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METHODOLOGICAL PROCEDURES OF DNA ANALYSES
FOR VERIFYING CLONAL AFFILIATION
AND GENETIC DIVERSITY IN SYCAMORE MAPLE
(ACER PSEUDOPLATANUS L.)

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses with nuclear
microsatellite markers for determining clonal identity and monitoring genetic
variability in sycamore maple, in order to verify gene sources of forest reproductive
material. The methodology describes the procedures for sampling, DNA isolation,
polymerase chain reaction (PCR) conditions, separation and sizing of amplification
products, and molecular data analysis. Two seed orchards were used to develop
this methodology. Eleven selected polymorphic nuclear microsatellite markers
proved suitable for assessing genetic parameters to verify levels of genetic diversity
among different genotypes and for determining clonal identity, enabling potential
control of correctly executed planting in the seed orchard. Genetic data processing
is more challenging in this tetraploid species. Appropriate representation and
spatial arrangement of clones are essential for obtaining high-quality sources of
reproductive material and for conservation strategies aimed at preserving the gene
pool of sycamore maple.
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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 CiIL METODIKY

Cilem metodiky je predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim jadernych mikrosate-
litovych markert pro ziskavani genetickych charakteristik za u¢elem objektivniho
ovérovani deklarované prislu§nosti ramet (jedinct) k uréitému ortetu (klonu) a pro
zhodnoceni trovné polymorfismu klont v semennych sadech nebo smési klonii
javoru klenu. Sledovéani genetické diverzity se uplatni i pti vybéru vhodnych zdrojt
kvalifikovaného reprodukéniho materidlu pro zakladani semennych sadt vyuzitel-
nych pro ziskavani dostate¢né variabilnich nové zakladanych porostd, které budou
odoln¢jsi a budou zvysovat biodiverzitu lesnich ekosystémd.

¥Z0ouRB3|yoId WodHET L2/ ANy




II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Javor Klen (Acer pseudoplatanus L.) je pomérné mohutny strom, s pfimym kme-
nem, dosahuje vys$ky 35-40 m a praméru kmene az 2 m, v ptihodnych podminkach
se muze dozivat 300 az 400 let. Javor klen je polostinnou dfevinou ndro¢néjsi na
pudni i vzdu$nou vlhkost. Roste nejcastéji na humodznich vlhéich padach s vy$sim
podilem skeletu a na sutovych pidach obohacenych dusikem. Kofenovy systém
srd¢itého tvaru je hluboky a dfevinu v balvanité piidé dobte upeviiuje (URADNICEK
etal. 2009). V lesich je nejroz$ifenéj$im druhem javoru, ale i tak jeho procentni za-
stoupeni v nasich lesich ztstava v sou¢asné druhové skladbé velmi nizké, vyskytuje
se jako vtrousend dfevina na celém tizemi CR od luznich lest aZ po horské oblasti.
Hlavnim tézistém jeho rozsifeni jsou vSak podhorské a horské polohy, kde roste
jako primés v bucindch i smréinach. Typicky a hojnéjsi je jeho vyskyt v chladnych
uzlabinach a tudolich podél potokil v sutovych lesich spolu s ostatnimi sutovymi
dfevinami. Ptidu opadem zna¢né zlep$uje. Dafi se mu také na provlhcenych $tér-
cich. Vyzaduje dostatek vlahy, nesnasi vsak tézké zamokiené pudy. Jako polostinna
drevina sndsi v mladi slabsi zastin, stafim se v$ak jeho pozadavky na svétlo zvysu-
ji. Poskytuje pevné roztrousené pdrovité dievo s cennymi vlastnostmi a $irokym
uplatnénim, napt. v truhlafstvi, kolafstvi, fezbarstvi a pro vyrobu hudebnich na-
strojt (URADNICEK et al. 2009).

Vzhledem k potiebné preméné druhové skladby lestt CR s cilem zvysit jejich ekolo-
gickou stabilitu a druhovou diverzitu v reakci na negativni zmény klimatu by bylo
vhodné vétsi rozsifeni i tohoto druhu dfeviny. Pro navy$ené zastoupeni javoru kle-
nu v lesnich porostech by bylo nutné vice vyuzivat umélou vysadbu, pti které je
dalezité sledovat uroven genetické variability zdrojii reprodukéniho materialu pro
moznost zajiténi adaptabilnéjsich budoucich porostu.

Pti zakladani semennych sadii nebo smési kloni je podstatné zjistit genetickou di-
verzitu vybranych zdrojovych jedinct (rodi¢t rodiny) a u jiz zaloZenych kvalifiko-
vanych zdroji reprodukéniho materidlu mit moZnost ovéfovat spravnou identitu
deklarovanych klonii pro zajisténi kvalitni produkce dostate¢né geneticky diverzi-
fikovaného osiva. Pro klonovou identifikaci a sledovani variability dfevin se osvéd-
¢ily v ramci DNA analyz polymorfni mikrosatelitové markery (Simple Sequence



Repeats — SSR), jejichz vyuziti bylo jiz popsdno u fady druhii lesnich dfevin (Scru-
ELER et al. 2003; VORNAM et al. 2004; MAGHULY et al. 2006; UNGER et al. 2011;
WAGNER et al. 2012; PLUESS, MAATTANEN 2013; MACHOVA et al. 2018; D1 PIETRO et
al. 2020; WoskIEWICZ et al. 2021) a néktefi autori, napf. PANDEY et al. (2004, 2012),
GRAIGNIC et al. (2013) nebo NEoPHYTOU et al. (2019) je uplatnili i pro geneticka
studia u javoru klenu.

Mikrosatelity predstavuji kratké repetice nejéastéji slozené ze 2-4 bazi nukleotido-
vych motivi, které se u jedinct lisi jejich poétem, tedy délkou mikrosatelitovych
lokusti. Pro vyhodnoceni jejich délky, kterd se u vét§iny markerd pohybuje mezi
100-300 bazemi, je nutné specifické useky v ramci celého genomu rozpoznat, coz
se déje jejich namnozenim v mnohonasobné kopie pomoci polymerazové retézové
reakce (PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy
vétsinou dlouhé kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi souse-
dicimi s mikrosatelitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifikace,
stavebni jednotky nukleotidy a pufry upravujici prostiedi probihajici reakce. PCR
reakce probihaji v teplotnich cyklech za ti¢elem rozdéleni DNA dvous$roubovic na
jednotliva vlakna (pfi teploté kolem 94 °C), nasednuti primert na specifickd mista
(vétsinou mezi 50-60 °C) a tvorbu novych cilenych dvouretézcovych tiseku (nejéas-
téji pti 72 °C). Opakovanim téchto cyklu exponencialné pribyvaji kopie specifické-
ho useku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy PCR (koncentrace reakénich
slozek, teploty a ¢asy cyklit) je nutné optimalizovat, abychom ziskdvali jednoznaéné
a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich presné velikosti, ziskané pomoci frag-
mentaéni analyzy na genetickém analyzatoru, se statisticky zpracovavaji pro ziska-
ni genetickych charakteristik sledovanych dfevin. Specifické jaderné SSR markery
maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygotu.
Byly vypracovany metodické postupy DNA analyz 11 mikrosatelitovych markert
vhodnych pro praktické vyuziti objektivniho ovérovani klonové prislusnosti a ge-
netické diverzity u javoru klenu (Acer pseudoplatanus L.).



