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ABSTRACT

The Simple Sequence Repeats (SSR) method of DNA analyses was used to clonal identification of trees in a model wild cherry (Prunus avium L.)
seed orchard. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from buds taken from 91 sampled trees of the seed orchard.
Samples were screened using selected ten polymorphic nuclear microsatellite markers. Measuring of the size of amplification products was
carried out using the genetic analyser Applied Biosystems 3500. The obtained data were analysed by statistical programs CERVUS, GenAlEx
6.501 and Micro-Checker. There were detected 65 different alleles at 10 loci in the 91 wild cherry individuals from seed orchard. By applying
of the 10 suitable markers to the 18 clones from model seed orchard we obtained multilocus genotypes (MLG). The obtained results illustrate
the utility of the microsatellite loci for assessing spatial patterns of genetic diversity and for individual genotypes identification. Declared clone
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 wild cherry trees.
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TreSen ptadi je dfevina rozsifena témeéf po celé Evropé s vyjimkou
padni Afriky (HEJNY, SLAVIK 1990). V lesnich porostech se vyskytuje
vtrousené a velmi vzdcné vytvaii prirozené populace. Podle dostup-
nych archeologickych ndlezt se predpokladd, ze jeji ptivodni vyskyt
byl v severozdpadni a stfedni Evropé (RusseLL 2003). Jako druh
upfednostriuje propustné, dobfe provzdusnéné ptudy bohaté na Ziviny,
preferuje bazické podklady, ale uspokojivé roste i na mirné kyselych
pidach. Jedna se o dfevinu nizkych poloh, ale jeji vyskyt byl zazna-
mendn i v nadmotské vysce 1900 m ve Francii. V Ceské republice je
jeji vyskové maximum 890 m v Krkonosich (Benecko). Je povazovana
za pionyrsky druh a vyuziva se i k rekultivacim. Ttedenl ptaci fadime
mezi rychle rostouci dfeviny, je vysoce hodnocend pro kvalitni dfevo
a kratkou dobu obmyti 55-70 let (DURKOVIC 2006). TreSet ptadi ma
diploidni genom malé velikosti (338 Mbp) (AvRAMIDOU et al. 2010),
velikost jejtho genomu je jen dvakrat vét$i ve srovndni s genomem hu-
senicku Arabidopsis thaliana (DIRLEWANGER et al. 2002). Projevuje se
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u ni gametofytickd autoinkompatibilita, jedna se o geneticky podmi-
nény mechanismus (je kodovan na S-lokusu), ktery brani samooplo-
zeni (SHARMA et al. 2017).

Prestoze se z evropského hlediska nejedna o ohrozenou drevinu, jeji
prevazné ojedinély a vtrouseny vyskyt v oblastech rozsiteni je zdkladem
pro jeji zarazeni do programi konzervace genovych zdrojt ¢i do §lech-
titelskych programiti mnoha evropskych zemi. Vzhledem k tomu,
Ze treSen ptaci tvori vétsinou populace s relativné malym poctem
jedinctl, patfi mezi nejefektivnéjsi strategie konzervace genovych
zdroji semenné sady a klonové banky (RusseLL 2003).

Na tzemi Ceské republiky se semenné sady zacaly zaklddat jiz v roce
1956 (MusIL et al. 2007). V soucasné dobé je zde evidovano 106 uzna-
nych (platnych) semennych sadd, pficemz nejvice uznanych semen-
nych sadii s platnou registraci je pro borovici lesni (26). Pro tfesen pta-
¢l je v soucasnosti evidovano 8 platnych semennych sadt a 3 semenné
sady jsou registrované. Semenné sady jako tcelové vysadby podléhaji
aktudlné platnym pravnim predpistim tykajicim se oblasti vyuzivani
reprodukéniho materialu lesnich dfevin (zédkon ¢. 149/2003 Sb.). Na-
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rodni legislativa je v souladu i se smérnici Rady 1999/105/ES, o uva-
dén{ reprodukéniho materialu lesnich dfevin na trh, kterou je Ceska
republika jako ¢lensky stat Evropské unie povinna respektovat. V této
smérnici je zakotvena i povinnost ¢lenskych stattt Evropské unie vy-
budovat funkéni kontrolni systém reprodukéniho materialu lesnich
drevin. Pro kontrolni systém reprodukéniho materialu lesnich dfevin
lze vyuzivat i molekularné-genetické metody, které vyuzivaji napti-
klad v SRN (BeuM, KONNERT 2002; KONNERT 2006, 2011; KONNERT
et al. 2006; KoTrLA et al. 2008). Problematika identifikace roubovanct
a klont v semennych sadech a v klonovych vysadbach lesnich dfevin
pomoci molekulérnich analyz byla fesena i v CR, a to napf. pomoci
izoenzymovych analyz (IVANEK et al. 2013).

