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Abstract

The aim of this methodology is to present the process of DNA isolation, the analysis
of molecular markers on a model example, the analysis of ISSR markers, the
evaluation and interpretation of molecular data. ISSRs were chosen as molecular
marker for their ability to detect genetic diversity, and as a method not requiring
prior knowledge of DNA sequences, and also a method easy to operate (ESSELMAN
et al. 1999). Unlike the previously widely used RAPD markers, ISSR markers are
reported as a well reproducible and repeatable technique (GourAo, OLIVEIRA
2001).
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I. CIL METODIKY

Cilem predklddané metodiky je v ucelené podobé predstavit cely postup izolace
DNA, analyzy molekuldrnich markerti na modelovém ptikladu ISSR, hodnoceni
a interperetace molekularnich dat. Metodou ISSR je mozno detekovat genetickou
diverzitu az na urovni vnitropopula¢ni. Jednd se o metodu velmi rychlou, nenaro¢-
nou na pristrojové vybaveni a potfebné finance. Metodu, ktera nevyzaduje pred-
chozi znalost sekvence DNA, a kterd vyZaduje jen malé mnozstvi templatu DNA
(ESSELMAN et al. 1999). Na rozdil od dfive hojné pouzivanych RAPD markert
poskytuji ISSR markery dobte reprodukovatelny a opakovatelny profil (GouLAd,
OLIVEIRA 2001).

II. VLASTNI POPIS METODIKY

II.1 UvOoD

Jilmy predstavuji skupinu dfevin rostoucich v mirném podnebném pasmu, cenénou
jednak jako zdroj dfeva vysoké kvality, ale také jako vyznamny krajinotvorny prvek.
Z divodu dobré snasenlivosti stresovych podminek prostredi, jako jsou znecisténé
ovzdusi, zasoleni ptid, sucho a zaplavy se jilm vyborné hodi do méstskych vysadeb
a diky bohaté kotrenové soustavé se fadi mezi meliora¢ni a zpevnujici dfeviny. Vy-
znam jilmi z hlediska zachovani genetické diverzity evropskych lesti je povazovan
za zcela primdrni, a proto se této problematice vénuji projekty mezinarodniho pro-
gramu EUFORGEN, zaméfené na zachranu genetickych zdroju evropskych jilmi
(http://www.euforgen.org).

Jilmy jsou v Ceské republice dfevinami ptivodnimi a v lesnich spole¢enstvech vzdy
predstavovaly vyznamnou slozku biocenologické rovnovahy. Od 30. let minulého
stoleti utrpély populace t¥i druht jilm@ rostoucich na tizemi Ceské republiky (Ul-
mus minor, Ulmus laevis, Ulmus glabra), z divodu ataku houbové choroby oznaco-
vané jako grafidza, zna¢né ztraty ve svém zastoupeni a pocetnosti. Obdobny trend
je patrny na celém evropském kontinentu, kdy doslo k fragmentaci populaci, sni-
zeni ¢etnosti vyskytu jilmu v prostfedi a vyraznému sniZeni genetické variability
(Cox et al. 2013).



Pokud uvazujeme o zachrané jilmu na naSem tzemi, pak zdsadni vyznam pro
prognoézu budouciho osudu zbytkovych populaci ma zjisténi stavajiciho rozsahu
genetické diverzity. Pravé genetickd diverzita podmiruje budouci schopnost druhu
reagovat na zmény prostiedi a poznani rozsahu genetické diverzity ma vyznam i pro
ucely uchovavani genetickych zdroja v in vitro genovych bankach ¢i v podminkach
ex situ. Ackoli se v posledni dob¢ pii urcovani genetické diverzity hlavnich lesnich
dfevin v celosvétovém i evropském métitku pozornost obratila k technikdm zaby-
vajicim se pfimou analyzou genomu (COLEMAN et al. 2000, WHITELEY et al. 2003,
POOLER, TowNSEND 2005), v Ceské republice byla genetickd diverzita ptivodniho
genofondu jilma dosud hodnocena bez pouziti DNA markert, pouze na zakladé
zjistovani variability izoenzym (IVANEK et al. 2005). Tato metodika se snazi pfinést
nové poznatky o irovni genetické diverzity v autochtonnich populacich jilmu s vy-
uzitim molekularné-biologického pfistupu a navazuje na predchdzejici metodiku
(CurnN et al. 2010), popisujici principy izolace DNA a analyzy molekuldrnich mar-
ker pomoci metod ISSR, SSR a AFLP analyzy (ZIETKIEWICS et al. 1994, Vos et al.
1995, GOODALL-COPESTAKE et al. 2004).

II.2 METODIKA IZOLACE DNA

Rostlinny materidl pouzivany pro izolaci DNA jilmu
o listy odebirané z rostlin z vybranych autochtonnich populaci

DNA je izolovana dle ptislusného protokolu z éerstvého nebo zamrazeného mate-
ridlu.



Tab. 1: Soubor analyzovanych vzork( — rostliny odebrané in situ

1. 3. 4, 5. 6.

M 44 5HL jilm habrolisty Lanzhot

M 50 7HL jilm habrolisty Lanzhot

M 1 10HL jilm habrolisty Lanzhot

M 6 13HL jilm habrolisty Lanzhot

M 9 15HL jilm habrolisty Lanzhot

M 23 2CS jilm habrolisty Ceské stredohofi

M 32 3CS jilm habrolisty Ceské stiedohofi

M 53 8CS jilm habrolisty Ceské sttedohofi

M 4 11CS jilm habrolisty Ceské stredohofi

M 14 18CS jilm habrolisty Ceské stredohofi

G 42 4LZ jilm horsky Luzické hory

G 49 5LZ jilm horsky Luzické hory

G 55 9LZ jilm horsky Luzické hory

G 2 110LZ jilm horsky Luzické hory

G 3 113LZ jilm horsky Luzické hory

G 21 1J jilm horsky Jeseniky

G 29 2J jilm horsky Jeseniky

G 48 5J jilm horsky Jeseniky

G 7 13J jilm horsky Jeseniky

G 11 15J jilm horsky Jeseniky

L 12 16BR jilm vaz Brezanské udoli

L 15 19BR jilm vaz Brfezanské udoli

L 31 3BR jilm vaz Brezanské udoli

L 37 4BR jilm vaz Bfezanské udoli

L 43 5BR jilm vaz Bfezanské udoli

L 22 1L jilm vaz Lanzhot

L 30 2L jilm vaz Lanzhot

L 36 3L jilm vaz Lanzhot

L 41 4L jilm vaz Lanzhot

L 52 7L jilm vaz Lanzhot

M 56 A002/1 jilm habrolisty TiSnov, PP Kvétnice
M 57 A002/2 jilm habrolisty TiSnov, PP Kvétnice
M 58 A002/3 jilm habrolisty TiSnov, PP Kvétnice
M 59 A002/4 jilm habrolisty TiSnov, PP Kvétnice
M 60 A002/5 jilm habrolisty TiSnov, PP Kvétnice




1. 3. 4. 5. 6.

