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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 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
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 of forest reproductive material origin, microsatellites

Pouzité zkratky v textu:

DNA — deoxyribonukleova kyselina

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

PCR — Polymerase Chain Reaction (polymerdzova fetézova reakce)

Oponenti: Ing. Vlasta Knorova, DiS., Ministerstvo zemédé&lstvi CR, odbor hospodéiské tpravy a ochrany lesii

RNDr. Slavomir Rakousky, CSc., odborny konzultant, Ceské Budg&jovice



I. Cil metodiky

Cilem prace bylo zpracovat metodické postupy analyz DNA s vyuZzitim vybranych mikrosatelitovych markert pro
moznost ovétfeni genetické struktury a sledovani identity oddilt reprodukéniho materialu (RM) smrku ztepilého
v riznych fazich zpracovani, od sbéru semenného materialu az po dopéstovani sadebniho materidlu. Ziskané
postupy Ize nasledné vyuzit v kontrolnich systémech statni spravy a pro zvyseni spotiebitelské ochrany vlastniki

lesa a producentl sazenic.

I1. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

Uméla obnova lesa zistava vramci Ceské republiky pfevazujicim zptisobem obnovy lesa. Na rozdil od
zem&délstvi se v lesnim hospodafstvi pracuje vétsinou s pivodnimi druhy (a ¢aste¢né dosud i populacemi) lesnich
dfevin a jednou z hlavnich podminek Gspésné umélé obnovy lesa je pouziti sadebniho materialu vhodného pivodu.
Zajisténi této podminky je spojené s potiebou evidovat horizontalni i vertikalni penosy reprodukéniho materidlu
(RM) lesnich dievin, s cilem udrzet vysokou a kvalitni hospodaiskou produkci a zajistit ochranu pfirozeného
genofondu domacich populaci. V lesnim hospodaistvi CR dochazi kazdoroéné k pohybu znaéného mnozstvi RM
lesnich dfevin a i z tohoto divodu je nutné, aby opravnéné statni organy mély k dispozici uc¢inné metody, kterymi
Ize podpofit ¢i vylouéit deklarovany ptivod. Velka ¢ast sadebniho materidlu péstovaného v lesnich Skolkéach
pochazi z osiva z lesnich porostti, coZ jsou zpravidla pfirozené populace s vysokou genetickou diverzitou (kdy
navic je geneticka struktura konkrétniho oddilu osiva podle roku sbéru jind), a to je i divodem, proc€ je soucasny
evropsky systém garance puvodu RM lesnich dfevin postaven na principu pravidelnych tfednich kontrol
v kombinaci s povinnosti vedeni evidenci. Vyvoj biochemickych a molekuldrnich metod vyuzivanych i u lesnich
drevin oteviel v této slozité problematice kontroly identity lesniho RM nové moznosti.

Genetickou skladbu organismt a jejich variabilitu na urovni populaci a jedinct 1ze stanovit pomoci DNA markert
(napf. mikrosatelitové markery), které jsou zalozeny na polymorfismu nukleotidovych sekvenci a na rozdil od

izoenzymovych markerti nereaguji na environmentalni zmény. Mikrosatelitové markery (SSR markery) jsou



vyuzivany pro ovéifovani deklarované klonové identity zdroji reprodukéniho materidlu smrku ztepilého naptiklad
v semennych sadech, klonovych archivech (MACHOVA et al. 2014, CVRCKOVA et al. 2018), a dale pro studium
genetické struktury a diverzity smrkovych porosti (SCOTTI et al. 2000, 2002, 2006; RUNGIS et al. 2004; MELONI
et al. 2007; TOLLEFSRUD et al. 2009; FLUCH et al. 2011; UNGER et al. 2011; NOWAKOWSKA et al. 2014;
CVIETKOVIC et al. 2017; VERBYLAITE et al. 2017).

Vyuziti biochemickych markerti pro moznost kontroly identity RM lesnich difevin v pribéhu procesu ziskavani
sadebniho materidlu je zakladem zavedeného systému ZiiF-Verfahren (BEHM, KONNERT 2002; KONNERT, BEHM
2006) vyuzivaného v Némecku. Tento systém je zaloZzen na ziskavani a uchovavani referencnich vzorku, které
umoziuje prabézné i nasledné porovnavani oddild RM a déle na vybéru vhodnych molekularnich metod a
markert. Uvedeny systém byl zpocatku nastaven na vyuZzivani izoenzymovych markerl, tyto byly pozdéji
nahrazeny markery s vyssi rozliSovaci schopnosti (nEST - PCR markery, SSR markery). Pro moznost kontroly
identity oddild RM jsou vhodné markery vykazujici spiSe stfedni genetickou variabilitu, zaroven ale jsou
dostatecné variabilni na urovni sledovanych souborti (KONNERT, BEHM 2006).

Utelem zpracovavanych metodickych postup bylo pro moznost ovéfovani podobnosti genetické struktury
vybranych oddild RM smrku ztepilého vybrat vhodné jaderné mikrosatelity, nuclear simple sequence repeats
(nSSR) markery s dostacujici genetickou variabilitou, ovéfit vhodny pocet odebiranych vzorkt pro postup odbért
referencnich vzorkl pfi procesu provozniho nakladani s RM a zpracovat vhodné postupy vyhodnoceni genetickych
analyz. Ziskané metodické postupy kontroly identity RM smrku ztepilého pomoci aplikace molekularnich metod
1ze nasledné vyuzit v kontrolnich systémech statni spravy a pro zvySeni spotiebitelské ochrany vlastnikl lesa a

producent sazenic.

