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METHODOLOGICAL PROCEDURES
FOR CHARACTERIZING THE GENETIC DIVERSITY
OF DOWNY OAK STANDS
(QUERCUS PUBESCENS WILLD.) USING DNA ANALYSES

Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses with nuclear
microsatellite markers to characterize the genetic diversity of downy oak stands for
the possibility of wider use of this more resistant tree species in times of climate
change. The methodology describes the procedures for sampling, DNA isolation,
polymerase chain reaction (PCR) conditions, separation and sizing of amplification
products, and molecular data analysis. Five downy oak stands were used to develop
this methodology. Ten selected polymorphic nuclear microsatellite markers proved
suitable for assessing genetic parameters to select variable sources of reproductive
material. Knowledge about the genetic diversity of this less represented and legally
protected tree species, obtained using developed methodological procedures, will
also contribute to the preservation of the pubescent oak gene pool.
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diversity; sources of reproductive material
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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 predstavit postupy analyz DNA s vyuzitim mikrosatelitovych
markerd pro moznost sledovani genetické diverzity u porostti dubu pyftitého
a identifikaci pfipadnych geneticky totoznych jedincti. Pro roz$ifené vyuziti této
dreviny v lesnictvi se sledovani genetické diverzity uplatni pfi vybéru vhodnych
zdroju reprodukéniho materidlu pro moznost zakladani dostate¢né variabilnich
porostu, které budou odolnéjsi a budou zvysovat biodiverzitu lesnich ekosystémtl.
Podpora geneticky variabilnich zdrojii také prispiva k zdchrané genofondu této za-
konem chranéné dreviny.



II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Dub pyfity (Quercus pubescens Willd.) je svétlomilna a teplomilna dfevina rostouci
v nejteplejsich oblastech Cech a na jizni Moravé prevazné na bazickych, mélkych,
vysychavych piadach. Dosahuje az 20 m vysky a roste i na exponovanych stano-
vistich, kde je nizsiho a spise kefovitého vzrastu. Ma ktivy kmen a silnou hrubé
kostkovité rozpukanou borku. Obvej¢ita, pefenola¢na az pefenodilna Cepel listd je
proménlivého tvaru, fapik je tuzsi, delsi a tizce vejcovité Zaludy jsou na kratickych
stopkach. U tohoto druhu se rozli$uji rozmanité zemépisné typy (SvoBopa 1955;
HEJNY, SLavik 1990; URADNICEK et al. 2009). Rozli§ujicimi znaky skupiny dubu
pytitého, které jsou nejvice zfetelné brzy na jare, jsou plstnaté pupeny, mladé le-
torosty a ruby list (BURIANEK et al. 2013). Pro rozvijejici se zemédélskou vyrobu
byly jiz od davné minulosti porosty dubti predevs§im v hospodarsky priznivéjsich
podminkach vytla¢ovany a v soucasné dobé patii tento druh k zdkonem chrané-
nym dfevindm (URADNICEK et al. 2009). V Cerveném seznamu cévnatych rostlin
CR (GruLICH 2017) je fazen do kategorie NT — téméi ohrozeny druh. Vyskytuje se
prevaziné v lesich ochranného charakteru, ¢asto v rezervacich, kde mé nezastupitel-
ny ekologicky vyznam. Hlubokym kofenovym systémem chrani ptidu pred erozi
zejména na sutovych odlesnénych svazich, kde jiné druhy dfevin nerostou. Jeho
drevo je odolné, velmi tézké, trvanlivéjsi a tvrdsi nez dievo dubu zimniho, ale mélo
pruzné, méné tuhé a hite Stipatelné, vyuziva se pfedevsim na palivo, déle ke stavbé
lodi nebo vyrobé zemédélského naradi (BorDAcs et al. 2019; NOVOTNY, BURIANEK
2026).

Dub pyrity je pomaleji rostouci teplomilna dfevina vyzadujici dostatek svétla
a uprednostnujici vapnité podklady. Nenaro¢nost, vysokda odolnost viici suchu
a teplu a schopnost prospivat i na chudych ptadach skyta potencial jeho Sirsiho vy-
uziti ve specifickych podminkach, kde se jinym dfevindm nedafi (NovoTNY, Bu-
RIANEK 2026). Vzhledem k dlouhodobym perioddm sucha a vysokym teplotam,
které se v poslednich letech vyskytuji na pievazujicim izemi niz$ich poloh CR, by
bylo vhodné pro zachovani lesnich ekosystému tento druh zacit vyuzivat v §ir$im
méritku. Pro roz$ifeni a piipadné vyuziti v lesnim hospodarstvi tohoto v soucas-
nosti nizce zastoupeného druhu na ¢eskych lokalitach by bylo nutné ziskat a vyu-
zivat vhodné zdroje reproduk¢niho materialu. Rozsifené zastoupeni dubu pyrité-



ho by ptispélo k potiebné preméné druhové skladby lesti CR s cilem zvysit jejich
ekologickou stabilitu a druhovou diverzitu v reakci na negativni zmény klimatu.
Pro navy$ené zastoupeni dubu pyfitého v lesnich porostech by bylo nutné vice
vyuzivat umélou vysadbu, pii které je dtilezité sledovat Groven genetické variability
zdroji reprodukéniho materidlu pro moznost zajisténi adaptabilnéjsich budoucich
porostu.

