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ABSTRACT

The main goal of the presented study was to evaluate genotypes of unique population of grey poplar (Populus x canescens Aiton Sm.), which
has been selected for its valuable parameters and limited reproduction ability by classical methods of vegetative propagation for gene pool
preservation and restoration at Dyjakovice village (South Moravia Region, Czech Republic). Nuclear microsatellite (SSR) analyses using
14 SSR markers together with phenotype characterization determined that 90 sampled trees of female bias belonged to one clone. According to
these results, the collection of grey poplars has been extended for 155 individuals in totally including both female and male bias (120 and 35,
respectively) to discriminate their genetic diversity. Our data revealed occurrence of 6 unique genotypes among all female samples while higher
genetic variability pattern exhibited male samples among which 27 genotypes have been detected. These findings about species genetic identity
as well as genetic variability indicate the importance of SSR method for selection of valuable grey poplar genotypes as a source of reproductive

material for further reforestation.

For more information see Summary at the end of the article.
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V poslednich letech ziskal rod Populus vyjime¢éné postaveni v ekologii,
komer¢nim vyuziti i v oblasti védy a vyzkumu. Vyznam topolt rychle
vzrostl nejen po zvetejnéni sekvenci genomu topolu chlupatoplodého
(Populus trichocarpa L.), ktery se stal modelovou dfevinou v oblasti
rostlinné biologie, ale i z ekonomického hlediska v dusledku zdoko-
nalenych metod péstovani, zavedenim novych hybridii s zddoucimi
vlastnostmi, z&jmu v oblasti produkce biomasy a rovnéz i potencidlu
pro fytoremedia¢ni ucely, ptestoZe jejich pouzivani bylo v méstskych
vysadbach omezeno (TUskAN et al. 2006; STOBRAWA 2014). Na zékladé
vysoké diverzity rodu Populus, ktery zahrnuje 29 druhti rozdélenych
do 6 sekci rostoucich na kontinentech Evropy, Asie, Severni Ameri-
ky a vychodni Afriky (ECKENWALDER 1996), neni dosud taxonomie

grey poplar (Populus x canescens); phenotype; genotype; SSR markers

topoli zcela jednozna¢nd, nebot dochdzi k mezidruhovému ktizeni
v ramci rodu. Timto ptikladem je i pfirozené vznikly kiizenec topol
$edy (Populus x canescens Aiton Sm.) vyskytujici se zpravidla na loka-
litdch obou rodi¢ovskych druhi topolu bilého a topolu osiky (Populus
alba L. x Populus tremula L.). V Ceské republice se jako autochtonni
druh nachazi topol Sedy v moravskych tivalech a v udolich fek Svratky
a Odry, pfirozené roste pomérné vzacné v luznich lesich a pobteznich
kitovinach (CHMELAR, KoBL{ZEK 1990; URADNICEK et al 2009; BURI-
ANEK, NOVOTNY 2016). Pti detailni rekonstrukci aktualniho vyskytu
domadcich druht topolii na Gzemi Moravy v povodi fek Bec¢vy, Jih-
lavy, Moravy byl topol Sedy zjistén jako vtrousena dfevina zejména
v malych lesnich celcich, remizech, bfehovych porostech a lokalitach
podléhajicich zvlastnimu reZzimu dle zdkona o ochrané ptirody (za-
kon ¢. 114/1992 Sb. v platném znéni), kde neprobihalo intenzivni ce-
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loplo$né lesnické hospodareni a zachovala se bohatd druhova skladba
(CizrovAi 2007).

Unikétni lokdlni populace topolu $edého se nachazi u obce Dyjakovi-
ce v izolovaném lesnim komplexu Luzny les na plose priblizné 15 ha
(Lesni sprava LCR, s. p., Znojmo, revir Jaroslavice). Jedine¢né je ne-
jen vysoké kvantitativni zastoupeni topolu Sedého v druhové skladbé
porostu, ale také kvalitativni charakteristika fenotypt s rovnym pra-
béznym kmenem pti sou¢asném dobrém cisténi kmene, které se v po-
pulaci vyskytuji. Z diivodu probihajiciho rozpadu porostii v diisledku
hynuti jasanti a ol$i je topol $edy perspektivni dievinou pro obnoveni
stability ekosystému luzniho lesa. Je adaptovan na dané stanovisté, vy-
kazuje vyborny zdravotni stav a vysoky vynosovy potencial k plnéni
hospodarské funkce lesa v kratkém ¢asovém horizontu, takze se do-
stava do popredi zajmu vlastniki lesa. Stabilita ekosystému je ddna mj.
jeho vysokou biodiverzitou, proto je nutné poznat strukturu populace
a zastoupeni jednotlivych genotypt dfive, nez bude zahajena jejich
reprodukce.

