O

y 4

Ing. EVA POKORNA, Ph.D.
a kol.

had
L)
—
(—
=
—
- —
-
-
~
L)
— -
U
o
-

6/2019



Metodicky postup urceni
genotypl dubii s vyuzitim jadernych
mikrosatelitovych markert

Certifikovana metodika

Ing. Eva Pokorna, Ph.D.
Mgr. Martina Komarkova
Ing. Martin Fulin, Ph.D.
Ing. Pavlina Machova, Ph.D.
Ing. Helena Cvrckova, Ph.D.

Strnady 2019



Lesnicky priivodce 6/2019

Vyzkumny tstav lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i.

Strnady 136, 252 02 Jilovisté

www.vulhm.cz

Publikace vydané v fadé Lesnicky pruvodce jsou dostupné v elektronické verzi na:
http://www.vulhm.cz/lesnicky_pruvodce

Vedouci redaktor: Ing. Jan Reza¢; e-mail: rezac@vulhm.cz
Vykonna redaktorka: Miroslava Valentova; e-mail: valentova@vulhmop.cz

Graficka uprava a zlom: Kléra Simerova; e-mail: simerova@vulhm.cz

ISBN 978-80-7417-195-6
ISSN 0862-7657



METHODOLOGICAL PROCEDURE FOR
DETERMINATION OF OAK GENOTYPES USING
NUCLEAR MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

This method is focused on genotypes determination in oak trees, Quercus robur L.
and Q. petraea (Matt.) Liebl. collected in the Czech Republic at localities with
variable habitat conditions. The potential selective effects of diverse environments
on genetic structure as well as genetic variability in oak species was determined
based on nuclear Simple Sequence Repeats (nSSRs) method. In total, 11 highly
polymorphic nuclear microsatellite markers were applied in selected oak
individuals. Before the evaluation of genetic traits, several proceedings including
a) isolation of DNA from collected plant materials, b) application of SSR markers
based on their previous testing and optimalization for PCR conditions, ¢) running
PCR reactions followed by d) DNA denaturation and fragmentation analysis and
data analysis using the statistical program GenAlEx 6.503 had to be done. In
addition, discrimination of oak genotypes using nSSR markers resulted in selection
of valuable oak individuals to preserve them and support a biodiversity in the
forest ecosystems. Therefore, vegetative reproduction of targeted oak individuals
via in vitro clonal propagation was established and briefly summarized in this
methodology as well.

Key words:  oak (Quercus spp.); DNA isolation; genotype; SSR markers;
plant tissue cultures
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1 UvoD

Duby (Quercus L.) patii k nasim hospodarsky i ekologicky nejvyznamnéj$im poros-
totvornym lesnim dfevinam. Jsou viid¢imi dfevinami prvnich dvou lesnich vege-
tac¢nich stupn, ackoliv se na ptithodnych stanovistich vyskytuji i daleko vyse (Buri-
ANEK et al. 2013). Podil listnatych dfevin (zejména buku a dubu) v Ceské republice
ve srovndni s jehli¢cnatymi dfevinami trvale nartsta. Zastoupeni dubti predstavuje
jiz 7,3 % porostni plochy (Zprava o stavu lesa 2018, MZe). Hlavni vyznam péstova-
ni dubti je v mnohostranném pouziti tvrdého, pevného a velmi trvanlivého dfeva
napt. pfi vyrobé dyh, v lodnim stavitelstvi, jako stavebni dfivi, k vyrobé prazc,
parket, sudii a nabytku (URADNICEK et al. 2009).
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Dub letni (Quercus robur L.) je teplomilnd a svétlomilna dfevina s vy$$imi naro-
ky na svétlo nez ma dub zimni (Q. petraea (Matt.) Liebl.). Roz$ifeni dubu letniho
souvisi s pozadavky na vlahu, podle kterych rozliSujeme dva ekotypy. Bézné rozsi-
feny ekotyp nalezneme v luznich lesich, kde snasi i jarni zaplavy ve srovnani s dru-
hym ekotypem, ktery roste na mélkych i silné vysychavych ptidach v lesostepnich
lokalitach. Dub letni je ndro¢ny na pudni stanovi$té, roste nejlépe na mineralné
bohatych, hlubokych, hlinitych ptidach, jaké nachazime v luznich lesich nebo na
sprasich. Na mineralni ziviny je ndro¢néjsi nez dub zimni. Na nagem uzemi ma pti-
rozené roz$ifeni prevazné pasovity charakter, dany pribéhem toku fek. Mezi ¢asta
mista vyskytu dubu letniho patii napriklad Polabi a Poohfi, uvaly Hornomoravsky,
Dolnomoravsky a Dyjskosvratecky, Trebonska panev a dale pak vétsina nizsich po-

loh. Pro svou toleranci k imisim se mu dafi i v podminkach velkych mést.

Dub zimni roste v podminkach zna¢ného nedostatku vlahy a vydrzi i na vysycha-
vych stanovistich. Roste i na vyrazné sussich lesostepnich stanovistich, na sprasich
nebo na skalnatych podkladech. Z duvodu vysoké citlivosti na kolisani hladiny
spodni vody a jeji vystoupani nad piidni povrch se dub zimni témét viibec nevy-
skytuje v zaplavovych oblastech. Naroky na ptidu jsou skrovné, roste na chudych
kyselych a bazickych horninach, mélkych ptdach nebo $térkovych terasach. Vzrust
z&visi spiSe na mnozstvi ptistupné vody neZ na zivnosti ptidy. V CR se dub zimni
vyskytuje ve vSech teplejsich pahorkatinach s hlavnim zastoupenim na jizni Mo-
ravé, ddle zasahuje do Ceskomoravské a Drahanské vysociny, do okoli povodi Be-
rounky, dolnfho Povltavi, Polabi a Poohfi. Je rovnéz zastoupen v nizsi ¢asti Oder-
skych a Vsetinskych vrchii véetné Beskyd (UHLIROVA, KaPITOLA 2004; URADNICEK
et al. 2009).

