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ABSTRACT

The aim of the study was to determine the possibility of using SSR markers for assessing clonal identity of European larch (Larix decidua Mill.)
trees in seed orchards and determine the suitability of markers for the analysis of genetic diversity in populations of European larch in the Czech
Republic. Total genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from young needles taken from 218 sampled trees of two seed
orchards. Samples were screened using thirteen selected polymorphic nuclear microsatellite markers. Measuring of the size of amplification
products was carried out using Applied Biosystems 3500 genetic analyser. The obtained data was analysed by statistical programs CERVUS and
GenAlEx 6.503. 155 different alleles were detected at 13 loci of the 218 larch individuals from two seed orchards. By applying the 13 suitable
markers to the 90 clones from model seed orchards 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. 98.24% of the sampled trees
could be assigned to the clones represented in the Bilovice seed orchard. The tested genetic loci were verified as highly polymorphic and could

be further used for clonal identification and genetic diversity evaluation of European larch trees.

For more information see Summary at the end of the article.
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Modtin opadavy (Larix decidua Mill.) je lesnicky vyznamna dfevina,
patfici mezi nejrychleji rostouci jehli¢naté dieviny v zapadni a stied-
ni Evropé, schopnd v optimdlnich podminkach dosdhnout objemo-
vé produkce az 10 m*/ha. Jedna se o typickou pionyrskou dfevinu,
ktera ma vzhledem ke svému rychlému rastu v juvenilni fazi $iroké
uplatnéni v lesnictvi a agrolesnictvi. Modfin opadavy je svétlomilna
drevina, nejlépe roste na hlubokych, zivnych ptidach. Snasi vSak i mél-
ké kamenité pudy, v¢etné vapenatych pud se stfedni hladinou pod-
zemni vody a je stfedné odolny viici znecisténému ovzdusi (MATRAS,
PAQUES 2008). Patfi mezi jehli¢nany s velkym genomem (= 11 198 Mb;
GREILHUBER 1986).

Aredl ptivodniho rozsifeni je v Evropé omezen na oblast Alp a déle na

jednotlivé odloucené vyskyty v oblastech Sudet, Vysokych a Nizkych
Tater, ojedinéle i Slovenska a Rumunska (SINDELAR, FRYDL 2006).

288 ZLV, 65, 2020 (4): 288-296

European larch; clonal identity; genetic diversity; microsatellites; seed orchard

V poslednich dvou stoletich do$lo v mnoha evropskych zemich
v souvislosti s rozsifovanim zastoupeni modiinu ke vzniku fady jeho
kulturnich populaci. Na zdkladé fenotypovych charakteristik byly vy-
liseny zakladni ekotypy: alpsky, sudetsky, polsky a slovensky. Modfin
opadavy je v Ceské republice pivodni dfevinou, jde o tzv. modfin
opadavy, sudetsky, nékdy nazyvany jesenicky nebo slezsky, ptirozené
roz$ifeny na relativné omezeném tzemi ¢asti severni Moravy a Slez-
ska. Znac¢na ekovalence modtinu opadavého v podminkach Ceské re-
publiky umoznuje, aby se s touto dfevinou pocitalo jako s vyznamnou
slozkou porostni skladby v oblastech od niZzin, pfes pahorkatiny az
po niz§i stupen horskych poloh (SINDELAR et al. 2006; FRYDL 2017).
Podil modfinu v sou¢asném druhovém slozeni lestt CR ¢&ini 3,8 %
z celkové plochy porostni pudy (Zprava 2020).

V Ceské republice je aktualné uznano 606 selektovanych zdroji repro-
dukéniho materialu modfinu opadavého, z toho 123 uznanych poros-
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ti fenotypové tiidy A a 483 uznanych porosti fenotypové tfidy B. Pro
modfin opadavy je v soucasnosti evidovano 19 platnych semennych
sadt a 6 platnych genovych zakladech. Semenné sady jako ucelové
vysadby podléhaji aktualné platnym pravnim predpisim tykajicim
se oblasti vyuzivani reproduk¢niho materidlu lesnich dfevin (zdkon
¢. 149/2003 Sb.). Narodni legislativa je v souladu i se smérnici Rady
1999/105/ES, o uvadéni reproduk¢niho materidlu lesnich dfevin na
trh, kterou je Ceskd republika jako lensky stat Evropské unie povinna
respektovat. V této smérnici je zakotvena i povinnost ¢lenskych sttt
Evropské unie vybudovat funk¢ni kontrolni systém reprodukéniho
materidlu lesnich dfevin. Pro kontrolni systém reprodukéniho ma-
teridlu lesnich dfevin lze vyuzivat i molekuldrné-genetické metody,
které vyuzivaji 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 v klonovych
vysadbach lesnich dfevin pomoci molekuldrnich analyz byla fesena
i v CR, a to napt. pomoci izoenzymovych analyz (IVANEK et al. 2013),
nové pomoci analyz mikrosatelitovych markerdt (MACHOVA et al.
2014, 2017, 2019).

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
markertl nereaguji na environmentalni zmény. Pro ziskdni informa-
ci o genetické proménlivosti studovanych jedinct je nutné vyhledat
vysoce polymorfni DNA markery, napf. mikrosatelitové (SSR) mar-
kery. Mikrosatelity byly poprvé popsany a vyuzity v humanni medi-
ciné (LitT, LuTy 1989; TAUTZ 1989), jejich vyuziti se dile rozsifilo
i pro studium dal$ich organismu a v soucasnosti metoda SSR markert
patii mezi standardni molekuldrné genetické techniky. Vzhledem ke
kodominantnimu charakteru v kombinaci s velkym poctem variabil-
nich alel se SSR markery daji vyuzit pro identifikaci klont a kultivart
rostlin a také pro mapovani genomt (HormMAZA 2002; SCHUELER et
al. 2003). Mikrosatelitové markery jsou vhodné i pro rozliseni druhti
a hybridud u lesnich dfevin (BACILIERI et al. 1996), vykazuji vysokou
uroven diverzity a jsou vhodné pro popula¢ni genetické studie (Kna-
sa et al. 2000). U modfinu opadavého byla zjisténa vysoka troven
vnitropopula¢ni i mezipopula¢ni variability, pomoci DNA analyz byly
zjistény i rozdily mezi zdkladnimi (alpsky a sudetsky) ekotypy modri-
nu opadavého (WAGNER et al. 2015).

