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1. Cíl metodiky 
 
 
Cílem metodiky je vytvoření komplexního metodického návrhu šlechtitelské strategie 
douglasky tisolisté s využitím pokročilých molekulárně-genetických metod. Nezbytnou 
prerekvizitou a aktivitou, která je stěžejní pro vznik této certifikované metodiky, je optimalizace 
genotypizačního protokolu umožňující efektivní analýzu genetické informace populací 
douglasky tisolisté se zacílením na genofond na území České republiky. 
 
Na základě výstupů analýzy genetické struktury jedinců základního souboru je navržena 
šlechtitelská strategie pro douglasku tisolistou, a to se zohledněním odhalené genetické 
struktury jedinců. Jsou navrženy metodické postupy výběru jedinců s využitím selekčních 
algoritmů při různých provozních scénářích, tak aby implementace šlechtitelské strategie byla 
časově i ekonomicky efektivní.  
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2. Vlastní popis metodiky 
 

2.1. Úvodní rozbor tématu 
 
 Douglaska tisolistá (Pseudotsuga menziesii /Mirb./ Franco) je v podmínkách České republiky, 
a to i s přihlédnutím k predikcím klimatických změn, považována za dřevinu s vysokým 
adaptačním i produkčním potenciálem, která může být do budoucna v nižších a středních 
polohách vhodnou náhradou smrku ztepilého (Kubeček et al., 2014; Vitali et al., 2017). Tento 
nepůvodní druh byl v Evropě poprvé vysazen na počátku 19. století a je nejvýznamnějším 
nepůvodním druhem ze všech severoamerických dřevin. Evropské státy s nejvyšším 
zastoupením douglasky jsou Francie, Německo, Velká Británie a Nizozemsko (Hermann and 
Lavender, 1999).  

V České republice je douglaska pěstována na ploše o výměře zhruba 7 300 ha, což činí pouze 
čtvrt procenta porostní plochy, avšak dochází k jejímu postupnému navyšování (MZe, 2022). 
U douglasky se předpokládá potenciál pro přibližně 25násobné navýšení jejího zastoupení 
(Kubeček et al., 2014; Pulkrab et al., 2014). V České republice existují pouze dva klonové 
semenné sady první generace a asi 300 uznaných výběrových stromů (Kubeček et al., 2014), 
přičemž evidenční systém ERMA2 indikuje v roce 2023 již pouze jeden uznaný semenný sad.  

V 60. letech 20. století bylo na území tehdejšího Československa založeno pět provenienčních 
pokusných ploch IUFRO. Provenienční pokusy ukázaly, že pod genetickou kontrolou jsou 
nejen přírůstky výšky a průměru, ale i adaptačně významné znaky.  Např. provenience 
pocházející ze západních svahů Kaskádového pohoří ve Washingtonu (USA) a jižní Britské 
Kolumbie (Kanada) z lokalit do 600 m n. m. se jeví jako vhodné pro klimatické pásmo České 
republiky (Šindelář and Beran, 2004). Analýza genetické informace je tedy nezbytným 
předpokladem pro implementaci pokročilých šlechtitelských strategií. Od počátku 70. let 20. 
století se pro genetickou analýzu douglasky používají isoenzymy (El-Kassaby and Davidson, 
1991; Leinemann, 1996; Neale and Adams, 1985). Mezi nevýhody těchto biochemických 
markerů patří nižší míra detekované variability, a naopak falešná detekce variability, která však 
není dána genetickou podstatou, ale vlivem prostředí. Vhodné nástroje genetické analýzy jsou 
tedy takové, které analyzují DNA variabilitu přímo, tzv. molekulární genetické markery. Pro 
fylogeografické a demografické studie v rámci celého areálu rozšíření druhu jsou vhodným 
nástrojem organelární DNA markery, tedy analýza chloroplastové a mitochondriální DNA 
(Gugger et al., 2010; Wei et al., 2011). Zatímco pro studie na úrovni populací malého rozsahu, 
kdy je cílem analýza mezipopulační či vnitropopulační diverzity (rekonstrukce rodokmene) 
nebo studie pylové kontaminace, jsou vhodnou volbou biparentálně dědičné jaderné DNA 
markery (Van Loo et al., 2015).  Konkrétně neutrální mikrosatelitní markery (nSSR) odhalují 
genotyp, který nebyl ovlivněn selekčními faktory. Amarasinghe a Carlson (2002) publikovali 
sekvence 50 organelárních SSR markerů, avšak z důvodu nespolehlivé amplifikace nejsou 
příliš využívány. Mnohem častější je využití primerů, které byly publikovány Slavovem et al. 
(2004). Ty se ukázaly být dostatečně informativní a spolehlivé pro analýzu genetické diverzity 
a rozkrytí příbuzenských vazeb. Různé varianty výběru markerů z tohoto zdroje jsou široce 
využívány v různých studiích genetické variability populací douglasky (Fussi et al., 2013; 
Krutovsky et al., 2009), při snahách o dohledání původu evropských porostů douglasky 
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(Eckhart et al., 2017; Fussi et al., 2013; Hintsteiner et al., 2018) či ke studiu reprodukční 
dynamiky v semenných sadech (Kess and El-Kassaby, 2015; Korecký and El-Kassaby, 2016; 
Lai et al., 2010; Slavov et al., 2005; Song et al., 2018).    

