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USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR CLONAL
IDENTITY VERIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF GENETIC DIVERSITY IN WILD SERVICE TREES

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear
microsatellite markers to obtain genetic characteristics, and introduce procedures
for verifying the clonal identity of wild service trees. 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 wild service trees from localities of Moravia and
Bohemia were used to develop this methodology. Fourteen selected polymorphic
nuclear microsatellite markers proved suitable for finding the genetic parameters
and for determination of clonal identity in case of vegetative propagation by root
suckers of wild service trees. The wild service tree (Sorbus torminalis (L.) Crantz) is
aminor scattered broadleaf deciduous species widely distributed across Europe, and
has a role in stabilization and enrichment of forest and woodland ecosystems. It is
considered as one of the trees that may increase in importance for both biodiversity
protection and forestry practices in the future. This species is very appreciated in
the wood industry (furniture veneering). Using the presented methodology of
DNA analysis, it will be possible to verify the genetic parameters of phenotypically
high-quality individuals, and select suitable clones ensuring sufficient diversity for
conservation strategies.
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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 retézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem metodiky je popsat postupy DNA analyz s vyuzitim polymorfnich mikrosa-
telitovych markerti pro moznost sledovani urovné genetické diverzity a zjistovani
klonové identity u jefdbu bieku jako mélo docenéné drfeviny predstavujici slozku
zvy$ujici druhovou pestrost lesnich ekosystémil. Ovérovani identity klont napt.
v semennych sadech nebo ve smésich kloni a sledovani genetické diverzity pfispéje
ke zvy$ovani kvality reproduk¢nich zdroji.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Jetaby patfi k okrajovym a ekonomicky méné vyznamnym dfevindm, takze jim je
v lesnické praxi i vyzkumu vénovana jen mald pozornost. Z lesnického hlediska je
ze vSech druhi nasich jerabut zdaleka nejvyznamnéjsi jetab biek (Sorbus tormina-
lis (L.) Crantz), ktery se fadi mezi vzacné druhy lesnich dfevin (BURIANEK, No-
VOTNY 2019). V Evropé saha jeho rozsifeni na sever do severozapadni némecké
niziny, vychodniho Polska a jizni ¢asti Ruska, v téchto oblastech se vyskytuje do
nadmotské vysky 600 m, v CR se nachazi az do nadmoiské vysky 760 m. V Ceské
hofi a na jizni Moravé. Vzacnéji zasahuje do prechodnych spolecenstvi mezi budi-
nami a doubravami (habtiny s jedli), kde se mtize udrzet jen na mistech se zvlast-
nimi pidnimi podminkami (na sutich, slunnych mélkych hiebenech a kamenitych
vrcholech). Stejné zastoupeni v nejteplejsich variantach doubrav a $ipakovych haju
ma po celé stiedni Evropé (FER 1994). V lesnich spolecenstvech se vyskytuje jen
vtrou$ené, netvori Cisté porosty, ma malou konkurenéni schopnost, plody jsou
oblibenou potravou zvére (HEJNY, SLavik 1990). Optimum vyskytu lezi v oblasti
doubrav, v nichZ zaujimad nejteplejsi polohy. Podle dat z LHP se jerab biek nachazi



v zastoupeni vy$§im nez 1 % na 4350 ha lesnich porosti. MADERA et al. (2013)
soucasné odhaduji rozlohu porostli se zastoupenim niz$im nez 1 % na 26 924 ha
a celkovy pocet stromii rostoucich v CR na vice nez 220 tisic. Jedn4 se o pomalu
rostouci strom, ktery mtize v 80-100 letech dosdhnout az vysky 20-25 m (DEME-
SURE-MUSCH, ODDOU-MURATORIO 2004). Tento druh se fadi k cennym listnac¢im
s velkym potencidlem pro pfipadné vyuziti v lesnictvi, patfi mezi nejvice cenéné
druhy v dfevarském primyslu (DEMESURE et al. 2000).