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

MATERIAL A METODIKA

Mikrosatelitové markery jsou s Gspéchem vyuzivany pro identifikaci
jedinci, a jsou tedy vhodné i pro ovéfovani deklarované klonové iden-
tity zdrojii reprodukéniho materialu lesnich drevin (semennych sada,
archivii klond a smési klont1). Ovéfovani vhodnych polymorfnich
mikrosatelitovych markert pro moznost testovani klonové identity
a genetické variability u modfinu opadavého probéhlo na jedincich
modfinu opadavého z vybranych semennych sadii Bilovice a Pabozek.
Ze semenného sadu Bilovice CZ-3-3-MD-87-30-3-B bylo analyzova-
no 170 roubovancti modiinu opadavého, tedy 57 % celého sadu. Pfi
vysadbé v ném bylo evidovano 297 roubovancti (ramet) od 42 klond
(ortetit) modfinu opadavého. Déle byly provedeny analyzy u 48 klont
ze semenného sadu Pabozek CZ-3-3-MD-00053-28-3-S, v tomto pti-
padé byl proveden odbér vidy jedné ramety od vSech zastoupenych
ortettl.

Pfi odbéru byl rostlinny materidl oznacen, uloZzen v mikrotenovych
saccich do chladovych boxii a po prevozu do laboratore ihned zpraco-
van. Cast vzorki byla zmraZena na -20 °C a ¢ast lyofilizovana. Pro izo-
laci DNA byl pouzit lyofilizovany rostlinny materidl tfeny s tekutym
dusikem. Izolace DNA byla provedena pomoci DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy® Plant Handbook). Mnoz-
stvi a kvalita izolované DNA byla méfena pomoci spektrofotometru
NanoPhotometr (Implen).

Na zékladé provedené literdrni reSerse bylo vytipovano 13 polymorf-
nich (SSR) lokust. Testovani SSR markert a optimalizace polymera-
zové fetézové reakce (PCR) byly provedeny na 10 vzorcich modiinu
opadavého se specifickymi primery k markeram Ld50, Ld30, Ld31,
Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101 (WAGNER et al. 2012) a déle s mar-
kery bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcKL263, bcLK253 vyvinutymi
ptivodné pro modfin japonsky (Isopa, WATANABE 2006). Vsechny
testované markery se ukazaly jako dostate¢né polymorfni a hodnoti-
telné. Pouzité markery a sekvence jejich primerti jsou uvedeny v tab. 1.
Z testovanych lokusti byly podle ziskanych velikosti sledovanych alel
vytvofeny dva multiplexy pro nasledné fragmentaéni analyzy. Multi-
plex 1 zahrnuje lokusy bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, Ld50,
Ld30 a Ld31, multiplex 2 pak lokusy Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101
abcKL263. Sestaveni vétsiho po¢tu markert do multiplex, ve kterych
je PCR amplifikace provedena spole¢né snizuje ndklady na provadé-

Lokus/Locus Forward primer Reverse primer
bcLK189 ACCATACGCATACCCAATAGA AGTTTTCCTTTCCCACACAAT
bcLK211 CCATTCTCCATAGGTTCATTG ATGCTCCTTACTAAGTCAGATACAC
bcLK228 CCCTAACCCTAGAATCCAATAA GAGGAAGGCGACAAGTCATT
Multiplex 1 bcLK253 AACACCATAGTGCAATGTGC TCCTCTTGTTGATGCCACTT
Ld50 GAAGGCGACTTTACATGCCC TCCATCTTTATGTCTCTTCCATGC
Ld30 TTGTAGGTGTGTATGAAAGTTCTG TGCCACTCTATTTCCTTAATGCC
Ld31 TTGAACTAGGGAGATCCGGC AATAAAATAGCATTCCATGTGTAGC
Ld42 TCGTATGCATTGTCCAAATTTCC TCCAAGTGAGGTCACACGAG
Ld45 TGTGGGAGGTATAGCTTGGC AGTAGGATGGAATGATGGAAACAC
. Ld56 AGCCATCGTGGTTCTTCTTTG CTTGTAACTGTGCACCCACC
Multiplex 2 Ld58 AATGGCAAGAGCAGCAATCC TCCAGGAATGATTTATCGAGAGC
Ld101 ACACCAAGGACTCTCTGACTAC GGTGATTCCAGAAGCAGGTG
bcKL263 CGATTGGTATAGTGGTCATTGT CCATCATACCTTCTTGAAGAG
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né analyzy a zvysuje jejich presnost (GuicHOUX et al. 2011a, 2011b;
LEFEVRE et al. 2011).

PCR pro oba multiplexy probihala pro kazdy vzorek v celkovém ob-
jemu 15 pl. Pro lokusy bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, Ld31,
Ld50, Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101 byla reakce provedena s vyu-
zitim polymerazy Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen by
Life Technologies) a s ni dodanymi komponenty a pro lokusy Ld30,
bcLK263 s pouzitim QIAGEN® Multiplex PCR Kitu (Qiagen).