2. Metodicky postup

Nastaveni metodického postupu sledovani identity RM pomoci DNA analyz vychazelo z poloprovozni modelové
studie, ve které byly analyzy vybranych SSR markert provedeny u 1920 vzorki rostlinného materialu z 8 zdrojt
reprodukéniho materidlu (uznanych jednotek, UJ) smrku ztepilého. Odbéry referenénich vzorka z oddila (UJ)
byly realizovany v prub¢hu 3 let. Sbéry semenného materialu probihaly z 35 — 60 stromtl z uznanych porosta.

V prubéhu zpracovani semenné suroviny bylo odebrano a analyzovano 60 vzorkl semen ze SiSek pred
zpracovanim a 60 vzorki z osiva po vylusténi, pfi nasledné produkci sadebniho materialu v poloprovoznich

podminkach bylo odebrano a analyzovano 60 vzorkd z produkce semenacku a 60 vzorkl ze Skolkovanych



sazenic. Odbéry vzorkl byly provedeny metodou ndhodného vybéru a tak aby v sebranych souborech vzorkt
byly zahrnuty reprezentativné vzorky z celé sledované UJ. Piehled oddilt reprodukéniho materialu a oznaceni

jednotlivych analyzovanych souborti vzorkt je uveden v piiloze (Tab. 2.)

Odbér vzorkit a postupy izolace DNA

Pro sledovéni identity RM je velmi dilezité ziskat vzorky DNA ve vysoké kvalité. Odbéry je proto nutné provadeét
z rostlinného materialu narostlého v daném roce, v piipadé smrku ztepilého jsou to mladé jehlice ze semenacki a
rozpracovaného sadebniho materialu, v piipadé analyz u osiva, Ize k izolaci DNA vyuzit embrya. Starsi jehlice lze
také pouzit, ale z divodu vyssiho obsahu fenolickych latek a polysacharachidli se snizuje kvalita i kvantita
izolované DNA, coz muize zkomplikovat prib&h navazujici PCR pro ziskani jednoznac¢nych a reprodukovatelnych
amplifikovanych lokusi. Pfi zpracovani vét§iho pocétu vzorku je 1épe odebirat mladé jehlice, zpracovani pupenti
Vzorky se tedy pifi odbéru oznaci, ukladaji se do mikroténového sacku a udrzuji se pii nizké teploté (chladové
tasky s namrazenymi destickami) a co nejrychleji se piepravi ke zpracovani v laboratofi. Vzhledem k naslednym
analyzam je dulezité vzorky drzet stale pfi nizké teploté. DNA lze izolovat okamzité z takto cerstvé odebranych
vzorku rostlinného materialu. V piipadé, Ze izolace DNA neni provedena ihned po pfijmuti vzorkd, je nutné vzorky
po prevedeni do laboratorniho rezimu (zaevidovani, nastfihani na vhodnou velikost apod.) ulozit minimalné do
-20 °C. Dalsi moznosti jak uchovat vzorky je jejich vysuSeni za pomoci lyofilizatoru a poté je vzduchotésné uzaviit
v nadobach (lze pouzit plastové falkonky, scintilaéni lahvi¢ky s dobfe t€snicim uzaveérem). Takto zpracovany
(Iyofilizovany) material je snadnéji zpracovatelny pifi nasledném tfeni vzorkl, odpadd nutnost drzet
homogenizované vzorky na ledu. Pro izolaci DNA u lesnich dfevin se nejlépe osvédéila metoda vyuzivajici
soupravu DNeasy Plant Mini Kit od firmy QIAGEN dle dodaného protokolu (Quick-Start Protocol). Pied
zahdjenim vlastniho postupu izolace se ptida ethanol ke koncentratim pufrat AW1 a AW2. Inkubacni lazen se
nechd nahfivat na 65 °C. V ptipad¢ vyskytu srazenin v pufrech AP1 a AW1 se roztoky nahieji pro odstranéni

téchto srazenin.

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



10.

11.

12.

Maximalni mnozstvi vychoziho Cerstvého rostlinného pletiva je 100 mg, v piipad¢ lyofilizovaného pletiva 20 mg,
rostlinné pletivo je potfeba rozdrtit na prasek, napiiklad za pouziti tekutého dusiku aplikovaného na navazeny
rostlinny materidl v tfecich miskach. Utfeny material se pfenese se do 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky.

K rozdrcenému vzorku se napipetuje 400 pl pufru AP1 a nésledné 4 pl RnazyA, pomoci vortexu je nutné obsah
dtikladn€ protiepat. Ziskand smés se nechd inkubovat 10 minut pii 65 °C, béhem inkubace se musi smes

promichévat 2 — 3X pfevracenim zkumavek.

Ptida se 130 pl pufru P3, kratce se promicha pomoci vortexu a inkubuje 5 minut na ledu a poté centrifuguje 5
minut pfi 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 piepipetuje do nové 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky s odectenim ziskaného objemu.
Déavame pozor, abychom nenabrali ptipadny pelet.

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

Odpipetujeme 650 pl smési a piemistime do Dneasy Mini spin kolonky umisténé v 2ml zkumavce (collection
tube) a centrifugujeme 1 minutu pii 8 000 rpm, piefiltrovanou 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 pii 8 000 rpm, pfefiltrovanou kapalinu odstranime.

Ptidame dalSich 500 pl pufru AW2 a centrifugujeme 2 minuty pfi rychlosti 14 000 rpm. Poté vyndame opatrné
Dneasy Mini spin kolonku ze zkumavky, abychom se nedotkli proteklé¢ kapaliny.

Pfeneseme Dneasy Mini spin kolonku do nové 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

Pridame 100 pl AE pufru, ktery aplikujeme pfimo na membranu Dneasy Mini spin kolonky. Nechame inkubovat
5 minut pfi pokojové teploté a poté centrifugujeme 1 minutu pii rychlosti 8 000 rpm.

