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ÚVOD
Modřín opadavý (Larix decidua Mill.) je lesnicky významná dřevina, 
patřící mezi nejrychleji rostoucí jehličnaté dřeviny v západní a střed-
ní Evropě, schopná v optimálních podmínkách dosáhnout objemo-
vé produkce až 10 m3/ha. Jedná se o typickou pionýrskou dřevinu, 
která má vzhledem ke svému rychlému růstu v juvenilní fázi široké 
uplatnění v lesnictví a agrolesnictví. Modřín opadavý je světlomilná 
dřevina, nejlépe roste na hlubokých, živných půdách. Snáší však i měl-
ké kamenité půdy, včetně vápenatých půd se střední hladinou pod-
zemní vody a je středně odolný vůči znečištěnému ovzduší (Matras, 
Pâques 2008). Patří mezi jehličnany s velkým genomem (= 11 198 Mb; 
Greilhuber 1986).
Areál původního rozšíření je v Evropě omezen na oblast Alp a dále na 
jednotlivé odloučené výskyty v oblastech Sudet, Vysokých a Nízkých 
Tater, ojediněle i Slovenska a Rumunska (Šindelář, Frýdl 2006). 
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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 Bílovice 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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V  posledních dvou stoletích došlo v  mnoha evropských zemích 
v souvislosti s rozšiřováním zastoupení modřínu ke vzniku řady jeho 
kulturních populací. Na základě fenotypových charakteristik byly vy-
lišeny základní ekotypy: alpský, sudetský, polský a slovenský. Modřín 
opadavý je v  České republice původní dřevinou, jde o tzv. modřín 
opadavý, sudetský, někdy nazývaný jesenický nebo slezský, přirozeně 
rozšířený na relativně omezeném území části severní Moravy a Slez-
ska. Značná ekovalence modřínu opadavého v podmínkách České re-
publiky umožňuje, aby se s touto dřevinou počítalo jako s významnou 
složkou porostní skladby v  oblastech od nížin, přes pahorkatiny až 
po nižší stupeň horských poloh (Šindelář et al. 2006; Frýdl 2017). 
Podíl modřínu v  současném druhovém složení lesů ČR činí 3,8 % 
z celkové plochy porostní půdy (Zpráva 2020). 

V České republice je aktuálně uznáno 606 selektovaných zdrojů repro-
dukčního materiálu modřínu opadavého, z toho 123 uznaných poros-
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tů fenotypové třídy A a 483 uznaných porostů fenotypové třídy B. Pro 
modřín opadavý je v současnosti evidováno 19 platných semenných 
sadů a 6 platných genových základech. Semenné sady jako účelové 
výsadby podléhají aktuálně platným právním předpisům týkajícím 
se oblasti využívání reprodukčního materiálu lesních dřevin (zákon 
č. 149/2003 Sb.). Národní legislativa je v souladu i se směrnicí Rady 
1999/105/ES, o uvádění reprodukčního materiálu lesních dřevin na 
trh, kterou je Česká republika jako členský stát Evropské unie povinna 
respektovat. V této směrnici je zakotvena i povinnost členských států 
Evropské unie vybudovat funkční kontrolní systém reprodukčního 
materiálu lesních dřevin. Pro kontrolní systém reprodukčního ma-
teriálu lesních dřevin lze využívat i molekulárně-genetické metody, 
které využívají například v SRN (Behm, Konnert 2002; Konnert 
2006, 2011; Konnert et al. 2006; Kotrla et al. 2008). Problematika 
identifikace roubovanců a klonů v semenných sadech a v klonových 
výsadbách lesních dřevin pomocí molekulárních analýz byla řešena 
i v ČR, a to např. pomocí izoenzymových analýz (Ivanek et al. 2013), 
nově pomocí analýz mikrosatelitových markerů (Máchová et al. 
2014, 2017, 2019). 

