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STUDIUM GENETICKE VARIABILITY U ZASTUPCU RODU AESCULUS L. POMOCI SSR MARKERU
THE STUDY OF GENETIC VARIABILITY IN THE GENUS AESCULUS L. BY SSR MARKERS
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ABSTRACT

Genetic variability was studied in two species of the genus Aesculus L.: A. turbinata and A. hippocastanum; ten clones of explant cultures of
A. hippocastanum L. derived by organogenesis and somatic embryogenesis from donor resistant and susceptible to horse chestnut leaf-miner
(Cameraria ohridella) were compared using microsatellite (SSR) markers. A total of 28 alleles were detected at the 8 SSR loci. The number of alleles
generated by each marker ranged from 1 to 5 with an average of 3.5 alleles per locus. Statistical indicators were calculated for each SSR marker.
We found low level of genetic variability. The value of polymorphic information content ranged from 0.00 to 0.74 (average 0.43). Conformity of
donor plant resistant to C. ohridella and its in vitro horse chestnut clones (cultivar ‘Mertelik’) was demonstrated. No changes caused by in vitro
cultivation were observed on molecular level. On the contrary, explant cultures of the susceptible genotype of A. hippocastanum did not report
an assumed donor plant. This susceptible genotype was significantly different from the other A. hippocastanum genotypes. Despite a small

sample analysis the possibility of using SSR markers for identification of donor plants and derived explant cultures was demonstrated.
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Aesculus L. je maly rod, jehoz zastupci jsou stromy nebo kefe. Tento
rod je zahradnicky zajimavy zejména jako dekorativni strom v parcich
a silni¢nich alejich (UHLIROVA, KaPITOLA 2004), ma $iroké pouziti
v lékarstvi (KIMURA et al. 2006) a dokonce i pro vyzivu v horskych
oblastech Japonska (Minami et al. 1998). V Ceské republice je vyuZi-
van také v lesnim hospodafstvi jako vyznamny tradi¢ni zdroj potravy
sparkaté zvéte (MERTELIK et al. 2010). Nejzndméj$im zastupcem to-
hoto rodu je jirovec madal (Aesculus hippocastanum, L.), ktery neni
ptvodni dfevinou Ceské republiky (GREGOROVA et al. 2006). Péivodni
aredl téchto strom je jen na malém tzemi v jihovychodni Evropé,
v horskych oblastech Balkianského poloostrova, a to v Recku, ve vy-
chodnich ¢astech Thesélie a v sousedni ¢ésti Makedonie (VETVICKA
et al. 2005).