Genetickou skladbu organismu a jeji variabilitu na trovni popula-
ci a jedinct lze stanovit pomoci DNA markert, které jsou zalozeny
na polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od izoenzymo-
vych marker nereaguji na environmentalni zmény. Pro ziskani infor-
maci o genetické proménlivosti studovanych jedincti je nutné vyhledat
vysoce polymorfni DNA markery, napt. SSR (mikrosatelitové) marke-
ry. Mikrosatelitové markery jsou s Gspéchem vyuzivany pro identifi-
kaci jedinct a jsou tedy vhodné i pro ovérovani deklarované klonové
identity zdroji reprodukéniho materidlu lesnich dfevin (semennych
sadd, archivt klont a smési klona).

MATERIAL A METODIKA

V populacni genetice a ve Slechténi rostlin nachazeji stale $irsi uplat-
néni DNA analyzy vyuZivajici mikrosatelitové markery. Vzhledem ke
kodominantnimu charakteru v kombinaci s velkym poctem variabil-
nich alel se SSR markery daji vyuzZit i pro identifikaci klond a kultivara
rostlin a také pro mapovani genomit (HormMAZA 2002; SCHUELER et
al. 2003).

Ovérovani klonové identity bylo provedeno na semenném sadu ties-
né pta&i - CZ-3-3-TR-00152-38-T (dle evidence ERMA2 - UHUL)
o rozloze 0,80 ha. Jedna se o uznany semenny sad zaloZeny v lokali-
té Celadnd, v nadmotské vysce 420m n. m., ktery byl zaloZen v roce
1999. Pti inventarizaci provedené v roce 2004 v ném bylo evidovédno
211 roubovanci (ramet) od 73 klont (orteti) tfe$né ptadi z rodicov-
skych stromt. Klony pochdzejiz PLO 38 (3.-4. LVS) a PLO 39 (4. LVS).
Odbér vychoziho materidlu byl proveden v dubnu 2013 a v unoru

2016, byly odebirany pupeny z roubovancti od 26 vybranych kloni
(ortett). Pocet odebranych ramet od jednotlivych ortetii se pohyboval

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

v zavislosti na rostoucich jedincich od 2 do 6, celkem bylo odebréano
91 vzorki.

Odebrany rostlinny material byl po odbéru zamrazen a ¢ést byla lyofi-
lizovana. Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy® Plant Handbook).

Pro prvotni testovani primert bylo pouzito 20 vzorki ze semenné-
ho sadu tfe$né ptaci, byly odzkouseny druhové specifické primery
EMPAO014, EMPAO015, EMPA018 (CLARKE, ToBUTT 2003) vyvinuté
pro kultivary tfe$né ptaci a dale markery pro planou formu tfesné pta-
¢i EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12 (VAUGHAN, RUSSELL 2004). Na za-
kladé praci SCHUELER et al. (2003) a WONscH, HormAzZA (2002) byly
pro testovani pouzity i primery ptivodné vyvinuté pro Prunus persi-
ca L. (Batsch), a to UDP97-403 (CIPRIANI et al. 1999), UDP98-410,
UDP98-411 a UDP98-412 (TESTOLIN et al. 2000). Pouzité primery
a jejich sekvence jsou uvedeny v tab. 1. Pfedbézné hodnoceni ziska-
nych amplifika¢nich produktii bylo provedeno po probéhlé elektro-
foréze na 2% agardzovych gelech v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA
pufr, Duchefa Biochemie B. V.) a amplifikaty byly vizualizovany po-
moci GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Vechny testova-
né mikrosatelitové markery vykazovaly vyssi stuperl polymorfismu,
proto byly pro né optimalizovany podminky PCR reakci. Z dtvodu
¢asovych a finan¢nich uspor pii provadéni DNA analyz byly vybra-
né mikrosatelitové lokusy seskupeny do multiplexti, kdy amplifikace
a i nasledna fragmenta¢ni analyza nékolika lokust probihaji najed-
nou. PCR reakce probihaly formou 3 multiplexti, pro lokus UDP98-
410 probihala z divodu odli$ného teplotniho rezimu PCR reakce
zvlast. Do multiplexu 1 byly vybrany lokusy EMPAO14, EMPAOIS5,
EMPAO018, multiplex 2 tvofily lokusy EMPaS10, EMPaS11 a EMPaS12,
do multiplexu 3 byly zarazeny lokusy UDP97-403, UDP98-411,
UDP98-412. PCR amplifikace probihala v celkovém objemu 15 pl
pro kazdy vzorek s pouzitim polymerdzy Platinum® Taqg DNA Poly-
merase (Invitrogen, Life Technologies) a s ni dodanymi komponenty.
Reak¢ni smés pro PCR obsahovala 1,5 pl 10xPCR pufr, 2mM MgCl,,
0,067 mM smési dNTP, 0,37 jednotek Platinum Taqg DNA Polymerase,
specifické primery (0,05 uM k lokustim EMPA014 a EMPA(015, 0,1 uM
k lokusim EMPAO018, EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12, UDP98-410,
UDP98-411, UDP98-412, 0,2 uM k lokusu UDP97-403), 5-50 ng/ul
izolované DNA a sterilni ultracistou vodou (Sigma - Aldrich) byla
reakéni smés doplnéna do objemu 15 pl. PCR reakce probihaly v ter-
mocykleru Veriti Thermal cycler, teplotni rezimy pro jednotlivé mul-
tiplexy jsou uvedeny v tab. 2, na zavér byly véechny testované vzorky
chlazeny na 4 °C.