Se stanoviStnimi podminkami a plisobenim klimatickych zmén tuzce souvi-
si i adaptace druht na ménici se prostfedi. Pusobeni téchto faktort ve vztahu ke



genetickym vlastnostem jedinct je v soucasné dobé vénovano mnoho pozornos-
ti, avSak volba vhodné metody k charakterizaci genotypt je zcela zasadni. Napti-
klad ve své praci PINA-MARTINS et al. (2018) porovnavali evolucni vztah genotypiti
dubu korkového (Quercus suber L.) v ramci rozsahlého geografického $etfeni a je-
jich adaptaci na podminky prostredi pomoci metody sekvenovani jedno-nukleoti-
dovych polymorfismi (SNPs metoda). Navzdory velkym geografickym vzdélenos-
tem u analyzovanych vzork byla s vyuzitim SNPs zjisténa nizka geneticka diverzita
ve srovnani s jinym metodickym postupem.

Genetické vlastnosti dubti je mozné vyhodnotit podle jiz diive ovéfenych postu-
pu, kterymi jsou napt. stanoveni polymorfismu na zakladé: 1) délky restrikénich
fragmentt, tzv. RFLP metoda (BURG et al. 1993), 2) amplifikace mikrosatelitnich
oblasti s vyskytem kratkych opakujicich se motiva, tzv. SSR metoda (DzIALUK et
al. 2005), 3) jedno-nukleotidovych polymorfismi, tzv. SNPs metoda (Hipp et al.
2019) nebo 4) sekvenovani nové generace, tzv. NGS metoda (LEROY et al. 2017).
V porovnani s pfedchozimi metodami jsou jaderné mikrosatelitové markery (nSSR
markery) pouzivany jiz 20 let, nejcastéji pti genotypizaci rostlin. Hlavnimi vyhoda-
mi pouziti nSSR markert je vysoka informovanost, kodominantnost, vyuziti vice
alelovych genetickych markert, vysokd reprodukovatelnost a genotypovani i jinych
ptibuznych rostlinnych druht (VIEIRA et al. 2016).

V lesnim hospodafstvi maji biotechnologické metody zaméfené na vyzkum gene-
tickych vlastnosti a urceni genotypti dubii zna¢ny vyznam nejen z hlediska charak-
terizace jedincti a populaci dubd, ale napf. i pro podporeni biodiverzity v lesnich
ekosystémech a uchovani cennych genotypii. Moznym zptsobem zachrany vybra-
nych jedincti dubti je vyziti vegetativni reprodukce metodou in vitro organogeneze.
Postup zaloZeni explantatovych kultur véetné specifikace zivného média pro multi-
plikaci dubt je proto nezbytnou soucasti uvedené metodiky.



2 CIL METODIKY

Zamérem metodiky je popsani postupu pouziti biotechnologickych metod pro sta-
noveni genetickych vlastnosti dubt (letniho a zimniho) a jejich vegetativni mno-
zeni v in vitro podminkach. Uvedend metodika obsahuje standardizované postupy
vyuziti analyz jadernych mikrosatelitovych markera pro zjisténi zastoupeni jed-
notlivych genotypti dubd z vybranych lokalit v CR. Ziskané poznatky kultivace
dubii formou explantatovych kultur lze uplatnit i pro praci s ohrozenymi a cenny-
mi druhy dubt.



3 VLASTNI POPIS METODIKY

a) Princip metody

Vychozi matrici pro uréeni genetickych vlastnosti a zastoupeni genotypi u vybra-
nych jedinct dubi letniho a zimniho je deoxyribonukleova kyselina (DNA) ziska-
na v laboratornich podminkach izolaci z odebranych vzorkd. Na zakladé dostup-
né literatury byly testovany a ndsledné vybrany jaderné mikrosatelitové markery
(nSSR markery) vykazujici vysokou variabilitu ve velikostech PCR produkti u tes-
tovanych vzorki. Pro stanoveni genetickych charakteristik dubt byly pouzity fluo-
rescen¢né znacené nSSR primery usporadané do dvou multiplexii. Fragmenta¢ni
analyza mikrosatelitovych lokust probihala na genetickém analyzatoru, na kte-
rém byly naméfené hodnoty velikosti alel rovnéz zpracovany pro findlni zhodno-
ceni.

Vegetativni reprodukce dubti (Quercus spp.) metodou in vitro organogeneze je vy-
znamna z hlediska uchovani geneticky identického materialu a napt. pro zachranu
ohrozenych a cennych jedinct je zcela nepostradatelnd. Princip metody spociva
v zalozeni primarnich kultur z dormantnich pupent vybranych donorovych jedin-
ct dubd, které jsou po povrchové sterilizaci pfeneseny do aseptickych podminek
na agarova zivna média, na nichz je cilené stimulovana organogeneze, zejména
tvorba vyhonu. Pti dostateéném nartstu nadzemni ¢asti rostlin jsou explantato-
vé kultury pasdzovany a multiplikovany v pravidelnych intervalech. Vypéstované
mikrofizky mohou byt dale stimulovany k zakofenéni, aklimatizovany v semi-
sterilnich podminkach a dopéstovany ve skleniku pro ziskani vysadby schopnych
sazenic.

