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USE OF MICROSATELLITE MARKERS
FOR EVALUATING GENETIC DIVERSITY
OF NORWAY SPRUCE

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for genetic characterization and clonal identification of Picea
abies (L.) Karsten. 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. Twelve selected variable
microsatellite markers were proved suitable for finding the genetic parameters of
Norway spruce stands and seven high polymorphic nuclear microsatellite markers
were selected for verifying the clonal identity. Knowledge based on DNA analyses
regarding the variability of genetic resources will contribute to the quality of the
reproduction material and the creation of optimal species composition in forests.
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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

Yy

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim rozsifeného spektra
jadernych mikrosatelitovych lokusti pro zhodnoceni Grovné genetické diverzity
a posouzeni rozdilt genetickych struktur u vyznamnych porostt a populaci smrku
ztepilého za ti¢elem zachovani stability lesnich ekosystémi. A déle predstavit objek-
tivni postupy ovérovani deklarované identity klont s pomoci vysoce polymorfnich
mikrosatelitovych markerti.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karsten) zarazeny do ¢eledi Pinacea je z hlediska hos-
podarského vyuziti nejvyznamnéj$im druhem jehli¢naté dfeviny stfedni a severni
Evropy. V prvni poloviné 19. stoleti se svym rychlym riistem a hlavné technickymi
prednostmi dfeva stal hlavni hospodarskou dfevinou, kterd ovladla nas drevarsky
trh (SvoBopa 1953). V poslednich desetiletich bylo lesnickym zdmérem omezit
smrkové porosty a dosahnout vyvazené proporce mezi listnatymi a jehli¢natymi
dfevinami za tGcelem zachovani druhové vyvazenych zdravych lesnich porostiL.
Vlivem dramatickych klimatickych zmén poslednich let prfedeviim z nedostatku
vlahy naopak zac¢alo dochdzet k hromadnému napadani suchem oslabeného smrku
lykozroutem smrkovym a predev$im na tizemi Moravy vznikaji kalamitni holiny.
Smrk ztepily je dfevina velkych rozmért, s relativné mélkou povrchovou kotfeno-
vou soustavou, zna¢né ndro¢na na ptidni vlhkost a vyzaduje i vy$si relativni vlhkost
vzduchu. Citlivéjsi je k vysokym teplotam a na znecisténi ovzdusi. Nedostatek vlahy
je limitujicim faktorem jeho dobrého rtstu (URADNICEK et al. 2009). Pro zachovéni
genovych zdroji lesnich porostd, musi probihat v dostate¢né mife pfirozena rege-
nerace, kterd souvisi s adaptaénim potencidlem pivodnich stromt (NowAKOWSKA
et al. 2014). Obecné se predpokldda, ze populace vyznacujici se nizkou genetic-
kou rozmanitosti, by mohly byt podstatné citlivéjsi na zmény Zivotniho prostie-
di, napadeni chorobami a $kidci (MAGHULY et al. 2006). Genetickd rozmanitost
a biodiverzita populaci lesnich drevin je zasadni podminkou pro pfizpiisobeni se
zménam klimatu (HAMPE et PETIT 2005; NEALE et al. 2011) a zajisténi stability



lesnich ekosystémi (WHITHAM et al. 2006; NOWAKOWSKA et al. 2014). Znalosti za-
loZené na analyze DNA, pokud jde o ovéieni variability genetickych zdroju, ptispéji
ke kvalité reprodukéniho materidlu. U smrku ztepilého bylo jiz provedeno mnoho
genetickych studii pomoci izoenzyma (GEBUREK 1999; KONNERT 2009) a analyz
jadernych, mitochondridlnich a chloroplastovych DNA markerti (PFEIFFER et al.
1997; VENDRAMIN et al. 2000; SCHUBERT et al. 2001; BozHKoO et al. 2003; MAGHULY
et al. 2008; TOLLEFSRUD et al. 2009; UNGER et al. 2011; CvJETKOVIC et al. 2017).

