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ZHODNOCENi SEMENNEHO SADU LiPY SRDCITE
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ABSTRACT

The Simple Sequence Repeats (SSR) method of DNA analyses was used to clonal identification of trees in a model lime (Tillia cordata Mill.)
seed orchard. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from young leaves taken from 377 sampled trees of the
seed orchard. Samples were screened using selected eight polymorphic nuclear microsatellite markers. Measuring of the size of amplification
products was carried out using the genetic analyser Applied Biosystems 3500. The obtained data were analysed by statistical programs CERVUS,
GenAlEx 6.503. There were detected 79 different alleles at 8 loci in the 377 lime individuals from seed orchard. By applying of the 8 suitable
markers to the 38 clones from model seed orchard we obtained multilocus genotypes (MLG). The obtained results illustrate the utility of the
microsatellite loci for assessing spatial patterns of genetic diversity and for individual genotypes identification. 93.6 % of the sampled trees could
be assigned to the clones represented in the seed orchard. The identified genetic loci were verified as highly polymorphic and could be further

used for clonal identification of lime trees.

For more information see Summary at the end of the article.
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Lipa srd¢ita je dfevina rozdifena téméf po celé Evropé s vyjimkou nej-
vyskytuje roztrou$ené po celém uzemi. Hlavni stanovisté lipy srd¢ité
je na sutovych svazich, kde roste ¢asto ve spolecnosti javort, jasanu
ztepilého, dubu zimniho, habru a v luznich lesich na dzemich mimo
dosah dlouhotrvajicich zdplav (URADNICEK et al. 2009). Nejvyse polo-
zené lokality vyskytu v CR se nachézeji asi v 600 m n. m. (ptedhiti Su-
mavy), v Evropé se ale lipy vyskytuji i v nadmorské vysce 1500 m, a to
v centralnich Alpach (JENSEN 2003). Lipa srd¢itd se vyznacuje velkou
prizptsobivosti ke klimatickym ¢initelim. Jednd se o druh, ktery je
tolerantni vici suchu (JAEGERE et al. 2016). Jde o polostinnou az stin-
nou drevinu, skromnou v nérocich na svétlo i teplotu stanovisté. Dob-
fe snasi kontinentalni klima, s ¢imZz souvisi jeji dobra odolnost viici
mrazu. V dobé letnich extrémnich prisuska pred¢asné shazuje listi. Je
pomérné rezistentni vii¢i chorobdm a $kidctim a do urcité miry snasi
i imisni zatéZz (BURIANEK, NOvOTNY 2018). Jako druh upfednostiuje
hluboké a mirné vlhké humozni ptdy s neutralni, ptipadné alkalickou
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pudni reakei, v ptdé preferuje vyssi obsah vapniku. U lipy srd¢ité se
projevuje vysoka schopnost regenerace vegetativni cestou pomoci pa-
tezovych ¢i kofenovych vymladkd (RapoGrou et al. 2008), kterd je
vy$si v porovnani s lipou velkolistou (LOGAN et al. 2015). Vegetativni
mnozeni u lipy je vyuzivané ¢astéji nez generativni, téméft 100 % saze-
nic produkovanych v severovychodni Evropé bylo ziskavano vegeta-
tivni cestou (CISTYAKOVA 1982).

Na tzemi Ceské republiky se semenné sady zacaly zaklddat jiz v roce
1956 (MusIL et al. 2007). V soucasné dobé je zde evidovano 101 uz-
nanych (platnych) semennych sadd, pficemz téch nejvice uznanych
s platnou registraci je pro borovici lesni (24). Pro lipu srd¢itou jsou
v soucasnosti registrovany 4 platné semenné sady. Semenné sady jako
ucelové vysadby podléhaji aktualné platnym pravnim predpistim ty-
kajicim se vyuzivani reproduk¢niho materialu lesnich dfevin (zakon
¢. 149/2003 Sb.). Narodni legislativa je v souladu i se smérnici Rady
1999/105/ES, o uvadéni reprodukéniho materialu lesnich dfevin na
trh, kterou je Ceska republika jako ¢lensky stit Evropské unie po-
vinna respektovat. V této smérnici je zakotvena i povinnost ¢lenskych
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stattl vybudovat funk¢ni kontrolni systém reprodukéniho materialu
lesnich dfevin, pro néjz lze vyuzivat i molekularné-genetické meto-
dy, které aplikuji naptiklad v SRN (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT
2006, 2011; KONNERT et al. 2006; KoTRLA et al. 2008). Problematika
identifikace roubovancii a klont v semennych sadech a klonovych
vysadbach lesnich dfevin pomoci molekuldrnich analyz byla fesena
i v CR, a to napt. pomoci izoenzymovych analyz (IVANEK et al. 2013),
nové pak pomoci analyz mikrosatelitovych markerti (MACHOVA et al.
2014, 2017).

