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METHODOLOGY OF USING DNA MARKERS FOR
THE SYSTEM OF CONTROL OF DECLARED ORIGIN
OF REPRODUCTIVE MATERIAL OF NORWAY SPRUCE

Abstract

The aim of this methodology is to present the possibilities of using objective
methods of DNA analysis to verify the declared origin of reproductive material of
Norway spruce in the Czech Republic. The methodology describes the processes
of sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain reaction (PCR),
separation and sizing of amplification products, and molecular data calculations.
The methodological procedures are based on a study of monitoring of reproductive
material identity, which was realized during three years, i.e. from the seed collection
to transplanted plants production. Analyses of microsatellite markers were
performed on 1920 samples of the 32 sets of reproductive material from 8 selected
sources of forest reproductive material (units of forest reproductive material) and
the genetic compositions of sets were compared after statistical processing. 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 Bayesion 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. These methodological procedures could be used in the state control
systems of verifying declared origin of Norway spruce forest reproductive material
and to increase consumer protection of forest owners and nursery producers in the
Czech Republic.

Keywords: Norway spruce; control systems; forest reproductive material origin,
microsatellites

Oponenti: Ing. Vlasta Knorova, DiS., Ministerstvo zemédélstvi CR, odbor
hospodarské upravy a ochrany lest
RNDr. Slavomir Rakousky, CSc., odborny konzultant, Ceské
Budgjovice



Adresy autorii:

Ing. Pavlina Méchov4, Ph.D."
Ing. Helena Cvré¢kova, Ph.D.V
Ing. Olga Tr¢kovaV

Ing. Josef Cafourek, Ph.D."
Ing. Ladislav Simerda, Ph.D.?

YVyzkumny ustav lesnitho hospodafstvi a myslivosti, v. v. i.
Strnady 136, Jilovisté 252 02

JLesy Colloredo-Mansfeld s.r.o.

e-mail: machova@vulhm.cz, cvrckova@vulhm.cz, trckova@vulhm.cz,
Joset.Cafourek@seznam.cz, simerda@colloredo.opocno.cz


mailto:machova@vulhm.cz
mailto:cvrckova@vulhm.cz
mailto:trckova@vulhm.cz
mailto:Josef.Cafourek@seznam.cz

Obsah:

I  CIL METODIKY ..ooiiioerriisnnsssssssnsssssnsssssssnsssssssssssssssssssssnsssssnns 7
II VLASTNI POPIS METODIKY ..oeuuuuuerrrsrrrrrrerreremmmemmsssssssssnsssssns 7
1 L« 7

2 Metodicky POStUP ..cicrrererererararrrsrsrarsrsrssarssssssarssssnsnsnsnns 9

a Odbér vzorkid a postupy izolace DNA ........ccocirnrermunnianns 9

b Postupy PCR amplifikace .....c.ccvicmimmicmminmmanmsnnssannnnns 11

c Postupy elektroforézy v agarézovém gelu ................. 15

d Postupy fragmentacni analyzy

a hodnoceni PCR produktl ....cccirereimimnreinnmnreinsmnrannnnes 16

e Zpracovani molekularnich dat .....cccicivcniicrcicc e 17

III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU ...cccerrrrriiiiiiriiiicccscccnnnns 18

IV POPIS UPLATNENI METODIKY ..oeeerrrirriirerriinsissssssssssssnsnns 19

v EKONOMICKE ASPEKTY .eeuuuuuurririrrsrsrrrrrrssnennnsssssssssssssssnes 21

17 SN 5 =1 o3 4 .Y o] =3 23

VII SEZNAM POUZITE SOUVISEJICI LITERATURY ....cceeeeeees 23
VIII SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY

METODICE .ioiiiiiiiiiiicissssssssssssnsnnnsssnesseessessssssssssssssssssnnnnnnns 26

SUMMAKY tuetuerueriesuesnasne s sma st s s saassasssssssssssssssssnsssssnnsnssnssnnsnnnnns 27



Zkratky pouzité v textu:

DNA deoxyribonukleova kyselina

nSSR  nuclear Simple Sequence Repeats (jaderné mikrosatelity)
SSR  Simple Sequence Repeats (mikrosatelity)

PCR  Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)



I CIL METODIKY

Cilem prace bylo zpracovat metodické postupy analyz DNA s vyuzitim vybranych
mikrosatelitovych markert pro moznost ovéreni genetické struktury a sledovani
identity oddili reprodukéniho materidlu (RM) smrku ztepilého v raznych fazich
zpracovani, od sbéru semenného materidlu aZ po dopéstovani sadebniho materialu.
Ziskané postupy lze nasledné vyuzit v kontrolnich systémech statni spravy a pro
zvy$eni spottebitelské ochrany vlastniku lesa a producentii sazenic.

II VLASTNI POPIS METODIKY

1 Uvod

Umél4 obnova lesa zfistava v ramci Ceské republiky prevazujicim zptisobem zakl4-
dani porostil. Na rozdil od zemédélstvi se v lesnim hospodatstvi pracuje vétsinou
s ptivodnimi druhy (a ¢aste¢né dosud i populacemi) lesnich dfevin a jednou z hlav-
nich podminek tspésné umélé obnovy lesa je pouziti sadebniho materialu vhod-
ného ptvodu. Zajisténi této podminky je spojené s potiebou evidovat horizontalni
i vertikalni prenosy reprodukéniho materidlu (RM) lesnich dfevin, s cilem udrzet
vysokou a kvalitni hospodafskou produkci a zajistit ochranu ptirozeného genofon-
du domacich populaci. V lesnim hospodaistvi CR dochazi kazdoro¢né k pohybu
zna¢ného mnozstvi RM lesnich dfevin a i z tohoto dtivodu je nutné, aby opravnéné
statni organy mély k dispozici G¢inné metody, kterymi Ize podpotit ¢i vyloudit de-
klarovany ptvod. Velkd ¢ast sadebniho materidlu péstovaného v lesnich $kolkdch
pochadzi z osiva z lesnich porosti, coz jsou zpravidla pfirozené populace s vysokou
genetickou diverzitou (kdy navic je genetickd struktura konkrétniho oddilu osiva
podle roku sbéru jind), a to je i diivodem, pro¢ je soucasny evropsky systém garance
ptivodu RM lesnich dfevin postaven na principu pravidelnych dfednich kontrol
v kombinaci s povinnosti vedeni evidenci. Vyvoj biochemickych a molekularnich



metod vyuzivanych i u lesnich dfevin oteviel v této slozité problematice kontroly
identity lesniho RM nové moznosti.

