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METHODOLOGICAL PROCEDURES
FOR VERIFICATION OF GENETIC DIVERSITY
AND CLONAL IDENTITY IN SILVER BIRCH
(BETULA PENDULA ROTH)
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for determination the clonal identity and receiving of genetic
characteristics in species silver birch. The methodology describes the processes of
sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain reaction (PCR),
separation and sizing of amplification products, and molecular data calculations.
The selected trees of silver birch were used to develop this methodology. Twelve
selected polymorphic nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the
genetic parameters for verifying the clonal identity and levels of genetic diversity
between different genotypes. Using the presented methodology of DNA analysis,
it will be possible to verify the genetic parameters of phenotypically high-quality
individuals and to select suitable clones ensuring sufficient diversity for the
establishment of propagation stands, such as the seed orchard.
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Zkratky pouZité v textu:

DNA  deoxyribonukleova kyselina

nSSR  nuclear Simple Sequence Repeats (jaderné mikrosatelity)
SSR  Simple Sequence Repeats (mikrosatelity)

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova retézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy DNA analyz pro objektivni uréovani identity
klont a sledovani Grovné genetické diverzity u brizy bélokoré s vyuzitim polymor-
fnich mikrosatelitovych markert. Bfiza bélokora s pionyrskou strategii ristu by se
meéla v $ir$im méritku uplatiiovat pti obnové velkoplo$nych kalamitnich holin. Za
timto ucelem je tfeba vyhledat vhodné zdroje reprodukéniho materialu. U feno-
typové kvalitnich jedincti bude mozné predstavenymi postupy DNA analyz ovérit
jejich genetickou kvalitu a provést vybér vhodnych klont s dostate¢nou diverzitou
pro zalozeni mnozitelskych porostt napt. semenného sadu.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Do rodu btiza (Betula L.) je zatazeno priblizné 120 druht stromi a ket rostoucich
prevazné na severni polokouli (HEJNY, SLavik 1990). Pro lesnictvi i Zivotni pro-
stfedi Ceska je vyznamnym zastupcem tohoto rodu biiza bélokord (Betula pendula
Roth.), ktera obsazuje obnazené plochy a plni funkeci primarniho zalesnéni, protoze
vyzaduje plny osvit. Dortsta do stfedné velkych rozméri az 30 m vysky s pramé-
rem kmene kolem 70 cm. Z hlediska pohlavi je to dfevina jednodoma, jejiz plody
jsou lehounké nazky s lemem bez endospermu daleko se $ifici vétrem. Brizy jich
vytvari téméf kazdoro¢né obrovské mnozstvi a plodit zacinaji brzy, na volném pro-
stranstvi jiz i od 10 let. Btiza bélokora ptirozené zaujima rozséhly euroasijsky areal
a v Cesku roste po celém tzemi od niZin s vyjimkou luznich lest az po horské ob-
lasti do vysky kolem 1000 m. Je to typicka priikopni dfevina, ktera se v lesnictvi po-
uziva k zalesnovani holin po devastovanych lesich. Tento svétlomilny druh s malou
vymladkovou schopnosti v zastinu brzy odumira. Je soucasti lesnich spolecenstvi,
zvlasté acidofilnich doubrayv, pise¢nych bor, roste na silikatovych skalach, osidluje
paseky, haldy, vysypky a ladem lezici plochy, na kterych c¢asto vytvari spontanni
monokultury. Je schopna rust i na extrémnich stanovistich s nedostatkem ptidni
vlahy, nebo naopak v mensi mife i s nadbyte¢nou vlhkosti, prizptisobi se nejriiz-
néj$im pudnim podkladiim, ale pfevazuje na kyselych horninach, pis¢itych ptidach



s vysokym obsahem skeletu nebo i na skalach. Neni naro¢na ani na klimatické pod-
minky a sndsi i znecisténé ovzdusi. Biezové dfevo je roztrousené porovité bez jadra
s lehce nartizovélym odstinem. Vyuziva se k vyrobé preklizek a dyh pro nabytkar-
stvi a jako vyborné palivo. Uzitek jiz od pradavna pfindseji i bfezova miza, kira
a listy v 1é¢itelstvi a kosmetice. Bfiza je i dilezita parkova okrasna dfevina (HEJNY,
SLAVIK 1990, URADNIGEK et al. 2009).

