URCOVANi KLONOVE IDENTICKYCH JEDINCU
MODRINU OPADAVEHO (LARIX DECIDUA MILL.)

A SLEDOVANI JEJICH DIVERZITY NA ZAKLADE
ANALYZ U MIKROSATELITOVYCH MARKERU

&KoV ané
d}’\@,‘oolKY

3/2020



Urcovani klonové identickych jedinct
modFinu opadavého (Larix decidua Mill.)
a sledovani jejich diverzity na zakladé
analyz u mikrosatelitovych markeri

Certifikovana metodika

Ing. Helena Cvrckova, Ph.D.
Ing. Pavlina Machova, Ph.D.
Ing. Olga Trckova

Strnady 2020



Lesnicky priivodce 3/2020

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 978-80-7417-203-8
ISSN 0862-7657



DETERMINATION OF CLONALLY IDENTICAL
INDIVIDUALS OF EUROPEAN LARCH
(LARIX DECIDUA MILL.) AND MONITORING
OF THEIR DIVERSITY BASED ON DNA ANALYSES OF
MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for determination of the clonal identity and receiving of
genetic characteristics in species European larch. The methodology describes
the processes of sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain
reaction (PCR), separation and sizing of amplification products, and molecular
data calculations. Two selected seed orchards of European larch (Pabozek,
Bilovice) were used to develop this methodology. Thirteen selected polymorphic
nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the genetic parameters
for verifying the clonal identity and levels of genetic diversity between different
genotypes.
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Zkratky pouZité v textu:

DNA deoxyribonukleovd kyselina

nSSR  nuclear Simple Sequence Repeats (jaderné mikrosatelity)
PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je pfedstavit objektivni postupy uréovani identity klont a sledova-
ni trovné genetické diverzity u modfinu opadavého na zakladé analyz u vybranych
mikrosatelitovych markert. Ovéfovani identity klont napf. v semennych sadech
nebo ve smésich klont a sledovani genetické diverzity prispéje ke zvy$ovani kvality
reprodukénich zdroji.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Modftin opadavy (Larix decidua Mill.), zatazeny do Celedi borovicovitych, je také
nazyvan modfinem evropskym z dtvodu jeho pavodniho vyskytu predevsim
v horskych oblastech Evropy. Jeho pfirozené rozsifeni se omezovalo na fragmen-
tované aredly v Alpach a v pohofich stfedni Evropy (WAGNER et al. 2015). Na
tizemi CR byl autochtonni vyskyt modiinu opadavého podle pisemnych zdznami
z 16. stoleti pouze vychodné od Hrubého Jeseniku, v jesenickém podhifia pravdé-
podobné i v Nizkém Jeseniku (HEJNY et SLAvik 1988). Vzhledem ke svému uplat-
néni byl modiin opadavy béhem poslednich 300 let v Evropé véetné CR masivné
$ifen, ale prehlizel se ptivod osiva a nevhodné se misil, bez ohledu na podminky
stanovisté, alpsky a jesenicky (slezsky) ekotyp (URADNICEK et al. 2009; WAGNER
et al. 2015). U modfinu opadavého se s ohledem na pivodni disjunktivni vyskyt
vyvinulo zna¢né mnozstvi ekotypt, lisicich se ekologickymi naroky i morfologic-
kymi vlastnostmi, a proto je potieba zndt pfi umélé vysadbé ptivod modfinu a pro
rtizné oblasti volit vhodné sorty. Nerespektovani vhodného ptuvodu reprodukéni-
ho materidlu se negativné projevilo pfi pfenosu osiva modfinu z Alp na stanovisté
sttedni Evropy, kde tento ekotyp zna¢né trpi rakovinou. Zde vSak dobfe rostou
slezské provenience, kterym naopak nevyhovuji vysoké polohy, kde se jim nestaci
vytvorit ro¢ni pryty. Nevyskytuje se tedy univerzalni ekotyp modrtinu, ktery by
rostl v§ude, a je nutné dle oblasti volit vhodné provenience (SvoBopa 1953). Mod-
fin, z hlediska jeho morfologickych a ekologickych charakteristik a na nékterych
stanovistich s vlastnostmi pionyrské dfeviny, je pro lesnictvi velmi vyznamny