Optimalizovand PCR reakéni smés s pouzitim polymerazy Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) obsahovala
1,5 ul 10x PCR buffer minus Mg, 0,6 pl 50mM MgCL, 0,2 ul 10mM
smési ANTP, 0,075 pl Platinum Taq DNA Polymerase, specifické 2uM
primery (kazdy po 0,75 pl k uvedenym lokustim) a 0,8 pl izolované
DNA. Optimalizovany pribéh PCR cyklu byl: 94 °C 3 min., dale nasle-
dovalo 35 cyklii: 94 °C 45 s, 59 °C 45 s, 72 °C 45 s; po ukonceni cykli
nasledovalo 72 °C 20 min. Na zavér byly testované vzorky chlazeny na
4 °C. PCR reakéni smés pro lokusy Ld30 a bcLK263 s pouzitim QI-
AGEN® Multiplex PCR Kitu (Qiagen) obsahovala 7,5 pl Qiagen Mul-
tiplex PCR Master Mixu, 1,5 pl Q-Solution, specifické primery k uve-
denym lokustim, kazdy v koncentraci 0,1 pM a 1 ul templatové DNA.
Reakéni smés byla u kazdého vzorku doplnéna sterilni ultracistou vo-
dou (Sigma-Aldrich, Molecular Biology) do objemu 15 pl. PCR reakce
probihaly v termocykleru Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystem).
Optimalizovany prabéh PCR cyklu byl: 95 °C 15 min. déle nasledo-
valo 32 cykli: 94 °C 30 s, 59 °C 75 s, 72 °C 60 s; po ukonceni cykli
nasledovalo 60 °C 30 min. Na zavér byly testované vzorky chlazeny na
4 °C. Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produkti bylo
provedeno po probé¢hlé elektroforéze na 2% agarézovych gelech v 0,5x
TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) a ziska-
né amplifikacni produkty byly vizualizovany pomoci GelRed Nucleic
Acid Gel Stain (Biotium) pod UV zafenim.

Pro fragmenta¢ni analyzu byly PCR reakce s analyzovanymi vzor-
ky provedeny s fluorescen¢né oznacenymi primery (6FAM, VIC,

Tab. 2.

NED, PET). Pted fragmentacni analyzou byla provedena denaturace,
ke kazdému vzorku bylo pfiddno 11 ul Formamidu (Hi-Di™ Forma-
mide, Applied Biosystems) a 0,4 pl velikostniho standardu (Gene Sca-
n™ - 600 LIZ'Size standard v 2.0, Applied Biosystems). Po inkubaci
4 minuty pfi teploté 94 °C byly vzorky rychle zchlazeny na ledu. Ode-
¢teni velikosti fragmenti probihalo na genetickém analyzatoru Applied
Biosystems 3500. Hodnoceni jejich velikosti bylo provedeno pomoci
softwarového programu GeneMapper” 4.1 (Applied Biosystems).

Pro posouzeni genetickych charakteristik a urceni klonové identity
sledovanych jedinctt modfinu opadavého byla ziskand data mikrosa-
telitovych markert zpracovana pomoci statistickych programt Gen-
AlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) a CERVUS (KALINOWSKI
et al. 2007).

VYSLEDKY

Pro testovani vzork(i modfinu opadavého bylo pouzito 13 mikro-
satelitovych markert, které vykazovaly polymorfismus a vysledky
jejich analyz byly interpretovatelné. Amplifika¢ni produkty sledova-
nych lokust u analyzovanych vzorkt dosahovaly velikosti v rozmezi
142-170 part bazi (bp) u markeru bcLK189, 168-226 bp u markeru
bcLK211, 171-213 bp u markeru bcLK228, 186-246 bp u markeru
bcKL263, 195-211 bp u markeru bcLK253, 165-191 bp u markeru
Ld50, 108-124 bp u markeru Ld30, 106-138 bp u markeru Ld31, 165-
189 bp u markeru Ld42, 200-212 bp u markeru Ld45, 221-245 bp
u markeru Ld56, 137-187 bp u markeru Ld58 a 184-196 bp u mar-
keru Ld101.

U v8ech vzorku byly nalezeny maximalné 2 alely pro zkoumané lokusy,
coz potvrzuje diploidni charakter modfinu opadavého (PLUESS 2011).
Pomoci statistického programu CERVUS byly pro pouzité lokusy sta-
noveny hodnoty poctu alel, pozorovana heterozygotnost, o¢ekavana
heterozygotnost, pocty heterozygoti a stanoven polymorfni infor-
macni obsah (tab. 2). U sledovanych 218 jedincti byl primérny pocet

Parametry genetické diverzity ziskané z 218 jedinci ze semennych sadi modiinu opadavého pro pouzitych 13 mikrosatelitovych markert
Genetic diversity parameters for the working set of 13 microsatellite loci applied to 218 sampled European larch trees of seed orchards

Pocet heterozygotu/

Lokus/Loci k H, H, Number of heterozygotes PIC HW F (null)
bcLK211 20 0.688 0.805 150 0.794 i 0.0937
Ld50 9 0.794 0.838 173 0.815 ns 0.0270
bclLK228 18 0.839 0.902 183 0.893 ns 0.0350
bcLK189 13 0.706 0.783 154 0.755 e 0.0603
bcLK253 1 0.697 0.724 152 0.677 e 0.0138
Ld30 8 0.615 0.701 134 0.653 i 0.0571
Ld58 17 0.872 0.906 190 0.896 ns 0.0157
Ld56 13 0.683 0.852 149 0.834 e 0.1158
Ld31 10 0.889 0.849 193 0.829 ns -0.0247
Ld45 7 0.702 0.780 153 0.745 ns 0.0515
Ld42 6 0.670 0.711 146 0.656 * 0.0249
Ld101 5 0.353 0.376 77 0.338 ns 0.0178
bclLK263 18 0.488 0.866 106 0.850 e 0.2781

