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THE STUDY OF VARIABILITY OF
BEECH POPULATIONS USING NUCLEAR
MICROSATELLITES

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear mi-
crosatellite markers to obtain genetic characteristics, especially genetic diversity,
heterozygosity, differentiation and genetic distances of important European beech
populations. 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. Thirteen important beech
populations in different stands of the Czech Republic were used to develop this
methodology. Twelve selected polymorphic nuclear microsatellite markers proved
suitable for finding the genetic parameters.
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Zkratky pouZité v textu:

DNA deoxyribonukleovd kyselina

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

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova retézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim jadernych mikrosa-
telitovych lokusti pro ziskani poznatkii o genetickych charakteristikach, predevsim
genetické diverzité, heterozygotnosti, diferenciaci a genetickych vzdalenostech po-
pulaci buku lesniho.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Buk lesni Fagus sylvatica L. je z ekologického i ekonomického pohledu nejvyznam-
néj$i hospodétskou listnatou dfevinou rostouci na uzemi CR. Je to dfevina evrop-
ského aredlu s tézistém rozsifeni v zapadni, stfedni a jihovychodni ¢asti kontinentu.
Celé nase tizemi lezi uvnitt aredlu rozsifeni buku, a proto tuto drevinu nalezneme
ve véech stfedohorich a horskych oblastech hercynské i karpatské ¢asti naseho sta-
tu. V nadmorskych vyskach 400-800m casto vytvari nesmiSené porosty, na spodni
hranici rozsifeni se Casto misi s dubem a na horni se smrkem a jedli (URADNiCEK
et al. 2009). Je to druh dreviny jednodomy, diploidni (2n=24), vétrosnubny a z hle-
diska sukcese se radi k druhim klimaxového spole¢enstva (ODDOU-MURATORIO et
al. 2011). Vyraznéjsi ubytek bukovych porostil zapocal jiz ve sttedovéku, kdy se buk
zacal hojné vyuzivat jako palivo, zejména pro rozvijejici se femeslnou vyrobu. Poz-
déji byly buciny nahrazovany jehli¢natymi porosty z divodu orientace na uzitkové
dfivi. V poloviné 20. stoleti se v Cechich zacaly bukové porosty uméle obnovovat,
ale s vyuzitim semena i z karpatské bukové oblasti bez predchoziho vyzkouseni jejich
vhodnosti (SvoBoDpA 1955). Podle Zpravy o stavu lesa a lesniho hospodarstvi v roce
2014 (Ministerstvo zemédélstvi CR 2015) je v soucasnosti snahou lesniki dosahnout
optimélni druhové skladby lestl, coz také znamena podstatné zvysit zastoupeni buku
lesniho. Pro navrat tohoto druhu do lesti ve vétsim métitku je diilezité ziskat podrob-
néjsi znalosti o genetické struktufe populaci. Buk lesni je v Evropé jednou z nejvice
geneticky zkoumanych drevin, a to s vyuzitim analyz rliznych markert: izoenzy-
movych (GOMORy et al. 1998; KONNERT et al. 2000; ComPps et al. 2001; DouNAvI
et al. 2010), chloroplastové DNA (VETTORI et al. 2004), AFLP (Scarr1 2004; Jump,



PERUELAS 2007), SNP (SEIFERT et al. 2012), mikrosatelittt (PASTORELLI et al. 2003;
AsUKA et al. 2004; VORNAM et al. 2004; HASENKAMP et al. 2011; LEFEVRE et al. 2012;
PLUESS et al. 2013). Analyzy DNA umoznuji studovat proménlivost pfimo v dédi¢né
informaci organismi, kterd neni na rozdil od fenotypovych projevi ovlivnéna zmé-
nami vnéjsiho prostiedi. Vyhledavaji se DNA markery (lisici se iseky DNA), které
jsou zalozeny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci nebo ménici se délce speci-
fickych tisektt DNA. Aby se ziskaly ze zkoumanych vzorki optimalni informace o ge-
netické proménlivosti, je potfebné vyhledat DNA markery, které vykazuji vysoky po-
lymorfismus. Mikrosatelitové markery s jejich vysokym stupném polymorfismu jsou
idedlnim néstrojem pro studium tokd gend, genové mapovani, identifikaci jedinct,
urceni rodicovstvi apod. (PFEIFEER et al. 1997; PASTORELLI et al. 2003; CHRISTIAKOV
et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2006). Tyto markery se skladaji z mnohokrat se opakuji-
cich kratkych motivli nukleotidii zpravidla 2-5 baze dlouhych (ScamipT, HESLOP -
HARRISON 1996), kdy polymorfismus je ddn rozdilem v po¢tu opakovani zdkladniho
motivu nukleotidt. Pro ovéfovani polymorfismu vybranych populaci buku lesniho
byly zvoleny jaderné mikrosatelity - nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery.
Jejich kodominantni charakter umoziluje rozlisit homozygoty od heterozygotti a po-
skytnout vyznamné informace o popula¢ni dynamice, prostorové genetické struktu-
fe a rozdéleni genetické diverzity (LEFEVRE et al. 2012). Zkoumany mikrosatelitovy
lokus byva obvykle dlouhy sto az tfi sta bazi. Abychom ho mohli detegovat mezi mi-
liardami ostatnich nukleotidii deoxyribonukleotidové kyseliny, musime vytvorit mi-
liony kopii této informace. Amplifikace probiha procesem polymerazové fetézové re-
akce (PCR) s primery (kratké oligonukleotidy 20-30 bp), které jsou komplementarni
se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. PCR je tfistupniovy proces
opakovany v nékolika cyklech. Tyto stupné zahrnuji denaturaci, pti které jsou obvyk-
le pti 94 °C obé vlakna DNA od sebe oddélena, prichyceni primert (annealing) pfi
teploté mezi 50-60 °C k obéma jednotlivym vlaknim DNA podle komplementarity
nukleotidl a prodluzovani fetézce pii teploté 72 °C, kdy termostabilni polymeraza
pridava k vlakntim s pfichycenym primerem podle komplementarity nukleotidy do-
dané v reakéni smési. Nové DNA sekvence slouzi jako predloha pro dalsi cykly PCR,
ktera se provadi v automatizovanych teplotnich cyklovacich.