V souhrnu metodika popisuje postup charakterizace genotypt dubti na zakladé
pouziti nSSR markert navrzenych pro detekci mikrosatelitovych lokustt u DNA
ziskané z odebraného rostlinného materialu a postup zaloZeni explantatovych kul-
tur dubt.
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b) Materialni a technické zabezpeceni pro stanoveni
genotypt dubi

Pristrojové vybaveni a drobné pomiicky:

analytické véhy, digitalni suchd lazen na mikrozkumavky, vortex, centrifuga, chla-
dici blok na mikrozkumavky, chladni¢ka, mrazici box, lyofilizator, sada pipet se
semi-sterilnimi $pickami, sterilni mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky,
mikrovlnna trouba, horizontalni elektroforéza se zdrojem napéti, dokumentaéni
systém s UV transiluminatorem, temnou komorou, snimaci kamerou a softwarem
pro vizualizaci gelt, horkovzdus$ny sterilizator, pfistroj na méfeni ¢istoty a kvali-
ty DNA (napf. Nanophotometer, Implem), ptistroj pro PCR reakce (napf. Veriti
Thermo cycler, Applied Biosystem), geneticky analyzator (napf. Applied Biosystem
3500), desticky na PCR s 96 pozicemi

Chemikalie:

DNA Plant Mini kit (QIAGEN), ultra-¢ista voda (Sigma-Aldrich s. r. 0.), destilova-
na voda, agardza (Agarose SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg), EDTA pufr
(Duchefa Biochemie B. V.), 0,5 M TBE pufr (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Bio-
chemie B. V.), Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen by Life Technologies),
TE pufr (1 mM Tris HCl a 0,01 mM EDTA, pH 8,0), GelRedNucleic acid Gel Stain
(Biotium, Hayward), Loading dye (Sigma-Oldrich), DNA ladder (New England
Biolabs), nSSR primery (,,forward“ a ,,reverse” primery, viz Tabulka 1).

Reagencie na fragmentacni analyzu: fluorescen¢né znacené nSSR primery na 5’
konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED a PET, Hi-Di™ Formamide (Applied Bio-
system), Gene Scan™ - 600LIZ Lize Size Standard v 2,0 (Applied Biosystem)

Rostlinny material:

dormantni pupeny nebo mladé listy dubu zimniho (Quercus robur L.) a dubu letni-
ho (Q. petraea (Matt.) Liebl)

Odbér vzork, izolace DNA, amplifikace lokustt pomoci nSSR markeru

Odbér vzorkt vybranych jedinc dubu letniho a zimniho je provadén v jarnich
meésicich, vzorky jsou po odbéru neprodlené uloZeny do chladovych tasek. Po pre-
vezeni do laboratore se vzorky kratkodobé ulozi do chladni¢ky. Nasledné probiha
lyofilizace vzorkd, jejich homogenizace ve tfeci misce a ziskany rostlinny material
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v mnozstvi 20 mg je odvazen do fddné oznacenych mikrozkumavek. Z rostlinnych
vzorki byla izolovdana DNA za pouziti protokolu uvedeného vyrobcem a prilozené-
ho u komer¢né dostupného izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit.

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

Maximalni mnozstvi vychoziho ¢erstvého rostlinného materialu je 100 mg, v ptipa-
dé lyofilizovaného rostlinného materialu 20 mg. Rostlinny material musi byt fadné
zhomogenizovan v tfecich miskach s pouzitim kapalného dusiku. Odvazeny vzorek
se nasledné prenese do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

1. K zhomogenizovanému vzorku napipetujeme 400 ml pufru API a nésledné
4 ml RnazyA. Obsah dtikladné protfepeme pomoci vortexu. Ziskanou smés in-
kubujeme 10 min pti 65 °C (béhem inkubace smés promichavame 2-3x prevra-
cenim zkumavek).

2. Nasledné pridame 130 ml pufru P3, kratce promichdme pomoci vortexu
a inkubujeme 5 min na ledu. Poté smés centrifugujeme 5 min pii rychlosti
14 000 otacek za minutu (rpm).

3. Vznikly lyzat prepipetujeme do QIAshredder Mini Spin kolonky umisté-
né ve 2 ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 2 min pfi rychlosti
14 000 rpm.

4. Piefiltrovanou frakci po odelteni ziskaného objemu prepipetujeme do nové
1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky. Davame pozor, abychom nenabrali pti-
padny pelet.

5. Kizolatu pfidame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajici 1,5nasobku objemu ode-
brané frakce a ihned vzniklou smés promichdme opakovanym nasatim a vypus-
ténim ze $picky mikropipety.

6. Odpipetujeme 650 ml smési a premistime ji do Dneasy Mini spin kolon-
ky umisténé ve 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 min pti
8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbyt-
kem vzorku.

7. Dneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, pfidame 500 ml
pufru AW2 a centrifugujeme 1 min pii 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu od-
stranime.

8. Opétovné pridime 500 ml pufru AW2 a centrifugujeme 2 min pfti rychlosti
14 000 rpm. Vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky tak,
abychom zabranili kontaktu s kapalinou.
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9. Pfeneseme Dneasy Mini spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky.

10. Pfiddme 100 ml AE pufru, ktery naneseme pfimo na membranu Dneasy Mini
spin kolonky. Nechame inkubovat 5 min pti pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 min pfi rychlosti 8 000 rpm.