M 62 A005/2 jilm habrolisty Pavlov, Dévin

M 63 A005/3 jilm habrolisty Pavlov, Dévin

M 64 A005/4 jilm habrolisty Pavlov, Dévin

M 65 A005/5 jilm habrolisty Pavlov, Dévin

M 66 A007/1 jilm habrolisty Prerovska hira

M 67 A007/2 jilm habrolisty PFerovska hira

M 68 A007/3 jilm habrolisty PFerovska hira

M 69 A007/4 jilm habrolisty PFerovska hira

M 70 A007/5 jilm habrolisty PFerovska hira

M 7 A008/1 jilm habrolisty Veltrubsky luh

M 72 A008/2 jilm habrolisty Veltrubsky luh

M 73 A008/3 jilm habrolisty Veltrubsky luh

M 75 A008/5 jilm habrolisty Veltrubsky luh

M 76 A010/1 jilm habrolisty Radouri

M 77 A010/2 jilm habrolisty Radoun

M 78 A010/3 jilm habrolisty Radoun

M 79 A010/4 jilm habrolisty Radoun

M 80 A010/5 jilm habrolisty Radoun

M 81 A011/1 jilm habrolisty Habfina

M 82 A011/2 jilm habrolisty Habfina

M 83 A011/3 jilm habrolisty Habfina

M 84 A011/4 jilm habrolisty Habfina

M 85 A011/5 jilm habrolisty Habfina

M 86 A012/1 jilm habrolisty Krsice, zarostla mez

M 87 A012/2 jilm habrolisty Krsice, zarostla mez

M 88 A012/3 jilm habrolisty Krsice, zarostla mez

M 89 A012/4 jilm habrolisty Krsice, zarostla mez

M 90 A012/5 jilm habrolisty Krsice, zarostla mez

M 91 A021/1 jilm habrolisty Bfezové u Litovle

M 92 A021/2 jilm habrolisty Bfezové u Litovle

M 93 A021/3 jilm habrolisty Bfezové u Litovle

M 94 A021/4 jilm habrolisty Bfezové u Litovle

M 95 A021/5 jilm habrolisty Bfezové u Litovle

M 96 A031/1 jilm habrolisty Hradec Kralové, PP Orlice
M 97 A031/4 jilm habrolisty Hradec Kralové, PP Orlice
M 98 A031/5 jilm habrolisty Hradec Kralové, PP Orlice
M 99 A031/6 jilm habrolisty Hradec Kralové, PP Orlice
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1. 3. 4. 5. 6.

M 100 A031/7 jilm habrolisty Hradec Kralové, PP Orlice
M 101 A037/1 jilm habrolisty Strnady

M 102 A037/2 jilm habrolisty Strnady

M 103 A037/3 jilm habrolisty Strnady

M 104 A037/4 jilm habrolisty Strnady

M 105 A037/5 jilm habrolisty Strnady

G 61 A005/1 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 106 B003/1 jilm horsky Sloup (Hfebenag), Mor. kras
G 107 B003/2 jilm horsky Sloup (Hfebenag), Mor. kras
G 108 B003/3 jilm horsky Sloup (Hfebenag), Mor. kras
G 109 B003/4 jilm horsky Sloup (Hfebenag), Mor. kras
G 110 B003/5 jilm horsky Sloup (Hfebenag), Mor. kras
G 11 B004/1 jilm horsky Cerveny Hradek, Jirkov

G 112 B004/2 jilm horsky Cerveny Hradek, Jirkov

G 113 B004/3 jilm horsky Cerveny Hradek, Jirkov

G 114 B004/4 jilm horsky Cerveny Hradek, Jirkov

G 115 B006/1 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 116 B006/2 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 117 B006/3 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 118 B006/4 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 119 B006/5 jilm horsky Pavlov, Dévin

G 120 B009/1 jilm horsky Radoun

G 121 B009/2 jilm horsky Radoun

G 122 B009/3 jilm horsky Radoun

G 123 B009/4 jilm horsky Radoun

G 124 B009/5 jilm horsky Radoun

G 125 B014/1 jilm horsky Vraz u Pisku

G 131 B014/3 jilm horsky Vraz u Pisku

G 132 B014/5 jilm horsky Vraz u Pisku

G 133 B014/6 jilm horsky Vraz u Pisku

G 134 B015/1 jilm horsky Dédkovo, Lhota u Olesnice
G 135 B015/2 jilm horsky Dédkovo, Lhota u Olesnice
G 136 B015/3 jilm horsky Dédkovo, Lhota u Olesnice
G 137 B015/4 jilm horsky Dédkovo, Lhota u Oles$nice
G 138 B015/5 jilm horsky Dédkovo, Lhota u OleSnice
G 139 B016/2 jilm horsky Kaplice

G 140 B016/4 jilm horsky Kaplice
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1. 3. 4. 5. 6.

G 141 B016/6 jilm horsky Kaplice

G 142 B016/7 jilm horsky Kaplice

G 143 B018/10 jilm horsky Kaplice

G 144 B018/11 jilm horsky Vy$$i Brod

G 145 B018/2 jilm horsky Vy$$i Brod

G 146 B018/7 jilm horsky Vys$$i Brod

G 147 B018/9 jilm horsky Vys$si Brod

G 148 B023/1 jilm horsky Dvorec¢ky u Kynsperka n. Ohfi
G 149 B023/2 jilm horsky Dvorec¢ky u Kynsperka n. Ohfi
G 150 B023/3 jilm horsky Dvorec¢ky u Kynsperka n. Ohfi
G 151 B023/4 jilm horsky Dvorecky u KynSperka n. Ohfi
G 152 B023/5 jilm horsky Dvorec¢ky u Kynsperka n. Ohfi
G 153 B024/1 jilm horsky Branka u Tachova