Genetickou skladbu organismu a jejich variabilitu na urovni populaci a jedinct
lze stanovit pomoci DNA markert (napf. mikrosatelitové markery), které jsou
zalozeny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od izoenzymo-
vych markert nereaguji na environmentdlni zmény. Mikrosatelitové markery (SSR
markery) jsou vyuzivany pro ovérovani deklarované klonové identity zdroji re-
produkéniho materidlu smrku ztepilého naptiklad v semennych sadech, klono-
vych archivech (MAcHOVA et al. 2014; CvRCKOVA et al. 2018), a déle pro studium
genetické struktury a diverzity smrkovych porostt (ScoTTI et al. 2000, 2002, 2006;
RUNGIS et al. 2004; MELONI et al. 2007; TOLLEESRUD et al. 2009; FLucH et al. 2011;
UNGER et al. 2011; NowaKOwSKA et al. 2014; CVJETKOVIC et al. 2017; VERBYLAITE
et al. 2017).

Vyuziti biochemickych markert pro moznost kontroly identity RM lesnich dfevin
pti procesu ziskavani sadebniho materialu je zakladem zavedeného systému ZiF-
-Verfahren (BEEM, KONNERT 2002; KONNERT, BEHM 2006) vyuzivaného v Némec-
ku. Tento systém je zalozen na ziskdvani a uchovavani referen¢nich vzorkd, které
umoznuje prubéiné i nasledné porovnavani oddils RM a déle na vybéru vhod-
nych molekularnich metod a markert. Uvedeny systém byl zpoc¢atku nastaven na
vyuzivani izoenzymovych markert, tyto byly pozdéji nahrazeny markery s vyssi
rozliSovaci schopnosti (nEST - PCR markery, SSR markery). Pro moznost kontroly
identity oddiltt RM jsou vhodné markery, které vykazuji spiSe stfedni genetickou
variabilitu a zdroven jsou dostate¢né variabilni na urovni sledovanych soubort
(KONNERT, BEHM 2006).

Utéelem zpracovévanych metodickych postupt bylo pro moznost ovéfovani podob-
nosti genetické struktury vybranych oddilt RM smrku ztepilého vybrat vhodné
jaderné mikrosatelity (nuclear simple sequence repeats (nSSR) markery) s dostacu-
jici genetickou variabilitou, ovétit vhodny pocet odebiranych referen¢nich vzorki
pfi procesu provozniho nakladdni s RM a zpracovat vhodné postupy vyhodnoceni
genetickych analyz. Ziskané metodické postupy kontroly identity RM smrku ztepi-
1ého pomoci aplikace molekuldrnich metod Ize nasledné vyuzit v kontrolnich systé-
mech statni spravy a pro zvyseni spotfebitelské ochrany vlastnikii lesa a producentti
sazenic.



2 Metodicky postup

Nastaveni metodického postupu sledovani identity RM pomoci DNA analyz vy-
chézelo z poloprovozni modelové studie, ve které byly analyzy vybranych SSR mar-
kerti provedeny u 1920 vzorki rostlinného materialu z 8 zdroji reprodukéniho
materialu (uznanych jednotek, UJ) smrku ztepilého. Odbéry referenénich vzorki
z oddilt (UJ) byly realizovany v pribéhu 3 let. Sbéry semenného materialu byly
provedeny z 35-60 stromi z uznanych porostd. V pribéhu zpracovani semenné
suroviny bylo odebrano a analyzovano 60 vzorku semen ze $iSek pred zpracova-
nim a 60 vzorkt z osiva po vylusténi, pfi nasledné produkci sadebniho materialu
v poloprovoznich podminkach bylo odebrano a analyzovano 60 vzorki z produk-
ce semenacku a 60 vzorkt ze Skolkovanych sazenic. Odbéry vzorkd byly prove-
deny metodou nahodného vybéru tak, aby v sebranych souborech byly zahrnuty
reprezentativni vzorky z celé sledované U]J. Piehled oddilt reproduk¢niho mate-
ridlu a oznaceni jednotlivych analyzovanych soubort vzorki je uveden v pfiloze
(Tab. 2.)

a Odbér vzorkili a postupy izolace DNA

Pro sledovani identity RM je velmi dulezité ziskat vzorky DNA ve vysoké kvalité.
Odbéry je proto nutné provadét z rostlinného materialu narostlého v daném roce,
v piipadé smrku ztepilého jsou to mladé jehlice ze semenacki a rozpracovaného
sadebniho materialu, v pfipadé analyz u osiva lze k izolaci DNA vyuzit embrya.
Starsi jehlice 1ze také pouzit, ale z dtivodu vy$siho obsahu fenolickych latek a poly-
sacharachidu se sniZuje kvalita i kvantita izolované DNA, coz mtize zkomplikovat
prubéh navazujici PCR pro ziskani jednozna¢nych a reprodukovatelnych amplifi-
kovanych lokust. Pti zpracovani vétsiho poctu vzorki je 1épe odebirat mladé jeh-
eviden¢ni kontrola, aby nedoslo k zdméné mezi vzorky. Vzorky se tedy pfi odbéru
oznadi, ukladaji se do mikroténového sacku a udrzuji se pri nizké teploté (chladové
tagky s namrazenymi destickami) a co nejrychleji se prepravi ke zpracovani v labo-
ratofi. DNA lze izolovat okam?zité z takto Cerstvé odebranych vzorku rostlinného
materidlu. V pfipadé, Ze izolace DNA neni provedena ihned po ptijmuti vzorkd, je
nutné vzorky po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na
vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do -20 °C. Dal$i moznosti jak uchovat
vzorky je jejich vysu$eni za pomoci lyofilizatoru a poté jejich vzduchotésné uzavie-
ni ve vhodnych nadobach (lze pouzit plastové falkonky, scintila¢ni lahvi¢ky s dobre



