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METHODOLOGY FOR VERIFICATION OF DECLARED
ORIGIN OF CLONES OF FOREST TREE SPECIES
IN SEED ORCHARDS BY USING
MOLECULAR-GENETIC ANALYZES

Abstract

Seed orchards, where clone and ramet composition do not respond to registered
documentation cannot be accepted as a source of qualified reproductive material.
Until recently, it was not possible to verify precisely whether ramets in the
appropriate design orchard positions exactly correspond to their declared origin
(ortet). The presented methodology based on the principles of DNA analyzes (nSSR)
includes the verification approach of the seed establishment in two variants: 1) in
previously established seed orchards it is the verification of clone homogeneity, i.e.
conformity of the DNA markers in ramets, which they should belong to the same
clone according to the seed orchard design, 2) in newly established seed orchards
for which reference samples from original ortets are available the verification is
based on the detection of the clone identity, or the identity of ramets and their
original ortet, respectively. The first part of the methodology shows the legislative
framework of the seed orchards certification process in the Czech Republic. The
second main part then describes the step by step algorithm related to testing
(selection of clones and ramets, decision formulations). Corrective provisions
are formulated depending on the degree of misconducts based on the results of
molecular-genetic analyzes. To facilitate the practical use of the proposed testing
procedure, an Excel 2013 application has also been created to allow random clones
and ramets selection for testing, which is available for free on the internet.

Key words: seed orchard; clone mixture; forest trees; molecular analyzes; DNA;
nSSR; control of origin; clone identity; verifying
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1 UVOD A CiL METODIKY

Zaklddani a vyuzivani semennych sadi je dtleZitym nastrojem $lechténi lesnich
drevin, ale i opatfenim na zachovani a reprodukci ur¢ité ¢asti jejich genofondu.
Semenné sady maji vyznam predevsim pro zvy$ovani produkce a kvality obnovova-
nych ¢i nové zaklddanych lesnich porosti, ale u hospodarsky méné cenénych druhii
se mohou podilet i na zvySovani genetické diverzity vysadeb. U vzacnych a ohro-
zenych dfevin mohou semenné sady kromé svého hlavniho poslani plnit paralelné
i funkei klonovych archivii (napt. JELINKOVA, ZATLOUKAL 2001; ZATLOUKAL et al.
2001), které slouzi nejen pro potteby lesnikd, ale nachazeji vyuziti i v ramci aktivit
rezortu ochrany prirody a krajiny.

Semenné sady predstavuji v praxi objekty, jejichz zakladani, adrzba a vyuzivani jsou
spojeny s vysokymi finan¢nimi naklady, ale i s ndro¢nymi pozadavky na planovani
a organizaci ¢innosti, které vétsinou vyzaduji vzdjemnou spolupraci riznych sub-
jektll. Proto je tfeba vénovat velkou pozornost vybéru zdrojovych stromt (ortetd!,
resp. v pripadé tzv. jadrovych semennych sadti rodi¢ti rodin?), administrativnim
ukontm a venkovnim pracim spojenym se zakladanim semennych sadd. Pro hlad-
ky prtibéh pozdéjsiho uznavaciho fizeni a zajisténi fadného naplnéni oéekavanych
funkci semenného sadu je rovnéz mimoradné diilezita volba pracovnikd, ktefi bu-
dou zajistovat vybér ortetd/rodi¢l rodin, sbér roubtl, uchovavani a prepravu rost-
linného materialu, evidenci v pribéhu celého procesu, ndvrh schématu rozmisténi
klon®* a ramet* (tj. navrh designu semenného sadu), vysadbu roubovancti a nava-
zujici udrzbu.

Semenny sad, pfi jehoZ zaklddani doslo k vyraznym pochybenim, byt i neumy-
slnym, nemtize byt osobou povéfenou Ministerstvem zemédélstvi CR na zakladé
zakona ¢. 149/2003 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist, uznan jako zdroj kvalifikova-
ného reprodukéniho materialu. Predchozi vynaloZené pracovni kapacity a finan¢ni
prostredky se tak nepromitnou v zamysleny pldnovany zamér, nebot osivo ze se-
menného sadu, ktery nebyl uzndn, nelze v podminkach EU uvadét do obéhu ani
pouzit pro umélou obnovu lesa a zalesnovani.

Zdroje chyb, které mohou byt odhaleny pii kontrole (vzijemnd neshoda vysledki
genetickych analyz klonti/ramet s tdaji o jejich deklarovaném ptivodu v dokumen-

" Ortet = jedinec (strom) uréeny k odbéru ¢asti rostlin pro Ucely jeho reprodukce vegetativnim zptusobem.

2 Rodi¢ rodiny = strom uréeny k produkci potomstva kontrolovanym nebo volnym opylovanim uréeného
jednoho samiciho rodi¢e pylem jednoho saméiho rodi¢e nebo pylem vice ur€enych nebo neuréenych
samgcich rodi¢l, pro generativni zpsob reprodukce.

3 Klon = skupina vegetativné namnozenych potomku (ramet) ziskana z jediného vychoziho jedince (ortetu).

4 Rameta = pfislusnik klonu s vlastni podzemni i nadzemni ¢asti a schopnosti samostatné existence.



taci sadu, resp. schématu vysadby) mohou byt rtizné. K omylu muize teoreticky dojit
jiz pti odbéru roubt (odbér z jiného stromu), dale ziménou ¢i pomichdnim rou-
bt z riznych ortetll, ziménou roubovanci pti $kolkovani, vyzvedavani, zakladani
sadu, vylepSovani, déle prertstanim podnoze roubu, ale i pfi evidenci (zhotovova-
ni, popisovani a umistovani eviden¢nich titki, pfepisovani udaji do PC ap.).

Evidence v pribéhu vsech krokid predchazejicich uznavacimu fizeni semenného
sadu proto vyzaduje pracovniky s vysokou mirou zodpovédnosti a peclivosti, ktefi
zdroven doziraji i na ostatni osoby, které se celého procesu Gcastni. Spravny vybér
téchto kli¢ovych pracovniki je pro zamezeni chyb, a tim dosazeni budouciho bez-
problémového uredniho uznani semenného sadu, zcela zasadni.

Donedévna nebylo mozné exaktnim zptsobem zkontrolovat, zda jedinci (rame-
ty jednotlivych klont) rostouci na prislusnych pozicich evidovanych ve schématu
vysadby semenného sadu (planku) skute¢né odpovidaji deklarovanému ptvodu
(ortetu nebo rodi¢i rodiny). Rozvoj molekuldrné-genetickych analytickych metod
v poslednich desetiletich viak dava statni spravé do rukou nastroj, ktery je vyuzitel-
ny pti zjistovani nesouladii mezi skute¢nosti a idaji uvadénymi v zadosti o uznani
zdroje kvalifikovaného reprodukéniho materialu.

V souvislosti s potencialnim uplatnénim kontrolnich mechanisma vyuzivajicich
vysledky analyz DNA je tfeba zminit i ,,Ndrodni program ochrany a reprodukce ge-
nofondu lesnich dfevin na obdobi 2019-2027* (dale jen Narodni program), k jehoz
vyhléseni je MZe CR zmocnéno zdkonem ¢&. 149/2003 Sb., ve znéni pozdéjsich pred-
pist. Cilem Néarodniho programu je podporovat zodpovédné vlastniky genetickych
zdrojt lesnich dfevin kompenzaci jejich vyssich ndkladd, ze kterych mé prospéch
cela spole¢nost. Dreviny, jejichz reprodukéni material 1ze uvadét do obéhu pouze
jako identifikovany, selektovany, kvalifikovany nebo testovany a dfeviny, které mo-
hou byt pfedmétem zatazeni do Nérodniho programu, jsou taxativné uvedeny ve
vyhlasce ¢. 393/2013 Sb. V pripadé nové zakladanych semennych sadii se predpo-
klddd, Ze u dfevin, pro néz jsou v CR k dispozici ovétené genové markery s vysokou
rozliSovaci schopnosti na urovni jedinct vyuZitelné pti ovérovani klondlni identity,
bude pro uznani semenného sadu mozno vyzadovat ovéfeni deklarovaného pu-
vodu reprodukéniho materidlu prostfednictvim namatkového testu (genetického
screeningu) vybranych klonti/ramet pomoci analyz DNA.