Pro jetdb brek byly v Cesku realizovany nékteré projekty tykajici se inventarizace
(BURIANEK 1994; PRUDIC 1998; BURIANEK, CiZKOVA 2003) a opatfeni na zdchranu
genetickych zdrojt (CiZkovA, BENEDIKOVA 1999; BENEDIKOVA, KYSELAKOVA 2001,
2005), kdy byly vyhledany zdroje reprodukéniho materidlu. V evropském mérit-
ku byly v rdmci aktivit EUFORGEN publikovany technické smérnice na ochranu
a vyuzivani genetickych zdroju jefdbu bieku (DEMESURE-MuUsCH, ODDOU-MURA-
TORIO 2004), uréené predevsim praktickym lesnim hospodaiim a pracovnikim
statni spravy. V uvedeném materialu se doporucuje pii konzervaci genovych zdrojt
u tohoto druhu dfeviny orientace na kvalini jedince. Pro vybér kvalitnich zdroji
reprodukéniho materidlu je dtilezité zohlednit nejen fenotypové charakteristiky,
ale i genetické charakteristiky. Vzhledem k vyskytu kofenovych vymladka u jerabu
breku je moznost identifikace klonové stejnych jedinct vyuzivanych pro zaklada-
ni ulelovych vysadeb zasadni. I proto se v evropskych statech realizuji genetické
studie zamérené na vyzkum genetické struktury a variabilty populaci jefdbu bieku
(ANGELONE et al. 2004; BEDNORZ et al. 2006; BELLETTI et al. 2008; DEMESURE et al.
2000; HOEBEE et al. 2006; KuCerOVA et al. 2010; OpDDOU-MURATORIO et al. 2004,
2005; RasMUSSEN, KoLLMANN 2007, 2008; SARAVI et al. 2008; GEORGE et al. 2015;
VYHNANEK et al. 2025). Pro geneticka studia lze s spéchem vyuzit vhodné poly-
morfni mikrosatelitové markery (Simple Sequence Repeats — SSR), jejichz postupy
analyz tato metodika podrobné popisuje. Metodické postupy analyz 9 mikrosateli-
tovych markerti zpracovali pro jefab bfek ODDOU-MURATORIO et al. (2001). JAN-
KOWSKA-WROBLEWSKA et al. (2016) pouzila SSR markery pro sledovani genetické
struktury populaci jetabu breku v Polsku, v jiznim Némecku KAVALIAUSKAS et al.
(2021) vyuzili tyto markery k rozli$eni provenien¢nich oblasti a k identifikaci zdro-
ju reprodukéniho materialu jetabu bieku.

Mezi nejefektivnéjsi strategie konzervace genovych zdrojii lesnich drevin patii
semenné sady. V CR jsou v soucasnosti pro jefab biek evidovany pouze 4 plat-
né semenné sady. Semenné sady jako ucelové vysadby podléhaji aktualné platnym
pravnim predpistim tykajicim se oblasti vyuzivani reprodukéniho materidlu les-
nich dfevin (zdkon ¢. 149/2003 Sb.). Nérodni legislativa je v souladu i se smérni-
ci Rady 1999/105/ES, o uvadéni reprodukéniho materidlu lesnich dfevin na trh,
kterou je Ceské republika jako ¢lensky stat Evropské unie povinna respektovat.



V této smérnici je zakotvena i povinnost ¢lenskych statti Evropské unie vybudovat
funk¢ni kontrolni systém reprodukéniho materialu lesnich dfevin. Pro kontrolni
systém reproduk¢niho materidlu lesnich dfevin Ize vyuzivat i molekuldrné-genetic-
ké metody, které aplikuji napriklad v SRN (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT 2006).
V Ceské republice byl systém kontroly reprodukéniho materialu lesnich dievin a je-
jich zdroji doposud zaloZen na kontrole eviden¢nich zaznamu. Objektivni ovéfo-
vani deklarované klonové identity zdrojti reprodukéniho materialu lesnich dfevin
(semennych sadti, archivii klonti a smési klontl) lze uskute¢fiovat DNA analyzami
s vyuzitim mikrosatelitovych markerd, které jsou s uspéchem vyuzivany pro iden-
tifikaci jedincd.

Mikrosatelity (SSR) predstavuji kratké repetice nejcastéji slozené ze 2-4 bazi
nukleotidovych motivti, které se u jedincti lisi jejich poc¢tem, tedy délkou mikrosa-
telitovych lokust. Pro vyhodnoceni jejich délky, ktera se u vét$iny markert pohy-
buje mezi 100-300 bazemi, je nutné specifické useky v ramci celého genomu rozpo-
znat, coz se déje jejich namnozenim v mnohonasobné kopie pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonu-
kleotidy vétsinou dlouhé kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi
sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifi-
kace, stavebni jednotky nukleotidy a pufry upravujici prostiedi probihajici reakce.
PCR reakce probihaji v teplotnich cyklech za ucelem rozdéleni DNA dvousroubo-
vic na jednotliva vldkna (pti teploté kolem 94 °C), nasednuti primerti na specificka
mista (vétsinou mezi 50-60 °C) a tvorbu novych cilenych dvouftetézcovych use-
ka (nejcastéji pti 72 °C). Opakovanim téchto cyklii exponencialné pribyvaji kopie
specifického tseku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy PCR (koncentrace
reak¢nich slozek, teploty a ¢asy cykld) je nutné optimalizovat, abychom dostavali
jednozna¢né a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich presné velikosti, zjisténé po-
moci fragmentacni analyzy na genetickém analyzatoru, se statisticky zpracovavaji
za Ucelem ziskani genetickych charakteristik sledovanych drevin. Specifické jader-
né SSR markery maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty
od heterozygott.

Uvedené metodické postupy jsou vhodné nejen pro urceni klonové identifikace
zdrojti reprodukéniho materialu, ale jsou vyuzitelné i pro rozliseni genetickych
struktur u soubort jedinct jetabu bieku, pochazejicich z geograficky odli$nych lo-
kalit vyskytu.