Pro sledovani variability dfevin se osvéd¢ily v ramci DNA analyz polymorfni mi-
krosatelitové markery (Simple Sequence Repeats — SSR), jejichZ vyuziti bylo jiz po-
psano u fady druht lesnich dfevin (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; WOJKIEWICZ et al. 2021), v¢etné rtiznych druhti dubt
(Dow et al. 1995; IsAGI, SUHANDONO 1997; STEINKELLNER et al. 1997; KAMPFER et
al. 1998; LEXER et al. 1999; DzIALUK et al. 2005; BURGER et al. 2022; THUNDER et al.
2022; KoonTz et al. 2024), a také dubu pytitého (BRuscHI et al. 2000; D1 PIETRO
et al. 2020).

Mikrosatelity predstavuji kratké repetice nejcastéji slozené ze 2-4 bazi nukleotido-
vych motivi, které se u jedinct lisi jejich po¢tem, tedy délkou mikrosatelitovych lo-
kust. Pro vyhodnoceni jejich délky, kterd se u vét$iny markert pohybuje mezi 100 -
300 bazemi, je nutné specifické useky v ramci celého genomu rozpoznat, coz se déje
jejich namnoZenim v mnohondasobné kopie pomoci polymerazové retézové reakce
(PCR). Objevitelem principu postupu PCR v laboratornich podminkach byl K. B.
MutLis (1990). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy
vétsinou dlouhé kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi souse-
dicimi s mikrosatelitovym lokusem, enzym polymeraza fidici proces amplifikace,
stavebni jednotky nukleotidy a pufry upravujici prostredi probihajici reakce. PCR
reakce probihaji v teplotnich cyklech za tc¢elem rozdéleni DNA dvousroubovic na
jednotliva vlakna (pii teploté kolem 94 °C), nasednuti primert na specificka mista
(vétsinou mezi 50-60 °C) a tvorbu novych cilenych dvouretézcovych tseku (nejcas-
téji pti 72 °C). Opakovanim téchto cyklt exponencialné pribyvaji kopie specifické-
ho tseku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy PCR (koncentrace reakénich
slozek, teploty a ¢asy cykld) je nutné optimalizovat, abychom ziskavali jednozna¢né
a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich presné velikosti, ziskané pomoci frag-
mentacni analyzy na genetickém analyzatoru, se statisticky zpracovavaji pro ziska-
ni genetickych charakteristik sledovanych dfevin. Specifické jaderné SSR markery
maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygotu.
V dal$im textu jsou prezentovany metodické postupy DNA analyz s optimaliza-
ci pro 10 mikrosatelitovych markert vhodnych pro praktické vyuziti objektivniho
ovérovani genetické diverzity a struktury u porost dubu pyfitého.



2 Metodicky postup

2.1 Odbér vzorkil a postupy izolace DNA

Nejvhodnéj$imi rostlinnymi vzorky pro ziskani kvalitnich izolatht DNA jsou cer-
stvé vyrasené listy nebo narasené pupeny. Pti pouziti vyzrélych listii se z dtivodu
voskového povrchu listi a vys§iho obsahu fenolickych latek a polysacharidii snizu-
je kvalita i kvantita izolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA eluatu
muze zkomplikovat nebo znemoznit navazujici analyzy vybranych DNA markert.
Pti manipulaci se vzorky jednotlivych stromi je nutné jiz od odbért peclivé vede-
ni evidence. Po odbéru se oznacené vzorky ulozi do mikroténového sacku a udr-
zuji pti nizké teploté priblizné 4 °C (napf. 1ze pouzit chladici tasky s chladicimi
destickami), abychom zabranili degradaci DNA. Idealni je vzorky co nejrychleji
prepravit ke zpracovani do laboratore, kde jsou nejprve prevedeny do laboratorni-
ho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.), dtlezité je vzorky
stdle udrzovat v chladu. DNA lze izolovat z cerstvého, zmrazeného nebo lyofilizo-
vaného rostlinného materidlu. V pripadé, ze izolace DNA neni provedena ihned
po prijmuti vzorkd do laboratore, musi se ulozit do mrazicich boxt o teploté niz-
§1 nez -20 °C. Dal$i moznosti, jak dlouhodobé uchovat vzorky je jejich vysuseni
s vyuzitim lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzavrit. Podstatnou ekonomickou
vyhodou je, Ze lyofilizovany materidl 1ze skladovat pfi pokojové teploté a nejsou
potiebné provozné nakladné mrazici boxy. S lyofilizovanym materialem se také
snadnéji manipuluje pred izolacemi DNA pfi homogenizaci vzorkd, protoze neni
nutné drzet vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se v nasi laboratofi
nejlépe osvédcila metoda vyuzivajici soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy
QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle dodaného protokolu (Quick-Start Pro-
tocol). Tato metoda izolace je pomérné ¢asové nendro¢na a ziskaji se dostatecné
kvalitni DNA eluéty. Pred zahajenim vlastniho postupu izolace se prida ethanol
ke koncentratim pufri AW1 a AW2. Inkubacni lazen se necha nahfivat na 65 °C.
V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se pro jejich odstranéni roztoky
pred pouzitim nahfeji.

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

1. Maximélni mnozstvi vychoziho ¢erstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pri-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg. Rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na jem-
ny prasek s vyuzitim homogenizatoru nebo za pouziti tekutého dusiku apliko-
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10.

