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ABSTRACT

The genetic structure of selected Norway spruce stands from the Jeseniky Mts., Orlické hory Mts., and Kru$né hory Mts. (Czech Republic)
was studied to verify the genetic quality. The genetic variability of tree populations ensures the stability and sustainability of forest ecosystems.
DNA polymorphism at twelve nuclear microsatellites of fourteen Norway spruce stands was investigated. The level of genetic diversity within
14 investigated Czech Norway spruce stands was relatively high. Mean values for number of different alleles ranged from 12.25 (stand SM J51)
to 15.92 (stand SM T1). The values of observed heterozygosity (Ho) ranged from 0.65 to 0.81, and expected heterozygosity (He) from 0.81 to
0.86. Pairwise population F, values ranging from 0.007 to 0.030 indicated low genetic differentiation between units, and values of Nei’s genetic
distance among Norway spruce units ranged from 0.083 to 0.313. The structuring of investigated Norway spruce stands was also confirmed
by different ratios of genetic profiles according to the Bayesian clustering method results. Closer genetic similarity was seen in the stands from
the gene conservation unit in the Orlické hory than in other studied stands. The most genetically different stand was from the Kru$né hory.
Knowledge based on DNA analyses regarding the variability of genetic resources will contribute to the quality of the reproduction material and
to creation of an optimal species composition in forests.

For more information see Summary at the end of the article.
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UVOD za Ucelem zachovani druhové vyvazenych zdravych lesnich porostu.
Vlivem dramatickych klimatickych zmén poslednich let piedeviim
z nedostatku vldhy naopak zac¢alo dochdzet k hromadnému napadani
suchem oslabeného smrku lykozroutem smrkovym a pfedev$im na
uzemi Moravy vznikaji kalamitni holiny. Smrk ztepily je dfevinou vel-
kych rozméri, s relativné mélkou povrchovou kofenovou soustavou.
Je zna¢né naro¢ny na pidni vlhkost a vyzaduje i vys$si relativni vihkost
vzduchu. Citlivéjsi je k vysokym teplotdm a na znecisténi ovzdusi.
Nedostatek vlahy je limitujicim faktorem jeho dobrého ristu (Urap-
NICEK et al. 2009). Pro zachovani genovych zdroji lesnich porostii
musi probihat v dostate¢né mife pfirozena regenerace, kterd souvisi
s adaptaénim potencidlem puvodnich stromi (Nowakowska et al.
2014). Obecné se predpoklada, ze populace vyznacujici se nizkou
genetickou rozmanitosti by mohly byt podstatné citlivéj$i na zmény
Zivotniho prostiedi, napadeni chorobami a $kidci (MAGHULY et al.
2006). Geneticka rozmanitost a biodiverzita populaci lesnich dfevin

Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karsten) zatazeny do Celedi Pinacea je
z hlediska hospodarského vyuziti nejvyznamnéj$im druhem jehli¢na-
té dreviny stfedni a severni Evropy. Historie jeho plo$ného rozsiteni
sahd jiz do dob rozvoje sklaren a huti, kdy se druhotné rozsifoval na
vznikajicich pasekach ptivodnich jedlo-bukovych porostil. Umoznila
mu to predevsim jeho vys$§i schopnost ristu na obnazenych plochach
bez ochrany matefského porostu z divodu vys$si odolnosti k mrazu.
Siteni smrku na tkor listna¢t také napomahalo i trvalé odstrahiovani
listnatého steliva, ve kterém semena smrku obtizné kli¢i a semenacky
$patné rostou. Pozdéji byl Sifen zdmérné i pod spodni hranici své-
ho vyskytu a jiz v prvni poloviné 19. stoleti se svym rychlym rastem
a hlavné technickymi pfednostmi dfeva stal hlavni hospodarskou
drevinou, ktera ovladla dfevarsky trh (SvoBopa 1953). V poslednich
desetiletich bylo lesnickym zdmérem omezit smrkové porosty a do-
sahnout vyvaZené proporce mezi listnatymi a jehli¢énatymi dfevinami
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je zasadni podminkou pro ptizptsobeni se zménam klimatu (HAMPE,
PETIT 2005; NEALE, KREMER 2011) a zaji$téni stability lesnich ekosys-
témt (WHITHAM et al. 2006; NowaKOwsKA et al. 2014). Morfologické
znaky smrku ztepilého na izemi CR jsou zna¢né proménlivé, odchyl-
ky jsou i ve vlastnostech biologickych, napt. ve fenologii, v odolnos-
ti vii¢i chorobdm, skiidcim a vlivu imisi, zejména oxidu sifi¢itého
(HEJNY, SLavik 1988). Znalosti zalozené na analyze DNA, pokud jde
o ovéreni genetické variability, prispéji ke kvalité reprodukénich zdro-
ju. U smrku ztepilého bylo jiz provedeno mnoho genetickych studii
pomoci izoenzymi (GEBUREK 1999; KONNERT 2009) a analyz jader-
nych, mitochondrialnich a chloroplastovych DNA markert (PFEIE-
FER et al. 1997; VENDRAMIN et al. 2000; SCHUBERT et al. 2001; Bozn-
KO et al. 2003; MAGHULY et al. 2008; TOLLEFSRUD et al. 2009; UNGER
et al. 2011; CvjeTKOVIC et al. 2017).

V ramci této studie byly pro ovéfovani polymorfismu vybranych po-
rostt smrku ztepilého zvoleny jaderné mikrosatelity, nuclear simple
sequence repeats (nSSR) markery, které se $iroce vyuzivaji pro hod-
noceni genetické diverzity populaci lesnich dfevin. Vyznaluji se
vysokym stupném polymorfismu a kodominantnim charakterem,
ktery umoziuje sledovat v populacich zastoupeni heterozygotu.
Mikrosatelity jsou slozené z mnohokrét se opakujicich kratkych moti-
vt nukleotidt zpravidla 2-4 baze dlouhych a jejich polymorfismus je
dan zejména rozdilem v poétu opakovéani zdkladniho motivu nukleo-
tidti. Cilem studie bylo na zédkladé analyz DNA s vyuzZitim jadernych
mikrosatelitovych markert ovéfit uroven genetické rozmanitosti, he-
terozygotnosti a dalich genetickych charakteristik u vybranych smr-
kovych porostii z horskych oblasti Orlickych hor, Jesenikii a Krusnych
hor.

