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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR SPECIES
DETERMINATION AND FOR CHARACTERIZATION
OF GENETIC DIVERSITY IN BLACK POPLAR
(POPULUS NIGRA L.) BASED ON GENETIC ANALYZES
USING MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present procedures of DNA analysis using
microsatellite markers for species determination and for monitoring the genetic
variability and the clonal identity in black poplars. 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. In addition, 14 samples of
Populus deltoides and 10 hybrids of Populus xcanadensis (obtained by controlled
crosses between Populus deltoides Bartr. and Populus nigra L.) cultivated in the
gene bank of the FGMRI were used as reference samples to detect the eventual
occurrence of introgression in the monitored poplar trees. Diagnostic microsatellite
markers (WPMS09, WPMS18, PMGC14, PMGC2163, PMGC456) were proved
suitable for species determination and distinguishment of black poplar from
hybrid poplar trees. Identifying pure black poplar using morphological traits
alone is very difficult due to the frequent occurrence of intermediate and variable
forms in nature. Selected polymorphic nuclear microsatellite markers (WPMSO01,
WPMS04, WPMS07, WPMS10, WPMS11, WPMS13, WPMS14, WPMSIS6,
WPMS19, WPMS21, WPMS22) 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. Black poplar is pioneer deciduous tree with amelioration function and can be
used as one of the alternative for reforestation of the lower altitudes. This species
is native in the Czech Republic, but has been neglected and greatly reduced in the
past. Using the presented methodology of DNA analysis, it will be possible to verify
the species affiliation of the searched poplar trees to the black poplar, identify the
genetic parameters of phenotypically high-quality individuals and to select suitable
clones ensuring sufficient diversity for the establishment of propagation stands and
for conservation strategies.

Key words:  black poplar; hybrid detection; DNA analysis; microsatellite
markers; species determination; genetic diversity; clonal
identification
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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 je predstavit metodické postupy DNA analyz s vyuzitim vybranych diagnos-
tickych mikrosatelitovych markerd pro rozlieni druhové prislusnosti topolu cer-
ného od hybridnich topolil vzniklych spontannim k¥izenim s topolem kanadskym.
Metodické postupy jsou zalozeny na ovérenych poznatcich o druhové specifickych
velikostech alel diagnostickych SSR markert. Zamérem metodiky je moznost u vy-
hledévanych fenotypové kvalitnich a geneticky diverznich jedinct topoli ¢ernych
ovérit i jejich druhovou ¢istotu. Metodické postupy jsou vyuzitelné pfi zachovavani
genovych zdroji topolu ¢erného a pti zakladani mnozitelskych porostii pro rozsire-
ni pavodniho druhu topolu ¢erného jako vhodného alternativniho druhu dfeviny
pti opétovném zalesnéni poloh s niz$i nadmortskou vyskou 1. - 2. LVS a pti obnové
luznich ekosystémtL.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

V poslednim desetileti dochazelo vlivem silnych klimatickych vykyvi a casové
dlouhych obdobi nedostatku vlahy k rozsdhlému poskozovani lesnich porostu.
V této souvislosti se pozornost upfela na hledani alternativnich cest k obnové téch-
to porostl s cilem zachovat lesni ekosystémy. Vyznamné poskozeny jsou i lokality
jizni Moravy v oblastech luznich lesti, kde dochazi k odumirani klimatickymi vli-
vy oslabenych péstovanych porostil jasant a ol$i ptisobenim houbovych patogent
(CizkovaA et al. 2018).

Topol ¢erny byl v minulosti ptirozené hojné zastoupen v porostech luznich lesti
Moravy a Cech, ale vlivem lidské ¢innosti nyni patii mezi nejohrozenéjsi dreviny
v Ceské republice (CizkovA et al. 2020) a také v fadé dalsich evropskych zemich
(HEINZE et al. 2008, RATHMACHER et al. 2010, CORTAN et al. 2016). K redukci vy-
skytu ve velkém métitku doslo radikalni zménou jeho prirozenych stanovi$tnich
podminek, a to rozsdhlymi zasahy do premény krajiny zptsobenymi umélymi



regulacemi fi¢nich tokd. Tim se silné omezila moznost generativni reprodukce,
protoze vyvoj semenackid vyzaduje specifické vlhkostni podminky pfirozené se
zaplavujicich luznich lest. Dalsi redukci zptisobila uméld vysadba rychle rostou-
cich Slechténych topolt Populus xcanadensis, vzniklych kifzenim topoltl ¢erného
a bavlnikového, kdy navic mohlo dochazet ke spontannimu kiizeni téchto hybridt
s topolem Cernym, a tim k degradaci stavajiciho genofondu topolu ¢erného (HEIN-
zE et al. 2008, RATHMACHER et al. 2010). V Cerveném seznamu ohrozenych druht
rostlin Ceské republiky je topol Cerny zatazen do kategorie kriticky ohrozenych
druht (HRCKA 2016).

V radé evropskych zemi jsou realizovany aktivity vyuzivajici genetické analyzy pro
zachranu genofondu topolu ¢erného jako zdroji reprodukéniho materidlu (déle
jen ,ZRM®) pro moznost jeho zpétného rozsiteni a zaclenéni do porostii pfi ob-
nové luznich ekosystémi s nevhodnou stavajici skladbou porostt v ménicich se
klimatickych podminkach. Pro ziskani genofondu topolu éerného se ovétuje dru-
hové ptislusnost jedinct s vyuzitim diagnostickych mikrosatelitovych (SSR) mar-
kerti (FossATI et al. 2003, SMULDERS et al. 2008b, RATHMACHER et al. 2010, ULuG
et al. 2022) na zakladé specifickych velikosti alel. Mikrosatelity predstavuji kratké
repetice, nejcastéji slozené ze 2-4 bazi nukleotidovych motivu, které se u jedincti
lisi jejich pocétem, tedy délkou mikrosatelitovych lokust. SSR markery maji kodo-
minantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygoti. Pomoci
polymorfnich mikrosatelitti se zjistuje i Groven diverzity vyhledanych ZRM pro
ziskani dostate¢né variabilniho reprodukéniho materidlu (SMULDERS et al. 2008a,
2008b, RATHMACHER et al. 2010, TROBER, WOLF 2015, CORTAN et al. 2016, CIFTCI
etal. 2017, WOJkiEwIcz et al. 2021). Topol ¢erny se svymi biologickymi vlastnostmi
pionyrské dfeviny jevi byt vhodnym alternativnim druhem dfeviny jako soucast
obnovovanych porostt pro vysadbu poskozenych lokalit podél vodnich toki v niz-
$ich nadmotskych vyskach.

Predstavené metodické postupy jsou vyuzitelné pro soucasné zjistovani irovné ge-
netické diverzity stromu topolu ¢erného, identifikaci geneticky identickych jedin-
ct a pomoci 5 druhové diagnostickych markert pro determinaci druhové Cistoty
vybranych jedincti topolu ¢erného pro moznost jejich navrzeni k uzndni za zdroje
kvalifikovaného reprodukéniho materialu za ucelem zachovani stavajiciho geno-
fondu ohrozeného druhu. Metodické postupy mohou také uplatnit spravci vodnich
toku pfi obnové biehovych porostii.



