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USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR CLONAL
IDENTITY VERIFICATION IN WILD CHERRY

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers to obtain genetic characteristics, and to introduce procedures
for verifying the clonal identity of this species. The methodology describes the
processes of sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain
reaction (PCR), separation and sizing of amplification products, and molecular
data calculations. The selected seed orchard of wild cherry was used to develop
this methodology. Ten selected polymorphic nuclear microsatellite markers proved
suitable for finding the genetic parameters and verifying the clonal identity.

Key words:  wild cherry, seed orchard, DNA analysis, simple sequence repeats,
clonal identity
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Zkratky pouZité v textu:

DNA  deoxyribonukleova kyselina

nSSR  nuclear Simple Sequence Repeats (jaderné mikrosatelity)
SSR  Simple Sequence Repeats (mikrosatelity)

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova retézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim jadernych mikrosa-
telitovych lokusti pro ziskani genetickych charakteristik za t¢elem ovéfovani dekla-
rované prislusnosti ramet (jedinct) néleZejicim k urc¢itému ortetu (klonu) a zhod-
noceni urovné polymorfismu zastoupenych klont na modelovém semenném sadu
tfe$né ptaci.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

........

lasti, dale zasahuje az do stfedni Asie a do severozapadni Afriky (HEJNY, SLAavik
1992). V lesnich porostech se vyskytuje vtrousené a velmi vzacné vytvari prirozené
populace. Podle dostupnych archeologickych nalezii se predpoklada, Ze jeji ptivod-
ni vyskyt byl v severozapadni a stfedni Evropé (RusseLL 2003). Jako druh upted-
nostniuje propustné, dobre provzdusnéné ptidy bohaté na ziviny, preferuje bazické
podklady, ale uspokojivé roste i na mirné kyselych ptudach. Jedna se o dfevinu niz-
kych poloh, ale jeji vyskyt byl zaznamenan i v nadmotské vysce 1900 m ve Francii,
v Ceské republice je jeji vy$kové maximum 890 m v Krkonosich (Benecko). Je po-
vazovana za pionyrsky druh a vyuziva se i k rekultivacim. T¥e$en ptadi fadime mezi
rychle rostouci dfeviny, je vysoce hodnocena pro kvalitni dievo a kratkou dobu
obmyti 55-70 let (DURKOVIC 2006). Roztrousené pérovité dievo vynikd pevnosti
a dekorativni ¢ervenohnédou kresbou. Vyuziva se v fezbatstvi, stolafstvi, pti vyro-
bé rtiznych nastroji a zpracovani dyhy. Z téchto diivodi se v lesnim hospodarstvi
uvazuje o jejim rozsiteni (URADNICEK et al. 2009).

Prestoze se z evropského hlediska nejedna o ohrozenou drevinu, jeji prevazné
ojedinély a vtrouseny vyskyt v oblastech rozsifeni je zdkladem pro jeji zarazeni
do programt konzervace genovych zdroji, ¢i do $lechtitelskych programt mnoha
evropskych zemi. Zachovani vhodného genofondu tohoto druhu dfeviny probiha
v soucasné dobé i s podporou vyhlageného Narodniho programu ochrany a repro-



dukce genofondu lesnich dfevin. Vzhledem k tomu, Ze tfeSen ptaci tvofi vétsinou
populace s relativiné malym poctem jedinctl, patfi mezi nejefektivnéjsi strategie
konzervace genovych zdrojii semenné sady a klonové banky (RusseLL 2003). Pro
tfeSen ptaci je v soucasnosti evidovano 8 platnych semennych sadi a 3 semenné
sady jsou registrované. Semenné sady jako uéelové vysadby podléhaji aktualné plat-
nym pravnim predpistim tykajicim se oblasti vyuzivani reprodukéniho materialu
lesnich dfevin (zdkon ¢. 149/2003 Sb.). Narodni legislativa je v souladu i se smérnici
Rady 1999/105/ES, o uvadéni reproduk¢niho materidlu lesnich drevin na trh, kte-
rou je Ceska republika jako &lensky stat Evropské unie povinna respektovat. V této
smérnici je zakotvena i povinnost ¢lenskych stati Evropské unie vybudovat funkéni
kontrolni systém reprodukéniho materialu lesnich dievin. Pro kontrolni systém re-
produkéniho materialu lesnich drevin lze vyuzivat i molekularné-genetické meto-
dy, které vyuzivaji naptiklad v SRN (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT 2006, 2011;
KONNERT et al. 2006; KOTRLA et al. 2008). V Ceské republice byl systém kontroly
reprodukéniho materidlu lesnich dfevin a jejich zdroji doposud zaloZen na kon-
trole eviden¢nich zaznamt. Objektivni ovéfovani deklarované klonové identity
zdroji reprodukéniho materidlu lesnich dfevin (semennych sadd, archivii klont
a smési klont) Ize uskutec¢iovat DNA analyzami s vyuzitim mikrosatelitovych mar-
kert, které jsou s Gspéchem vyuzivany pro identifikaci jedinct. Pfimym studiem
genomu pomoci DNA analyz se ovéfuje také geneticka kvalita zdroji reproduke-
niho materialu, ktera je zakladnim predpokladem pro budouci vynos, adaptaéni
schopnosti a ekologickou stabilitu lesa. Vyhledavaji se DNA markery (lisici se aseky
DNA), které jsou zaloZeny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci nebo délce
fragmenttt DNA. Aby bylo mozné ziskat ze zkoumanych vzorkt optimélni infor-
mace o genetické proménlivosti studovanych jedincd, je potfebné vyhledat DNA
markery, které vykazuji vysoky polymorfismus. Pro ovéfovani klonové identity
a polymorfismu tfesné ptadi byly zvoleny jako DNA markery jaderné mikrosateli-
ty - nuclear simple sequence repeats (nSSR). Mikrosatelitové markery jsou slozené
z mnohokrat se opakujicich kratkych motivii nukleotidt zpravidla 2-5 baze dlou-
hych (ScaMIDT, HESLOP-HARRISON 1996). Mikrosatelitové lokusy patfi mezi nej-
variabilnéjsi oblasti genomu, kdy je polymorfismus dan zejména rozdilem v poctu
opakovani zékladniho motivu nukleotidi. Abychom je mohli detekovat, jsou am-
plifikovany polymerazovou fetézovou reakci (PCR) s primery, které jsou komple-
mentdrni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Kodominantni
charakter markert SSR umoziuje rozlisit homozygoty od heterozygoti. Mikrosa-
telitové markery jiz byly $iroce pouzity v mnoha genetickych vyzkumech napt. pro
sledovani genetické diversity, analyzy toku gent, genového mapovani, identifikace
jedincd, uréeni rodic¢ovstvi apod. (PEEIFFER et al. 1997; CHRISTIAKOV et al. 2006;
OLIVEIRA et al. 2006). U tfe$ni byly mikrosatelitové markery vyuzity pro identifi-
kaci jedinct a kultivard napt. autory WiNscH, HormMAZA (2002), SCHUELER et al.



