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ABSTRACT

The Simple Sequence Repeats (SSR) method of DNA analyses were used to clonal identification in a model Norway spruce (Picea abies /L./
Karsten) seed orchard. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from needles taken from 100 sampled trees of seed
orchard. Samples were screened using selected nine 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 programs CERVUS
(KaLiNowskI et al. 2007) and GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012). There were detected 115 different alleles at 9 loci in the 100
Norway spruce individuals from seed orchard. The obtained results illustrate the utility of the microsatellite loci for assessing spatial patterns of
genetic diversity and for individual identification. Declared clonal affiliation was confirmed in 94% of sampled trees. The identified genetic loci

were verified as highly polymorphic and could be further used for clonal identification of Norway spruce trees.
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Semenné sady jsou jednou z moznosti jak fesit obtize (dlouhé in-
tervaly mezi jednotlivymi semennymi roky nebo obtiznost sbéru)
spojené se ziskavanim potfebného mnozstvi kvalitniho osiva lesnich
dfevin. Na tizemi Ceské republiky se semenné sady zacaly zakladat jiz
v roce 1956 (MUSIL et al. 2007). V soucasné dobé je v Ceské repub-
lice evidovano 100 uznanych (platnych) semennych sadu, pricemz
nejvice uznanych semennych sadtl je pro borovici lesni (27), modtin
opadavy (20) a smrk ztepily (16). Semenné sady jako tcelové vysad-
by po celou dobu své existence podléhaly aktualné platnym pravnim
predpisim tykajicim se oblasti vyuZzivani reprodukéniho materialu
lesnich dfevin. V soucasné dobé je tato oblast upravena zdkonem
¢. 149/2003 Sb., o uvadéni do obéhu reprodukéniho materiélu lesnich
drevin lesnicky vyznamnych druhtt a umélych kiiZzencti urceného
k obnové lesa a k zalestiovani, a o zméné nékterych souvisejicich za-
kont (zdkon o obchodu s reprodukénim materidlem lesnich drevin),
ve znéni pozdéjsich predpisti, jehoZ ustanoveni prendseji do narodni
legislativy i Smérnici Rady 1999/105/ES, o uvadéni reprodukéniho
materialu lesnich dfevin na trh, kterou je Ceské republika jako ¢len-
sky stat evropské unie povinna respektovat. Podle této mezinarodné
platné smérnice maji ¢lenské staty Evropské unie povinnost vybudo-
vat funkéni kontrolni systém reprodukéniho materidlu lesnich dre-
vin. Dosavadni systém kontroly reprodukéniho materidlu lesnich
dtevin v CR je zaloZen na podrobné evidenci zahrnujici i kontrolu
pohybu reprodukéniho materidlu (KoTrrA, PARIZEK 2008). V Evro-
pé je kontrolni systém reprodukéniho materialu lesnich drevin vy-
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uzivajici i molekuldrné-genetické metody zatim zaveden jen v SRN
(BeaM, KoNNERT 2002; KONNERT et al. 2006; KONNERT 2006, 2011;
KoTrLA et al. 2008). Problematika identifikace roubovancu a klont
v semennych sadech a v klonovych vysadbach lesnich dfevin pomoci
molekuldrnich analyz, konkrétné s vyuzitim izoenzymovych analyz,
byla fesena i v CR (IVANEK, MARTINCOVA 2005; IVANEK, PROCHAZ-
KOVA 2006; IVANEK et al. 2013).

Genetickou skladbu organismu a jeji variabilitu na urovni popula-
ci a jedinct lze stanovit pomoci DNA markert, které jsou zaloze-
ny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od izoen-
zymovych markert nereaguji na environmentalni zmény. Pro ziskdni
informaci o genetické proménlivosti studovanych jedincii je nutné
vyhledat vysoce polymorfni DNA markery, napi. SSR (mikrosateli-
tové) markery.