G 154 B024/2 jilm horsky Branka u Tachova

G 155 B024/3 jilm horsky Branka u Tachova

G 156 B024/4 jilm horsky Branka u Tachova

G 157 B024/5 jilm horsky Branka u Tachova

G 158 B026/1 jilm horsky Rajnochovice

G 159 B026/2 jilm horsky Rajnochovice

G 160 B026/3 jilm horsky Rajnochovice

G 161 B026/4 jilm horsky Rajnochovice

G 162 B026/5 jilm horsky Rajnochovice

G 163 B028/1 jilm horsky Pavlovice

G 164 B028/2 jilm horsky Pavlovice

G 165 B028/4 jilm horsky Pavlovice

G 166 B028/5 jilm horsky Pavlovice

G 167 B028/7 jilm horsky Pavlovice

G 168 B029/1 jilm horsky Jizersky Dul, S od Vilémova
G 169 B029/2 jilm horsky Jizersky Dul, S od Vilémova
G 170 B029/3 jilm horsky Jizersky Dul, S od Vilémova
G 171 B029/4 jilm horsky Jizersky Dul, S od Vilémova
G 172 B029/5 jilm horsky Jizersky Dul, S od Vilémova
G 173 B030/1 jilm horsky Vitkovice

G 174 B030/2 jilm horsky Vitkovice

G 175 B030/3 jilm horsky Vitkovice

G 176 B030/4 jilm horsky Vitkovice

G 177 B030/5 jilm horsky Vitkovice
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1. 3. 4. 5. 6.

G 178 B032/1 jilm horsky Andrliiv chlum u Usti nad Orlici
G 179 B032/2 jilm horsky Andrliiv chlum u Usti nad Orlici
G 180 B032/3 jilm horsky Andrliiv chlum u Usti nad Orlici
G 181 B032/4 jilm horsky Andrlav chlum u Usti nad Orlici
G 182 B032/5 jilm horsky Andrlav chlum u Usti nad Orlici
G 183 B038/1 jilm horsky Krkonose

G 184 B038/2 jilm horsky Krkonose

G 185 B038/3 jilm horsky Krkonose

G 186 B038/4 jilm horsky Krkonose

G 187 B038/5 jilm horsky Krkonose

G 214 C022/11 jilm horsky Tabor

G 215 C022/12 jilm horsky Téabor

G 216 C022/13 jilm horsky Tabor

G 217 C022/14 jilm horsky Tabor

G 218 C022/15 jilm horsky Tabor

G 250 P1 jilm horsky Pole, Kadov

G 251 P2 jilm horsky Pole, Kadov

G 252 P3 jilm horsky Pole, Kadov

G 253 P4 jilm horsky Pole, Kadov

G 254 P5 jilm horsky Pole, Kadov

G 255 VR1C jilm horsky Vrbenské rybniky

G 256 VR2C jilm horsky Vrbenskeé rybniky

G 257 VR3S jilm horsky Vrbenské rybniky

G 258 VR4S jilm horsky Vrbenskeé rybniky

G 259 VR5S jilm horsky Vrbenské rybniky

G 260 ZELIVB jilm horsky Zeliv

L 188 BES1C jilm vaz Béstvina

L 189 BES2C jilm vaz Béstvina

L 190 BES3C jilm vaz Béstvina

L 191 BES4C jilm vaz Béstvina

L 192 BES5C jilm vaz Béstvina

L 74 A008/4 jilm vaz Veltrubsky luh

L 126 B014/10 jilm vaz Vraz u Pisku

L 127 B014/11 jilm vaz Vraz u Pisku
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1. 3. 4. 5. 6.

L 128 B014/12 jilm vaz Vraz u Pisku

L 129 B014/13 jilm vaz Vraz u Pisku

L 130 B014/14 jilm vaz Vraz u Pisku

L 193 C001/1 jilm vaz Habfina

L 194 C001/2 jilm vaz Habfina

L 195 C001/3 jilm vaz Habfina

L 196 C001/4 jilm vaz Habfina

L 197 C001/5 jilm vaz Habfina

L 198 C013/1 jilm vaz Cimelice, les J PP Kopagovska
L 199 C013/2 jilm vaz Cimelice, les J PP Kopagovska
L 200 C013/3 jilm vaz Cimelice, les J PP Kopagovska
L 201 C013/4 jilm vaz Cimelice, les J PP Kopadovska
L 202 C013/5 jilm vaz Cimelice, les J PP Kopadovska
L 203 C019/1 jilm vaz Frymburk

L 204 C019/2 jilm vaz Frymburk

L 205 C019/3 jilm vaz Frymburk

L 206 C019/4 jilm vaz Frymburk

L 207 C019/5 jilm vaz Frymburk

L 208 C020/1 jilm vaz Bfezové u Litovle

L 209 C020/2 jilm vaz Bfezové u Litovle

L 210 C020/3 jilm vaz Bfezové u Litovle

L 21 C020/4 jilm vaz Bfezové u Litovle

L 212 C020/5 jilm vaz Bfezové u Litovle

L 213 C022/1 jilm vaz Zlutice

L 219 C022/2 jilm vaz Zlutice

L 220 C022/3 jilm vaz Zlutice

L 221 C022/4 jilm vaz Zlutice

L 222 C033/1 jilm vaz Slatifiany

L 223 C033/4 jilm vaz Slatinany

L 224 C033/6 jilm vaz Slatinany

L 225 C033/7 jilm vaz Slatinany

L 226 C033/8 jilm vaz Slatinany

L 227 C034/1 jilm vaz Tremos$nice, PP Na Oblrce

L 228 C034/2 jilm vaz Tremos$nice, PP Na Oblrce

L 229 C034/3 jilm vaz Tremosnice, PP Na Oburce

L 230 C034/4 jilm vaz Tremos$nice, PP Na Oblrce

L 231 C034/9 jilm vaz Tremos$nice, PP Na Oblrce
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1. 2. 3. 4. 5. 6.
M 51 TIF jilm habrolisty Vrbenské rybniky
M 54 9lIF jilm habrolisty Vrbenské rybniky
M 5 121IF jilm habrolisty Vrbenské rybniky
M 8 141IF jilm habrolisty Vrbenské rybniky
M 13 161IF jilm habrolisty Vrbenskeé rybniky
G 24 21A jilm horsky Prestovice

G 33 3IA jilm horsky Prestovice

G 38 41A jilm horsky Prestovice

G 45 51A jilm horsky Prestovice

G 10 151A jilm horsky Prestovice

G 16 11D jilm horsky Volynka

G 25 2ID jilm horsky Volynka

G 34 31D jilm horsky Volynka

G 39 41D jilm horsky Volynka

G 46 51D jilm horsky Volynka

L 17 1B jilm vaz Nerestsky lom

L 18 111B jilm vaz Nerestsky lom

L 26 211B jilm vaz Nerestsky lom

L 19 11c jilm vaz Drachovskeé tané
L 27 pillle; jilm vaz Drachovské tiiné
L 35 K1ll[e; jilm vaz Drachovské tiiné
L 40 411IC jilm vaz Drachovské tiiné
L 47 51lIC jilm vaz Drachovské tiiné
L 20 111D jilm vaz Volynka

