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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je vytvofeni komplexniho, standardizovaného a ekonomicky efektivniho
metodického postupu pro ovétovani deklarovaného piivodu reprodukéniho materidlu lesnich
dievin. Vyznamnym poc¢inem v ramci metodiky je optimalizace amplifikacnich multiplext pro
Ctyfi zajmové dieviny definované zadavatelem projektu / uzivatelem metodiky, a to smrk
ztepily, jedli bélokorou, buk lesni a dub zimni.

Pro kazdou dievinu byly optimalizovany dva reakéni multiplexy, které umoznuji proveést
casové 1 ekonomicky efektivni genotypizaci celkové na 18 (SM, DBZ), 21 (BK) ¢i 26 (JD)
mikrosatelitovych (SSRs) lokusech. V metodice je rozebrana vhodnost aplikace metodiky na
jednotlivé typy zdrojui reprodukéniho materidlu a na modelové situaci ilustrovan cely proces
ovétovani deklarovaného piivodu od okamziku odbéru vzorku az po stanoveni rozhodnuti o
deklarovaném piivodu.



2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvodni rozbor tématu

V obecné roving se poruSenim pravidel pienosu reprodukéniho materidlu rozumi jakakoliv
¢innost probihajici v rozporu s piislusnymi legislativnimi piedpisy. Je pravdépodobné, Ze
piipadné nelegalni aktivity v oblasti pfenosu reproduk¢niho materialu reaguji na aktualni situaci
na trhu ve vztahu k dostupnosti reprodukéniho materialu a jeho aktualni potiebé. Podle raznych
indicii miize mimo nekalych machinaci s priivodni dokumentaci reproduk¢éniho materialu na
uzemi naSi republiky (napf. cilend zdména privodni dokumentace, aniz by dochéazelo k
fyzickému transportu reprodukéniho materialu) dochazet pravdépodobné také k nelegalnim
toklim cenové dostupnéjsSiho osiva nékterych dievin ze zahrani¢i (napt. bukvic ze Slovenska,
borovice z Polska atd.).

Soucasny systém kontroly je zalozen na souladu evidence vedené dodavateli reprodukéniho
materidlu a informacemi, kterymi disponuje povéfend osoba. Kontrola je zaloZena na
rekonstrukci spotiebitelského fetézce, ktery zac¢ind sbérem reprodukéniho materialu ze zdroje
za timto Ucelem uznanym, ptes obchodovani se v§emi druhy reprodukéniho materidlu az po
vysadbu takového materidlu. K tomu, aby mohl byt spotiebitelsky fetézec rekonstruovan, ma
povéiena osoba (UHUL) k dispozici fadu opravnéni a nastrojti (napf. kontrola sbéru
reproduk¢éniho materialu, vystavovani potvrzeni o piivodu, hlaSeni o reproduk¢nim materialu
atd.). Doposud vsak nebyl k dispozici nastroj, ktery by umoznoval fakticky ovérit deklarovany
puvod reproduk¢éniho materialu na zaklad¢ jeho genetickych charakteristik. I kdyz tedy v
nékterych ptipadech méli zastupci povérené osoby pochybnosti o deklarovaném plvodu,
nemohli v piipad€ formalni spravnosti pritvodnich dokumentt toto zpochybnit. Proto je Zadouci
kontrolni systém zefektivnit nasazenim néstroji molekularni genetiky. Témito metodami lze
Casto zavery evidencni kontroly ptivodu reprodukéniho materidlu lesnich dfevin rigordézné
ovetit.

Zasadnim faktorem pro nasazeni metodiky ovéfovani pivodu by vzdy mélo byt zvazeni
budouciho ptedpokladaného produkéniho ¢i/a mimoprodukéniho pfinosu této aktivity.
Rozsahlé studie oveétovani plivodu nesuperiornich zdrojii reprodukéniho materidlu (predevsim
porosty fenotypovych tfid B a C) budou v obecné rovin€ neefektivni, a to vzhledem k vysokym
nakladlim genotypizace, zna¢né velikosti potencialni rodi¢ovské populace a relativné nizkému
efektu pfedpoklddaného piinosu v uchovani ¢i posunu aditivnich genetickych hodnot
z4jmovych znakt pii ovéfeném ptvodu reprodukéniho materialu.

Za efektivni lze povazovat aplikaci metodiky na superiorni zdroje reprodukéniho materialu,
kdy zajiSténi zdroje deklarovaného pivodu ma znacny potencidlni pfinos ve smyslu
vyznamného udrzeni ¢i navySeni Slechtitelské hodnoty zdjmového znaku ¢i vlastnosti
(produkéni charakteristiky, odolnost a stabilita, lokalni adaptace atd.). Reprodukéni material
superiorniho charakteru ma deklarovany ptvod vétSinou v populacich omezeného rozsahu.
Casto jde o porosty kategorie A &i o semenné sady, u kterych se pocet jedineénych genotypt
rodicovské populace pohybuje v fadu desitek jedinct. Toto je z pohledu praktické aplikace
metodiky zna¢na vyhoda, jelikoz genotypizace v rodicovskych populacich je financné i casove
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piijatelnd. Ovérovanim reprodukéniho materialu ze superiornich zdroji zaroven dochézi ke
zhodnoceni dfive vynalozenych investic, napi. na zaloZeni a genetické testovani semenného

sadu, testy potomstev atd. U takovych zdroji reprodukéniho materidlu je metodika navic
prakticky snadno uplatnitelna.



2.2. Vlastni metodicky postup

Metodika ovétovani deklarovaného plivodu sadebniho materialu je principialné zalozena na
pfistupu porovnavani (komparace). Posuzuje se geneticka informace filidlni generace, tj.
smésny vzorek jedincii (sazenic ¢i pripadné pfimo osiva), u kterych je pozadavek na ovéieni
deklarované pftislusnosti. Posuzuje se plvod zjistené genetické informace k deklarované
rodicovské populaci. Jinymi slovy, dochazi k rekonstrukci rodokmene (urceni pfibuzenskych
vazeb potomek — rodic). K rekonstrukci rodokmene se vyuzivd vhodny pocitacovy algoritmus
a ovéiuje se hypotéza, Ze posuzovani jedinci jsou potomky deklarované rodicovské populace.
Pokud lze rekonstrukei ptibuzenskych vazeb povazovat za Gspésnou, je deklarovany ptivod
potvrzen. Pokud pfi komparativni analyze nedojde k identifikaci vazeb rodi¢ — potomek, je
puvod k deklarované zdrojové populaci vyloucen.

V ptipad¢ potieby potvrdit ¢i vyloucit klonovou identitu (napf. klony a ramety v semennych
sadech, klonové vysadby, embryogenni linie propagované in vitro) postauje vyuzit pouze
jeden z vytvofenych multiplext, a to diky jeho dostatecné vysoké pritkaznosti, coz piinasi
finan¢ni usporu oproti genotypizaci s vyuzitim obou multiplexii. Pfi ovéfovani klonové identity
nedochazi k rekonstrukei piibuzenskych vazeb, ale k porovnavani genetickych profili (alel) u
zajmovych jedinct a posuzuje se shoda ¢i odliSnost genotypti.

V ptipadé ovéifovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho materidlu, ktery vznikl generativni
cestou, jsou vstupnimi parametry pro rekonstrukci rodokmene genotypy potomkil a genotypy
deklarované rodi¢ovské populace. Pro prikazné potvrzeni/vylouceni deklarovaného ptivodu je
nezbytné vzdy maximalizovat usili o odbér vzorku pro zjisténi genetického profilu u vSech
jedinct deklarované rodicovské populace. Optimalni je situace, kdy je rodicovska populace
jednoznac¢né vymezena, muze byt snadno vzorkovana a analyzovana (napt. semenny sad). SpiSe
nez o ovzorkovani vSech jedinci potencialni rodicovské populace je presnéjsi hovofit o
podchyceni skupiny vSech matefskych stroml (ve smyslu donort matetskych gametickych
ptispévku), jelikoz vzdy lze predpokladat urcitou proporci pylového toku z oblasti mimo zdroj
reprodukéniho materidlu (tzv. pylova kontaminace).

2.2.1. Metodika odbéru vzorku

Odebirané vzorky by nemély vykazovat poskozeni a napadeni hmyzem ¢i houbami. Rostlinnou
cast pro odbér volime podle snadnosti a rychlosti odbéru, fyziologického stavu vzorku ¢i miry
poskozeni vzorku pfi odbéru. Je preferovan odbér asimila¢nich — ontogeneticky nejmladSich —
rostlinnych pletiv (pupent, listd, jehli¢i) v zavislosti na dostupnosti na daném jedinci. Pti
odbéru asimilacnich organti zvolime, zda budeme sbirat pupeny ¢i listy. Pokud je to mozné,
preferuji se pupeny — jednak odstranéni krycich Supin pied zpracovanim vzorkl zvysuje ¢istotu
odebraného materialu a také jde o material, ktery na jednotku hmoty obsahuje vys$si mnozstvi
DNA.