MATERIAL A METODIKA

Genetické $etfeni bylo provedeno u 14 vybranych porostit smrku
ztepilého, pochazejicich z Kru$nych hor, Orlickych hor a Jeseniku.
V Orlickych horach bylo hodnoceni provedeno v genové zakladné GZ
102 na dospélych porostech ze tii centralnich ¢4sti Trekov — Serlissky
kotel - Vrchmezi s ozna¢enim SM T1, SM S1, SM V1 a porostech jejich
ptirozeného zmlazeni s oznacenim SM T4, SM S4, SM V4. Z CHKO
Jeseniky byly hodnoceny autochtonni smrkové porosty ze 7 lokalit SM
J03 (Ovearna), SM J11 (Majova), SM J14 (Biidli¢na), SM J25 (Serdk),
SM J51 (Pradéd), SM J92 (Sktitek) a SM J94 (Rejviz). Z Krusnych hor
byl geneticky provéfovan jiZ vegetativni cestou pfemnozeny porost
(SM KH) rostouci v podminkach ex situ na lokalité ve stfednich Ce-
chéch, zaloZeny z odolnych jedincti vii¢i imisim, ktefi se uz na ptivod-
nim stanovisti nevyskytuji. Genetické parametry zkoumanych poros-
td byly ziskdny na zakladé fragmentac¢nich analyz mikrosatelitovych
lokust. Izolace DNA z jednotlivych stromi probihala z jehlic odebra-
nych v jarnim obdobi s vyuzitim kitu DNeasy Plant Mini Kit od firmy
QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany). Vychozi navdzka rostlinného
materidlu byla pod 100 mg u zamraZzenych jehlic a 20 mg u lyofilizo-
vanych jehlic, které byly pfed vlastni izolaci rozdrceny na prasek za
pouziti tekutého dusiku. Koncentrace a kvalita vyizolované DNA byla
ovéfena spektrofotometricky pristrojem Nanophotometer (Implen).
Fragmenta¢ni analyzy mohou probihat a7 po amplifikaci mikrosate-
litovych lokusti s fluorescenéné znacenymi primery. K tomuto ucelu
probihaly optimalizace podminek polymerazovych fetézovych reakci
(PCR) s ptislusnymi primery zvolenych mikrosatelitovych markeru,
jejichz sekvence byly vyhledany na zakladé studia literarnich zdroju.
Z testovanych mikrosatelitovych markera bylo pro ziskdni genetic-
kych charakteristik vybrano 12 dostate¢né polymorfnich jadernych
mikrosatelitovych lokustt PAAC23, PAACI19 z publikace ScoTTI et al.
(2000), EATC1B02 z publikace ScoTTi et al. (2002), SpAGD,, SPAGG,

SpAGC, SpAG, z publikace MELNIKOVA et al. (2012), WS00716. F13,
WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13 a WS0023.B03 z publikace
Runais et al. (2004). Kromé markeru EATC1B02 s tfinukleotidovou

repetici maji ostatni markery charakter dvounukleotidovych motivi.
Markery PAAC23, PAAC19, EATC1B02, WS00716.F13, WS0022.B15,
WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 byly odvozeny z kédujici
oblasti jaderného genomu (expressed sequence tags — simple sequen-
ce repeats). Zoptimalizované postupy PCR amplifikace poskytovaly
reprodukovatelné jednozna¢né velikosti alel studovanych lokust. Pro
zefektivnéni genetickych analyz probihaly amplifikace s ohledem na
velikost alel a charakter reak¢nich podminek v multiplexech. Speci-
fické primery byly fluorescen¢né oznaceny (6FAM, VIC, NED, PET).
Amplifika¢ni reakce kazdého lokusu obsahovala 1 ul templatové DNA
(=10-50 ng/pl). V ramci prvniho multiplexu byla provedena amplifi-
kace lokustt PAAC19, PAAC23, SpAGD,, EATC1B02. PCR probihala
pro kazdy vzorek v celkovém objemu 15 pl s pouzitim polymerazy
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies)
a s dal$imi komponenty, 1,5 ul 10xPCR pufr, 2 mM MgClz, 0,2 mM
smési ANTP, 0,37 jednotek Platinum Taq DNA Polymerase, koncen-
trace specifickych forward i reverse primert byla 0,1 pM k lokustim
PAAC19, SpAGD, a 0,2 uM k lokustim PAAC23, EATC1BO02. Sterilni
ultradistou vodou (Sigma - Aldrich) byla reak¢ni smés doplnéna do
objemu 15 pl. Teplotni profil PCR byl 3 minuty 94 °C pro pocatec-
ni denaturaci, nésledovalo 37 cykli se stfiddnim teplot 94 °C, 57 °C
(annealingova teplota), 72 °C, perioda kazdé teploty byla 45 sekund.
Amplifikace byla zakonéena teplotou 72 °C po dobu 20 minut. SloZeni
PCR reak¢nich komponent pro spole¢nou amplifikaci dal$ich dvou
lokusti SpAGC,, SpAGG, (druhy multiplex) bylo odlisné od reak¢ni
smési prvniho multiplexu pouze v koncentraci 0,067 mM smési
dNTP. Teplotni profil PCR byl 94 °C, trvajici 5 minut pro pocate¢ni
denaturaci, nasledovalo 35 cyklu se stfiddanim teplot 94 °C 45 sec.,
58 °C (annealingové teplota) 40 sec., 72 °C 45 sekund. Finalni elon-
gacni faze probihala pti teploté 72 °C po dobu 15 minut. Amplifikace
lokustt WS00716.F13 a WS0022.B15 tfetiho multiplexu byla prove-
dena s vyuzitim amplifika¢niho kitu Type-it® Microsatellite PCR Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) v celkovém objemu 15 pul na jeden vzorek.
Koncentrace forward i reverse primert byla 0,1 pM. Teplotni pod-
minky PCR spocivaly v 15minutové pocate¢ni denaturaci pti teplo-
té 95 °C, po které nasledovalo 26 cyklu s teplotami 94 °C po dobu
30 sekund, 53 °C 90 sekund, 72 °C 30 sekund. Zavére¢na elongaéni
faze pro dokonceni fetézct trvala 30 minut pfi teploté 60 °C. Po-
sledni amplifikace (¢tvrty multiplex) probihala u zbyvajicich lokusit
WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03, SPAG, se stejnymi PCR
podminkami jako pro lokusy WS00716.F13, WS0022.B15, lisila se
pouze annealingova teplota, kterd byla 55 °C. Koncentrace primert
byly 0,1 uM s vyjimkou forward a reverse primeri k lokusu SPAG,
které byly nafedény na koncentraci 0,05 uM. Amplifikace byly prove-
deny v teplotnim cyklovaci Veriti thermal cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

