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Abstrakt

Semenné sady lesnich dfevin jsou vyznamnym zdrojem reprodukcéniho materialu pro obnovu
lesnich porostd. Pii jejich zakladani a obhospodafovani je nutné dodrzovat dana pravidla.
Krome peclivého vybéru zastoupenych genotypt je nutné vénovat pozornost i zpusobu kiizeni.
Vzhledem k tomu, ze pravdépodobnost kfizeni dvou jedinct je zavisla, mimo jiné na jejich
vzdalenosti, 1ze vzorec kfizeni ovlivnit pravé prostorovym rozmisténim genotypt. Dostupné
designy semennych sadu proto stavi pravé na tomto predpokladu. Tato problematika je vCetné
konkrétnich designi popsana v teoretické casti prace. Stejné tak jsou detailné popsany a
zdivodnény obecné piijimané pozadavky na kvalitni design semenného sadu. V praktické ¢asti
je prezentovan originalni Optimum Neighborhood Algoritm (ONA), ktery podporuje ndhodnost
ktizeni, tedy panmixii. Algoritmus definuje panmixii v semenném sadu jako stav, kdy spolu
vSechny klony v ramci sadu pfimo sousedi se stejnou Cetnosti. K docileni tohoto stavu byl
vyuzit vzorec pro vypocet rozptylu, ktery je zaroverl minimalizovanou kriteridlni funkci.
Z takto definované panmixie vychazi 1 dalsi prezentované nastroje a pristupy. Jedna se o
hybridni algoritmus, ktery zohledniuje rtizné typy designi a omezujicich podminek. Dalsi
nastroj umoziuje prostoroveé optimalizovat genetickou probirku, opét na bazi ONA algoritmu.
Je zde popsan 1 postup zohledriujici asortativniho kfizeni mezi vybranymi genotypy doplnény
téz o vylepSovani semennych sadd. Prace porovnava prezentované vysledky s jiz existujicimi
designy z pohledu panmixie i minimalizace inbridingu. VétSina vystupli byla pfijata
k publikovani ve tfech védeckych zurnalech. Softwarové nastroje byly naprogramovany

v rozhrani R a zpfistupnény vefejnosti v podobé R balicku.



Abstract

Seed orchards of forest trees are essential sources of reproductive material for reforestation.
Seed orchard establishment and management have to follow given rules. In addition to carefully
selecting represented genotypes, it is also necessary to pay attention to the actual mating. Given
that the probability of crossing two individuals depends, among other things, on their distance,
the mating pattern can be influenced by the spatial distribution of genotypes. The available seed
orchard designs are therefore based on this assumption. These issues, including existing
methods, are described in the thesis's theoretical part. Likewise, generally accepted
requirements for seed orchard designs are described and justified in detail. In the practical part,
the original Optimum Neighborhood Algorithm (ONA) is presented, which promotes random
mating, i.e., panmixia. The algorithm defines panmixia in a seed orchard as a condition where
all clones within an orchard are directly adjacent to each other with the same frequency.
Consequently, a formula was developed to calculate the variance, a minimized criterion
function. The other presented tools and approaches are also based on panmixia. The ONA is a
hybrid algorithm that takes into account different types of designs and constraints. Another tool
allows for spatial optimization of genetic thinning based on the ONA algorithm. The
improvement of existing seed orchards further supplements a procedure that takes into account
the assortative mating among selected genotypes. The work compares the presented results with
existing designs considering both panmixia and minimization of inbreeding. Most of the outputs
were accepted for publication in three scientific journals. The software tools were programmed

in the R interface and made available to the public as R packages.
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Tabulky

1.

Specifika scénaiti, na kterych byla testovana ONA geneticka probirka v ramci publikace
Chaloupkova a kol. (2022). LD znaci Linear Deployment.

Parametry Sesti scénait, na kterych byl demonstrovan nastroj pro zahrnuti asortativniho
kfizeni pii zakladniho ONA algoritmu. ID1/ID2 a ID3/ID4 znaci dvé dvojice klonti, pro
které byly definovany rtizné hodnoty penalizace jejich pfimych sousedstvi pii tvorbé
schématu.

Vysledky testovani ONA asortativniho kiizeni na 6 scénafich. Uvedeny jsou vahy
separace mezi dvéma dvojicemi vybranych kloni a mezi ostatnimi klony, pocty
sousedstvi mezi témito dvojicemi klont ve vysledném schématu a primér poctu
sousedstvi mezi ostatnimi dvojicemi klond.

Vysledné hodnoty kriterialni funkce pifi porovnavani ruznych intenzit separace
zvolenych dvojic klont. Piislusné Ccislo iterace, ve které doslo k nalezeni

nejoptimalnéjsiho feseni.

Obrazky

1.

Priklad zalozeného semenného sadu akacie Mearnesovy (Acacia mearnsii De Wild.).
Klony jsou vyznaceny barevné a Ciselné.

Priklad doplnéni stavajici vysadby semenného sadu borovice lesni (Pinus sylvestris L.).
Zelené jsou vyznacCeny plodici klony, bile neplodici klony, ¢ervené klony které uhynuli
ale byli nahrazeny ze zasoby a zluté klony, které byli doplnény pomoci ONA.
Vysledné schéma pro scénar ¢. 1, pro hodnotu separace dvojice klonti 1 a 2 rovnou 0,1
a pro dvojici klont 3 a 4 rovnou 0,5.

Vysledné schéma pro scénar ¢. 4, pro hodnotu separace dvojice klonti 2 a 1 rovnou 1,5
a pro dvojici klont 3 a 4 rovnou 2.

Vysledné schéma pro scénar ¢.5, pro hodnotu separace dvojice klonti 1 a 2 rovnou 0,5
a pro dvojici klont 3 a 4 rovnou 1,5.

Schéma bez zahrnuti preferencniho kfizeni.

Vysledné schéma pro modelovy priklad feSeni specifickych podminek kiizeni. Zahrnuti
predpokladu prevladajicich vétri ve sméru od zapadu k vychodu do optimalizace

prostorového rozvrzeni semenného sadu s vyuzitim ONA.



Grafy
1.

Vztah mezi pozorovanou intenzitou kveteni a odhadnutym stupném cizospraseni (White
a kol. 2007).

Vzdalenost matefskych stromd od kontrolniho samciho jedince a podil potomku
vzniklych sprasenim téchto dvou stromu, pficemz pienos pylu byl zprostiedkovan: a)
vétrem ve 120 let starém porostu borovice lesni a b) hmyzem v porostu Cordia alliodora

Ruiz a Pav. Oken (White a kol 2008).



1. Uvod

V praci je predstaven originalni algoritmus k optimalizaci prostorovych schémat semennych
sadi scilem podpory nahodného kiizeni (Optimum-Neighborhood Allocation, ONA).
V dil¢ich kapitolach je prezentovano vyuziti a rozsifeni algoritmu dle deklarovanych cilt
dizertaCni prace. Vlastni feSeni jsou ovérena pocitaCcovymi simulacemi a demonstrovana na

realnych prikladech ze §lechtitelské praxe.

Je zde popsan jak samotny matematicky algoritmus, tak v§echny dostupné nastroje. Jedna
se o zakladni ONA design, ktery lze vyuzit pro tvorbu novych schémat semennych sadi. Tento
zakladni algoritmus je prezentovan v prvnim publikovaném vystupu ,,Optimum-Neighborhood
Seed Orchard Design“ (Chaloupkova a kol., 2016). Dale je pfedstavena metoda pouzitelna pro
vylepSovani stavajicich vysadeb semennych sadu a design, ktery kombinuje klonové fady a
standardni pfistup ke tvorbé schématti. Tyto vystupy jsou popsany ve druhém publikovaném
vystupu ,,Current Advances in Seed Orchard Layouts: Two Case Studies in Conifers®
(Chaloupkova a kol., 2019). Posledni, zde prezentovana publikovana prace je zaméfena na
vyuziti ONA pii genetické probirce v semennych sadech. Clanek ., Spatial Optimization of
Genetic Thinning in Seed Orchards (Chaloupkova a Lstibarek, 2022) prezentuje ONA
genetickou probirku aplikovanou jak na teoretické zadani, tak na konkrétnim semenném sadu.

Dale jsou v praci prezentovany dal§i moznosti vyuziti ONA metodiky, které jesté nebyly
publikovany (asortativni kfizeni, specifické podminky kfizeni). Prace také odkazuje na
dostupné zdroje softwarovych nastroji, které byly prabéhu feseni vytvoreny. Jedna se o nastroje
pro tvorbu designi, genetickou probirku i hodnoceni jiz existujicich schémat. Uvadim téz
moznosti dalSitho metodického rozsifeni a aplikace ONA metodiky.

ONA je efektivni pfi feSeni riznych typt zadani a problému. Spliuje veskeré pozadavky
na moderni dostupny nastroj managementu semennych sadi. ONA algoritmus a odvozena
feSeni nachazeji uplatnéni v celé fade Slechtitelskych programi v Evropé, Severni i Jizni

Americe, Asii, ¢i Australii.
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2. Cile a hypotézy
Cilem prace je odvozeni originalniho prostorového schématu semennych sadu s cilem podpory

nadhodného kfizeni (panmixie). V navazujici ¢asti bude algoritmus rozsifen o fadu provozné
vyznamnych proménnych ve Slechtitelskych programech. Nasledné bude vytvofena metodika
pro vylepSovani stavajicich semennych sadu se zohlednénim ptivodniho schématu vysadby s
akcentaci panmixie dosazenim vhodnych klond. Teoreticka prace bude rozsifena o zpracovani
originalniho postupu prostorové optimalizace genetické probirky v semennych sadech lesnich
drevin. Metodické feseni by mélo byt kompatibilni s optimalizacnimi algoritmy typu ,,Linear
Deployment®. Cilem je téz vytvoreni volné dostupnych softwarovych nastroju pro aplikaci v

provoznim Slechténi.
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3. Rozbor problematiky

3.1.Slechtitelsky cyklus

V ramci S§lechtitelského cyklu se pracuje se tfemi druhy populaci. Jedna se o zdrojovou, ¢i
zakladni populaci, Slechtitelskou populaci a produkéni populaci, z nichz kazd4a ma jinou funkci
a navazuji na sebe v jednotlivych etapach Slechténi (Zobel a Talbert 1984). Zakladni populaci
mohou byt napftiklad pfirodni populace v jejich ptfirozené struktuie (Paule 1992). V piipadée
pokrocilych generaci Slechténi se ale Casto jedna o plnosesterskd potomstva vybranych
rodicovskych stromu, ktera jsou seskupena do podoby genetickych testovacich vysadeb.
Zakladni populace zahrnuje aZ tisice genotypt. Slechtitelska populace se sklada z jedinca, kteii
jsou vybrani na zakladé specifickych kvantitativnich a kvalitativnich znak zahrnutych do
Slechtitelského kritéria (Zobel a Talbert 1984). V prubéhu selekce je nutné Cinit kompromis
mezi hodnotou selekéni odezvy (genetického zisku) a zachovanim dostatecné genetické
variability uvnitf populace tak, aby bylo mozné navazat dalSimi Slechtitelskymi cykly. Obvykla
velikost této populace ¢ini 200 genotypu (Zobel a Talbert 1984), ale velikosti se zna¢né lisi dle
konkrétni dieviny a Slechtitelského programu. White a kol. (2007) upozortiuji na skutecnost, ze
samotna velikost populace nevypovida o jeji genetické diverzité, ale je nutné kalkulovat s jeji
efektivni velikosti. Posledni typ populace v ramci Slechtitelského cyklu je populace tzv.
produkéni. Ta je zameéfena specificky na zajiSténi vysokého objemu vySlechténého
reprodukéniho materialu, nejcastéji osiva v semennych sadech. MiZe se proto jednat prave o
semenné sady ¢i mateCnice. Tyto populace jsou po genetické strance nejméné variabilni (Paule
1992), byt efektivni velikost semennych sadu je ve Slechtitelské praxi znacné promeénliva.
Semenné sady tedy tvofi v podstaté spojnici mezi Slechtitelskymi aktivitami a provoznim
lesnictvim. Jejich prostfednictvim je zajisténa vysoka produkce geneticky kvalitniho osiva pro
obnovu lesnich porostl. V ramci slechtitelského cyklu reprezentuji semenné sady produkéni
populace a cely Slechtitelsky cyklus v podstaté uzaviraji. Jejich prostfednictvim je tedy
umoznéno naplnéni cilt slechtitelského programu (McKeand a Weir, 2000; White a kol., 2007).
Nejcastéjsimi cili Slechtitelskych programt, v zavislosti na konkrétnim druhu dfeviny, jsou dle
Pauleho (1992) zvyseni produkce dfevni hmoty a taktéz odolnosti proti biotickym a abiotickym
Cinitelim. Napfiiklad Anderson (1999) definuje nasledujici cile: (1.) nutnost pozadované
produkce fyziologicky kvalitniho osiva, (2.) vysoka adaptabilita budoucich porostl, (3.)
navyseni hodnoty hospodarsky vyznamnych znakt a zachovani dostatecné genetické diverzity.

Témto cilim odpovidaji i konkrétni Slechtitelské programy, které jsou Casto koncipovany pro
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specifické populace (Kobliha a Funda 2004; Klapsté 2008). Hledani tohoto optima mezi
genetickym ziskem a genetickou diverzitou je predmétem mnoha vyzkumt (Kang 2001; White

a kol 2007; Kanak a kol. 2008).

3.2.Semenné sady

Semenné sady lesnich dfevin jsou v literatufe nejCastéji definovany jako vysadby, které byly
zalozeny pro ucely produkce geneticky kvalitniho osiva, pfipadné pro sekundarni naplnéni
dalsich cilt (Paule 1992; Zobel a Talbert 1984; Karak a kol. 2008). Autofi Zobel a Talbert
(1984) navic zdurazuji skutecnost, ze vyznamnou vyhodou takovych vysadeb je také Casova
a finan¢ni uspora. Po pravni strance upravuje problematiku semennych sadt zakon ¢. 149/2003
o uvadéni reprodukéniho materialu do ob&hu doplnény provadeéci vyhlaskou ¢. 29/2004 Sb. Pro
sbér osiva lesnich dievin lze legalné pouzit pouze uznané zdroje reprodukéniho materialu.
Semenné sady prvnich generaci jsou zdroji kvalifikovanymi a sady pokrocilych generaci jiz
zdroji testovanymi. Semenny sad musi pfed samotnym uznanim splfiovat fadu pozadavka a o
jejich naplnéni je vedena podrobna dokumentace (Kanak 2008; Kotrla a Pafizek 2009).
Komplexni reSerSe na téma semennych sadi byla zpracovana autory Funda a El-Kassaby
(2013).

Vyzkumy provedené ve Svédsku dokazuji, 7e osivo pivodem ze semennych sadi je
z pohledu produkénich znaki prokazatelné kvalitnéj§i oproti osivu puvodem z vybérovych
porosttl (Wennstrom a kol. 2007). V ramci Ceské republiky bylo takové porovnani s obdobnym
vysledkem provedeno mezi semennym sadem prvni generace a uznanym zdrojem
reprodukéniho materidlu — lesnim porostem (Kobliha a Funda 2004). V piipadé¢ semennych
sadi druhé generace je samoziejmé dosazeno jeSt€¢ vétSich rozdila (az 25%). Lze tedy
predpokladat, ze porosty zalozené osivem ze semennych sadi budou v budoucnu produkéné
superiorni (Zavadil 1982).

Pro predstavu dale uvadim, jak velké plochy zaujimaji semenné sady v nékterych
Evropskych zemich. Napiiklad v oblasti Svédska i Polska je souhrnna plocha semennych sadd
v fadu stovek hektart (Ceska 2014; Kowalczyk a Lindgren 2012). Ve Finsku zabiraji pouze pro
borovici lesni a smrk ztepily plochu 900 ha (Haapanen 2007). V Turecku se v roce 2007 jednalo
o plochu o rozloze 1200 ha (Murak a kol. 2007). Relativné malou plochu pak sady zabiraji
napfiklad v Chorvatsku, kde se jedna pouze o nékolik desitek hektarti (Kowalczyk a Lindgren

2012). Podle Hayda a kol. (2019) zabiraly semenné sady na Ukrajin€ v roce 2019 plochu
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pfiblizng 1300 ha. V Ceské Republice se setkame se semennymi sady piedeviim pro
hospodarsky vyznamné jehlicnany. Tento trend se ale v posledni dobé méni. V roce 2006 bylo
u nas evidovano celkem 146 sadd. SpoleCnym znakem téchto sadii je vyméra do 1,5 ha
(Rambousek 2003; Musil a kol. 2007). Vétsinou se jedna o klonové semenné sady 1. generace
(Kariak 2011). Semenné sady jsou vedeny v ustfedni evidenci uznanych zdroji reprodukcniho
materialu (Pafizek 2014). Dalsi informace k semennym sadim Ize vyhledat napfiklad

v databazi Treebreedex.

3.3.Typy semennych sadu

Zakladni déleni semennych sadu je zaloZena na jejich zpusobu zalozeni. Setkame se tedy se
semennymi sady klonovymi a jadrovymi. Miizeme také zohlednit, zda je klonovy sad zalozen
pouze z vegetativnich kopii daného druhu ¢i provenience, nebo se jednd o biklonalni ¢i
monoklonalni semenny sad (Zobel a kol. 1958; Zobel a Talbert 1984; Paule 1992 White a kol.
2007; Eriksson a kol. 2007). Nejcast€ji pouzivanym typem semennych sadd jsou klonové
semenné sady. Tento typ sadu zajistuje spolehlivy transfer geni do budoucich porosti
(Giertych 1975).

Jadrové semenné sady jsou zakladany ze semenacki vzniklych volnym sprasenim, nebo
kontrolovanym opylenim mezi vybranymi jedinci. Obvykle se jedna zaroven o testovaci
vysadbu potomstev a cilem je pouziti nejlepSich stroma jako zdroje osiva (Eriksson a kol.
2007). Jadrové semenné sady je mozné vyuzit pro dosazeni hned n€kolika slechtitelskych cilti
na jedné lokalité. Nejprve zalozeny jako genetické testy a nasledné pievedeny na produkcni
sady. Jadrové semenné sady je vhodné zakladat pro ty druhy dievin u nichz dochazi k nastupu
plodnosti v nizkém veku. Dal§imi divody pro zalozeni jadrového sadu muze byt problematicka
vegetativni propagace daného druhu ¢i nedostupnost materialu k propagaci. Timto zptisobem
jsou zakladany predevsim prvni generace semennych sadt exotickych dievin. Snaha o soucasné
vyuziti testi potomstev jakozto produkénich populaci ¢asto vede ke snizeni plodnosti sadu ¢i k
ziskani neptesnych vysledkd test (White a kol. 2007).