Utelem zde zpracovanych metodickych postupii bylo vybrat vhodné polymorfni
mikrosatelitové markery a optimalizovat postupy polymerdzové retézové reakce
(PCR) pro ziskani jednotlivych reprodukovatelnych amplifikatt a po statistickém
zpracovani velikosti alel ziskat genetické charakteristiky Setfenych populaci. Z dii-
vodu ¢asovych a finan¢nich uspor pfi provadéni DNA analyz zejména u velkych
soubort vzork byly také postupy ziskdvani PCR produktt a hodnoceni jejich ve-
likosti pfi fragmentaéni analyze zaméfeny na seskupovani vybranych mikrosate-
litovych lokusti do multiplexd, kdy probihaji amplifikace a fragmentaéni analyzy
nékolika lokust najednou.



Ovéfené poznatky o genetické diverzité by mély prispét k zachovani biologické
rozmanitosti lesnich ekosystémil a prosazovani zasad trvale udrzitelného obhos-
podafovani, coZ je jednim z prioritnich tkold statni lesnické politiky. Vzhledem
k pfevazujici umélé obnové lesa je zajisténi kvality zdroji reprodukéniho materidlu
lesnich dfevin zékladnim pfedpokladem pro budouci vynos, adapta¢ni schopnos-
ti a ekologickou stabilitu lesa. Prognéza dal$iho vyvoje populaci a jejich zacho-
vani je uskutecnitelnd prfedevsim na zakladé stanoveni jejich genetické diverzity.
Dostate¢né vysokd hladina genetické diverzity u lesnich dfevin je také zarukou
zachovani adapta¢niho potencidlu pro budouci generace, jako nutné podminky
pro preziti téchto dlouhovékych organismi, a to zejména s ohledem na v soucasné
dobé ménici se klimatické podminky prostfedi (VOrRNAM et al. 2004). I z diivodu
vyrazného snizeni vyskytu bukovych porostd v minulosti, a tim redukovani ge-
netické informace, je nutné genetické provéreni obnovenych populaci at uz umé-
lou vysadbou nebo pfirozenou obnovou. Postupy DNA analyz pfedlozené v této
metodice byly ovéfeny na 13 vybranych vyznamnych bukovych populacich v CR,
rostoucich pfedev$im v genovych zakladndach; u téchto populaci byly zjistény vyssi
hodnoty diverzity a vyznamné rozdily v alelickych frekvencich mikrosatelitovych
lokusti. Metodika popisuje odbér a zpracovani rostlinného materidlu, ziskani elu-
atd DNA, amplifikaci mikrosatelitovych lokust, odecteni velikosti alel a jejich sta-
tistické zhodnoceni.

2 Metodické postupy

a Odbér vzorkli a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsi obdobi pro odbér rostlinného materialu je jaro, kdy lze odebirat pu-
peny nebo mladé listy. Izolace ze starsich listti z diivodu vyss$iho obsahu fenolickych
latek, polysacharidu a voskového povrchu listi snizuje kvalitu i kvantitu vyizolo-
vané DNA, coz mize zna¢né zkomplikovat pribéh navazujici PCR amplifikace.
Pfi manipulaci se vzorky je nutna eviden¢ni kontrola, aby nedoslo k zaméné mezi
vzorky. Vzorky se pfi odbéru oznadi, ulozi do mikrotenového sacku a udrzuji pti
nizké teploté (napt. pomoci chladové tasky s mrazicimi destickami) a co nejrychleji
se prepravi ke zpracovani v laboratofi. Vzhledem k naslednym analyzam je dilezité
vzorky drzet stéle pfi nizké teploté. Vzhledem k vynostim a kvalité je nejlépe deoxy-
ribonukleovou kyselinu izolovat okamzité z ¢erstvé odebranych vzorkd. V piipadé,



ze izolace DNA neni provedena ihned, je nutné vzorky po prevedeni do laborator-
niho rezimu (zaevidovani, nasttihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné
do -20 °C. Dalsi moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuseni s vyuzitim lyofiliza-
toru a poté je vzduchotésné uzavtit v nddobach (napt. lze pouzit plastové flakonky,
scintila¢ni lahvicky s dobfe tésnicim uzavérem). Takto zpracovany (lyofilizovany)
materidl je snadnéji zpracovatelny pfi nasledném tfeni vzorkd, odpada nutnost dr-
zet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se na na$em pracovisti nejlépe
osvéd¢ila metoda vyuzivajici soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN
dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Touto metodou lze v pomérné
kratkém casovém useku ziskat kvalitni eludty DNA. Izolace DNA ze starsich lis-
td buku byla s dostatecnym vysledkem zisku kvalitni DNA provedena s vyuzitim
soupravy PowerPlant’Pro DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.), jehoz
soucasti je roztok na separaci fenolickych latek.

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

Pfed zahéjenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol ke koncentratim pufrt
AW1 a AW2. V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky pro
odstranéni srazenin nahfeji. Inkuba¢ni lazen se necha nahtivat na 65 °C, aby byla
ptipravena pro 2. krok pracovniho postupu.

1. Maximalni mnozstvi vychoziho Cerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pti-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg; rostlinné pletivo je potieba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad pouzitim tekutého dusiku aplikovaného na rostlinny material
v tfecich miskach. Rozdrceny materidl se pfenese do 1,5ml mikrocentrifugaéni
zkumavky.

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

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

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

5. Prefiltrovand frakce se s odectenim ziskaného objemu prepipetuje do nové

1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky. Davame pozor, abychom nenabrali pfi-
padny pelet.
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6. Prida se pufr AWI1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5 nasobku objemu odebra-
né frakce a ihned opakovanym nasatim a vypusténim z mikropipety vzniklou
smés promichame.

7. Odpipetuje se 650 ml smési a premisti do Dneasy Mini spin kolonky umisténé
v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifuguje 1 minutu pti 8 000 rpm, prefil-
trovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbytkem vzorku.

8. Dneasy Mini spin kolonka se umisti do nové 2ml zkumavky, ptida se 500 ml
pufru AW2 a centrifuguje se 1 minutu pri 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

9. Prida se dalsich 500 ml pufru AW?2 a centrifuguje 2 minuty pii rychlosti 14 000
rpm. Poté vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky, tak aby-
chom se nedotkli proteklé kapaliny.

