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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the possibilities of using objective methods of DNA analysis to verify the declared origin of
reproductive material of Norway spruce in terms of the Czech Republic. Monitoring of the identity of reproductive material was carried out
during three years, i.e., from seed collection to transplanted plants production. Reference samples from the 32 sets of reproductive material were
obtained, analyses of microsatellite markers were performed, and the genetic compositions of sets were compared after statistical processing.
Altogether, DNA analyses were performed on 1920 samples of plant material from 8 selected sources of forest reproductive material (units
of forest reproductive material). Seven optimally polymorphic markers with sufficient informative value were selected for the subsequent
evaluation of the genetic structure of the monitored sets of Norway spruce reproductive material by Bayesian clustering. Using the performed
Structure analysis, the obtained profiles of 8 monitored units of reproductive material (4 sample sets from one units) of different origin were
distinguishable from each other. Thus, these methodological procedures could be used in the state control systems to certify the origin of forest
reproductive material and increase consumer protection of forest owners and nursery production in the Czech Republic.

For more information see the Summary at the end of the article.
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Uméld obnova lesa zlistiava v ramci Ceské republiky prevazujicim
zpusobem obnovy. Na rozdil od zemédélstvi se v lesnim hospodarstvi
pracuje vét§inou s ptivodnimi druhy (a ¢aste¢né dosud i populacemi)
lesnich dfevin a jednou z hlavnich podminek tuspé$né umélé obnovy
je pouziti sadebniho materidlu vhodného pivodu. Zajisténi této pod-
minky je spojené s potfebou evidovat horizontéalni i vertikalni pfenos
reprodukéniho materidlu (RM) lesnich dfevin, s cilem udrzet vyso-
kou a kvalitni hospodarskou produkei a zajistit ochranu pfirozeného
genofondu domécich populaci. V lesnim hospodatstvi CR dochazi
kazdoro¢né k pohybu zna¢ného mnozstvi RM lesnich dfevin a i z to-
hoto divodu je nutné, aby opravnéné statni organy mély k dispozici
uc¢inné metody, kterymi lze podpotit ¢i vyloudit deklarovany pivod.
V souvislosti se vstupem CR mezi ¢lenské zemé ES byla do narod-
ni legislativy transponovana smérnice Rady 1999/105/ES do zakona

ﬂ ZLV, 66, 2021 (4): 292-301

Norway spruce; origin of forest reproductive material; genetic diversity; microsatellites

¢. 149/2003 Sb. (ve znéni pozdéjsich predpistt). Kazda ¢lenskd zemé
EU je povinna vytvorit kontrolni systém k zajisténi zachovani pravdi-
vé identity (informace o puvodu) daného oddilu RM od jeho ziskani
az po dodavku kone¢nému spotrebiteli (MALA et al. 2013). Velka ¢ast
sadebniho materidlu péstovaného v lesnich skolkdch pochdzi z osiva
z lesnich porosttl, coz jsou zpravidla ptirozené populace s vysokou
genetickou diverzitou (kdy navic je genetickd struktura konkrétniho
oddilu osiva podle roku sbéru jind), a to je i divodem, pro¢ je sou-
¢asny evropsky systém garance ptivodu RM lesnich dfevin postaven
na principu pravidelnych trednich kontrol v kombinaci s povinnosti
vedeni evidenci. Vyvoj biochemickych a molekuldrnich metod gene-
tické analyzy dievin oteviel v této slozité problematice kontroly iden-
tity lesniho RM nové moznosti, napt. kontrola RM lesnich dfevin na
bazi molekuldrné-genetickych metod je zékladem zavedeného systé-
mu ZiF-Verfahren (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT, BEHM 2006;
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KONNERT 2011) vyuzivaného v Némecku. V CR je stavajici systém
kontroly odkdzan na ptisny dohled zaméfeny na evidenci a kontrolu
pohybu RM (KoTRLA, PAR{ZEK 2008; PROCHAZKOVA 2008). Jeho ne-
dostatkem je nemoznost dokazat piipadné poruseni pravnich predpi-
st objektivni metodou, ktera by umoznila ovéfeni skute¢ného ptavodu
vybraného vzorku RM lesnich dfevin.

Genetickou skladbu organismt a jejich variabilitu na trovni populaci
a jedinct lze stanovit pomoci DNA markerd, které jsou zaloZeny na
polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od izoenzymo-
vych markerti nereaguji na environmentalni zmény. Pro ziskdni in-
formaci o genetické proménlivosti studovanych jedinct je nutné vy-
hledat vysoce polymorfni DNA markery, napt. mikrosatelitové (SSR)
markery. Mikrosatelity byly poprvé popsany a vyuzity v humanni me-
diciné (L1TT, LuTY 1989; TAUTZ 1989), jejich vyuziti se déle rozsirilo
i pro studium dalsich organismu a v soucasnosti metoda SSR mar-
kert patfi mezi standardni molekuldrné genetické techniky. Vzhle-
dem ke kodominantnimu charakteru v kombinaci s velkym poctem
variabilnich alel se SSR markery daji vyuzit pro identifikaci klont
a kultivart rostlin a také pro mapovani genomd (Hormaza 2002).
Mikrosatelitové markery jsou vhodné i pro rozliSeni druhti a hybri-
dii u lesnich dfevin (BACILIERI et al. 1996), vykazuji vysokou troven
diverzity a jsou vhodné pro popula¢ni genetické studie (ScoTTr et al.
2008; VERBYLAITE et al. 2017). Cilem prace bylo na zakladé analyz
DNA s vyuzitim vybranych mikrosatelitovych markert ovérit Groven
genetické rozmanitosti, heterozygotnosti a dalsich genetickych cha-
rakteristik u vybranych vzorktt RM smrku ztepilého, zjistit genetic-
kou strukturu a podobnost sledovanych oddilti RM a ovéfit vhodnost
metodiky pro sledovani identity RM u smrku ztepilého.

