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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR CLONAL
IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF GENETIC
DIVERSITY OF RED OAK (QUERCUS RUBRA L.)
BASED ON ANALYZES OF MICROSATELLITE MARKERS

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers for monitoring the genetic variability and for determination
of the clonal identity in species red oak. The red oak (Quercus rubra L.) is a tree
native to the eastern and central parts of the USA. In the Czech Republic, it is used
in forestry from the lowlands to the hills, as one of the most common introduced
trees, which grows faster than czech native oaks in favourable habitats and gives
good vyields. It is also introduced into forest stands on poor, acidic and degraded
soils as a soil protection and melioration tree. 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 red oak from 4 localities (Hrabés$in, Chlumec
n. C, Svatd Anna, Oslov) were used to develop this methodology. Fifteen selected
polymorphic nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the genetic
parameters for verifying the levels of genetic diversity between different red oak
genotypes, and they can be used to determine the clonal identity. Although this
species is considered invasive, it is more resistant to climate change and grows
better than native oaks, and could therefore be used as a replacement tree for
wood production. Using the presented methodology of DNA analysis, it will be
possible to verify the genetic parameters of phenotypically high-quality individuals
and to select suitable clones ensuring sufficient diversity for the establishment of
propagation stands, for potentially economically use this trees species in changing
environmental conditions.

Key words: red oak; introduced species; DNA analysis; microsatellite markers;
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 metodiky je predstavit postupy DNA analyz s vyuzitim polymorfnich mikro-
satelitovych markert pro sledovani tirovné genetické diverzity a zjistovani klonové
identity u dubu ¢erveného jako potencialné hospodarsky vyuzitelné dieviny vzhle-
dem ke schopnosti zddrné odristat v ménicich se podminkach prostedi. Pomoci
predstavenych postuptt DNA analyz lze u rostoucich porostit dubu éerveného ové-
fovat hodnoty genetické diverzity a vybirat variabilni zdroje reprodukéniho mate-
ridlu pro zvys$eni adaptacniho potencialu této dieviny.



II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Dub ¢erveny (Quercus rubra L.) je dfevina ptivodem z vychodni a stfedni ¢asti USA
a jeji aredl rozdifeni ¢aste¢né zasahuje i do jizni centralni ¢asti Kanady. Hrani¢ni
linie vyskytu tvofi v USA na zapadé staty Minnesota a Missouri, na jihu pak stat
Alabama. Vychodni hranici pfirozeného rozsireni je pobrezi Atlantického oceanu.
V Kanadgé se vyskytuje v pasu od oblasti Velkych jezer aZ po ostrovy prince Edwar-
da. Ve své domoviné se vyskytuje ve smiSenych porostech na zna¢né skale stano-
vistnich podminek a po dubu bahennim (Q. palustris) je to druhy zde nejéastéji
rostouci druh dubu. Byva oznacovan jako severni dub Cerveny, aby se odlisil od
jizniho dubu ¢erveného (Q. falcata) (NELSON et al. 2014).

Do Evropy se dostal kolem roku 1700, kdy byl pravdépodobné poprvé dovezen do
Francie (HickeL 1932). Jeho prvni vyuziti bylo v zameckych zahradach a parcich.
Pozdéji se postupné rozsitil po celé zapadni a stfedni Evropé. Kolonizoval nékteré
oblasti Belgie, Francie, Némecka, Polska a v nékterych pripadech se stal invazivnim
druhem. V Némecku se jedna o nejrozsifenéjsi neptivodni listnatou drevinu, jejiz
rozloha ¢ini 55 000 ha (BURKARDT et al. 2021). V evropskych lesich se vyskytuje
predevsim na okrajich lesnich porosti, tam kde je dostupnost svétla a dostatek tani-
Prvni bliz$i poznatky o riistu dubu éerveného v porostech pochazi pravé z Némec-
ka koncem 19. stoleti.

V CR je lesnicky vyuzivan od nizin po kopcoviny, vzacné i v podhorském stupni
(max. Lou¢na nad Desnou, 610 m n. m.) jako jedna z nejcastéjsich introdukova-
nych drevin, kterd roste na priznivych stanovistich rychleji nez nase domaci duby
a dava dobré vynosy. Do lesnich porostil je zavadén i na chudé, kyselé a degrado-
vané pudy jako piidoochranna a meliora¢ni dfevina. Je vhodny k zalesnovani pri-
myslovych oblasti, napt. pfi rekultivaci hald (NOvOTNY et al. 2022). Jde o dfevinu
rychle rostouci, ¢astecné tolerujici zastin, zcela mrazuvzdornou, snésejici i pozdni
mrazy. Uspokojivé odolava znecidténému ovzdusi a omezené i kratkodobé zaplave.
Dobre prosperuje i na méné bohatych pisc¢itohlinitych, ale dostatecné hlubokych
a vlhkych ptdéch, kde mtize alternovat nase hlavni duby, oproti nimz ma nizsi na-
roky na urodnost ptudy a svétlo a zna¢né je prevysuje objemovou produkci (napt.
KRIVANEK 2006; VACEK et al. 2009; MILTNER 2017; KuPka, PODRAZSKY 2019; Kup-
KA, VOPALKA-MELICHAROVA 2020), byt o néco méné kvalitniho dfeva. V posled-
nich letech dochézi v CR k mirnému zvy$eni rozsifeni dubu cerveného (DBC).
V roce 2010 zaujimala plocha tohoto druhu dubu kolem 6000 ha a celkova zasoba



byla odhadovana na 900 000 m* (KouBa, ZAHRADNIK 2011). V roce 2018 pak roz-
loha doséhla 6101 ha a zésoba ¢inila 1 138 000 m* (BERAN 2018). V inventarizaci za
rok 2023 UHUL (2024) eviduje zastoupeni DBC na plose 6719 ha, coz piedstavuje
0,25 % porostni plochy lesti. Porostni zasoba 1 493 543 m? je 0,21 % celkové zasoby
drevni hmoty. Primérny vék porostt dubu ¢erveného je necelych 53 let. Nejvétsi
zastoupeni této dfeviny je v lesich na tzemi hlavniho mésta Prahy (3,12 %) a dale
ve Stfedoceském kraji (0,75 %). V lesich hlavniho mésta Prahy je také evidovan
nejstarsi pramérny vék (62 let), naopak nejmladsi priameérny vék DBC je v Morav-
skoslezském kraji (46 let). Vice jak 40 % porostti se zastoupenim dubu cerveného se
nachazi v 5. a 6. vékovém stupni.

Dub cerveny je povazovan za dfevinu potencionalné schopnou zdarné odristat
v ménicich se podminkéch prostfedi (URADNiCEK 2014). Z ptedchozich, prede-
v8im zahrani¢nich studif je zfejmé, Ze na urditych stanovistich pred¢i v mlad$im
véku domadci druhy dubti v riistu a pozdéji i v celkové produkci dfevni hmoty. Dle
platné legislativy je povazovan za dfevinu meliora¢ni a zpeviujici, schopnou plnit
pozadované funkce lesa v §iroké skale stanovistnich a porostnich podminek. Novéji
byl v§ak dub ¢erveny v ramci legislativné nezavazného odborného navrhu zarazen
na tzv. erny narodni seznam invaznich neptivodnich druhi (PERGL et al. 2016a,
2016b). Pfi hodnoceni trvalych vyzkumnych ploch VULHM, v. v. i., byla invaziv-
nost zji$téna pouze na 2 plochéach z 33 zaloZenych (BERAN et al. 2024). V zahrani¢ni
literatute (CHMURA 2013) byva zminovan negativni vliv tohoto druhu na biodiver-
zitu urcitych skupin organism.

