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ABSTRACT

The Simple Sequence Repeats (SSR) method of DNA analyses were used to determine the polymorphism of Norway spruce (Picea abies /L./
Karsten) samples. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from embryogenic cell lines of valuable original hurst
ecotype of Norway spruce growing in the Ceské Svycarsko National Park and the PLA administration Ktivoklatsko, and from needles taken
from mountain ecotype of Norway spruce growing in Flaje (Ore Mountains) and Trékov - Serlissky kotel (Eagle Mountains), Czech Republic.
Samples were screened using selected six polymorphic nuclear microsatellite markers. Measuring the size of amplification products was carried
out using the genetic analyzer Applied Biosystems 3500. The obtained data were analyzed using the statistical program GenAlEx 6.5 (PEAKALL,
SMOUSE 2006, 2012). The identified genetic loci were verified as highly polymorphic and could be further used for comparative genetic analyses

of Norway spruce populations.
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Smrk ztepily (Picea abies /L./ Karsten) je jednou z nasich nejvyznam-
néjsich drevin z ekonomického i ekologického hlediska. Jeho rozsiteni
sahd od Sibife pfes severovychodni a severni Evropu. Zejména v po-
slednich dvou stoletich byl intenzivné uméle vysazovan i ve stfedni
Evropé, kde vytladil fadu plivodnich drevin (SCHUBERT et al. 2001).
Smrk ztepily je svétlomilna dfevina, s relativné mélkou povrchovou
kofenovou soustavou. Je zna¢né naro¢ny na pudni vlhkost a vyzadu-
je 1 vys$s8i relativni vlhkost vzduchu. Nedostatek vlahy je limitujicim
faktorem jeho dobrého rustu. Snese i nadbytecnou vlhkost raselinist
(URADNICEK et al. 2009). Avsak na geologické podlozi a slozeni piidy
nema velké naroky, i kdyz na chudych kfemicitych ptidach a kyselych
radelinach roste $patné, protoze nesndsi nedostate¢né provzdusnéné
pudy (CHMELAR 1980). Na klimatické podminky neni naro¢ny, ale
malo odolava vétru a také ndmraze a snéhu. Je rovnéz velmi citlivy
na znecisténi ovzdusi, zejména imisemi s SO,.

Vyvoj ptirozené populace smrku ztepilého zavisi na jeji genetické di-
verzité; ¢im jsou populace geneticky rozmanitéjsi, tim 1épe se0 prizpti-
sobi zménam podminek na stanovisti. Genetickou skladbu organismii
a jeji rozdilnosti mezi jedinci nebo populacemi lze stanovit DNA
markery, které jsou zaloZeny na polymorfismu nukleotidovych sek-
venci a které na rozdil od izoenzymovych markert nereaguji na en-
vironmentdlni zmény. Aby bylo mozné ziskat ze zkoumanych vzorka
informace o genetické proménlivosti studovanych jedinct, je potfebné
vyhledat DNA markery, které vykazuji vysoky polymorfismus. Miry
charakterizujici genetickou strukturu a proménlivost populaci jsou
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zalozeny na alelickych frekvencich jednotlivych alelickych variant
v lokusech (PAULE 1992).

Pro testovani polymorfismu vybranych populaci smrku ztepilého lze
vyuzit mikrosatelity, simple sequence repeats (SSR) markery. Mik-
rosatelity jsou sekvence DNA, slozené z mnohokrat se opakujicich
kratkych motivi zpravidla 2-4 baze dlouhych. Mikrosatelitové lokusy
patii mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu, kdy je polymorfismus dan
zejména rozdilem v poctu opakovani zakladniho motivu nukleotidu.
Kodominantni charakter markert SSR umoznuje rozlisit homozygoty
od heterozygott. Mikrosatelitové lokusy jsou amplifikovany polyme-
razovou fetézovou reakci (PCR) s primery, které jsou komplementarni
se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Studium mi-
krosatelitt je u smrku ztepilého komplikované z diivodu znac¢né veli-
kosti jeho genomu, ktery je 30-40 miliard parti bazi dlouhy a obsahuje
vysoky pocet repetitivnich oblasti (PFEIFFER et al. 1997). Ty zptsobuji
tvorbu multilokust, coz komplikuje hodnoceni amplifika¢nich pro-
dukti (ScoTTr et al. 2000a). Cilem této prace bylo zjistit moznosti vy-
uziti SSR markert pro sledovani Grovné polymorfismu a porovnani
miry variability vybranych populaci smrku ztepilého.