Genetická data se vyhodnocují pomocí populačně-genetických přístupů, které jsou 
implementovány v počítačových programech. Příkladem stěžejních a volně dostupných 
programů jsou GenAlEx (Peakall and Smouse, 2012, 2006) či STRUCTURE (Pritchard et al., 
2000) pro analýzu genetické diverzity populací, CERVUS (Kalinowski et al., 2007) sloužící 
primárně pro rekonstrukci rodokmene, tedy určení úzkých příbuzenských vazeb mezi jedinci 
(v rovině rodič – potomek – klon – sourozenec), CoreHunter (De Beukelaer et al., 2018) pro 
efektivní selekci jedinců s cílem maximalizovat genetickou diverzitu či ML-Relate (Kalinowski 
et al., 2006) k odhadu příbuzenských vazeb a koeficientů příbuznosti. Komplexním nástrojem 
programovacího jazyka R je program adegenet (Jombart, 2008; Jombart and Ahmed, 2011), 
který umožňuje provádět široké spektrum populačně-genetických analýz. 

Hlavním pilířem šlechtitelské strategie, a to i vzhledem k potenciálu rozšíření druhu, je založení 
nových výsadeb (semenných sadů), které by sloužily jako zdroj vhodného osiva. Důležitými 
parametry, které by měly být sledovány, je maximalizace míry genetické diverzity klonů 
zastoupených v semenných sadech, přičemž platná legislativa přenosu reprodukčního materiálu 
pro introdukovanou douglasku tisolistou nepřináší v tomto směru žádnou zásadní limitaci. 
Mohou tak být založeny zdrojové populace, které budou reflektovat fenotypovou kvalitu 
stávajících porostů (preference fenotypově superiorních jedinců), spojenou pravděpodobně již 
také s určitou mírou lokální adaptace, která bude využitím reprodukčních zdrojů pocházejících 
z území České republiky zachována.   
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2.2. Vlastní metodický postup 
 
Metodiku lze rozdělit do několika dílčích etap: 
 

 

 Odběr vzorků 
Metodika byla ověřena a testována pro testovací soubor vzorků umožňující 
robustní ověření (8 geograficky odlišných populací s minimálně 30 testovanými 
jedinci na populaci). Pro rutinní využití metodiky není obecně omezení v počtu 
a charakteru vzorků, záleží především na ověřované hypotéze či výzkumné 
otázce.  

 Izolace nukleové kyseliny 
Pro analýzu genetické informace je nezbytné získat nukleovou kyselinu (DNA) 
s vyhovujícími kvantitativními i kvalitativními parametry. 
 

 Optimalizace genotypizačního protokolu s využitím mikrosatelitových markerů 
(SSRs) 

Zefektivnění a přizpůsobení genotypizačních postupů je zásadní krok pro 
získávání spolehlivých a robustních molekulárních dat. Výsledkem této etapy je 
optimalizovaný amplifikační protokol.  

 

 Analýza datového souboru 
Data získaná díky optimalizovanému genotypizačnímu protokolu, který byl 
aplikován na izolovanou DNA, umožní analyzovat genetickou variabilitu na 
úrovni jedinců i na populační úrovni. Způsob analýzy a interpretace dat závisí 
na výzkumné otázce. Jsou doporučeny vhodné softwarové nástroje analýzy dat 
pro různé účely (rekonstrukce rodokmene, posouzení příbuznosti, výběr za 
účelem maximalizace genetické diverzity apod.) 
 

 Návrh šlechtitelské strategie  
Na základě výstupů analýzy genetické struktury jedinců základního souboru 
budeme schopni navrhnout šlechtitelskou strategii (způsob výběru jedinců) pro 
douglasku tisolistou, a to se zohledněním genetické podstaty, a to pro dva různé 
provozní scénáře.  

 
 

2.2.1. Odběr vzorků 
 
Odebírané vzorky by neměly vykazovat poškození a napadení hmyzem či houbami. Rostlinnou 
část pro odběr volíme podle snadnosti a rychlosti odběru, fyziologického stavu vzorku či míry 
poškození vzorku při odběru. Je preferován odběr asimilačních – ontogeneticky nejmladších – 
rostlinných pletiv (pupenů či jehlic) v závislosti na dostupnosti na daném jedinci. Při odběru 
asimilačních orgánů zvolíme, zda budeme sbírat pupeny či jehlice. Pokud je to možné, preferují 
se pupeny – jednak odstranění krycích šupin před zpracováním vzorků zvyšuje čistotu 
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odebraného materiálu a také jde o materiál, který na jednotku hmoty obsahuje vyšší množství 
DNA. 
V případě nemožnosti odběru asimilačních pletiv (dospělý strom s vysoko nasazenou korunou, 
využití stromolezců je možné, ale značně by navýšilo náklady) se přistupuje k odběru kambia. 
Odebraný materiál musí reprezentovat genotyp zájmového jedince, je nutno se vyhnout 
pletivům s odlišnou genetickou informací (tj. semenům a plodům). Odběr materiálu může 
probíhat celoročně.  
 
Odběr asimilačních pletiv 
Při odběru asimilačních pletiv je rozhodujícím faktorem výška nasazené koruny. Pro účely 
molekulárně-genetické analýzy je vhodné odebrat materiál s nejmladšími buňkami, ideálně 
pupeny či mladé jehlice. V případě stromů, které mají vysoce nasazenou korunu, je vhodné 
využít teleskopické nůžky, případně jiný prostředek umožňující odběr vzorků (žebřík, lezecká 
souprava). Pro eliminaci nutnosti opětovného odebírání v případě neúspěšné izolace DNA je 
vhodné odebírat minimálně 20 pupenů, 30 jehlic či dva zhruba 5 cm dlouhé letorosty 
s jehlicemi.  
 