V poslednich letech dochdzelo k velkoplosnym rozpadim hospodarského lesa,
predevs$im smrkovych porostil, z divodu nadmérné vysokych teplot, silného su-
cha a nasledného zniceni oslabenych stromu lykozroutem smrkovym. Pro zales-
novani rozséhlych holin se vyzkumné ovétuji efektivni postupy obnovy s vyuzitim
vhodnych alternativnich druhti dfevin. Svétlomilna briza bélokora, ktera neni na-
ro¢na na environmentalni podminky a pfinasi i hospodarsky uzitek, je vhodnym
druhem dfeviny pro vychozi zalestiovani holin. Ve vzristu, utvafeni borky, tvaru
a velikosti listt, ale i stavbé dfeva je variabilni (HEJNY, SLavik 1990). Pro vyuziti
v lesnictvi je podstatné zajistit dostate¢né mnozstvi kvalitnich zdroja reproduke-
niho materialu. Vedle posouzeni kvality na zékladé morfologickych znaki 1ze s vy-
uzitim DNA analyz ziskat i genetické charakteristiky. Pfi zakladani semennych
sadt nebo smési klont je vhodné ovérit genetickou diverzitu vybranych zdrojo-
vych stromi a pro kontrolu spravnosti objektivné zhodnotit identitu deklarova-
nych klont. Pro geneticka studia jsou vhodné vysoce polymorfni mikrosatelitové
markery (Simple Sequence Repeats- SSR), jejichZ postupy analyz tato metodika
podrobné popisuje. Vyuziti mikrosatelitovych markert pro genetickd studia bylo
jiz popsadno u fady druht lesnich dievin (SCHUELER et al. 2003, VORNAM et al.
2004, MAGHULY et al. 2006, UNGER et al. 2011, WAGNER et al. 2012, Pluess et al.
2013, MACHOVA et al. 2018, D1 PIETRO et al. 2020) v¢etné bfizy bélokoré (KuLju
et al. 2004, Tsupa et al. 2017).

Mikrosatelity predstavuji kratké repetice nejéastéji 2-4 baze dlouhych nukleoti-
dovych motivti, které se u jednotlivc lisi jejich poétem, tedy délkou lokust. Pro
zhodnoceni jejich délky, ktera se nej¢astéji pohybuje mezi 100-300 bazemi, je nutné
vzhledem k velikosti celého genomu, ktery u bfizy bélokoré predstavuje 440 mil.
bazi (SALOJARVI 2017), ziskat jejich mnohondsobné kopie. Mikrosatelitové lokusy
jsou amplifikovany pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). K PCR amplifika-
ci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy vétsinou dlouhé kolem 20 bézi),
které jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym loku-
sem, enzym polymeraza ridici proces amplifikace, stavebni jednotky nukleotidy
a pufry upravujici prosttedi probihajici reakce. Tyto reakce probihaji v teplotnich
cyklech za tc¢elem rozdéleni DNA dvousroubovic na jednotliva vlakna (pti teplo-
té kolem 94 °C), nasednuti primera na specifickd mista (vétsinou mezi 50-60 °C)
a tvorbu novych cilenych dvoutetézcovych tsekd (nejéastéji 72 °C). Opakovanim



téchto cykld exponencialné pribyvaji kopie specifického tiseku DNA - mikrosateli-
tového lokusu. Postupy PCR je nutné zoptimalizovat, abychom ziskavali jednoznac-
né a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich pfesné velikosti, ziskané pomoci frag-
mentacéni analyzy na genetickém analyzatoru, se statisticky zpracovavaji pro ziskani
genetickych charakteristik sledovanych dfevin. Specifické jaderné SSR markery
maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygotu.

Jaderné polymorfni mikrosatelitové markery lze tedy vedle sledovani diverzity po-
pulaci také vyuzit pro ovéfovani klonové identity zdroji reprodukéniho materialu
naptiklad v semennych sadech, smésich klonti atd. Genetické otestovani deklarova-
ného puvodu reprodukéniho materialu na zakladé jejich pritazovani k referen¢nim
vzorkiim umoziiuje objektivnim postupem potvrdit nebo vyvratit klonovou iden-
titu ramet. Aplikace novych kontrolnich metod ovéfovani klonové identity repro-
dukénich zdrojii na zakladé DNA analyz se jiz vyuziva statni spravou pii realizaci
dota¢ni politiky v oblasti podpory zachovéani a reprodukce genofondu nékterych
lesnich dfevin.

2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Nejvhodnéj$im terminem odbéru rostlinného materidlu u bfizy bélokoré pro ziska-
ni kvalitni DNA je brzké jarni obdobi, kdy lze odebirat pupeny nebo mladé listy. Pfi
pouziti starych listt se z divodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharidii
snizuje kvalita i kvantita vyizolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoztho DNA
eluatu muze zkomplikovat nebo znemoznit navazujici analyzy. Pti zpracovani vys-
$itho poctu vzorki je vyhodnéjsi odebirat mladé listy, protoZe zpracovani pupent
vedeni evidence, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se jiz pti odbéru ozna-
¢i, ulozi do mikroténového sacku a udrzuji pii nizké teploté priblizné 4 °C (napt.
lze pouzit chladici tasky s namrazenymi destickami), abychom zabranili degradaci
DNA. Idedlni je vzorky co nejrychleji prepravit ke zpracovani do laboratore. DNA
Ize izolovat z Cerstvého, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materidlu.
V pripadé, ze izolace DNA neni provedena ihned po ptijmuti vzorkd, je nutné
vzorky po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou
velikost apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i moznosti jak dlouhodobé ucho-



vat vzorky je jejich vysuseni s vyuzitim lyofilizdtoru a poté je vzduchotésné uzavrit
(napt. 1ze pouzit plastové falkonky, scintila¢ni lahvi¢ky s dobre tésnicim uzévérem).
Lyofilizovany material Ize skladovat pti pokojové teploté a snadnéji se s nim mani-
puluje pfed homogenizaci, protoze odpada nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izo-
laci DNA u lesnich dfevin se v nadi laboratofi nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici
soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle
dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Tato metoda izolace je pomérné ¢aso-
vé nendroc¢na a ziskaji se dostatecné kvalitni DNA eluaty. Pfed zahajenim vlastniho
postupu izolace se piida ethanol ke koncentratim pufra AW1 a AW2. Inkuba¢ni
lazen se nechd nahftivat na 65 °C. V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1
se roztoky nahfeji pro odstranéni téchto srazenin.

Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouzitim DNeasy Plant Mini Kitu:

1. Maximélni mnozstvi vychoziho ¢erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pti-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navézeny rostlinny
materidl v tfecich miskdch. Utfeny materidl se pfenese do 1,5ml mikrocentri-
fuga¢ni zkumavky.

2. Krozdrcenému vzorku se napipetuje 400 ml pufru AP1 a nasledné 4 ml RNazy
A. Pomoci vortexu je nutné obsah dukladné prottepat. Ziskand smés se ne-
chd inkubovat 10 minut pti 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat
2-3 x prevracenim zkumavek.

3. Prida se 130 ml pufru P3, kratce se promichad pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi rychlosti 14 000 otacek za minutu
(rpm).

4. Vzniklylyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v2ml
zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pti rychlosti 14 000 otacek
za minutu (rpm).

5. Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zku-
mavky s odectenim ziskaného objemu. Davame pozor, abychom nenabrali pfi-
padny pelet.

6. Pridame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5ndsobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim a vypousténim pomoci mikropipety
vzniklou smés promichame.

7. Odpipetujeme 650 ml smési a premistime do DNeasy Mini Spin kolonky
umisténé v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pfi
8 000 rpm, pfefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbyt-
kem vzorku.
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8. DNeasy Mini Spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, pfiddme 500 ml
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pti 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

9. Pridame dal$ich 500 ml pufru AW?2 a centrifugujeme 2 minuty pfi rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné DNeasy Mini Spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

10. Pfeneseme DNeasy Mini Spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky.

11. Pfidame 100 ml AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu DNeasy Mini
Spin kolonky. Nechdme inkubovat 5 minut pti pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pii rychlosti 8 000 rpm. Ziskdme 100 ml prvniho eluatu.

12. Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu. Vzorky DNA skladu-
jeme pti -20 °C, pro dlouhodobé uchovani pti -80. °C

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, digitalni suchd lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikroz-
kumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, tfeci misky a tloucky, sada
pipet a prislusné sterilni $picky, sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5ml s vicky,
susicka nebo sterilizator

Kvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatu.
U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/pl a ¢istotu na zdkladé poméru
absorbanci pii 260 nm a 280 nm spektrofotometrem na mikroobjemy. Hodnoty pro
optimalni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo vy$si hodnoty
indikuji pritomnost dal$ich nezadoucich latek (napt. proteint, fenolickych latek).
Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/ul je vhodné pro optimalni pribéh PCR am-
plifikace naredit AE pufrem.

2.2 Postupy PCR amplifikace

1. Pro sledovani rozdilti v genomech brizy bélokoré byly zvoleny analyzy jader-
nych mikrosatelitovych markert — nuclear simple sequence repeats (nSSR). Po
provedeném testovani postuptit PCR amplifikace u vzork 30 elitnich stromi
ze stfedoceské lokality bylo vybrano 12 mikrosatelitovych lokust L1.10, L2.3,
L3.4, 144, 15.1, L54, L5.5, L7.3, L13.1 (KuLju et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330
(TRUONG et al. 2004), EE595358 (YosHIAKI et al. 2009), jejichz sekvence pri-
mer byly uvedeny v publikacich. Byly optimalizovany koncentrace reak¢nich
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smési ptislusnych chemickych komponent a teplotni cykly polymerazové feté-
zové reakce (PCR) pro ziskani jednoznac¢nych a velikostné prislusnych amplifi-
katt zvolenych lokusti. Optimalizované postupy PCR amplifikace s 12 vybrany-
mi markery byly seskupeny do ¢tyt multiplexii podle velikosti amplifikovanych
lokusti a shodnosti reakénich podminek, aby z divodu ¢asovych a finan¢nich
uspor mohly probihat analyzy minimédlné dvou a vice markerd najednou. Re-
ak¢ni smési je nutné pripravovat na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA poly-
merazu musime neustale uchovévat pfi -20 °C a davame ji do reak¢ni smési az
nakonec pfimo z mraziciho boxu.

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerd a rozmezi velikosti v poctu bazi
sledovanych lokust

) . Velikost PCR
Lokusy Sekvence primer( (5°-3") produktd (bp)
F: ACGCTTTCTTGATGTCAGCC
L1.10 R: TCACCAAGTTCCTGGTGGAT 168—220
F: CAGTGTTTGGACGGTGAGAA
L2.3 R: CGGGTGAAGTAGACGGAACT 168—228
F: AACCCTCGTTTGGCTACTGA
L3.4 R: GAACAGTTACTAGTCAAACTGAAAACC 240—278
F- TTGAGATAGACGATAGAGGTAAAGCA
L4.4 R: AGGCATTTCTCCAATTTTCTT 235—295
" F: TCATATTAGGGGAAATATGAGAAACTC S86—306
: R: GTAGTGGACGGAAGCTCTGG —
F: AAGGGCACCTGCAGATTAGA
L5.4 R: AAAATTGCAACAAAACGTGC 230—270
55 F: GAGGAAGTCTCAGCTGACGTG 21146
: R: TCCTTTTCAGTTTTCTGATTTCTG
s F: GGGGATCCAGTAAGCGGTAT 175026
: R: CACACGAGAGATAGAGTAACGGAA
Y F: CACCACCACAACCACCATTA o120
: R: AACACCCTTTGCAACAATGA
F: AGGGGATCCAATTCACAGATACA
EE595358 k. GTTTCGATCGAATTTGAATCCGAAGAAG 126—160
F: TGGCAGCACGAAAGT
BoF330 R TGGGAATGAGAGAACAAG 164—210
borass i AATGCAGCATCTCTTACC o104

