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1. UVOD A CIL METODIKY

Jednou z metod, kterou se dokumentuje geneticka variabilita populaci lesnich dre-
vin na molekularni Grovni, je isoenzymova analyza. Geneticka struktura popula-
ce je tak popisovana pomoci sady markert, které jsou predstavovany vybranymi
enzymatickymi systémy. Geneticka variabilita populace dané dieviny je vyslednici
genotypové skladby porostu v dobé jeho pfirozené obnovy ¢i umélého zalozeni,
dale selekéniho ptisobeni stanovistnich faktort na prezivani jedinci (z pfirozenych
napt. klima, geologické, pedochemické poméry, z antropogennich napt. imisni za-
téz), které ovliviuji selekci rliznych genotypti v ramci druhu. Déle je déna vysled-
nou druhovou skladbou a vychovnymi, pfipadné obnovnimi zasahy v porostu.

Isoenzymy tvori skupinu proteinovych genovych markert vzdjemné se lisicich mo-
lekularni hmotnosti, nabojem a jinymi geneticky kédovanymi znaky na molekular-
ni Grovni, které umoznuji tyto proteiny rozdélit a identifikovat. Analyza isoenzymil
vyuziva elektroforeticky princip, popsany napt. BERGMANNEM (1971, 1975), CHE-
LIAKEM a PITELEM (1984), HATTEMEREM et al. (1993) a novéji v souvislosti s envi-
ronmentalni problematikou napf. MULLER-STARCKEM a SCHUBERTEM (2001).

Isoenzymové analyzy jsou v $iroké mife aplikovany pti riznych genetickych stu-
diich lesnich drevin. Pfedpoklada se zde kodominantni dédi¢nost podle Mende-
lovych zakont. Studie zahrnuji sledovani genetické variability, zakonitosti migrace
a genovych tokd, genetickych rozdilti vnitrodruhovych kiiZzenct a identifikaci or-
tettl a klontl. Jsou vyuzitelné i pro indikaci dédi¢nych kvantitativnich a morfologic-
kych vlastnosti.

Z tzemi byvalého Ceskoslovenska jsou prezentovény napt. vysledky vyzkumu se-
mennych sadt smrku ztepilého (PAULE et al. 1993). GOMORY a PAULE (1993) dale
aplikovali tuto metodiku pfi vyzkumu kfizeni modfinu opadavého. GOMORY et al.
(1998) prezentovali vysledky isoenzymovych analyz buku z hlediska semenatskych
oblasti této dreviny. Pro ziskani obecnéjsiho nahledu na tento typ analyz je mozno
doporucit dnes jiz klasickou monografii PAULEHO (1992).

Jedna z prvnich takto zamérenych praci (KORMUTAK et al. 1982) se zabyvala varia-
bilitou enzymatickych systému u 4 populaci jedle bélokoré na Slovensku. KONNERT
(1993) popsala genetickou variabilitu 14 populaci jedle v Bavorsku na zakladé ana-
lyz 9 polymorfnich isoenzymovych lokust. Podobné HUSSENDOREFER et al. (1995)
sledovali ptibuzenské vztahy mezi riiznymi populacemi této dfeviny, v novéjsi studii
pak popsali BALLIAN a KayBA (2005) lokalni genetickou variabilitu jedle v Chorvat-
sku. LONGAUER et al. (2001) srovnavali s pouzitim isoenzymovych analyz selekéni
tlak atmosférického znecisténi na genofond smrku ztepilého, jedle bélokoré a buku



lesniho. BERGMANN a MEJNARTOWICZ (2002) se zabyvali obecnéj$imi otazkami di-
ferenciace struktury vybranych enzymd, tj. glukokindzy, fruktokindzy a hexokinazy
u jedle bélokoré, smrku ztepilého a borovice lesni, LIEPELT et al. (2009) sledovali
pomoci isoenzymi postglacialni expanzi jedle, ESNEROVA et al. (2010) popsali ge-
netickou diverzitu 5 populaci jedle bélokoré v oblasti Sumavy. IvaNek (2000, 2001),
IVANEK (2003, 2006), resp. IVANEK et al. (2009b) shromazdili vysledky isoenzymo-
vych analyz dil¢ich populaci smrku ztepilého na plochéch s riiznymi stanovi§tnimi
podminkami. Vyuziti isoenzymovych analyz pfi kontrole genetické homogenity
klonti u fizkovancti této dreviny popsali IVANEK a MARTINCOVA (2005), genetickou
diverzitou semenackid smrku ztepilého ve vysokohorskych podminkach se zabyvali
IVANEK et al. (2012). IVANEK a PROCHAZKOVA (2006) identifikovali klony a rou-
bovance v semennych sadech modfinu opadavého. Z tohoto hlediska, s dirazem
na kontrolu homogenity klonti, byly rovnéz podniknuty rozséhlé studie sadt boro-
vice lesni (PROCHAZKOVA et al. 2006; IVANEK et al. 2009a).

Prakticka realizace isoenzymovych analyz predstavuje soubor vysoce kvalifikova-
nych dil¢ich postupt, které je mozné obecné rozdélit na venkovni operace (vybér
a odbéry rostlinnych vzorki pro isoenzymové analyzy - tzv. ,vzorkovani®) a na la-
boratorni ¢innosti (ptipravné alaboratorni prace, porovnavaci experimenty, zpraco-
vani ziskanych dat a vyhodnocovani provadénych experimenti). K vyhodnocovani
ziskanych dat jsou pouzivany softwarové programy, jako napt. ImageMaster, [soEnz
(MATEJKA 2009a) ¢i SeqAn (MATEjKA 2009b). Isoenzymové analyzy by mély byt
provadény pokud mozno v prostfedi akreditovanych laboratornich pracovist.

Cilem predkladané prace je shrnout a zobecnit metodické postupy pouzivané v del-
$im ¢asovém horizontu ca 10-15 let v Laboratofi analyzy isoenzymi lesnich dfevin
Vyzkumného ustavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i., v ramci fe$eni dlou-
hodobych vyzkumnych projekti zaméfenych na ovéfovani geneticky podminénych
charakteristik dil¢ich populaci vybranych lesnich dfevin se zaméfenim na hlavni
lesni dfeviny (jehli¢nany), véetné molekuldrné-genetického ovérovani kloni a sle-
dovani genetické struktury populaci dfevin v riznych stanovi$tnich podminkach.



2. VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Cil Setfeni, Setfené druhy drevin,
analyzované enzymy

P1i $etfeni se stanovuje zastoupeni isoenzymi u jednotlivych stromu. Toto zastou-
peni isoenzymd se provadi pomoci elektroforézy na gelové vrstvé, kde maji jednot-
livé isoenzymy rozdilnou pohyblivost v elektrickém poli. Za urcity cas tak prislusna
¢ast vzorku dosahne konkrétni vzdalenosti od startovni pozice. Tato vzdalenost se
méfi na zpracovaném gelu jako hodnota oznacovana Rf. Jednotlivé isoenzymy se
oznacuji arabskymi ¢islicemi vzestupné podle ttidy pohyblivosti, a to vzdy spole¢né
pro vSechny porovnavané jedince.

Setteni je mozné provadét za tucelem:

1. ovéfeni totoznosti sledované populace a zdrojového jedince/zdrojové populace,
2. screeningu populace.

Pro dfeviny, které jsou v isoenzymové laboratofi pfedmétem $etfeni, je tfeba od-
zkouset a validovat aplikované postupy isoenzymovych analyz. Ptikladem isoen-

zymovych systémi, frekventované sledovanych v Laboratofi analyzy isoenzymi
lesnich dfevin Vyzkumného tstavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i., jsou:

Glukézo-6-fosfatdehydrogenaza  G-6-PDH

Glutamatdehydrogenaza GDH
Sikimatdehydrogenaza SDH
6-fosfoglukonatdehydrogenaza 6-PGDH
Fosfoglukomutaza PGM
Malatdehydrogenaza MDH
Fosfoglukoizomeraza PGI
Aspartataminotransferaza AAT

2.2 Odbér vzorkd (vzorkovani)

Zpracovavanym materidlem mohou byt pupeny nebo v mensim rozsahu i semena.
V prvnim pripadé se ze Setfenych stromu odebiraji ¢asti vétvi s dormantnimi pu-
peny v obdobi zafi az kvéten v zavislosti na klimatickych podminkach odbérového



stanovisté. Vétve musi pochazet z vitalni ¢asti koruny, zietelné neposkozené, ze kte-
ré se odebiraji nahodnym vybérem. Zpravidla se odebiraji u vzrostlych stromi kon-
cové Casti vétvi o délce minimalné 20 az 30 cm; u sazenic a mladych stromd mohou
byt i kratsi (nutno predem domluvit v laboratoii). Pocet vétvi musi byt takovy, aby
celkovy vzorek obsahoval dostatecny pocet vitdlnich pupend, tj. napfiklad nékolik
desitek pro smrk ztepily a jedli bélokorou nebo nékolik pro borovici lesni.

Osoba nebo subjekt odebirajici vzorky (dale vzorkovatel) odpovida za oznaceni
stromil podle specifikace zadavatele. Stromy, ze kterych byl proveden odbér, jsou
v terénu nebo v planu oznaceny jednozna¢nym zpiisobem tak, aby je bylo moz-
né identifikovat alespon po dobu dalsiho 1 roku. Odbér vzorkd, jejich transport ¢i
manipulace s nimi mimo laboratof mohou zdsadnim zptisobem ovliviiovat aktivitu
enzymi, a tim i vyhodnotitelnost zaiznamd.

Zadavatel, kterym je v nékterych pripadech sama laboratof, zodpovida za jedno-
znac¢né urceni lokality, zptisobu odbéru a specifikaci odebiraného materialu vzor-
kovateli. Ten provede odbér po dohodé s vlastnikem porostu, pricemz zodpovida
za provedeni odbéru podle pokynu zadavatele a za stav vzorkii do doby predani
zadavateli (semena) nebo laboratofi analyzy isoenzymi (pupeny).

Zadavatel a vzorkovatel musi zarucit, Ze po odbéru budou vzorky uchovavany a pre-
pravovany za vyhovujicich podminek tak, aby nedoslo k poklesu vitality materialu
(zvlasté nesmi dojit k prehrati, zapafeni nebo vyschnuti vzorki). Vzorky nesmi do-
sahnout teploty, pfi niz by zacalo dochazet k jejich tepelnému rozkladu. Teplota je
v ptipadé podezieni na moznost prehrati orienta¢né kontrolovana vzorkovatelem.
Semena se odebiraji ndhodnym vybérem z vitalni ¢asti koruny. V dalsi fazi se musi
nechat naklic¢it do stadia rozvinuti déloznich listkd, kli¢ni rostlinky musi byt plné
vitalni a neposkozené. Nakliceni semen zajistuje zadavatel s vyuzitim standardnich
postupl semenarské praxe. Pred vlastnim transportem musi byt naklicena semena
uchovavana pfi teploté 5 az 10 °C po dobu nejvyse 3 dntl. Zadavatel ruci za zacho-
vani vitality semen pfi nasledném transportu do laboratofe analyzy isoenzymii.

2.3 Prijem a evidence vzorki

Vzorky vétvi s pupeny se dodavaji v plastovych pytlich, jednozna¢né identifiko-
vanych nazvem lokality, kddovym oznacenim stromd a jejich polohou (GPS, plan
vysadby) tak, aby nedoslo k jejich nekontrolovatelnému promiseni.

Vzorky neposkozenych nakli¢enych semen s uvedenymi poradovymi ¢isly nebo
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kombinaci ¢isel se dodavaji v oznacenych uzavienych plastovych kontejnerech, roz-
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tridénych podle lokalit, porostii, soubori atd. Vzorky vybavené privodnim listem
dodané vzorkovatelem nebo zadavatelem jsou umistény do prislusnych prostort
laboratore (mrazici boxy nebo lednice).

Oznaceni vzorki v laboratofi vychazi z kombinace poradového ¢isla a oznacent je-
dinct v terénu ¢i planu.

Pravodni listy, jez jsou déle archivovany, zahrnuji oznaceni vzorkovaného jedince,
identifikaci lokality ¢i porostu, datum odbéru, specifikaci odebraného materidlu,
identifikaci vzorkovatele, zadavatele aj. a jsou opatfeny seznamem predavanych
vzorki véetné nalezité dokumentace.