PCR produkty byly podle jejich velikosti separovany kapilarni elektro-
forézou na genetickém analyzitoru Applied Biosystem 3500 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Velikosti alel v hodnotach part
bazi byly odecteny pomoci softwarového programu GeneMapper'4.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s vyuzitim velikostniho
standardu GeneScanTM 600LIZ® (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), ktery je pfidavan ke kazdému vzorku pro stanoveni ka-
libra¢ni kiivky. Pro kontrolu velikosti odectenych hodnot mikrosa-
telitovych lokusti, v¢etné ohodnoceni frekvence nulovych alel, byl
pouzit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004). Pro
zhodnoceni genetickych parametri smrkovych porostii byla data
mikrosatelitovych lokusu statisticky zpracovana s vyuzitim programu
GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012). Ziskané parametry
genetické diverzity byly pocet rozdilnych alel, Shannontiv informac-
ni index, hodnoty pozorované a oc¢ekavané heterozygotnosti, fixa¢ni
index (F), ktery byl kalkulovan jako F = 1 — (Ho/He) podle WRIGHTA
(1965), Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972), analy-
zy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis, PCoA), miry
vzéjemné genetické diferenciace pomoci koeficientu inbreedingu
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(F,,), toky gent (N ) a odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy.
U sledovanych smrkovych porosti bylo dale zjistovano, zda u nich
dochazi ke strukturovani. K odvozeni popula¢ni struktury sledova-
nych smrkovych porostl s vyuzitim multilokusovych genetickych
dat byla pouzita Bayesianskd metoda implementovana v softwaru
STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007;
Husisz et al. 2009). Nastavené parametry v softwaru byly smésny mo-
del, korelované alelické frekvence, 10 000 Length of Burn-in Period,
100,000 Markov chain Monte Carlo (MCMC), pocet klastrt (K) od 1
do 10, kazdy s deseti opakovanimi. Vzhledem k nizkym hodnotam F
(vzéjemné diferenciace mezi porosty) byl nastaven model Lock prior.
Optimalni hodnota K (pocet klastrt) byla zji§téna pomoci programu
STRUCTURE HARVESTER (EARL, HoLDT 2012).

VYSLEDKY

U 14 vybranych porostt smrku ztepilého pochézejicich z horskych
oblasti Krudnych hor, Orlickych hor a Jeseniki, byly na zakladé ana-
lyz 12 mikrosatelitovych lokusti ziskdny genetické parametry. Byly
hodnoceny hladiny genetické diverzity, heterozygotnosti a genetic-
ké vzdalenosti hodnocenych porostd jak v rdmci jednotlivych hor-
skych oblasti, tak i mezi oblastmi. U genové zdkladny v Orlickych
horach byly hodnoceny genetické charakteristiky u dospélych po-
rostll a jejich prirozeného zmlazeni. Vybrané mikrosatelitové mar-
kery poskytovaly po optimalizaci amplifika¢nich podminek jedno-
zna¢né a reprodukovatelné velikosti lokust u jednotlivych hodno-
cenych stromil. Rozmezi velikosti alel u sledovanych lokust a dalsi
genetické charakteristiky sledovanych lokust jsou uvedeny v tab. 1.
Pocty alel u studovanych lokust, ziskanych analyzami 443 smrkd, se
pohybovaly od 9 do 37, coz potvrzuje dostate¢nou az vy$si hladinu
polymorfismu jak vybranych markert, tak studovanych smrkovych
porostli. Nejvice polymorfni byl lokus SpAGD, nejméné WS0073.
HO08. Hodnoty ocekdvané heterozygotnosti (H ), pfedstavujici podil
oc¢ekavanych heterozygott za predpokladu Hardy-Weinbergovy rov-
novéhy, se pohybovaly od 0,57 do 0,93 a nejvy$si hodnoty dosahly
lokusy SpAGD, a WS00111.K13. Pozorovand cetnost heterozygotii
(H,) u sledovanych markerii se pohybovala v $ir$im intervalu od 0,35
u lokusu SpAGC, do 0,95 u lokusu WS§0023.B03. Dalsi zhodnoceni
genetické diverzity vyjadfené pomoci Shannonova informa¢niho in-
dexu (I) v sobé odrazi i rovnomérnou distribuci alelovych frekvenci.
Hodnoty se pohybovaly od 1,08 v lokusu EATC1B02 do 2,80 v loku-
su WS00111.K13.