Genetickou skladbu organismů a jejich variabilitu na úrovni populací 
a jedinců lze stanovit pomocí DNA markerů, které jsou založeny na 
polymorfismu nukleotidových sekvencí a na rozdíl od izoenzymových 
markerů nereagují na environmentální změny. Pro získání informa-
cí o genetické proměnlivosti studovaných jedinců je nutné vyhledat 
vysoce polymorfní DNA markery, např. mikrosatelitové (SSR) mar-
kery. Mikrosatelity byly poprvé popsány a využity v humánní medi-
cíně (Litt, Luty 1989; Tautz 1989), jejich využití se dále rozšířilo 
i pro studium dalších organismů a v současnosti metoda SSR markerů 
patří mezi standardní molekulárně genetické techniky. Vzhledem ke 
kodominantnímu charakteru v kombinaci s velkým počtem variabil-
ních alel se SSR markery dají využít pro identifikaci klonů a kultivarů 
rostlin a také pro mapování genomů (Hormaza 2002; Schueler et 
al. 2003). Mikrosatelitové markery jsou vhodné i pro rozlišení druhů 
a hybridů u lesních dřevin (Bacilieri et al. 1996), vykazují vysokou 
úroveň diverzity a jsou vhodné pro populační genetické studie (Kha-
sa et al. 2000). U modřínu opadavého byla zjištěna vysoká úroveň 
vnitropopulační i mezipopulační variability, pomocí DNA analýz byly 
zjištěny i rozdíly mezi základními (alpský a sudetský) ekotypy modří-
nu opadavého (Wagner et al. 2015).
 

MATERIÁL A METODIKA
Mikrosatelitové markery jsou s úspěchem využívány pro identifikaci 
jedinců, a jsou tedy vhodné i pro ověřování deklarované klonové iden-
tity zdrojů reprodukčního materiálu lesních dřevin (semenných sadů, 
archivů klonů a směsí klonů). Ověřování vhodných polymorfních 
mikrosatelitových markerů pro možnost testování klonové identity 
a genetické variability u modřínu opadavého proběhlo na jedincích 
modřínu opadavého z vybraných semenných sadů Bílovice a Pabožek. 
Ze semenného sadu Bílovice CZ-3-3-MD-87-30-3-B bylo analyzová-
no 170 roubovanců modřínu opadavého, tedy 57 % celého sadu. Při 
výsadbě v něm bylo evidováno 297 roubovanců (ramet) od 42 klonů 
(ortetů) modřínu opadavého. Dále byly provedeny analýzy u 48 klonů 
ze semenného sadu Pabožek CZ-3-3-MD-00053-28-3-S, v tomto pří-
padě byl proveden odběr vždy jedné ramety od všech zastoupených 
ortetů.

Při odběru byl rostlinný materiál označen, uložen v  mikrotenových 
sáčcích do chladových boxů a po převozu do laboratoře ihned zpraco-
ván. Část vzorků byla zmražena na -20 °C a část lyofilizována. Pro izo-
laci DNA byl použit lyofilizovaný rostlinný materiál třený s tekutým 
dusíkem. Izolace DNA byla provedena pomocí DNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen) dle dodaného protokolu (DNeasy® Plant Handbook). Množ-
ství a kvalita izolované DNA byla měřena pomocí spektrofotometru 
NanoPhotometr (Implen).
Na základě provedené literární rešerše bylo vytipováno 13 polymorf-
ních (SSR) lokusů. Testování SSR markerů a optimalizace polymerá-
zové řetězové reakce (PCR) byly provedeny na 10 vzorcích modřínu 
opadavého se specifickými primery k  markerům Ld50, Ld30, Ld31, 
Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101 (Wagner et al. 2012) a dále s mar-
kery bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcKL263, bcLK253 vyvinutými 
původně pro modřín japonský (Isoda, Watanabe 2006). Všechny 
testované markery se ukázaly jako dostatečně polymorfní a hodnoti-
telné. Použité markery a sekvence jejich primerů jsou uvedeny v tab. 1. 
Z testovaných lokusů byly podle získaných velikostí sledovaných alel 
vytvořeny dva multiplexy pro následné fragmentační analýzy. Multi-
plex 1 zahrnuje lokusy bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, Ld50, 
Ld30 a Ld31, multiplex 2 pak lokusy Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101 
a bcKL263. Sestavení většího počtu markerů do multiplexů, ve kterých 
je PCR amplifikace provedena společně snižuje náklady na provádě-