Genetickou skladbu organismil a jejich variabilitu na urovni populaci
a jedincti Ize stanovit pomoci DNA markert, které jsou zaloZeny na
polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od izoenzymovych
markerll nereaguji na environmentalni zmény. Pro ziskani informaci
o genetické proménlivosti studovanych jedinci je nutné vyhledat vy-
soce polymorfni DNA markery, napf. SSR (mikrosatelitové) markery.
Mikrosatelity byly poprvé popsany a vyuzity v humdnni mediciné
(LitT, LuTy 1989; TaUTZ 1989), jejich vyuziti se ddle roziitilo i pro
studium dalsich organismi a v soucasnosti metoda SSR markert pa-
tfi mezi standardni molekularné genetické techniky. Mikrosatelitové
markery jsou s uspéchem vyuzivany pro identifikaci jedincd, a jsou
tedy vhodné i pro ovéfovani deklarované klonové identity zdroja re-
produkéniho materidlu lesnich dfevin (semennych sadd, archivii klo-
nid a smési kloni).

MATERIAL A METODIKA

V populacni genetice a ve Slechténi rostlin nachazeji stale $irsi uplat-
néni DNA analyzy vyuZivajici mikrosatelitové markery. Vzhledem
ke kodominantnimu charakteru v kombinaci s velkym poctem varia-
bilnich alel se SSR markery daji vyuzit i pro identifikaci klont a kulti-
vard rostlin a také pro mapovani genomt (HorRMAZA 2002; SCHUELER
et al. 2003). Mikrosatelitové markery jsou vhodné i pro rozliseni dru-
hit a hybrida u lesnich dfevin (BACILIERI et al. 1996), vykazuji vy-
sokou uroven diverzity a dovoluji kvantifikovat genetickou strukturu
populaci (LoGAN et al. 2015).

Ovéfovani klonové identity bylo provedeno na semenném sadu lipy
srd¢ité - CZ-3-3-LP-138-10-4-C (dle evidence ERMA2 - UHUL)
o rozloze 1,68 ha. Jedna se o uznany semenny sad nachdzejici se
v lokalité Piseckd Smole¢, ktery byl zaloZzen v roce 1996. Pii vysadbé
v ném bylo evidovano 400 roubovancti (ramet) od 38 klont (ortett)
lipy srd¢ité z rodi¢ovskych stromil.

Tab. 1.
SSR lokusy a sekvence primert
SSR loci and sequence of the primers

Rostlinny materidl (mladé listy) byl odebran v dubnu 2014 (100 vzor-
k1), déle byl proveden odbér v kvétnu 2018 (248 vzorki) a v ¢ervnu
2018 (37 vzorkt) a nésledné byl proveden verifikujici odbér na jare
2019 (54 vzorkd). Vzorky byly odebrany z 377 rostoucich jedincii
v semenném sadu. Pfi odbéru byl rostlinny materiél oznacen, ulozen
v mikrotenovych saécich do chladicich boxt a po prevozu do labo-
ratote ihned zpracovan. Cast vzorki byla zmrazena na -20 °C a ¢ast
lyofilizovana. Pro izolaci DNA byl pouzit lyofilizovany rostlinny ma-
teridl tfeny s tekutym dusikem. Izolace DNA byla provedena pomoci
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy®
Plant Handbook). Mnozstvi a kvalita vyizolované DNA byla méfena
pomoci spektrofotometru NanoPhotometr (Implen).