Opakujeme krok dle bodu 11 pro ziskani druhého eluatu.

Pozadované piistrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, digitalni sucha lazen, centrifuga, vortex, chladici blok na mikrozkumavky (- 20 °C LABTOP
COOLERS), mrazici box, sada pipet a prisluSné (sterilni) Spicky, sterilni mikrozkumavky Epppendorf 1,5 ml

s vicky, susic¢ka nebo sterilizator



Kwvalita extrahované DNA je podstatna pro ziskdni pozadovanych PCR amplifikatii. U vyizolované DNA lze zjistit
jeji koncentraci v ng/ul a Cistotu na zakladé poméru absorbanci pii 260 nm a 280 nm spektrofotometrem na
mikroobjemy. Hodnoty pro optimalni ¢istotu by se mély pohybovat v rozmezi 1,7 — 1,9, nizs§i nebo vyssi hodnoty
indikuji pfitomnost dalSich nezadoucich latek (napf. proteind, fenolickych latek). Vzorky DNA s koncentraci nad

50 ng/ul je vhodné pro optimalni pribéh PCR amplifikace natedit AE pufrem na koncentraci 20 — 30 ng/pl.

b. Postupy PCR amplifikace

Pro DNA analyzy byla zvolena metoda nuclear simple sequence repeats (nSSR) — jaderné mikrosatelity.
Z testovanych mikrosatelitovych markerd bylo pro ucely kontrolniho systému vybrano 7 optimalné polymorfnich
jadernych mikrosatelitovych lokusi PAAC23, (ScOTTI 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 motivli a kromé markeru SpAG, byly
odvozeny z kodujici oblasti jaderného genomu (expressed sequence tags - simple sequence repeats). Pro ziskani
amplifikacnich produktii téchto lokusi byly optimalizovany reakéni smési a teplotni cykly polymerazové fetézové
reakce (PCR) a vypracovany protokoly. Z diivodt ¢asovych i finanénich aspor byly PCR amplifikace 7 vybranych
mikrosatelitovych lokust sestaveny do dvou multiplexti. Reak¢ni smési je nutné ptipravovat na ledu nebo chladové
desticce, DNA polymerazu pfipipetujeme do smési jako posledni reakéni slozku a to zplisobem, ze ji vyjmeme

pfimo z mraziciho boxu jen na nutnou dobu aplikace.

Tab. 1: Vybrané mikrosatelitové lokusy a sekvence primert

R: CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC

Lokusy Sekvence primert (5°-3") Velikost PCR
produktt (bp)
PAAC23 F: TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG 266-312

SpAG: F: GCTCTTCACGTGTACTTGATC 83-121

R: TTCGAAGATCCTCCAAGATAC

WS00716.F13 F: TCAAGTAATGGACAAACGATACA 204-250




R: TTTCCAATAGAATGGTGGATTT

WS0022.B15 F: TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG 172210

R: TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA

WS0073.HO8 F: TGCTCTCTTATTCGGGCTTC 196-216

R: AAGAACAAGGCTTCCCAATG

WS00111.K13 F: GACTGAAGATGCCGATATGC 211-267

R: GGCCATATCATCTCAAAATAAAGAA

WS0023.B03 F: AGCAGCTGGGGTCAAAGTT 166-232

R: AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG

Protokoly PCR:

Multiplex 1 (SSR lokusy, koncentrace jejich primeri a priklad fluorescenéniho oznadeni forward
primeri):

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/pul) pomoci TE pufru
(1 mM Tris - HCI, pH 8.0, 0,01 mM EDTA). Pfipravime smés z primerit v pozadované koncentraci a v objemu
dle poctu analyzovanych vzorkd (napt. pro objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primertt PAAC23
F—4ul, PAAC23 R —4 pl, WS0022.B15 F — 4 pl, WS0022.B15 R —4 nl, WS00716.F13 F — 4 ul, WS00716.F13

R —4 pl a doplnime 76 ul TE pufru).

Ptiprava TE pufru (1 mM Tris - HCI, pH 8.0, 0,01 mM EDTA): 10 ml roztoku pfipravime z 10 pl 1M Tris - HC1

a 0,2 ul 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>0 RNase — free Sul
Qiagen Multiplex 7,5 ul
Primers Mix 1,5 ul

Pridat 1 pl templatové DNA

Teplotni rezim PCR
Krok | Teplota | Cas Popis
1. 95 °C 15 min Pocate¢ni denaturace

26 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 30 sec Denaturace
3. 53°C 90 sec Annealing
4. 72°C 30 sec Elongace
Ix
5. 60 °C 30 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota | Chlazeni amplifikati

Uvedené chemikalie krom¢ primerd jsou soucasti komeréniho kitu Type-it® Microsatellite PCR Kit

Multiplex 2 (SSR lokusy a koncentrace jejich primerii a pfiklad fluorescen¢niho oznaceni forward

primeru):

SpAG; F — 2 uM (6FAM), SpAG, R — 2 uM
WS0023.B03 F — 4 uM (6FAM), WS0023.B03 R — 4 uM
WS0073.H08 F — 4 uM (NED), WS0073.H08 R — 4 uM

WS00111.K13 F—4 uM (VIC), WS00111.K13 R — 4 pM



Provedeme nafedéni primert na zasobni roztoky 100pM koncentrace jako u multiplexu 1.

Pfipravime smés z primerti v pozadované koncentraci a v objemu dle poctu analyzovanych vzorkd (napf. pro
objem 100 pl, napipetujeme ze zasobniho roztoku primerd SpAG, F — 2 ul, SpAG> R —2 ul, WS0023.B03 F -4
ul, WS0023.B03 R — 4 pl, WS0073.HO8 F — 4 ul, WS0073.HO8 R — 4 pl, WS00111.K13 F -4 ul, WS00111.K13

R —4 ul a doplnime 72 ul TE pufru).

