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GENETIC CHARACTERIZATION OF SILVER FIR
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear mi-
crosatellite markers to obtain genetic characteristics, especially genetic diversity,
heterozygosity, differentiation and genetic distances of important silver fir popula-
tions and to introduce procedures for verifying the clonal identity of this species.
The methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, condi-
tions of the polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of amplifica-
tion products, and molecular data calculations. The important populations and the
seed orchard of the silver fir were used to develop this methodology. Eight selected
polymorphic nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the genetic
parameters and verifying the clonal identity.
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Zkratky pouZité v textu:

DNA deoxyribonukleovd 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 pfedstavit postupy analyz DNA s vyuzitim jadernych mikrosate-
litovych lokust pro ziskani genetickych charakteristik predev$im genetické diverzi-
ty, heterozygotnosti, diferenciace a genetickych vzdalenosti vyznamnych populaci
jedle bélokoré a predstavit postupy ovérovani prislusnosti ramet (jedincit) nalezeji-
cim k urcitému ortetu (klonu) na modelovém semenném sadu jedle bélokoré.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Jedle bélokora (Abies alba Mill.) z ¢eledi borovicovitych (Pinaceae) ma z ekologic-
kého pohledu velmi vyznamnou tlohu jako stabilizujici prvek v lesnim ekosystému.
Hlavnim diéivodem této schopnosti je jeji pevné zakotveni v ptidé vyraznym kilo-
vym kofenem a hluboko sahajicimi postrannimi kofeny. Dosahuje vysky az 60 m
a stati do 500 let. V Cechéch roste ve viech okrajovych i vnitrozemskych pohotich,
misty sestupuje do oblasti pahorkatin, ale malokdy prekro¢i vyskunad 1 100 m n. m.
(URADNICEK et al. 2009). V nizsich polohdch se nachdzi ve spole¢nosti buku lesni-
ho (Fagus sylvatica L.) a ve stfednich a vyssich roste ve smésich se smrkem ztepilym
(LIEPELT et al. 2009). V priibéhu poslednich dvou stoleti jedle vyrazné ustoupila,
a to zejména z lest uprostfed severni ¢asti svého arealu rozdifeni, tedy i z Gzemi
CR. Ke katastrofickému poklesu doslo ve druhé poloviné 20. stoleti, a to v dtsledku
stresovych faktort Zivotniho prostfedi a lesnické preference ostatnich jehli¢nand,
vétsinou smrku ztepilého. Klesajici zastoupeni jedle bélokoré prineslo nejen ztra-
ty v oblasti Zivotniho prostfedi, ale i ekonomické ztraty, protoze jedle je jednim
z nejproduktivnéjsich evropskych lesnich druht. Spolu s bukem a smrkem patfila
k nosnym prvkim stfedoevropského horského lesa a v porostech je ocenovana jeji
zpevnujici funkce proti bofivému vétru (MusiL, HAMERNIK 2007). V poslednich le-
tech dle Zpravy o stavu lesa a lesniho hospodarstvi v roce 2014 (Ministerstvo zemé-
délstvi CR 2015) jedle vykazuje setrvale mirny nartst, coz je dolozeno navyenim
plochy porostni ptidy z 23 tis. ha v roce 2000 na 28 tis. ha v roce 2014. V soucasnosti
lesnici usiluji o dosazeni optimalni druhové skladby lesi. Pro navrat tohoto druhu
do lesi ve vétsim méfitku je dulezité ziskat podrobnéjsi znalosti o genetické rozma-



nitosti ptivodnich populaci. Pro jedli bélokorou byly provadény genetické vyzkumy
s vyuzitim terpent, izoenzymu, mitochondrialnich DNA markert, chloroplasto-
vych a jadernych mikrosatelitti (KONNERT, BERGMANN 1995; SAGNARD et al. 2002;
CREMER et al. 2006; LIEPELT et al. 2009; P1ovANI et al. 2010; GOMORY et al. 2012;
PosTOLACHE et al. 2014). Vyvoj pfirozené populace zavisi na rozsahu jeji genetické
diverzity; ¢im jsou populace geneticky rozmanitéjsi, tim se lépe prizptisobi zmé-
nam podminek na stanovisti. Genetickou skladbu organismii a jeji rozdilnosti mezi
jedinci nebo populacemi lze zjistovat pfimym studiem genomu s vyuzitim DNA
analyz. Genotyp predstavuje dédi¢nou informaci organismu a neni na rozdil od fe-
notypovych znaki ovlivnén zménami vnéjsiho prostredi. Vyhledavaji se DNA mar-
kery (lisici se useky DNA), které jsou zaloZeny na polymorfismu nukleotidovych
sekvenci nebo ménici se délce specifickych usekid DNA. Aby bylo mozné ziskat ze
zkoumanych vzorkd optimalni informace o genetické proménlivosti studovanych
jedinci, je potfebné vyhledat DNA markery, které vykazuji vysoky polymorfismus.
Miry charakterizujici genetickou strukturu a proménlivost populaci jsou zalozeny
na alelickych frekvencich jednotlivych alelickych variant v lokusech (PAULE 1992).
Pro ovéfovani polymorfismu jedle bélokoré byly zvoleny jaderné mikrosatelity -
nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery. Mikrosatelitové markery jsou
slozené z mnohokrat se opakujicich kratkych motivii nukleotidi zpravidla 2 - 5
béaze dlouhych (ScumipT, HESLoP-HARRISON 1996). Mikrosatelitové lokusy patfi
mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu, kdy je polymorfismus dan zejména rozdilem
v poltu opakovani zakladniho motivu nukleotidti. Kodominantni charakter mar-
kert SSR umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygoti. Mikrosatelitové lokusy
jsou amplifikovany polymerazovou retézovou reakci (PCR) s primery, které jsou
komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Mikrosa-
telitové markery jiz byly $iroce pouzity v.mnoha genetickych vyzkumech, napt. pro
sledovani genetické diversity, analyzy toku genii, genového mapovani, identifikace
jedinct, urceni rodic¢ovstvi apod. (PFEIFFER et al. 1997; CHRISTIAKOV et al. 2006;
OLIVEIRA et al. 2006).