Vyznamné odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (P < 0.001),
zalozené na vypoctech chi-kvadrat testu, se ukazaly v lokusu PAAC19
ve viech porostech s vyjimkou porostu SM V4, v lokusu PAAC23
byly vyznamné odchylky pouze v porostu SM T4, v lokusu SPAGD,
ve viech porostech s vyjimkou porostu SM KH, v lokusu EATC1B02
v porostech SM T1, SM V1, SM V4, v lokusu SpAGC, ve viech po-
rostech, v lokusu SpAG, ve 4 porostech SM S1,SM T4,SM V4 a SM
J11. U lokusti PAAC19, SpAGD |, SpAGC, se také ukdzaly vyssi kladné
hodnoty fixa¢niho indexu (F) signalizujici pfebytek homozygoti. Zis-
kan4 data alel ze v§ech sledovanych smrkovych porostt byla déle pro-
véfena softwarovym programem Mikro-Checker. Z vysledkt analyz
provedenych programem Mikro-Checker byla potvrzena ptevaha ho-
mozygotl v lokusech PAAC19, SpAGD , SpAGC, ve viech porostech,
vlokusu SpAG, v 6 porostech (SM KH, SM T1, SM T4, SM V4, SMJ11,
SM J14), v lokusu SpAGG, v 5 porostech (SM S1, SM $4, SM V4, SM
J25, SM J94), v lokusu WS00716.F13 ve dvou porostech (SM J25, SM
J51), v dalich ¢tytech lokusech prevazovali homozygoti pouze v jed-
nom porostu PAAC23 (SM J11), WS0022.B15 (SM T1), WS0023.B03
(SM S4), WS0073.HO08 (SM J51). V lokusech EATC1B02 a WS00111.
K13 nebyla pievaha homozygotti v zidném ze sledovanych porost.
Tento program ovéril, Ze nedoslo k chybnému odecitdni velikosti
alel z davodu alelického propadu nebo zdménou originalnich alel za
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stutter bandy a studované porosty smrk jsou v Hardy-Weinbergové
rovnovaze s tim, Ze prebytek homozygoti je pravdépodobné zpiso-
ben ptitomnosti nulovych alel.

Genetické charakteristiky 14 sledovanych smrkovych porosti jsou
uvedeny v tab. 2. Ohodnoceni genetické diverzity primérnym poctem
riznych alel ze vech analyzovanych mikrosatelitovych lokust bylo
nejnizsi v porostu SM J51 (Pradéd) 12,25. Nejvys$si pramérny pocet
alel 15,92 doséhl dospély porost SM T1 z genové zakladny z Orlic-
kych hor. Pti sledovani poctu alel v jednotlivych lokusech jich bylo
nejvice zjidténo v lokusu SpAGD , a to 25 alel u porostu SM $4, nej-
niz$i pocet byly 4 alely v lokusu WS0073.H08 u porostti SM S4, SM
V1, SM J11, SM J14, SM J94 a také v lokusu EATC1B02 v porostu
SM J51. Pramérny pocet efektivnich alel se pohyboval od 7,68 (SM
J51) do 9,82 (SM T1). Genetickd diverzita dle Shannonova indexu se
ve sledovanych porostech pohybovala ve vyssich hodnotich, a to od
2,11 (SM J51) do 2,36 (SM T1). Byly také sledovany privatni, tedy je-
dinec¢né alely pro danou populaci. V tab. 2 jsou uvedeny primeérné
hodnoty privétnich alel ze vSech lokust. Nejvyssi pocet (8) privatnich
alel byl zjistén v porostu SM KH z Kru$nych hor, a to 4 alely v loku-
su PAACI19, 3 alely v lokusu EATC1B02 a 1 alela v lokusu PAAC23.
V porostech z Jesenikt SM J03 a SM J51 nebyly privatni alely u sle-
dovanych mikrosatelitovych markert nalezeny. Hodnoty pozorované
heterozygotnosti kolisaly od 65 % v porostu SM J14 do 81 % v porostu
SM KH. Oc¢ekavana heterozygotnost byla u sledovanych porostt vy-
rovnanégjsi (81-86 %). Hodnoty fixa¢niho indexu vykazovaly kladné
hodnoty signalizujici prebytek homozygott u vsech testovanych po-
rostl oproti predpoklddanému rozvrzeni heterozygotnosti dle Hardy-
-Weinbergovy rovnovéhy. Alely ptislusnych lokust se v jednotlivych
porostech vyznamné lisily mirou svého zastoupeni. Naptiklad alela
274 bp lokusu PAAC23 se v porostu SM KH vyskytovala jen ve 2 %,
ale v porostu SM J51 byla zastoupena 14 %, zastoupeni alely 90 bp
v lokusu SpAGC, se pohybovalo od 6 % v porostu SM KH do 31 %
v SMJ14 atd.

Podle kvalitativni interpretace hodnot F (WRriGHT 1943), hodnoti-
ci vzajemné genetické diferenciace (Pairwise Population Fst Values)
mezi sledovanymi porosty smrku, byly pfi zjisténych hodnotach od
0,007 do 0,030 dosazeny malé genetické diferenciace. Mezi porostem
z Krusnych hor a porosty z Orlickych hor se diferenciace pohybova-
ly v intervalu 0,017-0,024, mezi porostem z Kru$nych hor a porosty
Jesenikd 0,017-0,026, mezi porosty z Orlickych hor a Jesenikt 0,010-
hor 0,007-0,011, kde byly hodnoceny dospélé porosty a jejich zmlaze-
ni. Nejvyssi hodnoty diferenciace byly shledany v porostech z Jesenikt
0,011-0,030, kde se hodnotily dospélé az velmi staré porosty s pred-
pokladem, Ze jsou na Setfenych lokalitach piivodni. Tok gent (N, ) byl
mezi sledovanymi porosty vysoky, nejvyssi byl mezi porosty z Orlic-
kych hor (Nm = 21,6-36,6), mezi porostem z Kru$nych hor a porosty
z Orlickych hor dosahoval podstatné niz$ich hodnot (Nm =10,4-14,1).
Obdobny rozptyl hodnot byl mezi porostem z Krusnych hor a porosty
Jesenikd (N = 9,4-14,5), mezi jednotlivymi porosty Jeseniki se roz-
dily v migraci gent pohybovaly ve vétsim intervalu (8,1-22,7).