Klonové semenné sady jsou zakladany vegetativné jednou z mnoha dostupnych metod.
Jedinci v sadu jsou tedy identickymi kopiemi vybérovych stromu. V praxi se jedna o nejcastéjsi
typ semennych sadi (Paule 1992). Tyto jedince nazyvame ortety. Pfi vegetativni propagaci je
z ortetu prenesena nejen geneticka informace, ale taktéz stupeni ontogenetického vyvoje. Z

tohoto diivodu je vhodné tento typ semennych sadli zakladat pro evropské dieviny s pozdnim
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nastupem plodnosti. Vegetativni kopie ortetu jsou ozna¢ovany jako tzv. ramety. Ve svété jsou
klonové semenné sady nejbézné€ji pouzivanym zdrojem geneticky vylepSeného osiva v
provoznim lesnictvi. Naptiklad ve Spojenych statech vyprodukuji roéné mnozstvi osiva, které
by bylo dostacujici pro zalesnéni 90% celkové plochy vytéZenych jehliénant (White a kol.
2007). Klonové semenné sady lze délit dale na mezidruhové, meziproveniencni a
vnitroprovenien¢ni (Eriksson a kol. 2007). Muzeme se setkat také s biklonalnimi Cci
monoklonalnimi semennymi sady. Biklonalni sady hybrida druhli Abies cilicica a Abies
cephalonica lze nalézt napfiklad na stanici Truba (Kobliha a kol. 2012). Klonové sady je mozné
zakladat pouze v ptipadech, kdy je jednoduché ziskat vegetativni material z vybérovych stroma
pro dal§i mnozeni. Jsou upiednostiiovany v pripadech, kdy dany druh plodi az ve vys§im véku
(po 10 az 20 letech), a kdy je primarnim ucelem zalozeni sadu pravé ziskani geneticky
vhodného osiva (White a kol. 2007).

Krome jiz zminéné produkce kvalitniho osiva spociva vyznam semennych sadu také
v ochrané¢ a reprodukci genofondu. Tento aspekt se stava v poslednich letech stale
vyznamngj§im, predev§im ve vztahu k probihajicim zménam klimatu. Je v§ak nutné, zejména
pro pokrocCilé generace semennych sadi, hledat kompromis mezi genetickym ziskem a jejich

genetickou diverzitou (Kang 2001).

3.4.Zakladani a management semennych sadu

Zalozeni semenného sadu predchazi prizkum potieb reprodukcniho materialu. Motivaci pro
jeho zalozeni byva nedostatek kvalitniho osiva. NejCastéji jsou pii zakladani sadu sledovany
dva cile, a to budouci ekonomicky pfinos a snaha o zachranu a reprodukci genofondu. Pfi
zakladani semennych sadi by mély byt peclivé zvazeny vSechny faktory, které jiz nelze béhem
jeho provozu dale ménit.

Management semenného sadu je komplexni a zahrnuje jeho zalozeni, dlouhodobou
udrzbu a periodickou sklizen osiva. Z divodu snizeni provoznich nakladu jsou semenné sady
nejCasteji opylovany vétrem. Dochézi tedy ktzv. volnému opyleni (spraseni). Proto je
rozmisténi jednotlivych genotypt jednim z hlavnich faktorti ovliviiujicich zplisob kiizeni a
vyslednou kvalitu osiva (White a kol. 2007). Ve fazi planovani vysadby sadu je nutné
rozhodnout, jakym zptisobem budou jednotlivé stromy rozmistény na plose sadu. Konkrétnimu
zpusobu prostorového usporadani fikame design semenného sadu. Tématem designu

semennych sadi se ve své reSer§i zabyva Giertych (1975). VétSina designi vychazi
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z predpokladu, ze ke kiizeni dochéazi predev§im mezi prostorové blizkymi jedinci. Tento
predpoklad nasledné potvrdily pfipadové studie (Burczyk a Prat 1997; Chen a kol. 2018). P11
zakladani sadu je vSak tieba zvazit 1 dalsi faktory, predevsim pak v pokrocilych Slechtitelskych
cyklech. Autoti Hodge a White (1993) uvadi nasledujici kritéria, dle kterych by se mél zohlednit

vybér prostorového schématu:

1) maximalizace genetického zisku pii zachovani akceptovatelné genetické diverzity,
2) zajiSténi nahodného kiizeni (panmixie),

3) minimalizace piibuzenského ktizeni (inbridingu),

4) minimalizace chyb vzniklych chybnou selekci (moznost nasledného provedeni

genetické probirky).

Lze konstatovat, Ze soucasné designy tyto podminky v podstaté napliuji (Lstiburek a El-
Kassaby 2010; El-Kassaby a kol. 2014; Chaloupkova a kol. 2019; Liesebach a Liepe 2021).

Pti vybéru lokality pro zalozeni semenného sadu je nutné zvazit nékolik faktorti. Jednak
jeho zemépisnou polohu, ktera by méla odpovidat ekologickym narokiim vybrané dieviny. Dale
je pii zakladani semenného sadu nutné vybrat takovou plochu, kde nehrozi riziko kontaminace
pylem z okolnich porostii. Semenny sad tak neni opylovan jedinci neznamé, vét§inou nizsi,
genetické kvality. Pfi 100% kontaminaci pylem z ciziho zdroje je geneticky zisk pouze
polovicni oproti situaci kdy ke kontaminaci nedochézi, za ptedpokladu absence selekéni odezvy
ve skupiné€ neznamych rodicovskych genotypt (Eriksson a kol. 2007). K nejvétsim ztratam
kontaminaci, ve smyslu genetického zisku, tak dochazi v semennych sadech vyssich generaci.
Vliv kontaminace se dale navySuje pii vysoké variabilité reprodukéni fenologie klont (Funda
a kol. 2009). Prevence, tedy vybér vhodné lokality, je vSak v tomto piipadé klicova a muaze
zamezit vyznamnym ztratam na genetické kvalité¢ reprodukéniho materidlu. Konkrétni mira
kontaminace mize byt v praxi zkoumana pomoci molekularnich nastroji. Dostupné studie tuto
miru kvantifikuji v rozmezi 30% az 40% (Slavov a kol. 2005; Harju a Muona 2008), nebo i
vyssi (Pakkanen a kol. 2000; Torimaru a kol. 2009). Nejefektivnéj§i metodou zabranéni
kontaminaci je pouziti sklenik(. S témito postupy se setkame napiiklad ve Svédsku (Torimaru
a kol. 2013). Velikost semenného sadu by méla reflektovat konkrétni Slechtitelské cile a
aktualni potieby lesnického provozu. Klicovy je samoziejmé i vybér klont a jejich zastoupeni,
kdy je tfeba vyvazit geneticky zisk a genetickou diverzitu. Této problematice se vénuje

samostatna kapitola.
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Negativni vliv kontaminace na selekéni odezvu je téZ mozné vyznamné redukovat ve
specifickych Slechtitelskych strategii, jakymi je naptiklad metoda Breeding without Breeding
(El-Kassaby a Lstibarek 2009). Zde je pro redukci kontaminace pouzita fenotypova predselekce
v testovacich vysadbach, event. pfimo v lesnich porostech (Lstiburek a kol. 2011; Lstiburek a
kol. 2012; Lstibarek a kol. 2015).

Rozmisténi klond na plose je spolu s jejim vybérem, druhym nejdilezitéjsim faktorem
ovlivilyjyicim vyslednou kvalitu reprodukéniho materialu. Pfi volném spréaseni totiz prostorovy
design determinuje vzorec kfizeni mezi jednici (Lstiburek a El-Kassaby 2010). Tento faktor je
relativné lehce ovlivnitelny a zcela zavisly na volbé Slechtitele. V praxi maze dochazet k
vysokym ztratam potencialniho genetického zisku z divodu pouziti nevhodného designu. Z
tohoto divodu by jeho volbé méla byt vénovana patfi¢na pozornost. Vyznam spravného vybéru
designu nartsta jesté vice v piipadech, kdy se fesi zakladani semennych sadt vyssich generaci,
kde casto nékteré klony sdili spolecné piedky, ¢imz se celé schéma znacné komplikuje, protoze
tak musime brat v uvahu rizné miry pfibuznosti. V takovém pftipad¢€ je prioritou zamezeni
ptibuzenského kfizeni (inbridingu) a naslednym projevim inbredni deprese v takto
vyprodukovaném potomstvu. V téchto piikladech je praktickym problémem, z pohledu
optimalizacni teorie, pfiliSné omezeni optimalizacni ulohy fadou podminek. V praxi je tak
vhodnéjsi, v pokrocilych generacich, kombinovat nepfibuzné genotypy napiiklad mezi
sousednimi S§lechtitelskymi populacemi (Mckeand a Weir 1980), ¢i pifimo na zakladé
environmentalnich gradient v kontextu rozsahlejsich kandidatskych populaci (Poupon et al.
2021).

Genetickou kvalitu osiva vyznamné ovliviiuje 1 fenologie kveteni a mira plodnosti
jednotlivych klond. Tyto aspekty piimo ovliviiuji vzorec kfizeni a byly prozkoumavany
v mnoha studiich, jejichz vysledky potvrdily jejich vyznam (Erickson a Adams 1989; El-
Kassaby a Reynolds 1990; Nikkanen 2001). Byl pozorovan i vyznamny vztah mezi mirou
cizospraseni a hustotou kveteni (graf €. 1). Na vzorec kfizeni méa dale vliv i délka kveteni.
Napriklad u borovice trva kveteni konkrétnich genotypu vzdy jen nékolik dni (Musil 2003).
Ptipadné rozdily ve fenologii kveteni vedou k nevyvazenosti rodiCovskych pfispévka a
nezbytné ke zna¢nému snizeni realné efektivni velikosti populace. Nepiimo je tak ovlivnéna i
moznost dosahnout panmiktického ktizeni (Xie a kol. 1994). Podrobné byla zkoumana i mozna
synchronizace a hustota kveteni a jeji vliv na reprodukci v populaci. Za timto ucelem byl
vytvoren specificky software (Zas a kol. 2003). Pokud je vSak fenologie kveteni pfedem znama,
pak je mozné predpokladany vzorec zahrnout jako parametr napiiklad pti tvorbé MI designu

semenného sadu (Lstiburek a kol. 2015). V ramci nékterych studi vsak byly pozorovany nizké
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rozdily ve fenologii a plodnosti mezi klony i v ramci klont. Je tedy na zvazeni, zda tyto aspekty
pii zakladani sadu zahrnout. Naopak byly pozorovany vyznamné rozdily v plodnosti
v jednotlivych letech (Prescher a kol. 2000).
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Graf 1. Vztah mezi pozorovanou intenzitou kveteni a odhadnutym stupném cizospraseni (pfevzato z White a kol.

2007).

V sadech je v pribéhu jejich provozu mozné provadét dalsi aktivity jako zavlazovani ¢i
hnojeni. Tyto mohou mit vliv na kvalitu a mnozstvi produkce. Piipadové studie provedené v
sadech borovice lesni ve Finsku potvrdily, ze optimalnim dodanim Zzivin je mozné statisticky
vyznamné ovlivnit kveteni, produkci semen a jejich kvalitu. Zaroven vSak bylo zjisténo, ze
mnohem vyznamnéjsi vliv na produkci ma vybér klond vykazujicich vysokou produktivitu
(Saarsalmi a kol. 1994). Barnett (1996) uvadi, Ze umé¢lé piihnojovani mize pozitivné ovlivnit
velikost semen a snizit aroven dormance. To muaze snizit dalsi naklady, jelikoz nejsou potieba
dalsi predosevni oSetieni. Petersen a Ueckert (2005) zkoumali vliv pfihnojovani a zavlazovani
na ruzné ekotypy. Vliv zavlazovani na produkci semen nebyl potvrzen. Vliv piihnojovani byl

vyznamny na plochach, které nebyly zavlazovany a ovlivnéna byla predevsim kliivost semen.

Prakticka opatreni k redukci kontaminace v semennych sadech

Jak vyplyva z vyse zminéného, kvalitu osiva mize vyrazné€ ovlivnit mnoho vnéjsich faktora.
Vétsina praci zaméfenych na zkoumani zdroju kontaminace zduraziiuje vyznam vzdalenosti
potencialniho zdroje pylu neznamého puvodu. Na jeji snizeni ma efektivni vliv napfiklad
aplikovani jakési ,,naraznikové zony* kolem semenného sadu. Tato zona zpravidla méfi 200 az
500 m. Proti tomuto konceptu vSak mluvi skutec¢nost, ze byl dok4azéan prenos pylu i ve velmi
vysokych ¢astech atmosféry (Wilson 2015).
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Management ktizeni 1ze rozdélit na dva pristupy, a to na metody pouzivané v béznych
sadech a na metody dostupné ve sklenicich. Management v otevienych sadech muze stavét na
regionalni izolaci sadu, kdy je zajisténa velka vzdalenost od porosti daného druhu. Dale je
mozné vychazet z lokalni izolace, kdy 1ze vytvorenim naraznikové zony o n€kolika set metrech
docilit také efektivni ochrany genofondu. Lze se setkat i s pfistupem, kde je za naraznikovou
z6nu povazovan okraj sadu. Ke snizeni kontaminace muze pfispét i vetsi velikost a vyssi vek
sadu, kdy jiz v plné mife kvetou vSechny pfitomné genotypy. Dalsi moznosti je podpofit interni
kiizeni volbou prostorového designu. Nejnarocnéj§i metodou, jak lze kfizeni ovlivnit je
asistované hromadné spraseni (White a kol. 2007). Jde o metody, které zvysuji produkci pylu a
ovliviiuji jeho distribuci v semenném sadu. Je mozné podporovat jak diivejsi, tak vydatnéjsi
sam¢i kveteni. Dale je také mozné manualné opylovat samici §iStice, coz ovSem vyzaduje
naro¢nou izolaci samicich kvéta. V lokalitach, kde okolni inferiorni porosty kvetou diive nez
zvazovany semenny sad, je mozné pfistoupit ke kontrolovanému opyleni z externich, po
fenotypové strance kvalitnich porosti. Tato metoda zajisti zachovani alespon casti genetického
zisku v situaci, kdy nedojde k synchronizaci kveteni sam¢ich a samicich Sistic, nebo neni pyl
v sadu produkovan v dostatecném mnozstvi. Hlavni vyhodou takto zalozeného sadu jsou nizké
naklady a naroky na jeho budouci udrzbu spolu s vysokou produkci osiva (Wilson 2015; Weber
1995).

Z pohledu omezeni kontaminace pylem je nejefektivn€jsi metodou uplnd izolace
semenného sadu ve skleniku ¢i foliovniku. Tyto umélé podminky v§ak mohou rizné ovliviiovat
fenologii kloni. Muze tak dochazet ke snizeni produkce semen, které mohou byt nekvalitni.
Touto problematikou se zabyvala fada autord, ktefi shrnuli klicové body pro uspésné fizeni
takovych populaci. Je doporuceno vyuzivat vétsich prostor a dodrzovat vétsi spon mezi klony.
Podstatny vliv na vitalitu klonti ma také spravny systém zavlaZovani, ventilace, hnojeni a
dopliiovani oxidu uhlicitého. V téchto populacich je mozné fidit opyleni pomoci
vzduchotechniky s vyuzitim smési pylu ze selektovanych rodicovskych genotypt, nebo ho
provadét manualné s ohledem na optimalni dobu produkce pylu. Ventilace v téchto dnech musi

byt omezena (Poykko 2008; Annala 2003; Hagqvist 1992).

3.5.Semenné sady vysSich generaci

V naSich podminkach pfevazuji semenné sady prvni generace. Postupné vSak dochéazi k

prechodu na generace vyssi. Pii tomto piechodu je mozné vyuzit nékteré z novych pfistupd,
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které mohou napomoci urychlit cely Slechtitelsky cyklus. Sady prvni generace byly zakladany
predevsim na zakladé fenotypového vybéru. Pfechod na vysSsi generaci semenného sadu je
mozny jen prostiednictvim dokonceného Slechtitelského cyklu a jeho primarnim cilem je narast
genetického zisku. Tento nardst maze byt znacné vysoky, avSak zavisi na dédivosti daného
znaku a intenzité selekce. Podle Zobela a Talberta (1984) se s kazdou dalsi generaci jedna v
pruméru o 10% u béznych hospodaisky vyznamnych znakd.

Pro prechod na dalsi generaci je kliCové provedeni testd potomstev. Z hlediska financ¢ni
a Casové naroCnosti a pozadavkl na odbornost provedeni jsou tyto testy jednou z
nejnakladnéjsich, nejslozitéjSich a zarover i nejdéle trvajicich slozek Slechtitelského cyklu.
Jejich vysledky jsou pro dalsi postup klicové. M¢éla by jim proto byt vénovana nalezita
pozornost. S vyuzitim testd potomstev lze semenny sad uznat jako zdroj testovaného
reproduk¢niho materialu a prikrocit tak k zalozeni sadu vyssi generace (White a kol. 2007).

Testovana potomstva mohou byt bud’ plnosesterska, nebo polosesterska, v zavislosti na
systému kiizeni pouzitém pro jejich ziskani. Jednim z hlavnich cili testt je odhad aditivni
genetické (Slechtitelské) hodnoty rodi¢ovskych stromt. Dale se jedna o odhad komponent
variance a dédivosti (heritability) a genetického zisku (selek¢ni odezvy). V zavislosti na cili
Slechtitelského programu je nutné pro testovaci vysadby definovat navrh kfizeni, ktery
determinuje typ informace, kterou potiebuje Slechtitel prostfednictvim testd ziskat a navrh
pokusného uspotfadani, ktery determinuje kvalitu této informace. Vybér vhodné plochy pro
provedeni testl je také podstatny.

