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Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a
vyuZivani genovych zdroju v ramci zvySovani biodiverzity krajiny

® Zachovani genovych zdroja topolu ¢erného (Populus nigra ) je tématem nékolika vyzkumnych
projektt Vyzkumného ustavu lesniho hospodaistvi a myslivosti od pocatku 50. let 20. stoleti.

® Do té doby nebyl ochrané genofondu topolu cerného prikladan vyznam, byly preferovany
hospodaisky cenné vlastnosti topolli, které vznikaly hybridizaci topolu cerného s topolem
bavinikovym (Populus deltoides).

® Po importu topolu bavinikového do Evropy (kolem r. 1700) a rozSireni jeho péstovani
dochazelo k nahodnému k¥izeni obou druhli, byly vybirdny a dal rozmnoZovany stromy
s pfimym kmenem, rychlym rustem a vysokou produkci kvalitnéjSiho dfeva nez poskytoval
topol cerny.

® V 19. stol. byly importovany neptivodni druhy topolt i na tzemi Cech a Morawy, v 1. pol. 20.
stol. se napt. zakladaly porosty sazenicemi z naletli na brezich Labe, kde byl péstovan topol
kanadsky. Topol cerny byl v té dobé uvadén jako vzacny a hospodarsky nevyuzivany.
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Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a
vyuzivani genovych zdroju v ramci zvysSovani biodiverzity krajiny

® Po 2. sv. valce byl zahajen vyzkum ovérovani moznosti péstovani souboru 60
registrovanych klonti hybridnich topoli v ptirodnich podminkach tehdejSiho
Ceskoslovenska. Cilem bylo podpofFit rychle rostoucimi topoly zajisténi produkéni
zakladny dreva pro pramysl.

® Soucasné byly v lesnickém vyzkumu poc. 50. let zahajeny prace na zachranu co
reprodukce starych stromu se znaky topolu cerného, shromazdovani a udrzovani
premnozenych jedincl v klonovém archivu, generativni reprodukce vybranych
samicich jedinci a produkce sazenic.
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Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a
vyuzivani genovych zdrojli v ramci zvySovani biodiverzity krajiny

® Aktivity pro zachranu genofondu pokracovaly v mensim rozsahu i v dalsich
desetiletich v¢. mezinarodni spoluprace v programu Euforgen.

® Klonovy archiv topolu éerného udrzovany ve VULHM, v. v. i. je cennou genovou
bankou se stovkami genotypu vc. dnes jiz neexistujicich stromu.

¢ Aktualni inventarizace vyskytu topolu cerného (Populus nigra L.) probiha od r.
2018 a je zaloZzena na hodnoceni morfologickych znakt ve vsech rocnich
obdobich, sbéru srovnavaciho materidlu pro ziskani dat o variabilité znaku a
genofondu a na odbéru materialu pro analyzy DNA.
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Lokality odbérl pro DNA analyzy

® Morfologické  hodnoceni zahrnuje:
celkovy habitus, znaky na listech,
prytech a ktire.

® Inventarizace je provadéna v povodich
rek Dyje, Moravy, OlSe, Jihlavy, Odry,
Labe a Ohte, véetné jejich pritokd.

® Byly provedeny odbéry vzorkia pro DNA
analyzy z lokalit znazornénych v mapeé.




Geneticka struktura topoli byla sledovana analyzami DNA
s vyuZitim otestovanych mikrosatelitovych markerli. Odbéry
vzorkl pro analyzu DNA byly provedeny z jednotlivych stroml v
letech 2018 az 2024.

Celkem analyzovano 453 stromu, zafazeny byly referencni vzorky
Populus deltoides (14), Populus xeuroamericana (10) a srovnavaci
vzorky se znaky hybridnich topolt (39).

DNA byla izolovdna bud’ z ¢erstvych listi vyrasenych brzy na jare
na kratkych vétvickach v laboratofi nebo z list sesbiranych
pozdéji v terénu a uchovanych v silikagelu. Pro izolaci DNA byl
vyuzit kit DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN. Celkova
genomova DNA byla extrahovana bud’ ze 100 mg cerstvych listu,
nebo z 20 mg lyofilizovanych lista.

Lyofilizator
t \* h"-’é‘&




Geneticky analyzator ABI 3500

Pro druhovou determinaci topolu cerného bylo pouzZito 6
diagnostickych mikrosatelitovych markerG WPMS01, WPMSO09,
WPMS18 (VAN DER ScHOOT et al. 2000 a SMULDERS et al. 2001),
PMGC14, PMGC2163, PMGC456 (ULuG et al. 2022 a KHASA et al.
2005) s druhové specifickymi velikostmi alel pro topol bavinikovy.