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. Pro 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 destickami), abychom zabranili degradaci DNA. Idedlni
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 pfeve-
deni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nasttihdni na vhodnou velikost apod.)
ulozit do mrazicich boxt o teploté nizsi nez -20 °C. Dal$i moznosti, jak dlouhodobé
uchovat vzorky je jejich vysuseni s vyuzitim lyofilizatoru a poté jejich vzduchotés-
né uzavieni. Lyofilizovany materidl lze skladovat pri pokojové teploté a snadnéji
se s nim manipuluje pfed homogenizaci, protoze odpada nutnost drzet vzorky na
ledu. 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 casové nendro¢na a ziskaji se dostatecné kvalitni DNA eluaty. Pred za-
héjenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol ke koncentratim pufra AW1
a AW2. Inkubacni ldzen se necha nahfivat na 65 °C. V pripadé vyskytu sraZzenin
v pufrech AP1 a AW1 se pro jejich odstranéni roztoky pred pouzitim nahfteji.

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

1. Maximélni mnozstvi vychoziho erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pti-
padeé lyofilizovaného pletiva 20 mg. Rostlinné pletivo je potteba rozdrtit na
jemny prasek s vyuzitim homogenizatoru nebo za pouziti tekutého dusiku apli-
kovaného na navazeny rostlinny material v tfecich miskach. Utfeny material se
prenese do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.
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10.

11.

12.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 pl RNa-
zy A. Pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protiepat. Ziskana smés se ne-
cha inkubovat 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

(rpm).

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

Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zku-
mavky a odecte se objem ziskaného roztoku. Davame pozor, abychom nena-
brali pripadny pelet.

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

Odpipetujeme 650 pl smési a premistime ji do DNeasy Mini Spin kolonky
umisténé v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pii
8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se zbyt-
kem 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
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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 prislusné sterilni $picky, sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5ml s vicky,
sus$icka nebo sterilizator, ptipadné homogenizator.

Kvalita extrahované DNA je podstatnd pro ziskani poZzadovanych PCR amplifikatu.
U izolované DNA Ize zjistit jeji koncentraci v ng/ul a cistotu na zakladé pomeéru
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 ovétovani deklarované klonové identity zdroji kvalifikovaného reprodukéniho
materidlu lesnich drevin (semennych sadu a smési klont) a zjistovani urovné ge-
netické diverzity mezi klony byly optimalizovany postupy DNA analyz s vyuzitim
jadernych mikrosatelitovych markerd - nuclear simple sequence repeats (nSSR).
Z testovanych markert bylo nasledné vybrano 11 jadernych mikrosatelitovych
markert vhodnych pro klonovou identifikaci a zji$téni drovné diverzity mezi klony
(Tab. 1). Sekvence primerti zvolenych markera MAP2, MAP9, MAP12, MAP33,
MAP34, MAP40, MAP46 byly publikovany autory PANDEY et al. (2004), marke-
rit Aop122, Aop450, Aop943 autory SEGARRA-MORAGUES et al. (2008) a markeru
SM21A autory GRAIGNIC et al. (2013). Soucasné byly optimalizovany koncentra-
ce prislusnych chemickych komponent reakénich smési (Tab. 2) a teplotni cykly
polymerazovych fetézovych reakci (PCR) (Tab. 3, 4) pro ziskani jednoznacnych
a velikostné prislusnych amplifikatt zvolenych lokusti. Optimalizace probihaly i za
ucelem seskupeni PCR amplifikaci do multiplext, aby z divodu ¢asovych a finan¢-
nich Gspor mohly probihat analyzy minimalné dvou a vice markert najednou. PCR
amplifikace 11 vybranych markert byly sestaveny do tfi multiplexti podle velikosti
amplifikovanych lokusi a shodnosti reak¢nich podminek. P¥i PCR amplifikaci je
nutné chemikalie udrZovat v chladu, stejné tak i pripravu reakéni smési je potiebné
provadét na ledu nebo chladové desti¢ce. DNA polymerazu musime neustale ucho-
vavat pfi -20 °C a pipetujeme ji do reakéni smési jako posledni reagencii.
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Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primerd a rozmezi velikosti v poctu
bazi sledovanych lokusu

Lokus/motiv repetice

Sekvence primert (5°-3°)

Velikost PCR
produktt (bp)

MAP2 F: CATTAAACACATTTAAGCAAAACAAG
(GT),, R: ATCGGTTTGACATTGAGTGG 140—194
MAP9 F: ACAATAAAAGAGCCCACATAGATAG

(GA), R: TCTCTTCAATTGCAAGGCTTC 95—107
MAP12 F: CAAAGACCCCAAAACTGTAAAGAC

(GT), R: AAATATAAAGACATCGGAAAGTTGAG 140—218
MAP33 F: GCAATGAACACATATACAAACAAGAG

(GT),, R: GCAACAAATGCCCTCTCAAG 146—182
MAP34 F: ACCATTCTCACCCCTCCATC

(CA),, R: TAAGTGGGAACATGGCAAGG 129—173
MAP40 F: TGCAGGGACACAAATGAATG

(GT), R: GTGCATGTCTGTTAGGATTTTGG 239—247
MAP46 F: CATAATGTAGGGACACATATGAATG

(GT),GAT(GT), R: GAGCGTCAAAGATTGACTTG 158—204
Aop122 F: TCCCTCGTTAGATTTACGGTGGTTT

), R: TTCTTGATGACGATGATGACGATG 178—208
Aop943 F: ACTGTGTAGGAGAGTGAGTGTGAA

(GA), R: CTTCCCAAAGGTAGGAACCA 134—176
Aop450 F: GCTTCACTTGAGACCTATAAATACTAGCC

(CT), R: TCGTTATGGAACGGGTAACTGA 134—188
SM21A F: TAGTTGTGCACCAACCATGC

(GAT),, R: TCCATCAAAACGCTGCTATG 179—197

13



Protokoly polymerazové ietézové reakce (PCR):

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

MAP33 F - 2 uM (PET), MAP33 R - 2 uM
MAP34 F - 2 uM (NED), MAP34 R - 2 uM
MAP40 F - 2 uM (6FAM), MAP40 R - 2 uM
MAP46 F - 4 uM (VIC), MAP46 R - 4 uM

Redéni primeri:

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

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/pl) pomoci TE pufru. Ptipravime smés z primert v pozadované koncen-
traci a v objemu dle poctu analyzovanych vzorkil (napf. pro objem 100 pl, napipe-
tujeme ze zdsobniho roztoku primertt MAP33 F - 2 ul, MAP33 R - 2 ul, MAP34 F
-2 ul, MAP34 R - 2 pl, MAP40 F - 2 pl, MAP40 R - 2 pl, MAP46 F - 4 pl, MAP46
R -4 yl, a doplnime 80 pl TE pufru).

