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Abstract

The aim of this methodology is to present the use of DNA analyses by nuclear microsatellite
markers for determination the clonal identity and receiving of genetic characteristics in species
silver birch. The methodology describes the processes of sampling, isolation of DNA,
conditions of the polymerase chain reaction (PCR), separation and sizing of amplification
products, and molecular data calculations. The selected trees of silver birch were used to
develop this methodology. Twelve selected polymorphic nuclear microsatellite markers proved
suitable for finding the genetic parameters for verifying the clonal identity and levels of genetic
diversity between different genotypes. Using the presented methodology of DNA analysis, it
will be possible to verify the genetic parameters of phenotypically high-quality individuals and
to select suitable clones ensuring sufficient diversity for the establishment of propagation
stands, such as the seed orchard.

Keywords: silver birch; DNA analysis; microsatellite markers; clonal identification; genetic

diversity

Pouzité zkratky v textu:

DNA - deoxyribonukleova kyselina

nSSR - nuclear Simple Sequence Repeats (jaderné mikrosatelity)
SSR - Simple Sequence Repeats (mikrosatelity)

PCR - Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)
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RNDr. Slavomir Rakousky, CSc., odborny konzultant, Ceské Bud&jovice



I. Cil metodiky

Cilem metodiky je pfedstavit postupy DNA analyz pro objektivni ur€ovani identity klonti a
sledovani turovné genetické diverzity u biizy bélokoré s vyuzitim polymorfnich
mikrosatelitovych markeri. Bfiza bélokora s pionyrskou strategii ristu by se méla v SirSim
métitku uplatnovat pii obnové velkoplosnych kalamitnich holin. Za timto ucelem je tieba
vyhledat vhodné zdroje reprodukéniho materidlu. U fenotypove kvalitnich jedincti bude mozné
predstavenymi postupy DNA analyz ovéfit jejich genetickou kvalitu a provést vybér vhodnych

klont s dostatecnou diverzitou pro zalozeni mnozitelskych porostli napt. semenného sadu.

I1. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Do rodu btiza (Betula L.) je zatazeno ptiblizné¢ 120 druhii stromt a kefd rostoucich prevazné
na severni polokouli (HEINY et SLAVIK 1990). Pro lesnictvi i Zivotni prostiedi Ceska je
vyznamnym zastupcem tohoto rodu biiza bélokord (Betula pendula Roth.), ktera obsazuje
obnazené plochy a plni funkci primarniho zalesnéni, protoze vyzaduje plny osvit. Dorasta do
stitedné velkych rozmérti az 30 m vysky s primérem kmene kolem 70 cm. Z hlediska pohlavi
je to dfevina jednodoma, jejiz plody jsou lehounké nazky s lemem bez endospermu daleko se
Sifici vétrem. Biizy jich vytvaii témét kazdorocné obrovské mnozstvi a plodit zacinaji brzy, na
volném prostranstvi jiz i od 10 let. Bfiza bélokora pfirozené zaujima rozsahly euroasijsky areal
a v Cesku roste po celém uzemi od niZin s vyjimkou luznich lesii aZ po horské oblasti do vysky
kolem 1000 m. Je to typicka prukopni dievina, ktera se v lesnictvi pouziva k zalesiiovani holin
po devastovanych lesich. Tento svétlomilny druh s malou vymladkovou schopnosti v zastinu
brzy odumira. Je soucasti lesnich spolecenstvi, zvlasté acidofilnich doubrav, pise¢nych bora,

roste na silikatovych skalach, osidluje paseky, haldy, vysypky a ladem lezici plochy, na kterych
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Casto vytvaii spontanni monokultury. Je schopna rast i na extrémnich stanovistich
s nedostatkem ptidni vlahy nebo naopak v mensi mife i s nadbyte¢nou vlhkosti, ptizpiisobi se
nejruznéjSim pudnim podkladim, ale pfevazuje na kyselych horninach, pis€itych ptdach
s vysokym obsahem skeletu nebo i1 na skalach. Neni naro¢na ani na klimatické podminky a
snasi 1 znec€isténé ovzdusi. Biezové dievo je roztrousené porovité bez jadra s lehce narizoveélym
odstinem. Vyuziva se k vyrobé pieklizek a dyh pro nabytkafrstvi a jako vyborné palivo. Uzitek
jiz od pradavna piinéseji i bfezova miza, kira a listy v 1éCitelstvi a kosmetice. Bfiza je i dilezita
parkova okrasna dfevina (HEINY et SLAVIK 1990, URADNICEK et al. 2009).

V poslednich letech dochazelo k velkoplosnym rozpadim hospodaiského lesa, predevsSim
smrkovych porostl z diivodu nadmérné vysokych teplot, silného sucha a nasledného zniceni
oslabenych stromil Iykozroutem smrkovym. Pro zalesiiovani rozsdhlych holin se vyzkumné
oveéiuji efektivni postupy obnovy s vyuzitim vhodnych alternativnich druhti dievin.
Svétlomilna biiza bélokora, kterd neni naro¢na na environmentalni podminky a pfindsi i
hospodarsky uzitek, je vhodnym druhem dieviny pro vychozi zalesiovani holin. Ve vzristu,
utvareni borky, tvaru a velikosti listl, ale i stavbé dieva je variabilni (HEINY et SLAVIK 1990).
Pro vyuziti v lesnictvi je podstatné zajistit dostate¢né mnozstvi kvalitnich zdroji reprodukéniho
materidlu. Vedle posouzeni kvality na zdkladé morfologickych znakl lze s vyuzitim DNA
analyz ziskat i genetické charakteristiky. Pii zakladani semennych sadti nebo smési kloni je
vhodné ovéfit genetickou diverzitu vybranych zdrojovych stromi a pro kontrolu spravnosti
objektivné zhodnotit identitu deklarovanych klont. Pro geneticka studia jsou vhodné vysoce
polymorfni mikrosatelitové markery (Simple Sequence Repeats- SSR), jejichz postupy analyz
tato metodika podrobné popisuje. Vyuziti mikrosatelitovych markera pro geneticka studia bylo
jiz popsano u fady druhi lesnich dfevin (SCHUELER et al. 2003, VORNAM et al. 2004, MAGHULY
et al.2006, UNGER et al. 2011, WAGNER et al. 2012, Pluess et al. 2013, MACHOVA et al. 2018,

D1 PIETRO et al. 2020) vcetn¢ biizy bélokoré (KULJU et al. 2004, TSUDA et al. 2017).