k = Pocet rtiznych alel/Number of different alleles

H, = Heterozygotnost pozorovana/Observed heterozygosity

H, = Heterozygotnost ocekévana/Expected heterozygosity

PIC = Polymorfni informaéni 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% trovni/significant at the 0.1% level, * = signifikantni na 5% trovni/significant at the 5% level)
F(null) = Ohodnocena frekvence nulovych alel dle van Oosterhouta/Estimated null allele frequency (according to van Oosterhout)
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alel na lokus 11,923 a primérna hodnota polymorfniho informa¢niho
obsahu (Polymorphism Information Content, PIC) 0,7489. Vzhledem
ke skute¢nosti, Ze markery jsou klasifikovany jako informativni, po-
kud hodnota PIC je 2 0,5 (SHARMA et al. 2010), je pouze marker Ld101
(PIC = 0,338) madlo informativni. Odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovéhy pii aplikaci Bonferroniho korekce nebyly u lokust Ld50,
bcLK228, bcLK253, Ld58, Ld31, Ld45 a Ld101 signifikantni, u loku-
su Ld42 byla odchylka signifikantni na hladiné vyznamnosti P < 0,05
a u ostatnich lokust byly odchylky signifikantni na hladiné vyznam-
nosti P < 0,001. Pozorovana heterozygotnost (H ) u celkového soubo-
ru 218 jedinct byla nejvyssi u lokusu Ld31 (0,889), nejvyssi hodnota
ocekavané heterozygotnosti (0,906) byla u lokusu Ld58. Stupen poly-
su Ld101 a nejvyssi (0,896) u lokusu Ld58. Pomoci statistického pro-
gramu GenAlEx 6.503 byly zjistény priimérné hodnoty Shannonova
informa¢niho indexu pro jednotlivé sledované lokusy, které se pohy-
bovaly od 0,733 (lokus Ld101) do 2,497 (lokus bcLK228). U porovna-
vanych soubori vzorkt byla zjisténa 100% polymorfnost sledovanych
lokust. U hodnocenych 218 jedincit modfinu opadavého pak bylo cel-
kové detekovano 155 rozdilnych alel v 13 lokusech. Nejvice polymorf-
ni se jevil lokus bcLK211, u kterého bylo identifikovano 20 rozdilnych
alel u sledovaného souboru vzorkd, a nejméné polymorfni byl lokus
Ld101, u néhoz bylo detegovano pouze 5 alel. V souboru zkoumanych
jedinct bylo nalezeno 53 unikatnich (privatnich alel), privatni alely se
vyskytovaly ve v§ech lokusech. U souboru jedincti ze semenného sadu
Bilovice byly na rozdil od semenného sadu Pabozek nalezeny privatni
alely u lokusti Ld30, Ld42 a Ld101. Naopak u semenného sadu Pabo-
zek v porovnani s druhym souborem vzorkd byly nalezeny privatni
alely u lokusti Ld50 a Ld45. Primérny pocet unikatnich alel byl u sou-
boru Bilovice 2,385 a u souboru Pabozek 1,692, primérnd pozorovana
heterozygotnost H méla u souboru Bilovice hodnotu 0,677 a u sou-
boru Pabozek 0,746. Pomoci analyzy molekularni variance (AMOVA)
byla ur¢ena 2% diferenciace mezi sledovanymi soubory vzorku a 10%
diferenciace mezi vS§emi sledovanymi jedinci.

Na zakladé fragmentacni analyzy 13 lokust u sledovanych 218 jedin-
ct semennych sadt byly ziskany multilokusové genotypové profily
(MLG). V tab. 3 jsou uvedeny multilokusové genotypové profily zkou-
manych klont (ortetil) zastoupenych v semennych sadech. U odebra-
nych vzorki od 42 klonii ze semenného sadu Bilovice byla shoda viech
zkoumanych genotypt (jedinct, ramet) potvrzena u 31 klont, tedy
73,81 % vsech testovanych klont bylo v deklarované identité. U 4 klo-
nd byl nalezen 1 odlisny roubovanec piifaditelny k jinému klonu
v ramci semenného sadu a u 1 klonu byli nalezeni 2 odli$ni roubo-
vanci prifaditelni k jinému klonu v rdmci semenného sadu. Diéle byly
identifikovany 3 unikatni genotypy nezaraditelné v rdmci semenného
sadu. Ve dvou piipadech (klony 519 a 331) byly zjiStény vidy 2 rizné
genotypy zastoupené shodnym poctem ramet. U téchto klont nelze
bez znalosti genetického profilu pivodniho donorového stromu (or-
tetu) dovodit, které z ramet jsou s vyssi pravdépodobnosti spravné de-
klarované (pozitivné ovérené). U 170 jedinct byla klonova prislusnost
v ramci semenného sadu Bilovice potvrzena u 167, tedy u 98,24 %
vSech zkoumanych jedinctl. U semenného sadu Pabozek byly stano-
veny multilokusové genotypové profily zastoupenych kloni (tab. 3)
a bylo zjisténo 8 dvojic shodnych genotypi, v ramci 48 deklarovanych
zastoupenych kloni, tedy 40 rozdilnych multilokusovych profila.