Pti prechodu na dal$i generace je vhodné nejprve prostfednictvim genového screeningu
metodou genovych markert oveéfit identitu vSech klont a pfipadn€ urcit miru jejich ptibuznosti.
V praxi se totiz Casto setkame s chybnym oznacCenim ramet. Dale by mély byt statisticky
analyzovany pozadované znaky a pfifazeny jim odpovidajici vahy v selekénimu kritériu
(selekeni index). Metoda selekénich indext je dle White a kol. (2007) optimalni v piipad€, ze
se zaméfujeme na nékolik znakl soucasné, protoze sledovanym znakiim lze diky ni pfifadit
teoreticky optimalni vahy.

Semenny sad vyS$si generace muze byt nasledné zalozen jak z rodicovské populace, tak i
ze samotnych testi potomstev, pfiCemz nejvyhodnéjsi byva kombinace obou téchto metod
(backward and forward selection, White a kol. 2007). Postup, kdy byl pomoci genetické
probirky zalozen klonovy semenny sad prezentuji napiiklad Varghese a kol. (2006).
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3.6.Geneticka probirka

Pro prvni generaci semennych sadu je typické, Ze neni znama geneticka (Slechtitelska) hodnota
zastoupenych genotypt. Kvili nizké hodnoté heritability vétSiny znaku se tak v prvni generaci
sadi Casto vyskytuje velké mnozstvi inferiornich genotypt. Teprve po provedeni testu
potomstev je mozné objektivné porovnat vSechny genotypy a pfipadné nékteré jedince
eliminovat. Pro tento GCel muze byt pouzita nasledna geneticka probirka. Aby ale byla
geneticka kvalita osiva vyznamné ovlivnéna, musi byt probirka provedena s dostateCnou
intenzitou. To v praxi znamena odstranéni velkého pocCtu genotypu. Jen tak je mozné dosahnout
pozadované selekéni odezvy (Falconer a Mackay 1996). Ke genetické probirce je také mozné
pfistoupit tak, Ze nejprve stanovime optimalni relativni zastoupeni klon (pocty ramet), na
zakladé predpokladanych §lechtitelskych hodnot (Bondesson a Lindgren 1993; Lindgren 1993;
Prescher a kol. 2008). K tomu lze vyuzit konceptu Linear Deployment (LD) od Lindgrena a
Mathesona (1986). Vstupnimi parametry této metody jsou Slechtitelské hodnoty, pozadovana
efektivni velkost populace a stavajici poCty kloni a ramet (Lindgren and Matheson 1986).
Pokud jsou klony pfibuzné a prispévky nékterych genotypa jsou omezeny, pak l1ze aplikovat
obecndjsi optimalizaéni metodu prezentovanou ve Funda a kol. (2009). Zadny z uvedenych
piistupt ale nezohlediiuje prostorovou alokaci genetické probirky. Slechtitelé tak Gasto
pristupuji ke genetické probirce spiSe systematicky (napiiklad odstranénim kazdého druhého
jedince v tadé€). Tyto pfistupy srovnava v pripadové studii Kang a kol. (2005) pro dub
Spicatolisty (Quercus actussima Carruth.). Systematicka genetickd probirka neni efektivni
z pohledu navySeni genetického zisku, ale mize zachovat vysokou genetickou diverzitu.
Linearni probirka dosahuje pozadované rovnovahy mezi ziskem a diverzitou. Efektivitu
genetické probirky samoziejmé ovliviiyje jeji intenzita. Kang a kol. (2003) uvadéji jakého
genetického zisku lze dosdhnout pfi konkrétnich intenzitach pro ptipadovou studii klonového
semenného sadu borovice korejské (Pinus koraiensis Siebold a Zucc.). Pii intenzité 25% se zisk
rovna 3,9%. Pii intenzité 50% pak 6,6%. Takto intenzivni probirku doprovazi i vyznamna ztrata
diverzity.

Geneticka probirka vychazi z predpokladu, ze §lechtitelské hodnoty jsou znamy. Tyto
hodnoty byvaji v oblasti Slechténi rostlin 1 zvifat udavany jako konstanty, ackoli se ve

skuteCnosti jedna pouze o statisticky odhad aditivnich genovych ucinki (Meuwissen 1997).
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3.7.0ptimalizace genetického zisku a genetické diverzity

Hodnota genetického zisku zavisi v prvé fadé na intenzité selekce. Jeho nartst je doprovazen
ztratou genetické diverzity. V soucasnosti jsou kladeny vysoké naroky na jeji zachovani, a ve
vetsiné situaci se ustupuje od prili§ vysoké intenzity selekce a je kladen duraz na zachovani
rovnovazného stavu. Vyznam rovnovahy genetického zisku a genetické diverzity zmiiuje
mnozstvi autort, naptiklad Kang (2001), White a kol. (2008) a Hodge a White (1993). Dal§im
faktorem, ktery musi byt peclivé zvazen je tedy pocet genotypu. V pripadé klonovych sadu i
pocet jejich vegetativnich kopii (ramet) a mozné pfibuzenské vztahy mezi nimi. Nazory na
vhodny pocet klonti pro zalozeni sadu prvni generace se ruzni. Obvykle je vSak volen vyssi
pocet klont a pozdé&ji nasleduje probirka, ktera Casto dosahuje az 50% intenzity. Alternativou
genetické probirky je selektivni sbér osiva. Tento pristup zajisti vysokou produkéni kapacitu
sadu pro ptipad zvysSené poptavky po semenné suroviné a zaroven zvysuje kvalitu sebraného
oddilu osiva, byt je vysledny geneticky zisk redukovan paternalnimi piispévky nevytazenych
inferiornich genotypu.

Podle Kanaka a kol. (2008) je za minimalni pocet klont v sadu 1. generace povazovano
50 az 60 klont, kazdy po 6 az 7 opakovanich. Vetsi semenné sady byvaji zfizovany obvykle z
20 az 60 klont, pficemz kazdy muze byt zastoupen az 100 rametami (White a kol. 2007). Tyto
Cisla jsou dostacujici pro zachovani vysoké genetické diverzity pii soucasném dosazeni kyzené
odezvy na selekci. S vyuzitim postupti matematické optimalizace je pii znalosti reprodukéni
fenologie jednotlivych klont a jejich plodnosti mozné efektivné optimalizovat zastoupeni
genotypu s ohledem na pozadovanou diverzitu a maximalizaci genetického zisku (Kang 2001).
Podle teoretickych studii provadénych na reproduk¢énim materiadlu mnozeném klonovanim by
meéla byt velikost populace rovna 18 blizka optimu (Lstibirek a El-Kassaby 2010). Pro
zkoumani rizik spojenych s pouzitim klond v lesnictvi byla provedena rozsahla reserse (Wu
2018). Podle této reserSe je optimalnim poctem 5 az 30 klont s ohledem na konkrétni druh
dreviny. S takovouto velikosti populace se setkavame u semennych sadii druhé generace. 1
takové semenné sady mohou v né€kterych pifipadech slouzit nejen jako populace produkujici
kvalitni osivo, ale také jako populace zachovavajici genetickou rozmanitost (Namkoog a kol.
1988; Frankel a kol. 1995). S takovymi populacemi se mizeme setkat napiiklad ve Svédsku
(Wu 2018). Je ale tieba si uvédomit, ze vSechny zminéné studie stavi na predpokladu, ze v dané
populaci dochéazi k nahodnému kiizeni a jsou dodrzeny i dalsi podminky Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. Jediné tak je mozné zachovat deklarovanou genetickou variabilitu populace. Z této

skuteCnosti vyplyva i dalsi z aspekti vyznamu designu semenného sadu. Prostfednictvim
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ovlivnéni vzorce kiizeni a piiblizeni se panmiktickému stavu je kromé& genetického zisku
zajisténa 1 pozadovana variabilita osiva.

Je zfejmé, Ze zachovani efektivni velikosti populace je dilezité i pro samotnou ochranu
genofondu daného druhu. Tento aspekt ziskava v poslednich letech na stale vét§im vyznamu
(Kanak a kol. 2008). Miru genetické diverzity Ize vyjadriti relativnim efektivnim poctem klond,

coz je podil efektivniho poctu klonti a celkového poctu klont (Bilgen a kol. 2013).

3.8.Prostorova schémata semennych sadu

Dodnes byla vyvinuta cela fada algoritmii pro optimalizaci prostorového rozmisténi klont.
Nejmodernéj§i a v soucasnosti nejvice vyuzivané pristupy jsou zaloZeny na optimalizacnich
algoritmech které minimalizuji inbriding a maximalizuji nahodnost kiizeni (Lstibirek a kol.
2015, Chaloupkova a kol. 2016). Designy vychazeji z faktu, ze uspésnost opyleni dvou jedinca
je dana predevsim jejich vzdalenosti (graf ¢. 2) a mnozstvim produkovaného pylu. K ovéreni

téchto teorii se pouziva predevs§im metod DNA marker (Burczyk a kol. 1996).
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Graf 2. Vzdalenost matefskych stromil od kontrolniho sam¢iho jedince a podil potomkil vzniklych sprasenim
téchto dvou stromii, pficemz prenos pylu byl zprostiedkovan: a) vétrem ve 120 let starém porostu borovice lesni a

b) hmyzem v porostu Cordia alliodora Oken. (pievzato z White a kol 2008).

K poctu klonu efektivné se podilejicim na produkci semen dospéjeme ale az po zhodnoceni
fenologie kveteni klont a jejich plodnosti. Miru synchronizace fenologie kveteni klont uvadi
napiiklad 1 El-Kassaby a kol. (1988). Pro hodnoceni systému rozmnozovani jsou samoziejme

podstatné i dalsi reproduk¢ni charakteristiky jako napfiklad to, zda se jednd o druh plodici
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kazdorocné. Pokud tomu tak neni, mohou se vysledky produkce v jednotlivych letech zna¢né
lisit a je tfeba s touto skutec¢nosti pocitat. Plodné roky se naptiklad u smrku ztepilého opakuji
prumeérné po 4 az 5 letech. Podobny, nékolikalety reprodukéni cyklus je typicky pro vétsSinu
hospodarskych drevin mirného pasma (Musil 2003). Nékteré studie sledovaly, kolik sam¢ich
jedinct se v ptirodnich podminkach podili na opyleni jednoho samiciho stromu. Burczyk a kol.
(1996) prostudovali vzorec kiizeni ve vzrostlém porostu vétrosnubného druhu Pinus attenuata
Lemmon. V tomto pfipadé€ byly sami¢i Sistice jednoho jedince v praméru opylovany 59 dal§imi
jedinci. Nason a kol. (1996) dale studovali tuto problematiku u sedmi druhti rodu Ficus. Zde
pozorovali rozmezi 11 az 54 samcich prispévkl. U tropickych druht dfevin se v pfirodnich
podminkach na reprodukci podileji vyznamnou mérou pouze dva az tii nejblizsi jedinci. To je
dano hustotou a druhovou pestrosti takovych porostd. Byla sledovana i distribuce pylu az do
vzdalenosti 300 metrt (Stacy a kol. 1996). Shimono a kol. (2011) zkoumali vliv riiznych faktort
na uspésnost kfizeni v semenném sadu smrku ztepilého (Picea abies L.). Dospéli k zavérum,
ze 42% potomka Ize s vysokou pravdépodobnosti prifadit k otcim do vzdalenosti 30 m.

Nejvyssi procento potomku se nachazelo ve vzdalenosti do 6 metrti.
3.8.1. Pozadavky na design

Hlavnimi pozadavky na design klonového semenného sadu je dodrzeni pozadovanych
vzdalenosti mezi rametami jednotlivych klont, pfipadn€ mezi rametami pfibuznych klond pro
zamezeni samospraseni. Dale je pak nutné zajistit ndhodnost kfizeni, tedy panmixii. Pfi snaze
zajistit tyto podminky vychazi vétsina designii semennych sadt z predpokladu, ze ke kiizeni
dochazi nejcasté)ji mezi blizko sousedicimi rametami (Funda a El-Kassaby 2012).

K inbreedingu dochazi pfi kifizeni pfibuznych jedinci. Velmi Casty je v malych a
izolovanych populacich, jako jsou pravé semenné sady (Frankham a kol. 2002). Vzorec, jakym
se mezi sebou jedinci v semenném sadu kiizi, je hlavnim cCinitelem ovliviiyjicim stupen
inbreedingu. Tento vzorec je ovlivnén fadou faktort, jako jsou genealogie klond, jejich velikost
(pocet ramet), reprodukcéni fenologie, gametické prispévky, mira samospraseni, prostorové
usporadani jedinct a kontaminace z externich zdroji (El-Kassaby 1995; Burczyk a Prat 1997).

Jako panmikticky oznacujeme stav, kdy ma kazdy jedinec stejnou pravdépodobnost, ze
zplodi potomka s jakymkoli jinym jedincem opacného pohlavi. Jde tedy o splnéni podminky
volné kombinovatelnosti gend. Tim je mozné dosahnout predpokladu modelu Hardy-
Weinbergovy rovnovahy. V obecné populacni genetice je této nahodnosti dosazena mimo jiné

splnénim podminky neomezené migrace. Ta ovSem neni v pfipadé semenného sadu mozna.
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Proto je zde nutné definovat nahodné kiizeni na bazi vymény gamet mezi klony, tedy vzajemné
blizkosti klont. Uroveii této vymény souvisi pravé s prostorovym uspoiadanim sadu. Pro
dosazeni maximalné panmiktického stavu je nutné zvazit i faktory, jakymi jsou produkce pylu,
plodnost, vzdalenost kloni a synchronizace fenologie jejich kveteni (Xie a kol. 1994).

Prostfednictvim prostorového designu mizeme samoziejme ovlivnit pouze vzdalenosti klona.
3.8.2. Stavajici designy

Pro tvorbu designli semennych sadu se v soucasnosti jiz nékolik desetileti vyuzivaji pfedev§im
potitadové algoritmy. Jeden z prvnich takovych postupti prezentoval La Batide (1967). Casto
vyuzivanym pfistupem je Computer Organized Orchard Layout (COOL) (Vancalay 1991).
COOL design funguje tak, ze systematicky udrzuje pfedem definovanou vzdalenost mezi
rametami klont (Bell a Fletcher 1978).

Designy semennych sadi se vyvijely postupné spolu s pokroCilejSimi generacemi
semennych sadd a vétSimi naroky na prostorové rozvrzeni. Nejprve byly pouzivany designy
zaméfené na celkové znahodnéni, které mely za cil maximalizovat kiizeni mezi nepfibuznymi
jedinci (Giertych 1975; Nester 1994) a designy vyuzivajici permutace (Bell a Fletcher 1978;
Charkravarty a Bagchi 1993). Nasledné byly predstaveny designy, které byly vhodné pro
optimalizace sadi vysSich generaci. Tyto designy pracuji s ur€itou mirou piibuznosti mezi
danymi klony. Zaroven umoziuji zahrnout asortativni kfizeni a minimalizuji inbredni kfizeni.
Jedna se o Randomized Complete Block Design (White a kol 2007), Minimum Inbreeding
design (MI) a jeho dalsi rozsifeni (Lstibarek a El-Kassaby 2010; Lstiburek a kol. 2015).
Zajimavosti MI designu je skutecnost, ze se jedna o zatim jediné schéma zalozené na aplikaci
globalniho optimaliza¢niho algoritmu.

Specifickou skupinou designii semennych sadd jsou designy vyuzivajici klonové fady.
Jejich cilem je predevs§im zjednodusSeni managementu sadt pii kontrolovaném spraseni, sbéru
SiSek a oSetfovani proti Skudcim. Dalsi vyhodou téchto designti je také celkové snizeni nakladu
na zakladani (El-Kassaby 2003; El-Kassaby a kol. 2007; El-Kassaby a kol. 2014). Pouziti
tohoto pfistupu je mozné, protoze v piipadech nékterych druhi je samospraseni mozné
zanedbat (El-Kassaby 2003; El-Kassaby a kol. 2007). Nékteré studie dokonce pfimo potvrzuji
velice nizkou miru samospraseni v semennych sadech lesnich dievin (Mitton 1992; El-Kassaby
1995; O’Connell 2003). U vétsiny jehli¢nant neni pozorovani nizké urovné samospraseni
prekvapujici. Rada studii u nich totiz zaznamenala velkou miru genetické zatdze, vyskyt

inbredni deprese a také specifickou reprodukéni biologii, jakou je napf. polyembryonie.
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Vsechny tyto znaky pusobi proti moznému samospraseni v ramci klonové fady (Griffin a
Lindgren 1985; Woods a Heaman 1989; Williams a Savolainen 1996). Hlavni nevyhodou
konceptu klonovych tad je skutecnost, ze zde vznika velké mnozstvi opakujicich se sousedstvi
mezi klony. Tento efekt sousedstvi vede ke zvySenému kiizeni mezi vybranymi klony, coz neni
v souladu s pozadavkem na panmikticky vzorec kiizeni napfi¢ celym semennym sadem
(Kassaby a kol. 2007). Na feSeni tohoto problému je zaméren design Randomized, Replicated,
Staggered Clonal Row design (R2SCR) (El-Kassaby a kol. 2014). V praxi je ale obvykle mozné
provadét tizené opylovani a sbér semen pouze v piipadé vybranych, superiornich klon.
Z tohoto diivodu neni opodstatnéné rozmist'ovat veskeré jedince prave ve formé klonovych rad.
Takovymto pfistupem se omezi jiz zminény, nezadouci sousedsky efekt. Optimalniho feseni
1ze tedy docilit napt. kombinaci MI a ONA designu (Chaloupkova a kol. 2019).