2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorkl a postupy izolace DNA

Pro ziskani kvalitnich izolati DNA je nejvhodnéjsim terminem odbéru rostlinného
materialu jarni obdobi, kdy 1ze odebirat pupeny nebo mladé listy. Pfi pouziti starych
listd se z duvodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharida snizuje kvalita
ikvantita izolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA eludtu muze zkom-

vy

plikovat nebo znemoznit navazujici analyzy. Pti zpracovani vys$iho poctu vzorki
je vyhodnéjsi odebirat mladé listy, protoze zpracovani pupent je ¢asové naro¢néjsi.
Béhem manipulace se vzorky jednotlivych stromi je nutné peclivé vedeni evidence,
aby nedoslo k ziméné mezi vzorky. Vzorky se jiz pti odbéru oznadi, ulozi do mik-
roténového sacku a udrzuji pri nizké teploté priblizné 4 °C (napft. lze pouzit chla-
dici tagky s namrazenymi destickami), abychom zabrénili degradaci DNA. Idealni
je vzorky co nejrychleji prepravit ke zpracovani do laboratofe. DNA Ize izolovat
z ¢erstvého, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materialu. V pripadé, ze
izolace DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkd, je nutné vzorky po preve-
deni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nasttihdni na vhodnou velikost apod.)
ulozit minimélné do -20 °C. Dal$i moznosti, jak dlouhodobé uchovat vzorky, je
jejich vysuseni s vyuzitim lyofilizatoru a poté jejich vzduchoté$né uzavieni. Lyofili-
zovany materidl lze skladovat pfi pokojové teploté a snadnéji se s nim manipuluje
pred homogenizaci. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se v nasi laboratoti 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 nenarocna a ziskaji se dostatecné kvalitni DNA
eluaty. Pfed zahdjenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol ke koncentra-
tam pufrd AW1 a AW2. Inkuba¢ni lazen se nechd nahfivat na 65 °C. Pripadné
srazeniny v pufrech AP1 a AW1 se odstrani nahfatim.

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

1. Maximalni mnozstvi vychoziho rostlinného materialu je 100 mg cerstvého ple-
tiva nebo 20 mg lyofilizovaného pletiva, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na
prasek, naptiklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navazeny rost-
linny material v tfecich miskdch, pripadné lze vyuzit homogenizéator rostlinné-
ho materialu (napf. Precellys” Evolution Touch, Bertin Technologies, France).
Utfeny material se prenese se do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.



. K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 pl 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
pfevracenim zkumavek.

. Prida se 130 ul pufru P3, kratce se promichd pomoci vortexu a inkubuje 5 minut
na ledu a poté centrifuguje 5 minut pfi rychlosti 14 000 otacek za minutu (dale
jen ,,rpm®).

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

. Pfefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky
s odectenim ziskaného objemu. Déavame pozor, abychom nenabrali pfipadny
pelet.

. Pfidame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5nasobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim a vypou$ténim pomoci mikropipety
vzniklou smés promichame.

. Odpipetujeme 650 ul 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 vzorku.

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

. Pridame dalSich 500 pl 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.

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 pfi pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pfi rychlosti 8 000 rpm. Ziskame 100 pl prvniho eluatu.

12. 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, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky

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

Kvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatu.
U izolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu na zdkladé poméru
absorbanci pti 260 nm a 280 nm s vyuzZitim spektrofotometru na mikroobjemy.
Hodnoty pro optimaélni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7 - 1,9, niz$i nebo
vy$si hodnoty indikuji pfitomnost dalsich nezadoucich latek (napf. proteint, feno-
lickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/ul je vhodné pro optimalni
priabéh PCR amplifikace naredit AE pufrem.

2.2 Postupy PCR amplifikace

Pro moznost analyzy vybranych mikrosatelitovych markert - nuclear simple
sequence repeats (nSSR) v izolované DNA zkoumanych stromt topolt musi pro-
béhnout jejich amplifikace s vyuzitim PCR (polymerdzové retézové reakce). Pro
druhovou determinaci topolu ¢erného byly pouzity diagnostické mikrosateli-
tové markery WPMS09 a WPMS18 (FossaTr et al. 2003, SMULDERS et al. 2008b,
RATHMACHER et al. 2010, ULUG et al. 2022). U téchto markert byly v nasi laboratofi
u referen¢nich vzorku topolu bavinikového zjistény specifické velikosti alel v ho-
mozygotni formé. U referen¢nich vzorkd $lechténych hybridnich topolt (kfiZenci
topolu bavinikového a ¢erného) byly tyto specifické hodnoty alel detekovany v he-
terozygotni formé.

Pro soucasné zjistovani trovné genetické diverzity stromil topoli a ovéfovani gene-
ticky identickych jedincti byly amplifikace dvou druhové diagnostickych markert
ptifazeny do PCR amplifikaci mikrosatelitovych markert jiz dfive ovéfenych pro
zjistovani genetické diverzity topolu cerného (CvRCKOVA et al. 2022). Sekvence
primert (Tab. 1) vSech zvolenych jadernych mikrosatelitovych markertt WPMSO01,
WPMS04, WPMS07, WPMS09, WPMS10, WPMS11, WPMS13, WPMS14,
WPMS16, WPMS18, WPMS19, WPMS21, WPMS22 byly publikovany autory VAN
DER SCHOOT et al. (2000) a SMULDERS et al. (2001). Pro PCR amplifikaci rozsirené-
ho spektra markert byly optimalizovany koncentrace reakénich smési ptislusnych
chemickych komponent (Tab. 2) a teplotni cykly polymerazovych fetézovych reakci
jednotlivych multiplext (Tab. 3, 4, 5) pro ziskani reprodukovatelnych a velikostné
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ptislusnych amplifikdtti pouzitych lokust. Pro odecteni velikosti amplifikovanych
fragmentd v parech bazi (bp) na genetickém analyzatoru se musi pouzit fluores-
cen¢né znacené primery, ziskané syntézou u komercni firmy. Optimalizace reakci
probihaly i za tcelem seskupeni PCR amplifikaci do multiplexii, aby z divodu ¢a-
sovych a finan¢nich Gspor mohly probihat analyzy minimalné dvou a vice markert
najednou. PCR amplifikace 13 vybranych markert byly sestaveny do ti{ multiplext
podle velikosti amplifikovanych lokusti a pribéhi reakénich podminek. Dal$i mik-
rosatelitové markery pouzité pro druhovou determinaci topolu ¢erného byly mar-
kery PMGC14, PMGC2163, PMGC456 (Fossarr et al. 2003, KHAsA et al. 2003,
L1ESEBACH et al. 2010, SMULDERS et al. 2008b, RATHMACHER et al. 2009, ULUG et
al. 2022). Sekvence primert markertt PMGC14, PMGC2163 byly prevzaty z pu-
blikace ULUG et al. (2022) a primerové sekvence mikrosatelitu PMGC456 z pub-
likace KHAsA et al. (2005). U amplifika¢nich produkti mikrosatelitovych lokust
PMGC2163, PMGC456 byly zjistény specifické velikosti alel v homozygotni formé
u topolu bavlnikového, tyto velikosti alel se nevyskytovaly u stromi topolu ¢erného,
ale vyskytovaly se u hybridnich topoli. V pripadé markeru PMGC14 byly v nasi
laboratofi zjistény 3 specifické velikosti alel u vzorkd topolu bavlnikového, které
se nevyskytovaly u vzorki topolu ¢erného, ale byly zastoupeny ve spektru velikosti
alel pro hybridni topoly. PCR amplifikace téchto 3 diagnostickych markert probi-
haly spole¢né v ramci jednoho multiplexu (Tab. 6 a 7). Reakéni chemikalie je nutné
udrzovat v chladu a ptipravu reakéni smési je potfebné délat na ledu nebo chladové
desti¢ce. DNA polymerazu musime neustdle uchovévat pii -20 °C a pipetujeme ji
do reak¢ni smési az nakonec jen s kratkym vyjmutim z mrazictho 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 -3 uM (NED), WPMSI11 R -3 uM