Postup piipravy reakéni smési je stejny jako u multiplexu 1

Teplotni rezim PCR
Krok | Teplota | Cas Popis
1. 95 °C 15 min Pocate¢ni denaturace

26 x opakovat od 2. do 4. kroku

2. 94 °C 30 sec Denaturace
3. 55°C 90 sec Annealing
4. 72°C 30 sec Elongace
Ix
5. 60 °C 30 min Finalni elongace

6. 4°C Ulozna teplota | Chlazeni amplifikati

Pozadované pfistrojové a materialové vybaveni:

vortex, sada pipet a piislusné (sterilni) Spicky, mikrozkumavky (stripy, desticky PCR 0,2 ml s vickem), box

chladici na PCR mikrozkumavky, chladici desticka, centrifuga, teplotni cyklovac

c. Postupy elektroforézy v agarozovém gelu

10



Ptedbézné hodnoceni ziskanych amplifikacnich produktd se provadi pomoci horizontalni elektroforézy na 2%
agarozovych gelech. Agardza (Agarose SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) se rozpousti zahfivanim
v 0,5 x TBE pufru (Tris borate EDTA pufr, Duchefa Biochemie B.V.) do ziskani ¢irého roztoku. K rozpousténi je
vhodné pouzit mikrovinnou troubu a proces rozpousténi je nutné sledovat, aby nedoslo k prekypéni roztoku. K
vizualizaci amplifikovanych fragmentd DNA se pouZiva fluorescenéni barvivo napt. GelRed (GelRed™Nucleic
acid Gel Stain, 10,000XinWater, Biotium, Hayward). GelRed lze pfidat hned do rozpusténého teplého
agar6zového roztoku v poméru 1:10 000 a po promichani nalit do formy. Do tekutého gelu se ihned vlozi hiebinky
s vhodnym poctem jamek dle poctu testovanych vzorkd. Ztuhly gel se opatrné pfemisti do vany pro elektroforézu,
vyjmou se hiebinky a pfilije se 0,5 x TBE pufru tak, aby roztok pfesahoval asi 0,5 cm nad gel. Do slotl gelu se
nanasi PCR amplifikaty (15 pl) smichané s 4 pl pufru (gel loading buffer, Sigma — Aldrich). Pro porovnani
velikosti ziskanych amplifikatti se do vybraného slotu nanese smés: 1 pl standardu 100 bp DNA ladder (NEW
ENGLAND Biolabs), 4 ul destilované vody a 2 pl pufru (gel loading buffer).

V elektrickém poli se pohybuji zaporné fragmenty DNA ke kladné elektrodé, jejich migraéni schopnost zavisi na
jejich relativni hmotnosti (velikosti amplifikatu). Potfebna doba trvani elektroforézy je kolem 30 minut pii napéti
60 V a dalsich 120—150 minut pfi napéti 100 V. Po prob¢hlé elektroforéze se gely dokumentuji pod UV zarenim

pomoci kamerového systému. DNA fragmenty se v gelovém nosici projevuji jako fluoreskujici prouzky.

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

analytické vahy, sada pipet a piislusné (sterilni) $picky, mikrovlnna trouba, vortex, horizontalni elektroforéza se

zdrojem, dokumentac¢ni systém s UV transluminatorem

d. Postupy fragmentaéni analyzy a hodnoceni PCR produktii

Presné zjisténi velikosti amplifikovanych fragmentli v hodnotach part bazi se provadi na genetickém analyzatoru
(napt. typu Applied Biosystem 3500). Polymerazova fetézova reakce musi byt provedena s fluorescenc¢né
oznac¢enymi primery (pro uvedeny typ analyzatoru na 5’konci s modifikacemi 6FAM, VIC, NED, PET) a PCR
amplifikaty musi byt pfed fragmentani analyzou nasledujicim zpiisobem denaturovany na jednovldknové
fragmenty. Nejprve se PCR produkty jednotlivych vzorkid napipetuji po 1 pl do 96jamkovych desticek uréenych
pro analyzitory a pak se ke kazdému vzorku pfida 11 pl smési pfipravené z formamidu (Hi-Di™ Formamide,

Applied Biosystem) a velikostniho standardu (Gene Scan™ — 600 LIZ® Size standard v 2.0, Applied Biosystem).
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Smés se pfipravuje v objemech 11 pl formamidu a 0,4 pl velikostniho standardu na jeden vzorek a pomoci vortexu
se kratce promicha. Po napipetovani smesi k amplifikattiim se destiCka kratce sto¢i na centrifuze, aby byl roztok u
dna jamky, a pak se desticka inkubuje 4 minuty pfi teploté 94° C, nésleduje prudké zchlazeni na ledu po dobu

minimalné 2 minut.

Geneticky analyzator pracuje na principu elektroforetického rozdéleni fragmentti DNA v tenké kapilafe naplnéné
specidlnim polymerem. Polymer i zkoumany vzorek je do kapilary napliiovan automaticky. Detekce
fragmentovanych usekt je zalozena na hodnoceni fluorescence z fluorescencné oznacenych primerti po excitaci
laserovym zafenim. Piistroj je schopen soub&zné detekovat vicebarevnou fluorescenci, to umoziluje
v multiplexovém uspofadani hodnotit najednou vice markerii, coz je z ¢asovych i finanénich divodd velmi
vyhodné. Pro jejich spravnou identifikaci po prob&hlé analyze je nutné jejich kombinaci sestavit z hlediska
velikosti jejich alel a fluorescencniho zabarveni primeru.