Pro charakterizaci elitnich genotypt, urceni klonové identity nebo
genetické variability, pfipadné zjisténi ptivodu jednotlivych druhi
topold, jsou ¢asto vyuzivany mikrosatelitové markery. Mikrosatelity
neboli Single Sequence Repeats (SSRs) jsou kratké tandemové repetice
nukleotidt (1-10), které se nachazeji napfi¢ genomem prokaryot i eu-
karyot, pticemz u eukaryot jsou zastoupené obzvlasté v euchromatinu
a v kddujicich i nekddujicich ¢astech jaderné i organelové DNA (VIEI-
RA et al. 2016). Na zdkladé lisiciho se poétu opakujicich se sekvenci
jsou SSRs ¢asto vysoce polymorfni. Vzhledem k pfibuznosti topola
je prevazna ¢ast SSR markert vSestranné vyuzivana pro genetickou
charakterizaci druhd, kdy napt. LEXER et al. (2005) uvadi zna¢nou va-
riabilitu u sledovanych lokusti pouZitych shodné pro topol Sedy i oba
jeho rodice. Stejné tak ScHOOT et al. (2000), SMULDERS et al. (2001)
nebo TUSKAN et al. (2004) vyvinuli SSR markery, které je mozné po-
uzit nejen pro jeden konkrétni druh topolu. V porovnani s metodami
vyuzivajicimi izoenzymy nebo ,AFLP“ (amplified fragment-length
polymorphism) markery maji jaderné mikrosatelity mnohem vys-
§i rozliSovaci schopnost pro uréeni genotypu (CERVERA et al. 2005).
Pomoci SSR markert je mozné odhalit i strategii rozmnoZovani to-
poli vegetativnim nebo generativnim zptisobem. Fussi et al. (2012)
naptiklad prekvapivé zjistili u 28 stroma topolu bilého odebranych
v porostech odlisnych udoli na riznych ostrovech Malty, Ze se jednd
o shodny genotyp. Analyza jadernych mikrosatelitt ukazala blizkou
ptibuznost se vzorky z jizni Itélie s malym podilem alel typickych pro
vzorky ze severni Afriky. Na zdkladé téchto poznatka popsali jako
nejpravdépodobnéjsi variantu rozsiteni klonu topolu bilého zdmérny
prenos lidskou ¢innosti z Italie na Maltu a jeho nasledné postupné §i-
feni pfirozenou vegetativni reprodukei.

Zakladni rozmnozovaci strategii topoll je generativni reprodukce,
ktera za¢ina jiz okolo 10. - 15. roku véku (STANTON, VILLAR 1996). To-
poly kvetou obvykle pred olisténim a semena dozravaji v zavislosti na
druhu 3 tydny az 3-5 mésicti (BRAATNE et al. 1996). Semena si ucho-
vavaji zivotaschopnost pouze 1-2 tydny, kli¢i v teple a vlhku na holém
mineralnim substratu, ale mortalita semenacku je vysoka z davodu
nestability podminek na vétsiné stanovist (BRAATNE et al. 1996; Ka-
RRENBERG et al. 2002). Alternativni strategii preziti a udrzeni topoli
v ekosystémech je vegetativni reprodukce v riiznych formach. Pro né-
které druhy sekce Populus je typické $ifeni kofenovymi vymladky (PE-
RALA 1990). Je popsan obrovsky klon topolu osikovitého (Populus tre-
muloides Michx.) vyskytujici se na plose 43,3 ha s po¢tem 47 tis. ramet
v oblasti severniho dolnitho Michiganu (KEMPERMAN, BARNES 1976;
DEWooODY et al. 2008). BARNES (1969) detailné popisuje fenotypové
znaky u 31 klont topolu osikovitého a 21 klont topolu hrubozubé-
ho (Populus grandidentata Mich.), podle nichz urcuje variabilitu mezi
klony a v ramci jednotlivych klont. Ve zkoumanych populacich zjistil
enormné vysokou interklonalni proménlivost, ale doporucuje primar-
né zkoumat také proménlivost fenotypovych znaka uvnitf klonu.
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Hlavnim cilem této prace bylo zhodnotit fenotypové a genotypové
charakteristiky unikatni populace topolu Sedého, ktera byla zvolena
pro své cenné vlastnosti a omezené moznosti vegetativni reprodukce
klasickymi metodami k zichrané a obnové na Lesni spravé LCR, s. p.,
Znojmo, v reviru Jaroslavice na lokalité¢ Luzny les severné od Dyjako-
vic. Byla provedena detailni inventarizace porostil a selekce 200 nej-
kvalitnéjsich jedinct topolu $edého, vybranych na zékladé standard-
nich kritérii hodnoceni fenotypu pro uznavani zdroju lesniho repro-
dukéniho materidlu. Pro zhodnoceni genetické variability bylo po-
uzito u celkem 155 jedinct 14 SSR markert uréujicich zastoupeni
jednotlivych genotypu. Ziskané vysledky byly jednim z kritérii pii
vybéru konkrétnich jedinct topolu $edého k jejich uznani jako zdroju
reprodukéniho materidlu pro generativni i vegetativni reprodukei.

