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GENETIC CHARACTERIZATION OF SILVER FIR
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers (the simple sequence repeats-SSR) method to determine
values of genetic diversity such as number of different alleles, heterozygosity,
Shannon’s information index and inbreeding coeflicient for silver fir. 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 level of genetic diversity is currently
important for assessing the vitality of the forest populations and their survival in
the period of climate change.

Key words: silver fir; DNA analysis; microsatellite markers; genetic diversity;
sources of reproduction material; potential of adaptability

Oponenti:  Ing. Alzbéta Patizkovd, UHUL, Brandys n. L., poboc¢ka Hradec Kra-

lové
RNDr. Slavomir Rakousky, CSc., odborny konzultant, Ceské
Budéjovice



Adresy autorti:

Ing. Helena Cvrc¢kova, Ph.D.
Ing. Pavlina Machova, Ph.D.
Ing. Olga Tr¢kova

Bc. Katefina Vitova

Vyzkumny tstav lesniho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i.
Strnady 136
Jilovisté 252 02
e-mail: machova@vulhm.cz
cvrckova@vulhm.cz
trckova@vulhm.cz
vitova@vulhm.cz


mailto:machova@vulhm.cz
mailto:cvrckova@vulhm.cz
mailto:cvrckova@vulhm.cz
mailto:vitova@vulhm.cz

Obsah:

I  CIL METODIKY ..cccciiiiiirssnnnnnnnneneenrreesseessssssssssssssssssssssnnnnnnnnnnns 7
II VLASTNI POPIS METODIKY ...cceerrrririrrmmiiiesisssssssssssssssssssnnnnnnns 7
s SR 1Yo Y o J SR 7
2  METODICKE POSTUPY .ciiiiiiiiiiiiiiisisssssssssssnnnsnsnssnssneeenes 9
a Odbér vzorki a postupy izolace DNA .....c.ciceverarimrarnnsaranss 9
b Postupy PCR amplifikace .....ccccvvieemmmsncssmmsnssmssnsssnannsnns 12
¢ Postupy elektroforézy v agar6zovém gelu ......ccvcevvnminnnnn 19
d Postupy fragmentacni analyzy

a hodnoceni PCR produktdl ....ccccrvcrversrvmsssssssssassannas 20
e Zpracovani molekularnich dat ......ccccuiiiiirinennnnnnne: 21
III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU ...ccoovvvvrrrrrrrreeeennnennnnnes 22
IV  POPIS UPLATNENI METODIKY ..coooovvrieiiiiiiisnnnnnnnnnnnnnens 23
v EKONOMICKE ASPEKTY .covvviiiiiiciiissssssssnnnnnnnnnnnseeeennesesns 24
VI SEZNAM POUZITE SOUVISEJICI LITERATURY ................ 26

VII SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY
(Y3 0] o £ o] =3 29
VIII DEDIKACE .coettiiiiiiiiiiiiiiiissssssssssssssssssnnsnnsssssseessmesesesssssssnnns 31
SUMMANY ctuetruesrsnrrsssmsesmssssasssassssssmsssssssmsssssssmssssssssssnnssnnssnnsnnnsnns 32

2 1 Y - TS 34



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 vyuzivajici DNA markery pro zjistovani
urovné genetické diverzity mezi jedinci jedle bélokoré pro posouzeni moznych
adaptacnich schopnosti porostil. Na zékladé téchto zjisténi je pak mozno rozhod-
nout, zda by porosty byly vhodné k uznani za zdroj reproduk¢niho materidlu. Pri
vys$si biologické rozmanitosti porosti lze ocekavat vyssi odolnost lest k nepfizni-
vym podminkdm prostfedi pro zachovani ekologické stability lesnich ekosystému
a pro plnéni produkénich i mimoprodukénich funkei lesa. Porosty s vy$$i drovni
diverzity jsou potiebné pro zachovéni a udrzitelné vyuzivani lesnich genetickych
zdrojti. Pro sledovani trovni genetické diverzity byly vypracovany metodické po-
stupy DNA analyz u 17 jadernych mikrosatelitovych markert - nuclear simple
sequence repeats (nSSR).

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

V poslednim desetileti vlivem prohlubujicich se nasledkéi klimatickych zmén,
prudkych vykyvii pocasi a nedostatku ptidni vlahy dochazi k rozsahlym rozpadim
lesnich ekosystému a ubytku hospodarskych lesti, predevsim smrkovych monokul-
tur. K zachovani ekologické stability krajiny a lesnich ekosystému se vyhledavaji
a ovéruji alternativni druhy drevin, které by mély vyssi potencial 1épe se vyrovna-
vat s klimaticky ndro¢nymi podminkami, zvy$ovat diverzitu lest a zajistit produkci
dreva. Tyto dfeviny byly v minulosti vétSinou opomijeny zejména z ekonomickych
davodu a jejich porosty byly zna¢né zredukovany nebo vymyceny s tim, Ze uz neby-
ly zarazeny do planované obnovy lesa. U nékterych druhtt dochazelo k jejich tubyt-
ku i vlivem industrialni ¢innosti ¢lovéka a nepfiznivou pfeménou stanovitnich
podminek. Takovym druhem byla i jedle bélokora (Abies alba Mill.) z ¢eledi bo-
rovicovitych (Pinaceae), u které predev$im béhem druhé poloviny 20. stoleti doslo



