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HAPLOTYPING OF OAK POPULATIONS BY
CHLOROPLAST SEQUENCING REVEALS ORIGIN
AND HOMOGENEITY OF POPULATIONS

Abstract

The aim of this publication is to present new method of DNA isolation from young
oak leaves that enables efficient amplification of trnD-trnT region of chloroplast
DNA and direct sequencing of crude PCR reaction mixture. Sequence data of trnD-
trnT region have been used to examine Quercus robur and Q. petraea populations
variability. High discrimination power of this method is demonstrated, comparable
with previously used restriction analysis of four similar chloroplast DNA regions.
Variable positions in trnT-trnD chloroplast DNA fragment are mapped and their use
for oak haplotyping indicated. As an example, 20 Czech Republic oak populations
were analyzed and their history, geografical origin and homo/heterogeneity were
revealed.
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I CIL METODIKY

Cilem je predstavit novou metodu stanoveni tzv. chloroplastového haplotypu, kte-
rd je rychla, technicky jednoduchd a relativné levnd, a ktera pfinese jednoznacné
hodnotitelné vysledky v kratké dobé. Metoda umozni ziskat informace o historii
populaci dubu letniho a zimniho, jejich ptivodnosti a homogenité. Tim pomize ur-
¢it populace vhodné pro ochranu a odbér semenného materialu a v $ir§im kontextu
i geograficky ptivod prodavanych semen nebo sazenic.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Mapy rozsiteni fosilniho pylu (napt. HUNTLEY, BIrks 1983) ukazuji, Ze v dlouhych
obdobich ¢tvrtohorniho zalednéni nejhojnéjsi evropské duby, dub letni (Quercus
robur L.) a dub zimni (Q. petraea (Matt.) Liebl.) vymizely z vétSiny Evropy a prezily
jen v nékolika mélo izolovanych refugiich v jizni Evropé. Odtud se v dob¢ poledové
$itily na sever nékolika prevazujicimi sméry. V posledni dekédé 20 stol. se objevily
zpravy (KREMER et al. 1991; FERRIS et al. 1993, 1995, 1998), Ze piesna data o tomto
procesu poskytuje analyza chloroplastové DNA. Ta je u dubii velmi mélo promeén-
liva i v oblastech, které nic nekdduji, takze stromy z jedné populace se prakticky
neli$i. Rozdily mezi populacemi byvaji pfesto vyrazné, ale jen tehdy, pochazeji-li
z ruznych refugii. V nich se totiz mutace nahromadily béhem statisicii let izola-
ce podminéné zalednénim. V relativné kratké dobé poledové, béhem siteni dubt
na sever, se toho uz moc nezmeénilo. Ve Francii odhadli (PETIT et al. 2002b), Ze nové
vzniklé populace maji na kazdych asi 50 km vzdélenosti od refugia nanejvys jednu
novou mutaci ve sledovanych ¢astech chloroplastové DNA.

Studium mutaci v chloroplastové DNA tedy umoziuje zjistit, ze které populaéni
skupiny mistni populace pochazi, i kterou cestou se k nam dostala. Za poslednich
20 let bylo spolupracujicimi védeckymi skupinami analyzovano na 2600 populaci
evropskych dubi, ¢imz byly zmapovany hlavni cesty jejich $ifeni v dobé poledové
(PETIT et al. 2002a). Bylo zjisténo 6 hlavnich genetickych skupin A, B, C, D, E, E,
které odpovidaji hlavnim refugiim a liniim $ifeni dubt na sever. Na nase uzemi
zasahuji podle téchto studii pouze linie A a C z jizni Itilie; linie B ze Spanélska je



v zapadni Evropé a linie E a F jsou vychodoevropské ¢i asijské. Pro analyzu bylo
vybirdno jen asi 5 stromi z jedné populace (z izemi CR jen z 6 populaci, PETIT et al.
2002a), protoze se pfedpokladalo, Ze vsichni jedinci v populaci jsou stejni. Nicmé-
né, ve specialnich ptipadech byly nalezeny i smésné populace, ze stromu rtizného
puvodu. Studium mutaci v chloroplastové DNA tedy umoznuje zjistit, zda je vybra-
nd populace geograficky spravné situovana podle fylogeografickych map a zda je
opravdu homogenni. Oba tyto znaky svéd¢i pro pivodnost dané populace; naopak
cizokrajny chloroplastovy genom nebo smésny charakter svédci pro vysazeny les.
Analyza chloroplastovych mutaci tedy jednak vypovida o tisicileté historii studova-
ného lesa, jednak md velky vyznam pfi posuzovani vhodnosti dané populace k od-
béru semen pro dalsi reprodukei.

Pro jednotné zpracovani vysledka z mnoha evropskych laboratofi bylo nutno zvolit
jednotnou metodu analyzy mutaci, jejiz podstatu zde kratce vylozime: z celkové
délky chloroplastového genomu (asi 160 000 bp) byly vybrany 4 nekédujici aseky
vhodné délky, umisténé mezi silné konzervovanymi geny, vesmés pro transferové
RNA. Useky se oznacuji DT (~1750 bp, mezi geny pro transferovou RNA aspara-
gové kyseliny trnD a threoninu trnT), TF (~1800 bp, mezi geny trnT a trnF), CD
(~3100 bp, mezi psbC a trnD) a AS (~3700 bp, mezi psaA a trnS). Tyto useky chloro-
plastové DNA predstavuji sotva 0,01% z celkové izolované DNA stromu, ale pfesto
se snadno ziskaji ve vysoké Cistoté pro analyzu, aniz by bylo tieba je slozité izolovat.
Na okrajich totiz maji unikatni useky DNA silné konzervovanych gent, k nimz je
mozno nasyntetizovat komplementdrni primery (oligonukleotidy), které se k nim
v roztoku denaturované DNA se 100% presnosti ptipoji. Metodou PCR amplifikace,
tedy v podstaté rekurentni syntézou DNA in vitro, zalinajici na téchto primerech,
namnozime pfimo ve zkumavce usek mezi primery miliardkrat, takze ostatni sou-
Casti preparatu DNA (jiné useky chloroplastové DNA, jaderna a mitochondridlni
DNA) se stanou jen zanedbatelnou primési.