MATERIAL A METODIKA

Pro charakterizaci genetické variability topolu Sedého byla provedena
inventarizace celé populace v lokalité¢ Luzny les u obce Dyjakovice na
Lesni spravé LCR, s. p., Znojmo v reviru Jaroslavice. Soucasti inventa-
rizace byla selekce zaméfend na hodnoceni fenotypovych znaka tvar
kmene, ¢isténi kmene, délka koruny a na hodnoceni zdravotniho sta-
vu stromil. Cilem selekce bylo vytvorit soubor neidentickych jedinct
vhodnych ke sbéru reprodukéniho materialu a zachovani cenné popu-
lace. V souladu s pozadavky na fenotypovou kvalitu zdroju lesniho re-
produkéniho materialu byli do evidence zahrnuti pouze jedinci s vy-
bornym zdravotnim stavem, s tvarem kmene ,,rovny*, ¢isténim kmene
~vyborné“ a ,,dobré*, s délkou koruny ,.kratka“. U kazdého evidované-
ho jedince bylo urceno pohlavi. Byl zohlednén také vék porostii tak,
aby byly v evidenci zastoupeny vSechny vyskytujici se vékové tridy,
tj. 6. — 9. tfida. Vzhledem k oc¢ekavanému vyskytu klonality v poros-
tech byly sledovany specifické fenotypové charakteristiky, které mo-
hou byt typické pro urcity genotyp, a to thel vétveni, vyskyt silnych
vétvi v koruné, hustota koruny. Na zakladé uvedeného postupu bylo
zaevidovano 200 jedinch topolu $edého, ktefi byli oznaceni ¢isly,
u 155 z nich byly provedeny analyzy mikrosatelitii jaderné DNA. Vy-
chozim rostlinnym materiadlem pro analyzy byly apikalni pupeny ve
fazi dormance nebo mladé listy topolu $edého. Béhem odbéru vzorki
byly stromy v terénu zaméfeny pomoci GPS, pficemz rostlinny mate-
ridl byl fadné oznacen, uloZen v mikrotenovych sa¢cich do chladovych
boxu a pfi pfedani do laboratore kratkodobé ulozen do chladnicky,
nez byl zpracovan. Vzorky byly lyofilizovany a postupné homogeni-
zovany (100 mg ¢.h. nebo 20 mg s.h.) v kapalném dusiku (-196 °C)
pro naslednou izolaci DNA za pouziti kitu Dneasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Némecko) a dodrzeni postupu uvedeného vyrob-
cem. Mnozstvi a ¢istota ziskané DNA byly ovéfeny na spektrofotome-
tru NanoPhotometer (Implen).

Geneticka diverzita u odebranych vzorku topolu $edého byla stano-
vena 15 mikrosatelitovymi markery (SSR markery) na zakladé do-
stupné literatury pro SSR analyzy, které byly uspotddany pro tcely
fragmentacnich analyz do 4 multiplexti: Multiplex 1: lokusy WPMSS5,
WPMS15, ORPM14, ORPM16 a ORPM20, Multiplex 2: lokusy
ORPM30, ORPM60, ORPM127 a ORPM312, Multiplex 3: lokusy
WPMS16, ORPM193 a ORPM220, Multiplex 4: lokusy WPMSI18,
WPMS19 a WPMS20 (http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.
htm; ScHOOT et al. 2000; SMULDERS et al. 2001; TUSKAN et al. 2004;
Loo et al. 2008; PoLrTovV et al. 2015). Polymerazové fetézové reakce
(PCR) reakce pro Multiplex 1, 2 a 3 probihaly pfi teplotnich cyklech
1 %94 °C/ 3 min; 35 x 94 °C/ 455,55 °C/ 455,72 °C/ 45 5; 1 x 72 °C/
20 min s naslednym ochlazenim na 4 °C/ 30 min za pouziti fluores-
cen¢né znacenych primert pro vy$e uvedené lokusy. U Multiplexu 4
byla PCR nastavena shodné s vyjimkou tzv. ,,annealingové® teploty
62 °C/ 45 s namisto 55 °C/ 45 s. Vysledné produkty PCR reakce byly
pouzity k fragmentac¢ni analyze, které predchdzela denaturace DNA
pti 94 °C/ 4 min, kdy k 1 pl PCR produktu bylo pfidano 11 pl for-
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mamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) a 0,4 ul velikost-
niho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ'Size standard 2.0, Applied
Biosystems). Vzorky byly nasledné okamzité zchlazeny v termoregu-
la¢nich bloccich (-20 °C/ 2 min) a vloZeny do genetického analyzato-
ru (Applied Biosystems 3500), kde probihala kapilarni elektroforéza
s detekei jednotlivych alel u sledovanych lokust. Velikosti alel byly
vyhodnoceny softwarem GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems). Vy-
sledky byly statisticky zpracovany v programu GenAlEx 6.5 (PEAKALL,
Smouse 2012) a CERVUS (KaLiNnowskl et al. 2007). Klonova diverzi-
ta populace (R) byla vypoctena jako R = (G - 1)/(N - 1), kde G je pocet
klont a N je pocet jedincii (ramet) (DORKEN, ECKERT 2001).

