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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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Jednou z hlavnich podminek uspé$né umélé obnovy lesa s cilem
udrzet vysokou a kvalitni hospodatskou produkei a zajistit ochranu
ptirozeného genofondu domadcich populaci lesnich dfevin je pouziti
sadebniho materialu vhodného ptivodu. Pro zajidténi této podminky
je potfeba evidovat horizontalni i vertikalni prenos reprodukéniho
materidlu (RM) lesnich dfevin. Kazda ¢lenskd zemé ES je povinna na
zékladé smérnice Rady 1999/105/ES vytvotit kontroln{ systém k zajis-
téni zachovani pravdivé identity (informace o pivodu) daného oddilu
RM od jeho ziskani az po dodavku kone¢nému spottebiteli (MALA et
al. 2013). V Ceské republice byla zminéna smérnice transponovana
do zdkona ¢. 149/2003 Sb. (ve znéni pozdéjsich predpisti). Velka ¢ast
sadebniho materialu péstovaného v lesnich skolkdach pochazi z osiva
z lesnich porosttl, coz jsou zpravidla ptirozené populace s vysokou
genetickou diverzitou (kdy navic je genetickd struktura konkrétniho
oddilu osiva podle roku sbéru jind), a to je i diivodem, pro¢ je sou-
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¢asny evropsky systém garance ptivodu RM lesnich dfevin postaven
na principu pravidelnych ufednich kontrol v kombinaci s povinnosti
vedeni evidenci. Vyvoj biochemickych a molekuldrnich metod gene-
tické analyzy dfevin oteviel v této slozité problematice kontroly iden-
tity lesnfho RM nové moznosti, napt. kontrola RM lesnich dfevin na
bazi molekuldrné-genetickych metod je zékladem zavedeného systé-
mu ZiF-Verfahren (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT, BEHM 2006;
KoNNERT 2011) vyuzivaného v Némecku. Tento systém je zaloZen na
ziskavani a uchovavani referen¢nich vzorkda, které umoznuje pribézné
i nasledné porovnavani oddilt RM a dale na vybéru vhodnych mo-
lekularnich metod a markert. Uvedeny systém byl zpoc¢atku nastaven
na vyuzivani izoenzymovych markert, které byly pozdéji nahrazeny
markery s vys$i rozliSovaci schopnosti (SSR markery). Pro moznost
kontroly identity oddild RM jsou vhodné markery vykazujici spise
sttedni genetickou variabilitu, ale jsou dostate¢né variabilni na drovni
sledovanych souborti (KONNERT, BEHM 2006).
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V CR je stavajici systém kontroly odkazan na ptisny dohled zamé-
feny na evidenci a kontrolu pohybu RM (KoTRLA, PARIZEK 2008;
PROCHAZKOVA 2008). V procesu naklddani s RM lesnich dtevin v CR
byly v pribéhu provadénych kontrol a dozoru povéfenou osobou
UHUL zjidtény riizné typy nedostatkd, napt. nestandardné vystavend
potvrzeni o puvodu, existence reproduk¢niho materidlu bez pavodu,
mnozstvi vypéstovanych sazenic, neodpovidajici mnozstvi repro-
dukéniho materidlu na potvrzeni o pivodu apod. (KOTRLA, PAR{ZEK
2008). Nedostatkem v soucasnosti pouzivaného kontrolniho systému
je nemoznost dokdzat ptipadné poruseni pravnich predpisti objektivni
metodou, kterd by umoznila ovéfeni skute¢ného ptivodu vybraného
vzorku RM lesnich drevin.

Genetickou skladbu organismu a jejich variabilitu na urovni populaci
a jedinct lze stanovit pomoci DNA markert. Pro ziskani informaci
o genetické proménlivosti studovanych jedinct je nutné vyhledat vy-
soce polymorfni DNA markery, napf. mikrosatelitové (SSR) markery.
V soucasnosti metoda SSR markert patii mezi standardné vyuzivané
molekuldrné genetické techniky. Vzhledem ke kodominantnimu cha-
rakteru v kombinaci s velkym poc¢tem variabilnich alel se SSR markery
daji vyuzit pro identifikaci klont a kultivart rostlin a také pro mapo-
vani genomt (HormAzA 2002). Mikrosatelitové markery jsou vhod-
né i pro rozliSeni druhii a hybridi u lesnich dfevin (BAcILIERI et al.
1996), vykazuji vysokou troven diverzity a jsou vhodné pro populaéni
genetické studie (ScoTTI et al. 2008; VERBYLAITE et al. 2017). V této
studii byly na zdkladé analyz SSR markerti ovéfeny urovné genetické
rozmanitosti, heterozygotnosti a dal$ich genetickych charakteristik
u vybranych vzorkii RM borovice lesni, zjistény genetické struktury
a podobnost sledovanych oddili RM a ovéfena vhodnost metodiky
pro sledovani identity RM u borovice lesni.

