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USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR
VERIFICATION OF CLONAL IDENTITY
AND DIVERSITY IN SMALL-LEAVED LINDEN
(TILIA CORDATA MILL.)

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers to obtain genetic characteristics, and to introduce
procedures for verifying the clonal identity in species of small-leaved linden. The
methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, conditions
of the polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of amplification
products, and molecular data calculations. The selected seed orchard of small-
leaved linden was used to develop this methodology. Eight selected polymorphic
nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the genetic parameters
for verifying the clonal identity and levels of genetic diversity between different
genotypes.
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Zkratky pouZité v textu:

DNA  deoxyribonukleova kyselina

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

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova retézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim mikrosatelitovych
markert pro zhodnoceni trovné genetické diverzity a dalSich genetickych cha-
rakteristik lipy srd¢ité a pro objektivni ovéfovani deklarované identity klont napt.
v semennych sadech nebo v klonovych archivech za ti¢elem ovéreni kvality repro-
dukénich zdrojt.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Lipu srdcitou z fddu slézotvarych Ize pficlenit k druhtim, které byly v minulych
trech stoletich v lesnich porostech silné redukovany v disledku intenzivniho zava-
déni smrkovych a borovych monokultur (HEJNY, SLavik 1992). Soucasna situace
kalamitniho thynu smrku a borovice vyzaduje obnovu lesnich porostt vybérem
alternativnich druht dfevin, které se vlesnich ekosystémech dfive prirozené vysky-
tovaly. Lipa srd¢ita patfi k druhtim, jejichz rozsifeni by mohlo prispét k obohaceni
azvyseni stability lesnich ekosystémil. Pfednosti lipy srd¢ité je vysoka odolnost viici
silnym mraztim i vysokym teplotam; neposkozuji ji ani pozdni mrazy. Dortista do
20 az 30 m vysky a kofenova soustava je srd¢ita se silnymi postrannimi kofeny. Pro
velkou odolnost je ¢asto vyuzivana v méstské zeleni. Snasi presazovani i dospélych
stromil, sefezavani, vykopy kolem kmene a vyznacuje se vysokou parezovou vy-
mladnosti, kterou se ubranila Gplnému vytlaceni z hospodarského lesa (SvoBopa
1955; URADNICEK et al. 2009). Je to polostinna dfevina pfirozené obyvajici duboha-
briny, luzni lesy, sutové a stinné roklinové lesy (HEJNY, SLavViK 1992). Jeji uplatnéni
je mnohostranné. Lipa je lesnicky i sadovnicky péstovana dfevina s vhodnymi me-
liora¢nimi i pidoochrannymi vlastnostmi. Jeji mékké drevo je dobfe opracovatel-
né a hodi se pro fezbaiské prace. Siroké uplatnéni jiz z ddvno minulych dob mélo
lipové Iyko. Jeji kvétenstvi je pro 1é¢ivé ucinky hojné vyuzivano v1ékarstvi a je velmi
zna¢nym ptinosem pro vcelafstvi (HEJNY, SLAvik 1992). Na nasem tzemi se vysky-
tuje roztrousené asi do 600 m n. m. spi$e na stinnych svazich a vlhkostné ptiznivych
stanovistich (URADNICEK et al. 2009). Lipa byla jiz redukovana v dévné minulosti
preménou lesnich stanovist na zemédélské piidy a také nékde znacné trpéla okusem



dobytka. Podstatné snizeni lipy bylo po nastupu hospodareni v lesich, kdy lipy byly
vysekavany, aby nezastinovaly a nevytlacovaly sazenice tvrdych drevin. To zaptici-
nilo, ze se mohla uchovat jen na extrémnich stanovistich, kde nebyla zaména drevin
hospodatsky vyznamnou kulturou proveditelna (SvoBopa 1955).

Pro zachovani a namnozeni genovych zdrojt zbyvajicich porostii je vhodné prové-
fit jejich genetické vlastnosti predevsim z hlediska zjiSténi urovné diverzity. Dosta-
te¢nd geneticka varijabilita souvisi s adapta¢nim potencidlem ptvodnich porostu.
Obecné se predpoklada, Ze populace vyznacujici se nizkou genetickou rozmanitosti
by mohly byt podstatné citlivéj$i na zmény Zivotniho prosttedi, napadeni choro-
bami a $kadci (MAGHULY et al. 2006). Geneticka rozmanitost a biodiverzita po-
pulaci lesnich dfevin je zasadni podminkou pro prizptisobeni se zménam klimatu
(Hampe, PETIT 2005; NEALE, KREMER 2011) a zajisténi stability lesnich ekosysté-
mu (WHITHAM et al. 2006; NowAKOWSKA et al. 2014). Znalosti o urovni genetické
diverzity, zalozené na analyzach DNA, prispéji k ohodnoceni kvality genetickych
zdroji reprodukéniho materialu. Zachovani vhodného genofondu tohoto druhu
dreviny probiha v souc¢asné dobé i s podporou vyhlaseného Narodniho programu
ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin.

Ucelem zde zpracovavanych metodickych postupit pro ovéfovani klonové identity
a Grovné genetické rozmanitosti u lipy srd¢ité bylo vybrat vhodné jaderné mikrosa-
telity, nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery. Mikrosatelitové markery se
$iroce vyuzivaji pro hodnoceni genetické diverzity populaci lesnich dfevin. Pted-
stavuji kratké opakujici se motivy nukleotidti nejcastéji 2-4 baze dlouhé a jejich
polymorfismus je dan rozdilnym poétem motivi. Pro hodnoceni délky sledova-
nych markert musime ziskat jejich mnohonasobné amplifikaty, které namnozime
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné pri-
mery, které jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym
lokusem. Postupy PCR je nutné zoptimalizovat, abychom ziskavali jednozna¢né
a reprodukovatelné PCR produkty.