Genetické vzdalenosti mezi porosty byly kalkulovany na zdkladé
Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972) a jsou graficky
znazornény pomoci analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordi-
nate Analysis — PCoA) na obr. 1. Nejvyssi genetickd vzdalenost byla
zji§téna mezi porostem ptivodem z Krusnych hor SM KH a porostem
z Jesenikit SM J11 (0,313). Vzdalenosti mezi porostem z Kru$nych hor
a porosty Orlickych hor se pohybovaly od 0,202 do 0,303, mezi poros-
tem z Krus$nych hor a porosty Jesenikii od 0,185 do 0,313, mezi poros-
genetickych vzdalenosti byly zaznamendny mezi porosty Orlickych
hor v rozmezi 0,083-0,134. Rozdily genetickych profils mezi porosty
byly také ovétovany analyzou Structure z alelickych dat jednotlivych
stromil. Optimalni pocet klastrti byl stanoven pomoci Evannovy me-
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Tab. 1.
Charakteristiky mikrosatelitovych lokusu ziskanych ze 14 zkoumanych porostit smrku ztepilého
Characteristics of selected nuclear microsatellite loci across 14 investigated Norway spruce stands

Rozmezi velikosti

Lokus/Locus Sgkvence primerQ (? —? ) PCR prodyktu/PCR | Ho He E
Primer sequence (5-3") product size range
(bp)

F: ATGGGCTCAAGGATGAATG
PAAC19 R: AACTCCAAACGATTGATTTCC 153-237 32 2,58 0,51 0,91 0,44

F: TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG
PAAC23 R: CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC 266-312 20 169 074 073 001

F: GTCAACCAACTTGTAAAGCCA
SpAGD, R: ACTTGTTTGGCATTTTCCC 110-188 37 2,78 0,41 0,93 0,56

F: GCTCTTCACGTGTACTTGATC
SPAG, R: TTCGAAGATCCTCCAAGATAC 89-121 7 2,34 0.78 0,88 0,12

F- TACCATTCAACGCAAGGG
SPAGC, R: GTGTATGGTTTTCTTTTCGCA 82-164 3 217 035 08 058

F: CTCCAACATTCCCATGTAGC
SPAGG, R: AGCATGTTGTCCCATATAGACC 104-148 23 2,38 0,82 0,89 0,08

F: TGGCATGAGATTTATGTGGTT
EATC1B02 R: GTGTGCCACTCAACCTCAC 194-218 1 1,08 0,79 0,57 -0,36

F: TCAAGTAATGGACAAACGATACA
WS00716.F13 R: TTTCCAATAGAATGGTGGATTT 208-248 21 2,58 0,89 0,91 0,03

F: TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG
WS0022.B15 R: TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA 172-212 20 2,31 0,86 0,87 0.01

F: TGCTCTCTTATTCGGGCTTC
WS0073.H08 R: AAGAACAAGGCTTCCCAATG 196-220 9 1,28 0,69 0,68 -0,01

F: GACTGAAGATGCCGATATGC
WS00111.K13 R: GGCCATATCATCTCAAAATAAAGAA 211-271 28 2,8 0,92 0,93 0,01

F: AGCAGCTGGGGTCAAAGTT
WS0023.B03 R: AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG 168-240 34 2,74 0,95 092 -0,03

Na: pocet riiznych alel/number of different alleles; I: Shannoniv informa¢ni index/Shannon’s information index; Ho: heterozygotnost pozorovana/observed hete-
rozygosity, He: heterozygotnost ocekdvand/expected heterozygosity, F: fixa¢ni index/fixation index

Tab. 2.
Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované porosty smrku ztepilého
Mean values for genetic characteristics of investigated Norway spruce stands

Priv. alely/

Porosty/Stands N Na Ne | Priv. alleles Ho He F

SM KH 24 13,17 8,67 2,23 0,67 0,81 0,85 0,031
SM S$1 35 14,75 9,1 2,27 0,33 0,77 0,85 0,077
SM sS4 35 15,25 9,48 2,29 0,25 0,76 0,85 0,087
SMT1 35 15,92 9,82 2,36 0,42 0,75 0,86 0,107
SM T4 35 15,75 9,51 2,28 0,33 0,75 0,84 0,085
SM V1 35 13,67 8,69 2,21 0,25 0,74 0,84 0,101
SM V4 35 14,67 8,6 2,25 0,33 0,77 0,85 0,072
SM Jo3 30 14,08 9,23 2,25 0 0,7 0,85 0,17

SM J11 30 13,92 8,25 2,21 0,33 0,73 0,84 0,093
SM J14 30 12,92 8,8 2,16 0,08 0,65 0,82 0,195
SM J25 30 14,33 8,59 2,24 0,08 0,71 0,84 0,134
SM J51 29 12,25 7,68 2,11 0 0,67 0,83 0,164
SM J92 30 13,5 8,57 2,16 0,17 0,68 0,81 0,141
SM J94 30 13,42 8,19 2,19 0,17 0,66 0,83 0,19

Primeér/Mean 31,6 14,11 8,8 2,23 0,24 0,73 0,84 0,118

N: pocet vzorki/sample size; Na: pocet riiznych alel/number of different alleles; Ne: pocet efektivnich alel/number of effective alleles; I: Shannontv
informa¢ni index/Shannon’s information index; Priv. alely/priv. alleles: pocet privatnich alel/number of private alleles; Ho: heterozygotnost pozorovana/
observed heterozygosity; He: heterozygotnost o¢ekavana/expected heterozygosity; F: fixa¢ni index/fixation index
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Obr. 1.

Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
Fig. 1.

Results of the principal coordinate analysis

Obr. 2.

Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 2 u sledovanych porosti (1 - SMKH, 2 - SM S1,3 - SM §4,4 - SM T1,5 - SM
T4,6-SM V1,7 -SM V4,8 -SMJ03,9 - SMJ11, 10 - SM J14, 11 - SM J25,12 - SM J51, 13 - SM J92, 14 - SM J94)

Fig. 2.

Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 2 in observed stands (1 - SM KH, 2 - SM S§1,3 - SM §4,4 - SM T1, 5 - SM T4,
6-SMV1,7-SMV4,8-SM]J03,9-SMJIIL, 10 - SMJ14, 11 - SM J25,12 - SMJ51, 13 - SM ]J92, 14 - SM J94)

Obr. 3.

Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 3 u sledovanych porostt (1 - SMKH, 2 - SM S1,3 - SM §4,4 - SM T1,5 - SM
T4,6-SM V1,7 -SM V4,8 -SMJ03,9 - SMJ11, 10 - SM J14, 11 - SM J25,12 - SM J51, 13 - SM J92, 14 - SM J94)

Fig. 3.

Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 3 in observed stands (1 - SM KH, 2 - SM S1, 3 - SM §4,4 - SM T1, 5 - SM T4,
6-SMV1,7-SMV4,8-SM]J03,9-SMJII1,10 - SM J14, 11 - SM J25,12 - SM J51, 13 - SM ]92, 14 - SM J94)
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tody na K = 2 na zékladé nejvy$si hodnoty delta K (obr. 2), druha
alternativa pti mirné niz$i hodnoté delty K studované porosty struk-
turovala do tf{ odli$nych skupin (obr. 3). Jednotlivé stromy v$ech po-
rostt byly zastoupeny v obou klastrech, ale s riiznym pomérem jejich
zastoupeni. Nejvice podilové odli$ny profil vykazoval porost Krusné
hory, coz se jesté vyraznéji projevilo v ohodnoceni struktury pomoci
3 klastrt, kdy se zelené znazornény klastr projevil vyrazné nejvyssim
zastoupenim pravé u jedinct tohoto porostu (obr. 3). Profily ostat-
nich sledovanych porosti se uz tak vyrazné neodlisovaly. P¥i K = 2 se
u porostt z Orlickych hor podil klastru znac¢eného ¢ervené pohybo-
val v hodnotach 18-51 % a pievladal zelené znaceny klastr 49-82 %,
u porosttl Jeseniki bylo zastoupeni skupin vyrovnanéjsi, a to 27-68 %
— Cervené znaceny klastr — a 19-73 % — zelené znaceny klastr. V ramci
porostt Orlickych hor se v zastoupenych podilech profilil nejvice vy-
liSoval porost SM T1, u jesenickych porostti si byly dle ziskanych pro-
fili podobnéjsi porosty SM J11, SM J51 a SM J94.

DISKUSE

Zamérfenim studie bylo na zdkladé analyz mikrosatelitovych markert
ovérit uroven genetické diverzity a dal$ich genetickych charakteristik
u 14 vybranych porostti smrku ztepilého s predpoklddanym vyskytem
orlickych a jesenickych porosti na piivodnich stanovistich a s ovére-
nou odolnosti vii¢i imisim u vybranych jedinctl pochazejicich z Krus-
nych hor. Ugelem bylo zjistit, jestli se pouze v ramci &eskych populaci
s vysokou mirou toku gentl projevi mezi sledovanymi porosty odlis-
nosti v genetickych parametrech a v genetickych vzdalenostech. Pro
porovnani pfenosu genetickych informaci byly také v ramci $etfeni
genové zakladny v Orlickych horach zafazeny do studie vedle dospé-
lych porostt i porosty z pfirozeného zmlazeni. Zhor$ujici se klimatic-
ké podminky pro lesni dfeviny, obzvlasté pro smrk ztepily, nastupujici
suché a teplé pocasi, vyvolavaji nutnost geneticky ovérovat potencidl-
ni zdroje planované pro dalsi reprodukci. U dlouhovékych organismi,
jako jsou lesni dfeviny, hraje geneticka diverzita zasadni roli pro za-
chovani odolnosti a pfizptisobeni se populaci lesnich dfevin zménam
klimatu (Fapy et al. 2016). Mikrosatelitové markery pro studium
genetické struktury a diverzity smrkovych porostt jiz uplatnila fada
autorti (ScoTTI et al. 2000, 2006; RUNGIs et al. 2004; MELONI et al.
2007; TOLLEESRUD et al. 2009; FLUCH et al. 2011; UNGER et al. 2011;
NowakowsKa et al. 2014; CVJETKOVIC et al. 2017; VERBYLAITE et al.
2017). Hladina diverzity ndmi sledovanych porostt na zakladé 12 vy-
branych mikrosatelitovych lokust byla pomérné vysoka (v priméru
14,11 alel na porost a primérna hodnota Shannonova informa¢niho
indexu byla 2,23). Pfi porovnani hladin diverzity a heterozygotnos-
ti sledovanych smrkovych porostii s tyrolskymi populacemi (UNGER
et al. 2011), polskymi (Nowakowska 2009), italskymi (ScoTTI et al.
2006) a némeckymi (Sousa et al. 2005) byly zjistény srovnatelné hod-
noty. U populaci v hrani¢ni oblasti vyskytu smrku ztepilého z Bosny
a Hercegoviny byly autory CvJETKOVIC et al. 2017 prezentovany niz-
$§1 hodnoty diverzity. I pti zjisténych vysokych hodnotach toku gent
(N, = 8,1-36,6) byly analyzou Structure zjistény urcité odchylky
v proporcich genotypt nasich sledovanych porostii. Nejvyraznéji se
odligil porost z Kru$nych hor. Zajimavé bylo, Ze nejvyssi bariéra pro
tok genti (N = 8,1) byla zji$téna u dvou porostl z Jesenikit SM J11
(Majova) a SM J92 (Skritek), kde se projevila i nejvyssi hodnota ge-
netické diferenciace (F, = 0,03) z naseho sledovani. Tyto autochtonni
porosty vSak pochazeji z velmi odlisnych lokalit, Majova se nachazi
na svahu v nadmot'ské vy$ce 1234 m a Sktitek na roviné v nadmorské
vy$ce 835 m, kdy podlozim je raselina s vysokym zvodnénim (No-
VOTNY et al. 2018). Nejvy$si hodnoty tokd gent byly zjistény u po-
rosttl v Orlickych horach, kde byly sledovany dospélé porosty a jejich
zmlazeni. Sledovani genetickych rozdilti mezi matefskym porostem
smrku ztepilého a jeho potomstvem provedli Nowakowska et al.
(2014) na lokalité Jawor a zjistili rovnéz malou genetickou diferen-
ciaci a vysoky tok gent (FST =0,03;N_= 18,7), i kdyz nase zjisténé