Lokus/Locus Forward primer Reverse primer
EMPAO14 ATTTGCCTATTGGGTTCCTG TGAATGATCACAGAACATCCAG
Multiplex 1 EMPAO15 TTTTGGTCAATCTGCTGCTG CTCTCATCTTCCCCCTCCTC
EMPAO018 TCCAAGAACAAAGCCAAAATC AATTTCAATGCATTCTGGATAG
EMPaS10 GCTAATATCAAATCCCAGCTCTC TGAAGAAGTATGGCTTCTGTGG
Multiplex 2 EMPaS11 ACCACTTTGAGGAACTTGGG CTGCCTGGAAGAGCAATAAC
EMPaS12 TGTGCTAATGCCAAAAATACC ACATGCATTTCAACCCACTC
UDP97-403 CTGGCTTACAACTCGCAAGC CGTCGACCAACTGAGACTCA
Multiplex 3 UDP98-411 AAGCCATCCACTCAGCACTC CCAAAAACCAAAACCAAAGG
UDP98-412 AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC GCTGAAGACGACGATGATGA
UDP98-410 AATTTACCTATCAGCCTCAAA TTTATGCAGTTTACAGACCG
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Pro fragmenta¢ni analyzu byly PCR reakce provedeny s fluorescencné
oznac¢enymi primery (6FAM, VIC, NED, PET) a u ziskanych ampli-
fika¢nich produkta byla provedena fragmenta¢ni analyza na genetic-
kém analyzatoru Applied Biosystems 3500. Pro zefektivnéni procesu
fragmentace byly provedeny spole¢né analyzy pro multiplex 1 a 2
a spole¢né pro multiplex 3 a primer UDP98-410, coz bylo umozné-
no odli$nou velikosti sledovanych lokusid. Pred fragmentani ana-
lyzou byla provedena denaturace, ke kazdému vzorku bylo pridano
11 pl Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) a 0,4 pl
velikostniho standardu (Gene Scan™ — 600 LIZ’ Size standard v 2.0,
Applied Biosystems). Po inkubaci 4 minuty pti teploté 94 °C byly vzor-
ky rychle zchlazeny na ledu. Odecteni velikosti fragmentt probihalo
na genetickém analyzatoru Applied Biosystems 3500. Hodnoceni je-
jich velikosti bylo provedeno pomoci softwarového programu Gene-
Mapper® 4.1 (Applied Biosystems).

Pro posouzeni genetickych charakteristik sledovanych jedinct tfesné
ptaci byla ziskand data mikrosatelitovych markert zpracovana pomo-
ci statistickych programii GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006,
2012), CERVUS (KaLiNOwsKI et al. 2007) a Micro-Checker (vaN
OOSTERHOUT et al. 2004).

Tab. 2.
Prubéh optimalizovanych PCR pro vybrané SSR markery
Stages of optimized PCR for the selected SSR markers

VYSLEDKY

Pro testovani vzorki tfe$né ptaci bylo pouzito 10 mikrosatelitovych
markert, které vykazovaly polymorfismus a vysledky jejich analyz
byly interpretovatelné. Amplifikaéni produkty sledovanych lokust
u analyzovanych vzorkt dosahovaly velikosti v rozmezi 212-225 bp
u markeru EMPAOQ14; 210-248 bp u markeru EMPAO015; 94-110 bp
u markeru EMPAO18; 144-176 bp u markeru EMPaS10; 60-100 bp
u markeru EMPaS11; 122-145 bp u markeru EMPaS12; 118-140 bp
u markeru UDP97-403; 119-133 bp u markeru UDP98-410; 151-
165 bp u markeru UDP98-411; 111-125 bp u markeru UDP98-412.