Na zakladé provedené literarni reSerse bylo pro testovani vytipovano
13 (SSR) lokust pivodné vyvinutych pro Tilia platyphyllos (PHUE-
KVILAIL, WOLFF 2013). Pro prvotni testovani primert bylo pouzito
20 vzorkd ze semenného sadu lipy srd¢ité. Testovani polymerdzové
fetézové reakce (PCR) probéhlo se specifickymi primery k markerim
Tcd, Tc5, Tc6, Tc7, Tcll, Te3l, Tc9l5, Tc918, Tc920, Tc937, Tco43,
Tc951 a Tc963. Pro ziskdni amplifika¢nich produkti testovanych loku-
st byly optimalizovany reakéni smési a teplotni cykly polymerazové
fetézové reakce. PCR reakce probihaly v termocyklerech Veriti Ther-
mal cycler. Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktii
bylo provedeno po probéhlé elektroforéze na 2% agarézovych gelech
v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B. V.)
s vyuzitim GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Na zakladé vyssi
polymorfnosti a dobré zhodnotitelnosti vysledku bylo pro dalsi analy-
zy vybrano 8 polymorfnich lokusti. Pouzité primery a jejich sekvence
jsou uvedeny v tab. 1. Z testovanych lokust byly podle velikosti sledo-
vanych alel vytvofeny pro nasledné fragmentaéni analyzy dva multi-
plexy. Multiplex 1 obsahuje lokusy Tc4, Tc6, Tc920 a Tc937, multiplex
2 obsahuje lokusy Tc5, Tc7, Tc915 a Tc963.

Pro kazdy vzorek u obou multiplexti probihala PCR v celkovém ob-
jemu 15 pl a reakce byla provedena s pouzitim polymerazy Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) a s ni dodany-
mi komponenty. Reakéni smés pro PCR je u obou multiplex totozna
a obsahuje: 1,5 pl 10xPCR Buffer minus Mg, 2 mM MgClZ, 0,133 mM
smés dN'TPs, 0,37 jednotek Platinum Taq DNA Polymerase, specifické
primery k uvedenym lokustim (v multiplexu 1 v koncentracich 0,1 pM
k lokustim Tc4, Tc6 a 0,05 uM k lokustim Tc920, Tc937, v multiplexu 2
byly specifické primery k lokustim Tc5, Tc7, Tc915 a Tc963 v koncent-
raci 0,1 uM) a templatovou DNA v rozmezi 12,5-40,5 ng/pl.

Lokus/Locus Forward primer Reverse primer
Tc4 ATTTTAGAATGCCAACCTGCTAAG TATTGAAGTCCATTTCCAATTGTC
. Tc6 CCATATCTTCTGCCAGTTTTCC GGACTAATTTCTTCCTTTTATTAGGC
Multiplex 1 Tc920 AAATGTCTTCAGAGTGACTAGATGG TGCCTCATTATTCTCCTAATTCTC
Tc937 AGCCAACCAACTTTTACAATACAG AGATAAAAGCACATAAATCGATGG
Tch TTTTCATACATTTAGAGACTTTTAGCA  TGCATGATTTGTATGTTTAGGG
) Tc7 TTTACTTTTGCCAGTTGTGAGG CACCTAGAATGCCTCCTATTCG
Multiplex 2 Tc915 ACATCGATTGTATTTCCCTTTAAC GTTGTATTTTGCCCTTAACATTG
Tc963 CTAACCCCATTCTCTTTAATTCTG GCTTTCATTTCAGTTTTCCTCTAG

m 7LV, 64, 2019 (4): 217-223



ZHODNOCENi SEMENNEHO SADU LiPY SRDCITE POMOCI MIKROSATELITOVYCH MARKERU

V tabulce 2 je uveden teplotni rezim PCR reakce, ktery je pro oba mul-
tiplexy shodny, na zavér byly testované vzorky chlazeny na 4 °C.

Pro fragmentac¢ni analyzu byly PCR reakce provedeny s fluorescencné
oznac¢enymi primery (6FAM, VIC, NED, PET) a u ziskanych ampli-
fika¢nich produktd byla provedena fragmentacni analyza na genetic-
kém analyzatoru Applied Biosystems 3500. Pred fragmentacni ana-
lyzou byla provedena denaturace, ke kazdému vzorku bylo piidino
11 pl Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) a 0,4 pl
velikostniho standardu (Gene Scan™ — 600 LIZ" Size standard v 2.0,
Applied Biosystems). Po inkubaci 4 minuty pti teploté 94 °C byly vzor-
ky rychle zchlazeny na ledu. Odecteni velikosti fragmentii probihalo
na genetickém analyzatoru Applied Biosystems 3500. Hodnoceni je-
jich velikosti bylo provedeno pomoci softwarového programu Gene-
Mapper® 4.1 (Applied Biosystems).