Odběr kambia 
Kambium je odebráno z jednotlivých stromů za pomoci ocelového průbojníku, např. o průměru 
14 mm (Obr. 1). 

 
Obr. 1: Ocelový průbojník (průměr 14 mm) 

 
Pro účely genetických analýz je potřeba odebírat materiál s nejmladšími buňkami. Zájmový je 
materiál nejmladších vrstev dřeva – tedy kambiální vrstva a přilehlé nejmladší vrstvy xylému a 
floému (Obr. 2). Průbojník se přiloží do úrovně prsní výšky (snazší okulární kontrola odběru) 
kolmo ke kmeni a následně se zatluče po úroveň vnějších vrstev dřeva. Tento postup zajistí 
odběr nejvhodnějšího materiálu – včetně velmi tenké kambiální vrstvy. Následně je vzorek z 
průbojníku vytlačen přímo do uzavíratelného plastového sáčku. Z jednoho jedince je vhodné 
odebrat dva výseky (druhý slouží jako záložní pro potřeby opakované izolace DNA). 
Alternativou v případě požadavku na co nejméně viditelný odběr je provést výsek na patě 
kmene.  
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Obr. 2: Výsek odebrané vrstvy s kambiem 

 
Místo odběru vzorku je vhodné ošetřit stromovým balzámem.  Takto ošetřená ranka eliminuje 
riziko vniku infekce či patogenu (Obr. 3). 
 

 
Obr. 3: Odběr kmenového výseku 

 
V závislosti na konkrétním účelu lze strom také fyzicky označit, např. sprejem či identifikační 
destičkou.  
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Identifikace vzorku a možnosti uchovávání 
Po odebrání vzorku je vhodné jej uzavřít do zipového uzavíratelného sáčku vhodné velikosti. 
Pro možnost opakování izolace DNA bez nutnosti opětovného odběru je žádoucí odebrat 
dostatečné množství materiálu. Spolu s odebraným materiálem se do sáčku umisťují kuličky 
silikagelu, a to 2-3 vrchovaté kávové lžičky (silikagel pro laboratorní účely, výrobce např. 
Sigma-Aldrich). Silikagel je sorbent jímající vlhkost. Silikagel může být po důkladném 
vysušení používán opakovaně. Za předpokladu, že bude vzorek ještě týž den uložen minimálně 
do lednice, není použití silikagelu nezbytné. Ihned při odběru je nutno provést jednoznačnou 
identifikaci vzorku (nesmazatelný fix, či vložení popisku do sáčku) aby nemohlo dojít k 
záměně.  
Takto uložené vzorky lze přepravit do laboratoře při běžných teplotách s vyloučením teplotních 
extrémů (např. v rozpáleném automobilu), kde se ihned zpracují nebo se uloží při nízké teplotě 
k pozdějšímu zpracování. Pro krátkodobé uchování vzorků (v řádu 1-2 dnů) postačuje 
uskladnění v lednici, pro střednědobé uchování (v řádu několika dní až týdnů) je vhodné vzorky 
skladovat v běžném mrazáku, pro dlouhodobé uchovávání vzorků (měsíce) jsou vhodné 
hluboko mrazicí boxy (teplota cca – 75 °C).  
Alternativou pro transport a uchování vzorků je uskladnění v tekutém dusíku. Jde však o 
technicky náročnější a nákladnější způsob, který je obhajitelný pouze v odůvodněných 
případech. Například při odběru vzorku pro analýzu RNA, která velmi rychle podléhá 
degradačním procesům. DNA je považována za relativně stabilní a dočasně je možno vzorky 
uchovávat i při pokojové teplotě. 
Při skladování je důležité vést jednoznačnou a nezaměnitelnou evidenci, vzorky mít řádně 
uzavřeny v sáčcích, aby nedošlo k jejich záměně (Obr. 4).  
 
  

 
Obr. 4: Uskladnění vzorků 

2.2.2. Izolace nukleové kyseliny 
 
Cílem izolace je získání čisté nukleové kyseliny v nativním stavu a v dostatečném množství a 
kvalitě. Nejprve je provedeno mechanické rozbití rostlinných pletiv vzorku vychlazeného 
v tekutém dusíku, a to buď tloučkem nebo pomocí oscilačního mlýnu.  
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Pro izolaci DNA je upřednostňováno použití komerčně dostupných izolačních kitů na bázi 
absorbce DNA na kolonku s obsahem křemičitých iontů. Tento postup umožňuje rychlou a 
efektivní izolaci DNA bez nutnosti přípravy vlastních izolačních roztoků, obecně tedy klade 
nižší nároky na odbornost a zkušenost laboranta.  
Je možno použít například izolační kit DNeasy Plant Mini Kit od výrobce QIAGEN, který je 
nejrozšířenějším pro vědecké a výzkumné studie podle databáze vědeckých publikací na Web 
of Science, genomic DNA Mini Kit (výrobce Geneaid), či jiný. Izolace se provádí dle 
příslušného protokolu, který je součástí izolačního kitu. Hmotnost vstupního vzorku se taktéž 
volí dle návodu výrobce. Lyzační fázi se doporučuje pro vyšší výtěžek DNA prodloužit o cca 
10 minut nad dobu udávanou v izolačním protokolu. 
 