Ucéelem zde zpracovdvanych metodickych postupt bylo vybrat vhodné polymorf-
ni mikrosatelitové markery a optimalizovat postupy polymerazové retézové reakce
(PCR) pro ziskani jednotlivych reprodukovatelnych amplifikatd a po statistickém
zpracovani velikosti alel ziskat genetické charakteristiky Setfenych populaci. Z di-
vodu ¢asovych a finan¢nich tspor pfi provadéni DNA analyz u velkych soubo-
rt vzorkd byly také postupy ziskavani PCR produktii a odecitani jejich velikosti
pti fragmentac¢ni analyze zaméreny na seskupovani vybranych mikrosatelitovych
lokusti do multiplextl, kdy probihaji amplifikace a fragmenta¢ni analyzy nékolika
lokusti najednou. Ovéfené poznatky o genetické diverzité by mély prispét k zacho-
vani biologické rozmanitosti lesnich ekosystému a prosazovani zasad trvale udrzi-
telného obhospodarovani, coz je jednim z prioritnich tkolu statni lesnické politiky.



Vzhledem k prevazujici umélé obnové lesa je zajisténi kvality zdroji reprodukéniho
materialu lesnich dfevin zakladnim pfedpokladem pro budouci vynos, adapta¢ni
schopnosti a ekologickou stabilitu lesa. Znalost genetické struktury je proto dii-
lezitd zejména u ohrozenych populaci, které byly selektovany pfirodnimi procesy
na specifickych stanovistich. Progndza dalsiho vyvoje populaci a jejich zachovani je
uskutec¢nitelna predev$im na zédkladé stanoveni jejich genetické diverzity.

Cilem metodickych postupii ovérovani deklarované identity zdrojii reprodukéniho
materidlu lesnich dfevin (semennych sadu, archivii klont a smési klon) je s vyuzi-
tim DNA markert zajistit, aby byl reproduk¢ni material od jeho ziskani az po do-
dani spotfebiteli objektivni metodou jasné identifikovan. Aplikace novych kontrol-
nich metod identity zdrojii reprodukéniho materidlu by méla statni spraveé vytvorit
predpoklady napt. pro zajistovani dodrzovani legislativné pripustnych prenosii
reprodukéniho materialu nebo pro formulaci dotaéni politiky v oblasti podpory
zachovani a reprodukce genofondu lesnich drevin.

2 Metodické postupy

a Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsi obdobi pro odbér rostlinného materiélu je jarni obdobi nebo pocatek
léta, kdy lze odebirat pupeny nebo mladé jehlice. Starsi jehlice Ize také pouzit, ale
z divodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharidii se snizuje kvalita i kvan-
tita vyizolované DNA, coz miize zkomplikovat pribéh navazujici PCR amplifikace.
Pfi zpracovani vétsiho poctu vzorki je vyhodnéjsi odebirat mladé jehlice, zpra-
covani pupentl je ¢asové naro¢néjsi. Pfi manipulaci se vzorky je nutna eviden¢ni
kontrola, aby nedoslo k zdméné mezi vzorky. Vzorky se tedy pfi odbéru oznaci,
ukladaji se do mikrotenového sacku a udrzuji se pti nizké teploté (chladové tasky
s namrazenymi desti¢ckami) a co nejrychleji se prepravi ke zpracovani v laboratori.
Vzhledem k naslednym analyzam je dulezité vzorky drzet stale pfi nizké teplote.
DNA lze izolovat okamzité z takto cerstvé odebranych vzorku. V pripadé, Ze izolace
DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzork je nutné vzorky po prevedeni do la-
boratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) uloZit mi-
nimalné do -20 °C. Dal$i moznosti, jak uchovat vzorky, je jejich vysuseni za pomoci
lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzavrit v nddobach (napf. Ize pouzit plastové
falkonky, scintila¢ni lahvicky s dobfe tésnicim uzavérem). Takto zpracovany (lyofi-



lizovany) materidl je snadnéji zpracovatelny pfi nasledném tfeni vzorkd, odpada
nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se na nadem praco-
vi$ti nejlépe osvéd¢ila metoda vyuzivajici soupravu DNeasy Plant Mini Kit od fir-
my QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Touto metodou lze
v kratkém casovém useku ziskat kvalitni eluaty DNA. Pred zahdjenim vlastniho
postupu izolace se ptida etanol ke koncentratim pufri AW1 a AW2. V pripadé
vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahteji. Inkuba¢ni lazen se necha
nahfivat na 65 °C, aby byla pfipravena pro 2. krok pracovniho postupu.

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

1. Maximélni mnozstvi vychoziho ¢erstvého 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 prenese do 1,5ml mikrocentrifugaéni
zkumavky.

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

3. Prida se 130ml pufru P3, kratce se promichd pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi rychlosti 14 000 otacek 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. Prefiltrovand frakce se s odeétenim ziskaného objemu prepipetuje do nové
1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Davame pozor, abychom nenabrali pti-
padny pelet.

6. Pridame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5ndsobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim 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.
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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. Pridame dalsich 500ml pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pii 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. Pridame 100 ml AE pufru, ktery aplikujeme pifimo na membranu Dneasy Mini
spin kolonky. Nechame inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pri rychlosti 8 000 rpm.