R: CACGCAATAATATGGAAA
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Protokoly polymerazové fetézové reakce (PCR):

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primert a pfiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

L1.10 F - 2 uM (PET), L1.10R - 2 uM
L44F -2 pM (VIC), L44 R - 2 yM
L5.1 F - 4 uM (NED), L5.1 R - 4 uM
L5.5F - 4 uM (6FAM), L5.5 R - 4 uM

Redéni primert:

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCl, pH 8,0, 0,01 mM EDTA) - 10 ml roztoku
ptipravime z 10 ul 1M Tris - HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma — Aldrich) do 10 ml.

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HC, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzova-
nych vzorkt (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primert
L110F-2pu,L1.10R-2pul, 144 F-2pl,L44R-2pl, L5.1 F -4 ul, L5.1 R -4y,
L5.5F - 4 ul, L5.5R — 4 ul a doplnime 76 ul TE pufru).

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymerase (In-
vitrogen by Life Technologies) s reak¢ni smési v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5l

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,1 pl
Primer mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Tag, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCL,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou Platinum Taq)
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Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocate¢ni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku

94 °C 45 sec Denaturace

57 °C 45 sec Annealing (nasednuti primeru)
4. 72°C 55 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1x

72°C 15 min Finalni elongace

6. 4°C  Ulozna teplota  Chlazeni amplifikat(

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a piiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

L2.3F - 1 uM (PET),L23R -1 M

L3.4F -2 uM (NED), L34 R - 2 yM
L7.3F-2uM (VIC),L7.3R - 2 uM

EE595358 F - 2 uM (6FAM), EE595358 R - 2 uM

Redéni primeri:
Provedeme natedéni primert na zdsobni roztoky 100 uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkd (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primerd L2.3F~1pl, L23R -1 pl, L3.4F -2 ul, L3.4R -2 pl, L7.3 F - 2 ul, L7.3
R -2 ul, EE595358 F - 2 ul, EE595358 R — 2 ul a doplnime 86 pl TE pufru).

Reakéni smés a teplotni rezim PCR jsou stejné jako u multiplexu 1.

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

L5.4F -2 uM (NED), L5.4 R - 2 uM
L13.1 F- 2 uM (6FAM), L 13.1 R - 2 uM

Redéni primert:
Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100pM koncentrace dle prikladu
multiplexu 1.
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Pripravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorka (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zdsobniho roztoku
primera L54F -2 pl, L5.4 R -2 pl, L13.1 F -2 ul, L13.1 R - 2 pl a doplnime 92 ul
TE pufru).

Reakéni smés je stejna jako u multiplexu 1.

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocate€ni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
55°C 45 sec Annealing
72°C 55 sec Elongace
1x
72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozné teplota Chlazeni amplifikath

Multiplex 4 (SSR lokusy a koncentrace jejich primerii a piiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

Bo.F330 F - 2 uM (VIC), Bo.F330 R - 2 uM
Bo.F394 F - 2 uM (NED), BoF394 R - 2 uM

Redéni primeri:
Provedeme natedéni primerti na zasobni roztoky 100pM koncentrace dle ptikladu
multiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkt (napf. pro objem 100 ul napipetujeme ze zasobniho roztoku
primertt Bo.F330 F - 2 pl, Bo.F330 R - 2 pl, Bo.F394 F - 2 pl, Bo.F394 R - 2 pl
a doplnime 92 ul TE pufru).

Reakéni smés je stejna jako u multiplexu 1.
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Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocatecni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
50 °C 45 sec Annealing
72°C 55 sec Elongace
1x
72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozné teplota Chlazeni amplifikat

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $pi¢ky, mikrozkumavky (stripy, desti¢cky PCR s vicky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka nebo ledova tfist, centrifu-
ga, teplotni cyklovac

2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produkti se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskdni ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentti
DNA se pouziva fluorescen¢ni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed Ize pfidat hned do rozpusténé-
ho teplého agarézového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani nalit do formy.
Do tekutého gelu se ihned vlozi hfebinky s vhodnym poctem jamek dle poctu testo-
vanych vzorkt. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforézu, vyjmou se
hrebinky a ptilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval asi 0,5 cm nad gel.
Do slotti gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 ul) smichané se 4 ul pufru (gel loading
buffer, Sigma — Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikata se do vy-
braného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND
Biolabs), 4 pl destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).
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V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé,
migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu). Po-
ttebnd doba trvani elektroforézy je zpocatku 30 minut pfi napéti 60 V a dalsich
120-150 minut pfi napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji pod
UV zatenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici
projevuji jako fluoreskujici prouzky. Priklad elektroforetického zdznamu amplifi-
ka¢nich produkti testovaného markeru L5.4 je uveden v pfiloze.