Ověření parametrů izolované DNA 
Měření koncentrace izolované DNA je možno ověřit běžným spektrofotometrickým přístrojem 
(např. NanoDrop). Běžné hodnoty výtěžků se při cca 100 mg vstupního materiálu pohybují v 
rozmezí 15 – 200 ng/ ul roztoku DNA při celkovém elučním objemu 100 ul.  
Doporučena je také kontrola kvality izolované DNA na 0,7% agarózovém gelu (Obr. 5).  
 

 
Obr. 5: Ověření kvality izolované DNA na agarózovém gelu 

 
Standardizace koncentrace 
Z důvodu usnadnění dalšího pracovního postupu je třeba koncentraci DNA u všech vzorků 
standardizovat, a to na 20 ng/ul, přičemž dostačený objem pracovního roztoku DNA je 20 ul. 
Naředění na požadovanou koncentraci lze provést ultračistou vodou či elučním roztokem. 
Vzorky DNA s koncentrací nižší než 20 ng/ul se doporučuje zkoncentrovat odpařením 
rozpouštědla v koncentrátoru (např. Concentrator Eppendorf). 
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2.2.3. Optimalizace genotypizačního protokolu s využitím mikrosatelitových markerů (SSRs) 
 
Multiplexem se rozumí sdružení většího počtu mikrosatelitových primerů do hromadné 
amplifikace pomocí polymerázové řetězové reakce. Aby mohlo být toto sdružení provedeno, 
musí být splněna určitá kritéria, a to především 1) odlišná délka amplifikovaných fragmentů 
značených stejnou fluorescenční barvou, 2) primerové páry netvoří v reakční směsi dimery, 3) 
podobné podmínky PCR reakce – především teplota annealingu.  
Protokol multiplexové amplifikace byl vyvinut za použití komerčně dostupné amplifikační 
směsi Type-it Microsatellite PCR kit (výrobce QIAGEN). Velkou výhodou tohoto produktu je 
tolerance určité odchylky od optimální teploty nasedání jednotlivých primerů, což klade nižší 
nároky na kritérium výběru primerů v závislosti na teplotě. Zásadním kritériem při sestavení 
multiplexu je maximalizace počtu polymorfních lokusů, jejichž amplifikace byla ověřována na 
jedincích testovací populace. Navržený multiplex je optimální pro přístroje fragmentační 
analýzy se čtyřmi fluorescenčními kanály pro fragmentační separaci vzorků a jedním kanálem 
pro velikostní standard (např. přístroj Applied Biosystems Genetic Analyzer 3500). 
Fragmentační analýza je prováděna s 1 ul PCR produktu s přídavkem 12,2 ul formamidu a 0,5 
ul standardu (GeneScan 500 LIZ). Výstup sekvenační analýzy ve formátu fsa lze vyhodnotit 
s využitím příslušného programu, např. GeneMarker (SoftGenetics LLC).  
 
  



13 
 

Multiplex DG – douglaska tisolistá 

Následující tabulky specifikují dva multiplexy (hromadné amplifikační reakce) sestavené pro 
amplifikaci vybraných DNA sekvencí pro douglasku tisolistou. Protokol je platný pro vstupní 
koncentraci DNA 20 ng/ul (odchylku ± 5 ng/ul je možno tolerovat) a koncentraci primerů 10 
mM.  
Barevné označení u názvu lokusu odpovídá barvě fluorescenčního značení 5´- forward primeru 
(červená (PET), zelená (VIC), modrá (FAM), žlutá (NED)). Dále je uveden délkový rozsah 
amplikonů pozorovaný v testovací populaci, objem pracovní koncentrace primerů (je uveden 
objem pro jeden z primerového páru, objem druhého primeru je totožný), podmínky PCR, tj. 
nastavení termocykleru, a reakční objemy pro jeden vzorek (Tab. 1). 
 

  
Multiplex 
DG_M1   

délkové 
rozsahy (bp) objemy   Program   Reakce     

                   
1 PmOSU_2G12 PET 194-308 0,3 l 1x 95°C 5 min DNA 1 l 
2 PmOSU_3F1 FAM 118-194 0,3 l  95°C 30 s primery 4,2 l 

3 PmOSU_2D9 FAM 194-284 0,3 l 35x 55°C 90 s H2O 0 l 
4 PmOSU_2D4 NED 118-192 0,3 l  72°C 30 s Type-It 5,2 l 
5 PmOSU_2D6 NED 196-280 0,3 l 1x 72°C 30 min      
6 PmOSU_1F9 VIC 192-312 0,3 l 1x 4°C ∞       
7 PmOSU_3D5 VIC 116-192 0,3 l    celkem 10 l 

     2,1 l        
              
              

  
Multiplex 
DG_M2   

délkové 
rozsahy (bp) objemy   Program Reakce     

                   
1 PmOSU_2C2 NED 134-206 0,3 l 1x 95°C 5 min DNA 1 l 
2 PmOSU_4A7 FAM 216-302 0,3 l  95°C 30 s primery 3 l 

3 PmOSU_5A8 FAM 170-200 0,3 l 35x 55°C 90 s H2O 1 l 
4 PmOSU_3B2 NED 100-174 0,3 l  72°C 30 s Type-It 5 l 
5 PmOSU_1C3 VIC 152-248 0,3 l 1x 72°C 30 min      

     1,5 l 1x 4°C ∞       
          celkem 10 l 
                        

Tab. 1: Specifikace multiplexových směsí, reakční podmínky 
 

Pozn. Protokol je platný pro koncentraci DNA 20 ng/ul a koncentraci primerů 10mM. Uvedené délkové rozsahy 
amplikonů byly identifikovány v testovacím souboru 500 jedinců pocházejících ze 12 geograficky odlišných 
oblastí. 
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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 mikrosatelitových lokusů, primární zdroj primerových sekvencí 
Slavov et al. 2004 
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2.2.4. Analýza datového souboru  
 
 
Vstupními daty pro analýzu jsou údaje o délce amplikonů jednotlivých mikrosatelitových 
lokusů (tzn. alely).  
 