Touto metodou ziskané 4 fragmenty DNA jsou pak $tépeny rtiznymi restrikénimi
endonukleazami, tedy enzymy, které stépi DNA jen v misté ur¢ité sekvence. Zména
sekvence (mutace) znemoznuje nebo naopak umoziuje $tépeni. Rozstépené DNA
byly analyzovany na polyakrylamidovych gelech s vysokym rozliSenim a mezipo-
pula¢ni rozdily ve $§tépném vzorci pak byly slozitym zptisobem vyhodnocovany.
Spravné vyhodnoceni vyzadovalo porovnat konkrétni §tépny obrazec se standardy
ziskanymi ze zastupcti populaci z celé Evropy.

Soubor mutaci na chloroplastovém genomu v ur¢ité populaci se ¢asto oznacuje jako
haplotyp, protoze chloroplastova DNA se u dubti pfenasi na potomstvo maternalné,
aniz by se uplatnil jejich diploidni charakter (tedy prendsi se nezménénd, neuplatni
se miseni rodi¢ovskych gentl). Metoda charakterizace populaci podle téchto muta-

ci je také znama jako haplotypizace populaci. Nejvice haplotypti bylo ziskano stu-



diem oblasti DT, kde se po $tépeni enzymem Taql (v misté TCGA) hodnoti velikost
4 vétsich fragmentt (dal$i 4 fragmenty gel nerozlisi) a také obc¢asna pritomnost
mista AGCT pro enzym Alul. Studium dalsich tfi oblasti umoznilo rozdélit kazdy
z puvodnich 11 haplotypt na asi 3 podtypy, takze dnes je rozeznavano asi 30 haplo-
typd, které se podle vzdjemné pribuznosti sdruzuji do vyse uvedenych 6ti skupin
A,B,C,D,EE

Zjevnym nedostatkem této metody, kromé problematického vyhodnocovéni, je
ignorovani véech rozdilt mimo sekvencni mista pro restrikéni endonukledzy. Se-
kvenovanim vzorkt z rtiznych ¢eskych populaci dubii jsme ukézali (Obr. 1, 2), Ze
i v malém prostoru Ceské republiky se da nalézt v DT oblasti 5 novych variabilnich
posic (polymorfismtl), tedy mist, kde se rizné populace lisi v jedné bazi. Spolu se
4 uz znamymi variabilnimi misty, kterd ovliviiuji restrik¢ni $§tépeni, to predstavuje
dostate¢né mnozstvi polymorfismi pro uréeni pravdépodobné vsech 30 haplotypt
evropskych dubti jen z tohoto jediného useku.

Jsou zobrazena konstantni Taq I mista, ktera definuji oblasti DT1, DT2, DT3 a DT4
hodnocené v PETIT et al. (2002a, 2002b). Ob¢asna Taq I mista jsou modre. Kolmé
fialové ¢arky oznacuji nové zjisténd variabilni mista, zelené ¢arky variabilni useky
polyA, resp. polyT. Mutace 252 bp vytvari obéasné Alul misto.

Princip nové metody tedy spocivd v tom, Ze ze 4 piivodné navrzenych fragmen-
ta chloroplastové DNA amplifikujeme jen ten, ktery poskytuje nejlepsi rozlideni
a amplifikdty nechdme komer¢né sekvenovat. Ziskame priblizné tolik sekven¢nich
informaci jako restrikénim $tépenim 4 fragmentd a usetfime naklady na 75 % am-
plifikaci, $tépeni restrikénimi endonukledzami a na problematické polyakrylami-
dové gely a jejich vyhodnocovani. Laboratorni prace jsou omezeny na minimum:
izolace DNA a PCR amplifikace, jejiz produkt se odesle komer¢ni firmé k sekve-
novani. Vysledky dostaneme ve formé sekvence, takze jsou snadno zpracovatelné
volné dostupnymi programy pro porovnani pribuznosti sekvenci. Vysledky jsou
navic znaéné kompatibilni s vysledky klasické metody PETIT et al. 2002a, protoze
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Obr. 1: Mapa DT oblasti chloroplastové DNA u dubll (VLASAK et al. 2016)



Obr. 2: Alignment cpDNA DT sekvenci nékolika dubu z 6 populaci (¢ast)

sekvenovanim zjistime kromé novych polymorfismu i ta restrikéni mista, ktera jsou
zakladem pro stanoveni haplotypti klasickou metodou.

Sipky ukazuji variabilni pozici 85bp s ptileZitostnym Taql mistem a nové objevené
variabilni pozice 98 bp a 149 bp.