Cilem metodiky je poskytnout povétené osobé, kterou je Ustav pro hospodatskou
tpravu lest Brandys nad Labem (UHUL), za tcelem uznévani zdroji kvalifikova-
ného reprodukéniho materidlu ve smyslu § 15 odst. 2 a § 30 odst. 2 pism. 1) zako-
na ¢. 149/2003 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist, jednoduse aplikovatelny postup
umoznujici ovérit genetickou shodu biologickych vzorkti odebranych z ramet vy-
branych klonti rostoucich v registrovanych semennych sadech s udaji o ptivodu,



deklarovanymi v privodni dokumentaci sadd, kterd je uloZena u povérené osoby,
a to u dfive zakladanych sadt s vyuzitim klondlni homogenity (genetické identity
ramet v ramci klonu) a u nové zakladanych sadd s vyuzitim genetické identity ra-
met prislu§ného klonu a archivovanych referen¢nich vzorki jejich ortetd, které jsou
uchovavany na pracovisti urené osoby, kterou je Vyzkumny ustav lesniho hospo-
déistvi a myslivosti, v. v. i., ve Strnadech (VULHM).



2 VLASTNI POPIS METODIKY

2.1 Charakteristika semennych sadt v CR

Dlouhé intervaly mezi semennymi roky u nékterych lesnich dfevin, doprovézené
nékdy i méné optimalnimi podminkami pro tvorbu sistic ¢i kvétd, jsou spolu s ob-
tiznosti sbéru propaguli® z kvalitnich vysokych stromt a administrativni ndro¢nosti
(kazdy oddil reprodukéniho materidlu je nutné evidovat samostatné podle uzna-
nych jednotek, pri¢emz oddily kvalifikovaného reprodukéniho materidlu se neslu-
¢uji) v provoznich podminkach obecnymi pri¢inami omezeného vyuzivani repro-
dukéniho materidlu z nejhodnotnéjsich genetickych zdroji k obnové lesa. Snahou
o feseni tohoto problému je zaklddani a vyuzivani semennych sadd, jejichZ uéelem
je produkovat v dostate¢ném mnozstvi kvalitni osivo pro potteby obnovy porostt
v jednotlivych ptirodnich lesnich oblastech (ZavaDpIL 1982; KANAK et al. 2008).

Prvni semenné sady v Ceskoslovensku byly zakladany v 50. letech minulého stoleti.
S novymi poznatky a vyvojem legislativy se pozadavky na jejich zaklddani v case
meénily, takze nékteré z dfive zalozenych objektt v souc¢asnosti nespliuji legislativni
podminky kladené na zdroje kvalifikovaného reproduk¢niho materidlu vyuzitelné-
ho k obnove¢ lesa.

V roce 1966 vydalo Ministerstvo zemédélstvi a lesniho hospodartstvi Smérnice pro
uznavani lesnich porostii a vybérovych stromii pro sbér osiva, jejichz soucasti byl
i vzor uznavaciho listu pro vybérové stromy (v dne$ni terminologii ortety = dono-
rové stromy roubi pro zalozeni semenného sadu). VULHM pozdéji v edici Lesnic-
ky privodce vydal Metodiku zakldddni semennych plantdzi® (ZavapiL 1969). V roce
1971 pak vstoupily v platnost Smérnice pro zakladani semennych porostii a semen-
nych plantazi, které mj. zahrnovaly i Metodické pokyny pro zakldddni semennych
plantdzi. Obsah uvedenych smérnic byl pozdéji podrobnéji rozveden v monografii
vénované zakladani semennych sadii (ZavapiL 1982). Novéjsi prirucky zabyvajici
se danou problematikou byly v pfipadé potieby publikovany i v dalsich obdobich
(napf. IVANEK, PROCHAZKOVA 2008; KANAK et al. 2008; IVANEK et al. 2010). I tyto
publikace jsou viak dnes jiz zastaralé, zejména z pohledu legislativy.

K 31. 12. 2017 bylo v rejstiiku uznanych zdrojit (UHUL 2018) evidovéno 106 uzna-
nych semennych sadt o celkové plose 265,91 ha (obr. 1, tab. 1). Jde o 70 semennych

5 Propagule = ¢ast organismu slouzici k $ifeni a reprodukci.
6 Semenna plantdz = star§i synonymum pro semenny sad.
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sadd (225,08 ha) pro 8 jehli¢natych a 36 sadu (40,83 ha) pro 12 listnatych druht
dtevin. Priimérné je v CR v jednom semenném sadu zastoupeno ca 50 klonti, mini-
malni pocet klont je ca 30, maximalni ca 70-100 (PARfzEK 2018, in verb).

Za do jisté miry obdobné zdroje kvalifikovaného reproduk¢niho materidlu jako
semenné sady lze z hlediska pfedmétu této metodiky povazovat rovnéz smési klo-
nu, nebot zde prezentované kontrolni principy jsou vyuzitelné i pro objekty tohoto

typu.

Obr. 1: Pohled na semenny sad borovice lesni CZ-3-3-BO-100-30-2-B (2,58 ha, 350 mn. m.,
pdvodné vysazeno 674 ramet 72 klon(1) zaloZeny v roce 1989 na lokalité SLP KFtiny,
Bilovice nad Svitavou (Zdroj: mapy.cz)
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Tab.1: Poget a plocha semennych sadu k 31. 12. 2017 dle dfevin (UHUL 2018)

Druh dreviny Pocet Plocha [ha]
smrk ztepily 19 54,36
borovice lesni 26 88,93
borovice blatka 2 1,32
borovice limba 1 4,65
jedle bélokora 1 1,60
jedle obrovska 1 2,34
modfin opadavy 19 70,88
douglaska tisolista 1 1,00
buk lesni 3 3,56
jilm habrolisty 3 3,65
jilm drsny 3 5,09
jilm vaz 3 2,89
lipa srdcita 4 5,35
lipa velkolista 1 1,35
javor klen 5 6,14
tfeSen ptaci 8 8,10
jefab brek 3 2,17
jefab oskeruse 1 0,87
olSe lepkava 1 1,40
topol osika 1 0,26
Celkem 106 265,91

K 31.12.2017 bylo v CR evidovano 23 uznanych zdrojt kvalifikovaného reproduke-
niho materidlu typu smés klond pro 5 druhti dfevin: 1 pro topol osiku (2,00 ha),
14 pro smrk ztepily (11,56 ha), 4 pro topol ¢erny (0,36 ha), 2 pro Slechténé topoly
(0,50 ha) a 2 pro vrbu bilou (3,05 ha). Celkova plocha téchto objekta ¢inila 17,47 ha.
V roce 2017 byly v registrovaném stavu vedeny dalsi 2 smési klont smrku ztepilého
a 1 smés klont jilmu drsného. Dalsi 1 smés klonii $lechténych topolt (0,50 ha) byla
evidovana jako zdroj testovaného reprodukéniho materialu (UHUL 2018).
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2.2 Legislativni ramec uznavani semennych sadi

Semenny sad se zaklada podle dokumentace registrované a schvalené povétenou oso-
bou. Podkladem pro zakladani, registraci dokumentace a uznavani semennych sadu
za zdroje kvalifikovaného reprodukéniho materidlu je zakon ¢. 149/2003 Sb., ve znéni
pozdéjsich predpist (dale jen ,,zakon™) a provadéci vyhlaska ¢. 29/2004 Sb., ve znéni
pozdéjsich predpisti (dale jen ,vyhlaska®). Dalsim dokumentem, ktery ma vazbu na
spravnost ptivodu a rozmisténi ramet v semenném sadu, je Narodni program.

Podle § 2 zdkona se zdrojem reprodukéniho materidlu semenny sad rozumi tcelo-
va vysadba selektovanych kloni nebo reproduk¢niho materialu ziskaného z ro-
dice rodiny, ktery je izolovan nebo obhospodarovan tak, ze spraseni pylem pocha-
zejicim z rostlin nachdzejicich se mimo semenny sad je vylouc¢eno nebo omezeno,
pro generativni zptisob reprodukce.