2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorkil a postupy izolace DNA

Pro ziskani kvalitnich izolatd DNA je nejvhodnéj$im terminem odbéru rostlinné-
ho materidlu jarni obdobi, kdy Ize odebirat pupeny nebo mladé listy. Pti pouziti
starych listd se z dtivodu vys$sitho obsahu fenolickych latek a polysacharidii snizu-
je kvalita i kvantita izolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA eluatu
muze zkomplikovat nebo znemoznit navazujici analyzy. Pfi zpracovani vyssiho po-
¢tu vzorkd je vyhodnéjsi odebirat mladé listy, protoze zpracovani pupentl je ¢asové
naro¢néjsi. Pfi manipulaci se vzorky jednotlivych stromu je nutné peclivé vedeni
evidence, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky. Vzorky se jiz pfi odbéru oznaci, ulozi
do mikroténového sacku a udrzuji pti nizké teploté priblizné 4 °C (napt. 1ze pouzit
chladici tasky s chladicimi vlozkami), abychom zabranili degradaci DNA. Idealni
je vzorky co nejrychleji prepravit ke zpracovani do laboratofe. DNA Ize izolovat
z Cerstvého, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materialu. V ptipadé, 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 minimdlné do -20 °C. Dal$i moznosti jak dlouhodobé uchovat vzorky je je-
jich vysu$eni s vyuzitim lyofilizdtoru a poté jejich vzduchotésné uzavteni. Lyofili-
zovany material 1ze skladovat pri pokojové teploté a snadnéji se s nim manipuluje
pred homogenizaci, protoze odpada nutnost drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA
u lesnich drevin se v nasi laboratofi nejlépe osvéd¢ila metoda vyuzivajici soupravu
DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle dodané-
ho protokolu (Quick-Start Protocol). Tato metoda izolace je pomérné ¢asové ne-
narocna, a ziskaji se tak dostatecné kvalitni DNA eluaty. Pred zahdjenim vlastniho
postupu izolace se prida ethanol ke koncentratim pufrd AW1 a AW2. Inkuba¢ni
lazen se necha nahftivat na 65 °C. V pfipadé 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 cerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pii-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je tfeba homogenizovat
rozdrcenim na prasek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na
navazeny rostlinny material v tfecich miskach, pfipadné vyuzit homogenizator
vzorki (napf. Precellys Evolution Bertin Technologies). Homogenizovany ma-
teridl se prenese se do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.
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10.

11.

12.

K rozdrcenému vzorku se pipetuje 400 ul pufru AP1 a nasledné 4 ul RNézy A.
Pomoci vortexu je nutné obsah diikladné protfepat. Ziskana smés se nechd in-
kubovat 10 minut pii 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat 2-3 x
prevracenim zkumavek.

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

(rpm).

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

Prefiltrovana frakce se pipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky
s ode¢tenim ziskaného objemu. Je nezbytné se vyvarovat odebrani pripadné
srazeniny.

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

Odpipetujeme 650 ul smési a premistime do DNeasy Mini Spin kolonky umisté-
né v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pi 8 000 rpm,
prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbytkem vzorku.

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

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

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

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

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

11



Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, digitdlni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikro-
zkumavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, tfeci misky a tloucky, sada
pipet a piislusné sterilni $picky, sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml s vicky,
susicka nebo sterilizator, ptipadné homogenizator vzorkul

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

2.2 Postupy PCR amplifikace

Pro zjistovani rovné genetické diverzity a klonové identifikace jedinct jefabu bieku
byly optimalizovany postupy DNA analyz s vyuzitim jadernych mikrosatelitovych
markerti — nuclear simple sequence repeats (nSSR). Pti vypracovavani metodic-
kych postupi bylo testovano 17 markert vybranych na zakladé zpracované literarni
reSerSe (GIANFRANCESCHI et al. 1998; LIEBHARD et al. 2002; ODDOU-MURATORIO
et al. 2001; GONzZALEZ-GONZALEZ et al. 2010). Pro optimalni postupy hodnoceni
a ziskani objektivnich vysledku analyz byl vybér zaméfen na dostate¢né polymorfni
mikrosatelitové markery vhodné pro sledovani klonové identity, genetické diverzity
a rozliSovani genetickych struktur. Vybrano bylo 14 jadernych mikrosatelitovych
markert: CHO1hO1, CH02B12, CH02c09, Ms14H03, MSS1, MSS4, MSS5, MSS6,
MSS9, MSS13, MSS16, SA01, SA07 a SA14. Byly optimalizovany koncentrace re-
akénich smési prislusnych chemickych komponent a teplotni cykly polymerazo-
vych fetézovych reakci (PCR) pro ziskani jednoznaénych a velikostné ptislusnych
amplifikattl zvolenych lokustl. Optimalizace probihaly i za tc¢elem seskupeni PCR
amplifikaci do multiplext, aby z divodu ¢asovych a finan¢nich uspor mohly pro-
bihat analyzy minimalné dvou a vice markerd najednou. PCR amplifikace 14 vy-
branych markerti byly sestaveny do 3 multiplext podle velikosti amplifikovanych
lokust. Optimalizované PCR reakéni podminky byly pro vSechny zvolené lokusy
shodné. PCR chemikalie je nutné udrzovat v chladu, stejné tak je pottebné ptipra-
vovat reakénf smési na ledu nebo na chladové desticce.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerd a rozmezi velikosti v poctu
bazi sledovanych lokusu