Specifické SSR markery maji kodominantni charakter, coz umozuje rozlisit homo-
zygoty od heterozygottl. Mikrosatelitové markery pro studium genetické struktury
druht lip byly vyvinuty autory PHUEKVILAT a WOLEF (2013). VyuZiti polymorfnich
mikrosatelitovych markert je vyznamné i pro ovérovani deklarované klonové iden-
tity zdrojti reprodukéniho materidlu napiiklad v semennych sadech, klonovych ar-
chivech atd. Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu
umoznuje objektivnim postupem potvrdit nebo vyvratit klonovou identitu ramet.
Aplikace novych kontrolnich metod ovérovani klonové identity zdrojt reproduke-
niho materidlu je vyuzivana i stdtni spravou pfi realizaci dota¢ni politiky v oblasti
podpory zachovani a reprodukce genofondu lesnich dfevin.



2 Metodicky postup

a Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Pro ziskani kvalitnich izolati DNA je nejvhodnéjsim terminem odbéru rostlinného
materialu jarni obdobi, kdy lze odebirat narasené pupeny nebo mladé listy. U star-
$ich listt z dtvodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharachidi se snizuje
kvalita i kvantita vyizolované DNA, coz mutiZze zkomplikovat priibéh navazujici PCR
pro ziskani amplifikovanych lokust. Pfi manipulaci se vzorky jednotlivych stromu
je nutné peclivé vedeni evidence, aby nedoslo k jejich zdméné. Vzorky se jiz pri
odbéru oznadi, ulozi do mikroténového sacku a udrzuji pti nizké teploté (chlado-
vé tagky s namrazenymi destickami). Idedlni je vzorky co nejrychleji piepravit ke
zpracovani do laboratofe. Vzhledem k naslednym analyzam je dtilezité vzorky drzet
stale pri nizké teploté. DNA lze izolovat z ¢erstvého, zmrazeného nebo lyofilizo-
vaného rostlinného materidlu. V ptipadé, ze izolace DNA neni provedena ihned
po prijmuti vzork, je nutné vzorky po pfevedeni do laboratorniho rezimu (zaevi-
dovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dalsi
moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuseni za pomoci lyofilizatoru a poté je
vzduchotésné uzaviit (napt. Ize pouzit plastové falkonky, scintila¢ni lahvicky s dob-
fe tésnicim uzavérem). Lyofilizovany materidl ma vyhodu snadnéj$i manipulace pfi
nésledném tfeni vzorkd, kdy odpada nutnost drzet vysusené vzorky pred homoge-
nizaci na ledu. Lyofilizované vzorky jednotlivych strom Ize skladovat pti pokojové
teploté. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici
soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany)
dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Pfed zahdjenim vlastniho postupu
izolace se pridéd ethanol ke koncentratim pufrt AW1 a AW2. Inkubacni lazen se
nechd nahfivat na 65 °C. V ptipadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roz-
toky nahfeji pro odstranéni téchto srazenin.

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

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

2. Krozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nésledné 4 ul RnazyA,
pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protiepat. Ziskana smés se necha in-
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kubovat 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat 2-3x
prevracenim zkumavek.

Prida se 130 pl pufru P3, krétce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pti rychlosti 14 000 otacek za minutu

(rpm).

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

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

Pfidame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5nasobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim a vypousténim pomoci mikropipety
vzniklou smés promichame.

Odpipetujeme 650 pl smési a pfemistime do Dneasy Mini spin kolonky umisté-
né v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pfi 8 000 rpm,
prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbytkem vzor-
ku.

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

Pridame dal$ich 500 pl pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pii 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.

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

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

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

U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu (na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm) pfistrojem Nanophotometer (Implen). Koncen-
trace DNA z mladych listti lip se pohybovaly v rozmezi 10-30 ng/pl. Hodnoty op-
timaln{ ¢istoty by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo vy$$i hodnoty
indikuji pfitomnost dal$ich latek (napt. proteint, fenolickych latek). Kvalita extra-
hované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatd. Optimalni
hodnoty DNA koncentraci pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust se pohybuji
mezi 30-50 ng/ul. Vzorky DNA s vyssi koncentraci je pro optimalni priabéh PCR
vhodné nafedit.

b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR)
- jaderné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markerti (PHUEKVILATI,
WoLrr 2013) bylo vybrano 8 dostate¢né polymorfnich, dobte se amplifikujicich
jadernych mikrosatelitovych lokust: Tc4, Tc5, Tc6, Tc7, Tc915, Tc920, Tc937,
Tc963. Byly optimalizovany reakéni smési a teplotni cykly polymerdzové fetézové
reakce (PCR) a vypracovany protokoly. PCR s vybranymi 8 markery byly sestaveny
do dvou multiplexti dle velikosti amplifikovanych lokust. Reakéni smési je nutné
ptipravovat na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA polymerdzu musime neustéle
uchovévat pfi - 20 °C a davame ji do reak¢ni smési az nakonec pfimo z mraziciho
boxu.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primer(

Velikost PCR

Lokusy/repeti€ni motivy Sekvence primer(l (5°-3") produktéi (bp)