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

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

12. Opakuje se krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluétu.

Pozadované ptistrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a prislu$né (ste-
rilni) $picky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5ml s vicky, susicka nebo ste-
rilizator

Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouzZitim PowerPlant Pro DNA
Isolation Kitu

1. Rostlinny materidl 50mg cerstvé hmotnosti se zhomogenizuje ve tieci
misce s tekutym dusikem a prenese do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.
K rozetfenému vzorku se napipetuje 450ml roztoku PD1 a nasledné 50 ml
roztoku PD2 a 3ml RNazyA. Za pouziti stolniho vortexu se vzorek dikladné
promichd a centrifuguje 2 minuty pfi rychlosti 14 000 otacek za minutu (rpm).

2. Vznikly lyzat se opatrné, aby nebyl nabran pelet, prepipetuje do nové 1,5ml
mikrocentrifuga¢ni zkumavky a napipetuje se k nému 175ml roztoku PD3.
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Smés se promicha opakovanym nasatim a vypusténim mikropipety, dale se
inkubuje 5 minut pfi teploté 4 °C a centrifuguje 2 minuty pti 14 000 rpm.

3. Kapalna frakce se opatrné prepipetuje bez naruSeni peletu do nové 2ml
mikrocentrifugaéni zkumavky a napipetuje se k ni 600 ml roztoku PD4 a 600 ml
roztoku PD6. Smés se 5 sekund promichavd pomoci stolntho vortexu. Pak
se 600ml z této smési prenese na Spin Filter kolonu posazenou ve zkumavce
(collection tube) a centrifuguje 30 sekund pfi 10 000 rpm. Prefiltrovanou ka-
palinu odstranime a vratime Spin Filter kolonu do zkumavky. Napipetuje se
dal$ich 600 ml smési na Spin Filter kolonu a centrifuguje pfi stejné rychlosti,
filtrace se popripadé opakuje az do vycerpani celé smési.

4. Nasledné se napipetuje 500ml roztoku PD5 na Spin Filter kolonu a smés se
centrifuguje 30 sekund pti 10 000 rpm. Odstranime prefiltrovanou kapalinu
a vratime Spin Filter kolonu do zkumavky.

5. Napipetuje se 500 ml roztoku PD6 na Spin Filter kolonu a smés se centrifuguje
30 sekund pfi 10 000 rpm. Odstranime prefiltrovanou kapalinu a vratime Spin
Filter kolonu do zkumavky. Pro dostate¢né vysuseni membranového filtru
kolony je vhodné centrifugaci zopakovat s del§im ¢asovym intervalem a vys$si
rychlosti (2 min/14 000 rpm).

6. Kolonky se opatrné premisti do novych 2ml mikrocentrifuga¢nich zkumavek.
Do stfedu membranového filtru se napipetuje 100ml elu¢niho roztoku PD7.
Necha se inkubovat 2 minuty pfi pokojové teploté a poté centrifuguje 30 sekund
pti 10 000 rpm pro ziskan{ eludtu DNA.

PoZadované pristrojové vybaveni:

analytické vahy, digitdlni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a prislusné (ste-
rilnf) $picky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5ml s vi¢ky, susicka nebo ste-
rilizator

U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a Cistotu (na zédkladé po-
méru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm) spektrofotometricky napf. pfistrojem Na-
nophotometer (Implen). Koncentrace DNA se nejéastéji pohybovaly v rozmezi
10-50 ng/ul. Hodnoty optimalni ¢istoty by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9,
niz$i nebo vy$si hodnoty indikuji pritomnost dal$ich latek (proteind, fenolickych
latek). Cistota a koncentrace eluatit DNA je podstatné pro ziskani pozadovanych
PCR amplifikatd. Vzorky DNA s vy$si koncentraci je vhodné pro PCR reakce na-
fedit na hodnotu cca 20 ng/pl. Pro del$i uchovani je nutné eluaty DNA ulozit mi-
nimalné do -20 °C, pro dlouhodobé uchovani (v fadach nékolika let) do -80 °C.
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b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) -
jaderné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markerti bylo vybrano 12
polymorfnich mikrosatelitovych lokusti poskytujicich jednotlivé reprodukovatelné
amplifikaty v o¢ekavané velikosti. Markery FS1-03, FS1-11, FS1-15, FS4-46 byly vy-
brany z publikace PASTORELLI et al. (2003), marker sfc0036 z publikace Asuka et al.
(2004). Markery mfc 5, mfc 7, mfc 11 byly vybrany z ¢lanku VorNAM et al. (2004),
marker csolfagus-31 z publikace LEFEVRE et al. (2012) a markery Fagsyl-000905,
Fagsyl-001018, Fagsyl-002929 z publikace PLUESS et al. (2013), viz Tab. 1. Pro ziska-