Rozlisovani topolu cerného a jeho hybridl je zaloZzeno na ovérenych
poznatcich o druhové specifickych velikostech alel diagnostickych
SSR markeru. Referencni vzorky - 14 geneticky odliSnych vzorku
druhu Populus deltoides a 10 vyslechténych hybridnich klont
Populus xeuroamericana (pochazejicich z kontrolovaného krizeni
mezi severoamerickym druhem Populus deltoides a evropskym
druhem Populus nigra), péstované ve vyzkumné stanici VULHM
Kunovice.

Hodnoty velikosti alel pro Populus deltoides jsme méli srovnatelné
s publikovanymi vysledky (napf. De-Lucas et al. 2008), zavisi na
pouZitém typu genetického analyzatoru a na usporadani markerti do
multiplexti pfi PCR amplifikaci, je nutné dodriovat nastavené
standardni postupy DNA analyz.



Velikosti alel v diagnostickych markerech u 14 referencnich vzorkt topolu bavinikového
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Referencni Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp)

232 232 214 214 = = 113 113 190 190 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 - - 113 113 190 190 185 185 82 82
232 232 214 214 . - 111 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 - - 113 113 190 190 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 111 111 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 111 113 190 190 185 185 82 82
232 232 214 214 - = 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 == == 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 = S 113 113 193 193 185 185 82 82
232 232 214 214 = = 113 113 193 193 185 185 82 82

232 232 214 214 = = 111 113 193 193 185 185 82 82




Velikosti alel v diagnostickych markerech u 10 referencnich vzorku slechténych hybridnich klonl topolu
kanadského

Mikrosatelitové WPMS18 WPMSO01 PMGC14 PMGC2163 PMGC456
lokusy

Referencni Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp) Allele sizes (bp)

vzorky

232 250 214 214 255 255 113 149 190 223 185 223 76 82
SP-01 232 260 214 229 255 255 113 149 190 223 185 223 76 82

m 250 250 214 226 275 275 113 131 193 202 185 243 78 82
m 232 250 214 214 255 255 111 151 190 223 185 223 76 82
m 232 260 214 229 255 255 113 149 193 211 185 223 76 82
m 232 258 214 229 255 255 113 137 190 205 185 239 76 82
m 232 250 214 214 255 255 113 151 190 223 185 249 76 82
252 252 214 223 249 249 113 137 190 199 185 227 76 82
SP-08 232 250 214 223 255 255 113 141 190 208 185 239 76 82

m 250 250 214 226 275 275 113 131 193 205 185 243 76 82



Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a
vyuzivani genovych zdrojli v ramci zvySovani biodiverzity krajiny

Detekce hybridli u analyzovanych topolti byla provedena porovnanim velikosti alel u diagnostickych
markeru s referenénimi vzorky topolu bavinikového pouzitych jako standardni vzorky.

Velikosti alel nami vybranych diagnostickych markerti kromé markeru PMGC456 byly u detekovanych
vzorku topolu ¢erného vyssi nez u topolu bavinikového. U markeru WPMS04 nebyly ziskany pro topol
bavinikovy PCR amplifikaty.

Na zakladé porovnani velikosti alel bylo ovéfeno 39 srovnavacich vzorkt hybridnich topolt. Z toho 35
topoli mélo alelu 214 bp v lokusu WPMS18, pouze u 4 hybridnich topoli (1 z povodi Dyje a 3 z
povodi Labe) byl jejich hybridni plivod potvrzen na zakladé dalSich pouzitych diagnostickych markera.

Byly zjistény 2 skupiny po 17 (Stary Kolin, Veltrubsky luh, Budyné nad Ohri, Pisty, Pistecky les,
Dobrinsky haj, Téchlovice) a 7 (Hluchov vychod, Libicky luh, Pisty, Pistecky les, Dobrinsky haj)
geneticky totoznych jedincich z povodi Labe a Ohre. V diagnostickych markerech mély specifické alely
pro topol bavinikovy (214 bp v WPMS18, 113 bp v WPMSO01, 190 bp v PMGC14, 185 bp v PMGC2163,
82 bp v PMGCA456). Lze usuzovat, Ze se jednda o vysazené klony sSlechténych topolli Populus
xeuroamericana. 2 topoly z Libického luhu mély totozny genotyp se Slechténym klonem Robusta.



