Lesy Ceské republiky, sp., Hradec Kréalové

LESYCR

AM

Souhrn projektu

Z AKLADANI SEMENNYCH SAD U DRUHE
GENERACE PRO BOROVICI LESNI

Resitel
Vyzkumny Ustav lesniho hospodéstvi a myslivosti, vv.i.

Odpowdny resitel:
Ing. Ondrej Ivanek, CSc.
Spoluesitelé:
Ing. FrantiSek Beran; Ing.iJiCap; Ing. Josef Frydl, CSc.;

Ing. Jan Kanak; Jitina Mannova;
Ing. Petr Novotny, Ph.D.

Strnady 2009



Projekt Grantové sluzbydR
Zakladani semennych sadruhé generace pro borovici lesni.

Obsah
L UVOD ettt et ettt ettt e et r et er e 2
2. CUL PRAGCE ...ttt e e e e e e e e 3
3. PREHLED PROBLEMATIKY .ooeeeeee oottt a e et e e e e ereeaans 3
4. MATERIAL A METODIKA ...coo oot e ettt e e et e e e naiaaa e 8
4.1 . CHARAKTERISTIKA ZAIMOVYCH VYSADEB. . ... ttttttte et ee e et e e aeaeesesaeaneraenaenaenns 8
4.1.1. SEMENNE SAAY ...evveeiiiiiiieeeeee s eeeeeeaaaasassaaassnssssstsseeeeeeaaaaassaaassnnssnssesnnes 8
4.1.2. TeStOVACH PIOCNY ...coeeeeee e e e 9
4.2. MERENi A HODNOCENIi SLEDOVANYCH CHARAKTERISTIK .. euvueeieneneeaeneeeeeneneeaensenenss 10.
4 .3.STATISTICKE ZPRACOVANI BIOMETRICKYCHIRENI ....evnteiee et eeee e eeeeenaeaeenns 13
4.4.0ODBER A ZPRACOVANI VZORKPRO ANALYZY GENOVYCH MARKER. . ...cueeieeeeeeeaaneeanens 13
45 | SOENZYMOVE ANALY ZY ettt ettt ettt e et e et e et eat et ea et e eeeea s ea e ea s en e eaeentenreneenr e e en e renns 14
i S B\ VA N Y R 74 2O 15
4.7 .NAVRH SEMENNEHO SADL,S. GENERACE ... ..ttuttutttteeeeetaresesesens e semeenerenseneenrenes 16
ST YA 251 M = 0] Q2SR 17
D L BIOMETRICKA MEREN v ttteie ettt e et ettt e et ettt e e e e s e e et e e ea e ea s ea e ee e enaeaaeanenaennanne 71
D 2 FENOLOGIE KVETENL ..t tnttttt ettt et e et et e e et e e e em e e e e e e e e ee e e ea e ea e e an e e enreeneens 17.
D 3 I SOENZYMOVE ANALY ZY e ettt eeeeee st e e ettt et ea e ta e ea e ea s eaeearea s es e eneearenaenrenrensen e reneenrenaens 17
S N B N AN NN I 74 72 21
5.5.NAVRH SEMENNEHO SADL, 5. GENERACE ... ..tttttttttinieneensereneensensensensreesnerenseneenrenes 22
ST B IS (U ] TR 26
T ZAVER ..ottt 28
. L IT E R A TUR A e e et e e e e e e e anans 29
0. PRILOHY oottt et et e et e e et e e et e e e e e et e nne e 31

© Vyzkumny ustav lesniho hospastai a myslivosti, 2009 1



Projekt Grantové sluzbydR
Zakladani semennych sadruhé generace pro borovici lesni.

1.Uvob

Semenné sadypdstavuji delové vysadby selektovanych kigreakladané zpravidla z ramet
piislusnych ortet (ve vykérovych stroni) totozného klonu jako vysledek individualni
selekce jedint (stromi) a ukitého Slechtitelského za&mu. Vysadba ramet je provedena na
zaklad projektu obvykle v pravidelném sponu a v takovéaznmistni, aby dochazelo
k dobrému vzajemnému opyleni jedinciznych kloni. Lokality sadi se vybiraji pokud
mozno tak, aby byla zachovana dostagizol&ni vzdalenost od straima porosi téhoz
druhu.

Dulezitym poslanim semennych sage poskytovat v dab fruktifikace hojnou a snadno
piistupnou drodu geneticky hodnotného osiva. Semesady jsou uznavany (zakon
¢. 149/2003 Sb., vyhlask&a 29/2004 Sb.) jako zdroje reprodumkho materialu v kategorii
kvalifikovany, pog. testovany (na zakl@édprovedenych test potomstev). U potomstev
vypéstovanych z osiva semennych &ak gedpoklada heter6zni efekt (tj. vysSi objemovy
rast, lepSi kvalitativni vlastnosti, vysSi odolnogiod.), vyskytujici setasto u potomstev
geneticky vzdaletjSich rodéu. DalSi vyznam semennych saspaiva v uchovani cenného
genofondu maiskych (rodéovskych) strom.

Slechtitelské programy pracuji postdpee temi typy populaci (zdrojové, $lechtitelska,
produlkéni). Zdrojova populace se sklada z jedinselektovanych primarni fenotypovou
selekci v porostech a jeji rozsah je dan jednaein Slechtitelského programu (konzervace
genetickych zdra@j nebo aktivni Slechhi) a jednak velikosti a rozmanitostfinpdnich
podminek cilové oblasti, ve které ma byt vysléofit material vyuzit. Ve Slechtitelské
populaci se koncentruji aktivity spojené iZknim jedindé kandidatské populace a jejich
testovanim @ jiz polnimi Slechtitelskymi vysadbami nebo testowva genetické informace
analyzami genetickych marke(NAMKOONG 1988).

Produkni populace slouzi k transferu genetického ziskgemgrovaného ve Slechtitelském
programu do provoznich hospdasiéych vysadeb. Hlavnimi prodékimi populacemi jsou
semenné sady a pro klonové programy irate (FRAULE 1992).

Uspsch Slechtitelského programu zavisi jiz natlpsti vybéru jedindi do kandidatské
populace. Vybr by mel vychazet nejen z fenotypového projevu, ale i gt@eeni daného
jedince v porostu vzhledem ke konkuteim vazbam okolnich jediGqHYNEK et al. 1997).

Podle pdétu seleknich cykh ,x“ v ramci Slechtitelskych populaci rozliSujemensenné sady
X. generace. ProtoZze jsou SS 1.generace zaklad@gasgji naroubovanim jedinc

selektovanych pouze na zakiaf@notypového vytru, nelze u nich gekavat vysokou miru
genetické odezvy na selekci. Je proto vhodn&ebein ziskani geneticky kvalifjiho osiva
uskutenit testovani potomstev SS 1. generace a z pogitvérenych klori zaloZit SS vyssi
generace.

Mezi 1. a 2. generaci semennychts@l mozno uvazovat i tzv. 1,5. generaci, ktera de o
druhé liSi tim, Ze material pro zaloZzeni nové viyallyl stejrt jako material pro zalozZeni
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testovaci plochy odebran z roubovancSS 1. generace. Pro zaloZeni SS 2. generatabpe t
odebrat reproduini material z pozitivéh otestovanych klain na testovaci ploSe, ktery
odpovida skutn¢ ,2. generaci”.

Poznamka PrestoZe jsou v nazvu projektu zmvany semenné sady 2. generace, jiz p
avodnim jednani a pozjf v prabéhu feSeni a oponentniciizenich se ukazalo vzhledem
k casovému a finamimu omezeni projektu dosazeni tohoto cile jakcedse. Z vySe
uvedenych dvodi bylo feSeni omezeno na navrh semenného sadu 1,5. genézane
odpovida i zpracovany reali&d vystup RV1.

2.CiL PRACE

Cilem zadaného projektu je provedeni genetickétiiileace kloni borovice lesni s vyuzitim
isoenzymovych analyz v semenném sadu 1. genergbeaného zadavatelem, z&elem
zaloZzeni semenného sadu 2. generace. Zadavatelamyloyana i testovaci plocha, na které
jsou vysazena potomstva kigrresp. ramet z uvedeného semenného sadu.

Pt ivodnim oponentnimizeni, kdy jiz byly konkrétni semenny sad borovesni (S&. 79

— Doubrava) a testovaci plocha (Skeln&Hznamy, bylo vSak konstatovano, Zegtoze se
pro tento del jednéa o nejlépe zalozené ploch¢ R, neni splani stanoveného cile s vyuzitim
téchto vysadeb za dohieSeni projektu a disponibilnich priesiki realizovatelné ve smyslu
doslovné terminologie (sad 2. generace), a prota bgph zadani pozfnéna na zalozeni
semenného sadu 1,5. generace. Zarobgla do hodnoceni zahrnuta i testovaci plocha
Nepomuk (LS Klatovy), testujici semenny sad NepoiSil&v (ev.¢. 43), ktery ma tegr
identické slozeni klainrodicovskych strom jako semenny sad Doubrava.

Na z&klad vysledki fenotypovych Séeni, genetické analyzy a biometrickyckieni bude
uskute&nén vyber konkrétnich klof pro grevod semenného sadu 1. generace na semenny sad
1,5. generace. Dany v§b bude slouzit pro vlastni navrh (design) semenngadu 1,5.
generace. Formou realizdho vystupu budou v zému feSeni projektu zpracovany obecné
zésady zakladani semennychisa¢h. generace ve foimetodiky.

3. PREHLED PROBLEMATIKY

Semenné sady nejsou pouze repradirki vysadbami, ale pini zarav@lohu Slechtitelskych
populaci. Jejich ¢elem tedy neni pouze maximalni produkce semenakédosazeni vysoké
genetické kvality osiva.iPdosahovani tohoto cile jsou uplavany d¥ Slechtitelské metody:
selekce rodiovskych strom (kloni) a hybridizace mezi¢inito klony v ramci semenného
sadu pi vyloucéeni ¢i alespdi minimalizaci nezadouciho spraSeni z okolnich Esmiorost
téhoz druhu lesnitdviny uplat@nim ukité izolatni vzdalenosti.

Semenné sadyr@dstavuji syntetické, uté populace, resp. soubory kigrjejichz pivod je
v nékterych gipadech dosti rozmanity. V ramci jednoho sadu bylyninulosti ¢asto
soustedovany klony fizného fgivodu, mnohdy téz zZienych girodnich lesnich oblasti a
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lesnich vegetaich stupii. Semenné sady 2. generacéynbyt v CR s vyuZitim oéfenych
klonti zakladany ve druhé polowi®0. let a pozgfi (SINDELAR, VASICEK et SKALICKY 1989).
Dosud v3ak \CR dosud zadny uznany semenny sad 2. generace tgexis

Jednim z nejilezit¢jSich genetickych paramétzvazovanych ve Slechtitelskych programech
a strategiich je geneticka diverzita. Jeji velikasspiva ke stabilit porosfi a odolnosti uci
biotickym a abiotickyntinitelam. Genetickou diverzitu je mozné vyj#d/ztahem:

GD=1-0

, kde ® predstavuje tzv. ,group coancestry”, ktera je defémuw jako pimeérny koeficient
piibuznosti mezi jedinci v populaci €CKERHAM 1967).