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primer(

. . s Velikost PCR

Lokusy Sekvence primert (5-3°) produktii (bp)
F: ACT GGG ACA AAA AAA CAA AA

mfc 5 R: GAA GGA CCAAGG CAC ATAAA 277-321
F: AAAATA CAC TGC CCC AAAA

mfc 7 R: CAG GTT TTG GTT TCT TAC AC 100-128
F: GTCAACCAACTT F: ACA GAT AAA AAC AGAAGC CA

mfc 11 310-330
R: TTT GGT TTT GTT GAG TTTAG
F: CAC AGC TTG ACA CAT TCC AAC

FS1-03 R: TGG TAAAGC ACT TTT TCC CAC T 76-126
F: TGAATT CAA TCA TTT GAC CAT TC

FS1-11 R: GGAAGG GTG CTT CAATTT GG 90-120
F: TCAAAC CCA GTAAAT TTC TCA

FS1-15 R: GCC TCAATG AAC TCAAAAAC 92-136
F: GCA GTC CTC CAC CAT TAC TA

Fsa-46 R: TAC AAC AGC AGG CTATCC AT 213-372
F: GAT CAT AGC GCC GGAATT GG

Fagsyl-000905 . 56T cCT CCT CCT GGTACAAC 146-168
F: CGA GAT GGA CTT CTAAGT TTT ATT TGC

Fagsy-001018 . -G GAT GGA CTT CTAAGT TTTATT TGC 96-120
F: GCG GCG ACT GGA ATA ATA GC

Fagsyl-002929 . CAATCA CAC GCT GCA CAAAC 143-200

weofaqueaq i TCTATT GACACAAGAATAAGAACA CC 106128

9 R: CTT GGC AAG AAAAGG GGATT
0036 F: CAT GCT TGA CTG ACT GTAAGT TC o614

R: TCC AGG CCT AAAAAC ATT TAT AG
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ni amplifika¢nich produkti téchto lokusti byly optimalizovany reakéni smési a tep-
lotni cykly polymerazové fetézové reakce (PCR) a vypracovany déle uvadéné pro-
tokoly. PCR s vybranymi 12 lokusy byly sestaveny do tfi multiplexii a byly potizeny
fluorescen¢né znadené primery. Reak¢ni smési je nutné pfipravovat na ledu nebo
chladové desti¢ce, DNA polymerazu je nutné stale uchovavat pri -20 °C; davame ji
proto do smési nakonec pfimo z mraziciho boxu.

Protokoly PCR:
Multiplex 1 - nazvy SSR lokust, fluorescenéni oznacent jejich forward primert:
mfc 11 (NED), FS1-03 (NED), FS1-15 (VIC), Fagsyl-001018 (6-FAM)

Multiplex 2 - nazvy SSR lokust, fluorescenéni oznacent jejich forward primert:
FS1-11 (NED), mfc 7 (VIC), csolfagus-31 (PET), sfc0036 (6-FAM)

Multiplex 3 - ndzvy SSR lokust, fluorescen¢ni oznadenti jejich forward primer:
Fagsyl-002929 (VIC), Fagsyl-000905 (PET), FS4-46 (NED), mfc 5 (6-FAM)

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pro
jednotlivé multiplexy pripravime smés z primert v 2 pM koncentraci a v objemu
dle poctu analyzovanych vzorki (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasob-
nich 100 uM roztokt forward i revers primert po 2 pl a doplnime 84 ul TE pufru
do celkového objemu 100 pl).

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

SloZeni reak¢ni smési a teplotni rezim PCR jsou stejné u vSech t¥i multiplext.
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Optimalizovany protokol PCR

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

celkem 15 pl

Reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCI2,
jsou dodany vyrobcem Invitrogen (Life Technologies).

Teplotni rezim PCR
:;:Ieﬁt Teplota Cas Popis

1 94 °C 5 min Pocate¢ni denaturace

35 94 °C 45 sec Denaturace

35 58 °C 45 sec Annealing

35 72°C 55 sec Elongace
1 72°C 15 min Finalni elongace
1 4°C ulozna teplota Chlazeni amplifikath

Pozadované pfistrojové a materidlové vybaveni:

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

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktt se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agardzovych 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 fragmentti
DNA se pouziva fluorescenéni barvivo GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel Stain,
10,000 XinWater, Biotium, Hayward). GelRed se ptridava do zahratého agar6zového
roztoku v poméru 1 : 10 000 a gel se ihned rozléva do prislusné formy ve vysce vrst-
vy asi 1 cm. Po ztuhnuti gelu se pfilije do vany pro elektroforézu 0,5 x TBE pufr tak,
aby presahoval asi 0,5 cm nad gel. Do slotti gelu se nanasi PCR amplifikaty (15 ul)
smichané s 4 pl pufru (gel loading buffer, Sigma - Aldrich). Pro moZnost zjisténi
orienta¢nich velikosti ziskanych amplifikati se do vybraného slotu nanese smés:
1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl destilované
vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné nabité fragmenty DNA ke kladné elektro-
dé, jejich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti ampli-
fikatu). Potfebna doba trvani procesu 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 zafenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se
v gelovém nosici projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované pristrojové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislusné spicky, mikrovlnna trouba, vortex, horizon-
talni elektroforéza se zdrojem, dokumentac¢ni systém s UV transluminatorem, tem-
nou komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni gelil
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d Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR
produktd

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se pro-
vadi na genetickém analyzatoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazo-
va fetézova reakce musi byt provedena s fluorescenéné oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzatoru na 5 konci s modifikacemi 6-FAM, VIC, NED, PET). PCR
amplifikaty (vétsinou postacuje 1 pl) se nanasi do 96 jamkovych desti¢ek pro sek-
venatory a pred fragmenta¢ni analyzou jsou denaturovany. Ke kazdému vzorku se
ptida krétce promichand (pomoci vortexu) smés formamidu (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystem) o objemu 11 pl na jeden vzorek a velikostniho standardu (Gene
Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0, Applied Biosystem) 0,4 ul na jeden vzorek.
Desticka se kratce sto¢i na centrifuze a provede se inkubace 4 minuty pti teploté
94 °C, pak nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimélné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmen-
td DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany
vzorek je do kapilary naplnovan automaticky. Detekce fragmentovanych usekd je
zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych primert po exci-
taci laserem. Pfistroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluorescenci, coz
umoznuje v multiplexovém usporddani hodnotit najednou vice markert. Hodno-
ceni velikosti amplifika¢nich produktii se provadi pomoci softwarového programu
GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikostniho stan-
dardu, jenz je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kiivku a na jejim
podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt.

Pozadované ptistrojové vybaveni:
sada pipet a prislusné §picky, vortex, teplotni cyklova¢, centrifuga, geneticky ana-
lyzator
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e Zpracovani molekularnich dat

Buk lesni ma diploidni sadu chromozomii (2n=24). U sledovaného lokusu ziskame
pro kazdého jedince dvé stejné hodnoty alel v pfipadé homozygota, nebo v pripadé
heterozygota dvé rtizné hodnoty alel. Pro ziskani genetickych charakteristik se ve-
likosti alel z hodnocenych lokust pro sledované populace statisticky zpracovavaji
(napft. za vyuziti statistickych programt GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006,
2012), CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007), Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et
al. 2004).