Pomoci statistického programu CERVUS byly pro pouzité lokusy sta-
noveny hodnoty poctu alel, pozorovand heterozygotnost, o¢ekdvana
heterozygotnost, pocty heterozygotd, a stanoven polymorfni infor-
macni obsah (tab. 3). U sledovanych 91 jedincti byl primérny pocet
alel na lokus 6,5, prumérna ocekdvana heterozygotnost byla 0,6743
a pramérna hodnota polymorfniho informa¢niho obsahu (Polymor-
phism Information Content, PIC) 0,6234. Vzhledem ke skute¢nosti,
Ze markery jsou klasifikovany jako informativni, pokud hodnota PIC
je =2 0,5 (SHARMA et al. 2010), jsou markery EMPAO14 (PIC = 0,487)

roSten i Genaturaion Numbar of ycles Denaturaton Amnealing Clongation _ Final clongation
T (-C) Cas T(-C) Cas(s) T (-C) Cas(s) T(C) Cas(s) T(C) Cas(min)
_ 10 94 10 60 (-0,5°C/1 cyklus) 45 72 60
Multiplex 1 94 90s 72 5
25 94 30 55 45 72 60
_ _ 10 94 30 60 (-1:C/1 cyklus) 90 72 60
Multiplex 2 95 15 min 60 30
25 94 30 48 90 72 60
Multiplex 3 95 4 min 30 94 45 60 45 72 30 72 20
UDP98-410 95 4 min 30 94 45 52 45 72 30 72 20
Tab. 3.
Parametry genetické diverzity pro pouzitych 10 mikrosatelitovych markert
Genetic diversity parameters for the working set of 10 microsatellite loci
Pocet heterozygotl/
Lokus/Loci Na Ho He Number of PIC HW F (null)
heterozygotes
EMPAO14 6 0,429 0,527 39 0,487 e 0,1625
EMPAO15 1 0,385 0,802 35 0,774 i 0,3594
EMPAOQ18 7 0,582 0,689 53 0,658 ns 0,0944
EMPaS10 8 0,451 0,753 41 0,707 ns 0,2405
EMPaS11 5 0,604 0,513 55 0,438 ns -0,0892
EMPaS12 5 0,681 0,634 62 0,558 ns -0,0463
UDP97-403 6 0,308 0,676 28 0,613 i 0,3908
UDP98-410 7 0,725 0,754 66 0,707 ns 0,0174
UDP98-411 4 0,582 0,640 53 0,583 ns 0,0328
UDP98-412 6 0,824 0,755 75 0,710 ns -0,0487

Na = Pocet rtiznych alel/Number of different alleles
Ho = Heterozygnost pozorovana/Observed Heterozygosity
He = Heterozygotnost o¢ekédvana/Expected Heterozygosity

PIC = Polymorfni informac¢ni obsah/Polymorphism information content

HW - Signifikantnost odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy/Significance of deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
(ns = neni signifikantni/not significant, *** = signifikantni na 0,1% trovni/significant at the 0.1% level)

F(null) - Ohodnocena frekvence nulovych alel dle van Oosterhouta/Estimated null allele frequency (according to van Oosterhout)
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a EMPaS11 (PIC = 0,438) malo informativni. Odchylky od Hardy-
-Weinbergovy rovnovahy pii aplikaci Bonferroniho korekce byly
u lokustt EMPAO014, EMPAO015 a UDP97-403 signifikantni na hladiné
vyznamnosti P < 0,001, coz je pravdépodobné disledek pritomnosti
nulovych alel. Pfitomnost nulovych alel v lokusech byla urcena po-
moci programu Micro-Checker, odhadované frekvence nulovych alel
v jednotlivych lokusech dle metody van Oosterhouta jsou uvedeny
v tab. 4. Pozorovana heterozygotnost (H ) u celkového souboru 91
jedinct byla nejvy$si u lokusu UDP98-412 (0,824), nejvyssi hodnota
ocekavané heterozygotnosti byla ulokusu EMPAOQ15. Stupen polymor-
EMPaS11 a nejvyssi (0,774) u lokusu EMPA015. Pomoci fragmentac-
ni analyzy 10 lokusti u sledovanych 91 jedinct semenného sadu byly
ziskany multilokusové genotypové profily (MLG), které jsou uvedeny
v tab. 4. U 18 klonti (ortett) byly genotypy vSech deklarovanych jedin-
ct (ramet) shodné, u 5 klona (192, 217, 226, 229, 237) byl 1 genotyp
odlisny, ale vzdy se dal prifadit k jinému ortetu v rdmci semenného
sadu. U klonu 261 byly 2 genotypy odli$né a bylo mozné je priradit
k ptislusnym ortetiim. U klonu 258 byly uréeny 3 odli$né genotypy,
dva genotypy bylo mozné priradit k jinym ortetlim a jeden genotyp
byl unikatni. U klonu 263 (5 ramet) byly v§echny ramety genotypové
odli$né a pouze 1 genotyp bylo mozné priradit k ortetu 261. Na zakla-
dé provedené multilokusové genotypizace byla zjiténa shoda velikosti
alel v8ech $etrenych lokusii u dvojic klont 214 a 215, déle byly shodné
klony 217 a 218 a stejné genotypové profily mély i klony 225 a 226.

