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Abstrakt:

Tato metodika je uréena k ovéreni druhové Cistoty topolu ¢erného a jeho odliseni od topolu
kanadského a jejich kfizencll na zékladé fragmentaéni analyzy 8 marker( (6 diagnostickych SSR
marker(, 1 informativni SSR marker, 1 STS marker) seskupenych do dvou multiplexd. Pomoci této
metodiky a zjiSténych velikosti specifickych alel topolu bavinikového lze v testovaném porostu
topolll dale zaznamenat moZny geneticky tok mezi topolem cernym a topolem kanadskym, které
se mezi sebou v pfirodé hojné kfizi. Prvni generaci kfizencl (topol bavinikovy x topol ¢erny, tj.
topoly kanadské) Ize detekovat snadno jiz pomoci 1 markeru. Avsak v hybridnich populacich mizeme
oCekavat rizné stupné kfizeni mezi jedinci. Jiz u prvni generace zpétnych kfizencd (BC1, tj. kfizenci
mezi topolem kanadskym a topolem cernym) a druhé generace kfizenct (topol kanadsky x topol
kanadsky) je situace sloZitéjsi a nestaci pouZziti jednoho markeru. Kvili mendelistické segregaci alel
mUze u diagnostickych marker( nastat s urcitou pravdépodobnosti zaména BC1 kfizenc(, druhé
generace kfizenc( a dalSich generaci za topol ¢erny. Tato pravdépodobnost se snizuje s pouZitim
vyssiho poctu marker(. Senzitivita testu pri pouZiti 6 diagnostickych markerd je u prvni generace
kfizencd 100 %, u druhé generace kfizencl 99,98 % a BC1 kfizenc( 98,44 %.

Klicova slova: Populus nigra, Populus xcanadensis, Populus deltoides, SSR marker, odliSeni druhu

Abstract:

The aim of this methodology is to describe the method of distinguishing black poplar from
Euramerican poplar and its hybrids using DNA fragment analysis. Eight markers (six diagnostic
SSR markers, one informative SSR marker and one STS marker) were grouped into two multiplexes.
Described Eastern cottonwood specific alleles can also be used to study possible gene flow
between the black poplar and the Euramerican poplar that cross abundantly in nature. The first
generation of interspecific hybrids (Eastern cottonwood x black poplar, i.e. Euramerican poplars)
can be easily detected with just one marker. However, the different generations of crossings
can be expected in poplar populations. The situation is already more complicated in the hybrids
of the second generation (Euramerican poplar x Euramerican poplar) and the first generation
of backcrosses (BC1, i.e. crosses between Euramerican poplar and black poplar) when the use
of just one marker is insufficient. Due to Mendelian segregation of alleles, there is a certain
probability of confusion that BC1 hybrids, the hybrids of the second or higher generation
of crossing would be determined with diagnostic markers as black poplar. This probability decreases
with higher number of used markers. The sensitivity of the test using six diagnostic markers
is 100% for the first generation hybrids, 99.98% for the second generation hybrids and 98.44%
for BC1 hybrids.

Keywords: Populus nigra, Populus xcanadensis, Populus deltoides, SSR marker, species differenciation
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1 Cil metodiky

Cilem predloZené metodiky je vytvorit postup k odliseni jedinct topolu ¢erného (Populus
nigra L.) od jedincl topolu kanadského (P. xcanadensis Moench, tj. P. deltoides Bartr. ex Marsh. x
P. nigra) a jejich kfizencl pomoci analyz DNA s vyuZitim mikrosatelitovych marker(. Pro urychleni
a zlevnéni procesu identifikace vybrané markery seskupit do multiplexi a optimalizovat podmin-
ky PCR reakce. Spravna identifikace druhu je klicova pro uznavani zdrojl reprodukéniho materidlu
lesnich drevin. PouZiti ovéreného vysadbového materidlu povede k delsi Zivotnosti lesnich a breho-
vych porostl a vysledkem bude vyssi stabilita celych ekosystéma.

Soucasti metodiky je literarni reserse resené problematiky a podrobné rozepsany popis
jednotlivych cinnosti vedouci k odliseni druhu.

2 Vlastni popis metodiky
2.1  Uvod

Topol cerny (Populus nigra L.) je euroasijska drevina s rozsahlym arealem roz-
Siteni, ktery zahrnuje Evropu s vyjimkou severskych zemi, stfedomorské pobrezi severni
Afriky, zapadni a centralni Asii, vetné Kavkazu a rozsahlé casti Stfedniho vychodu. Nalez-
neme ho od 30°N po 64°N na Sibifi a od nadmorské vysky 0 m. n. m. az po 4 000 m. n. m.
(Van den Broeck 2003, de Rigo et al. 2016). V uvedeném aredlu je jeho prirozené zastoupeni vel-
mi mezernaté, vazané na luzni lesy, brehové a doprovodné porosty vodnich tokl. Na celoevropské
urovni je fazen mezi kriticky ohroZené druhy. Ve znacné ¢asti jeho pfirozeného vyskytu je dnes na
pokraji vyhynuti. Mezi hlavni pric¢iny ohroZeni druhu patfi fragmentace a devastace pfirozenych
stanovist, upfednostiiovani vysadby mezidruhovych kfizenc( a nasledné pak vyssi riziko introgrese
gen( z Casto péstovanych neplivodnich druhi topoll do genofondu topolu ¢erného (Lefévre et al.
1998). Zmensujici se populace Celi také vyssimu riziku poklesu kondice v dlsledku pfibuzenského
krizeni (Benetka et al. 2008, Novotna 2013).

V Ceské republice se tato dfive velmi ¢asta pionyrskd dfevina nyni vyskytuje pouze ve zbyt-
cich pavodnich populaci v Poohfi, strednim Polabi, Dolnomoravském uUvalu a Hornomoravském
Gvalu (Chmelaf a Koblizek 1990, Kubat et al. 2002) a je zafazena v Cerveném seznamu cévnatych
rostlin (Grulich 2017) mezi kriticky ohrozené a ustupujici taxony (kategorie C1t), neni zakonem chra-
néna.

Topol ¢erny se vyuZiva v luznich lesich nizSich poloh, kde m(iZe byt pouzit jako zakladni
cilova nebo pripravna drevina. Jako dfevina melioracni a zpevnujici miZe byt pouZit nejen v luznich
lesich, ale i na olSovych a jasanovych stanovistich na podmacéenych a luznich pddéach (vyhlaska
€. 298/2018 Sb.). Své uplatnéni by mohl nalézt také jako pfipravna dfevina pro rychlou obnovu
lesniho prostiedi na rozsahlych holinach (Cizkova et al. 2020). P¥i vysadbé je nutné vzit v Gvahu, Ze
se jedna o svétlomilnou drevinu a vysadbu realizovat na vhodném stanovisti. Vyznam topolu cer-
ného, jakozto mozné nahradni dreviny v luznich lesich nebo brfehovych a doprovodnych porostech,
znacéné vzrostl v poslednich letech, nebot doslo k vyznamné redukci populaci jilmd, olsi a jasant
v disledku Siteni grafidzy, fytoftorové hniloby olsi a nekrdzy jasanu (Havrdova et al. 2016, Novotna
et al. 2017, Chumanova et al. 2021). Zvysenim diverzity klicovych druh( téchto spolecenstev
by doslo k zvySeni stability celych téchto ekosystém.

Topol ¢erny je dokonale prizpGsoben nasemu klimatu. Neprojevuji se u néj poskozeni pfi
povétrnostnich vykyvech, ktera jsou casta u fady importovanych kfizencl s topolem bavlniko-
vym (P. deltoides Bartr. ex Marsh.), tj. topoll kanadskych (P. xcanadensis Moench, tj. P. deltoides
x P. nigra) (Mottl 1989) a na rozdil od nich jde o stfednévékou drevinu. Na rozdil od ostatnich
domacich druht topoll vytvari hluboky kofenovy systém (Kovandova a Frankova 2014), ktery muize
dosahovat do hloubky 10 m (Mottl 1989). | pfes tyto vyhody byl topol ¢erny v minulosti vytlacen
z péstovani v disledku masového Sifeni topoll kanadskych.



Topol Cerny je na zadkladé morfologickych znakd a kfiZitelnosti s dalSimi druhy topold
fazen do sekce Aigeiros. S dalSimi druhy této sekce a druhy ze sekce Tacamahaca se snadno kfizi.
Nejcastéji se jedna o kfizence s topolem bavinikovym a zpétné kfizence s topolem kanadskym,
kdy topol kanadsky je matka ziskanych semenacl (Benetka et al. 2002, Vanden Broeck et al.
2004). Ke kfizeni v opacném sméru (tj. P. nigra x P. xcanadensis) ve volné prirodé dochazi vétsinou
ojedinéle (Benetka et al. 2002, Vanden Broeck et al. 2021) a to v zavislosti na podilu a vzdale-
nosti vyskytu samcich jedincl topolu kanadského oproti topolu ¢ernému rostoucich v blizkosti
samiciho topolu cerného (Benetka et al. 2002, Vanden Broeck et al. 2004, Bialozyt et al. 2012)
a dale na fenologii kveteni jedincd (Bialozyt 2012), proudéni vétru, reliéfu terénu atd. Prvni spon-
tanni ktizenec (P. xcanadensis ‘Serotina’) vznikl okolo roku 1700 pravdépodobné ve Francii,
odkud se rozsifil do dalSich ¢asti Evropy (Mottl 1989). Méné casto se topol Cerny kfizi s topo-
lem Maximovi¢ovym (P. maximowiczii A. Henry) a topolem chlupatoplodym (P. trichocarpa Torr.
& Gray.). S ostatnimi nasSimi domacimi topoly, jakozto se zastupci jinych sekci, tj. topolem bilym
(P. alba L.), topolem Sedym (pfirozeny kfizenec P. alba x P. tremula, tj. P. xcanescens Smith.) a topo-
lem osikou (P. tremula L.), se ve volné prirodé nek¥izi (Cagelli a Leféevre 1995, Eckenwalder 1996).