Podle § 15 zakona lze za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materidlu uznat
pouze semenny sad, rodice rodiny, ortet, klon nebo smés kloni, ktery vyhovuje
pozadavkim na postup pri zaloZeni zdroje a pri jeho dal$im udrzovani, jakoz
i pozadavkim na jeho genetickou a morfologickou kvalitu, polohu, rozlohu, vék,
strukturu a zdravotni stav a ktery spliuje podminku vhodnosti stanovisté. Uzna-
vani zdroje kvalifikovaného reprodukéniho materialu provadi povéfena osoba
na zakladé vlastniho odborného posudku. Podrobnosti o pozadavcich pro uznani
zdroje za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materidlu a o jeho oznacovani sta-
novi vyhlaska.

V'§ 10 vyhlasky je uvedeno, Ze semenny sad nebo smés klont se zaklada podle do-
kumentace registrované povérenou osobou. Za zdroj kvalifikovaného reproduk¢-
nfho materidlu je moZno je uznat, pokud jejich stav je v souladu s dokumentaci
a splnuji pozadavky uvedené v priloze ¢. 26 vyhlasky. Semenny sad je moZno uznat
jako zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materidlu teprve tehdy, kdyz v sadu
v souladu s dokumentaci pro zalozeni zistal zachovan potfebny pocet a skladba
klont s dobrym zdravotnim stavem a semenny sad je ve véku, kdy nastoupila plod-
nost, na které se podili nadpolovi¢ni vétsina zastoupenych klond. Smés kloni je
mozno uznat tehdy, kdyz je schopna poskytovat reproduk¢ni material ve skladbé,
mnozstvi a kvalité, podle dokumentace pro zalozeni uznaného zdroje registrované
povérenou osobou.

V § 11 zakona je déle uvedeno, Ze pokud povéiena osoba zjisti, Ze uznany zdroj
nespliiuje pozadavky stanovené timto zakonem a jeho provadécimi pravnimi
predpisy, zrusi uznani zdroje reprodukéniho materialu’.

7 Dokud nebude stav uznaného zdroje opét uveden do souladu s legislativou, nelze na produkovany repro-
dukéni material vystavovat potvrzeni o plvodu.
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2.3 Soucasny proces uznavani semenného sadu

za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materialu

Uznavani zdroji reprodukéniho materialu a koordinaci Narodniho programu pro-
vadi Ministerstvem zemédélstvi povérend osoba (UHUL).

1.

Vlastnik vytvori dokumentaci semenného sadu v souladu s ptilohou ¢. 26 vy-
hlasky (lokalizace sadu, druh dfeviny, kvalita vychozich jedincti - ortetd?, cil,
plan kiiZzeni a polohové schéma, komponenty a udaje o jejich provenienci,
izolace, stanovi$tni podminky). Jakékoliv zmény téchto parametr(i musi byt
schvaleny a registrovany povérenou osobou.

Vlastnik posle zadost o registraci dokumentace.

UHUL vydé doklad o registraci dokumentace semenného sadu ke konkrét-
nimu datu. Pridéli prozatimni eviden¢ni ¢islo uznané jednotky a stanovi navrh
pouziti (povoleného prenosu) reprodukéniho materialu ptivodem ze sadu, ktery
je po uznani nutno dodrzovat. Vyjimky jsou mozné pouze jako reakce na nahla-
$ené a schvédlené zmény v registrované dokumentaci sadu, zejména ve slozeni
puvodu rodicovskych jedinct. Ve zvlastnich pripadech lze registraci dokumen-
tace zrusit (napf. pfi hromadném odumfeni roubovancii v dtisledku biotickych
¢i abiotickych vliva).

V navaznosti na registraci dokumentace miize vlastnik zacit ¢init kroky vedouci
k zaloZeni semenného sadu. Ptvod klonii dokladé potvrzenim o pivodu (PoP)
na &asti rostlin (v databazi ERMA 2 spravované UHUL Brandys nad Labem pro-
link na PoP). Pokud se vlastnik domniva, Ze stav semenného sadu je v souladu
s podminkami vyhlasky, jejichZ splnéni je vyzadovano pro jeho uznani (plodi
nadpolovi¢ni véts§ina roubovanctt), zahdji podanim prislusné zadosti uznavaci
proces. Vzhledem k dlouhé dobé, kterd uplyne od zaloZeni semenného sadu
do okamziku jeho uzndni, jsou v ERMA 2 (http://eagri.cz/public/app/uhul/
ERMA?2) evidovany i registrované semenné sady se schvalenou dokumentaci,
které na uznavaci fizeni teprve éekaji (UHUL 2018).

UHUL vystavi doklad o uznani zdroje s platnosti nejvyse na 10 let (s moz-
nosti vyjime¢ného prodlouzeni na zékladé¢ § 11 zakona). Semenné sady nemusi
zahrnovat reprodukéni materidl pouze z jedné prirodni lesni oblasti, ale slo-
zeni ptvodu rodic¢ovskych jedinctt musi souhlasit s pravidly pfenosu repro-
dukéniho materidlu pouzitého pro umélou obnovu lesa a zalesnovéani (zdkon
¢. 289/1995 Sb., vyhlaska ¢. 139/2004 Sb.).

8 Zadatel musi poéitat s nutnosti ud&leni souhlasu viastnikd ortettl k odbé&ru roubd.
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6. Vsechny zmény u registrovanych i uznanych semennych sadi (napt. plano-
vand dosadba jiného klonu) je nutno ozndmit® a nechat schvalit UHUL. Po
uplynuti 10 let musi vlastnik znovu pozadat o uznani zdroje kvalifikovaného
reprodukéniho materidlu (pfipoji aktualizované schéma vysadby, seznam klont
aj.), jinak objekt v evidenci automaticky prejde do stavu ,archivni® Vyvola-li
v8ak vlastnik zadosti opét uznavaci proces, muze byt takto evidovany semenny
sad znovu uznan.

7. Ptipadné zru$eni uznani semenného sadu provadi povéfena osoba na zakladé
zadosti vlastnika zdroje, nebo z vlastniho podnétu, napt. z divodu aktualniho
stavu objektu, ktery jiz neodpovida pozadavkam legislativy, tmyslu zaloZit novy
sad, pfip. amyslu bézné obnovy lesa.

8. Pokud jde o smési klonii, je legislativni princip obdobny. Pokud je v§ak zdroj
uznan jako smés klond, musi byt podle prilohy ¢. 26 vyhlasky identita, pocet
a podily klonii obsazenych ve smési, vybérova metoda a vychozi klony schva-
leny a registrovany povéfrenou osobou a kazda smés klonti musi vykazovat
dostate¢nou genetickou riznorodost. Podle § 10 vyhlasky je potom smés
klonii mozno uznat tehdy, kdyz je schopna poskytovat reprodukcni material
ve skladbé, mnozstvi a kvalité, podle dokumentace pro zalozeni uznaného
zdroje registrované povéfenou osobou. Jinymi slovy musi byt u produkova-
ného reprodukéniho materidlu ze smési kloni dodrzovan stéle stejny pomér
klont.

2.4 Princip vyuziti molekularné-genetickych analyz
pFi kontrole klonalni identity v semennych
sadech

Historicky prvnim typem molekularnich markert vyuzivanym v ¢eském lesnictvi
byly monoterpeny (napf. KANAK 1999, 2001). Pozdéji byly nahrazeny analyzami
isoenzymtl, které slouzily napf. jako prostfedek pro odhalovani ptipadnych chyb
v rozmisténi ramet a homogenity klont (IVANEK, MARTINCOVA 2005, 2008; IVANEK
2006; IVANEK, PROCHAZKOVA 2006, 2008; IVANEK et al. 2010, 2013a, 2013b; FRYDL
et al. 2011). Nejnovéji se pak pro dané ucely zacaly vyuzivat analyzy DNA (napt.
MaALA et al. 2013; NovoTnY 2013, 2017, 2018; MACHOVA et al. 2014).

¢ Forma oznameni neni legislativou specifikovana.
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Vysoky polymorfismus jadernych mikrosatelitovych markert (nSSR) identifiko-
vanych na fetézci DNA fady druht dfevin mj. umoznuje genetické prifazeni ¢as-
ti rostlin k jedinci, z néhoz byly oddéleny. Tento princip nalezl v lesnictvi vyuziti
v moznosti ovéfovani klonalni homogenity ramet zastoupenych v semennych sa-
dech a v moznosti ovérit genetickou shodu konkrétniho klonu ze semenného sadu
s deklarovanym zdrojovym ortetem v lesnim porostu (NovoTNY 2018).