druh, proto jeho $ifeni i mimo aredl jeho ptivodniho vyskytu bylo jiz v minulych
staletich opodstatnéné a tento druh na mnoha lokalitaich zdomacnél. Je to svétlo-
milnd dfevina se stfednimi naroky na vlahu v ptidé a ve vzduchu, dobfe zakotvena
v ptidé, snasejici drsné klima s velkymi teplotnimi vykyvy, a se schopnosti osidlo-
vat neprizniva stanovisté na skalkdch a sutich, kde je pfirozend konkurence ostat-
nich dfevin omezena. Dfevo modfinu je hospodarsky velmi cenéno, protoze je
pevné, pruzné, trvanlivé i pod vodou a pomérné lehké s péknym tmavym jadrem.
Vyuziva se ve stavebnictvi a nabytkafstvi a u nas se modfin vysazuje v horskych
a podhorskych oblastech (URADNICEK et al. 2009). Pouziti vhodného sadebniho
materialu pro konkrétni oblasti 1ze vedle administrativni evidence reprodukénich
zdroju objektivné ovéfovat na zakladé DNA analyz. S vyuzitim polymorfnich mi-
krosatelitovych markert lze jednoznacné zjistit klonovou totoznost. Na zakladé
téchto markert je také mozné hodnotit diverzitu a genetickou pfibuznost porostii
modrinu. Dostate¢na geneticka variabilita souvisi s adapta¢nim potencidlem pu-
vodnich porosttl. Obecné se predpoklada, ze populace vyznacujici se nizkou gene-
tickou rozmanitosti by mohly byt podstatné citlivéjsi na zmény Zivotniho prostte-
di, napadeni chorobami a $kiidci (MAGHULY et al. 2006). Geneticka rozmanitost
a biodiverzita populaci lesnich dfevin je zasadni podminkou pro pfizptisobeni se
zménam klimatu (HAMPE et PETIT 2005; NEALE et KREMER 2011) a zaji$téni stabi-
lity lesnich ekosystémt (WHITHAM et al. 2006; NowaKOwsKA et al. 2014). Znalosti
o urovni genetické diverzity zaloZzené na analyzach DNA pfispéji k ohodnoceni
kvality genetickych zdrojii reprodukéniho materidlu. U modfinu opadavého je
vedle diverzity reprodukénich zdroji velmi dilezity i vybér vhodného ekotypu.
WAGNER et al. (2015) zjistili u pfirodnich populaci Alp a stfedni Evropy 7 gene-
ticky odli$nych struktur s vyuzitim STRUCTURE analyzy provedené na souboru dat
ziskanych analyzou 13 mikrosatelitovych lokust. Na zédkladé téchto vysledki ma
vyzkumna instituce INRA (Francie) pro srovnavaci analyzy genetického ptvodu
populaci modfinu opadavého z arealu ptvodniho vyskytu vybudovanou databazi
mikrosatelitovych dat pro referenéni populace (karpatskd, sudetska, polska, tat-
ranska a 3 alpské), kde v ramci sudetské populace jsou zahrnuty i modtiny jese-
nického ekotypu z tizemi Cech. V rdmci nasi spolupréce s francouzskou instituci
byla diagnostické analyze podrobena genotypova data klonii ze semenného sadu
Pabozek.

Predkladand metodika predstavuje optimalizované postupy DNA analyz u vybra-
nych jadernych mikrosatelitovych markerti za ucelem ovérovani klonové identity
a zjistovani arovné genetické rozmanitosti u populaci modfinu opadavého. Jaderné
mikrosatelity, nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery, se Siroce vyuziva-
ji pro hodnoceni genetické diverzity populaci lesnich dfevin a byly vyuzity i pro



modfin opadavy (KHasA et al. 2000; WAGNER et al. 2012, 2015; GRAMAZIO et al.
2018). Mikrosatelity predstavuji kratké opakujici se motivy nukleotidli nejcastéji
2-4 béaze dlouhé a jejich polymorfismus je dan rozdilnym poétem motivit. Pro moz-
nost hodnoceni délky sledovanych markert v ramci celé DNA musime ziskat je-
jich mnohonasobné amplifikaty, které namnozime pomoci polymerazové retézové
reakce (PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy
kolem 20 bazi), které jsou komplementdrni se sekvencemi sousedicimi s mikrosa-
telitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifikace, stavebni jednotky
nukleotidy a pufry upravujici prostfedi probihajici reakce. Ta probihd v teplotnich
cyklech za tucelem rozdéleni DNA dvousroubovic na jednotliva vlakna (pfi teplo-
té kolem 94 °C), nasednuti primert na specificka mista (vétsinou mezi 50-60 °C)
a tvorbu novych cilenych dvoufetézcovych tseki (nejcastéji 72 °C). Opakovanim
téchto cykli exponencialné ptibyva pocet specifickych usekit DNA - mikrosate-
litovych lokustl. Postupy PCR je nutné zoptimalizovat, abychom ziskavali jedno-
zna¢né a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich presné velikosti, ziskané pomoci
fragmenta¢ni analyzy, se statisticky zpracovavaji pro ziskani genetickych charakte-
ristik sledovanych dfevin. Specifické SSR markery maji kodominantni charakter,
coz umoziuje rozlisit homozygoty od heterozygotii.

Jaderné polymorfni mikrosatelitové markery lze vedle sledovani diverzity populaci
a genetického ptivodu na zakladé jejich prifazovani k referen¢nim populacim vy-
uzit pro ovérovani deklarované klonové identity zdrojii reprodukéniho materialu
naptiklad v semennych sadech, smésich klonti atd. Genetické otestovani deklarova-
ného piivodu reprodukéniho materialu umoziuje objektivnim postupem potvrdit
nebo vyvrétit klonovou identitu ramet. Aplikace novych kontrolnich metod ovéto-
vani klonové identity zdroju reprodukéniho materialu je vyuzivana i statni spravou
pti realizaci dota¢ni politiky v oblasti podpory zachovéni a reprodukce genofondu
lesnich dfevin. PiedloZené postupy DNA analyz byly vypracovany s vyuzitim vy-
branych semennych sadi modfinu opadavého Pabozek a Bilovice.



2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorktl a postupy izolace DNA