MATERIAL A METODIKA

Pro hodnoceni genetické diverzity vybranych populaci smrku ztepilé-
ho s vyuzitim SSR markert byly vybrany celkem 4 populace: 2 popu-
lace chlumniho ekotypu rostouctho na lokalitdch Ceskosaské Svycar-
sko (SMCH CS) a Ktivoklatsko (SMCH KR) a 2 populace horského
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ekotypu z oblasti Flaje v Krusnych hordch (SMF) a z oblasti Tr¢kova
- Serlissky kotel v Orlickych horach (SM02) (tab. 1). Odbéry vychozi-
ho materialu byly provadény béhem roku 2011 a 2012; z Fl4ji i Orlic-
kych hor byly pro analyzy DNA odebirany jehlice. V ptipadé cennych
ptvodnich populaci chlumniho ekotypu smrku ztepilého rostoucich
na lokalitach Ceskosaského Svycarska a Kiivoklatska byla DNA izolo-
vana z odvozenych embryogennich linii. Embryogenni kultury smrku
ztepilého byly zaloZeny ze zygotickych embryi nezralych semen a jsou
kultivovany v bance explantati (MALA et al. 1995).

Jehlice byly po odbéru zamrazeny a embryogenni pletiva byla z dtvo-
du vysokého obsahu vody lyofilizovana. DNA byla izolovdna pomoci
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy”
Plant Handbook).

Pro studium genetické variability vzorka smrku ztepilého byly testo-
vany mikrosatelitové markery, které jsou povazovany za vysoce poly-
morfni. P¥i vybéru mikrosatelitovych markert jsme vychazeli z pra-
ce ScorTI et al. (2000a), ktery v kddujici oblasti cDNA identifikoval
mikrosatelitové lokusy s dinukleotidovou repetici AG a AC. Z nich
jsme pro testovani polymorfismu pouzili lokusy PAAC3, PAACII,

Tab. 1.
Mista odbért a oznaceni vzorkil smrku ztepilého
Sampling sites and labelling of Norway spruce samples

PAAC13, PAACI17, PAAC19 a PAAC23 i s navrzenymi sekvencemi
specifickych primert. Dalsi testované mikrosatelitové lokusy SpAG2
a SpAGD1 byly prevzaty z praice MELNIKOVA et al. (2012). Reakéni
smési a teplotni cykly PCR byly optimalizovany a modifikovany podle
prace YAZDANI et al. (2003). Dal$i ovéfované mikrosatelitové lokusy
WS00716.F13, WS0092.A19, WS0022.B15 pro testovani polymorfis-
mu smrku ztepilého vyvinul RuNais et al. (2004) z kdédujici oblasti
DNA, tzv. expressed sequence tags (EST) — SSR markery. Sekvence
specifickych primert pro testované lokusy jsou uvedeny v tab. 2. Pred-
bézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktii bylo provedeno
po probéhlé elektroforéze na 2% agarézovych gelech v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) a amplifikaty byly
vizualizovany pomoci etidium bromidu (SAMBROOK, RUSSELL 2001).
Hodnotitelné polymorfni amplifika¢ni produkty byly ziskany s prime-
ry k lokusim PAACI19, PAAC23, SpAGD1 WS00716.F13, WS0092.
A19 a WS0022.B15. PCR pro lokusy PAAC19, PAAC23 a SpAGD1
probihala pro kazdy vzorek v celkovém objemu 15 pl s pouzitim poly-
merazy Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Techno-
logies) a s ni dodanymi komponenty. Obsahovala 1,5 pl 10xPCR pulfr,
2mM MgClz, 0,2mM smési dNTP, 0,37 jednotek Platinum Taq DNA

Lokality odbéru/Sampling sites

Populace/Populations Vzorky/Samples

Flaje — horsky ekotyp/Mountain ecotype

SM/1/1,SM/1/2,SM /1/ 3, SM /1/ 4, SM /1/ 5, SM /1/
6, SM/1/7,SM /1/ 8, SM /2] 1A, SM /2/ 2A, SM /2/ 3A,

(Krusné hory/Ore Mts., soufadnice/coordinates SMF SM /2/ 4A, SM /2/ 5A, SM /2/ 6A, SM /2/ TA, SM /2/ 8A,
N 50.6579333°, E 13.581°) SM /3/ 21A, SM /3/ 22A, SM /3/ 23A, SM /3/ 24A, SM
/3/ 25A, SM /3/ 26A, SM /3/ 27A, SM /3/ 28A

e e oo
N 50,886248°, E 14,404954°) 27J, 27S, 28, 29K, 34C, 35F, 35A, 36B, 37B
e T PSSP owi 101A 1026, 104D, 06L, 107L, 103, 110A 11A,