Pozadované pfistrojové a materidlové vybaveni:
analytické véhy, sada pipet a sterilni §picky, mikrovlnna trouba, vortex, horizontalni
elektroforéza se zdrojem, dokumenta¢ni systém s UV translumindtorem.

2.4 Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR
produktd

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentd v hodnotdch pdrii bdzi se pro-
vadi na genetickém analyzitoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
razovd fetézovd reakce musi byt provedena s fluorescen¢né ozna¢enymi primery
(pro uvedeny typ analyzatoru na 5’ konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET)
a PCR amplifikaty musi byt pfed fragmentacni analyzou nasledujicim zpiisobem
denaturovany na jednovlaknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych
vzorki napipetuji po 1 pl do 96 jamkovych desti¢ek urc¢enych pro analyzatory a pak
se ke kazdému vzorku pridd 11 pl smési pripravené z Formamidu (Hi-Di™ Forma-
mide, Applied Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size
standard v 2.0, Applied Biosystem). Smés se pripravuje v objemech 11 pl Formami-
du a 0,4 pl velikostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce pro-
micha. Po napipetovani smési k amplifikdtiim se desticka kratce sto¢i na centrifuze,
aby byl roztok u dna jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94 °C,
nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimélné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentt
DNA v tenké kapilare naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary napliiovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekt je zaloZena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primert po excitaci laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich dtivodil velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit z hle-
diska velikosti alel a fluorescen¢niho zabarveni primert.
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Fluorescen¢né zabarvené amplifikdty 12 vybranych markert ziskané pro jedince
brizy bélokoré podle uvedenych metodickych postupi Ize seskupit pro fragmentac-
ni analyzy do 3 béhd. Prvni béh zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1 (L1.10,
L4.4, L5.1, L5.5). Do 96 jamkovych desti¢ek uréenych pro analyzatory se nanasi
po 1 ul z PCR smési amplifikovanych lokust 1. multiplexu a ke kazdému vzorku
se prida 11 pl smési pripravené z Formamidu a velikostniho standardu. V druhém
béhu probiha stejnym postupem fragmentac¢ni analyza PCR produkti multiplexu
2 (amplifikované lokusy L2.3, L3.4, L7.3, EE595358) a v 3. béhu se slou¢i produkty
multiplexu 3 (L5.4, L13.1) a multiplexu 4 (Bo.F330, Bo.F394). Z tietiho a ¢tvrtého
multiplexu se napipetuje do jamek po 1 pl, takze v kazdé jamce budou 2 pl smési
amplifikattl. Pfida se o 1 ul méné smési Formamidu a velikostniho standardu, a to
10 pl, z divodu nastaveni kapilar genetického analyzatoru na dany objem roztoku
v jamkach.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktt se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méteni velikost-
niho standardu, ktery je pfidavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku
ana jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragment.

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:
sada pipet a sterilni §picky, vortex, teplotni cyklova¢, centrifuga, 96 jamkovych des-
ticek prislusnych k analyzatoru, geneticky analyzator