L 28 211D jilm vaz Volynka

cv 247 MIN cv MN, USA

cv 248 (o) f\j/(/’?:;e‘i".?rp inifolia kultivar, Prahonice
cv 249 02 ,,UJZIZ;Z‘?JZIIiigeagitIII‘iS:Ta kultivar, Prihonice
1. kéd taxonu (G: jilm horsky, Ulmus glabra; M: jilm habrolisty, Uimus minor; L: jilm vaz, Ulmus laevis);
2. barevny kéd (shodny s barevnym oznacenim v PCO a NJ analyzéach);

3. Cislo vzorku

4. kéd vzorku ze souboru in situ analyzovanych stromu;

5. taxon;

6. lokalita sbéru

populace HL, CS, LZ, J, BR a L pfedstavuji pilotni populace;
cv — péstované genotypy, v analyzach pouZité jako outgroup

15



Metody izolace DNA jilmu

DNA je izolovana z materidlu Cerstvého ¢i zamrazeného. O vytéZnosti, Cistoté
a moznostech pouziti takto ziskané DNA se zminujeme v zavéru této kapitoly. DNA
je mozno izolovat mikroextrakénimi metodami (komer¢né dostupnymi kity) nebo
pomoci standardnich metod izolace DNA.

Izolace DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)

Metoda je zalozena na principu purifikace DNA pomoci specidlnich mikrokolon -
na prvni koloné dochazi k zachyceni proteini, polysacharidi, detergentu a dalsich
necistot, na druhé koloné dochdzi k zachyceni DNA a jejimu naslednému vymyti
elu¢nim roztokem.

Rostlinné pletivo miizeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouzivame tekuty
dusik, rozdrtime rostlinné pletivo homogenizatorkem pfimo v mikrocentrifugac-
ni zkumavce. Maximalni mnozZstvi rostlinného pletiva, které muzeme pouzit, je
100 mg.

Obr. 1: Lokalizace analyzovanych populaci jilmu
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10.

. Khomogenizovanému vzorku ptidame 400 ul pufru AP1 pfedehratého na 65 °C

a4 ul RNazy A (100 mg/ml). Dikladné protfepeme na vortexu. Smés inkubu-
jeme 10 min. pti 65 °C, béhem inkubace mikrocentrifuga¢ni zkumavku 2-3x
prevratime.

Pridame 130 pl pufru AP2, promichdme a inkubujeme 5 min. na ledu. Centri-
fugujeme 5 min. pti 14000 rpm.

Lyzat preneseme do QIAshredder kolonek a centrifugujeme 2 min. pti
14000 rpm. Pti pipetovani lyzatu do kolonek je nutné odstfihnout $picku pi-
pety. Pres filtr projde do sbérné nadobky i mala ¢ast mrtvych bunéénych pletiv
a srazenin, ktera zde vytvori pelet.

Supernatant pfeneseme do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek. Vétsinou
ziskdme 450 pl supernatantu. Je-li ho méné, pfepoc¢teme mnozstvi roztoki pti-
déavanych v dalsich krocich.

Pridame pufr AP3 (s pfidanym ethanolem) v mnozstvi 1,5ndsobku objemu su-
pernatantu a promichame pomoci pipety. Pi.: 450 ul supernatantu + 675 pl puf-
ru AP3.

650 pl smési z kroku 5 (v¢etné srazenin) pfeneseme do DNeasy kolonek, centri-
fugujeme 1 min. pti 8000 rpm a odstranime prefiltrovanou frakci.

Opakujeme krok 6 se zbyvajicim vzorkem, odstranime prefiltrovanou frakci
i centrifuga¢n{ zkumavky.

DNeasy kolonky umistime do novych centrifugaénich zkumavek a ptridame
500 pl pufru AW. Centrifugujeme 1 min. pfi 8000 rpm a odstranime prefiltrova-
nou frakci.

Ptidame 500 pl pufru AW do DNeasy kolonky, centrifugujeme 2 min. pfi
14000 rpm az do vysuSeni membrany v kolonce, odstranime prefiltrovanou
frakci i centrifuga¢ni zkumavky. DNeasy kolonky opatrné vyndame z centri-
fugac¢nich zkumavek, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku etanolem obsazenym
ve filtratu.

DNeasy kolonky pieneseme do 1,5ml (2ml) mikrocentrifuga¢nich zkumavek
a priddme 100 pl pufru AE (zahtatého na 65 °C) pfimo na membrany kolonek,
inkubujeme pfi pokojové teploté 5 min. Centrifugujeme 1 min. pfi 8000 rpm.
Eluci m@izeme zopakovat (do nové mikrocentrifuga¢ni zkumavky).

Chemikdlie:

roztoky a kolony jsou soucasti kitu

kapalny dusik

ethanol (isty, 96 % ethanol nedenaturovany)
$upinkovy led
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Pristroje:

centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci vodni 14-
zen nebo trepaci dry-blok, termostat, analytické vahy

Izolace DNA pomoci CTAB za soucasného pridani PVPP (polyvinylpo-
lypyrrolidon)

10.

Ptipravime si roztok 2x CTAB a 1% 2-merkaptoethanolu, kdy na jeden vzorek
pocitame 500 pl roztoku. Pripraveny roztok dame predehrat na 65 °C.
Rostlinné pletivo miizeme rozdrtit v tekutém dusiku. Pokud nepouzivime te-
kuty dusik, vlozime rostlinné pletivo, ze kterého chceme DNA izolovat (cca
100 mg), do sterilnich 1,5 ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek a drceni usnad-
nime ptidanim sterilniho kfemicitého pisku.

Ke kazdému vzorku pridame 500 pl pfedehratého pufru a cca 50 mg PVPP (po-
lyvinylpolypyrrolidon), pletivo rozdrtime a promichame s pufrem. Nechame
45 min. inkubovat pti 65 °C. Béhem inkubace kazdych cca 15 min. lehce promi-
chame.

Pridame 500 pl smési chloroformu-IAA a 10 min. protfepavame. Centrifuguje-
me 5 min. maximalni rychlosti pfi pokojové teploté.