 
Obr. 6. Zobrazení surového výstupu fragmentační analýzy ze sekvenátoru (soubor fsa zobrazen v programu 
GeneMarker) 

 
 
Výstupy získané z fragmentačního přístroje (např. přístroj Applied Biosystems Genetic 
Analyzer 3500) jsou vyhodnocovány příslušným softwarem (Obr. 6, např. GeneMarker®, 
GeneMapper® či jiný). Získaná data, tedy údaje o délkách amplikonů pro jednotlivé 
mikrosatelitové lokusy, umožní analyzovat genetickou variabilitu na úrovni jednotlivců či na 
populační úrovni. Vstupní formát dat k analýze je odvislý od použitého softwarového nástroje, 
avšak standardně je výchoz provádí do genotypizační tabulky ve formátu xlsx (Microsoft 
Excel), kdy řádek přísluší jedinci, jehož genotyp je na každém analyzovaném lokusu 
specifikován dvěma alelami. Příslušná číselná hodnota udává délku amplikonu v párech bazí 
(bp). Ukázka genotypizační tabulky pro šest jedinců s genotypem hodnoceným na čtyřech 
lokusech je uvedena v tabulce 3. Například na lokusu 3F1 je jedinec B1 hetorozygot 
s detekovanými alelami 158 a 184, jedinec B6 je na tomto lokusu homozygotní s alelou 132. U 
jedince B4 neproběhla na lokusu 3D5 úspěšná 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 

B5 134 134 221 223 143 143 250 250 

B6 132 132 223 223 137 163 238 238 

Tab. 3: Ukázka genotypizační tabulky (6 jedinců, 4 lokusy) 

 
Způsob analýzy a interpretace dat závisí na výzkumné otázce či stanovené hypotéze.  
 
 
Rekonstrukce rodokmene – určování rodičovství 
 
 Nejjednodušším přístupem k rekonstrukci rodokmene je metoda přímého vyloučení všech 
rodičovských kandidátů, kteří nejsou ze 100% potenciálně možnými rodiči, nejsou tedy 
kompatibilní napříč všemi ověřovanými mikrosatelitovými lokusy. Tato nejjednodušší technika 
aplikuje principy Mendelových zákonů dědičnosti a hledá potenciální genotypovou 
neslučitelnost mezi domnělým rodičem a jeho potomkem. Prakticky, z důvodu genotypizačních 
chyb, fenoménu nulových alel či mutací je striktní přístup vyloučení rodičovství v praxi 
vyloučen. 
Vhodné počítačové programy pro analýzu rodičovství nicméně umožňují tento aspekt ošetřit 
nastavením počtu tolerovaných alelických neshod, které jsou nutné pro vyloučení jedince jako 
rodičovského kandidáta. Při určování rodičovských vazeb je vhodné využít tzv. kategorickou 
techniku, kdy pro potomka jsou určeni nepravděpodobnější rodiče pomocí 
pravděpodobnostního principu, který je určován jako logaritmus pravděpodobnostního poměru 
(LOD skóre). Pravděpodobnost, že potenciální jedinec je skutečným rodičem, je indikována 
pozitivní hodnotou LOD skóre. Pouze za předpokladu, že je LOD skóre statisticky 
signifikantní, je potenciální rodič považován za průkazně potvrzeného rodiče. Další statistický 
parametr odvozený z pravděpodobnostního poměru je delta, která je definována jako rozdíl 
hodnot LOD skóre mezi nejpravděpodobnějším a druhým nejpravděpodobnějším rodičem a je 
dalším kritériem pro determinaci rodičovských vazeb.  
Aktuálně je dostupné značné množství počítačových programů a utilit, které lze využít pro 
posuzování příbuzenských vazeb. Volba vhodného programu závisí na charakteru vstupních 
dat, typu požadované analýzy a často také charakteru studované populace a analyzovaném 
souboru jedinců. Pravděpodobně nejzásadnější rozdíl mezi programy je úroveň, se kterou 
mohou pracovat s nulovými alelami, mutacemi a genotypizačními chybami.  
Neošetřená přítomnost nulových alel může způsobit falešné vyloučení pravého rodiče, pokud 
je heterozygot nesprávně detekován jako homozygot. Vodítkem pro detekci nulových alel je 
především významná odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnováhy na příslušném lokusu. 
Pokud je spolehlivě znám mateřský jedinec (např. jde o semena získaná z konkrétního stromu), 
lze výskyt nulových alel posoudit s vyšší efektivitou. Údaj o předpokládaném podílu 
analyzovaných jedinců rodičovské populace je také významným parametrem ve spolehlivosti 
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rodičovské analýzy (Marshall et al. 1998). Proto je zásadním faktorem maximalizace odběru 
jedinců v rodičovské populaci, jinými slovy čím dokonalejší bude zmapování rodičovské 
populace, tím spolehlivější je rekonstrukce rodokmene. Pro rekonstrukci rodokmene (určení 
příbuzenských vztahů) z mikrosatelitových dat je doporučen software CERVUS (Kalinowski 
et al., 2007), který pracuje s výše popsaným pravděpodobnostním přístupem (likelihood-based 
approach).  
 