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

Tab. 2: SlozZeni reakéni smési na PCR amplifikaci

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
10 x PCR Buffer, minus Mg 1,5 ul

50 mM MgCl, 0,6 pl

10 mM dNTPs (2,5 mM each) 0,1 ul

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

H,O (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) 10,975 pl
Pridat 1 pl templatové DNA

(chemikalie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCl2,
jsou dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou Platinum Taq)

14



Tab. 3: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis

1. 94 °C 5 min Pocatecni denaturace

Nasledné 35 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 45 sec Denaturace
64 °C 60 sec Annealing (nasednuti primert)
4. 72°C 55 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1x
5. 72°C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikatd

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primer a pfiklad fluorescen¢niho
oznaceni

MAP2F -3 uM (VIC), MAP2 R - 3 uM
MAP9 F -2 uM (6FAM), MAP9 R -2 uM
MAPI12 F -2 uM (NED), MAP12R - 2 uM
Aop943 F - 2 uM (PET), Aop943 R - 2 uM

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

Ptipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu ana-
lyzovanych vzorkil (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primerd MAP2 F - 3 ul, MAP2R - 3 ul, MAP9 F - 2 ul, MAP9 R - 2 ul, MAP12 F -
2 ul, MAPI2 R -2 pl, Aop943 F - 2 ul, Aop943 R - 2 pl a doplnime 82 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

SloZzeni reakéni smési pro PCR amplifikaci je stejné jako u multiplexu 1.
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Tab. 4: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocate¢ni denaturace
35 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 45 sec Denaturace

58 °C 50 sec Annealing (nasednuti primer()
4. 72°C 60 sec Elongace (prodluzovani fetézce)

1%

72°C 15 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota Chlazeni amplifikat

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primer a piiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primerir):

Aopl122 F -1 uM (VIC), Aop122 R -1 pM
Aop450 F - 16 uM (PET), Aop450 R - 16 uM
SM21A F - 2 uM (6FAM), SM21A R -2 uM

Redéni primer:
Provedeme naredéni primert na zasobni roztoky 100pM koncentrace dle ptikladu
multiplexu 1.

Ptipravime smés z primerii v pozadované koncentraci a v objemu dle poé¢tu ana-
lyzovanych vzorkt (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku
primert Aopl122 F - 1 pl, Aop122 R — 1 pl, Aop450 F - 16 pl, Aop450 R - 16 g,
SM21A F -2 pl, SM21A R - 2 pl a doplnime 62 pl TE pufru).

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

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

Teplotni rezim PCR je stejny jako u multiplexu 2.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

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

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 pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
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 agarézového roztoku v pomeéru 1:10 000 a po promichani se gel naleje
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hfebinky s vhodnym poctem hrott dle
poctu testovanych vzorkt. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforé-
zu, vyjmou se hfebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval asi
0,5 cm nad gel. Do jamek vytvorenych po hiebinku (slott) v gelu se pipetuji PCR
amplifikaty (15 pl) smichané se 4 pl vkladaciho pufru (gel loading buffer, Sigma-Al-
drich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikétii se do vybraného slotu nanese
smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 ul destilo-
vané 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. Ptiklad elektroforetického zdznamu amplifi-
ka¢nich produktti testovaného markeru Aop450 u 10 vzorkd javoru klenu je uveden
na obr. 1.
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Aop450

17

Obr. 1: Elektroforeticky zaznam na 2% agarézovém gelu s amplifikovanymi PCR pro-
dukty markeru Aop450.Velikostni standard DNA (100 bp DNA ladder) je umis-
tén vlevo.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

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

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmenti v hodnotach para bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
rdzova fetézova reakce musi byt provedena s fluorescencné oznacenymi primery
(pro uvedeny typ analyzatoru na 5" konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET)
a PCR amplifikaty musi byt 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 pfida 11 pl smési pfipravené z formamidu (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size standard v 2.0,
Applied Biosystem). Smés se pripravuje v objemech 11 ul formamidu a 0,4 pl veli-
kostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promichd. Po napi-
petovani smési k amplifikatim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby se roztok
stahl ke dnu jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94 °C, nasleduje
prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné 2 minut. Potom se desticka vklada do
genetického analyzatoru.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentii
DNA v tenké kapilafe naplnéné specialnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary napliovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekd je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primertd po excitaci laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich déivoda velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit z hle-
diska velikosti alel a fluorescen¢éniho zabarveni primert.

Amplifikaty 11 markert u kazdého $etfeného jedince javoru klenu byly ziskany
PCR amplifikaci ve tfech seskupenich (multiplexech). Fragmenta¢ni analyzy pod-
le multiplexti probihaji ve tfech bézich. Prvni béh zahrnuje amplifikované lokusy
multiplexu 1 (MAP33, MAP34, MAP40. MAP46), v druhém béhu probiha frag-
menta¢ni analyza PCR produktt multiplexu 2 (MAP2, MAP9, MAP12, Aop943)
a ve tfetim béhu multiplexu 3 (Aop122, Aop450, SM21A). Ukazka vystupu frag-
mentacni analyzy z genetického analyzatoru (Applied Biosystem 3500) pro jedince
javoru klenu multiplexu 3 je uvedena na obr. 2.

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

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické useky DNA s kodominantnim
charakterem. Odecitani velikosti alel je u javoru klenu odlisné, protoze jeho burky
maji zdvojenou sadu chromozdémii a je tetraploid se ¢tyfmi sadami chromozémi
(2n = 4x = 52) (DARLINGTON, WYLIE 1955). Pfi hodnoceni velikosti alel se mohou
ziskat k jednomu lokusu az ¢tyfi rizné varianty hodnot (PANDEY et al. 2012). V pfi-
padé homozygota ve vSech ¢tyfech sadach ziskame 1 stejnou hodnotu pro vsech-
ny 4 alely, pokud se bude jednat o heterozygota ve vech ¢tyfech sadach, ziskame
4 razné velikosti alel. Jestlize bude jedinec ve dvou sadach heterozygot a v dalsich
dvou homozygot, ziskdme 3 rizné hodnoty velikosti alel. Dvé rizné velikosti alel
ziskame u jedince, ktery bude homozygot s uréitou velikosti alely v prvni a druhé
sadé a ve treti a Ctvrté sadé bude také homozygot, ale s rozdilnou velikosti alel.
Vypracovana multilokusova genotypizace predstavuje pro kazdého jedince javoru
klenu od kazdého analyzovaného mikrosatelitového markeru 4 hodnoty alel s riz-
nymi variantami jejich velikosti.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zjisténi klonové identickych jedincii se
velikosti alel hodnocenych lokusi statisticky zpracovavaji, napr. za vyuziti statistic-
kych programti GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALI-
NOWSKI et al. 2007), GenoDive (MEIRMANS, VAN TIENDEREN 2004), STRUCTURE
2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HuBi1sz et al. 2009). Pro
kontrolu velikosti ode¢tenych hodnot mikrosatelitovych lokust véetné ohodnoce-
ni frekvence nulovych alel Ize pouzit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT
et al. 2004).