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

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, digitdlni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mik-
rozkumavky (- 20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a prislusné
(sterilni) $picky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5ml s vicky, susicka nebo
sterilizator

U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu (na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm) pfistrojem Nanophotometer (Implen). Koncen-
trace DNA se pohybovaly v rozmezi 10-60 ng/ul z mladych jehlic, z pupenti byly
dosazeny hodnoty i nad 400 ng/pl. Hodnoty optimalni ¢istoty by se mély pohybo-
vat v rozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo vy$si hodnoty indikuji pfitomnost dalsich latek
(proteint, fenolickych latek). Cistota a koncentrace eluatéi DNA je podstatna pro
ziskani pozadovanych PCR amplifikati. Vzorky DNA s vy$si koncentraci byly pro
PCR reakce nafedény na hodnotu cca 20 ng/pl.

b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR)
- jaderné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markert bylo vybrano
8 polymorfnich mikrosatelitovych lokustt NFH3, NFF3, NFH15, NFF7 z publikace
HANSEN et al. (2005), SF b4, SF g6, SF 78, SF 1 z publikace CREMER et al. (2006),
viz Tab. 1. Pro ziskani amplifika¢nich produktt téchto lokust byly optimalizovany
reakéni smési a teplotni cykly polymerazové retézové reakce (PCR) a vypracovany
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protokoly. PCR s vybranymi 8 lokusy byly sestaveny do dvou multiplexd. Reakéni
smési je nutné pripravovat na ledu nebo chladové desti¢ce, DNA polymerdzu je
nutné stale uchovavat pii -20 °C, davame ji proto do smési nakonec pfimo z mra-
zictho boxu.

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primer(i

Lokusy Sekvence primer( (5°-3") Velikost PCR produktt (bp)

F:
SF b4 GCCTTTGCAACATAATTGG 147191
R: TCACAATTGTTATGTGTGTGG

F: TTGCCATCAAATTAAAAATGCTT
NFH3 93-133
R: CATCATTCTCTCTATCCCCATCA

NFE3 F: GTCAACCAACTT F: CCAATGGGTTGTCAGAGTGTT 107143
R: GGCATTCGAGATTGCTTGAT

sr g i CTAACAATAAAAGGAAGCTACG o616
9 R. TGTGACACATTGGACACC

F: CATTGTTGTCTTTGTTTCACA
SF 78 R TGCACCGTTTTGTTTTTCC 153-260

F: TTGACGTGATTAACAATCCA
SF 1 201-222
R: AAGAACGACACCATTCTCAC

F: CGCCTCCCTCCATTACTTC
NFH15 82-132
R: TCGTCTAGAGAGGCGAAATTCT

NFE7 F: CCCAAACTGGAAGATTGGAC 121-159
R: ATCGCCATCCATCATCAGA

Protokoly PCR:

Multiplex 1 (nazvy SSR lokusti, koncentrace jejich primert a fluorescenéni oznace-
ni forward primera):

SF b4 - (forward), 4 uM, 6FAM
SE b4 - (revers), 4 uM

NFH3 - (forward), 2 uM, NED
NFH3 - (revers), 2 uM

NFF3 - (forward), 1 uM, VIC
NFF3 - (revers), 1 uyM

SF g6 - (forward), 1 uM, 6FAM
SF g6 - (revers), 1 pM
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Primery (forward i revers) nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primeri v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorku (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100 uM roztok
primert: SFb4 F -4 ul, SFb4 R-4 ul, NFH3 F -2 u, NFH3 R -2 pl, NFF3 F - 1 l,
NFF3R-1pl, SFg6 F -1 ul, SF g6 R - 1 pl a doplnime 84 pl TE pufru).

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

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen, 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 ul

10mM dNTPs (2,5mM each) 0,3 ul
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,775 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
Pocet cyklu Teplota (°C) Cas Popis

1 94 5 min Pocéatecni denaturace

35 94 45 sec Denaturace

35 58 30 sec Annealing

35 72 45 sec Elongace
1 72 20 min Finalni elongace
1 4 uloZna teplota Chlazeni amplifikatd
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Multiplex 2 (ndzvy SSR lokust, koncentrace jejich primert a fluorescen¢ni oznace-
ni forward primer):

SE 78 - (forward), 1 uM, VIC

SE 78 - (revers), 1 uM

SE 1 - (forward), 1 uM, NED

SE 1 - (revers), 1 uM

NFH15 - (forward), 2 uM, NED
NFHI15 - (revers), 2 uM

NFF?7 - (forward), 0,5 uM, 6FAM
NFF?7 - (revers), 0,5 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerii v poZadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorku (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100 uM roztokd
primert: SF78 F— 1 ul, SF78 R—- 1 pul, SF1 F-1pul, SF1R -1 pl, NFH15F - 2 o,
NFHI15 R - 2 pl, NFF7 - 0,5 pl, NFF7 R - 0,5 ul a doplnime 91 pl TE pufru).

Slozeni reak¢ni smési a teplotni rezim PCR jsou stejné jako u multiplexu 1.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a prislusné (sterilni) §picky, sterilni mikrozkumavky (stripy, des-
ticky PCR 0,2 ml s vickem), box chladici na PCR mikrozkumavky, chladici desticka,
centrifuga, teplotni cyklova¢