Pro posouzeni genetickych charakteristik sledovanych jedinct lipy
srd¢ité a urceni klonové identity byla ziskana data mikrosatelito-
vych markert zpracovana pomoci statistickych programt GenAlEx
6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) a CERVUS (KALINOWSKI et
al. 2007).

Tab. 2.
Prubéh optimalizovanych PCR pro vybrané SSR markery
Stages of optimized PCR for the selected SSR markers

VYSLEDKY

Pro testovani vzorki lipy srd¢ité bylo pouzito 8 mikrosatelitovych
markert, které vykazovaly polymorfismus a vysledky jejich analyz
byly interpretovatelné. Amplifika¢ni produkty sledovanych lokust
u analyzovanych vzorka dosahovaly velikosti v rozmezi 213-236 bp
u markeru Tc4; 124-142 bp u markeru Tc6; 220-234 bp u markeru
Tc920; 146-168 bp u markeru Tc937; 136-176 bp u markeru Tc5;
215-231 bp u markeru Tc7; 147-179 bp u markeru Tc915; 239-279 bp
u markeru Tc963.

Pomoci statistického programu CERVUS byly pro pouzité lokusy sta-
noveny hodnoty poctu alel, pozorovand heterozygotnost, o¢ekdvana
heterozygotnost, pocéty heterozygotii a stanoven polymorfni infor-
macni obsah (tab. 3). U sledovanych 377 jedinct byl pramérny pocet
alel na lokus 9,875, prumérnd o¢ekavana heterozygotnost byla 0,7252
a pramérna hodnota polymorfniho informaéniho obsahu (Polymor-
phism Information Content, PIC) 0,6902. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze
markery jsou klasifikovany jako informativni, pokud hodnota PIC je
> 0,5 (SHARMA et al. 2010), jsou markery Tc937 (PIC = 0,423) a Tc7
(PIC = 0,386) malo informativni. Odchylky od Hardy-Weinbergovy

Pocet cykla/

oy Pocdmicenatrzee Wimtcl Do g Eonacoonten 124 S
T (°C) Cas T(C) Cas(s) T¢C) Cas(s) T(°C) Cas (s) T(C) Cas(min)
05 5 min 15 95 15 54 15 72 15 79 20
20 98 20 52 20 72 20
Tab. 3.
Parametry genetické diverzity 377 jedincii ze semenného sadu lipy srd¢ité pro pouzitych 8 mikrosatelitovych markert
Genetic diversity parameters for the working set of 8 microsatellite loci applied to 377 sampled lime trees of seed orchard
LokuslLoci  k H, H, Nufnf;t:feﬁzrtgfﬁ;éi/tes PIC HW F (null)
Tc4 9 0,483 0,674 182 0,643 b 0,1428
Tcs 13 0,812 0,815 306 0,793 b -0,0007
Tc6 10 0,801 0,794 302 0,764 ns -0,0050
Te7 3 0,531 0,504 200 0,386 ns -0,0273
Tc915 14 0,915 0,850 345 0,831 b -0,0389
Tc920 6 0,772 0,808 291 0,779 b 0,0188
Tc937 7 0,435 0,446 164 0,423 ns 0,0118
Tc963 17 0,589 0,912 222 0,707 i 0,2168

k = Pocet riznych alel/Number of different alleles
H_ = Heterozygnost pozorovani/Observed heterozygosity
H, = Heterozygotnost ocekdvand/Expected heterozygosity

PIC = Polymorfni informa¢ni obsah/Polymorphism information content

HW - Signifikantnost odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy/Significance of deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
(ns = neni signifikantni/not significant, *** = signifikantni na 0,1% Grovni/significant at the 0.1% level)
F(null) - Ohodnocena frekvence nulovych alel dle van Oosterhouta/Estimated null allele frequency (according to van Oosterhout)
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rovnovéhy prfi aplikaci Bonferroniho korekce nebyly u lokust Tc6,
Tc937 a Tc7 signifikantni, u ostatnich lokusti byly odchylky signifi-
kantni na hladiné vyznamnosti P < 0,001. Pozorovana heterozygot-
nost (H ) u celkového souboru 377 jedinct byla nejvy$si u lokusu
Tc915 (0,915), nejvyssi hodnota ocekavané heterozygotnosti (0,912)
byla u lokusu Tc963. Stupen polymorfismu stanoveny hodnotou PIC