Ucelem zde zpracovavanych metodickych postupit bylo pro ovéfovani genetické
rozmanitosti smrku ztepilého vybrat vhodné jaderné mikrosatelity, nuclear simple
sequence repeats (nSSR) markery. Mikrosatelitové markery se $iroce vyuzivaji pro
hodnoceni genetické diverzity populaci lesnich drevin. Mikrosatelity jsou slozené
z mnohokrat se opakujicich kratkych motivii nukleotidt zpravidla 2-4 baze dlou-
hych a jejich polymorfismus je dan zejména rozdilem v poctu opakovani zaklad-
niho motivu nukleotidd. Pro hodnocenti jejich délky musime ziskat miliony jejich
kopii pomoci polymerazové retézové reakce (PCR). PCR probiha s primery, které
jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem a jeji
postupy je nutné zoptimalizovat, abychom ziskavali jednozna¢né a reprodukova-
telné amplifikaty. Velikosti alel sledovanych lokusu se statisticky zpracovavaji pro
ziskani genetickych charakteristik Setfenych populaci smrku ztepilého. Mikrosate-
litové markery pro studium genetické struktury a diverzity smrkovych porostu jiz
uplatnila fada autord (ScotTI et al. 2000, 2006; RUNGIS et al. 2004; MELONI et al.
2007; TOLLEFSRUD et al. 2009; FLucH et al. 2011; UNGER et al. 2011; NOWAKOWSKA
et al. 2014; CvJETKOVIC et al. 2017; VERBYLAITE et al. 2017). Vyuziti polymorf-
nich mikrosatelitovych markert je vyznamné i pro ovétovani deklarované klonové
identity zdroji reprodukéniho materidlu napfiklad v semennych sadech, klono-
vych archivech atd. Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho
materiadlu umoziuje objektivni kontrolou potvrdit nebo vyvratit klonovou identitu
ramet. Aplikace novych kontrolnich metod klonové identity zdroji reprodukéniho
materialu by méla statni spravé vytvorit predpoklady pro formulaci dota¢ni politiky
v oblasti podpory zachovani a reprodukce genofondu lesnich dfevin.



2 Metodické postupy

a Odbér vzorkil a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsi obdobi pro odbér rostlinného materidlu je jaro nebo pocatek léta,
kdy lze odebirat pupeny ¢i mladé jehlice. Starsi jehlice 1ze také pouzit, ale z divodu
vys$siho obsahu fenolickych latek a polysacharachidi se snizuje kvalita i kvantita
vyizolované DNA, coz mtiZze zkomplikovat priibéh navazujici PCR pro ziskani jed-
noznacnych a reprodukovatelnych amplifikovanych lokust. Pfi zpracovani vétsiho
poctu vzorku je 1épe odebirat mladé jehlice, zpracovani pupent je ¢asové naroc-
néjsi. Pfi manipulaci se vzorky je nutnd evidencni kontrola, aby nedoslo k zdmé-
né mezi vzorky. Vzorky se tedy pfi odbéru oznaci, ulozi do mikroténového sacku
a udrzuji se pti nizké teploté (chladové tasky s namrazenymi destickami) a co nej-
rychleji se prepravi ke zpracovani v laboratofi. Vzhledem k naslednym analyzam
je dilezité vzorky drzet stale pfi nizké teploté. DNA lze izolovat okamzité z takto
Cerstvé odebranych vzorkd. V pripadé, Ze izolace DNA neni provedena ihned po
prijeti vzork je nutné vzorky po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani,
nasttihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i mozZnosti
jak uchovat vzorky je jejich vysuseni za pomoci lyofilizatoru a poté je vzduchotésné
uzavtit v nadobach (Ize pouzit plastové falkonky, scintila¢ni lahvicky s dobre tésni-
cim uzévérem). Takto zpracovany (lyofilizovany) material je snadnéji zpracovatelny
pfinasledném tfeni vzorkd, odpadd nutnost drzet homogenizované vzorky na ledu.
Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se nejlépe osvéd¢ila metoda vyuzivajici soupravu
DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-Start
Protocol). Pred zahéjenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol ke koncent-
ratim pufrd AW1 a AW2. Inkubaéni lazen se neché nahfivat na 65 °C. V pripadé
vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahfeji pro odstranéni téchto
srazenin.

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

1. Maximalni mnozstvi vychoziho cerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pfi-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navazeny rostlinny
material v tfecich miskach. Utfeny material se pfenese do 1,5ml mikrocentri-
fugac¢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-



10.

11.

12.

ché inkubovat 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichévat
2-3x prevracenim zkumavek.

Prida se 130 ml pufru P3, kratce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5
minut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pii rychlosti 14 000 rpm.

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

Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky s ode¢tenim ziskaného objemu. Davame pozor, abychom nenabrali pti-
padny pelet.

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

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.

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

Pridame dalsich 500 ml pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pti rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

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

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

Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eludtu.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, digitalni suchd lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikrozku-
mavky (- 20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a ptislu$né (sterilni)
$picky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5 ml s vi¢ky, susicka nebo sterilizator

U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/pl a ¢istotu (na zakladé poméru
absorbanci pri 260 nm a 280 nm) pfistrojem Nanophotometer (Implen). Koncen-
trace DNA se pohybovaly v rozmezi 10-50 ng/ul z mladych jehlic, z pupent dosa-
hovaly hodnot i nad 300 ng/pul. Hodnoty optimalni ¢istoty by se mély pohybovat
v rozmezi 1,7-1,9, niz8i nebo vys$si hodnoty indikuji pfitomnost dalsich latek (pro-
teint, fenolickych latek). Kvalita DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR
amplifikatt. Optimdlni hodnoty DNA koncentrace dosahuji 30-50 ng/ul. Vzorky
DNA s vyssi koncentraci je pro optimalni pribéh PCR vhodné natedit.