MATERIAL A METODIKA

V provedené studii byly pro podminky CR ovéfeny moznosti vyuzi-
ti DNA analyz pro sledovani identity RM smrku ztepilého v riznych
fazich zpracovani od sbéru semenného materidlu az po dopéstovani
sadebniho materidlu. DNA analyzy byly provedeny u 1920 vzorki
rostlinného materidlu z 8 zdroju reprodukéniho materidlu (uzna-
nych jednotek, UJ). Odbéry referen¢nich vzorka z oddila (UJ) byly
realizovany v pribéhu 3 let. Sbéry semenného materidlu probihaly
z 35-60 stromi uznanych porosti. V pribéhu zpracovani semenné
suroviny bylo odebrano a analyzovano 60 vzorka semen ze $isek pred
zpracovanim a 60 vzorkd z osiva po vylusténi, pti nasledné produkei
sadebniho materidlu v poloprovoznich podminkach bylo odebrano
a analyzovano 60 vzorki z produkce semenacku a 60 vzorku ze $kol-
kovanych sazenic. Pfehled oddiltt RM a oznaceni jednotlivych analy-
zovanych soubort vzorku je uveden v tab. 1.

Izolace DNA z rostlinného materialu (kli¢ni rostlinky, semena, seme-
nac¢ky a mladé vyhony z jednotlivych sazenic) byla provedena pomo-
ci soupravy (kitu) DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen,
Hilden, Germany). Vychozi navazka rostlinného materiélu byla pod
100 mg u zamraZenych vzorkd a 20 mg u lyofilizovanych vzork.
Koncentrace a kvalita izolované DNA byla ovéfena spektrofotomet-
ricky pristrojem Nanophotometer (Implen). Genetické parametry
zkoumanych soubort vzorki byly ziskdny na zdkladé fragmentac-
nich analyz mikrosatelitovych lokusti. Byly provedeny optimalizace
podminek polymerazovych fetézovych reakci (PCR) s prislusnymi
primery, a to u 26 zvolenych mikrosatelitovych markert, jejichz se-
kvence byly vyhleddny na zédkladé studia literarnich zdrojt (PrEIE-
FER et al. 1997; ScorT1 et al. 2000, 2002; RUNGIS et al. 2004; FLucH
et al. 2011; MELNIKOVA et al. 2012). Optimalizované postupy PCR
amplifikace poskytovaly reprodukovatelné jednoznac¢né velikosti alel
studovanych lokust. Na zakladé vysledki provedeného primédrniho
vyhodnoceni genetickych dat ziskanych pomoci testovanych marke-
rt bylo pro potfeby nastaveni metodického postupu kontroly dekla-