Nejvyznamnéj$im $kiidcem jirovce je larva klinénky jirovcové (Came-
raria ohridella), ktera se zivi parenchymatickymi bunkami listu, coz
v interakci s abiotickymi vlivy (stres suchem a teplem) zptsobuje in-
tenzivni nekrézu, svinovani listi a pfed¢asnou defoliaci (MERTELIK et
al. 2004). Samotny $kidce nezpisobuje thyn stromu, ale zapric¢inuje
jeho oslabeni, které muze dosahovat az 40% energetické ztraty stromu
(PERCIVAL, Noviss 2010). Dlouhodobé komplexni ptisobeni abion6z
a dalsich biondz, jako jsou Guignardia aesculli, padli a svilusky, mohou
vést k celkovému chiadnuti a v krajnich pripadech az k odumfeni stro-
mu. K vyraznému nartstu odumirani jirovc dochazi v poslednich
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letech v zapadni Evropé a také v CR v souvislosti s bakterialni choro-
bou ,,bleeding canker® (slizotokova nekréza), zptisobenou Pseudomo-
nas syringae pv. aesculi (MERTEL{K, KLoUuDOVA 2011). Silné naruseni
uzitné hodnoty jirovcl v uzitném prostiedi ¢lovéka je také velmi vy-
znamné z pohledu lesnictvi a myslivosti, kde byla vyrazné narusena
funkce jirovce jako plodonosného stromu. Ekosystém rozséhlych les-
nich obor s intenzivnimi chovy sparkaté zvére je tradi¢ni, ekonomicky
vyznamny dsek lesniho hospodarstvi, ktery umoznuje kvalitni chovy
zvéfe a v oblasti trofeji reprezentuje §pi¢kové vysledky ¢eské myslivos-
ti po celém svété. V téchto ¢lovékem vytvorenych vysoce tcelovych
lesnich celcich je jirovec dlouhodobé vyuzivan pro produkci semen
(kastany), kterd je vyznamnym zdrojem krmiva jelentl, darkd a mu-
flonti. Ulohu spolehlivych ,,plodonosnych stromi“ plnil jirovec madal
v ekosystémech obor bez problému po desetileti, az do doby zavle-
¢eni klinénky. Negativni dopad snizené plodnosti jirovct byl prak-
ticky zaznamenan ve ¢tyfech oborach Lesniho zévodu Zidlochovice
(MERTELIK et al. 2010). Redukce vynosti semen byla experimentalné
prokazéna v Némecku (THALMANN et al. 2003), kdy u stromi silné
poskozenych klinénkou dosahovala redukce vynosu susiny az 50 %.
Podobné vysledky prokazali také SALLEO et al. (2003) v Italii. Ekosys-
tém obor s ¢lenénym terénem a vyraznym podrostem vytvari velmi
ptiznivé podminky pro pfezimovani a mnozeni klinénky a poskozeni
listové plochy zpravidla dosahuje nejvyssi urovné. Koncepénim eko-
logickym fesenim problematiky obnovy funkce plodonosnych jirovct
v oboréch v dlouhodobém horizontu je vyuziti genotypu jirovce ma-
dalu odolného k poskozeni klinénkou.
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V roce 1998 byl ve VUKOZ Priihonice vytvofen klonovy materidl
HZR1357 s rezistentnim chovanim ke klinénce jirovcové (MERTELIK
2002), ktery byl postupné vyselektovan a patentovan jako klon M06
(MERTELIK, KLOUDOVA 2006) a pozdéji vedl az k vytvoreni kultiva-
ru ‘Mertelik (MERTELIK, KLoUDOVA 2010). Tento unikétni materidl
jirovce madalu vykazuje rezistentni chovani v podobé thynu larev
v riiznych fazich vyvoje a zastaveni minovéni, jehoz vysledkem je sni-
Zeni poskozeni listd o 50 % a vice. Rezistentni chovani bylo potvrzeno
v ruznych stanovi$tnich podminkach predpokladaného budouciho
uplatnéni vysadeb kultivaru (MERTEL{K, KLOUDOVA 2012).

Pro strategii vyuziti tohoto kultivaru se jevi vyhodné vyuziti mno-
Zeni v podminkach in vitro (tzn. pomoci explantatovych technik),
a nasledna vysadba rezistentnich stromt do krajiny nebo do mést-
skych aleji. Pro ovéfeni mozné genetické variability, resp. identity od-
vozenych rostlin je vhodné vyuzit metody molekuldrni biologie zamé-
fené na studium polymorfizmu DNA. Dobré vysledky byly dosazeny
pomoci analyzy mikrosatelitnich (SSR) oblasti v genomu, ktera byla
pouzita napt. u révy (MARTINELLI et al. 2004) a cukrové titiny (SHA-
HID et al. 2011).

Cilem nasi préce bylo studium genetické variability jirovce pomoci
mikrosatelitnich markerti u genotypt s rozdilnou citlivosti ke kli-
nénce jirovcové a porovnani donorovych rostlin s odvozenymi ex-
plantatovymi kulturami, jako prostfedek k urcovani pravosti in vitro
klonového potomstva rezistentniho kultivaru ‘Mertelik’ v komerénim
mnozeni.

MATERIAL A METODIKA

Pro analyzy DNA bylo pouzito 13 vzorki jirovce (Aesculus L.) (tab. 1).
Jednalo se o jeden genotyp Aesculus turbinata Blume, dva donorové
genotypy a deset klontit Aesculus hippocastanum L., odvozenych v in
vitro podminkach s vyuzitim metody organogeneze a somatické emb-

Tab. 1.
Charakteristika rostlinného materialu jirovce pro analyzy DNA
Characteristic chestnut plant material for DNA analysis

ryogeneze v laboratori Vyzkumného ustavu Silva Taroucy pro krajinu
a okrasné zahradnictvi v Prithonicich (VUKOZ, v. v. i.) (SEDIVA et al.
2011) a v laboratofti explantatovych kultur Ustavu biologie rostlin Ag-
ronomické fakulty MENDELU v Brné. Kromé kontrolntho A. turbina-
ta byly odbéry provadény z jedinct a klont A. hippocastanum, lisicich
se nachylnosti ke klinénce jirovcové.