¢ Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktd se provadi pomoci ho-
rizontdlni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahtivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovinnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
DNA se pouziva fluorescen¢ni barvivo GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel Stain,
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10,000 XinWater, Biotium, Hayward). GelRed se pfiddva do zahfatého agar6zového
roztoku v poméru 1 : 10 000. Po ztuhnuti gelu se ptilije do vany pro elektroforézu
0,5 x TBE pulfr tak, aby presahoval asi 0,5cm nad gel. Do slott gelu se nanasi PCR
amplifikaty (15 pl) smichané s 4 pl pufru (gel loading buffer, Sigma - Aldrich). Pro
moznost zji§téni orienta¢nich velikosti ziskanych amplifikatd se do vybraného slotu
nanese smés: 1 ul standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl
destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné nabité fragmenty DNA ke kladné elektro-
dé, jejich migraéni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti ampli-
fikatu). Potfebna doba trvani procesu elektroforézy je kolem 30 minut pfi napéti
40 V a dal8ich 120-150 minut pti napéti 90 V. Po probéhlé elektroforéze se gely
dokumentuji pod UV zéfenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se
v gelovém nosici projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované ptistrojové a materiadlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislusné (sterilni) $§picky, mikrovlnna trouba, vortex,
horizontalni elektroforéza se zdrojem, dokumentac¢ni systém s UV transluminato-
rem, temnou komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni

gelti

d Postupy fragmentacni analyzy
a hodnoceni PCR produkti

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 fluorescenéné oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzdtoru 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 krétce 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 kratce sto¢i na centrifuze a provede se inkubace 4 minuty pti teploté
94 °C, pak nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimélné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmen-
td DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany
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vzorek je do kapilary napliovan automaticky. Detekce fragmentovanych usekd je
zaloZena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych primerii po exci-
taci laserem. Ptistroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluorescenci, coz
umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit najednou vice markert. Hodno-
ceni velikosti amplifika¢nich produktt se provadi pomoci softwarového programu
GeneMapper'4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méteni velikostniho stan-
dardu, ktery je pfidavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku a na jejim
podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentd.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:
sada pipet a prislusné (sterilni) $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, gene-
ticky analyzator

e Zpracovani molekularnich dat

Jedle bélokora ma diploidni sadu chromozomil. U sledovaného lokusu ziskdme
pro kazdého jedince dvé stejné hodnoty alel v pfipadé homozygota, nebo v ptipadé
heterozygota dvé rizné hodnoty alel. Pro ziskani genetickych charakteristik se ve-
likosti alel z hodnocenych lokust pro sledované populace statisticky zpracovavaji
(napf. za vyuziti statistickych programt GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006
2012), CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007).

Na zakladé ziskanych genetickych charakteristik Ize u populaci hodnotit a porovna-
vat droven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, genetické diferen-
ciace mezi populacemi, heterozygotnost apod. Jedna z nejvyznamnéjsich genetic-
kych charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které

lze vypocitat na zakladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedincti (ramet) pfislusnych klont na zakladé vypracované genotypizace —
pfehled hodnot alel zvolenych lokusi pro $etfené klony. Deklarovana prislusnost
jedince ke klonu je ovéfend, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych
lokust.

16



III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy ziskani genetickych charakteristik populaci jedle bélokoré vy-
branych na tizemi Ceské republiky a ovéfovéni identity klont v semenném sadu je-
dle bélokoré pomoci jadernych mikrosatelitovych markerti nebyly dosud popsany.
V zahrani¢i byla genetickd proménlivost populaci jedle bélokoré na zakladé analyz
DNA zkoumana napt. pomoci chloroplastovych mikrosatelitii (VENDRAMIN et al.
1999; PArRDUCCI et al. 2001), nad5-4 lokusu mitochondrialni DNA (GOMORY et al.
2012) a jadernych mikrosateliti (HANSEN et al. 2005; CREMER et al. 2006, 2012,
POSTOLACHE et al. 2014). Do soucasné doby nebyly komplexni informace o gene-
tické diverzité vyznamnych populaci nebo porostii jedle bélokoré v CR na zakladé
molekularné-genetickych metod, konkrétné¢ analyz DNA s vyuzitim mikrosatelito-
vych lokusti zpracovany. Ziskané poznatky o proménlivosti jedlovych porosti vy-
chazely prevazné z hodnoceni provenien¢nich ploch pomoci fenotypového Setfeni.
V ptipadé semennych sadti dosavadni systém kontroly deklarovaného ptivodu re-
produkéniho materidlu spocival pouze v dokumentaéni evidenci, kdy pripadny
omyl nebylo mozné zjistit. Objektivni kontrola klonové identity spociva v pfimé
analyze genomi jedincd, s vyuzitim DNA markerd, jejichz slozeni je zdédéné a je
nezavislé na podminkach prostredi. Vystupem téchto analyz je zpracovana geno-
typizace, coz predstavuje databazi velikosti alel hodnocenych lokusti prislusnych
klont. Prislusnost jedince ke klonu odpovida, kdyz se hodnoty alel shoduji u vech
analyzovanych lokust. Pro ziskdni informaci o genetické proménlivosti ze zkou-
manych vzorka bylo potfebné vyhledat DNA markery, které vykazuji vysoky po-
lymorfismus. Mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu patii mikrosatelitové lokusy,
které se lisi v poctu opakovani zakladniho motivu. S vyuzitim automatického sek-
venatoru ziskame vynikajici rozliSeni alel, napriklad Ize zjistit i rozdilnou velikost
amplifika¢niho produktu o jednu repetici motivu (u dinukleotidovych motivi jen
o 2 baze). Pro analyzy byly vybrany jaderné mikrosatelity NFH3, NFF3, NFH15,
NFF7, SF b4, SF g6, SF 78, SF 1, jejichz PCR amplifikace byly optimalizovany
i za ucelem seskupeni jejich analyz do dvou multiplexii po 4 lokusech. Amplifikace
a navazujici fragmentac¢ni analyzy v multiplexech piedstavuji velkou ¢asovou a fi-
nan¢ni usporu.
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IV POPIS UPLATNENI
CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vypracovana za ucelem zjistovani genetickych charakteristik prede-
v§im genetické diverzity, heterozygotnosti, diferenciace a genetickych vzdalenosti
populaci jedle bélokoré a dale pro ovéfovani prislusnosti ramet (jedinci) k urcité-
mu ortetu (klonu).