Dosavadni poznatky o dubu ¢erveném vychazi z netplnych informacich o této dre-
omezené a rozsihlejsi fedeni problematiky DBC nebylo dosud v CR realizovano.
V ramci CR existuji diléi studie zabyvajici se dubem cervenym z rtiznych hledisek,
jako je morfologie (BURIANEK et al. 2013), skidci (DOLEJSKY 1996), produkce se-
men a obnova (MILTNER, KurPka 2016), produkce dfeva (REH, REH 1997) a vliv na
stav lesnich pid (MILTNER et al. 2017; PODRAZSKY, Kurka 2024). Vzhledem k uve-
denym skute¢nostem by bylo vhodné zabyvat se vS§emi klicovymi aspekty spojeny-
mi s hospodarskym vyuzitim DBC v podminkach zejména chudych az degradova-
nych stanovist nizsich a stfednich poloh, kde Ize z hlediska potencialni produkce
ocekavat lepsi vysledky v porovnani s domacimi druhy dubt. S uplatnénim DBC
jako substitu¢ni dfevinou se zatim nepocita, pokud by v$ak nastalo rozsdhlé hynuti
puvodnich druhii dubd, nelze jeho vyuzivani v budoucnu vyloucit (STucHLiKO-
VA 2021a, 2021b). Vzhledem k dlouhodobosti lesnického hospodareni v kontrastu
s intenzitou klimatickych extremit v soucasnosti je feSeni a hledani optimalizova-
nych pfistuptt k DBC potiebné.



Informace o genetickych charakteristikich populaci i jedinct dubu ¢erveného zis-
kané na zakladé aplikace molekuldrnich analyz mohou rozsifit poznatky o tomto
druhu lesni dfeviny. Prvni prace zaméfené na studium genetické variability dubu
cerveného byly publikovany jiz v roce 1987 (MANOS, FAIRBROTHERS), jednalo se
o studium populaci dub v USA pomoci izoenzymovych markerd, v roce 1993
DAUBREE a KREMER sledovali s vyuzitim 4 izoenzymatickych systému genetickou
variabilitu populaci dubu ¢erveného ve Francii. V roce 2002 byl pro dub cerveny
publikovan panel polymorfnich jadernych SSR lokust (ALDRICH et al.). Dalsi panel
vysoce polymorfnich SSR markert popsali SULLIVAN et al. (2013). EST-SSR mar-
kery pro dub cerveny vyuzitelné i pro dalsi druhy dubt vyvinuli MULLER, GAILING
v roce 2018. Identifikaci haplotypti dubu ¢erveného na zakladé PCR-RFLP analy-
zy realizovali napf. ALDRICH et al. (2003), MAGNI et al. (2005), BIRCHENKO et al.
(2009) nebo PETTENKOFER et al. (2020). ZHANG et al. (2015) a PETTENKOFER et al.
(2019) vyuzili pro genetickd studia dubu cerveného chloroplastové mikrosatelitové
markery. V roce 2022 publikovali ve své praci GO1z, GAILING sadu nové vytvore-
nych polymorfnich chloroplastovych mikrosatelitovych markerd.

SSR markery byly vyuzity pro studium genetické variability u proveninci dubu ¢er-
veného (Kim et al. 2021), genetické diversity a struktury u populaci dubu ¢erveného
(BorkowskI et al. 2017; LIND, GAILING 2013; GERWEIN, KESSELI 2006), pro sledo-
vani toku gent mezi populacemi (CoLLINS et al. 2015), pro urceni klonové identity
a pribuznosti v ramci semenného sadu (ALEXANDER, WOESTE 2017) i pro ur¢eni
genetické podobnosti introdukovanych populaci dubu ¢erveného v Evropé s pu-
vodnimi populacemi v USA (PETTENKOFER et al. 2020). BURKARDT et al. (2021)
vyuzily vybrané EST-SSR markery pro genetickou charakterizaci morfologicky roz-
dilnych jedincti dubu ¢erveného. V roce 2024 GoMEZ QUIJANO et al. na zakladé
SNP analyzy provedli hodnoceni kvantitativnich znaki a diferenciace u 30 americ-
kych populaci dubu ¢erveného.

Na zakladé provedeného testovani 33 v literatufe uvedenych SSR markert na vzor-
cich dubu &erveného z porostit v CR byly vybrany polymorfni SSR lokusy vyuzitel-
né pro hodnoceni genetické diversity, diferenciace, ptibuznosti i klonové identifika-
ce pro jedince i populace dubu ¢erveného. Optimalizované metodické postupy SSR
analyz jsou predstaveny v nasledujicich kapitolach.
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2 Metodické postupy

2.1 Odbér vzorkl a postupy izolace DNA

Pro ziskani kvalitnich izolat DNA je nejvhodnéj$im terminem odbéru rostlinné-
ho materialu jarni obdobi, kdy lze odebirat rasici pupeny nebo cerstvé listy. Pri
pouziti starsich list se z diivodu vy$siho obsahu fenolickych latek a polysacharidii
snizuje kvalita i kvantita izolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA elu-
atu muize zkomplikovat nebo znemoznit navazujici analyzy. Béhem manipulace se
vzorky jednotlivych stromi je nutné peclivé vedeni evidence, aby nedoslo k zaméné
mezi vzorky. Vzorky se jiz pfi odbéru oznaéi, ulozi do mikroténového sacku a udr-
Zuji pfi nizké teploté priblizné 4 °C (napt. Ize pouzit chladici tasky s namrazenymi
destickami), abychom zabranili degradaci DNA. Idealni je vzorky co nejrychleji
prepravit ke zpracovani do laboratore. DNA lze izolovat z ¢erstvého, zmrazeného
nebo lyofilizovaného rostlinného materialu. V ptipadé, Ze izolace DNA neni pro-
vedena ihned po prfijmuti vzorki, je nutné vzorky po prevedeni do laboratorniho
rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do
- 20 °C. Dal$i moznosti, jak dlouhodobé uchovat vzorky, je jejich vysuseni s vy-
uzitim lyofilizatoru a poté jejich vzduchotésné uzavieni. Lyofilizovany materidl lze
skladovat pri pokojové teploté a snadnéji se s nim manipuluje pfed homogeniza-
ci. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se v nasi laboratofi nejlépe osvéd¢ila metoda
vyuzivajici soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden,
Germany) dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Tato metoda izolace je
pomérné ¢asové nenaro¢na a ziskaji se dostatecné kvalitni DNA eluaty. Pred za-
héjenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol ke koncentratim pufra AW1
a AW?2. Inkuba¢ni lazen se nechd nahfivat na 65 °C. V ptipadé vyskytu srazenin
v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahfeji pro odstranéni téchto srazenin.

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

1. Maximalni mnozstvi vychoziho rostlinného materidlu pro jeden vzorek je
100 mg cerstvého pletiva nebo 20 mg lyofilizovaného pletiva. Rostlinné pleti-
Vo je potfeba rozdrtit na prasek, napiiklad za pouziti tekutého dusiku apliko-
vaného na navazeny rostlinny materidl v tfecich miskach, pfipadné lze vyuzit
homogenizator rostlinného materialu (napt. Precellys” Evolution Touch, Bertin
Technologies, France). Utfeny materidl se pfenese se do 1,5ml mikrocentrifu-
gacni zkumavky.
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10.

11.

12.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 pl RNazy A.
Pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protfepat. Ziskana smés se necha in-
kubovat 10 minut pfi 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat 2-3 x
pfevracenim zkumavek.

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

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

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

Odpipetujeme 650 pl smési a premistime 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, pfidime 500 pl
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pfi 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.

Pridame 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.

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

Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu. Vzorky DNA skladu-
jeme pti-20 °C, pro dlouhodobé uchovani pti -80 °C.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, tfeci misky a tlouc¢ky, sada
pipet a prislusné 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/pl a ¢istotu na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm s vyuzitim spektrofotometru na mikroobjemy.
Hodnoty pro optimélni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo
vy$$i hodnoty indikuji pfitomnost dalsich nezadoucich latek (napt. proteind, feno-
lickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/pl je vhodné pro optimalni
prubéh PCR amplifikace nafedit AE pufrem.