MATERIAL A METODIKA

V provedené studii byly ovéfeny moznosti vyuziti DNA analyz pro
sledovani identity RM borovice lesni v riznych fazich zpracovani od
sbéru semenného materidlu az po dopéstovani sadebniho materidlu
u 2390 rostlinnych vzorki z 10 zdroji reprodukéniho materidlu (uz-
nanych jednotek, UJ). Odbéry referen¢nich vzorka z oddila (U]) byly
realizovany v priibéhu 4 let. V priibéhu zpracovani semenné suroviny
bylo odebrano a analyzovano 60 vzorkl semen z osiva a 60 vzorka
z osiva po zpracovani, pfi ndsledné produkci sadebniho materialu
v poloprovoznich podminkach bylo odebrano a analyzovano 60 vzor-
kit z produkce semendackii a 60 vzorka ze $kolkovanych sazenic. Pre-
hled oddiltt RM a oznaceni jednotlivych analyzovanych soubort vzor-
ki je uveden v tab. 1.

Izolace DNA z rostlinného materialu (kli¢ni rostlinky, semendc-
ky a mladé vyhony z jednotlivych sazenic) byla provedena pomoci
soupravy (kitu) DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN (Qiagen,
Hilden, Germany). Vychozi navazka rostlinného materialu byla pod
100 mg u zamrazenych vzorkt a 20 mg u lyofilizovanych vzorki.
Koncentrace a kvalita izolované DNA byla ovéfena spektrofotomet-
ricky (Maestrogen). Genetické parametry zkoumanych soubor vzor-
kit byly ziskany na zédkladé fragmenta¢nich analyz mikrosatelitovych
lokusti. U vzorkdl borovice lesni byly provedeny optimalizace pod-
minek polymerazovych fetézovych reakci (PCR) pro ziskdni ampli-
fikatt u 14 mikrosatelitovych markert: psyl2, psyll6, psyll7, 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 jednoznacné udaje
o velikosti alel studovanych lokusii. Pro potieby nastaveni metodic-
kého postupu kontroly deklarovaného ptivodu RM bylo na zakladé
vyhodnoceni ziskanych genetickych dat u testovanych lokust vy-
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brano 7 optimalné polymorfnich markert s dostate¢nou vypovidaci
hodnotou (psyl17, psyl42, psyl57, SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 12.5,
PtTX 3107). Amplifikace s ohledem na velikost alel a charakter reaké-
nich podminek PCR probihaly ve 2 multiplexech, s vyjimkou mar-
keru PtTX 3107, u kterého byly reakéni podminky k PCR specifické.
Primery pro PCR byly fluorescen¢né oznaceny (6FAM, VIC, NED,
PET). Amplifika¢ni reakce kazdého lokusu obsahovala 1 pl templato-
vé DNA (=10-50 ng/ul). V rdmci prvniho multiplexu byla provedena
PCR amplifikace 2 lokust (psyl17, SPAC 11.4) a probihala pro kazdy
vzorek v celkovém objemu 15 pl s pouzitim polymerazy Platinum®
Taq DNA Polymerase (Invitrogen by Life Technologies) a s dal$imi
komponenty, 1,5 pl 10xPCR pufr, 2 mM MgClz, 0,2 mM smési ANTP,
0,37 jednotek Platinum Taq DNA Polymerase, koncentrace specific-
kych forward i reverse primert byla 0,4 uM k lokusu psyl17 a 0,6 uM
k lokusu SPAC 11.4. Reakéni smés byla doplnéna sterilni ultracistou
vodou (Sigma - Aldrich) do objemu 15 pl. Teplotni profil PCR byl
3 minuty 94 °C pro pocdate¢ni denaturaci, nasledovalo 35 cykli se stii-
danim teplot 94 °C, 55 °C (annealingova teplota), 72 °C, perioda kaz-
dé teploty byla 45 sekund. Amplifikace byla zakon¢ena teplotou 72 °C
po dobu 20 minut. SloZeni PCR reakénich komponent pro amplifikaci
druhého multiplexu, ve kterém byly zatazeny lokusy psyl42, psyl57,
SPAC 12.5 a SPAG 7.14, bylo odli$né od reakéni smési prvniho mul-
tiplexu pouze v koncentraci 0,067 mM smési ANTPs a koncentrace
specifickych forward i reverse primert byla 0,05 uM k lokusu psyl42,
0,2 uM k lokustim psyl57, SPAG 7.14 a 0,1 uM k lokusu SPAC 12.5.
Teplotni profil PCR pro multiplex 2 byl stejny jako u multiplexu 1,
pouze annelingova teplota byla 57 °C. Pro marker PtTX 3107 bylo slo-
zeni PCR reak¢nich komponent stejné jako pro amplifikaci druhého
multiplexu a koncentrace specifickych forward i reverse primert byla
0,05 uM. Teplotni profil PCR byl 95 °C, trvajici 3 minuty pro pocatec-
ni denaturaci, nasledovalo 30 cyklu se stftidanim teplot 95 °C 45 sec.,
57 °C (annealingova teplota) 59 sec., 72 °C 45 sekund. Finalni elon-
gacni faze probihala pti teploté 72 °C po dobu 20 minut. Amplifikace
byly provedeny v teplotnim cyklovaci Veriti thermal cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). PCR produkty byly podle jejich
velikosti separovany kapilarni elektroforézou na genetickém analyzd-
toru Applied Biosystem 3500 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Velikosti alel v hodnotdch part bazi byly odecteny pomoci
softwarového programu GeneMapper®4.1 (Applied Biosystems, Fos-
ter City, CA, USA) s vyuzitim velikostniho standardu GeneScanTM
600LIZ° (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), ktery je prida-
van ke kazdému vzorku pro stanoveni kalibra¢ni ktivky. Pro zhod-
noceni genetickych parametra souboru vzorki byla data mikrosate-
litovych lokust statisticky zpracovana s vyuzitim programi 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: pocet rozdilnych alel (Na), Shan-
nontiv informacni index (I), hodnoty pozorované (H ) a ocekavané
heterozygotnosti (H ), fixa¢ni index (F), ktery byl kalkulovan jako F
=1 - (Ho/He) podle WRrIGHTA (1965), Neiovy standardni genetické
vzdalenosti (NEI 1972), analyzy hlavnich koordinat (Principal Coor-
dinate Analysis, PCoA), miry vzajemné genetické diferenciace pomo-
ci koeficientu inbreedingu (F, ) a odchylky od Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. Pro moZznost porovnani populaéni struktury sledovanych
souboru vzorku s vyuzitim multilokusovych genetickych dat byla po-
uzita Bayesianska 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, kore-
lované alelické frekvence, 10 000 Length of Burn-in Period, 100 000
Markov chain Monte Carlo (MCMC), pocet klastrii (K) od 1 do 10,
kazdy s deseti opakovanimi. Vzhledem k nizkym hodnotam F (vza-
jemné diferenciace mezi porosty) byl nastaven model Lock prior.
Optimalni hodnota K (pocet klastrii) byla zjisténa pomoci programu
STRUCTURE SELECTOR (L1, L1u 2018).
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Tab. 1.