Mikrosatelity piedstavuji kratké repetice nejcastéji 2 — 4 baze dlouhych nukleotidovych motivii,
které se u jednotlivet 1i8i jejich poctem, tedy délkou lokust. Pro zhodnoceni jejich délky, ktera
se nejcasteji pohybuje mezi 100 — 300 bazemi, je nutné vzhledem k velikosti celého genomu,
ktery u btizy bélokor¢ predstavuje 440 mil. bazi (SALOJARVI2017), ziskat jejich mnohonasobné
kopie. Mikrosatelitové lokusy jsou amplifikovany pomoci polymerdzové tetézové reakce
(PCR). K PCR amplifikaci jsou nezbytné primery (kratké oligonukleotidy vétSinou dlouhé
kolem 20 bazi), které jsou komplementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym
lokusem, enzym polymeraza tidici proces amplifikace, stavebni jednotky nukleotidy a pufry
upravujici prostiedi probihajici reakce. Tyto reakce probihaji v teplotnich cyklech za ucelem
rozdéleni DNA dvousroubovic na jednotliva vldkna (pfi teploté kolem 94 °C), nasednuti
primeri na specifickd mista (vétSinou mezi 50 — 60 °C) a tvorbu novych cilenych
dvouretézcovych useki (nejcasteji 72 °C). Opakovanim téchto cykli exponencidlné piibyvaji
kopie specifického useku DNA - mikrosatelitového lokusu. Postupy PCR je nutné
zoptimalizovat, abychom ziskavali jednozna¢né a reprodukovatelné PCR produkty. Jejich
presné velikosti, ziskané pomoci fragmentacni analyzy na genetickém analyzatoru, se
statisticky zpracovavaji pro ziskani genetickych charakteristik sledovanych dievin. Specifické
jaderné SSR markery maji kodominantni charakter, coz umoznuje rozlisit homozygoty od
heterozygotd.

Jaderné polymorfni mikrosatelitové markery lze tedy vedle sledovani diverzity populaci také
vyuzit pro ovéfovani klonové identity zdrojii reprodukéniho materidlu naptiklad v semennych
sadech, smésich klont atd. Genetické otestovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho
materialu na zdklad¢ jejich pfifazovani k referencnim vzorkiim umoznuje objektivnim
postupem potvrdit nebo vyvratit klonovou identitu ramet. Aplikace novych kontrolnich metod
ovétovani klonové identity reprodukénich zdrojii na zakladé DNA analyz se jiz vyuziva statni
spravou pii realizaci dotacni politiky v oblasti podpory zachovani a reprodukce genofondu

nékterych lesnich dfevin.



2. Metodicky postup

2.1.0dbér vzorkii a postupy izolace DNA
Nejvhodnéjsim terminem odbéru rostlinného materialu u btizy bélokoré pro ziskani kvalitni
DNA je brzké jarni obdobi, kdy 1ze odebirat pupeny nebo mladé listy. Pi pouziti starych listi
se z duvodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharidii snizuje kvalita i kvantita
vyizolované DNA. Nevyhovujici kvalita vychoziho DNA eluatu mize zkomplikovat nebo
znemoznit navazujici analyzy. Pfi zpracovani vyssiho poctu vzorkll je vyhodnéjsi odebirat
jednotlivych stromil je nutné peclivé vedeni evidence, aby nedoslo k zaméné mezi vzorky.
Vzorky se jiz pti odbéru oznaci, ulozi do mikroténového sacku a udrzuji pti nizké teploté
ptiblizn€ 4 °C (napft. lze pouzit chladici tasky s namrazenymi desti¢kami), abychom zabranili
degradaci DNA. Idedlni je vzorky co nejrychleji ptepravit ke zpracovani do laboratoie. DNA
1ze izolovat z Cerstvého, zmrazeného nebo lyofilizovaného rostlinného materialu. V ptipad¢, ze
izolace DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkd, je nutné vzorky po ptevedeni do
laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do
- 20 °C. Dalsi moznosti jak dlouhodobé uchovat vzorky je jejich vysuSeni s vyuzitim
lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzaviit (napt. 1ze pouzit plastové falkonky, scintilaéni
lahvicky s dobfe tésnicim uzavérem). Lyofilizovany material 1ze skladovat pti pokojové teploté
a snadnéji se s nim manipuluje pied homogenizaci, protoze odpada nutnost drzet vzorky na
ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se v nasi laboratoti nejlépe osvédéila metoda vyuzivajici
soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, Hilden, Germany) dle dodaného
protokolu (Quick-Start Protocol). Tato metoda izolace je pomérn¢ Casové nenarocna a ziskaji
se dostatecné kvalitni DNA eluaty. Pfed zahajenim vlastniho postupu izolace se ptida ethanol
ke koncentratim pufri AW1 a AW2. Inkubacni lazen se necha nahtivat na 65 °C. V piipadé

vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahieji pro odstranéni téchto srazenin.
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Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouZitim DNeasy Plant Mini Kitu:
Maximalni mnozstvi vychoziho Ccerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pfipadé
lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na prasek, naptiklad za
pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navéazeny rostlinny material v tfecich miskach. Utieny
materidl se prenese se do 1,5ml mikrocentrifugani zkumavky.

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

. Ptida se 130 ul pufru P3, kratce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 minut na ledu a poté
centrifuguje 5 minut pii rychlosti 14 000 otacek za minutu (rpm).

. Vznikly lyzat se ptepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v 2ml zkumavce
(collection tube) a centrifuguje 2 minuty pii rychlosti 14 000 ota¢ek za minutu (rpm).

. Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zkumavky s odectenim
ziskaného objemu. Davame pozor, abychom nenabrali ptipadny pelet.

. Pridame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5 nasobku objemu odebrané frakce a ihned
opakovanym nasavanim a vypousténim pomoci mikropipety vzniklou smés promichame.
Odpipetujeme 650 pl smési a premistime do DNeasy Mini Spin kolonky umisténé v 2ml
zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pii 8 000 rpm, ptefiltrovanou kapalinu
odstranime. Opakujeme tento krok se zbytkem vzorku.

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

. Pridame dalsich 500 pl pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pti rychlosti 14 000 rpm. Poté
vynddme opatrné DNeasy Mini Spin kolonku ze zkumavky, abychom se nedotkli proteklé

kapaliny.

10. Pfeneseme DNeasy Mini Spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky.



11. Pfidame 100 ul AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu DNeasy Mini Spin kolonky.
Nechame inkubovat 5 minut pii pokojové teploté a poté centrifugujeme 1 minutu pii rychlosti
8 000 rpm. Ziskame 100 pl prvniho eluatu.

12. Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu. Vzorky DNA skladujeme pfi - 20 °C,

pro dlouhodobé uchovani pfi - 80. °C

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikrozkumavky
(- 20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, tieci misky a tloucky, sada pipet a ptislusné

sterilni Spicky, sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5ml s vicky, suSi¢ka nebo sterilizator

Kvalita extrahované DNA je podstatnd pro ziskani pozadovanych PCR amplifikati. U
vyizolované DNA lze zjistit jeji koncentraci v ng/ul a Cistotu na zédkladé poméru absorbanci pti
260 nm a 280 nm spektrofotometrem na mikroobjemy. Hodnoty pro optimalni Cistotu by se
mély pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9, nizs$i nebo vyssi hodnoty indikuji ptitomnost dalSich
nezadoucich latek (napft. proteintl, fenolickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/pl

je vhodné pro optimalni pribéh PCR amplifikace natedit AE pufrem.

2.2. Postupy PCR amplifikace

1. Pro sledovani rozdilii v genomech biizy bé¢lokoré byly zvoleny analyzy jadernych
mikrosatelitovych markerit — nuclear simple sequence repeats (nSSR). Po provedeném
testovani postupli PCR amplifikace u vzorkl 30 elitnich stromt ze stfedoceské lokality bylo
vybrano 12 mikrosatelitovych lokusii L1.10, L2.3,L.3.4,L4.4,L.5.1,L.5.4,1L.5.5,L7.3, L13.1
(KurLiu K. K. M. et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330 (TRUONG et al. 2004), EE595358
(YosHIAKI et al. 2009), jejichz sekvence primert byly uvedeny v publikacich. Byly

optimalizovany koncentrace reakénich smési ptislusnych chemickych komponent a teplotni
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cykly polymerazové tetézové reakce (PCR) pro ziskani jednoznaénych a velikostné

pfislusnych amplifikati zvolenych lokust. Optimalizované postupy PCR amplifikace s 12

vybranymi markery byly seskupeny do ¢ty multiplexti podle velikosti amplifikovanych

lokusti a shodnosti reak¢nich podminek, aby z divodu ¢asovych a finan¢nich tspor mohly

probihat analyzy minimdlné dvou a vice markeri najednou. Reakéni smési je nutné

pfipravovat na ledu nebo chladové desticce. DNA polymerazu musime neustdle uchovavat

pii— 20 °C a davame ji do reakéni smési az nakonec pfimo z mraziciho boxu.

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy, sekvence primert a rozmezi velikosti v poctu bazi

sledovanych lokust

Lokusy Sekvence primerd (5°-3") Velikost PCR
produktt (bp)

F: ACGCTTTCTTGATGTCAGCC

L0 R: TCACCAAGTTCCTGGTGGAT 168—220
F: CAGTGTTTGGACGGTGAGAA

b R: CGGGTGAAGTAGACGGAACT 168—228
F: AACCCTCGTTTGGCTACTGA

b R: GAACAGTTACTAGTCAAACTGAAAACC 240—278
F: TTGAGATAGACGATAGAGGTAAAGCA

K R: AGGCATTTCTCCAATTTTCTT 235—295
F: TCATATTAGGGGAAATATGAGAAACTC

e R: GTAGTGGACGGAAGCTCTGG 286—306
F: AAGGGCACCTGCAGATTAGA

b R: AAAATTGCAACAAAACGTGC 230—270
F: GAGGAAGTCTCAGCTGACGTG

e R: TCCTTTTCAGTTTTCTGATTTCTG 121—146
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F: GGGGATCCAGTAAGCGGTAT

L7.3
R: CACACGAGAGATAGAGTAACGGAA 178—226
F: CACCACCACAACCACCATTA
L13.1
R: AACACCCTTTGCAACAATGA 70—120
F: AGGGGATCCAATTCACAGATACA
EE595358
R: GTTTCGATCGAATTTGAATCCGAAGAAG 126—160
F: TGGCAGCACGAAAGT
Bo.F330 R: TGGGAATGAGAGAACAAG 164—210
Bo.F394 F: AATGCAGCATCTCTTACC
R: CACGCAATAATATGGAAA 119—194

Protokoly polymerazové retézové reakce (PCR):

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primeri a priklad fluorescen¢niho oznaceni

forward primerii):

L1.10 F—2 uM (PET), L1.I0R - 2 uM

L44F -2 uM (VIC), L44 R -2 uM

L5.1 F—4 uM (NED), L5.1 R — 4 uM

L5.5F —4 pM (6FAM), L5.5 R — 4 pM

Redéni primeri:

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA) - 10 ml roztoku pfipravime z 10

ul 1M Tris - HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H20 (molecular biology reagent) (Sigma —

Aldrich) do 10 ml.
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Forward (F) i1 revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100 uM koncentrace (100
pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCL, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfipravime sm¢s
z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych vzorkii (napi. pro
objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primera L1.10 F—2 ul, L1.10 R -2 ul, L4.4
F-2ul,L44R-2pul,L5S.1 F-4pul,L5.1 R—4 pul, L5.5 F—4 pl, L5.5 R — 4 ul a doplnime

76 ul TE pufru).