11.

12.

vaného na navazeny rostlinny material v tfecich miskach. Utfeny material se
prenese do 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 pl RNa-
zy A. Pomoci vortexu je nutné obsah dikladné protfepat. Ziskana smés se ne-
chd inkubovat 10 minut pti 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat
2-3 x prevracenim zkumavek.

Ptida se 130 pl pufru P3, krétce 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 pti 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 pfipadny pelet.

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

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

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

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

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

Priddme 100 pl AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu DNeasy Mini
Spin kolonky. Nechame 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,
susicka 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. Niz$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 sledovani genetické diverzity u porostt dubu pytitého a identifikaci pti-
padnych geneticky totoznych jedincii byly optimalizovany postupy DNA analyz
s vyuzitim jadernych mikrosatelitovych markerti - nuclear simple sequence re-
peats (nSSR). Pro DNA analyzy bylo otestovano 29 vybranych specifickych poly-
morfnich mikrosatelitovych markert, u kterych byly ziskavany kvalitni amplifikac¢-
ni produkty. K testovani bylo vyuzito 5 porostii dubu pyfitého ze étyt lokalit z Cech
a jeden porost z Moravy. Pro praktické a ekonomicky vyhodnéjsi vyuziti DNA ana-
lyz bylo z testovanych markert nasledné vybrano 10 jadernych mikrosatelitovych
markertt vhodnych pro rozliSovani genetickych struktur rdznych porostit dubu
pytitého. Sekvence primerd zvolenych markerdt MSQ13, QrZAGl11, QrZAG20,
QrZAG96 byly publikovany autory GuicHoOuX et al. (2011), markert PIE095,
PIE102, PIE141, PIE243, PIE253 autory DURAND et al. (2010) a markeru KQMy50
autory BoDENEs et al. (2012). Syntézu fluorescen¢né znacenych primert provadi
komer¢ni firmy (napf. Life Technologies Czech Republic s. r. 0.). Charakteristi-
ky markert [(ndzvy, motiv repetice, sekvence primert, velikosti PCR produktd
v poctech part bazi (bp)] jsou uvedeny v tabulce 1. Mezi analyzovanymi jedinci
se sleduji rozdily v délce téchto lokusil. Pro vyhodnoceni jejich délky musi byt
provedena amplifikace mikrosatelitovych lokust, kterd se provadi pomoci polyme-
razovych fetézovych reakci (PCR). Pro ziskani kvalitnich a velikostné piislusnych
amplifikatd zvolenych lokust bylo nutné optimalizovat koncentrace ptislu$nych
chemickych komponent reakénich smési (Tab. 2) a teplotni cykly polymerazovych
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fetézovych reakci (PCR) (Tab. 3). Optimalizace probihaly i za tcelem seskupeni
PCR amplifikaci do multiplexii, aby z divodu ¢asovych a finan¢nich aspor moh-
ly probihat analyzy vice markerti najednou. PCR amplifikace 10 vybranych mar-
kerti byly sestaveny do dvou multiplexti podle velikosti amplifikovanych lokust
a shodnosti reakénich podminek. Pti PCR amplifikaci je nutné chemikalie udr-
zovat v chladu, stejné tak i pripravu reakéni smési je potfebné provadét na ledu
nebo chladové desti¢cce. DNA polymerazu musime neustale uchovavat pii -20 °C
a pipetujeme ji do reakéni smési jako posledni reagencii. Postupy PCR amplifikaci
1. a 2. multiplexu jsou uvedeny v nasledujicich protokolech.

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

Lokus/motiv repetice

Velikost PCR

Sekvence primert (5°-3°) produktd (bp)

MSQ13 F: ACACTCAGACCCACCATTTTTCC 186228

(TC) R: TGGCTGCACCTATGGCTCTTAG

QrZAG11 F: CCTTGAACTCGAAGGTGTCC Joi 266

(TC) R: TGGTTGACTAAAGTATGAACTGTTTG

QrzAG20 F: CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT 154188

(TC) R: GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA

QrzAG96 F: CCCAGTCACATCCACTACTGTCC 135170

(TC) R: GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA

PIEO95 F: GAAAGTGAAACCCTTAATTCTCC 455563

(TC) R: CCTTGTACGAATCCAAATCC

PIE102 F: ACCTTCCATGCTCAAAGATG 41173

(AG) R: GCTGGTGATACAAGTGTTTGG

PIE141 F: CGCTGTTCCTAGTTTTTGC 124174

(cT) R: TTGTCTGGTCTTTGCGTGTG

PIE243 F: GGGGTCAGTAGGCAAGTCTTC 02236

(AG) R: GAGCTGCATATTTTCCTTAGTCAG

PIE253 F: CCAGACACTTCACACCTCCAC 100223

(CT) R: AAGGGCTAAGAAAAGCACCAG

oo F: CGGGCTTTGGATACGGATTC J55-288
: R: CCCGATTTCCCTTCCCTGCT

(CCG)(CCT)(CCA)(CCT),
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Protokoly polymerazové ietézové reakce (PCR):

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

PIE095 F -10 uM (NED), PIE095 R-10 uM

PIE102 F - 0,25 uM (VIC), PIE102 R- 0,25 uM

PIE141 F - 0,5 uM (NED), PIE141 R- 0,5 uM

PIE243 F - 0,75 uM (PET), PIE243 R- 0,75 pM

KQMy50 F - 1 uM (6FAM), KQMy50 R-1 uM

Redéni primer:
Pro fedéni primert si ptipravime roztok TE pufru.