R ’ ' 112A, 113D, 114A, 114F, 115A, 116B, 117A, 120H, 121A
E 13,856309°)
Trekov — Serligsky kotel — horsky ekotyp/Mountain SMO02/1, SM02/2, SM02/3, SM02/4, SM02/11, SM02/12,
ecotype (Orlické hory/Eagle Mts., soufadnice/ SMO02 SM02/13, SM02/14, SM02/21, SM02/22, SM02/23,

coordinates N 50,312756°, E 16,41596°)

SM02/24, SM02/31, SM02/32, SM02/33, SM02/34

Tab. 2.
Testované SSR lokusy a sekvence primert
Tested SSR loci and sequence of the primers

Lokus/Locus  Forward primer Reverse primer

PAAC3 CGC TAC CTCAGATTT CTC CA AGATAT TCC CTCACAAAGTTG G
PAAC11 GTAATG AAATGT GTG TGT GTG TGT GT  AGT AGC GAG GGT GGA GAT GG
PAAC13 GAT ATT GAT GTACGC ACT GG AATTTT TTGAAC AAGAAG TTTTC
PAAC17 GAAACAAAAATT ATT ACG CG ATG CCC TCC TAATGAATG
PAAC19 ATG GGC TCAAGG ATG AAT G AAC TCC AAACGATTGATT TCC
PAAC23 TGT GGC CCC ACT TAC TAATAT CAG CGG GCATTG GTT TACAAG AGT TGC
SpAGD1 GTC AAC CAACTT GTAAAG CCA ACTTGTTTG GCATTTTCC C
SpAG2 GCT CTT CAC GTG TAC TTGATC TTC GAA GAT CCT CCAAGATA
WS00716.F13 TCAAGT AAT GGA CAAACG ATACA TTT CCAATAGAATGG TGGATTT
WS0092.A19 GAT GTT GCA GGC ATT CAG AG GCA CCAGCATCGATT GAC TA
WS0022.B15 TTT GTA GGT GCT GCA GAG ATG TGG CTT TTT ATT CCA GCAAGA
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Polymerase, specifické primery kazdy 0,1 uM k lokustim PAACI19
a SpAGD1, 0,2 uM k lokusu PAAC23, 10-20 ng izolované DNA a ste-
riln{ ultra¢istou vodou (Sigma - Aldrich) byla reakéni smés doplnéna
do objemu 15 pl. PCR s primery k lokusim WS00716.F13, WS0092.
A19, WS0022.B15 byla provadéna formou multiplexu podle metodi-
ky pracovisté ASP - Bavarian Office for Forest Seeding and Planting,
Teisendorf (osobni sdéleni). Pro kazdy vzorek byla reakce provedena
v celkovém objemu 15 pl s vyuzitim Type-it® Microsatellite PCR Kit
(Qiagen), koncentrace kazdého primeru byla 0,1 pM a mnozstvi DNA
10-20 ng. PCR probihaly v termocyklerech Bioer XP cycler, Biorer
GenePro a Veriti Thermal cycler. V tab. 3 jsou uvedeny teplotni rezimy
PCR pro uvedené lokusy, na zavér byly testované vzorky chlazeny pii
4°C.

Pti hodnoceni jedincii stejného druhu je pravdépodobné, Ze se mohou
lisit jen v nékolika nebo i v jednom opakovani motivu (u dinukleotidii
to predstavuje 2 baze) a rozdily nelze detegovat na agarézovém gelu.
Primery poskytujici hodnotitelné polymorfni amplifikity se nechaly
fluorescen¢né oznacit (6FAM, VIC, NED) a u ziskanych amplifika¢-
nich produktt byla provedena fragmenta¢ni analyza na genetickém
analyzatoru. Pfed fragmenta¢ni analyzou byla provedena denaturace,
kdy ke kazdému vzorku bylo pfidano 11 pl Formamidu (Hi-Di™ For-
mamide, Applied Biosystems) a 0,4 ul velikostniho standardu (Gene
Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0, Applied Biosystems). Po inku-
baci 4 minuty pfi teploté 94 °C byly vzorky rychle zchlazeny na ledu.
Odecteni velikosti fragmentii probihalo na genetickém analyzatoru
Applied Biosystems 3500. Hodnoceni jejich velikosti bylo provedeno
pomoci softwarového programu GeneMapper® 4.1 (Applied Biosys-
tems). Pro posouzeni genetickych charakteristik sledovanych popu-
laci smrku ztepilého byla ziskana data mikorosatelitovych markert
zpracovana pomoci statistického programu GenAlEx 6.5 (PEAKALL,
SMousE 2006, 2012).