(2003), LAcis et al. (2009), JARNI et al. (2012), FERNANDEZ-CRUZ et al. (2014), Fa-
sAD, ESNA-ASHARI (2016) a NAJAFZADEH et al. (2016). Pro popula¢ni studie tohoto
druhu je vyuzili CLARKE, ToBUTT (2003), VAUGHAN, RUSSELL (2004), SCHUELER et
al. (2003), CipriANT et al. (1999) a TESTOLIN et al. (2000). Ucelem zpracovdvanych
metodickych postupti bylo vybrat vhodné polymorfni mikrosatelitové markery
a optimalizovat postupy polymerazové fetézové reakce (PCR) pro ziskani jednot-
livych reprodukovatelnych amplifikatti a po statistickém zpracovani velikosti alel
ziskat genetické charakteristiky Setfenych klont k studovanym lokustim. Z divodu
¢asovych a finan¢nich aspor pfi provadéni DNA analyz u velkych soubori vzor-
kit byly také postupy ziskavani PCR produkti a odecitani jejich velikosti pti frag-
mentaéni analyze zaméfeny na seskupovani vybranych mikrosatelitovych lokusii
do multiplexti, kdy probihaji amplifikace a fragmenta¢ni analyzy nékolika lokusti
najednou. S vyuzitim vypracovanych postupti metodiky lze ziskat znalosti o tirovni
genetické diverzity, diferenciaci, heterozygotnosti a dalsich genetickych charakte-
ristik Setfenych klont nebo porosttl. Poznatky o genetickych charakteristikach jsou
vyznamné k efektivnéjsimu vyuzivani stavajicich genetickych zdroji reprodukéni-
ho materidlu pro zkvalitnnovani genetické struktury populaci a pro zachovani bio-
diverzity. Na zakladé stanoveni urovné genetické diverzity lze pfedpovidat pribéh
dal$iho vyvoje populaci. Tato zjisténi prispéji k zachovani biologické rozmanitosti
lesnich ekosystému a prosazovani zasad trvale udrzitelného obhospodatovani, coz
je jednim z prioritnich tkold statni lesnické politiky.

Cilem uplatnéni popsanych metodickych postupti pro ovérovani deklarované klo-
nové identity zdroji reprodukéniho materidlu lesnich dfevin (semennych sadd,
archivt klonti a smési kloni) je s vyuzitim DNA markert zajistit objektivni me-
todou jasnou identifikaci klont. Zjisténi dalsich genetickych charakteristik, jako
napt. trovné diverzity vysazenych ortet v semenném sadu je vyznamné z hlediska
ocdekavané kvality osiva. Aplikace novych kontrolnich metod klonové identity zdro-
ji reprodukéniho materialu by méla statni spravé poskytnout podkladovy material
pro formulace dota¢ni politiky v oblasti podpory zachovani a reprodukce genofon-
du lesnich dfevin.



2 Metodické postupy

a Odbér vzorkid a postupy izolace DNA

Nejvhodnéj$im rostlinnym materialem pro ziskani eluattit DNA jsou pupeny nebo
Cerstvé vyrasené listky. Pii ziskavani DNA ze starSich listi se z dtivodu vys$siho
obsahu fenolickych latek a polysacharidt snizuje kvalita i kvantita vyizolované
DNA, coz miize zkomplikovat priibéh navazujici PCR amplifikace. Pfi manipulaci
se vzorky je nutna eviden¢ni kontrola, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky
se pfi odbéru oznaci, ulozi do mikrotenového sacku, udrzuji se pti nizké teploté
(chladové tasky s namrazenymi destickami) a co nejrychleji se prepravi ke zpraco-
vani v laboratofi. Vzhledem k ndslednym analyzam je dtlezité vzorky drzet stale
pfi nizké teploté. DNA lze izolovat okamzité z Cerstvé odebranych vzorka. V pri-
padé, Ze izolace DNA neni provedena ihned po piijmuti vzorkd, je nutné vzorky
po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, Gpravy na vhodnou velikost
apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i moznosti jak uchovat vzorky, je jejich
vysu$eni za pomoci lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzavtit v nadobach (napt.
1ze pouzit plastové falkonky, scintilaéni lahvi¢ky s dobfe tésnicim uzavérem). Takto
zpracovany (lyofilizovany) materidl je snadnéji zpracovatelny pfi nasledném tfeni
vzorki, odpada nutnost drzet homogenizované vzorky na ledu. Pro izolaci DNA
u lesnich dfevin se na nagem pracovisti nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici sou-
pravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-
-Start Protocol). Touto metodou Ize v kratkém casovém useku ziskat kvalitni eludty
DNA. Pfed zahdjenim vlastniho postupu izolace je nutné pridat etanol ke koncen-
tratim pufrd AW1 a AW2. V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se
roztoky nahfeji. Inkubac¢ni lazen se nechd nahfivat na 65 °C, aby byla pripravena
pro 2. krok pracovniho postupu.

Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouzitim Dneasy Plant Mini Kitu:

1. Maximdlni mnozZstvi vychoziho Cerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pti-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad pouzitim tekutého dusiku aplikovaného na rostlinny material
v tfecich miskach. Rozdrceny material se pfenese do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni
zkumavky.

2. Krozdrcenému vzorku se napipetuje 400 ml pufru AP1 a nasledné 4 ml Rna-
zyA, pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protfepat. Ziskana smés se ne-
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cha inkubovat 10 minut pti 65 °C, béhem inkubace se musi promichavat 2-3 x
prevracenim zkumavek.

3. Pridd se 130 ml pufru P3, kratce se promichd pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi rychlosti 14 000 otd¢ek za minutu
(rpm).

4. Vznikly lyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé
v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pfi rychlosti 14 000
rpm.

5. Prefiltrovana frakce se s odectenim ziskaného objemu prepipetuje do nové
1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Ddvame pozor, abychom nenabrali pri-
padny pelet.

6. Pridame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5ndsobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasdvanim a vypousténim z mikropipety vzniklou
smés promichame.

7. Odpipetujeme 650 ml smési a pfemistime do Dneasy Mini spin kolonky umis-
téné v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pti 8 000
rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbytkem
vzorku.

8. Dneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, ptidame 500 ml
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pti 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

9. Ptidame dal$ich 500ml pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pfi rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

10. Pfeneseme Dneasy Mini spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky.

11. Pfidame 100 ml AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu Dneasy Mini
spin kolonky. Nechame inkubovat 5 minut pti pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pfi rychlosti 8 000 rpm.

12. Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluétu.