Optimalizovany protokol PCR s polymerazou Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen

by Life Technologies) s reakéni smési v celkovém objemu 15 ul na 1 vzorek

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

50 mM MgClz 0,6 ul

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

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

H20 (molecular biology reagent) (Sigma — Aldrich) | 10,975 ul

Pridat 1 pl templatové DNA

(reagencie Polymerase Platinum Taq, 10 x PCR Buffer minus Mg, 50 mM MgCla, jsou

dodany vyrobcem spole¢né s polymerazou Platinum Taq)
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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

3. 57°C |45 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 amplifikati

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

L23F—-1uM (PET),L23R—-1uM

L3.4F -2 uM (NED), L3.4 R -2 uM

L73F-2uM (VIC),L7.3 R-2 uM

EE595358 F — 2 uM (6FAM), EE595358 R — 2 uM

Redéni primeri:
Provedeme natedéni primerti na zasobni roztoky 100 uM koncentrace jako u multiplexu 1.
Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych

vzorki (napft. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primerd L2.3 F—1 ul, L2.3
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R—1u,L34F—-2pl, L34R-2pul, L73 F 2 ul, L7.3 R — 2 pul, EE595358 F — 2 pl,

EE595358 R — 2 ul a doplnime 86 pl TE pufru).

Reakéni smés a teplotni rezim PCR jsou stejné jako u multiplexu 1.

Multiplex 3 (SSR lokusy a koncentrace jejich primerii a priklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primerii):
L54F -2 uM (NED),L54R -2 uM

L13.1 F -2 uM (6FAM),L 13.1 R -2 pM

Redéni primerii:

Provedeme nafedéni primerd na zasobni roztoky 100uM koncentrace dle ptikladu multiplexu
1.

Ptipravime smés z primer v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych
vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primert L5.4 F—2 ul, L5.4

R—-2ul, L13.1 F—2 ul, L13.1 R —2 pl a doplnime 92 pul TE pufru).

Reakéni smés je stejna jako u multiplexu 1.

Teplotni rezim PCR
Krok | Teplota | Cas Popis
1. 94 °C 5 min Pocatecni denaturace

35 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 45 sec Denaturace

3. 55°C |45 sec Annealing

14



4. 72 °C 55 sec Elongace
1x
5. 72 °C 15 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota | Chlazeni amplifikati

Multiplex 4 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a priklad fluorescen¢niho

oznaceni forward primeri):

Bo.F330 F -2 uM (VIC), Bo.F330 R -2 uM

Bo.F394 F — 2 uM (NED), BoF394 R — 2 uM

Redéni primeri:

Provedeme nafedéni primerd na zdsobni roztoky 100uM koncentrace dle ptikladu multiplexu

1.

Pfipravime smés z primert v poZzadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych
vzorki (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primerit Bo.F330 F —2 pl,

Bo.F330 R — 2 pl, Bo.F394 F — 2 ul, Bo.F394 R — 2 pl a doplnime 92 pl TE pufru).

Reakéni smés je stejné jako u multiplexu 1.

Teplotni rezim PCR
Krok | Teplota | Cas Popis
1. 94°C | 5min Pocatecni denaturace

35 x opakovat od 2. do 4. kroku

94 °C

45 sec

Denaturace
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3. 50°C |45 sec Annealing

4. 72 °C 55 sec Elongace

1x

5. 72 °C 15 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota | Chlazeni amplifikati

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a sterilni $picky, mikrozkumavky (stripy, desti¢ky PCR s vicky), chladici

box na PCR mikrozkumavky, chladici desticka nebo ledova ttist, centrifuga, teplotni cyklovac

2.3. Postupy elektroforézy v agardzovém gelu

Ptedbézné hodnoceni ziskanych amplifikacnich produktii se provadi pomoci horizontalni
elektroforézy na 2% agardzovych gelech. Agar6za (Agarose SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg) se rozpousti zahiivanim v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa
Biochemie B.V.) do ziskéani ¢irého roztoku. K rozpousténi je vhodné pouzit mikrovinnou
troubu a proces rozpousténi je nutné sledovat, aby nedoslo k ptekypéni roztoku. K vizualizaci
amplifikovanych fragmentt DNA se pouziva fluorescencni barvivo naptf. GelRed
(GelRed™Nucleic acid Gel Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze piidat
hned do rozpusténého teplého agar6zového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani nalit
do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hiebinky s vhodnym poctem jamek dle poctu
testovanych vzorkid. Ztuhly gel se opatrné pfemisti do vany pro elektroforézu, vyjmou se

hiebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok ptesahoval asi 0,5 cm nad gel. Do slot
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gelu se pipetuji PCR amplifikaty (15 pl) smichané se 4 ul pufru (gel loading buffer, Sigma —
Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikat se do vybraného slotu nanese smés: 1
ul standardu 100 bp DNA ladder (NEW ENGLAND Biolabs), 4 pul destilované vody a 2 ul
pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, jejich migracni
schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu). Potfebna doba trvani
elektroforézy je zpocatku 30 minut pii napéti 60 V a dalSich 120—-150 minut pii napéti 100 V.
Po prob¢hlé elektroforéze se gely dokumentuji pod UV zéfenim pomoci kamerového systému.
DNA fragmenty se v gelovém nosi¢i projevuji jako fluoreskujici prouzky. Priklad
elektroforetického zaznamu amplifikacnich produktd testovaného markeru L5.4 je uveden

v priloze.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a sterilni Spicky, mikrovinnd trouba, vortex, horizontalni

elektroforéza se zdrojem, dokumentacni systém s UV transluminatorem.