V soucasnosti neexistuje kromé ONA zadny pfistup, ktery by umozrnoval efektivni
vylepSeni stavajiciho semenného sadu z pohledu rozmisténi ptitomnych jedinca. Jiz existujici
semenné sady jsou vSak Casto postizeny znacnou mortalitou, kterd vyznamné snizuje jejich
produk¢ni kapacitu. Tato mortalita mize byt zptisobena fadou faktort jako je nekompatibilita

roubt a podnozi, sktdci a choroby (Chaloupkova a kol 2019).
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4. Metodika

Vsechny dale prezentované nastroje jsou zalozené na jednotném principu ONA (Optimum-
Neighborhood Algorithm). ONA je originalni pfistup k feSeni problematiky prostorového
rozmisténi kloni v semenném sadu. Tento pfistup je metodicky popsan v prvnim védeckém
clanku zahrnutém do této dizertace (Chaloupkova a kol. 2016). Jedna se o heuristicky pfistup,
kdy je obsazeni kazdé pozice optimalizovano s ohledem na vSechna dal§i pfima sousedstvi
v daném schématu semenného sadu. Jako pfima sousedstvi je zde ve vSech pfipadech
zvazovano pouze osm nejbliz§ich pozic (dvé horizontéalni, dvé vertikalni a Ctyfi diagonalni).
Vsem témto osmi pozicim je v ramci schématu pfifazena stejnd vaha. Za idealni je povazovan
stav, kdyz spolu v§echny klony pfimo sousedi se stejnou Cetnosti. Tomuto stavu se priblizujeme
minimalizaci kriterialni funkce, ktera je definovana jako rozptyl pocta ptimych sousedstvi mezi
vSemi moznymi dvojicemi pfitomnych klond. Pokud je tento rozptyl roven 0, pak je teoreticky
dosazeno idealniho feSeni. Pro eliminaci pfimych sousedstvi mezi rametami téhoz klonu je
v kriterialni funkci zahrnut parametr penalizace (p) tohoto typu sousedstvi. V dalSich dale
prezentovanych publikacich byl ONA pouzit pro feseni specifickych zadani, jako je dopliiovani
stavajicich vysadeb a kombinovani s dal§imi designy pro tvorbu schémat semennych sadu
(Chaloupkova a kol. 2019) a geneticka probirka (Chaloupkova a kol. 2022). Pro vSechny
prezentované nastroje byl uvazovan c¢tvercovy spon rozmisténi klonli v semenném sadu.
Vsechny nastroje byly naprogramovany v jazyku R.

Teoreticky byla panmixie definovana jako stav, kdy spolu vSechny klony sousedi se
stejnou Cetnosti, tj. rozptyl soucti pfimych sousedstvi, napii¢ klony a vSemi pozicemi, je
minimalni. Matematicky je mozné tuto situaci popsat nasledujici kriterialni funkci, optimalni

feSeni pro konkrétni zadani pak hledame minimalizaci funkce:

2
. § N
min *% (Nij —(—r%) + 20Ny *p D
z vijec z

kde ¢ znaci pocet klont, ij je oznaceni dvojice klont, C je mnozina vSech neusporadanych
dvojic ij o (;) prvcich pro kterou tedy plati, ze {i,j} = {j,i}; i #j. N;j je poCet pfimych
sousedstvi na mfizi paru klond #j, p je hodnota penalizace vyskytu pfimého sousedstvi ramet
jednoho klonu, N; je pocet pifimych sousedstvi ramet jednoho klonu, N, je pocet pfimych

sousedstvi dané mfize. Ten lze vypocitat pro ¢tvercové a obdélnikové mfize jako

Ng=kx(—1) + Lx(k—1) )
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kde [ je pocCet pozic v horizontalnim sméru a & je poCet pozic ve vertikalnim sméru. N;; je

pocet piimych sousedstvi na mfizi ramet klonu i (Chaloupkova 2019).

4.1.Vyuziti ONA pri tvorbé schémat semennych sadu

Pti tvorbé& zcela nového schématu semenného sadu jsou hlavnimi vstupnimi parametry vektor
vSech klont ur€enych k rozmisténi a matice definujici plochu semenného sadu. Dale je mozné
zvolit mezi systematickym a nadhodnym vypliiovanim pole sadu a poctem iteraci tvorby
schématu (lokalni heuristické feSeni). Vystupem optimalizace jsou samotné schéma semenného
sadu, matice poctu pfimych sousedstvi ve vysledném schématu a hodnota kriterialni funkce pro
toto schéma. Samotny proces optimalizace spociva v postupném obsazovani pozic v sadu. Pri
zah4jeni procesu je vybrana prvni pozice, na niz je dosazen nahodné vybrany klon. Na dalsi
pozici je vybran pravé ten klon, po jehoz umisténi je dosazeno nejnizs§i hodnoty kriterialni
funkce. V piipadé stejné hodnoty pro vice klond je mezi nimi vybrano nahodné. Takto je
postupné vyplnéna cela mrizka sadu. Tvorba schématu je iterativni proces a pocet zvolenych
iteraci definuje, kolik takovychto schémat je vytvoreno a vzajemné porovnano.

Pfi tvorbé ONA schématu sadu je nutné zohlednit, zda pracujeme s klony o stejné
velikosti, tj. zda jsou vSechny klony zastoupeny stejnym poctem ramet. V pfipadé stejnych
velikosti je zvolen systematicky zptsob vypliiovani miizky sadu, kdy je postupovano po
radcich. V pripadé nevyrovnanych velikosti klont je zvolen nahodny postup vypliiovani miizky
sadu, kdy je kazda dalsi pozice pro dosazeni klonu vybirdna nahodné. Pro neobdélnikové, Ci
jinak nepravidelné tvary semennych sadli je mozné upravit vstupni matici mfizky sadu.
Upravou téze matice je mozné ponechat nékteré pozice v sadu zcela volné.

Pro publikovani efektivity ONA pii tvorbé schémat semennych sadu bylo vytvoreno
celkem sedm schémat shodnych velikosti a tvarem sadu (400 pozic, Ctvercovy tvar), avSak
ligicich se poéty, a tedy i velikosti klond. Sest z nich zahrnovalo vyrovnané velikosti klong.
Konkrétné se jednalo o zadani zahrnujici 4 klony po 100 rametach, 5 klonti po 80 rametach. 8
klonti po 50 rametach, 10 klond po 40 rametach, 20 klont po 20 rametach a 40 klont po 10
rametach. Jedno zadani zahrnovalo nevyrovnané velikosti klont, kdy bylo 32 klonti rozdéleno
do 3 skupin. 10 klon mélo velikost 20, 18 klonti mé&lo velikost 10 a 4 klony méli velikost 5.
Kazdé ze schémat bylo optimalizovano pomoci 30 iteraci. Pro zadani s nevyrovnanymi

velikostmi klond bylo pouzit nahodny postup vypliiovani sadu.
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4.2.Hodnoceni kvality ONA schémat

Obecna funk¢nost ONA algoritmu byla v pocatku prace testovana na velkém mnozstvi
teoretickych zadani. Zadani se vzajemné liSila vstupnimi parametry a kombinacemi téchto
parametrd. Byla testovana jak zadani simulujici podminky v lesnickém praxi, tak extrémni
situace, ke kterym muze dojit pfi tvorbé sadu pouze hypoteticky. Funk¢nost algoritmu tedy byla
ovéfena napfi¢ riznymi pocitaCovymi situacemi.

Pro objektivni posouzeni kvality vysledného schématu je mozné vypocitat teoreticky
minimalni rozptyl hodnot v matici pfimych sousedstvi pro schéma o daném poctu pozic a
velikostech klont. Vstupnimi parametry vypoctu teoretického minimalniho rozptylu jsou
matice definujici plochu semenného sadu a vektor udavajici pocty ramet zastoupenych klona.
Je vypocitan teoreticky idealni poCet ptimych sousedstvi kazdé mozné dvojice klont a nasledné
pomoci zakladni kriteridlni funkce i samotny teoreticky minimalni rozptyl. Tento vypocet je
soucasti zakladniho kodu R. Tuto referencni hladinu je vhodné pouzit pro jednoduché typy
zadani a byla uplatnéna v pocatecni fazi testovani funkcnosti ONA.

Pro tucely publikovani vysledka prace (Chaloupkova a kol. 2016) byl ONA algoritmus
porovnavan i s dal§imi designy, konkrétné¢ s COOL designem (El-Kassaby a kol. 2014) a MI
designem (Lstiburek a El-Kassaby 2010; Lstiburek a kol. 2015). Dale byla ONA schémata
porovnavana i se zcela zndhodnénymi schématy vytvorenymi na zékladé stejnych vstupnich
parametru (velikost a tvar sadu a pocet a velikost klontl). Pro vzajemné porovnani vyslednych
schémat byly pouzity parametry dmi» (Lstiburek a El-Kassaby 2010; Lstibarek a kol. 2015) a
o min (Chaloupkova a kol. 2016), kde parametr dmin vyjadfuje miru potencialniho inbreedingu a
parametr o>min udava kvalitu schématu z pohledu moznosti dosazeni panmixie. Cim nizsi je
parametr dyin, tim nizsi je riziko inbreedingu. Nizké hodnoty o°i» odkazuji na nizkou variabilitu
mezi pocty pfimych sousedstvi mezi pfitomnymi klony a vysokou panmixii kfizeni. Pro
vypocet téchto parametra byl pouzit originalni R kod (pfiloha dizerta¢ni prace). Jako referen¢ni
hladina pro zminéné parametry (100%), byl pro vSechna zadani pouzit znahodnény design
(resp. prumérné charakteristiky znahodnéného schématu replikovaného 100 nezavislymi

stochastickymi iteracemi).

4.3. Tvorba hybridnich schémat

ONA lze diky své univerzalnosti kombinovat s jakymkoli dalsim designem. Pro takovy typ

designu byl zaveden termin hybridni design. Pti tvorbé hybridniho schématu je prvnim krokem
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vytvofeni schématu, které zahrnuje klony rozmisténé pomoci vybraného, dopliyjiciho
algoritmu. ONA tak byl v ramci publikované prace kombinovan s MI designem (Chaloupkova
akol. 2019). MI design je vhodné pouzit pro zakladani sadi vyssich generaci. Hybridni schéma
tak maze kombinovat pfibuzné klony, ktefi jsou rozmisténi pomoci MI designu a nepiibuzné,
ktefi jsou rozmisténi pomoci ONA.

Vstupnimi parametry MI designu jsou dvé matice, které oznacujeme C a D. Matice C
definuje miru pfibuznosti mezi klony a matice D vzdalenosti mezi v§emi dvojicemi pozic
v daném schématu. Pro vytvoreni téchto vstupt jsou vyuzity rutiny MS Excel a R podle
Lstibarka a kol. (2015). Vstupnimi parametry pro vytvoreni MI schématu jsou dale pocet iteraci
a pozadovany spon. Ptibuzni jedinci jsou rozmisténi do zjednoduseného schématu, tak aby byl
parametr dni» minimalizovan. Toto schéma je nasledné pfizpusobeno skuteCnym rozmérim
zadané miizky sadu. V dal§im kroku jsou pfeddefinované pozice doplnény o zbylé, neptibuzné
klony pomoci ONA designu. Vstupni parametry a postup vypliiovani jsou v tomto piipade
totozné jako u standardniho vytvareni schématu. ONA do optimalizace zahrnuje sousedstvi
mezi klonovymi fadami a nepfibuznymi klony. Vystupem procesu je schéma semenného sadu
a matice pfimych sousedstvi zahrnujici 1 pfeddefinované pozice. Dale pak samotna hodnota
kriterialni funkce, ktera je v tomto pifipadé zkreslena zahrnutim sousedstvi pfibuznych klond,
jejichz rozmisténi zdmémé neodpovidd pozadavku na maximalni panmixii designu.
V teoretické Casti vyzkumu byly moznosti kombinovani ONA s Castecné preddefinovanimi
schématy mfizky sadu ovéfovany na riznych zadanich.

V jiz publikované ptipadové studii vyuziti hybridniho schématu (Chaloupkova a kol.
2019) byl MI design pouzit ve formé klonovych tad. V sadu bylo rozmisténo celkem 20
nepiibuznych klonti o vyrovnanych velikostech a 2 klony, u nichz byl predpoklad pfibuznosti.
Sad zahrnoval celkem 666 pozic a byl nepravidelného tvaru se Ctvercovym sponem. Pro
rozmisténi ptibuznych klonti byla zvolena forma klonovych fad Citajicich 5 pozic. Pro vytvoreni
MI designu byly testovany rizné poméry vahy negativné asortativniho rozmisténi (matice C),
jak v ramci kloni (25, 50), tak mezi piibuznymi klony (12, 50, 75, 80, 85). Tyto poméry urcu;ji
pomér intenzity separace mezi rametami jednotlivych klont a mezi t€émito klony. Takto vznikla
schémata byla nasledné doplnéna ONA designem. Bylo pouzito pravidelné dopliiovani mfizky
sadu a probéhlo 100 nezavislych iteraci. Vysledné schéma bylo pouzito pro zalozeni semenného
sadu Douglasky tisolisté¢ (Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco.) vramci S§lechtitelského
programu zameéfeného na produkci vanocnich stromka pro North Carolina State University

(spoluprace s profesorem Johnem Framptonem).
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4.4.Doplnovani existujicich vysadeb pomoci ONA

ONA je mozné vyuzit pro doplnéni stavajicich vysadeb, kde v prub&hu ¢asu dochazi k mortalité
nékterych klond. V takovém pfipadé je vstupnim parametrem do optimalizace matice
aktualniho stavu semenného sadu s piisluSnymi klony oznacenymi jejich identifikacnimi Cisly.
Dale je pracovano s vektorem ramet (opét znaceni identifikacnimi Cisly), které maji byt na
volné pozice doplnény. Pocet prvkl vektoru musi odpovidat po¢tu prazdnych pozic v matici
sadu. Opét je nutné zvolit zpusob vypliovani prazdnych pozic a pozadovany pocet iteraci.
Samotny proces optimalizace prostorového rozmisténi vybranych klona opét probiha postupné,
po jednotlivych pozicich a s ohledem na jiz existujici sousedstvi v pivodni matici sadu. Jedna
se o iterativni proces a nejlepsi schéma z pohledu celkové panmixie je vybrano z fady vysledkd,
kdy za optimalni schéma je pozadovano takové, které dosahuje minimalni hodnoty kriterialni
funkce, resp. rozptylu. K posouzeni kvality nalezené¢ho feseni je mozné vyuzit teoretického
minima (analytické odvozeni v Chaloupkova et al. 2016). Vystupy procesu jsou vysledné
schéma, matice poctu pfimych sousedstvi mezi v§emi klony pfitomnymi v sadu pro toto schéma
a vysledna hodnota kriterialni funkce pro dané schéma. Pro tento typ tlohy bylo na modelovych
piikladech dasledné zkoumano, zda je z pohledu optimalizace vhodné vybrat nahodné ¢i
systematické dopliiovani prazdnych pozic.

V publikované piipadové studii, zabyvajici se doplnénim jiz existujictho sadu
(Chaloupkova a kol. 2019), byl tento zptusob vyuziti ONA demonstrovan na semenném sadu
jedle b&lokoré (Abies alba Mill.), ktery je v majetku Vojenské lesy a statky CR, s.p. Jednalo se
o Ctvercovy sad s 225 pozicemi se Ctvercovym sponem. V sadu bylo 46 prazdnych pozic do
kterych bylo doplnéno 11 riznych kloni o rizné velikosti v zavislosti na jejich dostupnosti (3

az 9 ramet na klon).

4.5.Geneticka probirka na bazi ONA algoritmu

Na principu optimalizace poctu piimych sousedstvi mezi klony pracuje i ONA geneticka
probirka pro semenné sady lesnich dfevin. Minimalizaci kriterialni funkce ONA algoritmu je
pro vysledné schéma dosazeno co nejnizs§iho rozptylu poctu pfimych sousedstvi mezi vSemi
pfitomnymi klony. Zaroven je zajisténa separace ramet v ramci klond v pozadované mire.
Vstupem tohoto algoritmu je schéma semenného sadu uréeného pro genetickou probirku.
Toto schéma je zadano ve formé matice. Dale pak rozméry matice pfimych sousedstvi uréené

vSemi moznymi kombinacemi klont. Vektor, ktery je vyCtem vSech ramet, které maji byt
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odstranény (REMOVE). Klony urcené k odstranéni musi byt znacCeny identicky, jako ve
vstupni matici semenného sadu. Dale je vstupem sekvence ¢isel (random seed) pro iniciaci
generatoru nahodnych, pfipadné penalizace pfimych sousedstvi.

V prvnim kroku algoritmu je vytvofena matice vSech existujicich sousedstvi.
Z REMOVE je vybran nejcetnéjsi (nejvétsi) klon a je oznacen jako candidate. Pokud existuje
vice klont se stejnou Cetnosti, pak probéhl nahodny vybér mezi t€émito klony. Na zaklade
hodnot v matici sousedstvi je urCeno se kterym klonem sousedi candidate s nejvyssi Cetnosti
(cy). Pro dané schéma jsou vyhodnoceny vSechny moznosti odstranéni klonu ve vektoru
Candidate, ktery sousedi s cy. Eliminaci sousedstvi candidate a cy se snizi variabilita ptfimych
sousedstvi. Ze schématu je tak odstranén pravé ten prvek z vektoru candidate, ktery sousedi
s ¢y a zaroven jeho odstranéni nejvice snizi hodnotu kriterialni funkce. Tato konkrétni rameta
je tedy odstranéna s ohledem na vSechna ostatni jiz existujici pfima sousedstvi. Postupné jsou,
s ohledem na velikosti klond, ze schématu odstranény v§echny deklarované ramety.

Hlavnim vystupem je datovy soubor, ktery obsahuje schéma po odstranéni klonu
uvedenych v remove. Zaroveii je zde uvedena hodnota kriterialni funkce pro pfislusné vysledné
schéma. Druhym vystupem je matice PAIRS, ve které jsou vycislena pfima sousedstvi mezi
vSemi klony ve vysledném schématu.