Ptehled oddilii reprodukéniho materidlu a oznaceni jednotlivych analyzovanych soubort vzorki borovice lesni
Overview of forest reproductive material sources and designation of Scots pine sample sets
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osivo/seed BO_1A
39— 0sivo po zpracovani/seed after processing BO_1B
1 CZ-2-2B-B0O-03324-39-3-T 2014 3.LVS Podbeskydska
pahorkatina semenacky ve Skolce/nursery seedlings BO_1C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_1D
osivo/seed BO_2A
10— osivo po zpracovani/seed after processing BO_2B
2 CZ-2-2B-B0O-04715-10-3-S 2014 3.LVS Stfedoceska
pahorkatina semenacky ve Skolce/nursery seedlings BO_2C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants ~ BO_2D
osivo/seed BO_3A
16— osivo po zpracovani/seed after processing BO_3B
3 CZ-3-3-BO-00157-16-6-E 2015 6.LVS Ceskomoravska
vrchovina semenacky ve Skolce/nursery seedlings BO_3C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_3D
osivo/seed BO_4A
15— osivo po zpracovani/seed after processing BO_4B
4 CZ-3-3-BO-00082-15-3-C 2015 3.LVS Jihodeské pa
Inoceske panve  semenagky ve $kolce/nursery seedlings BO_4C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_4D
osivo/seed BO_5A
29— osivo po zpracovani /seed after processing BO_5B
5 CZ-3-3-BO-00154-29-4-T 2018 4.LVS Nizky J ik
ZRVpEEsenl semenacky ve kolce/nursery seedlings BO_5C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_5D
osivo/ seed BO_6A
21— osivo po zpracovani /seed after processing BO_6B
6 CZ-2-2B-B0O-03140-21-5-L 2014 5.LVS Jizerské hory
a Jestaéd semenacky ve Skolce/nursery seedlings BO_6C
Skolkované sazenice ve $kolce/nursery transplanted plants  BO_6D
osivo/seed BO_7A
17 — osivo po zpracovani/seed after processing BO_7B
7 CZ-3-3-BO-00078-17-2-H 2014 2.LVS Polabi
ofabl semenacky ve $kolce/nursery seedlings BO_7C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_7D
osivo/seed BO_8A
1— osivo po zpracovani/seed after processing BO_8B
8 CZ-3-3-BO-00106-1-5-K 2017 5.LVS Krusné h
R e semenacky ve skolce/nursery seedlings BO_8C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_8D
osivo/seed BO_9A
15 — 0sivo po zpracovani/seed after processing BO_9B
9 CZ-2-2B-B0O-00021-15-3-C-G025-1 2017 3.LVS Jihoteské pa
Inoceske panve  gemenacky ve $kolce/nursery seedlings BO_9C
Skolkované sazenice ve Skolce/nursery transplanted plants  BO_9D
osivo/seed BO_10A
6— osivo po zpracovani/seed after processing BO_10B
10 CZ-3-3-B0O-00079-6-2-P 2017 2.LVS Zapadoceska
pahorkatina semenacky ve Skolce/nursery seedlings BO_10C
Skolkované sazenice ve $kolce/nursery transplanted plants BO_10D
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VYSLEDKY