Na zakladé ziskanych genetickych charakteristik lze u populaci hodnotit a porov-
navat droven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, genetické dife-
renciace mezi populacemi, heterozygotnosti apod. Jedna z nejvyznamnéjsich ge-
netickych charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi,
které 1ze vypocitat na zakladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel lokusti u jedincti
ptislusnych klont na zakladé vypracovaného prehledu hodnot alel zvolenych loku-
su pro Setfené klony.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy ziskani genetickych charakteristik véetné stanoveni genetické
diverzity populaci buku lesniho rostoucich na tizemi Ceské republiky pomoci ja-
dernych mikrosatelitovych markert nebyly dosud popsany. Pro vyvoj metodiky
byly testovany mikrosatelitové markery, které vyvinuly zahrani¢ni autofi. Za uce-
lem optimalizace amplifika¢nich podminek byly testovany rizné koncentrace re-
akénich slozek (predev$im koncentrace primert) a reakéni teploty. Pro analyzy
velkych soubort (populaci) byly postupy analyz DNA také zaméfeny na sesku-
povani vybranych mikrosatelitovych lokusti do multiplexti, kdy probihaji amplifi-
kace a fragmenta¢ni analyzy nékolika lokusti najednou. Buk lesni jako vyznamna
evropska dfevina byl u fady zahrani¢nich autort pfedmétem genetickych studii
s vyuzitim mikrosatelitovych markerti (PASTORELLI et al. 2003; AsUKA et al. 2004;
VORNAM et al. 2004; BUITEVED et al. 2007; CHYBICKI et al. 2009; HASENKAMP et al.
2011; LEFEVRE et al. 2012; PLUESS et al. 2013). Doposud ziskané poznatky o pro-
ménlivosti bukovych porostt na izemi CR vychazely ptevazné z hodnoceni prove-
nien¢nich ploch pomoci fenotypového $etfeni. Z molekuldrné genetickych metod
byly v minulosti pro buk lesni na izemi CR pouzity pouze izoenzymové analyzy
(GOMORY et al. 1998).

Pro ziskani informaci o genetické proménlivosti buku lesniho bylo pottebné vy-
hledat DNA markery, které vykazuji vysoky polymorfismus. Mezi nejvariabilnéjsi
oblasti genomu patfi mikrosatelitové lokusy, které se 1i$i v poc¢tu opakovani zaklad-
niho motivu nukleotidii. S vyuzitim automatického sekvendtoru ziskdme vynika-
jici rozliSeni alel, naptiklad lze zjistit i rozdilnou velikost amplifika¢niho produktu
o0 jednu repetici motivu (u dinukleotidovych motivii jen o 2 baze). Pro analyzy byly
vybrany jaderné mikrosatelity FS1-03, FS1-11, FS1-15, FS4-46, sfc0036, mfc 5, mfc
7, mfc 11, csolfagus-31, Fagsyl-000905, Fagsyl-001018, Fagsyl-002929, jejichz PCR
amplifikace byly optimalizovany i za ti¢elem seskupeni jejich analyz do tfi multi-
plext po 4 lokusech. Amplifikace a navazujici fragmentacni analyzy v multiplexech
predstavuji velkou ¢asovou a finan¢ni Gsporu.
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IV POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE
METODIKY

Metodika byla vypracovana za ucelem zjistovani genetickych charakteristik prede-
v§im genetické diverzity, heterozygotnosti, diferenciace a genetickych vzdalenosti
populaci buku lesniho.

Pro vypracovani a ovéfeni metodiky byli vyuziti dospéli jedinci vyznamnych popu-
laci, rostouci prevazné v genovych zakladnach rtznych prirodnich lesnich oblasti
Ceské republiky, ktef{ reprezentuji cenné regiondlni populace tohoto druhu.

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

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Vybrané lokusy prokazaly dostate¢ny polymorfismus pro zjiténi genetickych roz-
diltt mezi jedinci, populacemi a klony. V priloze jsou uvedeny priklady vystupti ge-
netickych charakteristik $etfenych populaci buku lesniho. Reprodukovatelnost této
metody potvrzuji shodné vysledky pti opakovanych analyzach sledovanych lokust
a zku$enosti i jinych laboratofi, napt. ASP — Bavarian Office for Forest Seeding and
Planting, Teisendorf, Institute of Biosciences and BioResources National Research
Council, Florencie, BFEW Department of Genetics molecular laboratory Viden pii
vyuziti metody mikrosatelitovych lokust. Ovéreni zde predkladanych metodickych
postupt probéhlo také v ramci navazané spolupréace s polskym vyzkumnym insti-
tutem (Genetics Department Institute of Experimental Biology, Faculty of Natural
Science, Kazimierz Wielki University, Bydgoszcz), kam byly poslany vzorky DNA
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nasich buku a provedeny analyzy nékterych stejnych lokusii. Na polském pracovisti
byly ziskany totozné vysledky velikosti alel jako v nasi laboratofi.

Moznosti uplatnéni téchto postuptt v dal$ich laboratotich muize komplikovat fi-
nanéni naro¢nost pristrojového vybaveni pro fragmenta¢ni analyzy, zejména ge-
netického analyzatoru. Fragmentac¢ni analyzy si vSak lze objednat na zakazku u ko-
mer¢nich firem (napt. SEQme, Genomac, Amplicon).

Metodické postupy vedouci ke zjisténi hodnot genetickych charakteristik predevsim
genetické diverzity populaci buku lesniho budou slouzit pro potfeby statni spravy
v oblasti lesniho a vodniho hospodéistvi (MZe, MZP) a koordinatora Nérodniho
programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin (Ustav pro hospodéiskou
tpravu lestt - UHUL), pti¢emz se predpoklédd uplatnéni ziskanych znalosti o gene-
ticky podminéné proménlivosti jako podkladu pro aktualizaci souvisejicich legis-
lativnich predpisti tykajicich se ochrany genofondu lesnich dfevin, podkladii pro
aktualizace Oblastnich plant rozvoje lesa, podkladt pro vyhlasovani genovych za-
kladen a pro aktualizaci pravnich predpisti a norem souvisejicich zejména s uptes-
novanim doporucenych pravidel pfenost reprodukéniho materialu lesnich dfevin.