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

Lokus/Locus Forward primer Reverse primer

Multiplex 1

bcLK189 ACCATACGCATACCCAATAGA AGTTTTCCTTTCCCACACAAT 

bcLK211 CCATTCTCCATAGGTTCATTG ATGCTCCTTACTAAGTCAGATACAC 

bcLK228 CCCTAACCCTAGAATCCAATAA GAGGAAGGCGACAAGTCATT 

bcLK253 AACACCATAGTGCAATGTGC TCCTCTTGTTGATGCCACTT

Ld50 GAAGGCGACTTTACATGCCC TCCATCTTTATGTCTCTTCCATGC

Ld30 TTGTAGGTGTGTATGAAAGTTCTG TGCCACTCTATTTCCTTAATGCC 

Ld31 TTGAACTAGGGAGATCCGGC AATAAAATAGCATTCCATGTGTAGC

Multiplex 2

Ld42 TCGTATGCATTGTCCAAATTTCC TCCAAGTGAGGTCACACGAG

Ld45 TGTGGGAGGTATAGCTTGGC AGTAGGATGGAATGATGGAAACAC

Ld56 AGCCATCGTGGTTCTTCTTTG CTTGTAACTGTGCACCCACC

Ld58 AATGGCAAGAGCAGCAATCC TCCAGGAATGATTTATCGAGAGC

Ld101 ACACCAAGGACTCTCTGACTAC GGTGATTCCAGAAGCAGGTG

bcKL263 CGATTGGTATAGTGGTCATTGT CCATCATACCTTCTTGAAGAG
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né analýzy a zvyšuje jejich přesnost (Guichoux et al. 2011a, 2011b; 
Lefèvre et al. 2011). 
PCR pro oba multiplexy probíhala pro každý vzorek v celkovém ob-
jemu 15 µl. Pro lokusy bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, Ld31, 
Ld50, Ld42, Ld45, Ld56, Ld58, Ld101 byla reakce provedena s vyu-
žitím polymerázy Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen by 
Life Technologies) a s ní dodanými komponenty a pro lokusy Ld30, 
bcLK263 s použitím QIAGEN® Multiplex PCR Kitu (Qiagen).
Optimalizovaná PCR reakční směs s použitím polymerázy Platinum® 
Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) obsahovala 
1,5 µl 10× PCR buffer minus Mg, 0,6 µl 50mM MgCl2, 0,2 µl 10mM 
směsi dNTP, 0,075 µl Platinum Taq DNA Polymerase, specifické 2µM 
primery (každý po 0,75 µl k uvedeným lokusům) a 0,8 µl izolované 
DNA. Optimalizovaný průběh PCR cyklu byl: 94 °C 3 min., dále násle-
dovalo 35 cyklů: 94 °C 45 s, 59 °C 45 s, 72 °C 45 s; po ukončení cyklů 
následovalo 72 °C 20 min. Na závěr byly testované vzorky chlazeny na 
4 °C. PCR reakční směs pro lokusy Ld30 a bcLK263 s použitím QI-
AGEN® Multiplex PCR Kitu (Qiagen) obsahovala 7,5 µl Qiagen Mul-
tiplex PCR Master Mixu, 1,5 µl Q-Solution, specifické primery k uve-
deným lokusům, každý v koncentraci 0,1 µM a 1 µl templátové DNA. 
Reakční směs byla u každého vzorku doplněna sterilní ultračistou vo-
dou (Sigma-Aldrich, Molecular Biology) do objemu 15 µl. PCR reakce 
probíhaly v termocykleru Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystem). 
Optimalizovaný průběh PCR cyklu byl: 95 °C 15 min. dále následo-
valo 32 cyklů: 94 °C 30 s, 59 °C 75 s, 72 °C 60 s; po ukončení cyklů 
následovalo 60 °C 30 min. Na závěr byly testované vzorky chlazeny na 
4 °C. Předběžné hodnocení získaných amplifikačních produktů bylo 
provedeno po proběhlé elektroforéze na 2% agarózových gelech v 0,5× 
TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) a získa-
né amplifikační produkty byly vizualizovány pomocí GelRed Nucleic 
Acid Gel Stain (Biotium) pod UV zářením. 
Pro fragmentační analýzu byly PCR reakce s  analyzovanými vzor-
ky provedeny s  fluorescenčně označenými primery (6FAM, VIC, 