Pro statistické zhodnoceni variability ortett ve sledovaném semen-
ném sadu byly ze souboru vzorki vytazeny ramety prislusejici k ortetu
263, vzhledem k nepriikaznosti urceni genotypu tohoto klonu. U hod-
nocenych 86 jedinci ze semenného sadu pak bylo celkové detekova-
no 59 rozdilnych alel v 10 lokusech. Nejvice polymorfni se jevil lokus
EMPAO15 u kterého bylo identifikovdno rozdilnych 10 alel u sledo-
vaného souboru vzorkii, a nejméné polymorfni byly lokusy EMPaS11
a UDP98-411, u nichz byly detegovany pouze 4 alely. Privatni alela
byla zjisténa pouze u ortetti 189 a 229. Pomoci statistického progra-
mu GenAIEx 6.51 byly zjistény primérné hodnoty Shannonova infor-
macniho indexu pro jednotlivé sledované lokusy, které se pohybovaly
od 0,487 (lokus EMPAO014) do 0,882 (lokus UDP98-412). Podle kva-
litativni interpretace hodnot Fst (WRIGHT 1943) byla mezi nékterymi
sledovanymi klony zjisténa velmi vysoka geneticka divergence (0,451
mezi klony 225 a 234), ale napf. mezi klony 215 a 217 byla zjisténa
hodnota Fst 0,011, tedy mala geneticka divergence.

Shoda genotypovych profilt jedinct u sledovanych kloni byla pti po-
uziti deseti SSR markert potvrzena v 69 % ptipadi, v 19 % byl odlisny
1 roubovanec a ve 12 % (3 ortety) byla detekovana neshoda ve vice nez
1 rameté. Ve zkoumaném souboru bylo mozné 10 roubovanci priradit
k prislusnym ortetim (doslo tedy k jejich chybnému oznaceni), Ize
tedy konstatovat, ze z celkovych 91 zkoumanych jedinct jich 86 lze
priradit k ortetim zastoupenym v ramci semenného sadu. Tedy 94 %
ramet je mozné pfiradit ke zkoumanym ortetim.

DISKUSE

Analyzy mikrosatelitovych markert maji $iroké uplatnéni v populac-
ni genetice a ve §lechténi rostlin. Vzhledem k jejich kodominantnimu
charakteru v kombinaci s velkym pocétem variabilnich alel se daji ucel-
né vyuzit i pro identifikaci klonti a kultivart rostlin a také pro ma-
povani genomil (HorRMAZA 2002; ARANZANA et al. 2003; SCHUELER
et al. 2003). Analyza SSR markert se jevi jako vhodna metoda pro
identifikaci variet u vét$iny kulturnich druh rostlin (PAN 2010) i dfe-
vin (ROBICHAUD et al. 2006). Jaderné mikrosatelitové markery pouzili
pro identifikaci klont a kultivart japonskych okrasnych tfesni Kato
et al. (2012), variabilitu SSR markera pro identifikaci jedinct a kulti-
vart u tfe$ni vyuzili také WiNscH, HorRMAZA (2002); SCHUELER et al.
(2003); Lacis et al. (2009); JARNI et al. (2012); FERNANDEZ-CRUZ et
al. (2014); FasaD, EsNA-ASHARI (2016) a NAJAFZADEH et al. (2016).
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V na$i studii jsme pro molekularni analyzy semenného sadu tfe$né
ptaci vyuzili polymorfni jaderné mikrosatelitové (SSR) markery vy-
brané z praci CLARKE, TOBUTT (2003); VAUGHAN, RUSSELL (2004);
SCHUELER et al. (2003); CIPRIANI et al. (1999) a TESTOLIN et al. (2000).
Pouzité lokusy byly v uvedenych pracich vyuzity nejen pro populaéni
studie, ale vzhledem k vysoké polymorfnosti byly vhodné i pro iden-
tifikaci jedincu.

