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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR
CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY
IN BLACK POPLAR (POPULUS NIGRA L.)
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for monitoring the genetic variability and for determination
the clonal identity in species black poplar. The methodology describes the processes
of sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain reaction (PCR),
separation and sizing of amplification products, and molecular data calculations.
The selected trees of black poplar from localities of Moravia and Bohemia were used
to develop this methodology. Eleven selected polymorphic nuclear microsatellite
markers with a more balanced frequency of represented allele sizes proved suitable
for finding the genetic parameters for verifying the levels of genetic diversity between
different genotypes and for determination of clonal identity in case of vegetative
reproduction of black poplar trees. This species is pioneer deciduous trees with
amelioration function and can be used as one of the alternative for reforestation
of the lower altitudes. Black poplar is native in the Czech Republic, but it was
neglected and greatly reduced in the past. Using the presented methodology of
DNA analysis, it will be possible to verify the genetic parameters of phenotypically
high-quality individuals and select suitable clones ensuring sufficient diversity for
the establishment of propagation stands and for conservation strategies.
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Zkratky pouzité v textu:

DNA deoxyribonukleova kyselina

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

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy DNA analyz s vyuzitim polymorfnich mikro-
satelitovych markert pro sledovani arovné genetické diverzity a zjistovani klonové
identity u topolu ¢erného jako vhodného alternativniho druhu dfeviny pfi znovu-
zalesniovani poloh s niz§i nadmortskou vyskou 1-2 LVS. Za timto ucelem se vyhle-
déavaji vhodné zdroje reprodukéniho materidlu. U fenotypové kvalitnich jedincti
bude mozné predstavenymi postupy DNA analyz ovéfit jejich genetickou kvalitu
a provést vybér vhodnych klont s dostate¢nou diverzitou pro zalozeni mnozitel-
skych porosti.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Topol cerny (Populus nigra L.) z ¢eledi vrbovitych (Salicaceae) je mohutny strom
30-40 m vysoky, s priimérem kmene 1-2 m, na jehoz bézi se vytvareji vyrazné ko-
fenové nabéhy. K jeho vyssi vitalité prispivd, Ze vytvati jak hluboké koteny jdouci
za spodni vodou, tak i kofeny do $iroka rozprostiené blizko ptidniho povrchu, pre-
sahujici zna¢né obvod koruny. Topol ¢erny vynika vysokou vymladnou schopnosti
na kmeni i na pafezu a lze jej snadno mnozit fizkovanim. Je to dvoudomy strom
s previslymi sami¢imi nebo sam¢imi jehnédami. Zpocatku vysokou kli¢ivost velké-
ho mnozstvi ochmyfenych semen rychle ztraci. Je naro¢ny na dostatek svétla a ani
v mladi nesnasi zastinéni. Na izemi CR je ptivodnim druhem s pfevaznym zastou-
penim v luznich lesich u velkych fek a jejich ptitokd. Je to rychlerostouci drevina,
jejiz dfevo se uzivalo v truhlarstvi, bednafstvi, fezbafstvi a na palivo. Vyznamné
uplatnéni nachazi pfi vysadbach stromoradi vytvarejicich ochranné pasy a jako
krajinotvorny prvek (HEJNY, SLAViK 1990; URADNICEK et al. 2009). V minulosti byl
lidskou ¢innosti zna¢né redukovan a nahrazovan ekonomicky atraktivnéjsimi dru-
hy dfevin a produktivnéjsimi kultivary topolu kanadského (BURIANEK, NOVOTNY

2016).

V poslednich letech vlivem extrémnich vykyvt pocasi a dlouhodobych period su-
cha dochazi k destrukci luznich lest a hromadnému odumirani péstovanych jasa-



nt a ol$f ptisobenim houbovych patogenti (CiZkovA et al. 2018). Pro udrzeni eko-
logické stability krajiny, zachovani vegeta¢niho pokryvu, kvality vod, omezeni de-
gradace a eroze lesni pidy a zmirnéni propadu produkce dfeva se ovétuji efektivni
postupy obnovy lesa s vyuzitim vhodnych alternativnich druht drevin, ke kterym
se fadi i topol ¢erny. Snasi plny osvit, plni melioraéni funkce a jeho dfevo lze vyuzit
pro néktera technicka zpracovani a na palivo. Na prirozenych stanovistich se za-
chovaly pouze zbytkové porosty nebo jen jedinci na lokalitach ve stfednim Polabi,
Poohti, v moravskych uvalech, v povodi Odry, Ostravice a Moravky (BURIANEK,
NovoTNY 2016). Pro opétovné rozsifeni topolil a jeho vyuziti v obnové lesa a kra-
jiny je pottebné ziskavat kvalitni zdroje reprodukéniho materialu. V terénu se vy-
hledavaji na zakladé morfologickych znakt fenotypové kvalitni stromy, u kterych
se s vyuzitim DNA analyz zji$tuji genetické charakteristiky. Zjistovani genetické
struktury vybranych stromi je vyznamné pii jejich navrzeni k uznani zdroji re-
produkéniho materialu pro moznost vylouceni blizce p¥ibuznych a zejména iden-
tickych genotypt, které mohou vznikat vzhledem k velmi dobré kofenové vymlad-
nosti topolu ¢erného (SvoBopa 1957). Ziskani dostatecné geneticky variabilniho
potomstva je podstatné pro adaptaéni schopnost budoucich porosti v ménicich
se podminkach zivotniho prostfedi (SMULDERs et al. 2008a). Pfi zakladéani se-
mennych sadd nebo smési klont je vhodné ovérit genetickou diverzitu vybranych
zdrojovych jedincti (rodi¢t rodiny). DNA analyzy lze déle vyuzit u zalozenych
smési klont a semennych sad pro naslednou objektivni kontrolu spravné identity
deklarovanych kloni. Pro geneticka studia se ovéfuji vhodné polymorfni mikro-
satelitové markery (Simple Sequence Repeats — SSR), jejichz postupy analyz tato
metodika podrobné popisuje. Vyuziti mikrosatelitti jako DNA markert bylo jiz
popséano u fady druht lesnich dfevin (SCHUELER et al. 2003; VORNAM et al. 2004;
MAGHULY et al. 2006; UNGER et al. 2011; WAGNER et al. 2012; PLUESS, MAATTANEN
2013; MACHOVA et al. 2018; D1 P1ETRO et al. 2020) vcetné topolu ¢erného (FOSSATI
et al. 2003; SMULDERS et al. 2008b; WOJKIEWICZ et al. 2021).