rovaného pivodu RM vybrano 7 optimalné polymorfnich markert
s dostate¢nou vypovidaci hodnotou (PAAC23, SpAG2, WS00111.
K13, WS00716.F, WS0022.B15, WS0073.H08, WS0023.B03). Am-
plifikace s ohledem na velikost alel a charakter reakénich podminek
PCR probihaly ve 2 multiplexech, pouze marker WS0023.B03 mél
vlastni specifickou sestavu PCR parametrd. Primery pro PCR byly
fluorescen¢né oznaceny (6FAM, VIC, NED, PET). Amplifika¢ni reak-
ce kazdého lokusu obsahovala 1 ul templatové DNA (=10-50 ng/pl).
V ramci prvniho multiplexu byla provedena amplifikace lokust
PAAC23, SpAG2, WS00111.K13, WS00716.F13. PCR pro multiplex 1
a pro lokus WS0023.B03 probihala pro kazdy vzorek v celkovém ob-
jemu 15 pl s pouzitim polymerdzy Platinum® Taq DNA Polymera-
se (Invitrogen by Life Technologies) a s dal$imi komponenty, 1,5 pl
10xPCR pufr, 2 mM MgCl, 0,2 mM smési dNTP, 0,37 jednotek
Platinum Taq DNA Polymerase, koncentrace specifickych forward
i reverse primert byla 0,1 uM k lokusim SpAG2, WS00111.K13,
WS00716.F13 a 0,2 uM k lokusiim PAAC23, WS0023.B03. Sterilni
ultradistou vodou (Sigma - Aldrich) byla reakéni smés doplnéna do
objemu 15 pl. Teplotni profil PCR byl 3 minuty 94 °C pro pocatec-
ni denaturaci, nasledovalo 37 cykla se stfidanim teplot 94 °C, 55 °C
(annealingova teplota), 72 °C, perioda kazdé teploty byla 45 sekund.
Amplifikace byla zakoncena teplotou 72 °C po dobu 20 minut. Tep-
lotni profil PCR pro lokus WS0023.B03 byl 94 °C, trvajici 5 minut
pro pocate¢ni denaturaci, nasledovalo 35 cyklu se stfiddnim teplot
94 °C 50 sec., 62 °C (annealingova teplota) 50 sec., 72 °C 105 sekund.
Finalni elongac¢ni faze probihala pfi teploté 72 °C po dobu 15 minut.
Slozeni PCR reak¢nich komponent pro spole¢nou amplifikaci dalsich
dvou lokustt WS0022.B15, WS0073.H08 (druhy multiplex) bylo od-
li$né od reakéni smési prvniho multiplexu pouze v koncentraci 0,067
mM smési dNTPs. Teplotni profil PCR byl 94 °C, trvajici 5 minut
pro pocate¢ni denaturaci, nasledovalo 35 cyklu se stfiddanim teplot
94 °C 45 sec., 58 °C (annealingova teplota) 40 sec., 72 °C 45 sekund.
Findlni elonga¢ni faze probihala pfi teploté 72 °C po dobu 15 minut.
Amplifikace byly provedeny v teplotnim cyklova¢i Veriti thermal
cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). PCR produkty
byly podle jejich velikosti separovany kapilarni elektroforézou na
genetickém analyzatoru Applied Biosystem 3500 (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). Velikosti alel v hodnotach part bazi
byly odeéteny pomoci softwarového programu GeneMapper 4.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) s vyuzitim velikostniho
standardu GeneScanTM 600LIZ® (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), ktery je pfidavan ke kazdému vzorku pro stanoveni kalib-
ra¢ni kfivky. Pro zhodnoceni genetickych parametri souboru vzorki
byla data mikrosatelitovych lokusi statisticky zpracovana s vyuzitim
programi GenAlEx 6.501 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) a CERVUS
(KALINOWSKI et al. 2007). Parametry genetické diverzity byly: pocet
rozdilnych alel, Shannontv informaéni index, hodnoty pozorované
a olekavané heterozygotnosti, fixa¢ni index (F), ktery byl kalku-
lovan jako F = 1 — (Ho/He) podle WRIGHTA (1965), Neiovy stan-
dardni genetické vzdalenosti (NEI 1972), analyzy hlavnich koordinat
(Principal Coordinate Analysis, PCoA), miry vzdjemné genetické
diferenciace pomoci koeficientu inbreedingu (F) a odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Pro moznost porovnani popula¢ni
struktury sledovanych souboru vzorki s vyuzitim multilokusovych
genetickych dat byla pouzita Bayesianskd metoda implementovana
v softwaru STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et
al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009). Nastavené parametry v softwaru
byly smésny model, korelované alelické frekvence, 10 000 Length of
Burn-in Period, 100,000 Markov chain Monte Carlo (MCMC), po-
et klastrtl (K) od 1 do 10, kazdy s deseti opakovanimi. Vzhledem
k nizkym hodnotdm F_ (vzajemné diferenciace mezi porosty) byl
nastaven model Lock prior. Optimalni hodnota K (pocet klastri)
byla zjisténa pomoci programu STRUCTURE HARVESTER (EARL,

HorpT 2012).
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Tab. 1.

Ptehled oddilii reprodukéniho materidlu a oznaceni jednotlivych analyzovanych soubort vzorki smrku ztepilého
Overview of forest reproductive material sources and designation of Norway spruce sample sets
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VYSLEDKY

U sledovanych 32 soubort vzorki smrku ztepilého ptivodem z 8 od-
dila (U]) byly na zakladé analyz 7 mikrosatelitovych lokust ziskany
genetické parametry. Vzorky byly odebirdny v pribéhu zpracovani
semenné suroviny a pii nasledné produkci sadebniho materialu v po-
loprovoznich podminkach z jednotlivych sledovanych oddili. Byly
hodnoceny hladiny genetické diverzity, heterozygotnosti a genetické
vzdalenosti hodnocenych skupin vzorku a geneticka strukturalizace
pro moznost porovnani skupin pfislusnych oddila (UJ; tab. 1). Vy-
brané mikrosatelitové markery poskytovaly po optimalizaci amplifi-
ka¢nich podminek jednoznaéné a reprodukovatelné velikosti lokusit
u jednotlivych hodnocenych stromil. Rozmezi velikosti alel u sledo-
vanych lokust a jejich dalsi genetické charakteristiky jsou uvedeny
v tab. 2. Pocty alel u studovanych lokust, ziskanych analyzami 1920
vzorkd, se pohybovaly od 8 do 34, coz potvrzuje dostatecnou az vyssi
hladinu polymorfismu jak vybranych markert, tak sledovanych sou-
bort. Nejvice polymorfni byl lokus WS0023.B03 nejméné WS0073.
HO08. Hodnoty ocekdvané heterozygotnosti (H,), piedstavujici podil
ocekavanych heterozygott za predpokladu Hardy-Weinbergovy rov-
novahy, se pohybovaly od 0,68 do 0,92 a nejvy$si hodnoty doséhly lo-
kusy WS00111.K13, WS0023.B03, WS00716.F13. Pozorovana cetnost
heterozygotti (H,) u sledovanych markert se pohybovala v intervalu
od 0,51 u lokusu WS0023.B03 do 0,88 u lokusu WS00716.F13. Dalsi
zhodnoceni genetické diverzity vyjadfené pomoci Shannonova infor-
macni indexu (I) v sobé odrdz{ i rovnomérnou distribuci alelovych
frekvenci. Hodnoty se pohybovaly od 1,3 v lokusu WS0073.H08 do
2,75 v lokusu WS0023.B03. Pomoci statistického programu CERVUS
byl pro pouzité lokusy stanoven polymorfni informa¢ni obsah (tab. 2).
U sledovanych 1920 jedincti byla priimérnd hodnota polymorfniho
informac¢niho obsahu (Polymorphism Information Content, PIC)
0,8432. Vzhledem ke skute¢nosti, ze markery jsou klasifikovany jako
informativni, pokud hodnota PIC je = 0,5 (SHARMA et al. 2010),
vSechny pouzité markery byly informativni.