U sledovanych 40 soubort vzorki borovice lesni ptivodem z 10 od-
dila (UJ) byly na zédkladé analyz 7 mikrosatelitovych lokust ziskany
genetické parametry. Vzorky z 10 sledovanych oddila byly odebira-
ny v pribéhu zpracovani semenné suroviny a pfi nasledné produkei
sadebniho materidlu v poloprovoznich podminkach. Byly hodnoce-
ny hladiny genetické diverzity, heterozygotnosti a genetické vzdale-
nosti hodnocenych soubort vzorkt a genetickd strukturalizace pro
moznost porovnani soubort ptislusnych oddilt (UJ; tab. 1). Vybrané
mikrosatelitové markery poskytovaly po optimalizaci amplifika¢nich
podminek jednozna¢né a reprodukovatelné velikosti lokust u hodno-
cenych jedinct. Rozmezi velikosti alel u sledovanych lokusti a jejich
dalsi genetické charakteristiky jsou uvedeny v tab. 2. Pocty alel u stu-
dovanych lokusti, ziskanych analyzami 2390 vzorkd, se pohybovaly
od 5 do 40, coz potvrzuje dostate¢nou az vy$si hladinu polymorfismu
jak vybranych markert, tak sledovanych soubort. Nejvice polymor-
fni byl lokus SPAG 7.14, nejméné psyl42. Hodnoty oc¢ekavané hete-
rozygotnosti (H), predstavujici podil ocekévanych heterozygotii za
predpokladu Hardy-Weinbergovy rovnovéhy, se pohybovaly od 0,547
do 0,879 a nejvyssi hodnoty dosahly lokusy SPAG 7.14, SPAC 12.5,
SPAC 11.4. Pozorovana Cetnost heterozygotti (H,) u sledovanych
markert se pohybovala v intervalu od 0,547 u lokusu psyl17 do 0,879
u lokusu SPAC 12.5. Dalsi zhodnoceni genetické diverzity vyjadiené
pomoci Shannonova informa¢ni indexu (I) v sobé odraz{ i rovhomér-
nou distribuci alelovych frekvenci. Hodnoty se pohybovaly od 1,147
v lokusu psyl57 do 2,956 v lokusu SPAG 7.14. Pomoci statistického
programu CERVUS byl pro pouzité lokusy stanoven polymorfni in-
formac¢ni obsah (tab. 2). U sledovanych 2390 jedincii byla pramérna
hodnota polymorfniho informa¢niho obsahu (Polymorphism Infor-
mation Content, PIC) 0,7697. Vzhledem ke skute¢nosti, Ze markery
jsou klasifikovany jako informativni, pokud hodnota PIC je > 0,5

(SHARMA et al. 2010), véechny pouZité markery byly informativni.

Tab. 2.

Odchylky od Hardy-Weinbergovy rovnovahy, zaloZené na vypoctech
chi-kvadrat testu se ukdzaly v lokusu SPAG 7.14 ve vSech 40 sledova-
nych souborech s vyjimkou souboru BO_9C. V lokusu psyl42 byly na-
lezeny odchylky na hladiné vyznamnosti P < 0,05 v souborech BO_1B,
BO_5C aBO_7C, s malou frekvenci byly nalezeny odchylky i u lokusu
psyl57, a to v souborech BO_1A, BO_5D a BO_6C.