Zakladni postup analyz DNA (NovoTNY 2013) spociva nejprve v ziskani vzorku
biologického materidlu (rostlinného pletiva). Z jader nebo chloroplasti bunék se
poté v laboratofi pomoci sledu chemickych a fyzikalnich procesu ziska ¢istd DNA.
K izolované DNA se pridaji fluorescenéné znacené kratké tseky DNA (tzv. prime-
ry) syntetizované v komer¢ni laboratofi podle sekvence publikované v literatute.
Tyto useky jsou zodpovédné za oznaleni zacatku a konce ¢asti fetézce (lokusu)
DNA daného druhu dfeviny s vysokou mirou polymorfismu (tj. u rtiznych jedincti
je ve zvy$ené mife tato Cast fetézce DNA odli$na). Nasleduje proces amplifikace
(namnozeni velkého poctu kopii pozadovanych lokustt DNA) polymerazovou feté-
zovou reakci (PCR), aby bylo mozné sledovat riizné velikosti polymorfnich useku
(lokustt). Prednosti mikrosatelitovych markert je, Ze maji kodominantni charakter
a umoznuji tak rozlisit heterozygoty a homozygoty. Ovétovani klonalni pfislu$nos-
ti ramet v semennych sadech se konkrétné ¢asto provadi pomoci nSSR markert
(NovoTNY 2017), které jsou slozeny z opakujicich se dvou az pétinukleotidovych
motivi. Ramety riznych klond v sadu se tak mohou lisit poé¢tem opakovani (repe-
tici) motivil. Produkty PCR prochazeji v dal$im kroku fragmenta¢ni analyzou, kdy
jsou na genetickém analyzatoru presné odecitany velikosti lokust polymorfnich
markert. Vystupni datové soubory jsou déle vyhodnoceny pomoci statistickych
programil. Aby mohla tento postup konkrétni laboratot aplikovat, musi cely pro-
ces nejprve optimalizovat ve svych specifickych podminkach (prostfedi laboratore,
ptistrojové vybaveni aj.).

Vysledkem porovnani dvou ramet nebo ramety a ortetu mize byt bud geneticka
shoda ve v8ech analyzovanych polymorfnich tsecich (lokusech) DNA odebranych
vzorku (obr. 2), nebo naopak neshoda v nékterém ¢i ve v§ech porovnavanych lo-
kusech (obr. 3). Genetickym screeningem nelze genetickou identitu ramet v ramci
jednoho klonu ¢i genetickou identitu ramet a deklarovaného zdrojového ortetu po-
tvrdit absolutné. S poc¢tem pouzitych markert (analyzovanych polymorfnich loku-
stt DNA), které byly pozitivné odzkouseny na rostlinném materidlu z uzemi CR,
vSak mira pravdépodobnosti, Ze nebude pripadny odlisny genotyp odhalen, klesa.
Je-li vSak na druhé strané zjistén jakykoliv rozdil v analyzovanych lokusech ramety
a lokusech ji idajné odpovidajiciho klonu ¢i ortetu, pak tato metoda jejich shodny
puvod vyvraci jednoznac¢né. Jinymi slovy je metoda 100% ucinna v pripadech, kdy
jsou odhaleny chyby v deklarovaném puvodu vzorkd, avsak pfi genetické shodé
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Obr. 2: Vystup programu GeneMapper — pfiklad vyhodnoceni velikosti alel amplifikovanych
lokust NFH15, NFF7, SF78 u 3 rliznych ramet klonu JD_SS_132 ze semenného
sadu jedle bélokoré (ukazka homogenity vS§ech 3 ramet klonu)

Obr. 3: Vystup programu GeneMapper — pfiklad vyhodnoceni velikosti alel amplifikovanych
lokust NFH15, NFF7, SF78 u tfi raznych ramet klonu JD_SS_123 ze semenného
sadu jedle bélokoré (prostfedni ze 3 deklarovanych ramet klonu se od zbyvajicich
liSi velikosti alel ve vSech tfech zkoumanych lokusech)
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ve véech analyzovanych lokusech nelze zcela vyloucit potencialni rozdilny ptivod
vzorki; s mnozstvim porovnavanych polymorfnich lokust véak pravdépodobnost
chybného zavéru klesa.

Protoze genetické zmapovani celého semenného sadu nebyva z kapacitnich a fi-
nan¢nich divodi v naprosté vét§iné mozné, doporucuji IVANEK a PROCHAZKOVA
(2008) screening alespon tfi nahodné vybranych roubovanct od kazdého zastou-
peného klonu a jejich porovnani s ortety. Pokud jde o toleranci zjisténych chyb
klonalni ptislu$nosti a rozmisténi ramet v porovnani s registrovanou dokumentaci
semenného sadu (schématu vysadby), objevuje se v literature napt. idaj o moznosti
ptipustit po provedeni genetického screeningu 20% nehomogenitu ramet s dekla-
rovanym klonem (IVANEK et al. 2010). Aktudlné platna narodni legislativa vSak zad-
nou neshodu skute¢ného stavu s registrovanou dokumentaci nepfipousti.

2.5 Postup porovnani skutecného stavu vysazenych
jedincl s registrovanou dokumentaci
semenného sadu pomoci analyz DNA

Jednim z pozadavkil dota¢nich pravidel na podporu genetickych zdrojt lesnich
dfevin u nové registrovanych (po 1. 1. 2015) semennych sadii a smési klont je ode-
vzdat uréené osobé (Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i.) re-
feren¢ni vzorky reprodukéniho materiélu, ze kterého byly ¢i maji byt semenny sad
nebo smés klont zalozeny, a to za uc¢elem moznosti kontroly genetického ptivodu
jedincii. Pedéani vzorkii uréené osobé koordinuje UHUL.

Vyplynula tak nutnost vytvoreni standardizovaného postupu testovani ramet umis-
ténych v semennych sadech, a to jak z pohledu souladu jejich skute¢ného ptivo-
du s deklarovanym (seznam klonti), tak z pohledu jejich rozmisténi v porovnani
s registrovanou dokumentaci (planek rozmisténi ramet). Pozadavek na testovani
puvodu klont muize vzejit jako podminka pro uznani semenného sadu za zdroj
kvalifikovaného reproduk¢niho materidlu zatazeny do Nérodniho programu nebo
i jako standardni pozadavek pro uznani ostatnich semennych sadii a smési klontl.

Pokud jde o Narodni program, tyka se moznost genetického ovérovani pouze
semennych sadt a smési klont ptivodnich druht dfevin uvedenych ve vyhlasce
¢. 393/2013 Sb., konkrétné v jeji priloze ¢. 2 ,,Seznam druhil lesnich dievin, které
mohou byt zatazeny do Ndrodniho programu.“ V ptiloze ¢. 1 ,Seznam druhii lesnich
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drevin, jejichz reprodukcni materidl lze uvddét do obéhu pouze jako identifikovany,
selektovany, kvalifikovany nebo testovany* téze vyhlasky jsou pak uvedeny dalsi dru-
hy, pro které by genetické testovani semennych sadi a smési klont mohlo pfichazet
v uvahu. UHUL vs$ak miize teoreticky vyuzit moznost genetického ovéreni soula-
du skute¢ného stavu s registrovanou dokumentaci i u ostatnich druht dfevin, pro
které jsou registrovany semenné sady ¢i smési klond, i kdyz nejsou ve zminénych
prilohach zatfazeny.

Metodiku je technicky mozné pouzit pouze u téch drevin, pro které jsou k dispozici
pozitivné ovérené vysoce polymorfni genové markery s rozliSovaci schopnosti na
urovni jedinctl. Na pracovisti uréené osoby, kde se pro dany ucel vyuzivaji jaderné
mikrosatelitové (nSSR) markery, jsou postupy v soucasnosti optimalizovany pro
smrk ztepily, borovici lesni, jedli bélokorou, modfin opadavy, buk lesni, dub letni,
dub zimni, lipu srd¢itou, tfeSen ptadi, javor klen a topol $edy. U dal$ich druhti je
treba postupy analyz DNA na zdkladé markert a novych informaci postupné zve-
fejiiovanych ve védecké literatute teprve odzkousSet a sortiment dfevin i markert
vyuzitelnych pfi testech identity tak priibézné rozsitovat.