V ptipadé ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lo-
kust u jedinct (ramet) prislusnych klont (ortett) v rdmci vypracované multilo-
kusové genotypizace (MLG) - prehled hodnot alel sledovanych lokust pro $etfené
klony. Ptislusnost jedince ke klonu je deklarovand, kdyz jsou shodné hodnoty alel
u véech analyzovanych lokust. Zhodnoceni klonové identity a genetické ptibuz-
nosti probiha s vyuzitim statistického programu (napf. GenAlEx 6.503) parovym
porovnanim ziskanych multilokusovych genotypt u Setfenych stromt (Multilocus
Matches Analysis for Codominant Data). Pro optimalni vypovidaci hodnotu pro
klonovou identifikaci byl vybér mikrosatelitovych markert zaméren na dostate¢né
polymorfni markery. Pro ovéfeni klonové identity se sleduje na vystupech z frag-
mentac¢nich analyz i graficky charakter velikostné a barevné separovanych pika,
ktery se u totoznych klont shoduje.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Popis metodickych postupit DNA analyz s vyuzitim mikrosatelitovych marke-
rtit pro ovéfovani klonové identity a zjistovani genetické variability mezi jedinci
javoru klenu nebyl dosud pro potieby semennych sadit nebo smési klontt v CR
publikovan. Pro tyto tlely bylo celkem vybrano a ovéfeno 11 jadernych mikro-
satelitovych markerd: MAP2, MAP9, MAP12, MAP33, MAP34, MAP40, MAP46
(PANDEY et al. 2004), Aop122, Aop450, Aop943 (SEGARRA-MORAGUES et al. 2008),
SM21A (GrAIGNIC et al. 2013), jejichz PCR amplifikace byly optimalizovany i za
ucelem seskupeni jejich analyz do 3 multiplext. Amplifikace a navazujici frag-
mentacni analyzy provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a finanéni
usporu. Zhodnoceni klonové prislusnosti a variability klont se provadi na mo-
lekularni urovni pfimou analyzou DNA, jejiz struktura je nezavisla na zménach
podminek prostiedi, umoziuje proto ziskani objektivnich vysledkd. Pro rozliSeni
klonti a zhodnoceni jejich diverzity je potfebné zvolit DNA markery, které vykazuji
vysokou miru polymorfismu. Mezi nejvariabilnéjs$i oblasti genomu patfi mikro-
satelitové lokusy, které se li$i v poctu opakovani zakladniho sekven¢niho motivu
nukleotidovych bazi. S vyuzitim genetického analyzatoru pro fragmenta¢ni ana-
lyzy dosahneme presného rozliSeni alel, naptiklad lze zjistit i rozdilnou velikost
amplifika¢niho produktu lisiciho se o jednu repetici motivu (u dinukleotidovych
motivi jen o 2 baze). Nové postupy v predkladané metodice s vyuzitim DNA ana-
lyz umozni objektivni ovéfovani prislusnosti ramet (jedinct) k uréitému ortetu
(klonu) porovnanim multilokusovych genotypi. V pfipadé semennych sadi javo-
ru klenu dosavadni systém kontroly deklarované identity zdroju reprodukéniho
materialu spocival pouze v dokumenta¢ni evidenci, kdy ptipadny omyl nebylo
mozné zjistit. Popsané metodické postupy byly odzkouseny pri ovéfovani klonové
identity u semenného sadu javoru klenu - CZ-3-3-KL-00181-27-7-M zalozeného
v lokalité Branna u Sumperka o rozloze 1,50 ha a semenného sadu CZ-3-3-KL-161-
14-6-C, LS LCR na lokalité Vyssi Brod, Jenin o rozloze 1,60 ha.

Vysledkem fragmentacnich analyz je vypracovana databaze, kterou predstavuji
u Setfenych jedincti (ramet) velikosti alel k jednotlivym lokustim. Po statistickém
zpracovani genetickych veli¢in porovnanim multilokusovych genotypti ve statis-
tickém programu GenAlEx 6.503 ziskame zhodnoceni genetické pribuznosti mezi
rametami a informaci o identickych genotypech pro objektivni prifazeni k ptislus-
nému ortetu.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Predlozené metodické postupy DNA analyz jsou ndvodem pro ziskdni velikosti
a frekvenci alel mikrosatelitovych markert vyuzitelnych pro objektivni ovéfeni pri-
slu$nosti ramet (jedinctl) k urc¢itému ortetu (klonu) a zhodnoceni miry diverzity
mezi klony. Pfimym studiem genotypt se dale zajisti vybér vhodnych, dostate¢né
variabilnich zdrojii reprodukéniho materidlu pro zakladani semennych sadt nebo
smési klont. Metodika se také uplatni pro moznost kontrolniho ovéteni spravnosti
vysazenych ortettl v jiz zalozenych sadech, aby se po genetické strance potvrdilo, Ze
se jednd o deklarovany klon na spravném misté pro dosazeni planovaného efektu
semenného sadu ziskavat geneticky kvalitni osivo. Vyznamné uplatnéni vypracova-
nych metodickych postuptt DNA analyz je pfi procesu uznavani semennych sadii
dle pravidel Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin,
kdy jsou povinné odebrany referen¢ni vzorky pro pripadnou naslednou kontrolu
spravnosti klont vybranych ortetii na zakladé DNA analyz. Podminkou poskytnuti
dota¢niho titulu je odebrani referenénich vzorka pro pripadnou budouci kontro-
lu. U zakladanych semennych sadii je nutnd vhodna skladba klont pro ziskavani
kvalitniho reprodukéniho materidlu pouzitelného pro umélou obnovu lesa a pro
zachovani genofondu této dfeviny s cennou kvalitou dfeva. Provéfovat variabilitu
reprodukénich zdroji je dilezité také z hlediska pievazné roztrouseného vyskytu
javoru klenu. Pro zakldddni porostii odolnéjsich ke zménam klimatickych podmi-
nek je podstatné vychazet z dostate¢né geneticky variabilni mnozitelské zakladny,
kdy troven variability lze zjistit pravé na zakladé analyz DNA.

Popsané metodické postupy ovéfovani genetické identity a diverzity jedincti javoru
klenu budou slouzit pro potieby statni spravy (v oblasti lesniho a vodniho hospo-
défstvi (MZe, MZP) a koordinitora Narodniho programu ochrany a reprodukce
genofondu lesnich dfevin, kterym je Narodni lesnicky institut (NLI), pro aplika¢ni
vyuziti genetickych poznatki pfi uznavani navrhovanych kvalifikovanych zdroju
reprodukéniho materidlu a jejich zatazovani do Narodniho programu ochrany a re-
produkce genofondu lesnich dfevin. Dalsi uplatnéni ziskanych znalosti o geneticky
podminéné proménlivosti se predpokladd pti aktualizaci souvisejicich legislativ-
nich predpist v oblasti ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin a naklada-
ni s reprodukénim materidlem a jako podkladdl pro aktualizace Oblastnich plant
rozvoje lesa.
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Metodické postupy umoznujici ziskavat poznatky o diverzité javoru klenu budou
také napomahat plnit cile nové schvalené dlouhodobé strategie pro posileni ochra-
ny a udrzitelné biologické rozmanitosti ,,Strategie ochrany biologické rozmanitosti
Ceské republiky 2026-2050“ a navazujici ,, Akéni plan pro obdobi 2026-2030% Tyto
dokumenty jsou také v souladu s mezindrodnimi zavazky Ceské republiky.