CLARKE a ToBUTT (2003) uvadéji, Ze pouzitim kombinace 3 markert
EMPAO014, EMPAO15 a EMPAO018 Ize spolehlivé identifikovat 14 kul-
tivar( tfe$né, u téchto marker zjistili 6 rozdilnych alel pro EMPA014,
7 alel pro EMPAO15 a 5 alel pro marker EMPAO18, hodnoty ocekava-
né heterozygotnosti (H ) byly 0,65-0,76. U nasich sledovanych vzorki
byl zjidtén u téchto markerti vyssi pocet alel (tab. 4), pficemz hodnoty
H, byly v rozsahu 0,527-0,802. Ve studii zaméfené na 2 britské po-
pulace tfesné ptac¢i VAUGHAN et al. (2007) zjistili pocet alel v rozmezi
5-13 ahodnoty H v rozsahu 0,593-0,703. U marker specifickych pro
planou formu tfe$né (EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12) stanovili Vau-
GHAN, RUSSELL (2004) pocet alel v rozsahu 4-6 a hodnoty H_ 0,54~
074, i u téchto markert byl pocet alel u nasich vzorka vyssi a hodnoty
H, byly v rozmezi 0,513-0753. Pti pouziti markerd EMPaS10, EM-
PaS11, EMPaS12 ve studii zaméfené na sledovani diverzity 5 jedincii
plané formy tfe$né ptaci (jedinci ze tii italskych populaci tfesné, ze
slovinské a chorvatské populace) a 87 kultivart tfe$né zjistili GuarI-
No et al. (2009) pocet alel 12-14 a hodnoty H_ v rozmezi 0,691-0,831.
Autoti v této studii pouzili 28 SSR markerti a primérna oc¢ekdvana
heterozygotnost u téchto lokust byla 0,56, u nami pouzitych 10 SSR
markert byla priimérnd ocekdvand heterozygotnost u téchto lokusii
vy$si (0,6743). Markery EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12 pouzili pro
sledovani genetické diverzity u 5 feckych populaci tfe$né ptaci a pro
rozlideni kulturnich a planych forem tfe$né ptacii GANopouLos et al.
(2011, 2013), autoti u téchto markerti nalezli 13-15 alel. U analyzova-
nych 11 italskych populaci detekovali DE RoGarTis et al. (2013) u téch-
to markert 11-25 alel, uvadény pocet alel byl vyssi ve srovnani s nasi
studii. U markerd UDP97-403, UDP98-410, UDP98-411 a UDP98-
412 uvadi SCHUELER et al. 2003 u analyzovanych vzorki z némecké
populace Ratzeburg pocet alel v rozmezi 6-9, hodnoty heterozygot-
nosti v rozsahu 0,379-0,775, tedy pro uvedené lokusy hodnoty vyssi
nez u nasich vzorkL.

V populacich tfesné ptaci se bézné vyskytuji tzv. klonové shluky vzni-
kajici vegetativnim mnoZenim pomoci kofenovych vystrelkd, ¢imz
dochazi v populacich ke sniZeni genetické variability (RusseLL 2003).
miize vyskyt téchto klonovych shlukii objevit v oblastech o rozloze
20-5000 m* (KosLiHA 2002). Kofenovou vymladnosti u zdrojovych
jedinct (ortett) je mozné vysvétlit v nasi laboratofi zjisténou shodu
genotypovych profild u tif dvojic klonti 214 a 215, 217 a 218, 225 a 226,
zatazenych ve sledovaném semenném sadé. Vyuziti jadernych mik-
rosatelitovych markert pro identifikaci rozdilnych jedinct a detekei
jedinct pochazejicich z kotenovych vystrelkil u autochtonni populace
tre$né ptaci v Ratzeburgu (Némecko) popsali SCHUELER et al. (2003).
Autofi pomoci provedenych SSR analyz identifikovali ¢tyfi pary stro-
mi se shodnym genotypem, rostoucich 15 metrt od sebe, a uvadéji,
Ze pro zjisténi genetické identity vegetativné mnozenych jedinct po-
stacuje vyuzit sedm SSR markert. LAcIs et al. (2009, 2011) na zakladé
studia kolekci genetickych zdrojii tfe$né ptaci ve Svédsku a Litvé uva-
déji, ze v ptipadé pouziti vysoce polymorfnich markert Ize genetickou
variabilitu u genetickych zdroji tfe$né sledovat jiz pouze tfemi SSR
markery. Pomoci mikrosatelitovych marker( urc¢ovali VAUGHAN et al.
(2007) vyskyt a rozsifeni vegetativné rozmnozenych jedinci tie$né
ptaci ve dvou populacich nachdzejicich se v Kentu (Velkd Britanie),
na zakladé provedenych analyz 13 SSR markert zjistili vyskyt klonové
identickych jedincti v 48 % a v 65 % z celkovych zkoumanych jedinct,
tedy pii provedeni analyz 551 jedincii z obou populaci detekovali pou-
ze 246 rozliSnych genotypi. Vyskyt vegetativné mnozenych jedincti
ve dvou populacich tfesné ptaci v Némecku popsali i HOLTKEN, GRE-
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Tab. 4.
Multilokusové genotypy (MLG) zkoumanych ortetil
Multilocus genotypes (MLG) of tested ortets