2.5.1 Odbér referencnich vzorka

Jako referen¢ni vzorky se odebiraji ¢asti rostlin vSech ortett, s jejichz klony se uva-
zuje pro zaloZeni semenného sadu, ptipadné u jadrovych semennych sadti semen-
ny material ze vSech matetskych rodi¢ii rodin, a to optimélné soucasné s odbérem
komponent (roubtl nebo semenného materialu) pro zaloZeni sadu. Potencialné
muze zakladatel sadu dodat vzorky z uznanych ortetti i dodate¢né, nebot platné
zéasady stanovujici podminky pro poskytovani dotaci na ochranu a reprodukei ge-
nofondu lesnich dfevin (Zasady 2018) jako jednu z podminek poskytnuti dotace
u nové registrovanych semennych sadii pouze vyzaduji, aby ,,byly odevzddiny urcené
osobé (Vyzkumny tstav lesniho hospoddistvi a myslivosti, v. v. i.) referencni vzorky
reprodukéniho materidlu, ze kterého byly semenny sad nebo smés klonii zaloZeny za
ticelem moznosti kontroly genetického pivodu jedincii v semenném sadu nebo smési
kloni; preddni vzorkii uréené osobé koordinuje UHUL.” Jiny termin dod4ni vzorkd
je pro uréenou osobu vitany v pripadé, ze existuje snadny a levny zptisob odbéru
vzorkd (napt. vy$ka nékterych vétvi stromt dosazitelna teleskopickymi ntzkami,
moznost sestreleni vétvi). V takovém piipadé je nejvhodnéjsi doba pro odbéry na
jare ve fenologické fazi raseni stromi, kdy je pfi izolaci v laboratofi dosahovano
nejvyssi vytéznosti kvalitni DNA.

Financovani odbéru vzorkt a provadéni testit DNA probihd z finanénich prostred-
ka Nérodniho programu alokovanych v rdmci kapitoly ,,Odbér referencnich vzor-
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kii.“ Vyuzije-li povérena osoba metodické postupy i v ptipadé semennych sadd, kte-
ré nejsou zarazeny do Narodniho programu, bude ziejmé néklady hradit z jinych
zdroja.

Pied odbérem referenénich vzorka probihd vzdy komunikace mezi pracovniky po-
véfené osoby, vlastnikem zdroje a pracovniky urcené osoby. Odbér referen¢nich
vzorku za ucelem jejich archivace zaji$tuji na zakladé predchozi dohody pracovnici
uréené osoby, popt. proskoleni pracovnici povérené osoby, kteti dodrzuji soubor
zdkladnich principti (napf. NovoTNY et al. 2014). Odbérim jsou vzdy pfitomni
pracovnici povéfené osoby, kteti provadéji v souladu s ustanovenim zdkona kontro-
lu sbéru jako podklad pro vystaveni potvrzeni o pivodu reprodukéniho materialu.

Konkrétni postup odbéru:

1. Vlastnik zdroje podéd povérené osobé Ozndmeni o sbéru reprodukéniho materid-
Iu na formulari prilohy ¢. 9 vyhlasky ¢. 29/2004 Sb., ve znéni pozdéjsich predpi-
st, jako vychoziho materialu pro zaloZeni semenného sadu.

2. V pripadé, Ze je semenny sad uvazovan k zarazeni do Narodniho programu,
poda vlastnik souc¢asné oznameni o potfebé odbéru referen¢nich vzorkd, a to
uréené osobé (VULHM, v. v. i, Strnady) a v kopii povéfené osobé koordinujici
Nérodni program (UHUL Brandys nad Labem). Forma ozndmeni neni legisla-
tivné standardizovana.

3. Odpovédni zastupci povérené a uréené osoby dohodnou konkrétni zptsob pro-
vedeni odbéru vzorkd. Odbériim jsou pfimo pritomni i zastupci uréené osoby
v ramci metodického dozoru a zastupci povéfené osoby v ramci vykonu kon-
troly sbéru. Pokud neni z objektivnich déivodii mozna pritomnost pracovnika
urcené osoby, pomaha po predchozi dohodé zajistit odbér vzorka proskoleny
zastupce povéfené osoby, od kterého je po skonceni odbéru zastupce uréené
osoby prevezme.

4. V dohodnutém terminu se uskute¢ni odbér vzork a jejich nasledny prevoz do
archivu referen¢nich vzorkii umisténém na pracovisti uréené osoby (VULHM,
V. V. 1., Strnady), kterd zajisti jejich zaevidovani, prvotni zpracovani a odborné
uskladnéni v odpovidajicich podminkach.

5. Povéfena osoba vystavi potvrzeni o piivodu s vyznacenim poznamky ,,odebran
referen¢ni vzorek®. Cislo potvrzeni o ptivodu je soucasti vedené evidence v ar-
chivu referen¢nich vzorki u uréené osoby.

6. O odbéru vzorku je pofizen pisemny zapis, jehoZ nedilnou soucésti je soupis
odebranych vzorkua s ptislu§nym evidenénim oznadenim, které odpovida bu-
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doucimu znaceni v grafickém schématu vysadby (planku) semenného sadu. Za-
pis signuji zastupci vlastnika, a povéfené osoby, pfipadné, je-li pfitomen, i za-
stupce urcené osoby. Kopii kazdého zapisu obdrzi vlastnik, povéfend i urcena
osoba.

7. Po registraci semenného sadu, ke kterému jsou u ur¢ené osoby archivovany re-
feren¢ni vzorky, zasle povéfena osoba urcené osobé registra¢ni ¢islo sadu.

2.5.2 Postup provedeni testu (genetického screeningu) vybraného sadu
1. Vlastnik zdroje poda zadost o uznani semenného sadu za zdroj kvalifikovaného
reprodukéniho materidlu v souladu se zakonem a vyhlaskou povérené osobé.

2. 'V ramci uznavaciho fizeni mize povéfena osoba rozhodnout o pouziti testu
uréenou osobou, pricemz stanovi variantu testu, pocet testovanych kloni a ra-
met, provede ndhodny vybér evidencnich ¢isel klont a pozic ramet ve schématu
vysadby.

3. Na zdkladé osloveni urcené osoby povéfenou osobou je provedeno odebrani
prislusnych vzorkd ramet pro testovani uré¢enou osobou za ucasti zastupcii po-
véfené osoby a vlastnika.

4. Po odbéru vzorki je bez zbyte¢ného odkladu proveden DNA test uré¢enou oso-
bou.

5. Urcena osoba vypracuje zpravu o vysledku testu a preda ji bez zbyte¢ného od-
kladu povéfené osobé.

6. Povéfena osoba provede vyhodnoceni testu a rozhodne o dal$im postupu
(uznani x neuznani sadu za zdroj kvalifikovaného reprodukéniho materidlu,
prip. dalsi testovani a naprava chyb).

2.5.3 Testovaci varianta A: Semenné sady, u kterych nejsou k dispozici
referencni vzorky odebrané z ortett, ze kterych byly zaloZzeny

V pripadé star$ich semennych sadt je kromé ptipadnych komplikaci s moznos-
ti pouziti v nich produkovaného reprodukéniho materialu v dusledku dfivéjsiho
zpusobu vybéru zdrojovych ortetli pro zaloZeni sadu, ktery neni v souladu s dnes
platnou legislativou (zakon ¢. 289/1995 Sb., vyhlaska ¢. 139/2004 Sb.), nutno upo-
zornit na fakt, Ze vysazené klony (ramety) jiz ve vétsiné pripadll neni mozno po-
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rovnat se zdrojovym jedincem (dfivéj$i terminologii oznacovanym jako vybéro-
vy strom, stavajici terminologii pak jako ortet, popfipadé rodi¢ rodiny). Nékteré
z téchto strom? sice dosud existuji, ale k provedeni analyz DNA pro ucely kontroly
by z nich bylo nutné uskute¢nit finan¢né naro¢ny odbér komparac¢nich vzork.
Ackoliv 1ze nékdy odbér uskutecnit s minimalnimi ndklady (NovoTNY et al. 2014),
v piipadech vyzadujicich vystup do koruny stromu by byla kontrola identity pt-
vodu neimeérné finan¢né zatizena. Provozovatel semenného sadu by navic mohl
zpochybnit fyzickou totoznost ptivodniho ortetu a donorového jedince kontrolni-
ho vzorku, nebot dokladové vzorky k dfive uznavanym ortetim (vybérovym stro-
miim) nejsou k dispozici a Zddnym jinym objektivnim zptisobem nelze dolozit, Ze
stromy oznacené v porostech jsou pravé ty, z nichz v minulosti realné pochazely
rouby vyuzité pti zakladani semennych sadti. Do budoucna se nabizi napf. aplika-
ce &ipti (StMKOVIC 2006). Postatuji pasivni ¢ipy vybavené z vyroby unikdtnim ID.
Na rozdil od aktivnich ¢ipt na né nelze zaznamenavat dalsi informace. Veskeré po-
tfebné idaje k oznacenym objektiim se zanesou do ptislusné databaze. Cteni po-
moci ¢tecky je bezkontaktni. Cena ¢ipti se v roce 2006 pohybovala od 2 do 6 USD.