DISKUSE

Analyza mikrosatelitovych markert ma $iroké uplatnéni v populaéni
genetice a ve $lechténi rostlin, jednd se o vhodnou a $iroce vyuziva-
nou metodu pro identifikaci variet u vét$iny kulturnich druhi rostlin
(PaN 2010) i dfevin (ROBICHAUD et al. 2006). Vyuziti mikrosatelito-
vych markert pro ziskani informaci o genetické diverzité, diferenciaci
populaci u rodu Larix popsali ve svych studiich napf. KHasA et al.
(2000), Isopa, WATANABE (2006) a ZHANG et al. (2013). Ve studiich

zaméfenych na hodnoceni semennych sadtt modfint z hlediska ge-
netickych parametri a rodi¢ovskych analyz, véetné moznosti identi-
fikace klont vyuzili SSR markery napt. KLAPSTE et al. (2014), SUN et
al. (2017) nebo CHEN et al. (2018). V nas$i praci jsme pro molekular-
ni analyzy semennych sadd modfinu opadavého vyuzili polymorfni
jaderné mikrosatelitové (SSR) markery popsané v praci WAGNER et
al. (2012). Pét v této studii popsanych markert bylo vyvinuto paivod-
né pro japonsky modiin (Isopa, WATANABE, 2006), 8 markert bylo
nové vyvinuto pro modiin opadavy. Pouzité lokusy byly vyuzity pro
populaé¢ni studie, provadéni rodi¢ovskych analyz, rozliSovani ekotypt
modfinu opadavého (WAGNER et al. 2015) a vzhledem k vysoké poly-
morfnosti byly vhodné i pro identifikaci klonové identity. Polymorf-
nost téchto markert jsme otestovali na vzorcich modfinu opadavého
ze dvou semennych sadtl. Na rozdil od studie WAGNER et al. (2012)
jsme pro nae vzorky modifikovali podminky PCR reakce za tcelem
ziskani amplifika¢nich produktt vys$si kvality vhodnéjsi pro nasledné
vyhodnoceni fragmenta¢ni analyzy, PCR reakce byly u vétsiny loku-
st provedeny s vyuzitim polymerazy Platinum® Taq DNA Polymerase
a byl optimalizovan i teplotni cyklus PCR.

WAGNER et al. (2012) provedli analyzy pomoci 13 uvedenych marke-
rl u 413 jedincti modfinu opadavého z 18 populaci vyskytujicich se
v celém aredlu roz$ifeni modiinu. Nejvice polymorfni v jejich studii
byly markery bcLK263 (31 alel), bcLK211 (28 alel) a Ld58 (25 alel).
NARDIN et al. (2015) vyuzili stejné markery pro sledovani genetické
diferenciace u 788 jedincti modfinu opadavého ze 4 lokalit z rozlic¢-
nych nadmoiskych vysek francouzskych Alp, jako nejvice polymorfni
markery ur¢ili bcLK263 (22 alel), Ld58 (17 alel) a bcLK211 (16 alel).
GrAMAZIO et al. (2018) pomoci 12 SSR marker(i pouzitych i v nasi
praci provedli studii sedmi populaci modfinu opadavého, nacha-
zejicich se na tzemi Rumunska, sledované populace se vyskytuji na
jihovychodni hranici rozdifeni modfinu opadavého v Evrop¢, tedy
jsou geograficky izolované od hlavni oblasti rozsifeni tohoto druhu.
Jako nejvice polymorfni vyhodnotili markery bcLK263 a bcLK253
(11 alel), nejméné polymorfni byl marker Ld42 (4 alely), $etfeni bylo
provedeno u 3 strom z kazdé populace. V pfipadé nasich 218 vzorka
byl nejvice polymorfni marker bcLK211 (20 alel), markery bcLK228
abcLK263 mély 18 alel a Ld58 mél 17 alel.

Pro genotypizaci a studium genetické struktury populaci modfinu
alpského, nachdzejicich se v tdoli Aletsch ve Svycarskych Alpach vy-
uzila PLUESS (2011) 9 SSR markert (z nichz 5 bylo pouZito v nasich
analyzach), do studie bylo zahrnuto 300 jedinci modfinu opadavé-
ho z centralni populace a 430 jedincti pochdzejicich z 9 subpopulaci
z okrajovych ¢&asti sledovaného tizemi. V tomto souboru 730 vzorki
autorka zjistila 115 raznych alel, z nichZ 13 bylo unikatnich. Ve studii
NARDIN et al. (2015) bylo u 788 jedincti modfinu opadavého pomoci
11 SSR markert detegovano 125 alel a 11 unikatnich. U naseho sou-
boru 218 vzorkd ze dvou semennych sadtl jsme pomoci 13 markert
zjistili 155 rtiznych alel a 53 alel bylo privatnich; vysoky pocet alel je
dén i pivodem zkoumanych jedinct, jednd se o tzv. vybérové stromy,
tedy o elitni jedince z rozdilnych populaci.

Pramérny pocet alel na lokus byl u 788 stromti ze studie NARDIN et al.
(2015) 11,36. V pripadé rumunské studie (GRAMAZIO et al. 2018) byl
primérny pocet alel na lokus u 21 stromt 7,92, pramérna hodnota
pozorované heterozygotnosti (H ) byla 0,738 a u ocekavané hetero-
zygotnosti (H ) byla hodnota 0,542. Ve studii WAGNER et al. (2015)
zjistili u 1026 jedincii ze 45 populaci z Alp a stfedni Evropy pfi pouziti
13 SSR markert (shodnych s nasi praci) pramérné 22 alel na lokus.
V ptipadé nami sledovaného souboru jedinct byl zjistén pramérny
pocet alel na lokus 11,923, pramérna hodnota pozorované heterozy-
gotnosti (H ) byla 0,711 a primérna hodnota ocekavané heterozygot-
nosti (H,) byla 0,767.

Mikrosatelitové markery pro identifikaci kloni v semenném sadu
modfinu dahurského a pro nasledné rodi¢ovské analyzy pouzili SUN et
al. (2017). Vyuziti mikrosatelitovycch markert pro rodi¢ovské analyzy
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Tab. 3.