Lokus/motiv repetice ~ Sekvence primer( (5°-3") Velikost PCR produktu

(bp)
MSS1 F: ATGTTCGGTAGTCATCCCCT 195185
(GA),, R: GCTCAGATAGCCACTCCCC
MSS4 F: AAGTGGTATTTGAGGGTGGG 260320
GT = (CA), R: GTATGTAATGTGCCTTCGTGC
MSS5 F: CCCCAACAACATTTTTCTCC 110145
(GA),, R: CCTCTCGCTCTTTGCCTCT
MSS6 F: CGAAACTCAAAAACGAAATCAA 920-300
GT = (CA),, R: ACGGGAGAGAAACTCAAGACC
MSS9 F: AAGTTTTCAAGCCATTTTCATT 190270
CT = (GA),, R: CTTCACCATTTTTGTTGTGTGT
MSS13 F: TATGCGTCTTTCCATTCCG 925280
(CA),, R: GCGTTTGACTCACTCAGATTTG
MSS16 F: CTCCCCTTGTGTGATGCC 140215
CT = (GA),, R: TTGCCCTCAAAGAATGCC
CHO01h01 F: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC 90165
(AG),q , R: GGAGTGGGTTTGAGAAGGTT
CHO02B12 F: GGCAGGCTTTACGATTATGC 110-180
(AG),, R: CCCACTAAAAGTTCACAGGC
CH02c09 F: TTATGTACCAACTTTGCTAACCTC 920-260
GA R: AGAAGCAGCAGAGGAGGATG
Ms14H03 F: CGCTCACCTCGTAGACGT 90155
(CT),, R: ATGCAATGGCTAAGCATA
SA01 F: ATGGAGTTGAGCTCCACATC 195965
(GA),, R: GGTGGAGGGACAATTGTGTC
SA07 F: ACGTTTTCAGTATGATGGCC 330380
(GA),, R: CTTCGCAGTTCATTAAGCAC
SA14 F: ATGGATTTAGGTTAACAGTTGTC 140225
(TC),, R: GAGGTAAAACCTACCAGTATAC
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Protokoly polymerazové ietézové reakce (PCR):

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

CHO1hO1 F - 2 uM (PET), CHO1hO1 R - 2 uM

CHO02c09 F - 1 uM (PET), CH02c09 - 1 uM

MSS1 F - 2 uM (NED), MSS1 R - 2 uM

MSS5 F - 2 uM (6FAM), MSS5 R - 2 uM

MSS6 F - 2 uM (VIC), MSS6 R - 2 uM

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

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

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pri-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorkd (napt. pro objem 100 pl, pipetujeme ze zasobniho roztoku primert
CHO1hO1 F - 2 pl, CHO1hO01 R - 2 pl, CH02¢09 F - 1 ul, CH02c09 R - 1 pl, MSS1
F-2pl, MSS1 R =2 ul, MSS5 F =2 pl, MSS5 R = 2 pl, MSS6 F — 2 ul, MSS6 R — 2 pl
a doplnime 82 pl TE pufru).

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

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

Pfidat 1 ul templatové DNA

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

Krok Teplota Cas Popis

1. 95°C 5 min Pocate¢ni denaturace

10 x opakovat od 2. do 4. kroku

95°C 30 sec Denaturace

60 °C 90 sec (-0,5 °C / 1 cyklus) Annealing
4. 72°C 30 sec Elongace

25 x opakovat od 5. do 7. kroku
5. 95°C 30 sec Denaturace
6. 55°C 90 sec Annealing
7. 72°C 30 sec Elongace
1x

60 °C 30 min Finalni elongace

9. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd

Multiplex 2 (SSR lokusy, koncentrace jejich primeru a pfiklad fluorescenéniho
oznaceni forward primera):

CHO02B12 F - 2 uM (VIC), CH02B12 R - 2 pM

MSS4 F - 2 uM (NED), MSS4 R - 2 uM

MSS9 F - 2 uM (6FAM), MSS9 R - 2 uM

MSS16 F - 2 uM (NED), MSS16 R - 2 uM

Ms14HO3 F - 2 uM (6FAM), Ms14HO03 R - 2 uM

SA14F - 2 uM (PET), SA14 R - 2 uM

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

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

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100pM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris — HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerd v poZzadované koncentraci a v objemu dle poétu analyzo-
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vanych vzorkd (napf. pro objem 100 pl, pipetujeme ze zasobniho roztoku primert
CHO02B12 F - 2 ul, CHO2B12 R - 2 ul, MSS4 F — 2 ul, MSS4 R — 2 ul, MSS9 F - 2 yl,
MSS9 R -2 ul, MSS16 F - 2 pl, MSS16 R - 2 ul, Ms14HO03 F - 2 pl, Ms14HO3 R -
2 ul, SA14 F - 2 ul, SA14 R - 2 pl a doplnime 76 yl TE pufru).

Slozeni reakéni smési a teplotni podminky pro PCR amplifikaci jsou stejné jako
u multiplexu 1.

