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Abstract

Seed orchards in the Czech Republic have been established on the basis of individu-
al selection represent synthetic populations of genetically-diverse origin. There are
several levels of genetic diversity in the seed orchards. The methodology presented
in this paper deals with the diversity at the enzymatic level. Using isozyme analy-
sis characterized by the combination of alleles differentiated according to electro-
phoretic mobility, researchers can identify and verify the genetic characterizations
of clones and grafts and the parent trees.
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CIL METODIKY

Cilem testovani klonti v semennych sadech s vyuzitim genovych markert je spo-
lehlivé ovéreni deklarované identity klont a roubovanct, jejich kontrolni porov-
nani s rodi¢ovskymi stromy a tim vytvoreni kvalifikovaného podkladu pro uzna-
vani semennych sadii jako vyznamnych zdrojt reproduk¢niho materialu. Ovéfeni
identity klont je dale bezpodmine¢nym predpokladem pro zaklddani sadt vyssich
generaci.

VLASTNi POPIS METODIKY
Uvod

Semenné sady v CR jsou téelovymi vysadbami potomstev klont zaklddanych
z roubovanct rodic¢ovskych stromt jako vysledek individudlni selekce jedincti
a urcitého $lechtitelského zaméru. Semenné sady tak predstavuji syntetické popu-
lace, resp. soubory klont, jejichz ptvod je v nékterych pripadech dosti rozmanity.
Produkce osiva v semennych sadech mtize byt velmi variabilni, ¢asto byva znatelné
ovlivnéna migraci pylu z okolnich i vzdalenych porostt. Vysledna produkee sadu,
kromé zminovanych faktort, je téz vyznamné zavisla na schématu vysadby, resp.
prostorovém rozmisténi klont. V ramci tzv. hybridnich sadii jsou soustfedovany
klony z rtiznych pfirodnich lesnich oblasti a lesnich vegeta¢nich stupnd, zatimco
v jinych sadech pochazeji klony pouze z jedné nebo vice vybranych PLO. V rdamci
CR se v soucasnosti jedna vesmés o semenné sady prvni generace (obr. 1, 2).

Semenné sady se zaklddaji podle dokumentace, ktera musi byt schvalena a registro-
vana povéfenou osobou. Lokalizace sadu se vybira tak, aby byla zachovana dosta-
tecna izola¢ni vzdalenost od stromi a porostd téhoz druhu. Soucasti vyzadované
dokumentace je pocet a soupis kloni, v¢etné udajti o jejich ptivodu a provenienci
a plan vysadby a rozmisténi roubovancti jednotlivych kloni v sadu, aby byla mozna
identifikace kazdého jedince.



Obr. 1: Semenny sad borovice lesni ¢. 154- Rudikovy, LS Mésto Albrechtice

Genetickd proménlivost sadd se projevuje na nékolika urovnich. Jde o kvalitativ-
ni znaky, zjistitelné morfologicky na fenotypové trovni a dile o znaky kvantita-
tivni, méfitelné a vyhodnotitelné na zakladé kvantitativnich genetickych metod,
s vyuzitim genovych markerd, zejména isoenzymi a DNA. Dalsi typ piedstavuje
proménlivost chromozomalni nebo cytogenetickd. Z hlediska sledovani promén-
livosti populaci a ovéfovani identity klont a roubovancti v semennych sadech
se vyznamné uplatiiuje sledovani polymorfismu na trovni enzymu. Genetickou
proménlivost pfimo na trovni DNA umoznuji molekularné genetické metody
jako RFLP, PCR, mikrosatelity ¢i pfimé sekvenovani DNA. Z hlediska predkladané
metodiky je dulezitd promeénlivost na enzymatické trovni, kdy se pfi ovérovani
identity klond a roubovancti vychdzi z polymorfismu konkrétnich lokust, jejich
poctu a dal$ich parametri. Vysledky isoenzymovych analyz roubovanct, zejména
v nékterych semennych sadech borovice lesni prokazaly rtizné vysoky podil
nespravné oznacenych (evidovanych) roubovancu. K této situaci mize dojit rtiz-
nymi zptisoby, po¢inaje chybnym oznac¢enim roubt pti sbéru, roubovancii pfi rou-
bovani i pti vysadbé, pti vylep$ovani (nahrazovani uhynulych roubovancii jedinci
stejného klonu nebo i klont odli$nych) nebo prehlédnutim toho, ze po uhynuti
roubu v sadu roste pouze podnoz, vedend jako roubovanec. Ptitom veskeré zasahy,
to znamend i zmény v poctu a zastoupeni klont i roubovanct, musi byt povoleny,
evidovany a registrovany povérenou osobou. Jak vsak ukazuji vysledky inventariza-