Genetickou diverzitu je mozné sledovat z vice aspekag. jako alelickou diverzitu
popisovanou pi&iem polymorfnich lokug poitem alel na lokus, podilem heterozygotnich
lokusi nebo jako genovou diverzitu definovanou prgpatiobnosti, Ze alely na sledovaném
lokusu nejsou totozné svymiyodem (ROSVALL 1999). Mezi komplexni kritéria genetické
diverzity s obec§Si platnosti p& Shannodv index H (MAGURRAN 2004) a Rao index
kvadratické entropi® (BoTTA-DUKAT 2005), kdy vyhodou druhého z nich je robustngst, t
nizka citlivost dosazeného vysledku kpuosrovnavanych lokuis

Ve Slechéni lesnich géevin je geneticka diverzita vhodiraproximovana efektivni velikosti
populaceNe, ktera je definovana jako pet neinbrednich, néfpuznych jeding ekvivalentni
skut&nému stavu populace INDGREN, GEA et EFFERSON1997).

Koeficienty gibuznosti jsou definovany pra#oodobnosti, s jakou ziskdme v potomstvu
jedince s lokusem obsazenym alelami, které jsomspivodem identické (MLECOT 1948).
Takto definované ,group coancestry* zard\aanovuji inbreedingovy koeficient v generaci
potomstev, ktera vzejdgikenim jediné zahrnutych ve vypfiu ,group coancestry”.

Kontrola inbreedingu, tj. stugnpiibuzenského #zeni, v ramci Slechhi lesnich éevin je
stéZejni pro celkovy usgch programu. Vysoky podilffbuzenského izeni mize vyustit

v inbreedingovou depresi. Z dlouhodobych experifnentnbrednim materialem je mozné
pozorovat zrdny ve vyvoji pameéri potomstev tase. Potomstva projevujici se jako #hén
produktivni véasném obdobi jsou naopak nejprodukijsh v poz@jSich letech. Celkay
ovSem inbredni potomstva nikdy nedosahnou prégick kvalit potomstev z volného
spraseni (RIKSSON, SCHELANDER et AKEBRAND 1973).

Intenzita projevu inbreedingové deprese je zavialp@tu Skodlivych alel jak v populaci, tak
u kazdého jedince zvl&Scoz je zavislé na historii vyvoje genetické stk populace. Tyto

dusledky snizuji efektivitu semennych sad mnoZzstvi produkovaneho osiva i v jeho kwalit
Tim redukuji realizovany geneticky ziskk@PPA1996, ANDERSSONet al. 1974).

Vyvazenosti mezi genetickym ziskem igbpizenskym kzenim (inbreedingem) v semennych
sadech se zabyvali LOsoN LINDGREN et L (2001). Tradini zpisob, jak se vyhnout
inbreedingu a naslednému snizeni schopnosti rekceduesp. fitness, spiwa ve vyuzivani
pouze takovych klaihpri zakladani semennych dadkteré nejsou vzajendrpiibuzné. S tim,
jak Slechtitelské programy si#iuji k sadim vysSich generaci, sdilpuzensky vztah mezi
kandidaty pro selekci stava prapobdobrjSim. Autai referuji o tradini metoa
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restringované omezené selekce jedifiesctricted selection, RS) s vysokou Slechtitmisk
hodnotou a se séasnym vylodenim gibuzenského vztahu mezi nimi a navrhuji dale
alternativni seletni metodu GMS (Group Merit Selection), zalozenousakekci klonovych
skupin, které maximalizuji ;@kavanou genetickou hodnotu, tj. geneticky ziske Kav.
fitness, tj. schopnost reprodukce jedince, odpgiddaurcitému genotypu je sniZzena
v disledku inbreedingu.

Otazka pibuzenskych relaci mezi klony v semennych sadeavisioi s genetickou
promenlivosti. Ta se projevuje nakolika Urovnich (VANEK et FROCHAzZKOVA 2008). Jde

0 znaky, zjistitelné morfologicky na fenotypové wmo a déle o znaky, #iitelné a
vyhodnotitelné na zakl&dkvantitativnich genetickych metod, s vyuzitim geych markei,

kde v Uvahu fichazeji monoterpeny @Ak 1999), isoenzymy a DNA @LE 1992). DalSi
typ predstavuje prornlivost chromozomalni nebo cytogenetickd. Z hleaistedovani
promenlivosti populaci a asfovani identity kloi a roubovan& v semennych sadech se
vyznamré uplatiuje sledovani polymorfismu na drovni enzyimGenetickou prornlivost
pifimo na udrovni DNA umaiuji molekularg genetické metody jako RFLP, PCR,
mikrosatelity ¢i ptimé sekvenovani DNA. Z hlediskareglkladané metodiky je utkZita
promenlivost na enzymatické urovni, kdy sdi pvérovani identity klofi a roubovant
vychazi z polymorfismu konkrétnich lokysjejich patu a dalSich paramétr Vysledky
isoenzymovych analyz roubovanczejména v &kterych semennych sadech borovice lesni
prokazaly tzn¢ vysoky podil nespravnozna&enych (evidovanych) roubovahcK této
situaci mize dojit fiznymi zpisoby, p@inaje chybnym ozri@nim rould pii sbéru,
roubovand@ pri roubovani i pi vysadlg, pii vylepSovani (nahrazovani uhynulych roubovanc
jedinci stejného klonu nebo i klérodliSnych) nebo ifghlédnutim toho, Ze po uhynuti roubu
v sadu roste pouze podnoz, vedena jako roubovai@sahy v semennych sadech, které by
vedly ke zngné Udaji dokumentace, musi byt povoleny, evidovany a remighy po¥ienou
osobou (Floha ¢. 26 k vyhlasSce¢. 29/2004). Jak vSak ukazuji vysledky inventarizace
v sadech, v nezanedbatelnémitpopiipadi nejsou tyto pozadavky dodrzovany. Problémy
tykajici se skutné identity roubovaric jsou znamy u semennych satiorovice lesni,
modiinu opadavého a smrku ztepilého a dokladovanyahvanéi (nagr. Slovensko, SRN).

Sowasné semenné sady jsou navrhovanitSimou s vyvazenym zastoupenim vSech
selektovanych jediric Tohoto zfisobu je vyuZivano hla¥nv semennych sadech 1. generaci,
kdy jedinci jsou selektovani na zaktadenotypového projevu bez dostupnych informaci
o jejich genetické kvalt V pripact, Ze jsou jiz dostupné informace o genetické k¥alit
jedinai z testi potomstev, je mozné management semenného saduitigaraetelem na tyto
informace. Jednim z klasickych opeti, reflektujicich tyto nové informace, je genidic
probirka, kterou je mozné provést na zéklsulategie linearniho zastoupeni Kiqi.INDGREN

et MATHESON 1986), kdy poet jedin@ po probirce je fimo unerny Slechtitelské hodnét
daného jedince ze souboru pozitivioweienych klor (jde o nevyvazenou selekci).
Nevyhodou tohoto postupu je ztrata produkce osktara je z ekonomického hlediska
mnohem ¥tSi neZ pijmy z dodaténého zvySeni genetického zisku. Z tohotwatu jec¢asto
geneticka probirka nahrazovana selektivnigresin osiva, kdy osivo ze semenného sadu je
sbirano samostatre jednotlivych klomi a poté je vytviena sms osiva podle optimalnich
proporci zavislych na genetické kvaljednotlivych klori. Tento postup sice neni z hlediska
genetického zisku tak efektivni jako geneticka jicdy avSak udrZzuje genetickou diverzitu
na podstat& vyssi Urovni. Jako optimaliéesSeni dodatemého navyseni genetického zisku se
jevi kombinace obouthto postuf), kdy se provede mirn& geneticka probirka s nasledn
intenzivrejSi selekci jedink pro selektivni sér osiva (KANG et al. 2005).
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V souvislosti s problémem inbreedingu usfdGIERTYCH et al. (1991) na zaklad
isoenzymovych analyz pro semenné sady borovicé, [ésrirekvence semen ze samooplozeni
klesa v semenném sadu w&Sirg pripadi na (Fjatelné nizkou Groveé pri zastoupeni cca 50
klonu. P¥i dalSim navySovani gtu kloni neni jiz pokles obvykle vyznamny.

K interpretaci vysledk isoenzymovych analyz slouzi metodickéspupy, pouzivané ip
identifikaci lesnich tevin v zahranii (CHELIAK et RTEL 1984, BERGMANN et HATTEMER
1995, HERTEL 1997) a WCR (PROCHAZKOVA et al. 2004, VANEK et FROCHAZKOVA 2006).
Isoenzymovych analyz vyuzivajfipsledovani genetické struktury semennychisaay. jiz
HACKER et BERGMANN (1991), ®MORY et FAULE (1992)¢i TROBER et HAASEMANN (2000).
BRUCHANIK (2001) zjistil zn&ny podil chybg evidovanych ramet, resp. nehomogennich
kloni v semennych sadech smrku ztepilého, borovice lesnmodinu opadaveého.
Problematiku semennych sad kontextu pistupu a sdileni uzitku genetickych zdrejramci

EU prezentovaliVANEK et al. (2008) a BRIANEK et WANEK (2008).

V CR byl diki Slechtitelsky program pro zaloZeni semennycti $edovice lesni 2. generace
navrzen SIDELAREM (1992). Zansrem bylo zvySeni objemové produkce, jakosti a ookstin
populaci borovice lesni. Vyzkumné plochy s potomstybérovych (dnes rodovskych)
stromi z volného spraSeni byly zaloZeny vroce 1990. &ddin k povaze vysazeného
materialu se tedy ipdpokladalo pouze posouzeni hodnoty aditivni gekétivariance a
dédivosti pro testované populace, tj. nemoznost adighady neaditivni genetické variance.
Pti testech tohoto druhu se do vysléd#fostava i nekontrolovany podil inbreedingu, coz je
mazZe celko¥ zkreslovat (RULE 1989 ex SIDELAR 1992).

Z hlediska névrhu rozmisti jedindi v semenném sadu je mozné definovit typy

semennych sad

1) tzv. free love" navrhy (zaloZzeny bez jakéhokoli&mhu rozmisini jedinai),

2) navrhy nahodného rozmési (jedinci jsou rozmighi nahodg po celé ploSe semenného
sadu, nebo v ramci jednotlivych biinkobvykle s omezenim minimalniho odstupu ramet
stejného klonu),

3) navrhy systematického rozmist (jedinci systematicky rozmisti po celé plose
semenného sadu).

Mezi hlavni problémy, které jéeba v ramci navrhu semenného seekit, pati:

1) omezeni kontaminace Urody osiva pylem z okolniaiogib,

2) vytvoreni takovych podminek, aby spraseni bylo rovérom po celé ploSe sadu,

3) zajis&ni maximalniho p&u kombinaci pomoci rozmigtim, s cilem zajistit maximalni
genetickou prornlivost,

4) minimalizace inbreedingwAN BUIJTENEN 1971).