F: ATTTTAGAATGCCAACCTGCTAAG
Tea /TGy, R: TATTGAAGTCCATTTCCAATTGTC 194-254

F: TTTTCATACATTTAGAGACTTTTAGCA
165/ (AG),, R: TGCATGATTTGTATGTTTAGGG 120-180

F: CCATATCTTCTGCCAGTTTTCC
Te6/(AG),, R: GGACTAATTTCTTCCTTTTATTAGGC 13473

F: TTTACTTTTGCCAGTTGTGAGG
167/ {GA) R: CACCTAGAATGCCTCCTATTCG 204-264

F: ACATCGATTGTATTTCCCTTTAAC
915/ (CT)ss R: GTTGTATTTTGCCCTTAACATTG 135-195

F: AAATGTCTTCAGAGTGACTAGATGG
4 R: TGCCTCATTATTCTCCTAATTCTC

F: AGCCAACCAACTTTTACAATACAG
16937/ (AG)., R: AGATAAAAGCACATAAATCGATGG 132-192

F: CTAACCCCATTCTCTTTAATTCTG
Te983/(CT), R: GCTTTCATTTCAGTTTTCCTCTAC 208-268

Tc920 / (GA),(GT),,(AG) 202-262

Protokoly PCR:

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

Tc4 F - 4 uM (6FAM), Tc4 R - 4 uM
Tc6 F - 4 uM (6FAM), Tc6 R - 4 uM
Tc920 F - 3 uM (NED), Tc920 R - 3 uM
Tc937 F - 2 uM (VIC), Tc937 R - 2 uM

Redéni primerii:
Ptiprava TE pufru: 1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA - 10 ml roztoku

ptipravime z 10 pl 1M Tris - HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent, Sigma — Aldrich) do 10 ml.

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace

(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
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vanych vzorku (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zdsobniho roztoku primert
Tc4F-4pl, Tc4 R-4pl, Tc6 F — 4 pl, Tc6 R — 4 pl, Tc920 F — 3 yl, Tc920 R - 3 yl,
Tc937 F - 2 pl, Tc937 R - 2 pl a doplnime 74 ul TE pufru).

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

Reakéni smés

Objem na 1 vzorek

10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5l
50 mM MgCl, 0,6 pl
10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,2 ul
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,875 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

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

Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis

1. 95°C 5min Pocatecni denaturace
15 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 95°C 15 sec Denaturace

3. 54 °C 15 sec Annealing

4. 72°C 15 sec Elongace
20 x opakovat od 2. do 4. kroku
89°C 20 sec Denaturace
52°C 20 sec Annealing
72°C 20 sec Elongace

1x
8. 72°C 20 min Finalni elongace
9. 4°C ii'SﬁEZ Chlazeni amplifikatd
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Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a priklad fluorescencni-
ho oznaceni forward primerii):

Tc5 F - 5 uM (6FAM), Tc5 R - 5 uM
Tc7 F - 3 uM (6FAM), Tc7 R - 3 uM
Tc915 F - 5 uM (VIC), Tc915 R - 5 uM
Tc963 F - 6 uM (VIC), Tc963 R - 6 uM

Redéni primerii:

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v poZadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorku (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobniho roztoku primert
Te5F-5ul, Te5R-5pl, Tc7 F -3 pl, Te7 R = 3 pl, Te915 F = 5 pl, Te915 R - 5 g,
Tc963 F - 6 pl, Tc963 R - 6 pl a doplnime 62 pl TE pufru).

Reakéni smés a teplotni rezim PCR jsou stejné jako u multiplexu 1.

PoZadované pfistrojové a materidlové vybaveni:

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

¢ Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktd se provadi pomoci ho-
rizontdlni elektroforézy na 2% agardzovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahtivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
DNA se pouziva fluorescenéni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed Ize pfidat hned do rozpusténé-
ho agaré6zového roztoku v poméru 1:10 000 a nalit do formy. Ztuhnuty gel se prenda
do vany pro elektroforézu a ptilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval
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asi 0,5 cm nad gel. Do sloti gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 ul) smichané s 4 pl
pufru (gel loading buffer, Sigma - Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych am-
plifikata se do vybraného slotu nanese smés: 1 ul standardu 100 bp DNA ladder
(NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl destilované vody a 2 pul pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodg, je-
jich migrac¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potiebna doba trvani elektroforézy je kolem 30 minut pfi napéti 60 V a dalsich
120-150 minut pti napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji pod
UV zafenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici
projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislu$né (sterilni) $picky, mikrovlnna trouba, vortex,
horizontalni elektroforéza se zdrojem, dokumentacni systém s UV transluminato-
rem, temnou komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni
gelt

d Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR
produktd

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentd v hodnotach part bézi se
provadi na genetickém analyzatoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Poly-
merazova fetézova reakce musi byt provedena s fluorescenéné oznacenymi pri-
mery (pro uvedeny typ analyzatoru na 5 konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED,
PET). PCR amplifikaty po 1 pl se nanaseji do prislusnych 96 jamkovych desti¢ek
pro sekvenatory a pred fragmentacni analyzou jsou denaturovany. Ke kazdému
vzorku se pfida kratce 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 pl
na jeden vzorek, desti¢ka se kratce sto¢i na centrifuze a provede se inkubace 4 mi-
nuty pifi teploté 94 °C, pak nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné
2 minut.

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

Osm vybranych lokust 1ze seskupit pro fragmentaéni analyzy do 2 béht dle sesta-
venych multiplextl. Pro prvni béh se skupina sklada z PCR produktti multiplexu 1
(amplifikované lokusy Tc4, Tc6, Tc920, Tc937) u jednotlivych rostlinnych vzorka
lipy srd¢ité. Do jamek se nanasi po 1 ul z PCR smési amplifikovanych fragmenta
v ramci multiplexu. V druhém béhu probihd fragmenta¢ni analyza PCR produktu
multiplexu 2 (amplifikované lokusy Tc5, Tc7, Tc915, Tc963).