Určení parametrů genetické variability včetně míry vzájemné příbuznosti 

Posouzení molekulárně-genetických parametrů získaných genotypů je základním krokem téměř 
jakékoliv analýzy. Mezi základní parametry postavené na charakteru alelových frekvencí patří 
pozorovaná a očekávaná heterozygotnost, efektivní velikost populace, posouzení Hardy-
Weinbergovy rovnováhy v populaci a parametry přímo související s charakterem a kvalitou 
analyzovaných lokusů, jako jsou polymorfní informační obsah a potenciál výskytu nulových 
alel. Nulovými alelami se rozumí skutečná variabilita, která není u zkoumaných jedinců 
z různých důvodů detekována.  

Míra vzájemné příbuznosti (podobnosti) mezi jedinci je pak často kvantifikována pomocí 
různých metrik, nejběžněji používané jsou F-indexy, které jsou měřítkem genetické 
diferenciace mezi jednotlivými populacemi, na úrovni jedinců či ve vztahu jedince 
k subpopulaci či celkové populaci (Meirmans and Hedrick, 2011). Alternativou je Jostova 
genetická vzdálenost (Jost, 2008), která má určité výhody při analýze mikrosatelitových 
markerů. Ověřenými počítačovými programy pro posouzení uvedených charakteristik jsou 
například GenAlex (Peakall and Smouse, 2012), spagedi (Hardy and Vekemans, 2002) či R 
balíček adegenet (Jombart, 2008). Program vhodný pro určení úzkých příbuzenských vazeb 
(rodič – potomek, sourozenci, prarodič – potomek) se nazývá ML-Relate (Kalinowski et al., 
2006). Tento nástroj používá pravděpodobnostní modely genetické podobnosti na základě 
alelových frekvencí, které jsou založeny na statistických výpočtech.  

 

Výběr za účelem maximalizace genetické diverzity 

Existují různé postupy, kterými může být při znalosti genetických parametrů vybrán soubor 
jedinců reprezentujících maximální genetickou diverzitu.  

Selekce konkrétního genotypu 

Výběr může být řešen velmi efektivně s pomocí počítačového programu CoreHunter (De 
Beukelaer et al., 2018). Implementovaný algoritmus umožňuje vybrat takové jedince o 
nadefinovaném či doporučeném počtu, kteří maximálně reprezentují genetickou rozmanitost 
studované skupiny jedinců. Software umožňuje uživatelům volit různé algoritmy optimalizace 
genetické diverzity a nastavovat různé váhové faktory, lze také nastavit preferenci konkrétních 
genotypů, např. nezbytnost zastoupení konkrétního genotypu ve výběru. 

Selekce v genotypové skupině 

 Z provozního pohledu může být striktní výběr konkrétního genotypu v určitých případech 
komplikací, jelikož se například některý z identifikovaných genotypů obtížněji vegetativně 
propaguje, je obtížněji dostupný pro odběr osiva či části rostliny pro jeho propagaci, či je 
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zjištěno jeho aktuální poškození škodlivými činiteli a podobně. Pro provozní zjednodušení byl 
proto navržen výběr jedinců v klastrových skupinách, které jsou vytvářeny na základě genetické 
podobnosti (Obr. 7). 

 

 

 

 

  

Obr. 7.: Přístup provozní maximalizace genetické diverzity – ilustrativní ukázka pro výběr ze 
čtyř klastrů - větví dendrogramu.  
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Dendrogramy, jako specifická forma zobrazení příbuznosti mezi jedinci, mohou být 
generovány s využitím různých programů, doporučit lze například R balíček adegenet (Jombart, 
2008).  Z každého klastru může být pak vybrán určitý počet jedinců (jeden či více), avšak vždy 
s rovnoměrným zastoupením z jednotlivých klastrů tak, aby byl zohledněn aspekt 
maximalizace genetické diverzity, avšak s možností konkretizace jedince z příslušné klastrové 
skupiny až na základě provozních či aktuálních podmínek (Kelblerová et al., 2022). Na obrázku 
7 je znázorněna část dendrogramu, ve které jsou vyznačeny 4 klastrové skupiny. Za účelem 
maximalizace genetické diverzity na úrovni genotypových skupin bude z každého klastru 
vybrán jeden či více genotypů, avšak vždy s rovnoměrným zastoupením z jednotlivých 
klastrových skupin v rámci celkového výběru. Jak již bylo zmíněno, může být zohledněn 
praktický aspekt dostupnosti a dosažitelnosti materiálu, případně fenotypové či fyziologické 
charakteristiky jedince.  
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2.2.5. Návrh šlechtitelské strategie 
 