tésnicim uzavérem). Takto zpracovany (lyofilizovany) material je snadnéji zpraco-
vatelny pii nasledném tfeni vzorkd, odpada nutnost drzet homogenizované vzorky
na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se nejlépe osvédcila metoda vyuzivaji-
ci soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu
(Quick-Start Protocol). Pfed zahdjenim vlastniho postupu izolace se pfidd ethanol
ke koncentratim pufrd AW1 a AW2. Inkuba¢ni lazen se nechd nahtivat na 65 °C.
V pripadé vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se pro jejich odstranéni roztoky
nahfeji.

Protokol izolace DNA z rostlinnych pletiv s pouzitim Dneasy Plant Mini Kitu:

1.

Maximalni mnozstvi vychoziho éerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v pri-
padé lyofilizovaného pletiva 20 mg, rostlinné pletivo je potieba rozdrtit na pra-
$ek, napriklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navézeny rostlinny
materidl v tfecich miskdch. Utfeny materidl se pfenese do 1,5ml mikrocentri-
fugaéni zkumavky.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nasledné 4 ul RnazyA,
pomoci vortexu je nutné obsah ditkladné protfepat. Ziskana smés se nechd in-
kubovat 10 minut pti 65 °C, béhem inkubace se musi smés promichavat 2-3x
pfevracenim zkumavek.

Prida se 130 pl pufru P3, kréatce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 mi-
nut na ledu a poté centrifuguje 5 minut pti rychlosti 14 000 rpm.

Vznikly lyzat se prepipetuje do QIAshredder Mini Spin kolonky umisténé v 2ml
zkumavce (collection tube) a centrifuguje 2 minuty pfi rychlosti 14 000 otacek
za minutu (rpm).

Prefiltrovana frakce se prepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugaéni zku-
mavky s ode¢tenim ziskaného objemu. Davame pozor, abychom nenabrali pti-
padny pelet.

Pfidame pufr AW1 v mnozstvi odpovidajicimu 1,5ndsobku objemu odebrané
frakce a ihned opakovanym nasavanim a vypousténim z mikropipety vzniklou
smés promichame.

Odpipetujeme 650 ul smési a premistime do Dneasy Mini spin kolonky
umisténé v 2ml zkumavce (collection tube) a centrifugujeme 1 minutu pfi
8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu odstranime. Opakujeme tento krok se
zbytkem vzorku.

Dneasy Mini spin kolonku umistime do nové 2ml zkumavky, pfidame 500 pl
pufru AW2 a centrifugujeme 1 minutu pfi 8 000 rpm, prefiltrovanou kapalinu
odstranime.
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9. Ptidame dal$ich 500 ul pufru AW?2 a centrifugujeme 2 minuty pfi rychlosti
14 000 rpm. Poté vyndame opatrné Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky,
abychom se nedotkli proteklé kapaliny.

10. Pfeneseme Dneasy Mini spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zku-
mavky.

11. Pfidame 100 pl AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu Dneasy Mini
spin kolonky. Nechame inkubovat 5 minut pfi pokojové teploté a poté centrifu-
gujeme 1 minutu pfi rychlosti 8 000 rpm.

12. Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluétu.

Pozadované ptistrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, digitalni suchd lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikrozku-
mavky (-20 °C LABTOP COOLERS), mrazici box, sada pipet a pfislusné (sterilni)
$picky, sterilni mikrozkumavky Eppendorf 1,5 ml s vi¢ky, susicka nebo sterilizator

Kvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskani pozadovanych PCR amplifikatu.
U vyizolované DNA Ize zjistit jeji koncentraci v ng/ul a ¢istotu na zakladé poméru
absorbanci pfi 260 nm a 280 nm spektrofotometrem na mikroobjemy. Hodnoty pro
optimalni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7-1,9, niz$i nebo vyssi hodnoty
indikuji pritomnost dalsich nezadoucich latek (napt. proteind, fenolickych latek).
Vzorky DNA s koncentraci nad 50 ng/ul je vhodné pro optimalni priibéh PCR am-
plifikace nafedit AE pufrem na koncentraci 20-30 ng/pl.

b Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) - ja-
derné mikrosatelity. Z testovanych mikrosatelitovych markert bylo pro uéely kon-
trolniho systému vybrano 7 optimélné polymorfnich jadernych mikrosatelitovych
lokustt PAAC23, (ScorTr et al. 2000), SpAG, (MELNIKOVA et al. 2012), WS00716.
F13, WS0022.B15, WS0073.H08, WS00111.K13 a WS0023.B03 (RUNGIs et al. 2004)
viz Tab. 1. Vybrané mikrosatelitové markery maji charakter dvounukleotidovych
motivii a kromé markeru SpAG, byly odvozeny z kodujici oblasti jaderného geno-
mu (expressed sequence tags — simple sequence repeats). Pro ziskani amplifika¢-
nich produktt téchto lokust byly optimalizovany reakéni smési a teplotni cykly
polymerazové fetézové reakce (PCR) a vypracovany protokoly. Z déivodii ¢asovych
i finan¢nich uspor byly PCR amplifikace 7 vybranych mikrosatelitovych lokusti
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sestaveny do dvou multiplexti. Reak¢ni smési je nutné pfipravovat na ledu nebo
chladové desti¢ce, DNA polymerdzu pfipipetujeme do smési jako posledni reakéni
slozku a to zptisobem, Ze ji vyjmeme pfimo z mraziciho boxu jen na nutnou dobu
aplikace.

