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1. Cil metodiky

Cilem metodiky je vytvoreni komplexniho metodického navrhu Slechtitelské strategie
douglasky tisolisté s vyuzitim pokrocilych molekuldrné-genetickych metod. Nezbytnou
prerekvizitou a aktivitou, ktera je st€Zejni pro vznik této certifikované metodiky, je optimalizace
genotypizacniho protokolu umoziujici efektivni analyzu genetické informace populaci
douglasky tisolisté se zacilenim na genofond na tizemi Ceské republiky.

Na zéklad¢ vystupli analyzy genetické struktury jedincti zakladniho souboru je navrzena
Slechtitelska strategie pro douglasku tisolistou, a to se zohlednénim odhalené genetické
struktury jedincl. Jsou navrzeny metodické postupy vybéru jedincii s vyuzitim selekénich
algoritmi pti riznych provoznich scénétich, tak aby implementace Slechtitelské strategie byla
casove 1 ekonomicky efektivni.



2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvodni rozbor tématu

Douglaska tisolista (Pseudotsuga menziesii /Mirb./ Franco) je v podminkach Ceské republiky,

a to 1 spfihlédnutim k predikcim klimatickych zmén, povazovana za dfevinu s vysokym
adaptacnim 1 produkénim potencialem, kterd muze byt do budoucna v nizsich a stiednich
polohach vhodnou ndhradou smrku ztepilého (Kubecek et al., 2014; Vitali et al., 2017). Tento
neptivodni druh byl v Evropé poprvé vysazen na pocatku 19. stoleti a je nejvyznamnéj$im
nepuvodnim druhem ze vSech severoamerickych dievin. Evropské staty s nejvySSim
zastoupenim douglasky jsou Francie, Némecko, Velka Britanie a Nizozemsko (Hermann and
Lavender, 1999).

V Ceské republice je douglaska péstovana na plose o vyméte zhruba 7 300 ha, coZ ¢ini pouze
ctvrt procenta porostni plochy, avSak dochazi k jejimu postupnému navysSovani (MZe, 2022).
U douglasky se predpoklada potencial pro pfiblizné 25ndsobné navySeni jejiho zastoupeni
(Kubetek et al., 2014; Pulkrab et al., 2014). V Ceské republice existuji pouze dva klonové
semenné sady prvni generace a asi 300 uznanych vybérovych stromtli (Kubecek et al., 2014),
pricemz evidencni systém ERMAZ2 indikuje v roce 2023 jiz pouze jeden uznany semenny sad.

V 60. letech 20. stoleti bylo na izemi tehdejiiho Ceskoslovenska zalozeno pét provenienénich
pokusnych ploch TUFRO. Provenien¢ni pokusy ukdzaly, ze pod genetickou kontrolou jsou
nejen piirtstky vysky a priméru, ale i adaptacné¢ vyznamné znaky. Napi. provenience
pochdazejici ze zapadnich svahli Kaskddového pohoti ve Washingtonu (USA) a jizni Britské
Kolumbie (Kanada) z lokalit do 600 m n. m. se jevi jako vhodné pro klimatické pasmo Ceské
republiky (Sindelaf and Beran, 2004). Analyza genetické informace je tedy nezbytnym
predpokladem pro implementaci pokrocilych Slechtitelskych strategii. Od pocatku 70. let 20.
stoleti se pro genetickou analyzu douglasky pouzivaji isoenzymy (El-Kassaby and Davidson,
1991; Leinemann, 1996; Neale and Adams, 1985). Mezi nevyhody téchto biochemickych
markert patii niz§i mira detekované variability, a naopak faleSna detekce variability, kterd v§ak
neni ddna genetickou podstatou, ale vlivem prostiedi. Vhodné nastroje genetické analyzy jsou
tedy takové, které analyzuji DNA variabilitu pfimo, tzv. molekuldrni genetické markery. Pro
fylogeografické a demografické studie v ramci celého aredlu rozsiteni druhu jsou vhodnym
nastrojem organelarni DNA markery, tedy analyza chloroplastové a mitochondrialni DNA
(Gugger et al., 2010; Wei et al., 2011). Zatimco pro studie na urovni populaci malého rozsahu,
kdy je cilem analyza mezipopulacni ¢i vnitropopulacni diverzity (rekonstrukce rodokmene)
nebo studie pylové kontaminace, jsou vhodnou volbou biparentalné¢ dédicné jaderné DNA
markery (Van Loo et al., 2015). Konkrétn€ neutralni mikrosatelitni markery (nSSR) odhaluji
genotyp, ktery nebyl ovlivnén selek¢nimi faktory. Amarasinghe a Carlson (2002) publikovali
sekvence 50 organelarnich SSR markerti, avSak z divodu nespolehlivé amplifikace nejsou
ptilis vyuzivany. Mnohem castéjsi je vyuziti primert, které byly publikovany Slavovem et al.
(2004). Ty se ukazaly byt dostatecné informativni a spolehlivé pro analyzu genetické diverzity
a rozkryti ptibuzenskych vazeb. Rlizné varianty vybéru markeri z tohoto zdroje jsou Siroce
vyuzivany v rtznych studiich genetické variability populaci douglasky (Fussi et al., 2013;
Krutovsky et al., 2009), pfi snahach o dohledani pavodu evropskych porosti douglasky
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(Eckhart et al., 2017; Fussi et al., 2013; Hintsteiner et al., 2018) ¢i ke studiu reprodukéni
dynamiky v semennych sadech (Kess and El-Kassaby, 2015; Korecky and El-Kassaby, 2016;
Lai et al., 2010; Slavov et al., 2005; Song et al., 2018).