Genetické charakteristiky 40 sledovanych soubort vzorki jsou uve-
deny v tab. 3. Ohodnoceni genetické diverzity primérnym poctem
ruznych alel ze vSech analyzovanych mikrosatelitovych lokust bylo
mezi soubory vyrovnané (11,429 - 14,000). Pramérny pocet efektiv-
nich alel se pohyboval od 6,409 (BO_4A) do 8,615 (BO_2D). Gene-
tickd diverzita dle Shannonova indexu se ve sledovanych souborech
vzorku pohybovala ve vy$$ich hodnotich, a to od 1,817 (BO_9B) do
2,038 (BO_2D). Privétni alely byly zjitény u 8 vzorkd, a to v soubo-
rech BO_1D, BO_2D, BO_4D, BO_6A, BO_8A, BO_8C (vidy 1 ale-
la) a v souboru BO_2A byly nalezeny 2 privatni alely. U sledovanych
souborti vzorki byla zjisténa 100% polymorfnost zkoumanych lokust.
Pomoci analyzy molekularni variance (AMOVA) byla procentudlné
urcena diferenciace mezi sledovanymi soubory a mezi jedinci sledova-
nych soubort v programu GenAlEx 6.503. Diferenciace mezi jednotli-
vymi soubory byla 2 %, mezi sledovanymi vzorky (jedinci) 16 %. Podle
kvalitativni interpretace hodnot F (WRIGHT 1943), hodnotici vza-
jemné genetické diferenciace (Pairwise Population Fst Values) mezi
sledovanymi soubory vzorkd, byly pifi zjisténych hodnotach od 0,003
do 0,023 dosazeny malé genetické diferenciace. Genetické vzdalenosti
mezi soubory vzorku byly kalkulovany na zékladé Neiovy standardni
genetické vzdalenosti (NEI 1972) a jsou graficky znazornény pomoci
analyzy hlavnich koordinat (Principal Coordinate Analysis - PCoA)
na obr. 1. Vzdalenosti mezi soubory vzorkd 10 sledovanych oddilii
(UJ) se pohybovaly v rozmezi 0,027-0,162. Genetické vzdalenosti
v ramci soubortl vzorkid (A-D) jednotlivych oddila (UJ) mély hod-
noty 0,022-0,068. Rozdily genetickych profilis mezi 40 sledovanymi

Charakteristiky mikrosatelitovych lokust ziskanych ze 40 zkoumanych soubort vzorka borovice lesni
Characteristics of selected nuclear microsatellite loci across 40 investigated Scots pine sample sets

Rozmezi velikosti
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sPaGT.14 L L C e e o © 174-252 40 25075 2956 0,631 0936 0327 0,900
spact1a L GIT CAC A AL St 125171 23 13375 2065 0760 0822 0078 0,821
spacizs | TLQITCAC TAC T COTTIS G 120-198 38 24450 2,901 0879 0933 0057 0,044
piTx3107 L AAMCAAGCC CACATC GTCAAT C 141-198 16 8250 1749 0567 0795 0287 0,787

R: TCC CCT GGATCT GAG GA

k: pocet alel/number of allele in each locus; Na: primérny pocet riiznych alel/average different alleles number; I: Shannontiv informa¢ni index/Shannon’s information index; H : hete-
rozygotnost pozorovana/observed heterozygosity, H : heterozygotnost o¢ekévand/expected heterozygosity, F: fixa¢ni index/fixation index, PIC: polymorfni informacni obsah/ polymor-

phism information content
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Tab. 3.

Primérné hodnoty genetickych charakteristik pro 40 sledovanych
soubor vzorki borovice lesni

Mean values for genetic characteristics of 40 investigated Scots pine
sample sets

Soubory

‘S’Z‘r":';‘l‘é Na Ne [ Ho He F
sets

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 1914 0643 0,776 0,160
BO_1D 12,286 6,448 1,869 0,637 0,761 0,150
BO_2A 13,143 7,603 1955 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 1917 0680 0,791 0,138
BO_4A 12,429 6,409 1,824 0655 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 0685 0,803 0,135
BO_5B 13,286 7,640 1979 0678 0,786 0,129
BO_5C 12,714 7,868 1,937 0,682 0,778 0,111
BO_5D 13,286 7,432 1962 0656 0,782 0,155
BO_6A 13,000 7,444 1923 0662 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 6917 1,863 0613 0,765 0,181
BO_7A 13,857 7,914 2,012 0693 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 1973 0636 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 0670 0,769 0,120
BO_8D 12,429 7,193 1,946 0639 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 1,714 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 1950 0,640 0,793 0,190
BO_10B 12,429 7,284 1,942 0652 0,777 0,146
BO_10C 11,857 7,291 1,945 0697 0,795 0,111
BO_10D 12,714 7,137 1,973 0,647 0,800 0,184

Na: pocet rtiznych alel/number of different alleles; Ne: pocet efektivnich alel/number of
effective alleles; I: Shannontv informa¢ni index/Shannon’s information index; H; hetero-
zygotnost pozorovana/observed heterozygosity; H : heterozygotnost ocekdvand/expected
heterozygosity; F: fixa¢n{ index/fixation index