Mikrosatelity predstavuji kratké repetice nejcastéji slozené ze 2-4 bazi nukleoti-
dovych motivti, které se u jednotlivcu lisi jejich poétem, tedy délkou mikrosateli-
tovych lokusti. Pro vyhodnoceni jejich délky, ktera se u vétsiny markert pohybuje
mezi 100-300 bazemi, je nutné specifické tseky v ramci celého genomu rozpoznat,
coz se déje jejich namnoZzenim v mnohondasobné kopie pomoci polymerazové reté-
zové reakce (PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleo-
tidy vétsinou dlouhé kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi
sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifi-
kace, stavebni jednotky nukleotidy a pufry upravujici prostfedi probihajici reakce.
PCR reakce probihaji v teplotnich cyklech za ti¢elem rozdéleni DNA dvousroubo-
vic na jednotliva vlakna (pfi teploté kolem 94 °C), nasednuti primert na specificka



mista (vétsinou mezi 50-60 °C) a tvorbu novych cilenych dvoufetézcovych usekii
(nejcastéji pri 72 °C). Opakovanim téchto cykli exponencidlné pribyvaji kopie
specifického tseku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy PCR (koncentrace
reak¢nich slozek, teploty a ¢asy cykll) je nutné zoptimalizovat, abychom ziskava-
li jednozna¢né a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich presné velikosti, ziskané
pomoci fragmenta¢ni analyzy na genetickém analyzatoru, se statisticky zpracova-
vaji pro ziskani genetickych charakteristik sledovanych dfevin. Specifické jaderné
SSR markery maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od
heterozygotd.

Topol ¢erny se stal ohrozenym druhem fi¢nich ekosystémt i v fadé dalsich evrop-
skych zemi, ve kterych se pro zachranu jeho genofondu sleduje genetické diverzita
zbyvajicich porost pomoci analyz mikrosatelitovych markerd Smulders 2008a,
2008b; RATHMACHER et al. 2010; TROBER, WOLF 2015; CORTAN et al. 2016; CIFTCI
et al. 2017; WOIKIEWICZ et al. 2021).

Predstavené metodické postupy DNA analyz umoziiuji u vybranych stromi topolu
¢erného zjistit uroven jejich genetické diverzity a navrhnout je k uznani za zdroje
kvalifikovaného reprodukéniho materidlu za ucelem zachovani stavajictho geno-
fondu.

2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Pro ziskani kvalitnich izolatti DNA je nejvhodnéj$im terminem odbéru rostlinné-
ho materidlu jarni obdobi, kdy Ize odebirat pupeny nebo mladé listy. Pti pouziti
starych listd se z dvodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharidu snizu-
je kvalita i kvantita izolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA eluatu
miize zkomplikovat nebo znemoznit navazujici analyzy. P¥i zpracovani vy$siho po-
¢tu vzork je vyhodnéjsi odebirat mladé listy, protoze zpracovani pupent je ¢asové
evidence, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se jiz pfi odbéru oznaci, ulozi
do mikroténového sacku a udrzuji pfi nizké teploté priblizné 4 °C (napt. lze pou-
zit chladici tasky s namrazenymi destickami), abychom zabranili degradaci DNA.



Idealni je vzorky co nejrychleji prepravit ke zpracovani do laboratore. DNA Ize izo-
lovat z ¢erstvého, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materialu. V pti-
padé, Ze izolace DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkd, je nutné vzorky
po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou veli-
kost apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i moznosti, jak dlouhodobé uchovat
vzorky, je jejich vysuseni s vyuzitim lyofilizatoru a nasledné vzduchotésné uzavieni.
Lyofilizovany materidl Ize skladovat pti pokojové teploté a snadnéji se s nim mani-
puluje pfed homogenizaci, protoZe odpada nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izo-
laci DNA u lesnich dfevin se v nasi laboratoti nejlépe osvéd¢ila metoda vyuzivajici
soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle
dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Tato metoda izolace je pomérné ¢aso-
vé nendro¢na a ziskaji se dostate¢né kvalitni DNA eluaty. Pfed zahdjenim vlastniho
postupu izolace se piida ethanol ke koncentratim pufra AW1 a AW2. Inkuba¢ni
lazen se nechd nahtivat na 65 °C. V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1a AW1
se roztoky nahteji pro odstranéni téchto srazenin.