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické tiseky DNA s kodominantnim cha-
rakterem, v ptipadé diploidniho organismu jako je i briza bélokora to znamena, Ze
u sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel v pri-
padé homozygota a v pfipadé heterozygota dvé rizné hodnoty alel.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zji$téni klonové identickych jedinct se
velikosti alel hodnocenych lokusu statisticky zpracovavaji, napf. za vyuziti stati-
stickych programi GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (Ka-
LINOWSKI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995; RousseT 2008),
STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HUBISZ et al.
2009). Pro kontrolu velikosti ode¢tenych hodnot mikrosatelitovych lokusi véetné
ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN Oos-
TERHOUT et al. 2004).
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Na zakladé ziskanych hodnot genetickych charakteristik lze u porosta btizy bélo-
koré hodnotit a porovnavat troven genetické diverzity, alelické varianty a frekven-
ce alel, genetické diferenciace mezi populacemi, hodnoty o¢ekévané a pozorované
heterozygotnosti, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, odvozeni populac-
nich struktur apod. Jedna z nejvyznamnéjsich genetickych charakteristik je ohod-
noceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které lze vypocitat na zikladé
Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedincti (ramet) ptislusnych klont (ortett). Vysledkem je zpracovana geno-
typizace — prehled hodnot alel sledovanych lokusti - pro Setfené klony. Prislu§nost
jedince ke klonu je deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzova-
nych lokust. V pripadé pouziti vysoce polymorfnich markert lze pocet sledova-
nych markerti snizit, a tim snizit i ndklady na analyzy. Néktefi autofi, napt. SCHU-
ELER et al. (2003), Lacis et al. (2009, 2011), uvadéji ve svych publikacich vyuziti jen
tfi az sedmi vysoce polymorfnich markeru.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy DNA analyz u btizy bélokoré pro sledovani genetické variability
a klonové identity s vyuzitim jadernych mikrosatelitovych markert nebyly dosud
pro podminky Ceské republiky popsény. Na zikladé genetického $etieni lze vybra-
né stromy biizy bélokoré vyuzit pro ziskdni kvalitnéjsiho reprodukéniho materialu,
se kterym se dosahne efektivnéjsiho zalesnéni holin s dostate¢nou variabilitou po-
rostll a ovéfenym vybérem elitnich klontl. Vyznamnost novych postupt v predkla-
dané metodice spociva ve vyuziti DNA analyz pro objektivni ovérovani prislusnosti
ramet (jedinc) k urc¢itému ortetu (klonu) a sledovani genetické diverzity mezi je-
dinci a porosty. V ptipadé zaloZeni semenného sadu s klony bfizy bélokoré 1ze vedle
dokumentac¢ni evidence zdrojt reprodukéniho materidlu, kdy ale pfipadnou zamé-
nu klont v sadu nelze vyloucit, objektivné potvrdit deklarovanou identitu jedincti
k pfislusnym klontim na zakladé uvedenych metodickych postupt analyz mikrosa-
telitovych markerta. Objektivni genetické hodnoceni spociva v pfimé analyze DNA
jedincti s vyuzitim polymorfnich jadernych mikrosatelitovych lokustl, jejichz veli-
kosti jsou s presnosti jednotek bazi zaznamenavany na genetickém analyzitoru. Z
divodu ekonomickych i ¢asovych uspor pti zpracovani vétsiho poctu vzorki jsou
metodické postupy analyz mikrosatelitovych markerti optimalizovany i z hledis-
ka jejich seskupeni do multiplexd. Vystupem analyz je multilokusovéd genotypizace
(MLG), coz predstavuje databazi velikosti alel hodnocenych lokust k jednotlivym
stromiim. Na zdkladé této databaze se posuzuje klonova prislusnost jedince ke klo-
nu i geneticka diverzita mezi klony. Pro ziskdni informaci o genetické variabilité
btizy bélokoré bylo potfebné zvolit DNA markery, které vykazuji vysokou miru
polymorfismu. Mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu patfi mikrosatelitové lokusy,
které se lisi v poctu opakovani zdkladniho sekven¢niho motivu nukleotidovych
bézi. S vyuzitim genetického analyzatoru ziskime presné rozlideni alel, kdy Ize zjis-
tit i rozdilnou velikost amplifika¢nich produktu lisicich se pouze o jednu repetici
motivu (u dinukleotidovych motivli jen o 2 baze). Za ucelem ovérovani klonalni
identity a zjistovani genetickych charakteristik u bfizy bélokoré bylo pro DNA ana-
lyzy vybrano 12 jadernych mikrosatelitovych markerti L1.10, L2.3, L3.4, L4.4, L5.1,
L5.4,15.5,1L7.3, L13.1 (KuLju et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330 (TRUONG et al. 2004),
EE595358 (YosHIAKI et al. 2009), jejichZ postupy PCR amplifikace byly optimalizo-
vany i za Gi¢elem mozZnosti jejich seskupeni do multiplexti. Amplifikace a navazujici
fragmentacni analyzy provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a fi-
nan¢ni Usporu. Popsané metodické postupy byly odzkouseny u vyhledanych mor-
fologicky kvalitnich jedinct btizy bélokoré z oblasti sttednich Cech.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Uplatnéni metodiky bude spocivat v ziskavani poznatkii o Grovni genetické diver-
zity zajmovych porostt brizy bélokoré za ucelem vybéru vhodnych zdrojt repro-
dukéniho materialu a v ovétovani deklarované identity klont u vSech typt klono-
vych vysadeb (semennych sadti a smési kloni).

V soucasné zvy$ené potrebé zalesnovat kalamitni holiny nabyva briza bélokora jako
jeden z druht pripravné dfeviny na vyznamu a pro tyto tcely je zadouci, aby se po-
uzivaly morfologicky kvalitni a geneticky variabilni bfizy. Popsané metodické po-
stupy ovérovani identity klonti/ortetl u semennych sadd (popt. smési klont) s bri-
zou bélokorou budou slouzit pro potieby statni spravy a koordinatora Narodniho
programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dievin (UHUL) pii aplikaci
novych kontrolnich metod a dota¢ni politiky Ceské republiky. U nové uznavané-
ho semenného sadu s bfizou bélokorou bude pro napliovani dota¢niho titulu na
zékladé predkladanych metodickych postuptt DNA analyz probihat vybérova kon-
trola genetické totoznosti roubovancti rostoucich v semenném sadu s referen¢nim
materialem rostlinnych vzorkii odebranych ze zdrojovych rodi¢ovskych stromi ve
stejnou dobu, kdy byly odebirany rouby pro napéstovani roubovanct. Referenéni
vzorky se odebiraji za piitomnosti zdstupce UHUL a uchovavaji se v ultra nizkych
teplotach (-80 °C).