Genomicka DNA byla izolovana z mladych listi pomoci DNeasy
Plant Mini Kitu (Qiagen). Pro analyzu bylo vybrdno osm SSR mar-
kertt (AT3D6, AT5D2, AT5D10, AT6D2, AT6D8, AT6D12, AT7DI
a AT7D8). Primerové sekvence pro jednotlivé SSR markery, teplotni
a Casovy profil reakce byly pievzaty z publikace MINaMI et al. (1998)
na zédkladé nejvyssiho stupné polymorfizmu u A. turbinata. Slozeni
reakéni smési bylo podle protokolu VYHNANEK et al. (2009). Vysledné
produkty byly elektroforeticky separovany na 8% nedenatura¢nim po-
lyakrylamidovém gelu a barveny stfibrem (0,2% AgNO,).

Vysledky molekuldrnich analyz byly hodnoceny pomoci bindrni mati-
ce, nasledné byly analyzovany statistickym software FreeTree verze 9.1
(HampL et al. 2001) pomoci UPGMA (Unweight Pair Group Method
with Arithemetic Mean) s vyuZitim Jaccardova koeficientu podobnos-
ti (JAcCARD 1908). Data byla nasledné zpracovana do dendrogramu
pomoci software TreeView verze 1.6 (PAGE 1996). Pro jednotlivé SSR
markery byly vypocteny statistické hodnoty DI (diverzity index), PI
(pravdépodobnost identity) a PIC (polymorfni informacni obsah)
podle RusskeLL et al. (1997).

VYSLEDKY A DISKUSE

V nasem souboru 13 vzorki bylo detekovano celkem 28 alel, coz je
primérné 3,5 alely na lokus (tab. 2). THOMAS et al. (2008) deteko-
vali pfi pouziti stejnych SSR markerti od 15 do 35 alel na lokus u 24
populaci (391 jedincti) A. flava, A. pavia, A. sylvatica a jejich kifzen-
ct. MINAMI et al. (1998) zjistili priimérné 18 alel na lokus pfi studiu

Specifikace rostlinného materialu/

Druh/Species Specification of plant material

Pocet vzorkud/
Number of samples Sample designation

Oznaceni vzork(/ Pévod/Origin

A. hippocastanum

Pokusné plochy VUKOZ, v.v.i.,

‘Mertelik Donorovy strom 1 AeH DM Prahonice
:4, hlpr?astanum In vitro kultura (organogeneze), AF 1 AeH EMB Poﬂkusn.e plochy VUKOZ, v.vi.
Mertelik Prihonice
A. hippocastanum In vitro kultura (somaticka embryo- ) Pokusné plochy VUKOZ, v.v.i.,
‘Mertelik’ geneze), VUKOZ 4 AeH EMP1-P4 Prihonice
A. hippocastanum Donorovy strom 1 AeH DN PODK usne plochy VUKOZ, v.vi,
Prahonice
A. hippocastanum  In vitro kultura (organogeneze), AF 1 AeH ENB Poﬂkusn.e plochy VUKOZ, v.vi,
Prihonice
. In vitro kultura (organogeneze), ) Pokusné plochy VUKOZ, v.v.i.,
A. hippocastanum VUKOZ 3 AeH ENP1-P3 Prahonice
, , Hardeg, Rakousko, lokalita
A. hippocastanum In vitro kultura (organogeneze), AF 1 AeH EA u hranic NP Thayatal
A. turbinata Donorovy strom 1 AeT Arboretum a botanicka zahra-

da Mendelovy univerzity, Brno

Vysvétlivky: AF — Laboratof explantatovych kultur Ustavu biologie rostlin, Agronomicka fakulta, MENDELU v Brng; VUKOZ, v. v. i. — Vyzkumny Ustav Silva Taroucy pro

krajinu a okrasné zahradnictvi; NP —Narodni park

Captions: AF — Plant tissue laboratory of the Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy, Mendel University in Brno; VUKOZ - the Silva Tarouca Research Insti-

tute for Landscape and Ornamental Gardening; NP — National park
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Tab. 2.
Statistické hodnoceni jednotlivych SSR markert
Statistical evaluation of the SSR markers