Genetické ovéfeni deklarovaného ptvodu zdrojii reprodukéniho materidlu u se-
menného sadu pomoci 11 vybranych jadernych mikrosatelitovych lokustt umoz-
nuje potvrdit nebo vyvratit klonovou identitu ramet. Pro kazdého naroubovaného
jedince deklarovaného klonu se musi v analyzovaném souborti mikrosatelitovych
markert shodovat vSechny velikosti alel, coz u tetraploidniho javoru klenu zname-
nd prokdzat v kazdém lokusu shodu 4 velikosti alel. Kontrola ptislu$nosti spociva
v provedeni analyz sledovanych vzorkt stejnym postupem a porovnani velikosti
alel. V priloze této metodiky (tabulka 5) je ukdzka zpracované multilokusové geno-
typizace (MLG) pro ramety od ortett 32, 33, 91 ze semenného sadu javoru klenu
- CZ-3-3-KL-00181-27-7-M zalozeného v lokalité Branna u Sumperka. K ortettim
33 a 91 prokazuji v§echny ramety spravnou klonovou prislu§nost (maji shodné ve-
likosti alel). U ortetu 32 byla nalezena chyba, rameta KL-SS_BR_H_03 ma v nékte-
rych lokusech odli$né velikosti alel, neprislusi tedy k ortetu 32.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych jadernych mikrosatelitovych lokusd, elektroforézy, fragmentaéni analyzy
a zpracovani molekularnich dat.

Moznosti uplatnéni muze komplikovat finan¢ni naro¢nost pristrojového vybaveni,
predevsim genetického analyzatoru pro fragmentac¢ni analyzy. Ty je mozné si ob-
jednat na zakdzku u komer¢nich firem (napf. SEQme s.r.o., Genomac vyzkumny
Gstayv, s.r.o., BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
ke genetickym poznatkim ve formé multilokusové genotypizace jedinct repro-
dukénich zdrojt javoru klenu je pfinos pro lesni hospodarstvi. Pfi zakladani se-
menného sadu (smési klont) lze presné kontrolovat spravnost vybraného jedince
véetné jeho pozice v sadu za ucelem ziskavani potomstev s vysokou kvalitou a gene-
tickou variabilitou. Reprodukce genové bohatsich populaci zarucuje ziskani stabil-
néjsich a odolnéjsich porostd, které budou zvysovat biologickou rozmanitost, lépe
se prizpusobovat moznym zméndm klimatu, a tim prispivat k ochrané Zivotniho
prostfedi. Souc¢asné dochazi i k napliovani cild Narodniho programu - podpo-
rovat kvalitni genetické zdroje s moznosti ovéfovat jejich identitu metodou DNA
markerd. Metodické postupy predstavenych DNA analyz genetické identifikace je-
dinct javoru klenu maji ptinos také celospolecensky z hlediska podpory zachrany
genofondu této v CR méné zastoupené dieviny. Vedle celospolecenskych ptinost
se da realné predpoklddat i zvyseni trzeb z prodeje dieva u vlastniki lestt v podobé
budoucich zvy$enych vynost porostt zalozenych z kvalitniho reprodukéniho ma-
terialu.

Lepsi genetickd produkeni baze zvysuje kvantitativni téZebni potencidl a pfispi-
va tim ke zvySeni ekonomické Zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodarovani lest. Pti reprodukei porostt z kvalitnich genetic-
kych zdroji je vy$si zaruka, ze v dobé mytni zralosti porostii bude dosazeno vyssi
kvantitativni (objemové) produkce. Rozdil porostnich zasob vztazenych k obmyti
u porostt javoru klenu, které se nachdzeji v souc¢asnych genovych zédkladnach (GZ)
oproti ostatnim porostiim na tizemi CR, lze prokazat vysledky analyzy celostdtnich
informaci v datovém skladu DS ERMA a DS LHPO.

V zavislosti na rostoucim véku téchto porosti v rozmezi 120-130 let ¢ini narust
objemové produkce v nasich podminkach v priméru cca 37-44 m*.ha"', ¢emuz pti-
blizné odpovidd i objem modelové porostni zasoby mezi dvéma bonitami, zji$tény
z ristovych (vynosovych) tabulek. Zjisténé vysledky vykazuji tedy lepsi produkéni
bézi v genovych zédkladnach, prestoze je v podminkach CR poéet téchto GZ zatim
nedostate¢ny a ziskana data se tykaji pouze starsich porostti nad 110 let. GZ klenu
oproti ostatnim porostim klenu také ve véku 120-130 let prokazuji lepsi bonitu
o 1 relativni stupen (pozn.: obdobné byla lepsi bonita porostti v GZ zjisténa u analo-
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gicky provedenych Setteni také u dfeviny smrk, jedle, buk, borovice, dub a modtin),
coz bezprostiedné souvisi s vys$si objemovou produkei. Produkénim cilem péstova-
ni javoru klenu jsou jednotlivé stromy s co mozna nejvétsi hmotnatosti a rovnym
bezsukym kmenem.

Modelova ekonomicka kalkulace ocekavanych prinosii péstovani javoru klenu
z kvalitnéjsiho reprodukéniho materialu, vztazena k mytnimu véku 120 let a k pro-
dukénimu rozdilu vzniklému zlep$enim relativni bonity o 1 stupen, vyuzivé pro-
dukéni ukazatele z rtstovych (vynosovych) tabulek Dolnosaskych stitnich lesti
(WBR 86). Modelova kalkulace je zalozena na rozdilu porostni zasoby buku hlavni-
ho porostu mezi dvéma lep$imi bonitami (vynosovymi ttidami), jak vyplyva z na-
sledujici tabulky, kterd nejvice odpovida zjisténym hodnotam v datovém skladu
DS ERMA a DS LHPO.

Vynosova tfida 9 Vynosova tfida 8

Vék Stredni tloustka Objem Stredni tloustka Objem

cm mé.ha! cm mé.ha!
120 43 460 39 414

Rozdil v objemu:

46 m?

Zdroj: Niedersdchsiche Landesforste, WBR 86 — Ertragstabel, Tabelle 5

V modelové kalkulaci se neuvazuje s vy$$imi ndklady na kvalitnéjsi reprodukéni
materidl. Zde vypocteny ekonomicky efekt v K¢.ha! predstavuje tzv. hruby vynos
vlastnika (trzby z prodeje dfeva bez odpoc¢tu nékladit), ktery ziskd vlastnik v du-
sledku trzni realizace vét$iho objemu kulatinovych sortimentti surového dfivi
(46 m3.ha! ve 120 letech).