VYSLEDKY A DISKUSE

Genetickd charakterizace topolu sedého metodou SSRs

Na zakladé¢ inventarizace porostll cenné populace topolu Sedého na
lokalité Luzny les severné od obce Dyjakovice (LS LCR, s. p., Znoj-
mo, revir Jaroslavice), ktera se nachdzi v ptirodni oblasti 35 Jihomo-
ravské valy v 1. lesnim vegeta¢nim stupni v nadmoiské vysce 192 m
a vyznaluje se pievazujicim souborem lesnich typt jilmovy luh (1L),
bylo podle vy$e uvedenych fenotypovych charakteristik vybrano de-
vadesat jedinct (ortetl) za ucelem zjisténi genetické diverzity mezi
jedinci. U 90 vybranych topolt Sedych (TPE 1 - 90) byl prekvapivé
zjistén shodny genotyp urceny pomoci SSR markerti (tab. 1). Pti sbé-
ru vzorku ve fazi dormantnich pupent nebylo mozné urcit pohlavi
sbiranych jedincii. V obdobi kvétu stromu bylo tedy nésledné ur¢eno
sami¢i pohlavi u v§ech vybranych jedincti (TPE 1 - 90). Nage vysledky
dokazuji u téchto vzorki topolu $edého vegetativni zptisob rozmnozo-
vani na dané lokalité. ECKERT (2002) uvadi, Ze zplisob rozmnozovani
se vyznamné projevuje nejen u genetické variability, ale i ve strukture
populace, pficemz shrnuje, ze nepohlavnim rozmnozovanim vznika
geneticky shodné potomstvo v pomérné blizké vzdalenosti od rodi-
¢e. Tento zavér potvrdily i vysledky nasi inventarizace, kdyZ byly na-
lezeny Cetné skupiny jedincii stejného pohlavi s po¢tem od nékolika
kusti do nékolika desitek kusti stromd, jejichz prostorové usporadani
zfetelné naznacovalo vymladkovy piivod jak samicich, tak samcich
klont. SniZzenou moznost generativniho rozmnozovani vlivem limi-
tujicich podminek prostfedi na tkor prevazujiciho vyskytu jedincti se
shodnym genotypem uvadi i v ramci jednodéloznych rostlin BINks
et al. (2015). Je v8ak pozoruhodné, Ze genetickou uniformitou se vy-
znacovaly i vzorky topolu $edého odebrané z jedinct vzdalenych od
sebe az 3 km v pripadé samicich jedinct a 2,5 km v ptipadé samcich
jedinctl, v porostech oddélenych v soucasné dobé naspem s pevnou
komunikaci a vodnim tokem. Nage vysledky o klonové identité topoli
z rozsahlejsi oblasti sbéru vzorkd jsou ve shodé s pozorovanim napt.
GoM a Roob (1999) nebo Fusst et al. (2012). Nizkou klonovou diver-
zitu u topolu bilého zaznamenali DERING et al. (2015), ktefi shrnuji, Ze
tvorba identickych jedincti je Zivotni strategii vyznamné se podilejici
na prostorové genetické strukture.

Kombinace genetické uniformity s diverzitou se vyskytovala ve vSech
porostech s topolem Sedym v Dyjakovicich. Moznost pouZiti specific-
kych fenotypovych charakteristik celkového habitu stromi pii vyhle-
davani odli$nych genotypii byla ovéfovana jako okuldrni metoda pfi
inventarizaci samicich jedinct. Vysledky srovnavaci analyzy pomoci
provedenych DNA analyz vybranych genotypu potvrdily, Ze v daném
souboru jedincti se odliSuji pravé ty genotypy, které se ve fenotypo-
vém projevu li$i ve znacich thel vétveni, vyskyt silnych vétvi v koruné
a hustota koruny, pokud se tito jedinci nachdzeli ve star$ich porostech
se snizenym zakmenénim. Jednalo se o genotypy TPE 107, 108, 109,
151, 199, 200 (tab. 2). Tuto metodu v8ak nebylo mozné pouzit ve vy-
mladkovych skupindch s vysokym zakmenénim, které byly v minu-
lych desetiletich ur¢ujicim faktorem vyvoje populace. Velkd hustota
a vzdjemna konkurence jedincd ve skupinach vede k redukci korun

a nedovoluje rozvinuti fenotypovych projevii genotypu. Hodnoceni
téchto specifickych fenotypovych znakt bylo proto pouzito pouze
jako pomocnéd metoda pfi inventarizaci. K uréeni genetické diverzi-
ty v populaci bylo nezbytné potvrdit odli$nost v zakladnich fenoty-
povych charakteristikich (tvar kmene, ¢isténi kmene, délka koruny)
vybranych kvalitnich jedinct vhodnych k reprodukei genetickou
analyzou (tab. 3). Obdobné se ve starsi praci BARNES (1969) zmifnuje
o problémech dlouhodobého vyzkumu moznosti identifikace kloni
topoli a uvadi nutnost pouziti multivaria¢ni analyzy velkého mnoz-
stvi fenotypovych znaku k rozliSeni klont v lokalni populaci Populus
tremuloides a P. grandidentata.

Multilokusovd analyza a srovndni genetickych parametrii u sami-
¢ich a samcich jedincii

Ziskané vysledky o klonové identité vzorki TPE 1 - 90 véetné po-
tvrzeni polymorfismu pouzitych SSR markert byly ovéfeny pfi do-
pliujicim odbéru 65 jedinct topolu Sedého z téze lokality ve fazi
mladych vétvi¢ek. Bylo odebrano 30 jedinct samiciho a 35 jedincii
sam¢iho pohlavi rizného stafi, z rtiznych porostl. Ze ziskanych dat
multilokusové srovnavaci analyzy se podafilo nalézt na dané lokalité
dalsich 5 odlisnych samicich genotypt (celkem tedy 6 samicich geno-
typtt) a 27 rozdilnych samcich genotyptl topolu $edého (tab. 1). I pri
druhém sbéru rostlinného materidlu byla nalezena geneticka identita
23 samicich jedincti se vzorky TPE 1 - 90. Geneticky uniformni byli
napt. i samidi jedinci s oznacenim TPE 151, 179 a 201 nebo samdi je-
dinci TPE 125, 126 a 130 (viz tab. 1). Ve skupiné samicich jedinct byli
zjisténi pouze 4 jedinci s neopakujicim se genotypem (3 %), nejvice
zastoupeny genotyp se objevoval v 94 % této skupiny (113 stromil).
Mezi sam¢imi jedinci bylo zjisténo 24 jedinct s unikatnim genotypem
(69 %), u samcich jedinct byla tedy detekovana vyrazné vyssi varia-
bilita. V celém souboru jedinct topolu $edého zkoumané populace
bylo pouze 18 % unikatnich genotypu, tedy jedincd, jejichZ genotyp
byl v lokalité zjistén pouze jednou. Loo et al. (2008) ve své studii za-
méfené na populace topolu $edého a bilého vyskytujici se v luznich
lesich u Dunaje (Rakousko, Slovensko) zjistili vyskyt unikatnich ge-
notypt v populacich topolu $edého v 76 %. Ramety nejvice zastou-
peného klonu samiciho jedince v ndmi zkoumané populaci byly od
sebe vzdaleny az 3 km, Loo et al. (2008) identifikovali klonové shodné
jedince topolu $edého ve vzdélenosti az 186 m od sebe, v ptipadé to-
polu bilého byla vzdalenost mezi rametami do 132 m. BRUNDU et al.
(2008) zjistili ve své prvotni studii populace topolu bilého na Sardinii
vyskyt pouze 3 odlisnych klont v souboru 93 odebranych jedinct. Ge-
netické parametry uvadéjici pocet alel (Na), pocet t¢innych alel (Ne),
Shanonuv informa¢ni index (I), pozorovanou (Ho) a o¢ekavanou (He)
heterozygotnost véetné fixa¢niho indexu (F) topolu $edého pro jed-
notlivé lokusy jsou v nasi praci uvedeny souhrnné pro jedince samici-
ho (tab. 4A) a samciho pohlavi (tab. 4B).