soubory vzorku byly dale ovéfovany analyzou Structure z alelickych
dat jednotlivych vzorkd. Optimalni pocet klastrii byl stanoven pomoci
Structure Selectoru na K = 5, tedy soubory vzorkt byly strukturova-
ny do 5 barevné odlisnych profilt (obr. 2). Jednotlivé stromy vsech
soubort vzorkt byly zastoupeny ve vSech klastrech, které se ale lisily
ve velikostnich podilech (barevné znazornénych) dle genetickych pro-
fild. Struktura klastrt byla pro kazdy oddil odli$na. U soubort vzor-
ki (A - D) pattici k oddilu 1 mél prevahu fialovy klastr (60-68,2 %),
u soubort vzorku oddilu 2 mél prevahu ¢erveny klastr (36,6-42,2 %)
a dale mél vysoké zastoupeni oranzovy klastr (20,9-26 %), u soubort
vzorkil oddilu 3 byl nejvice zastoupeny zeleny klastr (39,7-55,4 %).
V souborech vzorku oddilu 4 prevazoval modry klastr (41,3-57 %),
u soubort vzorki oddilu 5 byl nejvice zastoupen ¢erveny klastr (31,8-
56,7 %) a ¢aste¢né modry klastr (16,1-24,8 %), v souborech vzork
oddilu 6 byl nejvice zastoupen oranzovy klastr v podilech 53-79,3 %.
V souborech vzorku oddilu 7 mél prevahu cerveny klastr (37,3-47 %)
a dale mél vysoké zastoupeni oranzovy klastr (20,4-35,2 %), v soubo-
rech vzorkt oddilu 8 byl nejvice zastoupen modry klastr v podilech
33,7-53,2 % a ¢aste¢né fialovy klastr (21,2-37,2 %). U souboru vzorkil
oddilu 9 byl nejvice zastoupen modry klastr v podilech 38,2-54,4 %
a ¢aste¢né oranzovy klastr (17,9-26,6 %), u souboru vzorkt oddilu 10
bylo zjisténo vysoké zastoupeni ¢erveného klastru v podilech 55,4-
67 %. Ziskané profily 10 sledovanych oddili (U]) rozdilného ptivodu
byly mezi sebou odliitelné.

DISKUSE

Analyza mikrosatelitovych marker se stala standardné vyuzivanou
technikou pro genetické analyzy. Ma Siroké uplatnéni v populaé-
ni genetice, pfi tvorbé genetickych map, vyuziva se i pii analyzach
toku gent (SONG et al. 2011). Jedné se o vhodnou a $iroce vyuziva-
nou metodu pro identifikaci variet u vét$iny kulturnich druht rostlin
(PaN 2010) i dfevin (ROBICHAUD et al. 2006). Mikrosatelitové mar-
kery pro studium genetické struktury a diverzity porostii borovice
lesni jiz uplatnila fada autortt (NowaKowsKa et al. 2014; MACHOVA
et al. 2016; PAzZOUKI et al. 2016; LEsICzKA et al. 2017; DERING et al.
2021). Mikrosatelitové markery vyuZili pro studium genetické diver-
zity u marginalnich stanovist borovice lesni ve vychodnich a jiznich
Karpatech SOFLETEA et al. (2020). Pomoci mikrosatelitovych marke-
rt provedli zhodnoceni genetické diversity, ptivodu a demografickou
studii rozsifeni borovice lesni v Karpatech a Pannonské panvi ToTH
et al. (2017, 2019). Pomoci 6 mikrosatelitovych marker zjistili ge-
netickou diversitu 12 bulharskych provenienci borovice lesni NAy-
DENOV et al. (2011). Genetickou variabilitu 16 polskych provenienci
borovice lesni hodnotili s vyuzitim 18 jadernych mikrosatelitovych
markertt HEBDA et al. (2017). Popula¢né genetickou studii zalozenou
na analyzach 10 mikrosatelitovych markerti provedli u 13 rumun-
skych a 2 madarskych populacich borovice lesni BERNHARDSSON et
al. (2016), v Italii byla zhodnocena geneticka variabilita 21 popula-
ci pomoci 9 SSR markert (BELLETTI et al. 2012) a v Srbsku pomo-
ci 4 SSR markert zhodnotili 7 populaci borovice lesni LucicC et al.
(2014). Variabilita 25 populaci borovice lesni z arealu severni Evropy
(Estonsko, Finsko, Litva, Norsko, Skotsko a Svédsko) byla zhodno-
cena 7 mikrosatelitovymi lokusy ve studii ZIMMER et al. (2018). Pro
sledovani vlivu vychovy porostil na diverzitu porostil borovice lesni
v Litvé vyuzili mikrosatelitové markery DANUSEVICIUS et al. (2016)
a 27 autochtonnich litevskych populaci borovice lesni zhodnotili Da-
NUSEVICIUS et al. (2021).