Tab. 3.
Prubéh optimalizovanych PCR pro vybrané SSR markery
Stages optimized PCR for the selected SSR markers

VYSLEDKY

Pro testovani vzorka smrku ztepilého bylo vyhleddno 6 mikrosatelito-
vych markerd, které vykazovaly polymorfismus a byly interpretovatel-
né. Jejich amplifikaéni produkty dosahovaly velikosti v rozmezi 272-
310 bp u lokusu PAAC23, 120-164 bp u lokusu SPAGD1, 153-185 bp
u lokusu PAAC19, 214-316 bp u lokusu WS00716.F13, 207-233 bp
u lokusu WS0092.A19, 177-221 bp u lokusu WS0022.B15. Hrani¢ni
velikosti alel pro sledované populace jsou uvedeny v tab. 4.

U hodnocenych 78 jedinct ze 4 populaci bylo celkové detegovano 225
rozdilnych alel v 6 lokusech, v praméru 9,4 alel na lokus a populaci.
Nejvice polymorfni se jevil lokus SpAGD1 u kterého bylo v primeé-
ru identifikovano 13,3 alel na populaci, u lokusu WS0022.B15 to bylo
11,5 alel, u WS00716.F13 11 alel, u PAAC19 10,3, u PAAC23 6,8 alel;
nejméné polymorfni byl lokus WS0092.A19, u néhoz bylo detegova-
no 3,5 alel. Alelické varianty u sledovanych populaci a jednotlivych
lokustl jsou uvedeny v tab. 5. VSech 6 lokust u sledovanych populaci
bylo na zakladé vypocitané hodnoty P (procentni podil polymorfnich
lokusti) 100% polymorfnich. Hodnoty heterozygotnosti, coz je podil
heterozygotnich jedinct v daném lokusu, udava tab. 6. Pozorovana
heterozygotnost (H ) u celkového souboru 78 jedinchi byla nejvyssi
u lokusu WS0022.B15, a to 0,964, ocekavand heterozygotnost byla pro
tento lokus niz§i (0,857). V tab. 7 jsou uvedeny primérné hodnoty he-
terozygotnosti pro jednotlivé populace, priimérné hodnoty poctu riiz-
nych a efektivnich alel a Shannontv informacni index. Nejvyssi podil
pozorovanych heterozygotii (hodnota H = 0,813) se ukdzal v populaci
ti (H, = 0,668) byla u populace chlumniho ekotypu z Ktivoklatska.
Nejvyssi primérna hodnota poctu efektivnich alel byla pozorovana
u populace SM02 (5,997), tato populace ma také nejvyssi pocet riiz-
nych alel (11,333). Dalsi geneticka charakteristika uvedend v tab. 7 je
Shannontv informa¢ni index poukazujici na miru genetické diverzity

Krok/Ste Poc¢atecni denaturace/  Pocet cykld/ Denaturace/ Annealing/ Elongace/ Finalni elongace/
P Initial denaturation No. of cycles Denaturation Annealing Elongation Final elongation

Marker T Cas" T Cas" T Cas" T Cas" T Cas"
(<C) (min) (-C) (s) (C) (s (-C) (s) (-C) (min)

WS00716.F13

WS0092.A19 95 15 26 94 30 53 90 72 30 60 30

WS0022.B15

PAAC23 94 3 40 94 45 54 45 72 45 72 20

SpAGD1

PAAC19 94 5 37 94 45 57 45 72 45 72 20

Captions: "Time

Tab. 4.

Rozsah velikosti alel u hodnocenych lokust pro populace smrku ztepilého

Size range of alleles at evaluated loci in the populations of Norway spruce

Populace smrku ztepilého/ Lokus/Locus  Lokus/Locus  Lokus/Locus Lokus/Locus Lokus/Locus  Lokus/Locus

Populations of Norway spruce PAAC23 PAAC19 SpAGD1 WS00716.F13 WS0092.A19 WS0022.B15

SMF 272-310 153-175 124-164 220-316 207-233 177-219

SMCH CS 274-286 157-175 120-164 214-300 207-223 177-201

SMCH KR 276-294 153-173 122-164 222-316 207-211 177-221

SMO02 272-310 153-185 122-164 216-296 207-211 177-199
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pro jednotlivé populace. Nejvyssi hodnota byla pozorovana u fl4jské

sy

ekotypu z Ktivoklatska (SMCH KR 1,684).