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, 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 markert PIE095 a KQMy50 nafedime na zasobni
roztoky 100uM koncentrace (100 pmol/ul) pomoci TE pufru. Forward (F) i revers
(R) primery markerti PIE102, PIE141, PIE243 nafedime na zasobni roztoky 10uM
koncentrace (10 pmol/pl) pomoci TE pufru. Ptipravime smés z primert v poZa-
dované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych vzorkt (napf. pro objem
100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primert PIE095 F - 10 ul, PIE095 R -
10 ul, PIE102 F - 2,5 ul, PIE102 R - 2,5 pl, PIE141 F - 5 pl, PIE141 R - 5 pl, PIE243
F-7,5ul, PIE243 R - 7,5 pl, KQMy50 F - 1 ul, KQMy50 R - 1 pl doplnime 48 pl
TE pufru).

Optimalizovany protokol PCR v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek s Type-it®
Microsatellite PCR Kitem (Qiagen, Hilden, Germany).

Tab. 2: Slozeni reakéni smési na PCR amplifikaci

PCR mix: Objem na 1 vzorek (ul)
Type-it® Microsatellite PCR Kit 7,5

Primers mix 1

Q-Solution 1,5

H,O RNase - free 4

PFidat 1 pl templatové DNA
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Uvedené chemikaélie kromé primert jsou soucasti komerc¢ni sestavy Type-it® Micro-
satellite PCR Kit.

Tab. 3: Teplotni rezim PCR

Krok Teplota Cas Popis

1. 95°C 5 min Pocatecni denaturace

Nasledné 32x opakovat od 2. do 4. kroku

95°C 30 sec Denaturace
57 °C 90 sec Annealing (nasednuti primert)
72°C 30 sec Elongace (prodluzovani fetézce)
1x
5. 60 °C 30 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikatd

Multiplex 2 (SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primeri):

MSQI13 F -1 puM (NED), MSQ13R -1 uM
PIE253 F - 1 uM (PET), PIE253 R - 1 uM
QrZAGI11 F -2 uM (VIC), QrZAG11 R -2 uM
QrZAG20 F - 1 uM (VIC), QrZAG20 R - 1 uyM
QrZAG96 F — 1 uM (6FAM), QrZAG96 R - 1 uM

Redéni primeri:

Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace (100 pmol/ul)
s vyuzitim TE pufru.

Pfipravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle po¢tu analy-
zovanych vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku pri-
mertt MSQ13 F - 1 ul, MSQI3 R - 1 pl, PIE253 F - 1 pl, PIE253 R - 1 pl, QrZAG11
F-2pl, QrZAGI1 R - 2 pl, QrZAG20 F - 1 pl, QrZAG20 R - 1 pl, QrZAG96
F-1pl, QrZAG96 R - 1 pl a doplnime 88 pl TE pufru).

SloZeni reak¢ni smési a teplotni rezim pro PCR amplifikaci jsou stejné jako u mul-
tiplexu 1.

15


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

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 ttist, centrifu-
ga, teplotni cyklovac

2.3 Postupy elektroforézy v agarézovém gelu

Predbézné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produkti se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskdani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentti
DNA se pouziva fluorescen¢ni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed Ize pfidat hned do rozpusténé-
ho teplého agarézového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani se gel naleje
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hebinky s vhodnym poctem hrota dle
poctu testovanych vzorkt. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforé-
zu, vyjmou se hiebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok pfesahoval asi
0,5 cm nad gel. Do jamek vytvofenych po hfebinku (slott) v gelu se pipetuji PCR
amplifikaty (15 pl) smichané se 4 pl pufru (gel loading buffer, Sigma-Aldrich). Pro
porovnani velikosti ziskanych amplifikatd se do vybraného slotu nanese smés: 1 pl
standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pl destilované vody
a 2 ul pufru (gel loading bufter).

V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potfebna doba trvani elektroforézy je zpocatku 30 minut pfi napéti 60 V a dalsich
120-150 minut pfi napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji pod
UV zatenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici
projevuji jako fluoreskujici prouzky. Ptiklad elektroforetického zdznamu amplifi-
ka¢nich produkti testovaného markeru PIE253 je uveden na obr. 1.
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Obr. 1: Elektroforeticky zaznam na 2% agarézovém gelu s amplifikovanymi PCR pro-
dukty markeru PIE253. Standard molekulovych hmotnosti DNA (100 bp DNA
ladder) je umistén vpravo

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

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

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentti v hodnotach part bazi se
provadi na genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polyme-
razova fetézova reakce musi byt provedena s fluorescencné oznacenymi primery
(pro uvedeny typ analyzatoru na 5" konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET)
a PCR amplifikaty musi byt pfed 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 prida 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 pii 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 fragmentt
DNA v tenké kapilafe naplnéné specialnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA
zkoumaného vzorku jsou do kapilary naplinovany automaticky. Detekce fragmen-
tovanych usekt je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescen¢né oznacenych
primerti po excitaci laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubézné detekovat
vicebarevnou fluorescenci, a to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit
najednou vice markert, coz je z ¢asovych i finan¢nich déivodii velmi vyhodné. Pro
spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich kombinaci sestavit z hle-
diska velikosti alel a fluorescen¢niho zabarveni primerda.