ce v sadech, v nezanedbatelném poctu pripadi nejsou tyto pozadavky dodrzovany.
Problémy tykajici se skute¢né identity roubovancti jsou znamy u semennych sadti
borovice lesni, modfinu opadavého a smrku ztepilého a dokladovany i v zahranici
(napt. Slovensko, Némecko).

Semenné sady jsou uznanymi zdroji kvalifikovaného reproduk¢niho materialu
a poskytuji vyslechtény generativni materidl vysoké genetické i fyziologické kvality.
Proto by méli mit jak vlastnici téchto zdroju, tak i budouci odbératelé reproduké-
niho materialu, jistotu, ze se skute¢né jednd o zdroj s deklarovanymi klony. Rovnéz
pti 8lechtitelskych programech, kdy se vyuzivd osivo z jednotlivych sadu a jednotli-
vych kloni v sadech zastoupenych, by méla byt identita klont ovéfena.

Vybér klonti, odbér a skladovani vzorkl

Vlastnimu odbéru biologického materidlu predchazi vybér klond. Ten vychazi z toho,
zda se jedna o namatkovou nebo systematickou kontrolu identity kloni a roubovan-
cti v sadu, nebo zda jde o vybér za ucelem identifikace kvalitnich klont na zakladé
pozadovanych kritérii, tj. fruktifikace, biometrickych charakteristik apod.

Obr. 2: Semenny sad modfinu opadavého ¢ 87 - Bilovice, MZLU SLP Kftiny,
polesi Bilovice



Odbér vzorku predstavuje sbér vétvi s pupeny v obdobi vegeta¢niho klidu,
nejlépe v priibéhu unora az dubna. Vétve s pupeny v poctu alespon 1 - 3 (borovice)
nebo 5 - 15 (modrfin) se odebiraji bud pouze z roubovancii v daném semenném
sadu, nebo také z rodi¢ovskych stromu. Nezbytnosti je diikladné oznaceni a evidence
kazdého vzorku. Tato evidence umoziuje presné lokalizovat roubovance v daném
sadu (nebo rodic¢ovsky strom), dobu odbéru a vzorkovatele. Do doby zpracovani jsou
vzorky vétvi v uzavienych neprodysnych plastovych saccich uskladnény pii -20 °C.
Vzorky Ize takto skladovat po dobu nékolika mésicti. Po provedeni analyz mohou
byt vzorky archivovany po neomezenou dobu pti -80 °C (obr. 3).

Obr. 3: Dlouhodobé uskladnéni vzorkdl

Analyzy genovych markeri

Z4kladem pro testovani klont v semennych sadech CR s vyuzitim genovych marke-
rt jsou v soucasné dobé isoenzymové analyzy. Vzorky odebranych pupent, jejichz
pocet je dan velikosti pupend, resp. druhem dreviny, jsou podrobeny extrakei enzy-
mut homogenizaci rostlinného pletiva s extrakénim pufrem. Nésleduje naneseni
takto pripraveného homogenatu na tenkou vrstvu gelu, kdy je pro dosazeni maxi-
malni reprodukovatelnosti vysledkii provedeno alespon jedno opakovéni (celkem
dvé analyzy) pro kazdy z roubovanct, vidy s umisténim porovnavaciho standardu
na jeden gel. Isoenzymy jsou nasledné déleny s vyuzitim elektroforézy. Mezi nej-
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Castéji pouzivané metody patii jednorozmeérna horizontalni elektroforéza na $kro-
bovém anebo jednorozmérna vertikalni elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
pri teplotach 0 - 5 °C, s pouzitim optimalniho pufra¢niho systému (obr. 4).