2.4 Uskladnéni vzorka

Ptijaty materidl (vétve nebo nakli¢ena semena) a vlastni oddélené vzorky (pupeny
nebo ¢asti semen) jsou uskladnovany v mrazicich boxech pii teploté nizs$i nez -15 °C.

Oddélovani vzorku se provadi nasledujicim zptisobem:

Pupeny: Z mraziciho boxu se vyjme oznadeny uskladnény materidl (vétve) a vybere
se z né&j nebo oddéli tak velka ¢ast, aby byl k dispozici potiebny podet dormantnich
pupent o velikosti zahrnujici dostate¢né mnozstvi biologického materialu k analy-
zam. Ten predstavuji vzrostné vrcholy pupent, které jsou vkladany do plastovych
mikrozkumavek, oznacenych shodné s ptivodnim oznaéenim v terénu a uskladné-
nych dale v mrazicim boxu.

Referen¢ni vzorky, které slouzi jako univerzalni porovnavaci standardy (UPS), jsou
ve formé jednotlivych pupenti neprodlené (do 2 tydnt) z mrazicich boxi premisté-
ny v ochrannych plastovych kontejnerech oznac¢enych kédem lokality do specidlni-
ho hlubokomraziciho boxu. Zde jsou dlouhodobé pod nezaménitelnym oznac¢enim
skladovany pfi kontrolované teploté —80 °C.

Vsechny vzorky (vétve, vzrostné vrcholy dormantnich pupent) jsou v mrazicich
boxech skladovany po dobu nejvyse 3 mésictl, s moznosti pfechodného umisténi
v hlubokomrazicim boxu, nelze-li tuto lhitu dodrzet. Pokud se zjisti, Ze skladova-
ni za definovanych a kontrolovanych podminek nebylo dodrzeno, vzorky jsou bez
dalsiho likvidovany.

Semena: Semena jsou zpracovavana obdobné. V mrazicim boxu je mozno ucho-
vavat cela naklicend semena nebo jejich ¢asti dle specifikace analyzy, a to maxi-
malné po dobu 3 mésicti. Uchovavaji se rovnéz v mikrozkumavkach. Pted uloze-
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nim do mrazictho boxu nebo v pribéhu skladovani se provede vlastni pfiprava
materialu k analyze - z naklicenych semen se oddéli gymnosperm nebo embryo
(dle pozadavkt analyzy) a ulozi se do mikrozkumavky. Pfijaty material i vlastni
vzorky jsou uchovavany za vyse uvedenych podminek pred vlastni analyzou nebo
po ni (v pripadé predpokladaného opakovani nebo doplnéni analyz). Semena jsou
podobné jako vzorky pupent ¢islovana kombinaci poradového ¢isla lokality, ptip.
klonu a poradového ¢isla stromu, pfip. semene.

V névaznosti na ptijem vzorkil pupent nebo semen zaznamenava laborant kom-
binaci kédu lokality, oznadeni ¢isla stromu v terénu, druh dfeviny, datum odbéru,
datum zkousky, vybér méfenych enzymd, zakladni specifické udaje o separa¢nim
médiu, na kterém probiha elektroforéza ($krob) a zvolené voltampérové charakte-
ristiky elektroforézy. Oznaceni kazdého gelu je kodovano. Teplota v mrazicim boxu
se soustavné kontroluje prostfednictvim k tomu uréenych elektronickych datalo-
gerll. Dataloger je zde umistén vzdy nad vrstvou uskladnénych vzorkd. Kontrola
predstavuje stazeni dlouhodobé monitorovanych teplotnich udajit do pocitace a je-
jich vyhodnoceni.

2.5 Priprava vzorkad

Ptiprava vzorka spociva v extrakci enzymu z rostlinného materidlu. Mikrozku-
mavky s pfedem pripravenym materidlem (zpracované pupeny nebo semena) se
vyjmou z mrazicitho boxu. Smés pupenti se homogenizuje s 20-40 pl extrak¢ni-
ho pufru (pfiloha 8.1) v mikrozkumavkach pomoci rota¢niho homogenizatoru
po dobu 4-12 s. Do vzniklého homogenatu se podle pozadavki na podet analyzo-
vanych enzymt a predpokladaného opakovani analyz namo¢i 2 nebo vice prouzka
chromatografického papiru Whattman o velikosti 3x10 mm. Po uzavieni se mik-
rozkumavky neprodlené opétovné umistuji zpét do mraziciho boxu. Zde jsou takto
ptipravené vzorky uloZeny po dobu maximélné 3 dnti pfed vlastni analyzou na gelu.

2.6 Priprava zasobnich roztoki

Za ticelem extrakce pupentl a nasledné elektroforézy jsou ptipraveny zasobni rozto-
ky extrakéniho pufru (CHELIAK, PITEL 1984), zasobni roztoky elektrodovych pufrd,
roztokdl pro pripravu gelt a déle pro dlouhodobou konzervaci (fixaci) téchto geld.
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Hojné pouzivanym elektrodovym pufrem je naptiklad tris-citratovy tlumivy roztok
na bazi smési 0,2M roztoku Tris(hydroxymethyl)-aminomethanu a 1M kyseliny ci-
tronové, jehoz odpovidajicim nafedénim v poméru 1:7 az 1:15 se pripravuji roztoky
pro pripravu gelt. Jako roztoky pro fixaci gelt jsou pouzivany ternarni smési vody,
kyseliny octové a glycerolu.

Zasobni roztoky jsou prechovavany v lednici pfi pramérné teploté 3-7 °C po dobu
nejvyse 1 mésice. Teplota je dlouhodobé sledovana datalogerem. SloZeni zasobnich
roztokt je uvedeno v priloze 8.1.

2.7 Priprava skrobového gelu

Pro pripravu $krobového gelu se pouzivaji nasledujici slozky:

e $krob pro elektroforézu od zavedenych dodavateld jako jsou Biomol, Gerbu,
ptipadné Sigma-Aldrich,

e sacharoza,

e roztok pro pripravu gelu.