Multiplex 3 (SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescencniho
oznaceni forward primeri):

MSS13 F - 4 uM (VIC), MSS13 R - 4 uM
SAO1 F - 2 uM (6FAM), SAO1 R - 2 uM
SA07 F - 6 uM (NED), SA07 R - 6 uM

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

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

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzo-
vanych vzorka (napf. pro objem 100 pl, pipetujeme ze zasobniho roztoku primert
MSS13 F - 4 pl, MSS13 R - 4 pl, SAO1 F - 2 pl, SAO1 R - 2 pl, SA07 F = 6 pl, SA07
R - 6 pl a doplnime 76 pl TE pufru).

Slozeni reakéni smési a teplotni podminky pro PCR amplifikaci jsou stejné jako
u multiplexu 1.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $picky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR s vicky),
chladici box na PCR mikrozkumavky, chladici deska nebo ledova tfist, centrifuga,
teplotni cyklova¢
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2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produktt se provadi pomoci ho-
rizontalni 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 mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné
sledovat, aby nedoslo k vyvieni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentti
DNA se pouziva fluorescen¢ni barvivo, napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze ptidat hned do rozpusténé-
ho teplého agar6zového roztoku v pomeéru 1:10 000 a po promichani se gel naleje
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hfebeny s vhodnym poctem hrota dle
poctu testovanych vzorki. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforézu,
vyjmou se hiebeny a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok pfesahoval asi 0,5 cm
nad gel. Do slott gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl) smichané se 4 ul pufru
(gel loading buffer, Sigma-Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikatt
se do vybraného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW EN-
GLAND Biolabs), 4 l destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodg, 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-
kac¢nich produkti testovanych markert CHO1hO1 a CH02c09 je uveden v ptiloze
(obr. 1).

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 fragmentd v hodnotach para bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (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 fragmentaéni analyzou nasledujicim zptisobem
denaturovany na jednovlaknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotli-
vych vzorki napipetuji po 1 ul do 96jamkovych desti¢ek urcenych pro analyzatory
(napt. MicroAmp 96 Well Reaction Plate od ABI Applied Biosystem), pak se ke
kazdému vzorku ptidd 11 ul smési ptipravené z Formamidu (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ" Size stan-
dard v 2.0, Applied Biosystem). Smés se pripravuje v objemech 11 pl Formamidu
a 0,4 pl velikostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promi-
chd. Po napipetovani smési k amplifikaitim se desti¢ka krétce sto¢i na centrifuze,
aby se roztok stahl ke dnu jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté
94° C, nésleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné 2 minut. Po prove-
dené denaturaci se desticka vklada do genetického analyzatoru.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentd
DNA v tenké kapilare naplnéné specialnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary naplnovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekil je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primert po excitaci laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubéiné detekovat
vicebarevnou fluorescenci a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markerd, coz je z ¢asovych i finan¢nich diivodu velmi vyhodné.
Pro spravnou identifikaci analyzovanych lokusti je nutné jejich kombinaci sestavit
z hlediska velikosti alel a fluorescenéniho zabarveni primert.

Amplifikity 14 vybranych lokusti Ize dle jejich velikosti a fluorescen¢niho znaceni
primer seskupit pro fragmenta¢ni analyzy do 3 béht. Prvni béh zahrnuje am-
plifikované lokusy multiplexu 1 (CHO1h01, CH02c09, MSS1, MSS5, MSS6). Do
96jamkovych desti¢ek uréenych pro analyzatory se nanasi po 1 ul z PCR smési
amplifikovanych fragmentti multiplexu 1. V druhém béhu probiha stejnym zpu-
sobem fragmentac¢ni analyza PCR produktéi multiplexu 2 (amplifikované lokusy
CHO02B12, MSS4, MSS9, MSS16, Ms14H03, SA14). Ve tietim béhu pomoci stej-
nych postupt probihd fragmentaéni analyza PCR produktd multiplexu 3 (amplifi-
kované lokusy MSS13, SA01, SA07).

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktd se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni veli-
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kostniho standardu, jenz je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni kiivku
a na jejim podkladé¢ ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt. Ukéazka vystupu
fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru pro jedince jetabu bteku u multi-
plexu 2 je uvedena v priloze (obr. 2).

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

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

2.5 Zpracovani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické useky DNA s kodominantnim
charakterem. U jefabu breku s diploidni sadou chromozémti (2n = 34) to zname-
n4, ze u sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel
v ptipadé homozygota a v piipadé heterozygota dvé riizné hodnoty alel.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zjisténi klonové identickych jedinci se veli-
kosti alel hodnocenych lokust statisticky zpracovavaji, napt. za vyuziti statistickych
programii GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALINOWSKI
etal. 2007), GENEPOP 4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995; RousseT 2008), STRUCTU-
RE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009). Pro
kontrolu velikosti ode¢tenych hodnot mikrosatelitovych lokust véetné ohodnoceni
frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et
al. 2004).

