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GENETIC CHARACTERIZATION OF NORWAY SPRUCE
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers to obtain genetic characteristics, especially genetic diversity,
heterozygosity, differentiation and genetic distances of important Norway spruce
populations and to introduce procedures for verifying the clonal identity of this
species. The methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA,
conditions of the polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of
amplification products, and molecular data calculations. The important populations
and the seed orchard of the Norway spruce were used to develop this methodology.
Nine 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 deoxyribonukleova kyselina

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

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)



I. CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim jadernych mikro-
satelitovych lokusti pro ziskani genetickych charakteristik predev§im genetické
diverzity, heterozygotnosti, diferenciace a genetickych vzdalenosti vyznamnych
populaci smrku ztepilého a predstavit postupy ovérovani prislusnosti ramet (je-
dinct) nélezejicim k ur¢itému ortetu (klonu) na modelovém semenném sadu smr-
ku ztepilého.

II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Uvod

Smrk ztepily Picea abies (L.) Karsten je jednou z nasich nejvyznamnéjsich dfevin
z ekonomického i ekologického hlediska. Jeho rozsifeni saha od Sibife pies severo-
vychodni a severni Evropu. Zejména v poslednich dvou stoletich byl intenzivné
uméle vysazovan i ve stfedni Evropé, kde vytlacil fadu ptvodnich dfevin (ScHu-
BERT et al. 2001). Je to svétlomilnd dfevina, s relativné mélkou povrchovou koteno-
vou soustavou. Je zna¢né naro¢ny na ptidni vlhkost a vyzaduje i vyssi relativni vih-
kost vzduchu. Nedostatek vlahy je limitujicim faktorem jeho dobrého rastu. Snese
i nadbyte¢nou vlhkost raselinist (URADNICEK et al. 2009). Na geologické podlozi
a slozeni ptidy nema velké naroky, i kdyz na chudych kfemitych ptdach a kyselych
raSelinach roste $patné, protoze nesnasi nedostate¢né provzdusnéné piidy (CHME-
LAR 1980). Na klimatické podminky neni naro¢ny, ale malo odolavéa vétru a také
namraze a snéhu. Je rovnéz velmi citlivy na znecisténi ovzdusi, zejména imisemi
s SO,. Vyvoj ptirozené populace smrku ztepilého 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 stanovit DNA markery, které jsou zalozeny na poly-
morfismu nukleotidovych sekvenci a nejsou ovlivnény zménami vnéjsiho prostie-
di. Aby bylo mozné ziskat ze zkoumanych vzorkid optimélni informace o genetické
proménlivosti studovanych jedinct, je potfebné vyhledat DNA markery, které vy-
kazuji vysoky polymorfismus. Miry charakterizujici genetickou strukturu a pro-



meénlivost populaci jsou zalozeny na alelickych frekvencich jednotlivych alelickych
variant v lokusech (PAULE 1992). Pro ovérovani polymorfismu vybranych popu-
laci smrku ztepilého byly zvoleny jaderné mikrosatelity, nuclear simple sequence
repeats (nSSR) markery. Mikrosatelitové markery jsou slozené z mnohokrat se
opakujicich kratkych motivli nukleotidl zpravidla 2-5 baze dlouhych (ScHMIDT,
HEesLop-HARRISON 1996). Mikrosatelitové lokusy patfi mezi nejvariabilnéjsi oblas-
ti genomu, kdy je polymorfismus dan zejména rozdilem v poctu opakovani zaklad-
niho motivu nukleotidii. Kodominantni charakter marker SSR umoznuje rozlisit
homozygoty od heterozygott. Mikrosatelitové lokusy jsou amplifikovany polyme-
razovou fetézovou reakci (PCR) s primery, které jsou komplementarni se sekven-
cemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Studium mikrosatelitd je u smrku
ztepilého komplikované z diivodu znac¢né velikosti jeho genomu, ktery je 19,6 GB
dlouhy a obsahuje vysoky pocet repetetivnich oblasti (NYSTEDT et al. 2013). Ty
zpusobuji tvorbu multilokustl, coz komplikuje hodnoceni amplifika¢nich produk-
td (ScoTrTI et al. 2000). Mikrosatelitové markery jiz byly Siroce pouzity v mnoha
genetickych vyzkumech napt. pro sledovani genetické diversity, analyzy toku gentl,
genového mapovani, identifikace jedincd, uréeni rodi¢ovstvi apod. (PFEIFFER et al.
1997; CHRISTIAKOV et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2006). U druhu smrku byla pomoci
mikrosatelitovych markeru zjistovana geneticka diversita a diferenciace mezi popu-
lacemi napf. u Picea abies (SCOTTI et al. 2006), Picea asperata (WANG et al. 2005),
Pinus brutia a Pinus eldarica (Buccr et al. 1998), Pinus canariensis (NAVASCUES
et al. 2006), Pinus halepensis a Pinus pinaster (GOMEZ et al. 2005), Pinus strobus
(MARQUARDT, EPPERSON 2004).