Pro ucely publikovani této metody v ramci vystupu Chaloupkova a kol. (2022), byl
zvolen nasledujici postup. Vstupnimi schématy pro genetickou probirku byl simulovany
klonovy semenny sad. Design simulovaného sadu byl zvolen ONA (Chaloupkova et al. 2016)
a znahodnéné schéma. V prvnim kroku byla vytvofena samotna vstupni schémata semenného
sadu pomoci 100 iteraci ONA. Schéma zahrnuje 40 klona o vyrovnané velikosti 10 ramet. Tvar
schématu je Ctvercovy a zahrnuje 400 pozic se Ctvercovym sponem. Pomoci normalniho,
standardizovaného rozdéleni (=0, o°=1) byly simulovany $lechtitelské hodnoty vsech 40
klont. Inferiorni klony pro provedeni probirky byly vybrany dvéma zptsoby, a to pomoci
standardni vyrovnané probirky a pomoci metody Linear Deployment (LD) (Lindgren and
Matheson 1986). Pro vyrovnanou probirku byla selekce provadéna vzdy pouze ve skupiné 20
klont. Intenzita vyrovnané probirky se pohybovala mezi 5 az 40 procenty s intervalem 5. Vyssi
intenzita probirky by vedla k odstranéni vSech ramet inferiornich klont. V takovém zadani by
tudiz nebyl prostor pro optimalizaci. Pro Linear Deployment byly klony vybrany s pouzitim
LD néstroje s ohledem na zvolenou intenzitu probirky (Lindgren and Matheson 1986). Metoda
Linear Deployment vybira klony umeérné k jejich Slechtitelské hodnoté. Parametry genetické
probirky jsou Slechtitelska hodnota, pozadovana vysledna efektivni velkost populace, mnozstvi

klont a ramet (Lindgren and Matheson 1986). Riizna selek¢ni intenzita byla v tomto piipadé
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upravovana pomoci smeérnice ptimky (b). Konstantni ¢len v regresni zavislosti (go) byl nastaven
defaultné jako -2,27, coz odpovida nejnizsi simulované Slechtitelské hodnoté daného souboru
klont. Pro Linear Deployment byl pouzit nastroj, LINEAR DEPLOYMENT 2006 (Lindgren
2006). Pro optimalni odstranéni konkrétnich ramet v ramci definovaného schématu, dan¢ho
zpusobu a intenzity selekce byl nasledné pouzit vySe popsany ONA algoritmus. Tato
optimalizace tedy probéhla celkem pro riznych 18 scénaiti (Tab. 1). Dale byla metoda
genetické probirky demonstrovéana na jiz existujicim semenném sadu. Jednalo se o sad borovice
lesni (Pinus sylvestris L.) v majetku statniho podniku Lesy CR, konkrétné o sad Doubrava na
lesni spravé Plasy. Tento sad byl zalozen v roce 1980 pomoci jednoduché randomizace
se Ctvercovym sponem na plose 6,5 ha. V sadu bylo pied probirkou ptitomno 1165 ramet od 87
klont. Velikosti klonti byly zna¢né€ nevyrovnané, v rozmezi od 1 do 28 ramet. Byly vyuzity
znamé Slechtitelské hodnoty z provedenych testi polosesterskych potomstev (Karak 2011).
Pomoci Linear Deployment algoritmu byly urCeny optimalni velikosti klonti pro probirku
(Lindgren a Matheson 1986). Nasledné byla provedena geneticka probirka pro 8 rtznych
scénaru selekcni intenzity od 5 do 40 procent (5% interval).

Vsechna vstupni 1 vyslednd schémata byla nasledné hodnocena pomoci R balicku
OrchSTAT. Jako referen¢ni hladina tak byly pro kazdé schéma pouzity praimémé hodnoty
sledovanych parametrd znahodnéného schématu.

Ve fazi vyvoje byla optimalizace pribézné testovana na dalsich typech zadani, ktera zde

nejsou uvedena specificky.
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Tab. 1. Specifika scénaii, na kterych byla testovana ONA geneticka probirka v ramci publikace Chaloupkova a
kol. (2022). LD znaci Linear Deployment.

Metoda vybéru  Intenzita probirky Pocet genotypti zahrnutych do

Scénar Kloni (%) Odstranénych ramet probirky
1 vyrovnany 5 20 20
2 vyrovnany 10 40 20
3 vyrovnany 15 60 20
4 vyrovnany 20 80 20
5 vyrovnany 25 100 20
6 vyrovnany 30 120 20
7 vyrovnany 35 140 20
8 vyrovnany 40 160 20
9 vyrovnany 45 180 20
10 LD 5 20 3
11 LD 10 40 10
12 LD 15 60 16
13 LD 20 80 21
14 LD 25 100 22
15 LD 30 120 26
16 LD 35 140 28
17 LD 40 160 34
18 LD 45 180 36

4.6.Asortativni kiizeni s vyuzitim ONA

Asortativni neboli preferencni kfizeni mize byt negativni nebo pozitivni. Jeho vyuziti je
teoreticky mozné pii vysoké specifické kombinacni schopnosti mezi superiornimi genotypy,
nebo pii zakladani semennych sadt vyssich generaci, kdy je zadouci do urcité miry eliminovat
sousedstvi pribuznych klont. Dalsi vyhodou je navySeni aditivniho genetického rozptylu
(Lstibarek et al. 2005) v pfipad€ pozdéjsiho vyuziti testovacich vysadeb pfi pozd€jsi aplikaci
strategii BWB (El-Kassaby a Lstibirek 2009). V ramci upraveného ONA algoritmu je mozné
zahrnout teoreticky jak pozitivni, tak negativni (které nejspiS nenajde praktické uplatnéni)
asortativni kfizeni a vytvaret tak schémata vhodna pro zakladani semennych sadl vysSich
generaci. MuZze byt alternativou ke tvorbé vySe zminénych hybridnich schémat. Tento nastroj
nebyl dosud publikovan, ale jeho fungovani bylo provéfeno na fadé zadani. Déle je predstaven
na vybraném modelovém piikladu semenného sadu.

Vstupnimi parametry optimalizace jsou vektor zahrnujici klony a jejich velikosti, matice

miizky sadu a matice definujici miru pozadované preference kiizeni mezi vSemi moznym
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dvojicemi klont. Dale pocet nezavislych iteraci, zpusob vypliiovani mfizky sadu, sekvence
generatoru nahodnych cisel a vaha penalizace sousedstvi v ramci klond. Hlavnimi vystupy
optimalizace jsou schéma semenného sadu a matice poctd pfimych sousedstvi pro vysledné
schéma, ktera tato sousedstvi vycisluje vCetné€ zahrnuté miry preference dané kombinace klont.
Dale je to hodnota kriterialni funkce pro dané schéma. Optimalizace vychazi ze zékladniho
ONA algoritmu, vcetné shodné kriterialni funkce. VSechny pozice v sadu jsou postupné
vypliiovany s ohledem na jiz existujici dvojice a zadanou hodnotu preference kiizeni pro danou
kombinaci klond.

Pro demonstraci je zde predstaveno jednoduché zadani Citajici 10 kloni o shodné
velikosti 6 ramet na klon. Sad méa 60 pozic a je obdélnikového tvaru a ¢tvercového sponu. Byly
vybrany 2 dvojice klonti (ID1 a ID2 jako prvni dvojice a ID3 a ID4 jako druha dvojice), kterym
byly v ramci 6 raznych scénait pridélovany rizné hodnoty jejich ptimého sousedstvi (Tab. 2).
Mrizka sadu byla dopliiovana nahodnym vybérem pozic a pro kazdé zadani prob&hlo 300
nezavislych iteraci.

Tab. 2. Parametry Sesti scénart, na kterych byl demonstrovan nastroj pro zahrnuti asortativniho kiiZeni u

zakladniho ONA algoritmu. ID1/ID2 a ID3/ID4 znaci dvé dvojice kloni, pro které byly definovany razné hodnoty

penalizace jejich ptimych sousedstvi pii tvorbé schématu.

Scénat ID1/ID2 ID3/ID4 Ostatni klony Pocet iteraci
1 0,1 0,5 1 300
2 0,5 1 1 300
3 L5 1 1 300
4 2 1,5 1 300
5 0,5 L5 1 300
6 1 1 1 300
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S. Vysledky

Dale jsou prezentovany vysledky tfi prvoautorskych védeckych publikaci a dalsi dil¢i vysledky

prace souvisejici s nastroji ONA.

5.1.0ptimum Neighborhood Seed Orchard Design

V ramci této publikace byly prezentovany moznosti tvorby semennych sadi pomoci ONA
algoritmu. Ze 7 vytvorenych schémat zde byla vybrana 2, a ta byla graficky zobrazena.
V prvnim modelovém zadani se jednalo o sad Citajici 400 pozic ¢tvercového tvaru o 40 klonech
o velikosti 10 ramet. Velikosti klont byly v tomto piipadé vyrovnané. Ve vysledném schématu
nebyl vizualné shledan zadny opakujici se vzor. Algoritmus zajistil stoprocentni separaci ramet
téhoz klonu. Toto schéma je zobrazeno graficky ve Fig. 1. Dalsi vysledna schémata pro zadani
Citajici mensi mnozstvi klont o vétSich velikostech jiz vykazovaly urCity systém v usporadani.
Zaroven vedly, v zavislosti na poctu klont, k vyskytu sousedstvi mezi rametami téhoz klonu.
Druhy zobrazeny scénair zahrnoval nevyrovnané velikosti klond, konkrétn€ skupiny o
velikostech 20, 10 a 5 ramet na klon. Jednalo se opét o sad o 400 pozicich ctvercového tvaru.
Zajimavym vystupem je fakt, ze prumérny pocet sousedicich pozic (odvozeny z vysledné
matice poCtu piimych sousedstvi), je pro kazdou tuto skupinu klonu jiny. To indikuje
skuteCnost, Ze tento parametr zavisi na velikosti klonu. Ve vysledném schématu opét nebyla
vizualné patrna zadna systematicnost v rozmisténi klonti. Zaroven se zde nevyskytovala zadna
pfima sousedstvi mezi rametami téhoz klonu. Schéma je zobrazeno graficky ve Fig. 2.

Vysledky porovnavajici 4 vybrana zadani s vyrovnanymi velikostmi kloni pomoci
parametrd varmi», pro dané schéma (67 uin) a teoretického minimalniho rozptylu (6 seormin), jsou
zobrazeny v grafu (Fig. 3). Graf zobrazuje, Ze s rostoucim poc¢tem klond a jejich klesajici
velikosti se vysledny design priblizuje teoretickému optimu (parametr varmi, klesa). Opacné na
rostouci velikost klona reaguje teoreticky minimalni rozptyl. Ten v takovém piipadé postupné
roste.

Vysledky hodnoceni vytvorenych schémat a jejich porovnani s dalSimi schématy pomoci
parametrd dmin @ Varmin jSOU Ve vystupu zobrazeny v tabulce 1. a také graficky ve Fig. 4 a Fig.
5. V tabulce jsou pro tyto parametry uvedeny hodnoty absolutni, v grafech poté hodnoty
relativni, kdy randomizované schéma odpovida 100%. V tabulce je patrny vyznamny rozdil

V parametru varmin mezi schématy s vyrovnanymi a nevyrovnanymi velikostmi klont, coz je
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zpusobeno samotnym definovanim kriterialni funkce. To logicky vyplyva z hodnot pocta
piimych sousedstvi ve vyslednych schématech. Ta zobrazuji graficky matice po¢ti pifimych
sousedstvi, které jsem uvedeny jako Fig. 7 a Fig. 8. Dale je z tabulky zfejmé, ze MI design
dosahuje nejlepSich hodnot pro parametr dyi» a ONA design pro parametr varmi,. To odpovida
zpusobu, jakym jsou definovany kriterialni funkce téchto designi. Z grafu Fig. 4 je patmé, ze
ONA piekonava COOL pro parametr dnin, oz miZze byt povazovano za dalsi benefit tohoto
designu. Ve srovnani s COOL zde tedy dochazi ptfi pouziti ONA k lepsi separaci ramet téhoz
klonu. V pripad€ nevyrovnanych velikosti klonti (Fig. 5) jiz tento rozdil mezi ONA a COOL
neni patrny. Pro vyrovnané velikosti klon vychazi parametr varmi, vyznamné nejnizsi pro
ONA schéma (Fig. 4). Stejné tak tomu je pro nevyrovnané velikosti klont (Fig. 5). Zde je navic
patrny vyznamny rozdil i mezi COOL a MI designem.

Vysledky ukazuji, ze hodnota jakkoli definované kriterialni funkce pro vysledné schéma
je pfimo zavisla na specifikach konkrétniho zadani. Pfedev§im na poctu a velikostech klont a
velikosti a tvaru schématu. Lze konstatovat, ze klony s niz§im zastoupenim jsou obecné
umistovany do stfedu schématu, ¢imz se zvySuje jejich uplatnéni pfi reprodukci a je

podporovana panmixie (Fig. 6, 7 a 8).
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Introduction

Seed orchards are the production vectors linking tree
improvement activities with reforestation practices. The
main objective of a seed orchard is to produce frequent and
abundant high genetic quality seed for the production of
genetically improved seedlings for regeneration. The mating
pattern within a seed orchard is a major player in deter-
mining the level of inbreeding and is mainly influenced
by clonal genealogy, size, reproductive phenology, gametic
contribution, propensity to selfing, spatial arrangement on
orchards™ grids, and the extent of extraneous gene flow
(El-Kassaby 1995; Burczyk and Prat 1997).

Seed orchard designs have evolved from those focused
on randomization for maximizing mating among unrelated
clones such as the completely random {Giertych 1975) and
permutated neighborhood (Bell and Fletcher 1978), to those
dealing with advanced generation orchards for avoiding
mating among relatives, promoting assortative mating, and
minimizing inbreeding (randomized complete block (White
et al. 2007); replicated randomized staggered clonal rows
(RISCR) (El-Kassaby et al. 2014); minimum inbreeding
design (MI) (Lstibirek and El-Kassaby 2010; Lstibirek
et al. 2015)).

The spatial arrangement of clones on the orchard’s grid
is. by far. among the most important factors affecting not
only the mating pattern but also the level of assortative
mating which is, sometimes, advocated by breeders for cap-
turing both additive and non-additive genetic variances con-
trolling selected traits. The RZSCR and MI designs focused
on the frequency of clonal adjacency and its impact on pan-
mixia. Here, we present a new and simple algorithm that
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specifically deals with clonal adjacency and its optimiza-
tion. The proposed algorithm is based on heuristics, which
is expected to effectively allow the discovery of optimum
orchard’s arrangement through the “trial-and-error” method,
even under complex scenarios. The efficiency of the pro-
posed algorithm is demonstrated and compared to those
designs developed for managing clonal adjacency; namely,
R2SCR and MI designs. The algorithm was developed in R
system (R Development Core Team 2008) and 1s publicly
available (Lstibarek 2016).

Methods
Optimum neighborhood algorithm (ONA)

‘We assume an orchard grid with m and n dimensions, it con-
sists of sliding 3 » 3 rectangular neighborhoods with the
target clone located centrally (i.e., every ramet is surrounded
by 8 positions). We considered the “optimum neighbour-
hood” as the arrangement that produces a minimum vari-
ance of the number of times (i.e.. counts) of adjacency
between two different clones. This arrangement is a practi-
cal proxy of panmixia as the variance of counts reaches zero
when all adjacency counts are equal. It is conceivable that a
solution is reached (i.e., minimum variance) where incident
adjacency between some clones exist.

Mathematical solution

Let V be the square symmetric matrix of sums of adjacency
among clones with the dimension N, (i.e., the number of
clones). We optimize the following criterion function, which
comprises of two addends:

()
RG]

where Nj; and Nj; depict the number of single and differ-
ent clones’ adjacency, respectively, N, is the total number
of neighboring positions existing within the rectangular
orchard grid which can be calculated as
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The first addend in Eq. | represents the variance of upper
triangle counts in V and the second addend represents a
penalty (p) implemented to limit same clone adjacency
(diagonal counts in V). Potential value of p is of higher
order compared to the first addend (ex. 10 or 100), which
leads to an effective elimination of direct neighborhoods
of same genetic entries. Value of the criterion function
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(later designated as al

min

only to the first addend.

) is therefore, in ideal case, equal

Proposed heuristics to optimize a given orchard design

The first step is to create an empty V matrix followed by
selecting the first position on the orchard grid (see a graph-
ical representation of the proposed heuristic algorithm in
Fig. 6). On the selected position, a genetic entry is ran-
domly drawn out of all available candidate entries (the
ramet population of all clones) and the selection of the
second and subsequent positions are made after evaluation
by the criterion function (Eq. 1). At each step, the crite-
rion function is maintained at minimum after considering
all possible candidate entries and this position is assigned
and the process is sequentially repeated until the entire
orchards grid is fully populated. This process considers all
candidate entries (clonal representation) in case of equal or
unequal clone size through a candidate entry vector. There-
fore, even under different clone sizes, the random selection
of candidate entries is proportional to their respective clone
size.

Reference level for evaluating the resulting arrangement

The resulting orchard arrangement is compared to a theoret-
ical minimum variance “reference” to validate the effective-
ness of the heuristics as well as the impact of the penalty p
on the minimization of variance (Appendix).

Presented examples

Seven different scenarios were constructed to assess the
efficiency of the proposed orchard layout. Six included bal-
anced clonal size (100, 80, 50, 40, 20 and 10 ramets per
every clone), and one unbalanced clonal size (10, 18, and
4 clones with 20, 10 and 3 ramets per clone, respectively).
The orchard grid is square and contains 400 positions (i.e.,
20 % 20, in all cases). Optimum solution for each assign-
ment was generated within 30 iterations, and the assigned p
value (penalty) was 100.

Comparison to existing designs

The resultant orchard layouts were compared to (RZSCR)
(El-Kassaby et al. 2014) and MI designs (Lstibirek and
El-Kassaby 2010; Lstibarek et al. 2015). To generalize the
comparisons, balanced and unbalanced designs were inves-
tigated. The balanced design consisted of 40 clones with 10
ramets each and the unbalanced design consisted of using
10, 18, and 4 clones, each is represented by 20, 10, and
5 ramets, respectively. Additionally, as a reference, a com-
pletely randomized layout (RD) was also generated. Results
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from the different schemes were evaluated by d,,i, and
,f, in» Where dp,ip is a proxy to potential inbreeding (selfing
in this case) termed as “minimum distance” estimate:

Ne Ne Ny

dein =YD Y = ®

1=l i=1 j=i4+1 "iljl

where d is the distance between the i" and the j™ ramet of
the /' clone, N.. is the number of clones, and N is the num-
ber of ramets within a clone. The d,,;, represents the inverse
sum of squares of all possible distances between any two
ramets of the same clone and across all clones. The closer
the distance between any two ramets of the same clone, the
higher the value and, conversely, the further the distance, the
lower the value (Lstiburek and El-Kassaby 2010).

Results and discussion

The proposed Optimum Neighborhood Algorithm (ONA)
seed orchard layout proved efficient in minimizing the vari-
ance of the V matrix under both balanced and unbalanced
clonal sizes.