Geneticka data se vyhodnocuji pomoci populaéné-genetickych pristupt, které jsou
implementovany v pocitaCovych programech. Ptikladem stézejnich a volné¢ dostupnych
programt jsou GenAlEx (Peakall and Smouse, 2012, 2006) ¢i STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) pro analyzu genetické diverzity populaci, CERVUS (Kalinowski et al., 2007) slouzici
primarné pro rekonstrukci rodokmene, tedy urceni tzkych ptibuzenskych vazeb mezi jedinci
(v roving rodi¢ — potomek — klon — sourozenec), CoreHunter (De Beukelaer et al., 2018) pro
efektivni selekci jedinct s cilem maximalizovat genetickou diverzitu ¢i ML-Relate (Kalinowski
et al., 2006) k odhadu ptibuzenskych vazeb a koeficientl pribuznosti. Komplexnim nastrojem
programovaciho jazyka R je program adegenet (Jombart, 2008; Jombart and Ahmed, 2011),
ktery umoziuje provadét Siroké spektrum populacné-genetickych analyz.

Hlavnim pilifem $lechtitelské strategie, a to i vzhledem k potencialu rozsifeni druhu, je zalozeni
novych vysadeb (semennych sadil), které by slouzily jako zdroj vhodného osiva. Dulezitymi
parametry, které by meély byt sledovany, je maximalizace miry genetické diverzity klona
zastoupenych v semennych sadech, pfic¢emz platna legislativa pfenosu reprodukcniho materidlu
pro introdukovanou douglasku tisolistou nepfindsi v tomto sméru zddnou zasadni limitaci.
Mohou tak byt zalozeny zdrojové populace, které budou reflektovat fenotypovou kvalitu
stavajicich porostl (preference fenotypové superiornich jedincti), spojenou pravdépodobné jiz
také s urcitou mirou lokalni adaptace, kterd bude vyuzitim reprodukénich zdroji pochazejicich
z uzemi Ceské republiky zachovana.



2.2. Vlastni metodicky postup

Metodiku l1ze rozd¢lit do nékolika dil¢ich etap:

Odbér vzorku

Metodika byla ovéfena a testovana pro testovaci soubor vzorkii umoziujici
robustni ovéfeni (8 geograficky odliSnych populaci s minimalné 30 testovanymi
jedinci na populaci). Pro rutinni vyuziti metodiky neni obecné omezeni v poctu
a charakteru vzorkt, zalezi pfedevSim na ovéfované hypotéze ¢i vyzkumné
otazce.

Izolace nukleové kyseliny

Pro analyzu genetické informace je nezbytné ziskat nukleovou kyselinu (DNA)
s vyhovujicimi kvantitativnimi 1 kvalitativnimi parametry.

Optimalizace genotypiza¢niho protokolu s vyuZitim mikrosatelitovych markeru
(SSRs)

Zefektivnéni a pfizpisobeni genotypizacnich postupl je zésadni krok pro
ziskavani spolehlivych a robustnich molekularnich dat. Vysledkem této etapy je
optimalizovany amplifika¢ni protokol.

Analyza datového souboru

Data ziskana diky optimalizovanému genotypiza¢nimu protokolu, ktery byl
aplikovan na izolovanou DNA, umozni analyzovat genetickou variabilitu na
urovni jedincl 1 na popula¢ni trovni. Zplisob analyzy a interpretace dat zavisi
na vyzkumné otazce. Jsou doporuceny vhodné softwarové nastroje analyzy dat
pro ruzné ucely (rekonstrukce rodokmene, posouzeni piibuznosti, vybér za
ucelem maximalizace genetické diverzity apod.)

Navrh Slechtitelské strategie

Na zéklad¢ vystupt analyzy genetické struktury jedincti zékladniho souboru
budeme schopni navrhnout Slechtitelskou strategii (zptisob vybéru jedincii) pro
douglasku tisolistou, a to se zohlednénim genetické podstaty, a to pro dva rtizné
provozni scénare.

2.2.1. Odbér vzorku

Odebirané vzorky by nemély vykazovat poskozeni a napadeni hmyzem ¢i houbami. Rostlinnou
¢ast pro odbér volime podle snadnosti a rychlosti odbéru, fyziologického stavu vzorku ¢i miry
poskozeni vzorku pii odbéru. Je preferovan odbér asimilacnich — ontogeneticky nejmladSich —
rostlinnych pletiv (pupent ¢i jehlic) v zavislosti na dostupnosti na daném jedinci. Pti odbéru
asimila¢nich organti zvolime, zda budeme sbirat pupeny ¢i jehlice. Pokud je to mozné, preferu;ji
se pupeny — jednak odstranéni krycich Supin pfed zpracovanim vzorkli zvySuje Cistotu
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odebraného materialu a také jde o material, ktery na jednotku hmoty obsahuje vys$s§i mnozstvi
DNA.

V piipad€ nemoznosti odbéru asimilacnich pletiv (dospély strom s vysoko nasazenou korunou,
vyuziti stromolezcti je mozné, ale znacné€ by navysilo naklady) se pfistupuje k odbéru kambia.
Odebrany material musi reprezentovat genotyp zdjmového jedince, je nutno se vyhnout
pletiviim s odliSnou genetickou informaci (tj. semenim a plodim). Odbér materialu mutze
probihat celoro¢né.

Odbér asimilacnich pletiv

Pfi odbéru asimilacnich pletiv je rozhodujicim faktorem vyska nasazené koruny. Pro ucely
molekularné-genetické analyzy je vhodné odebrat materidl s nejmlad$imi bunikami, idealné
pupeny ¢i mladé jehlice. V ptipad¢ stromd, které maji vysoce nasazenou korunu, je vhodné
vyuzit teleskopické ntizky, ptipadné jiny prostiedek umoziujici odbér vzorka (zebiik, lezecka
souprava). Pro eliminaci nutnosti opétovného odebirani v piipad¢ netispésné izolace DNA je
vhodné odebirat minimalné¢ 20 pupend, 30 jehlic ¢i dva zhruba 5 cm dlouhé letorosty
s jehlicemi.