Z vyhodnoceni velikosti alel se ukazalo, Ze pouzity SSR lokus
ORPM14 byl v daném souboru vzorku topolu $edého uniformni,
véichni sledovani jedinci byli v tomto lokusu homozygotni s velikosti
alel 141 paru bazi (bp), a proto jsme jej vyfadili z nasledného statis-
tického vyhodnoceni. Pouze 3 rozdilné alely byly nalezeny u lokust
WPMS20 a ORPM220. Nase vysledky jsou ¢aste¢né ve shodé s pra-
ci Loo et al. (2008), ktefi zaznamenali pfi pouziti lokusu ORPM14
vyskyt pouze dvou alel u 127 odlisnych genotypt topoli Sedych, pro
lokus ORPM220 uvadeéji pocet alel 4, coz je o jednu alelu vice nez jsme
zaznamenali my. U lokusu WPMS20 zjistili Fussi et al. (2012) vyskyt
4 alel o velikosti 227 bp - 235 bp u vzorku z jedinct topolu bilého
z oblasti u Stfedozemniho mote, pficemZ u tohoto lokusu jsme v ndmi
zkoumané populaci topolu $§edého zaznamenali vyskyt 3 alel o velikos-
ti 170 bp - 178 bp. Nejvice polymorfni se jevil mikrosatelitovy lokus
ORPM30, pomoci néhoz jsme odhalili nejvyssi zastoupeni alel u obou
skupin (tab. 4A a 4B). Hodnoty polymorfniho informa¢niho inde-
xu (PIC) pro sledované lokusy se pohybovaly od 0,044 (ORPM127)
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CHARAKTERIZACE GENETICKE VARIABILITY LOKALNi POPULACE TOPOLU SEDEHO (POPULUS x CANESCENS AITON SM.)
S VYUZITIM SSR MARKERU A FENOTYPOVEHO HODNOCEN(

do 0,699 (ORPM30) (data neuvedena). U souboru samicich jedinct
bylo 92,86 % testovanych lokust polymorfnich, u souboru samcich
jedincti byly testované lokusy 100% polymorfni. Soubor 14 pouzitych
polymorfnich markerti je dostate¢né reprezentativni pro interpre-
taci genetickych charakteristik u sledovanych lokust pro obé sku-
piny topolu Sedého rozdélené podle pohlavi, nebot je mnoho praci
(SMULDERS et al. 2001; LukKASOVA, WEGER 2009; LIESEBACH et al.
2010; KaDpu et al. 2013), v nichZ se uvadi pouziti i méné nez 13 SSR
markertl pro zhodnoceni genetické variability. BRUNDU et al. (2008)

Tab. 2.

uvadi jako dostate¢ny pocet pro identifikaci rozdilnych jedincti u to-
polu bilého pét vysoce polymorfnich markert; pro svou studii vyuzili
lokusy WPMS05, WPMS14, WPMSI15, WPMS18 a WPMS20. Fossa-
TI et al. (2004) ur¢ili diagnostické alely dvou SSR markerat WPMS20
a WPMSI12 pro rozliseni P. tremula a P. alba a jejich hybrida Populus
X canescens Aiton Sm.

U skupiny samcich jedinct byly primérné hodnoty poctu rozdilnych
alel Na (6,786) i efektivnich alel Ne (3,360) vy$$i ve srovnani se sa-
mic¢imi jedinci (Na 4,071 a Ne 1,745), coz odpovida zjisténi, ze sku-

Fenotypové charakteristiky odlisujici genotypy pestikovych jedinct topolu Sedého (Populus x canescens Aiton Sm.)
Phenotype characteristics distinguishing genotypes of grey poplar (Populus x canescens Aiton Sm.) pistil individuals

Pocet jedinct daného genotypu/

Genotyp/ Uhel vétveni ve stupnich/ Tloustka vétvi/ Hustota koruny/ Tvar koruny/ Number of individuals with identic
Genotype Branching angle in degrees Thickness of branches Crown density Crown form genotype

TPE 107 45-60 tenké/thin husta/dense kulovita/spherical 1

TPE 108 3040 tenké/thin fidka/sparse metlovita/birch 1

TPE 109 30 silné/thick husta/dense ovalna/oval 113

TPE 151 45 tenké/thin fidka/sparse kulovita/spherical 3

TPE 199 45 tenké/thin husta/dense kulovita/spherical 1

TPE 200 40-45 tenké/thin fidka/sparse véjifovita/fan 1

Tab. 3.