11. Pro ziskani druhého eluatu opakujeme postup od bodu 9.

U ziskaného izolatu se méfi vyslednd koncentrace DNA, v¢etné ¢istoty, napt. na
pristroji Nanophotometer (Implen), ktera se priimérné pohybovala u vzorkt dubti
okolo 50 ng/ul. Z dostupné literatury byly vybrany nSSR markery pro testovani
polymorfismu mikrosatelitovych lokusti u vzorki. Celkové bylo vybrano pro ge-
netické analyzy 11 polymorfnich nSSR markert: QrZAG11, QrZAG20, QrZAG65,
QrZAG87, QrZAG96, QrZAG112, QpZAG15, QpZAG104, QpZAG110, MsQ13
a GOTTO066 (Dow et al. 1995; STEINKELLNER et al. 1997; KAMPEER et al. 1998).
Forward i reverse primery nSSR markert byly fedény TE pufrem (1 mM Tris -
HCI, pH 8, 0 a 0,01 mM EDTA) na 100 uM koncentraci. Pfipravili jsme si mix
primert pro Multiplex I v celkovém objemu 200 pl ze zasobnich 100 uM roztokil
forward a reverse primerti, ze kterych jsme napipetovali 4ul QrZAG65, 4 pl Qr-
ZAG87,2 Wl QrZAG96, 2 ul QrZAG112, 4 ul QpZAG104 a 2 pl MsQ13 a doplnili
164 pl TE pufrem. Mix primert pro Multiplex II jsme ptipravili stejnym zptsobem,
tedy ze zasobnich 100 uM roztokti forward a reverse primerti jsme napipetovali
4 ul QrZAG11, 2 Wl QrZAG20, 2 pl QpZAG15, 4 ul QpZAG110 a 4 pl GOTT066
a doplnili 168 pl TE pufrem. Ziskani amplifika¢nich produktii od jednotlivych tes-
tovanych nSSR primerti bylo optimalizovano na zakladé citovanych a nami opti-
malizovanych podminek polymerazové fetézové reakce (PCR) v uvedené literature
(viz vy$e). Predbézné hodnoceni amplifika¢nich produktt bylo provedeno na 2%
agardzovém gelu pomoci horizontalni elektroforézy. Agarézovy gel byl pripraven
z 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B. V.) a agardzy pri
zahtati v mikrovlnné troubé do ¢irého roztoku. Pro vizualizaci amplifikovanych
produktt byl pouzit GelRed v poméru 1 : 10 000. Ztuhly gel byl pfemistén do elek-
troforézy obsahujici 0,5 x TBE pufr. Amplifikaty PCR produktt (15 pl) byly nane-
seny na gel spole¢né s gel loading dye pufrem (4 pl). Velikost PCR produktti byla
porovnana s nanesenym DNA ladderem, pfipravenym v objemu 1 ul 100 bp DNA
ladder, 4 pl destilované vody a 2 pl gel loading dye pufrem. Podminky elektroforézy
byly nastaveny na 40 V/ 30 min s naslednym zvySenim na 90 V/ 120-150 min. Po
uplynuti uvedené doby byly ziskané PCR produkty vizualizovany pod UV zafenim,
zdokumentovany kamerovym systémem a potizené snimky byly ulozeny do soubo-
ri.. V Tabulce 1, 2 a 3 jsou uvedeny nami ovéfené slozeni reakénich smési, vysledné
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podminky PCR reakce a rozdéleni jednotlivych nSSR primerti do dvou multiplexti
(Multiplex I a Multiplex II). Reak¢ni smési byly pfipravovany na ledu s priddnim
enzymu Platinum® Taq DNA polymerase, které probéhlo velmi rychle po odpipeto-
vani vSech uvedenych predchozich slozek, aby se zabranilo znehodnoceni aktivity
enzymu.

Tab.1: Seznam nSSR (nuclear simple sequence repeats) markerd se sekvencemi jejich pri-
merU pouzitych pro PCR reakci a nasledné s fluorescenénim znacenim (6FAM, VIC,
NED a PET) usporadanych do Multiplexu | a Multiplexu Il pro fragmentaéni analyzu.

Multiolex | sekvence primeru velikost fluorescencni
P forward (F) a reverse (R) PCR produktu znaceni

F: TCCCACCACTTTGGTCTCTCA 101-141 NED
QrZAG87

R: GTTGTCAGCAGTGGGATGGGTA
MSQi3 F: ACACTCAGACCCACCATTTTTCC 191-233 NED

R: TGGCTGCACCTATGGCTCTTAG

F: GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA 137-191 6-FAM
QrZAG96

R: GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA
QrzAGE5 F: CAGTGGTGTCAACTCCTCCCAG 249-306 6-FAM

r

R: GTCAGGTGACCATTCAAACCTAGAA

F: ATAGGGAGTGAGGACTGAATG 183-249 VIC
QpZAG104

R: GATGGTACAGTAGCAACATTC

F: TTCTTGCTTTGGTGCGCG 71-139 VIC
QrZAG112

R: GTGGTCAGAGACTCGGTAAGTATTC
Multiplex Il sekvence primeru velikost fluorescencni

P forward (F) a reverse (R) PCR produktu znaceni

F: GGAGGCTTCCTTCAACCTACT 192-266 NED
QpZAG110

R: GATCTCTTGTGTGCTGTATTT

F: CGATTTGATAATGACACTATGG 108-152 6-FAM
QpZAG15

R: CATCGACTCATTGTTAAGCAC
GOT066 F: TCCCTAGATGATGGGGATGA 210-250 6-FAM

R: TTTTACGTCGGCCAACTTTT

F: CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT 155-195 VIC
QrZAG20

R: GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA

F: CCTTGAACTCGAAGGTGTCC 227-288 VIC
QrZAG11

R:TGGTTGACTAAAGTATGAACTGTTTG
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Tab. 2: Optimalizované slozeni PCR reak¢ni smési.

PCR mix Objem na 1 vzorek (ul)
10 x PCR pufr, minus Mg 1,5

50 mM MgCl, 0,6

10 mM dNTPs 0,1

Mix primert 1
Polymerase Platinum® Taq 0,075

H,0 9,725
templatova DNA 1

Celkovy objem 15 uL

Tab. 3: Optimalizovany teplotni program PCR reakce pro ziskani cilovych produktd s vyuZzi-
tim fluorescenéné znacenych primert Multiplexu | a Multiplexu Il (viz Tabulka 1).