Velikost/ Pocet alel/
SSR marker Size (bp) Number DI Pl PIC
of alleles
AT3D6 290 1 0,00 1,00 0,00
AT5D2 240-280 4 0,60 0,21 0,55
AT5D10 220-260 3 0,36 043 0,33
AT6D2 260-300 5 0,76 0,06 0,74
AT6D8 120-140 3 0,26 0,57 0,24
AT6D12 120-160 4 0,37 0,39 0,36
AT7D1 160-200 4 0,70 0,11 0,66
AT7D8 80-100, 130 4 0,60 0,09 0,60
Pramér/Average 3,5 0,46 0,36 0,43

Vysvétlivky: DI (diverzity index), Pl (pravdépodobnost identity) a PIC (polymorfni
informacéni obsah)

Captions: DI (diversity index), Pl (probabilities of identity) and PIC (polymorphic
information content)

genetické variability 43 jedinct A. turbinata pti pouziti deseti SSR
markert, pficemz osm SSR markert s nejvyssi variabilitou bylo vy-
uzito v nasi studii. Ndmi detekované hodnoty v porovnani s jinymi
autory jsou velmi nizké. Rozdil je zptsoben zejména velikosti soubo-
ru a jeho nizkou variabilitou. Tuto skute¢nost potvrzuji i pramérné
hodnoty statistickych ukazatelii pro jednotlivé SSR markery: DI 0,46;
P10,36 a PIC 0,43.

V ramci analyzovaného souboru jsme detekovali jeden SSR marker
(AT3De6), ktery poskytoval uniformni spektrum amplikonti. Byly de-
tekovany i heterozygotni profily SSR markert. Zde se nejvice hete-
rozygotni konstituce (62,5% SSR markert1) vyskytovala u jedince A.
turbinata, kdyZz nebyla detekovana pouze u tfi SSR markerti (AT3D6,
AT5D2 a AT6D2). Heterozygotni profily byly pozorovany u jedinct
A. hippocastanum a jejich regenerant u dvou SSR markert (AT6D2
a AT7DI) a vidy korespondovaly s profilem rostliny oznacené jako
donor explantatové kultury. Velikost jednotlivych detekovanych am-
plikont odpovidala + 20 bp velikosti produktd, jak je popsali u A.
turbinata MINAMI et al. (1998). U SSR markeru AT7D8 byly deteko-
vany dvé zény produktt (velikost 130 bp a 80-100 bp) u v8ech analy-
zovanych jedinct. Zdéna s produkty 130 bp byla shodna pro vsechny
analyzované genotypy a odpovidala primérné velikosti 126 bp, kterou
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Obr. 1.
Dendrogram podobnosti analyzovanych genotypt jirovce

Vysvétlivky: AeH DM — A. hippocastanum /donor, ‘Mertelik’/; AeH EMB — A. hippocastanum /explantat, ‘Mertelik’, Brno/; AeH EMP1-P4 — A. hippocastanum /explantat,
‘Mertelik’, Prihonice/,AeH EA — A. hippocastanum /explantat, Rakousko/; AeH DN — A. hippocastanum /donor, nachylny/; AeH ENB — A. hippocastanum /explantat,
nachyliny, Brno/; AeH ENP1-P3 — A. hippocastanum /explantat, nachylny, Prihonice/; AeT — A. turbinata /kontrola/

Fig. 1.
Similarity dendrogram of the analyzed chestnut genotypes

Captions: AeH DM — A. hippocastanum /donor, Mertelik/; AeH EMB — A. hippocastanum lexplants, ‘Mertelik’, Brno/; AeH EMP1-P4 — A. hippocastanum /explants,
Mertelik, Prahonice/, AeH EA — A. hippocastanum /explants, Austria/; AeH DN — A. hippocastanum /donor, susceptible/; AeH ENB — A. hippocastanum /explants, sus-
ceptible, Brno/; AeH ENP1-P3 — A. hippocastanum /explants, susceptible, Prihonice/; AeT — A. turbinata /control genotype/
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zjistili u A. turbinata MiNaMm1 et al. (1998). Je tedy zfejmé, Ze tato pri-
merova kombinace nasedala v genomu nami analyzovanych genotypti
jirovee na dvé mista. Pro dalsi praci by bylo vhodné provést sekven¢ni
analyzu téchto produkti a jejich srovnani.