Mikrosatelity jsou sekvence DNA slozené z mnohokrat se opakujicich
kratkych, zpravidla 2-4 baze dlouhych motiva. Mikrosatelitové lokusy
patfi mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu, kdy je polymorfismus ddn
zejména rozdilem v poctu opakovani zdkladniho motivu nukleotidu.
Kodominantni charakter markert SSR umoznuje rozliit homozygoty
od heterozygotil. Mikrosatelitové lokusy jsou amplifikovany polyme-
rdzovou fetézovou reakci (PCR) s primery, které jsou komplementarni
se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Pro studii fe-
$ené problematiky ovérovani deklarované identity zdrojii reproduke-
niho materidlu lesnich dfevin (semennych sadd, archivi klont a smési
klont) byl vybran semenny sad smrku ztepilého a zvolena metodika
SSR markert.
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MATERIAL A METODIKA

Ovétovani klonové identity bylo provedeno na semenném sadu smrku
ztepilého — CZ-3-3-SM-101-10-3-S (dle evidence ERMA - UHUL),
ktery je v soukromém vlastnictvi ing. Ireny Kénské (Netluky 2) a ma
rozlohu 4,75 ha (obr. 1). Jedna se o uznany semenny sad smrku ztepi-
1ého, zaloZeny v katastralnim uzemi Malesice nad Vltavou, lokalita
Cernihov, porost 404 ] 101. Sad byl zalozen v letech 1987-1989 a pti
vysadbé v ném bylo evidovano 1139 roubovanct (ramet) od 97 klont
(ortetr) smrku ztepilého z rodi¢ovskych stromu. Klony pochézeji pre-
devsim ze smrku ztepilého posazavského ekotypu z oblasti stfednich
Cech. Nadmoiska vyska sadu se pohybuje mezi 420-430 m n. m., ex-
pozice jizni, ptidni typ hnédozem.

Odbér vychoziho materidlu byl proveden v kvétnu v roce 2013; byly
odebrany mladé letorosty, popiipadé narasené pupeny z 5 roubovanct
(ramet) od 20 vybranych klonu (ortetit). V dobé odbéru vzorka bylo
na plose semenného sadu 775 rostoucich roubovancd. Pro porovna-
ni genetickych charakteristik $etfeného souboru vzorkt, u kterého
se predpokladd ptivod posazavského ekotypu, byly provedeny analy-
zy stejnych SSR markert i u 59 vzorkt z populace horského ekotypu
(SM02 - Trekov - Serlissky kotel v Orlickych horach) a u 24 vzorkd
z populace podhorského ekotypu smrku ztepilého (SM08 - Certidk —
Ceskomoravska vrchovina).

Odebrany rostlinny materiél byl po odbéru zamraZen a ¢ast byla lyofi-
lizovana. Izolace DNA ze zmraZenych jehlic byla provedena pomoci
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy”
Plant Handbook).

Porovnani identity klont bylo provedeno na zékladé analyz 9 vybra-

nych vysoce polymorfnich mikrosatelitovych lokust. Pti vybéru mi-
krosatelitovych marker® jsme vychazeli z praci ScoTTI et al. (2000),

Obr. 1.

Semenny sad Netluky
Fig. 1.

Seed orchard Netluky
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MELNIKOVA et al. (2012) a RuNGISs et al. (2004). Vybrané SSR markery
byly jiz pouzity pro studium populaci smrku ztepilého na tizemi CR
a byly vysoce polymorfni (CvRCKOVA et al. 2013). Sekvence pouzi-
tych specifickych primert jsou uvedeny v tab. 1. Predbézné hodno-
ceni ziskanych amplifika¢nich produktii bylo provedeno po probéhlé
elektroforéze na 2% agardzovych gelech v 0,5x TBE pufru (Tris bo-
rate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B. V.) a amplifikaty byly vizu-
alizovany pomoci GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). PCR
reakce probihaly formou 3 multiplexd. PCR amplifikace pro lokusy
PAACI19, PAAC23 a SpAGD, (multiplex 1) probihala pro kazdy vzo-
rek v celkovém objemu 15 pl s pouzitim polymerazy Platinum® Taq
DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) a s ni dodanymi
komponenty. Obsahovala 1,5 ul 10x PCR pufr, 2mM MgCl, 0,2mM
smési ANTP, 0,37 jednotek Platinum Taq DNA Polymerase, speci-
fické primery kazdy 0,1 uM k lokustim PAAC19 a SpAGD,, 0,2 uM
k lokusu PAAC23, 10-20 ng izolované DNA a sterilni ultradistou
vodou (Sigma - Aldrich) byla reakéni smés doplnéna do objemu
15 pl. PCR reakce s primery k lokustiim WS00716.F13, WS0092.A19,
WS0022.B15 (multiplex 2) byla provadéna formou multiplexu pod-
le metodiky 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 mnoz-
stvi DNA 10-20 ng. Stejnd PCR reakce byla provedena i s primery
k lokusim WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 (multiplex 3).
PCR reakce probihaly v termocyklerech Bioer XP cycler, Biorer Ge-
nePro a Veriti Thermal cycler. V tab. 2 jsou uvedeny teplotni rezimy
PCR pro uvedené lokusy, na zavér byly testované vzorky chlazeny pti
4 °C. PCR reakce byly provedeny s fluoroscen¢né ozna¢enymi primery
(6FAM, VIC, NED) a u ziskanych amplifika¢nich produkta byla pro-
vedena fragmenta¢ni analyza na genetickém analyzatoru.
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Pfed fragmentacni analyzou byla provedena denaturace, kdy ke kaz-
dému vzorku bylo pfiddno 11 pl Formamidu (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystems) a 0,4 ul velikostniho standardu (Gene Scan™
- 600 LIZ Size standard v 2.0, Applied Biosystems). Po inkubaci 4
minuty pfi teploté 94 °C byly vzorky rychle zchlazeny na ledu. Odecte-
ni velikosti fragmenttl probihalo na genetickém analyzatoru Applied
Biosystems 3500. Hodnoceni jejich velikosti bylo provedeno pomoci
softwarového programu GeneMapper® 4.1 (Applied Biosystems).