Dospélé stromy topolu cerného maji Siroké, husté koruny s vice ¢i méné rovnym kmenem
nesoucim tlusté boule a tézké vétve. Starsi jedinci dorUstaji do vysky 20—40 m a priméru 60-100
(nebo dokonce i 200) cm. Stromy mohou dosahovat stafi az 400 let, castéji vsak 200-300 let
(Allegri 1971). Technické stari v brehovych porostech uvadi Valek (1977) 40-50 let. Topol cerny
mUzZe byt vysoky a rovny nebo s Sirokou korunou, nebo pokrouceny nebo dokonce vicekmenny
(Richardson et al. 2014).

Topol ¢erny je v Ceské republice soucasti pomérné Siroké stfedoevropské populace.
Velikost, tvar a charakter listli jsou dosti variabilni a od listG dalSich nasich domacich druhl se
vyznamné lii (Burianek a Novotny 2016). Cepel juvenilnich listd topolu ¢erného je obvykle plo-
cha, ale téz az silné po okrajich zvInénd. Okraje Cepele jsou mélce, €asto nepravidelné vroubko-
vané az vroubkované zubaté. U bujné rostoucich listd se miZe vyskytnout u fapiku slabé srdcité
nasazeni. Adultni listy maji ¢epel vice ¢i méné blizkou kosnikovitého tvaru, zakonenou uzkou
$pickou. Cepel je plodn& mensi, zhruba 1/3 velikosti listu juvenilniho. Svrchu je tmavé zelena,
leskla, vespod matné svétle zelend, lysd, koZovitd a plocha. Ke konci vegetacniho obdobi
byvaji listy napaddny rzi, zdravé listy se pfed opadem barvi 7luté (Mottl a Uradni¢ek 2003). Na rozdil
od topold kanadskych a jejich zpétnych kfizencl se u topolu ¢erného na prechodu fapiku
v listovou ¢epel nikdy nevyskytuji Zlazky, bujné rostouci pryty maji kruhovity priifez a nikdy na ném
neparazituje jmeli listna¢ové (Viscum album L.) (Mottl a Uradni¢ek 2003). Potomci pochazejici
z mezidruhového kfizeni mohou vice ¢i méné zdédit nékteré typické znaky rodicovskych druh.
Z tohoto ddvodu byva identifikace mezidruhovych nebo zpétnych kfizencl od ¢istého druhu topolu
cerného na zdkladé morfologickych znaki obtizna. Navic zminéné znaky mohou pfi terminu hodno-
ceni chybét (zaleZi na stafi stromu a dobé vegetace). Zakladni rozlisujici znaky, které mohou poslou-
zit k prvotnimu odliSeni topolu ¢erného od topolu kanadského jsou shrnuty v tabulce Pfiloha €. 1.

K determinaci taxon( a jejich kfizencl se u nékterych druhl vyuzZiva metoda prdtokové
cytometrie, napf. u bfizy (Karlik et al. 2010, Kunes et al. 2019) a jefabu (Lepsi et al. 2015).
Tato metoda je v porovnani s ostatnimi metodami relativné rychld a levnad (Suda 2005),
ale pro odliseni topolu cerného a kanadského se v naSich predbéinych testech ukdzala
jako nevhodnad. Ve spolupraci s tymem na Katedfe botaniky Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy bylo zjisténo, Ze na zakladé relativni velikosti genomu neni mozné tyto druhy prlikazné
odlisit (Obr. 1; Urfus et al., nepublikovano).
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Obr. 1 Relativni velikost genomu u jednotlivych testovanych klond topoli ¢ernych (P. nigra),
kanadskych (P. xcanadensis) a bilych (P. alba).

Pro odliseni druht a krizencl v rdmci rodu Populus se dfive hojné pouzivaly izoenzymové
analyzy (napt. Rajora 1990, Janssen 1997, Benetka et al. 1999, Benetka et al. 2002), které jsou jed-
noduché na vyhodnoceni a jsou relativné financné nendrocné (Vackova et al. 1998). Metoda ma
vSak sva omezeni. Zatimco Cisté rodicovské druhy a kfizence 1. generace dokaze odlisit, identifikace
druhu v dalsich generacich nebo u zpétnych kfizencud je Casto obtizna z divodu nizkého stupné
polymorfismu (Heinze 1997, Benetka et al. 1999). Pokud je pouZit vyssi poCet enzymovych systémd,
zvysuje se i pravdépodobnost odliseni mezidruhovych kfizencl (Heinze 1997, Janssen 1997).

Dalsi velmi vhodné metody pro odliseni druh( jsou metody na principu analyzy DNA.
VyuZiti chloroplastovych (cpDNA) marker( je omezené, protoZe jsou dédény po matce, a proto
nejsou schopné odlisit kiizence v pripadé opyleni topolu ¢erného topolem bavinikovym nebo
hybridem (Heinze 1998, Ziegenhagen et al. 2008). Heinze (1997) Uspésné otestoval marker WIN3
(Bradshaw et al. 1994) a nalezl specifickou alelu pro topol bavinikovy, ale upozornil na to, Ze
pouziti pouze jednoho markeru pro odliseni mezidruhovych kfizencl nestaéi a dalsi markery
je treba nalézt. Nasledné byly vytvoreny dalsi markery na rlznych principech analyzy DNA
(napf. Meirmans et al. 2007, Fladung a Buschbom 2009, Alexandrov a Karlov 2018, atd.). Velmi
vhodné se déle ukazaly mikrosatelitni markery (Simple Sequence Repeats markery; SSR marke-
ry). Jsou kodominantni, vysoce polymorfni a vysledky mezi laboratoremi jsou srovnatelné (az na
malé odchylky ve velikosti alel) (Jones et al. 1997). Kromé odliseni druhd jsou G¢innym nastrojem
pro studium genového toku (Vanden Broeck et al. 2004, Rathmacher et al. 2010), stupné introgre-
se (Pospiskova a Salkova 2006, Smulders et al. 2008, Chenault et al. 2011), uréovani rodi¢ovstvi
(Pospiskova a Salkovd 2006, Vanden Broeck et al. 2006) a genetické diverzity topold (napt.
Pospiskova a Bartakova 2004, Smulders et al. 2008, Politov et al. 2015, Cvrckova et al. 2022).

2.2 Odbér vzorku a laboratorni postupy

Laboratorni postup od odbéru listl, pfes PCR reakci, po fragmentacéni analyzu je shrnut
v bodech pfilohy (Ptiloha €. 2).

2.2.1 Odbér a uskladnéni vzorkd
Pozadované materidlové vybaveni a chemikalie: plastové krabicky, ¢ajové sacky, silika gel

Rostlinny materidl je vhodné odebirat v jarnim obdobi. Mladé, vSeobecné méné napadené
listy obsahuji vétsi mnozstvi DNA a mensi mnozstvi polysacharid( a jinych latek, které negativné
ovliviiuji vytézek i kvalitu vyizolované DNA a nasledné molekularni metody.

Pfi odbéru vzorkd v terénu lze vyuZit nasledujici postupy. Mladé a zdravé listy se ihned
po odebrani vlozi do mikrotenovych sackl, ulozZi se do chladiciho boxu s namrazenymi desti¢ckami
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oddélenymi savym materialem od vzork(. Vzorky se mohou kratkodobé uchovévat v lednici (4 °C),
pro delsi uchovani je vhodnéjsi mrazeni (-20 °C nebo -80 °C). Nejvhodnéjsi je rychlé mrazeni
Cerstvého materidlu. To miZe byt provedeno v tekutém dusiku s naslednym susenim v lyofiliza-
toru a drcenim v oscilaénim mlynu nebo rovnou drcenim cerstvého materialu v tekutém dusiku
v misce s tlouckem s naslednou izolaci. Dalsi z moZnosti je poufZiti silikagelu. Vysouseni silikagelem
je velmi praktické a efektivni. Rychle absorbuje vihkost a je moZzné ho dovézt na misto odbéru
a pfimo na misté zacit susSeni. Vzhledem k prakticnosti a dosaZzeni optimalniho vytézku, kvality
a Cistoty vyizolované DNA byla tato metoda pouZita pro suseni vSech odebranych vzork( topold.

Milady, zdravy a Cisty list se po odebrani v terénu ihned vlozi do popsaného ¢ajového sacku
a uloZi do plastové krabicky se silikagelem (Silica Gel Orange, 2-5 mm, perlform; Roth). Po ndvratu
z terénu se vzorky jeden po druhém preskladaji do krabic¢ky a presypou mensi vrstvou cerstvého
silikagelu. Silikagel se méni pravidelné do Uplného vysuseni vzorki, kdy je list vysoce ldmavy. Takto
vysusené listy je mozné dlouhodobé skladovat nejlépe ve vzduchotésnych a vodotésnych krabic-
kéch (napt. Lock & Lock). Cas od ¢asu je vhodné zkontrolovat indikator vihkosti silikagelu a v p¥ipadé
potreby silikagel vymeénit.

2.2.2 Homogenizace materialu, extrakce izolacnimi sadami, stanoveni Cistoty,
koncentrace a integrity DNA, fedéni DNA

PoZadované materidlové a technické vybaveni a chemikalie: sterilni mikrozkumavky
a Spicky, pipety, sklenéné kulicky, stojanky na zkumavky; analytické vahy, oscilacni mlyn, termo-
blok, centrifuga, vortex, spektrofotometr, mikrovinnd trouba, horizontdIni elektroforéza
se zdrojem, transiluminator, fotodokumentacéni zafizeni; izolacni sada, ethanol, isopropanol,
ultradista voda, agardza, interkalacni barvivo, elektroforeticky pufr, nanaseci pufr, velikostni marker

Ve zvlasté vyclenéném prostoru pro izolaci DNA se navazi priblizné 20 mg vysusSené-
ho rostlinného materidlu v 2 ml zkumavce s kulatym dnem a bezpecnostnim zamkem. Do kazdé
zkumavky se pridaji 3 sklenéné kulicky o priméru 3 mm a zkumavky se rovnomérné umisti
do homogenizacnich krabicek a vloZzi do oscilatcniho mlynu (Retsch MM 400, Retsch).
Oscildtor se nastavi na frekvenci 30 kmitd za sekundu na 6 minut. Po uplynuti této doby
se krabicky vyjmou z oscilatoru a zkumavky zkontroluji. Pokud neni materidl rozmélnény
na jemny prasek, predesly krok se znovu opakuje. Pokud by se nepodafilo timto zplsobem
materidl rozmélnit, je mozné pouzit k rozruseni pletiv napf. sterilni sklenénou tyc€inku a krok
opakovat znovu.

