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ÚVOD
Jednou z  hlavních podmínek úspěšné umělé obnovy lesa s cílem 
udržet vysokou a kvalitní hospodářskou produkci a zajistit ochranu 
přirozeného genofondu domácích populací lesních dřevin je použití 
sadebního materiálu vhodného původu. Pro zajištění této podmínky 
je potřeba evidovat horizontální i vertikální přenos reprodukčního 
materiálu (RM) lesních dřevin. Každá členská země ES je povinna na 
základě směrnice Rady 1999/105/ES vytvořit kontrolní systém k zajiš-
tění zachování pravdivé identity (informace o původu) daného oddílu 
RM od jeho získání až po dodávku konečnému spotřebiteli (Malá et 
al. 2013). V  České republice byla zmíněná směrnice transponována 
do zákona č. 149/2003 Sb. (ve znění pozdějších předpisů). Velká část 
sadebního materiálu pěstovaného v lesních školkách pochází z osiva 
z  lesních porostů, což jsou zpravidla přirozené populace s  vysokou 
genetickou diverzitou (kdy navíc je genetická struktura konkrétního 
oddílu osiva podle roku sběru jiná), a to je i důvodem, proč je sou-
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časný evropský systém garance původu RM lesních dřevin postaven 
na principu pravidelných úředních kontrol v kombinaci s povinností 
vedení evidencí. Vývoj biochemických a molekulárních metod gene-
tické analýzy dřevin otevřel v této složité problematice kontroly iden-
tity lesního RM nové možnosti, např. kontrola RM lesních dřevin na 
bázi molekulárně-genetických metod je základem zavedeného systé-
mu ZüF-Verfahren (Behm, Konnert 2002; Konnert, Behm 2006; 
Konnert 2011) využívaného v Německu. Tento systém je založen na 
získávání a uchovávání referenčních vzorků, které umožňuje průběžné 
i následné porovnávání oddílů RM a dále na výběru vhodných mo-
lekulárních metod a markerů. Uvedený systém byl zpočátku nastaven 
na využívání izoenzymových markerů, které byly později nahrazeny 
markery s vyšší rozlišovací schopností (SSR markery). Pro možnost 
kontroly identity oddílů RM jsou vhodné markery vykazující spíše 
střední genetickou variabilitu, ale jsou dostatečně variabilní na úrovni 
sledovaných souborů (Konnert, Behm 2006).
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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 Scots pine in terms of the Czech Republic. Monitoring of reproductive material identity was carried out during four 
years, i.e., from seed collection to transplanted plants production. Reference samples from the 40 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 2390 samples of plant material from 10 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 Scots pine reproductive material by Bayesian clustering. Using the performed Structure analysis, 
the obtained profiles of 10 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 Summary at the end of the article.
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V  ČR je stávající systém kontroly odkázán na přísný dohled zamě-
řený na evidenci a kontrolu pohybu RM (Kotrla, Pařízek 2008; 
Procházková 2008). V procesu nakládání s RM lesních dřevin v ČR 
byly v  průběhu prováděných kontrol a dozoru pověřenou osobou 
ÚHÚL zjištěny různé typy nedostatků, např. nestandardně vystavená 
potvrzení o původu, existence reprodukčního materiálu bez původu, 
množství vypěstovaných sazenic, neodpovídající množství repro-
dukčního materiálu na potvrzení o původu apod. (Kotrla, Pařízek 
2008). Nedostatkem v současnosti používaného kontrolního systému 
je nemožnost dokázat případné porušení právních předpisů objektivní 
metodou, která by umožnila ověření skutečného původu vybraného 
vzorku RM lesních dřevin. 

Genetickou skladbu organismů a jejich variabilitu na úrovni populací 
a jedinců lze stanovit pomocí DNA markerů. Pro získání informací 
o genetické proměnlivosti studovaných jedinců je nutné vyhledat vy-
soce polymorfní DNA markery, např. mikrosatelitové (SSR) markery. 
V současnosti metoda SSR markerů patří mezi standardně využívané 
molekulárně genetické techniky. Vzhledem ke kodominantnímu cha-
rakteru v kombinaci s velkým počtem variabilních alel se SSR markery 
dají využít pro identifikaci klonů a kultivarů rostlin a také pro mapo-
vání genomů (Hormaza 2002). Mikrosatelitové markery jsou vhod-
né i pro rozlišení druhů a hybridů u lesních dřevin (Bacilieri et al. 
1996), vykazují vysokou úroveň diverzity a jsou vhodné pro populační 
genetické studie (Scotti et al. 2008; Verbylaitè et al. 2017). V této 
studii byly na základě analýz SSR markerů ověřeny úrovně genetické 
rozmanitosti, heterozygotnosti a dalších genetických charakteristik 
u vybraných vzorků RM borovice lesní, zjištěny genetické struktury 
a  podobnost sledovaných oddílů RM a ověřena vhodnost metodiky 
pro sledování identity RM u borovice lesní. 