Pro navrh rozmighi jedindi v semenném sadu existuji softwary, které navigygtematické
rozmiséni ramet jednotlivych kloin v rdmci pravouhlych, trojuhelnikovych a hexagoigin
parcel podle fedem stanovenych poZzadévkCHAKRAVARTY et BAGCHI 1993, ELL et
FLETCHER 1978). V sotiasné dob je snaha vytviit navrhy rozmisini jedindi na zaklad
optimaliza&nich algoritnii, které jsou zaloZzeny na minimalizaci préapddobnosti
piibuzenského #zeni. Tyto programy umdagji naopak obrovskou variabilitu v nastaveni
vstupnich parametr(LSTIBUREK et H -KASSABY 2008).
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Souwasné dlouhodobé Slechtitelské programy jsou zalpzea maximalni konzervaci
genovych zdraj, piicemz dochazi k neefektivnimu drzeni i maévalitnich genotyp ve
Slechtitelskych programech. To prodraZzuje Sledstte programy o testovanéchto meg
kvalitnich jedind. Tyto naklady by naopak &y byt vioZeny do rozsahlejSiho testovani
nejlepsSich jedini. Pro tvorbu Slechtitelskych populaci je dnesasgji vyuzivanou metodou
vyvazend selekce, kdy z kazdého potomstva se sgekiejlepsi jedinec, ifp. nskolik
nejlepSich jedint. V nekterych progresivéjSich programech se vyuziva nevyvazeného
zastoupeni jednotlivych selektovanych potomsteM{&GREN et MULLIN 1997, ANDERSSON

et al. 1999). Pro tvorbu produiich populaci se vyuziva nevyvazeného zastoupeni
selektovanych genotyipv zavislosti na jejich genetické kva&li{LINDGREN et MATHESON
1986). Tato nevyvazenost zastoupeni generuje v sii8ledku dodaieny geneticky zisk
(ZHENG et al. 1997).

Zavaznym problémemiedevSim u d&ch sad, které jsou zagiené na zachranu a vyuziti
genofondu ohroZzenych draihmiaze byt asynchronni kveteni kibnKlony v €chto typech
sadi totiz mohou pochazet #znych oblasti, ztznych LVS a jejich faze kveteni mohou byt
¢aso¥ posunuté natolik, Ze se navzajem nemohou opylpgraxi to znamena, Ze v daném
semenném sadu jsogkteré klony zbyt&né, protoZze se nemohoucéastnit plozeni, nehoje
jejich faze kveteni vyraznposunuta fed nebo za termin kveteni ostatnich klon

V semennych sadech borovice lesni, zakladanyc¢R wd konce 70. let minulého stoleti, jsou
v8ak uz zastoupeny vyhradklony regionalnich odid (ekotypi) ze stejné PLO a stejného
LVS a pouze u &kterych z nich tvéi nepodstatnouifmés klony z jinych oblasti. Uéthto
semennych sadje tedy kveteni posmé uniformni acaso¥ odpovida kveteni okolnich
borovych porost. Urcita variabilita byla pozorovana v letoSnim roce emsnného sadu
Silov u Nepomuku, ta vSak byla igpbena spiSe polohou tohoto sadu — mirny svahz jeho
spodnicéast je ve vyrazné inverzni poloze (mrazova kotlif@nto semenny sad je spolyg

pro borovici a motin a ¢ast urody motinu je kazdordné znehodnocena pozdnimi mrazy
praw ve spodntasti sadu.

Synchronizace kveteni semenného sadu s mistnintniakoporosty téhoz druhu iie do
jisté miry znamenat problém kontaminace semennéda pylem z okoli. Odhady pylové
kontaminace v semennych sadech¢miakolisaji, ale ¥tSinou jsou porérné vysoke,casto
50 % i vice. S ohledem na to, Ze borovy pyiZzenv idealnich podminkach daietaz desitky
kilometri, zdaji se byt op&ni pro zabrami kontaminace z okoli zbytea (vzdalenost od
okolnich porost, izolatni pasy jinych druth dievin apod.). Je v8ak vice nez prgwodobné,
Ze pra¢ vzdalenost pylového producenta a jeho receptogelisgsné opyleni zasadni a
rozhodujici. Dopad pylu (zachyt) vyznaénklesd ve vzdalenostiddu rékolika meta az
desitek mefr od zdroje.

V této souvislosti jeieba zminit i moznost uméti semenného sado situ neboex situ
Obecr vzato je umitovaniin situ ze vSech moznych hledisek mnohem vyhg&ira neni-li
k tomu padny t@ivod (nag. limitni podminky pro peziti, imise apod.), umisti ex situse
radkji nevoli, nebd diky srovnavani fenofazi kveteni semenného saj@hos okolim Ize
ocekavat kontaminaci nevhodnym pylem.

© Vyzkumny ustav lesniho hospastai a myslivosti, 2009 7



Projekt Grantové sluzbydR
Zakladani semennych sadruhé generace pro borovici lesni.

4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Charakteristika zajmovych vysadeb
4.1.1. Semenné sady

Jak jiz bylo uvedeno, do testovani byly zahrnutg demenné sady (tab. 1), svym sloZzenim
témet identické a d¥ k nim pislusné testovaci plochy. SS79 — Doubrava byl zaloZzen
0 5 let pozdji a na téndit 3x tSi rozloze nez S& 43 — Nepomuk-Silov. V obou semennych
sadech jsou zastoupeny t&wyhradré ramety zapad@eské provenience (vizijpohy ¢. 1 a

2).

Tab. 1 — Charakteristiky semennychad

SEMENNY SAD: Doubrava Nepomuk-Silov

Evidenéni ¢islo: 79 43

LCR, lesni sprava Plasy Klatovy

GPS 49°54'31.034"N, 49°28'52.587"N,
13°26'33.605"E 13°31'41.536"E

PLO 6 6

SLT 31 4S

Hospoda‘sky soubor 8241 451

Pocet klona 87 45

Pocet ramet 1165 410

Celkova plocha /ha/ 6,48 2,24

Rok zalozeni 1980 1975

LVS 2 4

Nadmoiska vySka 380 480-500

Testovan na plose: Skelna Hd Nepomuk
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4.1.2. Testovaci plochy

Biometricka mgteni byla provagha v Zapadeeském kraji na dvou testovacich plochéch,
zalozenych v 90. letech pracovniker@R, s. p. Ing. Oltichem Hrdltkou — viz tabulku 2.
Testovaci plocha Skelnd HUYLS Plasy), viz flohu ¢. 3, testuje semenny sad 79 —
Doubrava (LS Plasy) a testovaci plocha Nepomuk Kl&ovy), viz @ilohu ¢. 4, testuje
semenny sad Nepomuk-Silov. Oba tyto sady maji sdeginouwast klori spol&nych, takze
|ze testovat na obou plochach potomstva stejnyohiki

Tab. 2 — Charakteristiky testovacich ploch

PLOCHA: Skelna Hu Nepomuk

Lesni sprava Plasy Klatovy

GPS 49°55'53.489"N, 49°29'40.735"N,
13°6'43.268"E 13°33'5.702"E

SLT 5K5 3S1

Hospodéa‘sky soubor 133 453

Pocet potomstev 85 (klon) 38 (klon)
320 (ramet)

Pocet parcel 960 + (7 kontroly) 163 + (3+3 kontroly)

Pocet opakovani 3 (potomstev ramet) 4 (potomstev kiyn

Celkova plocha /ha/ 1,23 0,81

Rok zaloZeni 1994 1991

LVS 5 3

Nadmoiska vySka 610 490

Testuje semenny sad: Doubrava Nepomuk-Silov

Shkér SiSek pro ziskani osiva na zaloZzeni obou testokaploch byl provagh osobr
ing. Hrdlickou. Jednotlivé partie SiSek byly dovezeny do Adbar Sofronka, kde byly
separovaé vyluseny a uskladeény do doby jarniho vysevu.

V SS Doubrava byl proveden&ltsiSek podle jednotlivych ramet a na testovacchlobylo
sazeno kazdé potomstvo ve 3 opakovanich. Kazdé owpak bylo reprezentovano
10 sazenicemi ve sloupci po 0,7 m, jednotlivé steupyly od sebe vzdaleny 1,40 m, tedy
klasicky spon, pouZivany v lesnickém provozu.

V SS Nepomuk-Silov byly SiSky sbirany pouze podénpotlivych klor. Vysadba testovaci
plochy byla provaéha ogt ve sponu 0,7x1,4 m, v parcelach po 50 sazen{&xhOtad) ve
4 opakovanich.

Pred nefenim byly ol plochy posouzeny z hlediska homogenity a moznoslivnéni
testovanych potomstev stanowist (okrajem porostu, expozici, reliéfem, charakterem
padniho profilu, vlahou apod.).

Testovaci plocha Skelnd Hibyla casténé zaloZzena v mistbyvalé lesni Skolky. Paradoxn
praw tato ¢ast musela byt z hodnoceni vypungt pro vysokeé ztraty, zawiné dovezenym
nevhodnym substratemi{fmha 3). Zbyvajicicast plochy byla posouzena jako homogenni a
byla z&dazena do wr¥eni. Restozecast plochy byla z hodnoceni vypé&sa, neovlivnilo to
kvantitativni ani kvalitativni parametrydfenécasti plochy.
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Testovaci plocha Nepomuk, un@isé na okraji rozsahlejSiho lesniho komplexu, ale
s dostaténou izol&ni vzdalenosti, byla uznana jako vhodna pe&semi a hodnoceni cela.

Velmi dilezita byla i obnova stabilizace obou ploch, nebdkazdého posuzovaného stromu
musela byt naprosta jistota jehdvpdu. Proto byla &hovana pipraw ploch na nifeni
nalezita pozornost.

4.2. MéiFeni a hodnoceni sledovanych charakteristik

VSechny stromy na obou testovacich plochach byikeny a hodnoceny stejnym tgmbem.
Z kvantitativnich znak byla sledovana jejich vySka a tlok&, z kvalitativnich znak
predevsim tvar kmene a mortalita. DalSimi kvalitaitinnznaky jsou i rozsah, tlotika a
charakter wtveni.

VySka

U vSech jeding na obou plochach byladena vySka. Na ploSe Skelna tHikde se vySky
borovic pohybovaly mezi 4 az 8 metry, byla kiani pouzita teleskopicka vyskéma la
zn. Nokkia s pesnosti na cm, na ploSe Nepomuk, ktera je o 3 stdgi a stromy jsou vySSi
(cca 8-12 m), pak vyskoinVertex Il s gesnosti na 10 cm.

Vyéetni tloug’ka (d; 3)
U vSech strom na obou plochach byladgifena tlougka ve vySce 1,3 m. Pr@&téi presnost byl
meien obvod kminku, igpcitany na pitmér s gresnosti 0,5 cm.