Nové vzniklé naklady na sekvenovani nejsou velké. Pokud dostaneme sekvenci ce-
1ého 1750b dlouhého DT useku sekvenaci z jeho konct, jde o dvé sekvenacni re-
akce asi po 100K¢. To je mozné jen tehdy, predame-li sekvena¢ni firmé perfektni
amplifikaty, protoze délkovy limit dobre ¢itelné sekvence je v soucasné dobé asi 900
bp. Pii vyvoji metodiky jsme tedy vénovali nejvétsi pozornost optimalizaci metody
DNA izolace a PCR amplifikace. Uvedené protokoly umoznuji standardné ziskavat
kvalitni amplifikaty, které se daji pfimo, bez ¢isténi sekvenovat.
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2 Metodické postupy

a Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsi obdobi pro odbér rostlinného materialu je jarni obdobi, kdy lze
odebirat rasici pupeny nebo mladé listy. U starsich listii z diivodu vyssiho obsahu
fenolickych latek a polysacharachidii se snizuje kvalita i kvantita vyizolované DNA,
coz mize zkomplikovat pribéh navazujici PCR amplifikace. Pfi manipulaci se
vzorky je nutnd eviden¢ni kontrola, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se
tedy pti odbéru oznaci, ulozi do mikrotenového sacku a udrzuji pfi nizké teploté
(chladové tasky s namrazenymi destickami) a co nejrychleji prepravi ke zpracovani
vlaboratofi. Vzhledem k naslednym analyzam je diilezité vzorky drzet stale ptinizké
teploté. DNA Ize izolovat okamzité z takto Cerstvé odebranych vzorkd. V pripadé, ze
izolace DNA neni provedena ihned po ptijmuti vzorkd, je nutné vzorky po preve-
deni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nasttihdni na vhodnou velikost apod.)
ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuseni
za pomoci lyofilizatoru s ndslednym vzduchotésnym uzavienim v nadobach (lze
pouzit napt. plastové falkonky, scintila¢ni lahvicky s dobfe tésnicim uzavérem).
Takto vysuseny (lyofilizovany) material je snadnéji zpracovatelny pfi nasledném
treni vzorki, odpada nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dre-
vin se na nasem pracovisti nejlépe osvéd¢ila metoda pomoci kitu DNeasy Plant
Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Touto
metodou lze v kratkém casovém useku ziskat kvalitni eluaty DNA. Izolace DNA
ze star$ich listt dubti byla tspésné provedena pomoci Chemagic DNA Plant kitu
(Perkin Elmer, chemagen). Tento postup vsak vyzaduje pofizeni separatoru magne-
tickych castic a je ¢asové naro¢néjsi.

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

Pred zahajenim vlastniho postupu izolace se prida etanol ke koncentratim pufrt
AW1 a AW2. Nechd se nahfivat inkuba¢ni lazen na 65 °C a v pripadé vyskytu sraze-
nin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahfteji pro odstranéni téchto srazenin.

1. Maximalni mnozstvi vychoziho ¢erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pfi-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg; rostlinné pletivo je potieba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad pouzitim tekutého dusiku aplikovaného na rostlinny material
v tfecich miskdch. Rozdrceny materidl se pfendd do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni
zkumavky.
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10.

11.

12.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 ml pufru AP1 a nasledné 4 ml Rndzy
A, pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protfepat. Ziskana smés se necha
inkubovat 10 minut pii 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichévat 2-3x
pfevracenim zkumavek.

Prida se 130 ml pufru P3, kratce se promichd pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pti rychlosti 14 000 rpm.

Vznikly lyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v 2ml
zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pti 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.

Prida se pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5 nasobku objemu odebrané
frakce a ihned pipetovanim promicha.

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.

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

Prida se dal$ich 500ml pufru AW2 a centrifuguje 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. Nechdme 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.

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 $picky,
mikrozkumavky 1,5ml s vicky, susicka nebo sterilizator

Chemikalie: DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN, 96-100% etanol
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Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouzitim Chemagic DNA Plant
Kitu.

1.

10.

11.

Rostlinny materidl 20-50mg je potfeba rozdrtit na jemny prasek, napriklad
ho muzeme utfit v tekutém dusiku v tfecich miskach. Rozdrceny material se
prenda do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a napipetuje se k nému 400 ml
lyza¢niho pufru (Lysis Buffer 1) a nasledné 2 ml Rnazy A, smés se pomoci vor-
texu dtikladné promicha.

Centrifugujeme 5 minut pfi rychlosti 12 000 rpm a tekutinu nad sedimentem
prepipetujeme do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

Pridame 30ml resuspendovanych magnetickych kuli¢cek (Magnetic Beads)
a 320ml pufru 2 (Binding Buffer 2). Promichame 6x pipetovanim a inkubuje-
me 5 minut pfi pokojové teploté.

Pfemistime zkumavky do separatoru magnetickych ¢astic, kde se magnetické
kulicky pritdhnou po 2 minutéch ke sténé. Odpipetujeme tekutinu a vyjmeme
zkumavky ze separatoru.

Napipetujeme do zkumavky 900 ml promyvaciho pufru 3 (Wash Buffer 3), pro-
michame 15x pipetovanim nahoru dold a 1 minutu inkubujeme pti pokojové
teploté. Provedeme separaci kuli¢ek pomoci separatoru magnetickych ¢astic
a odpipetujeme tekutinu.

Opakujeme promyti s ptidanim 900 ml promyvaciho pufru 4 (Wash Buffer 4)
dle bodu 5.

Opakujeme promyti s pfidanim 900 ml 70% etanolu dle bodu 5.