Nejvhodnéjsim terminem odbéru rostlinného materialu pro ziskani kvalitni DNA
je jarni obdobi nebo pocatek 1éta, kdy Ize odebirat pupeny nebo mladé jehlice. Pti
poutziti star$ich jehlic, které jiz obsahuji vy$$i mnozstvi fenolickych latek a poly-
sacharidd, se snizuje kvalita i kvantita vyizolované DNA, coz miize zkomplikovat
nebo znemoznit jeji analyzy predev$im v ziskdni jednoznacnych a reprodukova-
telnych amplifikovanych lokust. Pti zpracovani vys$siho poctu vzorkd je vyhod-
néjéi odebirat mladé jehlice, protoze zpracovani pupent je ¢asové narocnéjsi. Pri
manipulaci se vzorky jednotlivych stromi je nutné peclivé vedeni evidence, aby
nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se jiz pfi odbéru oznaci, ulozi do mikroté-
nového sacku a udrzuji pti nizké teploté priblizné 4 °C (napf. pouzit chladové tasky
s namrazenymi destickami), abychom zabranili degradaci DNA. Idedlni je vzorky
co nejrychleji prepravit ke zpracovani do laboratofe. DNA lze izolovat z cerstvé-
ho, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materidlu. V ptipadé, Ze izolace
DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkt je nutné vzorky po prevedeni do
laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) ulozit
minimalné do -20 °C. Dalsi moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuseni za po-
moci lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzavrit (napt. Ize pouzit plastové flakonky,
scintila¢ni lahvi¢ky s dobfe tésnicim uzdvérem). Lyofilizovany materidl lze sklado-
vat pri pokojové teploté a snadnéji se s nim manipuluje pred homogenizaci, protoze
odpada nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se v nasi
laboratofi nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici soupravu DNeasy Plant Mini Kit od
firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle dodaného protokolu (Quick-Start
Protocol). Tato metoda izolace je pomérné ¢asové nendroc¢na a ziskaji se dostatecné
kvalitni DNA eludty. Pred zahajenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol
ke koncentratim pufrit AW1 a AW2. Inkuba¢ni lazen se nechd nahfivat na 65 °C.
V ptipadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahteji pro jejich
odstranéni.

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

1. Maximélni mnozstvi vychoziho erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pti-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navazeny rostlinny
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10.

11.

12.

material v tfecich miskach. Utfeny material se pfenese do 1,5ml mikrocentri-
fugac¢ni zkumavky.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 pl RnazyA.
Pomoci vortexu je nutné obsah diikladné protiepat. Ziskand smés se necha in-
kubovat 10 minut pti 65 °C, béhem inkubace se musi promichavat 2-3x prevra-
cenim zkumavek.

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

(rpm).

Vznikly lyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v 2ml
zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pti rychlosti 14 000 otacek
za minutu (rpm).

Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zku-
mavky s ode¢tenim ziskaného objemu. Davame pozor, abychom nenabrali pi-
padny pelet.

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

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

Dneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, pfidime 500 pl
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pti 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

Priddme dal$ich 500 ul pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pfi rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

Pfeneseme Dneasy Mini spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zku-
mavky.

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

Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu. Vzorky DNA skladu-
jeme pti -20 °C, pro dlouhodobé uchovani pti -80 °C.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:
analytické vahy, digitdlni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-

zkumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, tfeci misky a tloucky, sada
pipet a prislusné (sterilni) $picky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5 ml s vi¢-
ky, susicka nebo sterilizator

Kvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikata.
U vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu na zakladé poméru
absorbanci pti 260 nm a 280 nm spektrofotometrem na mikroobjemy. Hodnoty pro
optimalni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, nizsi nebo vys$si hodnoty
indikuji pfitomnost dal$ich latek (napf. proteind, fenolickych latek). U nasich tes-
tovanych vzorkt modfinu se hodnoty koncentrace DNA pohybovaly v hodnotach
mezi 20—30 ng/pl a hodnoty cistoty od 1,69 do 1,92, coz je dosazeni dostatecné
kvality DNA pro navazujici analyzy. Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/pl je
vhodné pro optimalni pribéh PCR natedit AE pufrem.

2.2 Postupy PCR amplifikace

Pro studium rozdils v DNA u jedinci modtinu byly zvoleny analyzy jadernych
mikrosatelitovych markert — nuclear simple sequence repeats (nSSR). Bylo vyuzi-
to 13 mikrosatelitovych lokustt bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, bcLK263
(IsopA et WATANABE 2006), Ld30, Ld31, Ld42, Ld45, Ld50, Ld56, Ld58, Ld101
(WAGNER et. al. 2012), jejichz sekvence primert byly vyhledany v publikacich. Byly
optimalizovany koncentrace reakénich smési prislusnych chemickych komponent
a teplotni cykly polymerazové retézové reakce (PCR) pro ziskani jednoznaénych
a velikostné prislusnych amplifikatti zvolenych lokust. Optimalizované postupy
PCR amplifikace s 13 vybranymi markery byly sestaveny do tfi multiplext dle veli-
kosti amplifikovanych lokust a reakénich podminek amplifikace. Reakéni smési je
nutné pripravovat na ledu nebo chladové desti¢cce. DNA polymerdzu musime ne-
ustéle uchovavat pfi -20 °C a davame ji do reak¢ni smési az nakonec pfimo z mra-
zictho boxu.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerl a rozmezi velikosti v poctu bazi
sledovanych lokus(

Velikost PCR

Lokusy Sekvence primer( (5°-37) produktd (bp)

bcLK189 F: ACCATACGCATACCCAATAGA

R: AGTTTTCCTTTCCCACACAAT 140—170
beLK211 F: CCATTCTCCATAGGTTCATTG

R: ATGCTCCTTACTAAGTCAGATACAC 170—240
beLK228 F: CCCTAACCCTAGAATCCAATAA

R: GAGGAAGGCGACAAGTCATT 160—220
boLK253 F: AACACCATAGTGCAATGTGC

¢ R: TCCTCTTGTTGATGCCACTT 190—227

beLK263 F: CGATTGGTATAGTGGTCATTGT

R: CCATCATACCTTCTTGAAGAG 180—259
Ld30 F: TTGTAGGTGTGTATGAAAGTTCTG

R: TGCCACTCTATTTCCTTAATGCC 95—130
Ld31 F: TTGAACTAGGGAGATCCGGC

R: AATAAAATAGCATTCCATGTGTAGC 104—150
Ld42 F: TCGTATGCATTGTCCAAATTTCC

R: TCCAAGTGAGGTCACACGAG 162—191
Ld45 F: TGTGGGAGGTATAGCTTGGC

R: AGTAGGATGGAATGATGGAAACAC 198—216
Ld50 F: GAAGGCGACTTTACATGCCC

R: TCCATCTTTATGTCTCTTCCATGC 157—205
Ld56 F: AGCCATCGTGGTTCTTCTTTG

R: CTTGTAACTGTGCACCCACC 220—250
Ld58 F: AATGGCAAGAGCAGCAATCC

R: TCCAGGAATGATTTATCGAGAGC 131—191
Ld101 F: ACACCAAGGACTCTCTGACTAC

R: GGTGATTCCAGAAGCAGGTG 180—215
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Protokoly polymerazové ietézové reakce (PCR):