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktti se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), jenz z vysledku méfeni velikost-
niho standardu, ktery je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni ktivku
ana jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragment.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:
sada pipet a prislusné $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, prislusné 96 jam-
kové desticky, geneticky analyzator

e Zpracovani molekularnich dat

Lipa srd¢itd ma diploidni sadu chromozomu (2n=82) (HEJNY, SLAViK 1992) a pro-
toze specifické mikrosatelitové markery maji kodominantni charakter, tak u sledo-
vaného lokusu ziskame pro kazdého jedince dvé shodné alely v pripadé homozy-
gota nebo v pripadé heterozygota dvé rizné hodnoty alel. Pro ziskani genetickych
charakteristik a zjisténi klonové identickych jedincti se velikosti alel hodnocenych
lokusti pro sledované zastupce lipy statisticky zpracovavaji (napf. za vyuziti stati-
stickych programi GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (Ka-
LINOWSKI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995; RoUSseT 2008),
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STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HUBISZ et al.
2009). Pro kontrolu velikosti odectenych hodnot mikrosatelitovych lokust véetné
ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN Oos-
TERHOUT et al. 2004).

Na zakladé ziskanych hodnot genetickych charakteristik lze u porostti lip hodnotit
a porovnavat droven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, genetické
diferenciace mezi populacemi, o¢ekdvané a pozorované heterozygotnosti, odchyl-
ky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, odvozeni populaénich struktur apod. Jedna
z nejvyznamnéj$ich genetickych charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdale-
nosti mezi populacemi, které 1ze vypocitat na zdkladé Neiovy standardni genetické
vzdalenosti (NE1 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedincti (ramet) prislusnych klond. Vysledkem je zpracovana genotypizace
- prehled hodnot alel zvolenych lokusti pro Setfené klony. Prislusnost jedince ke
klonu je deklarovand, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vsech analyzovanych lokustl.
V ptipadé pouziti vysoce polymorfnich markert lze pocet sledovanych markert
snizit, a tim snizit i naklady na analyzy. Néktefi autofi, napt. SCHUELER et al. (2003)
¢iLacis et al. (2009, 2011), uvadéji ve svych pracech vyuziti jen tfi az sedmi vysoce
polymorfnich marker.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy DNA analyz u lipy srd¢ité pro ovérovani identity klont a zis-
kani genetickych charakteristik pomoci jadernych mikrosatelitovych markert
nebyly dosud pro podminky Ceské republiky popsany. Z diivodi ekonomickych
i casovych uspor pfi zpracovani vétsiho poctu vzorki byly metodické postupy ana-
lyz polymorfnich SSR markerti také optimalizovény z hlediska jejich seskupeni do
multiplexi. Vyznamnost novych postupii v pfedkladané metodice spociva ve vyu-
ziti DNA analyz pro objektivni ovéfovani prislu§nosti ramet (jedinct) k urcitému
ortetu (klonu). V pfipadé semennych sadu lipy malolisté dosavadni systém kont-
roly deklarované identity zdroji reprodukéniho materialu spocival pouze v doku-
mentac¢ni evidenci a pfipadnou zaménu klond nebylo mozné zjistit. Objektivni ge-
netické hodnoceni spociva v pfimé analyze DNA jedinct s vyuzitim polymorfnich
jadernych mikrosatelitovych lokusi, jejichz velikosti jsou s pfesnosti jednotek bazi
zaznamenavany na genetickém analyzatoru Applied Biosystems. Vystupem téchto
analyz je zpracovana multilokusova genotypizace (MLG), coz predstavuje databazi
velikosti alel hodnocenych lokust k jednotlivym klontim. Pfislusnost jedince ke
klonu odpovida, kdyz se hodnoty alel shoduji u véech analyzovanych lokust. Pro
ziskani informaci o genetické prislusnosti naroubovanych jedincti v rdmci klonu
a proménlivosti mezi riznymi klony bylo potfebné vyhledat DNA markery, které
vykazuji vysokou miru polymorfismu. Mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu patfi
mikrosatelitové lokusy, které se 1i$i v po¢tu opakovani zdkladniho motivu. S vyuzi-
tim genetického analyzatoru ziskame vynikajici rozliSeni alel, naptiklad Ize zjistit
i rozdilnou velikost amplifika¢niho produktu o jednu repetici motivu (u dinukleo-
tidovych motivi jen o 2 baze). Za ucelem ovéreni klondlni identity a zjisténi gene-
tickych charakteristik u lipy srd¢ité bylo pro DNA analyzy po odzkouseni sady mi-
krosatelitovych lokust vybrano 8 jadernych mikrosatelitovych markert Tc4, Tc5,
Tc6, Tc7, Tc915, Tc920, Tc937, Tc963, jejichz PCR amplifikace byly optimalizovany
i za ucelem seskupent jejich analyz do multiplext. Amplifikace a navazujici frag-
mentacni analyzy provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a finan¢ni
usporu. Popsané metodické postupy byly odzkouseny pii ovérovani klonové iden-
tity a genetické diverzity mezi klony u semenného sadu lipy srd¢ité oznaceném
- CZ-3-3-LPM-138-10-4-C, dle evidence ERMA - UHUL, nachdzejicim se na LS
LCR T4bor, nazvaném Piseckd Smole¢.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Uplatnéni metodiky bude spocivat v ziskavani poznatkil o Grovni genetické diver-
zity zajmovych porosti lipy srd¢ité za ucelem vybéru vhodnych zdrojt reproduke-
niho materidlu a v ovéfovani deklarované identity klont u vSech typa klonovych
vysadeb a semennych sadi.