Vyznamné odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy (P < 0.001),
zaloZené na vypoctech chi-kvadrat testu se ukazaly v lokusu WS0023.

Tab. 2.
Charakteristiky mikrosatelitovych lokust ziskanych z 32 zkoumanych

B03 ve viech 32 sledovanych souborech s vyjimkou SM_2A_SIS
a SM_6A_SIS. V lokusu WS00111.K13 byly vyznamné odchylky nale-
zeny v 6 souborech vzorki, v lokusu SPAG2 byly vyznamné odchylky
nalezeny ve 3 souborech vzorku, v lokusu WS0022.B15 ve 2 souborech
vzorkil a v lokusech PAAC23, WS00716.F13 a WS0073.H08 v jednom
souboru vzork.

Genetické charakteristiky 32 sledovanych souborti vzorki jsou uvede-
ny v tab. 3. Ohodnoceni genetické diverzity pramérnym poétem riz-
nych alel ze v8ech analyzovanych mikrosatelitovych lokust bylo mezi
soubory vyrovnané (13,857-16,857). Primérny pocet efektivnich
alel se pohyboval od 5,563 (SM_ 6A_SIS) do 9,796 (SM_2C_SEM).
Geneticka diverzita dle Shannonova indexu se ve sledovanych sou-
borech vzorkt pohybovala ve vyssich hodnotich, a to od 1,961 (SM_
6A_SIS) do 2,371 (SM_2C_SEM). Privatni alely byly zjistény pouze
u 2 vzorkd souboru SM_10B_OSI. U sledovanych soubort vzorkii
byla zjisténa 100% polymorfnost sledovanych lokust. Pomoci analyzy
molekuldrni variance (AMOVA) byla procentudlné urcena diferen-
ciace mezi sledovanymi soubory a mezi jedinci sledovanych soubort
v programu GenAlEx 6.503. Diferenciace mezi jednotlivymi soubo-
ry byla 4 %, mezi sledovanymi vzorky (jedinci) 10 %. Podle kvalita-
tivni interpretace hodnot F,. (WRIGHT 1943), hodnotici vzdjemné
genetické diferenciace (Pairwise Population Fst Values) mezi sledo-
vanymi soubory vzorki, byly pfi zjisténych hodnotich od 0,003 do
0,038 dosazeny malé genetické diferenciace. Genetické vzdalenosti
mezi soubory vzorku byly kalkulovany na zékladé Neiovy standardni
genetické vzdalenosti (NE1 1972) a jsou graficky zndzornény pomoci
analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis - PCoA)
na obr. 1. Vzdélenosti mezi 8 sledovanymi soubory vzorki (oddily)
se pohybovaly v rozmezi 0,04-0,325. Genetické vzdélenosti soubort
vzorkil u jednotlivych oddili (UJ) mély hodnoty 0,04-0,136. Rozdily
genetickych profilt mezi 8 sledovanymi soubory vzorka byly dale oveé-
fovany analyzou Structure z alelickych dat jednotlivych vzorkt. Opti-
malni pocet klastrti byl stanoven pomoci Evannovy metody na K = 2
na zdkladé nejvyssi hodnoty delta K, druha alternativa pti mirné nizsi
hodnoté delty K soubory vzorku strukturovala do 8 odlisnych sku-
pin (obr. 2). Pro moZnost posouzeni strukturovani oddilt RM formou

soubort vzorki smrku ztepilého

Characteristics of selected nuclear microsatellite loci across 32 investigated Norway spruce sample sets