b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) -
jaderné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markert bylo pro ziskani
genetickych charakteristik vybrano 12 dostate¢né polymorfnich jadernych mikro-
satelitovych lokust PAAC23, PAAC19 z publikace ScortTI et al. (2000), EATC1B02
z publikace ScorT1 et al. (2002), SpAGD,, SpAGG, SpAGC, SpAG, z publikace
MELNIKOVA et al. (2012), WS00716.F13, WS0022. B15, WS0073.H08, WS00111.
K13 a WS0023.B03 z publikace RUNGIs et al. (2004), viz Tab. 1. Kromé markeru
EATC1B02 s tfinukleotidovu repetici maji ostatni markery charakter dvounukleo-
tidovych motivi.. Markery PAAC23, PAAC19, EATC1B02, WS00716.F13, WS0022.
B15, WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 byly odvozeny z kdédujici oblasti
jaderného genomu (expressed sequence tags — simple sequence repeats). Pro zis-
kani amplifika¢nich produktii téchto lokusti byly optimalizovany reakéni smési
a teplotni cykly polymerazové fetézové reakce (PCR) a vypracovany protokoly.
PCR s vybranymi 12 markery byly sestaveny do ¢tyf multiplextl. Reak¢ni smési je
nutné pripravovat na ledu nebo chladové desti¢ce, DNA polymerazu davame do
smési nakonec pfimo z mraziciho boxu.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primer(

) . - Velikost PCR
Lokusy Sekvence primer( (5°-3") produktdl (bp)
PAAC23 F: TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG 266-314
R: CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC
PAAC19 F: ATGGGCTCAAGGATGAATG 141-207
R: AACTCCAAACGATTGATTTCC
SpAGD, F: GTCAACCAACTT F: GTCAACCAACTTGTAAAGCCA 115-172
R: ACTTGTTTGGCATTTTCCC
F: GCTCTTCACGTGTACTTGATC
SPAG, R: TTCGAAGATCCTCCAAGATAC 89-121
F: TACCATTCAACGCAAGGG
SPAGC, R: GTGTATGGTTTTCTTTTCGCA 82-164
F: CTCCAACATTCCCATGTAGC
SPAGG, R: AGCATGTTGTCCCATATAGACC 104-148

F- TGGCATGAGATTTATGTGGTT
EATC1B02 R GTGTGCCACTCAACCTCAC 194-218

WS00716.F13 F: TCAAGTAATGGACAAACGATACA

R: TTTCCAATAGAATGGTGGATTT 180-288

WS0022.B15 F: TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG 166—214
R: TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA

WS0073.H08 F: TGCTCTCTTATTCGGGCTTC 182-216
R: AAGAACAAGGCTTCCCAATG

WS00111.K13 F: GACTGAAGATGCCGATATGC 209-271
R: GGCCATATCATCTCAAAATAAAGAA

WS0023.B03 F:AGCAGCTGGGGTCAAAGTT 162—236

R: AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG

Protokoly PCR:

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primert a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

PAACI19 F - 2 uM (6FAM), PAACI9R - 2 uM
SPAGD, F - 2 uM (PET), SPAGD R - 2 uM
PAAC23 F - 4 uM (6FAM), PAAC23 R - 4 uM
EATC1B02 F - 4 uM (PET), EATC1B02 R - 4 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8.0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
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pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle po¢tu analyzova-
nych vzorki (napf. pro objem 100 ul napipetujeme ze zasobniho roztoku primert
PAACI9 F - 2 ul, PAAC19 R - 2 yl, SPAGD, F - 2 yl, SPAGD, R - 2 ul, PAAC23
F - 4 pl, PAAC23 R - 4 pl, EATC1B02 F - 4 pl, EATC1B02 R - 4 pl a doplnime
76 ul TE pufru).

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8.0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku
ptipravime z 10 pl 1M Tris — HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma - Aldrich) do 10 ml.

Optimalizovany protokol PCR s polymerdzou Platinum® Taq DNA Polymerase (In-
vitrogen 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 pl

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM 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 Tag, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCL,
jsou doddny vyrobcem spole¢né s polymerazou)

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocate¢ni denaturace
37 x opakovat od 2. do 4. kroku
. 94 °C 45 sec Denaturace

3. 57 °C 45 sec Annealing

72°C 45 sec Elongace
1x
5. 72°C 20 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatt
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Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a piiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

SpAGC,F - 2 uM (VIC), SpAGC,R - 2 uM
SpAGG,F - 2 uM (6FAM), SpAGG,R -2 uM

Provedeme natedéni primert dle prikladu multiplexu 1.