K izolaci DNA je moZné pouzit nékterou z komercéné dodavanych izolacnich sad (Invisorb®
Spin Plant Mini Kit, Stratec; DNeasy® Plant Mini Kit, Qiagen; E.Z.N.A.® Plant DNA Kit, Omega
Biotek; apod.). Srovnani jednotlivych vyzkousenych sad je uvedeno v Tab. 1.

Tab. 1 Prehled testovanych izolacnich kitd a prdmérnych hodnot sledovanych veli¢in/charakteristik na zdkladé
testovdni 5 druhd topold s pocdtecnimi navdzkami 20 mg.

nazev . zplisob | koncentrace uZivatelska | délka
.y . ... |vyrobce | | A /A A /A s v . "
izolacnich kitt izolace DNA (260)" " "(280) | "(260777(230) | pjvétivost* | izolace

Invisorb® Spin

-1

Plant Mini Kit Stratec kolonky 834 ng.ul 2,1 2 1 2
precipitace

E.Z.N.A.® Plant | Omega 1

DNA Kit Bio-tek DNA/ 108 ng-ul 1,9 1,9 3 3
kolonky
®

DNeasy® Plant Qiagen kolonky 40 ng.ul? 1,9 1,3 2 1

Mini Kit

* 1 = vybornd/nejkratsi, 3 = nejhorsi/nejdelsi



Pro izolaci byl vybran izolacni kit Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Stratec). Oproti ostatnim
zkousenym sadam je uzivatelsky pfivétivéjsi, s mnohonasobné vyssimi vytézky a dostatecnou
Cistotou DNA. Postup se provadi podle navodu od vyrobce s nasledujicimi zménami
(tu€né zvyraznéné):

K homogenizovanému materialu se pridad 400 ul lyzacniho pufru P a 20 pl proteinazy S,
smés se kratce zvortexuje a inkubuje 30 min pti 65 °C. Béhem inkubace se obsah zkumavek 2-3x
promicha jejich pfevracenim. Po inkubaci se zkumavky stoc¢i 3 min pfi otackach 14 000 rpm.
Nasledné se lyzat bez sedimentu prelije/pfepipetuje na Prefiltr kolonku a centrifuguje 1 min pfi
11 000 rpm. Po stoceni se kolonka odstrani. K filtratu se prida 200 ul vazebného pufru A. Smés se
dikladné promicha, prelije/prepipetuje na kolonku Spin Filter a inkubuje 1 min pfi pokojové
teploté. Smés se centrifuguje 2 min pri 11 000 rpm a poté se filtrat odstrani. Na kolonku se napi-
petuje 550 pl promyvaciho pufru I. a vSe se sto¢i na 1 min pfi 11 000 rpm a poté se filtrat odstrani.
Na kolonku se napipetuje 550 ul promyvaciho pufru Il., centrifuguje 1 min pfi 11 000 rpm a nasled-
né se filtrat odstrani. Pfedesly promyvaci krok s pufrem Il. se zopakuje, filtrat se odstrani a k vysu-
Seni membrany kolonky Spin Filter se provede centrifugace po dobu 4 min pti 11 000 rpm. Kolonka
se vlozi do nové 1,5 ml sbérné zkumavky, na ni se napipetuje 50 pul elu¢niho pufru, inkubuje se 10
min a nasledné centrifuguje 1 min pti 11 000 rpm. Elucni krok se znovu opakuje, poté se odstrani
Spin Filter kolonka, sbérna zkumavka se umisti do lednice do dal$i manipulace. Dlouhodobé se DNA
uchovava v mrazaku pfi teploté -20 °C nebo -80 °C.

(ZGOJ/A(ZSO)' A(ZSO)/A(23O)
(Nanodrop 2000, ThermoScientific). Doporucované hodnoty pro Cistotu DNA A

Koncentrace a Cistota DNA (A ) se zméfi pomoci spektrofotometru

(260)/A(280) Jsou

v rozmezi 1,8-2,0 a pro A 1,8-2,2. Nizsi hodnoty znaci kontaminaci (napf. proteiny,

(zeo)/A(zao)
polyfenoly a dalsi latky).

Integrita vyizolované DNA se ovéfi pomoci elektroforézy (Biometra Compact XL system,
Analytic Jena; zdroj powerPRO300, Cleaver Scientific) na 0,8% agarézovém gelu s pouZitim 1x TBE
pufru (Priloha €. 2).

Vzorky se fedi v ultracisté vodé (S = 0,05 uS.cm™) na koncentraci 5 ng.ul™.
2.2.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR), kontrola PCR produktu na gelu

PoZadované materidlové a technické vybaveni a chemikadlie: sterilni mikrozkumavky,
PCR desticky, stripy a Spicky; folie na desticky, pipety, stojanky na zkumavky, led/chladici desticky;
centrifuga, vortex, termocykler, vahy, mikrovinna trouba, horizontalni elektroforéza se zdrojem,
transiluminator, fotodokumentacni zafizeni; primery, PCR pufr, MgCl,, dNTP, polymeraza, ultralista
voda, DNA, agardza, interkalaéni barvivo, elektroforeticky pufr, nanaseci pufr, velikostni marker

Pro spravné odliseni topolu ¢erného od topolu kanadského a jejich vzajemnych kfizencd
byly v této metodice vyvinuty 2 panely genetickych marker( (multiplexy). Na zdkladé klasické PCR
a fragmentacni analyzy 10 topoll ¢ernych, 10 topoll kanadskych a 10 topold bavinikovych bylo
vybrano z 23 testovanych (Bradshaw et al. 1994, Heinze 1997, Dayanandan et al. 1998, Rahman
et al. 2000, Van Der Schoot et al. 2000, Smulders et al. 2001, Fossati et al. 2003, Tuskan et al. 2004,
International Populus Genome Consortium 2005, Khasa et al. 2005, Liesebach et al. 2010),
6 diagnostickych mikrosatelitnich markerd (WPMS15, PMGC2163, WPMS01, PMGC14, PMGC456,
PTR6), 1 diagnosticky STS marker (WIN3) a 1 informativni (WPMS17). Téchto 8 stabilné amplifi-
kujicich marker( (Tab. 2) vykazujicich kvalitni profil elektroforeogram bylo na zakladé rozdilnych
annealingovych teplot primerl a velikosti PCR produktl zarazeno do dvou multiplexd
(Obr. 2, Obr. 3). Sestavené multiplexy byly ovéreny na dalSich 63 vzorcich topoll cernych,
kanadskych, bavinikovych a zpétnych kfizencl (BC1, topol kanadsky x topol ¢erny).



Tab. 2 VSeobecnd charakteristika pouZitych mikrosatelitnich markerd a rozsah velikosti fragment( u topold
ze sekce Aigeiros.

rozsah velikosti T
motiv fragmenti rozsah velikosti
lokus - sekvence primerd (F/R) 9 ) fragmentd podle zdroj
opakovani v testovaném lteratury (bp)
souboru (bp) yibp
5’-AACCACTATGCCACCTTCTT-3"
WPMSO1 GA 118-170 137-169 van dj’;ggg“ e
5’-AACTAACTCCATTCATTGCTAAA-3’ '
5'-CAACAAACCATCAATGAAGAAGAC-3'
Smulders et al.
WPMS15 T 196-217 197-218 2001, Liesebach et
5'-AGAGGGTGTTGGGGGTGACTA-3 al. 2010
5’-ACATCCGCCAATGCTTCGGTGTTT-3'
WPMS17 | CAC 119-149 119-152 Sm“';’g;“ al
5'-GTGACGGTGGTGGCGGATTTTCTT-3
5'-TTCAGAATGTGCATGATGG-3’ PMGC*, Fossati et
PMGC14 ar 189-222 192-225 al. 2003, Liesebach
5'-GTGATGATCTCACCGTTTG-3’ etal. 2010
5'-TGTAGGAGATATCCACGTGG-3’ PMGC*, Khasa et
PMG(C456 GA 76-86 78-86 al. 2005, Liesebach
5'-AACAATATGCTTCATAGCACAG-3' etal. 2010
5'-CAATCGAAGGTAAGGTTAGTG-3 PMGC*, Khasa et
PMG(C2163 GA 189-249 185-261 al. 2005, Liesebach
5'-CGTTGGACATAGATCACACG-3’ etal. 2010
5’-AGAAAAGCAGATTGAGAAAAGAC-3'
Rahman et al.
PTR6 AT 189-197 186194 2000, Khasa et al.
5"-CTAGTATAGAGAAAGAAGAAGCAGAAA-3' 2005
, , Bradshaw et al.
5'-CCCGAAGTGTCCAGAGC-3 1994, Heinze
1997, Holderegger
WIN3 - 162-254 160-264 etal. 2005, Khasa
etal. 2005,
5'-CCCACTCAAATAGTCTAC-3' Ziegenhagen et
al. 2008

*PMGC = Poplar Molecular Genetics Cooperative (International Populus Genome Consortium 2005)
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Obr. 2 Schéma amplifikacnich profilt jednotlivych marker( pro topoly napric sekcemi Tacamahaca, Aigeiros
a Populus (Leuce) prevzatych z literatury a pouZitych pro multiplex PCR (MULT1).

78 168 1258

PMGC 2163

Obr. 3 Schéma amplifikacnich profilt jednotlivych marker( pro topoly napri¢ sekcemi Tacamahaca, Aigeiros
a Populus (Leuce) prevzatych z literatury a pouZitych pro multiplex PCR (MULT2).