Na zakladé ziskanych hodnot genetickych charakteristik 1ze u sledovanych skupin
(mistnich populaci) jefabu bfeku hodnotit a porovnavat tiroven genetické diverzity,
alelické varianty a frekvence alel, genetické diferenciace mezi populacemi, hodnoty
ocekavané a pozorované heterozygotnosti, odchylky od Hardy-Weinbergovy rovno-
vahy, odvozeni popula¢nich struktur apod. Jedna z nejvyznamnéjsich genetickych
charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které Ize
vypocitat na zakladé Neiovy standardni genetické vzdélenosti (NE1 1972). V ptipa-
dé ovérovani klonové identity se porovnévaji hodnoty alel sledovanych lokust u je-
dinct (ramet) prislusnych klonit. Vysledkem je zpracovand genotypizace - prehled
hodnot alel analyzovanych lokust pro Setfené klony. Prislusnost jedince ke klonu je
deklarovana, kdyz jsou shodné hodnoty alel u v§ech analyzovanych lokust. V pti-
padé pouziti vysoce polymorfnich markert lze pocet sledovanych markert sniZit,
a tim snizit i ndklady na analyzy. V ptipadé populaci jetabu breku vyskytujicich se
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na okraji arealu ptirozeného rozsifeni pouzili RaAsMUSSEN a KOLLMANN (2008) pro
identifikaci klonové stejnych jedincti pouze 5 polymorfnich SSR markerd.

JeFab biek, pamatny strom, Ceské stfedohofi, Lovo$
(Lesnicky privodce 7/2019 RNDr. — Vaclav Burianek; Bc. Ing. et Ing. Petr Novotny, Ph.D.)
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Popis metodickych postuptt DNA analyz s vyuzitim mikrosatelitovych markert
pro ovétovani genetickych charakteristik u jerabu bfeku nebyl dosud pro podmin-
ky CR publikovan. Pro moznost sledovéni genetické diverzity a klonové identifi-
kace jedinct jefdbu bieku bylo vybrano 14 jadernych mikrosatelitovych marke-
ri: CHO1h01, CH02B12, CH02c09, Ms14H03, MSS1, MSS4, MSS5, MSS6, MSS9,
MSS13, MSS16, SA01, SA07 a SA14 (GIANFRANCESCHI et al. 1998; LIEBHARD et
al. 2002; ODDOU-MURATORIO et al. 2001; GONZALEZ-GONZALEZ et al. 2010). Op-
timalizované postupy DNA analyz uvedenych markert jsou v metodice podrobné
uvedeny a velikosti jejich alel byly ziskany fragmenta¢ni analyzou na genetickém
analyzatoru Applied Biosystem 3500 (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

V poslednich dvou desetiletich jsou mikrosatelity (SSR) nejrozsifenéj$imi moleku-
larnimi markery pouzivanymi v genetickych studiich, vyuzivaji se napt. pfi zachra-
né genovych zdroju, v popula¢ni genetice, pro rodi¢ovskou analyzu atd. SSR jsou
kodominantni a multialelické, vysoce reprodukovatelné a maji velkou rozliSovaci
schopnost. V souc¢asné dobé je pouziti téchto markert vzhledem k relativné nizkym
nakladiim a $irokym moznostem jejich aplikace velmi efektivni (ARAVANOPOULOS
2011; KAvALIAUSKAS et al. 2021). Genetické markery, jako jsou SSR, ndm umoziu-
ji charakterizovat genotypy jedincti a mohou byt pouzity jako dulezity pomocny
néstroj pfi zavadéni opatfeni na zachovani genovych zdrojt, pfi vybéru zdroju re-
produk¢niho materialu, ptipadné pti vymezovani proveniencnich oblasti (RAJORA,
MossELER 2001; KLEINSCHMIT et al. 2004; CABALLERO et al. 2010; KAVALIAUSKAS
etal. 2021). Pro sledovéni diverzity mezi porosty s vyskytem jefabu bfeku a moznost
identifikace jedincii se stejnym genotypem (klony) byl vybrdn soubor SSR markert
otestovany na 318 jedincich z 12 lokalit vyskytu v CR. Vysledkem fragmenta¢nich
analyz je vypracovana databaze, kterou predstavuji u Setfenych jedinct velikosti
alel k jednotlivym lokustim (tab. 2 - priloha). Po statistickém zpracovani genetic-
kych veli¢in ziskdme zhodnoceni genetickych charakteristik sledovanych porostt
a informaci o identickych genotypech v pripadé vegetativiné namnozenych stromu.
notypi, kdy lze predpokladat i vyskyt gent s potencidlem prizptisobit se zménam
a vykyviim Zivotnich podminek. Z déivodu ekonomickych i ¢asovych uspor pri
zpracovani vét§iho poctu vzorkd jsou metodické postupy analyz mikrosatelitovych
markert optimalizovany i z hlediska jejich seskupeni do multiplext. DNA analyzy
14 vybranych markert se shodnymi reakénimi podminkami jejich PCR amplifikace
byly optimalizovany podle velikosti amplifikovanych lokust do 3 multiplex.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Zvyseni poctu vyuzivanych druht lesnich dfevin v lesnim hospodafstvi, napf.
vy$$im zastoupenim vzdcnych listnactl, muze hrat dalezitou roli v ochrané sta-
bility lesnich porostti pfed moznymi riziky, jako jsou vyskyt skidct a patogent,
lesni pozary a ztrata biotopt (HEMERY et al. 2010). V dusledku probihajicich kli-
matickych zmén se vlastnici lestt snazi zvys$it odolnost a rezilienci svych porostt
a usiluji o zakladani smiSenych lest, aby minimalizovali rizika a $kody zptisobené
nepredvidatelnymi udalostmi (DORREN et al. 2004; KNOKE et al. 2008; aj.). Z téch-
to dtivodu je jetab brek (Sorbus torminalis (L.) Crantz) stale vice v centru zajmu
vlastnik lesti ve stfedni Evropé, a to i diky hodnotnému dievu (LoEwE-MuRNoz
et al. 2020) a vysoké toleranci viici suchu a patogentiim (HEMERY et al. 2010; Kunz
etal. 2016; aj.).

