‘,'-.-‘w\“"’;:?!‘.fg"'f N , ., .
Vi ) ST Vyzkumny ustav

/ f‘u TV r 7 v r
/ resE$) lesniho hospodarstvi

T E . . .
l a myslivosti, v.v. .
N\

VYUZITI BIOMOLEKULARNICH TECHNIK V
LESNiM HOSPODARSTVI CR PRI OVEROVANI
PUVODU REPRODUKCNIHO MATERIALU LESNICH
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Molekularni analyzy u lesnich drevin

geneticka rozmanitost a heterozygotnost populaci lesnich drevin je zasadni podminkou pro
prizplsobeni se probihajicim zménam klimatu

pro ovérovani polymorfismu a diverzity populaci lesnich drevin se vyuzivaji rozdilné techniky
DNA analyz, napr. mikrosatelity (SSR) markery, které patri mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu,
jsou vhodné pro klonovou identifikaci, rozliseni druhli a hybridl u lesnich drevin i pro populacni
genetické studie.

kodominantni charakter markerta SSR umoznuje rozlisit homozygoty od heterozygotu

SSR markery jsou velmi stabilni a jejich analyzy reprodukovatelné a jejich vysledky uznavané -
vyuzivané k identifikaci jedincd napft. v kriminalistice, urcovani otcovstvi apod.

vyuziti v ramci Narodniho programu ochrany a reprodukce genofondu lesnich drevin, napfr. pro
moznost ovéreni uvadéného genetického ptlivodu jedincti v zalozenych semennych sadech
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Analyzy SSR markeru

zpracované postupy SSR analyz pro 26 druht lesnich drevin: smrk ztepily, borovice lesni, dub
letni a zimni, buk lesni, jilmy spp., jedle bélokor3, lipa srdcita, lipa velkolista, tresen ptaci, javor
klen, tis Cerveny, jerab brek, jerab oskeruse, jerab ptaci, modrin opadavy, borovice klec,
douglaska tisolista, briza bélokora, briza pyrita, olse lepkava, topol cerny, topol bily, topol osika,
topol Sedy, dub cerveny

byly verifikovany markery pro determinaci druhové prislusnosti pro lipu srdcitou a velkolistou a
pro topol cerny a bavinikovy

geneticky screening vyznamnych populaci lesnich drevin (smrk ztepily, borovice lesni, jedle
bélokora, buk lesni, dub letni, dub zimni, jilmy)

zpracované optimalizované postupy laboratornich analyz s vyuzitim DNA markerl pro ovéfovani
deklarovaného plivodu reprodukéniho materialu pro vybrané druhy lesnich dfevin — SM, BK, BO

vytvorena databaze vysledkl analyz SSR markert pro sledované jedince vybranych druhu
lesnich drevin
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Provedena elektroforéza na 2% agarozovém gelu se
SSR markerem Tc915 u 20 zkusebnich vzorka lipy
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Ukazka vystupu fragmentacni analyzy z genetického
analyzatoru pro jedince lipy srdcité u 5 mikrosatelitovych

markeru
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Vysledek fragmentacni analyzy 3 markera Tc6, Tc937 a Tc4 u 2 ramet LP klonu 9400 a 1 ramety
klonu 9401
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Kontrolni systém

v souvislosti se vstupem CR mezi Elenské zemé ES byla do narodni legislativy transponovana
Smérnice Rady 1999/105/ES, dle které je kazda clenska zemé ES povinna vytvorit kontrolni
systém k zajisténi zachovani pravdivé |dent|ty (informace o pivodu) daného oddilu
reprodukéniho materidlu od jeho ziskani aZz po dodavku koneénému spotrebiteli. V CR je
stavajici systém kontroly odkazan na prisny dohled zaméreny na evidenci a kontrolu pohybu
reprodukcéniho materialu

zpracované optimalizované postupy laboratornich analyz s vyuzitim mikrosatelitovych markert
pro objektivni ovéfovani deklarovaného puvodu reprodukéniho materidlu pro vybrané druhy
lesnich drevin — SM, BK, BO

kontrolni systém je zaloZzeny na porovnavani genetické struktury oddilii sadebniho materialu
uvadéného do obéhu a odebranych referencnich vzorku

sbéry semenného materialu probihaly z 35-60 stromu z uznanych porostu. V prubéhu
zpracovani semenné suroviny bylo odebrano a analyzovano ca 60 vzorkli semen ze Sisek pred
zpracovanim a 60 vzorkl z osiva po vylusténi, pti nasledné produkci sadebniho materialu