Slozeni a podminky PCR reakci jsou prevzaty od Dayanandana et al. (1998), van der
Schoota et al. (2000), Smulderse et al. (2001), Khasy et al. (2005) a nasledné upraveny a optimalizo-
vany. Multiplex PCR se ptipravi podle rozpist v Tab. 3 a Tab. 4. Podminky amplifikace jsou uvedeny
v Tab. 5 a Tab. 6. Souhrn vybranych primer(, zvolenych fluorescencnich barev a pouzitych PCR
rozpist a programl je uveden v Tab. 7 a Tab. 8 .

Tab. 3 SloZeni multiplex PCR a koncentrace jednotlivych PCR komponentid (MULT1).

PCR komponenty koncet:gcztte ozlfg()bnkh koncetra:t:el;okrgponentﬁ objem na 1 reakci

Taq Buffer s (NH,) SO, 10x 1x 1l
dNTP Mix 1mM 100 uM 1ul

MgCl, 25 mM 2 mM 0,8 pl

F primer (WPMS456) 2 UM 0,16 uM 0,8 ul

R primer (WPMS456) 2 uM 0,16 uM 0,8 pl

F primer (WPMSO01) 2 UM 0,1 uM 0,5 ul

R primer (WPMSO01) 2 uM 0,1 uM 0,5 pl

F primer (WIN3) 2 uM 0,04 uM 0,2 ul

R primer (WIN3) 2 uM 0,04 uM 0,2 ul

F primer (PMGC14) 2 uM 0,1uM 0,5 ul

R primer (PMGC14) 2 uM 0,1 uM 0,5 ul

F primer (PTR6) 2uM 0,14 pM 0,7 ul

R primer (PTR6) 2 uM 0,14 uM 0,7 ul

Taq DNA Polymerase 5U.ult 1U 0,2 ul

DNA 5ng.ul? 8ng 1,6 ul

Celkem 10 ul
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Tab. 4 SloZeni multiplex PCR a koncentrace jednotlivych PCR komponent( (MULT2).

ko’ncetr.::\ce koncetrace komponentt . .
PCR komponenty zasobnlfh v reakei objem na 1 reakci
roztoku
Taq Buffer s (NH,),SO, 10x 1x 1ul
dNTP Mix 1mM 100 pM 1yl
MgcCl, 25 mM 2 mM 0,8 pl
F primer (WPMS17) 2 uM 0,16 uM 0,8 ul
R primer (WPMS17) 2 uM 0,16 uM 0,8 pl
F primer (PMGC2163) 2 uM 0,18 uM 0,9 ul
R primer (PMGC2163) 2 uM 0,18 uM 0,9 ul
F primer (WPMS15) 2 uM 0,2 uM 1l
R primer (WPMS15) 2 uM 0,2 uM 1l
Taq DNA Polymerase 5U.ul? 0,1U 0,02 ul
H,0 0,18 pl
DNA S5ng.ul? 8ng 1,6 ul
Celkem 10 pl

Tab. 5 Podminky amplifikace programi 50LP 35x pouZité v multiplexu MULT1.

kroky PCR teplota ¢as pocet cykla
pocatecni denaturace 94 °C 3 min 1
denaturace 94 °C 45s
nasedani primerd 50 °C 45s 35
syntéza DNA 72°C 105s
konecna syntéza DNA 72°C 10 min 1

Tab. 6 Podminky amplifikace programd 60LP 30x pouZité v multiplexu MULT2.

kroky PCR teplota cas pocet cyklt
pocatecni denaturace 94 °C 3 min 1
denaturace 94 °C 45s
nasedani primerd 60 °C 45s 30
syntéza DNA 72°C 105 s
konecna syntéza DNA 72°C 10 min 1
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Tab. 7 Prehled vybranych primer( pouZitych v multiplex PCR MULT1, PCR program a zvolené fluorescencni barvy.

slozeni multiplex PCR

podminky amplifikace

lokus multiplex PCR fluorescencni barva
(RIS E (Tab. 5)
MULT1 50LP 35x PET
PMGC14 MULT1 50LP 35x FAM
PMGC456 MULT1 50LP 35x FAM
PTR6 MULT1 50LP 35x NED
MULT1 50LP 35x VIC

Tab. 8 Prehled vybranych primer( pouZitych v multiplex PCR MULT2, PCR program a zvolené fluorescencni barvy.

sloZeni multiplex PCR podmlnll;y ng(l:fl;kace
lokus LD CX fluorescencni barva
(Tab. 4) (Tab. 6)
WPMS15 MULT2 60LP 30x FAM
MULT2 60LP 30x VIC
PMGC2163 MULT2 60LP 30x NED
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Vsechny komponenty PCR se rozmrazi (kromé polymerazy). Do PCR zkumavek
¢i desticek se napipetuje 1,6 pl DNA (5 ng.ul?). Z kompletné rozmrazenych komponent(
(ThermoScientific) se po promichani a stoCeni na centrifuze pfipravi zdsobni mix dle rozpisu
multiplexti v Tab. 3 a Tab. 4 (objem se napocitd na mnozstvi vzorkd + 1 negativni kontrola + 10 %
objemu navic). Polymerédza (Taq polymeraza, ThermoScientific) se vyjme z mrazaku jako posled-
ni, jemné promich3d, stoci a ihned napipetuje do smési a vrati zpét do mrazaku. Kompletni mix
se nasledné promichd pipetou, stoc¢i a 8,4 ul této smési se pipetuje do kazdé PCR zkumavky
¢i jamky v desticce s DNA. Smés DNA a PCR chemikadlii se ihned lehce promicha, stoci a vlozi
do termocykleru (Eppendorf Mastercycler EP Gradient S, Eppendorf; Biometra TAdvanced 96 G,
Analytic Jena). Spusti se prislusny program amplifikace (Tab. 5, Tab. 6).

Uspésnost amplifikace DNA se ovéfi pomoci elektroforézy (Biometra Compact XL
system, Analytic Jena; zdroj powerPRO300, Cleaver Scientific) na 1,5% agarézovém gelu
s pouzitim 1x TBE pufru (Pfiloha €. 2).

Pokud je na agarézovém gelu patrny PCR produkt o ocekavané velikosti (Tab. 2), miZeme
s jistotou provést fragmentacni analyzu.

2.2.4 Fragmentacni analyza na sekvenatoru

PoZzadované materidlové a technické vybaveni a chemikdlie: sterilni mikrozkumavky,
desticky do sekvenatoru, stripy a Spicky; septa, folie na desticky, pipety, stojanky na zkumavky,
led/chladici desti¢ky; centrifuga, vortex, termocykler, sekvenator s vybavenim, digestof; forma-
mid, velikostni standard, pufr, polymer, ultracista voda, PCR produkt

Podle mnoiZstvi testovanych vzorkd se rozmrazi vhodna alikvéta formamidu (HiDi™,
Applied Biosystems). Po rozmrazeni formamidu se z lednice vyjme velikostni standard
(GeneScan™ 500 (-250) LIZ™, Applied Biosystems) a obé chemikalie se lehce zvortexuji a sto-
¢i. Podle poctu vzorkl se v digestofi na ledu smicha zasobni mix (12 pl formamidu + 0,25 pl
velikostniho standardu na jednu reakci). Tento mix se rozpipetuje do mikrozkumavek ¢i desticek
kompatibilnich se sekvenatorem (SeqStudio™ , Applied Biosystems). JelikoZ je formamid toxic-
ka chemikalie, teratogen a iritant, pouzivdame vhodné ochranné prostredky (nitrilové rukavice,
plast, bryle) a pracujeme v digestofi. K mixu se do kazdé jamky pfipipetuje 1 pl PCR produktu,
celd smés se lehce zvortexuje, stoci a vlozi do termocykleru na 2 min pfi 95 °C (GeneAmp PCR
System 9700, PE Applied Biosystems). Po dokonéeni denaturace se vzorky daji na nékolik min
k ledu a poté se vlozi se septy do sekvenatoru. V programu dodaném k sekvenatoru SeqStudio™
(Plate Manager 2.0, Applied Biosystems) se vytvori seznam vzorkl s unikatnim nazvem (injecti-
on list) a nastavi se pouzity velikostni standard, barevna sada (G5 (6-FAM, VIC, NED, PET) s ma-
trici DS-33™) a modul pro provedeni analyzy (FragAnalysis). Podle tohoto souboru probéhne
v sekvenatoru fragmentacni analyza. Velikosti alel se odecCtou v programu dodaném k SeqStu-
dio™ (GeneMapper, Applied Biosystems). Do sekvenatoru se pouZziji specidlni kazety (SeqStudio™
Cartridge v2, Applied Biosystems) a nadoba s pufrem (SeqStudio™ Cathode Buffer Container,
Applied Biosystems).

2.3  Vyhodnoceni fragmentacni analyzy

Z vysledného elektroforeogramu ziskaného v programu GeneMapper se odectou
velikosti alel a porovnaji se se specifickymi alelami pro topol bavinikovy uvedenymi v Tab. 9.
Pokud jsou ve vzorku pritomny tyto alely, nejedna se o Cisty topol ¢erny, nybrz o topol kanadsky
Ci jejich kfiZzence. V pfipadé, Ze je v kazdém testovaném lokusu pfitomna pravé jedna specificka
alela pro topol bavinikovy (Tab. 9), pak se jednd o topol kanadsky. Pokud jsou zjiStény specifické
alely jen v nékterych lokusech, jednd se s nejvétsi pravdépodobnosti o druhou nebo dalsi
generaci kfizencll nebo o zpétné kfizence (BC1). V Tab. 10 jsou uvedené vsechny alely, které se
liSily mezi testovanymi druhy s tu¢né vyznacenymi diagnostickymi alelami specifickymi pro topol
bavinikovy.
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Navic, s pomoci tabulky v pfiloze (Pfiloha €. 5), ktera uvadi velikosti alel testovanych klond
topolu kanadského (Pfiloha ¢. 3) u sledovanych markerd, Ize diky kombinaci lokusd WPMS17,
PMGC2163, WPMS01, PMGC14 a WIN3 odlisit vétsinu téchto klon(, prestoZze mikrosatelitni lokusy
byly primarné vybirany k odliseni topolu ¢erného od topolu kanadského.