Pozadované ptistrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky (- 20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a prislusné (ste-
rilni) $picky, sterilni mikrozkumavky 1,5ml s vicky, susicka nebo sterilizator
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U vyizolované DNA Ize zjistit jeji koncentraci v ng/ul a Cistotu (na zdkladé pomé-
ru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm) pristrojem Nanophotometer (Implen). Kon-
centrace DNA testovanych vzorki se priamérné pohybovaly v hodnotach kolem
20 ng/pl. Hodnoty optimalni ¢istoty by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, nizsi
nebo vyssi hodnoty indikuji pfitomnost dalsich latek (proteint, fenolickych latek).
Cistota a koncentrace eluatii DNA je podstatna pro ziskdni pozadovanych PCR am-
plifikata. Vzorky DNA s vy$si koncentraci byly pro PCR reakce nafedény na hod-
notu cca 20 ng/ul.

b Postupy PCR amplifikace

Pro ovérovani klonové identity tfe$né pta¢i na zakladé DNA analyz byla zvolena
metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) - jaderné mikrosatelity. Z testo-
vanych mikrosatelitovych markert bylo vybrano 10 polymorfnich mikrosatelito-
vych lokustt EMPA014, EMPAO015, EMPAQ18 (CLARKE, ToBUTT 2003), EMPaS10,
EMPaS11, EMPaS12 (VAUGHAN, RusseiLL 2004), UDP97-403 (CIPRIANI et al.
1999), UDP98-410, UDP98-411 a UDP98-412 (TESTOLIN et al. 2000), viz Tab. 1.
Pro ziskani amplifika¢nich produktii téchto lokust byly optimalizovany reakéni
smési a teplotni cykly polymerazové retézové reakce (PCR) a vypracovany pro-
tokoly. PCR s vybranymi lokusy byly sestaveny do t¥i multiplext (I, II, IIT) kromé
lokusu UDP98-410, jehoZz amplifikace musi pro specifické podminky PCR pro-
bihat oddélené a az fragmenta¢ni analyzu na genetickém analyzatoru lze provést
spole¢né s amplifikovanymi lokusy multiplexu III. Rovnéz fragmentacni analyzu
amplifika¢nich produktti u multiplexu I a II 1ze provést zaroven v jednom béhu.
Reakéni smési je nutné pripravovat na ledu nebo namrazené chladové desticce,
DNA polymerazu je nutné stale uchovavat pti -20 °C, davame ji proto do smési
nakonec pfimo z mrazicitho boxu.

Multiplex I: lokusy EMPA014, EMPAQ15, EMPA018
Multiplex IT: lokusy EMPaS10, EMPaS11, EMPaS12
Multiplex III: lokusy UDP97-403, UDP98-411, UDP98-412
Lokus UDP98-410 specificka PCR

Ll
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primeru

Lokusy Sekvence primert (5°-3") Velikost PCR produktl (bp)

F: ATTTGCCTATTGGGTTCCTG
EMPAO14 R: TGAATGATCACAGAACATCCAG 212-225

F: TTTTGGTCAATCTGCTGCTG
EMPAO15 R: CTCTCATCTTCCCCCTCCTC 210-248

F: TCCAAGAACAAAGCCAAAATC
EMPA018 R: AATTTCAATGCATTCTGGATAG 94-110

F: GCTAATATCAAATCCCAGCTCTC
EMPaS10 . TGAAGAAGTATGGCTTCTGTGG 144-176

F: ACCACTTTGAGGAACTTGGG
EMPaS 1 R CTGCCTGGAAGAGCAATAAC 60-100

F: TGTGCTAATGCCAAAAATACC
EMPaS12 . ACATGCATTTCAACCCACTC 122-145

F: CTGGCTTACAACTCGCAAGC
UDP97-403 . CGTCGACCAACTGAGACTCA 18-140

F: AATTTACCTATCAGCCTCAAA
UDP98-410 . 1TTATGCAGTTTACAGACCG 19-133

F: AAGCCATCCACTCAGCACTC
UDPOB-A1 . CCAAAAACCAAAACCAAAGG 151-165

F: AGGGAAAGTTTCTGCTGCAC
UDP98-412 . GCTGAAGACGACGATGATGA M-125

Protokoly PCR:

1. Multiplex I (nazvy SSR lokusti, koncentrace jejich primerti a fluorescen¢ni
oznaceni forward primert):

EMPAO14 - (forward), 1 pM, VIC
EMPAO14 - (revers), 1 uM
EMPAO15 - (forward), 1 uM, 6FAM
EMPAO15 - (revers), 1 uM
EMPAO018 - (forward), 2 uM, NED
EMPAO18 - (revers), 2 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pii-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poétu analyzo-
vanych vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
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primert: EMPAO14 F - 1 ul, EMPAO14 R - 1 pl, EMPAO15 F - 1 ul, EMPAO15 R
-1 ul, EMPAO18 F - 2 ul, EMPAO18 R - 2 pl a doplnime 80 pl TE pufru).

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku pfti-
pravime z 10 pl 1M Tris - HCI a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma - Aldrich) do 10 ml.

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) s reak¢éni smési v celkovém objemu 15 pl
na 1 vzorek

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 pl
50mM MgCl, 0,6 ul
10mM dNTPs (2,5mM each) 0,1 pl
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl

Pridat 1 pl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCl,,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou)

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 90 sec Pocatecni denaturace
10 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 10 sec Denaturace
3 60 °C 45 sec Anneali'ng .

—0,5°C/ cyklus Teplotni gradient
4. 72°C 60 sec Elongace

25 x opakovat od kroku 5. do kroku 7.
5. 94 °C 30 sec Denaturace
6. 55°C 45 sec Annealing
7. 72°C 60 sec Elongace
1x

8. 72°C 20 min Finalni elongace
9. 4°C Uloznéa teplota  Chlazeni amplifikatd
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2. Multiplex II (ndzvy SSR lokust, koncentrace jejich primert a fluorescenéni
oznaceni forward primer):

EMPaS10 - (forward), 2 uM, NED
EMPaS10 - (revers), 2 uM
EMPaS11 - (forward), 2 uM, 6FAM
EMPaS11 - (revers), 2 uM
EMPaS12 - (forward), 2 uM, VIC
EMPaS12 - (revers), 2 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pii-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poétu analyzo-
vanych vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
primert: EMPaS10 F - 2 ul, EMPaS10 R - 2 ul, EMPaS11 F - 2 pl, EMPaS11 R -
2w, EMPaS12 F - 2 pl, EMPaS12 R - 2 pul a doplnime 88 pl TE pufru).

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) s reakéni smési v celkovém objemu 15 pl
na 1 vzorek

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 ul
50mM MgCl, 0,6 pl
10mM dNTPs (2,5mM each) 0,1l
Primers mix 0,75 ul
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl

Pfidat 1 yl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCL,
jsou doddny vyrobcem spole¢né s polymerazou)
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Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis

1. 95°C 15 min Pocatec¢ni denaturace

10 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 30 sec Denaturace
3 60 °C 90 sec Anneali’ng .
-1 °C/ cyklus Teplotni gradient
4. 72°C 60 sec Elongace
25 x opakovat od kroku 5. do kroku 7.