hodnoty pro porosty z Orlickych hor vyjadfuji o néco vy$si genetic-
kou pribuznost.

U markert PAACI19, SpAGD,, SpAGC, byl zjiStén vyskyt nulovych
alel ve v8ech sledovanych populacich. RuNGis et al. (2004) a MELNI-
KOVA et al. (2012) zaznamenali u téchto markert také chybnou ampli-
fikaci zkreslujici zhodnoceni heterozygotnosti. Prestoze u téchto loku-
st jsme také pozorovali vyrazné sniZzeni pozorované heterozygotnosti,
tak vzhledem k jejich vysokému polymorfismu jsme je z hodnoceni
porostll nevyradili. Nagim cilem bylo ovéfit a porovnat hodnoty di-
verzity, kdy je pro objektivni posouzeni vhodnéjsi pouzit vy$si pocet
polymorfnich markert s pfedpokladem stejného postupu hodnoceni
u véech sledovanych porosttl. Ctyti zvolené mikrosatelitové markery
(SpAGD,, SpAGG,, SpAGC,, SpAG,) byly odvozeny z genomové ob-
lasti DNA, zbyvajicich osm z oblasti kodujicich sekvenci DNA (expre-
ssed sequence tags — EST). Polymorfni mikrosatelitové markery vy-
vinuté z kodujicich oblasti DNA jsou pro popula¢ni genetiku lesnich
drevin pfinosné i z hlediska ziskavani poznatkii o variabilité realizo-
vanych vlastnosti, které mohou napf. souviset s informacemi o pro-
ménlivosti adaptivnich znaki (ScoTT1 et al. 2000). Informace o rozlo-
zeni genetické variability v souvislosti s proménlivosti a charakterem
fenotypovych znakd na zédkladé environmentdlnich podminek jsou
velmi podstatné pro prognézu adaptacnich schopnosti lesnich poros-
tt. Vzhledem k ndrtistu nepfiznivych podminek pro péstovani a rist
smrku ztepilého mnoho vyzkumnych a védeckych pracovist hleda
fe$eni pro vyporadani se s negativnimi dusledky klimatickych zmén
(CABOUN 2009; PAROBEKOVA et al. 2016; KOLAR et al. 2017; NEUNER,
KNOKE 2017). Rozsifuji se také studia zkoumajici proménlivost adap-
tivnich znakia smrku ztepilého na molekuldrni drovni (ROMSAKOVA et
al. 2012; GUTKOWSKA et al. 2017; D1 P1ERRO et al. 2017). V soudasné
dobé se vyzkum i v nasi laboratofi zaméfuje na sekvenacni analyzy
strestolerantnich gentl pro vyhleddvani jedinct smrku ztepilého se
zvy$enou odolnosti vii¢i suchu na zdkladé studia zmén exprese gentl.

Znalosti o genetické struktufe porostl pfedstavuji zasadni informaci
pro opatfeni sméfujici k zachovani biodiverzity lesnich ekosystému.
Na zékladé stanoveni turovné genetické diverzity lze predpovédét dalsi
vyvoj populaci. Ziskané poznatky o urovni genetické diverzity, dife-
renciace a heterozygotnosti u zdrojii reproduk¢niho materialu jsou
velmi dilezité z hlediska prevazujici umélé obnovy lesa a mohou byt
vyuzity jako podklady pro rozhodovaci tizeni, strategické planovani
a legislativni ¢innost statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce ge-
nofondu lesnich dfevin a naklddéni s reprodukénim materidlem.

Dal$i mozné vyuziti ziskanych poznatki je pti vyhla§ovani nebo revi-
zi genovych zdkladen a déle v ramci uznavani zdrojt reprodukéniho
materialu a jejich zafazovani do Nérodniho programu ochrany a re-
produkce genofondu lesnich dfevin, v¢etné zatfazovani vzorki z téch-
to zdrojii do Narodni banky osiva a explantiti lesnich drevin, kdy
1ze predevs$im na zakladé miry genetické diverzity rozhodnout, které
populace (porosty) je mozné zaradit jako cenné zdroje. Poznatky o di-
verzité populaci také napomadhaji plnit cile statni politiky Zivotniho
prostiedi a mezinarodni zdvazky CR pti ochrané biologické rozmani-
tosti. Vyuziti polymorfnich mikrosatelitovych markera je vyznamné
i pro ovétovani klonové identity naptiklad v semennych sadech, klo-
novych archivech atd. Genetické otestovani deklarovaného ptvodu
reprodukéniho materidlu umoznuje objektivni kontrolou potvrdit,
nebo vyvratit klonovou identitu ramet.