Pokud jde o ramety vysazené podle schématu uloZeného u povérené osoby v oka-
mziku registrace semenného sadu, musi vzdy platit, ze vSechny ramety v ramci klo-
nu (vegetativni potomstvo téhoz ortetu) jsou po genetické strance identické.

Molekuldrné-geneticky postup ovérovani je tedy v obdobnych pripadech zalozen
pouze na vzajemné genetické shodé ramet (na trovni kontrolnich markert s vyso-
kou mirou genetického polymorfismu pro dany druh dfeviny), které jsou v doku-
mentaci (designu) sadu uvadény jako klonalné shodné.

V ptipadé, Ze genetickd shoda ramet neni molekuldrnimi analyzami vyloucena, se
ma za to, Ze dané ramety prislusi k témuz klonu a vyhovély tak podmince kontrol-
niho genetického screeningu.

V pripadé, Ze je mezi rametami v ramci klonu zjisténa heterogenita, je nutno po-
soudit miru zavaznosti zjisténého stavu.

Pokud je mira zjisténé nehomogenity klont v ramci daného objektu nefesitelna
napf. vyfezem nevyhovujicich ramet, ipravou schématu rozmisténi ramet ap., je
nutno na posuzovany semenny sad pohliZet jako na nevyhovujici (z hlediska po-
zadavk legislativy, které musi byt splnény pro jeho uznani). Takovy semenny sad
nemuze objektivné uzivateliim (odbératelim osiva) garantovat potencialné vyssi
hospodarsky efekt a statu splnéni pozadavki na ptivod genetickych zdrojt.
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Postup testu u varianty A

Porovnavaji se vzorky odebrané z ramet vybranych klonii zastoupenych v semen-
ném sadu, a to vzdy ze vSech ramet danych klontL.

Pocet testovanych klont je na drovni 10 % celkového poctu kloni v sadu, minimal-
né pak na trovni 5 klont.

Testuje se ca 20 vzorkda.

Hodnoti se shoda vSech ramet eviden¢né prislusejicich kazdému testovanému klo-
nu.

Neni-li pro testovani k dispozici vétsi pocet ramet z ditvodu jejich odumfteni, a tes-
tovani je tak de facto znemoznéno, pak s nejvétsi pravdépodobnosti nebyly povére-
né osobé nahlddeny zmény stavu prislusného semenného sadu. Zanedbdni povin-
nosti vlastnika semenného sadu bude UHUL fesit v souladu s platnou legislativou.

2.5.4 Testovaci varianta B: Semenné sady, u kterych jsou k dispozici
referencni vzorky ortetii/matefskych rodicii rodin, ze kterych
byly zaloZeny

K eliminaci problémi uvedenych v predchozi varianté je nutno proces zakladani
semennych sadii lesnich dfevin, u nichZ chce jejich ztizovatel usilovat o finanéni
podporu ze strany statu, od samého pocatku podridit dohledu kontrolniho organu.

Zakladatelé nové registrovanych semennych sadt proto musi jako jednu z podmi-
nek ziskani dotace i moznosti pozdéjsiho uznani sadu dodat urc¢ené osobé k archi-
vaci vzorky vSech ortett. Odevzdani téchto vzorkd je zdsadni pro moznost budouci
objektivni kontroly zalozené na zjistovani klondlni identity, tj. shodé ramet dekla-
rovaného klonu s jeho ortetem.

Ze vzorku ortetil je v laboratofi uréené osoby izolovana DNA, kterd je uchovavana
v hlubokomrazicim boxu, zbyld ¢ast vzorkd je pak archivovana jako zéloha v lyofi-
lizovaném stavu.

Postup testu u varianty B - klondlni semenné sady

Porovnavaji se referencni vzorky odebrané z ortetd se vzorky jejich klont v semen-
ném sadu, a to vzdy z jedné nahodné vybrané ramety.

Pocet testovanych orteti je na trovni 10 % vsech klond v sadu, minimalné pak na
urovni 10 ortetii/klont.

Testuje se ca 20 vzorkd.
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Hodnoti se shoda vSech testovanych ortetd s ndhodné vybranymi rametami jim
evidencné odpovidajicich kloni.

Postup testu u varianty B - jddrové semenné sady

Porovnavaji se referen¢ni vzorky odebrané z matetskych rodi¢ii rodin se vzorky je-
jich potomki v semenném sadu, a to vzdy z jednoho nahodné vybraného potomka.

Pocet testovanych matefskych rodic¢t rodin je na drovni 10 % vsech linii v sadu,
minimélné pak na arovni 10 matefskych rodict rodin.

Testuje se ca 20 vzorku.

Hodnoti se shoda v DNA vsech matefskych rodi¢ti rodin s jim eviden¢né odpovi-
dajicimi ndhodné vybranymi potomky.

2.5.5 Algoritmus vybéru ortetii/matefskych rodici rodin
a konkrétnich ramet/generativnich potomki

Na zdkladé variant semennych sadd (smési klont) a poctu v nich zastoupenych
klont je tteba podle postupti uvedenych v kapitolach 2.5.3 a 2.5.4 nejprve stanovit
pocet kontrolovanych klont/linii. Aby mohl byt postup pouzivan univerzalné, sta-
novuje se pocet klont/linii jako procentudlni podil z jejich celkového poctu. S ohle-
dem na tinosnost nakladti je pocet testovanych kloni/linii shora fixné limitovan.

Vybér obecné probiha ve tfech navazujicich krocich:

1) Stanoveni poctu ortett/klont ¢i v pripadé jadrovych semennych sadii mater-
skych rodi¢t rodin/linii.

2) Nahodna selekce evidenénich ¢isel konkrétnich ortetti/klond, resp. matefskych
rodicd rodin/linii v po¢tu dle pfedchoziho kroku.

3) Nahodny vybér pozic konkrétnich ramet, prip. generativnich potomk ve sché-
matu vysadby semenného sadu/smési klont.

Pro zjednoduseni provedeni vybéru je na webovych strankdch VULHM (www.vul-
hm.cz), na podstrance utvaru biologie a $lechténi lesnich dfevin, umistén odkaz na
soubor vytvofeny v programu MS Excel 2013 s nastavenym makrem umoziujicim
¢astecné automatizovany nahodny vybér ortetd/matefskych rodicti rodin (klont/
linif) a konkrétnich ramet/generativnich potomkd (obr. 4). Uziti tohoto nastroje Ize
obecné doporudit, zvlasté pak v pripadech, kdy by vyvstaly pochybnosti pti klasic-
kém losovani ¢isel z osudi.
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Konkrétni postup vybéru je potom nasledujici:

Do oznadeného sloupce se vlozi evidenc¢ni ¢isla vech ortetti/klonti ¢i matet-
skych rodic¢t rodin/linif testovaného semenného sadu/smési klontL.

Na zakladé vysledkt postupu dle kapitol 2.5.3 a 2.5.4 metodiky se do oznacené
buiiky ,ZADEJTE POZADOVANY POCET ZNAHODNENYCH ORTETU/
KLONU/RAMET, NEBO MATERSKYCH RODICU RODIN/LINII/GENERA-
TIVNICH POTOMKU* vepise ptislusny pocet kloni nebo linii, ktery mé byt
laboratorné ovérovan pomoci analyz DNA.

Stiskem tlac¢itka ,NAHODNY VYBER® se provede volba zadaného poctu jed-
notek k testovani.

Netestuji-li se vSechny ramety (generativni potomci) od prislusnych klonu (li-
nif), provadi se obdobnym zptisobem nahodny vybér jejich pozic ve schématu
vysadby semenného sadu, tj. do oznaceného sloupce se vlozi poradova ¢isla ¢i
unikatni kddy vSech ramet daného klonu (generativnich potomkii dané linie),
a soucasné se do prislusné buiky vepise pozadovany pocet ramet/generativnich
potomki pro test.