Tvar kmene

Z kvalitativnich znak byl u vSech jedinic sledovan tvar kmene (obr. 1). Klasiféka stupnice
byla pro &ely projektu zjednodusSena. Rovny vizpeny kmen bez deformaci byl ziea ,N“
(normalni), tvary deformaci pak jako ,J* — jednast® prohnuty, ,S" — dvoustrarn
prohnuty, ,V* — vidlice a ,R* — rozsocha. Tvary JSapak byly je&t doplreny buf’ indexem
.a' v piipad mirné deformace, #gobené istem, poraénim apod., resp. indexem ,z"
v pripact silné deformace, kde se jedna o nezvratnou deforina@o budoucna, patén
geneticky podmignou. V hodnoceni tvaru kmene je sestupniéagiotchto deformaci podle
zavaznosti N, Ja, Sa, Jz, Sz, V a R, kdy stronypyg dz, Sz, V a R jsou brany jako naprosto
nevyhovuijici a jejich nositelé budou vytmni z kandidatské populace.

Poznamka Na lokali€¢ Nepomuk byla uZzita jednodussi numericka klas#ikastupnice:
O(N),1(Ja+Sa),2(Sa+Sz),3(V+R).
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Obr. 1 — Klasifikace tvaru kmene ARovcovA, NAROVEC et CERMAK 2004)
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Vétveni — rozsah, tloudka a charakter
Sledovani a hodnoceni této charakteristiky byloajaio s tim, Ze preferovan byl pravy az
tupy Uhel a naopak penalizovan ostry Uhetiid se i sila (pimér) a pa&et Wtvi v urcitém
pieslenu.Pii posuzovani testovaci vysadby byl zvolerisggh ano — ne, tzn. jestli j&tveni
anosné, nebo neunosné. Po vyhodnoceni i@y plochy jsme sledovani vyhodnotili a
dospli k zaweru, Ze:
« sila wtvi je v primé korelaci s tlou&ou kminku, tedyim silngjSi d; 5, tim silrgjSi
vétve,
« Uhel \tvi, ktery je filiS ostry a ktery jsme ozfgi za netnosny, byl uz zaznamenan
v hodnoceni tvaru kmene u konkrétniho jedince gddormace typu ,V*.
Na zaklad téchto poznatk bylo rozhodnuto tuto charakteristiku v danégkw potomstev
dale nehodnotit.

Mortalita

Na obou plochach byla sledovana a evidovana miartalikdyZ jiz byla v obou ifljpadech

v minulosti provedena Setrna probirka, ktera byax¥ena gedevSim na suché a ustupujici
jedince. V ptibéhu mefeni a hodnoceni byly evidertslabé a ustupujici borovice vynechéany.

Fenologie kveteni

Na dopordeni oponent bylo provedeno sledovani fenologie kveteni semlemngadu.
Z technickych dvodi bylo jednoduSSi provést kompletni igeli vSech kloh a ramet
v semenném sadu Silov u Nepomuku (2,2 ha).
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Sledovani fenologie kveteni bylo provad ve tech terminech, vzdy po 10 dnech, a to:
5. kwétna, 15. kétna a 25. kétna 2009. Byl sledovan stav s&ich a sanmiich kwtenstvi
(prasniki a Sistic) a denzita ktenstvi na jednotlivych rametach podle metodikytvekené
pro tento del a zgesréné kEhem sledovani.

Metodika sledovani fenologie kveteni semennychi eaxovice lesni:

P — praSniky (sa&h kvétenstvi)
S — Sistice (sanii kvétenstvi)

Vyvoj kveteni:

0 — prasniky nebo Sistice dosud malo vyvinutéygekobaly,

1 — butonizace: prasniky i SiStice jiz patrné (watg), nekryté obaly, avSak uzamne,

2 — 10 % zralych (pyl prasi nebo Sistice ,gene"),

3- 50% -dtto-,

4 - 100 % - dtto -,

5— odket 100 % (prasniky prazdné, &aaji opadavat, SiStice uz@ané a etelrt se
odklareji od osy prytu).

Poznamka: Butonizace je fenologické&stova faze u rostlin, zahrnujici cely proces tvorby
kvetnich poupat (od okamziku jejich vzniku az p@ plorostla poupata).

Denzita k¥&tenstvi:
0 — kwtenstvi chybi

A —malo
B — stedrg
C — hodr

D — mimaéadre hodrg
Poznamka: VeSkerd pozorovani denzity se vztahujretetivni mnoZstvi, tzn. posuzuji

moznosti kazdého konkrétniho stromu (ramety) Zvlas

Barva prasnilkc
(2) — Zluta
(c) —cervena

Ptiklad zapisu pro jednu rametu:
P 2A(z), S 1B
P 3C(c), S 2B

Sledovani je zapisovandgimo do planku sadu do ptkia pislusné ramety, kazdy planek je
tedy nutné opéit datem ndteni, tj. kazdy termin pozorovani ma samostatnygian

Pozorovani by rlo byt zah4jeno nejdéle ve stadiu butonizaceétginy ramet a o by byt
opakovano minimakhlx tydré do doby Uplného odktu vétSiny ramet.

Na kazdé rametbyl sledovan zvldSstav sandich a zvlas stav santiich Sistic. U prasnik
byla také sledovana jejich barvafiggmz se vzhledem WkKevazujici Zluté bary
zaznamenavaly pouzervené prasniky.
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4.3. Statistické zpracovani biometrickychébani

Cilem zvazované selekce v semenném sadujdyopd stavajicich sédprvni generace na
sady 1,5. generace, je navyseni genetického zistedovanych znak Geneticky zisk bude
realizovan v provoznich podminkachk pyuziti reprodukniho materidlu fiwodem z &chto
sadi.

U zvaZovanych zndkv tomto projektu fevazuje aditivni sloZka genetického rozptylu, navic
se empiricky pedpoklada dominantni podil gens malym @inkem. Budeme tedy
piedpokladat (a asfovat) normalitu rozéleni studovanych znak P prenosu specifické
alely (funkéni formy genu) z rode na potomka je tedyadaz kladen na jeji aditivnic¢inek

s ohledem na pro#nlivost sledovaného znaku. Prosty &etuaditivnich dinka vSech &chto
alel pak ozné&ujeme jako tzv. Slechtitelskou hodnotu jedince. &tiBlechtitelské hodnoty se
pak uplatiuje jako sele&ni kritérium.

Pro odhad Slechtitelskych hodnot bylo vyuzito smy$é linearnich modé! V obecné rovig
muazeme deklarovat zavislost:

y =eyby +epby £+ b,

kdec,,cs, ..., c, jsou konstanty &,. b,, ..., b, ]SOu neznameé parametryelnétem statistické
analyzy je odhad (oztiajeme#) vySe uvedené parametrické funkce. Obvykkdpokladame
linearni vztah mezi parametry této funkce. Z vetkgdwitu reSeni (nestrannych linearnich
odhadi) pak vybirAme takové, které vykazuje minimélniptyz Odhady Slechtitelskych
hodnot pakiasto ozna&ujeme jako tzv. BLUP hodnoty (jsou nejlepSim nastgan linearnim
odhadem skutmych Slechtitelskych hodnot). odnoty rozptylu sehadlji z dat
modifikovanou metodou maximalnémohodnosti (restricted maximum likelihood, REML).

Dale jsme vychazeli ziwodniho schématu vysadby, resp. nahodnéhoiradpai potomstev
vramci dané lokality. Zvazovali jsme fixnicibek lokality a nahodny dinek aditivni
genetické hodnoty na sledovanych znacich. Altern&tisme testovali model, kde se

predpoklada pozitivni korelace sousednicifeni | je modelovana AR1 matici).

Poznamka: Vy3e uvedené analyzy (REML, BLUP) bylyegsieny na pracovisti KDSLD FLD
CZU v Praze s vyuzitim software ASReml.

4.4. Odlégr a zpracovani vzork pro analyzy genovych marker

V obdobi vegeténiho klidu, tj. v feznu aZz dubnu v letech 2008 a 2009, byly z vybranyc
ramet v semenném sadu79 — Doubrava provedeny aflp vzorka vétvi borovice lesni
(Pinus sylvestrid..) s dormantnimi pupeny, odpovidajicich celkerh 68metdm z celkového
mnozstvi 1 165 v sadu (vizifphu 1). Dale bylo odebrano 24 vzérk rodovskych strom
(ortet). etve byly uskladany v plastikovych s&ich @i teplot -20 °C do doby zpracovani.
Odbér vzorki byl proveden v nasledujicim sledu (uvedena datetsduji vzdy k poslednimu
dni kazdého z odii):
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e 26. 3. 2008: orientmi odker 44 vzorki prisluSejicich 8 kloim (provedeno zadglem
odhadu homogenity kldnve sledovaném semenném sadu).

e 8. 4.2008: odér vSech ramett vybranych kvalitnich klof za &elem jejich genetického
mapovani, tj. klonw. 2102 (7 ramet)¢. 2991 (22 ramet) & 2994 (10 ramet), tedy
celkem 39 vzork. Uvedené klony byly vybrany na zaktadysledki biometrickych
Gdaji, provedenych na testovaci ploSe Skeln&.Hia kritérium vykru byla zvolena
pramérna hodnota z celkovych vySek potomstev pro kaddn k gihlédnutim k tvaru
kmene. Takto byli vybrani jedinci na zaktdiometrického reni vSech jedinc
testovanych potomstev z r. 2000 (z prvsfige) a ng¢reni jednoho opakovani z r. 2007
(z horniho kvartilu).

e 8. 4. 2008: odér ramet za telem provedeni genetického screeningu sadu - nghodn
vybér v pattu jedné azif ramet od 85 z celkového ¢a 87 kloni v sadu: 53 trojic,
22 dvojic a 10 jeding tj. celkem 213 ramet kazdého klorfeozn: Pohyblivy pa@et
odebranych ramettptomto zpisobu odBru byl dan jednakigdnostnim odéyrem vysSiho
poétu ramet u klof s nadpiimérnym nistem a dale tim, Ze z celkovéhoc¢po kloni
v sadu bylo 11 kloih zastoupeno pouze 1 rametou a 4 klony pouze 2 aamet

e 8. 3. & 18. 3. 2009: odib ramet za telem doplgni genetického screeningu sadu -
nadhodny vyBr do dosaZeni @tu 7 ramet od kazdého klonu v sadu, celkem 439 ttame

Pozn: Druhy odkr v t¢ésnémcasovém sledu byl proveden v zdmu zapswvetSiho mnozstvi
biologického materialu. Toto rozhodnuti byldijgto na zaklad informaci, ziskanych ve
spolupraci s isoenzymovou laborétanstitutu Bayerisches Amt fir forstliche Saat-dun
Pflanzenzucht (ASP) v Teisendorfu, Bavorsko (SRhem zahrarini staze, uskuteéné
ve dnech 11.-13. 3. 2009 (viz téZ kap. 4.5.). Vnuajdosazeni maximalni kvality a
reprodukovatelnosti ziskanych vyslédikoylo na tomto pracovisti (s vyuzitim vzdrk
dormantnich pupeén ramet ze semenného sadu 79 — Doubrava) Uggné provedeno
mezilaboratorni porovnani a byla zde r&&mavrzena modifikace metodickych postup
ktera vSak obnaSi vySSi speliu biologického materidlu. V igschu druhého oddu, tj.
18. 3., byl roviZz proveden dopbljici odkEr dormantnich vzork podnozi (16 jeding
piedstavujicich izolované podnoZe bez roubovuapeo jejich gipadné orientni genetické
srovnani s rametami.

e 3.4.2009: odlr vzorka 24 rodEovskych strom (ortet). Odiksr 14 vzorki byl proveden
za gitomnosti lesniho spravce LSCR Plasy (Ing. J. Stich). U 10 vzdrkse jedna
0 anonymizované vzorky, jejichz identifikaci ma ousasné dob zantrné k dispozici
pouze zadavatel (IR, s. p., Ing. O. Hrdtka) z divodu nestranného provedeni analyz.