g5, % o o © = o 8 2 g 7

g s3v9 2 2 2 i @ 3 5 @ 2 @

5 g £ £ £ ¢ £ ¢ ¢ B & %

g ¢ i} L w L W i} =) =) =) =)
12 3 221/225  222/224  106/106  164/164 60/72 136/136 118/118  127/133  151/163 1MM117
189 4 221/223  218/220 98/106 156/164 60/60 143/145  120/120  125/125  151/163  117/123
191 3 225/225  214/224  102/106  150/156 60/72 136/136  120/122  125/127  163/163  111/123
192 1(226) 219/221  220/220 98/98 150/150 72/72 136/138  120/136  127/133  163/165  117/123
192 2 225/225  220/224  106/108  156/164 7272 136/136  118/122  127/133  151/151 123/123
200 3 225/225  220/220 96/108 152/164 60/72 136/136  120/120  127/127  159/159  117/123
204 3 225/225  214/214  102/108  164/164 60/72 136/138  120/122 1231127  151/163  123/125
208 2 225/225  214/214 96/102 164/164 60/72 136/138  120/120  127/127  163/163  123/125
214* 2 225/225  224/224  106/106  156/164 7272 136/138  122/122  119/127  151/163 1M11/117
215* 3 225/225  224/224  106/106  156/164 7272 136/138  122/122  119/127  151/163 1M1/117
217 1(214) 225/225  224/224  106/106  156/164 7272 136/138  122/122  119/127  151/163 1M1/117
217 5 221/223  220/220  102/108  156/156 60/72 136/138  118/118  133/133  163/165  119/123
218* 3 221/223  220/220  102/108  156/156 60/72 136/138  118/118  133/133  163/165  119/123
220 2 225/225  220/220 98/106 150/164 7272 122/122  120/122  125/133  165/165  119/123
225*** 2 219/221  220/220 98/98 150/150 72/72 136/138  120/136  127/133  163/165  117/123
226*** 4 219/221  220/220 98/98 150/150 7272 136/138  120/136  127/133  163/165  117/123
226 1(192) 225/225  220/224  106/108  156/164 7272 136/136  118/122  127/133  151/151 123/123
229 2 225/225  218/220  106/106  144/156 60/72 122/136  120/120  125/127  163/163  121/123
229 1(191) 225/225  214/224  102/106  150/156 60/72 136/136  120/122  125/127  163/163 111/123
232 3 225/225  224/224  106/106  150/164 60/72 136/136  118/122  127/133  163/163  117/123
234 4 225/225  224/224  106/106  150/164 60/98 138/143 118/118 125/125  151/163  117/119
236 3 225/225  222/222  106/106  150/164 72/72 138/138 118/118 125/133  151/163  123/123
237 2 223/225  236/238 106/106  164/164 60/72 136/143 118/118 125/133  151/165  117/123
237 1(239) 225/225  222/222  106/106  164/164 60/72 138/143  118/118  125/133  151/159  117/117
239 5 225/225  222/222  106/106  164/164 60/72 138/143  118/118  125/133  151/159  117/117
253 3 225/225  220/220 94/106 164/176 7272 138/138  120/120  127/129  163/165  119/121
255 3 225/225  246/248 98/106 150/150 60/72 136/138  120/120  125/129  151/151 111119
258 1(259) 221/225  210/218  106/110  176/176 72/100 136/138  118/118  129/133  163/163  117/119
258 2 225/225  218/220  106/110  176/176 7272 136/138  118/138  125/127  163/163 119/119
258 1 225/225  218/220  106/110  176/176 72/72 136/138  118/138  125/127  165/165 119/119
258 1(226) 219/221  220/220 98/98 150/150 72/72 136/138  120/136  127/133  163/165  117/123
259 6 221/225  210/218  106/110  176/176 72/100 136/138 118/118  129/133  163/163 117/119
261 2 215/225  210/218  106/110  176/176 72/72 138/138  120/120  125/125  163/163  119/123

261 1(259) 221/225  210/218  106/110  176/176 72/100 136/138 118/118 129/133  163/163 117/119
261 1(253) 225/225  220/220 94/106 164/176 7272 138/138  120/120  127/129  163/165  119/121

263 1 219/225  216/216 94/102 150/150 60/72 136/143  138/140  125/125  151/163  123/125
263 1(261) 215/225  210/218  106/110  176/176 7272 138/138  120/120  125/125  163/163  119/123
263 1 221/225  220/220 94/98 150/156 60/72 138/138  120/120 119/133  163/163 119/119
263 1 223/223  218/218  106/106  156/156 60/72 136/138  118/120  127/129  151/163  121/123
263 1 212/215  210/210 94/102 160/164 72/82 138/143  122/122 1211129  159/159  121/123

*, #*, % Oznaceni shodnych multilokusovych genotypii/designation of identical multilocus genotypes
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GORIUS (2006), ktefi pro urceni klonové identity pouzili 6 SSR marke-
rt a nalezli az 14 jedinci stejného genotypu v populaci. GANOPOULOS
et al. (2013) uvadi, Ze pti odbéru jedincu tfesné ptaci, vzdalenych mi-
nimélné 150m od sebe, nenalezli ve sledovanych feckych populacich
klonové shodné jedince. Autori dale uvadéji, Ze mezi feckymi popula-
cemi tfe$né ptali byla zjisténa stfedni hodnota divergence Fst (0,097),
coZ je niz$i ve srovnani s nékterymi klony v nasi studii. Vyuziti analyz
9 SSR markert pti identifikaci klond (uréeni multilokusovych geno-
typd — MLG) u vybérovych stromu tfesné ptaci pro jejich zarazeni
do $lechtitelskych programi ve Spanélsku popsali FERNANDEZ-CRUZ
et al. (2014). MARIETTE et al. (2006) pouzili analyzy 6 SSR markerti
pro doplnéni informaci o jedincich tfesné ptaci pouzitych pro zalozeni
3 experimentélnich semennych sadii ve Francii.