MATERIÁL A METODIKA
V  provedené studii byly ověřeny možnosti využití DNA analýz pro 
sledování identity RM borovice lesní v různých fázích zpracování od 
sběru semenného materiálu až po dopěstování sadebního materiálu 
u 2390 rostlinných vzorků z 10 zdrojů reprodukčního materiálu (uz-
naných jednotek, UJ). Odběry referenčních vzorků z oddílů (UJ) byly 
realizovány v průběhu 4 let. V průběhu zpracování semenné suroviny 
bylo odebráno a analyzováno 60 vzorků semen z  osiva a 60  vzorků 
z  osiva po zpracování, při následné produkci sadebního materiálu 
v poloprovozních podmínkách bylo odebráno a analyzováno 60 vzor-
ků z produkce semenáčků a 60 vzorků ze školkovaných sazenic. Pře-
hled oddílů RM a označení jednotlivých analyzovaných souborů vzor-
ků je uveden v tab. 1. 

Izolace DNA z  rostlinného materiálu (klíční rostlinky, semenáč-
ky a  mladé výhony z  jednotlivých sazenic) byla provedena pomocí 
soupravy (kitu) DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen, 
Hilden, Germany). Výchozí navážka rostlinného materiálu byla pod 
100  mg u zamražených vzorků a 20 mg u lyofilizovaných vzorků. 
Koncentrace a kvalita izolované DNA byla ověřena spektrofotomet-
ricky (Maestrogen). Genetické parametry zkoumaných souborů vzor-
ků byly získány na základě fragmentačních analýz mikrosatelitových 
lokusů. U vzorků borovice lesní byly provedeny optimalizace pod-
mínek polymerázových řetězových reakcí (PCR) pro získání ampli-
fikátů u 14 mikrosatelitových markerů: psyl2, psyl16, psyl17, psyl36, 
psyl42, psyl57 (Sebastiani et al. 2012), SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 
12.5 (Soranzo et al. 1998), PtTX 3032, PtTX 3107, PtTX 3116, PtTX 
4001, PtTX 4011 (Belletti et al. 2012). Optimalizované postupy 
PCR amplifikace poskytovaly reprodukovatelné jednoznačné údaje 
o velikosti alel studovaných lokusů. Pro potřeby nastavení metodic-
kého postupu kontroly deklarovaného původu RM bylo na základě 
vyhodnocení získaných genetických dat u testovaných lokusů vy-

bráno 7 optimálně polymorfních markerů s dostatečnou vypovídací 
hodnotou (psyl17, psyl42, psyl57, SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 12.5, 
PtTX 3107). Amplifikace s ohledem na velikost alel a charakter reakč-
ních podmínek PCR probíhaly ve 2 multiplexech, s výjimkou mar-
keru PtTX 3107, u kterého byly reakční podmínky k PCR specifické. 
Primery pro PCR byly fluorescenčně označeny (6FAM, VIC, NED, 
PET). Amplifikační reakce každého lokusu obsahovala 1 μl templáto-
vé DNA (≈10–50 ng/μl). V rámci prvního multiplexu byla provedena 
PCR amplifikace 2 lokusů (psyl17, SPAC 11.4) a probíhala pro každý 
vzorek v  celkovém objemu 15 µl s  použitím polymerázy Platinum® 
Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) a s dalšími 
komponenty, 1,5 µl 10xPCR pufr, 2 mM MgCl2, 0,2 mM směsi dNTP, 
0,37 jednotek Platinum Taq DNA Polymerase, koncentrace specific-
kých forward i reverse primerů byla 0,4 µM k lokusu psyl17 a 0,6 µM 
k lokusu SPAC 11.4. Reakční směs byla doplněna sterilní ultračistou 
vodou (Sigma – Aldrich) do objemu 15 µl. Teplotní profil PCR byl 
3 minuty 94 °C pro počáteční denaturaci, následovalo 35 cyklů se stří-
dáním teplot 94 °C, 55 °C (annealingová teplota), 72 °C, perioda kaž-
dé teploty byla 45 sekund. Amplifikace byla zakončena teplotou 72 °C 
po dobu 20 minut. Složení PCR reakčních komponent pro amplifikaci 
druhého multiplexu, ve kterém byly zařazeny lokusy psyl42, psyl57, 
SPAC 12.5 a SPAG 7.14, bylo odlišné od reakční směsi prvního mul-
tiplexu pouze v koncentraci 0,067 mM směsi dNTPs a koncentrace 
specifických forward i reverse primerů byla 0,05 µM k lokusu psyl42, 
0,2 µM k lokusům psyl57, SPAG 7.14 a 0,1 µM k lokusu SPAC 12.5. 
Teplotní profil PCR pro multiplex 2 byl stejný jako u multiplexu 1, 
pouze annelingová teplota byla 57 °C. Pro marker PtTX 3107 bylo slo-
žení PCR reakčních komponent stejné jako pro amplifikaci druhého 
multiplexu a koncentrace specifických forward i reverse primerů byla 
0,05 µM. Teplotní profil PCR byl 95 °C, trvající 3 minuty pro počáteč-
ní denaturaci, následovalo 30 cyklů se střídáním teplot 95 °C 45 sec., 
57 °C (annealingová teplota) 59 sec., 72 °C 45 sekund. Finální elon-
gační fáze probíhala při teplotě 72 °C po dobu 20 minut. Amplifikace 
byly provedeny v teplotním cyklovači Veriti thermal cycler (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA). PCR produkty byly podle jejich 
velikosti separovány kapilární elektroforézou na genetickém analyzá-
toru Applied Biosystem 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA). Velikosti alel v  hodnotách párů bází byly odečteny pomocí 
softwarového programu GeneMapper®4.1 (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA) s využitím velikostního standardu GeneScanTM 
600LIZ® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), který je přidá-
ván ke každému vzorku pro stanovení kalibrační křivky. Pro zhod-
nocení genetických parametrů souboru vzorků byla data mikrosate-
litových lokusů statisticky zpracována s využitím programů GenAlEx 
6.503 (Peakall, Smouse 2006, 2012), CERVUS (Kalinowski et al. 
2007) a Genepop 4.7.5 (Raymond, Rousset 1995; Rousset 2008). 
Parametry genetické diverzity byly: počet rozdílných alel (Na), Shan-
nonův informační index (I), hodnoty pozorované (Ho) a očekávané 
heterozygotnosti (He), fixační index (F), který byl kalkulován jako F 
= 1 − (Ho/He) podle Wrighta (1965), Neiovy standardní genetické 
vzdálenosti (Nei 1972), analýzy hlavních koordinát (Principal Coor-
dinate Analysis, PCoA), míry vzájemné genetické diferenciace pomo-
cí koeficientu inbreedingu (FST) a odchylky od Hardy-Weinbergovy 
rovnováhy. Pro možnost porovnání populační struktury sledovaných 
souboru vzorků s využitím multilokusových genetických dat byla po-
užita Bayesianská metoda implementovaná v softwaru STRUCTURE 
2.3.4. (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003, 2007; Hubisz et 
al. 2009). Nastavené parametry v softwaru byly směsný model, kore-
lované alelické frekvence, 10 000 Length of Burn-in Period, 100 000 
Markov chain Monte Carlo (MCMC), počet klastrů (K) od 1 do 10, 
každý s deseti opakováními. Vzhledem k nízkým hodnotám FST (vzá-
jemné diferenciace mezi porosty) byl nastaven model Lock prior. 
Optimální hodnota K (počet klastrů) byla zjištěna pomocí programu 
STRUCTURE SELECTOR (Li, Liu 2018).
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Tab. 1.
Přehled oddílů reprodukčního materiálu a označení jednotlivých analyzovaných souborů vzorků borovice lesní
Overview of forest reproductive material sources and designation of Scots pine sample sets
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1 CZ-2-2B-BO-03324-39-3-T 2014 3. LVS
39 –
Podbeskydská 
pahorkatina