 
Šlechtitelský program douglasky tisolisté není v České republice rozpracován. Jediný uznaný 
semenný sad na území České republiky se nachází u Kamenice nad Lipou, a byl založen již 
v roce 1969. Informace o semenném sadu ve smyslu charakterizace genetické diverzity 
zastoupených klonů nejsou k dispozici a efektivní velikost (Ne) semenného sadu je tak 
neznámým parametrem. Hlavním pilířem šlechtitelské strategie, a to i vzhledem k potenciálu 
rozšíření druhu, by proto mělo být založení nových výsadeb (semenných sadů), které by 
sloužily jako zdroj vhodného reprodukčního materiálu umožňující navýšit zastoupení druhu 
v lesních porostech. Vzhledem k absenci testovacích či provenienčních výsadeb douglasky 
tisolisté na území České republiky, které by umožnily efektivní selekci dle principů 
šlechtitelského cyklu na důležité produkční znaky, je zásadním parametrem, který by měl být 
sledován, šíře genetické diverzity nově zakládaných zdrojových populací. Osivo z těchto zdrojů 
zajistí uchování a šíření genetické diverzity v dalších generacích. Současně platná legislativa 
(vyhláška č. 456/2021 o podrobnostech přenosu reprodukčního materiálu lesních dřevin) 
umožňuje přenos douglasky tisolisté původem ze zdrojů reprodukčního materiálu z České 
republiky mezi všemi přírodními lesními oblastmi bez omezení. Iniciální výběr jedinců 
zvažovaných do šlechtitelské strategie tak není limitován specifickým geografickým původem 
v rámci České republiky.  

Fenotypovou předselekci superiorních jedinců, kteří budou sloužit jako zdroj pro založení 
produkčních populací (semenných sadů), lze považovat za první krok šlechtitelské strategie. 
Hodnoceny by měly být produkční charakteristiky (přímost kmene, větvení atd.) ale také 
fyziologický (zdravotní) stav jedince. Z takto identifikovaných jedinců budou odebrány vzorky 
pro izolaci DNA a následnou analýzu genetické informace s využitím prezentovaného 
genotypizačního protokolu. Předpokládá se, že tito fenotypově superiorní jedinci již prošli 
určitou mírou lokální adaptace, která bude zachována a přenesena do dalších generací.  

Na základě zjištěné genetické informace zájmových jedinců bude proveden výběr vhodných 
genotypů. Počet vybíraných jedinců jedinečných genotypů, tedy klonů, ze kterých budou 
produkovány ramety pro semenný sad, se odvíjí především od velikosti zakládané plochy. 
Z důvodu zachování genetické variability by však minimální počet zastoupených klonů neměl 
klesnout pod čtyřicet, přičemž horní limit zastoupených klonů není omezen, ale každý klon by 
se měl v semenném sadu replikovat minimálně v počtu tří ramet. Uvedený počet umožňuje 
v budoucnu navázat dalšími šlechtitelskými cykly, kdy semenný sad druhé generace by měl být 
tvořen pěti až třiceti klony (Wu, 2019). 

Důležitým faktorem pro maximalizaci přenosu genetické diverzity populace (semenného sadu) 
do potomstva (osiva), je výsadba ve vhodném prostorovém schématu. Moderní přístupy 
založené na optimalizačních algoritmech minimalizující inbreeding a maximalizující náhodnost 
křížení vycházejí z faktu, že úspěšnost opylení je dána především jejich vzdáleností  (Lstibůrek 
and El-Kassaby, 2010). Jedním z doporučovaných designů je například ONA design 
(Chaloupková et al., 2016), který je k návrhům prostorových schémat výsadeb celosvětově 
využíván.   
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2.2.6. Závěry a doporučení pro využití metodiky 
 
Metodika představuje proces výběru jedinců douglasky tisolisté v rámci šlechtitelského 
programu reflektujícího současné poznatky a možnosti na poli molekulární biologie. 
Význačnou součástí je genotypizační protokol, který umožňuje zmapování genotypu jedince na 
vybraných mikrosatelitových lokusech. Protokol byl s využitím primerových sekvencí 
získaných z vědecké literatury optimalizován pro populace douglasky vyskytující se na území 
České republiky. Využívání prezentovaného protokolu zajistí vzájemnou kompatibilitu dat 
mezi studiemi realizovanými v různých letech či v různých populacích. 

Vzhledem k dosavadní absenci šlechtitelského programu douglasky tisolisté na území České 
republiky je hlavním selekčním kritériem maximalizace genetické diverzity se zohledněním 
sledovaných fenotypových charakteristik a posouzením zdravotního stavu jedinců, ze kterých 
bude populace pro produkci reprodukčního materiálu založena. V metodice jsou navrženy 
postupy a doporučeny vhodné softwarové nástroje, které mohou být pro selekci použity. 

Vzhledem k celkově nízkému zastoupení douglasky na území České republiky a relativně 
volným pravidlům přenosu reprodukčního materiálu z národních zdrojů se předpokládá, že 
metodika bude využita dvěma největšími vlastníky lesů, a to Lesy České republiky a 
Vojenskými lesy a statky. Metodika může být samozřejmě využita i menšími vlastníky, kteří 
by měli zájem založit semenný sad douglasky.   
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3. Srovnání novosti postupů 
 