Pro posouzeni genetickych charakteristik sledovanych jedincti smr-
ku ztepilého byla ziskand data mikrosatelitovych markert zpracovana
pomoci statistickych programti GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE
2006, 2012) a CERVUS (KaLiNowsKI et al. 2007).

VYSLEDKY

Pro testovani vzorkil smrku ztepilého bylo pouZito 9 mikrosatelito-
vych markert, které vykazovaly polymorfismus a byly interpretova-
telné. V pripadé vzorkd ze semenného sadu amplifikaéni produkty
sledovanych lokust dosahovaly velikosti v rozmezi 272-310 bp u mar-
keru PAAC23, 122-156 bp u markeru SPAGD , 141-207 bp u markeru
PAACI9, 202-296 bp u markeru WS00716.F13, 207-211 bp u mar-
keru WS0092.A19, 175-201 bp u markeru WS0022.B15, 196-212 bp
u markeru WS0073.H08, 211-267 bp u markeru WS00111.K13 a 174-
222 u markeru WS0023.B03.

U hodnocenych 100 jedincii ze semenného sadu (po 5 rametéch od 20
ortetit) bylo celkové detegovano 115 rozdilnych alel v 9 lokusech. Nej-
vice polymorfni se jevil lokus WS00716.F13, u kterého bylo identifiko-
vano 21 rozdilnych alel u sledovaného souboru vzorkd, u lokusu SpA-

Tab. 1.
SSR lokusy a sekvence primert
SSR loci and sequence of the primers

GD, to bylo 18 alel, u lokustt WS00111.K13, WS0023.B03 a PAAC19
po 16 alelach, u WS0022.B15 13 alel, u PAAC23 8 alel; u WS0073.H08
5 alel a nejméné polymorfni byl lokus WS0092.A19, u néhoz byly de-
tegovany pouze 2 alely.

Pomoci fragmenta¢ni analyzy 9 lokust u sledovanych 100 jedinct se-
menného sadu byly ziskany multilokusové genotypové profily, které
jsou uvedeny v tab. 3. U 15 klont byly genotypy vSech deklarovanych
jedincti (ramet) shodné, u 4 klont (SM_SS_19, SM_SS_23, SM_SS_70,
SM_SS_77) byl vzdy 1 genotyp odlisny a u 1 klonu (SM_SS_35) byly
2 genotypy odli$né. Pomoci statistického programu CERVUS byly pro
pouzité lokusy stanoveny hodnoty po¢tu alel, pozorovana heterozygot-
nost, o¢ekavand heterozygotnost, pocty heterozygotit a homozygotii
a polymorfni informa¢ni obsah (tab. 4). U sledovanych 100 jedincti byl
primérny pocet alel na lokus 12,778, pramérna ocekdvand heterozy-
gotnost byla 0,7669 a priimérna hodnota polymorfniho informa¢niho
obsahu (Polymorphism Information Content, PIC) 0,7466. Vzhledem
ke skute¢nosti, ze markery jsou klasifikovany jako informativni pokud
hodnota PIC je 2 0,5 (SHARMA et al. 2010), nelze marker WS0092.A19
(PIC = 0,189) povazovat za informativni. Pozorovana heterozygotnost
(H,) u celkového souboru 100 jedinct byla nejvyssi u lokustt WS00111.
K13, WS0023.B03, a to 1,00; tedy v$ichni sledovani jedinci byli v téch-
to lokusech heterozygotni. Stupeil polymorfismu stanoveny hodno-
tou PIC byl zji$tén nejnizéi (0,189) u lokusu WS0092.A19 a nejvyssi
(0,918) u lokusu SpAGD, Pomoci statistického programu GenAlEx
6.51 byly zjistény priumérné hodnoty Shannonova informaéniho inde-
xu pro jednotlivé sledované lokusy, které se pohybovaly od 0,803 (lo-
kus WS0023B03) do 0,172 (lokus WS0092.A19). Shoda genotypovych
profilt jedincti u sledovanych klont byla pti pouziti 9 SSR markert