Po odpipetovani tekutiny ponechdme zkumavky v separatoru, v némz budou
kuli¢ky pritazené ke strané zkumavky, opatrné pfidime 1 ml promyvaciho puf-
ru 5 (Wash Buffer 5), abychom nenarusili pelet. Za 1 minutu promyvaci pufr 5
odpipetujeme.

Pridame do zkumavky 200 ml elu¢niho pufru (Elution Buffer 6) a resuspendu-
jeme magnetické kuli¢cky pipetovanim.

Inkubujeme suspenzi 10 minut pfi 55 °C a jemné promichavdme pro usnadné-
ni eluace DNA.

Umistime zkumavky do separdtoru magnetickych castic, po 1 minuté dojde
k separaci magnetickych kuli¢ek v roztoku, pak odpipetujeme eludt DNA
do nové zkumavky.
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Pozadované pristrojové vybaveni:

analytické vahy, digitdlni sucha lazen, centrifuga, vortex, separator magnetickych
¢astic, mrazici box, sada pipet a prislusné $pic¢ky, mikrozkumavky 1,5ml s vicky,
su$ic¢ka nebo sterilizator

Chemikalie: Chemagic DNA Plant kit (Perkin Elmer, Chemagen), 70% etanol, Rna-
za A (100 mg/ml)

U vyizolované DNA lze zjistit koncentraci v ng/ul a cistotu (na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm) napf. pfistrojem Nanophotometer (Implen). Kon-
centrace DNA se nejcastéji u obou druhii dubu pohybovaly v rozmezi 20-80 ng/pl.
Hodnoty optimadlni ¢istoty by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, nizsi nebo vys-
$i hodnoty indikuji pfitomnost dalsich létek (proteind, fenolickych latek). Cistota
a koncentrace eluati DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikata.
Pro delsi uchovani je nutné eluaty DNA ulozit minimalné do - 20 °C, pro dlouho-
dobé uchovani (v fadach nékolika let) do - 80 °C.

b Postupy PCR amplifikace

Pro amplifikaci DT oblasti chloroplastové DNA dubti jsme pouzili primery trnD
(5-ACC AAT TGA ACT ACA ATC CC) a trnT (5'-CTA CCA CTG AGT TAA
AAG GGQG), které navrhli DEMESURE et al. 1995. Pro 40 vzorkd jsme pfipravili
na ledu 600 ml reakéni smési obsahujici ExTaq DNA polymerazu TAKARA, ExTaq
pufr TAKARA, smés ¢ty ANTP a oba primery, kazdy 0,12 uM. Pfesny rozpis kom-
ponent je v tabulce 1.

Tab. 1:

Reakéni smés 600 ml ml
Destilovana voda 438
10 x TAKARA ExTaq pufr 60
10 x TAKARA dNTP smés 2.5mM 60
trnD primer, 4 uM 18
trnT primer, 4 uM 18
ExTaq DNA polymeraza, 5U/ml 6
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Do prazdnych, tenkosténnych PCR mikrozkumavek 0,2ml jsme pipetovali
po 0,5ml (asi 5 ng) DNA jednotlivych vzorka a pak pridali (stale na ledu) po 15ml
reakéni smési. PCR byla provadéna v cykleru BIOMETRA T3 s programem uvede-
nym v tabulce 2.

Tab. 2:
Pocet cykli Teplota Cas Popis
1 94 °C 3 min Pocate¢ni denaturace
35 94 °C 5 sec Denaturace
35 55°C 15 sec Annealing
35 72°C 60 sec Elongace (syntéza)
1 72°C 3 min Finalni elongace
1 4°C ulozna teplota  Chlazeni amplifikatd

Dobu denaturace a annealingu je pravdépodobné tfeba modifikovat (prodlouzit)
pti pouziti jinych PCR zkumavek nebo jiného cykleru. Typicky vysledek amplifika-
ce po naneseni 4ml PCR produktu na agarézovy gel je na Obr. 3.

g
o

- ) - F o2

Obr. 3: PCR produkty na agaré6zovém gelu

Vzorky 1-6 (odpovidajici jednotlivych stromim) jsou vhodné pro ptimé sekveno-
vani, vzorky 7, 8 jsou nevhodné, vzorky 9 a 10 lze pouzit jen po izolaci pozitivniho
pruhu 1700b z gelu, coz je procedura, které se obvykle snazime vyhnout. Kontami-
nujici pruh 180b se ¢asto objevuje pfi amplifikaci DNA horsi kvality a pfi pfimém
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sekvenovani znemoziluje precteni sekvence na zacatku a na konci. Do zna¢né miry
se da eliminovat nizkou koncentraci primerti v PCR reakci (viz vyse; asi polovi¢ni
proti normélu). DNA z kvalitné provedeného odbéru a izolace obvykle poskytuje
80-90% perfektnich amplifikatd. Je mozné je posilat na sekvenovani i bez kontroly
na agarézovém gelu, smifime-li se s ur¢itym procentem necitelnych sekvenci, které
se z hodnoceni vyradi.