Tab. 4.
Multilokusové genotypy (MLG) zkoumanych ortetil
Multilocus genotypes (MLG) of tested ortets

Y

Tc963. U vech vzorki byly nalezeny maximalné 2 alely pro zkoumané
lokusy, coz potvrzuje diploidni charakter lipy srdc¢ité, 2n=2x=82 (P1-
GOTT 2012). Pomoci fragmenta¢ni analyzy 8 lokust u sledovanych 377
jedinctl semenného sadu byly ziskdny multilokusové genotypové pro-
fily (MLG). V tab. 4 jsou uvedeny multilokusové genotypové profily

Kion Multiplex 1 Multiplex 2
Tc4 Tc6 Tc920 Tc937 Tch5 Te7 Tc915 Tc963

9393 219/226 130/140 222/228 148/148 136/146 215/227 149/163 255/255
9394 224/232 130/140 228/230 148/148 136/146 215/227 149/155 263/279
9395 232/232 130/130 220/228 148/148 140/166 215/215 153/155 265/265
9396 226/234 138/140 222/230 148/148 136/140 215/227 149/155 257/265
9397 232/232 134/136 230/232 148/148 136/140 215/227 149/173 267/271
9398 224224 130/136 230/230 148/148 136/140 215/227 149/149 257/265
9399 226/234 132/140 228/230 148/148 146/146 227/227 149/153 245/275
9400 224/226 130/136 220/230 148/148 140/166 215/215 155/167 275/275
9401 226/226 136/138 222/230 148/158 136/136 215/227 147/155 239/267
9402 226/234 124/138 222/222 148/148 136/146 215/227 169/169 255/267
9403 213/226 124/136 222/222 148/158 140/156 2271227 157/169 245/265
9404 226/232 124/134 228/228 150/158 136/146 215/227 149/157 255/263
9405 224/226 124/136 222/222 148/148 136/140 227/227 157/169 245/263
9406 234/234 134/140 222/222 148/148 146/160 215/215 149/169 269/277
9407 226/226 136/138 220/234 148/148 136/160 215/227 149/169 251/265
9408 226/226 124/138 222/222 148/158 136/140 2271227 153/169 255/255
9409 226/226 130/134 232/234 148/148 146/158 215/227 153/175 2771277
9410 226/226 130/138 228/230 148/150 140/176 215/215 153/155 251/271
9411 224/226 130/138 228/230 148/156 144/166 215/227 153/155 251/257
9412 234/234 136/136 230/234 148/150 136/136 215/215 155/169 259/269
9413 226/234 134/136 220/230 148/150 136/136 215/227 149/169 269/269
9414 226/226 136/136 220/230 148/148 136/140 2271227 153/155 251/267
9415 226/226 134/136 220/230 150/158 136/140 215/227 169/177 251/271
9416 232/232 130/130 220/230 148/148 136/166 227/227 155/173 267/267
9417 224/226 136/140 230/230 150/150 146/172 215/227 155/163 251/263
9418 213/226 136/138 228/234 148/148 136/148 215/227 149/157 261/265
9419 226/232 126/130 232/234 148/148 136/154 215/227 153/153 253/261
9420 226/226 138/138 228/234 148/150 148/148 215/227 167/169 263/263
9421 226/226 130/136 232/234 146/148 136/148 227/227 157/169 267/267
9422 226/232 136/136 230/234 148/158 140/146 215/227 149/179 261/277
9423 226/226 130/136 234/234 148/158 146/164 215/227 149/167 261/261
9424 226/232 136/136 232/232 148/148 140/148 227/227 149/157 265/265
9425 226/232 136/138 230/234 148/148 146/156 215/227 153/155 245/245
9426 226/226 130/140 232/234 148/148 140/146 2271227 149/149 273/273
9427 226/226 130/136 228/230 148/168 156/160 227/231 149/169 263/263
9428 236/236 130/136 222/230 148/166 140/154 215/215 157/163 245/263
9429 226/230 130/136 222/230 146/166 136/146 227/227 149/169 267/267
9430 217/226 136/142 220/234 148/148 146/164 215/227 149/153 251/251
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zkoumanych klont (ortett) zastoupenych v semenném sadé. U se-
branych 38 klont byla shoda vSech zkoumanych genotypu (jedinct,
ramet) potvrzena u 14 klond. U 16 klont byl nalezen 1 odli$ny geno-
typ ptiraditelny k jinému klonu v ramci SS a u 4 kloni byly nalezeny
2 odli§né genotypy, ale bylo mozné je ptifadit k jinému klonu (ortetu)
v ramci SS. U 10 klont bylo identifikovano 14 unikatnich genotypt
nezataditelnych v ramci semenného sadu.