Charakteristika jedinct topolu Sedého (Populus x canescens Aiton Sm.) uznanych jako zdroj reprodukéniho materialu; samici pohlavi (f),

sam¢i pohlavi (m)

Characteristics of grey poplar (Populus x canescens Aiton Sm.) individuals determined as a source of forest reproductive material; female bias

(f), male bias (m)

Oznageni Weka, Vyemnitloustka/  Tvar Cisténi Délka
Pohlavi/ 'Y Diameter at kmene/  kmene/ Tvar koruny/ Identicky jedinec/
stromu/ Height . koruny/ T
L Sex breast height Stem Natural  Crown form Identic individual tree
Individual tree (m) . Crown length
(cm) form pruning

TPE 1-90, 109, 111, 113, 120, 122, 124,

TPE 169 f 24 44 1 1 1 1 133, 135, 136, 137, 155, 157, 159, 163,
165, 166, 168, 170, 174, 187, 190, 196

TPE 107 f 31 70 1 1 8 1

TPE 108 f 28,5 70 1 1 8 2

TPE 151 f 24 55 1 2 8 1 TPE 179, 201

TPE 199 f 35 103 1 1 8 1

TPE 200 f 23 54 1 1 8 1

TPE 101 m 25 52 2 1 8 1

TPE 102 m 26 47 2 1 8 1

TPE 103 m 28,5 55 1 1 1 1

TPE 127 m 25 39 1 1 6 1

TPE 130 m 25 37 1 1 5 1 TPE 125, 126

TPE 132 m 28 55 2 1 8 2

TPE 150 m 25 58 1 1 8 1 TPE 139, 140, 149, 162, 191

TPE 164 m 26 66 1 1 8 1 TPE 192

TPE 186 m 30 53 2 1 1 1

TPE 194 m 23 36 1 1 8 1

Vysvétlivky/Captions: tvar kmene/stem form: 1 - rovny/straight, 2 — mirné zaktiveny/slightly crooked; ¢isténi kmene/natural pruning: 1 - vyborné/excelent, 2 - dobré/good; tvar koru-
ny/crown form: 1 - ovélnéa/oval, 5 - opakvejcita/reverse egg-shaped, 6 — destnikovitd/umbrella-shaped, 8 — kulovita/spherical; délka koruny/drown length: 1 - kratka/short, 2 - stfedni/

medium
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pina samc¢ich jedinci je vice geneticky variabilni. Primérna hodnota
pozorované heterozygotnosti Ho byla o néco vyssi u vzorka samic¢iho
pohlavi (0,645) nez u vzorka sam¢iho pohlavi (0,606). Priimérné hod-
noty ocekavané heterozygotnosti He vykazovaly opa¢ny trend (0,357
a 0,619). Lokusy WPMS15, WPMS18 a ORPM30 byly u vSech sami-
¢ich jedinct heterozygotni. U nejvice zastoupeného genotypu ve sle-
dovaném souboru samicich jedinct bylo zjisténo 9 heterozygotnich
lokustl. Primérny koeficient inbreedingu Fis (-0,174) pro pouzité lo-
kusy indikuje jejich prevazujici heterozygotnost ve sledované popula-
ci (data neuvedena). V souvislosti s vétsi diverzitou samcich jedincti
bylo v této hodnocené skupiné zjisténo 10x vice zastoupenych privat-
nich alel (3,071) oproti skupiné samicich jedincii (0,357). SANTOS-
-DEL-BLANCO et al. (2013) uvadi hodnotu 0,3 zastoupeni privatnich
alel v populacich topolu $edého z oblasti feky Duoro ve Spanélsku.
Negativni hodnoty fixa¢niho indexu (tab. 4A a 4B) u sledovanych
lokusti ve zkoumanych skupinach (tab. 4A a 4B) svéd¢i o jejich pre-
vazujici heterozygotnosti. Lokus ORPM127 byl v souboru samicich
jedinctl uniformni (vyskyt 1 alely) a homozygotni, zatimco lokus
ORPM312 byl v této skupiné pouze homozygotni (F = 1). V souboru
vSech jedinct zkoumané populace byla primérna hodnota Ho 0,625
a He 0,488. Vy$si zastoupeni homozygotil v ramci sledovanych loku-
st u populace topolu $edého z Podunaji s prevazujicim zastoupenim
identicky shodnych jedincti uvadi Loo et al. (2008) pro 185 jedinct to-
polu $edého, u nichz bylo rozliseno celkem 123 genotypu, ale primér-
na hodnota Ho dosahovala 0,42. BRUNDU et al. (2008) na svych datech
demonstruje, Ze pozorovand heterozygotnost se muze lisit vzhledem
k velikosti sledované populace i lokalité sbéru rostlinného materia-
lu, nebot pro analyzované populace topolu bilého na Sardinii a v ob-
lastnim parku Ticino, byla hodnota Ho 0,7, respektive 0,55. Hodnoty
Shanonova informa¢niho indexu pro topol Sedy v ramci samiciho po-
hlavi se pohybovaly v rozmezi 0,101-0,978, zatimco u saméich jedinct
bylo rozmezi 0,421-1,976, kdy hodnota > 1,5 se obecné interpretuje
jako vyssi vyskyt druhové biodiverzity ve spolecenstvu (MAGURRAN

Tab. 4.