Balanced clonal size

The balanced clone size of 40 clones each with 10 ramets is
illustrated in Fig. | along with the corresponding V matrix
(Fig. 7). In this scenario, we did not detect any specific geo-
metrical pattern, suggesting efficient distribution of ramets
on the orchard’s grid. The local separation zone of 3 x 3
secured 100 % avoidance of having any two ramets of the

om
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Fig. 1 Balanced scenario with 40 clones each with equal clonal size
of 10 ramets/clone
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Fig. 2 Unbalanced clone size scenario illustrating differently sized
group (one clone per each group size is highlighted)

same clone in adjacent positions on the orchards grid. This
is a product of the second addend in the criterion function
(Eq. 1) and it seems that a penalty of p = 100 was suffi-
cient (i.e., all diagonal elements in the V matrix are equal
to zero). From the above inspection, we highlight excessive
optimization space under balanced scenarios with relatively
large number of clones, accommodating larger, yet feasible

.|l I- II Il_
T T T

T
8/50 10/40 20/20 40/10
Scenario (number of clones/clonal size)

o
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Fig. 3 Comparison of various scenarios (by criterion function value,
o’mzm. black columns) to a theoretical minimum variance “reference”
(O heor-mins 87y columns) (see Appendix) for validating the heuristics’
effectiveness. a}'i , and oﬁw rmin Were 3099.67 and 0, respectively. for
scenario 4/100: and 12.09 and 0.16 for scenario 5/80 (data not shown)

@ Springer



105 Pagedof 7

Tree Genetics & Genomes (2016) 12:105

Table 1 The evaluated criteria values (dy;s and cr,ir-,|

) for the optimum neighbourhood (ONA) with minimum inbreeding (MI). replicated

randomized staggered clonal rows (RSCR), and randomized (RD) schemes

Balanced clonal size

Unbalanced clonal size

ONA MI RISCR RD ONA MI RISCR RD
dmia 3225 2158 40,34 66.30 60.94 51.39 59.66 08 62
a2, 024 226 1.63 5.04 3.85 14.94 5.54 1092

The completely random layout was used as a reference value (100 %)

local separation zones. Reducing the clonal number results
in a substantial increase of the clonal size (e.g., 4 clones and
100 ramets each) leading to less favorable scenarios (results
not shown), where the layout shows repeated patterns and
although the Grim is minimized, there is no feasible solu-
tion to accommodate completely the second addend, i.e.
diagonal elements in V matrix become larger than zero.

In the above scenarios, crf”-ﬂ of the best heuristic solution
was close to its theoretical minimum limit (Appendix); how-
ever, the presence of the additional constraint, i.e. separation
zones, prevented its attainment, particularly under extreme
scenarios (small number of clones and large clonal sizes).

Unbalanced clonal sizes

The average number of neighboring positions for the clones
1s 7.23, 7.58, and 7.70 for the first (20 ramets/clone), sec-
ond (10 ramets/clone), and third (5 ramets/clone) groups,
respectively, indicating the presence of significant depen-
dence of this parameter on clonal size. Resulting layouts

100 - = rD |
B ONA
OcooL
B0 MI
60 |- E
=
A - —
N
20 |- § E
N =N |
T

d 2
min Orin

Fig. 4 Relative comparison of optimum neighbourhood (ONA) with
minimum inbreeding (MI), replicated randomized staggered clonal
rows (R2SCR), and randomized (RD) designs using a balanced com-
pletely random layout

@ Springer

42

and V matrix are illustrated in Figs. 2 and 8, respectively.
Similar to the balanced design observation, we conclude
the absence of any geometrical specific patterns, suggest-
ing even distribution of ramets within the grid. Addi-
tionally, the wsed local separation function of 3.85 did
not result in any clonal adjacency on the orchard grid.
While a visible shift exists, the results produced accept-
able minimum variance for such exceedingly unbalanced
scenario. Furthermore, the strength of the ONA scheme
will be highlighted during its comparison with the other
advanced designs (RZSCR and MI) as well as the random
layout.

Evaluation of resulting schemes by means of reference
levels

The evaluation of resultant balanced clonal contributions to
the respective Oﬁww in 18 depicted graphically in Fig. 3,
drops with higher N and asymptot-

where the value of o~
2 For unbalanced clone

min
ically progresses towards o . .

[m ®rp

100
= ONA
CooL
80 S MI
6l
®
40
20
0
drin ol

Fig. 5 Relative comparison of optimum neighbourhood (ONA) with
minimum inbreeding (MI), replicated randomized staggered clonal
rows (R2SCR). and randomized (RD) designs using an unbalanced
completely random layout
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Fig, 6 Schematic description of the ONA's algorithm

5 .
i 3.85, while

= 3.39 (data not shown in the graph).

sizes, the comparison resulted in @

5
O{hearmin

Comparison of resulting ONA schemes with other
designs by means of dgia and @ 3“-”

The observed differences of dy;, and crrﬁl;ﬂ in RZSCR and
MI schemes are relatively lower than that observed for the
RID} design, indicating these two designs’ effectiveness in
separating clonal ramets on the seed orchard grid (Table 1).
The relative differences became more pronounced for the
unbalanced design (Table 1 and Fig. 5). It must be empha-
sized that the MI outperformed the RZSCR and ONA based
on d,,;,,. However, it should be noted that the criterion func-
tion of MI design is built differently and focuses primarily
at minimizing inbreeding.

It is clear that under balanced cases, the ONA outper-
formed R2SCR in terms of d,,;, and this could be con-
sidered as an added benefit to its primary efficiency in
minimizing crnz”-” (Fig. 4). When considering crrﬁm as a key
comparison criterion (a proxy of panmixia), the ONA is
by far the best layout under the studies™ assumptions. It is

43

worth mentioning that under unbalanced scenarios, the rel-
ative differences between the ONA and R*SCR schemes
become marginal (Fig. 4 vs. Fig. 5).

The results show that the value of the objective function
of the final scheme is closely related to the way of defining
close proximity and the type of specific task (the number of
clones and space for optimization as the size of the set). It
should be noted that smaller clones are placed in the layout
center, where the position stretches to the maximum num-
ber of direct neighborhoods (8), thereby enhancing their
chances to participate in reproduction and thus supporting
panmixia (Figs. 6, 7 and 8).

The current study provides a theoretical insight into seed
orchard layout optimization. There are two theoretical lim-
its underlying the spatial distribution, one provided by the
completely randomized scheme (RD) where all restrictions
are relaxed and all genetic entries are treated equally. Such
a scenario, when averaged across large number of indepen-
dent iterations, mimics what could be called a random mat-
ing (union of gametes). In a real situation, as shown in Figs. 4
and 5, this approach clearly lacks parameters desirable in
optimum seed orchard layout. Clear disadvantage of sim-
ple randomization is the lack of separation among the same
(ramets of the same clone) or similar (i.e., half-siblings)
genetic entries. Second and equally important is the theo-
retical limit embodied by the MI layout, which is a global
optimization protocol, leading to the minimum expected
inbreeding (Lstibrek and El-Kassaby 201(); Lstibtirek et al.
2015), but disregarding panmixia in its nature. The new
ONA design is centered somewhere in between RD and MI
with its ability to avoid any visible patterns in final scheme
(promotion of panmixia) and to control direct neighbor-
hood of the same genetic entries (Figs. 4 and 5). This study
also highlights important factors relevant to seed orchards”
designs specifically in advanced generations where higher
selection differential (smaller number of clones are desired)
inevitably leads to increase of common ancestry. As the
MI design implies, attention is often directed to intentional
selfing avoidance (large weight on separation of ramets of
the same clone); however, as the number of clones goes
down, this is accompanied by increase in the number of
ramets per clone which adds additional levels of complex-
ity. This problem could be further intensified by relatedness
among clones or under unequal deployment. This additional
complexity has to be dealt when the ONA approach is con-
sidered. The penalty value (p) is an integral part of the
criterion function and enables us to allocate extra weight
to various levels of relationship. When the penalty is given
a negative value, it can even promote assortative mating,
which is, of course, a rather extreme scenario. Moreover,
the criterion function can accommodate various natural con-
straints of the particular plot—for example, prevailing wind
direction, slope etc.
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sharing a common pedigree, and subsequently, distance of

In addition. the ONA can be used in combination with

other existing layouts without losing its efficiency. We con-

ducted a case study of ONA connected with predefined MI
design of clonal rows (results not shown), where the ram-

was maximized by ML

In the next step, ONA layout was literally wrapped around

these related clones within the layout

the optimized clonal rows.

The upper triangular matrix concept for defining all pos-
sibilities of outcrossing among clones in the seed orchard,

ets of the same clone were merged together in clonal-rows
without imposing constraints on selfing (El-Kassaby 2003;

El-Kassaby et al

which is partially equal to the V matrix utilized in the ONA

2007; El-Kassaby et al. 2014). This makes

algorithm, has been used before (Nester 1994); however, the

biological sense in some species as evidence of low self-

has not been used as a design evaluation criteria,

V matrix

ing rates in conifers supports this notion (El-Kassaby 1995

O’Connell 2003). Clonal rows were assigned to those clones

but already at the point of the layouts’ creation.
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Important information is that ONA is not limited to
rectangular shapes. The only input parameters needed for
optimization are the coordinates within the plot.

Acknowledgments  Support from the National Agency for Agni-
culture Research (NAZV: grant QJ1320013; M.L.) and the Natural
Sciences and Engineering Research Council of Canada (Discovery
Grant) and the Johnson's Family Forest Biotechnology Endowment to
Y.A.E. are highly appreciated.

Data archiving statement

In our study, we were developing a mathematical model
to optimize spatial allocation of trees in seed orchards, We
did not use any real-world data of any species nor any
sequencing data.

Appendix

The calculation of @}, ., for balanced clonal sizes is
based on the assumption that in an ideal clonal deploy-
ment, V contains only | or 2 specific values. Minimum
and maximum values of V are denoted as Vi, and Viay.
respectively. Vinip and Viax are derived after rounding down

and up the expected value —hf—, respectively. The follow-

e
ing system of equation is used to derive the number of
repetitions of these values in V:

Ng = Rumin Vinin + Rmax Vinax, f4)
N,
( 2‘-’) = Ruin + Rinax: (3)

where R, and R, ;, are the number of repetitions of V,,;,
and V., in V, respectively. The last step is to calculate
2

Flheormin 45

2 2
([_l:l;j - Hniﬂ) Ryin + (%55 - “na.r) Runax
2 1
Ftheormin = N .
()
(6)

This reference level does not take into account the fact
that in case of unequal clonal sizes the less numerous clones

45

are placed in positions with a larger number of direct neigh-
borhoods. For this reason, for unbalanced clonal sizes, a
second option for calculating the o3 was defined as

theormin

7 2 (V'”' { ))

where the theoretical ideal number of close neighborhoods
Vi; is calculated for each clonal pair i as

2 &

theormin —

N
— ™

o Ngrir;
J= —]_L-,; iy
where r; is the number of ramets of the ith clone and r; is
the number of ramets of the jth clone. This calculated min-

V; (8)

imum variance is merely theoretical, because its calculation
is based on real V;; values.
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5.2.Current Advances in Seed Orchard Layouts: Two Case studies in
Conifers

Tato publikace ukazuje moznosti vyuziti ONA na dvou pfipadovych studiich. Jedna se o
moznost vyuzit ONA k doplnéni stavajicich vysadeb. Fig.1 zobrazuje uspésné doplnéné
vysledné schéma semenného sadu jedle bélokoré (Abies alba). Klony jsou ve schématu
vyznacCeny barevné a Ciselné a dodatecné dopliiované klony jsou znaceny bilym pismem.
Hodnota kriterialni funkce ONA pro toto schéma je rovna 0,26. Z pohledu optimalizace
panmixie tak dosahuje vysledné schéma vysoké kvality.

Na Fig. 2 je znazornén vysledek druhé pfipadové studie pro nepravidelny semenny sad
douglasky tisolisté (Pseudotsuga menziesii). Klonové fady tvoreny pfibuznymi klony jsou ve
schématu vyznaCeny bilou barvou. Ostatni klony jsou oznaCeny pifisluSnym ciselnym
identifikatorem a barvou. Hodnota kriterialni funkce ONA pro toto schéma je rovna 5,90. Tato

relativné vysoka hodnota je zptisobena kombinaci s klonovymi fadami.
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Abstract: Currently, there has been an increasing demand on seed orchard designs with respect
to mitigating inbreeding in advanced generations or facing severe mortality at sites. Optimum
Neighborhood Algorithm design (ONA) excels in solving these issues, as shown in two case studies.
The first demonstrates the application of the ONA for populating empty positions in an existing
orchard. Following this concept, the ONA can be used for upgrnding exisl'ing orchards, where only
high-value parents are retained and new parents are introduced, thus avoiding the genetic penalty
associated with the establishment of new-generation seed orchards. The second illustrates benefits
of combining the ONA with the Minimum Inbreeding (MI) seed orchard design. Utilizing the MI,
distances among clonal rows of selected clones were maximized on the orchard grid while the
remaining single-tree positions were populated by ONA.

Keywords: optimum neighborhood algorithm design; minimum inbreeding design; orchard
upgrading; spatial arrangements; clonal rows; panmixia

1. Introduction

The main task of seed orchards is to ensure the production of abundant and frequently harvested
genetic-quality seed for reforestation, without scarifying genetic gain and diversity [1]. Clonal orchards
are the most common type, as they secure the transmission of the selected genes to the seed crops [2].
For cost savi.ng and management ease, seed orchards are gener:l]l},r wi.nd—po].linated. Therefore,
the location of individual clones” members in the orchard’s grid is one of the main factors affecting the
mating pattern and the quality of the resulting seed yield [3]. The main requirement for clonal seed
orchard design is to maintain adequate distance among relatives and ramets of the same clone to avoid
inbreeding and supporting panmixia. In an effort to meet these demands, most seed orchard designs
assume that the most frequent genetic exchange occurs among close neighbors [4].

For several decades, computer-based algorithms have been commonly used for developing seed
orchard layouts. One of the most frequently employed programs is the Computer Organized Orchard
Layout (COOL), as it systematically maintains predetermined separation distance among clonal
ramets [5,6]. Separation among clonal ramets becomes more complicated in advanced-generation
seed orchards where the inclusion of related parents is often practiced. To overcome this limitation,
the Minimum Inbreeding seed orchard design (MI) was developed [7].

Forests 2019, 10, 93; doi:10.3390/ 10020093 www.mdpilcom /journal/ forests
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A speci.fic group of seed orchard designs was developed irnplernenti.ng clonal rows, mainly to
simplify crop management (e.g., supplemental mass po].lination, cone harvest, pest control),
cost reduction, and maximize genetic efficiency [8-10]. The clonal row concept was adopted as selfing
seems to be negligible [8,9], and some studies highlighted its rather low rate in seed orchards [11-13].
In most conifers, the observed low selfi.ng rate is not surprisi.ng considering the h.igh genetic load,
inbreeding depression, and unique reproductive biology such as polyembryony [14-16]. The main
disadvantage of these designs is the neighborhood effect that occurs betweenrows. This neighboring
effect results in increased correlated [:mterr'lit_\,ur [8,9], resulting in violating thepa.nmi.xia requirement in
cases of open pol]imﬁon management. This problem was partly solved by the Randomized, Re plicated,
Staggered Clonal Row design (RZSCR) [10]; however, selective pollination and selective seed harvesting
can be mostly conducted only for superior clones, so it is not necessary to allocate all clones as clonal
rows. In this specific case, it is more feasible to use an approach combining attributes of the MI [7] and
the Optimum Neighborhood Algorithm (ONA) [17] designs, which is presented further in the second
case study (establishment of the Douglas fir seed orchard).

Currently, there is no available design that allows the improvement of an existing orchard often
affected by mortality (due to the rootstock incompatihility, diseases, and pests), which further affects
the orchard pmd uction capacity. Moreover, there is no tool for improv ing exisling orchards by adding
superior individuals after a genel'ic thinni.ng. In both cases, it 1s possible to use the ONA as presented
here in the first case study, where it was used for a current European silver fir (Abies alba Mill) seed
orchard restoration.

In both presented case studies, we capitalize on the adva.ntages of ONA and MI compaied to
other designs [7,17] from the point of view of minimizing inbreeding and maximizing panmixia. In the
second case study, we tested the emergi.ng possibi]ity of combi.ning both algorithms (e, ONA and
MI). Both designs can be used in situations where an irregular orchard grid of any shape or size and
under balanced or unbalanced clonal size exists, which is an important condition as it capital.izes on

the possibility of combining both algorithms [17,15].

2. Materials and Methods

The MI design is based on the industrial concept of “Quadratic Assignment Problem (QAT)”,
with input parameters provided within the C-matrix (intensity of separation between individuals) and
the D-matrix (distances among all positions). Therefore, the spatial distribution among individual
trees is a function of their genetic relatedness extent. The main advantage of the MI design is
maximizing the distance among ramets of related clones, which makes it an optimal tool for establishing
advanced-generation seed orchards [18]. Second, the QAT global optimization attributes are unique in
comparison to the existing layouts (local search algorithms). The recently introduced ONA design is
primarily focused on supporting panmixia by optimizing the number of direct neighborhoods among
all present clones (probability of pollination among all clones is more or less the same). A panmictic
mating pattern is ensured by minimizing close neighborhoods variation among all present clones.
A desired state (i.e., the same number of close neighborhoods among all clones) can be attained within
the population of the orchard grid following sequential complex evaluation of every possibility through
the iterative form of the algorithm. Moreover, ONA can be further combined with other designs because
it can easily populate predefined schemes. In these cases, all neighborhoods with occupied positions
are considered in the input scheme and are included in the optimization. This became possible through
the direct implementation within the algorithm, and thus it became feasible to use the ONA for the
improvement of existing orchards [17].

The functionality of the ONA is based on maximizing panmixia by optimizing the size of
the neighborhood using the parameter ¢,

3”-" (variance in the number of direct neighbors among
all clones) [17]. Contrastingly, the functionality of the MI design is based on maximizing the distance

between the selected clones using the parameter d,;;, (represents the inverse sum of squares of all
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possible distances between any two ramets of the same clone and across all clones) [18]. The parameter
02, is used for the resulting evaluation of the respective layouts.

The first case study involved populating empty positions (resulting from mortality of some ramets)
in an existing European silver fir seed orchard. The original (remaining) clones were surrounded by
ramets available from stock using 600 iterations of the ONA design. In the upgrading process, 46 empty
positions were populated by 11 different clones. There were 39 clones of different representations
(range: 3 to 9 ramets per clone) in the final scheme. This seed orchard was square-shaped, with spacing
of 1:1, and it had 225 positions. The resulting scheme is depicted in Figure 1.