U hodnocenych 377 jedinciti ze semenného sadu pak bylo celkové de-
tekovano 79 rozdilnych alel v 8 lokusech. Nejvice polymorfni se jevil
lokus Tc963 u kterého bylo identifikovano 17 rozdilnych alel u sledo-
vaného souboru vzorkii, a nejméné polymorfni byl lokus Tc7, u né-
hoz byly detegovany pouze 3 alely. Privatni alely byly zjistény u or-
tettt 9394, 9399, 9409, 9410, 9417 a 9428, a to u lokusi Tc4, Tc5, Tc6
a Tc963. Pomoci statistického programu GenAlEx 6.503 byly zjistény
primérné hodnoty Shannonova informaé¢niho indexu pro jednotlivé
sledované lokusy, které se pohybovaly od 0,436 (lokus Tc937) do 0,883
(lokus Tc915). Podle kvalitativni interpretace hodnot Fst (WRIGHT
1943) byla mezi nékterymi sledovanymi klony zjisténa velmi vysoka
geneticka divergence (0,600 mezi klony 9395 a 9420), ale napt. mezi
klony 9430 a 9425 byla zjisténa hodnota Fst 0,069, tedy mald geneticka
divergence.

Shoda genotypovych profili jedincti u sledovanych klont byla pii po-
uziti osmi SSR markert potvrzena v 37 % pripadd, v 42 % byl odlisny
1 roubovanec a v 10 % (4 ortety) byla detekovana neshoda ve vice nez
1 rameté. Ve zkoumaném souboru bylo mozné 23 roubovancu piiradit
k ptislusnym ortetim (doslo tedy k jejich chybnému oznaceni), Ize
proto konstatovat, ze z celkovych 377 zkoumanych jedincii jich 363
(96,3 %) 1ze prifadit k ortetiim zastoupenym v ramci semenného sadu.

DISKUSE

Analyzy mikrosatelitovych markert maji $iroké uplatnéni v populaéni
genetice a ve Slechténi rostlin. Analyza SSR markert se jevi jako vhod-
nd metoda pro identifikaci variet u vét$iny kulturnich druhd rostlin
(PaN 2010) i dfevin (ROBICHAUD et al. 2006). Vyuziti jadernych mi-
krosatelitovych markerti pro identifikaci klont, druhi a zji$téni ge-
netické diferenciace a variability u lipy popsali napf. HANSEN et al.
(2014), LoGAN et al. (2015, 2019), JAEGERE et al. (2016), LoBo et al.
(2018). Pro identifikaci klonti u lipy vyuzili SSR markery i BROECK
et al. (2018) a WoOLFF et al. (2019). V na$i studii jsme pro moleku-
larni analyzy semenného sadu lipy srd¢ité vyuzili polymorfni jaderné
mikrosatelitové (SSR) markery popsané v praci PHUEKVILAI @ WOLFE
(2013). Patnact v této studii popsanych markert bylo vyvinuto ptivod-
né pro lipu velkolistou, z toho 12 markert se amplifikuje i u dalsich
23 druht rodu Tilia. Pouzité lokusy byly vyuzity pro populaéni stu-
die, rozliovani druhd lip, ale vzhledem k vysoké polymorfnosti byly
vhodné i pro identifikaci klonové identity.

Pro testovani vzorku lipy srd¢ité ze zkoumaného semenného sadu
jsme pouzily 8 otestovanych mikrosatelitovych markert, které vyka-
zovaly polymorfismus a vysledky jejich analyz byly interpretovatelné.
HANSEN et al. (2014) pouzili pro prvotni identifikaci klonové identity
jedinct lipy srd¢ité v kralovskych zahraddch Dénska 5 mikrosateli-
tovych markert. WoLFF et al. (2019) ve své studii lip nachdzejicich
se v alejich a parcich ve Velké Britdnii, Estonsku, Némecku, Belgii
a Holandsku pouzili pro genotypizaci 17 SSR markerd, ale pro jed-
noznac¢nou druhovou a klonovou identifikaci bylo dostacujici vyu-
zit 11 SSR markerd. LoGAN et al. (2015) vyuzili pro charakteristiku
27 populaci lipy srd¢ité a velkolisté ve Velké Britanii 13 SSR markerd,
u markert totoznych s markery v nasi studii zjistili u populaci lipy
srd¢ité 101 rozdilnych alel, v nagem souboru vzorkd jsme ur¢ili 79 alel.
Nejvétsi rozdil v poctech zjisténych alel se projevil u vysoce polymor-
fniho lokusu Tc963 (26 u britskych populaci a 17 v naSem souboru
vzorkit). Lokusy Tc4 a Tc915 byly polymorfnéjsi u vzorkut v nasi studii
a naopak malo polymorfni lokus Tc7 (3 alely) byl u britskych popu-
laci zastoupen 8 rozdilnymi alelami. V pfipadé sledovani genetické