Tab. 9 Seznam diagnostickych alel uréenych k odliseni topolu ¢erného od topolu kanadského a jeho krizenct
u 8 testovanych markerd.

lokus alely specifické pro topol bavinikovy (bp)
WPMS17 143
WPMS15 196
PMGC2163 189
WPMSO01 118,120
PMGC14 189, 192
WIN3 254
PMGC456 86
PTR6 197
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Tab. 10 Seznam velikosti alel (bp) lisicich se u topolu cerného (N), kanadského (C) a bavinikového (D)
ziskanych na zdkladé fragmentacni analyzy 23 topoli cernych, 18 topoli kanadskych a 18 topoli
bavinikovych (Pfiloha ¢. 3) pomoci osmi vybranych markerd. Uvedené velikosti alel slouZi k odliseni dvojice
zkoumanych druht (napf: N/C — alela se vyskytuje u topolu Eerného, ale neni pfitomna u topolu kanadského).

lokus topol cerny (N) topol kanadsky (C) topol bavinikovy (D)
119 143
N/C C/N
143
WPMS17 D/N
119, 140 140
N/D c/D
205, 211, 217 196
N/C C/N
WPMS15 196
D/N
205, 211, 214, 217 214
N/D Cc/D
217, 225, 227, 229, 237, 241, 245 189
N/C C/N
PMGC2163 189
217, 219, 223, 225, 227, 229, 237, 239, 219 223 239 243 249 D/N
241, 243, 245, 249 ! IC/DI
N/D
134, 140, 142, 150, 152, 154, 162, 168, 118,120
170
N/C CN 118, 120
WPMS01 D,/N
134, 138, 140, 142, 144, 148, 150,
152, 154, 156, 158, 160 162, 168, 170 138, 144, 14?/356’ 158,160
N/D
198, 213, 219 189, 192
N/C C/N 189, 192
PMGC14 D’/N
198, 201, 204, 207, 210, 213, 219, 222 201, 204, 207, 210, 222
N/D c/D
254
162, 166 /N 254
WIN3 N/D D/N
/ 162, 166 /
Cc/D
76, 80 86
N/C C/N
PMGC456 86
76,78, 80 78 D/N
N/D C/D
189 197
N/C C/N
197
PTR6 D/N
189, 191 191
N/D c/D
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2.4 Ovéreni metody a statistické vyhodnoceni
2.4.1 Charakteristiky zvoleného vybéru markert

Pomoci fragmentacni analyzy 23 standardnich vzork( topold cernych zahrnujicich
klony z CR, Slovenska, Italie, Belgie a Nizozemska; 18 vzorkd topolil kanadskych s klony z Belgie,
Francie, Nizozemska, Itdlie, Némecka, Madarska a Sev. Ameriky; 18 vzork( topold bavinikovych
z Francie, Madarska, Polska a USA (Pfiloha ¢. 3) bylo identifikovano celkem 60 alel,
48 specifickych pro topol ¢erny a 10 specifickych pro topol bavinikovy a 2 nespecifické (Tab. 11).
Frekvence alel u testovanych topoll (t. cernych, t. kanadskych, BC1 kfiZzencu) pro jednotlivé testo-
vané lokusy jsou uvedeny v tabulkach pfilohy (Pfiloha ¢. 4).

Vzhledem k vys$si variabilité v souboru vzork( topold cernych byly k urceni topold
kanadskych vybirany alely specifické pro topol bavinikovy. Lokusy WPMS15, PMGC2163, WIN3,
PMGC456 a PTR6 byly pro topoly bavinikové monomorfni, viech 18 jedinci bylo v téchto
lokusech homozygotnich se specifickymi alelami (Pfiloha €. 4).

Tab. 11 Alelova diverzita topolt cernych a topoli bavinikovych v osmi vybranych mikrosatelitovych lokusech
a pocet specifickych alel u topoli kanadskych zdédénych od topolt cernych (N) a topoli bavinikovych (D).

alely topol cerny topol kanadsky topol bavinikovy

lokus celkem | celkem spec. celkem spec. N D celkem spec.
WPMS17 5 4 2 4 2 1 1 3 1
WPMS15 5 4 4 2 2 1 1 1 1
PMGC2163 13 12 12 6 6 5 1 1 1
WPMSO01 17 15 15 8 8 6 2 2 2
PMGC14 10 8 8 7 7 5 2 2 2
WIN3 3 2 2 3 3 2 1 1 1
PMGC456 4 3 B 2 2 1 1 1 1
PTR6 3 2 2 2 2 1 1 1 1
celkem alel 60 50 48 34 32 22 10 12 10

jsgiiitﬁ 59 23 18 18
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2.4.2 Ovéreni zvoleného vybéru markert

Vzhledem k béZznému vyskytu zpétnych kfizenct topoll ¢ernych s topoly kanadskymi ve
volné prirodé byla ovérena spravnost vybéru 8 markerd na 34 jedincich BC1 ziskanych z kontrolo-
vaného opyleni.

Pro BC1 kfizeni byl pouzit stejny pyl topolu ¢erného (‘P-059’) k opyleni rtznych klon(
topolu kanadského. Celkem bylo hodnoceno 16 jedinct kfizenych s klonem ‘Flachslanden’, 11
jedinca krizenych s klonem ‘Pannonia’, 6 jedincl kfizenych s klonem ‘Grandis’ a 1 jedinec s klo-
diagnostickych alel vykazoval lokus PMGC14 (22,1 %). Nejvyssi podil diagnostickych alel vykazoval
lokus WIN3 (39,7 %) a PMGC2163 (29,4 %). Pocet spravné urcenych k¥izencl jedinym lokusem se
nachazel v rozmezi od 15 (PMGC14, 44,1 %) do 20 (PMGC2163, 58,82 %). Pomoci 8 vybranych
lokust se podafilo spravné urcit 100 % kfiZzencd (Tab. 12). Pfi pouZiti mensiho poctu markerd by
mohlo dojit k chybnému urceni, protoZe u dvou kfiZzencl byla pozorovana pouze jedna specificka
alela pochazejici z topolu bavinikového. BC1 kfizenci vykazovaly vsech 10 specifickych alel pro topol
bavinikovy a 20 specifickych alel pro topol ¢erny (Tab. 13). V lokusu WIN3 se u nékterych topold
kanadskych nachazely 3 alely (Pfiloha €. 5).

Tab. 12 Pocet diagnostickych alel u 8 vybranych lokusd, mnoZstvi a podil sprdvné zarazenych jedinci topolt
kanadskych a BC1 kriZencd.

topol kanadsky BC1: topol kanadsky x topol cerny
pocet (podil) pocet (podil) pocet (podil) pocet (podil)
lokus diagnostickych alel | spravné zarazenych | diagnostickych alel | spravné zafazenych
na lokus jedinct na lokus jedinct

WPMS17 18 (50 %) 18 (100 %) 16 (23,5 %) 16 (47,1 %)
WPMS15 18 (50 %) 18 (100 %) 19 (27,9 %) 19 (55,9 %)
PMGC2163 18 (50 %) 18 (100 %) 20 (29,4 %) 20 (58,82 %)
WPMS01 18 (50 %) 18 (100 %) 16 (23,5 %) 16 (47,1 %)
PMGC14 18 (50 %) 18 (100 %) 15 (22,1 %) 15 (44,1 %)
WIN 3 18 (40 %) 18 (100 %) 27 (39,7 %) 19 (55,9%)
PMGC456 18 (50 %) 18 (100 %) 19 (27,9 %) 19 (55,9 %)
PTR6 18 (50 %) 18 (100 %) 18 (26,5 %) 18 (52,9 %)
celkem 144 (48 %) 18 (100 %) 150 (27,6 %) 34 (100 %)
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Tab. 13 Alelovd diverzita BC1 kriZzenci v osmi vybranych mikrosatelitovych lokusech. Alely zdédéné od topolu
Cerného jsou znacené N, od topolu bavinikového D.

BC1: topol kanadsky x topol ¢erny
lokus celkem spec. N D
WPMS17 4 2 1 1
WPMS15 2 2 1 1
PMGC2163 5 5 4 1
WPMSO01 7 7 5 2
PMGC14 6 6 4 2
WIN3 3 3 2 1
PMGC456 2 2 1 1
PTR6 3 3 2 1
celkem alel 32 30 20 10
pocet jedincu 34

K vyjadreni odlisSnosti mezi druhy byla pouZita analyza hlavnich koordinat (PCoA).
Analyzovéano bylo celkem 93 vzork( topoll (23 topoll ¢ernych, 18 topold kanadskych, 18 topold
bavinikovych a 34 BC1 kfiZzencl). Z pavodnich délek PCR fragmentd byla vytvorfena matice
pomoci metriky Bruvo distance (zohlednujici mutace) pomoci programu R skriptem POLYSAT
(Clark aJasieniuk 2011, Clark a Schreier 2017, R Core Team 2018). Na zdkladé této matice byla poté
v programu Canoco (Smilauer a Lep$ 2014) provedena PCoA a jeji vysledky graficky zndzornény
pomoci primétu jednotlivych vzorkd topolll do prvnich dvou komponent PCoA (Obr. 4).
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Obr. 4 Zobrazeni priimétu mikrosatelitovych dat do prvnich dvou komponent PCoA. PouZita byla metrika Bruvo
distance pro 93 jedinci a 8 marker(. Komponenta 1 vysvétluje 47,2 % variability, komponenta 2 8,8 % celkové
variability.