ke katastrofickému poklesu vyskytu vlivem monokulturniho zptsobu hospodareni
s preferenci smrku a borovice i v dtsledku znecisténého ovzdusi (SINDELAR et al.
2001). Po podstatném sniZeni emisi ptiblizné od pocatku 21. stoleti byla u jedle
bélokoré zaznamendna regenerace, ktera se projevila v celé stfedni Evropé. Jedle
vykazujici z domdcich dfevin nejvys$si hodnoty objemové produkce ma vyznam-
ny potencial posilit produkci dfeva (NovAk, DUSEk 2021). V lesnim ekosystému
predstavuje vyznamny stabilizujici prvek pro jeji pevné zakotveni v piidé vyraz-
nym kalovym kofenem a hluboko sahajicimi postrannimi koteny. V Cechéch se
vyskytuje v pohotich, misty sestupuje do oblasti pahorkatin, ale malokdy prekroci
vys$ku nad 1 100 m n. m. (URADNICEK et al. 2009). V nizsich polohédch se nachazi
ve spole¢nosti buku lesntho (Fagus sylvatica L.) a ve stfednich a vyssich roste ve
smésich se smrkem ztepilym (LIEPELT et al. 2009). U smrku ztepilého v soucas-
nosti doslo k velkoplognému rozpadu lesnich porostti vzhledem ke klimatickym
zménam a naslednému premnozeni Iykozrouta smrkového. Poskozeni biotickymi
¢initeli byla vSak jiz zaznamendna i na dalSich hospodafsky vyznamnych druzich
lesnich drevin jako je borovice lesni, buk lesni i jedle bélokora. Pro zajisténi les-
nich kultur se v souc¢asné dobé klade diraz na dostate¢nou druhovou i vékovou
pestrost. Nejucinnéjsi obranou proti nepfiznivym vliviim abiotického i biotického
charakteru je pfirozena odolnost organismi. Ta je podminéna reakci strestolerant-
nich gent, jejichZz dostate¢né zastoupeni Ize predpokladat u lesnich porostt s vyssi
genetickou variabilitou v ramci druhu. Geneticka rozmanitost a biodiverzita popu-
laci lesnich dfevin souvisi s adaptaéni schopnosti lesnich porostt pro prizptisobeni
se zménam klimatu (Hampg, PETIT 2005; NEALE, KREMER 2011). Proto je velmi
dalezité geneticky provérovat potencialni zdroje reprodukéniho materialu. Poznat-
ky o diverzité porostii mohou prispét k zachrané genovych zdroja lesnich dfevin
a udrzeni dlouhodobé stabilnich lesnich ekosystémt (WHITHAM et al. 2006; No-
WAKOWSKA et al. 2014). Genetické vyzkumy mitochondriélnich, chloroplastovych
a mikrosatelitovych DNA markert u jedle bélokoré zapocaly jiz koncem minulého
stoleti (KONNERT, BERGMANN 1995; VENDRAMIN et al. 1999; PARDUCCI et al. 2001;
SAGNARD et al. 2002; HANSEN et al. 2005; CREMER et al. 2006, 2012; LIEPELT et al.
2009; Provant et al. 2010; GOMORY et al. 2012; POSTOLACHE et al. 2014; KEMPF
et al. 2020; LiTkowItc et al. 2021; SCOTTI-SAINTAGNE et al. 2021). Pro studium
genetické diverzity lesnich dfevin se osvéd¢ily predevsim jaderné mikrosatelitové
markery - nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery, které jsou zpravidla
slozené z opakujicich se kratkych motivli nukleotidu a patfi mezi nejvariabilnéjsi
oblasti genomu, kdy je polymorfismus dan zejména rozdilem v poctu opakovani
zdkladniho motivu nukleotidti (OLIVEIRA et al. 2006). Kodominantni charakter
téchto markertt umoziuje rozli$it homozygoty od heterozygott pro zhodnoceni
diverzity a pfibuznosti.



Utelem predstavenych metodickych postupii je na zdkladé vhodné zvolenych
a ovéfenych mikrosatelitovych markeri zji$tovat mezi jedinci zkoumanych porostii
jedle bélokoré urovné genetické diverzity. Podle vyse ziskanych hladin genetické
diverzity je mozné odvozovat adaptacni schopnosti porostu a z ného namnozeného
potomstva. U jedle bélokoré je znalost genetické struktury dulezita z davodu v mi-
nulosti silné redukee jejtho vyskytu, a tim mozného zuzeni jejiho genofondu. Vy-
tvaret variabilni odolné jedlové porosty je dilezité z hlediska moznych kalamitnich
poskozeni v pristim obdobi v disledku zhorsujicich se podminek prostfedi a pla-
novaného navyseni zastoupeni jedle v lesnim hospodarstvi pro moznou nahradu
za smrk ztepily. Pro lesnické tucely je potfebné u donorovych jedinct z porostt na-
vrhovanych na uzndni za zdroje reproduk¢niho materidlu charakterizovat uroven
jejich genetické variability pomoci vhodnych DNA markert. Znalost stromi vy-
kazujicich dostatecné genetické odlisnosti je podstatnd pro zachovéni variabilniho
genofondu jedle bélokoré a méla by byt vyuzita pro jeji reprodukei.

Metodické postupy predstavuji odbéry vzorkd, jejich zpracovani, izolace DNA, am-
plifikace mikrosatelitovych lokusti, fragmenta¢ni analyzy a vyvozeni genetickych
charakteristik po statistickém zhodnoceni zjisténych velikosti alel pfislusnych mar-
kert.