Ptiprava gelu spoéiva v opakovaném zahfivani suspenze $krobu a krystalické sa-
charézy v zasobnim roztoku pro ptipravu gelt na teplotu varu v mikrovlnné troubé
po dobu, jez ¢ini thrnem ca 2 minuty. Vysledkem je vznik homogenniho solu.

Nasleduje evakuace solu v odsava¢ce membranovou pumpou a jeho naliti do pti-
praveného ramecku z plexiskla o velikosti odpovidajici rozmértim elektroforetické
vany. Sol se necha vychladnout pfi pokojové teploté po dobu 60 minut, pti¢emz
dojde k jeho ztuhnuti (prechodu solu v gel). Gel je nasledné umistén do elektrofo-
retické vany. Pokud nelze v ojedinélych pripadech dosahnout pozadované kvality
solu, je k zahfevu jeho slozek alternativné pouzito vodni lazné. Postup pripravy
$krobového gelu je uveden v ptiloze 8.2.

2.8 Elektroforéza

Elektroforéza je technika, jejiz pomoci se v elektrickém poli separuji jednotlivé en-
zymy (CHELIAK et al. 1987; ESNEROVA 2010). Elektroforetickd separace enzymd je
mozna diky ionizaci molekuly proteinu, tj. molekula nese ur¢ity nenulovy néboj.
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Elektroforéza pak spociva v riizné rychlé migraci enzymu elektrickym polem, coz je
déano pravé rozdilnou primarni proteinovou strukturou. Jako nosic se pro elektro-
forézu pouziva polyakrylamidovy (obvykle vertikdlni usporadani) nebo $krobovy
gel (horizontalni usporadani). Kontakt mezi elektrodami a gelem je zprostfedkovan
pufrem (HARTL, CLARK 2007).

Po vlozeni homogendtu zkoumaného pletiva, coz je vlastné smés isoenzymd, do elek-
trického pole, jsou zobrazeny rozdélené isoenzymy po probéhlé elektroforéze na gelu
podle jejich elektroforetické pohyblivosti (MANEK 2001). Jako material pro isoen-
zymové analyzy se nejcastéji pouziva pletivo dormantnich pupent nebo semen.

Pro isoenzymové analyzy se pouziva jednorozmeérna horizontalni elektroforéza
na $krobovém gelu, ktera probiha v elektroforetickych vanach s oddélenym katodo-
vym a anodovym prostorem a vybavenych dutou horizontalni chlazenou keramic-
kou nebo plastovou deskou. Katodovy a anodovy prostor je uréen znackou na hori-
zontalni desce. Po vsunuti nosicii se vzorkem do gelu je vlastni elektroforéza zahajena
vlozenim predvoleného elektrického napéti na bo¢ni strany gelu, které je zprostied-
kovéano vlhkou vrstvou filtra¢niho papiru ve funkci vodivého muistku. Uvedené tep-
lotni rozmezi je zabezpeceno chlazenim desek vodou, ktera cirkuluje mezi vnitinim
prostorem desek a termostatem. K elektroforéze je v pfipadé Laboratote analyzy iso-
enzymt lesnich drevin Vyzkumného tstavu lesnitho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.,
pouzivana originalni sestava Multiphor II od vyrobce Pharmacia Biotech, zahrnujici
zdroj napéti a proudu EPS 3500, déle elektroforetické vany Multiphor II opatfené
kryty, které zabezpecuji ochranu pfed ucinky vysokého napéti, a termostat Multi-
temp III. Jmenované ¢4sti jsou propojeny pivodnimi kabely a tepelné izolovanymi
plastovymi trubkami pro rozvod chladici vody. Tato souprava je dale vybavena signa-
liza¢nim zafizenim, které eliminuje nekontrolovatelny pokles napéti nebo proudu
v kterémkoli misté obvodu (zejména pti nespolehlivosti kontaktu, vypadku proudu
apod.) zvukovou a svételnou signalizaci a automatickym prerusenim elektroforézy.

Postup prace:

30-45 min. pred zahdjenim elektroforézy je nutno zapnout termostat, ktery zabez-
pecuje chlazeni horizontalnich desek a nastavit predvolbu teploty chladici vody tak,
aby odpovidala 1 az 3 °C. Katodovy i anodovy prostor elektroforetické vany se zcela
naplni elektrodovym pufrem.

Ptipraveny gel se polozi na chlazenou desku elektroforetické vany a vodivé se spoji
s elektrodovym roztokem nékolika vrstvami filtra¢niho papiru Whattman 3 mm.
Pro umisténi vzorki se v gelu pomoci nerezového hiebenu ptipravi 15 az 20 rovno-
mérné rozmisténych zafezti vedenych rovnobéziné s kratsi stranou gelu v blizkosti
katody, a to pfes celou vrstvu gelu.
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Vzorky jsou na gely umistovany v poctu a pofadi v zdvislosti na ucelu analyzy.
Prakticky se vzorek (ptipraveny prouzek chromatografického papiru nasyceného
vzorkem) vlozi do konkrétniho pfipraveného zatezu v gelu. U kazdého vzorku je
zaznamenano jeho pofadi na gelu.

Nasledné se spusti elektroforéza, kterd v obou elektroforetickych vanach probiha
v nékolika fazich (predvolitelnych programech), jejichz parametry (idaje o napéti
a proudu) jsou spole¢né s teplotou mistnosti zaznamenavany.

Po skonceni elektroforézy se gel vyjme, pfenese se mimo prostor elektroforetickych
van a jeho rozméry jsou sefiznuty na normalizovanou velikost. Hmota celého gelu
se rozteze pomoci nylonového vlasce na sedm soubéznych vrstev, pficemz prvni
a posledni vrstva tvori odpad (neni mozno je dale zpracovavat), 5 zbyvajicich vnitf-
nich vrstev pak slouzi k vyhodnoceni 5 riznych enzymd.