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymerase (In-
vitrogen by Life Technologies) s reakéni smési v celkovém objemu 15 ul na 1 vzorek

Reaké&ni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 pl

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,1 pl
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl
H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,775 pl

Pfidat 1 ul templatové DNA

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

Teplotni rezim PCR
Krok  Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocate¢ni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku

. 94 °C 45 sec Denaturace
3. 58 °C 40 sec Annealing
4. 72°C 45 sec Elongace

1x

5. 72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikattl
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Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

WS00716.F13 F - 2 uM (VIC), WS00716.F13 R - 2 uM
WS0022.B15 F - 2 uM (NED), WS0022.B15 R - 2 uM

Provedeme naredéni primert dle pfikladu multiplexu 1.

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek s vyuzitim Type-it®
Microsatellite PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
H,O RNase - free 5ul
Qiagen Multiplex 7,5 ul
Primers Mix 1,5 ul

PFidat 1 pl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 15 min Pocatecni denaturace
26 x opakovat od 2. do 4. kroku
2. 94 °C 30 sec Denaturace
3. 53 °C 90 sec Annealing
4. 72°C 30 sec Elongace
1x
5. 60 °C 30 min Finalni elongace
6. 4°C  Ulozna teplota Chlazeni amplifikatt

Uvedené chemikalie kromé primert jsou soucasti komeréniho kitu Type-it® Micro-
satellite PCR Kit.
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Multiplex 4 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a piiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

WS0073.HO8 F - 2 uM (6FAM), WS0073.HO8 R - 2 uM
WS00111.K13 F - 2 uM (VIC), WS00111.K13 R - 2 uM
WS0023.B03 F - 2 uM (NED), WS0023.B03 R - 2 uM
SPAG, F - 1 uM (NED), SPAG, R - 1 uM

Provedeme natedéni primert dle ptikladu multiplexu 1.

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek s vyuzitim Type-it®
Microsatellite PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
H,O RNase — free 5l
Qiagen Multiplex 7,5 ul
Primers Mix 1,5 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 15 min Pocatec¢ni denaturace
26 x opakovat od 2. do 4. kroku
2. 94 °C 30 sec Denaturace
3. 55°C 90 sec Annealing
72°C 30 sec Elongace
1x
5. 60 °C 30 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikatt

Uvedené chemikalie kromé primert jsou soucasti komeréniho kitu Type-it® Micro-
satellite PCR Kit.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a prislusné (sterilni) $picky, mikrozkumavky (stripy, desticky
PCR 0,2 ml s vickem), box chladici na PCR mikrozkumavky, chladici desti¢ka, cen-
trifuga, teplotni cyklova¢

c Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbéiné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktd se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
DNA se pouzivéd fluorescenéni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed se pridava do zahtatého agaré-
zového roztoku v poméru 1 : 10 000. Po ztuhnuti gelu se prilije do vany pro elektro-
forézu 0,5 x TBE pulfr 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 porovnani velikosti ziskanych amplifikat se do vybraného slotu nanese smés:
1 wl 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 fragmenty DNA ke kladné elektrodg, je-
jich migrac¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potiebna doba trvani elektroforézy je kolem 30 minut pfi napéti 60 V a dalsich
120-150 minut pti napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji pod
UV zafenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici
projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislu§né (sterilni) Spicky, mikrovlnna trouba, vortex,
horizontalni elektroforéza se zdrojem, dokumentaéni 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 produkt

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentt 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 oznatenymi primery (pro
uvedeny typ analyzitoru na 5 konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET). PCR
amplifikaty po 1 pl se nanasi do 96 jamkovych desticek pro sekvendtory a pred
fragmentacni analyzou jsou denaturovany. Ke kazdému vzorku se prida krétce pro-
michand (pomoci vortexu) smés Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Bio-
system) 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 minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentd
DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany vzo-
rek je do kapildry napliovan automaticky. Detekce fragmentovanych aseku je za-
lozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych primerii po excitaci
laserovym zarenim. Pfistroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluores-
cenci, to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit najednou vice markert,
coz je z ¢asovych i finan¢nich diivodu velmi vyhodné. Pro jejich spravnou identi-
fikaci po probéhlé analyze je nutné jejich kombinaci sestavit z hlediska velikosti
jejich alel a fluorescen¢niho zabarveni primert.