2 Metodické postupy

a Odbér vzorki a postupy izolace DNA

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:
Zahradni nuzky, teleskopické ntizky, prenosné chladnicky (chladici boxy), mikro-

tenové sacky na vzorky, popisky, lyofilizator, vzduchotésné zkumavky, analytické
vahy, souprava izola¢niho kitu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN, digitalni
sucha lazen, centrifuga,vortex, chladici blok na mikrozkumavky (- 20 °C LABTOP
COOLERS), mrazici box, tfeci misky s tlouc¢ky, sada pipet a ptislusné sterilni $picky,
sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5ml s vicky, susicka nebo sterilizator.

Nejvhodnéjsim rostlinnym materidlem pro ziskdni kvalitnich eluattt DNA jsou pu-
peny nebo mladé jehlice odebirané v jarnim obdobi nebo na pocatku Iéta. Izolace
ze starsich jehlic z divodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharidt nepo-



skytuje dostatecné kvalitni DNA, coz mutze zkomplikovat priibéh navazujici PCR
zamérené na ziskdni kvalitnich amplifikovanych lokust. Pro zpracovani vétsiho
poctu vzorki je vyhodnéjsi odebirat mladé jehlice, zpracovani pupent je ¢asové
naro¢néjsi. Odebira se malé mnozstvi rostlinného materilu, na izolaci dle po-
psanych metodickych postupti postacuje 100 mg cerstvého materialu nebo 20 mg
lyofilizovaného. Pti odbéru je dulezité peclivé znaceni vzorkd a jejich evidence,
aby pfi nasledné manipulaci nedoslo k zaméné mezi vzorky. Oznacené vzorky se
ulozi do mikroténového sacku a udrzuji pri nizké teploté ptiblizné 4 °C (napft. lze
pouzit chladové tasky s namrazenymi destickami), abychom zabranili degradaci
DNA. Idedlni je vzorky co nejrychleji pfepravit ke zpracovani do laboratore. DNA
je nutné po pievozu okamzité izolovat nebo odebrané vzorky ulozit do mraznicky
a uchovavat pfi-20 °C. Vyhodnou moznosti pro dlouhodobé uchovavani vzorkd je
jejich vysuseni mrazem s vyuzitim lyofilizatoru, kdy lze lyofilizovany vzduchotés-
né uzavreny materidl skladovat jiz pfi pokojové teploté. Pro izolaci DNA z lesnich
dfevin se na naSem pracovisti nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici soupravu DNe-
asy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-Start Pro-
tocol). Touto metodou Ize v kratkém casovém tuseku ziskat kvalitni eluaty DNA.
Pted zahdjenim vlastniho postupu izolace se pfidd etanol ke koncentratim pufri
AWI1 a AW2. V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahfeji.
Inkubacni lazen se necha nahtivat na 65 °C, aby byla pfipravena pro 2. krok pra-
covniho postupu.

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

1. Maximalni mnozstvi vychoziho ¢erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pfi-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg. Rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navazeny rostlinny
material v tfecich miskdch. Utfeny material se pfenese do 1,5ml mikrocentri-
fuga¢ni zkumavky.

2. K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 ul pufru API a nasledné 4 pl RNa-
zy A. Pomoci vortexu je nutné obsah dtikladné protfepat. Ziskana smés se ne-
chd inkubovat 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat
2-3 x prevracenim zkumavek.

3. Prida se 130 pl pufru P3, kréatce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu, poté se smés centrifuguje 5 minut pii rychlosti 14 000 rpm .

4. Vzniklylyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v 2ml
zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pfi rychlosti 14 000 rpm.
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10.

11.

12.

Prefiltrovana frakce se pfepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky
s odectenim ziskaného objemu. Déavame pozor, abychom nenabrali ptipadny
pelet!

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

Odpipetujeme 650 ul smési a premistime ji do DNeasy Mini Spin kolonky
umisténé v 2ml zkumavce (collection tube). Centrifugujeme 1 minutu pti
8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbyt-
kem vzorku.

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

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

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

Pridame 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.