¢ Postupy sekvenovani

Dnes existuje fada firem, které poskytuji sekvenaéni sluzby za velmi rozumnou
cenu, kterd se navic rok od roku snizuje. My vyuzivime velmi prakticky systém
firmy GATC Biotech AG (Némecko). Ptes jejiho zastupce v CR, firmu Biogen (bio-
gen@biogen.cz) si objedndme §titky s carovym kédem, které se lepi na sekvenacni
zkumavky. Firma $titky posle postou (jeden §titek asi za 100K¢) a zaregistruje je
v centrdle GATC na jméno a e-mail odbératele. Sekvenacni vzorky pfipravime smi-
chanim 4ml PCR smési a 6ml 4 uM primeru v normélni 1,5ml mikrozkumavce,
pfilepime Stitek a hodime do sbérné schranky kdekoli je to mozné, protoze ¢dro-
vy kéd jednozna¢éné urcuje zdkaznika. Sbérné schranky GATC/Biogen jsou dnes
v tstavech Akademie véd CR i v mnoha dalgich institucich; doru¢ovatelskd sluzba
je jednou denné vybira a odvazi do Némecka. Asi za 40 hodin po vybrani schranky
ptijde e-mail, Ze si mizZete sekvence stahnout se serveru firmy GATC.

d Zpracovani sekvenci

Kromé origindlniho chromatogramu ze sekvenacni reakce dostaneme od firmy také
tzv. FASTA soubory se sekvencemi - v podstaté textové soubory (Notepad), kde
se véechno v fddku za znakem > povazuje za nazev sekvence a to, co je na dal$im
radku (prazdné radky se nepocitaji), je vlastni sekvence (az do dal$iho znaku >, kde
za¢ina svym nazvem jind sekvence). VSechny sekvence, které chceme analyzovat,
musime dat do jednoho FASTA souboru pod sebe (a ulozit s koncovkou XXX.
fas - jinak je programy ,nevidi“). Na Internetu je volné dostupnd fada programu
pro zpracovani sekvenci; my pouzivame zna¢né universalni a uzivatelsky privétivy
program MEGAG6 (TAMURA et al. 2013). Na pokyn ,,align“ napfed natdhneme se-
kvence ve FASTA souboru do programu a provedeme alignment, tedy vzajemné
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prifazeni podle shodnosti sekvenci, jako na Obr. 2. V modu alignmentu provede-
me dalsi Gpravy. Predeviim ofizneme konce na obou stranach, kde jsou nékteré
sekvence kvuli $patnému zacatku/konci kratdi nez jiné, a zarovname je na stejnou
délku. Velmi dulezita je pfesnost sekvenovani. V celé 1750 bp dlouhé DT oblasti je
jen 19 nekonstantnich mist, z nichz ale jen 9 prispiva k variabilité (napt. 4 promén-
livé polyA/polyT tseky jsou u konkrétniho haplotypu identické u vSech jedinct).
Kazda sekvenacni chyba je tedy vyznamna, protoze imituje novy haplotyp. K jejich
eliminaci mizeme budto otevtit originalni chromatogramy ve vhodném progra-
mu a zkontrolovat kritickd mista, coZ je pfi mnozstvi sekvenci velmi pracné, nebo
jednoduse v alignmentu odstranit prostfednich asi 600 bp, pokud se tam néjaké
mutace vyskytuji. Sekvenacni chyby se totiz normalné objevuji jen na konci sekven-
ce, nad 600 bp; tedy z obou koncti mame 600 bp vice jistych. Podle nasich vysledkii
asi s 400 stromy z 20 riznych populaci se v prosttednich 600 bp DT oblasti zadna
vyznamnd variabilni mista nevyskytuji (Obr. 1), a proto je mozno tuto ¢ast od-
stranit bez ztraty informace. Upraveny alignment pfevedeme v témzZe programu na
format XXX.meg, a pomoci pokynu phylogeny® vytvorime stromecéek ukazujiciho
fylogenetickou pfibuznost jednotlivych populaci.

III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novym ptinosem prezentovanych postupt je moznost zjistovani pivodnosti popu-
laci dubu zimniho a letniho na zakladé sekvenovani tseku DT chloroplastové DNA.
V minulosti, a to jen v zahranici, byly studovany mutace na chloroplastové DNA
jen na zakladé $tépnych fragmentt, coz v porovnani s prezentovanou metodikou
predstavuje daleko pracnéjsi a ne tak presnou metodu.

Sekvena¢ni haplotypizace dubil je tedy metoda, ktera dosud nebyla nikdy pouzita,
prestoze je ziejmé, ze vyuziva pokroku v molekularni biologii mnohem efektivnéji,
nez klasické $tépeni restrikénimi nukleazami. Vysledky jsou do zna¢né miry kom-
patibilni s vysledky $tépeni a snaze zpracovatelné.

Komplexni informace o ptivodu vyznamnych populaci nebo porosttt dubu letniho
a zimniho v CR, ziskané na zakladé molekuldrné-genetickych metod, dosud neby-
ly zpracovany. Doposud ziskané poznatky o proménlivosti dubovych porosta vy-
chézely prevazné z hodnoceni provenien¢nich ploch pomoci fenotypového Setteni
porostu.
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IV POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE
METODIKY

Metodika byla vypracovana za ucelem zjistovani ptivodnosti populaci dubu zimni-
ho a letniho na zakladé haplotypizace, to je zjiStovanim typu mutaci na aseku DT
chloroplastové DNA. Pro vypracovani a ovéfeni metodiky byli vyuziti dospéli je-
dinci dubu letniho a zimniho vyznamnych populaci, rostoucich pfevazné v geno-
vych zdkladn4ch na dzemi Ceské republiky. Sledovani mutaci v chloroplastové DNA
umoziuje ur¢it homogenitu populaci a ovérit geografické umisténi podle fylogeo-
grafickych map. Pomoci téchto znakl Ize ovérit pivodnost populace; v pripadé de-
tekce cizokrajného chloroplastového genomu nebo smésného charakteru je mozné
usuzovat na alochtonni piivod populace. Stejnym zptisobem je mozno zjistit ptivod-
nost (geografickou ptislusnost) a homogenitu sadbového materialu, semen apod.