Do novych mikrocentrifuga¢nich zkumavek prepipetujeme vodnou fazi. Pfi-
dame 2/3 objemu isopropanolu (ptiblizné 250 ul) a 2-3x lehce promichdme.
Vlozime na 30 min. do mrazaku (-20 °C). V tomto bodé muizeme praci prerusit
ponechanim vzorkd v mrazaku po dobu az 12 hod. Izolace pokracuje centri-
fugaci vzorkt 5 min. pfi 4 °C maximalni rychlosti. DNA by se méla zachytit
na dné mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Odstranime supernatant. Pelet ususime.
Ptidame 300 ul 1x TE a nechdme 30-60 min. inkubovat pti 37 °C.

Pfidame 20 pl 3M octanu sodného a 600 ul ledového (z mrazéku) absolutniho
ethanolu. 2-3x lehce promichame. Vzorky vlozime do mrazéku (-20 °C) mini-
malné na 20 min., maximélné na 12 hodin (vétsi vytéznost DNA).

Vzorky vyndame z mrazaku a 10 min. centrifugujeme maximalni rychlosti pti
4 °C. DNA by méla vytvorit viditelny pelet na dné mikrocentrifugaéni zku-
mavky. Odstranime supernatant (pipetujeme 2x). Nechdme dobte ususit.
Pridame 400 pl ledového 70% ethanolu a 2-3x lehce promichame. Centrifugu-
jeme 2 min. maximalni rychlosti pti teploté 4 °C. Okamzité odstranime vechen
supernatant. Vzorky nechame dobte ususit (cca 10 min).

Podle mnozstvi peletu (DNA) pridame 20-200 ul 1x TE pufru nebo sterilni
vody.
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Pro dokonalé precisténi mizeme zopakovat postup od bodu 5.
Ptidame 1 pl Rnazy A a nechame 30 min. inkubovat ve 37 °C.

Chemikalie:

e kapalny dusik

e cthanol (¢isty, 96% ethanol nedenaturovany)

e Supinkovy led

e 2x CTAB extrakéni pufr (2% CTAB, 100 mM Tris-HCI, pH=8,0, 50 mM EDTA,
1,4 M NacCl, 2% 2-merkaptoetanol)

e 2-merkaptoethanol

e PVPP (polyvinylpolypyrrolidon)

e chloroform-IAA (24:1)

e 1x TE pufr sterilni

e 3 M octan sodny, pH=5,2

e isopropanol

e 70% ethanol

e Rnaza A 2 mg/ml

Pristroje:

e chlazena centrifuga, sada automatickych pipet, homogenizatory, vortex, tfepaci
vodni lazen nebo tfepaci dry-blok, termostat, analytické vahy, pH metr, mrazak,
digestor

II.3 METODIKA ANALYZY DNA MARKERU

ISSR (inter single sequence repeat)

Technika ISSR markert je modifikaci techniky SSR markert (ZIETKIEWICS et al.
1994, KANTETY et al. 1995). Tato technika je zaloZena na pouziti PCR amplifikace
s ndhodné ukotvenym mikrosatelitovym motivem. Na rozdil od techniky SSR neni
pri ISSR nutna zadnd predchozi znalost sekvence. HANTULA et al. (1996), CHAR-
TERS et al. (1996) a ZIETKIEWICS et al. (1994) povazuji tuto metodu v porovnani
s metodou RAPD za presnéjsi a opakovatelnéjsi. Metoda ISSR markert zaroven po-
skytuje vétsi polymorfismus. ISSR markery jsou dominantni, ackoli néktefi autori
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udavaji i jejich kodominantni charakter (FISCHER et al. 1996). ISSR markery u jilmu
pouzival napf. GOODALL-COPESTAKE et al. (2004).

Protokol ISSR analyzy vychazi z metodiky PREVOST, WILKINSON (1999) upravené
na pracovisti Biotechnologického centra ZF JU NovAKOVA et al. (2013).

PCR reakce probiha v objemu 10 pl, v 1x reakénim pufru (75 mM Tris-HCI, pH=8,8,
20mM (NH,),SO,, 0,01% Tween 20, 2,5 mM MgCl , 200 uM dNTPs), 10 pM prime-
ru (Qiagen), 1,25 U Taq Purple DNA polymerazy (PPP Master Mix, Top-Bio, CZ)
a 50 ng templatové DNA.

Schéma pipetovani - systém PPP MM Top-Bio:
e 5 ul Plain PP Master Mix s MgCl2

e 1ulDNA

e 0,25 ul UBC primer

e 0,2pulBSA

e 3,55ul dH,0 (voda do objemu 10 pl)

Amplifikace probiha na Bioer XP Cycler pti nasledujicim teplotnim profilu:
e pocitecni denaturace 2 min. 95°C

e 40 cykla: 20s 93°C
60s 48 °C *resp. prislusnd T
20s 72°C

e konecna elongace 6min 72°C

e stop - 04 °C

PCR produkty se rozdéluji na 2% agarézovém gelu v 1x TBE pufru. Jako marker
se pouzivd 100 bp DNA ladder (NEB) a DNA fragmenty se vizualizuji barvenim
pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem. ISSR profily se zaznamenavaji pomoci
Canon Imaging System.

Tab. 2: Sekvence primerd pouzivanych pro ISSR analyzu

Primer Sekvence ‘5—3’ Teplota nasedani
UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 48 °C
UBC 845 CTC TCT CTC TCT CTC TRG 56 °C
UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 55 °C
UBC 880 GGA GAG GAG AGG AGA 51°C
UBC 825 ACA CAC ACACACACACT 52 °C
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Profily ISSR marker® se vyhodnocuji pomoci specializovaného software (Ul-
traQuant) a primdrni data se dale statisticky zpracovavaji (MVSP, DARwin).

Chemikalie:

e Plain PP Master Mix s MgCl, (Top-Bio)

e BSA 10 mg/ml (NEB)

e templatovdi DNA

e primery

e dH,0 (PCR dH,O, nebo Millipore dH,0)

Pristroje:
e PCR thermocykler, centrifuga, sada automatickych pipet, mrazak

II.4 METODIKA ELEKTROFOREZY DNA

Klasickou metodou, univerzalné pouzivanou k rozdéleni makromolekul, je elek-
troforéza. V elektrickém poli se makromolekuly s nenulovym elektrickym nabo-
jem pohybuji k jedné z elektrod v zavislosti na své relativni molekulové hmotnosti,
celkovém naboji a tvaru. DNA je kyselina, obsahuje zaporné nabité fosfatové sku-
piny. V elektrickém poli se pohybuji fragmenty DNA od zaporné elektrody smé-
rem ke kladné. K déleni fragmentt DNA se uziva nejcastéji agarozovy gel uloZe-
ny horizontalné. Fragmenty o stejné délce v gelu postupuji stejné rychle a vytvori
prouzek. DNA je na gelu vizualizovana pomoci specifického barveni ethidium bro-
midem (EtBr). Tato latka patfi mezi interkala¢ni barviva. Vaze se uvniti dvousrou-
bovice a po ozafeni ultrafialovym svétlem (UV) oranzové fluoreskuje. Vzhledem
k tomu, Ze ethidium bromid je karcinogen, jsou gely po vyfotografovani skladovany
ve zvlastni odpadni nadobé.