WPMS13 F - 1 uM (6FAM), WPMS13 R - 1 uM

WPMSI9 F - 1 uM (6FAM), WPMSI9R - 1 uM

Redéni primeri:
Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA) - 10 ml roztoku

piipravime z 10 pl 1M Tris - HCl a 0,2 ul 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma-Aldrich) do 10 ml

12



Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerd a rozmezi velikosti v poctu
bazi sledovanych lokusu ziskané ze sledovanych stromu topoll

Lokus/motiv repetice Sekvence primert (5°-3°)

Velikost PCR
produktu (bp)

WPMS01 F: AACCACTATGCCACCTTCTT

(GA),, R: AACTAACTCCATTCATTGCTAAA 111-165
WPMS04 F: TACACGGGTCTTTTATTCTCT

(GT),, R: TGCCGACATCCTGCGTTCC 231-319
WPMS07 F: ACTAAGGAGAATTGTTGACTAC

(GT),, R: TATCTGGTTTCCTCTTATGTG 213-271
WPMS09 F: CTGCTTGCTACCGTGGAACA

(GT),, (GA),, R: AAGCAATTTGGGTCTGAGTATCTG 232-294
WPMS10 F: GATGAGAAACAGTGAATAGTAAGA

(GT),, R: GATTCCCAACAAGCCAAGATAAAA 224-266
WPMS11 F: TAAAGATGATGGACTGAAAAGGTA

(GT),, R: TAAAGGAGAATATAAGTGACAGTT 175-227
WPMS13 F: GATCCTGAACAATGTCGTACTTC

(GT),, R: ACGATAACCTGCGAGAAATGT 102-144
WPMS14 F: CAGCCGCAGCCACTGAGAAATC

(CGT),,, R: GCCTGCTGAGAAGACTGCCTTGAC 228-288
WPMS16 F: CTCGTACTATTTCCGATGATGACC

(GTC),(ATCCTC),  R:AGATTATTAGGTGGGCCAAGGACT 133-163
WPMS18 F: CTTCACATAGGACATAGCAGCATC

(GTG),, R: CTTCACATAGGACATAGCAGCATC 214-241
WPMS19 F: AGCCACAGCAAATTCAGATGATGC

(CAG),,., R: CCTGCTGAGAAGACTGCCTTGACA 185-245
WPMS21 F: TGCTGATGCAAAAGATTTAG

(GCT),,.,, R: TTGGAACTTCAACATTCAGAT 258-327
WPMS22 F: ACATGCTACGTGTTTGGAATG

(TGA),, R: ATCGTATGGATGTAATTGTCTTA 82-160
PMGC14 F:-TTCAGAATGTGCATGATGG

(CTT) R: GTGATGATCTCACCGTTTG 184-223
PMGC2163 F: CAATCGAAGGTAAGGTTAGTG

(GA) R: CGTTGGACATAGATCACACG 185-251
PMGC456 F: TGTAGGAGATATCCACGTGG

(GA) R: AACAATATGCTTCATAGCACAG 76-84
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Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentra-
ce (100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HC, pH 8,0, 0,01 mM EDTA).
Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkt (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primerd WPMSO01 F - 2 yl WPMSO01 R - 2 ul, WPMS04 F - 2 ul, WPMS04 R -
2 ul, WPMSI1 F - 3 ul, WPMS11 R - 3 ul, WPMS13 F - 1 ul, WPMS13 R - 1 yl,
WPMS19 F - 1 ul, WPMSI9 R - 1 ul a doplnime 82 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

Tab. 2: Slozeni reak¢éni smési na PCR amplifikaci

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 kazdy) 0,2 pl
Primer mix 0,75 pl
Polymerase Platinum Taq 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma-Aldrich) 10,875 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

(chemikalie Polymerase Platinum Tag, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgClL,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerdzou Platinum Taq)

Tab. 3: 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 30 sec Denaturace

53°C 30 sec Annealing (nasednuti primeru)
4. 72°C 60 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1x
72°C 10 min Finalni elongace
4°C Ulozn4 teplota Chlazeni amplifikata
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Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a priklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

WPMS07 F -2 uM (PET), WPMS07 R - 2 uM
WPMSI0 F - 2 uM (VIC), WPMS10 R - 2 uM
WPMSI16 F - 2 uM (VIC), WPMS16 R -2 uM
WPMSI18 F -2 uM (NED), WPMS18 R -2 uM
WPMS22 F - 2 uM (6FAM), WPMS22 R - 2 uM

Redéni primert:
Provedeme nafedéni primerd na zdsobni roztoky 100uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Pripravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorka (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zdsobniho roztoku
primerd WPMS07 F - 2 pl, WPMS07 R — 2 pl, WPMS10 F - 2 ul, WPMS10 R -
2 ul, WPMS16 F - 2 ul, WPMS16 R - 2 pl, WPMSI18 F - 2 ul, WPMSI8 R - 2 yl,
WPMS22 F - 2 ul, WPMS22 R - 2 pl a doplnime 80 ul TE pufru).

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

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

Tab. 4: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 3 min Pocéatecni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 45 sec Denaturace

55°C 45 sec Annealing (nasednuti primert)
4. 72°C 105 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1x

72°C 10 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatt
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Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a ptiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeru):

WPMS09 F - 2 uM (NED), WPMS09 R - 2 uM
WPMS14 F - 1 uM (6FAM), WPMSI4 R - 1 uM
WPMS21 F - 2 uM (VIC), WPMS21 R - 2 uM

Redéni primeri:
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 vzorkid (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primerd WPMS09 F - 2 pl, WPMS09 R - 2 pl, WPMS14 F - 1 pl, WPMS14 R - 1 4],
WPMS21 F - 2 ul, WPMS21 R - 2 pl a doplnime 90 pl TE pufru).

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

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

Tab. 5: Teplotni rezim PCR

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

2. 94 °C 45 sec Denaturace

60 °C 45 sec Annealing (nasednuti primeru)
4. 72°C 105 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1x

72°C 10 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozné teplota  Chlazeni amplifikat(
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Multiplex 4 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a priklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

PMGCI14 F - 0,5 uM (6FAM), PMGCI14 R - 0,5 uM
PMGC2163 F - 0,5 uM (VIC), PMGC2163 R - 0,5 uM
PMGC456 F - 0,5 uM (NED), PMGC456 R - 0,5 uM

Redéni primerii:

Provedeme natedéni primerti na zasobni roztoky 100pM koncentrace dle ptikladu
multiplexu 1. Pfipravime smés z primerti v poZzadované koncentraci a v objemu
dle poctu analyzovanych vzorkd (napf. pro objem 200 pl, napipetujeme ze zasob-
niho roztoku primertt PMGC14 F - 1 ul, PMGC14 R - 1 pl, PMGC2163 F - 1 g,

PMGC2163 R - 1 pl, PMGCA456 F - 1 pl, PMGC456 R - 1 pl, a doplnime 194 pl TE
pufru).