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

Obr. 1: Ocelovy pribojnik (prumér 14 mm)

Pro ucely genetickych analyz je potieba odebirat materidl s nejmladsimi buiikami. Zajmovy je
materidl nejmladsSich vrstev dieva — tedy kambialni vrstva a ptilehlé nejmladsi vrstvy xylému a
floému (Obr. 2). Pribojnik se piilozi do urovné prsni vysky (snazsi okularni kontrola odbéru)
kolmo ke kmeni a nésledné se zatluCe po uroven vnéjSich vrstev dieva. Tento postup zajisti
odbér nejvhodnéjsiho materidlu — véetné velmi tenké kambidlni vrstvy. Nasledné je vzorek z
pribojniku vytlac¢en pfimo do uzaviratelného plastového sacku. Z jednoho jedince je vhodné
odebrat dva vyseky (druhy slouzi jako zalozni pro potfeby opakované izolace DNA).
Alternativou v ptipadé pozadavku na co nejméné viditelny odbér je provést vysek na paté
kmene.



Obr. 2: Vysek odebrané vrstvy s kambiem

Misto odbéru vzorku je vhodné osetfit stromovym balzdmem. Takto oSetfena ranka eliminuje
riziko vniku infekce ¢i patogenu (Obr. 3).

o N

\
Obr. 3: Odbér kmenového vyseku

V zavislosti na konkrétnim ucelu 1ze strom také fyzicky oznacit, napi. sprejem ¢i identifikaéni
destickou.



Identifikace vzorku a moznosti uchovavani

Po odebrani vzorku je vhodné jej uzaviit do zipového uzaviratelného sacku vhodné velikosti.
Pro moznost opakovani izolace DNA bez nutnosti opétovného odbéru je zaddouci odebrat
dostate¢né mnozstvi materialu. Spolu s odebranym materidlem se do sacku umist'uji kulicky
silikagelu, a to 2-3 vrchovaté kavové 1zicky (silikagel pro laboratorni ucely, vyrobce napf.
Sigma-Aldrich). Silikagel je sorbent jimajici vlhkost. Silikagel mize byt po dikladném
vysusSeni pouzivan opakovan¢. Za predpokladu, ze bude vzorek jeste tyz den ulozen minimalné

do lednice, neni pouziti silikagelu nezbytné. Thned pii odbéru je nutno provést jednoznacnou
identifikaci vzorku (nesmazatelny fix, ¢i vlozeni popisku do sacku) aby nemohlo dojit k
zameéng.

Takto ulozené vzorky lze piepravit do laboratoie pii béznych teplotach s vylou¢enim teplotnich
extrému (napft. v rozpaleném automobilu), kde se ihned zpracuji nebo se ulozi pti nizké teploté
k pozdéjSimu zpracovani. Pro kratkodobé uchovani vzorki (v fddu 1-2 dni) postacuje
uskladnéni v lednici, pro stfednédobé uchovani (v fadu nékolika dni az tydnt) je vhodné vzorky
skladovat v bézném mrazdku, pro dlouhodobé uchovavani vzorkli (mésice) jsou vhodné
hluboko mrazici boxy (teplota cca — 75 °C).

Alternativou pro transport a uchovani vzorka je uskladnéni v tekutém dusiku. Jde vSak o
ptipadech. Napftiklad pfi odbéru vzorku pro analyzu RNA, kterd velmi rychle podléha
degradacnim procesim. DNA je povazovana za relativné stabilni a docasné€ je mozno vzorky
uchovévat i pti pokojové teploté.

Pti skladovani je diilezité vést jednoznacnou a nezameénitelnou evidenci, vzorky mit fadné
uzavieny v saccich, aby nedoslo k jejich zdméné (Obr. 4).

Obr. 4: Uskladnéni vzorka

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 vychlazené¢ho
v tekutém dusiku, a to bud’ tlou¢kem nebo pomoci oscilaéniho mlynu.
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Pro izolaci DNA je upfednostiiovano pouziti komeré¢né dostupnych izolacnich kithh na bazi
absorbce DNA na kolonku s obsahem kiemicitych iontd. Tento postup umoziuje rychlou a
efektivni izolaci DNA bez nutnosti pfipravy vlastnich izola¢nich roztokd, obecné tedy klade
niz$i naroky na odbornost a zkuSenost laboranta.

Je mozno pouzit naptiklad izola¢ni kit DNeasy Plant Mini Kit od vyrobce QIAGEN, ktery je
nejrozsifenéjSim pro védecké a vyzkumné studie podle databaze védeckych publikaci na Web
of Science, genomic DNA Mini Kit (vyrobce Geneaid), ¢i jiny. Izolace se provadi dle
ptislusného protokolu, ktery je soucasti izolaéniho kitu. Hmotnost vstupniho vzorku se taktéz
voli dle ndvodu vyrobce. Lyza¢ni fazi se doporucuje pro vyssi vytézek DNA prodlouzit o cca
10 minut nad dobu udavanou v izola¢nim protokolu.

Ovéfeni parametru izolované DNA

Meéieni koncentrace izolované DNA je mozno ovéfit béznym spektrofotometrickym piistrojem
(napt. NanoDrop). Bé€zné hodnoty vytézkl se pti cca 100 mg vstupniho materidlu pohybuji v
rozmezi 15 — 200 ng/ ul roztoku DNA pfi celkovém elu¢nim objemu 100 ul.