4.5. Isoenzymoveé analyzy

Vzorky odebranych pupén(1-2 vzrostné vrcholy) byly v r. 2008 podrobenyrakci enzyni
homogenizaci 5-10 mg rostlinného pletiva s 40gb@xtrakiniho pufru. Isoenzymy byly
déleny jednorozrdrnou horizontalni elektroforézou na Skrobovém dblidrolyzovany Skrob
Sigma-Aldrich pro elektroforézu)ifip3 °C s pouzitim Tris-citratového putriho systemu.
D¢leni isoenzymi probihalo na elektroforetické lince Multiphor Illh&macia Biotech.
Isoenzymové analyzy byly provedeny pro glukézo-Gdtdehydrogenazu (G-6-PDH),
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Sikimatdehydrogenazu (SDH), 6-fosfoglukonatdehydr@gu (6-PGDH), fosfoglukomutazu

(PGM), malatdehydrogenazu (MDH), leucinaminope@idé_AP), aspartataminotransferazu

syn. glutamatoxaloacetéattransferazu (AAT syn. G@Tpsfoglukoizomerazu (PGI) (tab. 3).

Bylo pouzito modifikovanych postiipisoenzymové extrakce, elektroforézy a barvicich
postup podle RASTEURA et al. (1988).

Tab. 3 — Fehled sledovanych enzymatickych lokusorovice lesni

Lokusy enzymatického systému
Enzym Zkratka dle HE{QTELX (1997) ’
gluk6zo-6-fosfatdehydrogenaza G-6-PDH (A)
Sikimatdehydrogenaza SDH A B
6-fosfoglukonatdehydrogenaza 6-PGDH B
Fosfoglukomutaza PGM A
malatdehydrogenaza MDH B, C
leucinaminopeptidaza LAP B
fosfoglukoizomeraza PGI B

Zymogramy byly vyhodnoceny z hlediska identifikgeenotlivych klori na zaklad shodyci
rozdilu mezi zastoupenim jednotlivych genetickydiriant enzym, resp. lokug (alel).
Zjistené genotypy byly ozr@gny ciselnymi kombinacemi alel v padi vzhstajici
pohyblivosti v elektrickém poli (0), 1, 2, 3 jakdebcké pary (nap 12, 22, 23 atd.). Vedle
vlastniho vyhodnoceni afipazeni alelickych pér byly vypaiteny hodnoty alelickych
frekvenci (relativni zastoupeni zpgtich alel) a heterozygotnosti (relativni zastoupeni
heterozygotnich jedirig.

Pro alelické pary vybranych lokiubyly vypateny a porovnany jejich alelické kombinace a
byl vyhodnocen Rao index kvadratické entroRigako kritérium genetickeé diverzity (BTA

et DUKAT 2005). Vysledky byly vyhodnoceny a porovnany saiitn specialniho software
IsoEnz a SeQan firmy IDBtp://www.infodatasys.cz/

4.6. DNA analyzy

K vyzkumnym @&elim byl pouZit rostlinny material ze semenného sadi® — Doubrava. Pro
izolaci DNA byl pouzit izoléni kit DNeasy Plant Mini Kit. DNA byla vyizolovana
z dormantnich pupénborovic, zpracovalo se 40 ramet od 5 Klio@. 2102, 2366, 2984,
2991, 2994), navazka jednoho vzork@eamého pro izolaci bylaifplizné 100 mg. Pupeny
byly rozdrceny pomoci tekutého dusikure@dich miskach. Dale se postupovalo dle protokolu
izolaéniho kitu. Uspsnost vyizolovani DNA vzork byla detekovana po prahlé
elektroforéze na 0,8% agar6zovem gelu. AgarozoVvg@eripravil navazenim 1,6 g agarozy
(Agarose SERVA for DNA), ktera byla ve 200 ml rdatio0,5% TBE (Tris borate EDTA
pufr) pii zah¥ivani rozpu&ina. Do vychladlého stale tekutééiceho roztoku byly fidany 3 pul
ethidium bromidu. Na gel v horizontalni elektrofiické aparatte se do slotu nanaSeloub
vzorku vyizolované DNA a %l loading buffer (Sigma). Doba trvani elektroforéayla 30
min pid napiti 40 V a poté 90 minutip napeti 90 V. DNA byla vizualizovana pomoci
ethidium bromidu pod UV zénim. Vzorky vyizolované DNA se zamrazily na -2Q °C
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Pro sledovani genetickeé variability vzérkorovice lesni byla pouzita technika PCR-RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA — polymorfismuahodre amplifikované DNA). B
této technice je pouzit jako primer kratky oligofedtid o délce 10 nukleotids nahodilou
sekvenci. B této délce je znma pravdpodobnost, Zze v genomu bude mnoho mist
homolognich k pouzitému oligonukleotidu a&ktera z nich budou dosté&t®& blizko u sebe,
aby v Useku mezi nimiipvyuziti PCR dochéazelo k amplifikaci DNA. Vysledkeje velka
skupina amplifikovanych fragment které se pak roztl elektroforeticky. Genomy
piibuznych, al&asto i vzdale#Sich druti jsou velmi shod# organizovany. ¥tSina prouzk
byva shodn4, proto jéeba vyhledat primer, ktery vykazujéznou polohu prouzki u velmi
piibuznych organiziin pro studium polymorfismu. Souborékolika takovych primet
charakterizuje nap odmidu velmi gresré (CURN et S\kovA 1997). Pro borovici lesni byly
testovany primery Operon Biotechnologie GmbH ze G&E a OPR pro vyhledani prinder
ukazujicich polymorfismus sledovanych khora potvrzujicich totoZznost ramet v ramci
jednoho klonu. B uZziti polymerdzy Takary Tag (TAKARA BiotechnologZO., LTD.) se
amplifikaéni reakce pro jeden vzorekipravovala v objemu 25 pl. RAPD reakce probihala
v termocykleru Perkin Elmer 2400 a Bioer XP cyclé&mplifika¢ni produkty byly
analyzovany elektroforézou na 1,5% agarézovychcpele 0,5% TBE pufru a vizualizovany
pomoci ethidium bromidu pod UV &nim. Gely byly dokumentovany pomoci kamerového
systému Discovery 10gD.

4.7. Navrh semenného sadu 1,5. generace

Navrh semenného sadu 1,5. generace vychazi zecsehek zaklagl overovani genetické
homogenity klofi v semenném sadu 1. generace/9 — Doubrava s vyuZitim genovych
markei a kvalitativnich genetickych znakpotomstev d&chto klormi na testovaci vysadb
Skelna Hti. Selekce podle kvantitativnich zriakebyla systematicky uvazovana vzhledem
k tomu, Ze by doSlo k né&merens velkému zuZeni gou kloni. K mortali€¢ a ptimérnym
vySkam klori (resp. poadi Slechtitelskych hodnot) bylo pouzéihtednuto. \Etevnatost
nebyla brana v Gvahu (viz 4.2.), skejjako hodnoceni fenologie kveteni v SS 43 —
Nepomuk-Silov (4.2.).

Zakladem selekce provedené pomoci genovych marksdy vysledky systematicky
provadnych isoenzymovych analyz a dale vysledky DNA andlyramci projektu pouze pro
vybranych 5 klof). Vyrazeny byly vSechny klony, u kterych byla jakoukali€chto
molekularé genetickych metod zji&ba vice nez jedna odliSna rameta.

Jako hlavni faktor selekce na zala#tvalitativnich znak bylo zvoleno % tvaroy
negijatelnych jediné jednotlivych potomstev klanna testovaci vysadiSkelna Hti a jako
vedlejSi faktory pimérnd mortalita &chto potomstev a pmérna vyska (ptadi klor dle
Slechtitelskych hodnot odvozenych z rigemych vysSek). Byla zvolena nevyvazena selekce
zohlediujici tyto znaky.

Navrh ,semenného sadu 1,5. generace" je realizegarariantninreSeni v tom smyslu, Ze se
uvaZzuje jednak s genetickou probirkou, dale sektefém skirem osiva a konmé i se
zalozenim nové vysadby SS 1,5. generace v prav@éra smyslu.
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5.VYSLEDKY

5.1. Biometricka ndifeni

Zjisténé hodnoty mortality kloin na lokalitach testovacich ploch Skeln&’HuNepomuk jsou
uvedeny v pilohach 7a a 8, mortalita jednotlivych ramet naSpl&kelna Htipak v iloze
7b. Ve stejnych filohach je uvedeno ro¥#d hodnoceni rostoucich jedincz hlediska
tvarnosti kmene (frazeni k pisluSnym tidam tvarnosti ozri@nych pismeny — viz kapitolu
4.2.). Za tvarow prijatelné byli nakonec povazovani vSichni jedindeik byli klasifikovani

v ramci kombinace zna@kN, Ja, Sa, za tvaréwnegijatelné pak jedinci klasifikovani jako Jz,
Sz, V nebo R.

Pokud jde o hodnoceni vySkového a tltka¥ého fistu potomstev semennych gad
rostoucich na testovacich plochach, byly na pratokatedry dendrologie a Sleéht lesnich
dievin FLD CZU v Praze, které disponujefiplusnym softwarem (ASReml), vygieny
Slechtitelské hodnoty a chyby odliatichto ukazateél pro vSechny klony jak pro testovaci
plochu Skelna Ht tak pro lokalitu Nepomuk {fohy 10a,b a 11la-d). NiZSi spolehlivost
odhadu Slechtitelskych hodnot kloje dana pedevsSim p&tem disponibilnich jedinctéchto
kloni na testovacich plochach. Refhi Slechtitelskych hodnot ve vystupu ze softwjare
centrovano kolem nuly. Bmér Slechtitelskych hodnot neni ve smyslu dalSicbhileelskych
opateni vyznamny, podstatny je rozptyl jejich rélhi. Pro moznost srovnani kiompodle
jejich klesajici Slechtitelské hodnoty byla k v¢penym hodnotamifpoctena konstanta, aby
byly odstragny zaporné hodnoty. Timto krokem nedochazi k o¢livrrozdifi mezi stromy
v obecné kombinani schopnosti. Podstatné (ve smyslu genetickeé gybjsou rozdily mezi
hodnotami, ne absolutni hodnoty jako takové.