Lokus/Locus Forward primer Reverse primer

PAAC19 ATG GGC TCAAGG ATG AAT G AAC TCC AAACGATTGATT TCC
Multiplex 1 PAAC23 TGT GGC CCC ACT TAC TAATAT CAG CGG GCATTG GTT TAC AAGAGT TGC

SpAGD, GTC AAC CAACTT GTAAAG CCA ACTTGTTTG GCATTTTCCC

WS00716.F13 TCAAGT AAT GGA CAAACG ATACA TTT CCAATAGAATGG TGGATTT
Multiplex 2 WS0092.A19 GAT GTT GCAGGC ATT CAG AG GCACCAGCATCGATTGACTA

WS0022.B15 TTT GTAGGT GCT GCA GAG ATG TGG CTT TTTATT CCA GCAAGA

WS0073.H08 TGC TCTCTTATT CGG GCTTC AAG AAC AAG GCT TCC CAATG
Multiplex 3 ' WS00111.K13 GAC TGAAGATGC CGAATG C GGC CAT ATC ATC TCAAAATAAAGAA

WS0023.B03 AGC AGC TGG GGT CAAAGTT AAA GAAAGC ATG CAT ATG ACT CAG

Tab. 2.

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

Pocatecni Pocet cykid/ Denaturace/ Finalni elongace/
Krok/Step denaturace/ Number of : Annealing Elongace/Elongation . 98
i . Denaturation Final elongation
Initial denaturation cycles
Marker T Cas T Cas T Cas T Cas T Cas
(-C) (min) (-C) (s) (-C) (s) (-C) (s) (-C) (min)
Multiplex 1 94 5 37 94 45 57 45 72 45 72 20
Multiplex 2 95 15 26 94 30 53 90 72 30 60 30
Multiplex 3 95 15 26 94 30 55 90 72 30 60 30
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Tab. 3.
Multilokusové genotypy zkoumanych ortettt
Multilocus genotypes of tested ortets