NED, PET). Před fragmentační analýzou byla provedena denaturace, 
ke každému vzorku bylo přidáno 11 µl Formamidu (Hi-DiTM Forma-
mide, Applied Biosystems) a 0,4 µl velikostního standardu (Gene Sca-
nTM – 600 LIZ®Size standard v 2.0, Applied Biosystems). Po inkubaci 
4 minuty při teplotě 94 °C byly vzorky rychle zchlazeny na ledu. Ode-
čtení velikostí fragmentů probíhalo na genetickém analyzátoru Applied 
Biosystems 3500. Hodnocení jejich velikostí bylo provedeno pomocí 
softwarového programu GeneMapper® 4.1 (Applied Biosystems). 

Pro posouzení genetických charakteristik a určení klonové identity 
sledovaných jedinců modřínu opadavého byla získaná data mikrosa-
telitových markerů zpracována pomocí statistických programů Gen- 
AlEx 6.503 (Peakall, Smouse 2006, 2012) a CERVUS (Kalinowski 
et al. 2007).

VÝSLEDKY
Pro testování vzorků modřínu opadavého bylo použito 13 mikro-
satelitových markerů, které vykazovaly polymorfismus a výsledky 
jejich analýz byly interpretovatelné. Amplifikační produkty sledova-
ných lokusů u analyzovaných vzorků dosahovaly velikosti v rozmezí 
142–170 párů bazí (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 všech vzorků byly nalezeny maximálně 2 alely pro zkoumané lokusy, 
což potvrzuje diploidní charakter modřínu opadavého (Pluess 2011). 
Pomocí statistického programu CERVUS byly pro použité lokusy sta-
noveny hodnoty počtu alel, pozorovaná heterozygotnost, očekávaná 
heterozygotnost, počty heterozygotů a stanoven polymorfní infor-
mační obsah (tab. 2). U sledovaných 218 jedinců byl průměrný počet 

Tab. 2.
Parametry genetické diverzity získané z 218 jedinců ze semenných sadů modřínu opadavého pro použitých 13 mikrosatelitových markerů
Genetic diversity parameters for the working set of 13 microsatellite loci applied to 218 sampled European larch trees of seed orchards

Lokus/Loci k Ho He
Počet heterozygotů/ 

Number of heterozygotes PIC HW F (null)

bcLK211 20 0.688 0.805 150 0.794 *** 0.0937
Ld50 9 0.794 0.838 173 0.815 ns 0.0270

bcLK228 18 0.839 0.902 183 0.893 ns 0.0350
bcLK189 13 0.706 0.783 154 0.755 *** 0.0603
bcLK253 11 0.697 0.724 152 0.677 *** 0.0138