Elektroforéza v agarozovém gelu

Priprava gelu:

1. Agaréza se smichd s vodou a pufrem v pfislusném poméru v Sirokohrdlé Er-
lenmayerové barice a rozvafi se v mikrovinné troubé (2+1 min. na max vykon,
nesmi zpénit); agardza musi byt dokonale rozpusténa, béhem rozvareni je nutné
s Erlenmayerovou barikou nékolikrat zamichat.
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2. Roztok agardzy je tfeba zchladit na cca 55 °C, prida se odpovidajici mnozstvi
ethidium bromidu (tab. 3), dikladné promicha a nalije se do pfipravené vanic-
ky, ve které je umistén hfebinek; nalévaci vanicka musi byt dokonale vyrovnana
do vodorovné polohy. Agardzu je nutné nalévat opatrné a plynule, bez tvorby
bublin, pfipadné bubliny je zapottebi eliminovat.

3. Agar6zovy gel se necha 30-60 min. ztuhnout.

4. Ztuhly gel je umistén do elektroforetické vany a pod hladinu pufru jsou do jamek
vkladany vzorky.

Nanaseni vzorka:

Vana elektroforetické jednotky se naplni dostate¢nym mnozstvim pracovniho roz-
toku 1x koncentrovaného pufru TBE pufru (2 mm nad droven gelu). K celému ob-
jemu PCR reakce (25 pl) se prida 4 pl nanaseciho pufru (LB), promicha se $pic¢kou
a nanese pod hladinu elektroforetického pufru do jamek. Alternativné je mozné
nanést vzorky na gel a poté opatrné vlozit gel i se vzorky pod hladinu elektrofore-
tického pufru.

Nanaseci pufr - LB:

e 0,25 % bromfenolové modri, 40 % (w/v) glycerolu nebo sacharozy ve vodé

e 0,025g bromfenolové modti, 4g sachardzy - rozmichat do 10 ml vody, pufr se
rozpipetuje do mikrocentrifuga¢nich zkumavek a uchovava v lednici

Piiprava zdsobnich roztoka TBE pufru (5x TBE):

e 54¢g Tris (Trizma base), 27,5g kyseliny borité a 20ml 0,5M roztoku EDTA
o pH = 8 do celkového objemu 1L

Slozeni gelu:

Tab. 3: Slozeni 2% agarézového gelu v TBE pufru

Elektroforéza 2% agarézovy gel [pufr 5x TBE]

objem gelu mnoz. agarozy mnoz. vody mnoz. pufru TBE mnoz. Et. Br.

[mi] [g] [mI] [ml] [ul]
50 1 40 10 5
100 2 80 20 8
150 3 120 30 8-10
200 4 160 40 12-13
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Roztok ethidium bromidu - EtBr:
e 10mg ethidium bromidu se rozpusti v 1 ml destilované vody (pracovat s rous-
kou v digestori)

Marker — DNA ladder:
e 100 bp DNA ladder (NEB) - 2 pl markeru, 6 pl vody, 2 ul LB se promicha a na-
nese na gel

Podminky separace:
e 40V po dobu 20 min. a poté 80 V po dobu cca 2,5 hod

Vizualizace DNA:
e gelje polozen na UV transiluminator a pod UV svétlem je zaznamenano/vyfo-
tografovano spektrum markert

Chemikalie:

e agardza (v kvalité pro elektroforézu DNA)
e zasobni roztok TBE pufru

o roztok ethidium bromidu

e LB pufr

e DNA marker

e PCR reakce

Pristroje:

e mikrovlnnd trouba, sada automatickych pipet, jednotka horizontdlni elektro-
forézy se zdrojem
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II.5 METODIKA ANALYZY MOLEKULARNICH DAT

Digitdlni obrazova analyza a statistické zpracovani dat

Pro tcely komplexniho hodnoceni molekuldrnich markert je vhodné vyuzit stati-
stického zpracovani dat. Metoda digitalni analyzy pak predstavuje prostfedek pro
primdrni zpracovani elektroforeogramt a zaznamendni pozice pruht na gelu.

Na zakladé takto zjisténych a korelovanych pruht na gelu je mozné sestavit matice
pritomnosti/neptitomnosti pruhu v dané zoné a provést statistické hodnoceni (vy-
pocet frekvence alel, vypocet koeficientt genetické identity, vypocty genetickych
vzdélenosti ¢i podobnosti, clusterova /UPGMA - unweighted pair group method
averages/ a ordina¢ni /PCO - Principal Coordinates Analysis/ analyza a sestave-
ni dendrogrami a ordina¢nich diagramti). Pro tyto ucely je vyuzivan program
DARwin 5.0.158 (CIRAD) a MVSP (Kovach Comp. Serv.) (z dtivodu moznosti vy-
poctu genetické distance dle Nei-Li metriky koeficientti podobnosti).

Pro tcely hodnoceni genetické struktury populaci je provadéna analyza v progra-
mu Structure.

DARwin

Dissimilarity Analysis and Representation for Windows
V.5.0.158

CIRAD

http://darwin.cirad.fr

MYVSP - Multi-Variate Statistical Package
Version 3 for Windows

Kovach Computing Services
http://www.kovcomp.co.uk/mvsp

Structure Software
Pritchard Lab, Stanford University
V.2.3.4.

http://pritchardlab.stanford.edu/structure_software/release_versions/v2.3.4/html/
structure.html
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III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkldadand , Metodika hodnoceni genetické diverzity autochtonnich populaci jil-
mu na zékladé analyzy molekuldrnich markert“ dopliuje a aktualizuje informace
publikované v metodice z roku 2010 (Metodika analyzy molekuldrnich markerti
u jilmu, Ulmus L.). Metodika nabizi komplexni vyhodnoceni pouzitelnosti moleku-
larni analyzy, které zatim neni dostupné ani v zahrani¢nich védeckych publikacich.
Ukolem metodiky je déle nastinit vyhody vyuziti molekularniho markeru pro se-
lekei pozadovanych genotypil, kdy ve srovnani s morfologickymi ¢i biochemicky-
mi markery predstavuji molekuldrni markery kvalitativné novy ptistup, ktery ma
na jedné strané obrovsky potencidl vyuziti, na strané druhé pak ma i své limity.
Redlnd interpretace molekuldrnich dat pak vyzaduje volbu vhodnych a optimalizo-
vanych postupu.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika analyzy molekularnich markert u jilmu uvadi optimalizované postupy
pro izolaci DNA, analyzu molekularnich markerti a hodnoceni genetické diverzi-
ty populaci jilmu. Soucasti metodiky jsou i ukazky vysledka molekuldrnich analyz
a statistického zpracovani dat.