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek s vyuzitim QI-
AGEN’ Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Tab. 6: Slozeni reakéni smési na PCR amplifikaci

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
2x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 7,5l
primer mix 1,5 ul
RNase — free water 3,5ul
Q-Solution 1,5l

PFidat 1 pl templatové DNA (10-50 ng)
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Tab. 7: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 15 min Pocate¢ni denaturace
30 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 30 sec Denaturace

52°C 90 sec Annealing (nasednuti primeru)
4. 72°C 60 sec Elongace (prodluZovani fetézce)

1x

60 °C 30 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozné teplota Chlazeni amplifikata

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $pi¢ky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR s vicky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka nebo ledova trist, centrifu-
ga, teplotni cyklovac

2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produkti se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agardéza (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 fragmentti
DNA se pouziva fluorescen¢ni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed Ize pridat hned do rozpusténé-
ho teplého agarézového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani se gel naleje
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hebinky s vhodnym poctem hrota dle
poctu testovanych vzorki. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforézu,
vyjmou se hiebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval asi 0,5
cm nad gel. Do slott1 gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl) smichané se 4 ul pufru
(gel loading buffer, Sigma-Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikat
se do vybraného slotu nanese smés: 1 ul standardu 100 bp DNA ladder (NEW EN-
GLAND Biolabs), 4 l destilované vody a 2 ul pufru (gel loading bufter).
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V elektrickém poli se pohybuji zaporné 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 WPMSI1 je uveden v pfiloze (Obr. 2).

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, sada pipet a sterilni §picky, mikrovlnna trouba, vortex, horizontalni
elektroforéza se zdrojem, fluorescen¢ni dokumentacni systém gelt

2.4 Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR produktfi

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach pard bazi se
provadi na genetickém analyzitoru (napf. 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 zptsobem
denaturovany na jednovlaknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych
vzorki napipetuji po 1 pl do 96jamkovych desti¢ek ur¢enych pro analyzatory (napt.
MicroAmp 96 Well Reaction Plate od ABI Applied Biosystem), pak se ke kazdému
vzorku piidd 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 promichd. Po napi-
petovani smési k amplifikatim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby se roztok
stahl 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 kapilafe naplnéné specialnim 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. Pristroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
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najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich divodt velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci amplifikati analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci
sestavit z hlediska velikosti alel a fluorescen¢niho zabarveni primert.

Amplifikace 13 mikrosatelitovych markert byly sestaveny do tfi multiplext a na-
vazujici fragmenta¢ni analyzy probihaji podle multiplexii ve tfech bézich. Prvni
béh zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1 (WPMS01, WPMS04, WPMSI1,
WPMS13, WPMS19), v druhém béhu probiha fragmentacni analyza PCR produk-
td multiplexu 2 (WPMS07, WPMS10, WPMS16, WPMS18, WPMS22) a ve tfe-
tim béhu multiplexu 3 (WPMS09, WPMS14 a WPMS21). Pro dalsi diagnostické
markery PMGC14, PMGC2163, PMGC456 sestavené pro amplifikaci do 4. multi-
plexu byly fragmentaéni analyzy realizovany formou ¢tvrtého béhu. Po provedené
denaturaci se desticka vklada do genetického analyzatoru. Ukazky vystupt frag-
mentaénich analyz z genetického analyzatoru pro jedince topolu ¢erného, topolu
bavlnikového a kanadského u diagnostického markeru PMGC2163 jsou uvedeny
v priloze (Obr. 3).

Odectent velikosti v hodnotach parti bazi (bp) u amplifikovanych lokust se provadi
pomoci softwarového programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vy-
sledku méfeni velikostniho standardu, jenz je pfidavan ke kazdému vzorku, stanovi
kalibra¢ni kfivku a na jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

sada pipet a sterilni $picky, vortex, teplotni cyklova¢, centrifuga, 96jamkové desti¢-
ky prislusné k analyzatoru, geneticky analyzator

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické useky DNA s kodominantnim
charakterem. U topolu ¢erného, bavlnikového, kanadského a hybridi topolu s di-
ploidni sadou chromozému (2n) to znamena, Ze u sledovaného lokusu ziskdme pro
kazdého jedince dvé shodné velikosti alel v ptipadé homozygota a v pripadé hete-
rozygota dvé rtizné hodnoty alel. Rozmezi velikosti alel ziskanych pro jednotlivé
lokusy pro ndmi sledované stromy topolu ¢erného a identifikovanych hybridu a re-
feren¢ni vzorky (vzorky topolu bavlnikového a vzorky $lechténych hybrida topolu
kanadského) jsou uvedena v tabulce 8.
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Ziskany prehled hodnot alel u hodnocenych lokusi pro jednotlivé stromy topolil
(vypracovana multilokusova genotypizace - MLG) se statisticky zpracovava, napt.
za vyuziti programi GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (Ka-
LINOWSKI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995, ROUSSET 2008),
STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000, FALUSH et al. 2003, 2007; HuB1sz et al.
2009) pro ziskani genetickych charakteristik sledovanych stromt, porostti a mikro-
satelitovych markert. Pro kontrolu velikosti odec¢tenych hodnot mikrosatelitovych
lokust1 v¢etné ohodnoceni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Chec-
ker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

K vypracovani metodickych postuptt pro druhovou determinaci topolu ¢erné-
ho byla vyuzita sada 14 referen¢nich vzorki (geneticky odlisnych klont) topolu

Tab. 8: Rozmezi velikosti alel v po¢tu part bazi (bp) mikrosatelitovych marker( ziska-
nych z analyz stromu topold

Rozmezi velikosti alel v poétu para bazi (bp)