V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkdm o genetické kvalité, predev§im diverzité a heterozygotnosti popula-
ci nebo porostd, je prinos celospoleensky. Souc¢asné dochdzi i k naplnovani cila
Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin - podporo-
vat kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich genetickou strukturu metodou DNA
marker. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéjSich
a odolnéjsich porostd, které budou zvySovat biologickou rozmanitost, lépe se pti-
zptisobovat moznym zménam klimatu, a tim prispivat k ochrané zivotniho prostre-
di. Pti posuzovani ekonomickych aspektti 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 schva-
lené usnesenim vlady CR ¢. 620 ze dne 25. kvétna 2005. Vedle celospoleenskych
prinosti se da redlné predpokladat i zvySeni trzeb z tézby dfeva u vlastniki lesti
v podobé budoucich zvy$enych vynost bukovych porosta zalozenych z kvalitniho
reprodukéniho materidlu.
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Buk lesni je v nasich podminkach z hlediska svého hospodarského uplatnéni diile-
zity druh dfeviny, ktery vyznamnym zptsobem ovliviiuje ekonomiku fady lesnich
majetkd vSech forem vlastnictvi, a tedy i celého lesniho hospodafstvi a navazujici-
ho dfevozpracujictho pramyslu (celého lesnicko-dfevarského sektoru) a z hlediska
dalsich aspekti lesnického hospodareni ma znaény potencidl do budoucna pro zvy-
$ent stability, vitality a diverzity lesnich porostu.

Pfi reprodukci porostl z kvalitnich genetickych zdroji je vyssi zaruka, ze bude
v dobé mytni zralosti lesnich porostti dosazeno soucasné i vy3si objemové produk-
ce. Rozdil porostnich zasob vztazenych k obmyti u bukovych porostil nachazejicich
se v soucasnych genovych zakladnach (GZ), oproti ostatnim bukovym porostim
na tizemi CR, zji§tény na zakladé analyzy celostatnich informaci v datovém skladu
¢ini v objemovém vyjadfeni cca 91 m’/ha a jednoznacné reprezentuje lepsi pro-
duk¢ni bazi v genovych zakladnach.

ZlepSena geneticka produkéni baze zvysuje kvantitativni téZebni potencial a pfi-
spiva tim ke zvy$eni ekonomické Zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trva-
le udrzitelného obhospodafovani lest, coZ je jeden z cil Narodniho lesnického
programu II (2012).

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze priimérna cena surového diivi za CR, ktera repre-
zentuje cenu dfeva na pni, tj. cenu surového difivi na odvoznim misté po odecteni
tézebnich nakladt, a kterd je kazdoro¢né zverejiiovana ve Véstniku MZe, odrazi
zna¢nou mérou i dominantni pozici dfeviny smrk na trhu se surovym dfivim, ne-
bylo v pripadé kalkulaci u buku metodicky zcela odtivodnéné pouziti této primeér-
né ceny surového drivi k ekonomickym vypoctiim, protoze by doslo k nadhodno-
ceni vysledki. Z tohoto déivodu byla kalkulace ekonomického ptinosu u buku ze
zvy$eného objemu obchodovatelného dfivi konstruovana na zakladé:

a) dlouhodobé dosahovaného procentického podilu hlavnich sortimenti surové-
ho dtivi v dodavkach diivi v CR (pilaiska kulatina, vldknina, palivové diivi)

b) soucasnych cen surového drivi (predevsim pilarské kulatiny)

c) soucasnych praumérnych celostatnich tézebnich nakladu na tézbu a priblizovani
dfeva po odvozni misto.

Pfi dlouhodobé dosahovaném celostatnim primérném podilu sortimentd suro-
vého drivi v dodavkach listnatého drivi (pilarskd kulatina 33 %, vldknina a ostat-
ni pramyslové diivi 27 % a palivového drivi 40 %) a pri cené surového drivi za 2.
¢tvrtleti 2016 ve vysi 1 623 K¢/m? za pilarskou kulatinu III. tf. jakosti A/B, 1 147 K¢/
m? za dfivi V. tf. jakosti pro vyrobu buni¢iny a 1 145 K¢/m?® za palivové drivi, ¢ini
zvy$ené trzby z prodeje dfeva u kvalitnéjsich bukovych porostti v GZ v dobé obmyti

22



¢astku 119 300 K¢/ha. Tento hruby vynos po odpoétu celkovych tézebnich nakladii
ve vy$i 38 700 K¢/ha (primeérné celostatni nédklady ¢ini 423 Ké/m?) pak predstavuje
zvyseny Cisty vynos ve vysi 80 600 K¢/ha. Tato ¢astka je tvofena predev$im zna¢nym
rozdilem v objemu porostnich zasob v GZ oproti celostatnimu priméru porostnich
zasob bukovych porosttl. Vypoclteny vysledny ekonomicky efekt (zvyseny (isty vy-
nos) ze smyceného lesniho porostu v dobé obmyti v§ak miizeme oznacit za pesimi-
stickou variantu vypoctu.

Pfi optimistické varianté vypoctu, pokud budeme vychazet z redlné situace na radé
lesnich majetkd, kdy v zavislosti na kvalité téZebniho fondu Ize dosahnout i vyssich
podilt pilarské kulatiny v dodévkach surového dfivi nez je celostatni pramér, tj.
vice nez 33 %, a pti sou¢asném pouziti téZebnich ndklad v misté a ¢ase obvyklych,
odpovidajicich niz§im ndkladm vztazenym jen k téZbé mytné zralych listnatych
porostu, by se vysledny ekonomicky efekt jesté vyraznéji projevil ve vy$$im hos-
podarském vysledku (zisku) vlastnikil lesa. Dale, vyssi celkova objemova produkce
porostu z kvalitnich genetickych zdroju se neprojevi v ekonomice vlastnikt lesa
pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vychovnych opatfeni v podobé zlepseni
(zvy$eni) cash flows z provedenych probirek, coz rovnéz pozitivné ovlivni ekono-
mickou situaci vlastniki lesa a prispéje k podpore ekonomického pilite trvale udr-
Zitelného hospodareni v lese.

Je nutno rovnéz pripomenout, Ze provedena kalkulace se zabyvd pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Jen z ditvodu souc¢asné neznalosti
fady potfebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypoctii zatazeny také dalsi do-
date¢né ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametrt porosta,
které by se projevily napft. v lepsi sortimentaci tézebniho fondu a v nasledném vys-
$im zpenézeni surového drivi.