2.4.3 Senzitivita a specificita testu

V pfipadé diagnostickych marker mlze dochazet u zpétnych kfizencl a kfizencl druhé
(topol kanadsky x topol kanadsky) a dalSich generaci k zdméné za topol cerny. Od druhé poloviny
minulého stoleti, kdy dochazelo k masovému vysazovani rliznych klont topolu kanadského a k po-
stupnému ubyvani topolu ¢erného, Ize teoreticky odhadovat, Ze se ve volné pfrirodé mohou vysky-
tovat k¥izenci 3. aZ 4. generace. Spravné odliseni topolu ¢erného od mezidruhovych hybrid( zavisi
na poctu pouzitych diagnostickych markerG. Pravdépodobnost spravného urceni vzrlista s vyssim
poctem pouZzitych marker( (Boecklen a Howard 1997).

V dalsim textu budeme predpokladat, Ze testovany jedinec muaze byt bud topolem
cernym (ddle oznaCovanym N), kfizencem topolu cerného a topolu bavinikového (C1),
kfizencem topolu ¢erného a topolu kanadského (BC1), nebo kfizencem dvou topold kanadskych
(C2) a obdobné i v dalsich generacich. PrestoZe se k analyze vyuziva 8 markerd, pro vypocitani
pravdépodobnosti spravného urceni topoll kanadskych a jeho kfizencld a jejich zamény za topol
cerny (falesné negativni vysledek) se pocitd pouze se Sesti markery. Je vynechan STS marker WIN3,
ktery se v genomu vyskytuje pravdépodobné ve vice kopiich a pfi zpétném kfizeni nevykazuje
klasické Stépné poméry (Heinze 1997). Déle je z propoctl vyfazen informativni marker WPMS17,
u kterého vidy nemusi platit nize zminénd rovnost P (B|A_) = 1 u topolll kanadskych, jelikoZ se
v genomu rodiovskych druh( nachazeji 2 sdilené nespecifické alely. Nize uvedené pravdépodob-
nosti by tudiZ u téchto dvou markerd nebyly pravdivé.

Senzitivitou testu rozumime pravdépodobnost, Ze test oznaci hybridniho jedince za
hybridniho. Pro identifikaci topolu kanadského a jeho hybridd postacuje nalez alespor jedné
specifické alely topolu bavinikového ve vySetfovanych markerech.
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Podle Mendelovych zakon( dédi¢nosti (Bialozyt et al. 2012) se tak stane s pravdépodobnosti

1

P(BlABC1) =1- (E)"’

kde P (B|A,.) je pravdépodobnost, Ze test oznali topol za hybridni, pokud jde o jedince
vzniklého zpétnym krizenim topolu kanadského a topolu ¢erného, a n je pocet pouzitych diagnos-
tickych markerd.

V pripadé jedince vzniklého kfizenim dvou topoll kanadskych je

P(BlAg) =1— (1)n.

4

Topol kanadsky (C1) obsahuje vzdy alely topolu bavinikového, tedy

P(BlAy) = 1.

S pravdépodobnostmi dopliikovymi P (B|A) = 1-P (B|A) test oznaci hybridni jedince
za topoly ¢erné, doséhne tedy falesné negativniho vysledku.

Specificitou testu rozumime pravdépodobnost, Ze test dosahne v pripadé topolu ¢erného
negativniho vysledku (tj. spravné oznaci takového jedince za nehybridniho), je rovna jedné

P(Bl|Ay) = 1.

Senzitivita testu pri pouziti 6 markerd a vySe uvedenych vzorch je u C1 hybrid
stanovena na 100 %, u C2 hybrid( na 99,98 % a BC1 hybrid( na 98,44 % (Tab. 14). Dva markery
vyrazené z pravdépodobnostnich vypoctl jsou v multiplexech ponechany, jelikoZ jesté dale zvysuiji
senzitivitu testd.
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Tab. 14 Pravdépodobnosti pozitivnich a negativnich vysledkd testu u hybridnich topold pri pouZiti 6 markerd;
N - topol Cerny, C - topol bavinikovy, C1 - topol kanadsky.

testovany jedinec rodicovska kombinace senzitivita testu faleir;ilr;:geitivni

C1 CxN 100,00 % 0,00 %

Cc2 ClxCl 99,98 % 0,02 %

c3 C2xC2 99,98 % 0,02 %

BC1 Cl1xN 98,44 % 1,56 %

BC2 BC1xN 82,20 % 17,80 %

BC1 x BC1 (C1xN)x(C1xN) 96,83 % 3,17%
BC1xCl (C1xN)x(CxN) 99,72 % 0,28 %

BC1 x C2 (C1x N) x (C1x C1) 99,72 % 0,28 %
C2xN (C1xC1)xN 98,44 % 1,56 %

3  Srovnani novosti postupl

Do dnedni doby byly publikovany metodiky na odliSeni topolu ¢erného od jinych topold
predeviim na zikladé morfologie listd (Mottl a Uradnicek 2003, Buridanek a Novotny 2016).
Identifikace topolu ¢erného na zakladé fenotypovych znakl muze byt obtiznd a nedostacuji-
ci, nebot topol ¢erny se snadno kfizi s dalSimi topoly ze sekce Aigeiros a Tacamahaca, prevainé
s topolem bavinikovym, s jejich kfizenci (topolem kanadskym) a zpétnymi hybridy. Tito potom-
ci mohou zdédit nékteré typické znaky rodi¢ovskych druhl. Aby bylo mozné tyto jedince odlisit
od topolu cerného, je zapotrebi vyssi pocet druhové specifickych marker(. K publikaci se chysta
metodika zabyvajici se druhovou determinaci a stanovenim genetické diverzity topolu c¢erného
s vyuzitim mikrosatelitnich markerd (Cvrckova, osobni sdéleni), kterd k odliseni vyuziva 5 marker(
zakomponovanych do 3 multiplex(.

Predkladanad metodika jasné prezentuje postup, jak odlisit Cisty druh topol cerny od
topolu kanadského a jejich kfizencd pomoci moderni metody s pouZitim DNA marker(. Na zakladé
pritomnosti specifickych alel (Tab. 9) pro topol bavinikovy je mozné kfizence odlisit i v dalSich
generacich. Navic metodika zahrnuje fotografickou ptilohu, podle niz Ize provést prvotni rozliseni
topolu ¢erného od topolu kanadského.

Na zakladé analyz DNA souboru jedinci z ¢eskych a moravskych populaci topolu ¢erného
bylo vybrano pro odliseni Cistého druhu 8 dfive publikovanych marker(, které byly seskupeny
do dvou multiplext a podminky PCR reakce byly optimalizovény. Jednda se o nové, dfive nepubli-
kované multiplexy. Pro jejich validaci byly pouzity topoly z nékolika kontrolovanych opyleni mezi
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topolem cernym a kanadskym i topoly Cerné ze zahraniéi (Slovensko, Slovinsko, Bosna
a Herzegovina) v€etné nejbéznéji péstovanych klonl topolu kanadského a jinych druht topoll. Diky
pouZitému poctu markerl je senzitivita zvolené metody 100 % v pfipadé kfizencl mezi topolem
cernym a topolem bavlnikovym, minimalné 99,98 % u kfizenct mezi dvéma topoly kanadskymi
a 98,44 % u krizencli mezi topolem ¢ernym a topolem kanadskym. | u dalSich moznych typU krizeni
a dalSich generaci je senzitivita zvolené metody vyssi nez 96 % s vyjimkou druhé generace zpétného
krizeni, které vsak ve volné pfirodé neni tak Casté.

Zvolend metoda analyz DNA s vyuzitim mikrosatelitnich markerd je vhodnd pro rutinni
vyuziti a je dobre reprodukovatelnad. Diky zarazeni nejbéinéji péstovanych klonl topolu
kanadského lze jednoznacné identifikovat jednotlivé alely danych lokust (Pfiloha €. 5) pfi testech na
dalSich pracovistich a nebo jinych sekvenatorech.

4 Popis uplatnéni metodiky

Metodika predstavuje soubor postupl pro spolehlivé odliseni jedinct topolu ¢erného
od blizce pribuzného topolu kanadského a jejich kfizencl (dalsi generace nebo zpétnych kfizenct).
Je vyuZitelna v lesnictvi, vodohospodarstvi i v ochrané prirody. Urceni druhové Cistoty lze vyuzit
pfi vybéru plvodnich geneticky cennych jedinct pro uznani jako zdroje reprodukéniho materialu
v lesich, pfi planovani revitalizaci vodnich tok(, pfi obnové a péci o stavajici zbytkové porosty
topolu cerného. Metodika bude mit uplatnéni predevsim na lokalni a na celostatni Urovni, ale
mUzZe byt pouZzita také v zahranici. Analyzu vzorkd lze zpracovat na zdkladé pracovniho postupu
uvedeného v metodice, bud pfimo v dotéené organizaci s potfebnym laboratornim vybavenim nebo
v komeréni firmé.

5 Ekonomické aspekty

Topol cerny je nedilnou soucdsti nasi prirody, predevsim luznich lest a brehovych
porostl. Je vyuzivan také jako vyznamny krajinotvorny prvek. V posledni dobé, kdy jsou silné
ohroZeny jiné dreviny (olSe, jasany, jilmy) invaznimi patogeny, narlsta jeho vyznam jako nahradni
dreviny. Identifikace Cistého topolu ¢erného a péce o takové stromy je velmi diilezita. Vyznamnym
ekonomickym pfinosem nejen v lesnim a vodnim hospodarstvi je minimalizace mozné zamény
topolu cerného za topol kanadsky nebo jeho kfizence (druhé generace kfizencl topoll kanad-
skych nebo zpétnych kfizenc(). PouZitim vysadbového materialu Cistého topolu cerného lze docilit
delsi stability a Zivotnosti jednotlivych lesnich a bfehovych porostt i liniovych vysadeb. Dojde tak
Casto i k zajisténi stabilizace ohrozenych ekosystémua. Tento vyznam je ekonomicky nevycislitelny.
NepFfimym ekonomickym dopadem je pak i pozitivni vliv na Zivotni prostredi.