Lokusy Topol ¢erny bam?f;vy Topéc;(le‘l:(ﬁpéan?sky Hybridni topoly
WPMS01 113-165 111-113 111-151 111-151
WPMS04 231-319 - 249-275 249-285
WPMS07 213-271 223-269 221-259 221-267
WPMS09 240-294 232 232-260 232-264
WPMS10 224-266 230-236 230-244 230-258
WPMS11 175-227 175-177 175-197 175-189
WPMS13 104-144 102-104 102-140 102-138
WPMS14 228-285 234-288 231-276 246-276
WPMS16 136-163 133-139 133-148 133-151
WPMS18 220-241 214 214-229 214-229
WPMS19 185-245 191-224 188-236 203-236
WPMS21 258-327 267-324 264-312 270-312
WPMS22 82-160 139 82-145 85-133
PMGC14 199-223 184,190,193 190-223 190-223
PMGC2163 217-251 185 185-249 185-249
PMGC456 76-78 82 76-84 76-82
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bavlnikového (Populus deltoides) a 10 referen¢nich vzorka (odli$nych genotypt)
$lechténych hybridnich topoli Populus xcanadensis péstovanych ve vyzkumné sta-
nici VULHM, v. v. i. v Kunovicich. Identifikovat stromy topolu ¢erného lze s vyu-
zitim 2 diagnostickych mikrosatelitovych markertt WPMS09 a WPMS18 na zékla-
dé urdeni velikosti alel téchto markerii u jedinct topolu ¢erného a u referen¢nich
vzorki topolu bavlnikového. U geneticky ruznych 14 klontd topolu bavinikového
byly v nasi laboratoti (obdobné s vysledky studii autort zahrani¢nich laboratofi:
FossATI et al. 2003, SMULDERS et al. 2008a, RATHMACHER et al. 2010) v markerech
WPMS09 a WPMS18 ziskany v homozygotni formé specifické uniformni velikosti
alel (Tab. 9). Soucasné se jedna o nejnizéi velikost alel v porovnani s variabilni-
mi alelami zji$ténymi u stromd urcenych jako topol ¢erny. U markeru WPMS09
byly pro vSechny referen¢ni klony topolu bavlnikového ziskany alely se stejnou

Tab. 9: Specifické velikosti alel v diagnostickych markerech WPMS09, WPMS18,
PMGC14, PMGC2163, PMGC456, pro referenéni vzorky topolu bavinikového
(Populus deltoides) v lokusu WPMS04 nebyly ziskany PCR amplifikaty

:f,"',‘;‘:zz:fs'; WPMS09 WPMS18 WPMS04 PMGC14 PMGC2163 PMGC456
Referenéni Allele Allele Allele Allele Allele Allele

vzorky sizes (bp)  sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp)  sizes (bp)
Pd._01 232 232 214 214 - - 190 190 185 185 82 82
Pd._02 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._03 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._04 232 232 214 214 - - 190 190 185 185 82 82
Pd._05 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._06 232 232 214 214 - - 190 190 185 185 82 82
Pd._07 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._08 232 232 214 214 - - 190 190 185 185 82 82
Pd._09 232 232 214 214 - - 184 193 185 185 82 82
Pd._10 232 232 214 214 - - 184 193 185 185 82 82
Pd._11 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._12 232 232 214 214 - - 184 193 185 185 82 82
Pd._13 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82
Pd._14 232 232 214 214 - - 193 193 185 185 82 82

22



(homozygotni) hodnotou 232 a u markeru WPMS18 to byly uniformni alely 214.
Zaroven velikosti alel 214 a 232 byly diagnostikovany prevaziné v heterozygotni
formé u referen¢nich vzorkd topolu kanadského (Tab. 10). U markeru WPMS04
pfi stejnych PCR podminkach nebyly ziskany amplifikaty pro klony topolu bavl-
nikového, ale u hybridnich topolii (Tab. 9 a 10) a topolii cernych (rozmezi velikos-
ti alel je uvedeno v tabulce 8) amplifikace probéhla. Metodické postupy druhové
determinace byly ovéfovany na ¢tyfech stech vzorcich odebranych z topolt v po-
vodi fek Dyje, Morava, OlSe, Jihlava, Odra, Labe a Ohte. V tomto souboru bylo
u 37 topoli na zakladé druhové specifickych velikosti alel diagnostickych marke-
rl zjisténo, ze to jsou hybridi. Dale byla u vSech stromi ptifazenych k topolim
¢ernym zjisténa absence konkrétnich velikosti alel i u dal$ich markerd WPMSO01,
WPMS07, WPMS10, WPMS 13, WPMSI16. Zjisténé velikosti alel se vyskytovaly
v rtiznych frekvencich u referen¢nich vzorku topolu bavlnikového a kanadského
topolu a u nami v terénu zjisténych hybridnich topolt (Tab. 11) i tento poznatek
prispiva k potvrzeni druhové prislusnosti. Ziskané rozliSeni u nami $etfenych stro-
mu topold na druhy ¢erny, bavlnikovy a hybridni topoly vyznamné podpotily vy-

Tab. 10: Velikosti alel v diagnostickych markerech WPMS09, WPMS18, PMGC14,
PMGC2163, PMGC456 u 10 referencnich vzorkd Slechténych hybridnich klo-
nG topolu kanadského a velikosti alel u lokusu WPMS04

mt(gﬁzztjesl; WPMS09 WPMS18 WPMS04 PMGC14 PMGC2163 PMGC456
Referenéni Allele Allele Allele Allele Allele Allele

vzorky sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp) sizes (bp)
Robusta 232 250 214 214 255 255 190 223 185 223 76 82
SP-01 260 260 214 229 255 255 190 223 185 223 76 82
SP-02 250 250 214 226 275 275 193 202 185 201 78 82
SP-03 232 250 214 214 255 255 190 223 185 223 76 82
SP-04 232 260 214 229 255 255 193 211 185 223 76 82
SP-05 232 258 214 229 255 255 190 205 185 239 76 82
SP-06 232 250 214 214 255 255 190 223 185 249 76 82
SP-07 252 252 214 223 249 249 190 199 185 227 76 82
SP-08 232 250 214 223 255 255 190 208 185 239 76 82
SP-09 250 250 214 226 275 275 193 205 185 243 76 82
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sledky analyz dal$ich 3 diagnostickych markert PMGC14, PMGC2163, PMGC456,
pro které byly obdobné s publikovanymi vysledky (Kuasa et al. 2003, FossaT1 et al.
2003, SMULDERS et al. 2008b, RATHMACHER et al. 2009, ULUG et al. 2022) ziskany
specifické velikosti alel v zavislosti na druhu topolu (Tab. 8, 9 a 10). U markeru
PMGC14 (Tab. 9) byly pro referenéni vzorky topolu bavlnikového ziskany 3 hod-
noty alel (184, 190, 193), které se vyskytovaly u hybridnich topold, ale u topoli
¢ernych se tyto velikosti alel nevyskytovaly. U vzorki topolu ¢erného byly zjistény
velikosti alel v rozmezi od 199 do 223. U markeru PMGC2163 (Tab. 9) byla pro
referen¢ni vzorky topolu bavinikového ziskdna specifickd uniformni velikost ale-
ly 185 (v homozygotni formé), u hybridnich topolt byly zjistény alely s rozpétim
hodnot 185-249 a alela o velikosti 185 se vyskytovala u hybridnich stromi v hete-
rozygotni formé, u topolu ¢erného se spektrum velikosti alel tohoto markeru po-
hybovalo az od hodnoty 217 do 251. U markeru PMGC456 (Tab. 9) byla u topolu
bavlnikového zji§téna opét uniformni velikost alely s hodnotou 82 (homozygotni
forma), tato specificka velikost alely byla detekovana u hybridnich topola v hete-
rozygotni formé (rozmezi velikosti alel pro hybridni topoly bylo 76-84). U topolu
¢erného se u tohoto markeru vyskytovaly alely o velikosti 76 a 78.

Sledovat genetické rozdily mezi stromy topolu ¢erného a hybridnich topola lze
také na zdkladé porovnavani genetickych struktur. K odvozeni struktur se vyuzi-
va Bayesianska klastrova metoda implementovana v softwaru STRUCTURE 2.3.4.
(PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009). Podkladem

Tab. 11: Frekvence alel unikatnich pro referenéni vzorky topolu bavinikového a topolu
kanadského a ur¢enych hybrid(l vyskytujicich se v lokalitach topolu ¢erného

Alla (b)) Topol 8oy yiniioyy  yanadaky  topoly.