The second case study involved the establishment of a Douglas fir (Pseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco) seed orchard with 666 positions with an asymmetrical layout. The orchard’s
parental population consisted of 23 clones, with two (#21 and #22) having a common single ancestor
(parent). In the resulting scheme, these two related clones represented the main limiting factor
(i.e., common ancestry), thus they were first deployed by the MI design in the form of five-tree
clonal rows, with clones #21 and #22 represented by 7 and 6 rows respectively (arbitrarily selected).
Subsequently, the other clones (#1 to #20) populated the remaining grid positions following the ONA
design. Spatial optimization, assuming clonal rows, was performed based on the central position of
each row, utilizing the original MI protocol [18]. Square layout was considered with 20 independent
iterations of the MI scheme. This setting followed the methodology presented in [7]. In the resulting
MI scheme, only clonal rows of related clones were initially placed, and other positicms (601 posiﬁons)
were populated by unrelated clones using the ONA (100 independent iterations), as shown in Figure 2.

The original ONA R code, which can be used for creating basic layouts, is available at:
https:/ /katedry.czu.cz/en/kgfld/software.

3. Results and Discussion

The layout depicted in Figure 1 displays the populating of empty positions in the existing
European silver fir orchard (with added clones highlighted by white font). The Douglas fir resulting
layout, shown in Figune 2, shows successful separation of the related clones (number 22 and 23) in
clonal rows.

The qualities of the resulting schemes were assessed from the perspective of maximum panmixia
using the parameter Urir-", with values of 0.26 and 5.90 for the European Silver fir and Douglas fir,
respectively. In the second case, the higher value of 02, was caused by the presence of clonal rows.

In comparison, Chaloupkova et al. [17] reported ‘Trﬁr'rr values equal to 0.24 and 3.85 for balanced
and unbalanced clonal sizes, respectively. The parameter values are similar to the presented case
studies, so this comparison shows the functionality of the ONA in these cases (upgrading existing
orchards and ONA and MI merging), which are displayed here.

It is worth mentioning that ONA and MI designs have already been compared using the
abovementioned parameters with random schemes and the COOL [7], as well as with the RISCR
design [17].

According to theoretical studies on clonally propagated reproducﬁve material, the populaﬁon size
of 18 individuals should be reasonable and close to “optimal” to safeguard against potential unforeseen
contingencies [19]. In an extensive review on the risks connected to clonal forestry, Wu (2018} [20]
reports five to 30 clones as a reasonable number, depending on the species. Such population sizes are
common for second—generation seed orchards. Therefore, advanoed—generation seed orchards can also
serve as both gene conservation and seed production units in some cases [21,22]. Several functional
examples can be found for such instances in Swedish forestry [20]. However, these studies generally
encompassed the random mating and other Hardy—Weinberg assumptions to achieve high genetic
variation in forestry. One of the factors influencing the mating pattern in open pollination seed orchards
(in addition to seed and pollen production, and reproduction phenology) is the orchard layout [3].
Therefore, the ONA is deemed as a suitable tool for promoting panmixia.
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There are additional factors which are detrimental to the genetic quality of seed orchard crop.
These include, differences in clonal flowering phenology and fertility influencing the mating patterns
and contributions of clones. Both of these factors were investigated in many field studies and
are considered to be highly significant [23-25], and even software analyzing floral phenological
synchronization in seed orchards was recently developed [26]. However, if the floral phenology is
known, then it is possible to include the presumed flowering pattern as the input parameter in the MI
design so that panmixia can be promoted during orchard design [7]. Another key factor is the pollen
contamination occurrence, which increases the genetic diversity but also decreases the improvement
effort efficiency. Molecular tools have been used to quantify the pollen contamination in many studies,
and its value ranges from 30% to 40% [27] or it is even higher [28,29]. Unfortunately, the orchard design
cannot be used for pollen contamination minimizing. It is known that the most effective method for
its elimination/reduction is using greenhouses for maximum isolation, but another, less expensive
method is the implementation of specific approaches directly to the breeding program. For example,
the “Breeding without breeding” method can be used. In such a case, phenotypic preselection in
progeny trials could lead to reduced contamination rates [30-33].

Figures, Tables, and Schemes

Figure 1. Example of the Optimum Neighborhood Algorithm design for refilling empty positions in an
existing orchard. Numbers designate individual clones’ IDs. Numbers in white color represent refilled
positions utilizing the ONA algorithm.
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Figure 2. Design combining both Minimum Inbreeding and Optimum Neighborhood Algorithm
designs. Numbers designate individual clones’ IDs. Numbers in white color represent clonal rows
utilizing MI algorithm. Remaining entries where optimized by ONA algorithm.
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4. Conclusions

The results show that the presented approach maintains all the advantages of both ONA and
MI designs, and thus it is particularly suitable for establishing advanced-generations seed orchards.
In addition to combining the advantages of the two designs, this new approach also eliminates the
occurrence of the neighborhood effect. The influence of the neighborhood effect decreases when
only the clones of the highest genetic gain are placed in clonal rows. These clones can be effectively
managed for controlled pollination, which is also more easily applied within clonal rows as compared
to orchards of regular layouts.

Equally interesting is the possibility of improving existing orchards by ONA, as demonstrated in
the European Silver fir orchard, where ONA was effectively used for dealing with mortality of certain
grafts. In a similar fashion, the same concept can be utilized for upgrading orchards after genetic
thinning, where only high-value parents are retained and some positions may need to be populated.
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5.3.Sptial Allocation of Genetic Thinning in Seed Orchards

Treti publikace popisuje pouziti ONA metodiky v pripadé genetické probirky semenného sadu.
Zasadni Cast vysledu je v publikaci zobrazena na Fig.1. Na ose y je parametr varmin, na ose x
pak intenzita probirky. Je rozliSeno, zda byla selekce aplikovana na randomizované schéma
(RRL) nebo na simulované ONA schéma pomoci ONA genetické probirky (ONA). GTL zde
znaci genetickou probirku provedenou podle Linear Deployment piistupu a GTS systematickou
vyrovnanou genetickou probirku.

Pro ONA schéma s aplikovanim systematické probirky 1 Linear Deployment (ONA:GTS
a ONA:GTS) je patrny trend zvySujici se hodnoty parametru varmi,. Tento vysledek neni
prekvapivy, jelikoz vstupnim schématem pro provedeni probirky byl sad vytvoreni pomoci
zakladniho ONA algoritmu. Se zvySujici se intenzitou probirky dochéazelo také ke zvySujici se
nevyrovnanosti velikosti klonl, pfedev§im pro ONA schéma s aplikovanim Linear Deployment
probirky (ONA:GTL). Vyssi intenzita probirky v tomto pfipadé tedy vede ke snizujici se
nahodnosti kfizeni mezi klony. Pro ONA:GTL je narGst parametru vyznamnéjsi pro nizké
probirkové intenzity. Pro stfedni intenzity probirky jsou vysledky s vyuzitim Linear
Deployment a systematické probirky srovnatelné. Pti vy§Sich intenzitach probirky jsou hodnoty
parametru varmi» pro Linear Deployment metodu nizsi nez pro systematickou metodu. To je
zpusobeno faktem, ze Linear Deployment metoda nezpusobuje vétsi nevyrovnanosti ve
velikostech klond. Hodnota varui» vychazi obecné nizsi pro optimalizovana zadani (ONA:GTS
a ONA:GTL) nez pro znahodnéna zadani (RRL:GTS a RRL:GTL). To je opét zpusobeno tim,
ze vstupnim schématem pro provedeni probirky bylo schéma ONA. Pro zndhodnéna zadani
(RRL) se pii nizsich intenzitach genetické probirky jevi vhodnéjsi pouzit systematicky pfistup.

Je ziejmé, ze vysledky jsou znacné ovlivnény nejen prostorovym rozvrzenim genetické
probirky, ale také zptisobeny rozdilnou distribuci velikosti klond urCenych k odstranéni. Pti
sttednich intenzitach probirky vSak oba pfistupy (GTS a GTL) funguji obdobn¢. Pfi velmi
vysoké intenzite probirky je z pohledu panmixie jednozna¢né vhodnéjsi pouzit LD pfistup.

Fig.2. blize porovnava vliv vybraného typu genetické probirky (systematickd a Linear
Deployment) na vyskyt sousedstvi ramet jednoho klonu pro zndhodnéna schémata (RRL) a
moznosti optimalizace téchto sousedstvi pomoci ONA genetické probirky. Zda se, ze pro
znahodnéné vstupni schéma jsou oba pristupy k definovani klont urCenych k probirce stejné
vhodné. Z grafu vyplyva, ze pouziti ONA genetické probirky snizuje pocet pfimych sousedstvi
vramci klond, jak pro systematickou, tak pro LD probirku. Tento parametr nebyl pro

optimalizované ONA schéma uveden, protoze je ve vSech piipadech roven 0.

53



Vysledna schémata pro optimalizované ONA zadani s pouzitim Linear Deployment
nastroje pro vybér indiferentnich klontt a ONA nastroje pro genetickou probirku jsou zobrazena
na Fig.3., 4 a 5. V pripadé Fig.3. se jedna o 10% intenzitu, pro Fig.4. o 20% intenzitu a pro
Fig.5. 0 30% intenzitu. Klony uréené k odstranéni jsou znaceny Cerng.

Fig.6. zobrazuje, jak ONA geneticka probirka efektivné snizuje parametr varmin pri
aplikaci na existujici sad Doubrava. Je patrné, ze s rostouct intenzitou genetické probirky (p) a
soucasné klesajicimi rozdily ve velkostech klond, klesa hodnota vysledného rozptylu

exponencialné.
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Abstract

Key message: We provide a mathematical model to determine which trees should be ruled out from the grid to
promote random mating in seed orchards under genetic thinning.

Context: Genetic thinning (roguing) is a common practice in forest tree breeding to remove inferior genotypes in
seed orchards, thus boasting the genetic worth of the seed crop.

Aims: To develop a general methodology for spatial optimization of genetic thinning. It should promote random
mating and consider any existing seed orchard layout.

Methods: The model is based on the Optimum-Neighborhood Allocation algorithm (Chaloupkova et al, Forests
10:1-6, 2019). The algorithm’s efficiency was evaluated using computer simulation. A fully randomized scheme was
used as a reference. In addition, the study provides a demonstration on an actual seed orchard.

Results: Simulations confirm the method's efficiency in promoting random mating compared to the fully rand-
omized allocation across a wide range of selection intensities. We suggest Linear Deployment as a preferred method
for calculating optimum deployment contributions at higher thinning intensities. The algorithm was programmed in
Rand is publicly available.

Conclusion: Breeders can use the software and follow the example to implement genetic thinning in different prac-
tical scenarios assuming any seed orchard layout. The approach enhances random mating while maximizing genefic

response to selection.

Keywords: Seed orchards, Spatial layouts, Panmixis, Optimum-Neighbarhood Algorithm, Linear deployment

1 Introduction

Seed orchards connect tree breeding programs and
operational forestry. They are the source of genetically
improved seed for afforestation. In the initial breeding
cycle, phenotypically superior individuals (designated
as plus trees) are identified in forest stands. They are
typically grafted to establish the first-generation (clonal)
seed orchards. As breeding progresses through a typi-
cal sequence of breeding activities (mating, testing, and
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selection), new seed orchards are planted with grafted
top-ranking genetically improved individuals (clones).
Due to repeated cycles of selection, advanced-generation
seed orchards are associated with higher genetic gains in
important quantitative and qualitative traits (White et al.
2007; Funda and El-Kassaby 2013).

Seed orchard management is complex, including the
establishment, long-term maintenance, and periodic
harvest of the seed crop. During the planning period, a
decision is made on the appropriate spatial distribution
of vegetative propagules (ramets) of the respective clones
on the orchard’s grid (spatial design). During the 1950s to
early 1970s, numerous spatial configurations were devel-
oped primarily under the assumption of crossbreeding
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occurring among neighboring individuals; see Giertych
(1975) for a comprehensive review. While this assump-
tion was confirmed by case studies (Burczyk and Prat
1997; Chen et al. 2018), additional factors should be con-
sidered while choosing the appropriate orchard design,
primarily in advanced breeding cycles. Hodge and White
(1993} list four such criteria: (1) to maximize genetic gain
while maintaining acceptable genetic diversity, (2) to
provide for random mating, (3) to minimize inbreeding,
and (4) to minimize the impact of selection errors (main-
taining flexibility for roguing, denoted as the genetic
thinning). Contemporary designs address most of these
concerns (Lstiburek and El-Kassaby 2010; El-Kassaby
et al. 2014; Liesebach et al. 2021). In the current study, we
utilize the Optimum Neighbourhood Allocation (ONA)
scheme (Chaloupkovi et al. 2019), which promotes pan-
mixia by minimizing the variance of the counts of adja-
cencies among all clones across the orchard’s grid.

In the initial breeding cycle, the genetic worth of clones
is unknown prior to progeny testing. Once the parental
genetic values become available from progeny trials, one
can rank and remove inferior parents from the orchard.
This operation is called “genetic thinning” or “roguing”
These genetically improved seed orchards are regarded
as the 1.5 generation. They are genetically superior to the
initial first-generation orchards due to the effect of selec-
tion. They serve their purpose before the 2™ generation
orchards provide a sufficient quantity of seed (White
et al. 2007).

To keep things simple, breeders would often opt for
roguing a specific number of clones systematically
from the orchard, e.g., every other tree in a row. There
is a more efficient approach considering genetic gain
and diversity in the seed orchard crop. Optimum clonal
proportions (expected gametic contributions following
the thinning) can be calculated from predicted additive
genetic (breeding) values (Prescher et al. 2008; Bondes-
son and Lindgren 1993). The approach is based on the
Linear Deployment concept by Lindgren and Mathe-
son (1986). Theoretically, a more general selection opti-
mization protocol (e.g., Funda et al. 2009) could also be
extended for genetic thinning. However, Linear Deploy-
ment is the method of choice during initial breeding
cycles (assumption of unrelated and non-inbred clones),
when genetic thinning is typically considered.

In most cases, genetic thinning alters the original
objective of the seed orchard layout. Breeders are faced
with the problem of identifying the exact ramets that
should be removed from the grid, keeping in mind the
main criteria of seed orchard designs. Currently, there
is no methodology to optimize the spatial distribution
of genetic thinning across the orchards grid. For this
purpose, we provide a new method based on the ONA
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scheme. The optimum allocation is acquired from the
assessment of removing a given candidate ramet from
every position across the grid and all candidate clones,
minimizing the ONA’s criterion function. Following
the genetic thinning, the resulting scheme is thus opti-
mized to promote random mating and reduce the level
of inbreeding. We demonstrate the approach using com-
puter simulation and the actual seed orchard layout.

2 Methods

2.1 Conceptual plan

We start with any seed orchard spatial configuration,
ie., the spatial distribution of N clones on a grid. It is
assumed that breeders determine the intensity of genetic
thinning using one of the approaches introduced earlier
(e.g., Linear Deployment).

Next, we optimize the spatial distribution of genetic
thinning, pointing at particular trees on the grid that
should be removed. After conducting the thinning,
the idea is to promote panmixia among all remaining
entries. Therefore, we adopted (with some modifica-
tions) the Optimum-Neighborhood Allocation scheme
by Chaloupkovi et al. (2016).

2.2 Mathematical algorithm

To assist tree breeders with implementing the algorithm
using their unique input parameters, we provide R-pack-
age “thinONA" (see “Code availability” section, R Core
Team 2022).

The existing seed orchard layout (subjected to genetic
thinning) is provided in matrix ORCHARD (m rows
and n columns). Elements of the matrix are labeled
using an integer sequence from the first clone, denoted
1, to the last clone, denoted Ny The goal is to remove a
given subset REMOVE of genetic entries from the exist-
ing grid. There are no distributional assumptions on
REMOVE. Note that clonal identification numbers in
REMOVE must correspond to those in ORCHARD. For
example, REMOVE = {1,1,3,4}designates that two
ramets of the clone one and one ramet of clones 3 and 4
should be removed from the grid.

In the first step, a matrix PAIRS is formed. It consists
of the sums of direct neighborhood positions across
all possible clonal pairs across ORCHARD. (For exam-
ple, assuming clones A and B, the corresponding value
in PAIRS has a value of two if their respective ramets
are present as direct neighbors two times across the
entire grid). A single candidate is then selected from
REMOVE (based on the clonal size; clones with a
higher number of ramets are selected first; if there are
more candidate clones of the same size, the choice is
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random). The candidate is then located in PAIRS to
identify its most frequent direct neighbor. All such
positions in ORCHARD are evaluated to determine
which elimination minimizes the criterion function
(introduced in the next paragraph). The candidate is
then removed from the matrix ORCHARD position and
the candidate list in the vector REMOVE.

Candidate positions on the grid are individually
evaluated from the top-left to the bottom-right corner
assuming eight closest neighboring positions (two hori-
zontal, two vertical, and four diagonal). The algorithm
is flexible to evaluate more distant positions on the grid
if requested by the breeder. We developed a criterion
function to quantify the impact of removing entries in
REMOVE in each location across the grid for the Var,,
criterion (see Chaloupkova et al. 2016 for details). The
algorithm is based on the minimization of the criterion
function:

Ng Ng 2
i 2 ny— 1 2Ng
min — e E E [ ; (n;j - N—c) + pw

CiT sy
(1)

where n; and n; depict the number of single and
different clones’ adjacencies, respectively; N is the
total number of adjacencies existing within the rec-
tangular orchard grid, w is a weight parameter to
penalize the placement of identical clone’s ramets as
direct neighbors, and p is the sum of all u,; elements.
The component w is a higher-order value than the
first addend (ex. 99999), leading to the effective elim-
ination of direct neighborhoods of identical genetic
entries.

The optimization goal is to minimize the variance
of matrix PAIRS while constraining the placement of
identical clones' ramets as direct neighbors.

2.3 Computer simulation

We adopted the ONA scheme and optimized the spa-
tial distribution of 40 clones with equal sizes (number
of ramets) on a square grid of 20 rows and 20 columns
(Chaloupkova et al. 2016). Respective breeding values
were sampled from a standardized normal distribution.
Two scenarios of genetic thinning were assumed. First,
the inferior one-half of clones were subjected to simple
thinning of equal intensity (scenario Genetic Thinning
Simple, GTS). Second, we followed the Linear Deploy-
ment algorithm (Lindgren and Matheson 1986) to opti-
mize selection intensity across the assumed 40 clones
(scenario Genetic Thinning Linear Deployment, GTL).
The selected proportion during genetic thinning ranged
from 5% to 40%. In each scenario, vector REMOVE was
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created, consisting of clonal identification numbers
subjected to removal on the grid.