Rozmezi velikosti PCR

Sekvence primeru (5-37)/

produkti/PCR product

Lokus/Locus Primer sequence (5°-3") size range k Na ! H, H, F PiC
(bp)
PAAC23 F TC%TGGGGCS’&(T:ggﬂ&g;&gﬁg?ﬁgo 266-312 22 109 169 074 071 -003 0709
SPAG, ;:: ?%g;;%ﬁgé%éﬂgiﬁg 89-121 19 154 243 084 089 006 0,909
WS00716F13 L oA T O AT A A 208-248 24 175 258 088 091 003 0925
ws0022B15  © [T STAGSTOCTOOAGAGATS 172-212 20 146 215 083 082 -001 0831
wsoozaHos - O C L e s 196-220 8 55 13 07 068 -0015 0647
WS00111.K13 L O G A AGAA 211271 28 209 274 08 092 013 0941
Ws0023B03 I AGCAGCTGGGGTCAAAGTT 168-240 34 223 275 051 091 044 094

R: AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG

k: pocet alel/number of allele in each locus; Na: priimérny pocet riznych alel/average different alleles number; I: Shannontv informacni index/Shannon’s information index; H :
heterozygotnost pozorovand/observed heterozygosity, H : heterozygotnost ocekévana/expected heterozygosity, F: fixa¢ni index/fixation index

ZLV, 66, 2021 (4): 292-301 m



MACHOVA P. et al.

grafického vystupu bylo jako optimalni vybrano 8 klastri.. Jednotlivé
stromy v$ech soubort vzorki byly zastoupeny ve vech klastrech, ale
s riiznym pomérem jejich zastoupeni. Struktura klastra byla pro kaz-
dy oddil odli$nd. U soubort vzorkil (A - D) pattici k oddilu 1 mél
prevahu Zluty klastr (34,9-59,8 %), u soubort vzorka oddilu 2 mél
prevahu cerveny klastr (49,2-69,3 %), u souborti vzorkil oddilu 3 byl
nejvice zastoupeny zeleny klastr (42,3-48,6 %). V souborech vzorki
oddilu 4 prevazoval hnédy klastr (59-72,3 %), u soubort vzorkt oddi-
lu 5 byl nejvice zastoupen modry klastr (36,3-42,7 %) a ¢astecné svétle
modry klastr (16,7-26 %), v souborech vzorkd oddilu 6 byl razovy
klastr v podilech 62-79,5 % a v souborech vzorkii oddilu 8 mél pre-
vahu okrovy klastr (42,1-66,6 %). U souboru vzorkt oddilu 10 bylo
zjisténo zastoupeni modrého klastru v podilech 32,4-60 % a okrového

Tab. 3.

klastru v podilech 11,2-31,5 %. Ziskané profily 8 sledovanych oddila
(UJ) rozdilného ptivodu byly mezi sebou odlisitelné.

DISKUSE

Analyza mikrosatelitovych markerti ma $iroké uplatnéni v popula¢ni
genetice a ve $lechténi rostlin, jedna se o vhodnou a $iroce vyuziva-
nou metodu pro identifikaci variet u vétsiny kulturnich druhti rostlin
(PaN 2010) i dfevin (ROBICHAUD et al. 2006). Mikrosatelitové marke-
ry pro studium genetické struktury a diverzity smrkovych porostti jiz
uplatnila fada autort (ScoTTt1 et al. 2000, 2006, 2008; RUNGIS et al.
2004; MELONI et al. 2007; TOLLEFSRUD et al. 2009; FLUCH et al. 2011;

Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro 32 sledovanych soubort vzorkt smrku ztepilého
Mean values for genetic characteristics of 32 investigated Norway spruce sample sets

Soubory vzorku/

Sample sets Na Ne ! H, H, F

SM_1A_SIS 14,000 6,842 2,084 0,752 0,807 0,056
SM_1B_OSI 15,286 7,642 2,193 0,774 0,829 0,058
SM_1C_SEM 15,143 8,543 2,232 0,767 0,833 0,073
SM_1D_SAZ 15,000 7,985 2,223 0,709 0,836 0,136
SM_2A_SIS 16,286 8,654 2,300 0,812 0,850 0,041
SM_2B_OsSI 15,429 9,523 2,312 0,763 0,850 0,098
SM_2C_SEM 16,286 9,796 2,371 0,774 0,863 0,094
SM_2D_SAZ 16,857 8,515 2,303 0,723 0,846 0,135
SM_3A_SIS 15,143 8,199 2,206 0,769 0,819 0,051
SM_3B_OSI 16,000 9,349 2,314 0,724 0,849 0,138
SM_3C_SEM 15,286 8,356 2,206 0,738 0,824 0,095
SM_3D_SAZ 16,000 8,691 2,274 0,774 0,842 0,068
SM_4A_SIS 15,143 8,410 2,222 0,750 0,835 0,085
SM_4B_OSI 15,571 8,190 2,192 0,750 0,812 0,058
SM_4C_SEM 15,571 8,624 2,246 0,752 0,837 0,091
SM_4D_SAZ 13,857 7,628 2,133 0,769 0,819 0,040
SM_5A_SIS 15,000 8,403 2,211 0,729 0,831 0,112
SM_5B_OSI 16,000 8,272 2,201 0,741 0,815 0,083
SM_5C_SEM 15,429 9,142 2,250 0,757 0,828 0,076
SM_5D_SAZ 15,000 8,798 2,277 0,774 0,846 0,079
SM_6A_SIS 13,857 5,563 1,961 0,769 0,787 0,019
SM_6B_OSI 14,571 7,145 2,140 0,766 0,824 0,064
SM_6C_SEM 15,429 7,796 2,201 0,779 0,834 0,063
SM_6D_SAzZ 14,857 7,353 2,152 0,795 0,824 0,029
SM_8B_OsSI 15,000 9,639 2,301 0,812 0,855 0,041
SM_8C_SEM 15,571 8,885 2,287 0,774 0,850 0,075
SM_8C_OP_SEM 14,714 9,201 2,255 0,751 0,841 0,096
SM_8D_SAZ 14,857 7,706 2,197 0,712 0,833 0,137
SM_10B_OSI 15,571 9,321 2,343 0,743 0,864 0,130
SM_10C_SEM 15,714 9,028 2,305 0,705 0,854 0,170
SM_10C_OP_SEM 15,571 9,726 2,351 0,799 0,861 0,064
SM_10D_SAZ 15,429 8,613 2,289 0,689 0,856 0,195