v poloprovoznich podminkach bylo odebrano a analyzovano 60 vzorki z produkce semenacku a
60 vzorku ze skolkovanych sazenic
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Optimalizované postupy laboratornich analyz s vyuzitim DNA markeru pro ovérovani
deklarovaného puvodu reprodukéniho materialu pro vybrané druhy lesnich drevin

odbéry RM byly provedeny z 10 zdroju UJ SM, BO a BK. Z kazdého oddilu RM bylo odebrano
minimalné 60 vzorkl (semena, kli€éni rostliny, semenacky, zaskolkované sazenice), odbér vzorku a
nasledna manipulace provedeny dle standardizovanych metodik

v pribéhu celého reseni projektu byly analyzy SSR markera provedeny u 2942 vzork(i RM smrku
ztepilého, 2790 vzorkl RM borovice lesni a 2078 vzorktii RM buku lesniho

pro SM bylo pro moznost ovérovani deklarovaného pivodu RM materidlu z testované sady 26 SSR
lokusti vybrano 7 optimalné polymorfnich markert, pro BO z testované sady 14 SSR lokusl bylo
vybrano 7 markerQ, pro BK z testované sady 14 SSR lokusti bylo vybrano 9 markeru

u vybranych markeru byly optimalizovany postupy PCR a fragmentacnich analyz

pomoci provedenych analyz Structure byly ziskané profily sledovanych oddilt (UJ) reprodukéniho
materialu smrku ztepilého, borovice lesni i buku lesniho mezi sebou odlisitelné

bylo provedeno i stanoveni minimalniho poctu analyzovanych jedincu pro aplikaci postupti DNA
analyz s ohledem na ekonomickou proveditelnost provéreni spornych pripadu identity RM -
minimalni pocet 30 jedinctli, doporuceny pocet 60 jedinct.
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Vysledky genetickych analyz u 10 UJ BO - PCOa

Principal Coordinates (PCoA)
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Vysledky genetickych analyz u 7 UJ BK — 60 jedinci - PCOa
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Priklad z praxe

® porovnani dodaného osiva BK prokazatelné pochazejici z genové zakladny a osiva dodané
trhacskou firmou, které mélo pochazet ze stejné genové zakladny

® sledovani identity srovnavanych souborii RM (minimalni mnozstvi 30 vzorkl) probihala podle
nami vypracovanych metodickych postupl pomoci vybranych 9 optimalné polymorfnich nSSR
markert

® do hodnoceni byly zarazeny i dalsi 3 soubory RM buku lesniho z PLO 38 - Bilé Karpaty a Vizovické
vrchy, PLO 26 - Predhori Orlickych hor a PLO 1 - Krusné hory

1.00

. ., 0.80
BK-KL_GZ - osivo z genové zakladny

BK-KL_V — osivo dodané firmou

BK-PLO 38 (Bilé Karpaty a Vizovické vrchy)
BK-PLO 26 (Pfedho¥i Orlickych hor) 0.20 4L RN
BK-PLO 1 (Kru$né hory) 0.0

BK-KL_GZ - BK-PLO 38 BK-PLO 26 BK-PLO 1
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Zaver

pro potreby nastaveni metodického postupu kontroly
deklarovaného plivodu RM pro sledované dreviny (SM, BO, BK) bylo
vybrano 7, 7 a 9 optimalné polymorfnich markerti s dostatecnou
vypovidaci hodnotou pro nasledné zhodnoceni genetické struktury
sledovanych oddilG sadebniho materialu

pomoci provedené analyzy Structure byly ziskané profily
sledovanych oddilt (UJ) reprodukéniho materidlu smrku
ztepilého, borovice lesni a buku lesniho mezi sebou odlisitelné

v soucasnosti jsou provadéné prace na nastaveni metodického
postupu kontroly deklarovaného ptivodu RM u dubu lesniho a dubu
zimniho v ramci projektu QL24020127

prubézné doplnéni databaze genetické charakterizace (DNA analyzy)
referencnich vzorkl (SM, BO, BK) pro objektivizaci jiz
vypracovaného kontrolniho systému.
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Prispévek vznikl za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucionalni podpora MZE-RO0123 a vyzkumného projektu
NAZV ¢. QL24020127 (Kontrola shodnosti a ovéfovani plivodu reprodukcniho materidlu lesnich dievin pomoci DNA
analyz).
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