Jedna z nejvyznamnéjdich genetickych charakteristik je ohodnoceni
genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které byly pro sledované
vzorky kalkulovany na zdklad¢ Neiovy standardni genetické vzdile-
nosti (NE1 1972). Ziskané hodnoty byly graficky zpracovany pomoci
analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis, PCoA)
(obr. 1). Z hodnoceni vyplyvd, ze geneticky jsou nejblize seskupeny
populace chlumniho ekotypu z lokality Ceskosaské Svycarsko a Kii-
voklatsko. Vzdalenéji od téchto populaci se nachdzi fldjska populace
a geneticky nejvzdalenéjsi se jevi populace SM02 z Orlickych hor, kte-
ra také dosahuje nejvyssich hodnot Neiovy miry genetickych vzdale-
nosti vzhledem k ostatnim sledovanym populacim; nejvy$si hodnota
je 0,306 mezi SMCH KR a SM02. Dalsim vyhodnocenym genetickym
kriteriem byl koeficient inbreedingu (F, ), ktery porovnava miru ge-

Tab. 5.

Pocet rozdilnych alel u populaci smrku ztepilého v jednotlivych lo-
kusech

Number of different alleles in populations of Norway spruce in indi-
vidual loci

Lokus/Locus SMF SMCHCS SMCHKR  SMO02
PAAC23 8 6 6 7
PAAC19 1 10 9 1
SpAGD1 16 14 10 13
WS00716.F13 13 10 10 1
WS0092.A19 6 4 2 2
WS0022.B15 14 11 1 10
Tab. 6.

netické diferenciace vzajemné mezi populacemi (tab. 8). Populace jsou
parové separovany podle podilu na celkové genetické rozdilnosti. F
se pohybuje v hodnotach od 0-1 a v pfipadé, ze populace jsou v Har-
dy-Weinbergové rovnovaze se stejnou alelickou frekvenci, je roven 0.
Zjisténé F_, parové hodnoty pro hodnocené populace se pohybovaly
0d 0,018 do 0,043, coz predstavuje malou genetickou diferenciaci mezi
populacemi (WRIGHT 1965).

Pro vyjadreni genetické variability (stupné polymorfismu) sledo-
vanych populaci v hodnocenych lokusech byl zjistovan polymorfni
informac¢ni obsah (Polymorphism Information Content, PIC). PIC
hodnoty pro kazdy mikrosatelitovy lokus byly stanoveny na zakladé
frekvenci alel na lokus pomoci vzorce PIC =1 — X x? kde x, je relativni
frekvence i-té alely mikrosatelitového lokusu (tab. 9). Markery byly
Kklasifikovany jako informativni, kdyz hodnota PIC byla > 0,5 (SHAR-
MA et al. 2010). Stupen polymorfismu stanoveny hodnotou PIC byl
zjistén nejnizsi (0,305) u populace SMCH KR v lokusu WS0092.A19

Principal Coordinates (PCoA)

* SMF
o~
g
o
3 *

SM02
& SMCH CS
& SMCHKR
Coord. 1

Obr. 1.

Grafické zndzornéni genetickych vzdélenosti sledovanych populaci
smrku ztepilého

Graphical representation of genetic distances of the Norway spruce
populations

Primérné hodnoty heterozygotnosti ze vSech sledovanych vzorku pro jednotlivé lokusy
Average values of heterozygosity from all the studied samples for individual loci

Lokus/Loci PAAC23 PAAC19 SpAGD1 WS00716.F13 WS0092.A19 WS0022.B15
H. 0,635 0,820 0,858 0,862 0,422 0,857
H 0,622 0,844 0,530 0,936 0,587 0,964
H, = Heterozygotnost oCekavana/Expected Heterozygosity
H_ = Heterozygotnost pozorovana/Observed Heterozygosity
Tab. 7. Tab. 8.

Pramérné hodnoty statistickych charakteristik pro sledované popula-
ce ze vSech pozorovanych lokust

Average values of statistical characteristics of the studied populations
of all observed loci

Koeficient inbreedingu (F,) urcujici genetickou rozdilnost mezi po-
pulacemi

Inbreeding coefficient (F ;) determining genetic differentiation among
populations

Populace/Populations  Na Ne I H H SMF  SMCHCS SMCHKR  SM02
SMF 11,333 5,718 1,864 0,785 0,737  SMF 0,000

SMCH CS 9,167 4,948 1,721 0,722 0,724 SMCH CS 0,022 0,000

SMCH KR 8,000 4,978 1,684 0,668 0,731 SMCHKR 0,025 0,018 0,000

SM02 9,000 5,997 1,844 0,813 0,776  SMO02 0,039 0,038 0,043 0,000

Na = Pocet ruznych alel/Number of different alleles

Ne = Pocet efektivnich alel/Number of effective allels

| = Shannonuv informaéni index/Shannon’s Information Index
H, = Heterozygotnost pozorovana/Observed Heterozygosity
H, = Heterozygotnost oekavana/Expected Heterozygosity
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anejvyssi (0,911) u populace SMF v lokusu SpAGD1. Dle pramérnych
hodnot byly sledované populace nejvariabilnéjsi v lokusu SpAGD1
(0,857), nejméné variabilni v lokusu WS0092.A19 (0,422).