Kalkulace ekonomického ptinosu (,,genetického zisku®) byla provedena na zakladé

nasledujicich informac¢nich zdroji:

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Pafizkov4, Hradec Kralové,
2016)

e Lesnictvi 2015, katalog produktti, dodavky listnatého dfivi za obdobi 2006-
2015, tabulka &. 2.13, Cesky statisticky utad, Praha, 2016

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

e Zpréva o stavu lesa a lesniho hospodarstvi Ceské republiky v roce 2014, Minis-
terstvo zemédélstvi, Praha 2015, ISBN 978-80-7434-242-4
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Ziskané vysledky vypocti byly také porovnany s vysledky ziskanymi jinymi meto-
dickymi postupy (napf. porovnanim hodnoty mytni vytéze) s vyuzitim téchto pod-
kladovych materialt:

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

o Cerny, M., Paiez, J., Malik, Z.: Riistové a taxaéni tabulky hlavnich dfevin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub), IFER, 1996

e Vyhlageni primérné ceny dfeva pro rok 2016 k vypoctu poplatku za odnéti les-
nich pozemkd surového drivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 97, listopad 2015)

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s pfedpokladem ptistrojového laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou primérné
naklady 106,- K¢, naklady u jednoho vzorku na PCR produkt a naslednou fragmen-
ta¢ni analyzu, coz predstavuje dle uvedenych optimalizovanych postuptl v jednom
multiplexu analyzu soucasné 4 lokust, ¢ini 61,- K¢ v¢. DPH. V uvedené kalkulaci
nasich ndklada (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplikové néklady, nékla-
dy na odpisy pristrojového vybaveni, osobni naklady, ndklady na vyvoj metod, které
jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni) pracovisté.
Tedy cena analyzy 12 mikrosatelitovych lokust (ziskanych postupy tfi multiplextt)
pro jeden vzorek (strom) je 183,- K¢ véetné DPH, s naklady na izolaci DNA to
¢ini celkem 289,- K¢. Pri vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi jsme pii prizku-
mu na tuzemském trhu zjistili vyhodné cenové nabidky od firmy SEQme. Predpo-
klddana cena na analyzu jednoho vzorku je 242,- K¢ véetné DPH a zahrnuje PCR
amplifikaci a fragmentaéni analyzu jednoho multiplexu. Tato cena je kalkulovédna
pti vlastnim dodani vysoce kvalitni DNA a vypracovanych metodickych postupii
(nebude nutno dopracovavat jakékoliv optimalizace PCR). Na postupy optimali-
zace PCR komer¢ni firmy nevedou ceniky, napt. firma SEQme si tyto prace uctuje
hodinovou sazbou a to 1 500,- K¢ bez DPH/hod. Fragmenta¢ni analyza pfi dodani
vlastnich PCR amplifikatti v desti¢ce vychazi na 72,- K¢ pro jeden vzorek (z 1 stro-
mu 1 multiplex).
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THE STUDY OF VARIABILITY OF
BEECH POPULATIONS USING NUCLEAR
MICROSATELLITES

Summary

Fagus sylvatica L. (European beech) is ecologically and economically the most im-
portant broadleaved tree in the Czech Republic, where conditions for its growth are
favourable. It is a woody species of the European area with focus of distribution in
the western, central and south-eastern parts of the continent. The Czech Republic
is located within that area, so this tree species grows throughout the Central High-
lands and at the Hercynian and Carpathian mountainous regions of the country
(UrRADNICEK et al. 2009). The devastation of beech stands began in the Middle Ages
due to the extensive use of this species as fuel, and in the 19th century there oc-
curred a strong decline in European beech cultivation as a consequence of artificial
reforestation and silvicultural preferences for conifers. The dissemination of beech
began again in the mid-20th century, but seeds from the Carpathian region were
used for reforestation without testing the suitability of these provenances (SvoBopa
1955). Recently, the main coniferous area, such as of spruce, pine and larch, has
gradually decreased in the Czech Republic, while growing proportions of silver fir
and such deciduous trees as European beech have been planted in order to achieve
optimal species composition of forests (Ministry of Agriculture of the Czech Re-
public 2015).

In order to reintroduce this species in larger proportions, it is important to acquire
more detailed knowledge about the dynamics of genetic diversity within and among
beech populations. This methodology presents the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for genetic characterization of beech populations. Nuclear
microsatellites, also known as nuclear simple sequence repeats (nSSR) are small
repetitive DNA sequences providing important information about population dy-
namics, spatial genetic structure, and distribution of genetic diversity (LEFEVRE et
al. 2012). Nuclear microsatellites are highly polymorphic, selectively neutral and
codominant markers that enable to differentiate homozygotes from heterozygotes.

This methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, condi-
tions of polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of amplification
products and calculations of molecular data. Total genomic DNA was extracted
using a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) from 100mg fresh or 20 mg
lyophilized young leaves or buds. PowerPlant Pro DNA Isolation Kit (MO BIO Lab-
oratories, Inc.) was used for isolation of DNA from older leaves.
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The SSR method is based on the polymerase chain reaction (PCR) with specific
primers. Thirteen important naturally regenerated European beech populations
growing mostly in gene reserves of different stands in the Czech Republic were used
to develop this methodology. Clear, reproducible PCR products were produced for
twelve microsatellite markers: mfc 5, mfc 7, mfc 11 (VorNAM et al. 2004), FS1-03,
FS1-11, FS1-15, FS4-46 (PASTORELLI et al. 2003), Fagsyl-000905, Fagsyl-001018,
Fagsyl-002929 (PLuEss et al. 2013), csolfagus-31 (LEFEVRE et al. 2012), sfc0036
(Asuka et al. 2004), so they proved suitable for finding genetic parameters. The
identified loci were verified as highly polymorphic and could be used as markers
for the next genetic analyses of European beech populations. Given the prevailing
artificial reforestation, knowledge based on DNA analyses regarding the variability
of genetic resources will contribute to the quality of the reproduction material and
to creating optimal species composition in forests.
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Priloha

Priklady vystupii genetickych charakteristik Setfenych populaci buku lesniho

FS1_03 FS1_15

- L - -

Obr. 1: Priklad PCR amplifikatll na gelovém nosici ziskanych s primery k lokustm FS1-
03 aFS1-15