WPMS01 13 0 0,93 0,45 05

WPMS07 229 0 0,25 0,15 0,028
WPMS09 232 0 1 0,30 0,028
WPMS10 230 0 0,57 0,50 05

WPMS13 102 0 0,79 0,40 0,069
WPMS16 133 0 0,21 0,10 0,167
WPMS18 214 0 1 0,65 0,597
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pro STRUCTURE analyzu jsou multilokusové data vybranych polymorfnich nSSR
jadernych mikrosatelitovych markert a vysledkem jsou profily genetickych struk-
tur barevné rozlisené podle poctu klastra (K). Optimélni hodnotu K 1ze stanovit na
zakladé vysledkd programu STRUCTURE SELECTOR (L1, L1u 2018). Genetické
struktury se kvantifikuji procentudlnimi podily ziskanych klastrt (zndzornéné riz-
nymi barvami). Pro rozlieni sledovanych druht a hybrida topoli byla zpracova-
né analyza Structure, jejiz vysledek dokumentuje Obr. 1. V provedené analyze se
jednotlivé skupiny (vzorky topolu ¢erného, referenéni vzorky topolu bavinikového
a topolu kanadského) strukturovaly do barevné odlisnych profila. Pti pouziti soft-
warové stanovené optimalni hodnoty K = 2 vykazuji vzorky ¢istych druht odlisnou
barvu a hybridni vzorky maji strukturu dvoubarevnou. Provedend analyza Structu-
re ukazuje rozliSeni sledovanych druhd topold.

Topol bavinikovy
Hybridni topoly

Topol ¢erny

Obr. 1: Vysledky structure analyzy pro K = 2 pro vzorky topolu ¢erného, topolu bavini-
kového a hybridnich topold

U determinovanych topolt ¢ernych vybranych na vyuziti za zdroje reprodukéniho
materialu je Gcelné ohodnotit jejich genetickou kvalitu. Statistickym zpracovanim
vysledktl analyz vybranych 13 mikrosatelitovych markert lze v porostech topolu
¢erného sledovat troven genetické diverzity, alelické varianty, frekvence alel, ge-
netické diferenciace, hodnoty ocekavané 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 (NE1 1972). V pripadé ovétovani klonové
identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lokust u jedincti (ramet) prislus-
nych klonti (orteti1) v rdmci vypracované multilokusové genotypizace (MLG) - pre-
hled hodnot alel sledovanych lokusti - pro Setfené klony. Prislusnost jedince ke
klonu je deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vech analyzovanych lokust.
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Pro ziskani variabilnich zdrojt reprodukéniho materialu (ZRM) je potfebné zhod-
notit vzajemnou genetickou pfibuznost mezi stromy a vyloucit geneticky identické
nebo blizké stromy. Hodnoceni probiha na zékladé parového porovnani ziskanych
multilokusovych genotypii u Setfenych stromu s vyuzitim statistického programu
(napf. GenAlEx 6.503). Pro optimalni vypovidaci hodnotu pfi sledovéni identity
nebo diverzity topoli ¢ernych byl vybér mikrosatelitovych marker(i zaméfen na
markery dostate¢né polymorfni a zdroven s vyrovnanéjsi frekvenci zastoupenych
velikosti alel. Pro determinaci druhové prislusnosti topolil je nutné do analyz zafa-
dit diagnostické markery a podle zjisténé velikosti jejich alel je mozné rozlisit druhy
(topol cerny a topol bavinikovy) a hybridy topolt.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy druhové determinace topolu ¢erného na zakladé molekuldr-
nich analyz nebyly dosud pro podminky CR publikovany. Uvedené metodické po-
stupy rozsifuji dfive publikovanou metodiku zaméfenou na ovéfovani genetické
variability u topolu ¢erného s vyuzitim DNA analyz mikrosatelitovych markert.
Vzhledem k moznému naruseni pfirozeného piivodniho genofondu topolu cer-
ného vysazovanymi $lechténymi topoly, které vznikly kiizenim topolu ¢erného
s topolem bavlnikovym, je potfebné mit vypracovany spolehlivé postupy druhové
determinace. Morfologické znaky topolu ¢erného nejsou vzdy jednoznaéné a jsou
terminaci Ize vyuzit molekularni markery a sledovat nezadouci introgresi do geno-
mu topolu ¢erného prostfednictvim DNA analyz. Pfedstavené metodické postupy
popisuji vyuziti diagnostickych mikrosatelitovych markertt WPMS09, WPMS18,
PMGC14, PMGC2163, PMGC456 s druhové specifickymi velikostmi alel pro od-
liSovani topolu ¢erného od jeho moznych hybridii s topolem bavinikovym. Dal$im
pomocnym ukazatelem pro druhovou determinaci topolu ¢erného je zjisténi, ze
v markerech WPMS01, WPMS07, WPMS10, WPMS13 a WPMS16 se vyskytuji
specifické velikosti alel u topolu bavlnikového a jeho hybridi, zatimco u stromu
ptifazenych k topolim c¢ernym nebyly tyto velikosti alel zjistény. Zaroven s de-
terminaci druhu je u vyhledanych a urcenych topolt ¢ernych pro jejich vyuziti
za zdroje reprodukéniho materidlu diilezité ovérit i genetickou diverzitu, pro je-
jichZ charakterizaci metodika popisuje postupy analyz 13 mikrosatelitovych mar-
kerd WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMS09, WPMS10, WPMS11, WPMS13,
WPMS14, WPMS16, WPMS18, WPMS19, WPMS21, WPMS22 (VAN DER SCHOOT
et al. 2000, SMULDERSs et al. 2001). Markery WPMS09 a WPMS18 vybrané pro
druhovou determinaci byly z uspornych diavodii pro PCR amplifikace pfidany do
multiplextt markerti vyuzitych pro sledovani diverzity. Dal$i druhové diagnostic-
ké markery PMGC14, PMGC2163, PMGC456 maji specifickou PCR amplifikaci
a jsou usporadany do samostatného multiplexu. Metodika podrobné popisuje op-
timalizované postupy DNA analyz pro ziskdni reprodukovatelnych vysledki, za-
hrnujici ziskani eluatd DNA, postupy PCR amplifikaci mikrosatelitovych lokusi,
postupy fragmentacnich analyz na genetickém analyzatoru a zpracovani moleku-
larnich dat. Pro optimalni vypovidaci hodnotu urovné diverzity mezi jedinci byl
vybér zaméfen na mikrosatelity nejen dostate¢né polymorfni, ale i s vyrovnané;jsi
frekvenci zastoupenych alel. Vysledkem fragmenta¢nich analyz je vypracovana da-
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tabaze, kterou predstavuji u Setfenych jedinct velikosti alel k jednotlivym loku-
sum. Po statistickém zpracovani genetickych veli¢in ziskdme informace o genetic-
kych charakteristikach u sledovanych topolt i pouzitych markert. Pro zhodnoceni
genetické pribuznosti mezi topoly a informaci o identickych genotypech v pripadé
vegetativné namnozenych stromi lze provést parové porovnani ziskanych multi-
lokusovych genotypt s vyuzitim statistického programu (napf. GenAlEx 6.503).
Predstavené analyzy vybranych markert byly ovéfeny na pfiblizné ctyfech stech
vyhledanych jedincich topolu a referen¢nich vzorcich topolu bavlnikového a topo-
lu kanadského (slechténych hybridnich topolit). Pro zachranu a reprodukci druhti je
podstatné zastoupeni co nejsir$iho spektra genotypu, kdy lze predpokladat i vyskyt
gent s potencialem prizplisobit se zménam a vykyviim Zivotnich podminek. Proto
je dulezité vybrat za zdroje reprodukéniho materidlu spravné druhové determino-
vané a dostatecné diverzni stromy.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Predlozené metodické postupy zalozené na analyzach DNA se uplatni pro ovéfova-
ni druhové prislusnosti stromi topolu ¢erného a sledovani drovné jejich diverzity.
Spravna determinace druhu topolu ¢erného vyznamné prispiva k zachrané jeho
kriticky ohrozeného genofondu. Druhové ovérené a dostatecné diverzni stromy se
uplatni jako zdroje reprodukéniho materialu.