2.2 Postupy PCR amplifikace

Pro sledovani genetickych rozdiléi na zdkladé DNA analyz mezi zkoumanymi stro-
my musi byt vyuzity vhodné polymorfni markery. Pro dub cerveny bylo ovéfovano
33 mikrosatelitovych marker® - nuclear simple sequence repeats (nSSR) a byly vy-
brany mikrosatelity quru-GA-0C11, quru-GA-0E09 a quru-GA-1F07 z publikace
ALDRICH et al. (2002), 1P10, 2P24, 3A05, 3D15, FIR030, FIR031, FIR048 a POR003
z publikace SuLLIVAN et al. (2013), GOT004, PIE099 a QpZAG15 z publikace LIn,
GAILING (2013) a marker Qr0237 z publikace MULLER, GAILING (2018). Celkem
bylo vybrano 15 polymorfnich markerti vhodnych pro sledovani klonové identi-
ty, genetické diverzity a rozliSovani genetickych struktur porostii riizného ptivodu.
Mikrosatelity predstavuji kratké repetice nejcastéji slozené ze 2-4 bazi nukleotido-
vych motivi, které se u jedinct lisi jejich poctem, tedy délkou mikrosatelitovych
lokust. Tyto specifické markery maji kodominantni charakter, coz umoznuje roz-
lisit homozygoty od heterozygoti. Pro moznost analyzy téchto markerti u izolova-
né DNA jednotlivych strom® musi probéhnout jejich amplifikace s vyuzitim PCR
(polymerazové retézové reakce) a detekce velikosti PCR produkti v poétu part bazi
(bp). Délka mikrosatelitového lokusu byva obvykle mezi stem az tfemi sty part
bézi, a aby bylo mozné tento specificky tsek na chromozomu detegovat mezi mili-
ardami ostatnich nukleotidti DNA je nutné ziskat jeho mnohonasobné kopie. PCR
probiha s vyuzitim primert (kratké oligonukleotidy 20-30 bp), které jsou komple-
mentarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Smés, v niz PCR
probiha, obsahuje templatovou DNA, forward a reverse primery, nukleotidtrifosfa-
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ty, termostabilni polymerazu a reakéni pufr. Jejich koncentrace a vzajemné poméry
jsou pro prubéh PCR kli¢ové. Velmi Casto je nezbytné optimalizovat slozeni reak¢ni
smési tak, aby vytézky namnozenych tsekit DNA byly dostatecné vysoké a spoleh-
livé. PCR je tfistupniovy proces opakovany v nékolika cyklech. Tyto stupné zahrnuji
denaturaci, pti které jsou obvykle pti 94 °C obé¢ vladkna DNA od sebe oddélena,
pfichyceni primerti (annealing) k obéma konctim jednotlivych vlaken DNA vétsi-
nou pii teploté mezi 50-60 °C podle komplementarity nukleotidi a prodluzovani
fetézce pri teploté 72 °C, kdy termostabilni polymeraza pridava k vlakntim s prichy-
cenymi primery podle komplementarity nukleotidy dodané v reakéni smési. Nové
DNA sekvence slouzi jako predloha pro dalsi cykly amplifikace. PCR se provadi
v automatizovanych teplotnich cyklovacich.

Motivy repetic mikrosatelitovych markerd, sekvence primert a rozmezi ziskanych
velikosti jejich amplifikatd v poctu part bazi jsou uvedeny v tabulce 1.

Pro PCR amplifikaci vybranych markert byly optimalizovany koncentrace reaké-
nich smési prislusnych chemickych komponent (Tab. 2) a teplotni cykly polymera-
zovych fetézovych reakei jednotlivych multiplext (Tab. 3, 4) pro ziskani reprodu-
kovatelnych a velikostné pfislusnych amplifikati pouzitych lokust. Pro odecteni
velikosti amplifikovanych specifickych DNA tsekt v parech bazi (bp) na genetic-
kém analyzatoru se musi pouzit fluorescenéné znacené primery, ziskané syntézou
u komeréni firmy. Optimalizace reakei probihaly i za tcelem seskupeni PCR am-
plifikaci do multiplexti, aby z diivodu ¢asovych a finan¢nich tspor mohly probihat
analyzy nékolika markerd najednou. Podminkou spole¢né amplifikace je stejny
pribéh PCR podminek a barevné rozliseni velikostné se prekryvajicich mikrosate-
litovych lokust. PCR amplifikace 15 vybranych markert byly sestaveny do tfi mul-
tiplext podle velikosti amplifikovanych lokust a nastaveni reakénich podminek.
Prvni multiplex se skldda z markert QpZAG15, quru-GA-0C11, FIR048, GOT004,
PORO003, druhy multiplex z markertt quru-GA-0E09, quru-GA-1F07, FIR030,
FIRO031 a tfeti multiplex z markert 1P10, 2P24, 3A05, 3D15, PIE099, Qr0237. Re-
akéni chemikalie je nutné udrzovat v chladu a pripravu reakéni smési je potiebné
délat na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA polymerazu musime neustdle uchovavat
pfi -20 °C a pipetujeme ji do reakéni smési az nakonec jen s kratkym vyjmutim
z mraziciho boxu.

14



VVYVOOI19VOOLVOLLIDOV i
O1VYVL10000100101099010 4
O1119VO9199VVOOlVOLll *™d

_ 6
60c781 ©1VOOVOO L LVVYYOOVIDL (19) 8voHld

y11-06 ({To) £0040d

_ ©9VVYODOVYOVOLLOVYOVO ;
691 EL 191 19YYODOVYIOLOVOOV i oL E0ul
ol1-g51 VODVOVOVOOVLVOOOLOLY “ow) oc0uld

199VOIVOVOOVIOLVLILIVIVOVOO o

_ O9OVI11OVVOOVVIVOVOLIOVO o sl
8ecm0le O9O10VIVIVOVIOOO199199 4 (vo) slae

~ 99 1¥D10910V9D10910V Y
95heel DOVOVOLOLOLOOVOLOOVY o (19)"(v0) sove
coL—0b1 DOVOVYYDOVOLLODOLILO ¥ o) vzdiz

O9VLOVVVIVIOVIOVILYOVOVYVIO ‘4

_ DOVOVOVIOVOOVVYIIDOVL ™ ¢ 2
862-1£2 99101 99OVIOIVOLALL IV 4 (91209 (91) oLdL

V1OOVIOL1l199911vO91999 d
VOVOLVLIOVVOVVYYO199DD o
009119VVVYIOVI1lvOO1l00D

— o -y9-ninb
ceczll VYOOVVOVIOVIVLOOD1VIOO9l 4 (vO)  6030-vO

LGE—-€0€ “(v9)  2041-vD-ninb

1919VIDOVILIVYVOOOOL ' sl
— -vO-ninb
Bcemsel VOOVO1¥000 10DYO0IVLY (vo)  1100vO
(da)
npinpoad Yod (.¢-.6) niownd asuanyas  onadas AAnop Asnyo1

1}SOYI|9A 1ZoWzoYy

0YsUdAIaY NQNP NWOJIS YOAUBAOPS|S 8Z dUBYS]Z ‘NSnY0| YoAueAops|s 1zeq
nied njgod A 13SOMII9A 1zawzol e niswilid 8ouaAyas ‘Onadal AAjow ‘ASNX 0| 9A0)|81ESOIW SUBIGAA :L "geL

15



1901V1199VIOVOVIOOILY H

9L—56 1YVO99D 1191091191010 ‘A 099 ££20'0
OVOOVVLIOLIVOLOVOOLYD o .
- d
ceL=00L OO1VLOVOVOLVVIVOLLIVOD i (©v) §19vZdo
- OVVLOLVIVYIOOVOD LODIOLLOVIO ¥ .
0827702 v/ 5v10VDD0VI 099 LD 1DYIODDIVOIVYVYLE i (L) 66031d
v62-502 VO IVOOLIVOVIVOLIVOOVOL o ol 00105

O9OVIIO9O21VOLIVIVIOOO 4

OUgUaAIaY NGNP NWOJ]S YoAUBAOPS|S 8Z 9UBYSIZ ‘NS 0| YoAueAopals jzeq nied njod A )1Soy
-lloA 1zawzol e niswilid 8ousAyes ‘onadal AAnow ‘ASnyo| 9A0lI|B1ESONIW QUBIGAA — luBAOQRIOd | "geL

16



Protokoly polymerazové fetézové reakce (PCR):

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primeru a pfiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

QpZAG15 F - 8 uM (6FAM), QpZAG15R - 8 uM

quru-GA-0C11 F - 1 pM (VIC), quru-GA-0C11 R - 1 uM

FIR048 F - 2 uM (NED), FIR048 R - 2 uM

GOT004 F - 6 uM (6FAM), GOT004 R - 6 uM

POR003 F - 2 uM (VIC), POR003 R - 2 uM

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

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

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 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 poctu analyzova-
nych vzorkt (napt. pro objem 100 pl, ze zasobniho roztoku primert napipetujeme
QpZAG15F - 8 ul, QpZAG15R - 8 yl, quru-GA-0C11 F - 1 pl, quru-GA-0C11 R -
1 pl, FIR048 F - 2 I, FIR048 R - 2 pl, GOT004 F - 6 pl, GOT004 R - 6 ul, POR003
F -2 ul, POR003 R - 2 pul a doplnime 62 pl TE pufru).
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Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum™ Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) s reakéni 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 ul