Sedm vybranych lokust lze seskupit pro fragmentacni analyzu do 2 béhi. Prvni béh se sklada z PCR produktii
multiplexu 1 (amplifikované lokusy PAAC23, WS0022.B15, WS00716.F13) a druhy béh zPCR produkti
multiplexu 2 (amplifikované lokusy SpAG,, WS0023.B03, WS0073.H08, WS00111.K13).

Hodnoceni velikosti amplifikaénich produkti se provadi pomoci softwarového programu GeneMapper 4.1
(Applied Biosystems), ktery z vysledku méteni velikostniho standardu, ktery je pfidavan ke kazdému vzorku,

stanovi kalibracni kiivku a na jejim podkladé ohodnoti velikosti analyzovanych fragmentti.

Pozadované pristrojové a materialové vybaveni:

sada pipet a piislusné Spicky, vortex, teplotni cyklovac, centrifuga, geneticky analyzator

e. Zpracovdni molekuldrnich dat

Smrk ztepily mé diploidni sadu chromozomu. U sledovaného lokusu ziskdme pro kazdého jedince dveé shodné
alely v pfipad¢ homozygota nebo v piipad¢ heterozygota dvé rizné hodnoty alel. Pro moznost srovnani
genetickych struktur oddil RM se velikosti alel z hodnocenych lokust pro sledované soubory vzorkt jednotlivych
oddila statisticky zpracovavaji pomoci statistickych programti GenAlEx 6.503 (PEAKALL, SMOUSE 2006, 2012) a
STRUCTURE 2.3.4. (PRITCHARD et al. 2000; FALUSH et al. 2003, 2007; HUBISZ et al. 2009). Pomoci programu

GenAlex 6.503 se ziskdva ohodnoceni genetickych vzdalenosti mezi populacemi, které 1ze vypocitat na zakladé
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Neiovy standardni genetické vzdalenosti (NEI 1972), grafické zndzornéni je umoznéno pomoci analyzy hlavnich
koordinat (Principal Coordinate Analysis — PCoA). Cim bliz§i umisténi soubori v grafickém vyjadieni a v
kvadrantu, tim jsou si srovndvané soubory geneticky blizsi.

Pro moznost porovnani populaéni struktury sledovanych souborti vzorkd s vyuzitim multilokusovych genetickych
dat se vyuziva Bayesianskd metoda implementovana v softwaru STRUCTURE 2.3.4. U smrku ztepilého vzhledem
k nizkym hodnotam Fsr (vzajemné diferenciace mezi porosty) se v programu nastavuje model Lock prior.
Optimalni hodnota K (pocet klastrti) se dale zjistuje pomoci programu STRUCTURE HARVESTER (EARL,
HoLDT 2012). Identita sledovanych souboru vzorkd se déale zjiStuje porovndnim barevné odlisnych proporci
jednotlivych klastrii ziskanych jako vysledek populacni analyzy Structure (grafické vyjadieni Bar plot). Pro
moznost nastaveni metodického postupu sledovani identity RM v praxi bylo provedeno statistické porovnani
genetické struktury u 4 soubort s riznymi pocty vzorkt (tedy soubory o velikosti 60 vzorkd, 30 vzorkd, 20 a 10
vzorktl u jednotlivych sledovanych oddili RM osmi uznanych jednotek). Vysledky zpracovaného statistického
zhodnoceni pro soubory ruzné velikosti ve form¢ grafického zpracovani genetickych vzdalenosti analyzou
hlavnich koordinat PCoA a grafického zpracovani vysledku populacni analyz (porovnani proporci jednotlivych
klastrti ve sledovanych souborech a zjisténi jejich podobnosti) jsou uvedeny v ptiloze (Obr. 1 - 8). Z ptiloZzenych
hodnoceni jsou nejvice vypovidajici vysledky (odlisené zdroje RM) ziskané analyzou 60 jedincii ve srovnavanych

souborech, coz je ve shod¢ s obecnymi principy popula¢ni genetiky.

I11. Srovnani novosti postupu

V souvislosti se vstupem CR mezi ¢lenské zemé ES byla do nérodni legislativy transponovana Smérnice Rady
1999/105/ES do zakona ¢. 149/2003 Sb. (ve znéni pozdéjsich predpisti). Kazda clenskd zem¢ ES je povinna
vytvofit kontrolni systém k zajisténi zachovani pravdivé identity (informace o piivodu) daného oddilu RM od jeho
ziskani az po dodavku koneénému spotiebiteli (MALA et al. 2013). V CR je stavajici systém kontroly odkazan na
pfisny dohled zaméteny na evidenci a kontrolu pohybu RM. K pfipadim porusovani ustanoveni legislativnich
pravidel mtize dochdzet prakticky ve vSech fazich procesu, pocinajiciho volbou zdroje pro sklizeni plodi nebo
osiva, jeho vyuzivanim pro sbér a dale ve vSech fazich procesu pocinaje sklizni az po vysev nebo vysadbu
semenacku ¢i sazenic. V této souvislosti mize dochazet k poruSovani ptedpisti i ve vedeni povinné evidence.
Evidence nemusi byt bud’ vedena viibec, nebo je neuplna ¢i dokonce nespravna, a to bud’ z neznalosti pfedpist,