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

Ld31 F - 2 uM (6FAM), Ld31 R - 2 M

Ld50 F - 2 uM (PET), Ld50 R - 2 uM

bcLK189 F - 2 uM (NED), bcLK189 R - 2 uM
bcLK211 F - 2 uM (6FAM), bcLK211 R - 2 uM
bcLK228 F - 2 uM (VIC), bcLK228 R - 2 uM
bcLK253 F - 2 uM (NED), bcLK253 R - 2 uM

Redéni primeri:

Ptiprava TE pufru (1mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01mM EDTA) - 10 ml roztoku pfti-
pravime z 10 ul 1M Tris - HCl a 0,2 ul 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma - Aldrich) do 10 ml.

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (ImM Tris - HC, pH 8,0, 0,0lmM EDTA). Pfipra-
vime smés z primert v poZzadované koncentraci a v objemu dle poc¢tu analyzova-
nych vzorktl (napt. pro objem 100 ul napipetujeme ze zasobniho roztoku primerti
Ld31 F-2pul, Ld31 R-2ul, Ld50 F - 2 ul, Ld50 R - 2 pl, bcLK189 F - 2 pul, bcLK189
R - 2 pl, bcLK211 F - 2 pl, beLK 211 R - 2 pl, beLK228 F - 2 pl, beLK228 R - 2 il
bcLK253 F - 2 ul, bcLK253 R - 2 ul a doplnime 76 pl TE pufru).

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

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 pl

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,2 yl
Primer mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taqg 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 11,075 pl

Pfidat 0,8 ul templatové DNA

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

Krok  Teplota [°C] Cas Popis
1. 94 3 min Pocatecni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku

94 45 sec Denaturace

59 45 sec Annealing (nasednuti primeru)
4. 72 45 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1x
72 20 min Finalni elongace
4 Ulozn4 teplota Chlazeni amplifikath

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primerii a piiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

Ld42 F -2 uM (VIC), Ld42 R - 2 uM
Ld45F - 2 uM (6FAM), Ld45R - 2 uM
Ld56 F - 2 uM (NED), Ld56 R - 2 uM
Ld58 F - 2 uM (6FAM), Ld58 R - 2 uM
Ld101 F-2 uM (NED), Ld101 R - 2 uM

Redéni primert:
Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Ptipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkt (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zdsobniho roztoku
primerti Ld42 F-2 ul, Ld42 R - 2 pl, Ld45 F - 2 ul, Ld45 R - 2 pl, Ld56 F - 2 pl, Ld56
R-2ul,Ld58 F-2ul, Ld58 R -2 pl, Ld101 F - 2 pl, Ld101 R - 2 pl, a doplnime 80 pl
TE pufru).

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

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

Ld30F -2 uM (VIC), Ld30 R - 2 uM
bcLK263 F - 2 uM (PET), bcLK263 R - 2 uM
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Redéni primerii:
Provedeme nafedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace dle prikladu
multiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorktl (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primertt Ld30 F - 2 ul, Ld30 R - 2 ul, bcLK263 F - 2 ul, bcLK263 R - 2 pl a doplnime
92 ul TE pufru).

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 ul na 1 vzorek s vyuzitim QIAGEN’
Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 7,5l
primer mix 1ul
RNase — free water 4 pl
Q-Solution 1,5l

Pfidat 1 ul templatové DNA

(reagencie 2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix, RNase - free water, Q-Solution
jsou dodany vyrobcem v ramci kitu QIAGEN" Multiplex PCR Kit )

Teplotni rezim PCR
Krok  Teplota [°C] Cas Popis
1. 95 15 min Pocatecni denaturace
32 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 30 sec Denaturace
59 75 sec Annealing
72 60 sec Elongace
1x
5. 60 30 min Finalni elongace
4 Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd

Pozadované piistrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $picky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR s vicky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desti¢cka nebo ledova ttist, centrifu-
ga, teplotni cyklova¢
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2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbéiné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktid se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
DNA se pouzivéd fluorescenéni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze ptidat hned do rozpusténé-
ho teplého agarézového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani roztok nalit
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hiebinky s vhodnym poétem jamek dle
poctu testovanych vzorkt. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforé-
zu, vyjmou se hebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval asi
0,5 cm nad gel. Do slotii gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl) smichané s 4 pl
pufru (gel loading buffer, Sigma — Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych am-
plifikatti se do vybraného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder
(NEW ENGLAND Biolabs), 4 ul destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

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

Pozadované pfistrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, sada pipet a sterilni $picky, mikrovlnnd trouba, vortex, horizontalni
elektroforéza se zdrojem, dokumentaéni systém s UV translumindatorem, temnou
komorou (Darkroom), snimaci kamerou a softwarem pro zobrazeni gelt
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2.4 Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR
produktd