Ucelem zpracovavanych metodickych postupti bylo vybrat vhodné polymorfni
mikrosatelitové markery a zoptimalizovat postupy polymerdzové fetézové reak-
ce (PCR) pro ziskani jednotlivych reprodukovatelnych amplifikatii a po statistic-
kém zpracovani velikosti alel ziskat genetické charakteristiky $etfenych populaci.
Ovérfené poznatky o genetické diverzité by mély prispét k zachovani biologické
rozmanitosti lesnich ekosystému a prosazovani zasad trvale udrZitelného obhos-
podarovani, coz je jednim z prioritnich tkold statni lesnické politiky. Vzhledem
k prevazujici umélé obnové lesa je zajisténi kvality zdroju reprodukéniho materidlu
lesnich drevin zdkladnim predpokladem pro budouci vynos, adapta¢ni schopnosti
a ekologickou stabilitu lesa. Vyvoj pfirozené populace zavisi na rozmanitosti geno-
mi jedinct, ktefi ji vytvareji. Znalost genetické struktury je proto dulezita zejména
u ohrozenych populaci, které byly selektovany prirodnimi procesy na specifickych
stanovistich. Prognéza dal$iho vyvoje populaci a jejich zachovani je uskute¢nitelna
predev$im na zékladé stanoveni jejich genetické diverzity.

Cilem metodickych postupti ovéfovani deklarované identity zdroji reproduké-

niho materiélu lesnich dfevin (semennych sadu, archivi klont a smési klont) je
s vyuzitim DNA markeru zajistit, aby byl reprodukéni materiél od jeho ziskani az



po dodani spotfebiteli objektivni metodou jasné identifikovan. Aplikace novych
kontrolnich metod identity zdroji reprodukéniho materialu by méla statni spravé
vytvorit pfedpoklady napt. pro zajistovani dodrzovani legislativné pripustnych pre-
nost reprodukéniho materidlu nebo napt. pro formulaci dotaéni politiky v oblasti
podpory zachovani a reprodukce genofondu lesnich dtevin ap.

2. Metodické postup

a. Odbér vzorkli a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsi obdobi pro odbér rostlinného materiélu je jarni obdobinebo pocatek
léta, kdy lze odebirat pupeny nebo mladé jehlice. Starsi jehlice 1ze také pouzit, ale
z divodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharachidd se snizuje kvalita
i kvantita vyizolované DNA, coz mize zkomplikovat pribéh navazujici PCR am-
plifikace. Pfi zpracovani vétsiho poctu vzorki je 1épe odebirat mladé jehlice, zpra-
covani pupentl je ¢asové naro¢néjsi. Pfi manipulaci se vzorky je nutna eviden¢ni
kontrola, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se tedy pfi odbéru oznacu-
ji, ukladaji se do mikroténového sacku a udrzuji pfi nizké teploté (chladové tasky
s namrazenymi destickami) a co nejrychleji se pfepravi ke zpracovani v laboratofi.
Vzhledem k naslednym analyzam je dalezité vzorky drzet stale pfi nizké teploté.
DNA lze izolovat okamzité z takto cerstvé odebranych vzorka. V pripadé, Ze izolace
DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkd je nutné vzorky po prevedeni do la-
boratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) uloZit mi-
nimalné do -20 °C. Dalsi moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuseni za pomoci
lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzavtit v nadobach (lze pouzit plastové falkon-
ky, scintila¢ni lahvicky s dobie tésnicim uzavérem). Takto zpracovany (lyofilizova-
ny) materidl je snadnéji zpracovatelny pfi nasledném tfeni vzorkd, odpada nutnost
drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se nejlépe osvédcila metoda
pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu
(Quick-Start Protocol). Pfed zahajenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol
ke koncentratim pufrd AW1 a AW2. Nechd se nahfivat inkubacni lazen na 65 °C
a v pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahfteji pro odstra-
néni téchto sraZenin.



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

L.

10.

11.

12.

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

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

Prida se 130 ml pufru P3, kratce se promichad pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi 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
rpm.

Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni 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 pipetovanim promichame.

Odpipetujeme 650 ml smési a premistime 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, pfidime 500 ml
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pfi 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

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

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. Nechame inkubovat 5 minut pti pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pti rychlosti 8 000 rpm.