Teplotni program PCR reakce

94 °C 5 min

35 x cyklus

94 °C 45 s denaturace

59 °C 45 s annealing primert
72°C 55 s elongace

1 x cyklus

72°C 15 min finalni elongace
4°C chlazeni PCR amplifikat

Fragmenta¢ni analyzy pomoci nSSR markeri, hodnoceni PCR produktit
a zpracovani molekularnich dat

U ziskanych amplifika¢nich PCR produktt byla provedena denaturace, kdy byl
kazdy vzorek (1 ul) pfenesen do 96jamkové desticky, k némuz bylo ptidano 11 pl
Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied Biosystems) a 0,4 pl velikostniho stan-
dardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0, Applied Biosystems). Po inku-
baci 4 minut pfi teploté 94 °C byly vzorky neprodlené¢ zchlazeny na ledu. Desticka
byla umisténa do genetického analyzatoru, ve kterém byl nastaven program pro
fragmenta¢ni analyzu. Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktu se provadi po-
moci softwarového programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems).
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Dub patti mezi dfeviny s diploidni sadou chromozém (2n = 24) (HEJNY, SLa-
vik 1992), proto pfi hodnoceni vybraného lokusu ziskame u sledovaného jedince
dvé stejné hodnoty alel (homozygot) nebo dvé rizné hodnoty alel (heterozygot).
Genetické charakteristiky u nami sledovanych dvou populaci dubu letniho a dvou
populaci dubu zimniho byly vyhodnoceny z dat fragmenta¢nich analyz s vyuzi-
tim mikrosatelitovych nSSR markerti a nasledné zpracovany pomoci statistického
programu GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012). Na zakladé ziskanych
genetickych charakteristik, jako jsou napt. Na - pocet rozdilnych alel, I - Shanno-
ntv informacni index nebo H a H, - pramérné hodnoty pozorované a ocekavané
heterozygotnosti pro jednotlivé lokusy ze vsech sledovanych vzorki, 1ze vyhodnotit
a porovnavat nejen uroven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, ale
i genetické diferenciace a vzdalenosti.

Priklad hodnoceni genetickych charakteristik u nami sledovanych populaci
dubu

Pro genetickou charakterizaci byly vybrany celkem ¢tyfi populace dubt zimniho
(DZ) a letniho (DB), které byly odebrany na lokalitdch s vhodnymi stanovistnimi
podminkami (Klanovice, Cholupicka Bazantice) s oznac¢enim populaci DZ_KL,
DL_KL a DL_DB a na lokalité s limitujicimi podminkami pro optimdlni rast (ne-
dostatek spodni vody, extrémni teploty) odebrané z lokality Petrov s oznacenim
vzorkd DZ_DB. Zhodnoceni genetickych vzdalenosti mezi sledovanymi popula-
cemi bylo kalkulovano na zédkladé Neiovy standartni genetické vzdalenosti (NE1
1972). Ziskané hodnoty (Tabulka 4) byly zpracovany pomoci analyzy hlavnich ko-
ordinat (Principal Coordinates Analysis, PCoA) a graficky zndzornény na Obraz-
ku 1. Na zakladé hodnoceni Neiovych standardnich genetickych vzdalenosti (Ta-
bulka 4) se odlisily populace dubu zimniho (DZ_KL a DZ_DB) od dubu letniho
(DL_KL a DL_DB), pti¢emz geneticky nejblize (0,095) si byly populace dubu let-
niho z lokalit s vhodnymi stanovi$tnimi podminkami. Geneticky vzdalenéjsi 0,130
byly sledované populace dubt zimnich, které se nachdzely na lokalité s vhodnymi
podminkami a s extrémnimi podminkami. Tabulka 5 uvadi pfehled genetickych
vlastnosti stanovenych pomoci 11 jadernych mikrosatelitovych markert. Pramér-
né hodnoty poétu rozdilnych alel Na pro vSechny lokusy ze vSech analyzovanych
vzorkd dubu letniho a dubu zimniho charakterizuje jednoduchou formou jejich
genetickou rozmanitost. Ciselné vyjadreni genetické diverzity lokustt zhodnocuje
Shannontv informacni index I, ktery nezahrnuje do vypoctu alely s malymi cet-
nostmi.
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Principal Coordinates (PCoA)

DZ_KL

Coord. 2

DL_KL Radyl

DL| DB

DZ_DB

Coord. 1

Obr. 1: Grafické znazornéni genetickych vzdalenosti sledovanych populaci dubu letniho
(DL_KL a DL_DB) a dubu zimniho (DZ_KL a DZ_DB).

Tab. 4: Neiovy standardni genetické vzdalenosti mezi sledovanymi populacemi dubu letni-
ho (DL_KL a DL_DB) a dubu zimniho (DZ_KL a DZ_DB).

DZDB DLDB DLKL DZKL
DZ_ DB  0.000

DL DB  0.758 0.000
DL_KL 0512 0.095 0.000
DZ_ KL  0.130 0.679 0435  0.000
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Tab. 5:

Primérné hodnoty genetickych charakteristik u sledovanych populaci dubu letni-
ho (DL_KL a DL_DB) a dubu zimniho (DZ_KL a DZ_DB), ziskanych na zakladé
pouziti 11 mikrosatelitovych (nSSR) markerd. N — pocet analyzovanych strom(
u sledovanych populaci, Na — primeérny pocet rozdilnych alel u sledovanych po-
pulaci, Ne — primérny pocet uc¢innych alel u sledovanych populaci, / — Shannonlv
informacni index — zhodnoceni genetické diverzity jednotlivych populaci, Ho — pru-
mérné hodnoty pozorované heterozygotnosti pro sledované populace, He — pru-
mérné hodnoty oCekavané heterozygotnosti pro sledované populace, F — fixacni

index.

Populace N Na Ne 1 Ho He F
pramér 30.00 12.27 6.62 1.97 0.68 0.78 0.13

DZ_DB
SE 0.00 1.67 1.1 0.20 0.07 0.05 0.05
bL DB pramér 29.73 11.27 6.20 1.85 0.59 0.74 0.18
- SE 0.14 1.62 1.22 0.20 0.06 0.06 0.07
DL KL prameér 28.73 11.82 6.12 1.85 0.67 0.74 0.08
- SE 0.27 1.67 1.34 0.20 0.04 0.05 0.04
prameér 30.00 11.36 6.16 1.89 0.70 0.76 0.06

DZ_KL
SE 0.00 1.62 1.03 0.20 0.07 0.06 0.07
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c) Materialni a technické zabezpeceni pro zalozeni
explantatovych kultur dubt

Pristrojové vybaveni:

analytické vahy, autoklav, horkovzdusny sterilizator, laboratorni michacka, ledni¢-
ka, kultiva¢ni box, lamindrni box, sterilizator laboratornich nastrojt, pH metr, ka-
han

Chemikalie:

médium Lroyp a McCown (1981) komer¢né dostupné pod nazvem McCown Woo-
dy Plant Medium (Duchefa Biochemie), glycin, glutamin, casein, indol-3-maselna
kyselina, benzylaminopurin, destilovana voda, sacharéza, agar, hydroxid draselny,
ethanol, komeréné dostupné dezinfekéni ¢inidlo Mucasol™ (Sigma-Aldrich’).