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se pro-
vadi na genetickém analyzatoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazo-
va fetézova reakce musi byt provedena s fluorescenéné oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzatoru na 5 konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET) a PCR
amplifikaty musi byt pfed fragmentac¢ni analyzou nasledujicim zptsobem denatu-
rovany na jednovlaknové fragmenty. Amplifikaty jednotlivych vzorki se napipetuji
po 1 ul do 96 jamkovych desti¢ek uréenych pro analyzatory a pak se ke kazdému
vzorku pridd 11 ul smési pripravené z Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0,
Applied Biosystem). Smés se pfipravuje v objemech 11 pl Formamidu a 0,4 pl veli-
kostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promicha. Po na-
pipetovani smési k amplifikatiim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby roztok
byl na dné jamek a inkubuje se 4 minuty pfi teploté 94 °C, dale nasleduje prudké
zchlazeni na ledu po dobu minimélné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentd
DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary napliiovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekd je zaloZena na hodnoceni fluorescence z fluorescenéné oznacenych
primert po excitaci laserovym zafenim. Pfistroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci a to umoziuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich divodt velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit z hle-
diska velikosti alel a fluorescenéniho zabarveni primerd.

Amplifikaty 13 vybranych lokust lze dle jejich velikosti a fluorescen¢niho znaceni
primert seskupit pro fragmentacni analyzy do 2 béht. Prvni béh zahrnuje amplifi-
kované lokusy multiplexu 1 (Ld31, Ld50, bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253).
V druhém béhu probiha fragmentacni analyza PCR produkti multiplexu 2 (am-
plifikované lokusy Ld42, Ld 45, Ld56, Ld58, Ld101) a zaroven multiplexu 3 (Ld30
a bcLK263); z téchto dvou multiplext se napipetuje do jamek po 1 pl, takze v kazdé
jamce budou 2 pl smési amplifikétii a na genetickém analyzatoru se budou soucasné
hodnotit velikosti 7 mikrosatelitovych markert.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktt se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikost-
niho standardu, ktery je pfiddvan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kiivku
a na jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentd.
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Pozadované piistrojové a materidlové vybaveni:
sada pipet a sterilni §picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, 96 jamkové destic-
ky prislusné k analyzatoru, geneticky analyzator

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické tiseky DNA s kodominantnim cha-
rakterem, v ptipadé diploidniho organismu jako je i modfin opadavy to zname-
n4, Ze u sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel
v pfipadé homozygota a v pfipadé heterozygota dvé rtizné hodnoty alel.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zjisténi klonové identickych jedinct se
velikosti alel hodnocenych lokust statisticky zpracovavaji (napt. za vyuziti statis-
tickych programit GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALI-
NOwsKI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND et ROUSSET 1995; ROUSSET 2008),
STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HUBISZ et al.
2009)). Pro kontrolu velikosti ode¢tenych hodnot mikrosatelitovych lokust véetné
ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN Oos-
TERHOUT et al. 2004).

Na zaklad¢ ziskanych hodnot genetickych charakteristik je mozné u porostt mod-
Finu opadavého hodnotit a porovnavat troven genetické diverzity, alelické varianty
a frekvence alel, genetické diferenciace mezi populacemi, hodnoty o¢ekavané a po-
zorované heterozygotnosti, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, odvozeni
popula¢nich struktur apod. Jedna z nejvyznamnéjsich genetickych charakteristik je
ohodnoceni genetickych vzdélenosti mezi populacemi, které Ize vypocitat na zakla-
dé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedincti (ramet) prislusnych klont. Vysledkem je zpracovana genotypizace
- ptehled hodnot alel zvolenych lokust — pro Setfené klony. Prislu$nost jedince ke
klonu je deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych lokustl.
V ptipadé pouziti vysoce polymorfnich markert lze pocet sledovanych markert
snizit, a tim sniZit i naklady na analyzy. Néktefi autofi, napf. SCHUELER et al. (2003),
Lacis etal. (2009, 2011) uvadéji ve svych publikacich vyuziti jen tfi az sedmi vysoce
polymorfnich markert.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy DNA analyz u modfinu opadavého pro ovérovani identity klo-
nu a ziskdni genetickych charakteristik pomoci jadernych mikrosatelitovych mar-
kert nebyly dosud pro podminky Ceské republiky popsany. Z divodu ekonomic-
kych i ¢asovych Uspor pti zpracovani vétsiho poctu vzorka byly metodické postupy
analyz polymorfnich SSR markert také optimalizovany z hlediska jejich seskupeni
do multiplexti. Vyznamnost novych postupt v pfedkladané metodice spociva ve
vyuziti DNA analyz pro objektivni ovéfovani prislusnosti ramet (jedincit) k urci-
tému ortetu (klonu). V pripadé semennych sadi modfinu opadavého dosavadni
systém kontroly deklarované identity zdroji reprodukéniho materidlu spocival
pouze v dokumentac¢ni evidenci a pfipadnou zaménu klont nebylo mozné zjistit.
Objektivni genetické hodnoceni spociva v pfimé analyze DNA jedinct s vyuzitim
polymorfnich jadernych mikrosatelitovych lokustl, jejichz velikosti jsou s presnosti
jednotek bdzi zaznamenavany na genetickém analyzatoru. Vystupem téchto analyz
je zpracovana multilokusova genotypizace (MLG), coz predstavuje databdzi veli-
kosti alel hodnocenych lokusti k jednotlivym klontim. Na zakladé této databaze se
posuzuje klonové prislusnost jedince ke klonu. Pro ziskani informaci o genetické
pfislusnosti naroubovanych jedinct v ramci klonu a proménlivosti mezi riiznymi
klony bylo potfebné vyhledat DNA markery, které vykazuji vysokou miru poly-
morfismu. Mezi nejvariabilnéj$i oblasti genomu patfi mikrosatelitové lokusy, které
se li$i v poctu opakovani zakladniho motivu. S vyuzitim genetického analyzatoru
ziskdme presné rozliSeni alel, kdy Ize zjistit i rozdilnou velikost amplifika¢nich pro-
dukti lisicich se pouze o jednu repetici motivu (u dinukleotidovych motivi jen
0 2 baze). Za ucelem ovéreni klonalni identity a zjisténi genetickych charakteristik
u modfinu opadavého bylo pro DNA analyzy zvoleno 13 jadernych mikrosatelito-
vych markert (Ld31, Ld50, bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, Ld42, Ld45,
Ld56, Ld58, Ld101, Ld30, bcLK263), jejichz PCR amplifikace byly optimalizovany
i za Ucelem seskupenti jejich analyz do multiplexti. Amplifikace a navazujici frag-
mentaéni analyzy provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a finan¢ni
usporu. Popsané metodické postupy byly odzkouseny pii ovéfovani klonové iden-
tity a genetické diverzity mezi klony u dvou semennych sadt modtinu opadavého
Pabozek a Bilovice.