Nejvyraznéjsi rozdily v mife polymorfismu mezi populacemi byly zji$-
tény v lokusu PAAC23. Priimérné hodnoty polymorfniho informac-
niho obsahu souhrnné za v§echny lokusy se mezi populacemi vyrazné
nelisily. Nejvice polymorfni byla populace SM02 (0,776), nejméné po-
lymorfni SMCH CS (0,724). Nejvétsi rozdil ve variabilité ve stejném
lokusu byl mezi populacemi SMF (0,535) a SMCH KR (0,742) v loku-
su PAAC23.

Tab. 9.

Polymorfni informa¢ni obsah (PIC) u sledovanych populaci pro jed-
notlivé lokusy

Polymorphism information content (PIC) of the populations in all
studied loci

PIC

Lokus/Locus SMF  SMCHCS SMCHKR  SM02
PAAC 23 0,535 0,569 0,742 0,693
PAAC 19 0,795 0,789 0,811 0,884
SpAGD1 0,911 0,837 0,839 0,843
WS00716.F13 0,872 0,862 0,831 0,883
WS0092.A19 0,470 0,422 0,305 0,491
WS0022.B15 0,840 0,867 0,859 0,861
Pramér/Average 0,737 0,724 0,731 0,776

DISKUSE

V soucasnosti mnoho autort studujicich genetickou variabilitu u smr-
ku ztepilého vyuZivé pro analyzy SSR markery. Pro geneticky priizkum
sledovanych populaci smrku ztepilého byly v nasi praci pouzity mi-
krosatelitové (SSR) markery vybrané z prace RuNGIs et al. (2004),
kde autofi pro porovnani genetickych charakteristik 23 druhd rodu
Picea pouzili 37 mikrosatelitovych markerti. P¥i porovnani velikosti
amplifikovanych alel vybranych lokust pro smrk ztepily s velikostmi
alel prezentovanych v ¢lanku bylo rozpéti velikosti alel detegovanych
u populaci sledovanych v této studii podstatné vyssi, ale zahrnovalo
i velikosti alel uvedenych autory. To odpovida skute¢nosti, Ze jsme sle-
dovali vice jedinct, na rozdil od autort, ktefi provedli analyzy u jed-
noho stromu smrku ztepilého. Genetickou variabilitu pro 6 pivodnich
populaci smrku ztepilého z oblasti zdpadnich Alp pfi pouziti 7 SSR
marker zjistovali ve své studii MELONI et al. (2007). Priimérné hod-
noty oc¢ekavané heterozygotnosti u sledovanych italskych populaci se
pohybovaly od 0,588 (populace Valdieri) do 0,671 (populace Valsesia).
ScoTTI et al. (2000b) analyzovali pomoci SCAR markert 7 italskych
populaci z oblasti Alp, hodnoty oéekavané heterozygotnosti se pohy-
bovaly od 0,358 do 0,468, u nasich populaci se pohybovaly od 0,724
(SMCH CS) do 0,776 (SM02). Ve srovnani s italskymi populacemi stu-
dovanymi vy$e uvedenymi autory vykazovaly nimi sledované popula-
ce na zékladé hodnot o¢ekavané heterozygotnosti vyssi genetickou di-
verzitu. U 18 stromt pochazejicich ze tii italskych a z jedné §vycarské
populace pti pouziti 7 SSR markert se hodnoty ocekdvané heterozy-
gotnosti pohybovaly od 0,43 do 0,94 (PFEIFFER et al. 1997). SCHUBERT
et al. (2001) zjistili u 110 stromu z bavorské populace smrku ztepilého
pramérnou hodnotu pozorované heterozygotnosti 0,635.