2004). Vypoctena hodnota klonové diverzity R byla pro sledovanou
populaci topolu Sedého niz$i (0,207), niz$i hodnota klonové diverzity
je dusledkem prevazujiciho vegetativniho mnozeni v rdmci populace.
Podobnou hodnotu klonové diverzity (0,3) pro $panélské populace to-
polu $edého uvadéji SANTOS-DEL-BLANCO et al. (2013), pro populace
topolu bilého zjistili hodnotu klonové diverzity 0,138. Nizkou hod-
notu klonové diverzity R = 0,12 pro populaci topolu bilého na tzemi
o velikosti 26,6 ha u feky Visly uvadéji DERING et al. (2015), obdobné
nizkou hodnotu (0,163) zjistili u populace topolu bilého na Sardinii
BRUNDU et al. (2008). Naopak, neobvykle vysokou klonovou bohatost
R = 0,76 zjistili Loo et al. (2008) u populace topolu sedého z Podunaji
v Rakousku, vysledek v§ak mohl byt ovlivnén provedenim experimen-
tu, nebot odbér vzorku z velmi rozsdhlého tizemi () byl uskute¢nén ne
zcela vycerpavajicim zptisobem, vzdalenost mezi sledovanymi jedinci
byla az 90 km (DERING et al. 2015).

ZAVER

Na Lesni spravé LCR, s. p., Znojmo, v reviru Jaroslavice na lokalité
Luzny les severné od Dyjékovic bylo provedeno fenotypové zhod-
noceni unikatni populace topolu $edého (Populus x canescens Aiton
Sm.), na jehoz zakladé byl proveden vybér cennych jedinci s cilem
urcit genetickou variabilitu s vyuzitim metody jadernych mikrosate-
litovych markert. Ze 155 odebranych vzorkd sami¢iho (120) a sam-
¢iho pohlavi (35) byla zjisténa vyraznd prevaha identického genotypu
u 113 vzorki samiciho pohlavi. V celém souboru jedinct topolu Se-
dého jsme identifikovali u samicich jedinct pouze 6 odlisnych geno-
typd, avSak 27 odli$nych genotypti samcich (tab. 1). Vyssi genetické
variabilité ve skupiné jedincti se sam¢im pohlavim odpovidaji i zjis-
téné genetické parametry (tab. 4A a 4B). Sami¢i jedinci odlisni na
zdkladé provedenych SSR analyz méli i rozdilné fenotypové charak-
teristiky (tab. 2).

Porovnani genetické variability mezi 120 sami¢imi (A) a 35 sam¢imi (B) jedinci topolu $edého (Populus x canescens Aiton Sm.) pochazejicimi
z lokality Luzny les severné od obce Dyjékovice (LS LCR Znojmo, revir Jaroslavice) s pouzitim 14 mikrosatelitovych markerti

Comparison of genetic variability between 120 female (A) and 35 male (B) individuals of grey poplars (Populus x canescens Aiton Sm.)
originating from floodplain forest north from Dyjékovice village using 14 microsatellite markers

A B

Lokus/Loci Na Ne S Ho He F Lokus/Loci Na Ne S Ho He F
ORPM16 4 1,043 0,121 0,042 0,041 -0,015 ORPM16 5 2,806 1,238 0,714 0,644  -0,110
WPMS5 4 1,098 0,236 0,042 0,089 0,531 WPMS5 9 4,554 1,757 0,457 0,780 0,414
WPMS15 6 2,138 0,860 1,000 0,532  -0,879 WPMS15 7 5224 1,747 0,829 0,809 -0,025
ORPM20 7 2,232 0,943 0,992 0,552  -0,797 ORPM20 7 4,430 1,613 0,914 0,774  -0,181
ORPM127 1 1,000 0,000 0,000 0,000 ND ORPM127 4 1,228 0,421 0,029 0,186 0,846
ORPM30 9 2,252 0,978 1,000 0,556  -0,799 ORPM30 13 4,321 1,976 0,886 0,769  -0,152
ORPM312 2 1,051 0,117 0,000 0,049 1,000 ORPM312 9 5,349 1,852 0,171 0,813 0,789
ORPM60 3 2,046 0,751 0,967 0,511 -0,891 ORPM60 4 1,429 0,610 0,229 0,300 0,238
WPMS16 4 2,119 0,822 0,992 0,528 -0,878 WPMS16 11 3,329 1,696 0,857 0,700 -0,225
ORPM193 3 2,016 0,717 0,983 0,504 -0,951 ORPM193 5 2,327 1,070 0,743 0,570  -0,303
WPMS20 2 1,043 0,101 0,042 0,041 -0,021 WPMS20 3 1,514 0,637 0,400 0,340 -0,178
WPMS18 4 2,155 0,851 1,000 0,536  -0,866 WPMS18 6 3,804 1,439 0,800 0,737  -0,085
WPMS19 5 2,192 0,893 0,983 0,544  -0,808 WPMS19 9 4,920 1,792 0,886 0,797  -0,112
ORPM220 3 2,049 0,751 0,983 0,512  -0,921 ORPM220 3 1,803 0,783 0,571 0,445 -0,283