Amplifikaty 10 markerti u kazdého Setfeného jedince dubu pyftitého byly ziskany
PCR amplifikaci ve dvou seskupenich (multiplexech), sestavenych podle velikosti
lokusti a fluorescen¢niho oznaceni primerd, aby nasledujici fragmentac¢ni analyzy
mohly probihat také jen ve dvou bézich. Prvni béh zahrnuje amplifikované lokusy
multiplexu 1 (PIE095, PIE102, PIE141, PIE243, KQMy50), v druhém béhu probi-
ha fragmentacni analyza PCR produkti multiplexu 2 (MSQ13, PIE253, QrZAGl11,
QrZAG20, QrZAG96). Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického ana-
lyzatoru (Applied Biosystem 3500) pro jedince dubu pytitého je uvedena na obr. 2.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produktti se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méfeni velikost-
niho standardu, ktery je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni ktivku
ana jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt.
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Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

sada mikropipet a sterilni $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, 96jamkové
desti¢ky prislusné k analyzatoru, geneticky analyzator

Obr. 2: Ukazka vystupu fragmentacéni analyzy z genetického analyzatoru (Applied Biosystems 3500) pro vzorek
dubu pyfitého u mikrosatelitovych markert PIE141, PIE102 a KQMy50
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2.5 Zpracovani molekularnich dat

Ohodnocené velikosti amplifikovanych fragment ziskané fragmentaéni analyzou
na genetickém analyzatoru predstavuji velikosti alel uvedené v poctu bp analyzo-
vanych mikrosatelitovych lokust. Mikrosatelitové markery jsou specifické useky
DNA s kodominantnim charakterem, coZ znamend, Ze u organismi s diploidni
sadou chromozdémi jako je dub pyfity ziskame v kazdém lokusu 2 velikosti alel
a rozli$§ime heterozygoty od homozygotii. U homozygoti jsou zjistény v lokusu
dvé shodné velikosti alel, v pfipadé heterozygota jsou zjistény dvé riizné hodnoty
alel. Rozmezi velikosti alel u jednotlivych lokusti ziskand analyzami 139 stromt
dubu pytitého jsou uvedena v tabulce 1. Ziskany prehled hodnot alel u hodno-
cenych lokust pro jednotlivé stromy (vypracovana multilokusovad genotypiza-
ce — MLQG) se statisticky zpracovava, napt. za vyuziti programi GenAlEx 6.503
(PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007), GENEPOP
4.2 (RAYMOND, ROUSSET 1995; RoUSSET 2008). Pro kontrolu velikosti odec¢tenych
hodnot mikrosatelitovych lokusti v¢etné ohodnoceni frekvence nulovych alel 1ze
pouzit software Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Z vysledk statistického zpracovani Ize hodnotit troven genetické diverzity, alelic-
ké varianty a frekvence alel, Shannoniv informa¢ni index, genetické diferenciace,
hodnoty ocekavané a pozorované heterozygotnosti, odchylky od Hardy-Weinber-
govy rovnovahy, odvozeni populacnich struktur apod. Ohodnoceni genetickych
vzdalenosti mezi populacemi (porosty) lze vypocitat na zakladé Neiovy stan-
dardni genetické vzdalenosti (NE1 1972). Ptiklady zhodnoceni genetickych cha-
rakteristik u porosttt dubu pyfitého jsou uvedeny v ptiloze v tabulkach 4, 5 a na
obrazku 4.

Sledovat pribuznost, poptipadé zjistit genetickou identitu analyzovanych jedinct
lze parovym porovnanim ziskanych multilokusovych genotypt u Setfenych stro-
mi s vyuzitim statistického programu napf. GenAlEx 6.503, analyzou Multilocus
Matches Analysis for Codominant Data. Pro optimalni vypovidaci hodnotu DNA
analyz byl vybér mikrosatelitovych markert zaméren na dostate¢né polymorfni
markery. Na vystupech z fragmenta¢nich analyz se vizudlné sleduje graficky cha-
rakter velikostné a barevné separovanych ktivek (piki), u geneticky totoznych je-
dinct (klont) je tvar kfivek shodny.