Obr. 4: Elektroforeticka linka pro isoenzymové analyzy

Isoenzymové analyzy se provadéji pro alespon 6 - 10 polymortfnich isoenzymovych
lokusti. Mezi nejcastéji sledované patti fosfoglukoizomeraza (PGI), glukézo-6-
fosfatdehydrogenaza (G-6-PDH), Sikimatdehydrogendza (SDH), aspartatamino-
transferaza (AAT), 6-fosfoglukonatdehydrogenaza (6-PGDH), malatdehydro-
genaza (MDH), fosfoglukomutaza (PGM), leucinaminopeptidaza (LAP) a dalsi,
s ohledem na sledovany druh dfeviny. Primarnim experimentalnim vystupem
jsou zymogramy enzymatickych systémt, které predstavuji zaznam isoenzymu
rozdélenych na gelu podle jejich vzajemné odlisné pohyblivosti v elektrickém
poli pii elektroforéze. Zymogramy jsou pak vyhodnoceny z hlediska identifikace
jednotlivych klont na zékladé shody ¢i rozdilu mezi zastoupenim jednotlivych
genetickych variant enzymd, resp. lokust (alel). Zakladem vyhodnoceni elek-
troforetickych zaznami na gelu je relativni porovnani polohy prouzkd ztmav-
nuti (oblasti zvy$ené optické hustoty), odpovidajicich obarvenym isoenzymim
(pasum), které je provedeno vizualné, s naslednou verifikaci pomoci specidlnich
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pocitacovych programi. Pasy jsou klasifikovany podle vzestupného poradi trid
relativni rychlosti migrace. Takto jsou z naskenovanych gelti odecitany referenc-
ni hodnoty maxim optické hustoty, odpovidajici hodnoté relativni rychlosti mig-
race a zahrnujici detekci péast (obr. 5).
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Obr. 5: Vysledky isoenzymovych analyz klonu borovice lesni pro enzym MDH
(malatdehydrogenaza). Na 9. pozici je dobfe patrny jedinec s odliSnym
genotypem, ilustrujici nehomogenitu tohoto klonu.

Klasifikace pasti na zymogramech je provedena nejprve na jednotlivych gelech
a poté je s vyuzitim statistickych programu optimalizovana v ramci hodnocené
skupiny gelt. Vysledky klasifikace jsou zapsany do databaze na zakladé ¢iselnych
kombinaci alel, které jsou oznaceny v poradi podle vzristajici pohyblivosti v elek-
trickém poli ¢isly (0), 1, 2, 3 jako alelické pary (napt. 12, 22, 23, atd.), viz ptiklad
v tabulce 1.

Vedle vlastni klasifikace a pfifazeni alelickych part méfenym pasim jsou vyhod-
nocovany alelické frekvence (relativni zastoupeni zjisténych alel), heterozygot-
nost (relativni zastoupeni heterozygotnich jedinct), geneticka vzdalenost a dalsi
genetické charakteristiky.
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V zajmu maximadlni spolehlivosti a reprodukovatelnosti vysledkt je pfi odbéru
vzorkd, jejich skladovani a vlastni analyze isoenzymi nezbytné pouzivat stan-
dardizované postupy, optimalné postupy uznané a schvalené v ramci akreditace
laboratofe. Pro vybrané klony a roubovance lze doporucit informativni doplnéni
isoenzymovych analyz vysledky sledovadni proménlivosti na urovni DNA a pie-
zkoumani zjisténych rozdila. Isoenzymové analyzy predstavuji rovnéz vychodisko
pro detailni genetické mapovani rodovych linii ve vybranych sadech (napf. meto-
dou mikrosatelitt).

Tabulka 1: PFiklad srovnani genetické charakterizace rodi¢ovskych strom{ a iden-
tifikace roubovancli borovice lesni pro pFipad genetické shody (A)
a rozdilG (B). Jsou zvyraznény odli&né alelické pary u roubovance ¢&. 352,
které prokazuji, ze se tento jedinec geneticky odliSuje od rodi¢ovského
stromu i od ostatnich roubovancd deklarovaného klonu.

A Isoenzymové lokusy

~——  Roubovanec
Klon G6PDH SDH_A PGDH_B PGM_A MDH_A MDH_C LAP_B PGI_B
20732 7 22 33 33 22 22 22 22 22
20732 88 22 33 33 22 22 22 22 22
20732 113 22 33 33 22 22 22 22 22
20732 rodic. strom 22 33 33 22 22 22 22 22
B Isoenzymové lokusy

———  Roubovanec
Klon G6PDH SDH_A PGDH_ B PGM_A MDH_A MDH_C LAP_B PGI_B
20634 100 22 34 23 22 22 12 12 12
20634 126 22 34 23 22 22 12 12 12
20634 352 X 34 33 22 22 12 22 22
20634 rodic. strom 22 34 23 22 22 12 12 12

SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Testovani identity klont v semennych sadech s vyuzitim genovych markert pred-
stavuje ve srovndni s dosavadni praxi v CR, zalozenou na administrativni evidenci
a dokumentaci principialné zcela novy postup testovani identity semennych sadtL.
Umoznuje spolehlivou a exaktni identifikaci a verifikaci roubovancii v ramci klonti
i ve vztahu k rodi¢ovskym stromuim, nezavisle na jejich véku (viz ptiklad v tabulce 1).
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POPIS UPLATNENI METODIKY

Uvedenou metodiku testovani klonti pomoci genovych markerti Ize pouzit u jiz uzna-
nych semennych sadd, perspektivnich z hlediska zastoupeni klont (napt. reprezentuji-
cich autochtonni populaci dané dfeviny) a budouci vyuzitelnosti jejich reprodukéniho
materialu. Lze takto provést genetickou charakterizaci jednotlivych kvalitnich roubovan-
cti, vyznacujicich se napft. vysokou fruktifikaci nebo zddanymi riistovymi parametry.

U nové zakladanych sadt by ovéreni identity zastoupenych klontt mohlo v budouc-
nu doplnit (legislativou vyzadovanou) dokumentaci potfebnou pro uznani. Meto-
diku bude mozné po ovéfeni a upresnéni aplikovat na dalsi dfeviny.

Zpocatku lze jako ucelné doporucit alespon testovani namatkovym zptisobem.
Pro systematické testovani klont v sadu je vhodnéjsi analyzovat vSechny klony a tak
charakterizovat cely sad. Optimalni je zmapovani celého sadu, které v§ak z ¢asovych
a finan¢nich davodii neni vzdy proveditelné v plném rozsahu. V fadé pripadii je pro-
to vyhodnéjsi provedeni genetického screeningu vSech klonti v sadu, pfipadné dopl-
néné detailnim genetickym mapovanim kvalitnich klont. Jako geneticky screening
lze doporucit genetickou charakterizaci alespon tfi nahodné vybranych roubovanct
od kazdého klonu v sadu a jejich porovnani s rodi¢ovskymi stromy. Metodiku lze
tedy uplatnit jako vyznamnou soucast kontroly identity, resp. provenience repro-
dukéniho materidlu. Vlastnik sadu, budouci odbératel osiva i vlastnik lesa, ve kte-
rém dojde k zalesnéni sadebnim materidlem vypéstovanym z osiva z daného sadu,
tak budou mit mnohem vétsi garanci deklarované identity reprodukéniho materialu.
Je tfeba doporudit specificky a hospodarny piistup ke kazdému sledovanému sadu,
pricemz hlavni usili je tfeba vénovat eliminaci chyb pfi zakladani novych semennych
sadu i jinych $lechtitelskych vysadeb.
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VERIFICATION OF IDENTITY AND CLONE
TESTING IN PINE AND LARCH SEED
ORCHARDS WITH USING GENE MARKERS

Summary

Seed orchards in the Czech Republic developed from clonal outplantings based
on individual selection. They were established using grafts of parent trees and repre-
sent synthetic populations with a diverse genetic origin. There are several levels
of genetic diversity in the seed orchards. Phenotypic qualitative traits are investigated
with the aid of morphology whereas the quantitative characteristics are studied
by use of gene markers, especially isozymes and DNA. In this paper, we present
a methodology for verification of graft identity and clonal homogeneity and their
comparison with parent trees of Pinus and Larix. This methodology deals with
using isozyme analysis to investigate genetic diversity at the enzymatic level.
The effectiveness of the methodology results from variability of isozyme loci
and is characterized by combination of alleles differentiated according to electro-
phoretic mobility. This method enables identification and verification of clones
and grafts in relationship with the parent trees; in some seed orchards, isozyme
analysis showed a significant number of erroneously-assigned grafts. The isozyme
analysis was based on electrophoretic separation of constituents of biological
material from sampled dormant buds. They were carried out for 6 - 10 polymor-
phic loci and the results are then evaluated in order to genetically identify indivi-
dual clones and grafts. In the interest of maximum reproducibility of the results,
sampling, the analysis and evaluation are carried out by using validated and cer-
tified procedures. Clonal identification in seed orchards using isozyme analyses
represents a new methodology of genetic identification in the Czech Republic.
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