Doporucena je také kontrola kvality izolované DNA na 0,7% agar6ézovém gelu (Obr. 5).

o o e e e e

Obr. 5: Ovéreni kvality izolované DNA na agarézovém gelu

Standardizace koncentrace
Z divodu usnadnéni dal§iho pracovniho postupu je tfeba koncentraci DNA u vSech vzork
standardizovat, a to na 20 ng/ul, pfi¢emz dostaceny objem pracovniho roztoku DNA je 20 ul.

Natedéni na pozadovanou koncentraci lze provést ultracistou vodou ¢i eluénim roztokem.
Vzorky DNA s koncentraci niz$i nez 20 ng/ul se doporucuje zkoncentrovat odpafenim
rozpoustédla v koncentratoru (napi. Concentrator Eppendorf).
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2.2.3. Optimalizace genotypizacniho protokolu s vyuzitim mikrosatelitovych marker (SSRs)

Multiplexem se rozumi sdruzeni vétS$itho poctu mikrosatelitovych primeri do hromadné
amplifikace pomoci polymerazové fetézové reakce. Aby mohlo byt toto sdruzeni provedeno,
musi byt splnéna urcitd kritéria, a to predevsim 1) odlisna délka amplifikovanych fragmenta
znacenych stejnou fluorescen¢ni barvou, 2) primerové pary netvoii v reakéni smési dimery, 3)
podobné podminky PCR reakce — predevsim 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 primert v zavislosti na teploté. Zasadnim kritériem pii sestaveni
multiplexu je maximalizace poctu polymorfnich lokusi, jejichz amplifikace byla ovéfovana na
jedincich testovaci populace. Navrzeny multiplex je optimalni pro pfistroje fragmentacni
analyzy se ¢tyfmi fluorescencnimi kandly pro fragmentac¢ni separaci vzorkl a jednim kanalem
pro velikostni standard (napft. ptistroj Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500).
Fragmentac¢ni analyza je provadéna s 1 ul PCR produktu s pfidavkem 12,2 ul formamidu a 0,5
ul standardu (GeneScan 500 LIZ). Vystup sekvenacni analyzy ve formatu fsa 1ze vyhodnotit
s vyuzitim pfislusného programu, napt. GeneMarker (SoftGenetics LLC).
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Multiplex DG — douglaska tisolista

Nasledujici tabulky specifikuji dva multiplexy (hromadné amplifikacni reakce) sestavené pro
amplifikaci vybranych DNA sekvenci pro douglasku tisolistou. Protokol je platny pro vstupni
koncentraci DNA 20 ng/ul (odchylku + 5 ng/ul je mozno tolerovat) a koncentraci primert 10

mM.

Barevné oznaceni u ndzvu lokusu odpovida barvé fluorescencniho znaceni 5'- forward primeru
(¢ervend (PET), zelena (VIC), modra (FAM), zluta (NED)). Dale je uveden délkovy rozsah
amplikonl pozorovany v testovaci populaci, objem pracovni koncentrace primeri (je uveden
objem pro jeden z primerového paru, objem druhého primeru je totozny), podminky PCR, tj.
nastaveni termocykleru, a reak¢ni objemy pro jeden vzorek (Tab. 1).

Multiplex délkové
DG_M1 rozsahy (bp) | objemy Program Reakce
1 pmosu_2612 BB 194-308 0,3 ul 1x 95°C  S5min | DNA 1 ul
2 PmOSU_3F1 | FAM | 118-194 03 ul 95°C 305 primery 4,2 pl
3 PmOSU_2D9 -194-284 0,3 ul 35x | 55°C 90s H.0 0l
4 PmOSU_2D4 NED 118-192 0,3 72°C 30s Type-It 52 pl
5 PmOSU_2D6 NED 196-280 0,3 wl 1x 72°C 30 min
6 PmOSU_1F9 VIC 192-312 0,3 pl 1x 4°C oo
7 PmOSU_3D5 VIC 116-192 0,3 pul celkem 10|l
2,1
Multiplex délkové
DG_M2 rozsahy (bp) | objemy Program Reakce
1 PmOSU_2C2 134-206 0,3 1x 95°C 5 min DNA 1wl
2 PmOSU_4A7 216-302 0,3 95°C 30s primery 3w
3 PmOSU_5A8 170-200 0,3 ul 35x | 55°C 90s H.0 1 ul
4 PmOSU_3B2 NED 100-174 0,3 wl 72°C 30s Type-It 5 pul
5 PmOSU_1C3 VIC 152-248 0,3 pul Ix 72°C 30 min
1,5 pl 1x 4°C oo
celkem 10| wl

Tab. 1: Specifikace multiplexovych smési, reakéni podminky

Pozn. Protokol je platny pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primertt 10mM. Uvedené délkové rozsahy
amplikonti byly identifikovany v testovacim souboru 500 jedincti pochézejicich ze 12 geograficky odlisnych
oblasti.
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Primerové sekvence

Multiplex DG_M1

Lokus Forward primer Reverse primer
PmOSU_2G12 CAAGGACTCATATGGGAAA AACATCAGTAATAACCTTTT
PmOSU_3F1 GACTAGATCATCGCAACTT GGTATTCTTATGGTTTTTAT
PmOSU_2D9 TCGATTTACGCTTTTTTCTC TGTTTATCCCCAGTCTCAAG
PmOSU_2D4 TTATTGCACATGAGTATTATGA CAGATGTTGTTTTTTATACCAC
PmOSU_2D6 GGAAAATATACATCTCACGAC AAGCATGCGTACTAGGTG
PmOSU_1F9 CCTCATGCATTGGACACTC GGATTCTTGAGCAGGTAGG
PmOSU_3D5 GGCATCCTATTTTTCATTTT GTGATTACCTAACTTGTGC
Multiplex DG_M2
Lokus Forward primer Reverse primer
PmOSU_2C2 TAAATCCGCAGCTCATAGAATC GGGTGGTGGCTAGGGAAAC
PmOSU_4A7 TTGTAAAAATTCCCATGTAT AAGTGGGGGAGTGTGTAAT
PmOSU_5A8 CATTTTTGGATTCTGGTTTTG ATGCCTCAAGCTATGTAATC
PmOSU_3B2 CTTTGGAGTTCTTAATATAG GATAATAGCACCCCACCATA
PmOSU_1C3 CTCCCCTCCAGATTTTACTC TGGCGTAACAAATAAGAGAAA