Sledovat genetické rozdily mezi porosty dubu pytitého lze také na zakladé porov-
navani genetickych struktur. K odvozeni struktur se vyuziva Bayesianska klastrova
metoda implementovana v softwaru STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000;
FaLusH et al. 2003, 2007; Husisz et al. 2009). Podkladem pro STRUCTURE analy-
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zu jsou multilokusova data vybranych polymorfnich jadernych mikrosatelitovych
markert a vysledkem jsou profily genetickych struktur barevné rozliSené podle
poctu klastrt (K). Optimalni hodnotu K Ize stanovit na zakladé vysledki progra-
mu STRUCTURE SELECTOR (L1, L1u 2018). Genetické struktury se kvantifikuji
procentudlnimi podily ziskanych klastrti (znazornénych riznymi barvami). Pro
rozliseni sledovanych 5 porosti dubu pytitého z lokalit Karl$tejn, LuZzice, Litomé-
Fice, Kostalov a Pouzdfany byla zpracovana analyza Structure, jejiz vysledek do-
kumentuje obr. 3. Pti pouziti softwarové stanovené optimalni hodnoty K =5 se v
provedené analyze sledované porosty strukturovaly do barevné odli$nych profilu.
Nejvyraznéji odli$ny profil vykazoval porost se zastoupenim velmi starych jedincti
z lokality Luzice, ktery lze povazovat za autochtonni.
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Obr. 3: Genetickd struktura 5 populaci dubu pyfitého (139 jedinch): KarlStejn,
Luzice, Pouzdfany), Kostalov, Litoméfice
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predstavené metodické postupy DNA analyz s vyuzitim mikrosatelitovych markert
pro sledovani genetické diverzity u porosti dubu py¥itého nebyly dosud v CR pu-
blikovany. Pro t¢elna a ekonomicky vyhodnéjsi genetickd Setfeni bylo na zakladé
vysledku ze statickych analyz vybrano 10 vhodnych polymorfnich mikrosatelito-
vych markert MSQ13, QrZAG11, QrZAG20, QrZAG96 (GuicHOUX et al. 2011),
PIE095, PIE102, PIE14, PIE243, PIE253 (DURAND et al. 2010) a KQMy50 (BODENES
etal. 2012). PCR amplifikace lokust byly z hlediska moznosti jejich velikostni kom-
binace seskupeny do 2 multiplexd. Amplifikace a navazujici fragmentacni analyzy
provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a finanéni Gsporu. Genetic-
ka Setfeni dfevin provadénd na molekuldrni drovni pfimou analyzou DNA, jejiz
struktura je nezavisla na zménach podminek prostiedi, umoziuji ziskani objektiv-
nich vysledkt. Pro zhodnoceni diverzity populaci je potiebné zvolit DNA markery,
které vykazuji vysokou miru polymorfismu. Mezi nejvariabilnéj$i oblasti genomu
patti mikrosatelitové lokusy, které se u jedincii li$i v poctu opakovani zakladni-
ho sekven¢niho motivu nukleotidovych bazi. S vyuzitim genetického analyzatoru
pro fragmentacni analyzy dosahneme presného rozliSeni alel, napiiklad lze zjistit
i rozdilnou velikost amplifikaéntho produktu lisiciho se o jednu repetici motivu
(u dinukleotidovych motivil jen o 2 baze). Nové postupy v predkladané metodice
s vyuzitim DNA analyz umoznuji objektivni ovérovani diverzity u vyhledavanych
porostd dubu pytitého za uéelem ziskavani variabilnich zdroji reprodukéniho ma-
terialu. Popsané metodické postupy byly vypracovany a ovéfeny s vyuzitim vyhle-
danych 5 porostii dubu pytitého z lokalit v Cechach — Karlstejn, Luzice, Litoméfice,
Kostélov a moravské lokality Pouzdtany.

Vysledkem fragmentacnich analyz mikrosatelitovych markert je vypracovana da-
tabaze velikosti alel prislusnych lokust pro jedince sledovanych porostt. Nasleduje
statistické zhodnoceni a ziskani genetickych charakteristik pro posouzeni genetické
diverzity mezi porosty i v ramci porostu, které muze byt voditkem pfi vybéru vhod-
nych zdrojt reprodukéniho materialu pro lesnické vyuziti a zdchranu genovych
zdrojti této zakonem chranéné dreviny.
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IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Predlozené metodické postupy DNA analyz jsou navodem pro ziskani velikosti
afrekvenci alel mikrosatelitovych markeri jako genetickych informaci vyuzitelnych
pro objektivni ovéfovani diverzity porostt dubu pyfitého. Pfimym studiem genoty-
pu Ize selektovat dostate¢né variabilni zdroje reprodukéniho materialu pro ziskani
genové bohatsiho potomstva a u z ného zalozenych porosti 1ze predpokladat lepsi
adaptacni schopnost, vyssi budouci vynos a dosazeni ekologické stability lesa. Po-
znatky o genetické struktufe porostt vybranych jako zdroje reprodukéniho mate-
ridlu se mohou vyznamné uplatnit pro management spravnych postupti zalesniova-
ni. Metodiku lze vyuzit pfi zakladani semenného sadu dubu pyfitého pro moznost
vybéru vhodné skladby ortetti a kontrolniho ovéfeni spravnosti vysazenych ramet.
V pripadé uznavani semennych sadi dle pravidel Narodniho programu ochrany
a reprodukce genofondu lesnich dfevin je podminkou poskytnuti dota¢niho titulu
odebrani referen¢nich vzorku z rodicovskych stromt (rodi¢t rodin) pro budou-
ci naslednou kontrolu deklarované identity klond vybranych ortetti na zakladé
DNA analyz.

Metodické postupy DNA analyz vyvinuté pro zjistovani genetickych charakteristik
jako jsou uroven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, heterozy-
gotnosti, genetické diferenciace, vzdalenosti a struktury mohou byt vyuzity pro
roz$ifovani genetickych poznatki u dalsich porostii dubu pytitého a budou slouzit
pro potteby statni spravy (MZP, MZe). Vyznamné uplatnéni bude také pro koordi-
natora Ndrodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich drevin, kte-
rym je Narodni lesnicky institut (NLI), pro aplika¢ni vyuziti genetickych poznatki
pfi uznavani navrhovanych zdroji reprodukéniho materialu a jejich zarazovani
do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin. Dalsi
uplatnéni ziskanych znalosti o geneticky podminéné proménlivosti se pfedpokla-
da pri aktualizaci souvisejicich legislativnich predpisti v oblasti ochrany a repro-
dukce genofondu lesnich dfevin a nakladani s reproduk¢énim materidlem a jako
podkladt pro aktualizace Oblastnich plant rozvoje lesa.