Genotypy/Genotypes
Oy o onscrs paacas_spacor VP2 WSO WSOIEA WSIIT WSS WeterD
SM_SS_1 5 173/173  276/280 138/142 189/195 226/296 211/211  215/237 178/190 210/212
SM_SS_7 5 153/159 280/280 138/154 189/201 206/228 211/211  215/223 180/186 206/210
SM_SS_10 5 159/173 280/280 132/132 189/191 216/236 211/211  225/243 186/212 206/208
SM_SS_14 5 193/195 280/284 150/162 181/189 210/236 207/211  211/227 174/186 210/210
SM_SS_19 4 175/175 278/280 156/158 185/189 216/224 211/211  235/237 178/180 208/208
1 205/207 276/310 124/124 177/189 216/228 211/211  229/237 178/186  206/208
SM_SS_23 4 171175 272/310 156/158 179/189 206/218 211/211  225/247 174/180 206/206
1 159/183 280/280 150/168 189/199 228/244 211/211  231/267 186/208 206/208
SM_SS_28 5 165/193 280/282 144/144 181/189 232/236 207/211  225/237 178/186 208/212
SM_SS_35 3 161/161  282/210 142/142 179/191 214/228 211/211  225/237 194/222  206/210
1 203/205 276/280 138/142 185/193 232/234 211/211  247/253 176/180 206/208
1 167/167 276/280 138/150 179/201 216/238 211/211  225/267 178/186 208/208
SM_SS_36 5 157/175 280/280 122/122 179/195 214/234 211/211  235/237 180/186 206/208
SM_SS_44 5 165/175 280/280 126/126 179/185 208/220 207/211  237/247 174/188 208/208
SM_SS_47 5 165/165 280/282 146/146  189/189 230/240 211/211  215/237 190/196  206/208
SM_SS_49 5 157/157 278/280 138/170 189/189 216/228 211/211  223/239 186/222 206/212
SM_SS_52 5 161/175 280/282 154/156 179/189 228/242 211/211  227/237 196/208 206/212
SM_SS_55 5 141/141  282/284 142/142 183/189 228/248 211/211  219/223 180/186 206/212
SM_SS_60 5 167/195 280/280 138/138 181/189 226/226 207/211  219/237 182/200 206/208
SM_SS_64 5 1711193  274/280 126/158 189/193 206/214  211/211  223/247 186/212 208/212
SM_SS_66 5 153/153 280/282 148/148 187/189 228/232 211/211  223/237 186/194 206/208
SM_SS_70 4 161/175 278/280 134/134 189/201 214/238 207/211  235/267 186/198 206/210
1 153/175 274/274 122/164 175/199 202/210 211/211  235/267 186/198 206/210
SM_SS_77 4 1711175 278/280 144/150 189/199 220/220 211/211  215/237 186/192 196/210
1 171/171  280/310 122/146  189/189 228/232 211/211  233/239 176/180 210/212
SM_SS_81 5 153/165 278/284 154/156 185/191 228/238 211/211  211/231 186/208 208/210
Tab. 4. Tab. 5.
Parametry genetické diverzity pro pouzitych 9 mikrosatelitovych mar- ~ Primérné hodnoty statistickych charakteristik pro sledované popula-
kert ce ze vSech pozorovanych lokust
Genetic diversity parameters for the working set of 9 microsatellite  Average values of statistical characteristics of the studied populations
loci of all observed loci
tgléiUS/ Na H, H, hetel:;zi/(zotﬂ” PIC ﬁgzz::ﬁ/ns Na Ne : H, H,
PAAC23 8 0,730 0,675 73 0,646  SM02 16,222 9,342 2,248 0,823 0,827
PAAC19 16 0,660 0,908 66 0,896  SMO08 12,000 6,364 1,917 0,724 0,754
SpAGD, 18 0,520 0,928 52 0,918 SM_SS 12,778 7,084 1,987 0,751 0,763
WS00716.F13 21 0,910 0,926 91 0,916 Na = Pocet riznjch alel/Number of different alleles
WSO0092.A19 2 0,240 0,212 24 0,189 Ne = Pocet efektivnich alel/Number of effective allels
I = Shannont informaéni index/Shannon's Information Index
WS0022.B15 13 0,890 0,765 89 0,745 M = Heterozygnost pozorovana/Observed Heterozygosity
WS0073.H08 5 0,810 0,742 81 0,691  H, = Heterozygotnost ocekdvand/Expected Heterozygosity
WS00111.K13 16 1,00 0,882 100 0,868
WS0023.B03 16 1,00 0,865 100 0,850

Na = Pocet rtiznych alel/Number of different alleles; H = Heterozygnost pozorovana/
Observed Heterozygosity; H, = Heterozygotnost ocekévana/Expected Heterozygosity;
UNumber of heterozygotes; PIC = Polymorfni informaéni obsah/Polymorphism
information content
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potvrzena v 75 %, ve 20 % byl odli$ny 1 roubovanec a v 5% byla pozo-
rovana odli$nost u 2 roubovanct. Souhrnné byla deklarovana klonova
ptislu§nost potvrzena u 94 % roubovancii.