2.9 Barveni a fixace gell

Popis pripravy roztokii pro barveni gel

Po roziezani gelu jsou jednotlivé vrstvy opatrné vkladany do krabicek s roztoky,
specifickych pro jednotlivé enzymy (ptiloha 8.3). Krabi¢ky jsou po uzavieni vicky
vlozeny do termostatu, jehoz predvolbu teploty je tfeba nastavit tak, aby teplota
prostoru termostatu odpovidala priblizné hodnoté 37,5 + 2,5 °C. Teplota je kon-
trolovana na pocatku a na konci procesu barveni pomoci sondy odporového teplo-
méru, umisténého v prostoru termostatu. Doporucend doba barveni je specificka
pro kazdy enzym a pohybuje se v rozmezi ca 45 minut az nékolika hodin. V ptipadé
potrebného zvyseni kontrastu je nutno podstatné zvysit dobu barveni, pficemz je
tato okolnost specifikovana pozndmkou v tabulce geli v programu ImageMaster.
Gely v krabickach se béhem inkubace pravidelné kontroluji (prvni 2 hodiny inku-
bace kazdych 15-20 min.). Pokud se gely dostate¢né nevybarvi béhem této doby,
jsou ponechany v inkubatoru del$i dobu. Podminky a okolnosti inkubace (barveni)
jsou podchyceny v zdznamech. Po obarveni se gely proplachnou vodou a jednotlivé
vrstvy gelu se zaliji fixatnim roztokem (priloha 8.4). Tim jsou gely ptipraveny pro
skenovani a nasledné zataveni do fdlii. Roztoky pro barveni gelii jsou pfipravovany
podle postupt popsanych PASTEUREM et al. (1988).

Roztoky pro barveni geld jsou pfechovavany v lednici pti primérné teploté 3-7 °C
po dobu nejvyse 6 tydnt, extrakéni roztok v prostoru priléhajicim k zadni sténé
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lednice o teploté 0-4 °C po dobu 6 mésicti. Teplota je dlouhodobé sledovana zafize-
nim umoznujicim teplotni zaznam. Jestlize teplota vzduchu v lednici pfekro¢i napt.
z diivodu vypadku elektrického proudu hodnotu 15 °C na dobu delsi nez 24 hod.,
jsou zasobni roztoky zlikvidovany.

2.10 Skenovani a zataveni gell

Skenovani obarvenych a fixovanych geld se provadi do Sedoténového obrazu pri
rozliSeni 400 dpi. V soucasnosti se ve Vyzkumném ustavu lesniho hospodarstvi
a myslivosti, v. v. i., pouziva skener SHARP Scan JX-330 s adaptérem pro transpa-
rentni materialy. Soubory se uklddaji ve formatu TIFF pod kédovym oznadenim
odvozenym z ¢iselného kédu enzymu a poradového ¢isla vzorkit méfeného soubo-
ru. Bezprostfedné po naskenovani jsou gely zataveny mezi transparentni plastové
folie a jsou pripraveny k archivaci.

2.11 Zaznam a vyhodnoceni vysledki

Po naskenovani jsou gely pro vSechny enzymy nejprve predbézné (orienta¢né) vi-
zualné vyhodnoceny, a to nejpozdéji do 5 pracovnich dnti ode dne analyzy. Toto
vyhodnoceni provadi laborant podle disponibilniho vzorniku. Vysledky zazname-
nava na soubor pomocnych formulara s idaji predtisténymi vedoucim laboratote
(kody lokalit mérenych polozek a standardu UPS). Tyto formulare jsou zdkladnim
podkladem pro protokoly o zkouskach. Nasledné jsou predany vedoucimu labora-
tofe ke kontrolnimu vizualnimu hodnoceni a poté archivovany. Poté jsou vysledky
tohoto vyhodnoceni doplnény do databaze programu IsoEnz pro danou lokalitu
nebo jeji kod.

Zakladem jakéhokoli vyhodnoceni elektroforetickych zdznamu na gelu (viz obra-
zek na titulni strané) je relativni porovnani polohy prouzkii ztmavnuti (oblasti zvy-
$ené optické hustoty), odpovidajicich obarvenym isoenzymtim, které jsou v dal§im
textu oznacovany jako pasy. Tyto pasy jsou dale klasifikovany podle vzestupného
poradi tfid relativni rychlosti migrace (RM) isoenzymd v elektrickém poli pti jejich
elektroforetické separaci na gelu.
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Predbézné vizualni vyhodnoceni predstavuje zaroven voditko, podle kterého roz-
hodne vedouci laboratofe o kone¢ném zpiisobu vyhodnoceni pro danou skupinu
geltl, kdy jsou enzymy rozdéleny:

(1) na skupinu, u které budou uvedeny pouze vysledky vizualniho vyhodnoceni,

(2) na skupinu, u které budou uvedeny vysledky na zdkladé pocitac¢ového vyhodno-
ceni s ptipadnou vizualni korekei.

V ptipadé vizualniho vyhodnoceni je po predbézném orienta¢nim zpracovani vy-

sledki provedeno vedoucim laboratore opakované kontrolni vizualni vyhodnoceni

pro danou skupinu geld, které potvrdi, po ptipadnych opravach, na vyse uvedeném

formulari, a které je jako kone¢né uvedeno tehdy, jestlize:

(1) poradi polohy pésti na gelu podle tfid RM je v ramci sledované skupiny gelt
jednoznacné, zejména u enzymd, které nevykazuji polymorfismus,

(2) charakter elektroforetického zdznamu na gelu neumoziuje prehledné pocitaco-
vé vyhodnoceni gelu.

V opa¢ném pripadé jsou gely uréeny k poéita¢ovému vyhodnoceni.

Jednotlivym pasim (predpokladanym tfidim RM) jsou podle poradi RM prifaze-
ny u haploidniho materialu (gymnosperm semen) predpokladané alely 1, 2, 3, ...,
nebo u dormantnich pupent a embryi semen predpoklddané alelické pary 11, 12,
... 22,23, ... Toto ptifazeni vychazi z odborného stanoviska vedouciho laboratore
na zakladé vzdgjemného porovnani dlouhodobych vysledki laboratofe pro danou
drevinu, jakoz i literarnich tdajt. Vysledky, tj. pfitomnost alel nebo alelickych part
pro jednotlivé vzorky, jsou zaneseny do protokoli v elektronické podobé.

Pocitacové se vyhodnocuji gely, které nelze jednoznaéné vizualné vyhodnotit, pti-
padné jakékoli dalsi gely.