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primer(

Velikost PCR

Lokusy Sekvence primerl (5°-37) produktd (bp)

F: TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG
PAAC23 R: CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC 266-312

SHAG F: GCTCTTCACGTGTACTTGATC 83-121
PAS, R: TTCGAAGATCCTCCAAGATAC

F: TCAAGTAATGGACAAACGATACA
WS00716.F13 R: TTTCCAATAGAATGGTGGATTT 204-2%0

F: TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG
WS0022.B15 R: TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA 172-210

F: TGCTCTCTTATTCGGGCTTC
WS0073.HO8 1. A AGAACAAGGCTTCCCAATG 196-216

F: GACTGAAGATGCCGATATGC
WSO0T1.KI3 1. GGCCATATCATCTCAAAATAAAGAA 211-267

F: AGCAGCTGGGGTCAAAGTT
WS0023.803 R: AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG 166-232

Protokoly PCR:

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primert a priklad fluorescenéniho
oznaceni forward primeru):

PAAC23 F - 4 uM (6FAM), PAAC23 R - 4 uM

WS0022.B15 F - 4 uM (NED), WS0022.B15 R - 4 uM

WS00716.F13 F - 4 uM (VIC), WS00716.F13 R - 4 uM

Forward (F) i revers (R) primery nafedime na zasobni roztoky 100uM koncentrace
(100 pmol/ul) pomoci TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8,0, 0,01 mM EDTA). Pfi-
pravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle po¢tu analyzova-
nych vzorkt (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primert
PAAC23 F - 4 ul, PAAC23 R - 4 pl, WS0022.B15 F - 4 pl, WS0022.B15 R - 4 yl,
WS00716.F13 F - 4 pl, WS00716.F13 R - 4 ul a doplnime 76 pl TE pufru).
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Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCl, pH 8,0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku
ptipravime z 10 ul 1M Tris - HCl a 0,2 pl 0,5M EDTA, doplnime H,O (molecular
biology reagent) (Sigma - Aldrich) do 10 ml.

Optimalizovany protokol v celkovém objemu 15 pl na 1 vzorek s vyuzitim Type-it®
Microsatellite PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany)

Reakéni smés Objem na 1 vzorek
H,O RNase - free 5l
Qiagen Multiplex 7,5l
Primers Mix 1,5 ul

Pfidat 1 pyl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Krok  Teplota Cas Popis
1. 95°C 15 min Pocate¢ni denaturace
26x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 30 sec Denaturace
53 °C 90 sec Annealing
72°C 30 sec Elongace
1x

60 °C 30 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikatd

Uvedené chemikalie kromé primert jsou soucasti komeréniho kitu Type-it® Micro-
satellite PCR Kit.

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primeri a ptiklad fluorescen¢niho
oznaceni forward primera):

SPAG, F - 2 uM (6FAM), SpAG, R - 2 uM

WS0023.B03 F - 4 uM (6FAM), WS0023.B03 R - 4 uM

WS0073.HO8 F — 4 uM (NED), WS0073.HO8 R - 4 uM

WS00111.K13 F - 4 uM (VIC), WS00111.K13 R - 4 uM

13


http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413
http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413
http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413
http://www.bioconsult.cz/cs/shop/print/4413

Provedeme natedéni primert na zasobni roztoky 100uM koncentrace jako u mul-
tiplexu 1.

Pfipravime smés z primert v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analy-
zovanych vzorkd (napf. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zdsobniho roztoku pri-
merti SpAG, F - 2 I, SpAG, R - 2 pl, WS0023.B03 F — 4 ul, WS0023.B03 R - 4 l,
WS0073.HO8 F - 4 pl, WS0073.HO8 R — 4 ul, WS00111.K13 F - 4 pl, WS00111.K13
R -4 pl a doplnime 72 pl TE pufru).

Postup pripravy reakéni smési je stejny jako u multiplexu 1.

Teplotni rezim PCR
Krok Teplota Cas Popis
1. 95°C 15 min Pocate¢ni denaturace
26x opakovat od 2. do 4. kroku
94 °C 30 sec Denaturace
55°C 90 sec Annealing
4. 72°C 30 sec Elongace
1x
60 °C 30 min Finalni elongace
6. 4°C Ulozna teplota  Chlazeni amplifikat(

Pozadované ptistrojové a materidlové vybaveni:

vortex, sada pipet a prislusné (sterilni) $picky, mikrozkumavky (stripy, desti¢ky
PCR 0,2 ml s vickem), box chladici na PCR mikrozkumavky, chladici desticka, cen-
trifuga, teplotni cyklova¢
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c Postupy elektroforézy v agarozovém gelu

Predbéiné hodnoceni ziskanych amplifika¢nich produkti se provadi pomoci ho-
rizontalni elektroforézy na 2% agarézovych gelech. Agaréza (Agarose SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahtivanim v 0,5 x TBE pufru
(Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K roz-
pousténi je vhodné pouzit mikrovlnnou troubu a proces rozpousténi je nutné sle-
dovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K vizualizaci amplifikovanych fragmentt
DNA se pouzivéa fluorescenéni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic acid Gel
Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze pridat hned do rozpusté-
ného teplého agarézového roztoku v poméru 1 : 10 000 a po promichani nalit do
formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hiebinky pro vytvoreni jamek na nanaseni
testovanych vzorki. Ztuhly gel se opatrné premisti do vany pro elektroforézu, vy-
jmou se hrebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok presahoval asi 0,5 cm
nad gel. Do jamek gelu se nanasi PCR amplifikaty (15 pl) smichané s 4 pl pufru (gel
loading buffer, Sigma — Aldrich). Pro porovnani velikosti ziskanych amplifikatt se
do vybraného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW EN-
GLAND Biolabs), 4 ul destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zdporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, je-
jich migra¢ni schopnost zavisi na jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu).
Potfebna doba trvani elektroforézy je kolem 30 minut pti napéti 60 V a dalsich
120-150 minut pfi napéti 100 V. Po probéhlé elektroforéze se gely dokumentuji pod
UV zafenim pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici
projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované pristrojové a materidlové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a prislu$né (sterilni) $picky, mikrovlnna trouba, vortex,
horizontalni elektroforéza se zdrojem, dokumenta¢ni systém s UV transluminato-
rem
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d Postupy fragmentacéni analyzy a hodnoceni PCR produkti