94 °C 30 sec Denaturace

48 °C 90 sec Annealing

72°C 60 sec Elongace

1x

8. 60 °C 30 min Findlni elongace

4°C UloZn4 teplota Chlazeni amplifikath

3. Multiplex III (nazvy SSR lokusi, koncentrace jejich primert a fluorescenéni
oznaceni forward primeri):

UDP97-403 - (forward), 4 uM, NED
UDP97-403 - (revers), 4 uM
UDP98-411 - (forward), 4 uM, PET
UDP98-411 - (revers), 4 uM
UDP98-412 - (revers), 2 uM, VIC
UDP98-412 - (forward), 2 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pii-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poc¢tu analyzo-
vanych vzorkd (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
primert: UDP97-403 F - 4 ul, UDP97-403 R - 4 ul, UDP98-411 F - 4 ul, UDP98-
411 R-4pl, UDP98-412 F - 2 pul, UDP98-412 R - 2 ul a doplnime 80 pl TE pufru).
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Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) s reakéni smési v celkovém objemu 15 pl

na 1 vzorek

Reakéni smés

Objem na 1 vzorek

10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 ul
50mM MgCl, 0,6 pl
10mM dNTPs (2,5mM each) 0,1 pl
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl
H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCL,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou)

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 4 min Pocéatecni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
60 °C 45 sec Annealing
72°C 30 sec Elongace
1x
72°C 20 min Finalni elongace
4°C ulozna teplota  Chlazeni amplifikatd

Lokus UDP98-410

UDP98-410 - (forward), 1 pM, 6FAM

UDP98-410 - (revers), 1 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zdsobni roztoky 100pM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime roztok z forward a revers primert v pozadované koncentraci a v objemu
dle poctu analyzovanych vzorkd (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasob-
nich 100uM roztokd primert: UDP98-410 F - 1 ul, UDP98-410 R - 1 pl a doplnime

98 ul TE pufru).
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Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) s reak¢ni smési v celkovém objemu 15 pl
na 1 vzorek

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 ul
50mM MgCl, 0,6 pl
10mM dNTPs (2,5mM each) 0,1 pl
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl

Pridat 1 pl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50mM MgCl,,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou)

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 4 min Pocate¢ni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
52°C 45 sec Annealing
72°C 30 sec Elongace
1x
72°C 20 min FindIni elongace
4°C UloZna teplota  Chlazeni amplifikatd

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a prislusné (sterilni) $picky, sterilni mikrozkumavky (stripy, des-
ticky PCR 0,2 ml s vickem), chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka,
centrifuga, teplotni cyklova¢
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c Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktii se provadi pomoci hori-
zontaln{ elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA Electro-
phoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahtivanim v 0,5 x TBE pufru (Tris bo-
rate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K rozpousténi
je vhodné pouzit mikrovinnou troubu a proces rozpousténi je nutné sledovat, aby
nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentti DNA se
pouzivé fluorescen¢ni barvivo GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel Stain, 10,000X
inWater, Biotium, Hayward). GelRed se ptidava do zahfatého agarézového roztoku
v poméru 1 : 10 000. Po ztuhnuti gelu se pfilije do vany pro elektroforézu 0,5 x TBE
pufr tak, aby presahoval asi 0,5 cm nad gel. Do slott gelu se nanasi PCR amplifikaty
(15 pl) smichané s 4 ul pufru (gel loading buffer, Sigma - Aldrich). Pro moznost
zjisténi orienta¢nich velikosti ziskanych amplifikatt se do vybraného slotu nanese
smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl destilo-
vané vody a 2 ul pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, jejich
migraéni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu). Po-
trebna doba trvani procesu elektroforézy je kolem 30 minut pfi napéti 40 V a dal-
$ich 120-150 minut pfi napéti 90 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji
pod UV zafenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosi-
¢i projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislu$né (sterilni) $picky, mikrovlnna trouba, vortex,
horizontalni elektroforéza se zdrojem, dokumentacni systém s UV transluminato-
rem, temnou komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni
gelt
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d Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni
PCR produktt

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se pro-
vadi na genetickém analyzatoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazo-
va fetézova reakce musi byt provedena s fluorescen¢né oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzitoru na 5 konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET). PCR
amplifikaty (vétsinou postacuje 1 pl) se nanasi do 96 jamkovych desti¢ek pro sek-
venatory a pred fragmenta¢ni analyzou jsou denaturovany. Ke kazdému vzorku se
ptida kritce promichand (pomoci vortexu) smés formamidu (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystem) o objemu 11 pl na jeden vzorek a velikostniho standardu (Gene
Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0, Applied Biosystem) — 0,4 pl na jeden vzorek.
Desticka se kréatce sto¢i na centrifuze a provede se inkubace 4 minuty pfi teploté
94 °C, pak nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné dvou minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmen-
td DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany
vzorek je do kapilary napliovan automaticky. Detekce fragmentovanych usekil je
zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescenéné oznacenych primerti po ex-
citaci laserem. Pristroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluorescenci,
coz umoziuje v multiplexovém usporadani hodnotit najednou vice markerti. Hod-
noceni velikosti alel se provadi pomoci softwarového programu GeneMapper'4.1
(Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikostniho standardu, jenz je pfi-
déavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku a na jejim podkladé ohodnoti
velikosti analyzovanych fragmentt.

Z divodu finan¢nich a ¢asovych uspor je vyhodné amplifikované lokusy pro frag-
mentac¢ni analyzy seskupit. Pro jejich spravnou identifikaci po probéhlé analyze je
nutné jejich kombinaci sestavit z hlediska velikosti jejich alel a fluorescen¢niho za-
barveni primerd.

Deset vybranych lokust 1ze seskupit pro fragmenta¢ni analyzu do 2 béhi. Pro prvni
béh se skupina sklada z PCR produktt multiplexu I a II jednotlivych rostlinnych
vzorki, kdy se od kazdého multiplexu napipetuje po 1 pl, objem smési formamidu
a velikostniho standardu se snizi na 10 pl, aby se pro jamku zachoval celkovy objem
12 pl. V druhém béhu probiha zdroven fragmenta¢ni analyza PCR produkta III.
multiplexu a amplifika¢niho produktu lokusu UDP98-410 pro jednotlivé rostlinné
vzorky. Pfiprava probiha stejné jako u prvniho béhu, do jamek desti¢ek pro analy-
zator se pipetuje po 1 pl multiplexu IIT a po 1 ul amplifika¢niho produktu lokusu
UDP98-410, dale se napipetuje po 10 pl objem smési formamidu a velikostniho
standardu.
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PoZadované pristrojové a materidlové vybaveni:

sada pipet a prislu§né (sterilni) $picky, vortex, teplotni cyklova¢, centrifuga, gene-
ticky analyzator