Obr. 4: Uzivatelské prostiedi nastroje vytvofeného v programu MS Excel 2013 umoznujici-

ho nahodny vybér klond/linii, resp. ramet/generativnich potomkd uréenych k analyze
DNA
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- Po stisku tla¢itka ,NAHODNY VYBER® jsou vysledkem vybrana potadovi &isla
¢i unikétni kédy ramet/generativnich potomki v pozadovaném (zadaném) po-

Ctu.

- Konkrétni ramety (generativni potomci) v pozadovaném poctu se na planku
(designu, schématu vysadby) urdi tak, Ze se postupuje zleva doprava po fadcich,
pri¢emz se za¢ind od levého horniho rohu planku. Postup takovéhoto vybéru je

ptiblizen na obrazku 5.

- Postup nahodného vybéru ramet (generativnich potomki) se opakuje pro

vSechny testované klony (linie).

V ptripadé, ze algoritmem zvolena rameta (generativni potomek) nebude v semen-
ném sadu z dtivodi jejiho odumfeni k dispozici, stanovi nahradni variantu odpo-
védny pracovnik UHUL, pti¢emz dle schématu vysadby sadu upiednostni ramety
(generativni potomky) prostorové relativné vzdalenéjsi od ostatnich vybranych.

7N

Neni-li v semenném sadu dalsi Ziva rameta (generativni potomek) testovaného klo-
nu k dispozici, ndhradni volba se neprovadi.
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Obr. 5: Priklad zpusobu vybéru ¢tyf ramet klonu X32 ve schématu semenného sadu pro
Ucely testu (nahodny vybér urcil k testu ramety s porfadovymi Cisly 2, 4, 6, 7 a 10)
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2.5.6 Formulace rozhodnuti v zavislosti na vysledcich analyz DNA

Soucasné znéni legislativnich predpist vyzaduje v semenném sadu tplnou shodu
deklarovaného ptivodu klontl a rozmisténi ramet, takze neni mozné testovani za-
kon¢it s toleranci jakékoliv chyby. Podle zjisténé miry pochybeni lze vsak potieb-
nou napravu odstupniovat.

a)

b)

<)

Maximalni pocet chybnych vzorki = 2. Chyba se napravi odstranénim odlis-
né ramety z pozice, ptipadné nahradni vysadbou geneticky spravné ramety ze
zaloznich sazenic. V pripadé uskute¢néni nahradni vysadby neni tfeba ménit
schéma rozmisténi klont v sadu. Shoduje-li se DNA ramety s jinym analyzova-
nym klonem, jeji odstranéni neni nutné, je vsak potfeba zaznamenat ptislunou
zménu do schématu vysadby semenného sadu.

Pocet chybnych vzorkid = 3 nebo 4. Chyba se napravi odstranénim odli$né ra-
mety z pozice, piipadné ndhradni vysadbou geneticky spravné ramety ze zaloz-
nich sazenic. Nésleduje opakovani testu ve stejném rozsahu pti vybéru jinych
klont a ramet k testovani. V pripadé, ze pti opakovaném testu bude pocet chyb-
nych vzorkti maximalné 2, postupuje se dale podle bodu a), v ptipadé, ze bude
pocet chybnych vzorkt 3 ¢i vice, postupuje se podle bodu c).

Pocet chybnych vzorka > 4. Chybu Ize napravit zhotovenim nového schématu
rozmisténi ramet v sadu na zakladé analyzy vSech klont a ramet v sadu, jinak
hrozi ze strany povéfené osoby zru$eni uznani. Analyzu v tomto piipadé hradi
vlastnik sadu. V pripadé starsich semennych sadd, kde chybi informace o DNA
ortettl, je nutno vSechny podezrelé jedince (genotypy) nad rdmec registrované-
ho poc¢tu kloni/linii ze sadu odstranit.
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3 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Kontrolni postupy umoznujici ovérovani identity klont (ramet) v semennych sa-
dech lesnich dfevin se zdrojovym jedincem (ortetem) na zakladé vysledkii moleku-
larné-genetickych analyz predstavuji v CR moderni inovaéni feseni, které zaroven
napliuje pozadavek ¢lanku 16 smérnice Rady 1999/105/ES, aby byl reprodukéni
materidl jednotlivych uznanych jednotek nebo oddilti v celém pribéhu pocinaje
jeho sklizni az po dodani kone¢nému spotftebiteli jasné identifikovatelny prostted-
nictvim stanoveného nebo schvaleného systému kontrol.

Dosavadni zptsob kontroly je zalozen pouze na diisledném a z hlediska persondlni
kapacity ndroéném prubézném sledovani obéhu reprodukéniho materialu od oka-
mziku jeho sbéru az po koneéné vyuziti pfi obnové, resp. zakladani lesa. Exaktni
dikaz, ktery by dolozil ptipadné poruseni pravniho stavu, vSak stavajici postup ne-
umoziuje.

Ve svété pokrocil kontrolni mechanismus vyuzivajici genové markery zatim nejdale
v SRN (Bavorsko), nicméné ve vétsiné jinych zemi (napt. jiz v jiné spolkové zemi —
Badensku-Wiirttembersku) je kontrola dosud zalozena pouze na hodnoceni a srov-
navani morfologickych a rtistovych charakteristik.

Nové navrhovany molekuldrné-geneticky ptistup ke zjistovani spravnosti dekla-
rovaného pavodu pti uznavani zdroji kvalifikovaného reprodukéniho materialu

lesnich dfevin zohlediiujici podminky CR je tak dosud ve srovnani s dal$imi staty
spise ojedinély.
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4 POPIS UPLATNENI METODIKY

Predkladané metodické postupy ovérovani deklarovaného ptivodu klont/ramet na
principu molekuldrné-genetickych analyz umoznujici objektivni kontrolu soula-
du skute¢ného stavu se schématem zalozeni semennych sadli v ramci registrované
dokumentace byly prioritné vypracovany na zakladé potieb pracovnikli povérené
osoby pro kontrolni tcely, ale mély by jako informacni baze zaroven slouzit i vSem
vlastnikéim a spravciim lesnich majetk, ktefi uvazuji o zalozeni nového semenné-
ho sadu, pripadné takovy objekt jiz provozuji.

Metodické postupy jsou obecné vyuzitelné rovnéz pro potieby subjektd, jejichz
pracovni zaméfeni souvisi s uznavanim zdroji reprodukéniho materidlu lesnich
drevin. Predkladany text popisuje moznost kontroly klonalni identity pomoci mo-
lekularné-genetickych markert jak v semennych sadech a smésich klont zakldda-
nych v minulosti, tak v nové ztizovanych objektech. Aplikace metodiky predpo-
klddé provdzanost s Nérodnim programem ustanovenym v CR na zékladé zmoc-
néni zavedeného do legislativy zakonem ¢. 232/2013 Sb., ktery novelizoval zikon
¢. 149/2003 Sb., o obchodu s reprodukénim materidlem lesnich dfevin, ve znéni
pozdéjsich predpist.

Dalsi skupinu uzivatelti predstavuji subjekty lesnického vzdélavani a vyuky, vy-
zkumni pracovnici, sttedoskolsti a vysokoskolsti studenti lesnickych a prirodovéd-
né zaméfenych obort, jakoz i dal$i zainteresovani zastupci odborné verejnosti, ktefi
dany text vyuziji v ramci své profesni ¢innosti.