V na$i studii bylo na zdkladé zhodnoceni provedenych analyz
2390 vzorkil pomoci 14 testovanych mikrosatelitovych markert vy-
brano 7 markert s odpovidajici vypovédni hodnotou pro moznou
kontrolu ptivodu RM: psyl17, psyl42, psyl57, SPAG 7.14, SPAC 11.4,
SPAC 12.5, PtTX 3107. Markery psyl jsou specifické pro P. sylvestris,
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autofi SEBASTIANI et al. (2012) je testovali na tfech geograficky vzda-
lenych populacich borovice lesni (Rusko, Finsko). Celkovy pocet de-
tegovanych alel u lokusti psyl17, psyl42 a psyl57 byl srovnatelny s vy-
sledky nasich analyz s tim, Ze celkovy pocet alel u lokusti pouzitych
v nasi studii byl vyssi o 1-3 alely. Obdobny pocet alel u lokust psyl42
(6 alel) a psyl57 (7 alel) byl nalezen u populaci borovice lesni v Polsku
(HEBDA et al. 2017). Markery série SPA pro borovici lesni vyvinuli
SoraNzo et al. (1998), v pilotni studii provedené na 14 vzorcich DNA
bylo u téchto lokust detegovano 6-10 alel, u nasich vzorka bylo zjis-
téno 23-40 alel. BELLETTI et al. (2012) ve své studii genetické variabi-
lity a divergence borovice lesni na uzemi Italie sledovali 449 jedincti
z 21 populaci pomoci 9 vybranych SSR markert, pocty detegovanych
alel u lokusti SPAG 7.14, SPAC 11.4, SPAC 12. byly v rozmezi 38-64,
pro lokus PtTX 3007 nalezli 22 alel. Lokus SPAG 7.14 pouzili No-
WAKOWSKA et al. (2014) pro studii genetické variability materského
porostu a pfirozené obnovy borovice lesni v polské oblasti Olawa,
v daném lokusu detegovali 21 alel. Ve studii sledujici pét populaci
borovice lesni v Ceské republice bylo nalezeno 9 alel u lokusu PtTX
3107, 29 alel u lokusu SPAG 7.14, 32 alel u lokusu SPAC 12.5 (MA-
CHOVA et al. 2016). LuCiC et al. (2014) detegovali u sedmi srbskych
populaci u lokusu SPAC 12.5 pouze pét alel, u stejného lokusu nalezli
PAzOUKI et al. (2016) 43 alel pti genetickém screeningu 180 stromil
ze ti{ estonskych populaci; tento lokus byl vysoce polymorfni i u po-
pulaci v Litvé, kde bylo nalezeno 36 alel (DANUSEVICIUS et al. 2016).
V nasi studii bylo nalezeno v pripadé tohoto lokusu 38 alel. V nami
analyzovanych 2390 vzorcich byl nejvice polymorfni lokus SPAG 7.14
(40 alel), jako nejméné polymorfni byl ve v8ech studiich shodné vy-
hodnocen lokus psyl42.

V italskych populacich BELLETTI et al. (2012) detegovali 137 privat-
nich alel, v 8 populacich z 12 z provenien¢niho pokusu v Bulhar-
sku byla zjisténa pritomnost privatnich alel (NAYDENOV et al. 2011)
av 5 populacich z izemi CR bylo detegovéno 24 privatnich alel (MA-
CHOVA et al. 2016), v pripadé této studie bylo zjisténo pouze 8 privat-
nich alel.

Prtimérné hodnoty ocekdvané heterozygotnosti H_ se u 21 italskych
populaci (BELLETTI et al. 2012) pohybovaly v rozmezi 0,754-0,886,
u 13 rumunskych populaci z Karpat v rozmezi 0,43-0,62 a u dvou
madarskych populaci 0,54 a 0,55 (BERNHARDSSON et al. 2016). U stu-
die t# populaci borovice lesni ve Svédsku zjistili Garcia-GiL et al.
(2015) hodnoty H, 0,79-0,8, v pripadé tii estonskych populaci byly
tyto hodnoty zjistény v rozmezi 0,77-0,80 (PAzouxkI et al. 2016).
ScaLrI et al. (2009) sledovali genetickou variabilitu italskych margi-
nalnich populaci borovice lesni v Apenindch, u nichz pfi pouziti lo-
kusi ze série SPA zjistili hodnoty H, 0,74-0,80; jako srovnani pouzili
Alpskou populaci, kde byla zji§téna hodnota H, 0,91. Vysoké hodno-
ty ocekavané genetické diverzity (0,64-0,8) byly nalezeny i u 25 se-
veroevropskych populaci borovice lesni (ZIMMER, SoNSTEB@ 2018).
V ptipadé 8 bulharskych marginalnich populaci borovice lesni byla
zjidténa priimérnd hodnota genetické diverzity H, = 0,697 (SOFLE-
TEA et al 2020). U 20 margindlnich populaci borovice lesni z izemi
Madarska, Slovenska, Rumunska, Estonska a Bulharska byly zjistény
hodnoty H, v rozmezi 0,493-0,648 (TOTH et al. 2017). Hodnoty H,
v rozmezi 0,646-0,692 byly detegovany u 5 ¢eskych populaci, zahr-
nujici i marginalni populace (extrémni stanovisté hadcového podlozi
nebo vysoké nadm. vysky) (MACHOVA et al. 2016). V nasi studii byly
nalezeny vysoké hodnoty H, (0,745-0,803), které jsou podobné hod-
notam nalezenym u populaci borovice lesni v evropském arealu jejiho
roz$ifeni. Pro sledovani genetické diversity je vyuZivan i koeficient
inbreedingu (F,), jenz porovnava miru genetické diferenciace parové
mezi populacemi. V nasi studii se hodnoty F . mezi soubory vzor-
ki 10 sledovanych oddilt (U]) pohybovaly v rozmezi 0,004-0,023.
BELLETTI et al. (2012) zjistili rozsah hodnot F_ mezi italskymi, pie-
vazné alpskymi populacemi 0,015-0,141. Pti srovnani alpskych a ape-
ninskych italskych populaci zjistili hodnoty F_. v rozsahu 0,06-0,1
ScaLrI et al. (2009). Nowakowska et al. (2014) zjistili praimérnou
hodnotu F_, u polskych populaci 0,082, u 16 populaci z provenienc-
nich pokust v Polsku byly hodnoty F_, v rozmezi 0,003-0,058 (HEBDA
et al. 2017). U rumunskych populaci byla celkova hodnota F 0,056
(BERNHARDSSON et al. 2016). PAzoUKI et al. (2016) zjistili celkovou
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Obr. 1.
Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA)
Fig. 1.