Tab. 2: Primerové sekvence pro amplifikaci mikrosatelitovych lokust, primarni zdroj primerovych sekvenci
Slavov et al. 2004
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2.2.4. Analyza datového souboru

Vstupnimi daty pro analyzu jsou udaje o délce amplikonti jednotlivych mikrosatelitovych
lokust (tzn. alely).
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Obr. 6. Zobrazeni surového vystupu fragmentacni analyzy ze sekvenatoru (soubor fsa zobrazen v programu

GeneMarker)

Vystupy ziskané z fragmentacniho pfistroje (napf. pfistroj Applied Biosystems Genetic
Analyzer 3500) jsou vyhodnocovany piisluSnym softwarem (Obr. 6, napi. GeneMarker®,
GeneMapper® ¢i jiny). Ziskand data, tedy udaje o délkdch amplikonti pro jednotlivé
mikrosatelitové lokusy, umozni analyzovat genetickou variabilitu na urovni jednotlivct ¢i na
populacni trovni. Vstupni format dat k analyze je odvisly od pouzitého softwarového nastroje,
avSak standardné je vychoz provadi do genotypizacni tabulky ve formatu xIsx (Microsoft
Excel), kdy tadek pftislusi jedinci, jehoz genotyp je na kazdém analyzovaném lokusu
specifikovan dvéma alelami. Pfislusna ¢iselna hodnota udava délku amplikonu v parech bazi
(bp). Ukéazka genotypizaéni tabulky pro Sest jedinct s genotypem hodnocenym na ctyfech
lokusech je uvedena v tabulce 3. Napiiklad na lokusu 3F1 je jedinec Bl hetorozygot
s detekovanymi alelami 158 a 184, jedinec B6 je na tomto lokusu homozygotni s alelou 132. U
jedince B4 neprobéhla na lokusu 3D5 tuspésna amplifikace (profil 0/0).
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ID 3F1 2D9 3D5 1F9

B1 158 184 211 211 164 164 210 210
B2 128 130 211 225 141 141 252 252
B3 160 172 223 223 173 173 218 258
B4 131 179 223 229 0 0 202 248
BS 134 134 221 223 143 143 250 250
B6 132 132 223 223 137 163 238 238

Tab. 3: Ukazka genotypizacni tabulky (6 jedinct, 4 lokusy)

Zpusob analyzy a interpretace dat zavisi na vyzkumné otazce ¢i stanovené hypotéze.

Rekonstrukce rodokmene — uréovéani rodicovstvi

Nejjednodussim pristupem k rekonstrukci rodokmene je metoda ptimého vylouceni vSech
rodi¢ovskych kandidat, ktefi nejsou ze 100% potencidlné moznymi rodi¢i, nejsou tedy
kompatibilni napti¢ vSemi 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 piistup vylouceni rodi¢ovstvi v praxi
vyloucen.

Vhodné pocitatové programy pro analyzu rodi¢ovstvi nicméné umoziuji tento aspekt osetiit
nastavenim poctu tolerovanych alelickych neshod, které jsou nutné pro vylouceni jedince jako
rodicovského kandidata. Pfi ur¢ovani rodicovskych vazeb je vhodné vyuzit tzv. kategorickou
techniku, kdy pro potomka jsou ureni nepravdépodobnéjsi rodice pomoci
pravdépodobnostniho principu, ktery je ur€ovan jako logaritmus pravdépodobnostniho poméru
(LOD skore). Pravdépodobnost, Ze potencidlni jedinec je skute¢nym rodi¢em, je indikovana
pozitivni hodnotou LOD skére. Pouze za ptedpokladu, Ze je LOD skore statisticky
signifikantni, je potencialni rodi¢ povazovan za priikkazné potvrzeného rodice. Dalsi statisticky
parametr odvozeny z pravdépodobnostniho poméru je delta, kterd je definovana jako rozdil
hodnot LOD skore mezi nejpravdépodobnéjsim a druhym nejpravdépodobnéjsim rodi¢em a je
dalSim kritériem pro determinaci rodicovskych vazeb.

Aktudlné je dostupné znacné mnozstvi pocitacovych programil a utilit, které Ize 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 jedinci. Pravdépodobné nejzasadnéjsi rozdil mezi programy je uroven, se kterou
mohou pracovat s nulovymi alelami, mutacemi a genotypizacnimi chybami.

Neosetiena ptitomnost nulovych alel miize zplisobit falesné vylouceni pravého rodice, pokud
je heterozygot nespravné detekovan jako homozygot. Voditkem pro detekci nulovych alel je
predev§im vyznamna odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy 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 jedincti rodicovské populace je také vyznamnym parametrem ve spolehlivosti
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rodicovské analyzy (Marshall et al. 1998). Proto je zdsadnim faktorem maximalizace odbéru
jedincti v rodicovské populaci, jinymi slovy ¢im dokonalejsi bude zmapovani rodiCovské
populace, tim spolehlivéjsi je rekonstrukce rodokmene. Pro rekonstrukci rodokmene (urceni
pribuzenskych vztaht) z mikrosatelitovych dat je doporucen software CERVUS (Kalinowski
et al., 2007), ktery pracuje s vySe popsanym pravdépodobnostnim ptistupem (likelihood-based
approach).