Pomoci metodiky lze provadét rutinni analyzy DNA markert u jilmu. Vystupem
analyzy je pak spektrum markert (amplifikovanych fragmentti DNA) pouzitelné
pro charakterizaci jednotlivych genotypt a populaci a identifikaci taxont. Mo-
lekularni markery nejsou dosud standardné pro tyto ucely pouzivany, mohou byt
ale vhodnym doplinkem morfologické a cytologické analyzy. Uzivatelé metodiky
mohou byt organy statni spravy, vlastnici lesa, spravy NP, chranénych krajinnych
oblasti, vyzkumna a $lechtitelskd pracovi$té, ktera mohou s vyhodou vyuzit zna-
losti o genetické strukture populaci lesnich drfevin, ziskanych na zakladé analyzy
molekularnich markerd.

V metodice jsou uvedeny modelové postupy analyzy DNA markert a ptiklady
vystupl — rozsah genetické variability, podobnost ¢i geneticka diverzita populaci.
Pro ucely transferu osiva, managementu ptirodnich populaci a ochrany genetické
diverzity je nutné na zakladé predlozeného metodického postupu vyhodnotit gene-
tickou diverzitu prislusnych populaci.
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Metodika bude uplatnéna prostfednictvim biotechnologické firmy Fubatech s. r. 0.,
se kterou byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Pti posuzovani vztahu nakladii a oé¢ekdvaného hospodarského zisku je treba vé-
novat pozornost i neekonomickym pifinosim, jejichz vycisleni v penézich je vel-
mi obtizné. Hlavnimi celospole¢enskymi prinosy je zachovani genetickych zdroja
a podpora biodiverzity. Pfi posuzovani ekonomickych aspektti nelze opomenout,
ze ochrana biologické rozmanitosti na urovni stanovist je jednim ze zakladnich
cili Statni politiky Zivotniho prostedi CR schvilené usnesenim vlady & 235 ze dne
17. brezna 2004.

Ekonomicky pfinos metodiky mimo jiné spociva v zabranéni pouziti nevhodného
sadebniho materialu pro reintrodukci jilma. Pouziti nevhodné provenience pfi vy-
sadbé muze vést k citelnym ekonomickym ztratam, napt. pii 10-15% zastoupeni
jilmu pti zalesnéni 1 ha a cené jedné sazenice (kontejnerovany poloodrostek cca
50,- K&/1ks) lze ztratu vy¢islit na 22 500,- K¢&. Castka je kalkulovana bez cen za do-
pravu a realizaci vysadby a ochranu. Tato ¢astka je v pfepoctu vys$si nez kalkulovana
cena na genetické analyzy.

Néklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice predpokladaji porizeni nej-
nutnéj$iho investi¢niho a neinvesti¢niho vybaveni pro provoz laboratore a prove-
deni tikonit a postuptt uvadénych v metodice v celkové minimalni vysi 675 tis. K¢.
Dal$i naklady pak predstavuji naklady na chemikélie a na zdkladé dlouhodobych
kalkulaci ¢ini jednotkova cena za analyzu jednoho vzorku 320 K¢ u ISSR (provedeni
4 analyz = 4 analyzované lokusy). V uvedeném ptikladu kalkulace nékladii nejsou
uvedeny doplikové naklady, naklady na vzdélavani a vyskoleni personalu labora-
tofe, naklady na vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situace a vybavenosti
(materialni i personalni) pracovi$té. Z uvedené kalkulace je patrné, ze jako vhod-
néj$i postup se jevi analyza markerti ve specializovanych laboratorich, kde Ize sdilet
naklady na potizeni investic, vychovu a vzdélavani pracovnikd, sluzby.

V soucasné dob¢ je zalozena databaze vzorku populaci véech tfi druhd jilmd, po-
kryvajici celou CR. Tato skute¢nost vyznamné snizi naklady pro ptipadné porov-
navaci analyzy sadebniho materialu a uspora v konkrétnim pripadé mtize ¢init az
50%.
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VI. DEDIKACE

Metodika byla vypracovana jako vystup projektu NAZV QI92A247 ,Charakteriza-
ce genetické struktury autochtonnich populaci jilmt pomoci DNA analyz, zachra-
na genofondu a reprodukce in vitro®
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IX. PRIKLADY VYSTUPU ANALYZY
MOLEKULARNICH MARKERU

Obr. 2: ISSR analyza pomoci primeru UBC 880

Vysledek ISSR analyzy dokumentuje vhodné pouZiti molekuldrni analyzy pro verifika-
ci spravnosti taxonomické determinace jilmu. Spektra ISSR markerii typickd pro jilm
vaz maji vzorky JV8 - JV27. Naopak vzorky JV1-]JV7 vykazuji profil ISSR markerii,
ktery neni typicky pro druh jilm vaz. Vzhledem k ptitomnosti amplikonii, které se
nevyskytuji ani u jilmu horského (napt. JV1 - amplikon o velikosti cca 330 bp, JV4
amplikony o velikosti cca 280 bp, 330 bp, 900 bp) je mozné predpoklidat hybridni
charakter téchto ,,spornych® polozek (obr. 2).
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Obr. 3: Znazornéni rozsahu genetické variability u vzorkd z pilotnich pfirodnich
populaci (Neighbor-Joining analyza ISSR markert)

Vysledek ISSR analyzy (obr. 3) dokumentuje znacny rozsah vnitropopulacni genetické
variability u ptirodnich populaci, je patrné i jasné odliseni jednotlivych populaci. Ten-
to fakt je diileZity zejména s ohledem na vymezeni tizemi, které zasahuje autochtonni
populace a je vyznamny pro transfer osiva/sadby (ochrana a spravny management
prirodnich populaci, zabrdnéni genetické erozi téchto populaci).
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4 a)
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4b)