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentt v hodnotach part bazi se pro-
vadi na genetickém analyzatoru (napf. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazo-
va fetézova reakce musi byt provedena s fluorescenéné oznacenymi primery (pro
uvedeny typ analyzatoru na 5 ‘konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET) a PCR
amplifikaty musi byt pred fragmenta¢ni analyzou nasledujicim zptsobem denatu-
rovany na jednovldknové fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych vzorkt
napipetuji po 1 ul do 96jamkovych desti¢ek uréenych pro analyzatory a pak se ke
kazdému vzorku prida 11 ul smési ptipravené z formamidu (Hi-Di™ Formamide,
Applied Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ - 600 LIZ’ Size standard
v 2.0, Applied Biosystem). Smés se pripravuje v objemech 11 pl formamidu a 0,4 ul
velikostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu se kratce promicha. Po
napipetovani smési k amplifikatim se desticka kratce sto¢i na centrifuze, aby byl
roztok u dna jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94 ° C, nasleduje
prudké zchlazeni na ledu po dobu minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentti
DNA v tenké kapilare naplnéné specialnim polymerem. Polymer i zkoumany vzo-
rek je do kapildry napliovan automaticky. Detekce fragmentovanych usekil je za-
lozena na hodnoceni fluorescence z fluorescenéné oznacenych primert po excitaci
laserovym zafenim. Pristroj je schopen soubézné detekovat vicebarevnou fluores-
cenci, to umoznuje v multiplexovém usporadani hodnotit najednou vice markert,
coz je z ¢asovych i finan¢nich diivodt velmi vyhodné. Pro jejich spravnou identi-
fikaci po probéhlé analyze je nutné jejich kombinaci sestavit z hlediska velikosti
jejich alel a fluorescen¢niho zabarveni primert.

Sedm vybranych lokusti lze seskupit pro fragmenta¢ni analyzu do 2 béhd. Prv-
ni béh se skldda z PCR produktt multiplexu 1 (amplifikované lokusy PAAC23,
WS0022.B15, WS00716.F13) a druhy béh z PCR produktti multiplexu 2 (amplifiko-
vané lokusy SpAG,, WS0023.B03, WS0073.H08, WS00111.K13).

Hodnoceni velikosti amplifika¢nich produkttl se provadi pomoci softwarového
programu GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems), ktery z vysledku méteni velikost-
niho standardu, jenz je pridavan ke kazdému vzorku, stanovi kalibra¢ni ktivku a na
jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentt.

Pozadované pfistrojové a materidlové vybaveni:

sada pipet a prislusné $picky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, geneticky ana-
lyzator
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e Zpracovani molekularnich dat

Smrk ztepily ma diploidni sadu chromozomii. U sledovaného lokusu ziskame pro
kazdého jedince dvé shodné alely v pripadé homozygota, nebo v pripadé hetero-
zygota dvé rtizné hodnoty alel. Pro moznost srovnani genetickych struktur oddila
RM se velikosti alel z hodnocenych lokusti pro sledované soubory vzorki jednotli-
vych oddilt statisticky zpracovavaji pomoci statistickych programii GenAlEx 6.503
(PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) a STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; Fa-
LUSH et al. 2003, 2007; HuBisz et al. 2009). Pomoci programu GenAlex 6.503 se
ziskava ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které Ize vypocitat
na zakladé Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NE1 1972), grafické znazorné-
ni je umoznéno pomoci analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis

e

jsou si srovnavané soubory geneticky blizsi.