Znalost kontrolniho procesu by méla pisobit i jako prevence umoznujici predcha-
zet nedorozumeénim ¢i konfliktim mezi opravnénymi pracovniky provadéjicimi
kontrolu a zadateli o uznani zdrojt reprodukéniho materidlu.
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5 EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomické zhodnoceni uplatiiovani predlozenych metodickych postupt se oce-
kava v nékolika rovindch. V prvni fadé jde o pfimou Gsporu nakladu statu v ptipa-
dech nevyplaceni dotaci tém vlastnikéim ¢i spravetim zaloZenych ¢i registrovanych
semennych sadu, které nevyhovi stanovenym pozadavkiim na vysledky genetické-
ho screeningu. U nové zaklddanych semennych sadtl pfitom zavedeni moderni-
ho kontrolniho systému nebude pro budouciho zadatele o uznani zdroje spojeno
s nartistem finan¢nich ndklada (predpoklad odbéru referenénich vzorku z ortetti
pro ucely budoucich analyz spole¢né s rouby potfebnymi pro zaloZeni sadu). Uni-
verzalnost postupu by méla povérené osobé zodpovédné statu za realizaci kontroly
umoznit samostatné rozhodnuti o poctu a zpusobu odbéru vzorkd, aniz by bylo
nutné zadavat zpracovani piipadovych studii pro konkrétni semenné sady ¢i smési
klont a opakované tak vynaklddat verejné prostfedky na tentyz ucel. Za zvlasté
vyznamny, i kdyz obtizné vyc¢islitelny ekonomicky efekt zavedeni metodiky do pra-
xe je pak nutno povazovat zvy$eni objemové produkce, kvality a odolnosti lesnich
porostti obnovovanych ¢i zakladanych s vyuzitim osiva z geneticky provérenych
semennych sadii. V dlouhodobém horizontu by se tak mél dany ptistup Ceské re-
publice refundovat.

Primérné ndklady na provedeni analyzy DNA jednoho vzorku (stromu) smrku
ztepilého v laboratofi VULHM zahrnujici izolaci DNA, PCR amplifikaci a fragmen-
ta¢ni analyzu 9 nSSR lokust v ramci 3 multiplexti ¢inily 311 K¢ véetné DPH (CvRe-
KOVA, MACHOVA 2015), u jedle bélokoré ve fazi izolace DNA 106 K¢ a ve fazi ziskani
PCR produkttl a nasledné fragmentacni analyzy (8 nSSR lokust v ramci 2 multi-
plext) 122 K¢, tj. celkem 228 K¢ (CVRCKOVA, MACHOVA 2016), u buku lesniho na
izolaci 106 K¢, na PCR a fragmentacni analyzu 12 nSSR lokust v ramci 3 multiplext
183 K¢, tj. celkem 289 K¢ (CVRCEKOVA etal. 2016), uborovice lesninaizolaci 106 K¢, na
PCR a fragmentac¢ni analyzu 14 nSSR lokusti v ramci 3 multiplexti 199 K¢, tj. celkem
305 K¢ (CvRCKOVA et al. 2017), u tfe$né ptaci na izolaci 106 K¢, na PCR a fragmen-
ta¢ni analyzu 10 nSSR lokust v ramci 3 multiplexti a 1 samostatné analyzy 154 K¢,
tj. celkem 260 K¢ (MAcHOVA et al. 2017). Nejaktualnéjsi udaje o nakladech jsou
uvedeny v praci o smrku ztepilém (CvRCKOVA et al. 2018), kde je uvazZovano 109 K¢
naizolaci DNA jednoho vzorku a 155 K¢ na PCR a fragmenta¢ni analyzy 12 lokust.
Optimalizace postupli analyz DNA ve VULHM pokro¢ila rovnéz u modiinu
opadavého, lipy srd¢ité, javoru klenu, dubu zimniho, dubu letniho a topolu Sedé-
ho (NovoTNY 2017; POKORNA et al. 2018). Vyse uvedené naklady sice zohlednu-
ji spotiebu materialu, chemikalii a vyuziti pfistrojového vybaveni, jejich vy¢isleni
vSak odpovida skutecnosti, Ze byly stanoveny v ramci feseni vyzkumnych projekti.
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Nezahrnuji tak doplitkové ndklady, naklady na odpisy piistrojového vybaveni,
osobni naklady, naklady na optimalizaci priibéhu reakci aj. Pti prizkumu moznosti
vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi realizovaném v ramci vyse citovanych praci
byly na tuzemském trhu zjistény vyhodné cenové nabidky firmy SEQme, kdy cena
za analyzu 1 vzorku zahrnujici PCR a fragmenta¢ni analyzu 1 multiplexu ¢inila
200 K¢ v¢. DPH (rok 2015), resp. 242 K¢ vé. DPH (2016, 2017). Firmé vSak musi byt
dodéna vysoce kvalitni izolovand DNA a optimalizovany metodicky postup PCR
(koncentrace reagenci, teplotni rezim). Pokud by méla byt soucdsti zakazky i opti-
malizace PCR, byla by cena samoziejmé vys$si. Komer¢ni laboratore nemaji ceni-
ky této sluzby bézné stanoveny, ale napt. firma SEQme si prace tohoto charakteru
uctuje sazbou 1500 K¢-hod™! (bez DPH). Cena fragmentaéni analyzy 1 vzorku pti
dodéni vlastnich PCR amplifikatt odpovidd u komer¢nich firem v priméru 72 K¢
(1 multiplex). V rdmci vyzkumnych tikolit ve VULHM priibézné probiha vyhledd-
vani a ovéfovani nové publikovanych markert pro vy$e uvedené i dal$i druhy dfe-
vin s cilem metodické postupy DNA analyz postupné vylepsovat. Do budoucna Ize
u nakladii na provadéni analyz realné predpokladat klesajici trend. Mirnou usporu
ndkladi predstavuje rovnéz provedeni analyz archivovanych izolati DNA ortetti
teprve v okamziku, kdy o to UHUL poz4d4 (neprovédéni analyz u sadd, které se
nepodari zakladatelim dovést k uznavacimu fizeni, resp. provedeni analyz pouze
u téch klont, které skute¢né v sadu fyzicky pretrvaji az do okamziku podani zadosti
0 uzndani).

S pfechodem na novou metodu provadéni kontrol dojde v porovnani s dosavadnim
stavem k prokazatelnému nartstu nakladd, které vSak umozni objektivni a ové-
fitelny zpusob provéfeni dodrzovani ustanoveni smérnice 1999/105/ES i zakona
¢. 149/2003 Sb. a pripadné nasledné vyvozeni sankci s nizkou moznosti zpochybné-
ni. Vyuzivani metodickych postupii kontroly reprodukéniho materidlu na bazi ana-
lyz DNA predstavuje rovnéz preventivni nastroj, ktery by mél redukovat pripadné
snahy vlastnik imyslné zaménovat vysazené jedince dievin v semennych sadech,
coz ve vysledku omezi vysadby ekologicky nestabilnich porostti obnovenych mate-
ridlem nevhodného ptvodu.
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METHODOLOGY FOR VERIFICATION OF
DECLARED ORIGIN OF CLONES OF FOREST
TREE SPECIES IN SEED ORCHARDS BY USING
MOLECULAR-GENETIC ANALYZES

Summary

The establishment and using of seed orchards is an important tool for forest
tree breeding and improvement, but also for conservation and reproduction
of a particular part of their gene pool. Their planting, maintenance and usage
are associated with high financial costs and demands for the work organization.
Therefore, big attention to the selection of source trees (ortets), administrative
tasks and outdoor work associated with setting up new seed orchards should be
taken into account. Seed orchard, which does not correspond to the registered
documentation as for the clones composition and ramets arrangement cannot be
classified as a source of qualified reproductive material.

Until recently, it has not been possible to precisely verify whether the individuals
(individual clone ramets) growing in the respective positions registered in the seed
orchard planting scheme really correspond to the declared origin (ortet). In the
recent decades, the development of the molecular-genetic analytical methods has
been giving useful tool to the state administration staff for detecting inconsistencies
between real data and declared information in the request for certification of
qualified reproductive material source.

The goal of this methodology is to provide simple applicable procedure for an
authorized person, the Forestry Management Institute Brandys nad Labem, to
verify the genetic conformity of biological samples taken from selected clone ramets
grown in registered seed orchards with origin data declared in the seed orchards
accompanying documentation. The methodology is based on the DNA analyzes and
it includes the procedure for verifying seed orchard establishment in two variants:
1) the verification of clone homogeneity for previously established seed orchards,
i.e. conformity of DNA markers in ramets belonging to the same clone according
to the seed orchard design, 2) clone identity detection in newly established seed
orchards, for which reference samples of source ortets are available, i.e. ramets
of the declared clone conformity with its ortet. The methodology includes the
description of legislative framework process for certification of seed orchards in the
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Czech Republic. Therefore, main part is focused on describing the algorithm steps
related to testing (clone and ramet selection, decisions formulation). Depending
on the degree of inaccuracy, corrective moves are formulated based on molecular-
genetic analyzes. An Excel 2013 application has also been created to allow random
selection of clones and ramets for testing, which is available for free on the internet
(www.vulhm.cz) for contract user and other interested parties.
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