JelikoZ nejsou k dispozici Zddné informace o sortimentni struktufe mytnich poros-
td javoru klenu, tak se vychazi z podilu pilafskych vyfeztl buku podle porostnich
sortimenta¢nich tabulek pouzivanych v Dolnim Sasku, které plati i pro javor klen.
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Objem  Podil kulatiny Clenéni kulatiny (= 100 %) ZvySeny objem

Tloustka zvySené 7 hroubiv % podle tloustkovych tFid _
dukce PR e kulatiny

em PO pfi primérné o
(méha) i 1b|2a|2b|3a|3b| 4 | 5 |6+  (meha?)

43 46 55 1/10),20{23 33|10 3 25,3

Zdroj: Statistik der Landesforstverwaltung Niedersachsen (WBR 86 - Tabelle 6)

Pro kalkulaci ekonomického pfinosu javoru klenu z pouziti kvalitniho genetické-
ho zdroje, tj. ze zvyseného objemu obchodovatelného dfivi, nelze vychazet z uda-
ji 0 domacim obchodu s pilafskou kulatinou javoru klenu na volném trhu, nebot
k této dfeviné neexistuje ze strany CSU z4dn4 cenov4 statistika. Z tohoto déivodu
je nutné prislusné tidaje ziskat ze zverejnéné statistiky prodeju cennych vytezu for-
mou submisi v sousednich zemich (Némecko, Rakousko).

S ohledem na skutecnost, Ze neni k dispozici cenova statistika podle tloustkovych
tfid pilafské kulatiny, byly dalsi vypocty provedeny nahradnim zpisobem, tj. na za-
kladé zahrani¢nich informaci ze submisi (pozn.: ur¢ity druh aukei). Po¢atkem roku
2018 se na volném trhu dosazena cena v zévislosti na kvalité¢ pohybovala v rozpéti
167 az 305 €.m>, a to na zakladé vysledki z uskute¢nénych submisi cennych vyfeza
u javoru klenu, napft.:

Merchingen, 22. 3. 2018, pramérnd cena za ruzné kvality 173,00 €m~b.k.

Forstbetriebsgemeinschaft Giinzburg-Krumbach e.V,, leden 2018, primérna cena
298 €m?

Niedersichsiche Landesforsten (Suterode & Liebenburg), 2018, primérna cena
305 €m*

Niederséchsiche Landesforsten (Vogelbeck), 2018, priimérna cena 167 €.m™
Priimérna cena vyfezi javoru klenu byla vypoctena ve vysi 235,75 €.m™.

Ceskou nérodni bankou vyhlaseny kurz ¢eské koruny ke dni 17. 5. 2018 byl stano-

ven takto:
1 € =25,560 CZK.

Vysledna kalkulace hrubého ekonomického ptinosu:
Zvyseny objem pilarské kulatiny v obmyti 120 let pti lepsi bonité: 25,3 m*>ha;
objem 25,3 m’ priimérna cena 235,75 €.m; kurz 25,560 K¢.€' = 152 452 K¢.ha'
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Je nutno rovnéz pripomenout, ze provedena kalkulace se zabyva pouze ocenénim
zmény v kvantitativnich parametrech (v objemu). Pouze z divodu souc¢asné nezna-
losti fady dal$ich potiebnych ekonomickych veli¢in nejsou do vypocltd zatazeny
také dodateéné ekonomické efekty vyplyvajici z lepsich kvalitativnich parametrii
porosttl, které by se mohly projevit napf. v lep$im kvalitativnim zattidéni vytezii
¢i v lepsi sortimentaci tézebniho fondu a v ndsledném vy$$im zpenézeni cennych
vyfezi surového dfivi.

Kalkulace hrubého ekonomického pfinosu (tzv. ,,genetického zisku®) byla zaloZena
na nasledujicich informacnich zdrojich:

e Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkovd, Hradec Kralové,
2017-2018)

e CERNY M,, PAREZ J., MALIK Z.: Riistové a taxa¢ni tabulky hlavnich dfevin
Ceské republiky (smrk, borovice, buk, dub). Ustav pro vyzkum lesnich ekosys-
tému (IFER), 1996

e SLABY R. (ed.): Zavéry a doporuceni Koordina¢ni rady k realizaci Narodniho
lesnického programu II. UHUL Brandys nad Labem, 2013

e Statistik der Landesforstverwaltung Niedersachsen (WBR 86 — Tabelle 6)

o Waldbewertungsrichtlinien - WBR 86, Niederséchsiche Landesforsten, Druck
7/1990

e Zahrani¢ni cenové statistiky ze submisi (aukci) uskute¢nénych pocatkem roku
2018 v Némecku

e Zprava o stavu lesa a lesniho hospodéistvi Ceské republiky v roce 2006

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na
spotfebni materidl a chemikalie s predpokladem vlastnictvi laboratorniho vybaveni
pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou priimérné naklady 131 K¢.
Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmenta¢ni analyzy ¢ini pro 11 lo-
kust ptiblizné 270 K¢ vé. DPH, za predpokladu provedeni analyz v multiplexech dle
uvedenych optimalizovanych postuptl. Naklady jsou kalkulovany k roku 2025 a je
nutné zminit, Ze cena vétsiny chemikalif se kazdoro¢né navysuje. V uvedené kal-
kulaci nasich naklada (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplinkové néklady,
naklady na odpisy pristrojového vybaveni, osobni nédklady, naklady na vyvoj me-
tod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materilni i persondlni)
pracovisté. Pti vyuziti sluzeb komer¢nich laboratoii je mozné se obratit naptiklad
na spole¢nosti SEQme s.r.o0., Genomac vyzkumny ustay, s.r.o., BIOCEV.
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Pfinosy pro uzivatele metodiky budou spoéivat ve finan¢ni uspore vynaloZenych
prostedkd na vyvoj metodickych postupt analyz DNA u javoru klenu pro zjis-
tovani urovné diverzity napiiklad pfi vybéru vhodnych jedincii pro jejich uznani
za zdroje reprodukéniho materialu a pro klonovou determinaci. Uvedené postupy
DNA analyz klonové identifikace jsou vyuzitelné pro kontrolni mechanismy uziva-
tele, napt. pro semenné sady, smési klont. Postupy k ovéfovani genetické diverzity
zdroju reprodukéniho materidlu jsou zékladem pro ziskavani kvalitniho repro-
dukéniho materidlu pouzitelného pro umélou obnovu lesa a pro zachovani geno-
fondu této dreviny. Cilené zvyS$ovani genetické variability porostt prispivé k jejich
lepsi odolnosti k moznym chorobam, skidctim a nepfiznivym podminkdm klima-
tu. Také Ize predpokladat zvySeny ekonomicky pfinos z tézby dfeva u vlastnika lesti
ze zvySenych budoucich vynosi z porostt zalozenych z kvalitnich ovéfenych zdroji
reprodukéniho materialu.
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VI DEDIKACE

Metodika vznikla v rdmci podpory na rozvoj vyzkumné organizace ¢. MZE-
-RO0123 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QK23020020 - Vyuziti analyz DNA
pro ucely zachovani Zadouci genetické diverzity uznanych zdroji kvalifikovaného
reprodukéniho materidlu a pro genetickou charakterizaci populaci méné béznych
autochtonnich druht lesnich dfevin.