Urceni parametru genetické variability véetné miry vzajemné piibuznosti

Posouzeni molekularné-genetickych parametrti ziskanych genotypt je zdkladnim krokem téméf
jakékoliv analyzy. Mezi zékladni parametry postavené na charakteru alelovych frekvenci patii
pozorovand a ocCekdvana heterozygotnost, efektivni velikost populace, posouzeni Hardy-
Weinbergovy rovnovéahy v populaci a parametry piimo souvisejici s charakterem a kvalitou
analyzovanych lokust, jako jsou polymorfni informacni obsah a potencidl vyskytu nulovych
alel. Nulovymi alelami se rozumi skute¢na variabilita, kterd neni u zkoumanych jedinct
z raznych divodi detekovana.

Mira vzajemné piibuznosti (podobnosti) mezi jedinci je pak casto kvantifikovana pomoci
riznych metrik, nejbéznéji pouzivané jsou F-indexy, které jsou méfitkem genetické
diferenciace mezi jednotlivymi populacemi, na urovni jedinci ¢i ve vztahu jedince
k subpopulaci ¢i celkové populaci (Meirmans and Hedrick, 2011). Alternativou je Jostova
geneticka vzdalenost (Jost, 2008), ktera ma urcité vyhody pii analyze mikrosatelitovych
markerti. Ovéfenymi pocitaCovymi programy pro posouzeni uvedenych charakteristik jsou
napiiklad GenAlex (Peakall and Smouse, 2012), spagedi (Hardy and Vekemans, 2002) ¢i R
balicek adegenet (Jombart, 2008). Program vhodny pro urceni uzkych ptibuzenskych vazeb
(rodi¢ — potomek, sourozenci, prarodi¢ — potomek) se nazyva ML-Relate (Kalinowski et al.,
2006). Tento nastroj pouziva pravdépodobnostni modely genetické podobnosti na zakladé
alelovych frekvenci, které jsou zalozeny na statistickych vypoctech.

Vybér za iéelem maximalizace genetické diverzity

Existuji rizné postupy, kterymi mutize byt pii znalosti genetickych parametri vybran soubor
jedinct reprezentujicich maximalni genetickou diverzitu.

Selekce konkrétniho genotypu

Vybér mize byt feSen velmi efektivné s pomoci pocitatového programu CoreHunter (De
Beukelaer et al.,, 2018). Implementovany algoritmus umoziiuje vybrat takové jedince o
nadefinovaném ¢i doporu¢eném poctu, ktefi maximalné reprezentuji genetickou rozmanitost
studované skupiny jedinct. Software umoziuje uzivatelim volit rizné algoritmy optimalizace
genetické diverzity a nastavovat rizné vahové faktory, 1ze také nastavit preferenci konkrétnich
genotypi, napi. nezbytnost zastoupeni konkrétniho genotypu ve vybéru.

Selekce v genotypové skupiné

Z provozniho pohledu miize byt striktni vybér konkrétniho genotypu v urcitych piipadech

vvvvv

vvvvv

17



zjisténo jeho aktudlni poskozeni Skodlivymi €initeli a podobné. Pro provozni zjednoduseni byl
proto navrzen vybeér jedinct v klastrovych skupinéch, které jsou vytvareny na zaklade genetické
podobnosti (Obr. 7).
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Obr. 7.: Pistup provozni maximalizace genetické diverzity — ilustrativni ukézka pro vybér ze
Ctyft klastra - vétvi dendrogramu.
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Dendrogramy, jako specifickd forma zobrazeni piibuznosti mezi jedinci, mohou byt
generovany s vyuzitim riiznych programi, doporucit Ize naptiklad R bali¢ek adegenet (Jombart,
2008). Z kazdého klastru miize byt pak vybran urcity pocet jedinct (jeden ¢i vice), avSak vzdy
s rovhomérnym zastoupenim z jednotlivych klastri tak, aby byl zohlednén aspekt
maximalizace genetické diverzity, avSak s moznosti konkretizace jedince z ptislusné klastrové
skupiny az na zaklad¢€ provoznich ¢i aktualnich podminek (Kelblerova et al., 2022). Na obrazku
7 je znazornéna ¢ast dendrogramu, ve které jsou vyznaceny 4 klastrové skupiny. Za ucelem
maximalizace genetické diverzity na trovni genotypovych skupin bude z kazdého klastru
vybran jeden ¢i vice genotypl, avSak vzdy srovnomérnym zastoupenim z jednotlivych
klastrovych skupin v ramci celkového vybéru. Jak jiz bylo zminéno, miize byt zohlednén
prakticky aspekt dostupnosti a dosazitelnosti materialu, ptipadné fenotypové ¢i fyziologické
charakteristiky jedince.
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2.2.5. Navrh Slechtitelské strategie

Slechtitelsky program douglasky tisolisté neni v Ceské republice rozpracovan. Jediny uznany
semenny sad na uzemi Ceské republiky se nachazi u Kamenice nad Lipou, a byl zaloZen jiz
vroce 1969. Informace o semenném sadu ve smyslu charakterizace genetické diverzity
zastoupenych klon nejsou k dispozici a efektivni velikost (Ne) semenného sadu je tak
neznamym parametrem. Hlavnim pilifem Slechtitelské strategie, a to 1 vzhledem k potencidlu
rozSifeni druhu, by proto mélo byt zalozeni novych vysadeb (semennych sadil), které by
slouzily jako zdroj vhodného reprodukéniho materidlu umoziujici navysit zastoupeni druhu
v lesnich porostech. Vzhledem k absenci testovacich ¢i proveniencnich vysadeb douglasky
tisolisté na tizemi Ceské republiky, které by umoznily efektivni selekci dle principi
Slechtitelského cyklu na dilezité produkéni znaky, je zdsadnim parametrem, ktery by m¢l byt
sledovan, sife genetické diverzity noveé zakladanych zdrojovych populaci. Osivo z téchto zdroja
zajisti uchovani a Sifeni genetické diverzity v dalSich generacich. Soucasné platna legislativa
(vyhlaska ¢. 456/2021 o podrobnostech pienosu reprodukéniho materidlu lesnich drevin)
umoziiuje pienos douglasky tisolisté ptivodem ze zdrojti reprodukéniho materialu z Ceské
republiky mezi vSemi pfirodnimi lesnimi oblastmi bez omezeni. Inicidlni vybér jedinca
zvazovanych do Slechtitelské strategie tak neni limitovan specifickym geografickym ptivodem
v ramci Ceské republiky.