Vysvétlivky/Captions: Na — pocet alel; Ne — pocet uc¢innych alel; S - Shanonitv informa¢ni index; Ho - pozorovana heterozygotnost; He — olekévana heterozygotnost; F — fixa¢ni index;
ND - neni k dispozici/Na - number of different alleles; Ne - number of effective alleles; S — Shanon’s information index; Ho - observed heterozygosity; He — expected heterozygosity;

F - fixation index; ND - not available
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Nase poznatky o genetické uniformité, stejné jako o diverzité topolu
$edého v lokalité Dyjakovice byly vyuzity k uznani 16 neidentickych
samic¢ich a sam¢ich genotypt jako zdroji reprodukéniho materialu
a jsou velmi vyznamné nejen pro obnovu a zachranu této populace
a zachovani biodiverzity porostd, ale i pro nasledna lesnicka opatteni.

Podékovani:

Ptispévek byl finanéné podpofen v rdmci feSeni projektu Minister-
stva zemédélstvi CR - NAZV QJ1520297 s ndzvem ,,Zachrana a re-
produkce cenné populace topolu $edého” a poskytnuté institucionarni
podpory MZe - RO0118. Autoti rovnéz dékuji za laboratorni pomoc
Jakubu Chromému pti ptipravé vzorkl pro provedeni fragmentac-
nich analyz.
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CHARAKTERIZACE GENETICKE VARIABILITY LOKALNi POPULACE TOPOLU SEDEHO (POPULUS x CANESCENS AITON SM.)
S VYUZITIM SSR MARKERU A FENOTYPOVEHO HODNOCEN(

CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY OF LOCAL POPULATION OF GREY POPLAR (POPULUS x
CANESCENS AITON SM.) USING SSR MARKERS AND PHENOTYPIC EVALUATION

SUMMARY

Autochthonous species of poplars are irreplaceable in forest ecosystems. They were usually the main component of tree floor of floodplain
forests, which are now considered as the most threatened ecosystems in Europe. Therefore it is necessary to modify forest strategies in the
landscape farming to conserve these ecosystems via implementation of the well adapted tree species such as grey poplar (Populus x canescens
Aiton Sm.). Besides its effects on ecological stability of ecosystem, the grey poplar has importance for production function of the forest.

For this purpose, we focuse in this study on unique population of grey poplar located at Dyjakovice village (South Moravia Region, Czech
Republic) with the aim to characterize its phenotype and genotype traits based on which valuable individuals will be selected as a source of
reproductive material for further forest utilization.

According to the SSR method, 14 nuclear microsatellite markers (SSR markers) were used for genetic variability determination among grey
poplar individuals. Firstly, clonal identity for 90 samples of grey poplars collected from distant area at the phase of dormant buds was detected,
which suggested the representation of only one sex bias (female) in our group. Therefore additional 65 samples including both female and
male sex (30 and 35, respectively) were collected during flowering time to discriminate genetic diversity. Total genomic DNA was extracted by
DNA Plant Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) from buds and leaves taken from 155 sampled grey poplar trees. The SSR method is based
on the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. PCR was optimized for the tested primers that were scanned in publications
(http://www.ornl.gov/sci/ipgc/ssr_resource.htm; SCHOOT et al. 2000; SMULDERS et al. 2001; TUsKAN et al. 2004; Loo et al. 2008; PoLiTov et
al. 2015). Fourteen selected polymorphic nuclear microsatellite markers (ORPM16, ORPM20, ORPM30, ORPM60, ORPM127, ORPM193,
ORPM220, ORPM312, WPMS5, WPMSI15, WPMS16, WPMS18, WPMS19, WPMS20) 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) and GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2012).
The most polymorphic locus over our set of samples was ORPM30, where the number of different alleles was estimated to 13. By applying 14
suitable markers to the 155 grey poplar trees from studied population we obtained multilocus genotypes (MLGs) shown in Table 1. Our data
revealed occurrence of 6 unique genotypes among all samples of female sex, while higher genetic variability pattern exhibit group of male sex
among which 27 genotypes were found. Tables 4A and 4B show number of different alleles, number of effective alleles, observed heterozygosity,
expected heterozygosity, Shannon’s Information Index and Fixation Index of studied loci for female and male trees. Number of alleles at each
locus ranged from 3 to 13. The mean expected heterozygosity for 155 trees of studied population was 0.488 across all loci, and the actual mean
observed heterozygosity was 0.625. Polymorphism Information Content (PIC) for loci ranged from 0.044 to 0.699. The mean PIC value from 14
selected loci was 0.4168 (data not shown). The observed low level of clonal diversity (R = 0.207) in our studied population indicates that clonal
propagation is the dominant way for reproduction in this case. We identified identical genotype at all fourteen loci for 113 samples from 155
sampled individuals (72.9 %).

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 polymorphic and could be further used for clonal identification of grey poplar trees.

According to above mentioned findings we can conclude that combinations of both phenotype and genotype analyses are very useful methods
for detailed characterization of grey poplar populations. Female genotypes were typically different in phenotype traits characterizing crown of
trees (Table 2).

We assume that our findings regarding the grey poplar species genetic identity as well as genetic variability will be decisive not only for selection
of valuable grey poplar genotypes as a source of reproductive material but also for preservation and restoration of floodplain forest ecosystems.
Next, sixteen different genotypes were selected as source of seeds for forestry and established as forest tree genetic resource by authorized person
(Table 3).
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