V4 v

Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a vyuzivani
genovych zdroju v rdmci zvySovani biodiverzity krajiny

Zjisténo bylo dale 5 geneticky raznych hybridnich topoli z Polabi (Hluchov .0y fragmentaéni analyzy pro referenéni vzorky
vychod, Libicky luh, Brandys nad Labem) a 1 z povodi Ohie (Poplze, Mala  atopol Eerny
Ohfte ) u vSech byla v heterozygotni formé alela 214 bp ve WPMS18 a 113 bp s )

ve WPMSO01 a dalsi specifické alely v markerech v PMGC14, v PMGC2163, v _
PMGCA456. Jednd se pravdépodobné také o vysazené klony 3lechténych ;‘:;P.d._ld PMGCal63
topold.

V povodi Olse byly zjistény 2 hybridni stromy s rGznymi genotypy a se

specifickymi velikostmi alel v homozygotni formé pouze ve 2 markerech (214 ,
bp ve WPMS18 a 111 bp a 113 bp ve WPMSO01). S velkou pravdépodobnosti S

se jedna o stromy, kde doslo k introgresi gena hybridniho topolu do genomu Y "
topolu cerného. -

U 4 geneticky rtiznych hybridnich topoll ze Stfekova s vyskytem 1 nebo 2
specifickych velikosti alel se da rovnéz predpokladat introgrese.

390 zkoumanych jedincti nevykazovalo alely specifické pro hybridni topoly. U

fady jedinct variabilita morfologickych znak( presahovala uvadénou Zfsp.o7
variabilitu znakd TPC. Dalsi vyzkum bude proto zaméfen na shromaidéni
dalsich jedincti topolu cerného, rozsifeni spektra diagnostickych markert a
podrobné hodnoceni morfologickych znakd.




Principal Coordinates (PCoA)

¢ P.nigra

4 P. deltoides

Coord. 2

¢ Pp.xeuroamericana
# Hybrid poplar

Coord. 1

Populus nigra
Populus deltoides
Hybrid poplars
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Topol s ockovym kmenem je povazovan za topol cerny. Analyza DNA potvrdila, ze ve 2 diagnostickych
Habitus stromu odpovida habitu hybridniho topolu, ale markerech jsou alely ukazujici na hybridni topol.

ma ockovy kmen.




Geneticka identifikace byla mj. zamérena na oblasti
s vyskytem nejstarsich jedinci topolu:

* CHKO Poodfii— 50 stromu
 CHKO Litovelské Pomoravi — 60 stromu
* NP Podyji — 23 stromu

U Zadného z téchto jedinct nebyly s vyuZitim diagnostickych
mikrosatelitovych markerl zjistény alely prokazujici hybridni ptivod.




Inventarizace a geneticka identifikace topolu cerného pro zachovani a
vyuzivani genovych zdroju v ramci zvySovani biodiverzity krajiny

® Pro ziskani variabilnich zdroji reprodukéniho materidlu bylo u detekovanych topoli cernych pro studium
genetické diverzity vyuZito 13 mikrosatelitovych lokusti: WPMS01, WPMS04, WPMS07, WPMS09, WPMS10,
WPMS11, WPMS13, WPMS14, WPMS16, WPMS18, WPMS19, WPMS21, WPMS22 (VAN DER SCHOOT et al. 2000,
SMULDERS et al. 2001). Vybér uprednostinoval markery s dostatecnym polymorfismem a vyvaZzenym rozlozenim
alelovych frekvenci, aby bylo zajisténo spolehlivé posouzeni diverzity.

® Ziskana data (velikosti alel) byla statisticky zpracovdna za vyuziti programu GenAlEx. Hodnoceni genetické
diverzity topolli bylo provedeno parovym porovnanim multilokusovych genotypli pro ovéreni genetické
pribuznosti nebo klonové identity.

® Ve vsech trinacti lokusech se 66 % parovych kombinaci genotypu ¢erného topolu lisilo velikosti alel; ve dvandacti
lokusech to bylo 26 %; v jedenacti lokusech 5,7 %; v 10 lokusech 1,6 % a pouze 0,7 % parovych kombinaci se lisilo
velikosti alel od 1 do 9 lokusU. Pro zajiSténi genetické variability zdroje reprodukéniho materidlu by bylo mozné
vybrat topoly, které se lisily velikosti alel minimalné v péti mikrosatelitovych lokusech.
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Praktické zachovani genofondu topolu ¢erného

Cilem projektu reSeného v letech 2018 — 2022 bylo také
realizovat vysadby klon( topolu ¢erného jako melioracni
dreviny predstavujici vyznamnou slozku ekosystému
luzniho lesa.

Byly zalozeny prvni demonstracni objekty

pro hodnoceni rlistovych vlastnosti 36 klont.
Genotypy pouzité ve starSich vyzkumnych plochach
vykazovaly Spatny zdravotni stav a dozivaly se
nizkého véku.
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