozbierany v obdobi 30.5.- 8.6. 2011, spracovany suSenim a preosievanim
a nasledne uskladneny pri teplote — 20°C. Vplyv uskladnenia sme sledovali v troch
opakovaniach. Prva kontrola sa uskuto¢nila po vysuSeni a preosiani na Cerstvom pele
14.6. 2011, druhd po 10 dnoch uskladnenia pri -20°C 25.6. 2011 a tretia po d’alSom
uskladneni pri -20°C 6.7. 2011.
Najvyssie hodnoty klicivosti vykazoval Cerstvy pel- viac ako 95%. Pri prvej kontrole
hodnoty kli¢ivosti pel'u mierne poklesli (91,5%), ale pri druhej kontrole opit’ stipli
(93,83%). Rovnakti