Pro moznost porovnani popula¢ni struktury sledovanych soubort vzorku s vy-
uzitim multilokusovych genetickych dat se vyuzivd Bayesianskd metoda imple-
mentovana v softwaru STRUCTURE 2.3.4. U smrku ztepilého se vzhledem k niz-
kym hodnotdm F_. (vzdjemné diferenciace mezi porosty) v programu nastavuje
model Lock prior. Optimalni hodnota K (pocet klastri1) se zjistuje pomoci progra-
mu STRUCTURE HARVESTER (EARrL, HoLpT 2012). Identita sledovanych sou-
boru vzorku se dale zjistuje porovnanim barevné odlisnych proporci jednotlivych
Kklastrti ziskanych jako vysledek popula¢ni analyzy Structure (grafické vyjadieni
Bar plot). Pro nastaveni metodického postupu sledovani identity RM pro praxi
bylo provedeno statistické porovnani genetickych struktur u soubort s rtiznymi
pocty vzorkt (soubory o velikosti 60 vzorki, 30 vzorki, 20 a 10 vzorkd z jednot-
livych sledovanych oddild RM osmi uznanych jednotek). Vysledky zpracovaného
statistického zhodnoceni pro soubory rtzné velikosti ve formé grafického zpra-
covani genetickych vzdalenosti analyzou hlavnich koordinat PCoA a grafického
zpracovani vysledku popula¢ni analyz (porovnani proporci jednotlivych klastrii
ve sledovanych souborech a zji$téni jejich podobnosti) jsou uvedeny v piiloze
(Obr. 1-8). Nejvice vypovidajici jsou vysledky (odliSené zdroje RM) ziskané ana-
lyzou 60 jedinct ve srovnavanych souborech, coz je ve shodé s obecnymi principy
popula¢ni genetiky.
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III SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V souvislosti se vstupem CR mezi ¢lenské zemé ES byla do narodni legislativy
transponovana smérnice Rady 1999/105/ES do zakona ¢. 149/2003 Sb. (ve znéni
pozdéjsich predpisi). Kazda ¢lenska zemé ES je povinna vytvorit kontrolni sys-
tém k zajisténi zachovani pravdivé identity (informace o ptivodu) daného oddilu
RM od jeho ziskani az po dodavku kone¢nému spotiebiteli (MALA et al. 2013).
V CR je stavajici systém kontroly odk4z4n na ptisny dohled zaméfeny na evidenci
a kontrolu pohybu RM. K ptipadiim porusovani ustanoveni legislativnich pravidel
muze dochdzet prakticky ve vSech fazich procesu, poc¢inajiciho volbou zdroje pro
sklizen plodii nebo osiva, jeho vyuzivanim pro sbér, od sklizné az po vysev nebo
vysadbu semenack ¢i sazenic. K porusovani predpisi miize dochazet i ve vedeni
povinné evidence. Evidence nemusi byt bud vedena viibec, nebo je netplna ¢i do-
konce nespravnd, a to bud z neznalosti predpisii, z nedbalosti, nebo v extrémnim
piipadé miize dojit i k umysIné falzifikaci (SINDELAR 2000). V procesu naklid4ni
s RM lesnich dtevin v CR byly v priibéhu provadénych kontrol a dozoru povétenou
osobou UHUL zjistény nedostatky typu: nestandardné vystavend potvrzeni o pii-
vodu, chyby v predkladanych hlaseni dodavateltl o reprodukénim materialu v dr-
zeni a uvadéni do obéhu, nestandartni mnozstvi reprodukéniho materialu ziskana
z uznanych jednotek, nepiedlozend hlaseni dodavateld, existence reprodukéniho
materialu bez pivodu, mnozstvi vypéstovanych sazenic neodpovidajici mnozstvi
reprodukéniho materidlu na potvrzeni o pavodu apod. (KoTrLA, PARIZEK 2008).
Nedostatkem pouzivaného kontrolniho systému je nemoznost dokazat piipad-
né porus$eni pravnich predpisti objektivni metodou, ktera by umoznila ovéfeni
skute¢ného ptivodu vybraného vzorku RM lesnich dfevin. Metody DNA analyz
pro ovérovani deklarovaného puvodu reprodukéniho materidlu smrku ztepilého
v pritbéhu sledovani identity semenného materidlu od sbéru osiva az po dopésto-
vani sazenic jsou tedy vhodnym dopliujicim ndstrojem pro jiz zavedeny systém
kontroly a dozoru nakladani s RM.

Novost postuptl pro moznost ovéreni genetické struktury a sledovani identity od-
dilt reprodukéniho materidlu (RM) smrku ztepilého v riznych fazich zpracovani
od sbéru semenného materidlu az po dopéstovani sadebniho materidlu spocivala
v vybéru 7 optimalné polymorfnich nSSR markerti (PAAC23, SpAG2, WS00111.
K13, WS00716.F, WS0022.B15, WS0073.H08, WS0023.B03) a jejich ovéfeni na sou-
borech vzorkt ziskanych v poloprovoznich podminkdch. Jednd se o SSR markery
vykazujici stfedni genetickou variabilitu, ktera predstavuje optimalni troven pro
rozliSovani genetické struktury soubortt RM. Amplifikace vybranych 7 lokust byly
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sestaveny do dvou multiplext a fragmenta¢ni analyzy na genetickém analyzatoru
do dvou béhd.

Na zakladé provedenych vyhodnoceni soubort s rtiznymi pocty jedinct (60, 30, 20,
10) v porovnavanych souborech lze deklarovat, Ze optimalni pocet jedincti umoz-
nujici potvrdit shodu v populaéni struktufe je 60, s tim, Ze orientaéni vypovidajici
vysledky lze dosdhnout i pfi sniZzeni poctu analyzovanych jedinct ve srovnavanych
souborech na 30. Stanoveni minimalniho poétu analyzovanych jedincii pro aplikaci
postuptt DNA analyz bylo realizovano s ohledem na ekonomickou proveditelnost
provéteni spornych piipadu identity RM pomoci DNA analyz.

IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Zpracované metodické postupy analyz DNA s vyuzitim vybranych vhodné poly-
morfnich mikrosatelitovych markert Ize vyuzit ke sledovani genetické struktury
pro ovéfovani identity oddili reprodukéniho materialu (RM) smrku ztepilého
v riiznych fazich procesu nakladani s RM, v obdobi od sbéru semenného materialu
az po dopéstovani sadebniho materialu.

V CR je stavajici systém kontroly odkazan na ptisny dohled zaméfeny na evidenci
a kontrolu pohybu RM. Povérenou osobou pro provadéni kontroly reprodukéniho
materidlu je dle Zakona 149/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist v ramci Ceské
republiky UHUL. Zpracované postupy DNA analyz uplatnitelné pti ovéfovani de-
klarovaného piivodu reprodukéniho materidlu smrku ztepilého v prabéhu sledo-
vani identity semenného materialu od sbéru osiva az po dopéstovani sazenic jsou
vhodnym dopliujicim ndstrojem pro pouzivany systém kontroly procesu nakladani
s RM, tyto postupy mohou byt vyuzity statni spravou a povéfenou osobou UHUL,
Brandys nad Labem pfi provadéni kontrolni ¢innosti u reprodukéniho materia-
lu lesnich dfevin. Respektovani ustanoveni o ziskédvani a péstovani reprodukéniho
materialu lesnich drevin a nakladani s nim, tak jak je uvedeno v platnych pravnich
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predpisech Ceské republiky, je jednou z podminek a predpokladi f4dného hospo-
dafeni v lesich. Volba vhodného reprodukéniho materialu, evidence a jeho pouzi-
véni v souladu s platnymi predpisy je zakladem hodnoty budoucich lest (SINDELAR
2000). Ziskané postupy lze vyuzit pro zvyseni spotiebitelské ochrany vlastnik lesa
a producentt sazenic.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybra-
nych lokust, elektroforézy, fragmentaéni analyzy a zpracovani molekularnich dat.
Byly zvoleny mikrosatelitové markery s optimalni mirou polymorfismu (Tab. 1),
které byly odzkouseny v provedené poloprovozné zalozené studii u soubort vzorki
rostlinného materidlu z 8 zdroji reprodukéniho materidlu (UJ) smrku ztepilého
(Tab. 2). V priloze jsou uvedeny i priklady grafickych vystupt ukazujici na podob-
nost genetickych struktur Setfenych soubort vzorkt smrku ztepilého ze sledova-
nych UJ (Obr. 1-8). Moznosti uplatnéni postuptt DNA analyz v dalsich laboratofich
muze komplikovat finanéni naro¢nost pristrojového vybaveni pro fragmentaéni
analyzy, zejména genetického analyzatoru. Fragmentacni analyzy si vSak lze objed-
nat na zakazku u komer¢nich firem (napf. SEQme, Genomac, BIOCEV).
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V EKONOMICKE ASPEKTY