5.2. Fenologie kveteni

Podle vysledk fenologického pozorovani provedeného v semennéun sal3 — Nepomuk-
Silov, uvedenych viflohach 9a a 9b (stav kveteni 5. 5. 2009 a 15089) je patrné, Ze
pievaznacast klori (resp. ramet) kvetla sodasré a teoreticky se tedy mohly ,setkat* a
vzajem opylit. Rychly pftibéh kveteni v dsledku vyvoje pgasi v k¥tnu mel za nasledek,
Ze ve fetim terminu (25. 5. 2009) sledovani jsme pouzelinkomstatovat, Ze vyvoj kveteni
u vSech ramet je na stupni 5, coZ znamena, Ze r&eskadi | samei kvétenstvi u vSech ramet
jsou jiz odkvetla. Z tohototyodu planek z tohoto terminu neuvadime.

5.3. Isoenzymoveé analyzy

Primarnim experimentalnim vystupengchto analyz jsou zymogramy enzymatickych
systéni, které pedstavuji zaznam isoenzynrozclenych podle jejich vzajeménodlisSné
pohyblivosti v elektrickém poliip elektroforéze.

Vyhodnoceni isoenzymovych analyz 14 rgadiskych strom potvrdilo jejich gisluSnost
k deklarovanému klonu ve 13ipadech. U rodiovského stromu ozganého jako klon 2975
byl zjisten rozdil oproti rametam téhoz ozieai klonu v sadd. 79 — Doubrava (homogenni
klon). Jednalo se o rozdil v zastoupeni alel u $oku6-PGDH-B. V ppac
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10 anonymizovanych rogbhvskych strom se po jejich dodaseé identifikaci zadavatelem
(viz odst. 4.4) ukazalo, Ze jednoZna a sprava byl piitazen jedinec s oztdanim F:

F: 20005

Jedinec B odpovidal dma moznostem:

B: 2101, 2993

Zbyvajici rodtovské stromy nebylo moznéifadit vzhledem k tomu, Ze jejich alelické
kombinace jsou ve sledovanem sadu zastoupeny vefioztrem (rekolika desitkami) klo.
Uloha dohledani a wteni neznamych klan je zptna uloha, kterd je vzdy podstatn
navic komplikovana nehomogenitou kigmpiredstavujici zn&né zvySeni p&tu kombinaci, ze
kterych je teba vybirat.

Orienta&ni isoenzymové analyzy odebranych 16 vagokdnoZzi ukazalyiftomnost pouhych
7 skupin genotypovych kombinaci, z nichz vSechnly iy diive identifikovany u kloa,
resp. ramet v sadu. Rozdily mezi podnoZemi a ramietabyly jednoznéné identifikovany.

Pfi genetickém screeningu sadu 79 — Doubrava bylo z celkového g hodnocenych
86 kloni v letech 2008-09 shledano geneticky nehomogen@énkloni; 72 klomi bylo
zastoupeno vice neemi, 5 klori dvéma a 9 klof jednou rametou (tab. 4, obr. 3, viz
barevné odliSeni klans tiznym p@&tem mefenych ramet v ifiloze 5a). Z celkového @tu
vyhodnocenych 345 ramet bylo zfigb 38 geneticky odliSnych (v ramci klonu) (tab. 4,
obr. 4). V iloze 5b je uveden a vyz&en soupis kloh, u kterych byla zji$&ha nehomogenita
na zaklad isoenzymovych analyz u vice nez 1 ramety (vizkay. 4.4.). Jedna se o hlavni
podklad k vyazeni klori pri zakladani sadu 1,5. generace.

Poznamka: Zn&ni ramet a klof a jejich zakladni charakteristiky, uvedenérilghach 5a,b

navazuji na zn&eni v giloze 1.

Tab. 4 — Geneticka homogenita kiora identita vs. odliSnost ramet (v ramci kipn
v semenném sadu 79 — Doubrava

NEhEngemta Nehomogenni Klony zastoupené
L klony 1 rametou
neprokazana
Pocet klond 43 34 9
Podil klont [%] 50 40 10
Pocet ramet 279 57 9
Podil ramet [%] 81 16
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Obr. 3 — Geneticka homogenita kiofméieni 2008-09)
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O identické ramety v ramci klon
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Obr. 4 — Geneticka identita a odliSnost ramet vaiddonu (meéteni 2008-09)

Vysledky neieni genetického screeningu jsou pro jednotlivé Kl@an ramety uvedeny
v priloze ¢. 5a. Sledované lokusy jsou zastoupenytgm alel a genotyp jez vzhstaji
v paiadi: 2/2 (SDH-B) < 3/3 (PGM-A) ~ 3/3 (MDH-A) ~ 3/8AP-B) ~ 3/3 (PGI-B) < 3/4
(MDH-C) < 4/4 (6-PGDH-B) < 4/5 (SDH-A). Hodnoty lebzygotnosti sledovanych lokus
vzristaji v pdadi 0,071 (SDH-B) < 0,077 (LAP-B) < 0,107 (PGI-Bk<0,135 (MDH-A) <
0,171 (SDH-A) < 0,183 (PGM-A) < 0,366 (6-PGDH-B) 3,432 (MDH-C). Hodnoty
heterozygotnosti jsou uvedeny spolu s alelickymkfencemi v tab. 5.
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Tab. 5 — Hodnoty alelickych frekvenci a heterozygsti zjiS€né na zéklatl genetického
screeningu semenného sad@9 — Doubrava

Alelické LOKUS

Frekvence SDH-A  SDH-B 6-PGDH-B PGM-A MDH-A  MDH-C  LAP-B PGI-B
alela 1 0,011 0,000 0,004 0,021 0,009 0,246 0,008 0,024
alela 2 0,088 0,923 0,284 0,908 0,922 0,743 0,962 0,946
alela 3 0,874 0,077 0,710 0,07 0,069 0,011 0,030 0,030
alela 4 0,026 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Heterozygotnost 0,171 0,071 0,366 0,183 0,135 0,432 0,077 0,107

Pfi genetickém mapovani vybranych kvalitnich Kldoyly z celkového p&u hodnocenych

3 kloni shledany geneticky nehomogennimi 2 z nich, tjnkld. 2991 a 2994. Z celkového
poctu vyhodnocenych 39 ramet byly z§iy 2 geneticky odliSné ramety u klodu 2991 a

2 odlisné ramety u klont. 2994, a sice na zakladozdili ve tech, respctyrech lokusech

(u obou uvedenych Kldi) (prilohac. 6).

Na zaklad vyskytu alelickych pér pro lokusy SDH-A, SDH-B, 6-PGDH-B, PGM-A, MDH-
A, MDH-C a PGI-B bylo zji&tno 55 skupin iznych alelickych kombinaci, zastoupenych
rozdilnym p@tem ramet. Jednalo se o skupiny v &z@d0 aZz 40 ramet. V prvnim krajnim
piipadt se jednalo o jedi@é, navzajem odliSné alelické kombinace, ve drulkéamnim
piipadt 0 jednotnou, spot@ou alelickou kombinaci. V této souvislosti bylasgjno, Ze
ramety vyznaujici se genetickou odliSnosti v ramci deklarovandfionu odpovidaji ve
veétSing pripadi mére rozsSfenym nebo jedingaym genotypovym kombinacim. Niaklad

z celkového pé&u 10 ramet s jedi@ou alelickou kominaci bylo zji&o 6 ramet,
vyznaujicich se odliSnosti v ramci klonu.

Pro velké skupiny ramet s jednotnou alelickou karabi, tj. pro skupiny klains nejmensim
poétem vzajemnych odliSnosti v tomto &m, byl proveden soupis odpovidajicich Kipjez
tvoii 9 skupin fiznych alelickych kombinaci (tab. 6). Pozn.: Skupibyy timto zpgisobem
vybrany proto, Ze odpovidajtiplizné poloviné souboru nsfenych klori (41 klon, tj. 48 %)
a polovire souboru ramet, jejichziislusnost ke klonu byla é¥ena pomoci isoenzymovych
analyz (152 ramet, tj. 53 %).

Byla aktualizovana hodnota Rao indexu kvadratickkopie R = 0,122 (B>TTA et DUKAT
2005).
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Tab. 6 — Soupis klan9 alelickych kombinaci s nejvySSim zastoupeninemenném sadu
¢. 79 — Doubrava

Poéet [ Poéet Klony*)
ramet | klon @

40 11| 2369 2996 | 20004 | 2008 | 2099 2348 | 20007 | 20108 | 2357 | 2364 | 2997
30 6] 2984| 20110|20011| 2995| 2998 | 20011

22 7] 20010 2988 | 2309 | 2979 | 20003 2010 2779

11 3] 2360 2366 | 2377

12 4| 2653| 20112 | 2103| 2990

12 2] 2980 2985

10 4] 2976 2358 | 2365| 2776

7 2| 2986 2994

8 2| 2373 2983

*) pro lokusy: SDH-A, SDH-B, 6-PGDH-B, PGM-A, MDH-AMDH-C a PGI-B

5.4. DNA analyzy

Polymorfni amplifik&ni produkty, tj. profily namnoZenych use®NA pro jednotlivé klony
byly ziskany s vyuzitim primérOPE 13, OPR 08, OPR 04. Vyhodnoceni RAPD pidifilo
provedeno pomoci specializovaného softwaru UltraQu®rofily prouzk (bandi) byly
variabilni mezi sledovanymi klony borovice, ale yoyjiSttny i genetické rozdily mezi
nékolika rametami stejného klonu. Tabulka 7 uvadkterych ramet od jednotlivych klén
byly profily prouzki shodné a u kterych se liSily v souvislosti s tygaimmeru. Tabulka 8 pak
dokumentuje srovnani s vysledky analyz isoengzypnovedenych v letech 2008-2009.

Tab. 7 — Vysledky DNA analyz vybranych kiopro primery OPE 13, OPR 08, OPR 04

Klon 2994 Primer OPE 13 Primer OPR 08 Primer OPR 04

Ramety

5

37

44

65 X X

70

87 X X
92 - -

VXX X

128

133 X X X

164

Klon 2991

Ramety

20 - - -

24 - X

26 - X X

64

69 - - -

73

97 - X X

100 X X
125 -

127 -

Klon 2102
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Ramety

174 -

188 -

189 -

207 -

220 -

228

243 X

265 X

Klon 2366

Ramety

9

27 - - -

53 - - -

143

224 X

Klon 2984

Ramety

1

52 - - -

80 - - -

109 X

142 -

- shodny profil prouzk v ramci klonu
x odlisny profil prouz v ramci klonu

Tab. 8 — Srovnani vysleddDNA a isoenzymovych analyz o€ zvyrazrény piipady shody
obou metod)

Ramety odliSné v ramci klonu podle
analyz:

Klon DNA / RAPD isoenzymi

2994 V12,L17,E18 U26 | L17,E1E€

2991 K4, C5, S18, M19 CX4

2102 B52, 156 -

2366 A49 A3

2984 J22 L15

Tabulka 8 ukazuje, Ze pomoci analyz zvolenych DNigeri bylo v rdmci vybranych klain

a roubovang identifikovdno 12 odliSnych ramet u vSech 5 sledoech klori; pomoci
zvolenych isoenzymovych lokaisbylo identifikovano 6 odliSnych ramet u 4 kion
Ve 3 giipadech byly obma metodami vyliSeny totozné ramety. lgze 5b je uveden a
vyznaen soupis klof, u kterych byla zji$ha nehomogenita na zaktlaBNA analyz u vice
nez 1 ramety. Jednd se o &st podkladu k viiazeni kloi pii zakladani semenného sadu
1,5. generace.