Uvedené metodické postupy by kromé moznosti ovérovani klonové identity (ge-
netické totoznosti) roubovancti ve stavajicich semennych sadech mély byt také vy-
uzity statni spravou pri naplnovani dota¢niho titulu pro nové uznavané semenné
sady. V pripad¢, ze vlastnik pti zakladani semenného sadu ¢i sbirky klontt zazada
o zarazeni genetického zdroje do Narodniho programu ochrany a reprodukce ge-
nofondu lesnich dfevin a dota¢ni podporu na zakladani a obhospodarovani téchto
zdroju, je ovéreni identity klontl jednou ze zakladnich vstupnich podminek pro
jejich zarazeni a ziskani dotace. Na zakladé predkladanych metodickych postupti
DNA analyz bude probihat vybérova kontrola genetické totoZnosti roubovancii
rostoucich v semenném sadu s referenénim materidlem rostlinnych vzorkd ode-
branych ze zdrojovych rodi¢ovskych stromil ve stejnou dobu, kdyz byly odebirany
rouby pro napéstovani roubovancii. Referen¢ni vzorky se odebiraji za pritomnosti
zéstupce UHUL - koordinétora Ndrodniho programu ochrany a reprodukce geno-
fondu lesnich drevin - a uchovavaji se v ultra nizkych teplotach.

Predlozené metodické postupy jsou také ndvodem pro ziskani znalosti o genetické
struktufe porosti lipy srd¢ité. Poznatky o urovni genetické diverzity, diferencia-
ci, heterozygotnosti a dalsich genetickych charakteristik u zdrojovych porosta re-
produkéniho materidlu jsou pti umélé obnové lesa velmi dulezité. Pfi vyssi drovni
genetické diverzity lze predpokladat zvy$enou adaptaéni schopnost k neptiznivym
podminkdm prostredi, a tim zachovani stability lesnich ekosystému. Piedpokla-
da se, ze informace o genetickych charakteristikach porostti budou vyuzity jako
podklady pro rozhodovaci fizeni, strategické planovani a legislativni ¢innost statni
spravy v oblasti ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin a nakladdni s re-
produkénim materidlem. Dal$i mozné aplika¢ni vyuziti ziskanych poznatkd je pri
uznavani zdroji reprodukéniho materidlu a jejich zatazovani do Nérodniho pro-
gramu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin véetné zatazovani vzorki
z téchto zdrojit do Narodni banky osiva a explantati lesnich dfevin, kdy lze prede-
v8im na zdkladé miry genetické diverzity rozhodnout, které populace (porosty) je
mozné zafadit jako cenné zdroje. Poznatky o diverzité populaci také napomahaji
plnit cile Statni politiky Zivotniho prostfedi CR 20122020 a mezinarodni zévaz-
ky CR pti ochrané biologické rozmanitosti. Metodické postupy ovéfovani identity
klonti/ortetl pro semenné sady (popt. klonové archivy) budou slouzit pro potteby
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statni spravy a koordinatora Nérodniho programu ochrany a reprodukce genofon-
du lesnich dfevin (UHUL) pro aplikaci novych kontrolnich metod a dota¢ni poli-
tiky CR.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Byly zvoleny mikrosatelitové markery s vysokou mirou polymorfismu, které byly
odzkouseny u semenného sadu lipy srd¢ité - CZ-3-3-LPM-138-10-4-C.

V ptiloze jsou uvedeny priklady vystupi DNA analyz u lipy srd¢ité. Moznosti
uplatnéni téchto postupt v dal$ich laboratofich mize komplikovat finan¢ni naro¢-
nost pristrojového vybaveni pro fragmenta¢ni analyzy na genetickém analyzatoru.
Fragmenta¢ni analyzy si v8ak lze objednat na zakdzku u komer¢nich firem (SEQme
s.r.0., Genomac vyzkumny ustay, s.r.o., BIOCEV).

V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatktim o genetické kvalité, predevsim diverzité porost nebo ovéreni klonové
ptislusnosti, je pfinos celospolecensky. Souc¢asné dochazi i k naplnovani cila Na-
rodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich drevin - podporovat
kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich identitu metodou DNA markert. Repro-
dukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéjsich a odolnéjsich po-
rosttl, které budou zvysSovat biologickou rozmanitost, 1épe se prizptisobovat moz-
nym zméndm klimatu, a tim prispivat k ochrané Zivotniho prostfedi. Pti posuzo-
vani ekonomickych aspekttl nelze opomenout, Ze ochrana biologické rozmanitosti
predstavuje také naplnéni cilii aktualizované Stétni politiky Zivotniho prostiedi CR
2012-2020, schvalené usnesenim vlady ¢. 6 ze dne 9. ledna 2013 a strategie ochrany
biologické rozmanitosti Ceské republiky, schvélené usnesenim vlady CR ¢. 193 ze
dne 9. bfezna 2016. Vedle celospolecenskych prinost se dé predpokladat i zvyseni
trzeb z tézby dfeva u vlastniki lesti v podobé budoucich zvy$enych vynosu lipovych
porostti zalozenych z kvalitniho reproduk¢niho materialu.
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Lipa srdc¢ita je typicka stfedoevropska dfevina, vyskytuje se prakticky po celém
tizemi Ceské republiky od nizin az do nizsich horskych poloh. Je to typicky druh
sutovych lestl. Vysazuje se vak také v parcich a stromoradich jako okrasny a stinici
strom, jako medonosny strom nebo pro své kvéty, které jsou vysoce cenéné v li-
dovém lécitelstvi, nebot jejich uc¢inné latky maji Siroké spektrum pouziti. Lipové
drevo je mékké a lehké, dobre opracovatelné. Hodi se proto zejména pro vyrobu
hudebnich nastrojii a pro dalsi fezbarské a modelarské prace (sochy, loutky, hracky,
protézy, obrazové ramy atd.). Lipové lyko je vyslovené houzevnaté a pevné a pred
zavedenim umélych hmot bylo s oblibou pouzivano jako pletivo.