10 mM dNTP mix (2,5 mM kazdy) 0,1l

Primer mix 0,75 pl
Platinum Taq DNA Polymerase 0,075 pl

H,O (molecular biology reagent) (Sigma-Aldrich) 10,975 pl

Pfidat 1 pl templatové DNA

(chemikalie Platinum® Taq DNA Polymerase, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM
MgCl,, jsou doddny vyrobcem spolecné s polymerdzou Platinum Taq), 10 mM
dNTP mix (Invitrogen by Life Technologies)

Tab. 3: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocéatecni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
60 °C 45 sec Annealing (nasednuti primert)
72°C 55 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1x
72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd
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Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

quru-GA-0E09 F - 1 uM (VIC), quru-GA-0E09 R - 1 uM
quru-GA-1F07 F - 2 uM (6FAM), quru-GA-1F07 R - 2 uM
FIR030 F - 2 uM (NED), FIR030 R - 2 uM

FIR031 F - 2 uM (PET), FIR031 R - 2 uM

Redéni primeri:
Provedeme naredéni primerd na zasobni roztoky 100uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorka (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zdsobniho roztoku
primert quru-GA-0EQ9 F - 1 pl, quru-GA-0E09 R - 1 yl, quru-GA-1F07 F - 2 yl,
quru-GA-1F07 R - 2 pl, FIR030 F - 2 pl, FIR030 R - 2 pl, FIR031 F - 2 pl, FIR031
R -2 yl, a doplnime 86 pul 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 a teplotni rezim pro PCR amplifikaci jsou stejné jako u mul-
tiplexu 1 (Tab. 2, 3).

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a piiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

1P10 F - 2 uM (VIC), 1IP10R - 2 uM
2P24 F - 2 uM (6FAM), 2P24 R - 2 uM
3A05 F - 1 uM (NED), 3A05 R - 1 uM
3D15F - 1 uM (NED), 3D15 R - 1 uM
PIE099 F - 8 uM (PET), PIE099 R - 8 uM
Qr0237 F - 2 uM (VIC), Qr0237 R - 2 uM
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Redéni primerii:

Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace dle prikladu
multiplexu 1. Pfipravime smés z primerti v poZzadované koncentraci a v objemu dle
poctu analyzovanych vzorka (napf. pro objem 100 pl napipetujeme ze zasobniho
roztoku primert 1P10 F - 2 ul, 1P10 R - 2 pul, 2P24 F - 2 pl, 2P24 R - 2 pl, 3A05
F-1pl,3A05R -1l 3D15F-1pl,3D15R - 1 pl, PIE099 F - 8 pl, PIE099 R - 8
ul, Qro237 F - 2 pul, Qr0237 R - 2 pl a doplnime 68 ul TE pufru).

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

Slozeni reak¢ni smési pro PCR amplifikaci je stejné jako u multiplexu 1 (Tab. 2).

Tab. 4: Teplotni rezim PCR

Krok  Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocatecni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 45 sec Denaturace
62 °C 45 sec Annealing (nasednuti primeru)
72°C 55 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1x
5. 72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikata

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $pi¢ky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR s vi¢ky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka nebo ledova ttist, centrifu-
ga, teplotni cyklovac
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2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

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

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifika-
tu). Potfebna doba trvani procesu elektroforézy je zpocatku 30 minut pfi napéti
60 V a dal$ich 120-150 minut pti napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely
dokumentuji pod UV zéfenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se
v gelovém nosic¢i projevuji jako fluoreskujici prouzky. Priklad elektroforetického
zdznamu amplifika¢nich produktt testovanych markert 1P10 a 2P24 je uveden
v ptiloze (Obr. 4).

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické véhy, sada pipet a sterilni $picky, mikrovlnnd trouba, vortex, horizontalni
elektroforéza se zdrojem, fluorescen¢ni dokumentacéni systém gelil
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2.4 Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR produktii

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
razova fetézova reakce musi byt provedena s 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 uréenych pro analyzatory (napt.
MicroAmp 96 Well Reaction Plate od ABI Applied Biosystem), pak se ke kazdému
vzorku pfidd 11 ul smési pripravené z Formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0,
Applied Biosystem). Smés se 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
usadil na dnu jamky, a pak se desti¢ka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94 °C, nasledu-
je prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni jednovlak-
novych fragmentti DNA v tenké kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer
i fragmenty DNA zkoumaného vzorku jsou do kapildry napliiovany automaticky.
Detekce fragmentovanych useki je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluores-
cen¢né oznacenych primerti po excitaci laserovym zafenim. Piistroj je schopen
soubézné detekovat vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém
usporadani hodnotit najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich divo-
dti velmi vyhodné. Pro spravnou identifikaci amplifikdtt analyzovanych lokust je
nutné jejich kombinaci sestavit z hlediska velikosti alel a fluorescen¢niho zabarveni
primert.

Amplifikace 15 mikrosatelitovych markerti jsou sestaveny do tfi multiplext a nava-
zujici fragmentadni analyzy probihaji podle multiplexii ve tfech bézich. Prvni béh
zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1 (QpZAG15, quru-GA-0C11, FIR048,
GOT004, POR003), v druhém béhu probiha fragmenta¢ni analyza PCR produktt
multiplexu 2 (quru-GA-0E09, quru-GA-1F07, FIR030, FIR031) a ve tfetim béhu
multiplexu 3 (1P10, 2P24, 3A05, 3D15, PIE099, Qr0237).

Po provedené denaturaci se desticka vklada do genetického analyzatoru. Ukazky
vystuptl fragmentac¢nich analyz z genetického analyzatoru jsou uvedeny v priloze
(Obr. 5).

Odecteni velikosti v hodnotach part bazi (bp) u amplifikovanych lokusi se prova-
di pomoci softwarového programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery
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z vysledku méfeni velikostniho standardu, ktery je pfidavan ke kazdému vzorku,
stanovi kalibra¢ni kfivku a na jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych
fragmentd.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

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

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické tiseky DNA s kodominantnim cha-
rakterem. U dubu cerveného s diploidni sadou chromozdémii (2n) to znamena, ze
u sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel v pti-
padé homozygota a v pripadé heterozygota dvé rtizné hodnoty alel. Rozmezi veli-
kosti alel ziskanych pro jednotlivé lokusy jsou uvedena v tabulce 1.

Ziskany prehled hodnot alel u hodnocenych lokusti pro jednotlivé stromy dubu
¢erveného (vypracovana multilokusova genotypizace — MLG) se statisticky zpra-
covavd, napt. za vyuziti programi GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012),
CERVUS (KarLiNnowskI et al. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995;
RousseT 2008), STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003,
2007; Husisz et al. 2009) pro ziskani genetickych charakteristik sledovanych stro-
md, porostii a mikrosatelitovych markert. Pro kontrolu spravnosti odecteni veli-
kosti mikrosatelitovych lokust véetné ohodnoceni frekvence nulovych alel 1ze pou-
zit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Statistickym zpracovanim vysledkt analyz vybranych 15 mikrosatelitovych mar-
kerti 1ze v porostech dubu ¢erveného sledovat Groven genetické diverzity, alelické
varianty, frekvence alel, genetické diferenciace, hodnoty ocekavané a pozorované
heterozygotnosti, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, odvozeni populac-
nich struktur apod. Ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi (poros-
ty) lze vypocitat na zékladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972).
V piipadé ovérovani klonové identity ve smési klond nebo semenném sadu se po-
rovnavaji hodnoty alel sledovanych lokust u jedincii (ramet) ptislusnych klont
(ortett) v ramci vypracované multilokusové genotypizace (MLG) - ptehled hodnot
alel sledovanych lokust - pro Setfené klony. Prislu§nost jedince ke klonu je dekla-
rovang, kdyz jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych lokust. Pro ziskani
variabilnich zdrojt reprodukéniho materidlu (ZRM) je potfebné v porostech zhod-
notit vzajemnou genetickou ptibuznost mezi stromy a vyloucit geneticky identické

23



nebo blizké stromy. Hodnoceni probiha na zékladé parového porovnani ziskanych
multilokusovych genotypii u Setfenych stromu s vyuzitim statistického programu
(napf. GenAlEx 6.503).