V ptipad¢ nemoznosti odbéru asimilacnich pletiv (dosp€ly strom s vysoko nasazenou korunou,
vyuziti stromolezcii je mozné, ale znacn¢é by navysilo naklady) se pfistupuje k odbéru kambia.
Odebrany materidl musi reprezentovat genotyp zajmového jedince, je nutno se vyhnout
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pletivim s odliSnou genetickou informaci (tj. semena, plody). AvSak v ptipadé¢ vhodného
designu studie mize byt DNA izolovana také z pletiv semen. Napiiklad v situacich, kdy
vznikne potieba ovétit deklarovany ptvod osiva jesté pred vlastnim vysevem. Je vSak tieba
vénovat zvySenou pozornost charakteristikdm ptislusnych pletiv (haploidni gametofyt).

Odbér materidlu mize probihat celoro¢né, s pfihlédnutim k aktudlni dostupnosti konkrétniho
typu pletiva.

Odbér asimilacnich orgént
Pti odbéru asimilacnich organu je rozhodujicim faktorem vyska nasazené koruny. Pro ucely

molekularné-genetické analyzy je vhodné odebrat materidl s nejmlad$imi bunkami, idealné
pupeny ¢i mladé jehlice. V ptipadé stromi, které maji vysoce nasazenou korunu, je vhodné
vyuzit teleskopické ntizky, pfipadné jiny prostfedek umoziujici odbér vzorkl (zebftik, lezecka
souprava). Listy spolecné s pupeny je z jednotlivych stroml nejlepsi odebirat ve formé
nejmladSich pryta ¢i celé vétvicky. Pro eliminaci nutnosti opétovného odebirani v piipadé
neuspesné izolace DNA je vhodné odebirat minimalné 20 pupent, 10 list, 30 jehlic ¢i dva
zhruba 5 cm dlouhé¢ letorosty s jehlicemi.

Odbér kambia
Kambium je odebrano z jednotlivych stromt za pomoci ocelového prubojniku, napt. o priméru
14 mm (obr. 1).

Obrazek 1 Ocelovy pribojnik (pramér 14 mm)

Pro ucely genetickych analyz je potifeba odebirat material s nejmlads$imi buitkami. Zajmovy je
material nejmladSich vrstev difeva — tedy kambidlni vrstva a ptilehlé nejmladsi vrstvy xylému a
floému (obr. 2). Pribojnik se ptilozi do urovné prsni vysky (lepsi okularni kontrola odbéru)
kolmo ke kmeni a nasledné se zatluCe po uroven vné¢jSich vrstev dieva. Tento postup zajisti
odbér nejvhodnéjsiho materialu — velmi tenké kambidlni vrstvy. Nasledné je vzorek z
prubojniku vytlacen pifimo do uzaviratelného plastového sacku. Z jednoho jedince je vhodné
odebrat dva vyseky (druhy slouzi jako zalozni pro potteby opakované izolace DNA).

Alternativou v pfipadé pozadavku na co nejméné viditelny odbér je provést vysek na paté
kmene.



Obrazek 2 Vysek odebrané vrstvy s kambiem

Misto odbéru vzorku je velmi vhodné ihned oSetiit stromovym balzamem. Takto oSetfena ranka
eliminuje riziko vniku infekce ¢i patogenu (obr. 3).

z Yyt b ) v
% e Vil SRS -3

Obrazek 3 Stav stromu po jednom roce od odbéru vzorku

V zavislosti na konkrétnim ucelu lze strom také fyzicky oznacit, napt. sprejem ¢i identifikacni
desti¢kou.

Identifikace vzorku a moznosti uchovavani

Po odebrani vzorku je vhodné jej uzavitit do zipového uzaviratelného igelitového sacku vhodné
velikosti. Pro moznost opakovani izolace DNA bez nutnosti opétovného odbéru je zaddouci
odebrat dostate¢né mnozstvi materidlu. Spolu s odebranym materidlem se do sacku umist'uji
kulicky silikagelu, a to 2-3 vrchovaté kavové 1zic¢ky (silikagel pro laboratorni ucely, vyrobce
napt. Sigma-Aldrich). Silikagel je sorbent jimajici vlhkost. Silikagel mtze byt po ditkladném
vysuseni pouzivan opakovang. Za ptredpokladu, ze bude vzorek jesté tyz den ulozen minimalné
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do lednice, neni pouziti silikagelu nezbytné. Thned pii odbéru je nutno provést jednoznacnou
identifikaci vzorku (nesmazatelny fix, ¢i vlozeni stitku do pytliku, obr. 4), aby nemohlo dojit k
zamene.

Obrazek 4 Skladované vzorky odebraného kambia

Takto ulozené vzorky lze prevést do laboratote pii béznych teplotach s vylouc¢enim teplotnich
extrému (napf. v rozpaleném automobilu), kde se ihned zpracuji nebo uloZi pii nizké teploté k
pozdéjsSimu zpracovani. Pro kratkodobé uchovani vzorkt (v fadu 1-2 dnii) postacuje uskladnéni
v lednici, pro sttednédobé uchovani (v fadu nékolika dni az tydnii) je vhodné vzorky skladovat
v bézném mrazaku, pro dlouhodobé uchovavani vzorki (mésice) jsou vhodné hluboko mrazici
boxy (teplota cca — 75 °C).

Alternativou pro transport a uchovani vzorkl je uskladnéni v tekutém dusiku. Jde vSak o
pfipadech. Napftiklad pfi odbéru vzorku pro analyzu RNA, kterd velmi rychle podléha
degradac¢nim procesim. DNA je povazovana za relativné stabilni a doCasné je mozno vzorky
uchovavat 1 pii pokojové teplot¢.

Pti skladovani je dilezité vést jednoznacnou a nezaménitelnou evidenci, vzorky mit fadné
uzavieny v saccich, aby nedoslo k jejich zaméné (obr. 5).



Obrazek 5 Skladovani odebraného asimila¢niho aparatu

2.2.2. 1zolace nukleové kyseliny

Cilem izolace je ziskani ¢isté nukleové kyseliny v nativnim stavu a v dostatecném mnozstvi a
kvalité. Nejprve je provedeno mechanické rozbiti rostlinnych pletiv vzorku vychlazeného
v tekutém dusiku, a to bud’ tlou¢kem nebo pomoci oscilaéniho mlynu.

Pro izolaci DNA je upiednostiiovano pouziti komeré¢né dostupnych izola¢nich kith na bazi
absorbce DNA na kolonku s obsahem kiemicitych iontti. Tento postup umoziuje rychlou a
efektivni izolaci DNA bez nutnosti pfipravy vlastnich izolac¢nich roztok, obecné tedy klade
niz$i naroky na odbornost a zkuSenost laboranta.

Pro z&jmové dfeviny bylo testovano nékolik variant izolacnich kitlh od rtiznych vyrobct.
Primarn¢ byl testovan DNeasy Plant Mini Kit od vyrobce QIAGEN, ktery je nejrozsifenéjSim
pro védecké a vyzkumné studie podle databaze védeckych publikaci na Web of Science. Je vSak
tteba upozornit, ze pii pouziti tohoto kitu byly genotypizacni profily identickych jedinct
z razného typu pletiva smrku ztepilého (pupeny versus kambialni vyseky) odlisné. Ostatni
dfeviny, pro které¢ je metodika zpracovana, tuto odliSnost nevykazovaly. Je proto doporuceno
pouziti izolacniho kitu Genomic DNA Mini Kit (vyrobce Geneaid), ktery byl otestovan a u
vSech feSenych dievin vykazoval identické genetické profily bez ohledu na charakter pouzitého
pletiva.

Izolace se provadi dle pfislusného protokolu, ktery je soucasti izola¢niho kitu. Hmotnost
vstupniho vzorku se taktéz voli dle navodu vyrobce. Lyzacni fazi se doporucuje pro vyssi
vytézek DNA prodlouzit na dobu 50 minut.
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Ovéfeni parametrti izolované DNA

Me¢éteni koncentrace izolované DNA je mozno ovétit béznym spektrofotometrickym piistrojem
(napt. NanoDrop). Bézné hodnoty vytézki se pfi cca 150 mg vstupniho materidlu pohybuji v
rozmezi 15 — 100 ng/ ul roztoku DNA pfi celkovém elu¢nim objemu 100 ul.

Doporucena je také kontrola kvality izolované DNA na 0,7% agarézovém gelu (obr. 6).