Ke genetické charakterizaci sedmi populaci (Rusko, severni Svédsko,
jizni Svédsko, Némecko, Svycarsko, Italie, Rumunsko) pouzili HEu-

ERTZ et al. (2006) hodnoceni F . Protoze porovnavali geograficky
vzdalené populace, ziskali ve srovnani s populacemi, které jsme hod-
notili jen z tzemi CR, vys$i hodnoty F, Nejvice se odliSovala popu-
lace z Rumunska, ktera dosahovala s ostatnimi populacemi hodnoty
F,, 0d 0,194 do 0,262. U nasich populaci jsme ziskali nejvy$si parovou
hodnotu F, 0,043 mezi populacemi SM02 (Trekov — Serlissky kotel
— Orlické hory) a SMCH KR (Kfivoklatsko). V praci MELONI et al.
(2007) byla u sledovanych 6 italskych populaci nalezena celkova hod-
nota F. 0,05, coz naznacuje pomérné nizkou genetickou diferenci-
aci vyplyvajici ze sledovanych genetickych rozdilt mezi populacemi,
nejvyssi parova hodnota F, mezi sledovanymi populacemi byla 0,089.
Podobné vysledky uvadi ScotTr et al. (2006) pti pouZiti chloroplas-
tovych a di- a trinukleotidovych jadernych SSR markert. Ve srovnani
s vysledky prace MELONI et al. (2007) uvadéji ScotTI et al. (2000b)
pti pouziti SCAR markerd u italskych populaci z oblasti zapadnich
Alp vyssi uroven celkové hodnoty F (0,118). U 37 populaci z oblasti
severni Evropy (Norsko, Svédsko, Rusko, Pobaltské republiky) Tor-
LEFSRUD et al. (2009) zjistili pti pouziti 7 mikrosatelitovych markerti
nizkou celkovou hodnotu F_; (0,029). U nami sledovanych populaci se
parové hodnoty F. mezi populacemi pohybovaly od 0,018 do 0,043.
Nizkd droven genetické diferenciace mezi populacemi, vyjadrené
pomoci F, se vyskytuje obecné u lesnich dievin a zvlasté u jehli¢na-
nit (HAMRICK et al. 1992). TOLLEFSRUD et al. (2008) ve své rozsahlé
studii analyzujici 369 evropskych populaci smrku ztepilého pomoci
mitochondrialniho markeru zjistili pro populace Ceského masivu
ve srovnani s populacemi vychodnich Alp a karpatskymi populace-
mi (populace stfedni Evropy) nizkou genetickou diverzitu (Gg,). U 9
euroasijskych populaci smrku ztepilého zjistovali MELNIKOVA et al.
(2012) genetické parametry i pomoci lokusu SpAGD1; hodnota oce-
kavané heterozygotnosti byla 0,9 a pozorované heterozygotnosti 0,432
a F, byl 0,145. Populace smrku v CR, sledované v této praci, mély
v tomto lokusu hodnotu ocekavané heterozygotnosti nizsi (0,858)
a pozorované heterozygotnosti vyssi (0,530). Pfi¢inou by mohla byt
vys$si frekvence nulovych alel u euroasijskych populaci. Vy$si hodnota
F,, u euroasijskych populaci je nejspise zptisobena vétsimi geografic-
kymi vzdalenostmi mezi euroasijskymi populacemi. Vysokou hodno-
tu F 0,6 uvadéji ve své praci VENDRAMIN et al. (2000) pfi sledovani
97 euroasijskych populaci smrku ztepilého pomoci chloroplastovych
mikrosatelitovych markerd.

ZAVER

Geneticka proménlivost 4 vybranych populaci smrku ztepilého byla
studovana SSR markery. Cilem prace bylo zjistit moznosti vyuziti SSR
markerti pro hodnoceni genetické diverzity vybranych populaci smr-
ku ztepilého Picea abies (L.) Karsten. U 6 mikrosatelitovych lokust
(PAAC23, PAACI19, SpAGD1, WS00716.F13, WS0092.A19, WS0022.
B15) vykazovaly amplifika¢ni produkty vyznamny polymorfismus,
byly interpretovatelné, a proto byly uzity ke studiu polymorfismu sle-
dovanych smrkd. Na zékladé molekuldrnich dat zjisténych ze souboru
78 jedinct byly ziskany statistické charakteristiky vSech 6 mikrosa-
telitovych markert. Celkové bylo detegovano 225 rozdilnych alel v 6
lokusech. Nejvice polymorfni se jevil lokus SpAGD1. Nejvyssi podil
heterozygott byl zjistén v populaci horského ekotypu z oblasti Trcko-
va — Serlidsky kotel v Orlickych horach (SM02). Hodnoceni genetic-
kych vzdalenosti mezi populacemi ukazalo, ze populace chlumniho
ekotypu z lokalit Ceskosaského Svycarska a Kiivoklatska k sobé maji
geneticky nejblize a jsou vzdalenéjsi od populaci horského ekotypu.
Geneticky nejvzdalenéjsi se jevi populace SM02 z Orlickych hor. Pri
hodnoceni miry genetické diferenciace mezi populacemi pomoci F,
se zjistila mala geneticka diferenciace mezi populacemi.