20



IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Uplatnéni metodiky bude spocivat v ziskavani poznatkii o Grovni genetické diver-
zity zajmovych porosti modfinu opadavého za tGcelem vybéru vhodnych zdroji
reprodukéniho materialu a v ovérovani deklarované identity klonti u véech typt
klonovych vysadeb a semennych sadt. Uvedené metodické postupy by kromé moz-
nosti ovérovani klonové identity (genetické totoznosti) roubovanci ve stavajicich
semennych sadech mély byt také vyuzity statni spravou pfi naplnovani dotacni-
ho titulu pro nové uznavané semenné sady s modfinem opadavym. V piipadé, ze
vlastnik pfi zaklddani semenného sadu ¢i smési klont zazada o zarazeni genetické-
ho zdroje do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dre-
vin o dota¢ni podporu na zakladani a obhospodarovani téchto zdroju, je ovéreni
identity klont jednou ze zakladnich vstupnich podminek pro jejich zarazeni a zis-
kani dotace. Na zdkladé predkladanych metodickych postuptt DNA analyz bude
probihat vybérova kontrola genetické totoznosti roubovanct rostoucich v semen-
ném sadu s referenénim materialem rostlinnych vzorka odebranych ze zdrojovych
rodic¢ovskych stromil ve stejnou dobu, kdy byly odebirany rouby pro napéstova-
ni roubovancti. Referenéni vzorky se odebiraji za ptitomnosti zastupce UHUL -
koordinatora Nérodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfe-
vin a uchovavaji se v ultra nizkych teplotach (-80 °C).

V této metodice popsané postupy DNA analyz u konkrétné zvolenych 13 mikrosa-
telitovych lokust lze také vyuzit k ziskani informace o genetickém piivodu porov-
nanim genotypovych dat sledované populace s daty referen¢nich populaci z evrop-
ského aredlu ptivodniho vyskytu modfinu opadavého na zdkladé analyzy Structure.
Databazi genotypovych dat referen¢nich populaci postupné vybudovala vyzkumna
instituce INRA (Pierroton a Orléans). Vyznamné je pfi pfenosu reprodukéniho
materialu predev$im rozliSeni ekotypu alpského modiinu silné citlivého k néka-
ze rakovinou od sudetského modtinu, ktery této chorobé dobfe odolava. V ramci
spoluprace byla do Francie zasldna geneticka data ze semenného sadu Pabozek, kde
probéhla analyza Structure a bylo zji$téno, ze nékteré klony lze skute¢né povazovat
za Cisty sudetsky modfin, vétSina z nich vSak predstavuje pfimési s polskym mod-
finem a v pfipadé jednoho klonu s tatranskym modfinem, ale u Zadného klonu se
nejednalo o ptimés s modfinem alpského piivodu.

Predlozené metodické postupy jsou navodem pro ziskdni znalosti o Grovni gene-
tické diverzity, diferenciaci, heterozygotnosti a dal$ich genetickych charakteris-
tik u zdrojovych porostti reprodukéniho materialu, které jsou pii umélé obnové
lesa velmi dtlezité. Pfi vy$si drovni genetické diverzity 1ze predpoklddat zvySenou
adaptaéni schopnost k nepfiznivym podminkam prostredi, a tim zachovani stabi-
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lity lesnich ekosystémil. Predpoklddd se, ze informace o genetickych charakteristi-
kach porostti budou vyuzity jako podklady pro rozhodovaci fizeni, strategické pla-
novani a legislativni ¢innost statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce genofon-
du lesnich drevin a nakladani s reprodukénim materidlem. Dal$i mozné aplika¢ni
vyuziti ziskanych poznatki je pfi uznavani zdroju reprodukéniho materialu a jejich
zatazovani do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dre-
vin, véetné zarazovani vzorki z téchto zdroji do Narodni banky osiva a explantatt
lesnich dfevin, kdy lze pfedev$im na zakladé miry genetické diverzity rozhodnout,
které populace (porosty) je mozné zaradit jako cenné zdroje. Poznatky o diverzité
populaci také napomahaji plnit cile statni politiky Zivotniho prostfedi a mezina-
rodni zdvazky CR pfti ochrané biologické rozmanitosti. Metodické postupy ovéro-
vani identity klonti/ortetti pro semenné sady (popt. smési klonit) budou slouzit pro
potteby statni spravy a koordindtora Narodniho programu ochrany a reprodukce
genofondu lesnich dfevin (UHUL) pro aplikaci novych kontrolnich metod a dotaé-
ni politiky CR.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych jadernych mikrosatelitovych lokust, elektroforézy, fragmentaéni analyzy
a zpracovani molekuldrnich dat. Predstavené postupy byly odzkouseny na semen-
nych sadech modtinu opadavého Pabozek a Bilovice a ptiklady vystupti DNA ana-
lyz jsou uvedeny v ptiloze.