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

Kvalita eluattt DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatt. U izo-
lované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu na zakladé poméru absor-
banci UV zafeni o vinové délce 260 nm a 280 nm s vyuzitim spektrofotometru na
mikroobjemy. Hodnoty tohoto poméru by se pro optimalni ¢istotu mély pohybovat
vrozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo vyssi hodnoty indikuji pfitomnost dalsich nezadoucich
latek (napt. proteint, fenolickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/ul
je vhodné pro optimdlni prabéh PCR amplifikace natedit AE pufrem.
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b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda jadernych mikrosateliti — nuclear simp-
le sequence repeats (nSSR). Mikrosatelity se skladaji z opakujicich se kratkych
nukleotidovych motivi slozenych nejcastéji ze 2-4 nukleotidovych béazi. Organis-
my se mezi sebou casto li$i svym poctem, tedy délkou mikrosatelitovych lokust.
Pro vyhodnoceni jejich délky, kterd se u vétSiny markertt pohybuje mezi 100-
300 bazemi, je nutné specifické useky v ramci celého genomu rozpoznat, coz se déje
jejich namnoZenim v mnohonasobné kopie pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy vétsi-
nou dlouhé kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi
s mikrosatelitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifikace, stavebni
jednotky nukleotidy a pufry upravujici prostiedi probihajici reakce. PCR reakce
probihaji v teplotnich cyklech za G¢elem rozdéleni DNA dvousroubovic na jednot-
liva vlakna (denaturace pfi teploté kolem 94 °C), nasednuti primert na specificka
mista (annealing, vétSinou mezi 50-60 °C) a tvorbu novych cilenych dvoutetézco-
vych usekt (elongace, nejcastéji pti 72 °C). Opakovanim téchto cykli exponenci-
alné pribyvaji kopie specifického tiseku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy
PCR (koncentrace reak¢nich slozek, teploty a ¢asy cyklil) je nutné optimalizovat,
abychom ziskavali jednozna¢né a reprodukovatelné PCR produkty. Pro DNA ana-
lyzy u jedle bélokoré bylo laboratorné ovéteno 17 mikrosatelitovych markert. Sek-
vence prislusnych primert (Tab. 1) byly ¢erpany pro NFH3, NFF3, NFH15, NFF7
z publikace HANSEN et al. (2005), pro SF b4, SFb5, SF g6, SF 78, SF 1 z publikace
CREMER et al. (2006) a pro Aat01, Aat04, Aat07, Aat10, Aatl12, Aatl4, Aag01, Aag02
z publikace POSTOLACHE et al. (2014). Pro ziskani kvalitnich amplifikatd byly pro
tyto markery optimalizovany reakéni smési a teplotni cykly polymerdzové retézové
reakce (PCR) a vypracovany protokoly. Z uspornych diavodi je vyhodné provadét
PCR amplifikace nékolika markerti zarovenn v multiplexech. U vybranych 17 lo-
kusti 1ze na zakladé velikosti amplifikat a pouzitych reakénich podminek provést
PCR amplifikace ve 3 multiplexech (1. multiplex s lokusy SFb4, NFH3, NFF3, SFg6,
Aag02, SFb5, 2. multiplex s lokusy SF78, SF1, NFH15, NFF7, Aat01, Aag01, 3. mul-
tiplex s lokusy Aat04, Aat07, Aatl0, Aatl2, Aatl4). Reakéni smési je nutné piipra-
vovat na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA polymerdza se musi stdle uchovavat pti
-20 °C, pridavame ji proto do smési jako posledni slozku a manipulaci s ni zkratime
na nezbytnou dobu.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primeru

Lokusy Sekvence primert (5°-3°) :ri::jk:ksttup(gz
e
SN
wro LTSS
[ pTOCTeCAOTTocCTeCT
s e roas s
S e
NFHIS CGTCTAGAGAGGCGARATTCT
NFFT o ATGGOCATCCATCATCAGA. 123-159
M0 G CCTAACGAMGCAGARTC
A0 A TGACTTGAAGGTGGATGCC 191221
M T CATIGCACAARAGCAR
PTG TGBOATATITCCAGOAAG
PO ARACCCCCACGOGGTAT
P2 T TTGCAGGTGATCTGATTGE a02-328
Aat14 F: GACTGGGGATCCTGCTGTTA 363-381

R: AGAGGAGGCAGCCCATACAT
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Protokoly polymerazové ietézové reakce (PCR):

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

Vortex, sada pipet a prislusné (sterilni) $picky, sterilni mikrozkumavky (stripy, des-
ticky PCR 0,2ml s vickem), chladici box na PCR mikrozkumavky, fluorescen¢né
oznacené primery (pro uvedeny typ analyzatoruna 5" konci s modifikacemi 6FAM,
VIC, NED, PET), chemikalie k ptipravé TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01
mM EDTA), polymeraza Platinum® Taqg DNA Polymerase (Invitrogen by Life Tech-
nologies), kit Type-it® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany), H,O (mo-
lecular biology reagent, Sigma - Aldrich), chladici desti¢ka, centrifuga, teplotni
cyklova¢ pro PCR.

Multiplex 1 - SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescen¢niho
oznacdeni na 5 'konci forward primertt 6FAM (modrd), NED (zlutd), VIC (zelend),
PET (Cervena):

SFb4 F - 6 uM (6FAM), SFb4 R - 6 uM

SEb5 F - 2 uM (PET), SFb5 R - 2 uM

NFH3 F - 2 uM (NED), NFH3 R - 2 uM

NFF3 F - 1 uM (VIC), NFF3 R - 1 uM

SFg6 F - 6 uM (6FAM), SFg6 R - 6 uM

Aag02 F - 2 uM (PET), Aag02 R - 2 uM

Primery (forward i revers) naredime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). P1i-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle po¢tu analyzo-
vanych vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
primerti: SFb4 F — 6 pl, SFb4 R - 6 ul, SFb5 F — 2 pl, SFb5 R — 2 pul NFH3F - 2 pl,
NFH3R - 2 ul, NFF3 F - 1 ul, NFF3 R - 1 yl, SFg6 F — 6 pl, SFg6 R - 6 pl, Aag02
F -2 ul, Aag02 R - 2 pl a doplnime 62 pl TE pufru).