Sledovany semenny sad byl zalozZen z roubovanct klonti posazavské-
ho ekotypu smrku ztepilého, je tedy mozné je oznacit jako populaci
(SM_SS). Pro porovnani genetickych charakteristik byly soubézné
vyhodnoceny i populace horského (SM02) a podhorského (SM08)
ekotypu smrku ztepilého pomoci statistického programu GenAlEx
6.501. Ziskané genetické charakteristiky uvadi tab. 5, ve které jsou
uvedeny priamérné hodnoty heterozygotnosti pro jednotlivé populace,
pramérné hodnoty poctu riznych a efektivnich alel a Shannontv in-
forma¢ni index. Nejvys$s$i podil pozorovanych heterozygott (hodnota
heterozygotnosti (Ho = 0,724) byla u populace podhorského ekotypu
SMO08, coz pravdépodobné souvisi s velikosti sledovaného souboru
vzorkd. Nejvyssi primérnd hodnota poctu efektivnich alel byla pozo-
rovana u populace SM02 (9,342), tato populace ma také nejvyssi pocet
riznych alel (16,222). Dalsi geneticka charakteristika uvedend v tab. 5
je Shannonuv informa¢ni index poukazujici na miru genetické diver-
zity pro jednotlivé populace, nejvyssi hodnota byla pozorovana opét
u populace horského ekotypu SM02 (2,248).

Jedna z nejvyznamnéjsich genetickych charakteristik je ohodnoceni
genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které byly pro sledované
vzorky kalkulovany na zakladé Neiovy standardni genetické vzdale-
nosti (NEI 1972). Ziskané hodnoty byly graficky zpracovany pomoci
analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis, PCoA,
obr. 2). Z hodnoceni je patrné genetické rozliseni 3 sledovanych sku-
pin vzork, tedy populace horského ekotypu SM02, populace podhor-
ského ekotypu SMO08 a souboru vzorku ze semenného sadu SM_SS.

DISKUSE

Mikrosatelity maji $iroké uplatnéni v populacni genetice a ve $lechténi
rostlin. Vzhledem k jejich kodominantnimu charakteru v kombinaci
s velkym poctem variabilnich alel se daji vyuzit i pro identifikaci klo-
nu a kultivard rostlin a také pro mapovani genomt (HorMAZA 2002;
SCHUELER et al. 2003). V soucasnosti mnoho autort vyuziva pro iden-
tifikaci klond ¢i kultivart rostlin SSR markery. Jaderné mikrosatelitové
markery pouzili pro identifikaci klont a kultivart japonskych okras-

nych tfesni Kato et al. 2012, variabilitu SSR markert pro identifikaci
jedinct a kultivarti u tfe$ni vyuzila také SCHUELER et al. (2003). SSR
markery se jevi jako vhodna metoda pro identifikaci variet u vétsiny
kulturnich druht rostlin (PAN 2010) i dfevin (ROBICHAUD et al. 2006).
V nasi studii jsme vyuzili vysoce polymorfni jaderné mikrosatelito-
vé (SSR) markery vybrané z praci ScotTI et al. (2000), MELNIKOVA
et al. (2012) a RuNars et al. (2004). Uvedené lokusy byly vyuzity pro
popula¢ni studie, ale vzhledem k vysoké polymorfnosti byly vhodné
i pro identifikaci jedinctl. Na zékladé dfive provedenych analyz u vy-
branych populaci smrku ztepilého z izemi CR byly nejvyssi primérné
hodnoty ocekavané heterozygotnosti (H,) populaci dosazeny v loku-
su SpAGD,, nejnizdi v lokusu WS0092.A19 (CVRCKOVA et al. 2013).
I pti sledovani jedinct ze semenného sadu byly nejvyssi hodnoty H,
v lokusu SpAGD, (0,928) a nejnizéi v lokusu WS0092.A19 (0,212).
SCHUBERT et al. (2001) zjistili u 110 strom z bavorské populace smr-
ku ztepilého primérnou hodnotu pozorované heterozygotnosti 0,635.
V pripadé naseho souboru 100 vzorki ze semenného sadu byla pri-
mérna hodnota pozorované heterozygotnosti 0,751. Rozpéti velikosti
amplifikovanych alel vybranych lokust pro jedince smrku ztepilého
ze semenného sadu a pro populace smrku ztepilého v CR bylo srov-
natelné. Primérné hodnoty ocekdvané heterozygotnosti u italskych
populaci smrku ztepilého zjistované na zakladé analyz SSR markeru se
pohybovaly 0od 0,671 (populace Valsesia) do 0,588 (populace Valdieri)
(MELONI et al. 2007). V ptipadé nasich analyz se primérné hodnoty
oc¢ekavané heterozygotnosti u ¢eskych populaci pohybovaly od 0,827
(SM02) do 0,737 (SM08), primérna hodnota ocekavané heterozygot-
nosti u souboru jedinct ze semenného sadu byla 0,763. Ve srovnani
s italskymi populacemi vykazovaly nami sledované populace na za-
kladé hodnot o¢ekavané heterozygotnosti vyssi genetickou diverzitu.