osivo/seed BO_1A

osivo po zpracování/seed after processing BO_1B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_1C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_1D

2 CZ-2-2B-BO-04715-10-3-S 2014 3. LVS
10 –
Středočeská 
pahorkatina

osivo/seed BO_2A

osivo po zpracování/seed after processing BO_2B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_2C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_2D

3 CZ-3-3-BO-00157-16-6-E 2015 6. LVS
16 –
Českomoravská 
vrchovina

osivo/seed BO_3A

osivo po zpracování/seed after processing BO_3B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_3C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_3D

4 CZ-3-3-BO-00082-15-3-C 2015 3. LVS 15 –
Jihočeské pánve

osivo/seed BO_4A

osivo po zpracování/seed after processing BO_4B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_4C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_4D

5 CZ-3-3-BO-00154-29-4-T 2018 4. LVS 29 –
Nízký Jeseník

osivo/seed BO_5A

osivo po zpracování /seed after processing BO_5B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_5C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_5D

6 CZ-2-2B-BO-03140-21-5-L 2014 5. LVS
21 –
Jizerské hory 
a Ještěd

osivo/ seed BO_6A

osivo po zpracování /seed after processing BO_6B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_6C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_6D

7 CZ-3-3-BO-00078-17-2-H 2014 2. LVS 17 –
Polabí

osivo/seed BO_7A

osivo po zpracování/seed after processing BO_7B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_7C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_7D

8 CZ-3-3-BO-00106-1-5-K 2017 5. LVS 1 –
Krušné hory

osivo/seed BO_8A

osivo po zpracování/seed after processing BO_8B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_8C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_8D

9 CZ-2-2B-BO-00021-15-3-C-G025-1 2017 3. LVS 15 –
Jihočeské pánve

osivo/seed BO_9A

osivo po zpracování/seed after processing BO_9B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_9C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_9D