Genetickd rozmanitost populaci je podstatna pro preziti jejich zastupcti a prizpa-
sobeni se zménam Zivotnich podminek na stanovisti. Znalost Grovné genetické
diverzity populaci, které se planuji vyuzivat jako zdroj reprodukéniho materidlu, je
vyznamna k efektivnéj$imu vyuzivani stavajicich genetickych zdrojii pro zkvalit-
novani genetické struktury populaci a k zachovani biodiverzity. Metodické postu-
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py umoznujici ziskavat poznatky o diverzité dubu pyfitého budou také napomahat
plnit cile nové schvalené dlouhodobé strategie pro posileni ochrany a udrzitelné
biologické rozmanitosti ,,Strategie ochrany biologické rozmanitosti Ceské republi-
ky 2026-2050“ a navazujici ,,Akéni plan pro obdobi 2026-2030° tyto dokumenty
jsou také v souladu s mezinarodnimi zdvazky Ceské republiky.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkd, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych mikrosatelitovych lokusu, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani
molekularnich dat.

Moznosti uplatnéni mtize komplikovat finan¢ni naro¢nost porfizeni pottebného
pristrojového vybaveni predevsim genetického analyzatoru pro fragmentaéni ana-
lyzy, ty je mozné si objednat na zakazku u komercnich firem (napf. SEQmess. r. o.,
Genomac vyzkumny ustay, s. r. 0., BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické diverzité porostit dubu pytitého je prinos pro lesni hos-
podarstvi v moznosti vyuzivani ovéfenych zdroji reprodukéniho materialu. Dub
pytity, ktery je prizptisobeny rustu na teplych a suchych stanovistich, by bylo ucel-
né vice vyuzivat vzhledem ke zménénym klimatickym podminkdm. Reprodukce
z genové bohat$ich vychozich zdroji zarucuje ziskani stabilnéjsich a odolnéjsich
porostil, které budou zvysovat biologickou rozmanitost, lépe se ptizptisobovat zmé-
nam klimatu a tim prispivat k ochrané Zivotniho prostredi. Genetickym provéiova-
nim stavajicich porostii sou¢asné dochdzi i k napliovani cilti Narodniho programu
ochrany a reprodukce genofondu lesnich dfevin — podporovat kvalitni reprodukéni
zdroje. Metodické postupy predstavenych DNA analyz u dubu pytitého maji pri-
nos také celospolecensky z hlediska podpory zachrany genofondu této v CR méné
zastoupené dreviny. Pokud by se v budoucim obdobi z dtivodu neptiznivého vyvo-
je klimatickych podminek projevila nutnost rozsiteného péstovani tohoto druhu
dreviny i za Gc¢elem nahradniho hospodarského vyuzivani, 1ze oéekévat zvysenou
produkci u porostd zalozenych z kvalitnich ovéfenych zdroji reprodukéniho ma-
teridlu. Vyznamny je dub pyfity i z ekologického hlediska pro zajidténi stability
lesnich ekosystému, kdy prostfednictvim hlubokého kotenového systému chrani
pudu pred erozi a lze jej vyuzit i jako meliora¢ni dfevinu.

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 133 K¢.
Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmentacni analyzy ¢ini pro
10 lokusi ca 190 K¢ v¢. DPH, za predpokladu provedeni analyz v multiplexech dle
uvedenych optimalizovanych postuptl. Néklady jsou kalkulovany k roku 2025 a je
nutné zminit, Ze cena vét$iny chemikalii se kazdoro¢né navysuje. V uvedené kal-
kulaci nasich naklada (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplikové néklady,
naklady na odpisy pristrojového vybaveni, osobni nédklady, naklady na vyvoj me-
tod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni)
pracovisté. Pti vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi je mozné se obratit naptiklad
na spole¢nosti SEQme s. r. 0., Genomac vyzkumny tstayv, s. r. 0., BIOCEV.

Pfinosy pro uzivatele metodiky budou spocivat ve finan¢ni uspore vynalozenych
prostfedki na vyvoj metodickych postupti analyz DNA u dubu pyfitého pro zjis-
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tovani urovné diverzity pti vybéru vhodnych zdroji reprodukéniho materidlu pro
jejich uzndni a pro ovéfeni genetické identity (napt. vzhledem k dobré regeneraci
dubu pytitého z pateztl). Uvedené postupy DNA analyz by mohly byt také apliko-
vany pro determinaci klontd pfi zaklddani semennych sadd. Postupy k ovérovani
genetické diverzity zdrojti reprodukéniho materialu jsou zakladem pro ziskavani
kvalitniho reprodukéniho materidlu pouzitelného pro umélou obnovu lesa a pro
zachovani genofondu dubu pytitého. Cilené zvySovani genetické variability poros-
t prispiva k jejich lepsi odolnosti k moznym chorobam, $kidcim a nepfiznivym
podminkdm klimatu.
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METHODOLOGICAL PROCEDURES
FOR CHARACTERIZING THE GENETIC DIVERSITY
OF DOWNY OAK STANDS
(QUERCUS PUBESCENS WILLD.)