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

analytické véhy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikroz-
kumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a ptislusné $picky,
mikrozkumavky 1,5ml s vi¢ky, susicka nebo sterilizator

U vyizolované DNA lze zjistit koncentraci v ng/pl a cistotu (na zakladé poméru
absorbanci pri 260 nm a 280 nm) pristrojem Nanophotometer (Implen). Koncen-
trace DNA se pohybovaly v rozmezi 10-50 ng/ul z mladych jehlic, z pupent se
pohybovaly hodnoty i nad 300 ng/ul. Hodnoty optimalni ¢istoty by se mély pohy-
bovat v rozmezi 1,7-1,9, nizsi nebo vy3si hodnoty indikuji pfitomnost dal$ich latek
(proteint, fenolickych latek). Cistota DNA je podstatné pro ziskani pozadovanych
PCR amplifikati. Vzorky DNA s vyssi koncentraci byly pro PCR reakce nafedény
na hodnotu cca 50 ng/ul.

b. Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) -
jaderné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markert bylo vybrano 9 po-
lymorfnich mikrosatelitovych lokustt PAAC23, PAACI19 z publikace ScoTTI et al.
(2000), SpAGD1 z publikace MELNIKOVA et al. (2012), WS00716.F13, WS0092.A19,
WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13, WS0023.B03 z publikace RUNGIs et al.
(2004), viz Tab. 1. Pro ziskani amplifika¢nich produktt téchto lokusii byly optima-
lizovany reakéni smési a teplotni cykly polymerazové fetézové reakce (PCR) a vy-
pracovany protokoly. PCR s vybranymi 9 lokusy byly sestaveny do tf{ multiplexti.
Reakéni smési je nutné pripravovat na ledu nebo chladové desticce, polymerazu
davdame do smési nakonec pfimo z mraziciho boxu.
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Tab.1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primert

Velikost PCR

Lokusy Sekvence primerta (5°-3) produkti (bp)

PAAC23 F: TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG 266-314
R: CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC :

PAAC19 F: ATGGGCTCAAGGATGAATG 141-207
R: AACTCCAAACGATTGATTTCC

SPAGD1 F: GTCAACCAACTT

P F: GTCAACCAACTTGTAAAGCCA 115-172

R: ACTTGTTTGGCATTTTCCC

WS00716.F13 F: TCAAGTAATGGACAAACGATACA 180-288
R: TTTCCAATAGAATGGTGGATTT :

WS0092.A19 F: GATGTTGCAGGCATTCAGAG 207-247
R: GCACCAGCATCGATTGACTA

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 a koncentrace jejich primerii):
PAAC19 F - 2 uM, PAACI9R - 2 pM

SPAGD1 F - 2 M, SpAGD1 R - 2 uM

PAAC23 F - 4 uM, PAAC23 R - 4 uM

Primery (forward i revers) nafedime na zdsobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8.0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle po¢tu analyzova-
nych vzorkt (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primert
PAACI9 F - 2 ul, PAACI9 R - 2 pl, SpAGD1 F - 2 ul, SpAGD1 R - 2 ul, PAAC23

F -4 pl, PAAC23 R - 4 pl a doplnime 84 ul TE pufru).

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, 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,0 (molecular

biology reagent) (Sigma - Aldrich) do 10 ml.
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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 1,5l
50mM MgCl, 0,6 pl
10mM dNTPs (2,5mM each) 0,3 pl
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
Podet cykli  Teplota Cas Popis

1 94 °C 3 min Pocate¢ni denaturace

37 94 °C 45 sec Denaturace

37 57 °C 45 sec Annealing

37 72°C 45 sec Elongace
1 72°C 45 sec Finalni elongace
1 4°C uloznéa teplota Chlazeni amplifikatd

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri):

WS00716.F13 F — 2 uM, WS00716.F13 R - 2 uM

WS0092.A19 F - 2 uM, WS0092.A19 R - 2 uM
WS0022.B15 F - 2 uM, WS0022.B15R - 2 uM

Provedeme naredéni primert dle pfikladu multiplexu 1.

13



®

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 ul na 1 vzorek s vyuzitim Type-it
Microsatellite PCR Kit (Qiagen)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
H,O RNase - free 5yl

Qiagen Multiplex 7,5l
Primers Mix 1,5 pl

Pfidat 1 pyl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Pocet cykli Teplota Cas Popis

1 95°C 15 min Pocéatecni denaturace

26 94 °C 30 sec Denaturace

26 53°C 90 sec Annealing

26 72°C 30 sec Elongace
1 60 °C 30 min Finalni elongace
1 4°C tlozZna teplota Chlazeni amplifikatt

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primerii):
WS0073.HO8 F - 2 uM, WS0073.HO08 - R - 2 uM
WS00111.K13 F - 2 uM, WS00111.K13 R -2 uM
WS$0023.B03 F - 2 uM, WS0023.B03 R - 2 uM

Provedeme natedéni primert dle ptikladu multiplexu 1.

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 ul na 1 vzorek s vyuzitim Type-it°
Microsatellite PCR Kit (Qiagen)

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

14
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Teplotni rezim PCR

Pocet cyklu Teplota Cas Popis
1 95°C 15 min Pocatecni denaturace
26 94 °C 30 sec Denaturace
26 55°C 90 sec Annealing
26 72°C 30 sec Elongace
1 60 °C 30 min Finalni elongace
1 4°C ulozna teplota  Chlazeni amplifikatt

Uvedené chemikalie kromé primert jsou soucasti komercniho kitu Type-it® Micro-
satellite PCR Kit (Qiagen).