Na: pocet riiznych alel/number of different alleles; Ne: pocet efektivnich alel/number of effective alleles;
I: Shannoniv informa¢ni index/Shannon’s information index; H : heterozygotnost pozorovana/observed
heterozygosity; H.: heterozygotnost ocekdvana/expected heterozygosity; F: fixa¢ni index/fixation index
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Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 8 in 32 observed sample sets
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UNGER et al. 2011; NowaKowsKa et al. 2014; CVJETKOVIC et al. 2017;
VERBYLAITE et al. 2017). Mikrosatelitové markery vyuzili pro studium
genetické diverzity u stanovist smrku ztepilého s rozdilnym manage-
mentem v Italii ProTTI et al. (2018). Pro zji$téni genetické diferenciace
mezi jedinci smrku ztepilého s rozdilnymi typy koruny nachézejici
se v horskych oblastech Srbska (Golija) vyuzili GALOVIC et al. (2015)
16 mikrosatelitovych markert. Genetickou diverzitu u subpopulaci
smrku ztepilého z rozdilnych nadmotskych vysek v oblasti Kalwang
(Rakousko) sledovali pomoci jadernych a chloroplastovych mikrosa-
telith MAGHULY et al. (2006). CARE et al. (2020) vyuzili mikrosateli-
tové markery pro rodi¢ovskou analyzu, sledovani ifeni pylu a toku
genu u autochtonni populace smrku ztepilého v Thuringenském lese
(Némecko) vyuzivané pro sbér osiva. Podobné i SHIMONO et al. (2010)
vyuzili 8 SSR markert pro sledovani efektivity spraseni a vliv vzdale-
nosti doletu pylu u osiva ziskaného z potomstev jedinct v klonovém
archivu ve Svédsku.

Vyuziti biochemickych marker pro moznost kontroly identity RM
lesnich dfevin v pribéhu procesu ziskavani sadebniho materidlu je za-
kladem zavedeného systému ZiF-Verfahren (BEHM, KONNERT 2002;
KoNNERT, BEHM 2006) vyuzivaného v Némecku. Tento systém je za-
lozen na ziskavani a uchovavani referen¢nich vzork, které umoznuje
pribézné i nasledné porovnavani oddili RM a dale na vybéru vhod-
nych molekularnich metod a markerd. Uvedeny systém byl zpocatku
nastaven na vyuzivani izoenzymovych markert, které byly pozdéji na-
hrazeny markery s vyssi rozliSovaci schopnosti (nEST- PCR markery,
SSR markery). Pro moznost kontroly identity oddiléi RM jsou vhodné
markery vykazujici spiSe stfedni genetickou variabilitu, ale jsou do-
statecné variabilni na Grovni sledovanych souborti (KONNERT, BEHM
2006).