30



VII SEZNAM POUZITE SOUVISEJICI
LITERATURY

DARLINGTON C. D., WYLIE A. P. 1955. Chromosome Atlas of Flowering Plants.
George Allen and Unwin LTD, London.

D1 PieTro R., D1 MARZIO P,, ANTONECCHIA G., CONTE A. L., FOrRTINI P. 2020. Pre-
liminary characterization of the Quercus pubescens complex in southern Italy
using molecular markers. Acta Botanica Croatia, 79 (1): 15-25.

FarusH D., STEPHENS M., PrRiTcHARD J. K. 2003. Inference of population structure
using multilocus genotype data: linked loci and correlated allele frequencies.
Genetics, 164(4): 1567-1587.

FaLusH D., STEPHENS M., PRITCHARD J. K. 2007. Inference of population structure
using multilocus genotype data: dominant markers and null alleles. Molecular
Ecology, 7(4): 574-578.

GraAIGNIC N., TREMBLAY E, BERGERON Y. 2013. Development of polymorphic
nuclear microsatellite markers in sugar maple (Acer saccharum Marsh.) using
cross-species transfer and SSR-enriched shotgun pyrosequencing. Conservati-
on Genetics Resources, 5 (3): 845-848.

Husisz M. ., FaLusH D., STEPHENS M., PRITCHARD J. K. 2009. Inferring weak po-
pulation structure with the assistance of sample group information. Molecular
Ecology Resources, 9 (5): 1322-1332.

Karinowski S. T., TAPER M. L., MarsHALL T. C. 2007. Revising how the computer
program CERVUS accommodates genotyping error increases success in pater-
nity assignment. Molecular Ecology, 16: 1099-1106.

MagHULY E, PINSKER W,, PRaZNIK W,, FLUCH S. 2006. Genetic diversity in man-
aged subpopulations of Norway spruce [Picea abies (L). Karst.]. Forest Ecology
and Management, 222: 266-271.

MAcHoVA P, TRCkovVA O., CVRCKOVA H. 2018. Use of nuclear microsatellite loci
for evaluating genetic diversity of selected populations of Picea abies (L.) Kars-
ten in the Czech Republic. Forests, 9 (92): 1-15. doi:10.3390/£9020092.

MEIrRMANS P.G., vaAN TIENDEREN P.H. 2004. GENOTYPE and GENODIVE two
programs for the analysis of genetic diversity of asexual organisms. Molecular
Ecology Notes, 4 (4): 792-794.

31



NeopHYTOU C., KONNERT M., FUssi, B. 2019. Western and eastern post-glacial mi-
gration pathways shape the genetic structure of sycamore maple (Acer pseudo-
platanus L.) in Germany. Forest Ecology and Management, 432: 83-93.

PANDEY M., GAILING O, F1scHER D., HATTEMER H. H., FINKELDEY R. 2004. Cha-
racterization of microsatellite markers in sycamore (Acer pseudoplatanus L.).
Molecular Ecology Notes, 4: 253-255.

PANDEY M., GAILING O., HATTEMER H. H., FINKELDEY R. 2012. Fine-scale spatial
genetic structure of sycamore maple (Acer pseudoplatanus L.). European Journal
of Forest Research 131: 739-746. https://doi.org/10.1007/s10342-011-0546-9

PeEAKALL R., SMoOUSE P. E. 2006. GENALEX 6: genetic analysis in Excel. Popula-
tion genetic software for teaching and research. Molecular Ecology Notes, 6:
288-295.

PeakALL R, SMOUSE P. E. 2012. GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Populati-
on genetic software for teaching and research - an update. Bioinformatics, 28:
2537-2539.

PruEss A. R., MAATTANEN K. 2013. Characterization of eighteen novel microsa-
tellite markers and multiplex PCR protocol for Fagus sylvatica. Conservation
Genetics Resources, 5: 311-314.

PriTcHARD J. K., STEPHENS M., DONNELLY P. 2000. Inference of population structu-
re using multilocus genotype data. Genetics, 155(2): 945-959.

SEGARRA-MORAGUES J. G., GLEISER G., GONZALEZ-CANDELAS F. 2008. Isolation
and characterization of microsatellite loci in Acer opalus (Aceraceae), a sexua-
lly-polymorphic tree, through an enriched genomic library. Conservation Ge-
netics, 9 (4): 1059-1062.

SCHUELER S., TUSCH A., SCHUSTER M., ZIEGENHAGEN B. 2003. Characterization of
microsatellites in wild and sweet cherry (Prunus avium L.) - markers for indivi-
dual identification and reproductive processes. Genome, 46: 95-102.

UNGER G. M., KoNrAD H., GEBUREK T. 2011. Does spatial genetic structure increa-
se with altitude? An answer from Picea abies in Tyrol, Austria. Plant Systematics
and Evolution, 292: 133-141.

URADNICEK L., MADERA P, TicHA S., KOBLIZEK J. 2009. Dfeviny Ceské republiky.
Kostelec nad Cernymi lesy, Lesnicka prace: 367 s.

VAN O0sTERHOUT C., HuTcHINSON W. E, WiLLs D. P. M., SHIPLEY P. 2004. Micro-
-Checker: software for identifying and correcting genotyping errors in microsa-
tellite data. Molecular Ecology Notes, 4: 535-538.

32



VorNAM B., DECARLI N., GAILING O. 2004. Spatial distribution of genetic variation
in a natural beech stand (Fagus sylvatica L.) based on microsatellite markers.
Conservation Genetics, 5: 561-570.

WAGNER S., GERBER S., PETIT R. J. 2012. Two highly informative dinucleotide SSR
multiplexes for the conifer Larix decidua (European larch). Molecular Ecology
Resources, 12 (4): 717-725. DOI 10.1111/j.1755-0998.2012.03139.x

WOIKIEWICZ B., LEWANDOWSKI A., ZUKOWSKA W. B., LITKOWIEC M., WACHOWIAK
W. 2021. Low effective population size and high spatial genetic structure of
black poplar populations from Oder valley in Poland. Annals of Forest Science,
78:37. DOI 10.1007/5s13595-021-01055-2

VIII SEZNAM PUBLIKACI,
KTERE PREDCHAZELY METODICE

CvRCKOVA H., MAcHOVA P. 2015. Geneticka charakterizace smrku ztepilého po-
moci mikrosatelitovych markert. Lesnicky privodce, 8: 36 s.

CvRrCKOVA H., MAcHOVA P. 2016. Genetickd charakterizace jedle bélokoré pomo-
cf mikrosatelitovych markert. Certifikovana metodika. Lesnicky prtivodce, 5:
34s.