Pozadované ptistrojové vybaveni:

vortex, sada pipet a prislusné spicky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR 0,2ml
s vickem), box chladici na PCR mikrozkumavky, chladici desticka, centrifuga, tep-
lotni cyklovac

c. Postupy elektroforézy v agaré6zovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktt se provadi pomoci ho-
rizontalni 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 mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentii
DNA se pouziva fluorescenéni barvivo GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel Stain,
10,000XinWater, Biotium, Hayward), jedna se o ndhradu dfive pouzivaného ethi-
dium bromidu, ktery ma toxické ucinky. GelRed se pridava do zahratého agarézo-
vého 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 nandsi
PCR amplifikaty (15 pl) smichané s 4 ul pufru (gel loading buffer, Sigma - Aldrich).
Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikati se do vybraného slotu nanese smés:
1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 ul destilované
vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).
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V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifika-
tu). Potfebna doba trvani elektroforézy je kolem 30 minut pfi napéti 40 V a dalsich
120-150 minut pfi 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 vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislusné $picky, mikrovlnnd trouba, vortex, hori-
zontalni elektroforéza se zdrojem, dokumentacni systém s UV transluminatorem,
temnou komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni gela

d. Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR produktt

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentt v hodnotach part bazi se pro-
vadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazo-
va fetézova reakce musi byt provedena s fluorescen¢né oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzatoru na 5 konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET). PCR
amplifikaty se nanasi do 96 jamkovych desti¢ek pro sekvenatory a pred fragmen-
ta¢ni analyzou jsou denaturovany. Ke kazdému vzorku se prida kratce promichana
(pomoci vortexu) smés Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystem) 11
ul 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 centri-
fuze a provede se inkubace 4 minuty pfi teploté 94° C, pak nasleduje prudké zchla-
zeni na ledu po dobu minimalné 2 minut.

Geneticky analyzitor pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmen-
td DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany
vzorek je do kapilary napliovan automaticky. Detekce fragmentovanych useki je
zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescenéné oznacenych primerti po ex-
citaci argonovym laserem. Pristroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou
fluorescenci, coz umoziuje v multiplexovém usporadani hodnotit najednou vice
markerti. Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktt se provadi pomoci softwa-
rového programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku mérfeni
velikostniho standardu, jenz je pfidavan ke v§em vzorkiim, stanovi kalibra¢ni kiiv-
ku a na jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt.
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Pozadované pristrojové 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 pfipadé homozygota nebo v ptipadé hetero-
zygota dvé rizné hodnoty alel. Pro ziskani genetickych charakteristik se velikosti
alel z hodnocenych lokust pro sledované populace statisticky zpracovavaji (napt.
za vyuziti statistickych programi GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012),
CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007).