Obrazek 6 Ovéreni kvality izolované DNA na agardézovém gelu

Standardizace koncentrace

Z dtvodu usnadnéni dalSiho pracovniho postupu je tfeba koncentraci DNA u vSech vzorki
standardizovat, a to na 20 ng/ul, pfi¢emz dosta¢eny objem pracovniho roztoku DNA je 20 ul.
Naredéni na pozadovanou koncentraci lze provést ultracistou vodou ¢i elu¢nim roztokem.
Vzorky DNA s nizsi koncentraci nez je pozadovana se doporucuje zkoncentrovat pomoci
koncentratoru.

2.2.3. Multiplexova fragmentacni analyza

Multiplexem se rozumi sdruzeni vétSiho poctu mikrosatelitovych primerit do jedné
polymerazové fetézové reakce. Aby mohlo byt toto sdruzeni provedeno, musi byt splnéna urcita
kritéria, a to pfedevSim 1) odliSna délka amplifikovanych fragmentli znafenych stejnou
fluorescencni barvou, 2) primerové pary netvoii v reakéni smési dimery, 3) podobné podminky
PCR reakce — ptfedevsim teplota annealingu.

Protokol multiplexové amplifikace byl vyvinut za pouziti komeréné dostupné amplifikacni
smési Type-it Microsatellite PCR kit (vyrobce QIAGEN). Velkou vyhodou tohoto produktu je
tolerance urcité odchylky od optimalni teploty nasedani jednotlivych primerd, coz klade nizsi
naroky na kritérium vybéru primerQ v zavislosti na teploté. Zasadnim kritériem pii sestaveni
multiplexu je maximalizace po¢tu polymorfnich lokust, jejichz amplifikace byla ovéfovana na
jedincich testovaci populace. Navrzeny multiplex je optimalni pro pfistroje fragmentacni
analyzy se ¢tyfmi fluorescencnimi kandly pro fragmentacni separaci vzorkl a jednim kanalem
pro velikostni standard (napf. ptistroj Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500).
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Fragmentac¢ni analyza je provadéna s 1 ul PCR produktu s ptidavkem 12,2 ul formamidu a 0,5
ul standardu (GeneScan 500 LIZ). Vystup sekvenacni analyzy ve forméatu fsa byl vyhodnocen
programem GeneMarker (SoftGenetics LLC).

Nasledujici tabelarni piehledy pfedstavuji vytvorené multiplexy pro Ctyfi zdjmové dieviny —
buk lesni, dub zimni, jedli bélokorou a smrk ztepily. Uvedené protokoly jsou platné pro
koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primerti 10 mM.

Barevné oznaceni u ndzvu lokusu odpovida barvé fluorescencniho znaceni 5°- forward primeru
(Cervena (PET), zelend (VIC), modra (FAM), zlutd (NED)). Dale je uveden délkovy rozsah
amplikonli pozorovany v testovaci populaci, objem pracovni koncentrace primert (je uveden
objem pro jeden z primerového paru, objem druhého primeru je totozny), podminky PCR a
celkovy objem reakce pro jeden vzorek.
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Multiplex BK_M1 a BK_M2 pro buk lesni

Multiplex 1 Délka
(bp) Objemy Program Reakce

1* concatl4d 170-197 0,3 ul 1x 95°C 5min DNA 1|ul
2° EMILY 142-152 0,18 ul 95°C  45s primery 5,16 | ul
32 csolfagus_31 103-130 0,225 ul | 33x|60°C 60s H,O 0,26 | ul
4> mfcll 310-360 0,225 ul 72°C  60s Type-lt 6,42 | ul
5% DE576 210-240 0,45 ul 1x 72°C  30min
6° csolfagus_05 167-180 0,18 ul 1x 4°C oo
7¢ FS1-03 90-140 0,12 ul celkem 12,84 |ul
8° mfc5 270-340 0,3 ul
92 csolfagus_19 150-185 0,12 ul
107 csolfagus_06 200-225 0,12 ul
11¢ sfc0036 90-140 0,15 ul
12° mfc7 110-104 0,15 ul
13 ERHBI 159-167 0,06 ul

2,58 ul

Délka
Multiplex 2 (bp) Objemy Program Reakce

1° EEU75 90-115 0,15 ul 1x 95°C 5min DNA 1|ul
2¢ Fagsyl_002929 152-210 0,15 ul 95°C  45s primery 1,86 |ul
3¢ Fagsyl_003849 98-128 0,105 ul | 33x|60°C 60s H.O 0,14 | ul
4° Dz447 186-194 0,15 ul 72°C  60s Type-It 3| ul
52 csolfagus_29 130-150 0,09 ul 1x 72°C  30min
6° Fagsyl_001018 107-130 0,105 ul 1x 4°C oo
7% DUKCT 75-95 0,09 ul celkem 6 |ul
8¢ Fagsyl_003093 150-205 0,09 ul

0,93 ul

Pozn. Protokol je platny pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primert 10mM

Pivodni zdroj primerovych sekvenci:

a - Lefevre at al. 2012, b - Tanaka et al. 1999, ¢ - Pastorelli et al. 2003, d - Asuka et al., 2004,
e - Pluess et Maattanen 2013
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Primerové sekvence

Multiplex BK_M1

Lokus Forward primer Reverse primer

concatl4 TGAAGAAATTCACAACCCAACA GGGTTGTTTACGATGGTGGA

EMILY GACCCCAAGGTTACAGTGCT CGTACAATTGCACCCACATC

csolfagus_31 TCTATTGACACAAGAATAAGAACA | CTTGGCAAGAAAAGGGGATT

CcC

DES76

TCTCCTTAGATCCACAATCACA

AGCTCTTCATTGCTCAGAACG

csolfagus_05

GGTTTCTAGCAAAATTGGCATT

CCCAAAAGGCCCTACTACAA

csolfagus_19 TGCCCATGAGGTTTGTATCA GCCGAATAACCCAGAAAACA
csolfagus_06 GTTGTTGCTCACAGCAGTCG ACGCTTGGTCTTCTTGCACT
ERHBI TGCAACAACTTAGCACTTTGA GCGTGTGGCTTATCCAAAAT
mfcll ACAGATAAAAACAGAAGCCA TTTGGTTTTGTTGAGTTTAG
mfc5 ACTGGGACAAAAAAACAAAA GAAGGACCAAGGCACATAAA
mfc7 AAAATACACTGCCCCCAAAA CAGGTTTTGGTTTCTTACAC
FS1-03 CACAGCTTGACACATTCCAAC TGGTAAAGCACTTTTTCCCACT
sfc0036 CATGCTTGACTGACTGTAAGTTC TCCAGGCCTAAAAACATTTATAG
Multiplex BK_M1 a BK_M2
Lokus Forward primer Reverse primer
EEU75 TTCCAAACCAACCCTTTATCC GACGGAGATTGAGGAAGAACA
DZ447 GGTGCAATACTTCACTTTAGGACA | ATAGGAGTGGGACGGCTAGG
csolfagus_29 CACAACCTGCATTCCCTTTC GTTTGGCACTTTGGCTTGTT
DUKCT GCCTCTCGCAGCTCCTATAA GATCTAATGTGGGTTTGGTTTTG
Fagsyl 002929 GCGGCGACTGGAATAATAGC CAATCACACGCTGCACAAAC
Fagsyl 003849 GCTTCGTTCTTCGGCATCTC AATAGCACAAATAGCCCGCC
Fagsyl 001018 AATATCAGGGAGGCAGCACC CGAGATGGACTTCTAAGTTTTATTT
GC
Fagsyl 003093 TCATCACCGAGACAAGGGAC ATGGTGGTGTGGAAGCTAGG
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Multiplex DBZ_M1 a DBZ_M2 pro dub zimni

Délka
Multiplex 1 (bp) Objemy Program Reakce

1f PIE239 70-100 0,300 ul 95°C 5min DNA 1|ul
2f PIE227 150-180 0,150 ul 95°C 45s primery 3,42 | ul
3" PIE271 180-220 0,150 ul 35x | 60°C 60s H20 0,48 | ul
4t PIE267 80-110 0,075 ul 72°C 45s Type-It 4,9 | ul
5f PIE258 125160 0,300 ul 72°C 30min
6" PIEO20 95-120 0,135 ul 4°C oo
7" PIE152 240-260 0,300 ul celkem 9,8 | ul
88 ssrQrzZAG 112 75-110 0,075 ul
9" PIE102 140-170 0,090 ul
10" PIE243 200-230 0,135 ul

1,710 ul

Délka
Multiplex 2 (bp) Objemy Program Reakce

1" ssrQpZAG 15 100-160 0,165 ul 95°C 5min DNA 1ul
2" ssrQpZAG 110 210-230 0,15 ul 95°C 45s primery 2,58 | ul
38 ssrQrZAG 96 130-200 0,165 ul 35x | 60°C 60s H20 0,32 (ul
48 ssrQrzAG 11 220-300 0,375 ul 72°C 45s Type-It 3,9 (ul
58 ssrQrZAG 7 110-170 0,09 ul 72°C 30min
6" PIE223 200-230 0,09 ul 4°C oo
7" PIE242 100-130 0,12 ul celkem 7,8 | ul
88 ssrQrZAG 20 150-200 0,135 ul

1,29 ul

Pozn. Protokol je platny pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primert 10mM

Plvodni zdroj primerovych sekvenci:

f— Durand et al. 2010 (Guichoux et al. 2011), g — Kampfer et al. 1998, h — Steinkellner et al.