z nedbalosti, nebo v extrémnim piipadé mize dojit i k tmysIné falzifikaci (Sindelai 2000). V procesu nakladani s
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RM lesnich dievin v CR byly v pribéhu provadénych kontrol a dozoru povéienou osobou UHUL zjistény
nedostatky typu: nestandardné vystavena potvrzeni o ptivodu, chyby v piedkladanych hlaseni dodavateld o
reprodukénim materidlu v drzeni a uvadéném do ob&hu, nestandartni mnozstvi reprodukéniho materidlu ziskana
z uznanych jednotek, nepfedlozena hlaseni dodavatelt, existence reprodukéniho materialu bez pivodu, mnozstvi
vypéstovanych sazenic neodpovidajici mnozstvi reprodukéniho materialu na potvrzeni o ptivodu apod. (KOTRLA,
PARIiZEK 2008;). Nedostatkem pouzivaného kontrolniho systému je nemoznost dokazat piipadné poruseni pravnich
predpist objektivni metodou, kterd by umoznila ovéteni skutecného ptivodu vybraného vzorku RM lesnich dievin.
Metody DNA analyz pro ovéfovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu smrku ztepilého v prubéhu
sledovani identity semenného materialu od sbéru osiva az po dopé&stovani sazenic jsou tedy vhodnym dopliujicim
nastrojem pro zavedeny systém kontroly a dozoru nakladani s RM.

Novost postupti pro moznost ovéieni genetické struktury a sledovani identity oddilti reprodukéniho materialu
(RM) smrku ztepilého v riznych fazich zpracovani od sbéru semenného materialu az po dopéstovani sadebniho
materidlu spocivala v ovéfeni 7 optimalné polymorfnich nSSR markert (PAAC23, SpAG2, WS00111.K13,
WS00716.F, WS0022.B15, WS0073.HO8, WS0023.B03) a jejich ovéfeni na souborech vzorkli ziskanych
v poloprovoznich podminkéch. Jednd se o SSR markery vykazujici stfedni genetickou variabilitu, ale projevujici
dostateCnou variabilitu na urovni porovnavanych soubortt RM. Amplifikace vybranych 7 lokusi byly sestaveny
do dvou multiplexti a fragmentacni analyzy na genetickém analyzatoru do dvou béhti.

Na zékladé provedenych vyhodnoceni souborti s riznymi pocty jedinct (60, 30, 20, 10) v porovnavanych
souborech, lze deklarovat, Ze pocet jedinci umoziujici potvrdit shodu v populacni struktufe je 60, s tim, ze
orientani vypovidajici vysledky lze dosédhnout i pfi sniZzeni poctu analyzovanych jedinct ve srovnavanych
souborech na 30. Stanoveni minimalniho poctu analyzovanych jedinci pro aplikaci postuptt DNA analyz bylo
realizovano s ohledem na ekonomickou proveditelnost piipadnych provéfeni spornych pfipadu identity RM

pomoci DNA analyz.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Zpracované metodické postupy analyz DNA s vyuzitim vybranych vhodné polymorfnich mikrosatelitovych
markerti 1ze vyuzit pfi ovéfovani genetické struktury a sledovani identity oddilti reprodukéniho materialu (RM)
smrku ztepilého v riznych fazich procesu nakladani s RM, v obdobi od sbéru semenného materialu az po

dopéstovani sadebniho materilu.
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Zakon 149/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich predpisii (zdkon o obchodu s reprodukénim materidlem lesnich dfevin —
RM) zavedl povinnost organti vetfejné spravy a povefené osoby kontrolovat dodrzovani tohoto zékona, tato
povinnost vychazi ze Smérnice Rady 1999/105/ES. Kazda ¢lenskd zemé ES je povinna vytvofit kontrolni systém
k zajisténi zachovani pravdivé identity (informace o pivodu) daného oddilu RM od jeho ziskani az po dodavku
kone&nému spotiebiteli (MALA et al. 2013). V CR je stavajici systém kontroly odkézan na piisny dohled zaméteny
na evidenci a kontrolu pohybu RM, povéfenou osobou pro provadénim kontroly reprodukéniho materialu je
vramci Ceské republiky UHUL. Zpracované metody postupy DNA analyz uplatnitelné pii ovéfovani
deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu smrku ztepilého v prubéhu sledovani identity semenného
materidlu od sbéru osiva az po dopéstovani sazenic jsou vhodnym doplitujicim néstrojem pro pouzivany systém
kontroly procesu nakladani s RM, tyto postupy mohou byt vyuZity sttni spravou a povéienou osobou UHUL,
Brandys nad Labem pii provadéni kontrolni ¢innosti u reprodukéniho materialu lesnich dfevin. Respektovani
ustanoveni o ziskavani a péstovani reprodukéniho materialu lesnich dfevin a nakladani s nim, tak jak je uvedeno
v platnych pravnich predpisech Ceské republiky, je jednou z podminek a predpokladii ¥adného hospodateni v
lesich. Volba vhodného reprodukéniho materialu, evidence a jeho pouzivani v souladu s platnymi piedpisy je
zdkladem hodnoty budoucich lest (Sindelat 2000). Ziskané postupy lze vyuzit pro zvyseni spotiebitelské ochrany
vlastniki lesa a producentt sazenic.

Metodika popisuje postupy zpracovani vzorki, izolace DNA, amplifikace vybranych lokust, elektroforézy,
fragmentacni analyzy a zpracovani molekularnich dat. Byly zvoleny mikrosatelitové markery s optimalni mirou
polymorfismu, které byly odzkouseny v provedené poloprovozné zalozené studii u soubort vzorkt rostlinného
materialu z 8 zdroju reproduk¢niho materialu (UJ) smrku ztepilého (Tab. 1, 2). V ptiloze jsou uvedeny i priklady
grafickych vystupt ukazujici na podobnost genetickych struktur Setfenych soubori vzorkd smrku ztepilého ze
sledovanych UJ (Obr. 1 — 8). Moznosti uplatnéni postupti DNA analyz v dal$ich laboratofich mize komplikovat
finanéni narocnost piistrojového vybaveni pro fragmentacni analyzy, zejména genetického analyzatoru.