Lepsi geneticka produkéni baze zvysuje kvantitativni téZebni potencial a prispiva
tim ke zvy$eni ekonomické zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale udrzi-
telného obhospodarovani lest, coz je jeden z cilét Narodniho lesnického programu
II (2013).

Pfi reprodukci porostii z kvalitnich genetickych zdrojti je vyssi zaruka, ze v dobé
mytni zralosti lipovych porosti, resp. porostii ve smési s lipou, bude dosazeno vys$si
kvantitativni (objemové) produkce. Rozdil porostnich zasob vztazenych k obmyti
u porostti lipy, které se nachazeji v soucasnych genovych zakladnach (GZ) ¢i v uz-
nanych jednotkdch selektovanych A nebo B oproti ostatnim porostim na tzemi
CR, lze prokazat vysledky analyzy celostatnich informaci v datovém skladu ERMA.
V zéavislosti na rostoucim véku téchto porostii v rozmezi 120-130 let ¢ini nartist ob-
jemové produkce v nasich podminkach v priméru cca 90 m*.ha™'. Zjisténé vysledky
v genovych zakladnach vykazuji tedy leps$i produkeni bazi, prestoze je v podmin-
kéch CR pocet téchto GZ zatim nedostate¢ny. Genové zdkladny a uznané selektova-
né jednotky A a B lipy oproti ostatnim porostim lipy ve véku 120-130 let prokazuji
zlep$eni absolutni vy$kové bonity o 3 m, tedy priblizné o 1 relativni stupen, coz
bezprostredné souvisi také s vy$si objemovou produkei.

Modelova ekonomicka kalkulace oc¢ekdvanych prinosti péstovani lipy z kvalitnéj-
$iho reprodukéniho materidlu, vztazena k mytnimu véku 120 let a k produkénimu
rozdilu vzniklému zménou relativni bonity o 1 stupen, vyuziva produkéni ukazatele
z rustovych (vynosovych) tabulek Dolnosaskych statnich lesti (WBR 86).

Vzhledem ke skute¢nosti, ze v CR ani v Némecku 74dné samostatné riistové tabul-
ky pro lipu neexistuji, tak je modelova ekonomicka kalkulace zaloZena na rozdilu
porostni zdsoby buku hlavniho porostu mezi dvéma lepsimi bonitami (vynosovymi
tfidami), jak vyplyva z nésledujici tabulky. Z divodu predbézné opatrnosti se tak
dava prednost témto niz§im tabulkovym hodnotdm pred vys$imi hodnotami zjis-
ténymi v DS ERMA.
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Vynosova tfida 9 Vynosova tfida 8
Vék Stredni tloustka Objem  Stfedni tioustka  Objem

cm m?®.ha"! cm md.ha™!
120 43 460 39 414
Rozdil v objemu:
46 m?®

Zdroj: Niedersdichsiche Landesforste, WBR 86 — Ertragstabel, Tabelle 5

Pouze pro ucely porovnani je v nasledujici tabulce ve vazbé na zjisténé absolutni
vy$kové bonity v GZ a v ostatnich porostech CR uvedena modelova produkce podle
platnych riistovych tabulek pro buk (IFER, 1996).

Bonita 5 (26) Bonita 6 (24)
Veék Strednitloustka  Objem  Stfedni tloustka  Objem
cm m3.ha™! cm m?®.ha’!
120 35 471 34 415
Rozdil v objemu:
56 m?

Zdroj: Riistové a taxaéni tabulky hlavnich dievin Ceské republiky (smrk,
borovice, buk, dub), IFER (1996)

V modelové kalkulaci se neuvazuje s vy$$imi naklady na kvalitnéjsi reprodukéni
material. Zde vypocteny ekonomicky efekt v K¢.ha' predstavuje tzv. hruby vynos
vlastnika (trzby z prodeje dfeva bez odpoc¢tu nékladit), ktery ziskd vlastnik v du-
sledku trzni realizace vét$iho objemu kulatinovych sortimentti surového dfivi
(46 m3.ha! ve 120 letech).

JelikoZ nejsou k dispozici ani Zddné domaci informace o sortimentni strukture myt-
nich porostt lipy, tak se pro tcely vypoctu vychazi alespon z podilu pilatskych vy-
fezt buku podle porostnich sortimenta¢nich tabulek pouzivanych v Dolnim Sasku,
které plati i pro lipu.