e Zpracovani molekularnich dat

Tresen pta¢i ma diploidni sadu chromozomi (2n = 16) (HE/NY, SLavik 1992).
U sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé stejné hodnoty alel pokud
se jednd o homozygota, nebo v pripadé heterozygota dvé rtizné hodnoty alel. Pro
ziskdni genetickych charakteristik se velikosti alel z hodnocenych lokust pro sle-
dované soubory vzorka statisticky zpracovavaji, napt. za vyuziti statistickych pro-
grami GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALINOWSKI et
al. 2007), GENPOP 4.0 (RousseT 2008). Pro identifikaci a opravu genotypovych
chyb v mikrosatelitovych datech lze vyuzit software Micro-Checker (VAN OOSTER-
HOUT et al. 2004). V pripadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty
alel sledovanych lokusti u jedincti (ramet) prislusnych klont na zdkladé multiloku-
sové genotypizace (MLG) - vypracovaného prehledu hodnot alel zvolenych lokusti
pro $etfené klony. Deklarovana prislusnost jedince ke klonu je ovérena, pokud jsou
shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych lokust. Na zakladé¢ ziskanych genetic-
kych charakteristik 1ze hodnotit a porovnavat troven genetické diverzity, alelické
varianty a frekvence alel, genetické diferenciace, genetické vzdalenosti, heterozy-
gotnost apod.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy u tfesné ptaci pro ovéfovani identity klond a ziskani genetic-
kych charakteristik pomoci jadernych mikrosatelitovych markert nebyly dosud
pro podminky Ceské republiky popsany. Z déivodu ekonomickych i ¢asovych spor
pti zpracovani velkého poctu vzorkt byly metodické postupy analyz polymorfnich
SSR markert také optimalizovany z hlediska jejich seskupeni do multiplexd. Vy-
znamnost novych postupt v predkladané metodice spociva ve vyuziti DNA analyz
pro objektivni ovéfovani prislusnosti ramet (jedincit) k urcitému ortetu (klonu).
V ptipadé semennych sadi dosavadni systém kontroly deklarované identity zdrojii
reprodukéniho materidlu spocival pouze v dokumenta¢ni evidenci, kdy pfipadny
omyl nebylo mozné zjistit. Objektivni kontrola klonové identity spoc¢iva v pfimé
analyze genom jedinctl, s vyuzitim DNA markerd, jejichZ sloZeni je zdédéné a je
nezavislé na podminkach prostiedi. Vystupem téchto analyz je zpracovana multi-
lokusova genotypizace (MLG), coZ predstavuje databazi velikosti alel hodnocenych
lokustt ovérovanych klont. Pfislusnost jedince ke klonu je potvrzena, pokud se
hodnoty alel shoduji u vSech analyzovanych lokust. Pro ziskani informaci o ge-
netické prislusnosti a proménlivosti bylo pottebné vyhledat DNA markery, které
vykazuji vysoky polymorfismus. Mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu patfi mik-
rosatelitové lokusy, které se li$i v po¢tu opakovani zakladniho motivu. S vyuzitim
automatického sekvenatoru ziskame vynikajici rozliSeni alel, napriklad lze zjistit
i rozdilnou velikost amplifika¢niho produktu o jednu repetici motivu (u dinukleo-
tidovych motivi jen o 2 baze). Za t¢elem ovéreni klondlni identity a zji$téni gene-
tickych charakteristik u tfe$né pta¢i bylo pro DNA analyzy vybrano 10 jadernych
mikrosatelitovych markertt EMPA014, EMPAO015, EMPA018, EMPaS10, EMPaSl11,
EMPaS12, UDP97-403, UDP98-410, UDP98-411 a UDP98-412, jejichz PCR ampli-
fikace byly optimalizovany i za u¢elem seskupenti jejich analyz do multiplext. Am-
plifikace a navazujici fragmentacni analyzy provedené v multiplexech predstavuji
velkou ¢asovou a finan¢ni usporu. Popsané metodické postupy byly odzkouseny
pti ovérovani klonové identity u semenného sadu tte$né ptaci - CZ-3-3-TR-00152-
38-T (dle evidence ERMA2 — UHUL), zaloZeného v lokalité Celadna.
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IV POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE
METODIKY

Uplatnéni predkladané metodiky spociva v objektivnim ovéreni ptislusnosti ramet
(jedinctl) k urcitému ortetu (klonu). Vypracované metodické postupy ovérovani
klonové identity na zakladé DNA analyz s vyuzitim mikrosatelitovych markert se
uplatni napt. pfi procesu uznavani semennych sadt dle pravidel Narodniho pro-
gramu ochrany a reprodukce genofondu lesnich drevin a také pti ovéfovani klono-
vé spravnosti v jiz dfive zaloZenych semennych sadech, klonovych archivech apod.
Vypracovanou metodiku lze také uplatnit pro ziskavani podrobnéjsich poznatkil
o genetickych charakteristikich porost (populaci), jako jsou napf. geneticka di-
verzita, heterozygotnost, diferenciace, genetické vzdalenosti apod. Poznatky o ge-
netické struktufe zdroji reprodukéniho materialu pfinaseji podstatné informace
pro management spravnych postuptt pti zakladani semennych sadti nebo pti zales-
novani; napt. provedenim analyz SSR markert je mozné pti zakladani semennych
sadtl zaradit genotypové vhodné jedince. V populacich tfe$né ptacéi se bézné vy-
skytuji tzv. klonové shluky vznikajici vegetativnim mnozenim pomoci kofenovych
vystrelki, tim dochdzi v populacich ke snizeni genetické variability, uplatnénim
analyz SSR markert je mozné vyradit klonové shodné jedince pti zakladani se-
mennych sadii.

Poznatky o genetické struktufe umoznuji predpovéd dalsiho vyvoje populaci
(porosttl). Genetickd rozmanitost populaci je podstatna pro preziti jejich zastup-
cl a prizptisobeni se zménam zivotnich podminek na stanovisti. Znalost urovné
genetické diverzity, diferenciace, heterozygotnosti a ostatnich genetickych charak-
teristik porostt, které se vyuzivaji nebo planuji vyuzivat jako zdroj reprodukéniho
materidlu, je vyznamna pro efektivnéjsi vyuzivani stavajicich genetickych zdroju,
pro zkvalitiovani genetické struktury populaci a pro zachovéani biodiverzity. Povin-
nost zachovavat a reprodukovat genetické zdroje lesnich dfevin vyplyva mimo jiné
z mezinarodnich zavazki CR, ptijeti Umluvy o biologické rozmanitosti dne 5. cerv-
na 1992 v Rio de Janeiru a naplnéni zavérii ministerskych konferenci o ochrané lesii
Forest Europe (Strasburk 1990, Helsinky 1993, Lisabon 1998, Videt 2003, Var3ava
2007, Oslo 2011 a Madrid 2015). Ochrana biologické rozmanitosti pfedstavuje také
naplnéni cilt aktualizované Stitni politiky Zivotniho prostiedi Ceské republiky
2012-2020 schvalené usnesenim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013 a Strategie ochrany
biologické rozmanitosti Ceské republiky schvilené usnesenim vlady CR ¢&. 193 ze
dne 9. bfezna 2016. Znalosti o genetickych charakteristikach by bylo ucelné uplat-
novat také z diivodu prevazujici umélé obnovy lesa, kdy je zajisténi kvality zdrojt
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reprodukéniho materidlu lesnich drevin zédkladnim predpokladem pro budouci
vynos, adaptacni schopnosti a ekologickou stabilitu lesa. Pfedlozené metodické
postupy nachazeji také uplatnéni v ramci uznavani zdrojt reprodukéniho materialu
a jejich zarazovani do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu
lesnich dfevin véetné zatazovani vzorki z téchto zdroji do Nérodni banky osiva
a explantatd lesnich dfevin, kdy predev§im na zdkladé miry genetické diverzity
lze rozhodnout, které populace, porosty, rodi¢e rodiny (v pripadé tfe$né ptaci)
zafadit jako cenné zdroje. Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace
DNA, amplifikace vybranych lokust, elektroforézy, fragmenta¢ni analyzy a zpraco-
vani molekularnich dat. Vybrané lokusy prokazaly dostate¢ny polymorfismus pro
zjisténi genetickych rozdili mezi klony. V piiloze (Tab. 3 a Tab. 4 ) jsou uvedeny
ptiklady vystupt genetického Setfeni u semenného sadu tre$né ptaci - CZ-3-3-
TR-00152-38-T (dle evidence ERMA2 — UHUL), zalozeného v lokalité Celadna.
Reprodukovatelnost této metody potvrzuji shodné vysledky pfi opakovanych
analyzach sledovanych lokusti a zkuSenosti i jinych laboratoii, napt. ASP - Bava-
rian Office for Forest Seedling and Planting Teisendorf, Institute of Biosciences
and Bioresources — National Research Council of Italy, BFW Department of Ge-
netics molecular laboratory Viden pfi vyuziti metody analyzy mikrosatelitt. Moz-
nosti uplatnéni téchto postupt v dalsich laboratofich muze komplikovat finan¢ni
ndroc¢nost pristrojového vybaveni pro fragmenta¢ni analyzy, zejména genetického
analyzatoru. Fragmentacni analyzy si vSak lze objednat na zakazku u komer¢nich
firem (napf. SEQme, Genomac, Amplicon).