Na zékladé dendrogramu (obr. 1) mizeme fici, Ze doslo ke statistic-
ky vyznamnému rozliSeni analyzovanych genotypt do dvou shluki
(I'aII). Jako pozitivni vysledek Ize oznacit statisticky prikaznou shodu
rezistentnich vzorkd kultivaru ‘Mertelik' (AeH DM) s jeho explantato-
vou kulturou vedenou v Praze a v Brné (AeH EMB a AeH EMP1-P4).
Tento genotyp se nachazel ve spolecném podshluku (IA) s explanta-
tovou kulturou, jez byla v Brné odvozena ze stromu pochdzejiciho
z okoli Hardegu v Rakousku, ktery opakované ve dvou sezénach také
nevykazoval symptomy napadeni, i kdyz vajicka klinénky na ném po-
zorovana byla. Bohuzel se pro experiment nepodafilo ziskat vzorek
genomické DNA donorového stromu. Rovnéz nelze zcela vyloucit, ze
tento strom nebyl na ochranu proti klinénce odetfen, i kdyz je to ne-
pravdépodobné s ohledem na to, Ze se vyskytuje volné v krajiné v bliz-
kosti hranic narodniho parku.

Zastupce A. turbinata (AeT) se nachazel ve shluku (II.) s nachylnym
donorem A. hippocastanum (donor). Velmi zajimavou skute¢nosti
je, ze donor A. hippocastanum (AeH DN) vyznacujici se nachylnosti
ke klinénce jirovcové nevykazuje vysoky stupern podobnosti se vzor-
ky explantatové kultury vedené v Brné a v Praze (AeH ENB a AeH
ENP1-P3), nachazejicich se v podshluku IB. Na zakladé nasich ana-
lyz bylo dodate¢né zji$téno, ze explantatové kultury byly odvozeny
z vice nachylnych jedincti pracovniky VUKOZ, v. v. i. Nami analy-
zovany donor tak nemusi odpovidat explantatové kultufe. Nase vy-
sledky v8ak nyni umoznuji dohledani a identifikaci jak donorového
jedince, tak prokdzani pavodu konkrétniho klonového potomstva.
Zjisténa shoda u rezistentnich vzorka z donorové rostliny kultiva-
ru ‘Mertelik’ a z ni vytvorené explantitové kultury je jednoznaénym
pfinosem a bude uplatnéna pro prokazovani pravosti pti praktickém
sledovani rezistentniho chovani a biologickych vlastnosti in vitro
klonového potomstva tohoto kultivaru. Hodnoceni in vitro namno-
zenych rostlin bude probihat jak experimentalné v fizenych podmin-
kach, tak dlouhodobé v podminkach ptirozené infestace klinénkou
na raznych stanovistich budoucich cilenych vysadeb. Moznost spo-
lehlivého laboratorniho prokdzani pravosti rostlinného materialu pfi
vyhodnocovani ptipadnych rozdilt je z metodického hlediska ne-

zbytna.

ZAVER

Vysledky i pfes analyzu malého souboru ukazuji moznost vyuziti SSR
markert pro identifikaci explantatovych kultur odvozenych z dono-
rovych jedinct A. hippocastanum a studium stability explantatovych
kultur uréenych pro mikropropagaci ekologicky cennych genotyptl.
V pripadé podrobnéjsiho studia genomu rodu Aesculus L., napt. fy-
logenetickych studii nebo studia vnitrodruhové variability, spojenych
s rezistenci ke klinénce jirovcové, je vyhodnéjsi pouzit sekvenéni
analyzy (HARRIS et al. 2009) nebo analyzu délkového polymorfizmu
amplifikovanych fragmentt (PRADA et al. 2011). Pro produkéni in vi-
tro mnozeni kultivaru ‘Mertelik rezistentniho ke klinénce jirovcové
byla vypracovana certifikovana metodika (SEp1VA et al. 2012), s cilem
urychleni jeho praktického pouziti v cilenych vysadbach jirovca v CR
véetné obor s intenzivnim chovem sparkaté zvére. Metoda s pouZi-
tim SSR markert je pfinosem pro spolehlivé prokazani pravosti vy-
sazeného materidlu jak z hlediska biologického, tak z hlediska pravni
ochrany.