USING DNA ANALYSES

Summary

Downy oak (Quercus pubescens Willd.) is a light-demanding and thermophilous
tree species that grows in the warmest regions of Bohemia and in southern Moravia,
predominantly on base-rich, shallow, and drought-prone soils. It reaches heights of
up to 20 m and also occurs on exposed sites, where it attains a lower, more shrub-
like growth form. It has a crooked trunk and thick bark deeply fissured into coarse,
blocky plates. Stands of downy oak (Quercus pubescens Willd.) were displaced
mainly in sites with more favorable economic conditions, and at present this spe-
cies is classified as a legally protected tree species (URADNICEK et al. 2009). With its
deep root system, it protects the soil against erosion, particularly on scree-covered
deforested slopes where other tree species do not grow. Low maintenance, high
resistance to drought and heat, and the ability to thrive even in poor soils offer
potential for its broader use in specific conditions where other woody plants do not
succeed (NOVOTNY, BURIANEK 2026). Given the long-term periods of drought and
high temperatures that have occurred in recent years across most lowland areas of
the Czech Republic, it would be appropriate to begin using this species on a larger
scale for the preservation of forest ecosystems.

For the expanded use of this species in forestry, monitoring genetic diversity is im-
portant in the selection of suitable sources of reproductive material, in order to
establish sufficiently variable new stands that will be more resilient and enhance the
biodiversity of forest ecosystems. Supporting genetically variable sources also con-
tributes to the conservation of the gene pool of this legally protected tree species.

Methodological procedures for DNA analyses using microsatellite markers are
presented for genetic studies to obtain objective information on the genetic diver-
sity of gene sources in reproductive material. Microsatellites, also known as sim-
ple sequence 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;
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WOIKIEWICZ et al. 2021) including various oak species (IsaGl, SUHANDONO 1997;
STEINKELLNER et al. 1997; KAMPFER et al. 1998; LEXER et al. 1999; DZIALUK et al.
2005; BURGER et al. 2022; THUNDER et al. 2022; KooNTz et al. 2024) as well as
downy oak (BruscHI et al. 2000; D1 P1ETRO et al. 2020).

SSRs are codominant markers and can distinguish between homozygotes and he-
terozygotes. The methodology describes the processes of sampling, DNA isolation,
conditions of the polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of ampli-
fication products, and molecular data processing. Total genomic DNA was extra-
cted using a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) from 100 mg of
fresh young leaves or 20 mg of lyophilized leaves. The SSR method is based on
PCR with specific primers. Ten selected polymorphic nuclear microsatellite mark-
ers MSQ13, QrZAGI11, QrZAG20, QrZAG96 (GuicHOUX et al. 2011), PIE095,
PIE102, PIE141, PIE243, PIE253 (DURAND et al. 2010) and KQMy50 (BODENES
et al. 2012) proved suitable for verifying levels of genetic diversity of downy oak
stands. PCR products were separated by capillary electrophoresis using an Applied
Biosystems 3500 genetic analyzer. Allele sizing was performed using GeneMapper’
4.1 software (Applied Biosystems). Five downy oak stands were used to develop this
methodology. Verification of genetic diversity is essential for obtaining high-quality
sources of reproductive material and for developing effective conservation strate-
gies for this species. The procedures described in this methodology for verifying the
genetic diversity of downy oak 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 preservation of
the gene pool of downy oak. A targeted increase in the genetic variability of stands
contributes to their improved resistance to potential diseases, pests, and adverse
climatic conditions.
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PRILOHA

Priklady zhodnoceni genetickych charakteristik
u porostd dubu pyfFitého

Tab. 4: Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro sledované porosty dubu pyfi-

tého

Pop Na Ne | Ho He
DBP-KA 12,3 7,67 2,18 0,59 0,85
DBP-LU 7,1 4.1 1,53 0,57 0,70
DBP-PO 15,2 8,49 2,3 0,67 0,86
DBP-KO 8,5 5,77 1,86 0,74 0,80
DBP-Li 9,8 6,62 2,03 0,72 0,84

Porosty dubu pyfitého: DBP-KA (Karlstejn), DBP-LU (Luzice), DBP-PO (Pouzdiany), DBP-KO
(Kostalov), DBP-Li (Litoméfice)

Tab. 5: Hodnoty vzajemné diferenciace F . mezi sledovanymi porosty dubu pyfitého

DBP_ KA DBP_LU DBP_PO DBP_KO DBP_Li
DBP_KA 0,000

DBP_LU 0,059 0,000

DBP_PO 0,016 0,063 0,000

DBP_KO 0,033 0,083 0,028 0,000

DBP_Li 0,029 0,077 0,026 0,040 0,000
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Principal Coordinates (PCoA)
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Obr. 4: Grafické znazornéni genetickych diferenciaci pomoci analyzy hlavnich koor-
dinat (Principal Coordinate Analysis, PCoA)
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Dub pyfity v PP LuZické Sipaky, CHKO Ceské stfedohofi, LS Litoméfice (V. Burianek)
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Dub pyfity na polesi Valtice, LZ Zidlochovice (L. Cizkova)
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