Ld30 8 0.615 0.701 134 0.653 *** 0.0571
Ld58 17 0.872 0.906 190 0.896 ns 0.0157
Ld56 13 0.683 0.852 149 0.834 *** 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

bcLK263 18 0.488 0.866 106 0.850 *** 0.2781

k = Počet různých alel/Number of different alleles
Ho = Heterozygotnost pozorovaná/Observed heterozygosity
He = Heterozygotnost očekávaná/Expected heterozygosity
PIC = Polymorfní informační obsah/Polymorphism information content
HW = Signifikantnost odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnováhy/Significance of deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (ns = není 
signifikantní/not significant, *** = signifikantní na 0,1% úrovni/significant at the 0.1% level, * = signifikantní na 5% úrovni/significant at the 5% level)
F(null) = Ohodnocená frekvence nulových alel dle van Oosterhouta/Estimated null allele frequency (according to van Oosterhout)



HODNOCENÍ GENETICKÉ DIVERZITY A KLONOVÉ IDENTITY MODŘÍNU OPADAVÉHO POMOCÍ MIKROSATELITOVÝCH MARKERŮ

ZLV, 65, 2020 (4): 288-296 291

pr
oo

f c
op

y

pr
oo

f c
op

y

alel na lokus 11,923 a průměrná hodnota polymorfního informačního 
obsahu (Polymorphism Information Content, PIC) 0,7489. Vzhledem 
ke skutečnosti, že markery jsou klasifikovány jako informativní, po-
kud hodnota PIC je ≥ 0,5 (Sharma et al. 2010), je pouze marker Ld101 
(PIC = 0,338) málo informativní. Odchylky od Hardy-Weinbergovy 
rovnováhy při aplikaci Bonferroniho korekce nebyly u lokusů Ld50, 
bcLK228, bcLK253, Ld58, Ld31, Ld45 a Ld101 signifikantní, u loku-
su Ld42 byla odchylka signifikantní na hladině významnosti P < 0,05 
a  u ostatních lokusů byly odchylky signifikantní na hladině význam-
nosti P < 0,001. Pozorovaná heterozygotnost (Ho) u celkového soubo-
ru 218 jedinců byla nejvyšší u lokusu Ld31 (0,889), nejvyšší hodnota 
očekávané heterozygotnosti (0,906) byla u lokusu Ld58. Stupeň poly-
morfismu stanovený hodnotou PIC byl zjištěn nejnižší (0,338) u loku-
su Ld101 a nejvyšší (0,896) u lokusu Ld58. Pomocí statistického pro-
gramu GenAlEx 6.503 byly zjištěny průměrné hodnoty Shannonova 
informačního indexu pro jednotlivé sledované lokusy, které se pohy-
bovaly od 0,733 (lokus Ld101) do 2,497 (lokus bcLK228). U porovná-
vaných souborů vzorků byla zjištěna 100% polymorfnost sledovaných 
lokusů. U hodnocených 218 jedinců modřínu opadavého pak bylo cel-
kově detekováno 155 rozdílných alel v 13 lokusech. Nejvíce polymorf-
ní se jevil lokus bcLK211, u kterého bylo identifikováno 20 rozdílných 
alel u sledovaného souboru vzorků, a nejméně polymorfní byl lokus 
Ld101, u něhož bylo detegováno pouze 5 alel. V souboru zkoumaných 
jedinců bylo nalezeno 53 unikátních (privátních alel), privátní alely se 
vyskytovaly ve všech lokusech. U souboru jedinců ze semenného sadu 
Bílovice byly na rozdíl od semenného sadu Pabožek nalezeny privátní 
alely u lokusů Ld30, Ld42 a Ld101. Naopak u semenného sadu Pabo-
žek v  porovnání s  druhým souborem vzorků byly nalezeny privátní 
alely u lokusů Ld50 a Ld45. Průměrný počet unikátních alel byl u sou-
boru Bílovice 2,385 a u souboru Pabožek 1,692, průměrná pozorovaná 
heterozygotnost Ho měla u souboru Bílovice hodnotu 0,677 a u sou-
boru Pabožek 0,746. Pomocí analýzy molekulární variance (AMOVA) 
byla určena 2% diferenciace mezi sledovanými soubory vzorků a 10% 
diferenciace mezi všemi sledovanými jedinci.