V pripadé pocitacového vyhodnoceni jsou zakladnimi daty rastry s obrazem ske-
novanych gelti v bézném formétu (TIFF). Z rastrti s obrazem skenovanych gelti jsou
programem ImageMaster odecitany referen¢ni hodnoty maxim optické hustoty,
odpovidajici hodnotam relativni rychlosti migrace (Rf), a to s pouzitim automatic-
ké procedury tohoto programu, zahrnujici detekci past, odhad hodnot Rf a vylou-
¢eni chybovych signald, jako jsou bodova kontaminace gelu barvivem, pfitomnost
vzduchové bubliny apod.

Pro posouzeni kvality zdznami na vyhodnocovaném gelu je diilezitd maximalni
opticka hustota odpovidajici jednotlivym isoenzymtim a $iika a tvar zdznam. Uda-
je o kvalité gelu jsou zaznamendavany do databaze IsoEnz. Série hodnot Rf pro kazdy
gel jsou exportovany do textového souboru, ktery slouzi pro pfenos dat do databaze
IsoEnz.
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Zakladni zpracovani vysledk(l na jednotlivych gelech je provadéno programem
SeqAn, pfi¢emz pouzita jsou data nacitand piimo z prostfedi databaze IsoEnz.
V programu SeqAn je provedena klasifikace hodnot Rf podle t¥tid RM pro vSechny
vzorky umisténé na jednom konkrétnim gelu podle standardniho postupu (pro-
vadi vedouci laboratofe), podrobnosti pouziti programu jsou uvedeny v ndpovédé
k programu. V programu se zobrazi distribuce jednotlivych hodnot. Vysledky kla-
sifikace jsou programem SeqAn zapsany do databdze IsoEnz.

Z Klasifikace geli pomoci vyse uvedeného postupu vychazi odborné stanovisko,
podle kterého je vzorku ptifazena alela nebo alelicky par. Vysledky pocitacového vy-
hodnoceni gelt jsou doplnény do elektronickych protokoli a spolu s vysledky vizu-
alniho vyhodnoceni jsou vyti$tény a ulozeny v listinné formé. Klasifikace jsou pro-
vedeny samostatné na jednotlivych gelech. Gely nalezici do jedné skupiny jsou dale
pro kazdy jednotlivy enzym porovnavany v prostiedi programu IsoEnz, s cilem do-
sdhnout vzajemného optimalniho pfifazeni klasifika¢nich skupin isoenzymti (podle
relativnich RM) pro stejné vzorky umisténé na riznych gelech v ramci hodnocené
skupiny geltl. Vysledny protokol o zkous$ce musi v ¢asti uvadéjici vyskyt alelickych
part obsahovat pro kazdy hodnoceny enzym vSechny vysledky (véechna opakova-
ni). Standardné se kazda zkouska provadi dvakrat. V pripadé, Ze pfi opakovani doslo
k neshodg, je tieba zkousku opakovat. V ptipadé, Ze zkousku neni mozné z jakého-
koli divodu opakovat, je ve vysledném protokolu uveden udaj ,,nelze stanovit®

2.12 Zalohovani dat a archivace vysledk,
ochrana dat

Pisemné protokoly o odbéru vzorki a souvisejici pisemnosti jsou archivovany

po dobu nejméné 5 let.

Databaze programu IsoEnz je pravidelné zalohovana:

 najiny pevny disk minimdlné 1x za dva tydny, pfi¢emz uchovavany jsou mini-
malné dvé posledni kopie dat;

e na neprepisovatelné zalohovaci médium (obvykle CD).

Rastry s obrazem skenovanych gelii v bézném formatu (TIFE JPEG, ...) jsou zaloho-
vany na CD spolecné s daty databaze.

Rastry s obrazem skenovanych gelii po jejich zpracovani programem ImageMaster
jsou archivovany na CD po zpracovani celé série dat, nejméné 1x za 3 mésice.
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Zalohovaci média jsou archivovana po dobu nejméné 7 let.

Po¢itace jsou chranény proti neopravnénému pristupu k programim heslem
na urovni MS Windows, obdobné jsou heslem chranény sdilené disky dostupné
prostfednictvim interni sité a ddle jsou standardné chranény proti proniknuti poci-
tacovych virt rezidentni antivirovou ochranou.

3. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Ve srovnani s tradi¢nimi $lechtitelskymi metodami ovéfovani geneticky podminéné
variability testovanych variant, kdy jsou aplikovany klasické dlouhodobé genetické
postupy, predstavuje vyuzivani analyzy izoenzymd jako jedné z molekularné-gene-
tickych metod, vyznamny kvalitativni posun. Tato metoda umoznuje (a je pro tyto
ucely dostate¢né propracovana) urceni genetické skladby, pfipadné kontrolu ptivo-
du u pfirozenych i syntetickych populaci fady druht lesnich dfevin, a to jiz v ranych
stadiich jejich vyvoje. Umoznuje tak naptiklad identifikaci rodic¢ovskych jedincti
a kloni ve $lechtitelskych programech, podobné jako certifikaci komer¢nich vzorki
semen z mate¢nic nebo semennych sadi. Podminkou jeji aplikace je pouze dosta-
te¢né mnozstvi biologického materidlu s dostate¢nou aktivitou, resp. koncentra-
ci sledovanych enzymi. Metoda tedy neni zavisla na projevech makroskopickych
fenotypovych znakd, které Ize u lesnich dfevin ¢asto zaznamenat az ve vys$im véku.
Analyza izoenzymi je dostate¢né propracovana pro radu lokust, lze ji vyuzit jak
pro identifikaci jednotlivych genotypi, tak pro stanoveni genotypovych frekvenci
u celych populaci.