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich
k moznostem objektivni kontroly procesu naklddani s reprodukénim materidlem
lesnich dfevin je ptinos celospolecensky. Moznost dtisledné kontroly realizace usta-
noveni obsazenych v zakoné 149/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich predpistt ma zabez-
pecit, aby vysledkem obnovy a zalesniovani byly hospodarsky hodnotné lesni poros-
ty, stabilni, zdravotné vyhovujici z hlediska produkce kvalitniho dfivi i se zfetelem
na zadouci ekologické a socidlni funkce lesti. Soucasné dojde i k dalsimu naplito-
vani pozadavkll smérnice Rady 1999/105/ES. Vedle celospolecenskych prinosti se
da predpokladat i zvySeni trzeb z téZby dfeva u vlastniki lesti v podobé budoucich
zvy$enych vynosti smrkovych porosti zalozenych z kvalitniho reprodukéniho ma-
terialu potvrzeného ptvodu.

Smrk ztepily je v nasich podminkach z hlediska jeho hospodaiského uplatnéni nej-
vice rozsifeny druh dfeviny, ktery zdsadnim zptusobem ovliviiuje ekonomiku vét-
$iny lesnich majetkt vSech forem vlastnictvi, a tedy i celého lesniho hospodarstvi
a navazujiciho dfevozpracujiciho priimyslu (celého lesnicko-drevarského sektoru).

Pti reprodukci porostt z kvalitnich genetickych zdrojii je vy$si zaruka, ze bude
v dobé mytni zralosti lesnich porostti dosazeno soucasné i vy$si objemové produk-
ce. Pfi rozdilu porostnich zasob vztazenych k obmyti u kvalitnéjsich smrkovych
porostt nachazejicich se v sou¢asnych genovych zakladnach (GZ) oproti ostatnim
smrkovym porostim na tizemi CR v objemu 81,04 m*/ha a pii primérné cené suro-
vého drivi za rok 2014 ve vysi 1 180 K¢/m? ¢ini zvy$ené trzby z prodeje dieva u kva-
litnéjsich smrkovych porostt (v GZ) ¢astku 95 627 Ké/ha. Kalkulace byla provedena
na zakladé téchto informacnich zdrojt:

Analyza datového skladu UHUL - DS ERMA (Patizkova, Hradec Kralové, 2014)

Priimérn relativni bonita dievin v CR (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodarstvi
1995, str. 96)

Cerny, M., Patez, J., Malik, Z.: Riistové a taxa¢ni tabulky hlavnich dfevin Ceské
republiky (smrk, borovice, buk, dub). IFER, 1996

Vyhlaseni primérné ceny dreva pro rok 2015 k vypoctu poplatku za odnéti lesnich
pozembki surového diivi (Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 73, prosinec 2014)

21



Vzhledem ke skute¢nosti, Zze primérnd cena surového dtivi v CR, ktera je kazdo-
ro¢né zvefejiiovana ve Véstniku MZe, v roce 2014 ¢inila 1 180 K¢/m? a reprezentuje
cenu dfeva na pni, tj. cenu surového dfivi na odvoznim misté po odecteni tézebnich
nédkladd, je mozné tento ekonomicky efekt souc¢asné oznacit za zvySeny Cisty vynos
ziskany ze smyceného lesniho porostu v dobé obmyti, ktery se projevii ve zvySeném
hospodarském vysledku (zisku) vlastniki lesa.

Ve skutecnosti lze ocekavat ekonomicky pfinos pro vlastnika lesa jesté vyssi, pokud
porovname obé hodnoty mytni vytéze v obmyti (v GZ oproti ostatnim smrkovym
porosttim), vypoctené na zakladé obvykle dosahovaného procentického podilu
jednotlivych sortimentt surového dfivi a jejich cen (pfedevsim pilafskych vytezir)
a obvyklych téZebnich ndkladd v misté a Case.

Vyssi celkova objemova produkce porosti z kvalitnich genetickych zdrojt se v§ak
neprojevi v ekonomice vlastnikil lesa pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vy-
chovnych opatfeni v podobé zvy$enych pfijmt z provedenych probirek (z pred-
mytnich tézeb), coz rovnéz pozitivné ovlivni ekonomickou situaci vlastniki lesa
a prispéje k podpore ekonomického pilife trvale udrzitelného hospodareni v lese.

Vzhledem k soucasné kalamitni situaci u smrkovych porostt je zhodnoceni eko-
nomického prinosu vztazeno k obdobi predchazejicich hospodarskych vysledki.

Néklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na
spotfebni materidl a chemikalie s predpokladem vlastnictvi laboratorniho vybaveni
pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku z jedince jsou primérné naklady 118,- K¢.
Néklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmenta¢ni analyzy ¢ini pro 7 lo-
kust ptiblizné 130,- K¢ v¢. DPH za predpokladu provedeni analyz v multiplexech
dle uvedenych optimalizovanych postuptl. Naklady jsou kalkulovany k roku 2021
aje nutné zminit, Ze cena chemikalif se postupné navysuje. V uvedené kalkulaci na-
$ich nakladu (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty doplikové néklady, naklady
na odpisy ptistrojového vybaveni, osobni naklady, naklady na vyvoj metod, které
jsou odvislé od konkrétni situace vybavenosti (materialni i persondlni) pracovisté.
Pro ptipadné vyuziti sluzeb komer¢nich laboratofi je mozné se obratit naptiklad na
spole¢nosti SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustay, s.r.o., BIOCEV, které disponu-
ji pottebnou vybavenosti.
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METHODOLOGY OF USING DNA MARKERS
FOR THE SYSTEM OF CONTROL OF DECLARED
ORIGIN OF REPRODUCTIVE MATERIAL
OF NORWAY SPRUCE

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 and on the base of international legislation (Council Directive 1999/105/EC
on the marketing of forest reproductive material on the market) has the obligation
to create a functioning control system for determination of forest reproductive
material. 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 this methodology is to present 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. The methodology describes the processes
of sampling, isolation of DNA, conditions of the polymerase chain reaction (PCR),
separation and sizing of amplification products, and molecular data calculations.
The methodological procedures based on a study of monitoring of the identity of
reproductive material were realized during three years, i.e. from seed collection to
transplanted plants production. DNA analyses were performed on 1920 samples
of plant material from 8 selected sources of reproductive material. Sampling
of reference samples was carried out from the sets and units of reproductive
material listed in Table 2. Seed collections for units of reproductive material took
place from 35-60 trees from 8 recognized stands. From each of 8 reproductive
material units 60 samples were analysed from raw cones seeds, 60 samples from
seeds after extraction and cleaning, 60 samples from seedling production and
60 samples from transplanted plants. Total genomic DNA was extracted using
a DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Venlo, Netherlands). The SSR method is based
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on the polymerase chain reaction (PCR) with specific primers. Seven optimally
polymorphic markers (PAAC23, SpAG2, WS00111.K13, WS00716.F13, WS0022.
B15, WS0073.H08, WS0023.B03) with optimal informative value were selected
for the subsequent evaluation of the genetic structure of the monitored sets of
Norway spruce reproductive material by Bayesion clustering. 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 GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012)
and the Bayesian clustering method implemented in the software STRUCTURE
2.3.4 (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HUuBIsz et al. 2009) were
used to analyse the genetic data. The genetic diversity parameters with the primer
sequences of the studied markers are reported in Table 1. Nei’s genetic distances
among Norway spruce sample sets, constructed on the basis of principal coordinate
analysis (PCoA), are graphically illustrated in Figs. 1-4. 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. 5-8).
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. According to the performed evaluations of
sets with different sample numbers (60, 30, 20, 10) in the compared sets, it can
be declared that the recommended number of samples to confirm agreement in
population structures is 60 (Fig. 1, 5). Based on a high statistical significance of
the results obtained this sample number enables to make qualified decisions on
identity/ verifying of declared origin of Norway spruce reproductive material. Thus,
these methodological procedures could be used in state control systems of forest
reproductive material origin, and to increase consumer protection of forest owners
and nursery producers in the Czech Republic.
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Priloha

Priklady vystupti genetickych analyz pro nastaveni systému
kontroly deklarovaného ptvodu reprodukéniho materialu
u smrku ztepilého
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Obr. 1: Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pfi pouziti 60 vzorku ve sledova-

nych souborech
Results of the principal coordinate analysis (60 samples in observed sets)

Fig. 1:
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Obr. 2: Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pfi pouziti 30 vzorkd ve sledova-

nych souborech
Results of the principal coordinate analysis (30 samples in observed sets)

Fig. 2:
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Obr. 3: Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pfi pouziti 20 vzorkl ve sledova-

nych souborech

Fig. 3: Results of the principal coordinate analysis (20 samples in observed sets)
Principal Coordinates (PCoA) + Rady1
+ SM_1A_SIS
SM_1C_SEM
+ SM_1B_OSI
+ SM_1D_SAZ
+ SM_2B_OSI + SM_3A_SIS
~ SM_5B_OSI
°
4 SM_3D_SAZ — + SM_3C_SEM
5 [ SM_6D_SAZ SM_2_si§ SM_5A SIS 3L
¢ SM_6ASIS SM_2C_SEM —s + SM_2D_SAZ
E
« SM_6C_SEM 15M,SC,SEM SM_8C_OP_SEy 35 o) SM_4C_SEM
+ SM_5D_SAZ # SM_8B_OSI [
SM_6B_OSI *¢ SM_8C_SEM . M aA SIS
* SM
. 4A_
SM_10D_SA: SM_10C_OP_SEM + SM_48 08!
+ SM_8D|SAZ SM_4D_SAZ
# SM_10C_SEM
¢ SM_108B_0OSI
Coord. 1

Obr. 4: Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pfi pouziti 10 vzorkd ve sledova-
nych souborech

Fig. 4: Results of the principal coordinate analysis (10 samples in observed sets)
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Obr. 5: Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 8 u 32 sledo-
vanych souboru vzork( (60) z 8 riznych zdroja RM

Fig. 5: Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 8 in 32 observed
sets of 60 samples from 8 different sources RM
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Obr. 6: Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 7 u 32 sledo-
vanych soubort vzorkl (30) z 8 rGznych zdroju RM

Fig. 6: Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 7 in 32 observed
sets of 30 samples from 8 different sources RM
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Obr. 7: Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 6 u 32 sledo-
vanych soubor( vzorkd (20) z 8 riznych zdroju RM

Fig. 7: Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 6 in 32 observed
sets of 20 samples from 8 different sources RM
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Obr. 8: Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 6 u 32 sledo-
vanych souborll vzorkl (10) z 8 rtiznych zdroju RM

Fig. 8: Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 6 in 32 observed
sets of 10 samples from 8 different sources RM
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