Pro vypracovani a ovéfeni metodiky byli vyuziti dospéli jedinci jedle bélokoré osmi
vyznamnych populaci, rostoucich ptevdzné v genovych zakladnach na izemi Ceské
republiky a roubovanci ze semenného sadu jedle bélokoré — LS LCR Nové Hrady
(Horni Stropnice), oznac¢eného dle evidence ERMA CZ-3-3-JD-26-14-6-C.

Geneticka rozmanitost populaci je podstatna pro preZiti jejich zastupcti a prizpiiso-
beni se zméndm Zivotnich podminek na stanovisti. Proto prognéza dalsiho vyvoje
populaci a jejich zachovani je uskute¢nitelna predev$im na zakladé zjisténi gene-
tické struktury. Znalost tirovné genetické diverzity, diferenciace, heterozygotnosti
a ostatnich genetickych charakteristik populaci, které se vyuzivaji nebo planuji vy-
uzivat jako zdroj reprodukéniho materiélu, je vyznamna k efektivnéj$imu vyuziva-
ni stavajicich genetickych zdroju pro zkvalitiiovani genetické struktury populaci
a k zachovani biodiverzity. Povinnost zachovavat a reprodukovat genetické zdroje
lesnich dievin vyplyvd mimo jiné z mezindrodnich zdvazkd CR, ptijeti Umluvy
o biologické rozmanitosti dne 5. ¢ervna 1992 v Rio de Janeiru a naplnéni zavért
ministerskych konferenci o ochrané lesti Forest Europe (Strasburk 1990, Helsinky
1993, Lisabon 1998, Viden 2003, Var$ava 2007, Oslo 2011 a Madrid 2015). Ochrana
biologické rozmanitosti predstavuje také naplnéni cilt aktualizované Statni politi-
ky Zivotniho prostiedi Ceské republiky 2012-2020 schvalené usnesenim vlady ¢. 6
ze dne 9. ledna 2013 a Strategie ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky
schvalené usnesenim vlady CR ¢&. 620 ze dne 25. kvétna 2005.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Vybrané lokusy prokazaly dostate¢ny polymorfismus pro zjisténi genetickych rozdi-
14 mezi jedinci, populacemi a klony. V ptiloze jsou uvedeny priklady vystupti gene-
tickych charakteristik Setfenych populaci jedle bélokoré. Reprodukovatelnost této
metody potvrzuji shodné vysledky pti opakovanych analyzach sledovanych lokust
a zku$enosti i jinych laboratofi, napt. ASP — Bavarian Office for Forest Seeding and
Planting Teisendorf, Institute of Biosciences and BioResources National Research
Council Florencie, BFW Department of Genetics Molecular Laboratory Viden
pii vyuziti metody SSR. Moznosti uplatnéni téchto postupti v dalsich laboratorich
muze komplikovat finanéni naro¢nost pristrojového vybaveni pro fragmentaéni
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analyzy, zejména genetického analyzatoru. Fragmentac¢ni analyzy si vSak Ize objed-
nat na zakazku u komer¢nich firem (napt. SEQme, Genomac, Amplicon).

Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu u semenné-
ho sadu pomoci 8 vybranych jadernych mikrosatelitovych lokust umoziuje potvr-
dit nebo vyvratit klonovou identitu ramet. Pro kazdy deklarovany klon musi byt
analyzovan soubor lokust a ode¢teny hodnoty alel k jednotlivym lokustim. Kon-
trola prislusnosti spociva v provedeni analyz zkoumanych vzorki stejnym postu-
pem a porovnani velikosti alel. V tabulce 2 je ukazka zpracované genotypizace pro
klony 117, 124 a 142 ze semenného sadu LS LCR Nové Hrady, pticemz klonovou
identitu prokazuji klony 124 a 142. Jedinci deklarovani ke klonu 117 nevykazuji
klonovou identitu.

Tab. 2: Ukazka zpracované genotypizace

Lokusy/ramety SF b4 NFF3 SF g6 SF 78 NFH15 NFF7

JDSS_117_1 175 189 133 139 106 106 168 218 102 118 145 153
JDSS_117_2 167 187 131 133 108 108 230 240 112 116 153 157
JDSS_117_3 167 187 131 133 108 108 230 240 112 116 153 157
JDSS_124_1 149 169 133 137 104 108 168 188 110 122 153 157
JDSS_124_2 149 169 133 137 104 108 168 188 110 122 153 157
JDSS_124_3 149 169 133 137 104 108 168 188 110 122 153 157
JDSS_142_1 163 163 133 135 100 100 182 240 102 110 123 145
JDSS_142_2 163 163 133 135 100 100 182 240 102 110 123 145
JDSS_142_3 163 163 133 135 100 100 182 240 102 110 123 145

Metodické postupy zjistovani genetickych charakteristik populaci a ovéfovani
identity klonti/ortetd pro semenné sady (popt. klonové archivy) budou slouzit pro
potteby statni spravy v oblasti lesniho a vodniho hospodatstvi (MZe, MZP) a koor-
dinétora Narodniho programu (UHUL), pti¢emz se predpokladd jejich promitnuti
do legislativnich predpisti a dota¢ni politiky CR.
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité, predevs§im diverzité a heterozygotnosti popula-
ci nebo porostil, je prinos celospolecensky. Soucasné dochazi i k napliovani cilti
Nérodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin - podpo-
rovat kvalitni genetické zdroje a ovéfovat jejich identitu metodou DNA markert.
Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéjsich a odolnéjsich
porostt, které budou zvysovat biologickou rozmanitost, lépe se prizptisobovat moz-
nym zménam klimatu, a tim pfispivat k ochrané zivotniho prostfedi. Pfi posuzovani
ekonomickych aspektii nelze opomenout, Ze ochrana biologické rozmanitosti pred-
stavuje také naplnéni ciléi aktualizované Statni politiky Zivotniho prosttedi Ceské
republiky 2012-2020 schvalené usnesenim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013 a Stra-
tegie ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky schvélené usnesenim vlddy
CR ¢&. 620 ze dne 25. kvétna 2005. Vedle celospolecenskych ptinost se dé realné
predpokladat i zvySeni trzeb z tézby dfeva u vlastniki lestt v podobé budoucich zvy-
$enych vynost jedlovych porostt zalozenych z kvalitniho reprodukéniho materialu.