_“,M J_M
I% | VJ\ /Q

Obr. 2: Priklad fragmentacni analyzy (zdznam z genetického analyzatoru, alely lokusu
mfc 5 u tfi jedincl buku lesniho)
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Tab. 2: Genetické charakteristiky vybranych jadernych mikrosatelitovych lokust ze 390
sledovanych stromu buku lesniho

Velikost
Lokusy Sekvence primert (5-3°) PCR . Na I H H
produktti ° e
(bp)

mfc 5 F:ACT GGG ACA CAAAA 277-321 22 2,40 0,62 0,88

R: GAA GGA CCAAGG CAC ATAAA
mfc 7 ;:: mA(-Br"AFf?'?GTg'(I?TCTCC?Fm':C 100-128 13 1,25 0,63 0,61
mfc 11 :: ?_ﬁ? gg?ﬁgﬁ?gigﬁi$ Acé 310-330 11 1,49 041 0,67
oror FSSICTNAAICONE o 2 110 00 o
o FACMIATISERNTT i 1 10 o o
FS1-15 ;:: LCCJA(ZAﬁgA(;?I'g i;ACA'I'fAT;:ATAC(? 92-136 16 1,85 0,75 0,80
FS4-46 ;:: ?:éggfgg:gg g_?;:ég Z:‘? 213-372 43 2,30 0,62 0,85
i, FOOTOOCOMIE e 2 1w om0 oo
o T A TS0 s 19 157 o0 o
i COSOCONTOMAAE o 10 1o o2 oo
o T AAAMIN 1120 12 20 om0 0o

F: CAT GCT TGACTG ACT GTAAGT TC

sfc0036 R: TCC AGG CCT AAC ATT TAT AG 98-114 9 1,60 0,74 0,73

Na - pocet rozdilnych alel v lokusech vech sledovanych vzorkil buku lesniho

I - Shannoniiv informa¢ni index - zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych lokust

H_ - primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze vSech sledovanych vzorki
H, - primérné hodnoty ocekévané heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze viech sledovanych vzorki
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Tab. 3: Pocet rozdilnych alel u populaci buku lesniho v jednotlivych lokusech

Populace mfc5 mfc7 mfc11 FS1-03 FS1-11 FS1-15 FS4-46

BKO01 15 6 9 12 7 12 14

BK02 16 7 9 15 8 8 20

BKO03 13 7 7 12 7 1 14

BKO04 12 7 9 11 12 1 18

BKO05 18 7 8 11 9 1 15

BKO06 15 5 6 11 13 9 15

BKO07 15 7 9 10 11 9 16

BKO08 17 4 9 13 11 12 15

BKO09 16 7 10 9 11 12 17

BK10 18 6 7 10 9 8 18

BK11 14 5 7 10 11 1 16

BK12 16 8 9 13 11 9 15

BK13 17 6 8 13 11 7 16

Populace Fagsyl- 000905 Fagsyl-001018 Fagsyl-002929 csolfagus-31 sfc0036

BKO1 4 7 12 10 8
BK02 6 6 12 11 8
BKO03 4 6 9 12 7
BK04 4 7 11 11 7
BKO05 6 6 12 12 7
BKO06 7 9 12 10 7
BKO07 4 9 9 11 7
BKO08 8 8 11 10 8
BKO09 8 8 13 11 8
BK10 8 10 10 10 7
BK11 9 7 12 10 6
BK12 9 7 9 10 7
BK13 8 9 1 11 7
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Tab. 4: Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované populace buku

lesniho
:;“’:':”' BKO01 BK02 BKO03 BK04 BKO05 BK06 BKO07 BK08 BK09 BK10 BK11 BK12 BK13
N 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Na 97 105 91 100 102 99 98 105 108 101 98 103 10,3
I 1,76 1,78 1,69 1,81 1,78 1,70 1,73 1,87 1,85 1,75 1,75 1,82 1,77
EIZ‘I’;t' 015 023 023 046 015 023 023 031 0,5 023 0115 0,39 0,08

H, 0,68 068 068 0,73 0,71 073 0,71 0,71 0,71 0,75 0,68 0,70 0,68
H 0,76 0,75 0,74 0,77 0,76 0,73 0,75 0,78 0,77 0,75 0,75 0,76 0,75

e

N - pocet analyzovanych stromi u sledovanych populaci

Na - primérny pocet rozdilnych alel u sledovanych populaci z 12 mikrosatelitovych lokusti
I - Shannoniiv informa¢ni index — zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych populaci
Privat. alely - pocet privatnich alel

H_ - primérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro sledované populace

H_ - primérné hodnoty ocekévané heterozygotnosti pro sledované populace

Tab. 5: Hodnoty (F,) — vyjadfujici vzajemné genetické diferenciace mezi populacemi

Popu-
lace

BKO01 0,000

BKO02 0,010 0,000

BKO03 0,010 0,012 0,000

BKO04 0,009 0,010 0,015 0,000

BKO05 0,014 0,014 0,017 0,010 0,000

BKO06 0,013 0,016 0,015 0,012 0,014 0,000

BKo07 0,012 0,011 0,017 0,010 0,012 0,013 0,000

BKo08 0,013 0,017 0,019 0,012 0,016 0,015 0,016 0,000

BKO09 0,014 0,013 0,016 0,013 0,016 0,013 0,013 0,010 0,000

BK10 0,017 0,023 0,022 0,015 0,018 0,015 0,018 0,014 0,012 0,000

BK11 0,028 0,028 0,035 0,024 0,027 0,024 0,026 0,021 0,022 0,024 0,000
BK12 0,028 0,028 0,037 0,026 0,029 0,027 0,027 0,020 0,024 0,028 0,009 0,000
BK13 0,015 0,013 0,019 0,013 0,019 0,014 0,014 0,013 0,011 0,019 0,014 0,014 0,000

BKO01 BK02 BK03 BK04 BK05 BK06 BK07 BK08 BK09 BK10 BK11 BK12 BK13
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Coord. 2

Principal Coordinates (PCoA)

f

KO3

BKO2
BK12 BK13 BKOT
BK11 %ﬁgibS
BKO6
BKOSBKO9
BK10
Coord. 1

Rady1

Obr. 3: Grafické znazornéni genetickych vzdalenosti sledovanych populaci buku lesni-

ho
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