Predlozené metodické postupy jsou ndavodem pro ziskani znalosti o urovni gene-
tické diverzity, diferenciaci, heterozygotnosti a dalsich genetickych charakteristi-
kéch u zdrojovych porostl reprodukéniho materidlu, které jsou pfi umélé obnové
lesa velmi dtlezité. Pfi vy$si trovni genetické diverzity 1ze predpokladat zvy$enou
adaptacni schopnost k nepfiznivym podminkdm prostfedi, a tim zachovani stabi-
lity lesnich ekosystémi. Predpoklada se, ze informace o genetickych charakteristi-
kach porostti budou vyuzity jako podklady pro rozhodovaci fizeni, strategické pla-
novani a legislativni ¢innost statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce genofon-
du lesnich dfevin a nakladani s reprodukénim materialem. Dal$i mozné aplikacni
vyuziti ziskanych poznatki je pfi uznévani zdroji reprodukéniho materialu a jejich
zatazovani do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dre-
vin v¢etné zarazovani vzorki z téchto zdrojii do Narodni banky osiva a explantati
lesnich dfevin, kdy lze pfedevs$im na zdkladé miry genetické diverzity rozhodnout,
které populace (porosty) je mozné zatadit jako cenné zdroje. Poznatky o diverzité
populaci také napomahaji plnit cile statni politiky zivotniho prostfedi a mezinarod-
ni zavazky Ceské republiky pti ochrané biologické rozmanitosti.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybranych
jadernych mikrosatelitovych lokusu, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpraco-

21



vani molekuldrnich dat. Pfedstavené postupy byly odzkouseny na vybranych jedin-
cich brizy bélokoré a ptiklady vystupti DNA analyz jsou uvedeny v ptiloze.

Moznosti uplatnéni miize komplikovat finanéni naro¢nost ptistrojového vybaveni
predevsim genetickym analyzatorem pro fragmentaéni analyzy, které je mozné si
objednat na zakazku u komer¢nich firem (napf. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny
Gstav, s.r.o., BIOCEV).

V EKONOMICKE ASPEKTY

Po mnoho desetileti az stoleti bylo dfevo hlavnich hospodaiskych druhii lesnich
drevin bézné dostupné. V soucasné dobé vlivem kalamitnich thynt se stava ne-
dostatkovym produktem, ktery z diivodu dlouhovékosti téchto druhti bude v pti-
padé priznivych klimatickych podminek obnoven az za nékolik desitek let. Ur¢ité
nahrazeni vypadku dfeva by mohly poskytnout rychlerostouci dfeviny, jako jsou
i brizy bélokoré pri vybéru morfologicky i geneticky kvalitnich vychozich stromd.
Pti reprodukci porostil z kvalitnich genetickych zdroji je vys$si zaruka, ze v dobé
mytni zralosti porost bude dosazeno vyssi kvantitativni (objemové) produkce, coz
prispiva ke zvyseni ekonomické Zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodarovani lesii. Btiza bélokora byla povazovana za diilezitou
pionyrskou a meliora¢ni dfevinu, ale s omezenym vyuzitim a nizkym zhodnocenim
dreva (REISNER, ZEIDLER 2010). Pfitom tato dfevina nachazela $iroké uplatnéni jiz
v davné minulosti, napt. na vyrobu lepidla, nddob, v nabytkaftstvi, kosmetice, v 1é-
katstvi a jako vyborné palivo. Dfevo brizy bélokoré je roztrousené pérovité a bez
jédra (URADNICEK et al. 2009). Barva je bélav4, poptipadé se zlutym nadechem.
Kresba dfeva je malo vyraznd, ale vyskytuji se formy s vyraznou a dekorativni kres-
bou, jako je naptiklad karelska (finskd) biiza. Je to dfevina polotvrda s dobrymi me-
chanickymi vlastnostmi dfeva, které Ize vyuzit pro mnohd technicka zpracovani, ale
vyrobky z brizy jsou vhodné jen pro vnitfni prostfedi, v exteriéru je dfevo nachylné
k napadeni dfevokaznymi houbami. Dfevo btizy se v §irokém métitku zpracovava
v severoevropskych statech a v Rusku. Rozvinuty preklizkarensky priimysl je na-
ptiklad ve Finsku. Velkym dodavatelem dyhovaného, preklizkového a masivniho
brezového nabytku je od 80. let minulého stoleti $védska firma IKEA (REISNER,
ZeipLER 2010). V Cechach je nedostatek kvalitniho biezového dfeva pro technické
zpracovani a vét§ina domaci brizy se zpracovava na palivo. Pro vyrobu nabytku
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a dal$ich produkti se dyhy a preklizky dovazi napt. z Polska, Ruska, Ukrajiny (Dfe-
vospektrum, Rakovnik).

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité zdroju reprodukéniho materidlu bfizy bélokoré je
i prinos celospoledensky. Pti pouziti dostate¢né geneticky variabilniho vychoziho
materidlu pro zalesniovani se ziskaji stabilnéjsi a odolnéjsi porosty, které budou zvy-
$ovat biologickou rozmanitost, lépe se prizpisobovat moznym zménam klimatu,
a tim prispivat k ochrané Zivotniho prostfedi. Sou¢asné dochazi i k naplnovani cilti
Nérodniho programu - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovétovat jejich iden-
titu metodou DNA markerd.