Jedle bélokora je v nasich podminkach z hlediska svého hospodarského uplatnéni
méné rozdifeny druh dreviny, ktery sice zdsadnim zptisobem neovliviiuje ekono-
miku vétsiny lesnich majetk véech forem vlastnictvi, a tedy ani ekonomiku celého
lesniho hospodarstvi a navazujiciho dfevozpracujiciho primyslu (celého lesnicko-
-dfevarského sektoru), ale z hlediska dalsich aspekti lesnického hospodareni ma
oproti smrku ztepilému znacny potencial do budoucna v oblasti zvyseni stability,
vitality a diverzity lesnich porosta.

Pfi reprodukci porostit z kvalitnich genetickych zdrojt je vyssi zaruka, ze v dobé
mytni zralosti lesnich porostii bude dosazeno soucasné i vyssi objemové produkce
(z hlediska celkové hmotové produkce pred¢i jedle bélokora i smrk ztepily). Rozdil
porostnich zasob vztazenych k obmyti u jedlovych porosti nachazejicich se v sou-
¢asnych genovych zakladnach (GZ) oproti ostatnim jedlovym porostiim na tizemi
CR, zjistény na zékladé analyzy celostatnich informaci v datovém skladu, ¢ini v ob-
jemovém vyjadfeni cca 184 m*/ha a jednoznac¢né reprezentuje lepsi produkéni bazi
v genovych zakladnach.

Zlep$end genetickd produkéni baze zvySuje kvantitativni téZebni potencial a pti-
spiva tim ke zvy$eni ekonomické zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodarovani lest, coz je jeden z ciléi Narodniho lesnického pro-
gramu IT (2012).
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Vzhledem ke skute¢nosti, ze primérna cena surového difvi v CR, ktera reprezentu-
je cenu dfeva na pni, tj. cenu surového dfivi na odvoznim misté po odecteni tézeb-
nich nakladd, a kterd je kazdoro¢né zveiejnovana ve Véstniku MZe, odrazi zna¢nou
mérou i soucasnou dominantni pozici smrk na trhu se surovym diivim, nebylo
v pripadé kalkulaci u jedle bélokoré metodicky zcela odiivodnéné pouziti této pri-
mérné ceny surového drivi k ekonomickym vypoctim, protoze by doslo k nadhod-
noceni vysledku. Z tohoto divodu byla kalkulace ekonomického prinosu u jedle ze
zvy$eného objemu obchodovatelného diivi konstruovéna na zakladé:

a) dlouhodobé dosahovaného procentického podilu hlavnich sortimentd surové-
ho d¥ivi v dodévkach diivi v CR (pilarska kulatina, vlaknina, palivové dfivi),

b) soucdasnych cen surového dfivi (predevsim pilarské kulatiny),
¢) soucasnych primérnych celostatnich tézebnich nakladt na tézbu a priblizovani
dreva po odvozni misto.

Pfi dlouhodobé dosahovaném celostatnim primérném podilu sortimentd surové-
ho drivi v dodavkach jehli¢natého dfivi (pilafskd kulatina 59 %, vlaknina a ostatni
pramyslové diivi 32 % a palivového drivi 9 %) a pri cené surového dfivi za 2. ¢tvrt-
leti 2016 ve vysi 1 800 K¢/m?za pilatskou kulatinu III. tf. jakosti A/B (pozn.: vzhle-
dem ke skutecnosti, ze statni statistické zjistovani provddéné Ceskym statistickym
ufadem nesleduje samostatné ceny surového dfivi pro dfevinu jedle, byla cena
2 072 K¢/m?® smrkové pilaiské kulatiny stejné jakosti na zdkladé informaci z trhu
snizena o cca 300 K¢/m?), 825 K¢/m?® za diivi V. tt. jakosti pro vyrobu buni¢iny
a 789 K¢/m? za palivové diivi, ¢inf zvy$ené trzby z prodeje dieva u kvalitnéjsich
jedlovych porosti v GZ v dobé obmyti ¢astku 257 700 K¢é/ha. Tento hruby vynos
po odpoctu celkovych tézebnich nakladd ve vys$i 77 700 Ké/ha (primérné celo-
statni ndklady pritom ¢ini 423 K¢/m?) pak predstavuje zvyseny Cisty vynos ve vysi
180 000 K¢/ha. Tato ¢astka je tvofena predev§im zna¢nym rozdilem v objemu
porostnich zasob v GZ oproti celostatnimu préiméru porostnich zasob jedlovych
porostil a pfiznivymi cenami na trhu se surovym drivim. Vypocteny vysledny eko-
nomicky efekt (zvy$eny Cisty vynos) ze smyceného lesniho porostu v dobé obmyti
v§ak muzeme oznacit za pesimistickou variantu vypoctu.