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

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

2. Krozdrcenému vzorku se napipetuje 400 ul pufru AP1 a nasledné 4 ul RNézy
A. Pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protfepat. Ziskana smés se necha
inkubovat 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat 2-3 x
prevracenim zkumavek.

3. Prida se 130 pl pufru P3, kratce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi rychlosti 14 000 otacek za minutu
(rpm).

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

5. Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky
s ode¢tenim ziskaného objemu. Ddvame pozor, abychom nenabrali pfipadny
pelet.
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6. Pridame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5ndsobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim a vypousténim pomoci mikropipety
vzniklou smés promichdme.

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

8. DNeasy Mini Spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, ptidame 500 pl
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pfi 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

9. Ptidame dal$ich 500 ul pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pii rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné DNeasy Mini Spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

10. Pfeneseme DNeasy Mini Spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky.

11. Pfidame 100 pl AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu DNeasy Mini
Spin kolonky. Nechame inkubovat 5 minut pti pokojové teploté a poté centri-
fugujeme 1 minutu pfi rychlosti 8 000 rpm. Ziskame 100 ul prvniho eluétu.

12. Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu. Vzorky DNA skladu-
jeme pii -20 °C, pro dlouhodobé uchovani prti -80. °C

Pozadované ptistrojové a materialové vybaveni:

analytické véhy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikroz-
kumavky

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

Kvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatu.
U izolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/pl a Cistotu na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm s vyuzitim spektrofotometru na mikroobjemy.
Hodnoty pro optimalni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7 - 1,9, nizsi nebo
vy$$i hodnoty indikuji pfitomnost dalsich nezadoucich latek (napt. proteind, feno-
lickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/ul je vhodné pro optimalni
prubéh PCR amplifikace nafedit AE pufrem.
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2.2 Postupy PCR amplifikace

Pro zjistovani urovné genetické diverzity stromu topolu ¢erného a ovéfovani ge-
neticky identickych jedinct byly optimalizovany postupy DNA analyz s vyuzitim
jadernych mikrosatelitovych markert - nuclear simple sequence repeats (nSSR).
Pii vypracovavani metodickych postupti bylo testovano 22 markerd. Pro optimaélni
postupy hodnoceni a ziskani objektivnich vysledkt analyz byl vybér zaméten na
mikrosatelitové markery dostate¢né polymorfni a zaroven s vyrovnanéjsi frekven-
ci zastoupenych velikosti alel. Vybrano bylo 11 jadernych mikrosatelitovych mar-
kerti: WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMS10, WPMS11, WPMS13, WPMS14,
WPMS16, WPMS19, WPMS21, WPMS22 (tab. 1). Sekvence primerti zvolenych
markerti byly publikovany autory VAN DER SCHOOT et al. (2000) a SMULDERS et
al. (2001). Byly optimalizovany koncentrace reakénich smési prislusnych chemic-
kych komponent (tab. 2) a teplotni cykly polymerazovych fetézovych reakci (PCR)
(tab. 3, 4, 5) pro ziskani jednoznac¢nych a velikostné prislusnych amplifikatt zvo-
lenych lokust. Optimalizace probihaly i za ucelem seskupeni PCR amplifikaci do
multiplexd, aby z divodu ¢asovych a finan¢nich tspor mohly probihat analyzy mi-
nimalné dvou a vice markert najednou. PCR amplifikace 11 vybranych markert
byly sestaveny do tf{ multiplexti podle velikosti amplifikovanych lokust a shodnosti
reakénich podminek. PCR chemikalie je nutné udrzovat v chladu a i ptipravu re-
akéni smési je potifebné délat na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA polymerazu
musime neustale uchovévat pti -20 °C a pipetujeme ji do reakéni smési az nakonec
jen s kratkym vyjmutim z mraziciho boxu.

Protokoly polymerazové fetézové reakce (PCR):

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

WPMSO01 F - 2 uM (VIC), WPMSO01 R - 2 uM

WPMS04 F - 2 uM (PET), WPMS04 R - 2 uM

WPMSI11 F - 3uM (NED), WPMS11 R - 3 uM

WPMSI3 F - 1 uM (6FAM), WPMSI3 R - 1 uM

WPMS19 F - 1 uM (6FAM), WPMS1I9R - 1 uM

Redéni primerii:

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HC, pH 8,0, 0,01 mM EDTA) - 10 ml roztoku
ptipravime z 10 pl 1M Tris — HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma-Aldrich) do 10 ml.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerd a rozmezi velikosti v poctu bazi
sledovanych lokus(