1997
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Primerové sekvence

Multiplex DBZ_M1

Lokus Forward primer Reverse primer

PIE239 TCAACAAATGGCTCAACAGTG CCCATTTGGTAGCAAAGAGTC
PIE227 TACCATGATCTGGGAAGCAAC AAGGGCTTGGTTGGGTTAGT

PIE271 CACACTCACCAACCCTACCC GTGCGGTTGTAGACGGAGAT
PIE267 TCCAACCATCAAGGCCATTAC GTGCGAACAGATCCCTTGTC

PIE258 TTCTCGATCTCAAAACAAAACCA TTTGATTTGTTTAAGGAAAATTGGA
PIE020 GCAGAGGCTCTTCTAAATACAGAACT | GGGAGGTTTCTGGGAGAGAT
PIE152 TGTACCTCTTTCCTCTCTCTAAAACT GAATTTCTAAACCACTAGCATTGAC
PIE102 ACCTTCCATGCTCAAAGATG GCTGGTGATACAAGTGTTTGG
PIE243 GGGGTCAGTAGGCAAGTCTTC GAGCTGCATATTTTCCTTAGTCAG

ssrQrZAG 112

TTCTTGCTTTGGTGCGCG

GTGGTCAGAGACTCGGTAAGTATTC

Multiplex DBZ_M2

Lokus

Forward primer

Reverse primer

ssrQpZAG 15

CGATTTGATAATGACACTATGG

CATCGACTCATTGTTAAGCAC

ssrQpZAG 110 | GGAGGCTTCCTTCAACCTACTT GATCTCTTGTGTGCTGTATTTTT
ssrQrZAG 96 CCCAGTCACATCCACTACTGTCC GGTTGGGAAAAGGAGATCAGA
ssrQrZAG 11 CCTTGAACTCGAAGGTGTCC GTAGGTC A AAACCATTGGTTGACT
ssrQrZAG 7 CAACTTGGTGTTCGGATCAA GTGCATTTCTTTTATAGCATTCAC
ssrQrZAG 20 CCATTAAAAGAAGCAGTATTTTGT GCAACACTCAGCCTATATCTAGAA
PIE223 TAGAAGCCCAACACGGCTAC AGCAAAACACAAACGCACAA
PIE242 TGGAGGGAAAAGAACAATGC TTGCAATCCTCCAAATTTAATG
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Multiplex JD M1 a JD M2 pro jedli bélokorou

Multiplex 1 délka objemy Program Reakce

1" Aatl6 420-440 0,3 ul 1x 95°C 5min DNA 1|ul
2 SF324 100-130 0,75 ul 95°C 45s primery 7,23 | ul
3" Aag01 180-230 0,6 ul 33x|57°C 45s H.0 0,02 |ul
4" Aat03 140-160 0,525 ul 72°C 60s Type-It 8,25 |ul
5" Aat06 200-210 0,15 ul 1x 72°C 30min
6' Aat08 300-320 0,15 ul 1x 4°C oo
7' Aat09 150-160 0,06 ul celkem 16,5 | ul
8 SFg6 90-130 0,18 ul
9" Aat01 100-120 0,06 ul
10' Aag02 220-230 0,09 ul
11" Aat13 333 0,135 ul
120 SF b5 130-160 0,15 ul
13" Aat02 120-130 0,105 ul
14" Aat05 180-200 0,075 ul
15" Aatll 250-265 0,09 ul
16' Aatl4 360-390 0,195 ul

3,615 ul

Multiplex 2 délka objemy Program Reakce

1 NFH3 90-160 0,3 ul 1x 95°C S5min DNA 1ul
2" Aat07 210-250 0,6 ul 95°C 45s primery 4,05 ul
3" Aatl2 300-340 0,255 ul 33x | 60°C 45s H.0 0,2 | ul
4 SFba 140-200 0,195 ul 72°C 60s Type-It 5,25 | ul
5 Aatl5 360-370 0,075 ul 1x 72°C 30min
6 Aat04 150-180 0,075 ul 1x 4°C oo
7' SF83 203 0,075 ul celkem 10,5 | ul
8 Aatl0 220-240 0,15 ul
9% NFF3 120-150 0,135 ul
10 SF1 210-230 0,165 ul

2,025 ul

Pozn. Protokol je platny pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primert 10mM

Piivodni zdroj primerovych sekvenci:

i1 — Postolache et al. 2014, j — Cremer et al. 2006, k — Hansen et al. 2005
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Primerové sekvence

Multiplex JD_M1

Lokus Forward primer Reverse primer
Aat01 CCATGTCTCCGATTTCCAGT GGCCTAACGAAAGCAGAATC
Aat02 AGAAGATTTCCCGGCTTTTC ATCCAGACAGCGAACTTTGG
Aat03 TCCCCATGGTTTGGTTAAAA CGAAGAAAATGTTGCGGAAT
Aat05 AGCATCCACATTCCGTAACC AGTTGACCGTTGGAGAGCAG
Aat06 TTATGCGGAGCAGTTCTGTG TGTTGCTGGCGTACTGGTAG
Aat08 ACTCCATCACGGTGGTCTTC GCCATTCAGGCTCTCAGTTC
Aat09 CAGATCCTCCCACATCCAAC TGACACCACAGGAAACCATC
Aatll AGCGTTGATTGGAAGCAGTC GAAGCATGGTGTCGTTGTTG
Aatl3 ACTCAAAGCCAAGCTGGAGA TGCATAAGACAGCCGAGTCA
Aatl4 GACTGGGGATCCTGCTGTTA AGAGGAGGCAGCCCATACAT
Aatl6 AACCACCGCTGATATTTTGG GGGTTCAAGAAATGGGAATG
Aag01 GCTTATTCTCACTGCTCGCC ATGACTTGAAGGTGGATGCC
Aag02 TATTCCTCCACTTGGGTGCT GGTGGAGATCCGTATGCAAT
SF b5 AAAAAGCATCACTTTTCTCG AAGAGGAGGGGAGTTACAAG
SF g6 GTAACAATAAAAGGAAGCTACG TGTGACACATTGGACACC
SF 324 TTTGAACGGAAATCAAATTCC AAGAACGACACCATTCTCAC
Multiplex JD_M?2
Lokus Forward primer Reverse primer
NFH3 TTGCCATCAAATTAA AAATGCTT CATCATTCTCTCTATCCCCATCA
NFF3 CCAATGGGTTGTCAGAGTGTT GGCATTCGAGATTGCTTGAT
Aat04 CCATGTATGGTGCTCCTCCT CCTTCATTGCAGAAAAGCAA
Aat07 GCTAGCAGAACCCTGGAATG GGTGGGATATTTCCAGCAAG
Aatl0 GAGCACGATGAAGAGGAAGC AAAACCCCCACGCGGTAT
Aatl2 ATCCATATCTCCTGCCTTGC CTTTCCAGGTGATCTGATTGC
Aatl5s AGGAGGAGGTTCAGCATGTC CTTGCTCTCTGACCCAGTTG
SF b4 GCCTTTGCAACATAATTGG TCACAATTGTTATGTGTGTGG
SF 83 AGCAGCATAACCAAGGGTCAA TCTGAATTTCTAAAGGCGGC
SF 1 TTGACGTGATTAACAATCCA AAGAACGACACCATTCTCAC
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Multiplex SM_M1 a SM_M2 pro smrk ztepily

Multiplex 1 délka (bp) objem PCR program Reakce

1' paGB3 B 113131 0,200 ul  1x 95°C_ 15min DNA 1| ul
2™ WS0022.B15 176-212 0,500 ul 95°C 30s primery 5,34 | ul
3" SpAGD1 126-172 0,500 ul 40x | 60°C 45s H.0 0,46 | ul
4" SpAG2 84-115 0,120 ul 72°C  30s Type-It 6,8 | ul
5° EATC1EO3 129-139 0,100 ul 1x 60°C 30min
6™ WS00716.F13 209-245 1,040 ul 1x 4°C oo
7° Pt71936 * 138-148 0,025 ul celkem 13,6 ul
8° Pt63718 * 100-102 0,035 ul
9° EATC1DO02A 185-237 0,150 ul