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

Klon/ Multiplex 1 Multiplex 2
Clone bcLK211 Ld50 bclLK228 bcLK189 bcLK253 Ld30 Ld31 Ld58 Ld56 Ld45 Ld42 Ld101 bcLK263
B_41 198/220 179/179 191/191 154/156 201/203 110/118 124/132 147/165 227/227 200/210 177/181 188/190 202/210
B_65 188/198 165/173 185/189 154/156 201/207 110/122 110/126 137/165 229/229 200/212 177/177 188/188 198/198
B_321 188/190 165/175 173/191 154/156 201/205 110/110 110/124 149/159 233/245 210/212 175/177 188/190 204/212
B_322 190/218 173/173 189/195 152/152 201/207 122/122 124/128 165/165 227/227 210/212 175/175 188/188 200/200
B_323 190/218 165/185 189/195 152/152 203/207 122/122 124/134 151/165 227/227 202/212 175/181 188/188 204/204
B_327 188/208 165/185 185/189 152/158 205/217 116/122 126/136 159/163 227/227 200/210 175/181 188/190 202/246
B_330 188/188 175/175 187/191 150/154 201/203 110/118 124/126 147/161 221/233 206/210 177/181 190/190 200/200
B_331A 190/192 173/173 187/191 152/158 201/201 110/122 110/128 155/161 229/231 202/202 177/181 188/188 198/200
B_331B  220/220 165/173 185/191 152/158 201/207 110/122 124/134 141/149 229/229 200/202 177/181 188/190 200/200
B_332 192/192 165/173 191/191 152/154 201/203 110/110 124/130 159/161 229/239 200/210 181/189 188/188 202/202
B_337 190/208 175/187 173/201 152/152 201/203 110/118 126/138 147/161 231/239 202/212 175/181 188/188 202/216
B_338 188/188 175/175 185/199 156/156 201/203 110/118 126/132 141/149 227/233 200/210 181/181 188/196 200/202
B_341 188/206 175/187 173/195 152/156 203/207 110/116 124/132 137/161 227/241 202/208 179/181 188/190 198/198
B_345 188/188 179/187 171/189 152/162 201/201 110/110 128/128 161/161 231/231 202/210 165/177 184/188 198/198
B_519 A  188/188 173/173 175/175 152/156 201/213 110/118 126/134 141/165 229/231 208/210 175/177 188/190 198/202
B_519B  186/200 165/175 175/199 156/156 201/203 110/110 132/136 141/159 229/233 202/206 165/181 188/192 198/200
B_1257 188/188 175/185 183/201 142/158 203/203 110/110 126/126 141/165 231/241 202/210 177/181 188/188 202/204
B_1258 188/220 187/187 183/195 156/158 201/203 110/112 126/132 155/155 223/231 200/202 175/181 188/188 202/204
B_1263 188/212 183/185 191/199 156/158 203/207 118/118 126/132 141/159 229/241 200/202 175/175 188/190 198/210
B_1267 188/188 173/175 191/199 156/156 201/203 110/122 130/132 159/161 229/233 202/202 177/177 188/188 204/216
B_1269 188/188 173/179 171/195 142/152 203/213 110/122 126/134 165/186 231/245 202/202 175/189 184/188 202/204
B_1272 206/218 173/175 193/197 156/158 203/203 110/110 106/134 147/161 229/233 202/210 179/181 188/188 218/224
B_1273  210/226 165/187 173/183 152/166 207/207 110/116 126/126 155/163 227/241 202/202 181/181 190/190 198/198
B_1274 186/188 175/179 189/199 152/158 201/203 110/118 126/134 147/153 233/235 202/202 175/181 188/188 200/200
B_1276 184/206 179/187 191/201 154/156 201/207 118/118 128/132 141/141 227/227 208/208 177/181 188/188 202/202
B_1277 186/210 165/173 191/197 152/162 203/203 118/118 126/132 155/159 235/241 200/208 175/181 188/188 198/234
B_1281 188/188 165/179 187/197 158/158 203/207 110/110 124/126 153/159 239/239 202/212 177/181 188/188 188/204
B_1282 188/206 173/175 173/201 156/164 201/203 110/110 128/132 155/159 223/227 202/210 177/181 188/190 186/212
B_1283 188/188 185/187 189/199 152/152 201/201 110/118 128/134 151/161 233/239 202/208 175/181 188/190 218/218
B_1284 186/202 165/175 199/199 156/156 201/215 110/110 126/128 155/165 229/229 210/210 175/175 188/188 204/204
B_1285 188/188 173/185 183/189 152/158 205/207 110/122 126/126 141/155 227/245 200/210 175/181 188/188 202/202
B_1292 188/190 165/179 187/191 152/158 203/203 110/122 124/126 163/187 227/241 200/206 177/177 188/188 202/202
B_1296 188/208 185/185 191/199 152/152 201/201 118/118 106/126 155/161 229/229 208/208 181/181 188/190 204/204
B_1297 184/210 165/187 195/197 152/164 207/207 110/118 126/130 141/187 227/227 202/202 165/181 188/188 200/200
B_1298 188/188 173/175 185/191 156/160 203/207 110/120 128/134 159/163 223/229 208/210 177/181 188/188 210/210
B_1302 188/188 173/179 175/205 156/160 201/207 118/122 110/124 153/161 229/229 202/206 177/181 188/188 198/198
B_1303 188/188 173/191 191/193 152/154 201/201 110/118 110/132 141/163 229/229 202/202 177/181 188/188 206/206
B_1305 188/216 173/183 187/191 154/156 203/209 108/118 130/134 145/161 229/235 200/208 177/177 188/188 198/202
B_1308 188/194 185/185 193/201 152/152 207/207 118/124 124/126 141/161 227/227 202/202 165/177 188/188 202/218
B_1310 212/220 173/179 183/183 152/152 201/203 112/122 126/132 153/161 231/231 208/208 177/177 188/192 198/204
B_1311 188/188 179/183 191/199 160/170 205/205 110/118 128/132 153/163 227/241 210/210 175/177 188/190 212/212
B_1313 186/218 173/187 191/201 156/156 201/207 118/118 124/134 163/186 233/241 200/202 177/177 188/188 206/206
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Tab. 3. - pokrac¢ovani
Multilokusové genotypy (MLG) zkoumanych ortetil
Multilocus genotypes (MLG) of tested ortets