Piiprava TE pufru (1 mM Tris - HCl, pH 8,0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku

pripravime 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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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 1,5l

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,3 ul
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent, Sigma — Aldrich) 10,775 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

(Pozn. reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM
MgCl,, jsou dodény vyrobcem spolecné s polymerdzou )

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocateéni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
58 °C 30 sec Annealing
72°C 45 sec Elongace
1x
72°C 20 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikattl
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Multiplex 2 - SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescen¢niho
oznacdeni na 5 konci forward primert 6FAM (modrd), NED (zlutd), VIC (zelend),
PET (Cervena):

SF78 F - 2 uM (VIC), SF78 R - 2 uM

SF1 F -3 uM (NED), SF1 R -3 uM

NFH15 F - 2 uM (NED), NFH15R - 2 uyM

NFF7 F - 0,5 uM (6FAM), NFF7 R - 0,5 uM

Aat01 F - 2 uM (PET), Aat01 R - 2 uM

Aag01 F - 2 uM (PET), Aag01 R - 2 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorkd (napt. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
primerti: SF78 F — 2 pl, SF78 R — 2 ul, SF1 F - 3 pl, SF1 R - 3 ul, NFHI5 F - 2 pl,
NFH15 R - 2 pl, NFF7 F - 0,5 pl, NFE7 R - 0,5 pl, Aat01 F - 2 pl, Aat01 R - 2
Aag01 F - 2 ul, AagO1 R - 2 pl a doplnime 77 ul TE pufru).

Piiprava TE pufru (1 mM Tris - HCl, pH 8,0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku
ptipravime z 10 pl 1M Tris - HCl a 0,2 ul 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent, Sigma-Aldrich) do 10 ml

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 ul

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,3 ul
Primers mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent, Sigma — Aldrich) 10,775 pl

Pfidat 1 yl templatové DNA

(Pozn. reagencie Polymerase Platinum Tag, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM
MgCl, jsou doddny vyrobcem spolecné s polymerdzou )
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Teplotni rezim PCR

Krok  Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocatecni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
58 °C 30 sec Annealing
4. 72°C 45 sec Elongace
1x
72°C 20 min Finalni elongace
4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd

Multiplex 3 - SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescenéniho
oznaceni na 5 konci forward primerd 6FAM (modrd), NED (zlutd), VIC (zelend):

Aat04 F - 1 uM (6FAM), Aat04 R - 1 pM
Aat07 F - 2 uM (NED), Aat07 R - 2 uM
Aatl0 F - 1 uM (VIC), AatlOR - 1 pM
Aat12 F - 2 uM (6FAM), Aat12 R - 2 uM
Aatl4 F - 2 uM (NED), Aatl4 R - 2 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pii-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poétu analyzo-
vanych vzorki (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobnich 100uM roztoku
primert: Aat04 F - 1 pl, Aat04 R— 1 ul, Aat07 F - 2 ul, Aat07 R - 2 pl, Aat10 F - 1 pl,
AatlOR -1 pl, Aat12 F - 2 pl, Aat12 R -2 pul, Aat14 F - 2 pl, Aatl4 R - 2 ul a dopl-
nime 84 pl TE pufru).
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Optimalizovany protokol pro PCR reakce v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek
s vyuzitim Type-it® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
H,O RNase — free 4,25 pl
Qiagen Multiplex 7,5 ul
Primers Mix 0,75 pl
Q-solution, 5x 1,5 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Krok  Teplota Cas Popis
1. 95°C 5 min Pocatec¢ni denaturace
32 x opakovat od 2. do 4. kroku
95°C 30 sec Denaturace
3. 58 °C 90 sec Annealing
72°C 30 sec Elongace
1x
5. 60 °C 30 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd

Uvedené chemikalie kromé primerti jsou soucasti komer¢niho kitu Type-it® Multi-
plex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

18


http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413
http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413
http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413

c Postupy elektroforézy v agar6zovém gelu

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

Analytické vahy, sada pipet a sterilni $picky, agaréza (Agarose SERVA Electropho-
resis GmbH, Heidelberg), 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Bio-
chemie B.V.), mikrovlnna trouba, vortex, GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel Stain,
10,000XinWater, Biotium, Hayward), gel loading buffer (Sigma-Aldrich), 100 bp
DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), ultra ¢istd voda, horizontalni elektroforé-
za se zdrojem, fluorescen¢ni dokumenta¢ni systém geltL.

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktt se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahtivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentii
DNA se pouziva 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 promichdni se gel naleje
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hiebinky s vhodnym poctem hrott dle
poctu testovanych vzorkil. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforé-
zu, vyjmou se hfebinky a prilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok piesahoval asi
0,5 cm nad gel. Do slotti gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl) smichané se 4 pl
pufru (gel loading buffer, Sigma-Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych ampli-
fikatti se do vybraného slotu nanese smés: 1 ul standardu 100 bp DNA ladder (NEW
ENGLAND Biolabs), 4 ul destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potfebnd doba trvani elektroforézy je zpoc¢atku 30 minut pfi napéti 60 V a dal$ich
120-150 minut pti 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. Ptiklad elektroforetického zdznamu amplifi-
ka¢nich produktt testovaného markeru Aatl2 je uveden v priloze (obr. 1).
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d Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR produktt

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

Sada pipet a prislu§né (sterilni) $picky, formamid (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystem), velikostni standard (Gene Scan™ - 600 LIZ" Size standard v 2.0,
Applied Biosystem),vortex, 96jamkové desticky urcené pro analyzatory, teplotni
cyklovag, centrifuga, geneticky analyzator.