Dvanéct vybranych lokust 1ze seskupit pro fragmenta¢ni analyzu do 2 béht. Pro
prvni béh se skupina sklada z PCR produktti multiplext 1 a 3 (amplifikované loku-
sy PAAC19, PAAC23, SpAGD , EATC1B02, WS00716.F13, WS0022.B15) jednotli-
vych rostlinnych vzorki, kdy se od kazdého multiplexu napipetuje po 1 pl, objem
smési formamidu a velikostniho standardu se snizi na 10 yl, aby se pro jamku za-
choval celkovy objem 12 yl, a provede se popsanym zptusobem denaturace. V dru-
hém béhu probiha zaroven fragmenta¢ni analyza PCR produktii 2. a 4. multiplexu
(amplifikované lokusy WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03, SpAG, SpAGG,
SpAGC)) a ptiprava probiha stejné jako pro vzorky u prvniho béhu.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktti se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikost-
niho standardu, jenz je priddvan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku a na
jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragment.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

sada pipet a prislusné $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, geneticky ana-
lyzator

e Zpracovani molekularnich dat

Smrk ztepily ma diploidni sadu chromozomii. U sledovaného lokusu ziskame pro
kazdého jedince dvé shodné alely v ptipadé homozygota nebo v ptipadé hetero-
zygota dvé rtizné hodnoty alel. Pro ziskani genetickych charakteristik se velikosti
alel zhodnocenych lokust pro sledované populace statisticky zpracovavaji (napt. za
vyuziti statistickych programt GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CER-
VUS (KaLiNowskKlI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, RoOUSSET 1995; Rou-
SSET 2008), STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007;
Husisz et al. 2009). Pro kontrolu velikosti ode¢tenych hodnot mikrosatelitovych
lokusti véetné ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouZit software Micro-Chec-
ker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Na zéakladé ziskanych genetickych charakteristik Ize u populaci hodnotit a porov-
névat uroven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, genetické di-
ferenciace mezi populacemi, o¢ekdvané a pozorované heterozygotnosti, odchylky
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, odvozeni popula¢nich struktur apod. Jedna
z nejvyznamnéjsich genetickych charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdale-
nosti mezi populacemi, které 1ze vypocitat na zdkladé Neiovy standardni genetické
vzdélenosti (NEI 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedinct (ramet) prislusnych klontl. Vysledkem je zpracovana genotypizace
— prehled hodnot alel zvolenych lokusii pro Setfené klony. Pfislusnost jedince ke
klonu je deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych loku-
st. V ptipadé pouziti vysoce polymorfnich markert lze pocet sledovanych mar-
kert sniZit a tim snizit i naklady na analyzy. Néktefi autofi (napf. SCHUELER et al.
2003; Lacrs et al. 2009, 2011) uvadéji ve svych pracech vyuziti jen tfi az sedmi
vysoce polymorfnich markert. V ptipadé zde uvedenych markert pro smrk ztepi-
ly je dostacujici pro identifikaci totoznych jedincti vybrat 7 vysoce polymorfnich
SSR markerti (PAAC19, SpAGD, SpAGC, SpAGG, WS00716.F13, WS00111.K13,
WS0023.B03).
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost postupti pro ovéfovani trovné genetické diverzity vybranych porostt nebo
populaci smrku ztepilého se nachazi ve vyuziti $ir§tho spektra odzkousenych poly-
morfnich jadernych mikrosatelitovych markertd (PAAC23, PAAC19, EATC1B02,
SpAGD,, SpAGG, SpAGC, SpAG,, WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.H08,
WS00111.K13, WS0023.B03) a v pripadé identifikace deklarovanych klond ve
vyuziti vybranych 7 lokust (PAAC19, SpAGD, SpAGC, SpAGG, WS00716.F13,
WS00111.K13, WS0023.B03) s vysokou mirou polymorfismu pro sniZeni nakla-
dt analyz. Uvedené metodické postupy pro ovérovani klonové identity (genetické
totoznosti) roubovanci ve stavajicich semennych sadech by mély byt také vyuzi-
ty pfi naplhovani dota¢niho titulu pro nové uzniavané semenné sady. Vystupem
analyz je zpracovana multilokusova genotypizace, coz predstavuje databazi veli-
kosti alel hodnocenych lokusti k pfislusnym klontim. Objektivni genetické hod-
noceni spociva v ptimé analyze DNA jedincii s vyuzitim polymorfnich jadernych
mikrosatelitovych lokusd, jejichz velikosti jsou s presnosti jednotek bazi zazname-
navany na genetickém analyzatoru Applied Biosystems. Metodika byla vyvijena na
vybranych porostech genové zakladny GZ 102 Trekov - Serligsky kotel — Vrchmezi
a byly k nim pfidany i autochtonni smrkové porosty Z CHKO Jeseniky a porost
ptivodem z Krusnych hor. I kdy? se jednéd o porosty pouze z izemi CR s vysokou
mirou toku gend, pti vybéru 12 vysoce polymorfnich lokust byly zji$tény genetické
rozdily ve strukturovani sledovanych porostti na zakladé analyzy Structure. Gene-
tické hodnoceni bylo provedeno zpocatku s 15 mikrosatelitovymi markery a 3 jsme
z divodu niz$ich hodnot polymorfismu z hodnoceni u téchto porostt vyloudi-
li (WS0092A.19, EATC1E03, EATC1G02). Osm zafazenych markerti (PAAC23,
PAACI19, EATCI1B02, WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13,
WS0023.B03) bylo vyvinuto z oblasti kodujicich sekvenci DNA (expressed sequen-
ce tags - EST), coz je pro popula¢ni genetiku lesnich dfevin pfinosné i z hlediska
ziskévani poznatkd o variabilité realizovanych vlastnosti, které mohou napt. sou-
viset s informacemi o proménlivosti adaptivnich znakil (ScoTTI et al. 2000). Pro
ziskani jednoznaénych a reprodukovatelnych velikosti amplifikovanych lokusi byly
optimalizovany postupy polymerazové retézové reakce (PCR) a optimalizace pro-
bihaly i z hlediska seskupeni analyzovanych lokustt do multiplexti, coz predstavu-
je ekonomické i ¢asové tspory pti zpracovani velkého poctu vzorkt. Amplifikace
vybranych 12 lokust byly sestaveny do ¢tyf multiplexti a fragmentaéni analyzy na
genetickém analyzatoru do dvou béh.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika byla optimalizovana za Gi¢elem ziskdni genetickych parametrt pro ovéfo-
vani urovné genetické diverzity u smrkovych porostil a pro ovéfovani deklarované
identity klont.