Genetické ovéreni deklarovaného pivodu reprodukéniho materidlu u semenného
sadu pomoci 10 vybranych jadernych mikrosatelitovych lokusti umoziiuje potvr-
dit nebo vyvratit klonovou identitu ramet. Pro kazdy deklarovany klon musi byt
analyzovan soubor lokust a odecteny hodnoty alel k jednotlivym lokustim. Kont-
rola prislu§nosti spociva v provedeni analyz sledovanych vzorku stejnym postupem
a porovnani velikosti alel. V tabulce 2 je ukdzka zpracované multilokusové geno-
typizace (MLG) pro 5 jedincti od klont 217 a 239 ze semenného sadu tfe$né ptaci
- CZ-3-3-TR-00152-38-T, pricemz klonovou identitu prokazuje klon 239. Jedinci
deklarovani ke klonu 217 nevykazuji klonovou identitu (rameta TR_SS_217_3 ma
ve stejnych lokusech odli$né velikosti alel).
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Tab. 2: Ukazka zpracované multilokusové genotypizace (MLG)

Lokusy

< 0 o - 3 = =
e & 2 % I 3 3

o o o o = = o

: : = & &8 & &
TR_SS_217_1 221/223 220/220 156/156  60/72 118/118  133/133  163/165
TR_SS_217_2  221/223 220/220 156/156  60/72 118/118  133/133  163/165
TR_SS 217_3  225/225 224/224 156/164  72/72 122/122  119/127 151/163
TR_SS_217_4  221/223 220/220 156/156  60/72 118/118  133/133  163/165
TR_SS_217_5  221/223 220/220 156/156  60/72 118/118  133/133  163/165
TR_SS_239_1 225/225 222/222 164/164  60/72 118/118  125/133  151/159
TR_SS_239_2  225/225 222/222 164/164  60/72 118/118  125/133 151/159
TR_SS_239 3  225/225 222/222 164/164  60/72 118/118  125/133  151/159
TR_SS_239_4  225/225 222/222 164/164  60/72 118/118  125/133  151/159
TR_SS_239_5  225/225 222/222 164/164  60/72 118/118  125/133  151/159

Metodické postupy ovéfovani identity kloni/ortetd pro semenné sady (popt. klo-
nové archivy) a zjistovani genetickych charakteristik tfesné ptaci budou slouzit pro
potieby statni spravy v oblasti lesniho a vodniho hospodaéfstvi (MZe, MZP) a koor-
dinatora Narodniho programu (UHUL), pti¢emz se predpokldd4 jejich promitnuti
do legislativnich predpist a dota¢ni politiky CR.
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postuptt vedou-
cich k poznatkiim o genetické kvalité je ptinos celospolecensky. Soucasné dochdzi
i k naplnovani cili Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich
drevin - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovéfovat jejich identitu metodou
DNA markert. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskni stabilnéj-
$ich a odolnéjsich porosti, které budou zvysovat biologickou rozmanitost, 1épe se
prizptisobovat moznym zménam klimatu, a tim pfispivat k ochrané Zivotniho pro-
stiedi. Vedle celospolecenskych prinosii se da realné predpokladat i zvySeni tézby
dreva u vlastnik lesti a z toho plynouci budouci zvy$ené vynosy z porosti zaloze-
nych z kvalitniho reprodukéniho materialu.

Tresen ptaci Ize péstovat ve smiSenych porostech jako jednotlivé nebo hlouckové
vtrou$enou dfevinu, nebo jako dfevinu hlavni (tvorba porostnich smési). Tresen je
rovnéz vhodnou dfevinou pro plantazni zptisob pésténi, do stfednich lest a dvou-
mytnych porosti. Kvalitni kmeny poskytuji vysoce cenéné vyrezy. Problematicka je
dosud pravidelnd a vétsi produkce. Tresen ma také cenéné mimoprodukeni funkce
- melioracni, estetickou, plodonosnou, pro véely, krajinotvornou, je vhodna pro
zalesnovani zemédélskych ptid a do rekultivaci. Hodnotime-li zastoupeni tiesné
v soucasnych porostech CR, jde o dievinu vtrousenou, malo kvalitni. Cilem pésto-
vani je, aby se stala kvalitni dfevinou hlavni a ve véku cca 50 az 60 let se vypéstoval
strom o vySce az 30m (1/3 kvalitni bezsuky kmen bez vétvi, 2/3 koruna) o vycetni
tloustce min. cca 50cm. Ve stfednim lese lze ve véku 80 let dosahnout produkci
tre$né az 70 m3.ha! (MAUER, HousSkoVvA 2016).

V nasich podminkdch m4 tfesen z hlediska hospodarského uplatnéni znaény eko-
nomicky potencidl do budoucna, nebot dfevo tohoto druhu svymi vlastnostmi
miize naptiklad v nabytkdském pramyslu ¢aste¢né nahradit import dfeva a dre-
varskych vyrobki tropickych druhti dievin do EU, které podléhaji rezimu licenci
FLEGT, jez vydala Evropska komise v roce 2003 k boji proti nezdkonné tézbé v le-
sich rozvojovych zemi svéta.

Tre$ent muze v nasich podminkach rovnéz sehrat vyznamnou roli pti zavadéni ag-
rolesnickych systémt (napf. péstovani dfevin na zemédélské ptidé spolu s efekty,
které prinasi pro socidlni stranku systému).

Lepsi geneticka produkéni baze tfe$né zvysuje kvantitativni tézebni potencial a pti-
spiva tim ke zvySeni ekonomické zZivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodarovani lest, coz je jeden z cilét Narodniho lesnického pro-
gramu II (2012).
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Pii reprodukci porostt tfe$né z kvalitnich genetickych zdroju je vys$si zaruka, ze
v dobé mytni zralosti téchto porosti bude dosazeno vyssi kvantitativni (objemové)
produkee, at jiz bude tfesen péstovana:

a plantaznim zptsobem,
b ve stfednim lese,

¢ ve dvoumytnych porostech.