Pfi vyuziti mikrosatelitovych marker(i pro stanoveni druhové pravosti je nejvétsim
nakladem vybaveni laboratofe a nasledné vybér vhodnych mikrosatelitovych marker( a jejich
seskupeni do multiplexd. Pfedklddany postup snizi naklady standardné vybavenych laboratofi,
kdy je nutny pouze ndkup doporuéenych mikrosatelitovych makerd. VyuZiti dvou multiplexd vede
k usetfeni nakladl na pouzitych chemickych ingrediencich a ¢asu. Pfi potvrzeni druhové pravosti
z predem vytipovanych jedinc(, kde je potfeba pouze ovéfit druhovou pravost topolu ¢erného
Ci topolu kanadského staci vyuZiti jen jednoho z multiplext (pfipadné pouze jeden ¢i dva mikro-
satelitové markery).

Naklady na chemikalie (kit Invisorb) a spotfebni material pro izolaci DNA jsou cca 100 K¢
na jeden vzorek. Naklady na chemikdlie a spotfebni materidl potfebné pro pfipravu PCR
produktu a fragmentacni analyzu v sekvenatoru Seqstudio jsou pti cendch z roku 2024 cca 220 K¢
na jeden vzorek. Tyto ndklady zahrnuji pfipravu PCR produktu u jednotlivych multiplexd (cca
23 K¢ u multiplexu 1 a cca 13 K¢ u multiplexu 2), kdy rozdil u multiplexd je dan predevsim odlis-
nym poc¢tem pouzitych lokus( a riznym mnozstvim polymerazy, a ndklady na chemikalie pouzité
v sekvendtoru Seqgstudio, které jsou cca 90 K¢ za jednu fragmentacni analyzu. Cena fragmen-
tacni analyzy se fidi prevainé cenou cartridge. Do naklad( neni zapocten nakup pfistrojové-
ho vybaveni ani jeho amortizace, doplrikové naklady na provoz laboratofe ani naklady osobni.
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Priloha ¢. 1 Vybrané charakteristiky pro odliSeni topolu ¢erného od topolu kanadského.

Topol cerny

na bazi kmene byvaji

Habitus u starsich strom( boule,
Casto kmenové vystielky
Tvar:
Borka brazdy casto propletené
Mladé Tvar prirezu:
vyhony kulaty, hladky
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Habitus

Borka

Mladé
vyhony

Topol kanadsky

Castéji kiivy kmen, bez
bouli, bez vystrelkd,
Casto rozdvojeny v horni
tretiné kmenu

Tvar:

svislé rovné ryhy

oricova, nahnédla

Tvar prarezu:

hranaty;, listy
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List
(na loriském
vyhonu
uprostred)

Topol cerny

32

Tvar:

kosnikovity

Velikost:

mensi

Ozubeni okraje cepele:

drobné

Pfitomnost zlazek
v misté spojeni fapiku
a baze listu:

ne



List
(na loriském
vyhonu
uprostred)

Topol kanadsky

33

Tvar:

srdcity, trojboky

Velikost:

Casto veliké

Ozubeni okraje cepele:

pilovity, vroubkovany,
zubaty

Pfitomnost zlazek
v misté spojeni rapiku
a baze listu:

u nékterych klont



Topol ¢erny

Vzdalenost mezi
jednotlivymi bobulkami,

Kvét, plod délka plodenstvi:
mala
Pfitomnost Imeli
parazita
ne
Msice:
muZe byt
Vyskyt ) vzacny
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Topol kanadsky

Vzdalenost mezi
jednotlivymi bobulkami,

Kvét, plod délka plodenstvi:
Vetsi
PFitomnost Jmeli:
parazita oy L
muze byt
Msice:
vyjimecné
Vyskyt - Casty
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Priloha ¢. 2 Laboratorni postup v bodech.

Odbér vzorka:

mladé, nekontaminované listy odebrat v jarnim obdobi v terénu do c¢ajovych sackd a ihned
uloZit do dobre tésnici plastové krabicky (Lock & Lock) se silikagelem (Silica Gel Orange,
2 — 5 mm, perlform; Roth)

v laboratoti kazdy Cajovy sacek se vzorkem, jeden po druhém, zasypat v krabi¢ce mensi vrstvou
Cerstvého silikagelu

po nékolika dnech silikagel vyménit a vyzkouset krekost listu, dobfe vysusené (dostatecné
krehké) listy jsou pfipraveny k izolaci DNA

Homogenizace materialu:

20 mg vysuseného rostlinného materidlu navazit v 2 ml zkumavce s kulatym dnem
a bezpecnostnim zamkem, pridat 3 sklenéné kulicky o prdméru 3 mm

zkumavky rovnomérné umistit do homogenizacnich krabicek oscilacniho mlynu
(Retsch MM 400, Retsch), krabic¢ky aretovat, uzavrit bezpecnostni viko oscilatoru, frekvenci
nastavit na 30 kmitd za sekundu a spustit drceni na 6 min

krabicky vyjmout a zkontrolovat obsah mikrozkumavek

pokud je z rostlinnych pletiv jemny prdsek, ukoncit homogenizaci, pokud ne, opakovat
drceni za stejnych podminek jako vyse. Pokud se vytvofri shluk pletiv, je potfeba narusit jeho
strukturu napf. sklenénou sterilni ty¢inkou a homogenizaci za stejnych podminek opakovat.

I1zolace DNA extrakénim kitem Invisorb® Spin Plant Mini Kit (Stratec; tu¢né oznaceny
text = modifikace oproti ndvodu od vyrobce):

k homogenizovanému materidlu pfidat 400 pl lyza¢niho pufru P a 20 ul proteinazy S, smés
kratce zvortexovat a inkubovat 30 min pfi 65 °C, béhem inkubace obsah zkumavek 2-3x
promichat jejich pfevracenim

po inkubaci zkumavky stocit na 3 min p¥i 14 000 rpm

lyzat bez sedimentu prelit/prepipetovat na Prefiltr kolonku a centrifugovat 1 min pti 11 000 rpm,
poté kolonku odstranit

k filtratu pfidat 200 pl vazebného pufru A, smés dikladné zvortexovat, prevést na kolon-
ku Spin Filter a inkubovat 1 min pfi pokojové teploté, centrifugovat 2 min pti 11 000 rpm,
odstranit filtrat

na kolonku napipetovat 550 pl promyvaciho pufru I., centrifugovat na 1 min pfi 11 000 rpm
a poté filtrat odstranit

na kolonku napipetovat 550 ul promyvaciho pufru Il., centrifugovat 1 min pfi 11 000 rpm
a odstranit filtrat

predesly promyvaci krok s pufrem Il. zopakovat, filtrat odstranit
k vysuseni membrany kolonky Spin Filter provést centrifugaci na 4 min pfi 11 000 rpm

kolonku prevést do nové 1,5 ml sbérné zkumavky, napipetovat 50 pl elu¢niho pufru,
inkubovat 10 min a nasledné centrifugovat 1 min pfi 11 000 rpm

eluc¢ni krok znovu opakovat, poté odstranit Spin Filter kolonku, sbérnou zkumavku umistit
do lednice do dalsi manipulace, dlouhodobé uchovdvat DNA v mrazaku pfi teploté -20 °C
nebo -80°C
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Stanoveni koncentrace, Cistoty a integrity DNA, fedéni DNA:

nanést 2 pl slepého vzorku a poté 2 pl eludtu kazdého vzorku na detekéni okénko spektrofo-
tometru (Nanodrop 2000, ThermoScientific) a zmérit koncentraci a Cistotu DNA

integritu vyizolované DNA ovéfit pomoci elektroforézy na 0,8% agarézovém gelu (maly gel:
0,8 g agardzy rozpusténo ve 100 ml 1x TBE, pridano 10 pl GelRed®(Biotinum); velky gel: 2,4 g
agardzy rozpusténo ve 300 ml 1x TBE, pfidano 30 ul GelRed®(Biotinum))

rozpusténou agarozu s pridanym interkala¢nim barvivem nalit do pfipravené elektroforetic-
ké vanicky s hfrebeny a ponechat 30 min tuhnout

gel umistit do elektroforetické vany s 1x TBE pufrem

5 pl nandseciho pufru napipetovat na parafilm a smichat s 5 pul DNA, smés nanést do jamek
agarozového gelu, nakonec napipetovat 2 pl velikostniho standardu MassRuller™ DNA Lad-
der Mix (ready to use, Fermentas)

vzorky elektroforeticky separovat 30 min pfi 150 V

DNA vizualizovat pomoci transiluminatoru (TFX — 35M,Life Technologies) a fotodokumen-
tacniho zafizeni (CCDMiniBis Camera, program GelCapture v7 ;DNR Bio Imaginning System)

vzorky naredit v ultracisté vodé na koncentraci 5 ng.ul?