22



Objem  Podil kulatiny Clenéni kulatiny ( = 100 %) podle Zvyseny

Tloustka zvySené  z hroubiv % tloustkovych tFid objem
(cm)  produkce pfi primérné kulatiny
(m3.ha'') kvalit& b 2a 2b 3a 3b 4 5 6+ (miha)
43 46 46 1 10 20 23 33 10 3 21,2

Zdroj: Statistik der Landesforstverwaltung Niedersachsen (WBR 86 - Tabelle 6)

Pro kalkulaci ekonomického pfinosu lipy pfi pouziti kvalitniho genetického zdroje,
tj. ze zvySeného objemu obchodovatelného dfivi, nelze vychazet z idaji o doméacim
obchodu s pilafskou kulatinou lipy na volném trhu, nebot k této dfeviné neexistuje
ze strany CSU 74dnd cenova statistika. Z tohoto dtivodu je nutné ptislusné udaje
ziskat ze zvefejnéné statistiky prodejii cennych vyfezii formou submisi (pozn.: uréi-
ty druh aukci) v sousednich zemich (Némecko, Rakousko).

Protoze v CR neexistuje 24dn4 cenova statistika podle tloustkovych ttid pilatské ku-
latiny, resp. ani z Némecka se nepodarilo ziskat tento druh cenové informace, byly
dalsi vypocty provedeny ndhradnim zptsobem, tj. na zékladé starsich zahrani¢nich
informaci (napt. vysledky submise cennych listnatych vyreza, Laubwertholzsubmi-
ssion Pretzfeld, 2015) byl stanoven pomér mezi primeérnou cenou bukovych a lipo-
vych vytezq, ktery je 1,224.

Pro kalkulaci ekonomického pfinosu lipy pri pouziti kvalitniho genetického zdroje,
tj. ze zvySeného objemu obchodovatelného dfivi, se vychdzi z Gdajii o domacim
obchodu s pilatskou kulatinou buku, ke kterému existuje cenova statistika. Z udajt
CSU o vysledcich prodeje listnatych sortimentt buku za vlastniky lesa za 1. ¢tvrtleti

2018 vyplyva:

Pramérné ceny suroveho dfivi pro tu- Pocet
Nazev sortimentu (BUK) zemsko za CR za 1. ¢tvrtleti 2018 zjisténych
(K&.m®) cen
Vyfezy Ill. A/B tf. jakosti 1739
Vyrezy lll. C tF. jakosti 1640
Vyfezy lll. D tF. jakosti 1381
Vazeny prumér k poctu zjisténych cen 1608

Zdroj: CSU
Jak jiz bylo vyse uvedeno, ponévadZz neexistuje cenova statistika podle tloustko-

vych trid pilatské kulatiny, byly dalsi vypocty provedeny s priimérnou cenou pro
tuzemsko.
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Vysledna kalkulace hrubého ekonomického ptinosu:

Zvyseny objem pilafské kulatiny 21,2 m*ha . pramérnd cena 1 608 K¢.m™>. koefi-
cient 1,224 = 41 726 K&.ha'!

Je nutno rovnéz pripomenout, Ze provedena kalkulace se zabyva pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Pouze z divodu soucasné nezna-
losti fady dal$ich potiebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypocltd zatazeny
také dodateéné ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametri
porosttl, které by se mohly projevit napt. v lep$im kvalitativnim zattidéni vyrezi
¢i v lepsi sortimentaci téZebniho fondu a v nasledném vys$$im zpenéZeni cennych
vytezl surového drivi.

Kalkulace hrubého ekonomického pfinosu (tzv. ,,genetického zisku) byla zalozena
na nasledujicich informac¢nich zdrojich:

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (PARIZKOVA, Hradec Krélové,
2017-2018)

e CERNY M., PAREZ J., MALIK Z.: Réistové a taxaéni tabulky hlavnich dfevin
Ceské republiky (smrk, borovice, buk, dub), Ustav pro vyzkum lesnich ekosys-
téma (IFER), 1996

e Primérné ceny surového dfivi pro tuzemsko za CR v roce 2018, CSU

e SLABY, R. (ed.): Zavéry a doporuceni Koordina¢ni rady k realizaci Narodniho
lesnického programu II, UHUL Brandys nad Labem, 2013

e Statistik der Landesforstverwaltung Niedersachsen (WBR 86 — Tabelle 6)

e Waldbewertungsrichtlinien - WBR 86, Niedersachsiche Landesforsten, Druck
7/1990

e Laubwertholzsubmission Pretzfeld, 2015

e Zpréva o stavu lesa a lesniho hospodaéistvi Ceské republiky v roce 2006

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou primeérné
néaklady 114,- K¢. Néklady u jednoho vzorku (stromu) na PCR produkty a nasledné
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fragmentacni analyzy ¢ini pro 8 lokust priblizné 90,- K¢ v¢. DPH, za predpokladu
provedeni analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupi. V uve-
dené kalkulaci nasich ndkladii (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplinkové
ndklady, naklady na odpisy pfistrojového vybaveni, osobni naklady, naklady na
vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i per-
sonalni) pracovisté. Pri vyuziti sluzeb komercnich laboratofi je mozné se obratit
naptiklad na spolecnosti SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV.
Pfi dodani vlastnich PCR amplifikata u¢tuje naptiklad spole¢nost SEQme za analy-
zu na genetickém analyzatoru u jednoho vzorku pro 4 lokusy v jednom multiplexu
65,- K¢ bez DPH.

VI DEDIKACE

Metodika vznikla za podpory Ministerstva zemédélstvi, instituciondlni podpora
MZE-RO0118 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QK1810258 (Navrh alternativni
druhové skladby drevin pro lesni ekosystémy se snizenou ekologickou stabilitou
v dusledku fyziologického sucha).
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USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR
VERIFICATION OF CLONAL IDENTITY
AND DIVERSITY IN SMALL-LEAVED LINDEN
(TILIA CORDATA MILL.)