Laboratorni pomiicky:

pinzeta, skalpel, 1zicky, vazenky, pipety a $picky, magnetické michadlo, odmérny
valec, stojanek na nastroje, Petriho miska sklenéna 15 cm, kruhové filtra¢ni papiry
12,5 cm, sirky, bunicina, sterilni nadoby pro kultivaci in vitro explantatd, mikrote-
nové sacky, chladici tagka

Rostlinny material:

Vychozim materidlem pro zaloZeni explantatovych kultur dubti (Quercus spp.)
jsou rouby (Cerstvé vitdlni vétvicky, nejvhodnéji z terminalnich vyhont s poétem
cca 5-10 pupentt) z vybranych donorovych jedinct (sbér cca 30 pupent: od kazdé-
ho) odebrané v jarnim obdobi pfed vyrasenim pupenii (konec bfezna/ zacatek dub-
na v zavislosti na klimatickych podminkach). Odebrany rostlinny materiél se fadné
oznadi, vlozi do mikrotenovych sacki, uchovava se v chladici tasce pro prevoz do
laboratore, kde je uskladnén pii teploté 4 °C do nasledného zpracovani (material by
mél byt zpracovan neprodlené béhem nékolika dnf).

Kultiva¢ni médium:

ZaloZzeni primarnich kultur a multiplikaci in vitro rostlin provadime na Woody
Plant Medium (WPM), které pripravime bud rozpusténim komeréné dostupné
smési McCown WPM (Duchefa Biochemie), nebo jednotlivych makroelementt
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a mikroelementti ve slozeni a koncentraci uvedenych podle LLoyp a McCowN
(1981; viz Tabulka 6) v destilované vodé a obohacené o glutamin (200 mg.1"), gly-
cin (2 mg.l"), casein (200 mg.l"), indol-3-maselnou kyselinu (0,1 mg.I*), benzy-
laminopurin (0,2 mg.I") a sacharézu (30 g.I""). Agar se ptidava v mnozstvi 7 g.I"!
a pH = 5,8 se upravuje pomoci 1M KOH. Kultivaéni médium rozlévame do pfti-
pravenych kultiva¢nich nadob, které byly pred pouzitim umistény do horkovzdus-
ného sterilizatoru (160°C/ 2 h). Zivné médium obsahujici viechny komponenty
véetné fytohormont sterilizujeme pfi 120 °C v autokldvu po dobu 20 minut. Pied
pouzitim uchovdvame médium pti laboratorni teploté.

d) zakladani primarnich kultur, mikropropagace
a multiplikace dubu zimniho a letniho

Uvedeny postup je zcela shodny pro dub zimni i letni, kdy pupeny dubii se sterili-
zuji 20 min v saponatu Tween®20 (2 kapky na 10 ml), 20 min v dezinfek¢nim roz-
toku Mucasol™ (50 ml/ 500 ml destilované vody), nasledné se promyvaji 20 min
pod tekouci vodou, na 20 min jsou ponoifeny do roztoku HgCl, (1 mg.l") a na
zavér jsou v laminarnim flow-boxu 3 x ponofeny na 15 min do sterilni destilované
vody. Takto oSetfené pupeny se premisti do sterilni nadoby naplnéné sterilni de-
stilovanou vodou, kde setrvavaji pro naslednou manipulaci. Z pupent se odstra-
ni ve sterilnim prostfedi na Petriho misce pomoci skalpelu a pinzety povrchové
$upinky. Pti prevadéni dormantnich pupenti z ex vitro do in vitro podminek je
nezbytné dodrzovat aseptické podminky pfi manipulaci s rostlinnym materidlem
v laminarnim flowboxu, aby byla s nejvyssi u¢innosti eliminovana piipadna exter-
ni kontaminace.

Opracované pupeny se umisti do sterilnich nadob obsahujicich Zivné médium
(Obr. 2A). Pro tispé$nou organogenezi je dulezité neposkodit vzrostny vrchol, kte-
ry obsahuje meristematické bunky schopné bunééného déleni, tedy rtist a vyvoj
rostlinnych organti (zejména pryta). Zalozené explantatové kultury (Obr. 2B a 2D)
se udrzuji v fizenych svételnych i teplotnich podminkach (21 °C, 16 h/ 8 h svételna
fotoperioda s intenzitou osvétleni 30 umol.m.s™). Po 4-6 tydnech dochazi k pro-
liferaci nasazenych explantat v pryty (Obr. 2C). Do obdobi zajisténi pozadované-
ho mnozstvi mikrotizki jsou axilarni pfipadné adventivni vyhony multiplikovany
na zivném médiu (zpravidla 2 mikrotizky ve sterilni nadobé) s pribliznym inter-
valem regenerace 3-4 tydny.

20



Tab. 6: Slozeni LLoyD a McCownN (1981) kultivacniho média nebo-li Woody Plant medium
(WPM) pouzivané pro zalozeni in vitro primarnich kultur dubd.