5.5. Navrh semenného sadu 1,5. generace

Navrh semenného sadu 1,5. generace vychazi zecsatekzéklagl mapovani homogenity
klona v sadu¢. 79 — Doubrava s vyuzitim genovych martkarnasledné nevyvazené selekce
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podle kvalitativnich genetickych znakotomstev dchto kloni na testovaci vysadiSkelna
hut'. K selekci podle kvantitativnich znakvySka, resp. Slechtitelsk&d hodnota na bazi vysky
piiloha 10a) bylo phlédnuto pouze okraj@v Klony byly vyfazovany postugnna zaklad
nésledujicich kritérii:

1. nehomogenita zji8ha pomoci genovych marKertj. isoenzymovych analyzérvena
barva v tab. 9) a DNA analyz (Zluta barva). Timpdsobem byly vyazeny klony, u
nichz byla zjis¢n velky pdet ramet (tj. 3-5) genetickyiznorodych nebo odliSnych od
rodicovského stromu.

2. nehomogenita zji8ha pomoci DNA analyz (Zluta)

3. nefijatelnd tvarnost kmene — nevyvazend selekce feugsnim 3 — 8 ramet / klon

(oranzova)

4. pramérnd mortalita — redukce ptu ramet / klon pro mortalitu > 50 %

5. primérna vySka — sniZeni pm ramet o 1 jedince pro klony sipnérnou vyskou <
600 cm (resp. s nizkou Slechtitelskou hodnototilelpa 10a)

Vysledek uvedené selekce pro celkovyetad0 klori a 240 ramet je znazam v tabulce 9.

Tabulka 9 — Odvozeni navrhovéhaiporamet pro 40klonovy SS 1,5. generace
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Praimérné vysky byly vypeéteny v ramci pipravy publikace (KNAK, KLAPSTE ET LSTIBUREK
2009). Hodnoty mortality a pmérné vysky, ke kterym byloipvybéru kloni pro semenny
sad 1,5. generacefiplizeno, jsou vtabulce 9 ozfeny cerverd. Vzhledem ktomu, Ze
dynamika fistu potomstev je individualni podle ontogenetické&ié@i a stanovist, slouZil
tento ukazatelipvybéru jen jako pomocné kritérium.

Fenologické Séeni SS¢. 43 — Nepomuk-Silov nebylo vzhledem k zjisgm vysledkim i
jejich moznému zkresleni (mirradre kratké trvani jednotlivych fenologickych fazi vraan
roce pozorovani, udaje pouze zjednoho roku) dahnagenetické probirky ani navrhu
semenného sadu 1,5. generace promitnuto.

Prevodu SS 1. generace na“l,5. generaci“ Ize dogktivlika zpisoby:

— Selektivni sbr (ptiloha 12a). Klony SS 1. genera¢e 79 — Doubrava, které nebyly
z navrhu pro 1,5. generaci vykmny analyzami genovych markerani na zaklatl
nevyhovuijici tvarnosti kmene, mohou byeg@nmetem tzv. selektivniho sbu. Takto bylo
vybrano 40 nejlepSich kldnkteré jsou reprezentovany 154 rametami (viz $bBude-li
reprodukni material &chto klor ve stavajicim SS 1. generace sbiran sepagéplza na
n¢j pohliZet, jakoby se jednalo o material ze SS geberace.

— Geneticka probirka gdohy 12b-12d). Jedna se otmwb, kdy jsou ve stavajicim SS
1. generace nevhodné klony fyzicky odstran Tento zfisob gevodu na 1,5. generaci je
predloZzen ve fech variantnichteSenich. Prvni varianta i{jpha 12b) pedstavuje
odstrarni ramet, jejichZz odliSnost v ramci klonu byla &jisa pomoci analyz genovych
markefi. Druh& varianta (filoha 12c) pedstavujereSeni, kdy jsou klony wgzeny na
zaklad neprjatelné tvarnosti. fleti varianta (filoha 12d) pak fedstavuje kombinaci
obou gredchozich zfisohi.

— Navrh nového semenného 1,5. generadélofa 12e). Pro totdeSeni je uvaZzovano
40 nejlepSich kloin (dtto varianta selektivniho &tu). Na zaklad provedené nevyvazené
selekce, kdy bylo ihlédnuto k mortali kloni a Slechtitelskym hodnotdm na bazi
vySkového #stu kloni, byl stanoven névrhovy pet ramet fisluSnych elitnich kloin
(tab. 9). Jetkba doportit prednostni odér ramet z ortet (dle i@v¢jSi terminologie:
vybérovych stroni. Nejsou-li k dispozici, je mozné pouzit @édlz ramet v semenném
sadu.

Vlastni selekci, spojenou ¥gvodem sadu 1. generace na 1,5. generaci lze uskutéce
zpisoby, napiklad vyfazenim klod, jejichz Slechtitelskd hodnota lezi pod linearblasti
funkce, vyjadujici jeji zavislost na padi kloni (srov. @ilohu 10a,b). Tento Zsob je
v obecném vyjaieeni pouzit v "Metodice zakladani semennychusad generace”, kterd je
vystupemieSeného projektu.
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6. DISKUSE

Pokud se se semennymi sady pracuje v ramci Slelskiych progran, je velmi Zadouci az
nezbytné provést @veni genetické identity pouzivaného rostlinného néte Pro
identifikaci tohoto materialu je pi@ba zjistit, zda (1) kazdy jedinec ma genotyp odgajici
jeho deklarované identita zda (2) je jeho genotyp shodny s genotypem rostajedind,
piislusejicich k danému klonu. Aby byli dva jedin@vpZovani za ramety jednoho klonu,
musi byt jejich genotypy identické, coZigne vzato by vyZzadovalo znalost kompletniho
genomu. AvSak ani kompletni shoda dvou jedine vSech sledovanych genovych lokusech
nemiZze Upl zarwit, Ze pati ke stejnému klonu. Statisticky Ize pouze kvakdbifiat
pravdpodobnost, Ze oba jedinci ,s vysokou prgwadobnosti fislusi ke stejnému klonu®.
Naopak, pokud se dva jedinci neshodujf lyjediném lokusu, Ize s jistotou vyl jejich
piislusnost ke stejnému klonuH{ELIAK et RTEL 1984).

Z vysledki isoenzymovych analyz uvedenych v tabulce 4 a mazeich 3 a 4 vyplyva, ze
vétSina klonii borovice lesni je geneticky jednotnd, tj. rametipavidaji ve ¥tSiné pripad
danému klonu. VSechny hodnocené isoenzymové lokugdy polymorfni, odpovidajici
vySSim neZz 5% hodnotam heterozygotnosti. Ze sledma86 klori, reprezentujicich 99 %
celkového potu kloni v sadu, bylo zji$iho 34 geneticky nehomogennich kigncoz
odpovida 40 % sledovanych kionZe sledovanych 345 ramet, reprezentujicich 29 %
celkového potu ramet v sadu bylo zji&o 57 geneticky odliSnych (v rdmci klonu), coz
odpovida 16 % sledovanych ramet. Rigndii genetického monitoringu o dalSi ramety vedlo
ve srovnani s gitenim vr. 2008 ke zji8hi dalSich 9 nehomogennich kignzastoupeni
geneticky odliSnych ramet se vSak snizilo o 2 ¥aNEk et al. 2008). To je dano tim, Ze
s rostoucim mnozstvim sledovanych ramet / klon vgewtSim pd@&tu pripadi a s vySSi
pravdpodobnosti vyliSit genotypovou kombinaci, charalkigici deklarovany klon. Dalsi
zpresréni homogenity klofi spaiva hlavrg v rozsahu isoenzymovych analyz.

Zjisteny podil nehomogennich klénv sadu¢. 79 — Doubrava je podst&tmizsi, nez
u semennych sadborovice lesni a smrku ztepilého studovanyctu®ANIKEM (2001). Je
vSak srovnatelny ndp s podilem nehomogennich kignzjiS&nym u semenného sadu
borovice lesni Rudikovy-AlbrechticevlNEK et FRROCHAZKOVA 2008); v tomto S®ru jsou
srovnatelné i hodnoty heterozygotnosti a alelickffekvenci ¥tSiny métenych lokus.

Pcatet alelickych kombinaci je spolu s Rao indexerfritkem genetické diverzity, figemz
jedinegné alelické kombinace odpovidaji mélo réesiym nebo nejvodnim jedinédm. Této
okolnosti naswdcuje fakt, Ze z celkového pm 10 ramet s jedid@ou alelickou kombinaci
bylo zjiS&no 6 ramet, vyznaljicich se odliSnosti v rdmci klonu, ale i vysokydf tohoto
typu ramet mezi skupinami s nejnéerozstenymi alelickymi kombinacemi. Naixlad 24
ramet se zji#nou odliSnosti v ramci klonu, tj. 42 % z jejich keVého pdétu v sadwe. 79 —
Doubrava, pislusi alelickym kombinacim, které jsou zastoupeouze 1-5 jedinci. Velky
vyskyt jedingnych nebo vzacnych alelickych kombinaci mezi rametadliSnymi v ramci
klonu vtomto semenném sadu tedy ra8uje tomu, Ze tyto ramety pragobodobr
nepochézeji z reprodékino materialu mistnihoipodu.

Naopak rozgeny vyskyt téZze alelické kombinace &38iho pd@tu kloni odpovida jedinim
s vysokym stupgm vzajemné fibuznosti nebo jedirien typickym pro fivodni populaci
(IVANEK et MATEJKA 2009). Klony s nejmenSim piem vzajemnych genetickych odliSnosti,
vyznaujici se velkymi skupinami ramet s jednotnou alaic kombinaci (tab. 6), tedy
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odpovidaji kloim s nejvySSim stugm pfibuznosti. To dokumentuje skdtest, Zze cela
polovina klori v sadu je tviena pouze 9tznymi skupinami alelickych kombinaci. Pozn.:
Jednim z dsledlki této skuténosti je, Ze udchto kloni je ztizeno vzajemné rozliSeni a jejich
jednozné&na identifikace fi vzajemném srovnani.

Rao index diverzityR = 0,112, zji&ny v semenném sadu 79 — Doubrava, Ize povazovat za
vysoky, porovnatelny stgwodnimi populacemi borovice lesnivANEK 2008). Vzhledem
k tomu, Ze se vSak jedna o soubor pouhych 86tkleni mozné z dosavadnich vyslédk
charakterizovat soubor populaci v celém arealu BLge které pochazgisina klon.