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou primérné naklady
118,- K¢. Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmentacni analyzy ¢ini
pro 12 lokust priblizné 212,- K¢ vé. DPH, za predpokladu provedeni analyz v mul-
tiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupt. Néklady jsou kalkulovany
k roku 2021 a je nutné zminit, Ze cena chemikalii se postupné navysuje. V uvedené
kalkulaci nasich naklad (vyzkumné pracovi$té) nejsou zahrnuty doplitkové na-
klady, ndklady na odpisy ptistrojového vybaveni, osobni naklady, naklady na vyvoj
metod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni)
pracovisté. Pri vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi je mozné se obratit napriklad
na spole¢nosti SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustay, s.r.o., BIOCEV. Pfinosy pro
uzivatele metodiky budou spocivat ve finan¢ni uspofe vynalozenych prostfedki na
vyvoj metodickych postupii analyz DNA u btizy bélokoré pro klonovou identifikaci
a zji$tovani trovné diverzity porosti. Tyto postupy jsou vyuzitelné pro kontrolni
mechanismy uzivatele pfi ovérovani identity klontl. Poznatky déle podpoti genové
bohatsi porosty, které jsou stabilnéjsi a odolnéjsi k moznym chorobam a skidctim
azménam klimatu. Také Ize predpokladat zvySeny ekonomicky pfinos z tézby dieva
u vlastnik lest ze zvySenych budoucich vynosi z porostti zalozenych z kvalitniho
reprodukéniho materialu.
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METHODOLOGICAL PROCEDURES
FOR VERIFICATION OF GENETIC DIVERSITY
AND CLONAL IDENTITY
IN SILVER BIRCH (BETULA PENDULA ROTH)
USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

The silver birch is a deciduous tree species of the family Betulaceae, native to
Europe and parts of Asia, found throughout the northern hemisphere. It has been
introduced into North America and in the southern parts of its range, it is mainly
found in mountainous regions. It is a pioneer species that needs plenty of light, one
of the first trees to appear on bare land or after a forest fire. It is able to grow even
in extreme habitats with a lack of soil moisture or, conversely, to a lesser extent
with excess moisture, adapts to various soil substrates, but predominates on acidic
rocks, sandy soils with a high skeleton content or even on rocks. Its tolerance to
pollution makes it suitable for planting in industrial areas and exposed sites. The
silver birch is a medium-sized deciduous tree with the white peeling bark on the
trunk, which grows up to 30 m (URADNI{CEK et al. 2009). Tiny monoecious (male
and female) flowers appear in early spring in separate catkins on the same tree. The
numerous small winged seeds are spread widely by the wind. The silver birch is
used for different products, various parts of the tree are used in traditional medicine
and cosmetics. It is planted decoratively in parks and gardens. The silver birch wood
is pale in colour with no distinct heartwood, and quality forms of trees are used in
making furniture, plywood, veneers, parquet blocks, skis, and kitchen utensils, and
in turnery. It makes a good firewood, but is quickly consumed by the flames (HEjNY,
SLAVIK 1990, URADNIGEK et al. 2009, REISNER, ZEIDLER 2010). For use in forestry, it
is essential to ensure a sufficient amount of quality sources of reproductive material.
Verification of genetic characteristics is possible on the basis of DNA. Mentioned
methodological procedures of DNA analyses using nuclear microsatellite markers
can be used to gain objective knowledge about clonal identity, genetic diversity,
and the structure of gene sources in reproductive material. Knowledge of the level
of genetic diversity is important for assessing the resistance of populations to
environmental changes or diseases. Microsatellites, also known as simple sequence
repeats (SSR) are small repetitive DNA sequences, highly variable markers and
commonly used in population genetic. SSR are codominant markers and therefore
can distinguish homozygotes and heterozygotes. The silver birch with two sets of
chromosomes is diploid organism. The selected individuals of silver birch were used
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to develop this methodology that describes the processes of sampling, isolation
of DNA, conditions of polymerase chain reaction (PCR), separation, sizing of
amplification products and calculations of molecular data. Total genomic DNA
was extracted using a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) from 100
mg fresh young leaves or 20 mg lyophilized ones. The SSR method is based on
the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. Based on a previous
screening twelve variable microsatellite markers L1.10, L2.3, L3.4, L4.4, L5.1, L5 .4,
L5.5, L7.3, L13.1 (Kurju et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330 (TRUONG et al. 2004),
EE595358 (YosHIAKI et al. 2009) were selected for DNA analysis (Table 1). PCR
products were separated by capillary electrophoresis using the Applied Biosystems
3500 genetic analyser.

The developed procedures of DNA analyses for objective determination of the
genetic diversity and the clonal identity of gene sources of reproductive material
will contribute to the quality of the silver birch reproductive material for primary
afforestation of clearings and to creation of optimal forest composition in order to
maintain the ecological stability. The knowledge obtained from genetic monitoring
will be used in the state administration in the field of protection and reproduction
of genetic resources of forest trees and can be used in the amendment of forestry
legislation. The procedures of this methodology for verifying the genetic identity
of clones for seed orchards or mixtures of clones and diversity of gene sources will
serve for the needs of the coordinator of the National Programme for the protection
and reproduction of the gene pool of forest tree species (The Forest Management
Institute) for the application of new control methods, selection of genetic sources
and subsidy policy of the Czech Republic.
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Priloha

Priklady vystupti genetickych analyz u bfizy bélokoré

Obr. 1: Ukazka elektroforetického zaznamu amplifikaénich produktl
testovaného markeru L5.4
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L34

EES95358

Obr. 2: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru pro jeden
klon bfizy bélokoré u &tyf mikrosatelitovych markert
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Priklad multilokusové genotypizace (MLG) u vybranych jedinct bfizy bélokoré

Tab. 1
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