Na základě fragmentační analýzy 13 lokusů u sledovaných 218 jedin-
ců semenných sadů byly získány multilokusové genotypové profily 
(MLG). V tab. 3 jsou uvedeny multilokusové genotypové profily zkou-
maných klonů (ortetů) zastoupených v semenných sadech. U odebra-
ných vzorků od 42 klonů ze semenného sadu Bílovice byla shoda všech 
zkoumaných genotypů (jedinců, ramet) potvrzena u 31 klonů, tedy 
73,81 % všech testovaných klonů bylo v deklarované identitě. U 4 klo-
nů byl nalezen 1 odlišný roubovanec přiřaditelný k  jinému klonu 
v rámci semenného sadu a u 1 klonu byli nalezeni 2 odlišní roubo-
vanci přiřaditelní k jinému klonu v rámci semenného sadu. Dále byly 
identifikovány 3 unikátní genotypy nezařaditelné v rámci semenného 
sadu. Ve dvou případech (klony 519 a 331) byly zjištěny vždy 2 různé 
genotypy zastoupené shodným počtem ramet. U těchto klonů nelze 
bez znalosti genetického profilu původního donorového stromu (or-
tetu) dovodit, které z ramet jsou s vyšší pravděpodobností správně de-
klarované (pozitivně ověřené). U 170 jedinců byla klonová příslušnost 
v  rámci semenného sadu Bílovice potvrzena u 167, tedy u  98,24  % 
všech zkoumaných jedinců. U semenného sadu Pabožek byly stano-
veny multilokusové genotypové profily zastoupených klonů (tab. 3) 
a bylo zjištěno 8 dvojic shodných genotypů, v rámci 48 deklarovaných 
zastoupených klonů, tedy 40 rozdílných multilokusových profilů.

DISKUSE
Analýza mikrosatelitových markerů má široké uplatnění v populační 
genetice a ve šlechtění rostlin, jedná se o vhodnou a široce využíva-
nou metodu pro identifikaci variet u většiny kulturních druhů rostlin 
(Pan 2010) i dřevin (Robichaud et al. 2006). Využití mikrosatelito-
vých markerů pro získání informací o genetické diverzitě, diferenciaci 
populací u rodu Larix popsali ve svých studiích např. Khasa et al. 
(2000), Isoda, Watanabe (2006) a Zhang et al. (2013). Ve studiích 

zaměřených na hodnocení semenných sadů modřínů z hlediska ge-
netických parametrů a rodičovských analýz, včetně možnosti identi-
fikace klonů využili SSR markery např. Klápště et al. (2014), Sun et 
al. (2017) nebo Chen et al. (2018). V naší práci jsme pro molekulár-
ní analýzy semenných sadů modřínu opadavého využili polymorfní 
jaderné mikrosatelitové (SSR) markery popsané v  práci Wagner et 
al. (2012). Pět v této studii popsaných markerů bylo vyvinuto původ-
ně pro japonský modřín (Isoda, Watanabe, 2006), 8 markerů bylo 
nově vyvinuto pro modřín opadavý. Použité lokusy byly využity pro 
populační studie, provádění rodičovských analýz, rozlišování ekotypů 
modřínu opadavého (Wagner et al. 2015) a vzhledem k vysoké poly-
morfnosti byly vhodné i pro identifikaci klonové identity. Polymorf-
nost těchto markerů jsme otestovali na vzorcích modřínu opadavého 
ze dvou semenných sadů. Na rozdíl od studie Wagner et al. (2012) 
jsme pro naše vzorky modifikovali podmínky PCR reakce za účelem 
získání amplifikačních produktů vyšší kvality vhodnější pro následné 
vyhodnocení fragmentační analýzy, PCR reakce byly u většiny loku-
sů provedeny s využitím polymerázy Platinum® Taq DNA Polymerase 
a byl optimalizován i teplotní cyklus PCR. 