Rozdil porostnich zasob vztazenych k obmyti u porostii tfesné, které se nachazeji
v soucasnych genovych zdkladnéch (GZ), oproti ostatnim porostim na tizemi CR,
1ze prokazat vysledky analyzy celostatnich informaci v datovém skladu. V zavislos-
ti na rostoucim véku téchto porostid ¢ini v rozmezi 100-130 let narust objemové
produkce cca 22-45 m*ha’. Zjisténé vysledky vykazuji tedy lepsi produkéni bazi
v genovych zékladnach, prestoze je v podminkach CR pocet téchto GZ zatim ne-
dostate¢ny a ziskand data se tykaji pouze star$ich porostti nad 100 let, které v tomto
véku jiz prekracuji technickou zralost dfeviny. GZ tfe$né oproti ostatnim porosttim
tresné také prokazuji zlepseni bonity o 2-3 stupné (pozn.: obdobné byla zvysena
bonita porostt v GZ zjisténa u analogicky provedenych Setfeni u dreviny smrk,
jedle, buk, borovice a dub), coz bezprostiedné souvisi s vy$si objemovou produkci.

Za tc¢elem zvyS$eni objektivnosti ekonomickych propocti bylo provedeno srovnani
modelové produkce podle nasich a zahrani¢nich rastovych tabulek. Nedostate¢né
znalosti o priibéhu ristu tfesné a nevhodnost pouzivani rustovych tabulek buku
také pro treSen zptisobilo, ze byly v Némecku zpracovany ristové tabulky samostat-
né pro drevinu teSen (ROss 1994). Tyto riistové tabulky byly vyuzity i pro nasled-
nou modelovou ekonomickou kalkulaci.

Produkénim cilem péstovani tfesné jsou jednotlivé stromy s co mozna nejvétsi
hmotnatosti se zdravym, rovnym a bezsukym kmenem pro dyhdrenské a nabyt-
katské sortimenty. Technicka zralost tfe$né je vétsinou uvadéna v cca 50-80 letech
a tézba se predpoklada ve véku kolem 60 let po dosazeni cilové hmotnatosti pfesa-
hujici 2 m’. Jelikoz je cilem vypéstovat kmen urcitych tloudtkovych dimenzi, casto
se nerealizuje tézba plo$na, ale spiSe jednotliva tézba podle cilovych tloustek.

Modelova ekonomicka kalkulace o¢ekdvanych prinosti péstovani tie$né z kvalitnéj-
$iho reprodukéniho materialu, vztazena k mytnimu véku 60 let a k produkénimu
rozdilu vzniklému zménou bonity o 1 stupen, vyuziva produkéni ukazatele z risto-
vych tabulek tfe$né (ROss 1994). Ponévadz jsou tyto némecké rtstové tabulky
konstruovény pro 3 bonity, tak je modelova kalkulace zaloZena na rozdilu porostni
zasoby hlavniho porostu primeérné a lepsi bonity (pozn.: bonita je vyjadfena horni
vyskou porostu), jak vyplyva z nasledujici tabulky:
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Bonita s horni vySkou 26 m Bonita s horni vySkou 23 m
(LOtF) (1.0 tF.)

Veék
Pocet strom( Objem Pocet stroml Objem
ks.ha"! m?® ks.ha" m?®
60 135 287 180 252

Rozdil v objemu: 35 m?

V modelové kalkulaci se neuvazuje s vy$§imi naklady na kvalitnéjsi reprodukéni
material, ani s téZebnimi naklady ¢i ndklady na vyvétvovani (pozn.: pro péstovani
dlouhého kmene tfesné bez suki je rozhodujici/nejucinnéjsi umélé vyvétvovani,
jehoz cilem je vytvorit minimalné 5-9m dlouhy rovny kmen bez suki). Zde vy-
pocteny ekonomicky efekt v K¢/ha predstavuje tzv. hruby vynos vlastnika (trzby
z prodeje dieva bez odpoc¢tu nakladit), ktery ziska vlastnik v dtisledku trzni realiza-
ce vétsiho objemu cennych vyfezu tfesné.

Jelikoz nejsou k dispozici Zddné informace o sortimentni struktufe mytnich poros-
td tfe$né (pozn.: neni zndma ani kvalita téchto porosti), tak vzhledem ke skuteé-
nosti, ze se tfeSen péstuje pfedevsim za ucelem produkce cennych vytezu, po nichz
je na trhu dlouhodobé zna¢na poptavka, tak do dalsi kalkulace vstupuje odhadem
pouze 50 % téchto cennych vyrezi ze zvy$eného objemu produkce 35 m?, tj. pouze
17 m®. Ostatni hmota bude mit jiné vyuziti.

Obchodované objemy cennych vyiezi tieiné v soucasnosti v CR jsou zatim nepa-
trné a prislusné informace rovnéz nejsou k dispozici (pozn.: o doméacim obchodu
s cennymi vytezy tfe$né na volném trhu neexistuje zddna cenova statistika, nebot
ve statnim ani v resortnim statistickém vykaznictvi se tfesen samostatné nesledu-
je). Pro kalkulaci ekonomického pfinosu tfe$né z pouziti kvalitniho genetického
zdroje, tj. ze zvySeného objemu obchodovatelného dfivi, je tedy nezbytné vychéazet
predevsim ze zku$enosti a tidaju publikovanych v zahrani¢i.

Jako nahradni feseni k ziskdni trznich cen cennych vyfezl tfe$né byly pouzity in-
formace ze submisi (pozn.: ur¢ity druh aukci) v Némecku, z nichz jsou piislus-
né informace zvefejiiovany na internetu nebo v odbornych lesnickych ¢asopisech.
Z analyzy téchto udaji vyplyva, Ze se ceny vyrezl tiesné (spole¢né s dal$imi cen-
nymi listnaci jako je napf. dub, jilm, javor aj.), dosazené pri submisich v Bavorsku,
v zavislosti na kvalité nachdzely v uplynulém obdobi na vzestupném cenovém tren-
du. Ze zpravy za soukromé, obecni a statni lesy v Oberfranken o vysledcich prodeje
cennych vyfezli formou submisi vyplyvd, Ze priimérna cena u cennych listnatych
vytezll v roce 2015 byla cca 288 €.m?, pfi¢emz u tfe$né ¢inila 312 €.m™ (pozn.: nej-
vy$$i nabidka u tfe$né ¢inila 509 €.m?).

Ceskou narodni bankou vyhlaseny kurz ¢eské koruny ke dni 18. 10. 2017 byl stano-
ven takto: 1 € = 25,705 CZK.
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Vysledna kalkulace hrubého ekonomického pfinosu z vy$siho objemu cennych vy-
fezl tfe$né: objem vyfezil 17 m’, pramérnd cena 312 €m?, kurz 25,705 CZK =
136 339 K¢/ha.

Je nutno rovnéz ptipomenout, Ze provedena kalkulace se zabyvd pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Jen z diivodu sou¢asné neznalos-
ti fady dal$ich ekonomickych veli¢in nejsou do vypoctt zatazeny také dodate¢né
ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametri porostd, které by
se mohly projevit napt. v lepsi sortimentaci téZebniho fondu a v nasledném vys$sim
zpenéZzeni cennych vyfeza surového dfivi na trhu.