Podékovani:

Vyzkum byl podpofen Ministerstvem zemédélstvi Ceské republiky
v ramci projektu NAZV QH81101.
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STUDIUM GENETICKE VARIABILITY U ZASTUPCU RODU AESCULUS L. POMOCI SSR MARKERU

THE STUDY OF GENETIC VARIABILITY IN THE GENUS OF AESCULUS L. BY SSR MARKERS

SUMMARY

Aesculus L. is a small genus, whose representatives are trees or shrubs. Our most famous species — horse chestnut (A. hippocastanum) is of
particular interest as a decorative tree. In the Czech Republic it is used in forestry as an important traditional food source for cloven-hoofed
game (MERTELIK et al. 2010). A major pest of this plant species is a caterpillar of a horse-chestnut leaf miner (Cameraria ohridella), which feeds
on parenchymal leaf cells - it often results in repeated tree defoliation. The pest itself does not cause death of a tree but it brings its weakening
and allows subsequent attacks of other pathogenic organisms. Significant factor in the fight against the horse chestnut leaf miner was finding
the clonal material HZR1357 with resistant behavior, which later led to the creation of the cultivar ‘Mertelik’ (MERTELiK, KLoUuDOVA 2010).
This unique material of a horse chestnut shows resistant behavior - it stops larvae mining and causes larvae mortality in various development
stages. It results in a reduction of leaf damage by 50 % and more in different habitat conditions of anticipated future application of cultivar
plantings (MERTEL{K, KLoUDOVA 2012). For the strategy of using and extension of this cultivar, it seems to be beneficial to multiplicate plants
in vitro (i.e. by explant techniques) and the subsequent planting of resistant trees in the landscape or in urban alleys. The aim of our work was to
study genetic variability of horse chestnut using microsatellite markers in genotypes with different sensitivity to horse chestnut leaf miner and
comparison of donor plants with derived explant cultures.

The polymorphism of DNA was analysed in 13 samples of horse chestnut (Tab. 1) - one genotype of Aesculus turbinata Blume, two donor
genotypes with different susceptibility to horse chestnut, and 10 clones of Aesculus hippocastanum L., derived by organogenesis and/or somatic
embryogenesis in vitro in laboratory at the Silva Tarouca Research Institute for Landscape and Ornamental Gardening (SEDIVA et al. 2011) and
in the Plant tissue culture laboratory at the Department of Plant Biology of Mendel University in Brno. Genomic DNA was isolated from young
leaves using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). We analysed eight SSR markers. Primer sequences and reaction condition were used according
to MiNaMI et al. (1998). The reaction mixture, electrophoresis by polyacrylamide gel and visualisation with silver (0.2% AgNO,) were used
according to VYHNANEK et al. (2009). The resulting electrophoretic data were transformed to dendrogram and individual statistical indicators
(DI - diversity index, PI - probabilities of identity and PIC - polymorphic information content) for each SSR marker were calculated according
to RUSSELL et al. (1997).

A total of 28 alleles were detected at the 8 SSR loci (Tab. 2). The number of alleles generated by each marker ranged from 1 to 5 with an average
of 3.5 alleles per locus. Statistical indicators were calculated for each SSR marker. We found low level of genetic variability. This fact is confirmed
by the average values of the statistical indicators for all SSR markers: DI 0.46, P1 0.36 and PIC 0.43. Conformity of donor plant and in vitro horse
chestnut clones (cultivar ‘Mertelik’) characterized by a resistance to horse chestnut leaf-miner was demonstrated (Fig. 1). On the contrary, it
was found that explant cultures of susceptible genotype A. hippocastanum did not reported assumed donor plant. This susceptible genotype
was significantly different from the other A. hippocastanum genotypes. Despite a small sample analysis, the possibility of using SSR markers
for identification of donor plants and derived explant cultures was demonstrated. It is very important mainly for practical use of the resistant
cultivar ‘Mertelik in forestry in the Czech Republic. This cultivar could have a great potential to overcome problems with horse chestnut leaf-
miner mainly in deer-parks, but its introduction is not possible without the reliable verification. The method using SSR markers is also a good
tool for legal protection of this cultivar.
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