Srovnani vysledk DNA / RAPD a isoenzymovych analyZguevSim ukazuje, Ze vyskyt
nehomogennich kldnve sledovaném semenném sadu potvrzuji mabtody. Skuténost, Ze
témito metodami nebyly ve vSecltipadech vyliSeny totoZzné ramety je dana tim, Zdend
isoenzymové lokusy i DNA primery mapujiznééasti genomu sledované rostlinygibnost
obou metod P identifikaci odliSnych ramet v ramci nehomogermidoni je srovnatelna.
V sadu Doubrava bylo pomoci DNA analyz (3 primewjiSeno 12 odliSnych ramet a
5 nehomogennich kldin zatimco pomoci isoenzymovych analyz (5-8 l@jusylo vyliSeno
6 odliSnych ramet a 4 nehomogenni klony z celkovgbitu 5 sledovanych. iiPobdobném
testovani nehomogenity v semenném sadu BO Rudiktivechtice (VANEK et
PROCHAZKOVA 2008) byl naopak pomoci analyzy isoenziy@® lokudi) vyliSen podstath
vySSi péet odliSnych ramet ve srovnani s analyzami DNAr{@&ery).

Pokud jde o sledovani fenologickych fazi Kioframet) v semennych sadech, nebyla u nas
analyza frekvence jejich kveteni a distribuce pglosud zkoumana. Podle zahkanich
prameri (nag. MISIORNY et CHALUPKA 2006) se vSak podili na opyleni semenného sadu
piekvapiv pouze mald&ast klori, resp. ramet, a to mé&nez 40 %.

Vysledky sledovani fenologie kveteni uvedeného semeo sadu byly tedy ovliény
pribéhem pdasi v prvni polovit roku 2009 aiejm¢ i polohou semenného sadu, uréngto
na svahu, v jehoZ spodtasti je mrazova kotlina.

Zajimave, ale logické, je, Ze vyvoj kveteni u vSeamet téhoz klonu byl té&hidenticky a
nebyl ani ili§ ovlivnén jejich polohou v saduCervena barva pradnik kterd se ojedifie
vyskytovala u skterych klori, by mohla slouzit jako potvrzeni nebo vyvracefislpSnosti
ramety ke konkrétnimu klonu. Barva pradnijk samoiejmé geneticky podmigna, stejg
jako nap. barva SiSek (srnchlorocarpa erytrocarpg.

Z uvedenych vysledkvyplyva, Ze térsr vSechny ramety a tedy i klony se n&éejaoku 2009
mohly z(Eastnit opylovani a plozeni. Nebylo tedy potvrzereyekteré klony ve sledovaném
semenném sadu byélg posunutou fenologii kveteni do takové miry, 2e 48 s nejstSi
pravdpodobnosti H kveteni nesetkaly. Je vSak evidentni, Ze ve si@adém obdobi panovaly
vyjimeé¢né klimatické podminky, které s ne&fgi pravépodobnosti tuto uniformitu kveteni
vyprovokovaly.

Otéazka ¥tevnatosti nebo dtveni jeteSena na vysadbach tape Svédsku, kde je sledovan
thel wtvi k ose kminku a silacwi. Preferovan je pravy az tupy uhel, penalizojémihel
ostry. MEfi se i sila (pkmér) a paet Wtvi v uritém preslenu. Problém je v tom, Ze testovaci
vysadby jsou zde zakladany odliSnynuigpbem, pedevSim pokud jde o spon. Na rozdil od
nadeho ,provozniho* sponu 0,70 x 1,40 m je ve Suég®uzivan spon aZz 3 x 3 m. Kultury
se tedy vyviji Upla jinym zpisobem, samostatra konkurence okolnich strorinle do doby
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jejich zapojeni a hodnoceni téfrvyloucena. V této souvislosti je nutno podotknout, Ze po
konzultacich s tuzemskymi specialisty néstpvani lesa (resp. borovice lesni) je pouziti
tohoto sponu (3 x 3 m) mozné tapa severu, ale ne u nas, vzhledem k naprost8nyuiti
rastovym podminkam, které jsou dany jednak stanéwis{zengpisna &ika) a jednak
odliSnymi ekologickymi vlastnostmi severskych baopwdanymi geneticky. Jestlize tedy ve
Svédsku hodnoti Uhekwi a jejich tlougku, v podminkach nasich testovacich vysadeb to
bohuzel mozné neni. Uhettvi u jednoho stromu se lidi na kazdéragtenu a je ovlifrovan
ziejme praw z4pojem a vzajemnou kompetici jedindJ preslerii starSich je &Sinou Uhel
kolmy az tupy a sérem k vrcholu stromku se Uhel zmensSuje. Mimoto gaimhel &tveni i

u jednotlivych ¥tvich v jednom geslenu.

7.ZAVER

V ramci hodnoceni identity kldnu semenného sadu borovice lesnf9 — Doubrava pomoci
isoenzymovych analyz bylo ze sledovanych 86 klaeprezentujicich 99 % celkovéhocpo
klona v sadu, zji&ino 34 geneticky nehomogennich kiprcoz odpovida 40 % sledovanych
kloni. Ze sledovanych 345 ramet, reprezentujicich 2%#ouého pétu ramet v sadu, jich
bylo zjiS&no 57 geneticky odliSnych (v rdmci klonu), coz odijpd 16 % sledovanych ramet.
Byl zjistén velky vyskyt jedinénych nebo vzacnych alelickych kombinaci mezi rameta
odliSnymi v ramci klonu v semenném satlW9 — Doubrava, ktery na&icuje tomu, Ze tyto
ramety pravdpodobré nepochazeji z reprodékiho materialu mistnihotpodu. Na zaklag
porovnani alelickych kombinaci byly dale vytypovékupiny klorii s nejvySSim vzajemnym
stuprém péibuznosti.

Srovnani vysledk DNA a isoenzymovych analyz ukazalo, Ze vyskyt mebgennich klot
ve sledovaném semenném sadu potvrzujirobtody. Skuténost, Ze dmito metodami nebyly
ve vSech fipadech vyliSeny totozné ramety, je dana tim, zgdené isoenzymové lokusy i
DNA primery mapuji #zné ¢asti genomu sledované rostliny.cibnost obou metod ip
identifikaci odliSnych ramet v ramci nehomogennidbni je srovnatelna, jak potvrzuje
srovnani s obdobnym sledovanim v semenném sadu Bik&y-Albrechtice (\ANEK et
PROCHAZKOVA 2008).

Vyhodnoceni isoenzymovych analyz 14 znamych dmdikych stromd potvrdilo jejich
piislusnost k deklarovanému klonu ve 18ppdech. V fipadc 10 anonymizovanych
rodicovskych stromd byly odpovidajicim kloim jednoznan¢ prifazeni 2 jedinci, dalSi
2 jedinci odpovidali dgma alternativnim moznostem.

Vysledkem projektu je navrhigvodu stavajiciho semenného sadu 1. generace rensgm
sad 1,5. generace. Tenttepod byl vypracovan viznych alternativach (selektovanyésb
osiva, geneticka probirka, vlastni navrh SS 1,5negece). Na zaklad provedeného
biometrického Sééni je mozné tvrdit, Ze v daném semenném sadu Imitlegeneticka
probirka, resp. separovanyésbvyznamny dinek na hodnotu genetického zisku. Zalozeni
nového SS 1,5. generace se jevi jako nefnvdilodna varianta (zejména ekonomicky aspekt
uprednosiiuje v gipad nové vysadby SS 2. generace). Jako optimalninaranavrzenych
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moznosti se jevi separovanyéslmsiva kvalitnich klof, pricemz zbyvajici méh kvalitni
produkce je pro vlastnika ro¥h urtitym zpisobem vyuZitelna.

Obecny zfisob gevodu semenného sadu 1. generace na sad 1,5. @gerjeraiveden
v "Metodice zakladani semennych 8dd5 generace”, ktera je vystupée$eného projektu.

V navaznosti na sledovani fenologie kveteni nawimg, aby se (v ramci jiného projektu) pro
vybrané perspektivni klony zopakovalo systematictenologické sledovani kveteni
(fruktifikace). VhodrjSi by byl semenny sa&l 79 — Doubrava (LS Plasy), jehoz poloha, na
rozdil od hodnoceného semenného sadiB — Nepomuk, eliminuje mikroklimatické rozdily
stanovist jednotlivych ramet, které by mohly nastup alggh kveteni ovlivnit.
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9. PRiLOHY

1- Semenny sad borovice legnv9 - Doubrava, LS Plasy, zaloZen r. 1980 (staasfy k 31. 12.
2007), odbr v r. 2008 a 2009

2 - Semenny sad borovice legnd3 - Nepomuk-Silov, LS Klatovy, zaloZen r. 1975

3 - Testovaci plocha Skelna Hurozmistni potomstev klaha ramet

4 - Testovaci plocha Nepomuk — rozemispotomstev klah

5a - Vysledky genetického screeningu semennéhodsd@® — Doubrava za r. 2008-2009 pomoci
isoenzymovych analyz

5b - Soupis klahv semenném sadu 79 - Doubrava, LS Plasy, kazenych i zakladani sadu 1,5.
generace

6 - Vysledky genetického mapovani vybranychikiosemenném sadu79 — Doubrava za r. 2008-
2009 pomoci isoenzymovych analyz

7a - Mortalita a podil rostoucich jeditigednotlivych klori borovice lesni na testovaci ploSe Skelna

Hu#

7b - Mortalita a podil rostoucich jedirigednotlivych ramet borovice lesni na testovacgpl&kelna
Hu#

8- Mortalita a podil rostoucich jediricjednotlivych kloi borovice lesni na testovaci plose
Nepomuk

9a - Fenologie kveteni v semenném sadu43 - Silov u Nepomuku, LS Klatovy (stav
k 5.-7. 5. 2009)

9b - Fenologie kveteni v semenneém sadi8 - Silov u Nepomuku, LS Klatovy (stav k 12089)

10a - Slechtitelské hodnoty kibmpodle dosaZzenych vySek acathich tloudtk na testovaci ploSe
Skelna Hu

10b - Slechtitelské hodnoty kibmpodle dosaZenych vy3ek acetpich tloudtk na testovaci plose
Nepomuk

11a - Seazeni klor podle klesajicich Slechtitelskych hodnot vySetestvaci ploSe Skelnd Hu

11b - Seazeni klod podle klesajicich Slechtitelskych hodnotetiich tloustk na testovaci ploSe
Skelna Hd

11c - Seazeni klow podle klesajicich Slechtitelskych hodnot vySetestvaci ploSe Nepomuk

11d - Seazeni klod podle klesajicich Slechtitelskych hodnotetiich tloustk na testovaci ploSe
Nepomuk
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12a - Navrh selektivniho &tu v SS*. 79 — Doubrava, LS Plasy, odpovidajiciho semenrsgadu 1,5.
generace

12b - Alternativni podoba genetické probirky v¢S39 — Doubrava, LS Plasy na zakéadysledk
molekularnich analyz

12c - Alternativni podoba genetické probirky v¢S39 — Doubrava, LS Plasy na zakéadysledk
fenotypového S&ni tvarnosti

12d - Alternativni podoba genetické probirky vé¢S%9 — Doubrava, LS Plasy na zakidkbmbinace
vysledk molekularnich analyz a fenotypového'&et tvarnosti

12e - Navrh semenného sadu 1,5. geneta@® — Doubrava, LS Plasy

13 - Realizani vystup RV 1: Metodika zakladani semennycki a6l generace
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