Lokus/motiv repetice Sekvence primeru (5°-3°) Velikost PCR produkta

(bp)
WPMSO01 F: AACCACTATGCCACCTTCTT 11165
(GA),, R: AACTAACTCCATTCATTGCTAAA
WPMS04 F: TACACGGGTCTTTTATTCTCT 231319
(GT),, R: TGCCGACATCCTGCGTTCC
WPMS07 F: ACTAAGGAGAATTGTTGACTAC 291271
(GT),, R: TATCTGGTTTCCTCTTATGTG
WPMS10 F: GATGAGAAACAGTGAATAGTAAGA 230266
(GT),, R: GATTCCCAACAAGCCAAGATAAAA
WPMS11 F: TAAAGATGATGGACTGAAAAGGTA 175997
(GT),, R: TAAAGGAGAATATAAGTGACAGTT
WPMS13 F: GATCCTGAACAATGTCGTACTTC
(GT),, R: ACGATAACCTGCGAGAAATGT 102—144
WPMS14 F: CAGCCGCAGCCACTGAGAAATC 208288
(CGT),,, R: GCCTGCTGAGAAGACTGCCTTGAC
WPMS16 F: CTCGTACTATTTCCGATGATGACC 133163
(GTC),(ATCCTC), R: AGATTATTAGGTGGGCCAAGGACT
WPMS19 F: AGCCACAGCAAATTCAGATGATGC
(CAG),, R: CCTGCTGAGAAGACTGCCTTGACA 185—245
WPMS21 F: TGCTGATGCAAAAGATTTAG
(GCT),., R: TTGGAACTTCAACATTCAGAT 270—324
WPMS22 F: ACATGCTACGTGTTTGGAATG
(TGA),, R: ATCGTATGGATGTAATTGTCTTA 82—160

Forward (F) i revers (R) primery natedime na zasobni roztoky 100pM koncentra-
ce (100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA).
Ptipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorka (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobniho roztoku
primerdt WPMS01 F - 2 ul, WPMSO01 R - 2 pl, WPMS04 F - 2 ul, WPMS04 R -
2 ul, WPMSI11 F - 3 ul, WPMSI1 R - 3 pl, WPMS13 F - 1 pl, WPMSI3 R - 1 yl,
WPMSI19 F - 1 ul, WPMS19 R - 1 pl a doplnime 82 pl TE pufru).

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymerase (In-
vitrogen by Life Technologies) s reakéni smési v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek
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Tab. 2: SlozZeni reakéni smési na PCR amplifikaci

Reak¢ni smés

Objem na 1 vzorek

10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5l
50 mM MgCl, 0,6 pl
10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,2 ul
Primer mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl
H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,875 pl

Pfidat 1 uyl templatové DNA

(chemikalie Polymerase Platinum Tagq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCL,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou Platinum Taq)

Tab. 3: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocéatecni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 30 sec Denaturace
53°C 30 sec Annealing (nasednuti primert)
72°C 60 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1x
72°C 10 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikatti

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a piiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

WPMS07 F -2 uM (PET), WPMS07 R - 2 uM
WPMSI10 F -2 uM (VIC), WPMS10R - 2 uM
WPMS16 F -2 uM (VIC), WPMS16 R - 2 uM
WPMS22 F - 2 uM (6FAM), WPMSI16 R - 2 uM
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Redéni primerii:
Provedeme naredéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Pfipravime smés z primertl v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analy-
zovanych vzorki (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobniho roztoku pri-
mertt WPMS07 F - 2 pl, WPMS07 R - 2 ul, WPMS10 F - 2 ul, WPMS10 R - 2 p,
WPMSI16 F -2 ul, WPMS16 R - 2 pl, WPMS22 F - 2 ul, WPMS22 R - 2 pl a dopl-
nime 84 pl TE pufru).

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

Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci je stejné jako u multiplexu 1.

Tab. 4: Teplotni rezim PCR

Krok  Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocate¢ni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
55°C 45 sec Annealing (nasednuti primeru)
72°C 105 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1%
72°C 10 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikatt

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

WPMS14 F - 1 uM (NED), WPMS14 R - 1 uM
WPMS21 F - 2 uM (6FAM), WPMS21 R - 2 uM
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Redéni primerii:
Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace dle ptikladu

multiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkd (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primertt WPMS14 F — 1 ul, WPMS14 R - 1 pl, WPMS21 F -2 pl, WPMS21 R -2l
a doplnime 94 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

Slozeni reak¢ni smési pro PCR amplifikaci stejné jako u multiplexu 1.

Tab. 5: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocéatecni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
60 °C 45 sec Annealing
72°C 105 sec Elongace
1x
72°C 10 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozné teplota Chlazeni amplifikatl

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $picky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR s vicky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka nebo ledova tfist, centrifu-
ga, teplotni cyklovac
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2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktti se provadi pomoci
horizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim v 0,5 x TBE puf-
ru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku.
K rozpousténi je vhodné pouzit mikrovinnou troubu a proces rozpousténi je nutné
sledovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych frag-
mentd DNA se pouziva fluorescenéni barvivo napf. GelRed (GelRed™Nucleic
acid Gel Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze ptidat hned do
rozpusténého teplého agardzového roztoku v poméru 1 : 10 000 a po promichani
se gel naleje do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hfebinky s vhodnym po-
¢tem hrott dle poétu testovanych vzorkd. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany
pro elektroforézu, vyjmou se hiebinky a prilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok
presahoval asi 0,5 cm nad gel. Do slott gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl)
smichané se 4 ul pufru (gel loading buffer, Sigma-Aldrich). Pro porovnani velikos-
ti ziskanych amplifikatii se do vybraného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp
DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl destilované vody a 2 ul pufru (gel
loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potfebna doba trvani elektroforézy je zpoc¢atku 30 minut pfi 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. Priklad elektroforetického zdznamu amplifi-
ka¢nich produktt testovaného markeru WPMSI11 je uveden v priloze (obr. 1).