Nézory na vyuzivani semen z puvodnich populaci k vysadbé nejsou zcela jednotné.
Zatimco dfive publikované pokyny jednozna¢né preferuji mistni ptivodni popula-
ce jako zdroj semenného materialu (napf. tzv. Helsinské smérnice, MCPFE 1993),
nové se objevuji nazory, ze oéekavanym klimatickym zméndm musime Celit ¢astec-
nym vyuzivanim semenného materialii z populaci jizniho ptvodu (ANON 2010).
At zvitézi ten ¢i onen nazor, publikovana metodika umozni rychlou kontrolu se-
menného materialu a jeho zdrojt.

Ve 20 studovanych populacich dubii se nam podatilo identifikovat 8 haplotyptl,
z nichz ale jen 4 jsou zfejmé plivodni, pfitomné v celé populaci, a 4 v jednotlivych
stromech, ztejmé ,,dovezené“ s cizokrajnou vysadbou. Haplotypy linie C byly zjis-
tény jen v jiznich Cechdch (Ttebon, Hlubokd, Trest); v jedné jihoceské populaci
dubu zimniho (Vojifov) byl nalezen unikdtni haplotyp z balkanské linie E, ktera
u nas dosud nebyla zjisténa, ale vyskytuje se v sousednim Rakousku. Ve stfednich
Cechich prevazuje haplotyp 26 (PETIT et al. 2002a) z linie A a na Moravé haplotyp
5 z téze linie.

Z 10 populaci dubu zimniho jich bylo 8 zcela homogennich (v8echny stromy stejny
haplotyp) a jen 2 (Hlubokd, Vojifov) mély nékolik ptimidenych stromi prevazu-
jiciho stfedodeského haplotypu 26 (A). Naopak, z 10 populaci dubu letniho byly
jen dvé homogenni a ostatni mély primiSené stromy obcas s velmi neobvyklymi
haplotypy (i z linie B, Spanélské, ktera je rozsifena jen v zépadni Evropé). Stromy
téchto haplotypt rostly jednotlivé vesmés na exponovanych mistech — na okraji
lesa, v parkovych ¢astech apod. To naznacduje, Ze nova vysadba se tykd predevs§im
dubu letniho.

Unikatni byla populace dubti letnich z Hluboké (Nova Obora), kde byl zjistén pti-
blizné stejny pocet jedinct haplotypu 1 (linie C) a haplotypu 26 (A), navzajem pro-
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miSenych. Pfedpokladame, Ze pti zaklddani obory doslo k masivnimu vysazovani
dub stfedoceského haplotypu 26.

Metodické postupy zjistovani ptivodu populace budou slouZit pro potieby statni
spravy v oblasti lesniho a vodniho hospodaéistvi (MZe, MZP) a koordinatora Na-
rodniho programu (UHUL), pti¢emz se predpokldda jejich promitnuti do legisla-
tivnich predpisi a dota¢ni politiky CR.

v EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupt, vedoucich
k poznatkim o genetické kvalité populaci nebo porostt, je pfinos celospolecensky.
Soucasné dochazi i k napliovani cild Narodniho programu ochrany a reprodukce
genofondu lesnich dfevin — podporovat kvalitni genetické zdroje a ovéfovat jejich
identitu metodou DNA markerti. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje
ziskdni stabilnéjsich a odolnéjsich porostu, které budou zvy$ovat biologickou roz-
manitost, lépe se pfizpisobovat moznym zménam klimatu, a tim prispivat k ochra-
né zivotniho prostredi. Pfi posuzovani ekonomickych aspekt nelze opomenout,
ze ochrana biologické rozmanitosti predstavuje také naplnéni cilti aktualizované
Statni politiky Zivotniho prostiedi Ceské republiky 2012-2020, schvilené usnese-
nim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013, a Strategie ochrany biologické rozmanitos-
ti Ceské republiky, schvalené usnesenim vlidy CR ¢&. 620 ze dne 25. kvétna 2005.
Vedle celospolecenskych prinosi se da redlné predpokladat i zvyseni trzeb z tézby
dreva u vlastniku lesti v podobé budoucich zvysenych vynostt dubovych porostii
zalozenych z kvalitniho reprodukéniho materidlu.

Dub (dub zimni a dub letni) je v nasich podminkach z hlediska svého hospodarské-
ho uplatnéni dtlezity druh dfeviny, ktery vyznamnym zptisobem ovliviiuje ekono-
miku fady lesnich majetkt (pfedevsim v niz$ich polohdch) vSech forem vlastnictvi,
a tedy i celého lesniho hospodarstvi a navazujiciho drevozpracujiciho primyslu
(celého lesnicko-dfevarského sektoru). Z hlediska dalsich aspekta lesnického hos-
podareni ma zna¢ny potencial do budoucna z ditvodu zvyseni stability, vitality a di-
verzity lesnich porosti.

P1i reprodukci porosttl z kvalitnich genetickych zdroju je vyssi zaruka, Zze bude
v dobé mytni zralosti lesnich porostti dosazeno soucasné i vyssi objemové produk-
ce. Rozdil porostnich zasob vztazenych k obmyti u dubovych porostii (pozn.: kon-
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krétné u dubu zimniho) nachazejicich se v sou¢asnych genovych zakladnach (GZ),
oproti ostatnim dubovym porostiim na tizemi CR, zji§tény na zékladé analyzy ce-
lostatnich informaci v datovém skladu, ¢ini v objemovém vyjadreni cca 116 m*/ha
a jednoznacné reprezentuje lepsi produkeni bazi v genovych zakladnach.