ZAVER

Cilem studie bylo analyzovat genetickou diverzitu a diferenciaci u vy-
branych 14 horskych porostti smrku ztepilého (1 pivodem z Krus-
nych hor, 6 z Orlickych hor, 7 z Jesenikil) na zdkladé otestovanych
12 jadernych mikrosatelitovych markerti. Analyzy mikrosatelitovych
markerti maji $iroké uplatnéni v popula¢ni genetice lesnich dfevin.
V3echny sledované porosty se vyznacovaly pomérné vysokou diverzi-
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tou. Zastoupeni heterozygott se v populacich pohybovalo od 65 % do
81 %. Nejvice pozorovanych heterozygott a privatnich alel bylo zjis-
téno v populaci SM KH (Krus$né hory), ale nejvyssi hodnoty diverzity
(pocet alel, Shannonuv index) byly zjistény u populace SM T1 z Or-
lickych hor. Genetické diferenciace mezi porosty byly nizké, ale bio-
logicky vyznamné, a ukazuji na strukturovani sledovanych porostt,
predstavujici ur¢itou miru adaptace na lokalni podminky. Nejodlis-
néjsi geneticky profil byl zaznamenan u porostu z Krusnych hor, ktery
byl zastoupen jedinci odolnymi na imisni zatiZeni a je i geograficky
nejvzdalenéjsi od ostatnich sledovanych porostil. Pro analyzy velkych
soubort vzorkd byly postupy analyz DNA také zaméfeny na sesku-
povani vybranych mikrosatelitovych lokust do multiplext, kdy pro-
bihaji amplifikace a fragmenta¢ni analyzy nékolika lokust najednou.
Vyznamné rozdily mezi porosty se projevily v rozdilné cetnosti za-
stoupenych alel u vétsiny sledovanych lokust. Geneticka rozmanitost
populaci je podstatna pro jejich zachovani a zvys$eni jejich odolnosti
viidi abiotickym i biotickym ¢initeltiim.
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THE GENETIC VARIABILITY OF SELECTED NORWAY SPRUCE STANDS IN THE JESENIKY MTS.,
ORLICKE HORY MTS. AND KRUSNE HORY MTS. (CZECH REPUBLIC)

SUMMARY

Norway spruce (Picea abies (L.) Karsten) is a coniferous species belonging to the family Pinaceae, which is the most economically important
tree species in Central and Northern Europe. This species is very demanding of soil moisture and requires higher relative humidity. A significant
reduction today in the occurrence of spruce in some localities is due to the natural increase in drought caused by climate change and by
infestation with eight-toothed spruce bark beetle. It is widely assumed that populations characterized by narrow genetic diversity could be
more sensitive to environmental changes or disease, thereby leading to a decrease in productivity. Therefore, it is essential to determine the
genetic variability in economically and ecologically valuable stands and populations. To provide insight into the levels of genetic variation and
differentiation of selected fourteen Norway spruce stands from Jeseniky (the locality designations: SM J03, SM J11, SM J14, SM J25, SM J51,
SM J92, SM J94), Orlické hory (the locality designations: SM S1, SM S4, SM T1, SM T4, SM V1, SM V4) and Krus$né hory (SM KH), twelve
microsatellite markers were used: PAAC23, PAACI19 (ScotT1 et al. 2000), EATC1B02 (ScorTr et al. 2002), SpAGD,, SpAGG% SpAGCZ, SpAG,
(MELNIKOVA et al. 2012), WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 (RuNais et al. 2004). PCR products were
separated by capillary electrophoresis using the Applied Biosystems 3500 genetic analyser. Micro-Checker software (VAN OOSTERHOUT et
al. 2004), GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), the Bayesian clustering method implemented in the software STRUCTURE 2.3.4
(PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009) were used to analyse the genetic data. PCR products of the selected
markers generated simple patterns and provided variable expected sizes of alleles. The genetic diversity parameters with the primer sequences
of the studied markers are reported in Table 1. The most polymorphic locus was SpAGD, and the least was WS0073.H08. The Micro-Checker
software found no evidence at any locus of scoring error due to stuttering and no evidence of large allele dropout and studied spruce stands
are in the Hardy-Weinberg equilibrium, with the excess of homozygotes being probably due to the presence of null alleles. Genetic diversity
characteristics of the 14 investigated Norway spruce stands are given in Table 2. The level of genetic diversity within them was relatively high.
Mean values for number of different alleles ranged from 12.25 (stand SM J51) to 15.92 (stand SM T1). The values of observed heterozygosity
(Ho) ranged from 0.65 to 0.81, and expected heterozygosity (He) from 0.81 to 0.86. Mean values of population genetic diversity according to
Shannon’s information index (I) ranged from 2.11 to 2.36. All Norway spruce stands showed positive values of fixation index (0.031-0.195),
indicating heterozygote deficiencies to the expected fraction. Pairwise population F . values ranging from 0.007 to 0.030 indicated low genetic
differentiation between stands. The lowest F values were among stands from the Orlické hory (0.007-0.011), where the maternal stands and
their natural regeneration were evaluated. A high gene flow among investigated stands was observed, the highest values (N =21.6 - 36.6) were
among the Orlické hory stands, too. Nei’s genetic distances among Norway spruce units ranged from 0.083 to 0.313, and they are graphically
illustrated in Fig. 1, constructed on the basis of principal coordinate analysis (PCoA).The structuring of investigated Norway spruce stands
was also confirmed by various proportions of genetic profiles according to the Bayesian clustering method results (Fig. 2, 3). The most diverse
genetic profile was recorded in SM KH stand of the Kru$né hory, which was represented by individuals resistant to air pollution and in which
the highest number (8) of private alleles was also found. Significant allelic frequency differences were found at most loci in the studied stands.

Acquiring new knowledge on the genetic structure of coniferous species populations, especially in relation to valuable ecotypes of Norway
spruce, is very important in order to maintain the ecological stability of forests and to optimize the timber production. The developed procedures
of genetic monitoring with DNA markers will be used in the amendment of forestry legislation and in the state subsidy policy in the area of
protection and reproduction of forest tree gene resources. Knowledge based on DNA analyses regarding the variability of genetic resources will
contribute to the quality of the reproduction material and to creation of an optimal species composition in forests.
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