Šlechtitelské strategie pro lesní dřeviny byly doposud často realizovány bez znalosti genetické 
informace, tedy bez zohlednění detailnější genetické podstaty jedinců. Parametr příbuzenské 
vazby mezi jedinci mohl být často zohledňován pouze v rovině předpokládané příbuznosti, 
případně na úrovni polosesterských (při evidenci mateřského stromu a při volném sprášení) či 
plnosesterských potomstev (kontrolované opylení). 
Vývoj molekulárně-genetických metod a postupné snižování jejich finanční náročnosti však 
umožňuje jejich implementaci do lesnické provozní praxe. V České republice byly tyto metody 
poprvé provozně nasazeny například při zakládání druhé generace semenných sadů borovice 
lesní (Korecký et al., 2013). 
Protokoly pro mikrosatelitovou analýzu konkrétních druhů lesních dřevin byly v minulosti 
publikovány, a to i českými výzkumnými týmy (např. certifikované metodiky Výzkumného 
ústavu lesního hospodářství a myslivosti, v. v. i.). Mikrosatelitový genotypizační protokol 
s optimalizací pro populace douglasky vyskytující se na území České republiky však nebyl, dle 
zjištění autorů metodiky, doposud publikován. Tato metodika navíc krom zmíněného protokolu 
poskytuje celkový přehled o aktuálně dostupných a ověřených softwarových nástrojích pro 
analýzu molekulárně-genetických parametrů, včetně návrhu maximalizace genetické diverzity 
nově zakládaných produkčních populací (semenných sadů).  
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4. Popis uplatnění metodiky  
 
Předložená metodika, především část týkající se protokolu analýzy genetické diverzity 
douglasky tisolisté, a návazný popis nejčastěji používaných a nejvhodnějších analytických 
nástrojů, můžou být v obecné rovině uplatněny při potřebě realizovat šlechtitelské aktivity 
v souladu se soudobými vědeckými poznatky a možnostmi, tedy s využitím znalosti genetické 
informace. 
Jelikož mikrosatelitové genotypizační platformy jsou druhově specifické, je tato metodika 
zacílena jen na douglasku tisolistou. Šlechtitelské koncepty lze však považovat, s přihlédnutím 
ke specifiku dřeviny, za obecně uplatnitelné. Proto v případě existence vhodného panelu 
markerů pro příslušnou dřevinu (tyto panely jsou průběžně vyvíjeny a publikovány) je metodika 
aplikovatelná na jakoukoliv dřevinu. Je ale třeba mít na paměti, že v závislosti na druhu dřeviny 
mohou být odlišnosti v možnostech přenosu reprodukčního materiálu a při realizovaných 
šlechtitelských aktivitách by toto mělo být reflektováno. Pravidla pro přenos douglasky 
tisolisté, jako introdukované dřeviny, nejsou z pohledu legislativy tak striktní, jako pro domácí 
druhy dřevin. Proto je například možné provádět selekci jedinců pro maximalizaci genetické 
diverzity napříč všemi geografickými oblastmi České republiky. 
Některé z kroků šlechtitelské strategie mohou být prováděny proškolenými provozními 
pracovníky. Většina aktivit, jako například izolace DNA, amplifikace mikrosatelitových 
lokusů, analýza dat a selekce jedinců pomocí vhodných softwarových nástrojů vyžaduje 
provedení specialistou s příslušnou odborností (molekulární biologie a lesnictví) a příslušným 
materiálovým vybavením. 
 
Metodika je principiálně určena jakémukoliv zájemci z řad vlastníků lesů, organizacím či 
podnikům s předmětem činnosti v oblasti lesního hospodářství či ochraně životního prostředí a 
orgánům státní správy. Předpokládá se využití metodiky především velkými vlastníky lesů, 
kteří by z pozice majoritních správců státních lesů měli efektivně využívat postupů 
reflektujících soudobý stav poznání, a to s dlouhodobým cílem trvale udržitelného hospodaření 
a zajištění stability lesních ekosystémů.  
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5. Ekonomické aspekty  

 
Exaktně lze vyčíslit pouze okamžité náklady na provedení genetické analýzy a souvisejících 
kroků (izolace DNA, analýza dat). Budoucí ekonomický přínos implementace metodického 
postupu využívajícího analýzu genetické informace závisí primárně především na zamýšleném 
účelu (např. ověření klonové identity, rekonstrukce rodokmene, maximalizace genetické 
diverzity selekcí v analyzované skupině jedinců) a rozsahu genotypování, které bude pomocí 
navrženého metodického postupu realizováno. Cenová hladina rutinní mikrosatelitové analýzy 
je zhruba pět set korun na jeden vzorek, a to včetně izolace DNA a interpretace dat. Náklady 
na analýzu jednoho vzorku jsou však významně odvislé od celkového počtu analyzovaných 
vzorků. Větší počet analyzovaných vzorků snižuje náklady na jednotkovou analýzu. V rámci 
vytváření metodiky byl kladen zvláštní důraz na finanční efektivitu, a to sestavením multiplexů 
s maximalizovaným počtem fluorescenčně značených markerů v jedné reakci. 
 

Ekonomický přínos ve smyslu navýšení budoucího zisku (např. diferenciální zisk ze zpeněžení 
dřevní hmoty) je obtížně vyjádřitelný, jelikož jde o dlouhodobý proces přesahující dobu obmýtí, 
do kterého vstupuje mnoho nepredikovatelných faktorů. Pokud vezmeme v potaz pouze 
náklady na implementaci selekčních postupů na bázi znalosti genetické informace (pokročilá 
šlechtitelská strategie versus konvenční šlechtitelský postup), tak ekonomická bilance mezi 
náklady a výnosy bude zcela zjevně významně kladná. Nehledě na zcela zásadní navýšení a 
stabilizaci mimoprodukčních funkcí lesních porostů. Pokud bude díky implementaci metodiky 
navýšeno využívání vhodných zdrojů reprodukčního materiálu s maximalizovanou genetickou 
diverzitou, je předpoklad, že takto vzniklé porosty budou odolnější především vůči biotickým 
škodlivým činitelům a budou schopny ve vyšší míře odolávat důsledkům klimatických změn. 
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