2,670 ul
*) chloroplastové lokusy

Multiplex 2 délka (bp) objem PCR program Reakce

1™ Ws0073.H08 199-217 0,075 ul
29 Pa_28 153-173 0,060 ul 1x 95°C 5min DNA 1(ul
3" PAAC23 273-313 0,075 ul 95°C 45s primery 3,27 |ul
4™ WS0092.A19 215-235 0,300 ul 35x|59°C 60s H.0 0,43 | ul
5™ WS0023.803 171-203 0,150 ul 72°C  45s Type-It 4,7 | ul
69 Pa_33 100-106 0,225 ul 1x 72°C 30min
7™ WS0019.F22 363-369 0,150 ul 1x 4°C oo
89 Pa_56 123-140 0,300 ul celkem 9,4 ul
9" PAAC3 240-314 0,300 ul

1,635 ul

Pozn. Protokol je platny pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primerta 10mM

Plvodni zdroj primerovych sekvenci:

1 — Besnard et al. 2003, m — Rungis et al. 2004, n — Pfeiffer et al. 1997, o — Scotti et al. 2002, p

— Vendramin et al. 1996, q — Fluch et al. 2011, r — Scotti 2000
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Primerové sekvence

Multiplex SM_M1

Lokus Forward primer Reverse primer
paGB3 AGTGATTAAACTCCTGACCAC CACTGAATACACCCATTATCC
WS0022.B15 TTTGTAGGTGCTGCAGAGATG TGGCTTTTTATTCCAGCAAGA
WS00716.F13 TCAAGTAATGGACAAACGATACA TTTCCAATAGAATGGTGGATTT
SpAGD1 GTCAACCAACTTGTAAAGCCA ACTTGTTTGGCATTTTCCC
SpAG2 GCTCTTCACGTGTACTTGATC TTCGAAGATCCTCCAAGATAC
EATCIE03 CCCCTTATTCCTAACGTCAAA TACCAGTGGTGACAACGATG
EATC1D02A TTGTCATCGTCGTCATTGTC TTTTAGCCTCTGTTTTCTAGCG
Pt63718 CACAAAAGGATTTTTTTTCAGTG CGACGTGAGTAAGAATGGTTG
Pt71936 TTCATTGGAAATACACTAGCCC AAAACCGTACATGAGATTCCC
Multiplex SM_M2
Lokus Forward primer Reverse primer
Pa_28 GGCCGAAAGTGCTACTGCTA TGCTCCAGAAGAACACTCACA
Pa_33 GGTCGAGGAGGAGGAGGTAG CACCGCTAGTGCAGTCTCTG
Pa_56 ATCGTCTGCATTGCATTCAC CTTCGTTCCTTCCTGATCCA
PAAC23 TGTGGCCCCACTTACTAATATCAG CGGGCATTGGTTTACAAGAGTTGC
PAAC3 CGCTACCTCAGATTTCTCCA AGATATTCCCTCACAAAGTTGG
WS0073.H08 TGCTCTCTTATTCGGGCTTC AAGAACAAGGCTTCCCAATG
WS0092.A19 TGTGGTTTTCTGCTTGGAAA CCCATTTTGACTTTGAAATAAGC
WS0023.B03 AGCAGCTGGGGTCAAAGTT AAAGAAAGCATGCATATGACTCAG
WS0019.F22 AAGCGTTTCTCATTTTCTTGG GGGCCCAGAACTAACAATGA
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2.2.4. Rekonstrukce rodokmene — ur¢ovani rodi¢ovstvi

Vstupnimi daty pro analyzu rodicovstvi jsou udaje o délce amplikonti jednotlivych
mikrosatelitovych lokust (tzn. alely). Vystupy ziskané z fragmentac¢niho pfistroje (napf.
ptistroj Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500) jsou vyhodnocovany pfislusnym
softwarem (napf. GeneMarker®, GeneMapper® ¢i jiny).

Nejjednodussim pristupem k rekonstrukci rodokmene je metoda ptimého vylouceni vSech
rodi¢ovskych kandidatl, ktefi nejsou ze 100% potencialn€é moZnymi rodi¢i, nejsou tedy
kompatibilni napti¢ v§emi ovéfovanymi mikrosatelitovymi lokusy. Tato nejjednodussi technika
aplikuje principy Mendelovych zakont dédicnosti a hledd potencidlni genotypovou
neslucitelnost mezi domnélym rodi¢em a jeho potomkem. Prakticky, z divodu genotypizacnich
chyb, fenoménu nulovych alel ¢i mutaci je striktni pfistup vylouceni rodiCovstvi v praxi
vyloucen.

Vhodné pocitatové programy pro analyzu rodi¢ovstvi nicméné umoznuji tento aspekt oSetfit
nastavenim poctu tolerovanych alelickych neshod, které jsou nutné pro vylouceni jedince jako
rodicovského kandidata. Pti ur€ovani rodi¢ovskych vazeb je vhodné vyuzit tzv. kategorickou
techniku, kdy pro potomka jsou wureni nepravdépodobnéjsi rodiCe pomoci
pravdépodobnostniho principu, ktery je ur€ovan jako logaritmus pravdépodobnostniho poméru
(LOD skore). Pravdépodobnost, Ze potencidlni jedinec je skutecnym rodiem, je indikovana
pozitivni hodnotou LOD skére. Pouze za predpokladu, Ze je LOD skore statisticky
signifikantni, je potencidlni rodi¢ povazovan za priikazné potvrzeného rodice. Dalsi statisticky
parametr odvozeny z pravdépodobnostniho poméru je delta, kterd je definovana jako rozdil
hodnot LOD skoére mezi nejpravdépodobné€jsim a druhym nejpravdépodobnéjsim rodicem a je
dalSim kritériem pro determinaci rodicovskych vazeb.

Pocitacové programy pro rekonstrukci rodokmene — ur¢ovani rodi¢ovstvi

Aktudlné je dostupné znacné mnozstvi pocitaCovych programu a utilit, které lze vyuzit pro
posuzovani piibuzenskych vazeb. Volba vhodného programu zavisi na charakteru vstupnich
dat, typu pozadované analyzy a Casto také charakteru studované populace a analyzovaném
souboru jedincti. Pravdépodobné nejzésadnéjsi rozdil mezi programy je Uroven, se kterou

mohou pracovat s nulovymi alelami, mutacemi a genotypizacnimi chybami.

Neosetfena pritomnost nulovych alel miize zplsobit falesné vylouceni pravého rodice, pokud
je heterozygot nespravné detekovan jako homozygot. Voditkem pro detekci nulovych alel je
piredevsim vyznamna odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovéhy na pfisluSném lokusu.
Pokud je spolehlivé zndm matetsky jedinec (napf. jde o semena ziskana z konkrétniho stromu),
lze vyskyt nulovych alel posoudit s vyssi efektivitou. Udaj o predpokladaném podilu
analyzovanych jedinct rodi¢ovské populace je také vyznamnym parametrem ve spolehlivosti
rodicovské analyzy (Marshall et al. 1998). Proto je zdsadnim faktorem maximalizace odbéru
jedinct v rodi¢ovské populaci, jinymi slovy ¢im dokonalejsi bude zmapovani rodicovské
populace, tim spolehlivéjsi je rekonstrukce rodokmene. Pro rekonstrukci rodokmene (urceni
piibuzenskych vztahi) je doporucen software CERVUS (Kalinowski et al. 2007), ktery pracuje
s vySe popsanym pravdépodobnostnim ptistupem (likelihood-based approach). Jedna se o voln¢
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dostupny freeware, ktery  je k dispozici na webovych strankach
http://www.fieldgenetics.com/pages/ aboutCervusUsing.jsp.

Na rozdil od genotypizacniho protokolu (sety navrZzenych primert a reakéni podminky), které
je zé&douci do budoucna zachovévat z divodu vzdjemné kompatibility dat — vytvofeni
databanky, je vyhodnoceni dat a ur€eni pfibuzenskych vazeb pomoci programu CERVUS
povazovano za doporucené, jednu alternativu z vice moznych. Specialista-genetik, ktery bude
analyzu ptibuzenskych vazeb zpracovavat, mize navrhnout alternativni ptistup (napf. jiny
software), pokud jej vyhodnoti jako vhodnéjsi.
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2.2.5. Moznosti vyuziti metodiky pro jednotlivé typy zdrojt reprodukéniho materialu
(hledisko podchyceni jedinct rodi¢ovské populace)

1. Zdroj semene

Zdrojem semen se rozumi strom nebo skupina stromit rostoucich na pozemku urceném k plneni
funkci lesa, popripadeé i strom rostouci mimo les a to pro generativni zpiisob reprodukce.