diverzity u 16 evropskych populaci lipy srd¢ité, zahrnujici populace
z Dénska, Francie, Finska, Svédska, Norska, Velké Britdnie, Ruska, Ra-
kouska, Némecka, Ceské republiky a Polska zjistili LogaN et al. (2019)
primérny pocet alel pro 12 SSR markert 13,7 (v rozmezi 2-35 alel
pro jednotlivé lokusy), v nasi studii byl pramérny pocet alel na lokus
9,875 (v rozmezi 3-17). Hodnoty ocekavané heterozygotnosti (H)
byly v britské studii LoGAN et al. (2015) v rozmezi 0,41 (Tc937)-0,86
(Tc963), u nasich sledovanych vzorki byly hodnoty H, v rozsahu 0,446
(Tc937)-0,912 (Tc963). Privatni alely nebyly v britském souboru vzor-
ka detegovany u lokustt Tc6 a Tc937, v nasem souboru vzorkd se u lo-
kusu Tc6 privatni alely objevily u 2 klontl. Ve studii LoBo et al. (2018)
zaméfené na izolované populace lipy srd¢ité ve 4 eko-geografickych
regionech Danska byly zjistény praimérné hodnoty H, v jednotlivych
regionech v rozsahu 0,60-0,66. Pro 16 populaci lipy srd¢ité na tzemi
Velké Britanie byly zjistény pramérné hodnoty H, 0,51 (LOGAN et al.
2015). V pripadé evropskych populaci sledovanych ve studii Locan
et al. (2019) byla priimérna hodnota H pro populace nachézejici se
v centralni ¢asti rozsiteni lipy srd¢ité 0,573, u populaci z okrajovych
¢asti vyskytu byla priimérna hodnota H,0,553. Priimérna hodnota H,
pro sledované klony v nasi studii byla 0,412. LoGaN et al. (2015) zjistili
mezi populacemi lipy srd¢ité ve Velké Britanii hodnoty Fst v rozmezi
0,305-0,454, LoBo et al. (2018) mezi 4 oblastmi s danskymi popula-
cemi lipy srd¢ité zjistili hodnoty Fst v rozmezi 0,014-0,037, tedy malé
hodnoty genetické divergence. V pfipadé srovnani klont v nasi studii
byly hodnoty Fst v rozmezi 0,069-0,6.

V populacich lipy srd¢ité se ¢asto vyskytuji vegetativné namnozeni
jedinci, v mnoha studiich byly pomoci SSR markert identifikovany
klony. LOGAN et al. (2019) uvédi, Ze u 16 analyzovanych populaci lipy
srd¢ité byli nalezeni 2-3 klonové shodni jedinci u 6 populaci, vzdale-
nost mezi jednotlivymi klonové shodnymi stromy byla v priméru 22
m. V nami sledovaném semenném sadu nebyly u zkoumanych ortetii
zjistény shodné genotypové profily, tedy vychozi rodi¢ovské stromy
byly unikatni. Pomoci mikrosatelitovych markert urcovali kultivary
lipy vyuzivané pro méstské aglomerace WOLFF et al. (2019). BROECK
et al. (2018) uvadéji, ze v severozapadni Evropé jsou v méstské zastav-
bé nejvice rozsifeny pouze 2 kultivary (klony), coz potvrzuji analyza-
mi mikrosatelitovych markeru.

Vyuziti DNA analyz pti vybéri stromu do $lechtitelskych programi se
v pripadé lipy srdcité jevi jako velmi uzite¢ny doplinkovy Slechtitelsky
nastroj, napt. provedenim analyz SSR markert je mozné vytadit klo-
nové shodné jedince pti zakladani semennych sadi, pripadné vyloucit
hybridni jedince.