Zlep$end genetickd produké¢ni baze zvy$uje kvantitativni tézebni potencial a pti-
spiva tim ke zvy$eni ekonomické Zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodarovani lestl, coz je jeden z cilét Narodniho lesnického pro-
gramu IT (2012).

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze primérna cena surového dfivi za CR, ktera repre-
zentuje cenu dfeva na pni, tj. cenu surového drivi na odvoznim misté po odecteni
téZebnich nakladt, a kterd je kazdoro¢né zverejilovana ve Véstniku MZe, odrazi
zna¢nou mérou i dominantni pozici dfeviny smrk na trhu se surovym dfivim, ne-
bylo v ptipadé kalkulaci u dubu metodicky zcela odiivodnéné pouziti této priumér-
né ceny surového dfivi k ekonomickym vypoctim, protoze by doslo k nadhodno-
ceni vysledki. Z tohoto dtéivodu byla kalkulace ekonomického pfinosu u dubu ze

NI o7

zvy$eného objemu obchodovatelného drivi konstruovana na zdkladé:

a) dlouhodobé dosahovaného procentického podilu hlavnich sortimenti surové-
ho d¥ivi v dodavkach diivi v CR (pilatska kulatina, vlaknina, palivové dfivi)

b) soucasnych cen surového diivi (pfedevsim pilarské kulatiny)

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

Pfi dlouhodobé dosahovaném celostatnim primérném podilu sortimentii suro-
vého drivi v dodavkach listnatého drivi (pilarskd kulatina 33 %, vlaknina a ostatni
pramyslové dfivi 27 %, palivové diivi 40 %) a pfi cené surového dfivi za 2. ctvrtleti
2016 ve vysi 3 397 K¢/m? za pilafskou kulatinu III. tf. jakosti A/B, 1 097 K¢/m?
za dfivi V. tf. jakosti pro vyrobu buni¢iny a 1 145 K¢/m?® za palivové diivi, ¢ini zvy-
$ené trzby z prodeje dfeva u kvalitnéj$ich dubovych porostti v GZ v dobé obmyti
¢astku 219 300 Ké/ha. Tento hruby vynos po odpoctu celkovych tézebnich nédkladt
ve vysi 49 200 K¢/ha (priamérné celostatni naklady ¢ini 423 Ké/m?®) pak predsta-
vuje zvySeny Cisty vynos ve vysi 170 100 K¢/ha. Tato ¢astka je tvorena predevsim
zna¢nym rozdilem v objemu porostnich zdsob v GZ oproti celostatnimu priiméru
porostnich zdsob dubovych porostii a pfiznivymi cenami na trhu se surovym dfi-
vim. Vypocteny vysledny ekonomicky efekt (zvyseny ¢isty vynos) ze smyceného
lesniho porostu v dobé obmyti v§ak miZzeme oznacit za pesimistickou variantu
vypoctu.

P1i optimistické varianté vypoctu, pokud budeme vychazet z realné situace na radé
lesnich majetkd, kdy v zavislosti na kvalité téZebniho fondu lze dosdhnout i vyssich
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podilu pilarské kulatiny v dodavkach surového dfivi nez je celostatni pramér, tj.
vice nez 33 %, a pfi sou¢asném pouziti té¢zebnich ndklad v misté a ¢ase obvyklych,
odpovidajicich niz§im ndkladim vztazenym jen k té¢Zbé mytné zralych listnatych
porostd, by se vysledny ekonomicky efekt jesté vyraznéji projevil ve vy$sim hos-
podarském vysledku (zisku) vlastniki lesa. Dale, vyssi celkova objemova produkce
porostd z kvalitnich genetickych zdroji se neprojevi v ekonomice vlastnika lesa
pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vychovnych opatfeni v podobé zlepseni
(zvyseni) cash flows z provedenych probirek, coz rovnéz pozitivné ovlivni ekono-
mickou situaci vlastniki lesa a ptispéje k podpore ekonomického pilife trvale udr-
Zitelného hospodareni v lese.

Je nutno rovnéz ptipomenout, Ze provedena kalkulace se zabyvd pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Jen z divodu souc¢asné nezna-
losti fady potfebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypocta zarazeny také dalsi
dodate¢né ekonomické efekty vyplyvajici z lep$ich kvalitativnich parametrt poros-
t, které by se projevily napft. v lepsi sortimentaci téZzebniho fondu a v nasledném
vy$$im zpenézeni surového drivi.