Pti odbéru semen z tohoto zdroje je predpokladem ditkladné podchyceni jedinci matefské
populace. Soucasné se sbérem semen je zddouci vzorkovat také matefské stromy (rodiCe
rodiny) a to bud’ ve form¢ asimila¢niho pletiva (preferen¢né pupeny ¢i listy a nebo jehlice) nebo
jako vysek vrstev kiry véetné kambidlni vrstvy.

Tento typ zdroje mlize zahrnovat Casto znacny pocet jedinct, pfedevsim v piipadé, Ze se jedna
o mén¢ kvalitni zdroj, ktery nemlze byt uznan v kategorii porost. Vyuziti metodiky ovéfovani
puvodu neni v takovych piipadech nekvalitnich zdroji opodstatnéné.

Piedpoklady: jednoznacné¢ vymezeny zdroj, sbér semen piimo ze stromu nebo zachyt do
plachet s minimélni pravdépodobnosti piimési z jedinci mimo deklarovanou rodi¢ovskou
populaci

2. Porost

Porostem se rozumi ohranicend populace stromit a to pro generativni i vegetativni zpiisob
reprodukce.

Pro vegetativni zptisob reprodukce je soucasné s odbérem reprodukéniho materidlu Zadouci
odebrat také vzorek zrodiCovského stromu (ortetu). Geneticka informace z tohoto zdroje
reproduk¢éniho materialu bude identicka s genotypem kontrolniho vzorku, jedna se v podstaté
o ovéteni klonové shody.

V ptipadé vyuziti porostu jako zdroje reprodukéniho materidlu pro generativni zplsob
reprodukce je faktickou limitaci zna¢ny pocet jedinct rodi€ovské populace, kteti by museli byt
genotypovani.

Predpoklady: uzsi vymezeni potencialni rodicovské populace (napt. sbér ze stojicich i
pokéacenych stromt, zachyt do plachet apod.)

3. Semenny sad

Semenny sad je ucelova vysadba selektovanych klonii nebo specifickéeho reprodukcniho
materidalu s diurazem na omezeni spraseni pylem ze zdroje mimo semenny sad a to pro
generativni zpusob reprodukce.

Béznym typem je klonovy semenny sad, kdy jsou jednotlivé klony zastoupeny vétSim poctem
ramet pfislusného klonu. Dle legislativni definice semenného sadu je kladen diraz na
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minimalizaci spraSeni pylem ze zdroje mimo semenny sad, realn¢ je vSak proporce semen
vzniklych z otcovskych gametickych ptispévkl pochdzejicich mimo semenny sad nenulova.

Predpoklady: nejvhodnéjsi typ zdroje reprodukéniho materialu pro uplatnéni metodiky
(superiorni genetickd informace, relativné maly pocet jedinecnych genotypl rodiCovské
populace, jednoznacné vymezeny zdroj rodi¢ovské populace)

4. Rodi¢ rodiny

Rodic¢ rodiny oznacuje strom urceny k produkci potomstva kontrolovanym nebo volnym
opylovanim pro generativni zpiisob reprodukce.

Predpoklady: jednoznacné vymezeny zdroj, sbér semen piimo ze stromu nebo zachyt do
plachet s minimalni pravdépodobnosti piiméesi z jedinci mimo deklarovanou rodi¢ovskou
populaci

5. Klony

Klonem se rozumi skupina vegetativnich potomkii (ramety) ziskanych z vychoziho jedince
vegetativnim mnoZenim.

Klonovou pfislusnost 1ze ovéfit prostym porovnanim genotypi bez potieby rekonstrukce
rodokmene. Piesto je i vtomto pfipadé vhodné pouzit k posouzeni piislusny pocitaCovy
program, ktery umozni nastavit parametr tolerovatelné chyby posouzeni identi¢nosti
genetickych profili. Z praktického pohledu je dostacujici pro piislusnou zdjmovou dievinu
vyuzit vzdy pouze jeden z navrzenych multiplexi.

Predpoklady: bez specifickych piredpokladii

6. Smés klonu

Smeési klonii se rozumi soubor klonit se stanovenymi podily jednotlivych klonii pro vegetativni
zpiisob reprodukce.

Klonovou pfislusnost 1ze ovéfit prostym porovnanim genotypi bez potieby rekonstrukce
rodokmene. Piesto je i vtomto pfipadé vhodné pouzit k posouzeni piislusny pocitaCovy
program, ktery umozni nastavit parametr tolerovatelné chyby posouzeni identi¢nosti
genetickych profili. Z praktického pohledu je dostacujici pro piislusnou zdjmovou dievinu
vyuzit vzdy pouze jeden z navrzenych multiplexi.

Predpoklady: bez specifickych piredpokladii

7. Ortet
Ortet je strom urceny k odbéru casti rostlin pro vegetativni zpiisob reprodukce.
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Pro posouzeni pfislusnosti Casti rostlin ¢i jedinci z téchto casti rostlin vzniklych dochazi
v podstaté k posuzovani klonové pfisluSnosti. Pro jednozna¢né posouzeni nutno analyzovat
vSechny zdjmové jedince €i ¢asti rostlin, dostacujici je k analyze genetické informace vyuzit
jeden multiplex.

Predpoklady: bez specifickych piredpokladii

2.2.6. Stanoveni hrani¢nich hodnot rekonstrukce rodokmene

Védecké prace studujici miru GspéSnosti urceni rodiCovstvi v populacich s deklarovanou
ptibuzenskou vazbou ukazuji znacné rozdily ve zjisténém stavu, a to v zavislosti na typu
reprodukéni dynamiky piislusné dieviny a podminkach prostiedi. Dokonce i1 védecké studie na
osivu ze semenného sadu, kdy je ptislusnost k matetskému jedinci jednoznacné znama (sbér
osiva pfimo z mateiského stromu), a posuzuje se tak pouze otcovsky rodicovsky prispévek,
vykazuji zna¢ny rozptyl hodnot v poctech dohledanych otcii, a to v rozmezi od jednotek az
téméf po sto procent uspeSnosti.

Ackoliv nelze z podstaty probihajicich a vySe popsanych pfirodnich stochastickych procesu
jednoznac¢né nadefinovat procentualni hrani¢ni hodnoty, l1ze konstatovat:

a) Proovérovany soubor jedinct, u kterého bude rekonstrukce ptibuzenskych vazeb zjevné
nelspésna (tj. maximalné 5% Gspésnosti (v zavislosti na zvolené statistické chyb¢). Lze
konstatovat, ze reprodukcni material nepochazi z deklarované rodi€ovské populace.

b) Parcialni GspéSnost urceni rodi¢ovstvi (v rozmezi 5% az 95% tGspéSnosti urceni jednoho
rodic¢e s nenulovym urc¢enim druhého rodice) je tfeba posuzovat jako pravdépodobny
smésny vzorek riznych genetickych zdroju, kde jedinci deklarovaného ptvodu tvofi
pouze ¢ast populace (miseni zdroji).

Jelikoz je tento nejednoznaény vystup pouze odrazem faktické skutecnosti stavu, je
tieba volit nasazeni metodiky tak, aby byla tato potencidlni nejednoznacnost apriori
eliminovana.

¢) Analyzované skupiny, kde se ur€eni prvniho rodice ptiblizuje 100% a urceni druhého
rodi¢e dosahuje desitek procent, lze bezpecné povazovat za potvrzeni plivodu z
deklarovaného zdroje. Mira pfirazeni druhého rodice muize byt v takové situaci i
vyznamn¢ niz$i (viz kontaminac¢ni studie semennych sada), nicméné pravdépodobnost
urceni prvniho rodice (matky) by se méla ptiblizovat 100% (tolerance v zavislosti na
statistické chybé, standardné 5%).

Je tfeba opétovné zdlraznit, Ze z podstaty probihajicich procest a faktorii chybovosti nelze
kritické hodnoty jednozna¢né vymezit, miZzeme hovofit pouze o jednoznac¢nych trendech
hodnot. Redlné kritické hodnoty jsou individudlni pro kazdy jednotlivy fetézec, v zavislosti na
jeho charakteru a Casto i druhu dieviny. Tyto faktory musi byt zohlednény genetikem —
expertem pii analyze dat a zpracovani posudku. Pro analyzu je doporuceno maximalizovat
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pocet jedinct deklarované rodiCovské populace, standardni doporucena velikost souboru
ovefovanych jedinct je 100 ks.