10 CZ-3-3-BO-00079-6-2-P 2017 2. LVS
6 –
Západočeská 
pahorkatina

osivo/seed BO_10A

osivo po zpracování/seed after processing BO_10B

semenáčky ve školce/nursery seedlings BO_10C

školkované sazenice ve školce/nursery transplanted plants BO_10D
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VÝSLEDKY
U sledovaných 40 souborů vzorků borovice lesní původem z 10 od-
dílů (UJ) byly na základě analýz 7 mikrosatelitových lokusů získány 
genetické parametry. Vzorky z 10 sledovaných oddílů byly odebírá-
ny v průběhu zpracování semenné suroviny a při následné produkci 
sadebního materiálu v  poloprovozních podmínkách. Byly hodnoce-
ny hladiny genetické diverzity, heterozygotnosti a genetické vzdále-
nosti hodnocených souborů vzorků a genetická strukturalizace pro 
možnost porovnání souborů příslušných oddílů (UJ; tab. 1). Vybrané 
mikrosatelitové markery poskytovaly po optimalizaci amplifikačních 
podmínek jednoznačné a reprodukovatelné velikosti lokusů u hodno-
cených jedinců. Rozmezí velikostí alel u sledovaných lokusů a jejich 
další genetické charakteristiky jsou uvedeny v tab. 2. Počty alel u stu-
dovaných lokusů, získaných analýzami 2390 vzorků, se pohybovaly 
od 5 do 40, což potvrzuje dostatečnou až vyšší hladinu polymorfismu 
jak vybraných markerů, tak sledovaných souborů. Nejvíce polymor-
fní byl lokus SPAG 7.14,, nejméně psyl42. Hodnoty očekávané hete-
rozygotnosti (He), představující podíl očekávaných heterozygotů za 
předpokladu Hardy-Weinbergovy rovnováhy, se pohybovaly od 0,547 
do 0,879 a nejvyšší hodnoty dosáhly lokusy SPAG 7.14, SPAC 12.5, 
SPAC 11.4. Pozorovaná četnost heterozygotů (Ho) u sledovaných 
markerů se pohybovala v intervalu od 0,547 u lokusu psyl17 do 0,879 
u lokusu SPAC 12.5. Další zhodnocení genetické diverzity vyjádřené 
pomocí Shannonova informační indexu (I) v sobě odráží i rovnoměr-
nou distribuci alelových frekvencí. Hodnoty se pohybovaly od 1,147 
v lokusu psyl57 do 2,956 v  lokusu SPAG 7.14. Pomocí statistického 
programu CERVUS byl pro použité lokusy stanoven polymorfní in-
formační obsah (tab. 2). U sledovaných 2390 jedinců byla průměrná 
hodnota polymorfního informačního obsahu (Polymorphism Infor-
mation Content, PIC) 0,7697. Vzhledem ke skutečnosti, že markery 
jsou klasifikovány jako informativní, pokud hodnota PIC je ≥ 0,5 
(Sharma et al. 2010), všechny použité markery byly informativní.

Odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnováhy, založené na výpočtech 
chí-kvadrát testu se ukázaly v lokusu SPAG 7.14 ve všech 40 sledova-
ných souborech s výjimkou souboru BO_9C. V lokusu psyl42 byly na-
lezeny odchylky na hladině významnosti P < 0,05 v souborech BO_1B, 
BO_5C a BO_7C, s malou frekvencí byly nalezeny odchylky i u lokusu 
psyl57, a to v souborech BO_1A, BO_5D a BO_6C.

Genetické charakteristiky 40 sledovaných souborů vzorků jsou uve-
deny v  tab. 3. Ohodnocení genetické diverzity průměrným počtem 
různých alel ze všech analyzovaných mikrosatelitových lokusů bylo 
mezi soubory vyrovnané (11,429 – 14,000). Průměrný počet efektiv-
ních alel se pohyboval od 6,409 (BO_4A) do 8,615 (BO_2D). Gene-
tická diverzita dle Shannonova indexu se ve sledovaných souborech 
vzorků pohybovala ve vyšších hodnotách, a to od 1,817 (BO_9B) do 
2,038 (BO_2D). Privátní alely byly zjištěny u 8 vzorků, a to v soubo-
rech BO_1D, BO_2D, BO_4D, BO_6A, BO_8A, BO_8C (vždy 1 ale-
la) a v souboru BO_2A byly nalezeny 2 privátní alely. U sledovaných 
souborů vzorků byla zjištěna 100% polymorfnost zkoumaných lokusů. 
Pomocí analýzy molekulární variance (AMOVA) byla procentuálně 
určena diferenciace mezi sledovanými soubory a mezi jedinci sledova-
ných souborů v programu GenAlEx 6.503. Diferenciace mezi jednotli-
vými soubory byla 2 %, mezi sledovanými vzorky (jedinci) 16 %. Podle 
kvalitativní interpretace hodnot FST (Wright 1943), hodnotící vzá-
jemné genetické diferenciace (Pairwise Population Fst Values) mezi 
sledovanými soubory vzorků, byly při zjištěných hodnotách od 0,003 
do 0,023 dosaženy malé genetické diferenciace. Genetické vzdálenosti 
mezi soubory vzorků byly kalkulovány na základě Neiovy standardní 
genetické vzdálenosti (Nei 1972) a jsou graficky znázorněny pomocí 
analýzy hlavních koordinát (Principal Coordinate Analysis – PCoA) 
na obr. 1. Vzdálenosti mezi soubory vzorků 10 sledovaných oddílů 
(UJ) se pohybovaly v  rozmezí 0,027–0,162. Genetické vzdálenosti 
v  rámci souborů vzorků (A-D) jednotlivých oddílů (UJ) měly hod-
noty 0,022–0,068. Rozdíly genetických profilů mezi 40 sledovanými 

Tab. 2.
Charakteristiky mikrosatelitových lokusů získaných ze 40 zkoumaných souborů vzorků borovice lesní
Characteristics of selected nuclear microsatellite loci across 40 investigated Scots pine sample sets

Lokus/
Locus

Sekvence primerů (5´- 3´)/
Primer sequence (5´-3´)