Results of the principal coordinate analysis

m ZLV, 67, 2022 (4): 259-268



VYUZITi DNA MARKERU PRO KONTROLU DEKLAROVANEHO PUVODU REPRODUKCNIHO MATERIALU BOROVICE LESNI (PINUS SYLVESTRIS L.)

Obr. 2.

Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 5
u 40 sledovanych souborti vzorku borovice lesni

Fig. 2.

Evaluation of genetic structure by Bayesian method for K = 5 in 40
observed Scots pine sample sets
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hodnotu F, u ti{ estonskych populaci 0,007. Zjisténé F . parové hod-
noty pro 5 populaci borovice lesni v CR se pohybovaly v rozmezi od
0,008 do 0,017 (MACHOVA et al. 2016). Mira genetické diferenciace
mezi sledovanymi oddily v nasi studii byla nizk4; toto zjiténi je v sou-
ladu s vysledky studii populaci borovice lesni v Evropé. Nizka uroven
genetické diferenciace mezi populacemi, vyjadfend pomoci F, se vy-
skytuje obecné u lesnich dfevin a zvlasté u jehli¢nantt (HAMRICK et
al. 1992). HEBDA et al. (2017) pomoci analyzy molekularni variance
(AMOVA) zjistili 3% varianci mezi sledovanymi populacemi borovice
lesni v Polsku, u ndmi sledovanych soubort vzorki byla zjisténa 2%
variabilita mezi jednotlivymi soubory. Analyzu Structure k rozliSeni
populaci vyuzilo ve svych studiich mnoho autord, napt. NAYDENOV
et al. (2011), BELLETTI et al. (2012), HEBDA et al. (2017), TOTH et al.
(2017, 2019), ZIMMER et al. (2018), SOFLETEA et al. (2020) a DERING
et al. (2021). Tato analyza ukdzala rozdily i mezi ndmi sledovanymi
oddily RM borovice lesni.

ZAVER
Cilem prace bylo ovéfit moznosti vyuziti objektivnich metod DNA

analyz pro ovéfovani deklarovaného ptivodu RM borovice lesn{ sle-
dovanim identity semenného materialu v pribéhu produkce sazenic.

V obdobi 4 let byly ziskany referen¢ni vzorky, u kterych byly provede-
ny analyzy mikrosatelitovych markert a ziskané genetické kompozice
sledovanych oddilti sadebniho materidlu deseti uznanych jednotek
byly po statistickém zpracovani porovnany. Pro potfeby nastaveni
metodického postupu kontroly deklarovaného ptivodu RM bylo vy-
brano 7 optiméalné polymorfnich markert s dostate¢nou vypovidaci
hodnotou pro nasledné zhodnoceni genetické struktury sledovanych
oddilt sadebniho materialu borovice lesni. U vybranych markert byly
optimalizovany postupy PCR a fragmentacnich analyz. Pomoci pro-
vedené analyzy Structure byly ziskané profily 10 sledovanych oddilu
(UJ) rtizného ptivodu mezi sebou odlisitelné.

Ziskané postupy lze nasledné vyuzit v kontrolnich systémech statni
spravy a pro zvy$eni spotiebitelské ochrany vlastniki lesa a produ-
centil sazenic. Nastaveni objektivniho zptisobu kontroly deklarované-
ho ptvodu je souddsti plnéni povinnosti CR jako ¢lenské zemé EU
vytvaret kontrolni systémy se zachovanim pravdivé identity v celém
priubéhu nakladani s lesnim reprodukénim materialem.

Podékovani:

Vysledek vznikl za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucional-
ni podpora MZE-RO0118 a v ramci feSeni vyzkumného projektu
NAZV ¢. QK1810129.
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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; HuB1sz 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
F,, 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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