Wagner et al. (2012) provedli analýzy pomocí 13 uvedených marke-
rů u 413 jedinců modřínu opadavého z 18 populací vyskytujících se 
v celém areálu rozšíření modřínu. Nejvíce polymorfní v jejich studii 
byly markery bcLK263 (31 alel), bcLK211 (28 alel) a Ld58 (25 alel). 
Nardin et al. (2015) využili stejné markery pro sledování genetické 
diferenciace u 788 jedinců modřínu opadavého ze 4 lokalit z rozlič-
ných nadmořských výšek francouzských Alp, jako nejvíce polymorfní 
markery určili bcLK263 (22 alel), Ld58 (17 alel) a bcLK211 (16 alel). 
Gramazio et al. (2018) pomocí 12 SSR markerů použitých i v naší 
práci provedli studii sedmi populací modřínu opadavého, nachá-
zejících se na území Rumunska, sledované populace se vyskytují na 
jihovýchodní hranici rozšíření modřínu opadavého v  Evropě, tedy 
jsou geograficky izolované od hlavní oblasti rozšíření tohoto druhu. 
Jako nejvíce polymorfní vyhodnotili markery bcLK263 a bcLK253 
(11 alel), nejméně polymorfní byl marker Ld42 (4 alely), šetření bylo 
provedeno u 3 stromů z každé populace. V případě našich 218 vzorků 
byl nejvíce polymorfní marker bcLK211 (20 alel), markery bcLK228 
a bcLK263 měly 18 alel a Ld58 měl 17 alel.

Pro genotypizaci a studium genetické struktury populací modřínu 
alpského, nacházejících se v údolí Aletsch ve Švýcarských Alpách vy-
užila Pluess (2011) 9 SSR markerů (z nichž 5 bylo použito v našich 
analýzách), do studie bylo zahrnuto 300 jedinců modřínu opadavé-
ho z centrální populace a 430 jedinců pocházejících z 9 subpopulací 
z okrajových částí sledovaného území. V tomto souboru 730 vzorků 
autorka zjistila 115 různých alel, z nichž 13 bylo unikátních. Ve studii 
Nardin et al. (2015) bylo u 788 jedinců modřínu opadavého pomocí 
11 SSR markerů detegováno 125 alel a 11 unikátních. U našeho sou-
boru 218 vzorků ze dvou semenných sadů jsme pomocí 13 markerů 
zjistili 155 různých alel a 53 alel bylo privátních; vysoký počet alel je 
dán i původem zkoumaných jedinců, jedná se o tzv. výběrové stromy, 
tedy o elitní jedince z rozdílných populací. 

Průměrný počet alel na lokus byl u 788 stromů ze studie Nardin et al. 
(2015) 11,36. V případě rumunské studie (Gramazio et al. 2018) byl 
průměrný počet alel na lokus u 21 stromů 7,92, průměrná hodnota 
pozorované heterozygotnosti (Ho) byla 0,738 a u očekávané hetero-
zygotnosti (He) byla hodnota 0,542. Ve studii Wagner et al. (2015) 
zjistili u 1026 jedinců ze 45 populací z Alp a střední Evropy při použití 
13 SSR markerů (shodných s naší prací) průměrně 22 alel na lokus. 
V  případě námi sledovaného souboru jedinců byl zjištěn průměrný 
počet alel na lokus 11,923, průměrná hodnota pozorované heterozy-
gotnosti (Ho) byla 0,711 a průměrná hodnota očekávané heterozygot-
nosti (He) byla 0,767.