CVRCKOVA H., MACHOVA P, POLAKOVA L., TREKOVA O., Z1zKovA E. 2016. Studium
variability populaci buku lesniho pomoci mikrosatelitovych markert. Certifi-
kovana metodika. Lesnicky priivodce, 8: 35 s.

CVRCKOVA H., MACHOVA P, PoLAkOVA L., TRCKOVA O. 2017. Evaluation of the
genetic diversity of selected Fagus sylvatica L. populations in the Czech Republic
using nuclear microsatellites. Journal of Forest Science, 63: 53-61.

CvrCKkOVA H., MAcHOVA P, PoLAKOVA L., TRCkoVA O. 2017. Hodnoceni gene-
tickych charakteristik u borovice lesni s vyuzitim mikrosatelitovych markert.
Certifikovana metodika. Lesnicky priivodce, 4: 43 s.

33



CvRCKOVA H., MAcHOVA P, TRCKOVA O. 2019. Vyuziti mikrosatelitovych markert
pro ovéfovani klonové identity u lipy srd¢ité (Tilia cordata Mill). Certifikovand
metodika. Lesnicky privodce, 4: 36 s.

CvrCkovA H., MAcHOVA P, TRCKoOVA O. 2020. Ur¢ovani klonové identickych je-
dinct modfinu opadavého (Larix decidua Mill.) a sledovani jejich diverzity na
zdkladé analyz u mikrosatelitovych markeru. Certifikovand metodika. Lesnicky
pravodce, 3: 36 s.

Cvr¢kovA H., MAcrovA P, TrRCkovA O. 2021. Metodické postupy ovéfovani
genetické diverzity a klonové identity u brizy bélokoré (Betula pendula Roth)
s vyuzitim mikrosatelitovych markert. Certifikovand metodika. Lesnicky prt-
vodce, 4:32s

Cvrékovai H., Cizkova L., MACHOVA P, ViTova O. 2022. Metodické postupy cha-
rakterizace genetické diverzity u topolu cerného (Populus nigra L.) s vyuzitim
mikrosatelitovych markert. Certifikovana metodika. Lesnicky priivodce, 8: 34 s.

CVRCKOVA H., MAcHOVA P, CiZKoVA L., ViTovA O., TRCKOVA O. 2024. Metodické
postupy druhové determinace a stanoveni genetické diverzity topolu ¢erného
(Populus nigra L.) na zdkladé genetickych analyz s vyuzitim mikrosatelitovych
markert. Certifikovand metodika. Lesnicky pravodce, 2: 43 s.

MAcHOVA P, CvRCKOVA H., MALA ]. 2014. Vyuziti mikrosatelitovych markera
pro hodnoceni semenného sadu smrku ztepilého. Zpravy lesnického vyzkumu,
59 (4): 243-249.

MAcHOVA P, CvrEkovAa H., TrREkovA O., Z1zkova E. 2017. Vyuziti mikrosateli-
tovych markerd pro ovérovani klonové identity u tfesné ptaci. Certifikovana
metodika. Lesnicky prtivodce, 10: 40 s.

34



METHODOLOGICAL PROCEDURES OF DNA ANALYSES
FOR VERIFYING CLONAL AFFILIATION
AND GENETIC DIVERSITY IN SYCAMORE MAPLE
(ACER PSEUDOPLATANUS L.)

Summary

The sycamore maple (Acer pseudoplatanus L.) is a relatively large tree with a straight
trunk, reaching up to 40 m in height and up to 2 m in diameter. Under favorable
conditions, sycamore trees can live for 300 to 400 years. It is a semi-shade-tolerant
species that requires relatively high soil and air moisture. It most commonly grows
on humus-rich, moist soils with a higher proportion of coarse fragments. Although
it is the most widespread maple species in Czech forests, its overall representation
is very low, and it occurs only as a scattered tree species. Its main distribution
area is in the submontane and montane zones, where it grows as an admixture in
beech and spruce stands. Sycamore maple has valuable wood with versatile uses.
It has traditionally been used in joinery, wheelwrighting, carving, and woodturn-
ing, and specimens with wavy annual rings are used for the manufacture of musical
instruments (URADN{CEK et al. 2009). When establishing seed orchards or clone
mixtures, it is essential to determine the genetic diversity of the selected source in-
dividuals (plus trees) and, for qualified sources of reproductive material, to be able
to verify the correct identity of the declared clones in order to ensure high-quality
production of sufficiently diverse seeds for artificial regeneration. Methodological
approaches based on DNA analyses using nuclear microsatellite markers can be
used to obtain objective information on clonal identity and on the genetic diversity
of gene sources in reproductive material. Microsatellites, also known as simple se-
quence repeats (SSRs), are short repetitive DNA sequences, highly variable markers,
and are commonly used in population genetics studies of many forest tree species
(SCHUELER et al. 2003; VORNAM et al. 2004; MAGHULY et al. 2006; UNGER et al.
2011; WAGNER et al. 2012; PLUESS, MAATTANEN 2013; MACHOVA et al. 2018; D1 P1-
ETRO et al. 2020; WOIKIEWICZ et al. 2021). Some authors, e.g., PANDEY et al. (2004,
2012), GrAIGNIC et al. (2013), and NeopHYTOU et al. (2019), have also applied
them in genetic studies of sycamore maple. SSRs are codominant markers and can
distinguish between homozygotes and heterozygotes. The methodology describes
the processes of sampling, DNA isolation, conditions of the polymerase chain
reaction (PCR), separation and sizing of amplification products, and molecular
data processing. Total genomic DNA was extracted using a DNeasy Plant Mini Kit
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(Qiagen, Hilden, Germany) from 100 mg of fresh young leaves or 20 mg of ly-
ophilized leaves. The SSR method is based on PCR with specific primers. Eleven
selected polymorphic nuclear microsatellite markers - MAP2, MAP9, MAP12,
MAP33, MAP34, MAP40, MAP46 (PANDEY et al. 2004), Aop122, Aop450, Aop943
(SEGARRA MORAGUES et al. 2008), and SM21A (GRrAIGNIC et al. 2013) - proved
suitable for determining genetic parameters for verifying levels of genetic diver-
sity among different genotypes and for clonal identification. PCR products were
separated by capillary electrophoresis using an Applied Biosystems 3500 genetic
analyzer. Genetic data processing is more challenging for this tetraploid species.
When evaluating allele sizes, up to four different allele variants can be obtained
for a single locus (PANDEY et al. 2012). The selected seed orchards were used to
develop this methodology. Appropriate representation and spatial arrangement of
clones are essential for obtaining high-quality sources of reproductive material and
for conservation strategies of maple genetic resources. The procedures described
in this methodology for verifying the genetic identity of clones and the diversity of
gene sources will serve the needs of the coordinator of the National Programme for
the Protection and Reproduction of the Gene Pool of Forest Tree Species (Czech
Forestry Institute), supporting the application of new control methods, the selec-
tion of genetic sources, and the subsidy policy of the Czech Republic
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