Pfi porovnavani genetické variability pomoci polymorfniho infor-
macniho obsahu se ukdzalo, Ze primérné hodnoty polymorfismu
v8ech testovanych lokust jsou u vSech sledovanych populaci relativné

ZLV, 58, 2013 (3): 273-279 277



CVRCKOVA H. et al.

vysoké a vzajemné se mezi sebou vyrazné neli$i. Hodnoceni polymor-
fismu jednotlivych lokust ale ukdzalo, Ze jsou mezi nimi vyznamné
rozdily. Lze konstatovat, Ze lokusy studované v této praci byly ovéreny
jako vysoce polymorfni a Ze analyza mikrosatelitovych markerti mtize
byt vyuzita pro genetickou charakteristiku dal$ich populaci smrku
ztepilého.

Podékovani:

Prispévek wvznikl v rdmci fe§eni vyzkumného zdméru <.
MZE0002070203 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QJ1230334.
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HODNOCENI GENETICKE DIVERZITY VYBRANYCH POPULACI SMRKU ZTEPILEHO POMOCi MIKROSATELITOVYCH MARKERU

ASSESSMENT OF GENETIC DIVERSITY OF SELECTED POPULATIONS OF NORWAY SPRUCE BY MICROSATELLITE
MARKERS

SUMMARY

Analyses of the genetic structure of valuable plant and animal species are of great practical interest. The Norway spruce (Picea abies /L./ Karsten)
is one of the most important tree species from both ecological and economical point of view. Knowledge on genetic structure of coniferous
species populations, especially of valuable ecotypes of Norway spruce, is very important for the maintenance of ecological stability of forests
as well as for the timber production optimization. The genetic diversity of four populations of Norway spruce was studied by DNA analyses
using the Simple Sequence Repeats (SSR) method. Microsatellites (SSR) are highly variable markers that are commonly used in population
genetic studies for analyses of gene flow, parentage analyses, and studies on genetic diversity (PFEIFFER et al. 1997). Total genomic DNA was
extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from embryogenic cell lines of valuable original hurst ecotype of Norway spruce growing in the
Ceské Svycarsko National Park and the PLA administration Kiivoklatsko, and from needles from mountain ecotype of Norway spruce growing
in Flaje (Ore Mountains) and Tr&kov — Serlissky kotel (Eagle Mountains) (Tab. 1). The SSR method is based on the polymerase chain reaction
(PCR) with specific primers. PCR was optimized for the tested primers that have been scanned in publications (ScoTT1 et al. 2000a; MELNIKOVA
etal. 2012; RuNaGis et al. 2004) (Tab. 2, 3). Six polymorphic nuclear microsatellite markers were selected and specific primers were fluorescently
labelled. Measurement of the size of amplification products was carried out on the genetic analyzer Applied Biosystems 3500. The obtained data
were analyzed by means the statistical program GenAIEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012). There were detected 225 different alleles at 6 loci
in the 78 Norway spruce individuals, i.e. 9.4 alleles per locus and population in average. Size range of alleles within evaluated loci for Norway
spruce populations is shown in Tab. 4. Allelic variants in all loci of observed populations are given in Tab. 5. Average values of heterozygosity
of examined samples for all loci are given in Tab. 6. The observed heterozygosity (H ) for the total group of 78 individuals was highest in locus
WS0022.B15 (0.964). Tab. 7 shows heterozygosity average values for all populations, the average value of the number of different and effective
alleles and Shannon’s information index. The highest proportion of observed heterozygosity (H, value = 0.813) emerged in population SM02
from the Eagle Mountains. Genetic distances among populations were calculated based on Nei’s standard genetic distance (NEI 1972) and are
graphically represented in Fig. 1. Pairwise F_ values (the inbreeding coefficient) obtained from the study populations ranged from 0.018 to
0.043 (Tab. 8), which represents little genetic differentiation among populations (WRIGHT 1965). Average values of polymorphic information
content for all loci among populations did not differ significantly (Tab. 9). The most polymorphic population was SM02 (0.776), whereas the
least polymorphic population was SMCH CS (0.724). The identified loci were verified as highly polymorphic and could be used as markers for
next genetic analyses of Norway spruce populations.
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