Kalkulace hrubého ekonomického prinosu (tzv. ,,genetického zisku®) byla zalozena
na nasledujicich informaénich zdrojich:

e Akéni plan EU pro vymahatelnost prava, spravu a obchod v lesnictvi (Forest
Law Enforcement, Governance nad Trade — FLEGT) vydany Evropskou komisi
v roce 2003 a natizeni Rady (ES) ¢. 2173/2005 o zavedeni rezimu licenci FLEGT
pro dovoz dieva do Evropské unie

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Parizkov4, Hradec Kralové,
2017)

e CERNY, M., PAREZ, ]. MALIK, Z: Riistové a taxacni tabulky hlavnich dfevin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub), IFER, 1996

e Laubwertholzsubmission Pretzfeld 2015, Forstwirtschaftliche Vereinigung
Oberfranken

e MAUER, O., HouskovaA, K.: Zakladani a vychova tfe$né ptaci. In: Tresen ptadi -
dievina roku 2016. Ceska lesnické spole¢nost, 2016

e STEJSKAL, J., DOVRTEL, J.: Péstovéni tfe$né ptali na lesnim zavodé Zidlochovice.
In: TreSen ptaci — dievina roku 2016. Ceska lesnick4 spole¢nost, 2016

e ROss, M.: Ertragstafel fiir Wildkirche (Prunus avium L.) in Nordwest-Deut-
schland. Allgemeine Forst- und Jagdzeitung, ro¢nik 165, 1994, str. 13-18

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spottebni material a chemikalie s pfedpokladem pfistrojového laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou primérné
néklady 106,- K¢. Néklady u jednoho vzorku (stromu) na PCR produkty a nasledné
fragmentacni analyzy ¢ini pro 10 lokust 154,- K¢ v¢. DPH, za predpokladu prove-
deni analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postuptl. V predlozené
kalkulaci nasich nakladti (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplitkové na-
klady, ndklady na odpisy pristrojového vybaveni, osobni naklady, naklady na vyvoj
metod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materidlni i personalni)
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pracovisté. Pri vyuziti sluzeb komerc¢nich laboratofi jsme pii prizkumu na tuzem-
ském trhu zjistili vyhodné cenové nabidky od firmy SEQme. Pfedpoklddana cena
na analyzu jednoho vzorku je 242,- K¢ v¢etné DPH a zahrnuje PCR amplifikaci
a fragmenta¢ni analyzu jednoho multiplexu. Tato cena je kalkulovéna pfi vlastnim
dodéni vysoce kvalitni DNA a vypracovanych metodickych postupt (nebude nutno
dopracovévat jakékoliv optimalizace PCR). Na postupy optimalizace PCR komer¢-
ni firmy nevedou ceniky, napt. firma SEQme si tyto prace t¢tuje hodinovou sazbou,
ato 1 500,- K¢ bez DPH/hod. Fragmentaéni analyza pfi doddni vlastnich PCR am-
plifikata v desti¢ce vychazi na 72,- K¢ pro jeden vzorek (z 1 stromu 1 multiplex).

VI DEDIKACE

Metodika je vysledkem fe§eni poskytnuté instituciondlni podpory na dlouhodoby
koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZe CR - Rozhodnuti ¢ RO0117 (&. j.
6779/2017-MZE-14151.) z 40 % a vysledkem feseni vyzkumného projektu NAZV
¢. QJ1330240 z 60 %.

Podil prace autort na vypracované metodice:

Ing. Pavlina Machovd, Ph.D. podil 30 %, Ing. Helena Cvrc¢kova, Ph.D. podil 30 %,
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USE OF MICROSATELLITE MARKERS
FOR CLONAL IDENTITY VERIFICATION
IN WILD CHERRY

Summary

This methodology presents the use of DNA analyses by nuclear microsatellite
markers for clonal identification and genetic characterization of Prunus avium
(L.). Wild cherry an a interspersed species in forest stands, occurs throughout
Europe, with the exception of the most southern regions (HEJNY, SLavik 1992).
This species belongs to fast-growing trees, it is highly valued for wood quality and
for a short rotation period of 55-70 years (DURKOVIC 2006). Wood is remarkable
for strength and decorative red-brown painting. It is used in carving, carpentry, in
the production of various tools and in the processing of veneers. For these reasons,
forestry is considering expanding this species (URADNICEK et al. 2009). Wild cherry
populations usually have a relatively small number of individuals, so the most
effective conservation strategies of gene sources are seed orchards and clone banks
(RusseLL 2003). To acquire more detailed knowledge of the genetic quality of wild
cherry sources and to verify the clonal identity by an objective method, it is possible
to use DNA analyses with nuclear microsatellite markers. Nuclear microsatellites
are highly polymorphic, selectively neutral and codominant markers that enable
to differentiate homozygotes from heterozygotes. Microsatellites, also known as
simple sequence repeats (SSR), are small repetitive DNA sequences that are highly
variable markers and commonly used in population genetic studies for gene flow
analyses, parentage analyses, studies of genetic diversity, gene mapping and for
individual identification (PFEIFFER et al. 1997; CHRISTIAKOV et al. 2006; OLIVEIRA
etal. 2006). Microsatellite markers were used for clonal identification of cherry trees
(WOUNscH, HorMAzA 2002; SCHUELER et al. 2003; LAcis et al. 2009; JARNT et al.
2012; FERNANDEZ-CRUZ et al. 2014; FASAD, ESNA-ASHARI 2016; NAJAFZADEH et al.
2016) and for genetic evaluating of wild cherry populations (CLARKE, TOBUTT 2003;
VAUGHAN, RUSSELL 2004; SCHUELER et al. 2003; CIPRIANI et al. 1999; TESTOLIN
et al. 2000). This methodology describes the processes of sampling, isolation of
DNA, conditions of polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of
amplification products and calculations of molecular data. Total genomic DNA was
extracted using a DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands) from buds
(100 mg fresh or 20 mg lyophilized). The SSR method is based on the polymerase
chain reaction (PCR) with specific primers. PCR was optimized with the tested
primers, whose oligonucleotide sequences had been published by CipriaNI et al.
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(1999), TEsTOLIN et al. (2000), CLARKE, TOBUTT (2003), VAUGHAN, RUSSELL (2004).
The selected seed orchard of wild cherry was used to develop this methodology.
Clear, reproducible PCR products were produced for all ten microsatellite loci, so
they proved suitable for finding genetic parameters and verifying the clonal identity.

36



Priloha

Priklady vystupi hodnoceni klonové identity a genetickych parametrti mikro-
satelitovych markert u vybraného semenného sadu tiesné ptaci
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Tab. 4: Parametry genetické diverzity pro pouzitych 10 mikrosatelitovych markert

Pocet heterozygotd/

Lokus/Loci Na Ho He Number of PIC HW F (null)
heterozygotes
EMPAO14 6 0,429 0,527 39 0,487 o 0,1625
EMPA0O15 1 0,385 0,802 35 0,774 i 0,3594
EMPA0O18 7 0,582 0,689 53 0,658 ns 0,0944
EMPasS10 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 x 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

Ho = Heterozygnost pozorovana
He = Heterozygotnost o¢ekavana
PIC = Polymorfni informa¢ni obsah
HW - Signifikantnost odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy

(ns = neni signifikantni, *** = signifikantni na 0,1% Grovni)

F(null) - Ohodnocena frekvence nulovych alel dle van Oosterhouta
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