2.4. Postupy fragmentacni analyzy a hodnoceni PCR produktii

Zjisténi presné velikosti amplifikovanych fragmentd v hodnotach parti bazi se provadi na
genetickém analyzatoru (napt. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazova fetézova reakce
musi byt provedena s fluorescen¢né ozna¢enymi primery (pro uvedeny typ analyzatoru na 5’
konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET) a PCR amplifikaty musi byt pted fragmenta¢ni
analyzou nasledujicim zptisobem denaturovany na jednovldknové fragmenty. Nejprve se PCR
produkty jednotlivych vzorkti napipetuji po 1 pl do 96 jamkovych desti¢ek urcenych pro
analyzatory a pak se ke kazdému vzorku piida 11 ul smési pfipravené z Formamidu (Hi-Di™

Formamide, Applied Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ — 600 LIZ® Size
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standard v 2.0, Applied Biosystem). Sm¢s se pfipravuje v objemech 11 ul Formamidu a 0,4 pl
velikostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promicha. Po napipetovani
smesi k amplifikatim se desticka kratce stoc¢i na centrifuze, aby byl roztok u dna jamky, a pak
se desticka inkubuje 4 minuty pii teploté 94° C, nasleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu
minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmenti DNA v tenké
kapilafe naplnéné specidlnim polymerem. Polymer i fragmenty DNA zkoumaného vzorku jsou
do kapilary napliiovany automaticky. Detekce fragmentovanych tsekli je zalozena na
hodnoceni fluorescence z fluorescenéné oznacenych primerti po excitaci laserovym zatenim.
Pristroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluorescenci a to umoziuje
v multiplexovém uspotadani hodnotit najednou vice markerd, coz je z ¢asovych i finan¢nich
divodii velmi vyhodné. Pro spravnou identifikaci analyzovanych lokust je nutné jejich
kombinaci sestavit z hlediska velikosti alel a fluorescenéniho zabarveni primert.
Fluorescen¢né zabarvené amplifikaty 12 vybranych markeri ziskané pro jedince btizy bélokoré
podle uvedenych metodickych postupti 1ze seskupit pro fragmentacni analyzy do 3 b&hii. Prvni
béh zahrnuje amplifikované lokusy multiplexu 1 (L1.10, L4.4, L5.1, L5.5). Do 96 jamkovych
desticek urcenych pro analyzatory se nanasi po 1 ul z PCR smési amplifikovanych lokusi 1.
multiplexu a ke kazdému vzorku se prida 11 ul smési ptipravené z Formamidu a velikostniho
standardu. V druhém béhu probihd stejnym postupem fragmentacni analyza PCR produktt
multiplexu 2 (amplifikované lokusy L.2.3,1.3.4, L7.3, EE595358) a v 3. b¢hu se slouci produkty
multiplexu 3 (L5.4, L13.1) a multiplexu 4 (Bo.F330, Bo.F394). Z tietiho a ¢tvrtého multiplexu
se napipetuje do jamek po 1 pl, takze v kazdé jamce budou 2 pl smési amplifikatt. Ptida se o
1 ul méné smési Formamidu a velikostniho standardu a to 10 pl, z divodu nastaveni kapilar
genetického analyzatoru na dany objem roztoku v jamkach.

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produkti se provadi pomoci softwarového programu

GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méteni velikostniho standardu, ktery
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je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibracni kiivku a na jejim podkladé ohodnoti
velikosti analyzovanych fragmentd.

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

sada pipet a sterilni $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, 96 jamkové desticky prislusné

k analyzatoru, geneticky analyzator

e. Zpracovdani molekularnich dat

Jaderné mikrosatelitové markery jsou specifické useky DNA s kodominantnim charakterem,
v ptipadé diploidniho organismu jako je i bfiza bélokora to znamena, ze u sledovaného lokusu
ziskame pro kazdého jedince dvé shodné velikosti alel v ptipadé homozygota a v pripadé
heterozygota dvé riizné hodnoty alel.

Pro ziskani genetickych charakteristik a zjisténi klonové identickych jedinct se velikosti alel
hodnocenych lokusu statisticky zpracovavaji, napt. za vyuziti statistickych programti GenAlEx
6.5 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), CERVUS (KALINOWSKI et al. 2007), GENEPOP 4.2
(RAYMOND et ROUSSET 1995; ROUSSET 2008), STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000;
FALUSH et al. 2003, 2007; HUBISZ et al. 2009). Pro kontrolu velikosti odectenych hodnot
mikrosatelitovych lokusti véetné ohodnoceni frekvence nulovych alel lze pouzit software
Micro-Checker (VAN OOSTERHOUT et al. 2004).

Na zéklad¢ ziskanych hodnot genetickych charakteristik 1ze u porostt biizy bélokoré hodnotit
a porovnavat uroven genetické diverzity, alelické varianty a frekvence alel, genetické
diferenciace mezi populacemi, hodnoty o¢ekavané a pozorované heterozygotnosti, odchylky od
Hardy-Weinbergovy  rovnovdhy, odvozeni popula¢nich  struktur apod. Jedna
z nejvyznamnéjsSich genetickych charakteristik je ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi
populacemi, které 1ze vypocitat na zakladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972).
V ptipad¢ ovérovani klonové identity se porovnavaji hodnoty alel sledovanych lokust u jedinct

(ramet) prislusnych klont (ortetl). Vysledkem je zpracovana genotypizace - piechled hodnot
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alel sledovanych lokusti - pro Setiené klony. Ptislusnost jedince ke klonu je deklarovana, kdyz
jsou shodné hodnoty alel u vSech analyzovanych lokust. V pfipadé¢ pouziti vysoce
polymorfnich markerti 1ze pocet sledovanych markerti snizit a tim snizit i ndklady na analyzy.
Nekteti autoii napf. SCHUELER et al. (2003), LAcCIS et al. (2009, 2011) uvadéji ve svych

publikacich vyuziti jen tii az sedmi vysoce polymorfnich markert.