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). Vedle rozsahlé
a nepriznivé pfemény jeho prirozenych stanovist dochazelo k hromadné vysadbé
topolu kanadského (vzniklého kfizenim topolu bavlnikového a cerného) a $ifenim
pylu z téchto kfizencti mize dochdzet k introgresi genti topolu bavlnikového do
ptivodniho genofondu topolu ¢erného. V Cerveném seznamu ohroZenych druhii
rostlin Ceské republiky je topol &erny zatazen do kategorie kriticky ohrozenych
druht (HrRCkA 2016). Zachrana ohrozeného genofondu topolu ¢erného je fesena
ivramci mezinarodni spoluprace (EUFORGEN, IUFRO). Zachovani a zpétné roz-
$§ifovani tohoto lesnicky opomijeného autochtonniho druhu topolu je v soucasné
dobé vyznamné v souvislosti s hromadnym odumirdnim hospodatsky vyznam-
nych dfevin v nizsich polohdch, jako jsou napt. jasany a ol$e, v disledku piisobeni
nepiiznivych klimatickych zmén a houbovych patogenii (CizkovA et al. 2020). To-
pol ¢erny prirozené se vyskytujici v povodi tokl nejniz$ich zemépisnych poloh je
svym pionyrskym charakterem rtistu vhodnou soucasti dfevinné skladby pro rych-
1¢ znovuzalesnéni rozsahlych ploch v oblasti luznich lesti. K obnové lesa ptispivaji
topoly jako pripravné dieviny s meliora¢ni funkci a ¢asteéné mohou nahrazovat
i produkci dfeva. Pti zakldddni porostti odolnych k vykyvim klimatickych podmi-
nek je podstatné vychdzet z dostate¢né geneticky variabilni mnozitelské zakladny,
coz lze ovérovat na zakladé analyz DNA.

Popsané metodické postupy ovérovani druhové istoty a drovné genetické diver-
zity vedouci k zachrané genovych zdrojt topolu ¢erného, ktery se jiz vyskytuje jen
ve zbytkovych porostech nebo v jedincich, budou slouzit pro potteby statni spra-
vy a koordindtora Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich
dievin (Ustav pro hospodafskou upravu lest Brandys nad Labem). Dal3{ uplatnéni
ziskanych znalosti o druhové ¢istoté a geneticky podminéné proménlivosti topolil
¢ernych se predpoklada pti aktualizaci souvisejicich legislativnich predpisti v ob-
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lasti ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin a naklddéni s reprodukénim
materidlem a jako podkladt pro aktualizace Oblastnich planii rozvoje lesa.

Poznatky vedouci k zachrané genovych zdroju kriticky ohrozeného druhu dfeviny
také napomahaji plnit cile Statni politiky Zivotniho prosttedi CR, Strategie ochrany
biologické rozmanitosti CR 2016-2025, Statni program ochrany ptirody a krajiny
Ceské republiky pro obdobi 2020 - 2025 a mezindrodni zdvazky Ceské republiky
pfi ochrané biologické rozmanitosti.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych jadernych mikrosatelitovych lokust, elektroforézy, fragmenta¢ni analyzy
a zpracovani molekularnich dat. Pfedstavené postupy byly odzkouseny na vybra-
nych jedincich topolu ¢erného a referen¢nich vzorcich topolu bavinikového a to-
polu kanadského. Priklady vystuptit DNA analyz jsou uvedeny v pfiloze.

Moznosti uplatnéni mize komplikovat finan¢ni naro¢nost piistrojového vybaveni
predevsim genetického analyzatoru pro fragmenta¢ni analyzy. Lze je objednat na
zakazku u komer¢nich firem (napt. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o.,
BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k moznosti determinace druhové ¢istoty topolu ¢erného a k poznatkiim o urovni
genetické variability a klonové identifikaci reproduk¢nich zdroji topolu ¢erného
je ptinos pro lesni hospodatstvi, které pri aktudlni pottebé fesit obnovu luznich
lestt muze pri vysadbé topolu ¢erného pouzit reprodukéni material s potvrzenou
druhovou identifikaci a se zajisténou vysokou urovni genetické diverzity. Meto-
dické postupy mohou byt také vyuzity spravci vodnich toku pfi obnové brehovych
porostt.

Na tizemi CR dochdzi k vyznamnym ztratam piivodniho genofondu topolu ¢erného
z diivodu nedostatku vhodnych stanovist pro jeho generativni reprodukci a v mi-
nulosti realizovanymi vysadbami $lechténych topolu. Jejich moznym spontannim
ktizenim s domacimi ¢ernymi topoly mohou vznikat hybridni formy topolt. Pro
zachovani genofondu topolu ¢erného na uzemi CR je nutné ur¢it jedince autoch-
tonniho topolu ¢erného a jedince hybridniho charakteru. Spravné ur¢ovani druhu
je nezbytné pro uc¢innou ochranu a obnovu populaci topolu ¢erného jako kriticky
ohrozeného druhu CR. Topol &erny jako ptivodni druh v niZinnych povodich fek
CR, vyZzadujici plné oslunéni a plnici meliora¢ni funkci, se vyznacuje vhodnymi
vlastnostmi pritkopni dfeviny pro lokality ptirozenych luht (SvoBopa 1957). Pti
péstovani pripravnych porostt 1ze predpokladat, ze porosty s vys$si genetickou va-
riabilitou budou 1épe odolavat nepfiznivym podminkam zivotniho prostiedi, které
se v poslednich letech vlivem prudkych vykyvi pocasi a dlouhych period sucha
na vétsiné stanovist zhorsuji. Dal$im ekonomickym aspektem je pfinos v caste¢-
né nahradé produkce dfeva cennéj$ich hospodarskych drevin, jejichZ porosty jsou
postizeny hromadnym hynutim v dusledku kalamitniho vyskytu skadct. Pti vy-
béru morfologicky i geneticky kvalitnich vychozich jedinct pro ucely obnovy lesa
z kvalitnich genetickych zdroji je vy$si zaruka, Ze v dobé mytni zralosti porostii
bude dosazeno vyssi kvantitativni (objemové) produkee, coz prispiva ke zvyseni
konkurenceschopnosti trvale udrzitelného obhospodarovani lesa.