V nadi studii bylo na zdkladé zhodnoceni provedenych analyz u 1920
vzorkll pomoci 26 testovanych mikrosatelitovych markert vybrdno
7 markertt s odpovidajici vypovédni hodnotou: PAAC23, SpAG2,
WS00111.K13, WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.H08, WS0023.
B03. EST-SSR markery WS00111.K13, WS00716.F13, WS0022.B15,
WS0073.H08, WS0023.B03 vyuzil ve studii zaméfené na sledovani
genetické diverzity a struktury péti autochtonnich populaci smrku
ztepilého v Srbsku STOJNIC et al. (2019). V piipadé uvedené studie se
v souboru 150 jedincti nejvice polymorfni jevil lokus WS00111.K13
(29 alel) a déle lokus WS0023.B03 (26 alel), v nami analyzovanych
1920 vzorcich byl nejvice polymorfni lokus WS0023.B03 (34 alel),
jako nejméné polymorfni byl shodné vyhodnocen lokus WS0073.HO08.
I pomoci uvedenych SSR markert sledovali CvJETKOVIC et al. (2017)
variabilitu mezi zaloZenymi 4 testy potomstev v Bosné a Hercegoving,
ve studii vyuzili 11 mikrosatelitovych markert pro genetickou charak-
terizaci 360 jedinct pochdzejicich z 6 rozdilnych populaci. Pozoro-
vand heterozygotnost se v téchto sledovanych populacich pohybovala
v hodnotach 0,61-0,68, v nasich souborech byly tyto hodnoty v roz-
mezi 0,689-0,850. Hodnoty ocekavané heterozygotnosti se v popula-
cich v Bosné a Hercegoviné pohybovaly v rozmezi 0,63-0,71, v na-
$ich souborech byly hodnoty vys$si (0,787-0,864). Vyssi troven hod-
not olekdvané heterozygotnosti zjisténé v nasich souborech vzorki
(v priméru 0,863) odpovidaly hodnotam, jez zjistila NowaKowsKa
et al. (2014) v porostech smrku ztepilého v Polsku (0,853). Stanovené
hodnoty Shannonova informa¢niho indexu byly v nasich souborech
vzorku 1,961-2,371. BINOVA et al. (2020) ve své studii genetické struk-
tury rozdilnych ekotypt smrku ztepilého v Ceské republice vyuzili
11 SSR markerd, mezi nimi i WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.
HO08, WS0023.B03, PAAC23 a SpAG2. V souboru 450 analyzovanych
jedinct bylo zjisténo nejvice alel u lokusu PAAC23 (36) a nejméné
u lokusu WS0073.H08 (7), v nasi studii jsme u lokusu PAAC23 zjistili
22 alel a u lokusu WS0073.H08 shodné nejméné alel (8). Hodnota po-
zorované heterozygotnosti u sledovanych 3 ekotypovych skupin byla
0,601, tedy niz$i nez u naseho souboru vzorku (0,857). SHIMONO et
al. (2010) pouzili pro genetickou charakterizaci 50 klonti v klonovém
archivu smrku ztepilého i marker SpAG2, u tohoto lokusu detegovali
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15 alel a hodnota pozorované heterozygotnosti H, byla 0,88, coz je
srovnatelné s nasim zjisténim (19 alel a H_ 0,84). Stejny lokus pouzili
pro studium genetické diverzity u 10 rozdilnych provenienci smrku
ztepilého v Polsku i Krisz et al. (2019), v souboru 495 stromu zjistili
u lokusu SpAG2 23 rozdilnych alel a didle ANDROSIUK et al. (2013),
kde v souboru 456 jedincti smrku ztepilého z 9 populaci ve Svédsku
detegovali u tohoto lokusu 21 alel.

WoJNICKA-POLTORAK et al. (2013) sledovali pomoci izoenzymovych
markerl zmény genetické struktury a diverzity u vékové rozdilnych
skupin populace smrku ztepilého v Bélovézském pralese, pomoci 26
markert zjistili snizeni hodnot pozorované heterozygotnosti u dospé-
lych jedincii v porovnani se semenacky. Pti porovnani nasich vékové
rozdilnych skupin (osivo — semendacky — sazenice) nebyly statisticky
vyznamné zmény v hodnotach pozorované heterozygotnosti zjistény.

BiNoOVA et al. (2020) pomoci analyzy molekularni variance (AMOVA)
zjistili 3% varianci mezi sledovanymi skupinami a 23% mezi jedin-
ci smrku ztepilého v CR, u ndmi sledovanych soubort vzorki byla
zji$téna 4% variabilita mezi jednotlivymi soubory a mezi jedinci 10%.
Kuisz et al. (2019) pfi sledovani genetické diverzity u 10 rozdilnych
provenienci smrku ztepilého v Polsku zjistili variabilitu mezi sledova-
nymi proveniencemi pouze 1%, podobné téZ ANDROSUIK et al. (2013)
mezi 9 populacemi ve Svédsku detegovali 0,87% variabilitu. Podle
kvalitativni interpretace hodnot F. (WRIGHT 1943), hodnotici miry
vzdjemné genetické diferenciace (Pairwise Population Fst Values)
mezi sledovanymi soubory vzorku v nasi studii byly zji$tény hodnoty
0d 0,003 do 0,038, tedy mald geneticka diferenciace, ale hodnoty jsou
vy$$i v porovnani s hodnotou Fst (0,008) ze studie s rozdilnymi ekoty-
py smrku ztepilého na tizemi CR (BiNovA at al. 2020) a s hodnotami
Fst (-0,0018-0,026) zjisténymi mezi 9 populacemi smrku ztepilého ve
Svédsku (ANDROSUIK et al. 2013). Analyzou Structure rozligili Stoj-
NIC et al. (2019) 5 populaci smrku ztepilého v Srbsku; tato analyza
ukdzala rozdily i mezi ndmi sledovanymi oddily RM smrku ztepilého.