Na zakladé ziskanych genetickych charakteristik 1ze u populaci hodnotit a porovna-
vat Groven 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-
kusti u jedinctl (ramet) prislusnych klonu. Vysledkem je zpracovana genotypizace —
prehled hodnot alel zvolenych lokusti pro Setfené klony. Prislu§nost jedince ke klo-
nu je deklarovand, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych lokust.
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III. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy ziskani genetickych charakteristik populaci smrku ztepilého
vybranych na uzemi Ceské republiky a ovéfovani identity klonti v semenném sadu
smrku ztepilého pomoci jadernych mikrosatelitovych markert nebyly dosud po-
psany. V soucasné dobé chybi objektivni podklady a komplexni informace o ge-
nové diverzité lesnich dfevin v CR. Doposud ziskané poznatky vychazely pievazné
z hodnoceni provenien¢nich ploch a z fenotypového $etfeni porosti. Z moleku-
larné-genetickych metod byly pro smrk ztepily pouzity izoenzymové analyzy
(IvANEK 2006). Izoenzymy jsou az projevem gend, nestuduji genom pfimo jako
DNA makery, a proto jejich slozeni mize byt negativné ovlivnéno podminkami
prostfedi. V pripadé semenného sadu dosavadni systém kontroly deklarovaného
puvodu reprodukéniho materialu spocival pouze v dokumentaéni evidenci, kdy
ptipadny omyl nebylo mozné zjistit. Objektivni kontrola klonové identity spoci-
va v ptimé analyze genomu jedincii s vyuzitim analyz DNA pomoci polymorfnich
jadernych mikrosatelitovych lokust. Vystupem téchto analyz je zpracovand geno-
typizace, coz predstavuje databazi velikosti alel hodnocenych lokust k prislusnym
klontim. Pfislu$nost jedince ke klonu odpovida, kdyz jsou shodné hodnoty alel
u v8ech analyzovanych lokust. Pro ziskani informaci o genetické proménlivosti ze
zkoumanych vzorki bylo potfebné vyhledat DNA markery, které vykazuji vysoky
polymorfismus. Pro analyzy byly vybrany jaderné mikrosatelity PAAC23, PAACIY9,
SpAGD1, WS00716.F13, WS0092.A19, WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13,
WS0023.B03, jejichz amplifikace probihala formou tf{ multiplexd.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Pro vyvoj a ovéfeni metodiky byly vyuzity jedinci smrku ze 12 vyznamnych popula-
cich smrku ztepilého, rostoucich prevazné v genovych zakladnich na tizemi Ceské
republiky a v semenném sadu CZ-3-3-SM-101-10-3-S. Vyvoj pfirozené populace
tim se 1épe prizplisobi zménam podminek na stanovisti. Prognéza dalsiho vyvoje
populaci a jejich zachovani je uskute¢nitelnd predev$im na zédkladé zjisténi jejich
genetické struktury. Znalost urovné genetické diverzity, diferenciace a ostatnich
genetickych charakteristik populaci, které se vyuzivaji nebo planuji vyuzivat jako
zdroj reprodukéniho materialu, je vyznamna k efektivnéjsimu vyuzivani stavajicich
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genetickych zdrojii pro zkvalitiiovani genetické struktury populaci a k zachovani
biodiverzity. Povinnost zachovévat a reprodukovat genetické zdroje lesnich dfevin
vyplyva mimo jiné z mezindrodnich zavazki CR, ptijeti Umluvy o biologické roz-
manitosti dne 5. cervna 1992 v Rio de Janeiru a naplnéni zavéri ministerskych kon-
ferenci o ochrané lesti Forest Europe (Strasburk 1990, Helsinky 1993, Lisabon 1998,
Viden 2003, Varsava 2007 a Oslo 2011). Ochrana biologické rozmanitosti predsta-
vuje také naplnéni cil aktualizované Statni politiky Zivotniho prostredi Ceské re-
publiky 2012-2020 schvalené usnesenim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013 a Strategie
ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky schvalené usnesenim vlddy CR &.
620 ze dne 25. kvétna 2005.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Vybrané lokusy prokdzaly dostate¢ny polymorfismus pro zjisténi genetickych roz-
dilt mezi jedinci, populacemi a klony. V ptiloze jsou uvedeny ptiklady vystupt ge-
netickych charakteristik Setfenych populaci smrku ztepilého. Reprodukovatelnost
této metody potvrzuji shodné vysledky pti opakovanych amplifikacich sledovanych
lokust a zkusenosti i jinych laboratofi, napt. ASP — Bavarian Office for Forest See-
ding and Planting, Teisendorf, Institute of Biosciences and BioResources National
Research Council, Florencie, BFW Department of Genetics molecular laboratory
Viden pii vyuziti metody SSR. MozZnosti uplatnéni téchto postupt v dalsich labora-
torich miize komplikovat finan¢ni ndro¢nost pristrojového vybaveni pro fragmen-
ta¢n{ analyzy, zejména genetického analyzatoru. Fragmentac¢ni analyzy si vSak lze
objednat na zakazku u komer¢nich firem (napt. SEQme, Genomac, Amplicon).

Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu u semenné-
ho sadu pomoci 9 vybranych jadernych mikrosatelitovych lokust umoziuje potvr-
dit nebo vyvratit klonovou identitu ramet. Pro kazdy deklarovany klon musi byt
zpracovan soubor hodnot alel k jednotlivym lokustim. Kontrola prislu$nosti spoci-
va v provedeni analyz zkoumanych vzork stejnym postupem a porovnani velikosti
alel. V tabulce 2 je ukdzka zpracované genotypizace pro klony 28, 35 a 36, pricemz
klonovou identitu prokazuji klony 28 a 36. Jedinci deklarovani ke klonu 35 nevyka-
zuji klonovou identitu.
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Tab.2: Ukazka zpracované genotypizace