4. POPIS UPLATNENI METODIKY

Vyuziti metodiky se predpoklada zejména v lesnickém vyzkumu pfi racionalizaci
$lechtitelskych aktivit orientovanych napt. na ovérovani geneticky podminéné vari-
ability potomstev z hybridiza¢nich programi, provenien¢nich experimentt, ovéfo-
vani zdroji reprodukéniho materidlu aj. Postupy prezentované v metodice mohou
byt vyuzity také jako doplnujici studijni material pro vyuku odbornych lesnickych
a biologickych predmeéti na lesnickych skolach stiedoskolského i vysokoskolského
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typu. Pfedpoklada se také moznost praktického vyuziti metodiky v lesnické praxi,
v uvahu tak prichazeji napt. pracovisté lesnickych velkoskolek se specificky vybave-
nym laboratornim zazemim ap.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

V névaznosti na stale vétsi uplatiiovani a vyuzivani modernich biochemickych me-
todickych postupti orientovanych na ziskani novych genetickych informaci ovéfo-
vaného biologického materidlu v obecném smyslu je mozno i v oborech souvise-
jicich se Slechténim lesnich dfevin a se studiem geneticky podminéné variability
ovérovanych variant, resp. potomstev, predpokladat a redlné oc¢ekavat vyznamné
zkracovani klasickych, vétsinou dlouhodobych slechtitelskych programt. Tato sku-
te¢nost v dusledku predstavuje pro lesni hospodarstvi mj. vyznamnou ekonomickou
usporu a navazné i vys$$i a rychlejsi ekonomicky zisk. Konkrétné v oboru $lechténi
lesnich dfevin, kde jsou tradi¢ni $lechtitelské programy s ohledem na dlouhovékost
$lechténych a ovérovanych variant vétsinou dlouhodobého charakteru, predstavuji
praktické aplikace vhodnych biochemickych metodickych postupt, mezi kterymi
maji nezastupitelnou roli i isoenzymové analyzy, moznost zkraceni (z fadu desi-
tek let na roky) jednotlivych $lechtitelskych cykla ptislusnych slechtitelskych pro-
gramu (napt. v pfipadé hybridiza¢nich programt je tak mozno specifikovat jejich
diléi cykly, jako selekci, kiizeni a testovani, obdobné je mozno definovat dil¢i cykly
$lechtitelskych programu orientovanych napt. na $lechténi dil¢ich populaci vyzna-
¢ujicich se zadoucimi kvalitativnimi, kvantitativnimi ¢i dal$imi specifickymi cha-
rakteristikami, na ovéfovani zdrojii reprodukéniho materialu, ovéfovani introdu-
kovanych dfevin aj.). Pomérné vysoké naklady souvisejici s praktickymi aplikacemi
isoenzymovych analyz se tak v ramci $lechtitelskych programi realizovanych v ra-
dech let stavaji vyrazné niz§imi ve srovnani s naklady na tradi¢ni dlouhodobé $lech-
titelské programy realizované v fddech desitek let. Rozdily v nakladech na realizaci
kratkodobych a dlouhodobych slechtitelskych programii je mozno charakterizovat
obdobnym zptsobem, prakticky se miize jednat o rozdily vyjadrené v fadech desi-
tek, resp. stovek tisict K¢.
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6. DEDIKACE

Popisy obecnych charakteristik dil¢ich postuptt v ramci aplikace isoenzymovych
analyz pii ovéfovani geneticky podminéné variability dil¢ich populaci lesnich dre-
vin, které jsou prezentovany v predkladané metodice, vychazeji z poznatki ziska-
nych ptifeseni vyzkumného projektu NAZV QI92A248 ,Vyuziti genovych zakladen
jedle bélokoré v komplexu vyzkumnych opatfeni k zachrané a reprodukei genovych
zdrojii této dieviny v lesnim hospodatstvi Ceské republiky“ a vyzkumného zdméru
MZE0002070203 ,,Stabilizace funkci lesa v antropogenné narusenych a ménicich se
podminkéch prostredi®

Autofti dékuji W. Keithu Moserovi, Dr. For., CF (USDA, Forest Service, NRS FIAP,
St. Paul, MN 55108, USA) za jazykovou revizi anglického abstraktu a souhrnu.
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8. PRILOHY
8.1 Priprava extrakcéniho a zasobnich roztokl -
slozeni

Extrak¢ni roztok:

Pfi ptipravé 200 ml roztoku se uzivaji nasledujici slozky:

Slozka Mnozstvi Poznamka
Odvazené mnozstvi pfedem roz-
29 pustit ve 150 ml vody, dalSi slozky
se pridavaji do tohoto roztoku

Polyvinylpyrrolidon (PVP), mol. hmotnost
360 000

Polyvinylpyrolidon (PVP),

mol. hmotnost 40 000 149 Dito
Sacharéza 20g

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) 0,040 g
Dithiotreitol 0,030 g
Kyselina askorbova 0,035¢g
Bovine Serum Albumin 0,200 g
B-Nikotinamid adenindinukleotid (NAD) 0,055¢g
B-Nikotinamid adenindinukleotidfosfat (NADP) 0,045 g
Pyridoxal-5-fosfat 0,010 g

U vysledného roztoku se provede adjustace pH na hodnotu pH 6,7 + 0,02 ptidav-
kem roztoku (1 mol.I'") Tris (hydroxymethyl)-aminomethanu (Trisu). Poté je ptida-
no 1,32 ml merkaptoethanolu a roztok se doplni vodou na 200 ml.

Zasobni roztok 0,2 M Tris (pripravuje se 1000 ml roztoku):

Slozka Mnozstvi Poznamky
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 24,2 g

Slozka Tris se rozpusti v ca 900 ml vody. U vysledného roztoku se provede adjusta-
ce pH na hodnotu pH 8,0 pfidanim roztoku HCI (1:5) a roztok se doplni vodou
na 1000 ml.
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Elektrodovy roztok (pfipravuje se 1000 ml roztoku):

Slozka Mnozstvi Poznamky
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 18,17 g
Kyselina citronova 1 mol/l viz nize: adjustace pH

Slozka Tris se rozpusti v cca 900 ml vody. U vysledného roztoku se provede adjusta-
ce pH na hodnotu pH 7,5 pridanim roztoku kyseliny citronové a roztok je doplnén
vodou na 1000 ml.

Zasobni roztok na pripravu geli (elektrodovy roztok se zfedi vodou v poméru
1:7,5 (viv)).