ZAVER

Cilem prace bylo zjistit moznosti vyuziti SSR markert pro hodnoceni
klonové identity roubovancti semenného sadu smrku ztepilého Picea
abies (L.) Karsten. U 9 mikrosatelitovych lokusti (PAAC23, PAACIY9,
SpAGD,, WS00716.F13, WS0092.A19, WS0022.B15, WS0073.HO08,
WS00111.K13, WS0023.B03) vykazovaly amplifika¢ni produkty vy-
znamny polymorfismus, byly interpretovatelné, a proto byly uzity
ke studiu klonové identity vybraného semenného sadu. Na zakladé
molekuldrnich dat zji§ténych ze souboru 100 jedincli ze semenné-
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Grafické znazornéni genetickych vzdélenosti sledovanych skupin vzorkt smrku ztepilého
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Graphical representation of genetic distances of the group of samples of Norway spruce
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ho sadu byly ziskany statistické charakteristiky 9 mikrosatelitovych
markert. Celkové bylo detegovano 115 rozdilnych alel v 9 lokusech.
Nejvice polymorfni se jevil lokus WS00716.F13, u kterého bylo iden-
tifikovano 21 rozdilnych alel. Na zakladé provedenych analyz byly sta-
noveny multilokusové genotypové profily jednotlivych klonii smrku
ztepilého v semenném sadu Netluky. Pti sledovani klonové identity
roubovanct semenného sadu byla deklarovana klonova prislusnost
potvrzena u 94 % roubovancd, coz vyznamné prevy$uje predpoklada-
nou 20% toleran¢ni hodnotu pro nehomogenitu ramet s deklarova-
nym klonem (IVANEK et al. 2010).
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VYUZITi MIKROSATELITOVYCH MARKERU PRO HODNOCEN{ SEMENNEHO SADU SMRKU ZTEPILEHO

EVALUATION OF NORWAY SPRUCE SEED ORCHARD USING MICROSATELLITE MARKERS

SUMMARY

The clonal identification in model seed orchard of Norway spruce (Fig. 1) 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 (PFEIEFER et al. 1997). In particularly nuclear simple sequence repeat (SSR) markers
have proven to be extremely useful for characterizing cultivars and identifying clones (KaTo et al. 2012). Total genomic DNA was extracted by
DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from needles taken from 100 sampled trees of seed orchard. The SSR method is based on the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers. PCR were optimized for the tested primers that have been scanned in publications (SCOTTI et al. 2000;
RUNGIS et al. 2004; MELNIKOVA et al. 2012) (Tab. 1, 2). Nine 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 programs CERVUS (KaLiNowsKI et al. 2007) and GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006,
2012). There were detected 115 different alleles at 9 loci in the 100 Norway spruce individuals from seed orchard, i.e. 9.4 alleles per locus and
population in average. The most polymorphic in our set of samples was locus WS00716.F13. By applying the 9 suitable markers to the 20 clones
from model seed orchard we obtained genotypes shown in Tab. 3. Tab. 4 shows observed heterozygosity, expected heterozygosity, number of
alleles, number of heterozygotes and Polymorphism Information Content (PIC) of locus. Allelic richness (number of alleles) at each locus
ranged from 21 - 2. Expected heterozygosities ranged from 0.212-0.928 across loci (average of 0.763), and observed heterozygosities ranged
from 0.24-1.00 (average 0.751).

Model seed orchard was established from grafted clones Sazava ecotype of Norway spruce. For comparing the genetic characteristics were
evaluated simultaneously two populations of Norway spruce — horst (SM02) and highland (SM08) ecotypes using the statistical program
GenAlEx 6501 and acquired genetic characteristics are presented in Tab. 5, which shows the average values of heterozygosity for each population,
the mean values 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 (Orlické hory, Czech Republic). Genetic distances among populations were
calculated based on Nefi’s standard genetic distance (NEI 1972) and are shown in Fig. 2.

These results illustrate the utility of the microsatellite loci for assessing spatial patterns of genetic diversity and for individual identification.
Declared clone affiliation was confirmed in 94% of sampled trees in tested seed orchard. The identified genetic loci were verified as highly
polymorphic and could be further used for clonal identification of Norway spruce trees.
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