Vyuziti DNA analyz pfi vybéra stromii do $lechtitelskych programii se
v ptipad¢ tfe$né ptaci jevi jako velmi uzitecny doplikovy $lechtitelsky
nastroj, napf. provedenim analyz SSR markert je mozné vyradit klo-
nové shodné jedince pii zakladani semennych sadi. Vhodnym $lech-
titelskym nastrojem se jevi i provedeni DNA analyz pro urceni alel
na S-lokusu pro identifikaci autoinkompatibility.

ZAVER

Cilem préce bylo zjistit moznosti vyuziti SSR markerd pro hodno-
ceni klonové identity roubovanct semenného sadu tfe$né ptaci Pru-
nus avium L. U 10 mikrosatelitovych lokust (EMPA014, EMPAOIS5,
EMPAO018, EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12, UDP97-40, UDP98-410,
UDP98-411 a UDP98-412) vykazovaly amplifika¢ni produkty poly-
morfismus, byly interpretovatelné, a proto byly uzity ke studiu klo-
nové identity vybraného semenného sadu. Na zdkladé molekuldrnich
dat zjisténych ze souboru 91 jedinct ze semenného sadu byly ziska-
ny statistické charakteristiky 10 mikrosatelitovych markert. Celkové
bylo detekovano 65 rozdilnych alel v 10 lokusech. Nejvice polymorfni
se jevil lokus EMPAO15, u kterého bylo identifikovano 11 rozdilnych
alel. Na zdkladé provedenych analyz byly stanoveny multilokusové ge-
notypové profily (MLG) jednotlivych klont tfe$né ptaci v semenném
sadu Celadna. Pti sledovani klonové identity roubovancti semenného
sadu byla deklarovand klonova prislusnost potvrzena u 94 % roubo-
vancu, coz vyznamné prevys$uje predpokladanou 20% toleran¢ni hod-
notu pro nehomogenitu ramet s deklarovanym klonem (IVANEK et al.
2010). Ojedinéle byly zjistény klonové shodné ortety, tato skutecnost
se da vysvétlit existenci kofenové vymladnosti u tfe$né ptaci.
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EVALUATION OF WILD CHERRY SEED ORCHARD USING MICROSATELLITE MARKERS
SUMMARY

The clonal identification in model seed orchard of wild cherry 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 of genetic diversity. In particularly nuclear simple sequence repeat (SSR) markers have proven to be extremely useful for
characterizing cultivars and identifying clones (WtNscH, HORMAZA 2002; SCHUELER et al. 2003; LAcIs et al. 2009; KaTo et al. 2012; FERNANDEZ-
Cruz et al. 2014; FAsAD, ESNA-ASHARI 2016; NAJAFZADEH et al. 2016). Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN)
from buds taken from 91 sampled wild cherry trees of seed orchard. 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 (CIPRIANI et al. 1999; TESTOLIN et al. 2000;
CLARKE, TOBUTT 2003; VAUGHAN, RUSSELL 2004) (Tab. 1, 2). Ten polymorphic nuclear microsatellite markers (EMPA014, EMPAO15, EMPA018,
EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12, UDP97-40, UDP98-410, UDP98-411 and UDP98-412) 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 analysed by means of the statistical programs CERVUS (KaLINOWsKI et al. 2007), GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) and
Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004). Altogether 65 different alleles were detected at 10 loci of the 91 wild cherry individuals from
seed orchard, i.e. 6.5 alleles per locus in average. The most polymorphic locus over our set of samples was locus EMPAQ15, where the number
of different alleles was estimated to 11. By applying of the 10 suitable markers to the 18 clones from model seed orchard we obtained multilocus
genotypes (MLG) shown in Tab. 4. In the wild cherry seed orchard we identified identical genotypes at all ten loci for following ortets with Nos.
214 and 215, 217 and 218, 225 and 226. It could be caused by root suckering of vegetatively derived plus trees, which were used for establishment
of the seed orchard. Table 3 shows number of alleles, observed heterozygosity, expected heterozygosity, number of heterozygotes, Polymorphism
Information Content (PIC), significance of deviations from Hardy-Weinberg equilibrium and estimated null allele frequencies (according to
van Oosterhout) of loci. Allelic richness (number of alleles) at each locus ranged from 4 to 11. Expected heterozygosities ranged between
0.513-0.802 across all loci and observed heterozygosities ranged from 0.308 to 0.824, Polymorphism Information Content (PIC) ranged from
0.438 to 0.774. The mean PIC value for ten selected loci was 0.6234.

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

The application of SSR markers could be an important tool for population genetics and breeding of wild cherry, for example it would be possible
to unequivocally identify with unique DNA fingerprints all suitable genotypes for the establishment of a seed orchard.
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