Znalosti o genetické struktufe porostil predstavuji zasadni informaci pro opatfe-
ni sméfujici k zachovani biodiverzity lesnich ekosystému. Na zakladé stanoveni
urovné genetické diverzity lze predpovédét dalsi vyvoj populaci. Ziskané poznatky
o urovni genetické diverzity, diferenciaci, heterozygotnosti a dalsich genetickych
charakteristik u zdrojovych porostt reprodukéntho materidlu jsou také velmi da-
lezité z hlediska prevazujici umélé obnovy lesa. Informace o genetickych charakte-
ristikach porostti mohou byt vyuzity jako podklady pro rozhodovaci fizeni, strate-
gické planovani a legislativni ¢innost statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce
genofondu lesnich dfevin a nakldddni s reprodukénim materidlem.

Dalsi mozné vyuziti ziskanych poznatkd pti aplikaci predkladané metodiky je pfi
vyhlasovani nebo revizi genovych zakladen a dale v rdmci uznavani zdroji repro-
dukéniho materialu a jejich zafazovani do Narodniho programu ochrany a repro-
dukce genofondu lesnich dfevin véetné zarazovani vzorku z téchto zdroji do Na-
rodni banky osiva a explantatt lesnich dfevin, kdy lze pfedev§im na zédkladé miry
genetické diverzity rozhodnout, které populace (porosty) je mozné zaradit jako cen-
né zdroje. Poznatky o diverzité populaci také napomahaji plnit cile Statni politiky
zivotniho prostiedi a mezindrodni zavazky CR pti ochrané biologické rozmanitosti.
Dal$i vyznamné uplatnéni metodiky na zakladé polymorfnich mikrosatelitovych
markert je pro ovérovani klonové identity napriklad v semennych sadech, klono-
vych archivech atd. Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho
materialu umoznuje objektivni kontrolou potvrdit nebo vyvratit klonovou identitu
ramet. Metodické postupy ovéfovani identity klonti/ortetii pro semenné sady (popt-
klonové archivy) budou slouZit pro potieby statni spravy a koordinatora Narodniho
programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin (UHUL) pro aplikaci
novych kontrolnich metod a dotaé¢ni politiky CR.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Byly zvoleny mikrosatelitové markery s vysokou mirou polymorfismu, které byly
odzkou$eny u autochtonnich porosti z Orlickych hor, Jesenik(i a Kru$nych hor.
V ptiloze jsou uvedeny priklady vystupt genetickych charakteristik ukazujici na
genetické rozdily Setfenych porosti smrku ztepilého. Moznosti uplatnéni téchto
postuptt v dal$ich laboratofich muze komplikovat finanéni naro¢nost ptistrojového
vybaveni pro fragmenta¢ni analyzy, zejména genetického analyzatoru. Fragmen-
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taéni analyzy si vSak lze objednat na zakdzku u komer¢nich firem (napf. SEQme,
Genomac, Amplicon).

V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité predev$§im diverzité a heterozygotnosti populaci
nebo porostil je prinos celospolecensky. Souc¢asné dochazi i k naplnovani cili Na-
rodniho programu zachovani a reprodukce genofondu lesnich dfevin — podporovat
kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich identitu metodou DNA markert. Repro-
dukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéjsich a odolnéjsich po-
rosttl, které budou zvysSovat biologickou rozmanitost, 1épe se prizptisobovat moz-
nym zméndm klimatu, a tim pfispivat k ochrané Zivotniho prostfedi. P¥i posuzo-
vani ekonomickych aspekttl nelze opomenout, Ze ochrana biologické rozmanitosti
predstavuje také naplnéni cili aktualizované Statni politiky zivotniho prostredi
Ceské republiky 2012-2020 schvélené usnesenim vlady ¢&. 6 ze dne 9. ledna 2013
a Strategie ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky schvalené usnesenim
vlady CR ¢. 193 ze dne 9. biezna 2016. Vedle celospoleenskych piinosii se d4 pred-
pokladat i zvy$eni trzeb z tézby dreva u vlastniki lesti v podobé budoucich zvyse-
nych vynost smrkovych porostii zalozenych z kvalitniho reprodukéniho materialu.