Sledovat genetické rozdily mezi porosty dubu ¢erveného lze také na zakladé porov-
navani genetickych struktur. K odvozeni struktur se vyuziva Bayesianska klastrova
metoda implementovana v softwaru STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000;
FaLrusH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009). Podkladem pro STRUCTURE ana-
lyzu jsou multilokusova data vybranych polymorfnich mikrosatelitovych markert
avysledkem jsou profily genetickych struktur barevné rozlisené podle poétu klastrti
(K). Optimaln{ hodnotu K lze stanovit na zakladé vysledkd programu STRUCTU-
RE SELECTOR (L1, L1u 2018). Genetické struktury se kvantifikuji procentualnimi
podily ziskanych klastrii (znazornéné rtiznymi barvami). Pro rozli$eni sledovanych
porostti dubu éerveného byla zpracovana analyza STRUCTURE, jejiz vysledek pri
optimalni hodnoté K = 2 (nejvyssi hodnota v grafickém vystupu vysledki progra-
mu STRUCTURE SELECTOR, Obr. 1) dokumentuje Obr. 2. Vyraznéjs$i barevné
rozlieni sledovanych porostt poskytl vysledek pfi K = 3 (druha nejvy$si hodnota
z hodnoceni STRUCTURE SELECTOR), kdy se v provedené analyze jednotlivé po-
rosty strukturovaly do barevné odli$nych profilti (Obr. 3). Genetickd podobnost se
projevila nejvice mezi porosty 2 (z plochy Hrabésin) a 3 (z lokality Oslov).

Delta K

40 50

Delta K
30

10
/

Obr. 1: Graficky znazornény vystup programu STRUCTURE SELECTOR pro optimaini
hodnotu K
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Metodické postupy zjistovani genetickych charakteristik na zdkladé DNA analyz
u mikrosatelitovych markert nebyly dosud pro porosty dubu éerveného rostoucich
v podminkéach Ceské republiky publikovény. Metodické postupy byly zpracované
na zékladé provedeni analyz 120 stromi ze 4 porosti z rtiznych PLO (z plochy Hra-
bésin, PLO 10 - Stfedoceska pahorkatina; z plochy Chlumec n. C., PLO 17 - Polabf;
z polesi Svata Anna, PLO 8a — Ktivoklatsko; z lokality Oslov, PLO 16 - Ceskomo-
ravskd vrchovina) a pro DNA analyzy bylo vybrano 15 otestovanych polymorfnich
mikrosatelitovych markerti: quru-GA-0C11, quru-GA-0E09 a quru-GA-1F07 z pu-
blikace ALDRICH et al. (2002), 1P10, 2P24, 3A05, 3D15, FIR030, FIR031, FIR048,
a PORO003 z publikace SULLIVAN et al. (2013), GOT004, PIE099 a QpZAGI15 z pu-
blikace LiND, GAILING (2013) a marker Qr0237 z publikace MULLER, GAILING
(2018). Metodika podrobné popisuje optimalizované postupy DNA analyz pro zis-
kani reprodukovatelnych vysledkd, zahrnujici odbéry rostlinnych vzorkd, ziskani
eluatd DNA, postupy PCR amplifikaci vybranych mikrosatelitovych lokust, postu-
py fragmentac¢nich analyz na genetickém analyzatoru a zpracovani molekularnich
dat. Pro moznost analyzovani velkych souborti vzorkd byly postupy analyz také
zaméfeny na seskupeni vybranych mikrosatelitovych lokusti do multiplext, kdy
probihaji PCR amplifikace a fragmentacni analyzy nékolika lokust najednou, coz
prinasi asporu ¢asu potiebného pro provedeni analyz a celkovou tsporu finan¢nich
nakladii. PCR amplifikace a fragmenta¢ni analyzy byly optimalizovany pro analyzy
15 markert do tf{ multiplexd. S vyuzitim genetického analyzatoru ziskdme ptes-
né rozlideni alel, napiiklad Ize zjistit i rozdilnou velikost amplifika¢niho produktu
o jednu repetici motivu (u dinukleotidovych motivi jen o 2 baze). Vystupem frag-
mentacnich analyz je vypracovand databaze velikosti alel 15 mikrosatelitovych lo-
kusi u Setfenych jedinctt dubu ¢erveného. Po statistickém zpracovani genetickych
veli¢in ziskame informace o genetickych charakteristikich u hodnocenych porost,
jako jsou napt. troven genetické diverzity, diferenciace, heterozygotnosti, genetic-
ké vzdalenosti. Zhodnoceni genetické pribuznosti uvnitt porostu lze provést paro-
vym porovnanim ziskanych multilokusovych genotypti a tim také ziskat informace
o identickych nebo geneticky blizkych genotypech. Ziskané poznatky mohou byt
vyuzity pro vybér vhodnych zdrojii reprodukéniho materialu nebo také pro klono-
vou identifikaci napt. v semennych sadech nebo smésich kloni.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Genetickd diverzita populaci lesnich dfevin ma podstatny vliv na jejich kvalitu
a schopnost adaptace a hraje zasadni roli pfi zaji$tovani schopnosti porostt odo-
lavat rtiznym biotickym a abiotickym stresim v ménicich se podminkach pro-
stredi. Je proto dilezité vybirat jako zdroje reprodukéniho materialu pro zaloZeni
variabilni mnozitelské zakladny v proveniencich nebo porostech dubu ¢erveného
geneticky odlisné stromy. Uroven polymorfismu introdukovaného dubu éervené-
ho rostouciho na tizemi CR souvisi s variabilitou v minulosti dovazeného osiva.
Predlozené metodické postupy umozni ovérovat iroven genetické diverzity v po-
rostech nebo na zalozenych provenienc¢nich plochach v ramci Ceské republiky a na
zakladé vysledktt DNA analyz vybirat dostate¢né variabilni zdroje reprodukéniho
materialu. Metodické postupy také umozni v porostech zjistit geneticky totozné
jedince v pripadé vegetativni obnovy pafezovymi vymladky (NICOLESCU et al.
2020). Dub ¢erveny je povazovan za potenciondlné invazni druh, jehoz $ifeni se
musi v lesich korigovat, ale z hlediska jeho leps$i odolnosti ke zménam klimatu
predev$im k vys$im teplotam a nedostatku srazek v porovnani s domacimi dru-
hy dubii a také vzhledem k vétsi schopnosti riistu v méné priznivych podmin-
kach, muze kontrolované péstovani tohoto druhu i v blizké budoucnosti zajistit
pro lesni hospodafstvi vyznamnou nahradu v produkci dfeva. Popsané metodic-
ké postupy se uplatni pti zajisténi kvalitnich genetickych zdroji reprodukéniho
materialu dubu ¢erveného s dostate¢nou variabilitou pro pripadné $irsi uplatnéni
v lesnim hospodafstvi, kde vedle vyssich produkénich schopnosti se tento druh
uplatni i jako meliora¢ni a zpevnujici dfevina. V pfipadé zalozeni semennych sadti
nebo smési klonti se metodické postupy analyz uvedenych 15 mikrosatelitovych
markerd (quru-GA-0C11, quru-GA-0E09, quru-GA-1F07, 1P10, 2P24, 3A05,
3D15, FIR030, FIR031, FIR048, POR003, GOT004, PIE099 QpZAG15 a Qr0237)
uplatni pro objektivni ovérovani prislusnosti ramet (jedincid) k urc¢itému ortetu
(klonu).

Mira invazivniho $ifeni jedincti dubu ¢erveného mtize byt ovlivnéna i geneticky-
mi predispozicemi. Na 33 v CR zalozenych vyzkumnych plochach VULHM, v. v. i,
s dubem ¢ervenym bylo invazni $ifeni zji§téno pouze na 2 plochach (BERAN et al.
2024). Genetické studie zaméfené na moznost vyuziti DNA analyz s prislusny-
mi DNA markery k identifikaci potencialné invazivnich genotypt by mohly byt
s uspéchem vyuzity v lesnické praxi.
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Popsané metodické postupy pro ovérovani urovné genetické diverzity budou vyu-
zity pro potteby vlastniki lesa pfi rozs$ifeném péstovani dubu ¢erveného v pripadé
dopadu neptiznivych ekologickych zmén. Metodika popisuje postupy zpracovani
vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybranych jadernych mikrosatelitovych lokust,
elektroforézy, fragmenta¢ni analyzy a zpracovani molekuldrnich dat. Metodické
postupy byly odzkous$eny na vybranych 4 porostech z riiznych PLO. Priklady vystu-
pt DNA analyz jsou uvedeny v priloze (Obr. 4, Obr. 5, Tab. 10, Tab. 11).