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotich péara bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
razova 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 pred fragmenta¢ni analyzou nasledujicim zpisobem
denaturovany na jednovlaknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych
vzorku napipetuji po 1 pl do 96jamkovych desti¢ek uréenych pro analyzatory (napt.
MicroAmp 96 Well Reaction Plate od ABI Applied Biosystem), pak se ke kazdému
vzorku prida 11 ul smési ptipravené 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 ul formamidu a 0,4 ul veli-
kostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promichd. Po napi-
petovani smési k amplifikatim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby se roztok
stahl ke dnu jamky, a pak se desti¢ka inkubuje 4 minuty pii 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 specialnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary napliovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekt je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primerti po excitaci laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodno-
tit najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich divoda velmi vyhodné.
Pro spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit
s ohledem na velikosti alel a fluorescen¢niho zabarveni primeru.

U amplifikatt 17 mikrosatelitovych lokust probihaji fragmenta¢ni analyzy ve tfech
bézich. Prvni béh zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1 (SFb4, NFH3, NFF3,
SFg6, Aag02, SFb5), v druhém béhu probiha fragmentaéni analyza PCR produktit
multiplexu 2 (SF78, SF1, NFH15, NFF7, Aat01, Aag01) a ve tfetim béhu multiplexu
3 (Aat04, Aat07, Aatl0, Aatl2, Aatl4). Po provedené denaturaci se desti¢ka vklada
do genetického analyzatoru. Ukdzka vystupu fragmentacni analyzy z genetického
analyzatoru pro jedince jedle bélokoré je uvedena v ptiloze (obr. 2).
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Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produkt se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikost-
niho standardu, jenz je pfidavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kfivku a na
jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmenttL.

e Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické useky DNA s kodominantnim
charakterem. Jedle bélokora ma diploidni sadu chromozému (2n), a to znamend,
ze u sledovaného lokusu ziskame fragmenta¢ni analyzou pro kazdého jedince dvé
shodné velikosti alel v pfipadé homozygota a v pripadé heterozygota dvé riizné
hodnoty alel. Velikosti alel ze 17 mikrosatelitovych markert $etfenych jedinct jedle
bélokoré (zpracovana multilokusova genotypizace) podrobime statistickym analy-
z4m, napf. za vyuziti statistickych programi GenAlEx 6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006,
2012), CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET
1995; RousseTt 2008), STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al.
2003, 2007; HuBisz et al. 2009) pro ziskani genetickych charakteristik u sledova-
nych stromd a markert. Pro kontrolu velikosti odectenych hodnot mikrosatelito-
vych lokust véetné ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-
-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Na zéakladé ziskanych hodnot genetickych charakteristik Ize hodnotit troven gene-
tické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, Shannonitv informa¢ni index, ge-
netické diferenciace, hodnoty o¢ekavané a pozorované heterozygotnosti, odchylky
od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, odvozeni popula¢nich struktur apod. Ohodno-
ceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi (porosty) lze vypocitat na zakladé
Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972). Predstavené metodické po-
stupy vedouci k ziskani velikosti alel u uvedenych mikrosatelitovych markert pro
jednotlivé stromy jedle bélokoré lze vyuzit i pro ovéfovani klonové identity napt.
v semennych sadech.

Zhodnotit genetickou piibuznost mezi jedinci v ramci jednoho porostu navrho-
vaného k uzndni za zdroj reproduk¢niho materidlu lze s vyuzitim statistického
programu (napf. GenAlEx 6.5) parovym porovnanim ziskanych multilokusovych
genotypu u Setfenych stromd.

21



III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost predstavenych metodickych postupt spoéiva ve vyuziti $irs§iho spektra od-
zkou$enych polymorfnich jadernych mikrosatelitovych markerta (NFH3, NFF3,
NFH15, NFF7, SFb4, SFb5, SFg6, SF78, SF1, Aat01, Aat04, Aat07, Aatl0, Aatl2,
Aatl4, Aag01, Aag02) pro ovérovani genetické pribuznosti jedinct jedle bélokoré
u vybranych porostti navrhovanych k uznani za zdroje reprodukéniho materialu
v Ceské republice (CR) a ziskani dalgich genetickych charakteristik hodnoticich
urovné genetické diverzity. Ziskani dostate¢né geneticky variabilniho potomstva je
podstatné pro adaptacni schopnost budoucich porosti v ménicich se podminkach
zivotniho prostfedi (SMULDERs et al. 2008). Optimalizované postupy DNA analyz
17 uvedenych mikrosatelitovych markert se ziskanim presnych velikosti alel na ge-
netickém analyzatoru jsou v metodice podrobné uvedeny. Postupy analyz byly op-
timalizovany i za ucelem jejich seskupeni do tfi multiplext pro snizeni finan¢nich
ndkladd a dspore ¢asu. Po statistickém zpracovani multilokusovych dat lze ziskané
informace o genetickych charakteristikdch vyuzit jako podkladovy material pro vy-
bér vhodnych zdroji reprodukéniho materialu. Vybér SSR markerti vykazujicich
polymorfismus byl uskute¢nén na zakladé provedenych analyz souborti vzorki
z vybranych jedlovych porostu.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodické postupy stanoveni Grovné genetické diverzity u jedle bélokoré na zakladé
molekuldrnich analyz jsou podstatné pro ziskavani prehledu o genetické proménli-
vosti porostii jedle na izemi CR a budou slouZit pro potteby statni spravy v oblasti
lesniho a vodniho hospodatstvi (MZe, MZP). Uplatnéni ziskanych znalosti o gene-
ticky podminéné proménlivosti se pfedpoklada napt. pfi aktualizaci souvisejicich
legislativnich predpisti v oblasti ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin
a nakladani s reprodukénim materidlem a jako podkladii pro aktualizace Oblast-
nich plant rozvoje lesa. Informace o Grovni genetické diverzity jsou vyznamné i pro
vlastniky lesti a zdroju reprodukéniho materialu. Zajisténi ovétovani identity ramet
ajejich prislusnosti k ortetim u nové zakladanych semennych sadii na objektivnim
podkladé DNA analyz je vyuzivano pro potieby koordinatora Narodniho progra-
mu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin (UHUL) i za ti¢elem aplikace
dota¢ni politiky u vlastniktl zdroji reprodukéniho materialu. Zpracované meto-
dické postupy analyz vétsiho spektra SSR markert bude mozné vyuzit nejen pro
presnéjsi klonovou identifikaci jedinci, ale mohou byt uplatnény napf. pfi ptipravé
metodickych postuptt DNA analyz vyuzitelnych pro doplnéni systému kontroly de-
klarovaného ptvodu reprodukéniho materidlu jedle bélokoré.