Moznosti uplatnéni miize komplikovat finan¢ni naro¢nost pristrojového vybaveni,
predevsim genetického analyzatoru pro fragmenta¢ni analyzy; ty je mozné si objed-
nat na zakazku u komer¢nich firem (napt. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny ustav,
s.r.0., BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupi, vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité zdroji reproduk¢niho materidlu modfinu opa-
davého, je ptinos celospolecensky. Souc¢asné dochazi i k naplnovani cili Narod-
niho programu - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovéfovat jejich identitu
metodou DNA markerti. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani
stabilnéjsich a odolnéjsich porostt, které budou zvy$ovat biologickou rozmanitost,
lépe se prizplisobovat moznym zménam klimatu, a tim prispivat k ochrané Zivotni-
ho prostfedi. Pti posuzovani ekonomickych aspekti nelze opomenout, Ze ochrana
biologické rozmanitosti predstavuje také naplnéni cili aktualizované Statni politi-
ky Zivotniho prostiedi Ceské republiky 2012-2020 schvélené usnesenim vlady ¢. 6
ze dne 9. ledna 2013 a Strategie ochrany biologické rozmanitosti Ceské republiky
schvalené usnesenim vlady CR ¢&. 620 ze dne 25. kvétna 2005. Vedle celospolecen-
skych prinost se da realné predpoklddat i zvySeni trzeb z prodeje dfeva u vlastniki
lesti v podobé budoucich zvysenych vynosi porostti modfinu, zalozenych z kvalit-
niho reprodukéniho materidlu.

Modfin opadavy je horska svétlomilna dfevina vhodna do porostnich smési. Dfevo
modfinu je znacné cenéno, je mékké, ale tvrdsi nez dievo nasich ostatnich péstova-
nych jehli¢nand. Vykazuje velmi dobré pevnostni vlastnosti, které jsou vSak zna¢né
zavislé na stanovisti. Dfevo se pouziva v interiérech (nabytek, obklady aj.) i exterié-
rech a jako souc¢ast naro¢nych stavebnich konstrukei. Vysoce cenéna je i pryskytice
modrfinu, nazyvana bendtsky terpentyn. Lepsi genetickd produkéni baze zvysu-
je kvantitativni téZebni potencidl a pfispiva tim ke zvySeni ekonomické Zivota-
schopnosti a konkurenceschopnosti trvale udrzitelného obhospodarovéni lest, coz
je jeden z cili Narodniho lesnického programu II (2013). Pfi reprodukci porosti
z kvalitnich genetickych zdroju je vy$si zaruka, Ze v dobé mytni zralosti porostii
modrfinu bude dosazeno vyssi kvantitativni (objemové) produkce. Rozdil porost-
nich zasob vztazenych k obmyti u porosti modiinu, které se nachazeji vsoucasnych
genovych zdkladnich (GZ) oproti ostatnim porostim na tzemi CR, lze prokazat
vysledky analyzy celostatnich informaci v datovém skladu. V zavislosti na rostou-
cim véku téchto porostil v rozmezi 100-130 let ¢ini ndrist objemové produkce
cca 77-99 m’ hal.

Zjisténé vysledky vykazuji tedy lepsi produkéni bazi v genovych zakladnach, pres-
toze je v podminkach CR pocet téchto GZ zatim nedostate¢ny a ziskand data se
tykaji pouze starSich porost nad 100 let. GZ modfinu oproti ostatnim porostim
modrinu také prokazuji zlep$eni relativni bonity o 2-3 stupné (pozn.: obdobné byla
zvy$ena bonita porostll v GZ zjisténa u analogicky provedenych Setfeni u dfevin
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smrk, jedle, buk, borovice a dub), coz bezprostredné souvisi s vy$si objemovou pro-
dukci. Za tcelem zvyseni objektivnosti ekonomickych propoctii bylo provedeno
srovnani modelové produkce podle nasich a zahrani¢nich riistovych tabulek. Pro
modiin opadavy existuji v CR riistové tabulky (IFER, 1996). Ty byly konfronto-
vany s rastovymi tabulkami pouZzivanymi v Dolnim Sasku v Némecku (WBR 86).
Produkénim cilem péstovani modfinu jsou jednotlivé stromy s co mozna nejvétsi
hmotnatosti a rovnym bezsukym kmenem. Modelovéa ekonomicka kalkulace oce-
kavanych pfinosti péstovani modfinu z kvalitnéjsiho reprodukéniho materialu
vztazena k mytnimu véku 130 let a k produkénimu rozdilu vzniklému zménou rela-
tivni bonity o 3 stupné, vyuziva produkéni ukazatele z rstovych tabulek modfinu
(IFER). Modelova kalkulace je zaloZena na rozdilu porostni zasoby hlavniho poros-
tu pramérné a lepsi bonity.

V modelové kalkulaci se neuvazuje s vy$§imi naklady na kvalitnéjsi reprodukéni
materidl. Zde vypocteny ekonomicky efekt v Ké/ha predstavuje tzv. hruby vynos
vlastnika (trzby z prodeje dfeva bez odpoctu ndkladit), ktery ziska vlastnik v diisled-
ku trzni realizace vét$iho objemu sortimentd surového dfivi. Jelikoz nejsou k dispo-
zici zaddné informace o sortimentni struktufe mytnich porostd modtinu, byly pou-
zity podily pilafskych vyfezi z porostnich sortimenta¢nich tabulek Dolniho Saska.
Pro kalkulaci ekonomického pfinosu modfinu se vychazelo z tidaji o domacim ob-
chodu s pilaiskou kulatinou modfinu na volném trhu dle zdznami CSU o vysled-
cich prodeje jehli¢natych sortimentd modfinu za vlastniky lesa za 1. ¢tvrtleti 2018.
Vysledna kalkulace hrubého ekonomického pfinosu 197 723 Kc.ha' vychédzela
z rozdilu v objemu pilarské kulatiny (463,3 m*ha" - 388,8 m*ha' = 74,5 m*ha™),
vztazeného k vazenému primeéru priamérnych cen surového drivi (2 654 K¢.m?).