8.2 Slozky pro pripravu skrobového gelu

(pFiklad)
Slozka Mnozstvi Poznamka
Zasobni roztok na pfipravu gelu 280ml
Skrob fy. BIOMOL (B) a GERBU (G) 29g(B)+10g (G)
Sacharéza 39

8.3 Priprava roztoki pro barveni geld - slozeni
jednotlivych roztokt

G-6-PDH (glukozo-6-fosfatdehydrogenaza)
40ml  0,2M Tris-HCI, pH 8,0

160 mg glukdzo-6-fosfat

01ml 1% MgCI, hexahydrat (w/v)

01ml NADP
0lml MTT
01ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych pasi
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GDH (glutamatdehydrogenaza)

40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)

500 mg kyselina L-glutamova

01,5ml NAD

01,5ml NBT

0lml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past

SDH (Sikimatdehydrogenaza)
40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)
20mg  kyselina (-) Sikimova

01ml 1% MgCl, hexahydrét (w/v)

01 ml NADP
01lml NBT
00,5ml PMS

Inkubace v temnu pti 37 °C az do objeveni se modrych past

6-PGDH (6-fosfatdehydrogenaza)

40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)

50 mg trojsodna st kyseliny 6-fosfoglukonové
02ml  10% MgCI, hexahydrat (w/v)

02 ml NADP
02ml MTT
01 ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past

PGM (fosfoglukomutaza)
40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)
500 mg glukdzo-1-fosfat, dvojsodna sl
00,5ml glukdzo-1,6-difosfat
roztok (0,1 mg/ml H,0)
40 jedn. glukézo-6-fosfatdehydrogenazy (0,08 - 0,1 ml)
01ml  10% MgCl, hexahydrat (w/v)

02ml NADP
02ml MTT
00,5 ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past
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MDH (malatdehydrogenaza)
20ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)
20ml  0,5M DL kyselina malonové (pH 7,0)

02ml NAD
02ml NBT
00,5ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past

PGI (fosfoglukoisomeraza)

40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)

35mg frukt6zo-6-fosfat, dvojsodna stil
08 jedn. glukézo-6-fosfatdehydrogendza
0l ml  10% MgCIl, hexahydrat (w/v)

01ml NADP
0lml MTT
0,5ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past

IDH (isocitratdehydrogenaza)

40ml  0,2M Tris-HCI (pH 8,0)

230 mg DL-isocitric acid, trisodium salt

0lml NADP

01,5ml NBT

00,5ml PMS

Inkubace v temnu pfi 37 °C az do objeveni se modrych past

AAT (aspartataminotransferaza)

08 mg pyridoxal 5-fosfat

150 mg stl BB fast blue

40ml  roztok substrtu®

* Roztok substratu:

2,65g kys. L-aspartova

0,35g a-ketoglutarova rozpusténa v 0,5 litru 0,2M Tris-HCI (pH 8,0)
Po rozpusténi znovu adjustovat pH na 8,0 pomoci pevného NaOH
Inkubace v temnu pii 37 °C az do objeveni se ¢ervenohnédych past
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8.4 Fixace geld

Zasobni roztok pro fixaci gelt

Slozka Mnozstvi
Voda 800 ml
Glycerin 100 ml
Kyselina octova 100 ml

Slozky se smisi ve vySe uvedeném poméru. Jako voda je pouzivana demineralizova-
na voda s vodivosti < 0,5 uS/cm (tj. s mérnym odporem > 2 MQ.cm™).
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THE METHODOLOGICAL PRINCIPLES
OF THE ISOZYME ANALYSES IN VERIFYING
THE GENETICALLY CONDITIONED VARIABILITY
OF FOREST TREE SPECIES PARTIAL
POPULATIONS

Summary

Isozyme analysis is one of the methods, which was used to document forest tree
species genetic variability at the molecular level. Genetic structure of the population
is thus described by using a selected set of markers, which are represented by
the respective enzymes. Genetic variability of the selected species population is
the result of forest stand genotypic composition at the time of its establishment,
either anthropogenic or natural, as well as the influence of site factors on the
survival of individuals, which affect the selection of different genotypes within
a species. Examples of these influences are natural factors, e.g. climate, geological
and pedochemical conditions, and anthropogenic factors, e.g. pollution load.
Genetic variability is further determined by the resulting species composition and
renewative and silvicultural interventions in forest stand.

It is possible to identify isozymes as a group of protein gene markers, which differ
in their molecular weight, charge and other genetically encoded characters at the
molecular level. These characteristics facilitate the division and identification of
these proteins.

Isozyme analyses used to be widely applied in various genetic studies of forest tree
species. Itisassumed here the codominantinheritance in accordance with Mendelian
laws. The genetic studies include monitoring of genetic variability, patterns of
migration and gene flow, intraspecific genetic differences and identification of
ortets and clones. Isozyme analyses are also used to indicate the heredity of certain
quantitative and morphological characteristics.

The practical implementation of isozyme analyses is comprised of a collection of
highly qualified partial procedures, which can be generally divided into outdoor
operations (selection and collecting of plant samples for isozyme analyses — so
called “sampling”) and laboratory activities (preparatory and laboratory work,
comparative experiments, data processing and evaluation of experimental results).
Specific software programs, such as ImageMaster, IsoEnz or SeqAn, are used to
evaluate the data. The isozyme analyses should be carried out as a priority in
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certified laboratory facilities, where the accreditation certificate for these facilities
is updated on a regular basis.

In this work, we summarize methodological procedures that were used in the forest
tree species isozyme analyses laboratory at the Forestry Game and Research Institute,
ca 10-15 years ago. Isozyme analyses, such as those described in this work, were
carried out as a part of long-term research projects aimed at verifying the genetic
characteristics of populations of selected forest tree species with a focus on the main
forest coniferous trees, including molecular genetic verification of selected clones’
authenticity and investigation of the genetic structure of tree species populations in
different site conditions.

The use of the methodology in forestry research, in particular, is most appropriate for
evaluating breeding-oriented activities, e.g. the testing of genetically-conditioned
variability of progenies resulting from hybridization programs, provenance
experiments or the verification of reproductive material sources. The procedures
presented in the methodology can also be used as a supplementary study material in
the teaching of professional forestry and biological subjects at secondary and higher
schools of forestry. Finally, this methodology can also be practically employed in
forestry practice, such as in workplaces of united forest nurseries with specifically
equipped laboratory facilities.
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