Geneticka rozmanitost populaci je podstatnd pro preziti jejich zastupcti a prizpi-
sobeni se zménam zivotnich podminek na stanovisti. Proto prognéza dalsiho vy-
voje populaci a jejich zachovani je uskute¢nitelna predev$im na zakladé zjisténi
genetické struktury. Znalost drovné genetické diverzity, diferenciace, heterozy-
gotnosti a ostatnich genetickych charakteristik populaci, které se vyuzivaji nebo
planuji vyuzivat jako zdroj reprodukéniho materialu, je vyznamna k efektivné;jsi-
mu vyuzivani stavajicich genetickych zdroji pro zkvalitnovani genetické struktury
populaci a k zachovani biodiverzity. Povinnost zachovavat a reprodukovat genetic-
ké zdroje lesnich dfevin vyplyvd mimo jiné z mezindrodnich zdvazki CR, ptijeti
Umluvy o biologické rozmanitosti dne 5. cervna 1992 v Rio de Janeiru a naplnéni
z&vérd ministerskych konferenci o ochrané lest Forest Europe (Strasburk 1990,
Helsinky 1993, Lisabon 1998, Videnl 2003, Varsava 2007, Oslo 2011, Madrid 2015
a Bratislava 2021). Poznatky o diverzité populaci také napomahaji plnit cile Stat-
ni politiky Zivotniho prostiedi CR, Strategie ochrany biologické rozmanitosti CR
2016-2025, Statni program ochrany ptirody a krajiny Ceské republiky pro obdobi
2020-2025.
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Za vyznamny ekonomicky aspekt vypracovanych metodickych postuptt DNA ana-
lyz u jedle bélokoré lze povazovat celospolecensky prinos. Poznatky o genetické
diverzité porostl jsou nezbytné pri feSeni aktualnich problému tykajicich se za-
chovani lesnich ekosystému v obdobi neptiznivych zmén klimatu. Zachovani a re-
produkce geneticky rozmanitéjsich, a tim odolnéjsich lesnich porostti vyznamné
ptispiva i k plnéni produkénich a mimoprodukénich funkei lesa. Jedle bélokora
svymi biologickymi vlastnostmi predstavuje v lesich vyznamny stabilizujici a meli-
ora¢ni prvek. Vymizeni jedle bélokoré kofenici az do 1,5-2 m zptsobilo ztratu hlub-
$tho prokorfenéni piidy a zménu ptudniho klimatu. S poklesem ptidni jakosti doslo
ke zhor$eni podminek pro obnovu velmi hodnotnych porostnich smési. Snizila se
odolnost lest také tim, Ze ubylo porosti zajisténych proti vétru. Dostavil se pokles
hmotné produkce, jakou zajistovala smés jedle, buku a smrku, a tim klesla produk-
tivita ploch nasich lest (SvoBopa 1953). Jedle bélokor4 je na izemi CR zastoupena
pouze na 1,2 % porostni plochy (Zprava MZe 2021).

Z ekonomickych aspektii lesnického hospodafeni ma rozsifeni jedle bélokoré
znacny potencial z hlediska zvy$eni stability, vitality, diverzity a hospodarské pro-
duktivity lesnich porostii. Jedle bélokora vykazuje z domacich dfevin nejvy$si hod-
noty objemové produkce (NovAk, DUSEK 2021). U jedlovych porostt zaloZenych
z kvalitnich genetickych zdrojti se d4 redlné predpokladat i zvyseni trzeb z tézby
dreva u vlastnikt lestt v podobé budoucich zvyS$enych vynost, kdy v dobé mytni
zralosti bude dosazeno vys$si objemové produkce. Rozdil porostnich zasob vztaze-
nych k obmyti u jedlovych porostti nachazejicich se v genovych zakladnach (GZ)
oproti ostatnim jedlovym porostim na tizemi CR, zjistény na zakladé analyzy ce-
lostatnich informaci v datovém skladu (PAR{zkOVA 2016), ¢ini v objemovém vyja-
dreni cca 184 m’/ha a jednoznacné reprezentuje lepsi produkéni bazi v genovych
zakladnach.

Vypracovanim metodickych postupi k ovéfovani genetické diverzity souc¢asné do-
chazi i k naplnovani cilt Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu
lesnich dfevin — podporovat kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich identitu
metodou DNA markeri. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani
stabilnéjsich a odolnéjsich porostti, které budou zvysovat biologickou rozmanitost,
lépe se prizptisobovat moznym zménam klimatu, a tim prispivat k ochrané zivot-
niho prostredi.

Naéklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni material a chemikalie s predpokladem vlastnictvi laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou préiimérné nakla-

24



dy 129 K¢ v¢. DPH. Naklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmenta¢ni
analyzy ¢ini pro 17 lokust pfiblizné 268 K¢ v¢. DPH za predpokladu provedeni
analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupt. Naklady jsou kal-
kulovany dle cen letodniho roku. V uvedené kalkulaci nasich naklada (vyzkumné
pracovisté) nejsou zahrnuty doplikové naklady, naklady na odpisy ptistrojového
vybaveni, osobni naklady, naklady na vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni
situace vybavenosti (materidlni i personalni) pracovisté. Pti vyuziti sluzeb komer¢-
nich laboratofi je mozné se obratit napfiklad na spole¢nosti SEQme s.r.0., Genomac
vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV.

Ptinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finanéni uspore vynaloZenych
prostfedkil na vyvoj metodickych postupt analyz DNA s vyuzitim 17 mikrosate-
litovych markerd u jedle bélokoré pro zjistovani Grovné diverzity, napriklad pfi
vybéru vhodnych diverznich porostii nebo jedincti pro jejich uznani za zdroje re-
produkéniho materialu a pro klonovou determinaci u semennych sadi a ve smésich
klont. Uvedené postupy DNA analyz klonové identifikace jsou vyuzitelné pro kont-
rolni mechanismy u reprodukénich zdroju. Postupy k ovérovani genetické diverzity
jsou zakladem cileného zvy$ovani genové variability porosti, které budou stabilnéj-
$i a odolnéjsi k moznym chorobam, skiidctim a nepfiznivym podminkam klimatu.
Také lze predpokladat zvyseny ekonomicky pfinos z tézby dieva u vlastnika lest ze
zvy$enych budoucich vynost z porosti zalozenych z kvalitnich ovérenych zdroji
reprodukéniho materialu.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF SILVER FIR
USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

As a result of climate change, there is extensive disintegration of forest ecosystems
and the decline of economic forests, especially spruce monocultures. Alternative
wood species are being verified, which would have a higher potential to cope better
with climatically demanding conditions, increase the diversity of forests and ensure
wood production.

Abies alba Mill. a coniferous species belonging to the Pinaceae family has a very
important ecological role as a stabilizing and meliorating element in the forest
ecosystem. It is a native species in the Czech Republic, where it grows in the
mountains up to 1,100 m above the sea level. In the past, fir stands were reduced,
a catastrophic decline occurred as a consequence of environmental stress factors
and silvicultural preferences for other conifers, mostly Norway spruce, especially
during second half of the 20th century (SINDELAR et al. 2001). Diminishing silver
fir brings not only environmental but also economic losses. Silver fir showing the
highest values of volume production among domestic tree species has a significant
potential to strengthen wood production (NovAk, DuSek 2021). In order to
ensure forest cultures, the emphasis is currently given on sufficient species and
age diversity. The most effective defense against adverse effects is the natural
resistance of organisms. This is conditioned by the reaction of stress-tolerant genes,
the sufficient representation of which can be assumed in forest stands with higher
genetic variability. The purpose of the presented methodological procedures is
to determine the level of genetic diversity among the individuals of the silver fir
stands on the basis of appropriately selected and verified microsatellite markers.
This methodology presents the use of DNA analyses by 17 nuclear microsatellite
markers for genetic characterization. Microsatellites are small repetitive DNA
sequences, they are highly polymorphic and represent codominant markers that
enable to differentiate homozygotes from heterozygotes. Microsatellites, also known
as simple sequence repeats (SSR) were used to genetic studies of Abies alba already
at the end of the last century (KONNERT, BERGMANN 1995; VENDRAMIN et al. 1999;
Parbucct et al. 2001; SAGNARD et al. 2002; HANSEN et al. 2005; CREMER et al. 2006,
2012; L1EPELT et al. 2009; Provani et al. 2010; GOMORY et al. 2012; POSTOLACHE et
al. 2014).
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This methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA,
conditions of polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of
amplification products and calculations of molecular data. Total genomic DNA
was extracted using a DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands)
from 100 mg of fresh needles or 20 mg of lyophilized needles. The SSR method
is based on the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. PCR was
optimized with the tested primers, whose oligonucleotide sequences had been
developed by HANSEN et al. (2005), CREMER et al. (2006) and POSTOLACHE et al.
(2014). The genetic diversity parametres are calculated, e. g. number of alleles,
Shannon’s information index, observed heterozygosity, expected heterozygosity,
fixation index, pairwise population values of the genetic divergence, and Nei’s
genetic distance. For forestry purposes, it is necessary to characterize the level of
genetic variability of the donor individuals from stands proposed to approval as
sources of reproductive material using suitable DNA markers. According to the
levels of genetic diversity of the individuals, the adaptive abilities of stands and
their offspring can be derived.
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PRILOHA

Priklady vystupu genetickych charakteristik Setfenych populaci
jedle bélokoré

Obr. 1: Ukazka PCR amplifikaénich produktd markeru Aat12 na gelovém nosici po pro-
vedené elektroforéze ziskanych u 10 jedincl jedle bélokoré

34



Obr. 2: Priklad vystupu z fragmentacni analyzy na genetickém analyzatoru Applied
Biosystems 3500, zaznam 3. béhu (analyzované markery Aat04, Aat07, Aat10,
Aat12, Aat14) u vzorku jedle (JD_R_32) z lokality Rychnov nad Knéznou
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