Fragmentac¢ni analyzy si vSak lze objednat na zakdzku u komerc¢nich firem (napt. SEQme, Genomac, BIOCEV).

V. Ekonomické aspekty

Vyznamnym ekonomickym aspektem uvedenych metodickych postupti vedoucich k moznostem objektivni
kontroly procesu nakladani s reprodukénim materidlem lesnich dievin je pfinos celospolecensky. Moznost

dtsledné kontroly realizace ustanoveni obsazenych v Zakon¢ 149/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich piedpisi ma
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zabezpecit, aby vysledkem obnovy a zalestiovani byly hospodatsky hodnotné lesni porosty, stabilni, zdravotné
vyhovujici z hlediska produkce kvalitniho diivi i se zfetelem na zadouci ekologické a socidlni funkce lesi.
Soucasné dojde i k dalsSimu napliiovani pozadavkli Smérnice Rady 1999/105/ES. Vedle celospolecenskych ptinost
se da predpokladat i zvySeni trzeb z tézby dieva u vlastnikii lest v podobé budoucich zvySenych vynosi
smrkovych porostil zalozenych z kvalitniho reprodukéniho materialu potvrzeného ptivodu.

Smrk ztepily je v naSich podminkach z hlediska jeho hospodaiského uplatnéni nejvice rozsifeny druh dieviny,
ktery zédsadnim zptisobem ovliviiuje ekonomiku vétSiny lesnich majetkd vSech forem vlastnictvi, a tedy i celého
lesniho hospodafstvi a navazujiciho dfevozpracujiciho primyslu (celého lesnicko-dievatského sektoru).

Pfi reprodukci porostii z kvalitnich genetickych zdrojt je vyssi zaruka, Ze bude v dobé mytni zralosti lesnich
porostl dosazeno soucasné i vyssi objemové produkce. Pii rozdilu porostnich zasob vztazenych k obmyti u
kvalitnéjsich smrkovych porosti nachazejicich se v souc¢asnych genovych zakladnach (GZ) oproti ostatnim
smrkovym porostiim na izemi CR v objemu 81,04 m*/ha a pfi primérné cené surového dfivi za rok 2014 ve vysi
1 180 K¢&/m? ¢ini zvysené trzby z prodeje dieva u kvalitngjsich smrkovych porostti (v GZ) ¢astku 95 627 K&/ha.

Kalkulace byla provedena na zaklad¢ téchto informacnich zdroja:

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

Priimérna relativni bonita dfevin v CR (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodaistvi 1995, str. 96)

Cerny, M., Pafez, J. - Malik, Z: Rustové a taxacni tabulky hlavnich dievin Ceské republiky (smrk, borovice, buk,
dub), IFER, 1996

Vyhlaseni praimérné ceny dieva pro rok 2015 k vypoctu poplatku za odnéti lesnich pozemk surového diivi

(Véstnik MZe, ¢astka 2, str. 73, prosinec 2014)

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze primérna cena surového dfivi v CR, kterd je kazdoroéné zvefejiiovana ve Véstniku
MZe, v roce 2014 &inila 1 180 K&/m? a reprezentuje cenu dieva na pni, tj. cenu surového diivi na odvoznim misté
po odecteni tézebnich nékladd, je mozné tento ekonomicky efekt soucasné oznacit za zvyseny Cisty vynos ziskany
ze smyceného lesniho porostu v dob€ obmyti, ktery se projevi i ve zvySeném hospodaiském vysledku (zisku)
vlastnikd lesa.

Ve skutecnosti l1ze ocekavat ekonomicky piinos pro vlastnika lesa jesté vyssi, pokud porovname obé hodnoty

mytni vytéze v obmyti (v GZ oproti ostatnim smrkovym porostiim) vypoctené na zakladé obvykle dosahovaného
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procentického podilu jednotlivych sortimentd surového dfivi a jejich cen (pfedevSim pilafskych vyfezt) a
obvyklych t€Zebnich nakladl v misté a Case.

Vyssi celkova objemova produkce porosti z kvalitnich genetickych zdrojti se vSak neprojevi v ekonomice
vlastnikd lesa pouze v dobé obmyti, ale jiz také v ramci vychovnych opatfeni v podobé zvySenych ptijmu
z provedenych probirek (z pfedmytnich tézeb), coz rovnéz pozitivné ovlivni ekonomickou situaci vlastnikl lesa a
prispéje k podpote ekonomického pilife trvale udrzitelného hospodareni v lese.

Vzhledem k soucasné kalamitni situaci u smrkovych porostli je zhodnoceni ekonomického pifinosu vztazeno

k obdobi predchazejicich hospodarskych vysledkda.

Naklady na postupy genetickych analyz uvedenych v metodice jsou kalkulovany na spotfebni material a
chemikalie s pfedpokladem vlastnictvi laboratorniho vybaveni pro analyzy DNA. Na izolaci DNA vzorku
z jedince jsou pramérné naklady 118,- K¢. Naklady u jedince na PCR produkty a nasledné fragmentacni analyzy
¢ini pro 7 lokust pfiblizné 130,- K¢ v€. DPH, za predpokladu provedeni analyz v multiplexech dle uvedenych
optimalizovanych postupt. Naklady jsou kalkulovany k roku 2021 a je nutné zminit, Zze cena chemikalii se
postupné navySuje. V uvedené kalkulaci naSich nakladiti (vyzkumné pracovisté) nejsou zahrnuty dopliikové
naklady, naklady na odpisy pfistrojového vybaveni, osobni naklady, ndklady na vyvoj metod, které jsou odvislé
od konkrétni situace vybavenosti (materialni i personalni) pracovisté. P# Pro pfipadné vyuziti sluzeb komer¢nich
laboratofi je mozné se obratit napiiklad na spole¢nosti SEQme s.r.0., Genomac vyzkumny ustav, s.r.o., BIOCEV,

které disponuji potfebnou vybavenosti.