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, sada pipet a sterilni $picky, mikrovlnnd trouba, vortex, horizontalni
elektroforéza se zdrojem, fluorescenéni dokumentacni systém gelt
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2.4 Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR
produktt

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
razova fetézova reakce musi byt provedena s fluorescencné oznacenymi primery
(pro uvedeny typ analyzatoru na 5" konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET)
a PCR amplifikaty musi byt pfed fragmenta¢ni analyzou nésledujicim zptisobem
denaturovany na jednovlaknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych
vzorki napipetuji po 1 ul do 96 jamkovych destic¢ek urc¢enych pro analyzatory (napft.
MicroAmp 96 Well Reaction Plate od ABI Applied Biosystem), pak se ke kazdému
vzorku pridd 11 pl smési pfipravené z Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ' Size standard v 2.0,
Applied Biosystem). Smés se pripravuje v objemech 11 pl Formamidu a 0,4 pl veli-
kostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promicha. Po napi-
petovani smési k amplifikatim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby se roztok
stdhl ke dnu jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94 °C, nasleduje
prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentt
DNA v tenké kapilate naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary napliiovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekt je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primert po excitaci laserovym zafenim. Pfistroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finanénich dévodir velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit z hle-
diska velikosti alel a fluorescenéniho zabarveni primert.

Amplifikaty 11 markert u kazdého Setfeného jedince topolu ¢erného byly ziska-
ny ve tfech seskupenich (multiplexech). Fragmenta¢ni analyzy podle multiplexti
probihaji ve tfech bézich. Prvni béh zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1
(WPMSO01, WPMS04, WPMSI11, WPMS13, WPMS19), v druhém béhu probiha
fragmenta¢ni analyza PCR produktt multiplexu 2 (WPMS07, WPMS10, WPMS16,
WPMS22) a ve tfetim béhu multiplexu 3 (WPMS14 a WPMS21). Ukazka vystupu
fragmentadni analyzy z genetického analyzatoru pro jedince topolu ¢erného u mul-
tiplexu 1 je uvedena v priloze (obr. 2). Po provedené denaturaci se desticka vklada
do genetického analyzatoru.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktt se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikost-
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niho standardu, jenz je pfidavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku a na
jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentu.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:
sada pipet a sterilni §picky, vortex, teplotni cyklova¢, centrifuga, 96jamkové destic-
ky prislusné k analyzatoru, geneticky analyzator

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické tseky DNA s kodominantnim cha-
rakterem. U topolu ¢erného s diploidni sadou chromozémil (2n) to znamena, ze
u sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel v pfi-
padé homozygota a v pripadé heterozygota dvé rizné hodnoty alel.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zjisténi klonové identickych jedinct se veli-
kosti alel hodnocenych lokust statisticky zpracovavaji, napt. za vyuziti statistickych
programi GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALINOWSKI et
al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, 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 lokusii véetné ohodnoceni
frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et
al. 2004).