WPM
chemikalie mg.l"
Ca(NO,),-4H,0 556
NH,NO, 400
Makroelementy cacl, 21,0 %
MgSO,-7H,0 370
K, SO, 990
KH,PO, 170
Na,EDTA 37,3
FeSO,-7H,0 27,8
H,BO, 6,2
Mikroelementy MnSO,-H,0 22,3
ZnSO,-7H,0 8,6
Na,MoO,-2H,0 0,25
CuSO,-5H,0 0,25
Myo-inositol 100
Thiamin 1
. ) Kyselina nikotinova 0,5
Glutamin 200
Casein 200
Glycin 2
BAP 0,2
Fytohormony
IBA 0,1
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Cc D

Obr. 2: Mikropropagace dubu letniho (Quercus robur L.) v in vitro podminkach. Rust api-
kalnich vyhon( na Zzivném McCown Woody Plant Médiu (LLoyp, McCownN 1981).

Fig. 2: Micropropagation of oak (Quercus robur L.) in in vitro conditions. Growth of apical
shoots on nutrient McCown Woody Plant Mediu (LLoyp, McCowN 1981).

22



4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Standardizovana metodika ur¢eni genotypti dubu letniho a zimniho (Quercus ro-
bur L. a Q. petraea (Matt.) Liebl.) pomoci jadernych mikrosatelitovych markert
(nSSR markery) umoziiuje s vysokou spolehlivosti zjistit genetickou diverzitu a va-
riabilitu u studovanych populaci. Vyuziti nSSR markert bylo publikovéno jako jed-
no z velmi t¢innych metod stanoveni genetickych charakteristik zejména u velkych
soubort jedinct, a to nejen u dubt (Dz1ALUK et al. 2005), ale i u jinych lesnich dre-
vin, jimiz jsou napf. jablont domaci (URRESTARAZU et al. 2016), smrk ztepily (AN-
DROSIUK et al. 2013), smrk ¢erny a erveny (SHI et al. 2014), slivon africka (Kapu
etal. 2013) a topol osika (PoLiTOV et al. 2015). Na zakladé¢ literarnich zdroji odrazi
uvedena metodika informace o pouziti nSSR markert s ohledem na uplatnéni je-
jich vysokého polymorfismu, ktery je pro determinaci genetickych vlastnosti kli-
¢ovym faktorem. Metodické postupy analyzy mikrosatelitovych markertt u dubt
sp. nebyly dosud pro podminky Ceské republiky popsany. Vyznamnym piinosem
uvedeného postupu fragmentaéni analyzy je usporadani vybranych nSSR markerti
do dvou Multiplexii I a IT a optimalizace PCR reakce pro véechny pouzité lokusy do
shodnych podminek, coz je vyznamné z hlediska ekonomickych i ¢asovych uspor
pri zpracovani vétsiho poctu vzorkd. Metodicky postup urceni genotypt dubt byl
vyzkousen celkem u 4 populaci dubu letniho a zimniho, pochazejicich zamérné
z lokalit s odli$nymi stanovi$tnimi podminkami. Nase vysledky ukazaly, ze s vy-
uzitim nSSR markert je mozné urcit nejen genotypy uvnitt populace, ale i odlisit
jednotlivé populace na zakladé genetickych vzdalenosti u pozorovanych spolecen-
stev. Vzhledem ke zna¢nému zajmu Arcibiskupstvi prazského uchovani cennych

vevs

ru lesniho hospodarstvi nebyly dosud v takovém rozsahu publikovany.
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5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodické postupy jsou zpracovany v prehledné formé za ucelem poskytnout zis-
kané zkusenosti a poznatky pfi 1) charakterizaci genotypu dubu letniho a dubu
zimniho a 2) pfi zalozeni explantatovych kultur formou vegetativniho mnozeni.
Uplatnéni postupu stanoveni genetické rozmanitosti dubt pomoci nSSR markert
predpoklddame na pracovistich zabyvajicich se danou problematikou (vyzkumné
organizace a vysoké gkoly), ptipadné individudlni zdjemci z fad vlastniki lest. Ne-
bot znalosti genetické struktury populaci dubd, které predstavuji dilezitou slozku
lesnich spolecenstev, se vyznamné prispéje k podpore a zvyseni biodiverzity les-
nich porostii a rovnéz se napomahaji plnit cile Statni politiky Zivotniho prostredi
a mezinarodni zdvazky CR pfi ochrané biologické rozmanitosti. Uvedeny postup
zalozeni primdrnich kultur a multiplikace mikrofizki je mozné vyuzit pro nasledné
zakorenovani, aklimatizaci mikrotizki az po ziskani vysadby schopnych vypéstkda,
jak jiz bylo publikovano napf. pro reprodukeci autochtonnich druht jilmd (MALA et
al. 2010), pro jefab biek (MALA et al. 2009) &i pro topol $edy (Z1ZKOVA et al. 2017).
Metoda in vitro mikropropagace miiZe byt uplatnéna pracovniky z lesniho provozu,
statni spravy, vyzkumnych instituci, univerzit, skolkatskych firem, ale i individual-
nimi zajemci o danou problematiku. Vyslovny zdjem o vyuziti uvedenych biotech-
nologickych postuptl z hlediska zachovani cennych dubovych populaci projevilo
Arcibiskupstvi prazské.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupti uvedenych v metodice jsou odvislé od skute¢nos-
ti, jestli se zavadi zcela novy provoz pro uréeni genotypii a mikropropagaci dubd,
nebo se uvedend metodika implementuje na pracovistich s jiz zavedenym provo-
zem genetickych analyz a tkanovych kultur. Naklady na postupy genetickych analyz
uvedenych v metodice jsou kalkulovany na spotfebni material a chemikalie s pred-
pokladem pristrojového vybaveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA z jednoho
vzorku ¢ini primérné naklady cca 110,-K¢. Naklady jednoho vzorku na PCR pro-
dukty, v¢etné fragmentacnich analyz s pouzitim 10 nSSR markert, ¢ini cca 160,-
Ke¢. V predlozené kalkulaci v§ak nejsou zahrnuty doplikové naklady, naklady na
pristrojové vybaveni, osobni naklady a naklady na vyvoj metod.