Fenotypovou piedselekci superiornich jedincti, ktefi budou slouzit jako zdroj pro zaloZeni
produkénich populaci (semennych sadit), 1ze povazovat za prvni krok Slechtitelské strategie.
Hodnoceny by mély byt produkéni charakteristiky (pifimost kmene, vétveni atd.) ale také
fyziologicky (zdravotni) stav jedince. Z takto identifikovanych jedinct budou odebrany vzorky
pro izolaci DNA a néslednou analyzu genetické informace s vyuzitim prezentovaného
genotypizacniho protokolu. Predpoklada se, Ze tito fenotypové superiorni jedinci jiz prosli
urcitou mirou lokéalni adaptace, kterd bude zachovéana a ptenesena do dalich generaci.

Na zakladé¢ zjisténé genetické informace zajmovych jedinct bude proveden vybér vhodnych
genotypi. Pocet vybiranych jedinct jedine¢nych genotypti, tedy klont, ze kterych budou
produkovéany ramety pro semenny sad, se odviji predev§im od velikosti zakladané plochy.
Z dtivodu zachovani genetické variability by v§ak minimalni pocet zastoupenych klonii nemél
klesnout pod ctyficet, pfi€emz horni limit zastoupenych klonti neni omezen, ale kazdy klon by
se m¢l v semenném sadu replikovat minimaln€ v poctu tii ramet. Uvedeny pocet umoziuje
v budoucnu navézat dal$imi Slechtitelskymi cykly, kdy semenny sad druhé generace by mél byt
tvofen péti az tiiceti klony (Wu, 2019).

Dulezitym faktorem pro maximalizaci pfenosu genetické diverzity populace (semenného sadu)
do potomstva (osiva), je vysadba ve vhodném prostorovém schématu. Moderni piistupy
zalozené na optimalizacnich algoritmech minimalizujici inbreeding a maximalizujici ndhodnost
ktizeni vychdzeji z faktu, Ze uspésnost opyleni je dana pfedevsim jejich vzdalenosti (Lstiblrek
and El-Kassaby, 2010). Jednim z doporuovanych designii je napiiklad ONA design
(Chaloupkova et al., 2016), ktery je k ndvrhiim prostorovych schémat vysadeb celosvétove
vyuzivan.
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2.2.6. Zavéry a doporuceni pro vyuziti metodiky

Metodika piedstavuje proces vybéru jedinci douglasky tisolist¢ v ramci Slechtitelského
programu reflektujiciho soucasné poznatky a moznosti na poli molekularni biologie.
Vyznacnou soucasti je genotypizacni protokol, ktery umoznuje zmapovani genotypu jedince na
vybranych mikrosatelitovych lokusech. Protokol byl s vyuzitim primerovych sekvenci
ziskanych z védecké literatury optimalizovan pro populace douglasky vyskytujici se na izemi
Ceské republiky. VyuZivani prezentovaného protokolu zajisti vzajemnou kompatibilitu dat
mezi studiemi realizovanymi v riznych letech ¢i v riznych populacich.

Vzhledem k dosavadni absenci §lechtitelského programu douglasky tisolisté na Gizemi Ceské
republiky je hlavnim selekénim kritériem maximalizace genetické diverzity se zohlednénim
sledovanych fenotypovych charakteristik a posouzenim zdravotniho stavu jedinci, ze kterych
bude populace pro produkci reprodukéniho materialu zalozena. V metodice jsou navrzeny
postupy a doporuc¢eny vhodné softwarové nastroje, které mohou byt pro selekci pouzity.

Vzhledem k celkové nizkému zastoupeni douglasky na tizemi Ceské republiky a relativné
volnym pravidlim ptenosu reprodukcniho materialu z narodnich zdrojii se ptredpoklada, ze
metodika bude vyuZita dvéma nejvétsimi vlastniky lest, a to Lesy Ceské republiky a
Vojenskymi lesy a statky. Metodika miize byt samoziejmée vyuzita i mensimi vlastniky, ktefi
by méli zdjem zalozit semenny sad douglasky.
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3. Srovnani novosti postupll

Slechtitelské strategie pro lesni dfeviny byly doposud &asto realizovany bez znalosti genetické
informace, tedy bez zohlednéni detailnéjsi genetické podstaty jedincti. Parametr ptibuzenské
vazby mezi jedinci mohl byt ¢asto zohlednovan pouze v roviné predpokladané ptibuznosti,
piipadné na trovni polosesterskych (pfi evidenci matetského stromu a pii volném spraseni) ¢i
plnosesterskych potomstev (kontrolované opyleni).

Vyvoj molekularné-genetickych metod a postupné snizovani jejich finanéni naro€nosti vSak
umozituje jejich implementaci do lesnické provozni praxe. V Ceské republice byly tyto metody
poprvé provozné nasazeny naptiklad pii zakladani druhé generace semennych sadi borovice
lesni (Korecky et al., 2013).