Polymerdazova retézova reakce (PCR):

vsechny komponenty PCR rozmrazit (kromé polymerazy), promichat a stocit

podle tabulek (Tab. 3, Tab. 4) v mikrozkumavce na ledu namichat PCR zasobni roztok o objemu
8,4 ul na jednu reakci (polymerazu vyjmout z mrazaku tésné pred pouzitim, lehce promichat,
stocit a pipetovat do smési posledni)

do PCR mikrozkumavek ¢i desti¢ek napipetovat 1,6 pl DNA a 8,4 ul PCR zasobniho roztoku

smés s DNA lehce promichat, stocit a vlozit do cykleru (Eppendorf Mastercycler EP Gradient S,
Eppendorf; Biometra TAdvanced 96 G, Analytic Jena), vybrat vhodny program podle vybéru
primerd a multiplexu (Tab. 5, Tab. 6)

Kontrola PCR produktu:

uspésnost amplifikace ovérit pomoci elektroforézy na 1,5% agarézovém gelu (maly gel: 1,5 g
agardzy rozpusténo ve 100 ml 1x TBE, pridano 10 ul GelRed®(Biotinum); velky gel: 4,5 g agaré-
zy rozpusténo ve 300 ml 1x TBE, pfidano 30 pl GelRed®(Biotinum))

rozpusténou agardzu s pridanym interkalacnim barvivem nalit do pfipravené elektroforetické
vanicky s hfebeny a ponechat 30 min tuhnout.

gel umistit do elektroforetické vany s 1x TBE pufrem

5 pl nanaseciho pufru nanést na parafilm a smichat s 5 pl DNA, smés nanést do jamek agaro-
zového gelu, nakonec napipetovat 2 pl velikostniho standardu MassRuller™ DNA Ladder Mix
(ready to use, Fermentas)

vzorky elektroforeticky separovat 1 hodinu pfi 150 V, DNA vizualizovat pomoci transilumi-
natoru (TFX — 35M, Life Technologies) a fotodokumentacniho zafizeni (CCDMiniBis Camera,
program GelCapture v7; DNR Bio Imaginning System)
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Fragmentacni analyza na sekvenatoru:

rozmrazit vhodnou alikvétu HiDi™ formamidu, z lednice vyjmout velikostni standard
(GeneScan™ 500 (-250) LIZ™, Applied Biosystems), chemikalie lehce zvortexovat a stocit

v digestofi na ledu smichat zasobni mix podle pocétu vzorkd (12 ul formamidu + 0,25 pl
velikostniho standardu na jeden vzorek)

mix rozpipetovat do zkumavek ¢i desticek a pridat k nému 1 pl PCR produktu, smés jemné
zvortexovat a stocit

zkumavky/desti¢ky se smési vloZit do termocykleru na 2 min pfi 95 °C (GeneAmp PCR System
9700, PE Applied Biosystems), ihned poté nékolik min chladit na ledu

vzorky néasledné vloZit do sekvenatoru (SegStudio Genetic Analyzer™, Applied Biosystems)
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k analyzam DNA.

[

Priloha ¢. 3 Prehled pouZitych klonu topol.

topol cerny topol kanadsky topol bavinikovy
jméno synonymum pavod jméno synonymum pavod jméno synonymum puvod
Italica Bud. Itélie ‘Brabantica’ NL-2069 Nizozemsko ‘Purple Tower’ - Polsko
‘Vereecken’ z_..HwﬂM.u_./_N_hNHHE Nizozemsko ‘Marilandica’ - zap. Evropa ‘Fuego’ - USA
‘Achilles’ 97/157,97-18-157 CR 1-214' J-214-Casale Itélie D371 - Francie
‘Rosice’ 97/161, 97-18-161 CR ‘Harff’ - Némecko D062 - Francie
"Hélios’ 02/477, 02-24-477 CR ‘Blanc du Poitou’ wﬂwﬂonW%Mww. Francie D878 - Francie
"Héraklés’ 02/455, 02-24-455 CR ‘Robusta’ - Francie D131 - Francie
‘Herkules’ kl.202, 202 CR ‘Ogy’ OMﬁ.ﬂw\vmmw.Hw.me Belgie D916 - Francie
‘Smilkov’ kl.206, 206 CR ‘Pannonia’ H-490-3 Madarsko D226 - Francie
kl.301 880092 CR NL-B-264 - Nizozemsko D248 - Francie
880112 - CR 1-45-368/67 - Itali D863 - Francie
P-30 880030 CR NL-B-132b - Nizozemsko D717 - Francie
PE 19/66, PE
P-32 CR ‘Flachslanden’ - Némecko ‘Oglio’ 66019, Mississi- Madarsko
ppi H402
P-059 - CR ‘Grandis’ - Francie D156 - Francie
P-577 880032 CR ‘Heidemij’ NL-2087 Sev. Amerika D257 - Francie
Ivachnova - Slovensko ‘Selys’ - Belgie? D127 - Francie
GEN A - Belgie P145 (145 348/67) - Italie D198 - Francie
GEN D - Belgie ‘Serotina’ - Francie D300 - Francie
GENE - Belgie ;_\qu_..m_”_“w%h”&‘m - Francie D121 - Francie
GEN | - Belgie
GEN M - Belgie
GEN O - Belgie
GENT - Belgie
GEN U - Belgie
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Priloha ¢. 4 Frekvence alel u klonu topolu cerného, kanadského, bavinikového a BC1 kfizenct pro lokusy
WPMS17, WPMS15, PMGC2163, WPMS01, PMGC14, PMGC456 a PTR6. Barevné odliseni v tabulkdch se vdze
ke specifickym aleldm rodicovskych druhd.

lokus WPMS17

BC1: topol kanadsky

alely celkem | topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy x topol gerny
119 0,10 0,04 0,25
137 0,13 0,09 0,19 0,19 0,10
140 0,05 0,20 0,03
143 0,33 0,50 0,78 0,24
149 0,38 0,67 0,28 0,03 0,41
pocet alel 5 4 4 3 4
pocet jedincu 93 23 18 18 34
lokus WPMS15
alely celkem | topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCl; izizll léae::;js'(y
196 0,39 0,50 1,0 0,28
205 0,02 0,07
211 0,07 0,28
214 0,52 0,63 0,50 0,72
217 0,01 0,02
pocet alel 5 4 2 1 2
pocet jedinct 93 23 18 18 34
lokus PTR6
alely celkem topol éerny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCL: 'Eccc))zcc))ll lézr::;isky x
189 0,10 0,07 0,22
191 0,52 0,93 0,50 0,51
197 0,39 0,50 1,00 0,26
pocet alel 3 2 2 1 3
pocet jedinct 93 23 18 18 34
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lokus PMGC2163

alely celkem topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCl; ttgz?)ll Iéae:s?sky
189 0,40 0,50 1,00 0,29
217 0,01 0,02
219 0,04 0,11 0,06
223 0,09 0,07 0,19 0,09
225 0,02 0,07
227 0,01 0,04
229 0,10 0,02 0,26
237 0,02 0,07
239 0,12 0,33 0,14 0,04
241 0,01 0,02
243 0,03 0,09 0,03
245 0,01 0,02
249 0,17 0,15 0,08 0,32
pocet alel 13 12 6 1 5
pocet jedinct 93 23 18 18 34
lokus PMGC456
alely celkem topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCL: fczzzll EZ?;‘;‘SW x
76 0,01 0,02
78 0,59 0,91 0,50 0,72
80 0,02 0,07
86 0,39 0,50 1,00 0,28
pocet alel 4 3 2 1 2
pocet jedinct 93 23 18 18 34
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lokus WPMS01

alely celkem topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCl:( 'Eczf)cc)all Iéae::;jsk\’/
118 0,12 0,08 0,31 0,12
120 0,26 0,42 0,69 0,12
134 0,01 0,04
138 0,02 0,07 0,03
140 0,03 0,11
142 0,01 0,04
144 0,05 0,13 0,08 0,01
148 0,05 0,09 0,08 0,04
150 0,01 0,04
152 0,01 0,02
154 0,01 0,02
156 0,12 0,09 0,14 0,21
158 0,15 0,09 0,14 0,26
160 0,03 0,11 0,03
162 0,01 0,02
168 0,10 0,04 0,24
170 0,02 0,09
pocet alel 17 15 8 2 7
pocet jedinct 93 23 18 18 34
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lokus PMGC14

alely celkem topol ¢erny | topol kanadsky | topol bavinikovy BCl; iz‘:)zll léaefr\ssSk\'/

189 0,15 0,28 0,36 0,06

192 0,23 0,22 0,64 0,16

198 0,02 0,09

201 0,16 0,22 0,06 0,25

204 0,10 0,22 0,14 0,06

207 0,05 0,20 0,03

210 0,19 0,17 0,06 0,37

213 0,01 0,02

219 0,01 0,02

222 0,10 0,07 0,22 0,10

pocet alel 10 8 7 2 6

pocet jedinct 93 23 18 18 34
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Priloha ¢. 5 Velikosti alel (bp) u testovanych 18 kloni topolt kanadskych pomoci fragmentacni analyzy
8 vybranych markert s modre vyznacenymi hodnotami diagnostickych alel topolu bavinikového.

PMGC PMGC
klony WPMS17 | WPMS15 2163 WPMS01 | PMGC14 | WIN3 456 PTR6

‘Brabantica’ 140 143 | 196214 | 189 239 | 120160 | 192204 | 166 254 78 86 191197

‘Marilandica’ | 143149 | 196214 | 189 239 | 120144 | 189204 | 166 254 78 86 191197

‘1-214’ 143149 | 196214 | 189 239 | 120148 | 189207 | 166 254 78 86 191197

, , 162 166

Harff 137 143 196 214 | 189 223 | 120158 192 210 254 78 86 191 197
‘Blanc du

Poitou’ 137143 | 196214 | 189 243 | 120138 | 192204 | 162 254 78 86 191197

‘Robusta’ 137143 | 196214 | 189 223 | 120156 | 189222 | 166 254 78 86 191197

‘Ogy’ 143149 | 196214 | 189 239 | 120148 | 192204 | 166 254 78 86 191197
. - 162 166
Pannonia 143149 | 196214 | 189 249 | 118156 | 192222 254 78 86 191197

NL-B-264 143149 | 196214 | 189 249 | 120158 | 189222 | 166 254 78 86 191197

1-45-368/67 137143 | 196214 | 189 223 | 118158 | 189 222 16225266 78 86 191197

NL-B-132b 143149 | 196214 | 189 249 | 120158 | 189222 | 166 254 78 86 191197

Flachslan- 1 125143 | 106214 | 189 223 | 120156 | 192210 | Y0258 | 7886 | 191197
den 254
‘Grandis' | 143149 | 196214 | 189 239 | 120148 | 189204 | 166254 | 7886 | 191197
A 162 166
Heidemij | 137143 | 196214 | 189 223 | 120156 | 189222 | o, 7886 | 191197
et 162 166
Selys 143149 | 196214 | 189 219 | 120144 | 192201 | ., 7886 | 191197
P145 (145 162 166
345/67) 137143 | 196214 | 189 223 | 118158 | 189222 | "o, 7886 | 191197
- 162 166
Serotina’ | 143149 | 196214 | 189 219 | 120144 | 192201 | ., 7886 | 191197
Virginianade | o5 | 196214 | 189 223 | 120156 | 189222 | 02166 | 7886 | 191197
Frignicourt 254

44



Misto na poznamky:
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