Rozmezí velikostí 
PCR produktů/

PCR product size 
range (bp)

k Na I Ho He F PIC

psyl17 F: TGG TCT GCA AAT CAA TCG AA
R: GGG TAG GAA TGC AAG TTA GGC 219-245 8 6,125 1,486 0,547 0,735 0,259 0,73

psyl42 F: CAA CTT CAG CCT TGC AAC AA
R: CGA CTT CAT TTG GAA CAC CA 165–175 5 4,500 1,237 0,677 0,668 -0,013 0,677

psyl57 F: CCC CAC ATC TCT ACA GTC CAA
R: TGC TCT TGG ATT TGT TGC TG 183–207 9 6,000 1,147 0,565 0,563 -0,002 0,565

SPAG7.14 F: TTC GTA GGA CTA AAA ATG TGT G
R: CAA AGT GGA TTT TGA CCG 174–252 40 25,075 2,956 0,631 0,936 0,327 0,900

SPAC11.4 F: CTT CAC AGG ACT GAT GTT CA
R: TTA CAG CGG TTG GTA AAT G 125-171 23 13,375 2,065 0,760 0,822 0,078 0,821

SPAC12.5 F: CTT CTT CAC TAG TTT CCT TTG G
R: TTG GTT ATA GGC ATA GAT TGC 120-198 38 24,450 2,901 0,879 0,933 0,057 0,944

PtTX3107 F: AAA CAA GCC CAC ATC GTC AAT C
R: TCC CCT GGA TCT GAG GA 141-198 16 8,250 1,749 0,567 0,795 0,287 0,787

k: počet alel/number of allele in each locus; Na: průměrný počet různých alel/average different alleles number; I: Shannonův informační index/Shannon’s information index; Ho: hete-
rozygotnost pozorovaná/observed heterozygosity, He: heterozygotnost očekávaná/expected heterozygosity, F: fixační index/fixation index, PIC: polymorfní informační obsah/ polymor-
phism information content 
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soubory vzorků byly dále ověřovány analýzou Structure z alelických 
dat jednotlivých vzorků. Optimální počet klastrů byl stanoven pomocí 
Structure Selectoru na K = 5, tedy soubory vzorků byly strukturová-
ny do 5 barevně odlišných profilů (obr. 2). Jednotlivé stromy všech 
souborů vzorků byly zastoupeny ve všech klastrech, které se ale lišily 
ve velikostních podílech (barevně znázorněných) dle genetických pro-
filů. Struktura klastrů byla pro každý oddíl odlišná. U souborů vzor-
ků (A – D) patřící k oddílu 1 měl převahu fialový klastr (60–68,2 %), 
u souborů vzorků oddílu 2 měl převahu červený klastr (36,6–42,2 %) 
a dále měl vysoké zastoupení oranžový klastr (20,9–26 %), u souborů 
vzorků oddílu 3 byl nejvíce zastoupený zelený klastr (39,7–55,4 %). 
V souborech vzorků oddílu 4 převažoval modrý klastr (41,3–57 %), 
u souborů vzorků oddílu 5 byl nejvíce zastoupen červený klastr (31,8–
56,7 %) a částečně modrý klastr (16,1–24,8 %), v  souborech vzorků 
oddílu 6 byl nejvíce zastoupen oranžový klastr v podílech 53–79,3 %. 
V souborech vzorků oddílu 7 měl převahu červený klastr (37,3–47 %) 
a dále měl vysoké zastoupení oranžový klastr (20,4–35,2 %), v soubo-
rech vzorků oddílu 8 byl nejvíce zastoupen modrý klastr v podílech 
33,7–53,2 % a částečně fialový klastr (21,2–37,2 %). U souboru vzorků 
oddílu 9 byl nejvíce zastoupen modrý klastr v podílech 38,2–54,4 % 
a částečně oranžový klastr (17,9–26,6 %), u souboru vzorků oddílu 10 
bylo zjištěno vysoké zastoupení červeného klastru v podílech 55,4–
67 %. Získané profily 10 sledovaných oddílů (UJ) rozdílného původu 
byly mezi sebou odlišitelné. 