Moznosti uplatnéni miize komplikovat finan¢ni naro¢nost ptistrojového vybaveni
predevsim genetického analyzitoru pro fragmenta¢ni analyzy, ale ty je mozné si
objednat na zakazku u komer¢nich firem (napf. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny
Gstayv, s.r.o., BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vys$8i produkéni schopnost u dubu éerveného a dal$i vyhody této dfeviny jako je
napt. vy$s$i odolnost ke klimatickym zménam, moznost zalesnéni i méné ptiznivych
stanovi$t nebo meliora¢ni vyuziti lze zatadit mezi ekonomické aspekty péstovani
dubu ¢erveného.

V odborné literature z roku 2011 dle KouBY a ZAHRADN{KA je uvedeno, Ze plocha
dubu &erveného (Quercus rubra, L.) zaujimé v Ceské republice 5 131 ha, coZ pred-
stavuje 0,20 % porostni plochy s porostni zasobou priblizné 900 000 m>.

Podle tdaji SLHP k roku 2023 (Tab. 5) vSak ¢ini k roku 2023 tato plocha jiz 6 719 ha
se zasobou 1 493 503 m?, coz svéd¢i o nartstu zastoupeni dubu cerveného v dre-
vinné skladbé CR.

Tab. 5: Dub Cerveny — zastoupeni ploch a porostnich zasob podle vékovych stupril

Vékovy stupeii Porostni plocha  Zasoba dieviny celkem

(ha) (m?)

0 - holina 0 0
1-1.vék.st. 280,55 144
2 - 2. vék.st. 317,23 9 866
3 - 3. vék.st. 732,33 88 169
4 - 4. vék.st. 706,57 124 521
5-5. vék.st. 1192,93 255 370
6 - 6. vék.st. 1 594,68 406 254
7-7.vék.st. 577,65 164 903
8 - 8. vék.st. 245,54 75782
9-9. vék.st. 363,84 121 564
10 - 10. vék.st. 290,46 99 951
11 - 11. vék.st. 205,86 71 286
12 - 12. vék.st. 118,43 41 830
13 - 13. vék.st. 53,25 19 446
14 - 14. vék.st. 22,38 8 315
15 - 15. vék.st. 10,47 3627
16 - 16. vék.st. 2,53 877
17 - 17. vék.st. 4,31 1598
CELKEM 6 719,01 1493 503

Zdroj: UHUL, SIL 2023
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VYSSi PRODUKCNI SCHOPNOST DUBU CERVENEHO

Jak domdci, tak i zahrani¢ni udaje doklddaji vy$si produkci dubu ¢erveného vzhle-
dem k domécim druhtim (SEIDEL, KENK 2003). Po provedeni prizkumu zdravotni-
ho stavu v 80. letech minulého stoleti v porostech dubu ¢erveného (pozn.: v oblasti
Polabi) se potvrdilo, ze se jedna o dfevinu, kterd je minimalné poskozena v disled-
ku tracheomykézniho onemocnéni (STEFANCIK, STRMEN 2011).

Vysledky ziskané na vybraném souboru vyzkumnych ploch jednozna¢né doku-
mentuji produk¢ni pfevahu dubu ¢erveného nad domacim dubem zimnim na stej-
nych stanovistich. Rozdil ve vyvoji vy$ek obou srovnavanych druht se projevuje od
nejmladsich stadii porostu a s rostoucim vékem se zvétsuje. Rozdily se jesté zvysuji,
uvazujeme-li pouze hlavni porost. Podobné se vyviji i porostni tloustka a kruhova
vycetni zakladna porostu. Rozdily mezi obéma dfevinami s rostoucim vékem po-
rostl se stale vice zvétSuji a dokladaji tak vyraznéjsi rustovou dynamiku u dubu
¢erveného.

Pro ucely vyjadfeni ekonomického rozdilu v produkci to pak nejlépe dokumentuje
vyvoj hektarové zasoby sdruzeného porostu a rozdily mezi obéma druhy dubu. Tato
skutecnost je potvrzena i star§imi poznatky ziskanymi jinymi autory doma i v za-
hranic¢i (KouBa, ZAHRADNIK 2011).

Ze ziskanych poznatkt vyplyva, ze v obdobi ty¢kovin a ty¢ovin jsou hodnoty zasoby
hroubi hlavniho porostu (1.-3. stromova ttida) velmi blizké, ale zhruba od véku
40 let se zacind projevovat vétsi produkéni potencidl dubu éerveného a na konci
obmyti rozdil uz predstavuje vice nez 200 m*/ha (Graf 1).
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Graf 1: Grafické znazornéni vyvoje zasoby sdruzeného porostu dubu &erveného
a dubu zimniho
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Vedle objemovych parametrii produkce této dfeviny byly vyhodnocovany i kvali-
tativni parametry, protoze jednou z ¢astych namitek proti této dfeviné je, ze dub
&erveny vykazuje nizsi kvalitu kmene z hlediska p¥imosti a to&ivosti. Setfeni pro-
kazalo, Ze rozdily ve zdravotnim stavu na sledovanych plochach jsou zanedbatelné,
a to jak u mladych, tak i dospélych porostii. K tomu, aby byl vylouéen vliv poduro-
viiovych a potlacenych stromtl, jejichz kvalita je samozfejmé vyrazné nizsi, byly do
celkového hodnoceni vzaty v ivahu jen stromy prvni a tfeti stromové tfidy.

VSTUPY PRO VYPOCET ZVYSENEHO FINANCNIHO EFEKTU

Vypocet k vyjadreni vyssiho ekonomického potencialu dubu ¢erveného oproti do-
macimu dubu zimnimu ke srovnatelnému obmyti 100 let je zaloZen na nésleduji-
cich skute¢nostech:

1) porostni zasoba dubu cerveného ve 100 letech, vyplyvajici z dosavadnich vy-
zkumnych $etfeni, je vy$si o 200 m*/ha,

2) byla pouzita variantni sortimentace listnatého surového dtivi podle tdaji CSU
vychazejici z dodavek dfivi za rok 2023 a ze sortimentace kulatinovych sorti-
mentu s uplatnénim cennych vytezd, vyplyvajici s detailniho sortimentaéniho
¢lenéni,

3) ceny surového diivi pro dub odpovidaji zvefejnéné cenové statistice CSU za
rok 2023,

4) ceny surovych vyfezu pro dub L.-II. tf. jakosti byly dosazeny na vefejné drazbé
v Deblicich konané na jare roku 2024,

5) primérné téZebni naklady byly prevzaty z podkladi pro Zelenou zpravu za rok
2023.

Vzhledem k nedostatku jinych obdobnych informaci i k neexistenci riistovych ta-
bulek pro dub éerveny v podminkach CR byla za zaklad ndslednych ekonomickych
kalkulaci vzata informace o rozdilu produk¢niho potencialu dubu cerveného oproti
dubu zimnimu ve vy$i 200 m*/ha (graf 1). Jedna se o vysledky studii ze Setfeni na
vyzkumnych plochdch v PLO Polabi provedenych FLD CZU v Praze (MILTNER et
al. 2016; MILTNER, KuPka 2016; MILTNER et al. 2017).

Cenové informace tykajici se cen jednotlivych sortimentt surového drivi byly vy-
brany ze zdrojii CSU, kde bylo uvedeno &lenéni na jednotlivé tidy a jakosti kula-
tinovych sortimenttl. Z ¢asové fady klouzavych cenovych priméri byly z davodu
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aktudlnosti zvoleny posledni hodnoty v ¢asové fadé, tedy pro vypocet byly pouzity
ceny za klouzavy pramér 3Q/23 - 2Q/24 (Tab. 6).