Vyuzivani metodickych postuptt umoznujicich ziskani geneticky ovétenych dru-
hové potvrzenych, variabilnich, a tedy adaptabilnéjsich porosti topolu ¢erného je
prinosné i z hlediska celospolecenského a napomaha k zajisténi ekologické stability
krajiny, k zachovani stromového patra pfi obnové luznich lest, k ochrané proti
erozi lesni pidy a k vytvareni ochrannych pasti. Soucasné dochazi i k napliovani
cili Narodniho programu - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich
identitu metodou DNA markert.
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Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni material a chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vy-
baveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou primérné naklady
129 K¢. Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmentaéni analyzy ¢ini
pro 16 lokust priblizné 360 K¢ v¢. DPH, za predpokladu provedeni analyz v mul-
tiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupt. Néklady jsou kalkulovany
k roku 2024 a je nutné zminit, Ze cena chemikalii se stale navysuje. V uvedené kal-
kulaci nasich naklada (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplnkové naklady,
naklady na odpisy ptistrojového vybaveni, osobni naklady, ndklady na vyvoj me-
tod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i personalni)
pracovisté. Pri vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi je mozné se obratit napriklad
na spole¢nosti SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny ustay, s.r.o., BIOCEV.

Ptinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finanéni ispote vynalozenych
prostredkd na vyvoj metodickych postupt analyz DNA u topolu ¢erného pro ové-
fovani druhové ¢istoty, zjistovani Grovné diverzity napriklad pfi vybéru vhodnych
druhové ovérenych jedincti pro jejich uznani za zdroje reprodukéniho materidlu
a pro klonovou determinaci totoznych klontl. Uvedené postupy DNA analyz klo-
nové identifikace jsou vyuzitelné pro kontrolni mechanismy uzivatele napt. ve smé-
sich klonti nebo pfi reprodukci klonti potfebnych vlastnosti. Postupy k ovérovani
genetické diverzity jsou zdkladem cileného zvySovani genové variability porostt,
které budou stabilnéjsi a odolnéjsi k moznym chorobam, $ktidciim a nepfiznivym
podminkam klimatu. Také 1ze predpokladat vys$si ekonomicky ptinos z tézby dieva
u vlastnik lest ze zvySenych budoucich vynost z porostii zaloZenych z kvalitnich
ovérenych zdroju reprodukéniho materialu.
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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR SPECIES
DETERMINATION AND FOR CHARACTERIZATION
OF GENETIC DIVERSITY IN BLACK POPLAR
(POPULUS NIGRA L.) BASED ON GENETIC ANALYZES
USING MICROSATELLITE MARKERS

Summary

The impacts of climate change on forestry in the Czech Republic have caused mass
dieback of forest stands in recent years, including floodplain forests, where alder
and ash stands have declined significantly due to fungal pathogens (CizZkovA et
al. 2018). Black poplar as pioneer deciduous trees with amelioration function
is a suitable substitute tree for the lower altitudes of riparian ecosystems, but its
stands have been reduced strongly in the past by human activities and hybrid
poplar trees (Populus xcanadensis) were often planted instead. To face climate
change, there is an increasing interest to restore the riparian habitats of European
rivers (SMULDERS et al. 2008b), using wood species suitable for floodplain forest
ecosystems. For wider 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 analysis using
microsatellite markers. Diagnostic microsatellite markers (WPMS09, WPMS18,
PMGC14, PMGC2163, PMGC456) were proved suitable for species determination
and distinguishment of black poplar trees from hybrid combinations. Populus
xcanadensis produced by crossing of Populus nigra and Populus deltoides is potential
mating partner for Populus nigra (RATHMACHER et al. 2010). Identifying pure
black poplar using morphological traits alone is very difficult due to the frequent
occurrence of intermediate and variable forms in nature. Selected polymorphic
nuclear microsatellite markers (WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMSI10,
WPMS11, WPMS13, WPMS14, WPMS16, WPMS19, WPMS21, WPMS22)
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. Information on the nucleotide
sequences of the primers and the sizes of the microsatellite amplification products
is shown in Table 1.

The selected trees of black poplar from localities of Moravia and Bohemia were
used to develop this methodology. In addition, 14 samples of Populus deltoides and
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10 hybrids of Populus xcanadensis (obtained by controlled crosses between Populus
deltoides Bartr. and Populus nigra L.) cultivated in the gene bank of the FGMRI were
used as reference samples to detect the eventual occurrence of introgression in the
monitored poplar trees based on species-specific alleles for P. deltoides in diagnostic
microsatellite markers.

Microsatellites, also known as simple sequence repeats (SSR) are small repetitive
DNA sequences, highly variable markers and commonly used in population genetic
for many forest tree species including black poplar (FOSSATI et al. 2003, SMULDERS
et al. 2008a, 2008b, RATHMACHER et al. 2010, TROBER, WOLF 2015, CORTAN et al.
2016, CrrTcI et al. 2017, WOIKIEWICZ et al. 2021). SSR are codominant markers
and therefore can distinguish homozygotes and heterozygotes. Black poplar with
two sets of chromosomes is diploid organism, so each locus has two alleles. This
methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA, conditions of
polymerase chain reaction (PCR), (Table 2-7), separation, sizing of amplification
products (Table 8) and calculations of molecular data (Table 9-11). 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. PCR products were
separated by capillary electrophoresis using the Applied Biosystems 3500 genetic
analyser. Genetic data (allele sizes) for investigated individuals of poplar trees were
obtained using GeneMapper' 4.1 software (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA).

The presented methodological procedures for DNA analyses to determine the level
of genetic diversity of black poplar, to identify genetically identical individuals and
for species determination of black poplar will contribute to the improvement of the
reproductive material of black poplar and to the conservation of genetic resources
of this endangered tree species, which is included in the category of critically
endangered species in the Red List of Endangered Plant Species of the Czech
Republic (HrRCkA 2016).

The knowledge obtained from genetic investigation using presented microsatellite
markers 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) and subsidy policy of the Czech Republic. They will be used
further in the state administration in the field of preservation genetic resources of
forest trees and can be used in the amendment of forestry legislation. The genetically
polymorphic and morphologically quality trees are using for ex situ conservation
strategies in the field gene bank of the FGMRIL
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PRILOHA

Priklady vystupii genetickych analyz

.

Obr. 2: Ukazka elektroforetického zaznamu amplifikanich produkta testovanych mar-
kerd WPMS14 a WPMS16
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PMGC2163

Obr. 3: Ukazky vystupl fragmentacénich analyz z genetického analyzatoru u amplifikat
diagnostického markeru PMGC2163 pro jedince topolu bavinikového (referenc-
ni vzorek P.d._14, hodnota alely 185 v homozygotni formé), uréeného topolu
€erného (vzorek P_LP_107, v heterozygotni formé& alely 223 a 241) a topolu
kanadského (referenéni vzorek SP-07, v heterozygotni formé alely 185 a 227)
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Obr. 4: llustracni foto — topol ¢erny, Libicky luh
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