ZAVER

U osmi mikrosatelitovych lokusti (Tc4, Tc5, Tc6, Tc7, Tc915, Tc920,
Tc937 a Tc963) vykazovaly amplifika¢ni produkty polymorfismus,
byly interpretovatelné, a proto byly uzity ke studiu klonové identity
vybraného semenného sadu. Na zakladé molekularnich dat zjisténych
ze souboru 377 jedinct ze semenného sadu byly ziskdny statistické
charakteristiky 8 mikrosatelitovych markert. Celkové bylo detekova-
no 79 rozdilnych alel v 8 lokusech. Nejvice polymorfni se jevil lokus
Tc963, u kterého bylo identifikovano 17 rozdilnych alel. Na zékladé
provedenych analyz byly stanoveny multilokusové genotypové profily
(MLG) jednotlivych kloni lipy srd¢ité v semenném sadu Piseckd Smo-
le¢. Shoda genotypovych profilt jedinct u sledovanych klont byla pti
pouziti osmi SSR markert potvrzena v 37 % pripadii. V analyzovaném
souboru bylo mozné 363 roubovanct prifadit k pfislu§nym ortetim,
tedy 96,3 % ramet bylo mozné prifadit ke ortetiim zastoupenych v se-
menném sadé.
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EVALUATION OF LIME SEED ORCHARD USING MICROSATELLITE MARKERS

SUMMARY

The clonal identification in model seed orchard of small-leaved lime was studied by DNA analyses using the Simple Sequence Repeats (SSR)
method. Microsatellites (SSR) are highly variable markers that are commonly used in population genetic studies for analyses of gene flow,
parentage analyses, and studies of genetic diversity. In particularly nuclear simple sequence repeat (SSR) markers have proven to be extremely
useful for characterizing cultivars and identifying clones (HorRMAZA 2002; SCHUELER et al. 2003; PAN 2010; JAEGERE et al. 2016; HANSEN et al.
2014; LoGaAN et al. 2015, 2019; LoBo et al. 2018; BROECK et al. 2018; WOLEE et al. 2019). Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini
Kit (QIAGEN) from leaves taken from 377 sampled lime trees of seed orchard. The SSR method is based on the polymerase chain reaction (PCR)
with specific primers. PCR was optimized for the tested primers that have been scanned in publication (PHUEKVILAL, WOLFE 2013) (Tab. 1, 2).
Eight polymorphic nuclear microsatellite markers (Tc4, Tc5, Tc6, Tc7, Tc915, Tc920, Tc937 and Tc963) were selected, and specific primers were
fluorescently labelled. Measurement of the size of amplification products was carried out on the genetic analyser Applied Biosystems 3500. The
obtained data were analysed by means of the statistical programs CERVUS (KaLiNOwsKI et al. 2007) and GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE
2006, 2012). Altogether 79 different alleles were detected at 8 loci of the 377 lime individuals from seed orchard, i.e. 9.875 alleles per locus in
average. The most polymorphic locus over our set of samples was locus Tc963, the number of different alleles was estimated to 17. By applying
of the 8 suitable markers to the 38 clones from model seed orchard we obtained multilocus genotypes (MLG) shown in Tab. 4. Table 3 shows
number of alleles, observed heterozygosity, expected heterozygosity, number of heterozygotes, Polymorphism Information Content (PIC),
significance of deviations from Hardy-Weinberg equilibrium and estimated null allele frequencies (according to van Oosterhout) of loci. Allelic
richness (number of alleles) at each locus ranged from 3 to 17. Expected heterozygosities ranged between 0.446-0.912 across all loci and
observed heterozygosities ranged from 0.435 to 0.915, Polymorphism Information Content (PIC) ranged from 0.386 to 0.904. The mean PIC
value for eight selected loci was 0.6902.

These results illustrate the utility of the microsatellite loci for assessing spatial patterns of genetic diversity and for individual identification.
The identified genetic loci were verified as highly polymorphic, and could be further used for clonal identification of lime trees. 93.6% of the
sampled trees could be assigned to clones represented in the seed orchard.

The application of SSR markers could be an important tool for population genetics and breeding of lime, for example it would be possible to
unequivocally identify with unique DNA fingerprints all suitable genotypes for the establishment of a seed orchard.
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