B_1316 220/222 175/187 195/195 152/152 201/203 110/120 126/128 141/161 229/231 208/208 181/181 188/188 198/198

Pab_038  188/224 173/173 191/205 150/160 203/205 118/120 132/136 139/161 225/229 202/208 177/181 188/188 198/210

Pab_039  188/224 173/185 173/195 152/156 203/203 110/118 132/132 139/157 227/229 202/210 175/177 188/188 204/218

Pab_051 188/224 165/185 175/185 156/162 201/215 110/110 110/124 161/161 233/233 200/202 181/181 184/188 186/202

Pab_103  188/224 173/175 189/201 152/154 203/203 118/122 124/132 147/157 225/227 202/202 175/181 184/188 198/198

Pab_104  192/192 165/173 187/189 152/152 205/207 110/120 126/134 137/153 229/229 200/202 181/181 188/190 202/210

Pab_108 212/212 165/185 185/197 150/156 203/209 118/122 126/132 153/157 225/227 202/202 165/181 190/192 200/200

Pab_111 186/210 173/173 173/173 144/152 201/203 110/110 110/126 151/157 225/229 210/212 175/179 188/190 198/202

Pab_112  188/210 183/187 185/199 152/156 201/203 110/110 110/126 139/139 225/229 206/210 177/181 188/188 202/230

Pab_113/185 188/224 165/179 191/199 152/156 203/207 110/118 126/132 149/157 225/231 202/210 175/175 188/188 198/200

Pab_120 190/216 165/173 175/199 150/154 203/209 110/116 124/124 153/161 225/237 208/210 175/181 190/190 198/204

Pab_121 188/218 179/185 199/207 152/168 201/203 118/122 110/132 151/159 221/237 200/202 175/177 188/188 200/202

Pab_123/156 188/208 175/175 189/201 144/152 201/209 122/122 134/134 149/161 221/225 202/206 165/177 188/190 208/208

Pab_124  188/216 165/175 197/201 156/160 201/203 118/118 110/136 139/151 237/237 202/208 177/181 188/188 206/210

Pab_127/190 188/224 179/187 201/203 152/156 201/205 118/118 132/136 157/157 227/229 202/210 175/177 184/188 202/206

Pab_128  192/224 173/173 189/203 154/154 201/203 122/122 126/132 161/161 229/243 202/210 177/181 184/188 200/202

Pab_130/153 206/216 173/187 191/205 152/152 195/201 110/118 124/134 139/161 227/231 200/200 177/181 188/188 204/208

Pab_131 188/212 165/175 183/201 160/162 203/203 110/118 130/134 139/161 225/233 200/202 175/177 188/188 200/200

Pab_132  188/224 175/185 175/203 150/158 201/205 110/118 128/132 147/157 235/235 206/208 177/177 188/190 202/202

Pab_143  184/224 173/183 183/205 152/152 201/203 110/122 110/132 139/151 225/231 202/212 179/181 188/188 0/0

Pab_145/146 188/188 183/191 203/205 150/156 203/203 110/110 124/124 145/157 227/237 210/210 175/181 188/188 200/214

Pab_147/154 186/224 173/173 183/197 142/156 203/203 110/118 126/132 157/157 225/227 202/210 175/177 188/188 198/200

Pab_148  186/206 165/175 185/189 154/156 195/203 110/110 126/132 157/157 225/225 202/212 175/177 188/188 198/202

Pab_149  188/224 173/187 175/189 158/164 201/207 118/118 124/132 139/151 229/233 202/208 181/181 188/188 198/202

Pab_151  224/224 185/187 191/191 152/160 203/207 110/122 110/128 157/183 225/227 200/202 175/181 188/190 186/210

Pab_152  188/210 173/179 183/195 152/152 203/221 110/122 126/132 139/153 221/225 208/210 181/181 188/190 186/200

Pab_155  188/224 175/175 191/201 150/154 201/201 110/116 124/130 139/139 233/233 210/210 181/181 188/188 202/204

Pab_157  184/224 175/183 201/213 150/152 201/201 110/110 124/124 139/151 225/233 202/204 181/181 188/188 202/204

Pab_159  190/224 175/175 185/197 164/168 201/207 112/112 128/128 139/147 229/231 202/210 181/181 188/188 202/202

Pab_163/164 188/200 175/183 189/211 152/156 201/203 118/118 124/132 157/159 225/239 202/210 165/181 188/190 218/218

Pab_166  184/224 165/175 173/197 152/154 201/221 110/118 124/124 157/157 229/231 202/210 177/177 184/188 222/222

Pab_167  168/168 173/173 195/199 154/154 215/215 110/118 0/0 153/161 229/231 202/202 177/181 190/190 206/208

Pab_178  210/224 165/173 185/199 142/156 203/219 110/110 124/124 139/161 225/231 200/202 175/177 190/190 206/206

Pab_182  188/188 165/185 199/201 152/156 203/207 116/120 124/124 151/157 227/227 210/212 181/181 188/188 208/214

Pab_183  184/224 173/175 173/189 152/158 201/203 110/110 124/124 139/139 229/237 200/210 181/181 188/188 200/202

Pab_186  188/188 173/189 173/185 152/162 201/219 110/118 124/136 139/153 225/229 202/206 175/177 188/188 198/206

Pab_187  188/194 173/179 191/195 156/158 207/219 110/116 124/132 145/157 225/231 210/210 177/181 188/188 198/198

Pab_188/239 188/188 179/185 187/201 150/168 205/219 110/116 132/136 159/161 225/243 210/212 175/181 188/188 200/204

Pab_189  208/210 173/175 189/191 152/152 201/207 110/118 124/136 153/157 231/237 200/202 175/181 188/190 202/204

Pab_245  188/224 175/187 175/189 152/152 201/207 110/118 124/134 151/159 227/237 200/210 177/181 184/188 202/204

Pab_246  208/224 175/187 189/189 160/166 203/203 110/110 124/132 157/161 225/227 202/210 177/181 188/188 200/200
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u modrinu zdpadniho popsali téZ KLAPSTE et al. (2014). V ndmi sledo-
vanych semennych sadech byly SSR markery vyuzity pro identifikaci
ortetd modfinu opadavého.