Na zikladé ziskanych hodnot genetickych charakteristik 1ze u porostti topolu cer-
ného hodnotit a porovnavat aroven genetické diverzity, alelické varianty a frekven-
ce alel, genetické diferenciace, hodnoty ocekdvané a pozorované heterozygotnosti,
odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, odvozeni popula¢nich struktur apod.
Ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi (porosty) lze vypocitat na
zakladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972). V pripadé ovéfovani
klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lokust u jedinct (ra-
met) prislusnych klonti (ortettl) v ramci vypracované multilokusové genotypizace
(MLG) - ptehled hodnot alel sledovanych lokust - pro $etfené klony. Pfislu$nost
jedince ke klonu je deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vech analyzo-
vanych lokusti. Zhodnoceni genetické pribuznosti probihd s vyuzitim statistického
programu (napf. GenAlEx 6.5) parovym porovnanim ziskanych multilokusovych
genotypu u $etfenych stromi. Pro optimalni vypovidaci hodnotu pti sledovani
identity nebo diverzity topolti ¢ernych byl vybér mikrosatelitovych markerti zamé-
fen na markery dostatecné polymorfni a zdroven s vyrovnanéjsi frekvenci zastou-
penych velikosti alel.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Popis metodickych postuptt DNA analyz s vyuzitim mikrosatelitovych markert pro
ovétovani genetické variability u topolu ¢erného nebyl dosud pro podminky CR
publikovan. Za tucelem sledovani genetické diverzity u topola ¢ernych vyhledava-
nych v terénu podle morfologickych znakt bylo vybrano 11 jadernych mikrosate-
litovych markert: WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMS10, WPMS11, WPMS13,
WPMS14, WPMS16, WPMS19, WPMS21, WPMS22 (VAN DER SCHOOT et al. 2000;
SMULDERS et al. 2001), jejichZ optimalizované postupy DNA analyz jsou v metodice
podrobné uvedeny a velikosti jejich alel byly ziskany fragmenta¢ni analyzou na ge-
netickém analyzatoru Applied Biosystem 3500 (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA). Pro ziskani informaci o genetické variabilité topolu ¢erného bylo potfebné
zvolit DNA markery, které vykazuji vysokou miru polymorfismu. Mezi nejvariabil-
néjsi oblasti genomu patii mikrosatelitové lokusy, které se li§i v poctu opakovani
zdkladniho sekven¢niho motivu nukleotidovych bazi. Pro sledovani diverzity mezi
jedinci bylo cilem ziskat soubor otestovanych markert, které jednotlivé topoly po
genetické strance dobre odlisi. Markery byly vybrany na zakladé hodnot jejich ge-
netickych charakteristik ziskanych po provedenych analyzach u souboru 239 to-
polt ¢ernych z moravskych a ceskych lokalit. Pro optimalni vypovidaci hodnotu
studia diverzity mezi jedinci byl vybér zaméfen na mikrosatelity nejen dostate¢né
polymorfni, ale i s vyrovnanéjsi frekvenci zastoupenych alel (obr. 3 - ptiloha). Vy-
sledkem fragmentac¢nich analyz je vypracovana databdze, kterou predstavuji u Se-
trenych jedinct velikosti alel k jednotlivym lokustim (tab. 2 - pfiloha). Po statis-
tickém zpracovani genetickych veli¢in ziskdme zhodnoceni genetické pribuznosti
mezi topoly a informaci o identickych genotypech v ptipadé vegetativné namnoze-
ho spektra genotypti, kdy lze predpokladat i vyskyt genti s potencialem ptizpusobit
se zméndm a vykyvim Zivotnich podminek. Vyznamnost uvedenych metodickych
postuptl spociva v objektivnim ovérovani klonové totoznosti a sledovani genetické
diverzity mezi jedinci a porosty pfimou analyzou DNA, jejiz struktura (sekvence
nukleotidil) je nezévisla na zménach podminek prostfedi. Z divodu ekonomic-
kych i ¢asovych uspor pti zpracovani vétsiho poctu vzorku jsou metodické postupy
analyz mikrosatelitovych markert optimalizovany i z hlediska jejich seskupeni do
multiplexti. DNA analyzy 11 vybranych markert byly optimalizovany do tii mul-
tiplext podle velikosti amplifikovanych lokusti a shodnosti reakénich podminek
jejich PCR amplifikace.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Predlozené metodické postupy jsou ndavodem pro ziskani znalosti o velikostech
a frekvencich alel, Grovni heterozygotnosti a dalsich charakteristikach genetické
diverzity pfimym studiem genomu u topolu ¢erného za tucelem vybéru dostate¢né
variabilnich zdrojt reprodukéntho materidlu pro ziskani geneticky rtiznorodych
porostll pti umélé obnové lesa. Zjistovani genetické struktury u fenotypové kva-
litnich stromti je vyznamné pii jejich navrzeni na uznané zdroje reprodukéniho
materidlu pro ovéreni genetické pribuznosti a vylouceni vegetativné namnozenych
identickych genotypt, které vznikaji u topolu ¢erného z dtivodu silné vymladnosti
na parezech i kofenech (SvoBopa 1957).

Topol ¢erny byl v minulosti lidskou ¢innosti silné redukovan a za ohrozenou dre-
vinu je povazovan jiz od poloviny 20. stoleti (CiZkovA et al. 2020). V Cerveném
seznamu ohrozenych druhii rostlin Ceské republiky je zatazen do kategorie kriticky
ohrozenych druht (HrCkaA 2016). Zachrana ohrozeného genofondu topolu ¢erné-
ho je fesena i v ramci mezinarodni spoluprace (EUFORGEN, IUFRO). Zachovani
a zpétné rozsirovani tohoto lesnicky opomijeného autochtonniho druhu topolu je
v soucasné dobé vyznamné v souvislosti s hromadnym odumiranim hospodarsky
vyznamnych dfevin v nizsich polohdch, jako jsou napt. jasany a ol$e v dusledku
ptsobeni nepiiznivych klimatickych zmén a houbovych patogent (CizkovA et al.
2020). Topol ¢erny prirozené se vyskytujici v povodi tokd nejnizsich zemépisnych
poloh je svym pionyrskym charakterem rtistu vhodnou soucasti dievinné skladby
pro rychlé znovuzalesnéni rozsahlych ploch v oblasti luznich lesti. K obnové lesa
prispivaji topoly jako ptipravné dfeviny s meliora¢ni funkei a ¢aste¢né mohou na-
hrazovat i produkci dfeva. Pti zakladani porostti odolnych k vykyvtim klimatickych
podminek je podstatné vychazet z dostate¢né geneticky variabilni mnozitelské za-
kladny, coz lze ovétovat na zakladé analyz DNA.