Lokusy/ramety PAAC19  PAAC23 SpAGD1 WS0022B15 WS00716.F13 WS0092.A19

SM_SS_28_1 165 193 280 282 144 144 181 189 232 236 207 211

SM_SS_28_2 165 193 280 282 144 144 181 189 232 236 207 211

SM_SS_28_3 165 193 280 282 144 144 181 189 232 236 207 211

SM_SS_28_ 4 165 193 280 282 144 144 181 189 232 236 207 211

SM_SS_28 5 165 193 280 282 144 144 181 189 232 236 207 211

SM_SS_35_1 161 161 282 310 142 142 179 191 214 228 211 211

SM_SS_35_2 203 205 276 280 138 142 185 193 232 234 211 211

SM_SS_35_.3 167 167 276 280 138 150 179 201 216 238 211 211

SM_SS_35.4 161 161 282 310 142 142 179 191 214 228 211 211

SM_SS_355 161 161 282 310 142 142 179 191 214 228 211 211

SM_SS_36_1 157 175 280 280 122 122 179 195 214 234 211 211

SM_SS_36_2 157 175 280 280 122 122 179 195 214 234 211 211

SM_SS_36_3 157 175 280 280 122 122 179 195 214 234 211 211

SM_SS_36_4 157 175 280 280 122 122 179 195 214 234 211 211

SM_SS_36_5 157 175 280 280 122 122 179 195 214 234 211 211

Metodické postupy zjistovani genetickych charakteristik populaci a ovérovani
identity klonti/orteti pro semenné sady (popt. klonové archivy) budou slouzit pro
potieby statni spravy v oblasti lesniho a vodniho hospodatstvi (MZe, MZP) a koor-
dindtora Narodniho programu (UHUL), pti¢emz se predpokladad 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 poznatktim o genetické diverzité a heterozygotnosti populaci nebo porostii je pti-
nos celospolecensky. Souc¢asné dochdzi i k naplnovani cilid Narodniho programu
- podporovat kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich identitu metodou DNA
markerd. Reprodukce genové bohatsich populaci zaru¢uje ziskani stabilnéjsich
a odolnéjsich porostd, které budou zvySovat biologickou rozmanitost, 1épe se pri-
zptisobovat moznym zménam klimatu, a tim prispivat k ochrané zivotniho prostre-
di. Pfi posuzovani ekonomickych aspektt nelze opomenout, Ze ochrana biologické
rozmanitosti predstavuje také naplnéni cilti aktualizované Statni politiky Zivotni-
ho 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 ¢ 620 ze dne 25. kvétna 2005. Vedle celospolecenskych pfi-
nost se da predpoklddat i zvySeni trzeb z tézby dfeva u vlastniki lesti v podobé
budoucich zvy$enych vynost smrkovych porostti zalozenych z kvalitniho repro-
dukéniho materialu.

Smrk ztepily je v nasich podminkach z hlediska jeho hospodarského uplatnéni nej-
vice rozsifeny druh dfeviny, ktery zdsadnim zptsobem ovliviiuje ekonomiku vét-
$§iny lesnich majetkd vSech forem vlastnictvi, a tedy i celého lesniho hospodafstvi
a navazujiciho dfevozpracujiciho primyslu (celého lesnicko-dfevatského sektoru).

Pfi reprodukci porosttl z kvalitnich genetickych zdroju je vy$si zaruka, ze bude
v dobé mytni zralosti lesnich porostti dosazeno soucasné i vyssi objemové produk-
ce. Pri rozdilu porostnich zasob vztazenych k obmyti u kvalitnéjsich smrkovych
porosti nachazejicich se v soucasnych genovych zakladnach (GZ) oproti ostatnim
smrkovym porostiim na tizemi CR v objemu 81,04 m*/ha a pti priimérné cené suro-
vého drivi za rok 2014 ve vysi 1 180 K¢/m? ¢ini zvy$ené trzby z prodeje dfeva u kva-
litnéjsich smrkovych porostti (v GZ) ¢astku 95 627 Ké/ha. Kalkulace byla provedena
na zékladé téchto informa¢nich zdroju:

Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkova, Hradec Kralové, 2014)

Prtimérnd relativni bonita dfevin v CR (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodarstvi
1995, str. 96)

Cerny, M., Patez, J., Malik, Z. Ristové a taxa¢ni tabulky hlavnich dfevin Ceské re-
publiky (smrk, borovice, buk, dub). IFER, 1996

Vyhlaseni pramérné ceny dreva pro rok 2015 k vypoctu poplatku za odnéti lesnich
pozemki surového diivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 73, prosinec 2014)
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Vzhledem ke skute¢nosti, Ze primérna cena surového dtivi za CR, kterd je kazdo-
roc¢né zvefejiiovana 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
nédkladd, je mozné tento ekonomicky efekt souc¢asné oznacit za zvySeny Cisty vynos
ziskany ze smyceného lesniho porostu v dobé obmytni, ktery se projevi i ve zvyse-
ném hospodarském vysledku (zisku) vlastniki lesa.

Ve skutecnosti lze ocekavat ekonomicky pfinos pro vlastnika lesa jesté vyssi, pokud
porovname obé hodnoty mytni vytéze v obmyti (v GZ oproti ostatnim smrkovym
porostiim), vypoctené na zakladé obvykle dosahovaného procentického podilu
jednotlivych sortimentt surového dfivi a jejich cen (pfedevsim pilatskych vytezii)
a obvyklych tézebnich nédkladl v misté a case.

Vyssi celkova objemova produkce porostil z kvalitnich genetickych zdroju se v§ak
neprojevi v ekonomice vlastnikii lesa pouze v dobé obmytni, ale jiz také v ramci
vychovnych opatfeni v podobé zvysenych prijmi z provedenych probirek (z pred-
mytnich tézeb), coz rovnéz pozitivné ovlivni ekonomickou situaci vlastnikt lesa
a prispéje k podpore ekonomického pilife trvale udrzitelného hospodareni v lese.