2.2.7. Modelovy postup ovérovani pivodu reprodukcéniho materialu

Prakticka ukazka postupu ovefovani deklarovaného plvodu sadebniho materidlu je
dokumentovana na modelovém scénafi, ktery lze v provoznich podminkich LCR, s.p.
realizovat. Ovéfeni ptivodu bude realizovano na zakazce produkce sadebniho materialu, ktera
vzesla z dynamického nakupniho systému. Jednotlivé uzly produkéné-distribu¢niho fetézce
jsou tak jednoznacné ur€eny, respektive je v ramci zadani zakdzky vylouceno subdodavatelské
zpracovani. Zadavatel také specifikuje a zpracovateli zakazky fyzicky pfimo doda zdrojovy
semenny material. Toto nastaveni vychozi situace eliminuje riziko nejednozna¢ného zavéru
ovéfovani.

Predmétem produkce budou sazenice z osiva pivodem ze semenného sadu, které je geneticky
superiorni, a pravé na takové zdroje by mél byt v piipad¢ nasazeni metodiky zdjem primarné
soustiedén.

Veskery dohled nad sbérem, manipulaci a evidenci reprodukéniho materidlu a vzorkii pro
genetickou analyzu je navrzen v kompetenci odborného pracovnika — specialisty. [zolace DNA
a generovani molekularnich dat se uskutecni v externi genetické laboratofi, vyhodnoceni a
stanoveni zavéru provede bud’ pfimo interni specialista, v pfipad¢ potfeby nezavisly externi
specialista.

1. Sbér osiva v semenném sadu, odbér vzorku pro analyvzu genetického profilu rodi¢ovské
populace

- Sbér osiva probéhne pod dohledem specialisty, ktery pii sbéru osiva zajisti také odbér
vzorku asimila¢niho aparatu pro genetickou analyzu vSech klonti v semenném sadu — konkrétni
pocet vzorkil zavisi na poctu klonli v semenném sadu.

- Pro ovéfeni spravnosti eviden¢ni pfislusnosti jedinci v semenném sadu se doporucuje
odebrat od kazdého klonu vzorky ze dvou ramet. Tj. pokud semenny sad obsahuje 50 klond,
bude rodi¢ovska populace reprezentovana 100 vzorky s ptredpokladem zjisténi 50 rtznych
genotypd.

- Odebrané vzorky budou fadn€ oznaceny a uskladnény dle metodiky.

2. Zpracovani semenného materialu

- Semenny materidl bude fadn€ zpracovan (napf. v semenaiském zavode¢ v Tynisti nad
Orlici) s diirazem na maximalni obezfetnost pii manipulaci, je tak eliminovano riziko zamény
osiva v tomto uzlu.
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3. Piedani osiva zpracovateli zakazky - péstiteli

- Pé&stiteli bude veskeré osivo fyzicky pfedano. Pii pfejimce péstitelem bude zaroven
odebran smésny vzorek semen dle zasad ndhodného vybéru (a v mnoZzstvi s rezervou dle
piedpokladané kliCivosti tak, aby mohl byt pozd¢€ji analyzovan genotyp 100 klicicich rostlin).

- Toto osivo bude zapeceténo a patficné uskladnéno v semenatfském zavod¢é do doby
provedeni analyzy.

4. Ovéfeni puvodu produkovaného sadebni materialu

- Ze 100 vypéstovanych sazenic budou odebrany vzorky pro izolaci DNA a ovéfeni jejich
deklarovaného puvodu, jejich vybér opét probéhne dle zasad nahodného vybéru (napi. v
analogii normy CSN 48 2118).

5. Izolace DNA ze vzorku rodicovské populace, vzorku osiva a vzorku ze sadebniho
materialu, genotypizace

- Izolace DNA v externi laboratofti z pfislusnych vzorkt

- U osiva se doporucuje uskutecnit nakliceni semen a DNA izolovat z kli¢icich rostlin,
nicmén¢ izolace DNA piimo z embrya je taktéz mozna

- Provedeni genotypizace s vyuzitim navrzenych SSR multiplexti

6. Porovnani genetickych profila jedincu rodi¢ovské populace, rekonstrukce rodokmene,

stanoveni zavéru

- Porovnani genetickych profilti ramet ptislusnych kloni. Piipadny evidenc¢ni nesoulad
neni ptekazkou pro ovéreni deklarovaného ptivodu, jelikoz se dohledava fakticka ptislusnost k
obéma rodi¢lim, evidenéni piislusnost ke konkrétnimu klonu neni deklarovana.

- Rekonstrukce rodokmene se vzorky s osiva.

- Rekonstrukce rodokmene pro vzorky ze sadebniho materialu.

Mozné zavéry:

a) Rekonstrukce rodokmene se vzorky z osiva nebyla uspéSna: Nebyl potvrzen
deklarovany ptivod osiva v okamziku jeho pfedani péstiteli

b) Rekonstrukce rodokmene se vzorky z osiva probéhla uspéSné, lze pfistoupit k
rekonstrukci rokomene pro vypéstky

b1) rekonstrukce rodokmene pro vypéstky nebyla uspésna — nebyl potvrzen deklarovany ptivod
sazenic z osiva, které mélo deklarovany ptavod
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b2) rekonstrukce rodokmene pro vypéstky byla Uspésna, byl potvrzen deklarovany pavod
reprodukéniho materialu

Specialista je schopen posoudit a vyftesit pripadné nestandardni ¢i specifické situace, které by
v priibéhu procesu ovéifovani deklarovaného plivodu nastaly.
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2.2.8. Zavéry a doporuceni pro vyuZziti metodiky

Piedpokladem pro §irsi vyuzivani metodiky a jeji snazsi implementaci je nastaveni zavaznych
pravidel, kterd v maximalni moZzné mife umozni podchyceni genetického profilu rodi¢ovské
populace. Jde predevsim o soucCasny odbér vzorku pro genetickou analyzu pifi sbéru
reproduk¢éniho materialu. DalSim aspektem je ustanoveni nezavislého subjektu (napf. povérena
osoba ve smyslu ustanoveni legislativnich piedpist o reprodukénim materialu lesnich dievin),
v jehoz kompetenci bude dohled nad odbérem vzorku v rodi¢ovské populaci, odbér smésného
vzorku pro posouzeni pfislusnosti k deklarované rodiCovské populaci, piipadné zajisténi
uskladnéni odebran¢ho materialu do doby provedeni analyzy ¢i analyza samotna.

Doporuceni konkrétnich pravidel, kterd by méla mit legislativni oporu, by mélo byt vysledkem
dukladné dlouhodobéjsi analyzy a hledani konsenzu zainteresovanych subjektti (ministerstvo,
UHUL, majoritni spravci &i vlastnici lest, specializovana védecka pracovisté atd.).

Naprostou vétSinu pfirodnich procesti 1ze oznacit za procesy stochastického charakteru, které
probihaji, minimalné v ramci uz§iho studovaného celku, ndhodné. Mezi né€ bezpochyby spadaji
polina¢ni procesy a nasledna produkce semen. Pii analyze smésného testovaciho vzorku proto
nelze apriori ptedpokladat, ze rekonstrukce rodokmene (urceni rodicovstvi) bude v ptipadné
skutecného ptivodu v deklarované rodicovské populaci stoprocentné uspésna. Divodem je
piedevsim aspekt genového toku, kdy pyl miize byt prenasen Casto i stovky kilometri. Pivodce
pylu tedy neni realné podchytit v souboru genetickych profili potencialni rodicovské populace.
Lze ovSem ocekavat velmi vysokou proporci uspésné piitazené¢ho prvniho rodic¢e (matky)
blizici se 100% a v naprosté vétsiné piipadl také nezanedbatelnou proporci uspésného prifazeni
druhého rodice (otce).

Pro analyzu genetické informace reproduk¢niho materialu je odebiran smésny vzorek —
doporucuje se analyzovat 100 jednotek reprodukéniho materialu. Zptisob vybéru jedincii by se
m¢l opirat o metody nahodného vybeéru, tj. technicky provedeného tak, aby kazda jednotka m¢la
statisticky stejnou a nezavislou moznost stat se soucasti vybéru. Pfi vzorkovéani sazenic na
zdhonech se doporu¢uje postupovat v analogii s normou CSN 48 2118 Inventarizace sadebniho
materialu lesnich dievin ve Skolkéch. Pti odbéru vzorku osiva je pfed odbérem nezbytné zajistit
jeho dokonalé promiseni. Pokud jde o vzorkovéani deklarované rodi¢ovské populace, je
nezbytné maximalizovat Gsili a odebrat vzorek idealn¢ ze vSech potencialnich rodicovskych
(matetskych) jedincti.