Tab. 6: Klouzavé primérmé ceny listnatého surového dfivi (dub) pro tuzemsko za CR
za vlastniky (K&/m?d)

Nazev sort. 4Q/22-3Q/23 1Q/23-4Q/23 2Q23-1Q/24 3Q/23-2Q/24
Vyrezy lll. A/B tF. jakosti 5210 5212 5370 5427
Vyfezy lll. C tF. jakosti 4228 4303 4349 4269
Vyrezy lll. D tF. jakosti 3308 3351 3314 3264
Dfivi V. tf. jakosti (buni¢ina) 1873 1688 1606 1456
Drivi VI. tF. jakosti (palivo) 1810 1761 1708 1644
Zdroj: CSU

Pro potreby zjisténi ceny I.-II. jakostni tfidy u dubové kulatiny byly pouzity udaje
z vyhodnoceni drazby v Deblicich konané na jate roku 2024 (Tab. 7).

Tab. 7: Primérné ceny vysoutéZzeného objemu dubu zimniho a dubu ¢erveného na
drazbach konanych firmou DEBLICE — lesy s.r.o.

Primérna cena

Drevina Drazeno  VysoutéZeno Ké/m? vitr‘:e:{"nla'y iiina
m?3 m?3 -
Vyvolavaci  Vitézna v Ké/m?
DB - I. tf.j. 16,61 16,61 18 000 25320 38 891
DB - II. tf.]. 404,83 404,83 11 604 17 345 33154
DB - Ill. tFj. 1110,09 1110,90 7 031 11 908 35934
Celkem DB 1531,53 1531,53 8 359 13 491 38 891
DBC 27,31 27,31 2224 3149 7076

Zdroj: Zprdva z vyhodnoceni drazby, kterd se konala 14. - 20. bfezna 2024, firma DEBLICE - lesy s.r.o.
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VYPOCET FINANCNIHO EFEKTU

Objem porostni zdsoby 200 m*/ha rozdéleny na podily jednotlivych listnatych sor-
timentti podle idajit CSU byl pro téely vypoétu rozdélen do dvou variant (varian-
ta 1 a varianta 2), pfi¢emz

1) wvarianta 1 vychazi z dodavek dfivi v roce 2023 rozdélenych na 3 hlavni sorti-
menty, tj. na kulatinu, vldkninu a palivo véetné pfifazeni pramérnych cen su-
rového diivi v K¢/m?

2) varianta 2 pouziva detailnéjsi ¢lenéni u kulatinovych sortimentd surového dri-
vi, ke kterym byly ptifazeny klouzavé cenové priméry (pozn.: s vyjimkou vyre-
zt I.-I1. tf. jakosti, kde se uplatnila dosazena cena v drazbé).

Vysledky vypoctu podilu sortimentti na celostatni urovni podle jednotlivych va-
riant jsou uvedeny v Tab. 8.

Tab. 8: Procentické zastoupeni podilu sortiment(l z celostatnich dodavek listnatého su-
rového dfivi podle dvou variant sortimentace

Podil sortimentt Podil sortiment

z dodavek dfivi v ramci kulatiny
Nézev sort. (varianta 1) (varianta 2)
m? % m? %
Dodavky listnaté celkem 1893 316 100,0
Kulatina celkem 610 130 32,2 100
Vyrezy |.—II. tf. jak. 48 810 8
Vyrezy lll. A/B tF. jak. 213 546 35
Vyrezy lll. C tF. jak. 189 140 31
Vyrezy llI. D tF. jak. 158 634 26
Vlaknina a ost. pram. dFfivi 653 148 34,5
Dfivi V. tf. jak. (bunicina)
Palivové dfivi 630 038 33,3

D¥ivi VL. tF. jak. (palivo)

Zdroj: CSU, viastni vypocet
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Vypocet objemu jednotlivych sortimentti v m® vztaZeny jen na 200 m*/ha a vypocet
celkovych trzeb v K¢ je dokumentovan v Tab. 9.

Tab. 9: Vypocet objemu sortimentl surového dfivi a zvySeného finanéniho efektu pro
200 m?ha dubu ¢erveného podle dvou variant sortimentace na zakladé usku-
te¢nénych dodavek dFivi za CR

25 - 22 -
g2 2 £ = £ £
EST a«F 3 E3® ©T b
£9%¢c S o = t€E2E So =
. . O > ® o< [ O.. ® o< Q
Nazev sortimentu » «_g 'E .0 o » g 'E g ~d>-\ o
g 58§ §si 5@ %
AN aa S asS 43 o
m? %  Kém? Ké m* % Kémd Ké
Zvysena produkce dubu 5, 464242 200 559 742
Gerveného
Kulatina celkem 64 322 3435 221214 64 349 787
Vyrezy |.—ll. tf. jak. 5 8 17 000" 87 584
Vyiezy Ill. A/B tF. . 23 35 5427 122325
Vyrezy lll. C tf. jak. 20 31 4 269 85 226
Vyiezy IIl. D t. jak. 17 26 3264 54 652
Viaknina a ost. 69 345 1861 128409
primyslové dfivi
Dfivi V. tf. jak. (buni¢ina) 69 69 1456 100 464
Palivové drivi 67 33,3 1721 114619
Drivi VI. t¥. jak. (palivo) 67 67 1644 109 490

Zdroj: CSU, viastni vypocty

Y Z divodu neexistence trzni ceny vyfezii L.-IL ti. jakosti v Gidajich CSU za rok 2023 byla pouZita vitéznd cena u dubu
II. t. jakosti dosazend pti drazbé konané dne 14.-20. 3. 2024 v Deblicich. Zdroveri je nutno upozornit na skutecnost,
Ze v soucasné dobé se na nasem tizemi nenachdzi dostatecné zastoupeni mytné zralych porostii dubu cerveného, aby se
to mohlo projevit v nabidce vyznamnéjsich objemii a silnych sortimentii dubu cerveného v drazbdch, a to analogicky
jako je tomu dnes u plosné rozsiteného dubu (pozn.: viz cenové tirovné CSU pro nejlepsi kvality dubu, tj. pro L-II. t#.
jakosti). Tento fakt je doloZen dnesni vékovou strukturou dubu cerveného vyjddieny plochou a zdsobou na zdkladé dat
SIL (tabulka 5).
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Z uvedenych dvou variant ekonomickych kalkulaci vyplyva, Ze pfi pouziti detailnéj-
$i sortimentace a ocenéni jednotlivych kulatinovych sortimentt (viz varianta 2) lze
dospét k lepsimu ekonomickému vysledku, nez kdyz se vychazi pouze z priimér-
nych celostatnich hodnot o cendach (viz varianta 1). Vzhledem k tomu, Ze varianta 2
je plné v souladu se situaci na trhu se surovym dtivim a v§echny vstupni kalkula¢ni
predpoklady jsou dostate¢né odiivodnény, mizeme povazovat vyssi vysledek dosa-
Zeny u varianty 2 za zcela redlny.

Na zakladé provedenych kalkula¢nich vypocti lze pfijmout zavér, Ze na stejné plose
lesniho pozemku lze pii péstovani dubu cerveného oproti dubu zimnimu doséh-

nout ve 100 letech vyrazné vys$siho ekonomického vysledku (vyssich trzeb z pro-
deje dfivi), ktery prekracuje pfi obvyklém hospodareni

a) ve varianté 1 ¢astku cca 460 000 K¢

b) ve varianté 2 ¢astku cca 560 000 K¢.

Jedna se tedy o finan¢ni efekt, ktery dub Cerveny ve srovnani s dubem zimnim vy-
produkuje navic ve stejném véku. Po odpoctu tézebnich nakladii ve vysi priblizné
600 K¢/m?, coz vztazeno k objemu 200 m’ predstavuje 120 000 K¢ nakladd, by se
celkovy Cisty vynos pohyboval v rozmezi cca 340 000-440 000 K¢.

Tento zvySeny ekonomicky efekt reprezentuje finan¢ni zhodnoceni produkénich
moznosti stanovisté vhodného pro péstovani dubu cerveného. Vytvorené doda-
te¢né financni prostredky pri péstovani této dieviny tak mohou vlastnikéim lesa
vyznamné prispét k zajisténi ekonomické zivotaschopnosti lesnich majetka v bu-
doucnosti.