Néklady na postupy analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovény s predpokla-
dem zékladniho ptistrojového laboratorniho vybaveni pro analyzy DNA. Dle pred-
kladané metodiky jsou primérné naklady spotfebniho materialu dle cenovych
kalkulaci z roku 2015 na analyzu jednoho vzorku véetné izolace DNA, PCR ampli-
fikaci a fragmentacni analyzy tii multiplexti pti vlastnictvi genetického analyzato-
ru 311,- K¢ v¢. DPH. V uvedené kalkulaci nasich nakladd (vyzkumné pracovisté)
nejsou zahrnuty doplitkové naklady, ndklady na odpisy pristrojového vybaveni,
osobni naklady, naklady na vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situa-
ce vybavenosti (materialni i persondlni) pracovisté. Pti vyuziti sluzeb komerénich
laboratofi jsme pfi prizkumu trhu zjistili nejvyhodnéjsi cenové nabidky od fir-
my SEQme. Predpoklddana cena na analyzu jednoho vzorku je 200,- K¢ bez DPH
a zahrnuje PCR amplifikaci a fragmenta¢ni analyzu jednoho multiplexu. Tato cena
je kalkulovana pti vlastnim dodani vysoce kvalitni DNA a vypracovanych meto-
dickych postupt (nebude nutno dopracovavat jakékoliv optimalizace PCR). Tedy
u tfi multiplext, jak uvadime v této metodice by byla cena 600,-K¢ bez DPH plus
naklady na izolaci DNA. Na postupy optimalizace PCR komer¢ni firmy nevedou
ceniky, napt. firma SEQme si tyto prace uctuje hodinovou sazbou a to 1 500,-K¢
bez DPH/hod.
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VI. DEDIKACE

Metodika je vysledkem feSeni poskytnuté institucionalni podpory na dlouho-
doby koncepéni rozvoj vyzkumné organizace MZe CR - Rozhodnuti & ROO0115
(¢j. 5774/2015-MZE-17011) z 20% a vysledkem feseni vyzkumnych projekta
NAZV ¢.QJ1230334 2 50% a ¢. QJ1330240 z 30 %.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF NORWAY
SPRUCE USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

The Norway spruce (Picea abies /L./ Karsten) is one of the most important tree spe-
cies from both an ecological and economical point of view. Knowledge of the gene-
tic structure of coniferous species populations, especially valuable ecotypes of Nor-
way spruce, is very important in order to maintain the ecological stability of forests
as well as for the optimization of timber production. This methodology presents the
use of DNA analyses by nuclear microsatellite markers for genetic characterization
and clonal identification of Picea abies (L.) Karstein. 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 in-
dividual identification (PFEIFFER et al. 1997; CHRISTIAKOV et al. 2006; OLIVEIRA
et al. 2006). Microsatellite markers were used to describe genetic diversity and po-
pulation differentiation among several conifer species, e.g. Picea abies (SCOTTI et al.
2006), Picea asperata (WANG et al. 20005), Pinus brutia a Pinus eldarica (Bucci et al.
1998), Pinus canariensis (NAVASCUES et al. 2006), Pinus halepensis a Pinus pinaster
(GOMEZ et al. 2005), Pinus strobus (MARQUARDT a EPPERSON 2004). Nuclear mi-
crosatellites 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, conditi-
ons of polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of amplification pro-
ducts 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 20mg lyophilized needles. The SSR method is based on the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers. PCR was optimized for selected primers that
were scanned in the publications PAAC23, PAACI19 (ScoTT1 et al. 2000), SpAGD1
(MELNIKOVA et al. 2012), WS00716.F13, WS0092.A19, WS0022.B15, WS0073.H08,
WS00111.K13, WS0023.B0 (RuNais et al. 2004). The important populations and
the seed orchard of Norway spruce were used to develop this methodology. Clear,
reproducible PCR products were produced for all nine 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 Norway spruce.
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Priloha

Priklady vystupi genetickych charakteristik Setfenych populaci smrku ztepi-
1ého

marker PAAC19

marker SpAGD1

Obr. 1: Priklad PCR amplifikati na gelovém nosic¢i ziskanych s primery k loku-
sim PAACI19 a SpADGD1
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Obr. 2:
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Tab.3: Genetické charakteristiky vybranych nukledrnich mikrosatelitovych
lokusti ze 427 sledovanych vzorka smrku ztepilého

Lokusy ;’gg‘&fﬁ&g& Na | H, H,

PAAC23 266-314 10 1607 0676 0,689
PAAC19 141207 166 2483 0499 0,895
SpAGD1 115-172 203 2805 0601 0928
WS00716.F13 180-288 168 2,622 0863 0,916
WS0092.A19 207-247 38 0574 0379 0,309
WS0022.B15 166-214 139 2,247 0943 0,854
WS0073.H08 182216 51 1245 0691 0,665
WS00111.K13 209-271 198 2746 0959 0,920
WS0023.803 162-236 209 2661 0970 0,895

Na pocet rozdilnych alel v lokusech vSech sledovanych vzorkd smrku ztepilého

I Shannontiv informaéni index — zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych
lokust

H  primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze
vSech sledovanych vzorka

H  primérné hodnoty ocekavané heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze
vSech sledovanych vzorka
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Tab. 4: Pocet rozdilnych alel u populaci smrku ztepilého v jednotlivych lokusech