Navrzend metoda analyzy je teoreticky aplikovatelna na vSechny typy zdroji reprodukcniho
materialu. Jelikoz je ale pro precizni rekonstrukci rodokmene nutné ziskat genotypy idealné
vSech jedincii rodicovské populace, ma tento pfistup urcité limity. Z praktického pohledu je
raciondlni soustiedit se pfedevS§im na superiorni zdroje reprodukéniho materidlu. Vytvofeny
kontrolni nastroj ma vyznam predevSim pro ovéieni, zda v produkénim fetézci zlstava
zachovan a zpét do lesnich porostl se vraci geneticky kvalitni a tedy zaddouci material. Takové
zdroje reprodukcéniho materidlu maji vétSinou jednoznacné vymezenou oblast pivodu, kterou
je nejcastéji semenny sad. U takovych zdroji reprodukéniho materialu je metodika prakticky
snadno uplatnitelna.
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3. Srovnani novosti postupli

V legislativé zakotvené predpisy a doporuceni prenosu reprodukéniho materidlu se opiraji
pfedevsim o dlouhodobé empirické zkuSenosti odbornikli a obecné uznavana pravidla, méné
vs$ak jiz o aktudlni védecké studie a vyzkumy. Lze proto piedpokladat, Ze po obdobi docasné¢ho
uvolnéni pravidel ptfenosu reprodukcéniho materialu kvali akcelerovanému zalesiovani
kalamitnich holin, dojde k jejich tipravam.

Molekularn€ genetické postupy zde maji své nezastupitelné misto, jelikoz jsou jedinym
objektivnim néstrojem, ktery lze pouzit pii ovéfovani deklarovaného ptivodu reprodukéniho
materialu.

Protokoly pro mikrosatelitovou analyzu konkrétnich druht lesnich dievin byly v minulosti
publikovany, a to i ¢eskymi vyzkumnymi tymy (napi. certifikované metodiky Vyzkumného
ustavu lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. 1.). Doposud vSak neexistovala ucelena,
komplexni a zobecnénd metodika postupu ovéfovani deklarovaného ptivodu reprodukcéniho
materidlu od vhodného zptisobu odbéru materidlu az po stanoveni zavéru.

Posouzeni deklarovaného pavodu v této metodice je principidln€é zalozeno na piistupu
porovnavani (komparace) genetickych profild. Srovnava se genetickd informace filidlni
generace, tj. smésny vzorek jedinct (sazenic ¢i pfipadné piimo osiva), u kterych je pozadavek
na ovéteni deklarované prislusnosti. Posuzuje se vztah genetické informace potomkl ke
genetické informaci deklarované rodicovské populace. Jinymi slovy, dochéazi k rekonstrukci
rodokmene (ur¢eni piibuzenskych vazeb potomek — rodi€). Ze zahrani¢i jsou znamy snahy o
vytvoreni postupti oveéfovani deklarovaného pivodu RM na zakladé porovnani genetického
profilu zajmovych vzorki s databazi genetickych profilti jedincti z geograficky shodné oblasti.
Tento postup vSak neni z divodu relativné intenzivniho genového toku mezi populacemi
dostatecn¢ robustni a spolehlivou metodou pro jednoznacné potvrzeni ¢i vyvraceni
deklarovaného ptvodu.
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4. Popis uplatnéni metodiky

Predlozena metodika najde uplatnéni pii potiebé oveteni deklarovaného ptivodu reprodukéniho
materidlu lesnich dfevin. Jelikoz mikrosatelitové genotypizacni platformy jsou druhové
specifické, je tato metodika zamétena na konkrétni druhy lesnich dievin, a to smrk ztepily, jedli
bélokorou, buk lesni a dub zimni. Celkovy metodicky koncept ovéfovani je vSak vSeobecné
platny, a to bez ohledu na druh drfeviny. Proto v pfipad¢ existence vhodného panelu markera
pro piislusnou dfevinu (tyto panely jsou prabézné vyvijeny a publikovany) je metodika
aplikovatelna na jakoukoliv dievinu.

Nékteré z kroki mohou byt provadény proskolenymi provoznimi zaméstnanci (odbér materilu
k izolaci DNA). VétSina aktivit, jako napiiklad izolace DNA, amplifikace mikrosatelitovych
lokusii, vyhodnoceni a konstatovani zavéru o deklarovaném piivodu vyzaduje provedeni
specialistou s piislusnou odbornosti (molekularni biologie a lesnictvi).

Metodika je principidlné urcena jakémukoliv zdjemci z fad vlastnikl lest, organizacim ci
podnikiim s pfedmétem Cinnosti v oblasti lesniho hospodarstvi ¢i ochrané Zivotniho prostiedi a
organtim statni spravy (zejména UHUL). Redlné se predpoklada vyuziti metodiky velkymi
vlastniky a spravci lestt (LCR, s.p., VLS, s.p.), ktefi by z pozice majoritnich spravci statnich
lest méli mit moznost vyuZzit vSech dostupnych analytickych nastrojii, a to s dlouhodobym
cilem trvale udrzitelného hospodateni a zajisténi stability lesnich ekosystémd.

Zasadnim kritériem pro pravné nezpochybnitelné vystupy metodiky je moznost kontroly
charakteru genetické struktury reprodukéniho materidlu v kazdém uzlu, pti kterém dochazi ke
zméné subjektu v produkéné-distribucnim fetézci. V teoretické rovin€ je mozné provadét pii
kazdé zméné v fetézci odbér kontrolniho vzorku (doporuceno optimalné 100) pro navazné
ovéteni, zda jde v celém fetézci o tentyz reprodukéni material deklarovaného pivodu. V piipadé
to z pohledu organiza¢niho, finan¢niho 1 faktick¢ého piinosu takové analyzy. Prakticka
uplatnitelnost metodiky u LCR, s.p. je vyznamné umocnéna zavedenim dynamického
nakupniho systému, pfi kterém mohou byt vhodné oSetfeny jednotlivé uzly distribu¢niho
fetézce a zaroven miize byt zadavatelem zakdzky jednoznacné uréen a dodan konkrétni zdroj
reproduk¢éniho materialu pro produkci sazenic. Zadavatel zdroveil miize vymezit pozadavky na
komplexni realizaci produkce vitézem zakdzky bez moznosti subdodavatelského zpracovani a
podobng.

V soucasnosti (rok 2019) doslo vreakci na kalamitni klrovcovou situaci k uvolnéni
legislativnich pravidel pfenosu RM a mohlo by se tedy zdat, Ze metodika ztradci na své
dualezitosti. Jde vSak o opatfeni docasné¢ho charakteru, a byt neni vylouceno, Ze soucasna
pravidla pfenosu RM zakotvena v legislativé budou upravena, tak nastroj umoznujici rigor6zni
ovéfeni deklarovaného ptivodu RM bude mit beze sporu i nadéle sviij vyznam.

Metodiku je navic nejefektivnéjsi vyuzivat pfedevSim u superiornich ¢i jinak vyznacnych
zdrojti reprodukéniho materialu (lokalné vyznacné populace, adaptované populace se zvySenou
odolnosti a stabilitou, zdroje ze semennych sadi atd.). U téchto specifickych a vysoce
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hodnotnych zdroja je obzvlasté pfinosné mit moznost ovéfit deklarovany ptivod, a to piipadné
1 nad ramec pfedepsanych legislativnich mantineld.
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5. Ekonomickeé aspekty

Naéklady na provedeni oveétovani deklarovaného ptivodu pomoci metodiky a nasledny budouci
ekonomicky pfinos zavedeni daného metodického postupu zavisi primarné predevsim na tcelu
a rozsahu genetickych analyz, které budou pomoci navrzenych metodickych postupti
realizovany. Doporu¢ované molekularné-genetické nastroje jsou druhové specifické, v obecné
roving je tedy tfeba vyvinout je pro kazdy druh zajmové lesni dfeviny samostatné.

Cenova hladina naslednych rutinnich analyz se pohybuje v rozmezi n€kolika stokorun na jeden
vzorek. Naklady na analyzu jednoho vzorku jsou vyznamné odvislé také od celkového poctu
analyzovanych vzorkd. VéEt§i pocet analyzovanych vzorkli snizuje ndklady na jednotkovou
analyzu. V ramci vytvafeni metodiky byla provedena stéZejni efektivizace financni naro¢nosti,
a to sestavenim multiplexi s maximalizovanym poctem fluorescencné znacenych markerd v
jedné reakci.

Ekonomicky piinos ve smyslu navyseni budouciho zisku (napt. diferencialni zisk z produkce
drevni hmoty) je tézko vyjadritelny, jelikoz jde o dlouhodoby proces presahujici dobu obmyti,
do kterého vstupuje mnoho nepredikovatelnych faktort. Zasadni je vSak piinos metodiky pro
stabilizaci ¢i zlepSeni mimoprodukénich funkei lesnich porostii. Pokud bude diky aplikaci
zajisténo vyuzivani vhodnych zdrojli reprodukéniho materidlu, je predpoklad, ze takto vzniklé
porosty budou odolngjsi a schopny vétsi mérou odolavat disledkiim klimatickych zmén.
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