Summary

Tilia cordata Mill. is historically considered to be a Czech national tree species,
which has naturally frequently occurred in past in forest ecosystems, and whose
extension could again contribute to enhancing biodiversity and increasing the
stability of forest ecosystems.

This species is appreciated for its high adaptability to climatic factors and is often
used for urban greenery. Even adult trees are characterized by high regenerative
ability after transplanting and pruning. It is a species with suitable soil-improving
and soil protection properties. Its application is multifaceted for example for
carving, medicine and beekeeping.

In the past, this species has been reduced due to the extensive change of forest to
agriculture land and as a consequence of artificial reforestation with preferences
for conifers (URADNICEK et al., 2009). Small-leaved linden stands have a small
number of individuals, so the most effective conservation strategies of gene sources
are seed orchards and clone banks (RusseLL 2003). To acquire more detailed
knowledge of the genetic quality of gene sources of reproductive material and
to verify the clonal identity by an objective method, it is possible to use DNA
analyses with nuclear microsatellite markers. It is widely assumed that populations
characterized by narrow genetic diversity could be more sensitive to environmental
changes or disease (MAGHULY et al. 2006). Therefore, it is essential to determine
the level of genetic variability in ecologically valuable stands and populations.
This methodology present the use of DNA analyses by nuclear microsatellite
markers for genetic characterization and clonal identification of Tilia cordata Mill.
Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSR) are small repetitive
DNA sequences that are highly variable markers and commonly used in population
genetic. The selected seed orchard of small-leaved linden Pisecka Smolec¢ was used
to develop this methodology.

This methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, conditions
of polymerase chain reaction (PCR), separation, sizing of amplification products
and calculations of molecular data. Total genomic DNA was extracted using
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a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) from 100 mg fresh leaves
or 20 mg lyophilized leaves. The SSR method is based on the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers. Eight variable microsatellite markers Tc4,
Tc5, Tc6, Tc7, Tc915, Tc920, Tc937, Tc963 (PHUEKVILAL, WOLFF 2013) were selected
for DNA analysis. PCR products were separated by capillary electrophoresis using
the Applied Biosystems 3500 genetic analyser.

Acquiring new knowledge on the genetic structure and verifying the clonal
identity of gene sources of reproductive material is very important in order to
maintain the ecological stability of forests. The developed procedures of genetic
monitoring and verifying the clonal identity with DNA markers will be used in
the amendment of forestry legislation and in the state subsidy policy in the area
of protection and reproduction of forest tree gene resources. Knowledge based
on DNA analyses regarding the variability of genetic resources will contribute
to the quality of the reproduction material and to creating of optimal species
composition in forests.
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Priloha

Priklady vystupu genetickych analyz u lipy srdcité

Tab. 1: Prfiklad multilokusové genotypizace (MLG) u zkoumanych ortetdl sledovaného
semenného sadu lipy srdcité (pokracovani na str. 32)

Multiplex 1 Multiplex 2
Tc4 Tcé Tc920  Tc937 Tc5 Tc7 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 224/224 130/136 230/230 148/148 136/140 215/227 149/149 257/265
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 213/226 124/136 222/222 148/158 140/156 227/227 157/169 245/265
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 226/226 124/138 222/222 148/158 136/140 227/227 153/169 255/255
9409 226/226 130/134 232/234 148/148 146/158 215/227 153/175 277/277
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

Klon

31



Pokracovani

Tab. 1: Priklad multilokusové genotypizace (MLG) u zkoumanych ortetl sledovaného
semenného sadu lipy srdcité

Multiplex 1 Multiplex 2
Tc4 Tc6 Tc920  Tc937 Tc5 Tc7 Tc915 Tc963

9413  226/234 134/136 220/230 148/150 136/136 215/227 149/169 269/269

9414 226/226 136/136 220/230 148/148 136/140 227/227 153/155 251/267
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 226/226 130/140 232/234 148/148 140/146 227/227 149/149 273/273
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

Klon
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Tab. 2: Primérné hodnoty genetickych charakteristik u sledovanych lokust pro testo-
vané ortety lipy srdcité

Velikost PCR produktu

Lokus (bp) Na 1 Ho He F
Tc4 224-236 5 128 0.50 0.64 0.219
Tch 136-176 1 197 0.80 0.82 0.024
Tc6 124-140 8 172 095 0.78 -0.226
Tc7 215-243 7 145 1.00 0.71  -0.408

Tc915 149-173 8 192 0.80 0.84 0.045

Tc920 220-234 7 158 0.55 0.73  0.247

Tc937 146-166 5 0.84 040 0.41 0.027

Tc963 245-281 15 248 085 0.90 0.056

Na: pocet riiznych alel, I: Shannontiv informacni index, H : heterozygotnost pozoro-
vana, H : heterozygotnost o¢ekavana, F: fixa¢ni index

Obr. 1: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru (zaznam ve-
likosti alel u tfi jedincu deklarovaného ortetu, kdy v pfipadé tretiho jedince se
projevila neshoda)
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Obr. 2: Semenny sad lipy srd¢ité, Pisecka Smole¢

Obr. 3: Semenny sad lipy srdcCité, Pisecka Smole¢
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Obr. 4: Homogenizace rostlinného materialu
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Obr. 5: Priprava reakénich smési pro PCR

Obr. 6: Vkladani reakénich smési do teplotniho cyklovace

36



2N Vyzkumny Ustav
FORES lesniho hospodafstvi
a myslivosti, v.v. .

www.vulhm.cz

LESNICKY PRUVODCE 4/2019




	LP_4_19 Cvrčková
	1
	LP_4_19 Cvrčková_text

	str. 4
	LP_4_19 Cvrčková
	2