T 2 =2 8 ¢ 38
o ¢ < = I I @
® & 2 a ~ S N 2 = &
3 Q Q 2 3 3 3 3 3 3
a <
2 g 3 S D D D D D D
o o a 2 = = = = = =
SMO01 10 11 22 18 7 16 6 20 18
SM02 9 24 24 18 4 17 6 21 24
SM03 9 15 20 15 3 15 5 19 21
SM04 11 15 19 21 4 13 6 17 23
SMO05 13 17 20 21 3 12 5 19 22
SM06 7 17 21 16 4 12 5 19 21
SMO07 10 16 19 15 3 14 5 21 26
SMO08 9 17 17 16 4 11 4 18 14
SM09 13 23 23 15 4 15 6 22 21
SM10 11 14 21 17 3 14 4 22 20
SM11 10 15 19 15 3 15 4 19 19
SM12 8 15 19 15 4 13 5 21 22

Tab.5: Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované populace
smrku ztepilého

Po- 5 & &8 & & § s 8 & 2 £ ¢

ace = = = = = = =2 = =2 = = =
n n n n n n n n n (%2] n n

N 32 59 32 30 40 30 30 24 60 30 30 30

Na 14,2 16,3 13,6 143 14,7 136 143 122 158 14,0 13,2 136
| 2,1 23 21 22 21 20 21 19 22 22 20 22

ZZY; “ 066 022 033 044 033 000 033 011 022 044 022 0,00
H, 068 082 069 076 072 065 074 072 079 0,73 067 0,8
H 0,78 083 0,78 0,81 078 076 077 074 081 08 077 0,81

e

N pocet analyzovanych stromt u sledovanych populaci
Na pocet rozdilnych alel u sledovanych populaci z 9 mikrosatelitovych lokust

I Shannoniv informac¢ni index - zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych
populaci

Privat. alely — podet privétnich alel
H  priimérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro sledované populace

H,_ priimérné hodnoty ocekdvané heterozygotnosti pro sledované populace
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Tab. 6: Fixa¢ni index (F ) - vyjadiujici vzdjemné genetické diferenciace mezi

populacemi
Q
8]
g g N [ < Yol © N~ [ee] ()] o ~ (9]
o o o o o o o o o o o ~ ~
o = = = = = = = = = = = =
o R - - I - . R
SMO01 0,000

SM02 0,015 0,000

SM03 0,010 0,019 0,000

SM04 0,011 0,014 0,010 0,000

SM05 0,008 0,016 0,013 0,012 0,000

SM06 0,018 0,031 0,014 0,016 0,019 0,000

SM07 0,016 0,022 0,011 0,013 0,016 0,013 0,000

SM08 0,018 0,026 0,020 0,022 0,018 0,019 0,016 0,000

SM09 0,012 0,008 0,017 0,014 0,012 0,024 0,019 0,019 0,000

SM10 0,013 0,013 0,012 0,011 0,012 0,018 0,010 0,016 0,010 0,000

SM11 0,018 0,022 0,016 0,015 0,020 0,018 0,011 0,017 0,015 0,012 0,000
SM12 0,015 0,010 0,017 0,012 0,016 0,022 0,017 0,027 0,010 0,012 0,016 0,000

Principal Coordinates (PCoA)

@ SMO0B smos
€ SMO03
& SM04
5 & SMO2
) & SMO06 @& SM12 «
& Radal
S @ SM09
& SMO07 & SM10
& SM08
& SM11
Coord. 1

Obr. 3:  Grafické znazornéni genetickych vzdalenosti sledovanych populaci smr-
ku ztepilého
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o

.7:  Neiovy miry vzajemnych genetickych vzdalenosti mezi populacemi

Q
£ s 8 g 8 8 8 5 8 8 2 & ¢
S ? o 5 o > o 5 8 > B 5 >
SM01 0,000
SM02 0,113 0,000
SM03 0,076 0,122 0,000
SM04 0,096 0,125 0,071 0,000
SM05 0,062 0,117 0,107 0,110 0,000
SM06 0,116 0,166 0,089 0,091 0,123 0,000
SM07 0,123 0,136 0,087 0,096 0,125 0,085 0,000
SMo08 0,116 0,132 0,147 0,152 0,116 0,138 0,121 0,000
SM09 0,092 0,075 0,125 0,126 0,098 0,136 0,126 0,097 0,000
SM10 0,104 0,095 0,100 0,103 0,103 0,110 0,073 0,100 0,084 0,000
SM11 0,129 0,145 0,119 0,113 0,148 0,109 0,082 0,112 0,095 0,092 0,000
SmM12 0,118 0,103 0,116 0,107 0,127 0,109 0,108 0,165 0,101 0,100 0,104 0,000
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Obr. 4: Priprava vzorki pro analyzy DNA
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Obr.5:  Geneticky analyzator ABI 3500

Obr. 6:  Vysledky probéhlé fragmentacni analyzy
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Obr.7:  Vnitini prostor genetického analyzatoru
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