Je nutno rovnéz pripomenout, Ze provedena kalkulace se zabyva pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Jen z dtivodu souc¢asné neznalosti
fady dal$ich pottebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypoctl zarazeny také
dodate¢né ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametrt poros-
td, které by se mohly projevit napt. v lepsi sortimentaci téZebniho fondu a v nasled-
ném vy$$im zpenézeni cennych vyfezt surového drivi.

Kalkulace hrubého ekonomického prinosu (tzv. ,,genetického zisku®) byla zalozena

na nasledujicich informa¢nich zdrojich :

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkova, Hradec Kralové,
2017-2018)

e Priimérné ceny surového dtivi pro tuzemsko za CR v roce 2018, CSU

e S1LABY, R. (ed.): Zavéry a doporuceni Koordina¢ni rady k realizaci Narodniho
lesnického programu IT, UHUL Brandys nad Labem, 2013
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e Statistik der Landesforstverwaltung Niedersachsen (WBR 86 — Tabelle 6)

e Ristové tabulky drevin Ceské republiky (modtin, jedle, jasan, bfiza, ole ¢erna,
topol, habr, akat, douglaska), IFER, 1996

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

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jednoho stromu jsou primérné
naklady 117,- K¢. Naklady u jednoho vzorku (stromu) na PCR produkty a nasled-
né fragmentacni analyzy ¢ini priblizné pro 13 lokust 266,- K¢, za predpokladu
provedeni analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupii. Nékla-
dy jsou kalkulovany k roku 2020 a je nutné zminit, ze cena chemikalii se postup-
né navy$uje. V uvedené kalkulaci nasich nakladd (vyzkumné pracovisté) nejsou
zahrnuty doplnkové naklady, ndklady na odpisy pfistrojového vybaveni, osobni
naklady, naklady na vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybave-
nosti (materialni i personalni) pracovisté. Pfi vyuziti sluzeb komer¢nich laboratori
je mozné se obratit napriklad na spole¢nosti SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny
ustay, s.r.o., BIOCEV.

VI DEDIKACE

Metodika vznikla za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucionalni podpora
MZE-ROO0118 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QK1810129 (Navrzeni me-
todickych postupti pro zavedeni systému kontroly deklarovaného ptivodu repro-
dukéniho materidlu vybranych lesnicky vyznamnych druhti dfevin pouzitého pro
umélou obnovu lesa pomoci analyz DNA v podminkéach CR).
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DETERMINATION OF CLONALLY IDENTICAL
INDIVIDUALS OF EUROPEAN LARCH
(LARIX DECIDUA MILL.) AND MONITORING
OF THEIR DIVERSITY BASED ON DNA
ANALYSES OF MICROSATELLITE MARKERS

Summary

European larch belonging to the pine family is a conifer with the original fragmented
occurrence in the mountainous areas of Central Europe. For this reason larch
produces a considerable number of ecotypes, which differ in the requirements
for specific habitats. In the Czech Republic, according to written records from the
16th century, the autochthonous occurrence of deciduous larch was only east of
the Hruby Jesenik, in the foothills of the Jeseniky Mountains and probably also in
the Nizky Jesenik (HEJNY et SLavik 1988). Larch is a mountain, light demanding
species with pioneer character. This species has medium demands on moisture
in the soil and in the air, it is well anchored in the soil, tolerating harsh climates
with large temperature fluctuations and the ability to settle unfavorable habitats
on rocks and rubble, where natural competition of other trees is limited. Larch has
found a number of applications in forestry for its valued wood and has been widely
distributed in Central Europe for the last 300 years (SvoBoDA 1953; URADNICEK
et al. 2009). DNA analyses of nuclear microsatellite markers can be used to gain
objective knowledge about clonal identity, genetic diversity, and the structure of
gene sources in reproductive material. Knowledge of the level of genetic diversity
is important for assessing the resistance of populations to environmental changes
or diseases. Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSR) are small
repetitive DNA sequences, these are highly variable markers and commonly used
in population genetic. The selected seed orchards of European larch Pabozek and
Bilovice were used to develop this methodology.

This methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, conditions
of polymerase chain reaction (PCR), separation, sizing of amplification products
and calculations of molecular data. Total genomic DNA was extracted using
a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) from 100 mg fresh needles
or 20 mg lyophilized needles. The SSR method is based on the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers. Thirteen variable microsatellite markers
bcLK189, bcLK211, bcLK228, bcLK253, bcLK263 (IsopA, WATANABE 2006), Ld30,
Ld31, Ld42, Ld45, Ld50, Ld56, Ld58, Ld101 (WAGNER et. al. 2012) were selected for
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DNA analysis (Table 1). PCR products were separated by capillary electrophoresis
using the Applied Biosystems 3500 genetic analyser.

The developed procedures of DNA analyses for objective determination of the
genetic diversity and the clonal identity of gene sources of reproductive material
will contribute to the quality of the reproduction material and to creating optimal
forest composition in order to maintain the ecological stability. The knowledge from
genetic monitoring is used in the state subsidy policy in the field of protection and
reproduction of genetic resources of forest trees and can be used in the amendment
of forestry legislation.
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