Populacni studie

Kameyama Y. et al. (2001): Patterns and levels of
gene flow in Rhododendron metternichii var.
hondoense revealed by microsatellite analysis.
Molecular Ecology 10:205-216




Proc to studovali ?

zjistit rozlozeni a rozsah genového toku v ramci a
mezi tremi populacemi rododendronu

zjistit efekt vysky stromu a vzdalenosti na relativni
fertilitu dospélych stromu

zjistit rozlozeni pylového toku v ramci populaci

vyuziti metody primého stanoveni genového toku —
parentage analysis



Studovany druh

Rhododendron metternichii var. hondoense
e stalezeleny ker o vysce az 5m

e montanni oblasti zapadniho Japonska
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e opylovan hlavné cmelaky



Studované populace

e 3 subpopulace (A1, A2, A3)
e 49,50 a 75 dospélych stromu

e Ctverec 10x10 m v kazdé populaci (S1, S2, S3)

e 70 nahodné vybranych semenacku v kazdém
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e 12 mikrosatelitovych lokusu




Parentage analysis

e porovnani genotypu moznych rodicu a
semenacku — software CERVUS

e exact matches — kombinace pouze dvou
haplotypu dospélcu mohla vysvetlit
genotyp semenacku (X multiple matches)

e null alleles — homozygoti v lokusech s
vysokou frekvenci brany jako heterozygoti

e cryptic gene flow — pravdepodobnost, ze
dospéely strom bude prirazen jako rodic k
cizimu semenacku



Vysledky

e 12 mikrosatelitovych markert — 6-33 alel

e multiple matches — 6 semenacku v S1, 3 v
S2, 4 v S3 — vyrazeny z dalsich analyz

e pocCty semenacku vzniklych samoopylenim
—2vS1,4vS2,4vS3



Genovy tok mezi subpopulacemi

e pocet rodicu v ramci subpopulace (jeden, oba)
e pocet rodicl mimo populaci (jeden, oba)
e genovy tok do populace — z jinych subpopulaci

0.72% 1.43% 0.0%
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Efekt vzdalenosti a vysky
rodicovskych stromu

e stromy blizko produkovaly vice semenacku (Fig.2)
e long-distance gene flow v populaci S2

e v A2 a A3 vyssi stromy produkovaly vice
semenacku (Fig.3)

e Al: 9 rodicovskych stromu blizko semenacku
e A2: rodicovskeé stromy i relativné daleko

e A3: 13 rodicovskych stromu, 4 vyssSi nez 3m
produkovaly 10 a vice semenacku



Pylovy tok v subpopulacich

e odhadnut z pozic rodicovskych paru (Fig.5b)
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e vzdalenost signifikantné vetsi nez vzdalenost

N/

k nejblizsimu sousedu (Fig.5a)

e ...asignifikantné mensi nez vzdalenost k
nahodnému sousedu (Fig.5c)



Diskuse

e dospélé stromy <5m od semenacku
produkovaly extrémné mnoho semen

e zadné stromy >25m neprodukovaly semenacky

e velikost stromu ma vliv na produkci pokud se v

okoli vyskytovaly ruzné vyso
e genovy tok v ramci subpopu

<é stromy (Fig.4c)

ace se lisi v

zavislosti na populacni strukture

e relativné vyssi pollen flow v A2 je diky malému
poctu dospelych stromu v okoli



Diskuse |I.

e proc je tok uvnitr subpopulaci vysoce omezen, kdyz
genovy tok do studované oblasti dosahuje 50%?

e rozdily ve fenologii — asynchronni kveteni
e preference pylu z vetsi dalky? inbreeding depression?

e procC je genovy tok mezi subpopulacemi extrémne
maly (0-2%) prestoze tok z okolni oblasti je vysoky?

e hrebeny mezi subpopulacemi jsou bariéry pro sireni
semen?

e opylovaci se spise pohybuji podél subpopulaci?



Systematicka studie

Provan J. et al. (1999): Polymorphic chloroplast
simple sequence repeat primers for systematic
and population studies in the genus Hordeum.

Molecular Ecology 8:505-511




Proc to studovali ?

e vyvinout primery k amplifikaci mikrosatelitovych
oblasti

e polymorfismus mikrosatelitu vyuzit ke studiu
variability a vztahu v ramci rodu Hordeum



Studovany material

31 vzorku ze 24 ,divokych® druht r. Hordeum

51 vzorku H. vulgare ssp. spontaneum
125 vzorku H. vulgare ssp. vulgare (,,landraces®)
101 vzorku H. vulgare ssp. vulgare (,,cultivars®)

diploidi, tetraploidi, hexaploidi



Metody

e nalezeni mononukleotidovych opakovani
e prohledani EMBL database (8 a vice bp)

e design primeru (software PRIMER)
e PCR amplifikace

e elektroforéza — denaturovany polyakrylamidovy
gel
e radioaktivni visualizace fragmentu



VVyhodnoceni

e definovani jednotlivych cpSSR haplotypu
e zkombinovanim pritomnosti alel

e geneticka vzdalenost mezi individui

e proporce sdilenych alel mezi cpSSR haplotypy
e program MICROSAT

e neighbour-joining tree



Vysledky

design sedmi paru primeru

celkem nalezeno 25 haplotypu (kombinaci
vSech lokusu)

Hordeum spp.
e 21 ze 31 vzorkU unikatni haplotyp
H. vulgare ssp. spontaneum

e nalezeno 11 haplotypu (mezi 51 vzorky)
e 5 polymorfnich lokusu — 2-3 alely v kazdém



Vysledky

e H. vulgare ssp. vulgare (,|landraces®)
e pouze jeden polymorfni lokus
e 2 haplotypy (stejné nalezeny u H. spontaneum)
e 1 haplotyp u vSech evropskych kultivaru

e bottleneck zplUsobeny domestikaci



Fylogenetickeé vztahy

e nejvetsi odlisnost mezi divokymi druhy r. Hordeum
a ostatnimi (H. ssp. vulgare a spontaneum) - rig.1

e uvnitr Hordeum spp. — geografické oddéleni (Afrika
& Evropa, Amerika & Asie)

e H. flexuosum, erectifolium, euclaston, stenostachys
— stejny haplotyp X morfologicka odlisnost ?
e ruzneé ploidie H. brachyantherum — velmi odlisné

haplotypy — mozna evidence retikulatni evoluce a
mnohonasobné cytoplazmatické introgrese

e naopak —4n a 6n H. murinum ssp. leporinum —
stejny haplotyp
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Zaver

e vetsi rozlisovaci schopnost cpSSRs nez RFLP

e schopnost kvantifikovat intraspecifickou
variabilitu v chloroplastovém genomu