DISKUSE
Analýza mikrosatelitových markerů se stala standardně využívanou 
technikou pro genetické analýzy. Má široké uplatnění v  populač-
ní genetice, při tvorbě genetických map, využívá se i při analýzách 
toku genů (Song et al. 2011). Jedná se o vhodnou a široce využíva-
nou metodu pro identifikaci variet u většiny kulturních druhů rostlin 
(Pan 2010) i dřevin (Robichaud et al. 2006). Mikrosatelitové mar-
kery pro studium genetické struktury a diverzity porostů borovice 
lesní již uplatnila řada autorů (Nowakowska et al. 2014; Máchová 
et al. 2016; Pazouki et al. 2016; Lesiczka et al. 2017; Dering et al. 
2021). Mikrosatelitové markery využili pro studium genetické diver-
zity u marginálních stanovišť borovice lesní ve východních a jižních 
Karpatech Sofletea et al. (2020). Pomocí mikrosatelitových marke-
rů provedli zhodnocení genetické diversity, původu a demografickou 
studii rozšíření borovice lesní v Karpatech a Pannonské pánvi Tóth 
et al. (2017, 2019). Pomocí 6 mikrosatelitových markerů zjistili ge-
netickou diversitu 12 bulharských proveniencí borovice lesní Nay-
denov et al. (2011). Genetickou variabilitu 16 polských proveniencí 
borovice lesní hodnotili s využitím 18 jaderných mikrosatelitových 
markerů Hebda et al. (2017). Populačně genetickou studii založenou 
na analýzách 10  mikrosatelitových markerů provedli u 13 rumun-
ských a 2 maďarských populacích borovice lesní Bernhardsson et 
al. (2016), v  Itálii byla zhodnocena genetická variabilita 21 popula-
cí pomocí 9 SSR markerů (Belletti et al. 2012) a v Srbsku pomo-
cí 4  SSR markerů zhodnotili 7  populací borovice lesní Lučič et al. 
(2014). Variabilita 25 populací borovice lesní z areálu severní Evropy 
(Estonsko, Finsko, Litva, Norsko, Skotsko a Švédsko) byla zhodno-
cena 7 mikrosatelitovými lokusy ve studii Zimmer et al. (2018). Pro 
sledování vlivu výchovy porostů na diverzitu porostů borovice lesní 
v Litvě využili mikrosatelitové markery Danusevičius et al. (2016) 
a 27 autochtonních litevských populací borovice lesní zhodnotili Da-
nusevičius et al. (2021). 

V  naší studii bylo na základě zhodnocení provedených analýz 
2390 vzorků pomocí 14 testovaných mikrosatelitových markerů vy-
bráno 7 markerů s  odpovídající výpovědní hodnotou pro možnou 
kontrolu původu RM: psyl17, psyl42, psyl57, SPAG 7.14, SPAC 11.4, 
SPAC 12.5, PtTX 3107. Markery psyl jsou specifické pro P. sylvestris, 

Tab. 3.
Průměrné hodnoty genetických charakteristik pro 40 sledovaných 
souborů vzorků borovice lesní
Mean values for genetic characteristics of 40 investigated Scots pine 
sample sets

Soubory 
vzorků/
Sample 
sets

Na Ne I Ho He F

BO_1A 12,143 6,952 1,928 0,648 0,778 0,161

BO_1B 12,143 7,151 1,879 0,600 0,757 0,197

BO_1C 12,429 6,895 1,914 0,643 0,776 0,160

BO_1D 12,286 6,448 1,869 0,637 0,761 0,150

BO_2A 13,143 7,603 1,955 0,633 0,779 0,182

BO_2B 14,000 7,635 1,956 0,631 0,774 0,174

BO_2C 12,714 7,808 2,003 0,689 0,801 0,130

BO_2D 13,571 8,615 2,038 0,626 0,801 0,215

BO_3A 12,429 6,950 1,906 0,612 0,767 0,198

BO_3B 12,143 7,250 1,941 0,674 0,787 0,137

BO_3C 12,429 7,372 1,938 0,707 0,787 0,093

BO_3D 11,714 6,967 1,917 0,680 0,791 0,138

BO_4A 12,429 6,409 1,824 0,655 0,747 0,107

BO_4B 12,857 7,276 1,966 0,650 0,777 0,156

BO_4C 13,429 7,561 1,989 0,685 0,787 0,127

BO_4D 12,571 7,610 1,916 0,640 0,774 0,165

BO_5A 12,429 7,523 1,998 0,685 0,803 0,135

BO_5B 13,286 7,640 1,979 0,678 0,786 0,129

BO_5C 12,714 7,868 1,937 0,682 0,778 0,111

BO_5D 13,286 7,432 1,962 0,656 0,782 0,155

BO_6A 13,000 7,444 1,923 0,662 0,769 0,116

BO_6B 11,429 6,861 1,821 0,648 0,751 0,130

BO_6C 11,571 7,676 1,906 0,734 0,780 0,044

BO_6D 11,571 6,917 1,863 0,613 0,765 0,181

BO_7A 13,857 7,914 2,012 0,693 0,793 0,121

BO_7B 12,429 7,295 1,925 0,652 0,775 0,143

BO_7C 12,571 7,701 1,956 0,762 0,791 0,019

BO_7D 12,714 7,725 1,973 0,636 0,797 0,185

BO_8A 12,571 6,545 1,891 0,644 0,760 0,149

BO_8B 12,857 7,620 1,965 0,657 0,786 0,166

BO_8C 12,714 6,839 1,942 0,670 0,769 0,120

BO_8D 12,429 7,193 1,946 0,639 0,779 0,168

BO_9A 12,286 7,393 1,944 0,634 0,786 0,183

BO_9B 11,571 6,542 1,817 0,611 0,745 0,160

BO_9C 11,714 7,129 1,859 0,745 0,755 0,005

BO_9D 12,571 8,001 2,011 0,679 0,804 0,141

BO_10A 12,571 7,355 1,950 0,640 0,793 0,190

BO_10B 12,429 7,284 1,942 0,652 0,777 0,146

BO_10C 11,857 7,291 1,945 0,697 0,795 0,111

BO_10D 12,714 7,137 1,973 0,647 0,800 0,184

Na: počet různých alel/number of different alleles; Ne: počet efektivních alel/number of 
effective alleles; I: Shannonův informační index/Shannon’s information index; Ho: hetero-
zygotnost pozorovaná/observed heterozygosity; He: heterozygotnost očekávaná/expected 
heterozygosity; F: fixační index/fixation index
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Obr. 1.
Výsledky analýzy hlavních koordinát (PCoA)
Fig. 1.
Results of the principal coordinate analysis
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Principal Coordinates (PCoA)