Naklady na zavedeni metodického postupu v laboratofi, kterd jiz pracuje s explan-
taty v aseptickych podminkdch, jsou ur¢eny ndkupem béznych chemikalii pro pti-
pravu kultiva¢nich médii a pottebného spotiebniho materidlu. V druhém pripadé,
kdy se zavadi zcela novy provoz pro praci s in vitro kulturami, se ndklady zna¢né
navysuji o vybaveni pro sterilizaci materidlu a kultiva¢nich médii: autoklav a hor-
kovzdusny sterilizator (od 150 tis. K¢&), praci s tkanovymi kulturami: kultivaéni box
a lamindrni box (od 450 tis. K¢&), ptistroje pro pfipravu a uchovani kultiva¢nich
médif: analytické vahy, stolni pH-metr, laboratorni michacka, chladnic¢ka a pipety
(od 95 tis. K¢), spotfebni material souvisejici s praci v laboratoti: sklo, plasty, che-
mikalie, pinzety, niizky a skalpely (60 tis. K¢).

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité, predev$im diverzité a heterozygotnosti popula-
ci nebo porostt ziskanych na zakladé DNA analyz, je pfinos celospolecensky. Re-
produkce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéjsich a odolnéjsich
porostt, které budou zvySovat biologickou rozmanitost, 1épe se prizptisobovat
moznym zméndm klimatu, a tim pfispivat k ochrané Zivotniho prostfedi. Pred-
poklada se, ze informace o genetickych charakteristikach porostti budou vyuzity
jako podklady pro rozhodovaci fizeni, strategické planovani a legislativni ¢innost
statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin a nakladani
s reprodukénim materiadlem. Poznatky o diverzité populaci také napomahaji plnit
cile Statni politiky Zivotniho prostfedi a mezinarodni zavazky CR pti ochrané bio-
logické rozmanitosti. Vedle celospoledenskych pfinost se da redlné predpokladat
izvySeni trzeb z tézby dreva u vlastniki lest v podobé budoucich zvy$enych vynost
dubovych porostii zalozenych z kvalitniho reprodukéniho materialu.
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Pti reprodukci porostt z kvalitnich genetickych zdrojii (napf. genové zédkladny)
je vyssi zaruka, Ze bude v dobé mytni zralosti lesnich porostii dosazeno soucasné
i vyssi objemové produkce. Rozdil porostnich zdsob vztazenych k obmyti u dubo-
vych porostil (pozn.: konkrétné u dubu zimniho) nachézejicich se v soucasnych
genovych zdkladnéch (GZ) oproti ostatnim dubovym porostéim na izemi CR, zji$-
tény na zdkladé analyzy celostatnich informaci v datovém skladu, ¢ini v objemovém
vyjadfeni cca 116 m*/ha a jednoznacné reprezentuje lepsi produkéni bazi v geno-
vych zékladnach. Zlepsend genetické produkéni baze zvysuje kvantitativni téZebni
potencial a prispiva tim ke zvySeni ekonomické zivotaschopnosti a konkurence-
schopnosti trvale udrzitelného obhospodafovani lest, coz je jeden z cilti Narodniho
lesnického programu II (2012). Zvysené trzby z prodeje dieva ¢ini u kvalitnéjSich
dubovych porosti v GZ v dobé obmytni ¢astku 219 300 K¢/ha. Tento hruby vynos
po odpoctu celkovych tézebnich nakladt ve vysi 49 200 K¢/ha (prameérné celostat-
ni ndklady ¢ini 423 K¢/m?) pak predstavuje pro vlastnika zvyseny Cisty vynos ve
vy$i 170 100 K¢/ha. Tato ¢éstka je tvofena predevsim zna¢nym rozdilem v objemu
porostnich zasob v GZ oproti celostatnimu priméru porostnich zasob dubovych
porostil a pfiznivymi cenami na trhu se surovym dfivim (VLASAK et al. 2016).
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lovi, Jitimu C4povi a Véaclavu Buriankovi. Za pomoc pti manipulaci s in vitro kul-
turami dubu letniho a zimniho dékujeme Jakubovi Hrade¢nému a Matéjovi Seme-
rakovi. Za pomoc s fragmenta¢nimi analyzami dékujeme kolegyni Olze Tr¢kové.
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METHODOLOGICAL PROCEDURE FOR
DETERMINATION OF OAK GENOTYPES USING
NUCLEAR MICROSATELLITE MARKERS

Summary

This work describes two methods in biotechnology, genetic characterization and
micropropagation applied in oak trees, Quercus robur L. and Q. petraea (Matt.)
Liebl. Genetic variability was assased in four oak populations using nuclear
Simple Sequence Repeat (nSSR) markers, which were selected according to their
high polymorphism. To evaluate the effects of environment on oak genotypes,
individual trees were collected at localities with diverse habitat conditions in the
Czech Republic, mainly at dry area with a low-nutrient availability and forest area
with a well moisture conditions and enriched soils. Detail proceedings of DNA
isolation from collected oak trees, testing the nSSR markers with optimalization of
PCR conditions, PCR reactions followed by DNA denaturation and fragmentation
analysis were carried out with a high attention to get highly informative genetic
traits from studied oak populations. For calculation of genetic diversity parameters,
statistical program GenAlEx 6.503 was used. Data revealed differentiation among
the oak populations as demonstrated genetic distance. While closest genetic
distance (0,095) was found among the populations of Quercus robur L. characterized
by individuals with selected qualitative fenotype traits, a longer genetic distance
(0,130) were specified among the populations of Q. petraea (Matt.) Liebl. showing
that using nSSR markers determines not only genotypes but also genetic variability
among the oak populations based on their genetic distance.

In addition, micropropagation technique was developed to preserve the valuable
oak genotypes determined by 11 nSSR markers. Vegetative reproduction of oaks
including stimulation of organogenesis and multiplication is briefly described as
well. We suppose that investigated biotechnology methods will be mainly used
for preservation and protection of oak species to support biodiversity in forest
ecosystem.
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