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na
spotfebni material a chemikalie s predpokladem vlastnictvi laboratorniho vybaveni
pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou primérné naklady 129 K¢.
Naklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmenta¢ni analyzy ¢ini pro 15 lo-
kust priblizné 268 K¢ v¢. DPH, za predpokladu provedeni analyz v multiplexech
dle uvedenych optimalizovanych postupt. Naklady jsou kalkulovany k roku 2024
a je nutné zminit, Ze cena chemikalii se stale navysuje. V uvedené kalkulaci nasich
nékladi (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplikové naklady, naklady na
odpisy ptistrojového vybaveni, osobni nédklady, naklady na vyvoj metod, které jsou
odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni) pracovisté. Pfi
vyuziti sluzeb komerénich laboratofi je mozné se obratit naptiklad na spole¢nosti
SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV.
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Ptinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finan¢ni tspore vynaloZenych
prostfedkd na vyvoj metodickych postupti analyz DNA u dubu cerveného pro
zjistovani drovné diverzity naptiklad pfi vybéru vhodnych ovéfenych jedinct pro
jejich uznani za zdroje reprodukéniho materialu a pro klonovou determinaci totoz-
nych klonti. Uvedené postupy DNA analyz klonové identifikace jsou vyuzitelné pro
kontrolni mechanismy uZivatele napt. ve smésich klont nebo pfi reprodukei klo-
nu potfebnych vlastnosti. Postupy k ovérovani genetické diverzity jsou zakladem
cileného zvySovani genové variability porostd, které budou stabilnéjsi a odolnéjsi
k moznym chorobdm, $kiidctim a nepfiznivym podminkam klimatu. Také lze pred-
pokladat zvyseny ekonomicky pfinos z tézby dfeva u vlastniki lest ze zvySenych
budoucich vynosi z porostit zalozenych z kvalitnich ovéfenych zdroji reproduke-
niho materialu.
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METHODOLOGICAL PROCEDURES FOR CLONAL
IDENTIFICATION AND DETERMINATION OF GENETIC
DIVERSITY OF RED OAK (QUERCUS RUBRA L.)
BASED ON ANALYZES OF MICROSATELLITE MARKERS

Summary

The red oak (Quercus rubra L.) is a tree native to the eastern and central parts of
the USA and partially extends into the south central part of Canada. It arrived in
Europe around 1700, when it was probably first imported to France. Its first use was
in chateau gardens and parks. Later, it gradually spread throughout western and
central Europe. It colonized some areas of Belgium, France, Germany, Poland and
in some cases has became an invasive species.

In the Czech Republic, it is used in forestry from the lowlands to the hills, as one
of the most common introduced tree species, which grows faster than our native
oaks in favourable sites and gives good vyields. It is also introduced into forest
stands on poor, acidic and degraded soils as a soil protection and melioration tree.
It is suitable for afforestation of industrial areas, e. g. during the heap reclamation
(NovoTNY et al. 2022). This species is satisfactorily resistant to air pollution and,
to a limited extent, to short-term flooding. It also thrives well on less rich loamy
soils, but sufficiently deep and moist, where it can alternate with our main oaks
(Quercus robur, Quercus petraea), compared to which it has lower requirements
for soil fertility and light, and significantly exceeds them in volume production
(e. g. KRIVANEK 2006; VACEK et al. 2009; MILTNER 2017; KuPKA, PODRAZSKY 2019;
Kupka, VOPALKA-MELICHAROVA 2020), albeit of slightly lower quality wood.

Recently, however, red oak in the Czech Republic has been included in the national
blacklist of invasive non-native species as part of a non-binding expert proposal
(PERGL et al. 2016a, 2016D). In the evaluation of the permanent research plots of
the FGMRYI, invasiveness was detected in only 2 out of 33 established plots (BERAN
et al. 2024). Although this species is considered invasive, it is more resilient to
climate change and grows better than native oaks, and could therefore be used
as a replacement species for wood production. Red oak represents a potentially
economically useful forest tree species due to its better adaptability. The use of red
oak as a replacement tree species is not yet considered, but if large-scale mortality
of native oaks occurs, its use in the future cannot be ruled out (STucHL{KOVA 2021a,
2021b). Given the intensity of climatic extremes, optimised approaches should be
sought for the use of this tree species.
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For reproductive purposes, it is important to represent the widest possible range of
genotypes, where the occurrence of genes with increased potential for adaptation
to changes and climatic fluctuations in environmental conditions can be assumed.

The presented methodological procedures will allow to verify the level of genetic
diversity in stands or established provenance plots within the Czech Republic
and, based on the results of DNA analyses using microsatellite markers, to select
sufficiently variable sources of reproductive material. The methodology describes
procedures for sample collection, DNA isolation, polymerase chain reaction (PCR)
conditions, separation and sizing of amplification products, and molecular data
calculations. 120 selected red oak trees from 4 sites (Hrabésin, Chlumec n. C., Svata
Anna, Oslov) were used to develop this methodology. Fifteen selected polymorphic
nuclear microsatellite markers: quru-GA-0C11, quru-GA-0E09, quru-GA-1F07
(ALDRICH et al. 2002), 1P10, 2P24, 3A05, 3D15, FIR030, FIR031, FIR048, POR003
(SurLivan 2013), GOT004, PIE099, QpZAG15 (LinDp, GAILING 2013), Qr0237
(MULLER, GAILING 2018) have been shown to be suitable for determining of
genetic parameters, verifying the level of genetic diversity, distinguishing genetic
structures and can be used to determine clonal identity. Microsatellites, also
known as simple sequence repeats (SSRs), are small repetitive DNA sequences,
highly variable markers, and are commonly used in population genetics in many
forest tree species including red oak (PETTENKOFER et al. 2020; BORKOWSKI et al.
2017; CoLLINS et al. 2015; LIND, GAILING 2013; GERWEIN, KESSELI 2006). SSRs
are codominant markers and can therefore distinguish between homozygotes and
heterozygotes. Total genomic DNA was extracted using the DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Germany) from 100 mg of fresh young leaves or 20 mg of
freeze-dried leaves. The SSR method is based on polymerase chain reaction (PCR)
with specific primers. Based on a previous screening of 33 SSR markers, 15 of
them were selected for DNA analysis. PCR products were separated by capillary
electrophoresis using the Applied Biosystems 3500 genetic analyser. The developed
DNA analysis procedures for the objective determination of genetic diversity and
clonal identity will contribute to the quality of the reproductive material of red oak,
whose widespread cultivation would be used for replacement production in the
event of a gradual deterioration of climatic conditions for the cultivation of native
oak species. Genetically verified polymorphic and morphologically high quality red
oak trees could be used as sources of reproductive material.
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PRILOHA

Priklady vystupu genetickych analyz u dubu ¢erveného

Obr. 4: Ukazka elektroforetického zaznamu na 2% agarozovém gelu amplifikag-
nich produktd mikrosatelitovych markerd 1P10 a 2P24 u jedinct dubu Cer-
veného
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Obr. 5: Ukazka vystupu fragmentacéni analyzy na genetickém analyzatoru (Applied Bio-
systems 3500) pro jedince dubu &erveného u mikrosatelitovych markerd z mul-
tiplexu 3
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Tab. 10: Pramérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované porosty dubu
Cerveného ziskané analyzami 15 mikrosatelitovych markert

Porosty N Na Ne | H, H,

DBC-CH 30 10,8 5,17 1,89 0,74 0,79
DBC-HR 30 8 4,59 1,67 0,74 0,75
DBC-O 30 8,3 4,81 1,71 0,73 0,76
DBC-SA 30 11,07 6,48 1,99 0,73 0,80

DBC-CH: porost dubu ¢erveného z plochy Chlumec n. C. DBC-HR: porost dubu ¢erveného
z plochy Hrabé&sin, DBC-O: porost: dubu cerveného z lokality Oslov, DBC-SA: porost dubu
cerveného z lokality Svata Anna

N: pocet vzorkd, Na: pramérny pocet riznych alel, Ne: primérny pocet efektivnich alel, I:
Shannontv informacni index, H_: primérnd pozorovana heterozygotnost H : primérnd ocekdvand
heterozygotnost

Tab. 11:  Hodnoty F, — vyjadfujici vzajemné genetické diferenciace mezi porosty

DBC-CH DBC-HR DBC-O DBC-SA
DBC-CH 0
DBC-HR 0,032 0
DBC-O 0,033 0,021 0
DBC-SA 0,021 0,034 0,028 0
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