Řady1

autoři Sebastiani et al. (2012) je testovali na třech geograficky vzdá-
lených populacích borovice lesní (Rusko, Finsko). Celkový počet de-
tegovaných alel u lokusů psyl17, psyl42 a psyl57 byl srovnatelný s vý-
sledky našich analýz s tím, že celkový počet alel u lokusů použitých 
v naší studii byl vyšší o 1–3 alely. Obdobný počet alel u lokusů psyl42 
(6 alel) a psyl57 (7 alel) byl nalezen u populací borovice lesní v Polsku 
(Hebda et al. 2017). Markery série SPA pro borovici lesní vyvinuli 
Soranzo et al. (1998), v pilotní studii provedené na 14 vzorcích DNA 
bylo u těchto lokusů detegováno 6–10 alel, u našich vzorků bylo zjiš-
těno 23–40 alel. Belletti et al. (2012) ve své studii genetické variabi-
lity a divergence borovice lesní na území Itálie sledovali 449 jedinců 
z 21 populací pomocí 9 vybraných SSR markerů, počty detegovaných 
alel u lokusů SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 12. byly v rozmezí 38–64, 
pro lokus PtTX 3007 nalezli 22 alel. Lokus SPAG 7.14 použili No-
wakowska et al. (2014) pro studii genetické variability mateřského 
porostu a přirozené obnovy borovice lesní v  polské oblasti Oława, 
v  daném lokusu detegovali 21 alel. Ve studii sledující pět populací 
borovice lesní v České republice bylo nalezeno 9 alel u lokusu PtTX 
3107, 29 alel u lokusu SPAG 7.14, 32 alel u lokusu SPAC 12.5 (Má-
chová et al. 2016). Lučič et al. (2014) detegovali u sedmi srbských 
populací u lokusu SPAC 12.5 pouze pět alel, u stejného lokusu nalezli 
Pazouki et al. (2016) 43 alel při genetickém screeningu 180 stromů 
ze tří estonských populací; tento lokus byl vysoce polymorfní i u po-
pulací v Litvě, kde bylo nalezeno 36 alel (Danusevičius et al. 2016). 
V naší studii bylo nalezeno v případě tohoto lokusu 38 alel. V námi 
analyzovaných 2390 vzorcích byl nejvíce polymorfní lokus SPAG 7.14 
(40 alel), jako nejméně polymorfní byl ve všech studiích shodně vy-
hodnocen lokus psyl42.

V italských populacích Belletti et al. (2012) detegovali 137 privát-
ních alel, v  8 populacích z 12 z  provenienčního pokusu v  Bulhar-
sku byla zjištěna přítomnost privátních alel (Naydenov et al. 2011) 
a v 5 populacích z území ČR bylo detegováno 24 privátních alel (Má-
chová et al. 2016), v případě této studie bylo zjištěno pouze 8 privát-
ních alel. 