P1i optimistické varianté vypoctu, pokud budeme vychazet z realné situace na radé
lesnich majetkd, kdy v zavislosti na kvalité téZebniho fondu Ize dosahnout i vyssich
podilii pilafské kulatiny v dodavkach surového dfivi nez je celostatni prameér, tj.
vice nez 60 %, a pfi sou¢asném pouziti té¢zebnich ndklad v misté a ¢ase obvyklych,
odpovidajicich niz§im nakladim vztazenym jen k tézbé mytné zralych jehlicnatych
porostd, by se vysledny ekonomicky efekt jesté vyraznéji projevil ve vy$$im hospo-
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darském vysledku (zisku) vlastnikd lesa. Dale, vy$si celkovd objemova produkce
porostil z kvalitnich genetickych zdrojii se neprojevi v ekonomice vlastnika lesa
pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vychovnych opatfeni v podobé zlepseni
(zvyseni) cash flows z provedenych probirek, coz rovnéz pozitivné ovlivni ekono-
mickou situaci vlastnikii lesa a pfispéje k podpore ekonomického pilite trvale udr-
zitelného hospodareni v lese.

Je nutno rovnéz pripomenout, Ze provedena kalkulace se zabyva pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Jen z divodu soucasné nezna-
losti fady potfebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypocta zarazeny také dalsi
dodate¢né ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametrt bu-
doucich porosti, které by se projevily napt. v lepsi sortimentaci téZzebniho fondu
a v nasledném vys$im zpenézeni surového dfivi.

Kalkulace ekonomického ptinosu (tzv. ,,genetického zisku“) byla provedena na za-
kladé nasledujicich informac¢nich zdrojt:

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkova, Hradec Kralové,
2016)

e Lesnictvi 2015, katalog produktd, dodavky jehli¢natého dfivi za obdobi 2006-
2015, tabulka ¢. 2.12, Cesky statisticky tfad, Praha, 2016

¢ Indexy cen v lesnictvi (surové dfivi) — 2. ¢tvrtleti 2016, primérné ceny surové-
ho dfivi pro tuzemsko za CR v roce 2016 (K&/m?), tabulka 4 - vlastnici, Cesky
statisticky urad, Praha, 2016

e Zprava o stavu lesa a lesniho hospodarstvi Ceské republiky v roce 2014, Minis-
terstvo zemédélstvi, Praha 2015, ISBN 978-80-7434-242-4

Ziskané vysledky vypocti byly také porovnany s vysledky ziskanymi jinymi meto-

dickymi postupy (napi. porovnanim hodnoty mytni vytéze) s vyuzitim téchto pod-

kladovych materialt:

e Vyhlaska ¢. 441/2013 Sb., k provedeni zdkona o ocefiovani majetku (ocenovaci
vyhlagka), ve znéni vyhlasky ¢. 199/2014 Sb.

. Cern)'r, M., Patez, J. - Malik, Z: Rustové a taxa¢ni tabulky hlavnich dfevin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub), IFER, 1996

e Vyhlageni praimérné ceny dfeva pro rok 2016 k vypoctu poplatku za odnéti les-
nich pozemk surového diivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 97, listopad 2015)
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Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s predpokladem pristrojového laboratorniho
vybaveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou pri-
mérné naklady 106,- K¢, ndklady u jednoho vzorku na PCR produkt a naslednou
fragmenta¢ni analyzu, coz predstavuje dle uvedenych optimalizovanych postupii
v jednom multiplexu analyzu soucasné 4 lokus, ¢ini 61,- K¢ v¢. DPH. V uvedené
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 (materialni i personal-
ni) pracovisté. Tedy cena analyzy 8 mikrosatelitovych lokust (ziskanych postupy
dvou multiplexti) pro jeden vzorek (strom) je 122,- K¢ véetné DPH plus naklady
na izolaci DNA, to je celkem 228,- K¢. Pii vyuziti sluZzeb komercnich laboratori
jsme pti prizkumu na tuzemském trhu zjistili vyhodné cenové nabidky od firmy
SEQme. Predpoklddana cena na analyzu jednoho vzorku je 242,- K¢ véetné DPH
a zahrnuje PCR amplifikaci a fragmenta¢ni analyzu jednoho multiplexu. Tato cena
je kalkulovana pfi vlastnim dodani vysoce kvalitni DNA a vypracovanych metodic-
kych postupti (nebude nutno dopracovavat jakékoliv optimalizace PCR). Na postu-
py optimalizace PCR komer¢ni firmy nevedou ceniky, napt. firma SEQme si tyto
prace uctuje hodinovou sazbou a to 1 500,-K¢ bez DPH/hod. Fragmenta¢ni analyza
pti dodani vlastnich PCR amplifikatii v desti¢ce vychdzi na 72,- K¢ pro jeden vzorek
(z 1 stromu 1 multiplex).

VI DEDIKACE

Metodika je vysledkem feSeni poskytnuté institucionalni podpory na dlouho-
doby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZe CR - Rozhodnuti & ROO0116
(¢j. 10462/2016-MZE-17011) z 20% a vysledkem feSeni vyzkumnych projekta
NAZV ¢. QJ1230334 2 50% a ¢. QJ1330240 z 30 %.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF SILVER FIR
USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

Abies alba Mill. is a coniferous species belonging to the family Pinaceae. It plays
a very important ecological role as a stabilizing element in the forest ecosystem.
Silver fir is a species native to the Czech Republic, where it grows in all marginal
and inland mountains. Over the past two centuries, however, trees of this species
have decreased in number. A catastrophic decline occurred as a consequence of
environmental stress factors and silvicultural preferences for other conifers, mostly
Norway spruce, in the second half of the 20th century. Diminishing silver fir brings
not only environmental losses but also economic losses, because fir is one of the
most productive European forestry species (MusiL, HAMERNIk 2007). In order
to reintroduce this species in larger proportions, it is important to acquire more
detailed knowledge about the dynamics of genetic diversity within and among
silver fir populations.