II1. Srovnani novosti postupii

Metodické postupy DNA analyz u btizy bélokoré pro sledovani genetické variability a klonové
identity s vyuzitim jadernych mikrosatelitovych markeri nebyly dosud pro podminky Ceské
republiky popsany. Na zaklad¢ genetického Setieni 1ze vybrané stromy biizy bélokoré vyuzit
pro ziskani kvalitnéjSiho reprodukéniho materidlu, se kterym se dosdhne efektivnéjsiho
zalesnéni holin s dostate¢nou variabilitou porosti a oveéfenym vybérem elitnich klond.
Vyznamnost novych postupti v piedkladané metodice spociva ve vyuziti DNA analyz
pro objektivni ovétovani piislusnosti ramet (jedinct) k ur¢itému ortetu (klonu) a sledovani
genetické diverzity mezi jedinci a porosty. V piipadé zalozeni semenného sadu s klony btizy
bélokoré, 1ze vedle dokumentacni evidence zdrojt reprodukéniho materidlu, kdy ale ptipadnou
zaménu kloni v sadu nelze vyloucit, objektivné potvrdit deklarovanou identitu jedinct k
prislusnym klonim na zakladé uvedenych metodickych postupli analyz mikrosatelitovych
markerd. Objektivni genetické hodnoceni spociva v pfimé analyze DNA jedincl s vyuzitim
polymorfnich jadernych mikrosatelitovych lokust, jejichz velikosti jsou s pfesnosti jednotek
bazi zaznamenavany na genetickém analyzatoru. Z divodu ekonomickych i casovych tspor pfi
zpracovani vétsiho poctu vzorkl jsou metodické postupy analyz mikrosatelitovych markert
optimalizovany i z hlediska jejich seskupeni do multiplexti. Vystupem analyz je multilokusova
genotypizace (MLG), coz predstavuje databazi velikosti alel hodnocenych lokust k

jednotlivym stromiim. Na zaklad¢ této databaze se posuzuje klonova prislusnost jedince ke
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klonu 1 geneticka diverzita mezi klony. Pro ziskdni informaci o genetické variabilité biizy
bélokoré bylo potiebné zvolit DNA markery, které vykazuji vysokou miru polymorfismu. Mezi
nejvariabilnéjsi oblasti genomu patii mikrosatelitové lokusy, které se liSi v poctu opakovani
zakladniho sekven¢niho motivu nukleotidovych bazi. S vyuzitim genetického analyzatoru
ziskame ptesné rozliSeni alel, kdy lze zjistit i rozdilnou velikost amplifika¢nich produktt
lisicich se pouze o jednu repetici motivu (u dinukleotidovych motivii jen o 2 baze). Za tcelem
ovéiovani klonalni identity a zjistovani genetickych charakteristik u btizy bélokoré bylo pro
DNA analyzy vybrano 12 jadernych mikrosatelitovych markert L1.10, L2.3, L.3.4, L4.4, L5.1,
L5.4,1L5.5,L7.3,L13.1 (KuLiu K. K. M. et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330 (TRUONG et al. 2004),
EE595358 (YOSHIAKI et al. 2009), jejichz postupy PCR amplifikace byly optimalizovany i za
ucelem moznosti jejich seskupeni do multiplexti. Amplifikace a navazujici fragmentacni
analyzy provedené v multiplexech predstavuji velkou ¢asovou a finanéni tsporu. Popsané
metodické postupy byly odzkouseny u vyhledanych morfologicky kvalitnich jedinct bfizy

bé&lokoré z oblasti stiednich Cech.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Uplatnéni metodiky bude spocivat v ziskdvani poznatkli o Urovni genetické diverzity
zajmovych porostl biizy bélokoré za icelem vybéru vhodnych zdroji reprodukcéniho materialu
a v ovétovani deklarované identity klont u vSech typt klonovych vysadeb (semennych sadi a
smési klont).

V soucasné zvysené potieb¢ zalesiiovat kalamitni holiny nabyvé biiza bélokord jako jeden
z druhti pfipravné dfeviny na vyznamu a pro tyto ucely je zadouci, aby se pouzivaly
morfologicky kvalitni a geneticky variabilni btizy. Popsané metodické postupy ovétovani

identity klont/ortett u semennych sadt (popt. smési kloni) s btizou bélokorou budou slouzit
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pro potieby statni spravy a koordinatora Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu
lesnich dievin (UHUL) pii aplikaci novych kontrolnich metod a dotaéni politiky Ceské
republiky. U nové uznavaného semenného sadu s biizou bélokorou bude pro napliiovani
dotac¢niho titulu na zakladé¢ ptedkladanych metodickych postupi DNA analyz probihat
vybérova kontrola genetické totoznosti roubovancti rostoucich v semenném sadu s referenénim
materidlem rostlinnych vzorkli odebranych ze zdrojovych rodi¢ovskych stromti ve stejnou
dobu, kdy byly odebirany rouby pro napéstovani roubovanci. Referen¢ni vzorky se odebiraji
za piitomnosti zastupce UHUL a uchovévaji se v ultra nizkych teplotach (-80 °C).

Predlozené metodické postupy jsou navodem pro ziskani znalosti o irovni genetické diverzity,
diferenciaci, heterozygotnosti a dalSich genetickych charakteristikdch u zdrojovych porosti
reprodukéniho materialu, které jsou pti umélé obnové lesa velmi dulezité. Pfi vys$si trovni
genetické diverzity Ize predpokladat zvySenou adaptacni schopnost k nepfiznivym podminkam
prostfedi a tim zachovani stability lesnich ekosystémii. Pfedpokladd se, ze informace o
genetickych charakteristikach porostii budou vyuzity jako podklady pro rozhodovaci fizeni,
strategické planovani a legislativni Cinnost statni spravy v oblasti ochrany a reprodukce
genofondu lesnich dievin a nakladani s reproduk¢énim materidlem. Dal$i mozné aplikacni
vyuziti ziskanych poznatki je pfi uznavani zdroji reprodukéniho materialu a jejich zatfazovani
do Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich dievin vcetné zatazovani
vzorki z téchto zdroji do Narodni banky osiva a explantatd lesnich dievin, kdy lze predev§im
na zakladé miry genetické diverzity rozhodnout, které populace (porosty) je mozné zaradit jako
cenné zdroje. Poznatky o diverzité populaci také napomahaji plnit cile Statni politiky Zivotniho
prostiedi a mezinarodni zavazky Ceské republiky pfi ochrané biologické rozmanitosti.
Metodika popisuje postupy zpracovani vzorkl, izolace DNA, amplifikace vybranych jadernych
mikrosatelitovych lokust, elektroforézy, fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Predstavené postupy byly odzkouseny na vybranych jedincich biizy bélokoré a ptiklady

vystupii DNA analyz jsou uvedeny v pfiloze.
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Moznosti uplatnéni mize komplikovat finan¢ni narocnost ptistrojového vybaveni predevsim
genetického analyzatoru pro fragmentacni analyzy, ty je mozné si objednat na zakazku u

komer¢nich firem (napt. SEQme s.r.o0., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV).