Obr. 4 a, b: Odliseni tfech analyzovanych taxonu na zakladé analyzy molekular-
nich markert u pilotnich populaci

Na zdkladé analyzy ISSR markerii 6 pilotnich populaci (PCO (4 a) a Neighbor-Joining
analyza (4 b), radial tree) je mozné jasné vymezit i tii analyzované taxony. Je patrné
vyrazné odliseni analyzovanych populaci a i pfes znacny rozsah vnitropopulacni vari-
ability nedochdzi k prekryvu populaci.
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5c)

Obr. 5 a, b, c: Porovnani rozsahu genetické variability celého analyzovaného sou-
boru vzorkd

a) vysledky PCO analyzy ISSR markert

b) vysledky Neighbor-Joining analyzy ISSR marker( (horizontal tree)

c) vysledky Neighbor-Joining analyzy ISSR markeru (radial tree)

Na obr. 5 a b, ¢ je pak demonstrovdn vysledek analyzy celého souboru analyzovanych
vzorkii. V pfipadé faktoridlni (PCO) analyzy i Neighbor-Joining je opét patrné jasné
rozdéleni taxonii do 3 skupin. Vzhledem k velkému poctu vzorkii a v nékterych pfi-
padech ne vZdy morfologicky jasné charakteristice odebiranych rostlin dochdzi k pre-
kryvu nebo nejasnému postaveni individudlnich rostlin. Pfikladem miiZe byt polozka
C020/1 - strom z lesniho lemu v lokalité Biezové u Litovle, kde byl zaznamendn vyskyt
vSech tii taxonil a morfologické charakteristiky fady stromii nebyly zcela jednoznac-
né. V pripadé N-J analyzy je tento vzorek zatazen do kladogramu na okraj skupiny
U. laevis. V ptipadé PCO analyzy je ptifazen do blizkosti klastru U. minor. Obdobné
nejasné je postaveni vzorkii z lokality Vrbenské rybniky, kde se vyskytoval spolecné
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U. glabra a U. minor a fada jedincit morfologicky vykazovala hybridni znaky. I pies
tyto parcidlni odchylky ziistdvd vymezeni zdkladnich taxonii zfetelné. Prekryv mezi
populacemi v rdmci taxonii je zpiisoben velkym rozsahem vzorkii a niZ$im poctem
analyzovanych markerii (primerii), nicméné pti detailnéjsim studiu je patrné vyme-
zovdni jedincii z jednotlivych populaci do shlukii odpovidajicich témto populacim.

6 a)
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6b)

Obr. 6 a, b: Porovnani taxonomickych a molekularnich dat a vyuziti vysledkd mo-
lekularni analyzy pro revizi taxonomického zafazeni analyzovanych
polozek

a) vysledky Neighbor-Joining analyzy ISSR marker(i na zakladé pfedbézné taxo-

nomické determinace

b) vysledky ziskané po komparativni analyze molekularnich a taxonomickych dat

a provedené revizi taxonomického zafazeni analyzovanych polozek

Na obr. 6 a, b je dokumentovdno vyuZiti molekuldrni analyzy pro verifikaci taxono-
mické determinace problematickych vzorkii. Obr. 6 a ukazuje vysledky pted provede-
nou revizi a na obr. 6 b jsou findlni vysledky po provedené revizi taxonomické a mo-
lekuldrni. Je patrné, Ze vzorky A005/1, A008/4, B014/10-14, C022/11-15 a VRI-2C
byly nesprdavné determinoviny pti sbéru a tento nedostatek byl odstranén po provede-
né molekuldrni analyze. Tento postup ale vyzaduje vyuZiti ovéfenych markert schop-
nych odlisit jednotlivé taxony a taxonomickou revizi poloZek.
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7 a)

7b)

Obr. 7 a, b: Vystup z programu Structure a vyhodnoceni genetické struktury ana-
lyzovanych populaci jilmu

Vysledky po analyze genetické struktury v programu Structure (obr. 7 a, b) podpo-
ruji predchozi vystupy a ukazuji jednoznacné rozliSeni tfech analyzovanych taxoni.
Nejvyssi variabilita byla zaznamendna v populacich jilmu horského a rovnéZ v téchto
populacich byla zaznamendna i nejvyssi variabilita z pohledu struktury genomu -
zejména v populacich, kde je nebo byl zaznamendn vyskyt vice taxonii (Zeliv, Pole,
Rajnochovice, Kaplice, Pfestovice, Radour).
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METHODOLOGY FOR EVALUATION OF GENETIC
DIVERSITY OF ELM AUTOCHTHONOUS
POPULATIONS BASED ON THE MOLECULAR
MARKERS ANALYSIS

Summary

Elms are a group of tree species native in the temperate zone, treasured as a source
of high quality wood but also highly valued as an important element of garden/
urban and landscape architecture. Elms (Ulmus minor, U. glabra and U. laevis)
belong in the Czech Republic to native tree species and in forest communities have
always represented a significant component biocenologial stability. From the 1930s,
the elm population of all three species suffered due to an attack of fungal disease
known as Dutch elm disease (DED) significant losses in their occurrence and
abundance. A similar trend is evident throughout the European continent, result in
the fragmentation of populations, reducing the frequency of elm in the environment
and significant reduction of genetic variability (Cox et al. 2013). The importance
of elms in maintaining genetic diversity of European forests is absolutely crucial,
and therefore international EUFORGEN projects are focused on conservation and
managing of elm genetic resources (http://www.euforgen.org; COLLIN et al. 2004).
For prediction the future development of elm residual populations and realization
their rescue it is necessary to determine genetic diversity of autochthonous elm
populations. The reason is that the development of the natural population depends
on the diversity of the genomes of individuals that created this population. Genetic
diversity in forest tree, and elms as well, was studied by analysis of isoenzymes
(IVANEK et al. 2005), or more precisely by DNA approach (WIEGREFE et al. 1993;
WHITELEY et al. 2003; Cox et al. 2012).

The aim of this methodology was to present the process of DNA isolation, the
analysis of molecular markers on a model example, the analysis of ISSR markers,
the evaluation and interpretation of molecular data. ISSRs were chosen as molecular
marker for their ability to detect genetic diversity, and as a method not requiring
prior knowledge of DNA sequences, and also a method easy to operate (ESSELMAN
et al. 1999). Unlike the previously widely used RAPD markers, ISSR markers are
reported as a well reproducible and repeatable technique (GouLAo, OLIVEIRA
2001).
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