Popsané metodické postupy ovéfovani genetické diverzity jedincii a porostt topolu
¢erného budou slouzit pro potfeby statni spravy a koordinatora Néarodniho pro-
gramu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin (UHUL). Dalsi uplatnéni
ziskanych znalosti o geneticky podminéné proménlivosti se predpoklada pri aktu-
alizaci souvisejicich legislativnich predpisti v oblasti ochrany a reprodukce geno-
fondu lesnich dfevin a naklddani s reprodukénim materidlem a jako podkladu pro
aktualizace Oblastnich plani rozvoje lesa.

Poznatky o diverzité populaci také napomahaji plnit cile Statni politiky Zivotniho
prostredi CR, Strategie ochrany biologické rozmanitosti CR 2016-2025, Statni pro-

gram ochrany piirody a krajiny Ceské republiky pro obdobi 2020-2025 a mezina-
rodni zdvazky Ceské republiky pii ochrané biologické rozmanitosti.
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Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybranych
jadernych mikrosatelitovych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpraco-
vani molekuldrnich dat. Pfedstavené postupy byly odzkouseny na vybranych jedin-
cich topolu ¢erného a pfiklady vystuptt DNA analyz jsou uvedeny v pfiloze.

Moznosti uplatnéni miize komplikovat finanéni naro¢nost ptistrojového vybaveni
predevsim genetického analyzatoru pro fragmentaéni analyzy. Ty je mozné si ob-
jednat na zakazku u komerénich firem (napt. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny
Gstav, s.r.o., BIOCEV).

V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o urovni genetické variability a klonové identifikaci reprodukénich
zdroju topolu ¢erného je pfinos pro lesni hospodarstvi, které pri aktualni potrebé
fesit obnovu luznich lestt mtize pii vysadbé topolu ¢erného pouzit reprodukéni ma-
terial se zajisténou vysokou urovni genetické diverzity.

Topol &erny jako ptivodni druh v niZinnych povodich fek CR, vyzadujici plné
oslunéni a plnici meliora¢ni funkci se vyznacuje vhodnymi vlastnostmi prikop-
ni dfeviny pro lokality pfirozenych luhti (SvoBopa 1957). Pti péstovani pfiprav-
nych porosti 1ze predpokladat, Ze porosty s vy$si genetickou variabilitou budou
lépe odolavat nepriznivym podminkam zivotniho prostredi, které se v poslednich
letech vlivem prudkych vykyvi pocasi a dlouhych period sucha na vét§iné stanovist
zhor$uji. Dal$im ekonomickym aspektem je pfinos v ¢aste¢né nahradé produkee
dreva cennéjsich hospodarskych drevin, jejichZ porosty jsou postizeny hromadnym
hynutim v diisledku kalamitniho vyskytu $kéidct. Pfi vybéru morfologicky i gene-
ticky kvalitnich vychozich jedinct pro ucely obnovy lesa z kvalitnich genetickych
zdroji je vy$si zaruka, ze v dobé mytni zralosti porostt bude dosazeno vyssi kvanti-
tativni (objemové) produkce, coz prispiva ke zvyseni konkurenceschopnosti trvale

udrzitelného obhospodarovani lest. Dfevo rychlerostouciho topolu éerného je po-
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vazovano z topolovych druht za nejcennéjsi a sklada se z jadra a béli, je velmi lehké,
mékké, malo ohebné a dosti trvanlivé. Do véku 50-60 let ma velky podil zdravého
dreva, ve vy$$im stari znehodnocuje dfevo hniloba. Upottebeni dfeva je v truhlai-
stvi, fezbafstvi, bednafstvi a na palivo. Kvalitni kmeny lze vyuzit na vyrobu dyh
predevsim pro nabytkarstvi. I ostatni ¢asti stromu lze vyuzZivat, napiiklad karu jako
néahradu korku . (SvoBopa 1957).

Vyuzivani metodickych postupt umoznujicich ziskani geneticky ovérenych vari-
abilnich, a tedy adaptabilnéjsich porostii topolu ¢erného je prinosné i z hlediska
celospolec¢enského a napomaha k zajisténi ekologické stability krajiny, k zachovani
stromového patra pti obnové luznich lest, k ochrané proti erozi lesni ptidy a k vy-
tvareni ochrannych pasti. Souc¢asné dochdzi i k napliovani ciltt Narodniho progra-
mu - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovéfovat jejich identitu metodou DNA
markerd.

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 jedince jsou primérné naklady
118,- K¢. Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmenta¢ni analyzy ¢ini
pro 11 lokust pfiblizné 252,- K¢ vé. DPH za predpokladu provedeni analyz v mul-
tiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupti. Néklady jsou kalkulovany
k roku 2022 a je nutné zminit, ze cena chemikalii se stéle navysSuje. V uvedené kal-
kulaci nasich ndkladi (vyzkumné pracovi$té) nejsou zahrnuty doplitkové néklady,
ndklady na odpisy pristrojového vybaveni, osobni naklady, ndklady na vyvoj me-
tod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i personalni)
pracovisté. Pti vyuziti sluzeb komerénich laboratofi je mozné se obratit naptiklad
na spole¢nosti SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV.

Pfinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finanéni tspore vynalozenych
prostfedkd na vyvoj metodickych postupti analyz DNA u topolu ¢erného pro zjis-
tovani urovné diverzity naptiklad pfi vybéru vhodnych jedincti pro jejich uzndni
za zdroje reproduk¢niho materidlu a pro klonovou determinaci totoznych klont.
Uvedené postupy DNA analyz klonové identifikace jsou vyuzitelné pro kontrolni
mechanismy uzivatele napt. ve smésich kloni nebo pfi reprodukei klont potreb-
nych vlastnosti. Postupy k ovéfovani genetické diverzity jsou zdkladem cileného
zvySovani genové variability porostd, které budou stabilnéjsi a odolnéjsi k moz-
nym chorobam, $kidcim a neptiznivym podminkdm klimatu. Také lze predpo-
kladat zvySeny ekonomicky pifinos z tézby dfeva u vlastnikd lest ze zvySenych
budoucich vynosti z porostt zaloZenych z kvalitnich ovérenych zdrojt reproduké-
niho materialu.
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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR
CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY
IN BLACK POPLAR (POPULUS NIGRA L.)
USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

The black poplar (Populus nigra L.) is a deciduous, massive tree 30-40 m tall,
with a trunk diameter of 1-2 m from the family Salicaceae. The root system of
two types, first reaching deep up to groundwater, and the second widespread near
the soil surface, contributes to its higher vitality. Black poplar has a high sprouting
capacity on the trunk and stump. It is a dioecious tree with either female or male
overhanging catkins. Black poplar can be easily propagated by cuttings. It is
demanding of enough light and does not tolerate shading even in its youth. In the
Czech Republig, it is the original species with a predominance in floodplain forests
near large rivers and their tributaries. It is a fast-growing tree species, its timber
was used in carpentry, cooperage, carving and for fuel. The bark could be used as
imported cork. It finds significant use in the planting of tree lines as protective strips
and as a landscape-forming element (HEJNY, SLAViK 1990; URADNICEK et al. 2009).
Black poplar stands were strongly reduced in the past by human activities. The
impacts of climate changes on forestry in the Czech Republic have caused the mass
dieback of forest stands in recent years, including floodplain forests. Black poplar
as pioneer deciduous trees with amelioration function is a suitable substitute tree
for the lower altitudes of riparian ecosystems. For use in forestry, it is essential to
ensure a sufficient amount of quality sources of reproductive material. Verification
of genetic characteristics of remaining black poplar stands is possible on the basis
of DNA. Mentioned methodological procedures of DNA analyses using nuclear
microsatellite markers can be used to gain objective knowledge about genetic
diversity, and clonal identity of gene sources in reproductive material. Knowledge
of the level of genetic diversity is important for assessing the ability of populations
to adapt to changing environmental conditions (SMULDERs et al. 2008b).
Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSR) are small repetitive
DNA sequences, highly varjable markers and commonly used in population genetic
for many forest tree species (SCHUELER et al. 2003; VORNAM et al. 2004; MAGHULY
et al. 2006; UNGER et al. 2011; WAGNER et al. 2012; PLUESS et al. 2013; MACHOVA
et al. 2018; D1 PIETRO et al. 2020) including black poplar (FossATI et al. 2003;
SMULDERS et al. 2008a,b; WéjkiEwICZ et al. 2021). SSR are codominant markers
and therefore can distinguish homozygotes and heterozygotes. Black poplar with
two sets of chromosomes is diploid organism. The selected phenotypically quality
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individuals of black poplars in Moravia and Bohemia were used to develop this
methodology that 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 young
leaves or 20 mg lyophilized ones. The SSR method is based on the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers. Based on a previous screening eleven variable
microsatellite markers WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMS10, WPMS11,
WPMS13, WPMS14, WPMS16, WPMS19, WPMS21, WPMS22 (VAN DER SCHOOT
et al. 2000; SMULDERS et al. 2001) were selected for 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 black poplar reproductive material for primary
afforestation and to creation of optimal forest composition in order to maintain the
ecological stability. The knowledge obtained from genetic monitoring will be used
in the state administration in the field of protection and reproduction of genetic
resources of forest trees, and can be used in the amendment of forestry legislation.

Genetically verified different individuals of the selected poplar trees could be
propose in cooperation with forest owners for certification as sources of qualified
reproductive material.

The procedures of this methodology for verification of the genetic identity of
clones and diversity of gene sources will serve for the needs of the coordinator of
the National Programme for the protection and reproduction of the gene pool of
forest tree species (The Forest Management Institute) for the application of new
control methods, selection of genetic sources and subsidy policy of the Czech
Republic. The genetically polymorphic and morphologically quality trees are using
for ex situ conservation strategies in the field gene bank of the Forestry and Game
Management Research Institute (FGMRI).

30



PRILOHA

Priklady vystupiti genetickych analyz u topolu ¢erného

Obr. 1: Ukazka elektroforetického zaznamu amplifikacnich produktd testovaného mar-
keru WPMS11
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Obr. 2: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru pro jedince
topolu ¢erného u mikrosatelitovych markert multiplexu 1 (WPMS01, WPMS04,
WPMS11, WPMS13, WPMS19)
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Obr. 3: Grafické znazornéni frekvenci zastoupenych alel u analyzovaného souboru
239 vzorkU topolu ¢erného pro markery WPMS01 a WPMS22
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