V. Ekonomické aspekty

Po mnoha desetileti az stoleti bylo dievo hlavnich hospodarskych druhti lesnich dievin bézné
dostupné. V soucasné dobé vlivem kalamitnich uhynt se stdva nedostatkovym produktem,
ktery z divodu dlouhovekosti téchto druhti dfevin bude v ptipadé ptiznivych klimatickych
podminek obnoven az za nékolik desitek let. Urcité nahrazeni vypadku difeva by mohly
poskytnout rychlerostouci dieviny jako jsou i bfizy bélokoré pii vybéru morfologicky i
geneticky kvalitnich vychozich stromi. Pii reprodukci porostl z kvalitnich genetickych zdroji
je vyssi zaruka, ze v dobé mytni zralosti porosti bude dosazeno vyssi kvantitativni (objemové)
produkce, coz piispiva ke zvySeni ekonomické zivotaschopnosti a konkurenceschopnosti trvale
udrzitelného obhospodatrovani lest. Biiza bélokora byla povazovana za diilezitou pionyrskou a
melioracni dfevinu, ale s omezenym vyuzitim a nizkym zhodnocenim dieva (REISNER et
ZEIDLER 2010). Ptitom tato dfevina nachazela Siroké uplatnéni jiz v davné minulosti napf. na
vyrobu lepidla, nadob, v nabytkaftstvi, kosmetice, v 1€karstvi a jako vyborné palivo. Dievo btizy
bélokoré je roztrousend porovité a bez jadra (URADNICEK et al. 2009). Barva je bélava,
popiipadé se zlutym nadechem. Kresba dieva je malo vyrazna, ale vyskytuji se formy
s vyraznou a dekorativni kresbou jako je napiiklad karelskd (finskd) bfiza. Je to dfevina
polotvrdad s dobrymi mechanickymi vlastnostmi dieva, které lze vyuzit pro mnoha technicka
zpracovani, ale vyrobky z bfizy jsou vhodné jen pro vnitini prostiedi, v exteriéru je dievo
nachylné k napadeni dfevokaznymi houbami. Dfevo bfizy se v Sirokém méfitku zpracovava
v severoevropskych statech a v Rusku. Rozvinuty pieklizkarensky primysl je napiiklad ve
Finsku. Velkym dodavatelem dyhovaného, pieklizkového a masivniho bifezového nabytku je

od 80. let minulého stoleti §védska firma IKEA (REISNER et ZEIDLER 2010). V Cechach je
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nedostatek kvalitniho bfezového dieva pro technické zpracovani a vétSina domaci biizy se
zpracovava na palivo. Pro vyrobu nabytku a dalSich produktii se dyhy a pieklizky dovazi napt.
z Polska, Ruska, Ukrajiny (Dfevospektrum, Rakovnik).

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k poznatkiim o genetické kvalité zdroji reprodukcniho materidlu btizy bélokoré je 1 pfinos
celospolecensky. Pti pouziti dostatecné¢ geneticky variabilniho vychoziho materidlu pro
zalesiiovani se ziskaji stabilngj$i a odoln&jsi porosty, které budou zvysSovat biologickou
rozmanitost, 1épe se piizptisobovat moznym zméndm klimatu a tim pfispivat k ochrané
zivotniho prostfedi. Souc¢asné dochazi i k napliovani cilti Narodniho programu - podporovat
kvalitni genetické zdroje a ovétovat jejich identitu metodou DNA markert.

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na spotfebni
material a chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vybaveni pro analyzy DNA. Na
izolaci DNA vzorku z jedince jsou primérné naklady 118,- K¢. Naklady u jedince na PCR
produkty a nasledné fragmentacéni analyzy Cini pro 12 lokusu pfiblizné 212,- K¢ v¢. DPH, za
predpokladu provedeni analyz v multiplexech dle uvedenych optimalizovanych postupt.
Néklady jsou kalkulovany k roku 2021 a je nutné zminit, Ze cena chemikalii se postupné
navySuje. V uvedené kalkulaci naSich ndkladi (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty
dopliikové naklady, ndklady na odpisy pfistrojového vybaveni, osobni ndklady, naklady na
vyvoj metod, které jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materidlni i personalni)
pracovisté. Pii vyuziti sluzeb komercnich laboratofi je mozné se obratit naptiklad na spolecnosti
SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV. Ptinosy pro uzivatele metodiky
budou spocivat ve finan¢ni uspote vynalozenych prostiedkli na vyvoj metodickych postupi
analyz DNA u btizy bélokoré pro klonovou identifikaci a zjiStovani Grovné diverzity porostu.
Tyto postupy jsou vyuzitelné pro kontrolni mechanismy uzivatele pfi ovétovani identity klonti.
Poznatky dale podpoii genové bohatsi porosty, které jsou stabilngj$i a odolnéjsi k moznym

chorobam a sktidcim a zméndm klimatu. Také lze predpokladat zvyseny ekonomicky piinos
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zt€zby dieva u vlastnikli lesit ze zvySenych budoucich vynost z porostli zaloZenych

z kvalitniho reproduk¢niho materilu.