Mikrosatelitové markery pro identifikaci klonů v  semenném sadu 
modřínu dahurského a pro následné rodičovské analýzy použili Sun et 
al. (2017). Využití mikrosatelitovýcch markerů pro rodičovské analýzy 
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Tab. 3.
Multilokusové genotypy (MLG) zkoumaných ortetů
Multilocus genotypes (MLG) of tested ortets

Klon/
Clone

Multiplex 1 Multiplex 2

bcLK211 Ld50 bcLK228 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_331 A 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_331 B 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_519 B 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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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

Tab. 3. – pokračování
Multilokusové genotypy (MLG) zkoumaných ortetů
Multilocus genotypes (MLG) of tested ortets
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u modřínu západního popsali též Klápště et al. (2014). V námi sledo-
vaných semenných sadech byly SSR markery využity pro identifikaci 
ortetů modřínu opadavého. 

Vybrané markery a optimalizované metodické postupy je možné vyu-
žít i pro rozlišování ekotypů modřínu opadavého, např. možnost iden-
tifikace sudetského ekotypu, který projevuje odolnost vůči rakovině 
modřínu (Wagner et al. 2015). Identifikace ekotypu je možná při vyu-
žití dat získaných z referenčních populací z evropského areálu původ-
ního výskytu modřínu opadavého, příslušná databáze je budovaná ve 
výzkumných stanicích INRA (Pierroton a Orléans).

ZÁVĚR
Cílem práce bylo zjistit možnosti využití SSR markerů pro hodnocení 
klonové identity roubovanců u semenných sadů modřínu opadavé-
ho (Larix decidua Mill.) a posoudit vhodnost markerů pro sledová-
ní genetické diverzity u populací modřínu opadavého. K identifikaci 
klonové příslušnosti bylo využito 13 polymorfních mikrosatelitových 
lokusů uspořádaných do dvou multiplexů. Na základě provedených 
fragmentačních analýz u souboru 218 jedinců ze dvou semenných 
sadů byly získány statistické charakteristiky 13 mikrosatelitových mar-
kerů. Celkově bylo detekováno 155 rozdílných alel v 13 lokusech. Nej-
více polymorfní se jevil lokus bcLK211, u kterého bylo identifikováno 
20 rozdílných alel u sledovaného souboru vzorků, a nejméně polymor-
fní byl lokus Ld101, u něhož bylo detegováno pouze 5 alel. Na základě 
provedených analýz byly stanoveny multilokusové genotypové profily 
(MLG) jednotlivých klonů modřínu opadavého v semenných sadech 
Bílovice a Pabožek. U semenného sadu Bílovice byla shoda genotypo-
vých profilů jedinců u sledovaných klonů při použití 13 SSR markerů 
potvrzena v 73,81 % případů. V analyzovaném souboru bylo možné 
167 roubovanců přiřadit k příslušným ortetům, tedy 98,24 % ramet 
bylo možné přiřadit k ortetům zastoupeným v semenném sadě. V pří-
padě semenného sadu Pabožek bylo v rámci 48 deklarovaných zastou-
pených klonů zjištěno 40 rozdílných multilokusových profilů. 

Využití DNA analýz při výběrů stromů do šlechtitelských programů se 
jeví jako užitečný doplňkový šlechtitelský nástroj, např. pro provede-
ní rodičovských analýz či určení ekotypu modřínu resistentního vůči 
rakovině modřínu.

Poděkování:
Výsledek vznikl za podpory Ministerstva zemědělství, institucionál-
ní podpora MZE-RO0118 a v rámci řešení výzkumného projektu 
NAZV č. QK1810129.
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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; Isoda, Watanabe 2006; Guichoux et al. 2011b; Lefèvre et al. 2011; Pluess 
2011; Zhang et al. 2013; Klápště et al. 2014). Nuclear simple sequence repeat (SSR) markers have proven to be extremely useful particularly 
for characterizing cultivars and identifying clones (Hormaza 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 Bílovice 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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