Protokoly pro mikrosatelitovou analyzu konkrétnich druhi lesnich dfevin byly v minulosti
publikovany, a to 1 ¢eskymi vyzkumnymi tymy (napi. certifikované metodiky Vyzkumného
ustavu lesniho hospodaistvi a myslivosti, v. v. i.). Mikrosatelitovy genotypizacni protokol
s optimalizaci pro populace douglasky vyskytujici se na uzemi Ceské republiky v§ak nebyl, dle
zjisténi autortt metodiky, doposud publikovan. Tato metodika navic krom zminéného protokolu
poskytuje celkovy piehled o aktudlné dostupnych a ovéfenych softwarovych nastrojich pro
analyzu molekularné-genetickych parametrii, véetné navrhu maximalizace genetické diverzity
nov¢ zakladanych produkénich populaci (semennych sadi).
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4. Popis uplatnéni metodiky

Predlozend metodika, predevSim cCast tykajici se protokolu analyzy genetické diverzity
douglasky tisolisté, a navazny popis nejcastéji pouzivanych a nejvhodnéjsich analytickych
nastrojii, mtizou byt v obecné roviné uplatnény pii pottebé realizovat Slechtitelské aktivity
v souladu se soudobymi védeckymi poznatky a moznostmi, tedy s vyuzitim znalosti genetické
informace.

Jelikoz mikrosatelitové genotypizacni platformy jsou druhové specifické, je tato metodika
zacilena jen na douglasku tisolistou. Slechtitelské koncepty lze viak povazovat, s ptihlédnutim
ke specifiku dfeviny, za obecné uplatnitelné. Proto v pfipad¢ existence vhodného panelu
markert pro pfislusnou dievinu (tyto panely jsou pribézné€ vyvijeny a publikovany) je metodika
aplikovatelna na jakoukoliv dievinu. Je ale tfeba mit na paméti, Ze v zavislosti na druhu dieviny
mohou byt odlisSnosti v moznostech ptfenosu reprodukéniho materialu a pii realizovanych
Slechtitelskych aktivitich by toto mélo byt reflektovano. Pravidla pro ptfenos douglasky
tisolisté, jako introdukované dieviny, nejsou z pohledu legislativy tak striktni, jako pro domaci
druhy dfevin. Proto je naptiklad mozné provadét selekci jedincli pro maximalizaci genetické
diverzity napfi¢ viemi geografickymi oblastmi Ceské republiky.

Nékteré z krokli Slechtitelské strategie mohou byt provadény proskolenymi provoznimi
pracovniky. Vé&tSina aktivit, jako napiiklad izolace DNA, amplifikace mikrosatelitovych
lokust, analyza dat a selekce jedinci pomoci vhodnych softwarovych nastroji vyzaduje
provedeni specialistou s pfislusSnou odbornosti (molekularni biologie a lesnictvi) a ptisluSnym
materidlovym vybavenim.

Metodika je principidln¢ urcena jakémukoliv zdjemci zfad vlastnikl lest, organizacim ¢i
podnikiim s pfedmétem Cinnosti v oblasti lesniho hospodéfstvi ¢i ochrané Zivotniho prostiedi a
organiim statni spravy. Pfedpokladd se vyuziti metodiky pfedevs§im velkymi vlastniky lest,
kteti by zpozice majoritnich spravcl statnich lesi méli efektivné vyuzivat postupt
reflektujicich soudoby stav poznani, a to s dlouhodobym cilem trvale udrzitelného hospodateni
a zajisténi stability lesnich ekosystému.
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5. Ekonomicke aspekty

Exaktné¢ lze vycislit pouze okamzité naklady na provedeni genetické analyzy a souvisejicich
krokli (izolace DNA, analyza dat). Budouci ekonomicky pifinos implementace metodického
postupu vyuzivajiciho analyzu genetické informace zavisi priméarné predev§im na zamysleném
ucelu (napi. ovéfeni klonové identity, rekonstrukce rodokmene, maximalizace genetické
diverzity selekci v analyzované skupiné jedinct) a rozsahu genotypovani, které¢ bude pomoci
navrzené¢ho metodického postupu realizovano. Cenova hladina rutinni mikrosatelitové analyzy
je zhruba pét set korun na jeden vzorek, a to vcetné izolace DNA a interpretace dat. Naklady
na analyzu jednoho vzorku jsou vSak vyznamné odvislé od celkového poctu analyzovanych
vzorkll. VEt§i pocet analyzovanych vzorkl snizuje naklady na jednotkovou analyzu. V rdmci
vytvatreni metodiky byl kladen zvlastni dliraz na finan¢ni efektivitu, a to sestavenim multiplext
s maximalizovanym poc¢tem fluorescencné znacenych markeri v jedné reakci.

Ekonomicky pfinos ve smyslu navySeni budouciho zisku (napt. diferencidlni zisk ze zpenézeni
dfevni hmoty) je obtizné vyjadritelny, jelikoz jde o dlouhodoby proces piesahujici dobu obmyti,
do kterého vstupuje mnoho nepredikovatelnych faktord. Pokud vezmeme v potaz pouze
naklady na implementaci selek¢nich postupt na bazi znalosti genetické informace (pokrocila
Slechtitelska strategie versus konvenc¢ni Slechtitelsky postup), tak ekonomicka bilance mezi
naklady a vynosy bude zcela zjevné vyznamné kladna. Nehledé na zcela zasadni navySeni a
stabilizaci mimoproduk¢nich funkei lesnich porostii. Pokud bude diky implementaci metodiky
navyseno vyuzivani vhodnych zdrojl reprodukéniho materidlu s maximalizovanou genetickou
diverzitou, je ptedpoklad, Ze takto vzniklé porosty budou odolnéjsi predevsim vici biotickym
Skodlivym ¢initeltim a budou schopny ve vyssi mife odolavat disledkiim klimatickych zmén.
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