Průměrné hodnoty očekávané heterozygotnosti He se u 21 italských 
populací (Belletti et al. 2012) pohybovaly v  rozmezí 0,754–0,886, 
u  13 rumunských populací z  Karpat v  rozmezí 0,43–0,62 a u dvou 
maďarských populací 0,54 a 0,55 (Bernhardsson et al. 2016). U stu-
die tří populací borovice lesní ve Švédsku zjistili García-Gil et al. 
(2015) hodnoty He 0,79–0,8, v případě tří estonských populací byly 
tyto hodnoty zjištěny v  rozmezí 0,77–0,80 (Pazouki et al. 2016). 
Scalfi et al. (2009) sledovali genetickou variabilitu italských margi-
nálních populací borovice lesní v Apeninách, u nichž při použití lo-
kusů ze série SPA zjistili hodnoty He 0,74–0,80; jako srovnání použili 
Alpskou populaci, kde byla zjištěná hodnota He 0,91. Vysoké hodno-
ty očekávané genetické diverzity (0,64–0,8) byly nalezeny i u 25 se-
veroevropských populací borovice lesní (Zimmer, Sønstebø 2018). 
V případě 8 bulharských marginálních populací borovice lesní byla 
zjištěna průměrná hodnota genetické diverzity He = 0,697 (Sofle-
tea et al 2020). U 20 marginálních populací borovice lesní z území 
Maďarska, Slovenska, Rumunska, Estonska a Bulharska byly zjištěny 
hodnoty He v  rozmezí 0,493–0,648 (Tóth et al. 2017). Hodnoty He 
v  rozmezí 0,646–0,692 byly detegovány u 5 českých populací, zahr-
nující i marginální populace (extrémní stanoviště hadcového podloží 
nebo vysoké nadm. výšky) (Máchová et al. 2016). V naší studii byly 
nalezeny vysoké hodnoty He (0,745–0,803), které jsou podobné hod-
notám nalezeným u populací borovice lesní v evropském areálu jejího 
rozšíření. Pro sledování genetické diversity je využíván i koeficient 
inbreedingu (FST), jenž porovnává míru genetické diferenciace párově 
mezi populacemi. V  naší studii se hodnoty FST mezi soubory vzor-
ků 10 sledovaných oddílů (UJ) pohybovaly v  rozmezí 0,004–0,023. 
Belletti et al. (2012) zjistili rozsah hodnot FST mezi italskými, pře-
vážně alpskými populacemi 0,015–0,141. Při srovnání alpských a ape-
ninských italských populací zjistili hodnoty FST v  rozsahu 0,06–0,1 
Scalfi et al. (2009). Nowakowska et al. (2014) zjistili průměrnou 
hodnotu FST u polských populací 0,082, u 16 populací z provenienč-
ních pokusů v Polsku byly hodnoty FST v rozmezí 0,003–0,058 (Hebda 
et al. 2017). U rumunských populací byla celková hodnota FST 0,056 
(Bernhardsson et al. 2016). Pazouki et al. (2016) zjistili celkovou 
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hodnotu FST u tří estonských populací 0,007. Zjištěné FST párové hod-
noty pro 5 populací borovice lesní v ČR se pohybovaly v rozmezí od 
0,008 do 0,017 (Máchová et al. 2016). Míra genetické diferenciace 
mezi sledovanými oddíly v naší studii byla nízká; toto zjištění je v sou-
ladu s výsledky studií populací borovice lesní v Evropě. Nízká úroveň 
genetické diferenciace mezi populacemi, vyjádřená pomocí FST, se vy-
skytuje obecně u lesních dřevin a zvláště u jehličnanů (Hamrick et 
al. 1992). Hebda et al. (2017) pomocí analýzy molekulární variance 
(AMOVA) zjistili 3% varianci mezi sledovanými populacemi borovice 
lesní v Polsku, u námi sledovaných souborů vzorků byla zjištěna 2% 
variabilita mezi jednotlivými soubory. Analýzu Structure k rozlišení 
populací využilo ve svých studiích mnoho autorů, např. Naydenov 
et al. (2011), Belletti et al. (2012), Hebda et al. (2017), Tóth et al. 
(2017, 2019), Zimmer et al. (2018), Sofletea et al. (2020) a Dering 
et al. (2021). Tato analýza ukázala rozdíly i mezi námi sledovanými 
oddíly RM borovice lesní.

ZÁVĚR
Cílem práce bylo ověřit možnosti využití objektivních metod DNA 
analýz pro ověřování deklarovaného původu RM borovice lesní sle-
dováním identity semenného materiálu v průběhu produkce sazenic. 

V období 4 let byly získány referenční vzorky, u kterých byly provede-
ny analýzy mikrosatelitových markerů a získané genetické kompozice 
sledovaných oddílů sadebního materiálu deseti uznaných jednotek 
byly po statistickém zpracování porovnány. Pro potřeby nastavení 
metodického postupu kontroly deklarovaného původu RM bylo vy-
bráno 7 optimálně polymorfních markerů s dostatečnou vypovídací 
hodnotou pro následné zhodnocení genetické struktury sledovaných 
oddílů sadebního materiálu borovice lesní. U vybraných markerů byly 
optimalizovány postupy PCR a fragmentačních analýz. Pomocí pro-
vedené analýzy Structure byly získané profily 10 sledovaných oddílů 
(UJ) různého původu mezi sebou odlišitelné. 

Získané postupy lze následně využít v  kontrolních systémech státní 
správy a pro zvýšení spotřebitelské ochrany vlastníků lesa a produ-
centů sazenic. Nastavení objektivního způsobu kontroly deklarované-
ho původu je součástí plnění povinností ČR jako členské země EU 
vytvářet kontrolní systémy se zachováním pravdivé identity v celém 
průběhu nakládání s lesním reprodukčním materiálem. 
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USE OF DNA ANALYZES FOR VERIFYING THE DECLARED ORIGIN OF SCOTS PINE 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 Scots pine reproductive material based on analyses of microsatellite (SSR) markers, to 
determine genetic structures of monitored sources of forest reproductive material (units of forest reproductive material) and to verify suitability 
of methodology for monitoring identity of Scots pine reproductive material.

DNA analyses were performed on 2390 samples of plant material from 10 selected sources of reproductive material. Sampling of reference 
samples was performed from the sets and units of reproductive material listed in Table 1. Sampling of material to analyses was carried out 
over 4 years. From each of 10 reproductive material units there were analysed 60 samples from seeds, 60 samples from seeds after processing, 
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 (psyl17, psyl42, psyl57, SPAG 7.14, 
SPAC  11.4, SPAC 12.5, PtTX3107) with the corresponding predictive value were selected from the original set of 14 tested microsatellite 
markers. PCR and fragment analysis procedures were optimised 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), Genepop 4.7.5 (Raymond, 
Rousset 1995; Rousset 2008) and 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 SPAG 7.14 and the least was psyl42. Genetic diversity 
characteristics of the 40 Scots pine sample sets are given in Table 3. Nei’s genetic distances among 40 Scots pine sample sets ranged from 0.027 
to 0.162, 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 16% and among the observed sample sets it was 2%. Pairwise population 
FST values ranging from 0.004 to 0.023 indicated low genetic differentiation among observed sets of samples. The structuring of investigated 
Scots pine 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 10 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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