VI. Dedikace

Metodika vznikla za podpory za podpory Ministerstva zemédélstvi, institucionalni podpora MZE-ROO0118 a je

vysledkem feSeni vyzkumného projektu NAZV ¢. QK1810129.
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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
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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 realized 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 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 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. 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; HUBISZ 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

22



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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Piiloha
Piiklady vystupt genetickych analyz pro nastaveni systému kontroly deklarovaného pivodu reprodukéniho materialu u smrku ztepilého

Tab. 2. Piehled oddil reprodukéniho materialu a oznaceni jednotlivych analyzovanych souborti vzorkd smrku ztepilého / Overview of forest reproductive material sources and

designation of Norway spruce sample sets

Puvod / Proof
Ozn‘fce‘/“ PFirodni
Ofidll“. o lesni ) - oznaceni souboru
designation |« 0 (o f forest reproductive rok Zrani / oblast / | Lesni vegetacni faze odbéru vzorku / sampling phase | vzorki / designation of
of forest . maturation stupern / Forest le set
. material Natural . sample se
reproductic year vegetation zone
R Forest
e mateial
Areas
source
1 vzorek ze §iSek po sbéru SM 1A SIS
St 5 | vzorek z osiva po vylusténi SM 1B OSI
CZ-2-2A-SM-0004-36-3-Z 2017 | 3.Lys |30 -Stedomoravsie POy
arpaty vzorek ze semenackil ve Skolce SM_1C_SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce |SM 1D SAZ
2 vzorek ze §iSek po sbéru SM_2A SIS
CZ-2-2A-SM-00010-17-3-E 2017 3.LVS 17 - Polabi vzorek z osiva po vylusténi SM_2B_OSI
vzorek ze semenackl ve Skolce SM_2C _SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce |SM 2D SAZ
3 vzorek ze Sisek po sbéru SM 3A SIS
CZ-2-2A-SM-00002-8-3-S 2017 3.LVS | 8- Kiivoklatsko | V2OrekZ0siva po vyluSien SM_3B_OSI
vzorek ze semenacki ve Skolce SM_3C_SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce | SM 3D SAZ
4 o <
CZ-2-2A-SM-03411-38-5-7. 2017 5 LVS 33/.- Bll.e 1I((’arpa}tly a | vzorek ze SiSek po sbéru SM_4A_SIS
1ZOVICKE VICY | yyorek z osiva po vylusténi SM_4B _OSI
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vzorek ze semenackl ve Skolce SM_4C _SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce |SM 4D SAZ
5 vzorek ze §idek po sbéru SM _5A SIS
CZ-2-2A-SM-03546-31-4-E 2017 4.LVS Ceskoﬁoravské vzorek z osiva po vylusténi SM_SB_OSI
mezihofi vzorek ze semenackl ve Skolce SM_5C_SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce | SM 5D SAZ
6 vzorek ze Sisek po sbéru SM_6A_SIS
CZ-2-2A-SM-03379-40-5-T-G185 2017 5.LVS Moravjlgoslezské vzorek z osiva po vylusténi SM._68 OSI
Beskydy vzorek ze semenacku ve skolce SM_6C _SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce | SM 6D SAZ
8 vzorek z osiva po vylusténi SM_ 8B OSI
B-SM-56+4-25-6-RK 1995 6.LVS | 25-Orlické hory | v2orekze semendckii ve Skolee SM_3C_SEM
vzorek ze semenackl ve Skolce 2 varianta | SM 8C OPO SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce | SM 8D SAZ
10 vzorek z osiva po vylusténi SM _10B_OSI
CZ-2-2A-SM-3134-25-7-H 2006 7.LVS | 25-Orlické hory | V2orekze semendckii ve Skolce SM_10C_SEM
vzorek ze semenacki ve Skolce 2 varianta | SM 10C OPO SEM
vzorek ze Skolkovanych sazenic ve Skolce |SM 10D SAZ

* Oddily oznac¢ené 7 a 9 nebyly do vyhodnocovaci analyzy zafazeny z divodu nedostateéné velikosti souborti dat
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Obr. 1. Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pfi pouziti 60 vzorki ve sledovanych souborech/ Fig. 1. Results of the principal coordinate

analysis (60 samples in observed sets)
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Obr. 2. Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pii pouziti 30 vzorki ve sledovanych souborech/ Fig. 2. Results of the principal coordinate analysis (30 samples in

observed sets)
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Obr. 3. Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pii pouziti 20 vzorki ve sledovanych souborech/ Fig. 3. Results of the principal coordinate analysis (20 samples in
observed sets)
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Obr. 4. Vysledky analyzy hlavnich koordinat (PCoA) pii pouziti 10 vzorki ve sledovanych souborech/ Fig. 4. Results of the principal coordinate analysis (10 samples in

observed
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Obr. 5. Zhodnoceni genetické struktury Bayesianskou metodou pro K = 8 u 32 sledovanych souborit vzorki (60) z 8 ruznych zdroji 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 = 8 u 32 sledovanych souborii vzorki (30) z 8 riznych zdroji RM / Fig. 6. Evaluation of genetic

structure by Bayesian method for K = 8 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 = 8 u 32 sledovanych souborii vzorki (20) z 8 riznych zdrojia RM / Fig. 7. Evaluation of genetic

structure by Bayesian method for K = 8 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 = 8 u 32 sledovanych souborii vzorki (10) z 8 riznych zdroji RM / Fig. 8. Evaluation of genetic

structure by Bayesian method for K = 8 in 32 observed sets of 10 samples from 8 different sources RM
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