ZAVER

Cilem préace bylo ovéfit moznosti vyuziti objektivnich metod DNA
analyz pro ovéfovani deklarovaného pivodu RM smrku ztepilého
v priibéhu sledovani identity semenného materidlu od sbéru osiva az
po dopéstovani sazenic. V pribéhu 3 let byly ziskany referen¢ni vzor-
ky, u kterych byly provedeny analyzy mikrosatelitovych markert a zis-
kané genetické kompozice sledovanych oddilii sadebniho materialu
osmi uznanych jednotek byly po statistickém zpracovani porovnany.
Pro potteby nastaveni metodického postupu kontroly deklarovaného
pavodu RM bylo vybrano 7 optimalné polymorfnich markert s do-
state¢nou vypovidaci hodnotou pro nésledné zhodnoceni genetické
struktury sledovanych oddilti sadebniho materidlu smrku ztepilého.
U vybranych markert byly optimalizovany postupy PCR a fragmen-
ta¢nich analyz. Pomoci provedené analyzy Structure byly ziskané pro-
fily 8 sledovanych oddilt (UJ) rozdilného piivodu mezi sebou odlisi-
telné.

Ziskané postupy lze nasledné vyuzit v kontrolnich systémech statni
spravy a pro zvySeni spotfebitelské ochrany vlastniki lesa a producen-
t sazenic. Nastaveni objektivniho zptisobu kontroly deklarovaného
puvodu reprodukéniho materidlu lesnich drevin je soucasti plnéni po-
vinnosti CR jako ¢lenské zemé EU.

Podékovani:

Vysledek vznikl za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucional-
ni podpora MZE-RO0118 a v ramci feseni vyzkumného projektu
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VYUZITi DNA MARKERU PRO KONTROLU DEKLAROVANEHO PUVODU REPRODUKCNIHO MATERIALU SMRKU ZTEPILEHO

USE OF DNA ANALYZES FOR VERIFYING THE DECLARED ORIGIN OF NORWAY SPRUCE REPRODUCTIVE
MATERIAL

SUMMARY

Identity of forest tree reproductive material is essential in artificial forest regeneration. A certain proof of origin is important for tracing back
forest reproductive material. The Czech Republic as a member state of the European Union has the obligation to create a functioning control
system for determination of forest reproductive material. This commitment is also based on international legislation (Council Directive
1999/105/EC on the marketing of forest reproductive material on the market). Its aim is to ensure clear identification of reproductive material
from the acquisition to delivery to the consumer. The Directive 1999/105/EC is transposed into national legislation by Act No. 149/2003 Coll.,
on the marketing of forest reproductive material of forestry importance and artificial hybrids, intended for forest regeneration and afforestation,
and amending certain related acts (Act on Trade in reproductive material of forest trees), as amended, the provisions of which include
appropriate adjustment control measures. The existing legal regulations on forest reproductive material in the Czech Republic provide only the
inspection of the master certificates and delivery papers as a control measure. The aim of the work was to verify the level of genetic diversity,
heterozygosity and other genetic characteristics of selected samples of Norway spruce reproductive material based on analyses of microsatellite
(SSR) markers, to determine genetic similarity of monitored sources of forest reproductive material (units of forest reproductive material),
and to verify suitability of methodology for monitoring identity of Norway spruce reproductive material. DNA analyses were performed on
1920 samples of plant material from 8 selected sources of reproductive material. Sampling of reference samples was performed from the sets
and units of reproductive material listed in Table 1. Seed collections for units of reproductive material was done from 35-60 trees from 8
recognized stands. Sampling of material to analyses was carried out over 3 years. From each of 8 reproductive material units there were analysed
60 samples from raw cones seeds, 60 samples from seeds after extraction and cleaning, 60 samples from seedling production and 60 samples from
transplanted plant. The genomic DNA was extracted by the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer s
instruction. Seven polymorphic markers (PAAC23, SpAG2, WS00111.K13, WS00716.F13, WS0022.B15, WS0073.H08, WS0023.B03) with the
corresponding predictive value were selected from the original set of 26 tested microsatellite markers. PCR and fragment analysis procedures
were optimized for selected markers. PCR products were separated by capillary electrophoresis using the Applied Biosystems 3500 genetic
analyser. The statistical programs CERVUS (KaLINOWSKI et al. 2007), GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012), the Bayesian clustering
method implemented in the software STRUCTURE 2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009) were used
to analyse the genetic data. PCR products of the selected markers generated simple patterns and provided variable expected sizes of alleles.
The genetic diversity parameters with the primer sequences of the studied markers are reported in Table 2. The most polymorphic locus was
WS0023.B03 and the least was WS0073.HO08. Genetic diversity characteristics of the 32 Norway spruce sample sets are given in Table 3. Nefi’s
genetic distances among 32 Norway spruce sample sets ranged from 0.04 to 0.325, and they are presented in Fig. 1, constructed on the basis of
principal coordinate analysis (PCoA). The results of the AMOVA showed that variation among individuals was 10% and among the observed
sample sets it was 3%. Pairwise population F values ranging from 0.003 to 0.038 indicated low genetic differentiation between observed sets of
sample. The structuring of investigated Norway spruce sample sets was also confirmed by various proportions of genetic profiles according to the
Bayesian clustering method results (Fig. 2). Using the performed Structure analysis, the obtained profiles of 8 monitored units of reproductive
material (4 sample sets from one units) of different origin were distinguishable from each other.

These methodological procedures could be used in state control systems of forest reproductive material origin, and in order to increase consumer
protection of forest owners and nursery production in the Czech Republic.
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