Smrk ztepily je v nasich podminkach z hlediska jeho hospodarského uplatnéni nej-
vice rozsifeny druh dieviny, ktery zdsadnim zptisobem ovliviiuje ekonomiku vét-
$iny lesnich majetkil vech forem vlastnictvi, a tedy i celého lesniho hospodarstvi
a navazujiciho dfevozpracujiciho pramyslu (celého lesnicko-dfevarského sektoru).
Pfi reprodukci porostl z kvalitnich genetickych zdrojii je vyssi zaruka, ze bude
v dobé mytni zralosti lesnich porostti dosazeno soucasné i vy$si objemové produk-
ce. Pfi rozdilu porostnich zasob vztazenych k obmyti u kvalitnéjsich smrkovych
porosttl nachazejicich se v soucasnych genovych zédkladnach (GZ) oproti ostatnim
smrkovym porostim na izemi CR v objemu 81,04 m*/ha a pti priimérné cené suro-
vého dfivi za rok 2014 ve vysi 1 180 K¢/m? ¢ini zvySené trzby z prodeje dfeva u kva-
litnéjsich smrkovych porostti (v GZ) ¢astku 95 627 K¢/ha. Kalkulace byla provedena
na zdkladé téchto informac¢nich zdroju:
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Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkova, Hradec Kralové, 2014)

Priimérn4 relativni bonita dievin v CR (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodafstvi
1995, str. 96)

Cerny, M., Patez, J. - Malik, Z: Ristové a taxaéni tabulky hlavnich dfevin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub), IFER, 1996

Vyhla$eni pramérné ceny dfeva pro rok 2015 k vypoctu poplatku za odnéti lesnich
pozemkau surového drivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 73, prosinec 2014)

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze priimérna cena surového dtivi v CR, ktera je kazdo-
ro¢né zvefejilovana ve Véstniku MZe, v roce 2014 ¢inila 1 180 K¢/m? a reprezentuje
cenu dfeva na pni, tj. cenu surového dfivi na odvoznim misté po odecteni téZebnich
nékladd, je mozné tento ekonomicky efekt souc¢asné oznacit za zvy$eny ¢isty vynos
ziskany ze smyceného lesniho porostu v dobé obmyti, ktery se projevi i ve zvy$eném
hospodarském vysledku (zisku) vlastnika lesa.

Ve skutecnosti lze oc¢ekavat ekonomicky pfinos pro vlastnika lesa jesté vyssi, pokud
porovname obé hodnoty mytni vytéze v obmyti (v GZ oproti ostatnim smrkovym
porostiim) vypoctené na zdkladé obvykle dosahovaného procentického podilu
jednotlivych sortimentd surového dfivi a jejich cen (pfedevsim pilarskych vyrezi)
a obvyklych tézebnich naklada v misté a case.

Vy$si celkova objemova produkce porosti z kvalitnich genetickych zdroji se véak
neprojevi v ekonomice vlastniki lesa pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vy-
chovnych opatfeni v podobé zvysenych prijmt z provedenych probirek (z pred-
mytnich tézeb), coz rovnéz pozitivné ovlivni ekonomickou situaci vlastnika lesa
a prispéje k podpore ekonomického pilife trvale udrzitelného hospodareni v lese.

Vzhledem k soucasné kalamitni situaci u smrkovych porostt je zhodnoceni eko-
nomického prinosu vztazeno k obdobi predchazejicich hospodarskych vysledki.

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na
spotfebni material a chemikalie s pfedpokladem pfistrojového laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou primérné
naklady 109 K¢. Naklady u jednoho vzorku (stromu) na PCR produkty a nasledné
fragmentacni analyzy ¢ini pro 12 lokusti 155 K¢ v¢. DPH, za predpokladu prove-
deni analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupi. V uvedené
kalkulaci nagich nakladii (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 perso-
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nalni) pracovisté. Pfi vyuziti sluzeb komercnich laboratofi jsme pfi priizkumu na
tuzemském 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 fragmentacni analyzu jednoho multiplexu. Tato cena je kalkulovana pfi vlast-
nim dodani vysoce kvalitni DNA a vypracovanych metodickych postupti (nebude
nutno dopracovavat jakékoliv optimalizace PCR). Na postupy optimalizace PCR
komer¢ni firmy nevedou ceniky, napt. firma SEQme si tyto prace u¢tuje hodinovou
sazbou a to 1 500 K¢ bez DPH/hod. Fragmenta¢ni analyza pfi dodani vlastnich
PCR amplifikatt v desti¢ce vychdzi na 72 K¢ pro jeden vzorek (z 1 stromu 1 mul-
tiplex).