Kalkulace ekonomického ptinosu (,,genetického zisku®) byla provedena na zakladé
nasledujicich informacnich zdroji :

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkové, Hradec Krélové, 2016)

e Lesnictvi 2015, katalog produktd, dodavky listnatého dfivi za obdobi 2006-
2015, tabulka ¢&. 2.13, Cesk)'r statisticky urad, Praha, 2016

o Indexy cen v lesnictvi (surové diivi) - 2. ¢tvrtleti 2016, primérné ceny surové-
ho d¥ivi pro tuzemsko za CR v roce 2016 (K¢/m?), tabulka 4 — vlastnici, Cesky
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

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

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

kladovych materidla:

e Vyhlagka ¢. 441/2013 Sb., k provedeni zékona o ocenovani majetku (ocenovaci
vyhlagka), ve znéni vyhlasky ¢. 199/2014 Sb.

o Cerny, M., Patez, J. - Malik, Z: Riistové a taxa¢ni tabulky hlavnich dievin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub), IFER, 1996

e Vyhlageni primérné ceny dfeva pro rok 2016 k vypoctu poplatku za odnéti les-
nich pozemki surového drivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 97, listopad 2015)
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Naéklady na laboratorni analyzy DNA, uvedené v metodice, jsou kalkulovéany s pred-
pokladem, Ze uzivatel ma zakladni laboratorni pfistrojové vybaveni pro analyzu
DNA. Podle predkladané metodiky jsou ndklady spotfebniho materidlu na vzorek,
veetné izolace DNA a PCR amplifikace 175,- K¢ a dalsich 200,- K¢ na komer¢ni
sekvenovani; celkem tedy 375,- K¢ véetné DPH.

VI DEDIKACE

Metodika je vysledkem fe$eni vyzkumného projektu NAZV ¢. QJ1230334.
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HAPLOTYPING OF OAK POPULATIONS BY
CHLOROPLAST SEQUENCING REVEALS ORIGIN
AND HOMOGENEITY OF POPULATIONS

Summary

Chloroplast DNA (cpDNA) markers have often been used to assess genetic
variability among European oak populations (KREMER et al. 1991; DUMOLIN-
LAPEGUE et al. 1997) and to examine their postglacial migration history (PETIT
et al. 2002b). Molecular studies indicated that most of cpDNA differentiation
took place in small oak refugia in southern Europe during prolonged periods of
ice age isolation (FERRIS et al. 1993). Because of slow rate of cpDNA mutation,
northward expansion of oak at the end of the last ice age retained many refugial
cpDNA characteristics in recently established populations. Cp DNA analysis of
native European oak populations thus enables to identify the original refugium in
Southern Europe as well as probable migration routes (PETIT et al. 2002b).

In oak migration studies, thousands of oak DNA samples have been prepared in
many laboratories over the whole Europe and a very simple method of cpDNA
sequence variation analysis has been adopted. Generally, noncoding cpDNA
sequence flanked by strongly conserved regions mostly of tRNA genes has been
amplified using primers derived from the conserved regions. The resulting PCR
product was digested with restriction enzymes in an effort to find restriction
sites typical for some populations. Most of laboratories have used about 1700
bp long intergeneric region DT between trnD and trnT genes where mutations
generating new Taql or Alul sites and also insertions/deletions in Taql fragments
were discovered in some populations, which allowed to define 11 haplotypes of
European oaks. Exploiting in a similar way of three other variable regions, trnT/
trnF (TF, about 1800 bp), psaA/trnS (AS, about 3700 bp), and psbC/trnD (CD, about
3100 bp) enabled to split the original DT haplotypes in several subtypes so that the
number of European oak haplotypes could increased to 32 (PETIT et al. 2002a).

In this paper, we describe in detail an alternative, sequencing procedure of oak
chloroplast haplotyping, for disclosing origin and genetic structure of Q. petraea
and Q. robur populations. We have shown that DT region alone contains many yet
undiscovered variable sites, which can define probably all or nearly all haplotypes
identified by PETIT et al. (2002a), who used four variable chloroplast region. To
further cut down the costs, we have developed a method of oak DNA isolation and
amplification where unpurified PCR reaction mixture can be used directly for the
sequencing of the whole 1750b long DT region.

24



Oak twigs with young leaves were sampled in April and immediately processed or
lyophilized. 100 mg of fresh or 20 mg of lyophilized young leaves were homogenized
under liquid nitrogen by mortar and pestle and transferred to 1.5ml Eppendorf.
Total genomic DNA was extracted using DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Venlo,
Netherlands) following the Quick-Start protocol. PCR of cpDNA DT region was
performed using the universal chloroplast primers trnD (5-ACC AAT TGA ACT
ACA ATC CC) and trnT (5'-CTA CCA CTG AGT TAA AAG GG) of DEMESURE et
al. (1995), which match the intergeneric region between chloroplast trnD and trnT
genes. For 40 DNA samples, 600 ml of PCR master mix was prepared containing
6ml (30 U) of Ex Taq DNA polymerase TAKARA, ExTaq buffer TAKARA, 25 pM
of each deoxynucleotide triphosphate and 0.012 uM of each primer. 15 ml of master
mix was added to ~ 5 ng (0.5ml) of DNA in 0.2ml PCR tube and amplified in
BIOMETRA T3 thermal cycler using initial denaturation for 3 min. at 94°C followed
by 35 cycles of denaturation (5 s at 94°C), annealing (15 s at 57°C) and extension
(1 min. at 72°C) with a final extension 5 min. at 72°C. To 5ml of unpurified PCR
product, 6 ml of either trnD or trnT primer (4 uM) was added, and the mixture was
commercially sequenced by GATC Biotech AG, Germany.

Preliminary results with 20 Czech Republic oak populations are also presented.
8 different haplotypes were identified, 4 of which are widely distributed and
probably native, whereas other 4 may represent trees introduced from foreign
populations. Haplotypes in Southern bohemia belong to lineage C of PETIT et al.
(2002a); in other regions to lineage A. Eastern (moravian) populations show usually
haplotypes different from western (Czech) populations. Q. petraea populations are
nearly always homogeneous, probably native, but Q. robur populations mostly
contain trees with foreign haplotypes.
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