This methodology presents the use of DNA analyses by nuclear microsatellite
markers for genetic characterization and clonal identification of Abies alba Mill.
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 et al. 2006).

Microsatellite markers were used to describe genetic diversity and population
differentiation among several conifer species, e.g. Picea abies (SCOTTI et al. 2006),
Picea asperata (WANG et al. 2005), Pinus brutia and Pinus eldarica (Bucct et al.
1998), Pinus canariensis (NAVASCUES et al. 2006), Pinus halepensis, Pinus pinaster
(GOMEz et al. 2005), Pinus Strobus (MARQUARDTR et EPPERSON 2004), Abies
alba (VENDRAMIN et al. 1999; PArRDUCCI et al. 2001; HANSEN et al. 2005; CREMER
et al. 2006, 2012). Nuclear microsatellites are highly polymorphic, selectively
neutral and codominant markers that enable to differentiate homozygotes from
heterozygotes.

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 100 mg fresh needles
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or 20 mg lyophilized needles. 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 developed by HANSEN et al. (2005) and
CREMER et al. (2006). The important populations and the seed orchard of silver fir
were used to develop this methodology. Clear, reproducible PCR products were
produced for all eight microsatellite loci, so they proved suitable for finding genetic
parameters and verifying the clonal identity. The identified loci were verified as
highly polymorphic and could be used as markers for the next genetic analyses of
populations and for verifying the clonal identity of the silver fir.
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Priloha
Priklady vystupu genetickych charakteristik setfenych populaci jedle bélokoré

Tab. 3: Genetické charakteristiky vybranych jadernych mikrosatelitovych lokust ze 250
sledovanych vzorku jedle bélokoré

Velikost PCR produktl

Lokusy (bp) Na | H, H,

SF b4 147-191 19 1,87 0,92 0,79
NFH3 93-133 19 2,07 0,58 0,83
NFF3 107-143 13 1,57 0,81 0,76
SF g6 96-118 1 1,33 0,31 0,65
SF 78 153-260 48 2,63 0,85 0,90
SF 1 201-222 5 0,72 0,47 0,45
NFH15 82-132 17 2,03 0,84 0,83
NFF7 121-159 19 2,03 0,76 0,82

Na pocet rozdilnych alel v lokusech vSech sledovanych vzorkii jedle bélokoré

I Shannoniv informacni index - zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych lokusit

H, primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze véech sledovanych
vzorkl

H, primérné hodnoty ocekavané heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze vSech sledovanych
vzorkl

Tab. 4: Pocet rozdilnych alel u populaci jedle bé&lokoré v jednotlivych lokusech

Lokusy/Populace SFb4 NFH3 NFF3 SFg6 SF78 SF1 NFH15 NFF7
JDO1 6 10 5 6 17 3 11 9
JD02 7 13 9 4 17 3 13 14
JD03 11 13 9 6 25 3 12 14
JD04 11 10 6 8 18 3 9 11
JD05 12 14 8 6 16 3 1 14
JD06 12 13 7 6 23 3 1 13
JD0o7 1 9 6 4 19 3 12 11
JDO08 12 11 7 8 21 3 11 12
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Tab. 5: Pramérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované populace jedle bé-

lokoré
Populace/Charakteristiky JD01 JD02 JD03 JD04 JDO05 JD06 JDO07 JDO08
N 20 36 59 29 36 24 28
Na 8,38 10,00 11,63 10,50 11,00 9,38 10,63
| 1,63 1,63 1,74 1,84 191 181 1,85
Privat. alely 0,250 1,250 0,500 0,375 0,625 0,250 0,250 0,875
H, 0,68 0,74 069 069 066 0,71 0,72 0,65
H 0,73 0,72 0,73 0,77 0,77 0,78 0,76 0,76

e

N pocet analyzovanych stromii u sledovanych populaci

Na pramérny pocet rozdilnych alel u sledovanych populaci z 8 mikrosatelitovych lokustt

I Shannonuv informa¢ni index — zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych populaci

Privat. alely — pocet privétnich alel

H, primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro sledované populace

H_ primérné hodnoty ocekdvané heterozygotnosti pro sledované populace

Tab. 6: Hodnoty (F,) — vyjadfujici vzajemné genetické diferenciace mezi populacemi

JDO1 JD02 JDO03 JDO04 JD06 JD07 JDO8
JDO1 0
JD02 0,025 0
JD03 0,015 0,020 0
JD04 0,027 0,027 0,018 0
JD05 0,029 0,018 0,028 0,023
JDO6 0,019 0,024 0,016 0,016 0,019 0
JDO7 0,024 0,036 0,019 0,019 0,029 0,016 0
JD0O8 0,022 0,032 0,022 0,013 0,021 0,016 0,015 0
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Tab. 7: Neiovy miry vzajemnych genetickych vzdalenosti mezi populacemi

JDO01 JD02 JDO03 JD04 JDO5 JD0O6 JDO7 JDO8
JDO1 0
JD02 0,136 0
JD03 0,091 0,113 0
JD04 0,186 0,172 0,122 0
JDO5 0,180 0,112 0,192 0,171 0
JDO6 0,127 0,136 0,099 0,121 0,133 0
JDO7 0,164 0,232 0,122 0,142 0,202 0,123 0
Jbog 0,152 0,193 0,150 0,097 0,130 0,121 0,110 0

Obr. 1: Priklad PCR amplifikatd na gelovém nosici ziskanych s primery k lokusu SF b4
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Obr. 2: Priklad fragmentacni analyzy (zdznam z genetického analyzatoru, marker
NFF3)
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Obr. 3: Grafické znazornéni genetickych vzdalenosti sledovanych populaci jedle bélo-
koré
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