VI DEDIKACE

Metodika je vysledkem feseni vyzkumného projektu NAZV ¢. QJ1530294 (Mode-
lovy postup molekularné genetické charakterizace genové zakladny jako podklad
pro ucely rozhodovani statni spravy v oblasti zachovani a reprodukce genetickych
zdrojit).
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USE OF MICROSATELLITE MARKERS
FOR EVALUATING GENETIC DIVERSITY
OF NORWAY SPRUCE

Summary

Norway spruce (Picea abies (L.) Karsten) is a coniferous species belonging to the
family Pinaceae, which is the most economically important tree species in Central
and Northern Europe. This species is very demanding of soil moisture and requires
higher relative humidity. Today s significant reduction in the occurrence of spruce
in some localities is due to the natural increase in drought caused by climate change
and by infestation with eight-toothed spruce bark beetle. It is widely assumed that
populations characterized by narrow genetic diversity could be more sensitive to
environmental changes or diseases, thereby leading to a decrease in productivity.
Therefore, it is essential to determine the genetic variability in economically and
ecologically valuable stands and populations. This methodology presents the use
of DNA analyses by nuclear microsatellite markers for genetic characterization
and clonal identification of Picea abies (L.) Karsten. Microsatellites, also known as
simple sequence repeats (SSR) are small repetitive DNA sequences that are highly
variable markers and commonly used in population genetic. The selected fourteen
Norway spruce stands (from Jeseniky, Orlické hory, Krusné hory) were used to
develop this methodology.

This methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA,
conditions of polymerase chain reaction (PCR), separation, 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 or 20 mg lyophilized needles. The SSR method is based on the polymerase
chain reaction (PCR) with specific primers. Twelve variable microsatellite markers
PAAC23, PAAC19 (ScorrTr et al. 2000), EATC1B02 (ScotT1 et al. 2002), SpAGD,
SpAGG, SpAGC, SpAG, (MELNIKOVA et al. 2012), WS00716.F13, WS0022.B15,
WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 (Runais et al. 2004) were selected for
DNA analyzes. PCR products were separated by capillary electrophoresis using
the Applied Biosystems 3500 genetic analyser. 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 Norway spruce.

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

Priklady vystupi genetickych analyz Setfenych porostii smrku ztepilého

Obr. 1: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru (zaznam ve-
likosti alel)
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Tab. 2: Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované porosty smrku

ztepilého

Porosty N Na Ne | Priv. alely H, H, F

SM KH 24 13,17 8,67 2,23 0,67 0,81 0,85 0,031
SM S1 35 14,75 9,10 2,27 0,33 0,77 0,85 0,077
SM sS4 35 15,25 9,48 2,29 0,25 0,76 0,85 0,087
SMT1 35 15,92 9,82 2,36 0,42 0,75 0,86 0,107
SM T4 35 15,75 9,51 2,28 0,33 0,75 0,84 0,085
SM V1 35 13,67 8,69 2,21 0,25 0,74 0,84 0,101
SM V4 35 14,67 8,60 2,25 0,33 0,77 0,85 0,072
SM JO3 30 14,08 9,23 2,25 0 0,70 0,85 0,170
SM J11 30 13,92 8,25 2,21 0,33 0,73 0,84 0,093
SM J14 30 12,92 8,80 2,16 0,08 0,65 0,82 0,195
SM J25 30 14,33 8,59 2,24 0,08 0,71 0,84 0,134
SM J51 29 12,25 7,68 2,1 0 0,67 0,83 0,164
SM J92 30 13,50 8,57 2,16 0,17 0,68 0,81 0,141
SM J94 30 13,42 8,19 2,19 0,17 0,66 0,83 0,190

Primér/Mean 31,6 14,11 8,80 2,23 0,24 0,73 0,84 0,118

N: pocet vzorki, Na: pocet riiznych alel, Ne: pocet efektivnich alel, I: Shannontv informaéni index, Priv. alely: pocet
privétnich alel, H : heterozygotnost pozorovand, H: heterozygotnost ocekavand, F: fixacni index

Obr. 2: Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
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Obr. 3: Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 3 u sledova-
nych porostd (1 -SMKH,2-SMS1,3-SM S4,4-SMT1,5-SM T4, 6 - SM
V1,7 -SM V4, 8 - SM J03, 9 — SM J11, 10 — SM J14, 11 — SM J25, 12 - SM
J51, 13 - SM J92, 14 — SM J94)

35






	1
	LP_6_18_smrk
	2