VI. Dedikace

Metodika vznikla za podpory Ministerstva zeméd¢lstvi, institucionalni podpora MZE-
ROO0118 a vyzkumného projektu NAZV ¢. QK1920328 (Komplexni feseni obnovy a

pestovani lesa v oblastech s rychlym velkoplo$nym hynutim lesa).
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Methodological procedures for verification of genetic diversity and clonal identity in silver

birch (Betula pendula Roth) using microsatellite markers

Summary

The Silver birch is a deciduous tree species of the family Betulaceae, native to Europe and
parts of Asia, found throughout the northern hemisphere. It has been introduced into North
America and in the southern parts of its range, it is mainly found in mountainous regions. It is
a pioneer species that needs plenty of light, one of the first trees to appear on bare land or after
a forest fire. It is able to grow even in extreme habitats with a lack of soil moisture or,
conversely, to a lesser extent with excess moisture, adapts to various soil substrates, but
predominates on acidic rocks, sandy soils with a high skeleton content or even on rocks. Its
tolerance to pollution make it suitable for planting in industrial areas and exposed sites. The
silver birch is a medium-sized deciduous tree with the white peeling bark on the trunk, which
grows up to 30 m (URADNICEK et al. 2009). Tiny monoecious (male and female) flowers appear
in early spring in separate catkins on the same tree. The numerous small winged seeds are
spread widely by the wind. The silver birch is used for different products, various parts of the
tree are used in traditional medicine and cosmetics. It is planted decoratively in parks and
gardens. The Silver birch wood is pale in colour with no distinct heartwood and quality forms
of trees are used in making furniture, plywood, veneers, parquet blocks, skis, and kitchen
utensils, and in turnery. It makes a good firewood, but is quickly consumed by the flames
(HEINY et SLAVIK 1990, URADNICEK et al. 2009, REISNER et ZEIDLER 2010). For use in forestry,
it is essential to ensure a sufficient amount of quality sources of reproductive material.
Verification of genetic characteristics is possible on the basis of DNA. Mentioned
methodological procedures of DNA analyses using nuclear microsatellite markers can be used
to gain objective knowledge about clonal identity, genetic diversity, and the structure of gene
sources in reproductive material. Knowledge of the level of genetic diversity is important for
assessing the resistance of populations to environmental changes or diseases. Microsatellites,
also known as simple sequence repeats (SSR) are small repetitive DNA sequences, highly
variable markers and commonly used in population genetic. SSR are codominant markers and
therefore can distinguish homozygotes and heterozygotes. The silver birch with two sets of
chromosomes is diploid organism. The selected individuals of silver birch were used to develop
this methodology, that describes the processes of sampling, isolation of DNA, conditions of

polymerase chain reaction (PCR), separation, sizing of amplification products and calculations
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of molecular data. Total genomic DNA was extracted using a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) from 100 mg fresh young leaves or 20 mg lyophilized ones. The SSR method
is based on the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. Based on a previous
screening twelve variable microsatellite markers L.1.10, L2.3, L3.4, L4.4, L5.1, L5.4, L5.5,
L7.3,L13.1 (KuLiu K. K. M. et al. 2004), Bo.F394, Bo.F330 (TRUONG et al. 2004), EE595358
(YosHIAKI et al.(2009) were selected for DNA analysis (Table 1). PCR products were separated
by capillary electrophoresis using the Applied Biosystems 3500 genetic analyser.

The developed procedures of DNA analyses for objective determination of the genetic diversity
and the clonal identity of gene sources of reproductive material will contribute to the quality of
the silver birch reproductive material for primary afforestation of clearings and to creating
optimal forest composition in order to maintain the ecological stability. The knowledge
obtained from genetic monitoring will be used in the state administration in the field of
protection and reproduction of genetic resources of forest trees and can be used in the
amendment of forestry legislation. The procedures of this methodology for verifying the genetic
identity of clones for seed orchards or mixtures of clones and diversity of gene sources will
serve for the needs of the coordinator of the National Programme for the protection and
reproduction of the gene pool of forest tree species (The Forest Management Institute) for the
application of new control methods, selection of genetic sources and subsidy policy of the

Czech Republic.

32



Priloha

Piiklady vystupi genetickych analyz u brizy bélokoré

Obr. 1: Ukazka elektroforetického zdznamu amplifikacnich produkti testovaného markeru L5.4

Obr. 2: Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického analyzatoru pro jeden klon bizy bélokoré u Ctyt
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Tab. 1.

Priklad multilokusové genotypizace (MLG) u vybranych jedinct bfizy bélokoré

oznaceni klonu Bo.F330 Bo.F394 L5.4 L13.1 L1.10 L4.4
BR 01 179 189 134 144 241 255 87 103 209 209 262 262
BR 02 197 197 136 142 237 237 103 103 177 193 252 252
BR 03 195 199 138 140 241 241 97 103 177 193 266 266
BR 04 179 179 134 154 241 255 91 97 177 179 268 268
BR 05 179 179 132 138 239 241 97 103 177 177 250 250
BR 06 179 179 138 150 245 253 95 99 183 199 252 260
BR 07 177 195 134 138 237 237 87 101 203 213 270 270
BR 08 189 197 132 132 237 241 93 95 177 183 252 252
BR 09 195 199 136 138 245 255 97 103 171 177 250 250
BR 10 179 187 138 168 245 255 87 93 185 201 248 248
oznaceni klonu L5.1 L5.5 L2.3 L3.4 L7.3 EES595358
BR 01 301 301 128 140 174 196 265 265 194 196 138 138
BR 02 301 331 140 140 196 218 261 263 196 196 138 148
BR 03 301 311 134 140 196 196 261 271 188 196 130 138
BR 04 301 301 130 138 208 208 259 263 196 196 138 138
BR 05 301 301 118 128 196 196 265 265 198 198 148 148
BR 06 301 301 130 130 212 212 247 261 188 198 152 152
BR 07 301 323 118 128 196 196 261 261 198 198 130 142
BR 08 301 311 128 128 196 208 259 267 188 196 136 136
BR 09 301 301 140 140 196 196 261 271 196 198 138 142
BR 10 301 301 136 136 196 218 261 261 196 198 138 142
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