Popsané metodické postupy ovérovani klonové identity jedinct a ovéfovani gene-
tické diverzity porosti jetabu bieku budou slouzit pro potteby statni spravy a ko-
ordinatora Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin
(NLI), uplatni se napf. pfi procesu uznavani semennych sadi dle pravidel Narodni-
ho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin a také pti ovéfovani
klonové spravnosti v jiz dfive zaloZenych semennych sadech, klonovych archivech
apod. Vypracovanou metodiku lze také uplatnit pro ziskavani podrobnéjsich po-
znatki o genetickych charakteristikach porostt (populaci), jako jsou napt. genetic-
ka diverzita, heterozygotnost, diferenciace, genetické vzdalenosti apod. Poznatky
o genetické strukture zdrojt reprodukéniho materialu pfinasi podstatné informace
pro management spravnych postupt pfi zakladani semennych sadti nebo pfi zales-
novani. Provedenim analyz SSR markert je mozné napf. pti zaklddani semennych
sadil zaradit genotypové vhodné jedince a vyloucit vegetativné namnozené iden-
tické genotypy jefabu breku, které se mohou na lokalitach s vyskytem této dfeviny
nachdzet (RASMUSSEN, KOLLMANN 2007).

Dalsi uplatnéni ziskanych znalosti o geneticky podminéné proménlivosti se pred-
poklada pri aktualizaci souvisejicich legislativnich predpisii v oblasti ochrany a re-
produkce genofondu lesnich dfevin a nakladani s reprodukénim materidlem a jako
podkladt pro aktualizace oblastnich planti rozvoje lesti. Poznatky o diverzité po-
pulaci také napoméhaji plnit cile Statni politiky Zivotniho prostfedi CR, Strategie
ochrany biologické rozmanitosti CR 2016-2025, Statn{ program ochrany ptirody
a krajiny Ceské republiky pro obdobi 2020-2025 a mezinarodni zévazky Ceské
republiky pfi ochrané biologické rozmanitosti. Jsou v souladu i se schvalenou kon-
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cepci Statni lesnické politiky do roku 2035 a se Strategii resortu MZe CR s vyhle-
dem do roku 2030.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych jadernych mikrosatelitovych lokust, elektroforézy, fragmentaéni analyzy
a zpracovani molekularnich dat. Ptiklady vystuptt DNA analyz jsou uvedeny v pfi-
loze.

Moznosti uplatnéni mize komplikovat finan¢ni naro¢nost pristrojového vybaveni
predevsim genetického analyzatoru pro fragmentac¢ni analyzy; ty je mozné si ob-
jednat na zakazku u komer¢nich firem (napf. SEQme s. r. 0., Genomac vyzkumny
Ustav, s. 1. 0., BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité je pfinos celospolecensky z hlediska zvySovani
stability lesnich ekosystému. Souc¢asné dochazi i k naplnovani cili narodniho pro-
gramu - podporovat kvalitni genetické zdroje a ovérovat jejich identitu metodou
DNA markert. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabilnéj-
$ich a odolnéjsich porostd, které budou zvysovat biologickou rozmanitost, 1épe se
ptizplisobovat moznym zménam klimatu, a tim pfispivat k ochrané Zivotniho pro-
stfedi. Vedle celospolecenskych prinosii se da realné predpokladat i zvySeni tézby
dreva u vlastnik lesti a z toho plynouci budouci zvy$ené vynosy z porostu zaloze-
nych z kvalitniho reprodukéniho materialu.

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany
na spotfebni materidl a chemikalie s predpokladem 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 fragmentac¢ni analyzy ¢ini
pro 14 lokust pfiblizné 190 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 ndklada (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplinkové naklady,
naklady na odpisy ptistrojového vybaveni, osobni naklady, ndklady na vyvoj me-
tod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni)
pracovisté. Pri vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi je mozné se obratit naptiklad
na spole¢nosti SEQme s. r. 0., Genomac vyzkumny dstay, s. r. 0., ¢i BIOCEV.

Pfinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finanéni tispore vynaloZenych
prostfedkt na vyvoj metodickych postupt analyz DNA u jetabu breku, vyuzi-
telnych naptiklad pti vybéru vhodnych jedincti pro jejich uznani za zdroje re-
produkéniho materidlu a pro klonovou determinaci totoznych klont. Uvedené
postupy DNA analyz klonové identifikace jsou vyuzitelné pro kontrolni mechanis-
my uzivatele napf. v semennych sadech. Postupy k ovéfovani genetické diverzity
jsou zakladem cileného zvySovani genetické variability porosti, které budou stabil-
néj$i a odolnéjsi k moznym chorobam, $kiidctim a neptiznivym podminkdm kli-
matu. Také l1ze predpokladat zvy$eny ekonomicky pfinos z tézby dfeva u vlastniki
lesti ze zvysenych budoucich vynost z porostt zaloZenych z kvalitnich ovérenych
zdroji reproduk¢éniho materidlu.
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USE OF MICROSATELLITE MARKERS FOR CLONAL
IDENTITY VERIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF GENETIC DIVERSITY IN WILD SERVICE TREES

Summary

This study presents a methodology employing nuclear microsatellite markers for
the genetic characterization and clonal identity verification of Sorbus tormina-
lis (L.) Crantz. The wild service tree is a minor, scattered broadleaved species in
Europe, contributing to the stabilization and enrichment of forest and woodland
ecosystems. S. torminalis is a deciduous, slow-growing tree valued for its high-qu-
ality timber. It typically occurs in central and southern Europe up to elevations of
1000 m in mixed forests, and also extends into North Africa, Asia Minor, the Cauca-
sus, and Crimea (CABI Compendium 2019). In the Czech Republic, MADERA et al.
(2013) estimated the species’ representation at less than 1% of 26,924 ha of forest
stands, with a total of over 220,000 individual trees. S. torminalis is expected to gain
importance in the future for both biodiversity conservation and forestry practices.
Effective conservation requires action beyond local scales, emphasizing landscape-
-level or regional strategies. For the long-term preservation of its genetic resources,
forest management should focus on individual trees (DEMESURE-MuUsCH, ODDOU-
-MurATORIO 2004). For example BEDNORZ (2007) recommended approximately
250-300 previously selected trees should be protected ex situ in seedling and clonal
seed orchards. Vegetative propagation via root suckers is known in this species
(DEMESURE-MUsCH, ODDOU-MURATORIO 2004), and high proportions of vege-
tatively derived individuals have been reported in certain stands (HOEBEE et al.
2006). Clonal reproduction often dominates in peripheral populations under envi-
ronmental stress (RASMUSSEN, KOLLMANN 2004; JANKOWSKA-WROBLEWSKA et al.
2016) or in coppice woodlands (MADERA et al. 2012).

To obtain detailed insights into the genetic quality of wild service tree populations
and to objectively verify clonal identity, nuclear microsatellite (SSR) markers were
employed. Microsatellites are highly polymorphic, selectively neutral, codominant
markers capable of distinguishing homozygotes from heterozygotes. They are wi-
dely used in population genetics for assessing gene flow, parentage, genetic diver-
sity, gene mapping, and individual identification (ANGELONE et al. 2004; BEDNORZ
et al. 2006; BELLETTI et al. 2008; DEMESURE et al. 2000; HOEBEE et al. 2006; KUCE-
ROVA et al. 2010; ODDOU-MURATORIO et al. 2004, 2005; RASMUSSEN, KOLLMANN
2007, 2008; SARAVI et al. 2008; GEORGE et al. 2015; VYHNANEK et al. 2025).
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This methodology includes protocols for sample collection, DNA extraction, po-
lymerase chain reaction (PCR) conditions, separation and sizing of amplification
products, and calculation of molecular parameters. Total genomic DNA was ex-
tracted from 100 mg fresh or 20 mg lyophilized buds or leaves using the DNeasy
Plant Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands). PCR was optimized with primers
previously published by GiaANFRANCESCHI et al. (1998), LIEBHARD et al. (2002),
ODDOU-MURATORIO et al. (2001) and GONZALEZ-GONZALEZ et al. (2010).

A total of 318 wild service trees from 12 localities in Moravia and Bohemia were
analysed. Fourteen variable microsatellite loci (CH01h01, CH02B12, CH02c09,
Ms14HO03, MSS1, MSS4, MSS5, MSS6, MSS9, MSS13, MSS16, SA01, SA07, and
SA14; Table 1) were selected following preliminary screening. Clear and repro-
ducible PCR products were obtained for all loci, confirming their suitability for
assessing genetic parameters and verifying clonal identity. PCR products were
separated using capillary electrophoresis on an Applied Biosystems 3500 Genetic
Analyser.

This methodology enables the verification of genetic parameters in phenotypi-
cally superior individuals and supports the selection of appropriate clones to ensure
sufficient genetic diversity for conservation strategies. These procedures will assist
to coordinator of the National Programme for the Protection and Reproduction of
the Gene Pool of Forest Tree Species (Czech Forestry Institute) in implementing
new monitoring approaches, selecting genetic resources, and shaping subsidy poli-
cies in the Czech Republic.
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PRILOHA

Priklady vystupu genetickych analyz u jefabu bieku

Obr. 1: Ukazka elektroforetického zaznamu amplifikanich produktt testovanych mar-
kerd CHO1h01 a Ch02c09
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Obr. 2: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru pro jedin-
ce jefabu bfeku u mikrosatelitovych markerd multiplexu 2 (CH02B12, MSS4,
MSS9, MSS16, Ms14H03, SA14)
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