Vybrané markery a optimalizované metodické postupy je mozné vyu-
Zit i pro rozliSovani ekotypt modfinu opadavého, napf. moznost iden-
tifikace sudetského ekotypu, ktery projevuje odolnost vici rakoviné
modrfinu (WAGNER et al. 2015). Identifikace ekotypu je mozna pti vyu-
Ziti dat ziskanych z referen¢nich populaci z evropského arealu piivod-
niho vyskytu modfinu opadavého, pfislusnd databéze je budovana ve
vyzkumnych stanicich INRA (Pierroton a Orléans).

ZAVER

Cilem prace bylo zjistit moznosti vyuziti SSR markert pro hodnoceni
klonové identity roubovancii u semennych sadi modfinu opadavé-
ho (Larix decidua Mill.) a posoudit vhodnost markert pro sledova-
ni genetické diverzity u populaci modfinu opadavého. K identifikaci
klonové prislusnosti bylo vyuzito 13 polymorfnich mikrosatelitovych
lokusti usporadanych do dvou multiplexti. Na zakladé provedenych
fragmentacnich analyz u souboru 218 jedincii ze dvou semennych
sadu byly ziskany statistické charakteristiky 13 mikrosatelitovych mar-
kert. Celkové bylo detekovano 155 rozdilnych alel v 13 lokusech. Nej-
vice polymorfni se jevil lokus bcLK211, u kterého bylo identifikovano
20 rozdilnych alel u sledovaného souboru vzorkil, a nejméné polymor-
fni byl lokus Ld101, u néhoz bylo detegovano pouze 5 alel. Na zakladé
provedenych analyz byly stanoveny multilokusové genotypové profily
(MLG) jednotlivych klonti modfinu opadavého v semennych sadech
Bilovice a Pabozek. U semenného sadu Bilovice byla shoda genotypo-
vych profilil jedinct u sledovanych kloni pti pouziti 13 SSR markert
potvrzena v 73,81 % ptipadii. V analyzovaném souboru bylo mozné
167 roubovanci ptifadit k prislusnym ortetim, tedy 98,24 % ramet
bylo mozné pritadit k ortetiim zastoupenym v semenném sadé. V pri-
padé semenného sadu Pabozek bylo v ramci 48 deklarovanych zastou-
penych kloni zjisténo 40 rozdilnych multilokusovych profila.

Vyuziti DNA analyz pii vybérii stromil do $lechtitelskych programi se
jevi jako uzite¢ny doplikovy $lechtitelsky ndstroj, napf. pro provede-
ni rodi¢ovskych analyz ¢i uréeni ekotypu modfinu resistentniho viiéi
rakoviné modfinu.
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EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY AND CLONAL IDENTITY OF EUROPEAN LARCH
USING MICROSATELLITE MARKERS

SUMMARY

The aim of the study was to determine the possibility of using SSR markers for assessing clonal identity of European larch trees in seed orchards
and determine the suitability of markers for the analysis of genetic diversity in Czech population of European larch (Larix decidua Mill.).
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 (KHAsA et al. 2000; Isopa, WATANABE 2006; GUICHOUX et al. 2011b; LEFEVRE et al. 2011; PLUESS
2011; ZHANG et al. 2013; KLAPSTE et al. 2014). Nuclear simple sequence repeat (SSR) markers have proven to be extremely useful particularly
for characterizing cultivars and identifying clones (HorRMAZA 2002; SCHUELER et al. 2003; PAN 2010; SUN et al. 2017; CHEN et al. 2018). Total
genomic DNA was extracted by DNA Plant Mini Kit (QIAGEN) from young needles taken from 218 sampled trees of two seed orchards. The
SSR method is based on the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. PCR was optimized for the tested primers that had been
found in some publications (IsoDA, WATANABE 2006; WAGNER et al. 2012) (Table 1). Thirteen polymorphic nuclear microsatellite markers
were selected, and specific primers were fluorescently labelled. Measuring of the size of amplification products was carried out using Applied
Biosystems 3500 genetic analyser. The obtained data were analysed by statistical programs CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007) and GenAlEx
6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012). Altogether 155 different alleles were detected at 13 loci of the 218 larch individuals from two seed orchards,
i.e. 11.923 alleles per locus on average. The most polymorphic locus in our set of samples was locus bcLK211, the number of different alleles was
estimated to be 20. By applying the 13 suitable markers to the 90 clones from model seed orchards we obtained multilocus genotypes (MLG)
shown in Table 3. Table 2 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. Number of alleles at each locus ranged from 5 to 20. Expected heterozygosities ranged between 0.376-0.906 across all loci,
and observed heterozygosities ranged from 0.353 to 0.889. Polymorphism Information Content (PIC) ranged from 0.338 to 0.896. The mean
PIC value for thirteen selected loci was 0.7489.

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 assessment of diversity and clonal identification of larch
trees. 98.24 % of the sampled trees could be assigned to the clones represented in Bilovice seed orchard.

The application of SSR markers could be an important tool for population genetics and breeding of larch. For example, it would be possible to
determine sudetan ecotype of larch, which is particularly cancer-resistant, and then use these selected individuals as source of forest reproductive
material (FRM) for establishing seed orchards.
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