2.4 Scots pine seed orchard

The Scots pine (Pinus sylvestris, L.) seed orchard “Dou-
brava” is managed by the Forest of the Czech Republic
(state enterprise), district Plasy. It was established in 1980
using a simplistic randomization protocol with a spacing
of 6 x 6 m across 6.5 ha. The orchard consists of 1165
ramets of 87 clones with highly variable sizes (ranging
from 1 to 28 ramets per clone). Geographic coordinates
are 49°54'31""N, 13°26'34”E; altitude 380 m.

We utilized breeding values from half-sib progeny tri-
als (Kandk 2011). We followed the Linear Deployment
algorithm (Lindgren and Matheson 1986) to derive opti-
mum clonal sizes. The selection intensity of genetic thin-
ning (expressed as a proportion) ranged from 5 to 40%. In
each scenario, assuming the optimum clonal sizes, vec-
tor REMOVWVE was created, consisting of specific ramets
subjected to removal on the grid. The spatial distribution
of genetic thinning was then optimized using the math-
ematical algorithm (Section 2.2).

All schemes mentioned above were evaluated using
the R package OrchSTAT (Lstiburek 2022). As a refer-
ence line (Section 2.3), averages of the above statistics
were calculated for a fully randomized seed orchard lay-
out, assuming 100 stochastic iterations (designated as the
“random reference line”).

3 Results

Assuming efficient baseline seed orchard layout (ONA)
with equal clonal sizes, genetic thinning (ONA algo-
rithm) promotes Var,, diversifying gametic contribu-
tions among the parental genotypes to the seed orchard'’s
crop (departure from panmixia). Interestingly, this
increment in Var, is more significant under Linear
Deployment (GTL scenario) at lower selection intensity
than in the simplistic GTS scenario (p up to 20%). Both
approaches perform similarly regarding Var, at inter-
mediate thinning intensities. GTL results in lower Var-
min at higher thinning intensities (over 20%), which is
undoubtedly beneficial. This is likely due to more open
spaces on the grid combined with a more gradual change
of clonal proportions under the GTL (see ONA lines in
Fig. 1).

On the contrary, a reduction in Var,_;, is associated
with the initial fully randomized scheme (see RRL lines
in Fig. 1). GTS seems to be more efficient in reduc-
ing Var,,, at p up to 30%, yet it is inferior to GTL at p >
30%. In line with the reduction of Var,,, ie., the mini-
mization of the PAIRS matrix, the optimization is con-
strained by the initial spatial distribution with multiple

neighborhoods among the ramets of the same clone.
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Fig. 1 The Var,, criterion (Y-axis) of the seed orchard layout following the genetic thinning, with 0-40% ramets removed from the orchard (X-axis).
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The algorithm efficiently reduces these identical clones’
adjacencies (Fig. 2). It seems that both GTS and GTL are
similarly efficient in this regard. On the contrary, the sum
of diagonal elements of PAIRS was always zero under the
ONA schemes (not shown in Fig. 2), which is attributable
to the second addend in Eq. 1. The actual spatial distribu-
tion of genetic thinning, considering the GTL option, is
provided in Figs. 3, 4, and 5 for three thinning intensities
(proportions 10, 20, and 30%).

The efficiency of Var;,, minimization is very appar-
ent in the seed orchard Doubrava (primary Y-axis, blue
line, Fig. 6). Var,,, drops exponentially with p across
the whole studied interval. Variation in clonal sizes is
reduced with p (secondary Y-axis, box plots).

4 Discussion

This study demonstrates that genetic thinning could be
spatially optimized across the orchard’s grid. Breeders
should evaluate the impact of genetic thinning under
specific circumstances in line with the main criteria
of seed orchard designs (Hodge and White 1993). As
presented in our study, interactions among the main
variables are not trivial. The effect of genetic thinning

on expected panmixia (Var,,,} is proportional to the
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selection intensity, the original seed orchard layout,
and the distribution of clonal sizes. Thorough roguing
is typically advocated in seed orchards since the genetic
response to selection depends on high selection inten-
sity (Falconer and Mackay 1996). Seed orchards that
have been established with an excessive number of plus
trees highly benefit from intensive roguing (a prereg-
uisite to capturing meaningful genetic response). High
genetic gain (selection intensity) is, however, associated
with unavoidable loss of seed production.

While the build-up of Var,,;, is minimized using the
modified ONA algorithm, its relative magnitude is still
substantial, provided the original design was efficient
(ONA lines in Fig. 1). In numerous practical scenarios
(less efficient spatial designs, highly variable clonal
sizes), the ONA-based genetic thinning preserves or
even reduces the Var,,;, of the original scheme, as seen
in the Doubrava orchard (Fig. 6). Thus, genetic thin-
ning could be used to "improve" original less efficient
seed orchard layouts. Breeders can evaluate this effect
by comparing the Var, , before and after the thinning
using the R package OrchSTAT (“Code availability”
section). Our method also reduces the same clone's
adjacency (if present in the initial orchard), limiting the
selfing rate (Fig. 2).
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sum of diagonal elements

Matrix PAIRS

15 [—F—nRRL:GTS |
—F—RRL:GTL

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Proportion selected p %]
Fig.2 The sumn of diagonal elements of the PAIRS matrix {Y-axis) as a function of the genetic thinning intensity (0—-40% ramets removed from the
orchard, X-axis). The random reference line (RRL) is shown, i.e, the plot provides average values and 95% confidence intervals across 100 stochastic
iterations. The ONA scenarios are not shown on the graph as the diagonal sum of PAIRS was always 0

Fig.3 The OMA seed orchard layout with 10% genetic thinning (black cells) following the Linear Deployment (declared ONA, GTL deployment}
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ard layout with 20% genetic thinning (black cells) following the linear deployment (OMA, GTL deployment)
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Several assumptions (limitations) are related to deter-
mining optimum clonal proportions (vector REMOVE).
(1.) Presence of pair-wise and self-coancestries expel

Fig. 5 The ONA se
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GIL deployment)

the problem from linear formulation, and complications
may arise with singularities of the quadratic constraint.
(2.) Deriving optimum clonal proportions from breeding
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values relies on somewhat arbitrary weighting (e.g., see
constant ¢ in the “Model and mathematics” section in
Lindgren and Matheson 1986). (3.) Breeding values are
typically treated as constants in calculating optimum
proportions in animal and plant breeding (e.g., Meuwis-
sen 1997). However, they are statistical predictions of
cumulative additive gene effects. (4.) Genetic gain is the
product of clonal proportions and the respective breed-
ing values conditional on random mating (equal likeli-
hood of mating among all genetic entries across the grid).
(5.) Actual gametic contributions differ from calculated
“ideal” proportions (complex reproductive biology in var-
iable environmental conditions). Most of the above issues
are equally relevant in spatial layout optimization.

Next, we discuss specific assumptions of the presented
methodology (genetic thinning utilizing the ONA cri-
terion function). The algorithm utilizes local heuristics.
Therefore, reaching the true optimum is not guaranteed.
Hovewer, Chaloupkova et al. (2016) derived theoretical
minimum variance, which can be used as a reference opti-
mality measure. While we focused exclusively on the same
clone’s adjacencies, further penalties could be introduced
to trace pair-wise genetic relationships across adjacent
positions (assumption 1. above). Each would be given a
separate weight. One may set up relative weights using the
genetic coancestry, i.e, the equivalent of the “flow” matrix

Number of remaining grafts in the orchard
1165 1107 1049 990 932 874 816 757 699
EN
A {28
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B N N
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s | l Bl T 120
~ | 1 | l
N
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- | |
£ - R
1r ] o
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osfl | L | L] L T ted. 15
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| | | | | | | | *
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Fig.6 The Var, criterion (Y-axis) of the seed orchard Doubrava in the Czech Republic following the genetic thinning, with 0-40% ramets removed
from the orchard (proportion selected, X-axis). The number of remaining trees {grafts) is provided on the secondary ¥-axis. The distribution of clonal
sizes is shown on the secondary Y-axis

C in the Minimum Inbreeding scheme (Lstibtirek and EI-
Kassaby 2010, pp. 604). As stated in the methodical sec-
tion, no distributional assumptions exist on REMOVE and
ORCHARD. They are assumed to be calculated error-free
(assumptions 2. and 3.). Provided the premise of prefer-
ential mating among neighboring individuals holds (i.e.,
spatially constrained pollen dispersion, see Funda and
El-Kassaby 2013), random mating should be evaluated in
proximity, e.g., nine adjacent positions as presented here
(assumption 4.). Higher intensity of genetic thinning una-
voidably produces multiple adjacent empty blocks, as seen
in Fig. 5. Should this be of concern, an extra penalty can
be integrated into the objective function (Eq. 1). The Var-
min could be calculated across a broader range, consider-
ing more distant neighborhood positions. Information on
reproductive biology and its dynamics may streamline the
optimization protocol (assumption 5.). In practical termi-
nology, layouts are established for the entire lifespan of
seed orchards, and they are never considered ideal, given
the ever-present reproductive variation.

5 Conclusion

Breeders conduct genetic thinning in seed orchards by
removing genetically inferior trees from the grid after their
genetic merit is evaluated in progeny trials. This opera-
tion enhances the genetic worth of seed orchards’ crop,
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promoting productivity and quality of newly established
forest plantations. This study demonstrates that genetic
thinning could be spatially optimized. The original algo-
rithm provides breeders clear information on what exact
trees should be removed from the grid. In addition, incor-
porating the objective function of the Optimum-Neigh-
borhood Allocation, the method enhances random mating
(panmixia). As shown in a real-world example, this imple-
mentation can significantly improve original, less efficient
spatial layouts. Breeders can use the R package that accom-
modates any seed orchard configuration. Efficient seed
orchard management depends on further research and
innovation to address specific reproductive biology in for-
est tree species under changing environmental conditions.

Code availability

Readers can access our R package thinONA and optimize genetic thinning
using their input variables (exdsting seed orchard layout and the vector
REiﬂOVé?.-.The function identifies specific trees on the grid that should
bbe removed from the orchard. The R package is available (with documenta-
tion) at the OSF repository: https://osfiofygasmy DOl 10.17605/05FI0/YGE5M
Additional R package OrchSTAT (referenced in the text) is available on the
same website.

Breeders are encouraged to modify the presented R code as needed, or they
may contact the cormesponding author for assistance. Prof. Lindgren provides
his software tool implementing the Linear Deployment algarithm at: hittpas
daglindgren.upscse/Breed_Home_Page/Linear_deployment/LINEAR_DEPLO
YMENT_Menu html
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5.4.Vyuziti nastroju ONA v lesnické praxi

Kromé pfipadové studie pro semenny sad jedle bélokoré (Abies alba), uvedené ve zde
prezentované publikaci (Chaloupkova a kol. 2019), byl ONA vyuzit pro feSeni mnoha dalSich
situaci pro zakladani semennych sadd a doplnéni stavajicich vysadeb v CR i ve svété.

Byly navrzeny designy pro tyto sady: sady na lokalit¢ Rezek a Haida ve spolupraci
KRNAP (2021), borovice lesni a smrk ztepily (2018), akdcie Mearnsova (Acacia mearnsii De
Wild. ) ve spolupraci s Institute for Commercial Forestry research JAR (2019).

V ptipadé dopliiovani vysadeb se jednalo jmenovité napt. o tyto semenné sady: jerab
biek (Sorbus torminalis (L.) Crantz) v roce 2018, borovice lesni lokalita Eliskova louka v roce
2017 a 2018, smrk ztepily na lokalité¢ Osina v roce 2019, smrk ztepily lokalita LiSice v roce
2018, borovice lesni na lokalit€¢ Visnova v roce 2021 a 2022 (Obr.1). Pro feSeni té€chto zadani
byly jedinci pro doplnéni volnych pozic vybirani s ohledem na jejich dostupnost v zasobé a
jejich zastoupeni v stavajici vysadbeé. Cilem vzdy bylo, aby byly velikosti klond ve vysledném
schématu co nejvyrovnangjsi.

Priklad zalozeného semenného sadu je zobrazen na Obr.1. Jedna se o Akacii Mearnsovu.
Sad byl zalozen ve spolupraci s Institute for Commercial Forestry research v Jihoafrické
republice. Schéma mélo 709 pozic a nepravidelny tvar. Zahrnovalo 30 klont a pfiblizné stejné
velikosti. Klony jsou vyznaceny barevné a pomoci Ciselného id.

Priklad doplnéni stavajici vysadby je uveden na Obr.2. Jednalo se o sad borovice lesni na
lokalité Visiova v majetku Lesi CR. V semenném sadu &itajicim 406 pozic bylo v roce 2022
doplnéno 46 pozic pomoci ONA. Zelené jsou vyznaceny klony, které plodi, bile klony, které
neplodi, Cervené klony, které uhynuli ale bylo mozné je doplnit ze stavajici zasoby a zluté klony
které byly vybrany nové na zakladé inventury a rozmistény pomoci ONA. Klony jsou znaceny
ptislusnym ID.

O dalsim vyuziti ONA schématu a souvisejicich softwarovych nastroji jsme prilezitostné
informovani, napfiklad pifi navstévé Michigan State University, emailovou komunikaci
s kolegy z Japonska, §panélska, Norska, Rakouska, Némecka, Australie, Kanady, Jizni Koreje
a dalSich zemi. Detailni prehled o realném vyuziti komplikuje skuteCnost, ze je software volné
dostupny ke stazeni a uzivatelé nas obvykle nekontaktuji, tj. o vyuziti se vétSinou dozvime

nepiimo, event. v piipadé konzultaci, kdy se na nas uzivatelé obraceji s dopliiujicimi dotazy.
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Obr. 1. Priklad zalozené¢ho semenného sadu akiacie Mearnsovy. Klony jsou vyznaceny barevné a Ciselné.
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Obr. 2. Priklad doplnéni stavajici vysadby semenného sadu borovice lesni. Zelené jsou vyznaceny plodici klony,

bile neplodici klony, cervené klony, které uhynuly, ale byli nahrazeny ze zasoby a zluté€ klony, které byli doplnény
pomoci ONA.
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5.5.Nastroj pro asortativni krizeni s vyuzitim ONA

Zde uvadim vysledky modelového ptrikladu pro ovéfeni funkcnosti preferencniho kiizeni
v ramci ONA. Tento vystup neni soucasti zadné z uvedenych publikaci, ale tematicky soubor
vysledkt dopliiuje. Tabulka ¢.3. uvadi vysledky pro testovani funkénosti ONA algoritmu pfi
feSeni uloh zahrnujici asortativni kiizeni. Je patrné, Ze vaha separace mezi dvojici klont ID1 a
ID2 a dvojici ID3 a ID4 ovlivnila nasledny pocet pfimych sousedstvi ve vysledném schématu
mezi témito klony. Dvojice jsou ve schématech barevné zvyraznény. Pro porovnani, do jaké
miry k tomuto ovlivnéni doslo je zde uvedena i hodnota prumémeého poctu sousedstvi mezi
ostatnimi dvojicemi klond. Pro moznost posouzeni efektivity parametru separace téchto dvojic
klonti nebyly do vypoctu priméru zahrnuty dvojice s penalizovanymi klony 1, 2, 3 a 4. Tato
penalizace ovlivnila i vyskyt sousedstvi penalizovanych klont (1-4) s ostatnimi klony (5-6).

Tab. 3. Vysledky testovani ONA asortativniho kiizeni na 6 scénatich. Uvedeny jsou vahy separace mezi dvéma

dvojicemi vybranych klonti a mezi ostatnimi klony, poCty sousedstvi mezi t€mito dvojicemi klond ve vysledném

schématu a primér pocti sousedstvi mezi ostatnimi dvojicemi klonii.

Primér
.., Viha separace Vaha separace Véaha separace Sousedgtw Sousedgtw sousedgtw
Scénat mezi ID1/ID3 mezi ID3/ID4 pro ostatni mezi mezi mezi
klony ID1/ID2 ID3/ID4 ostatnimi
klony
1 0,1 0,5 1 7 5 44
2 0,5 1 1 6 3 4,27
3 1,5 1 1 1 3 4,33
4 1,5 2 1 1 3 4,6
5 0,5 1,5 1 7 2 44
6 1 1 1 4 4 433

V ramci scénaie €. 1, kdy byla mira pozitivni separace nastavena jako nejvyssi pro obé
dvojice klont (0,1 a 0,5) byl vysledek ovlivnén znacné. To je zfejmé i vizualné, ze samotného
vysledného schématu pro toto zadani (Obr. 3). Klony ¢islo 1 a 2 jsou vtomto piipadé
umistovany do bezprostfedni blizkosti. Klony ¢islo 2 a 3 jsou také umistovany do blizkosti

s vyssi frekvenci, nez jaky je pramér vSech ostatnich dvojic klond, ktery je roven 4,25 (Tab. 3).
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Obr. 3. Vysledné schéma pro scéna

=13
<
=

. 1, pro hodnotu separace dvojice klonii 1 a 2 rovnou 0,1 a pro dvojici kloni

3 a4 rovnou 0,5.

Pro scénar 2 i scénar 3 byla penalizaci zatizena vzdy jen dvojice klonti ID1/ID2. V prvnim
ptipadé se jednalo o pozitivné asortativni a ve druhém o negativné asortativni kiizeni. Tomu
odpovida 1 pocet sousedstvi ve schématu, ktery je roven 6, resp. 1. To je vyznamny rozdil oproti
zjisténému prumérnému poctu sousedstvi blizicimu se 4. V ramci scénare Cislo 4 (Obr. 4) byla
mira negativni separace nastavena jako nejvyssi, coz se opét promitlo do vysledného poctu
sousedstvi mezi zatizenymi dvojicemi klon a rozdilu oproti primérnému poctu primych

sousedstvi mezi ostatnimi dvojicemi (Tab. 3).

Obr. 4. Vysledné schéma pro scénat ¢. 4 pro hodnotu separace dvojice klomi 2 a 1 rovnou 1,5 a pro dvojici kloni

3 a4 rovnou 2.

Obr. 5. Vysledné schéma pro scénaf ¢.5 pro hodnotu separace dvojice klonti 1 a 2 rovnou 0,5 a pro dvojici kloni

3 a4 rovnou 1,5.

Scénar 5 zahrnoval pozitivni asortativni kiizeni pro dvojici klonti 1 a 2 (penalizace 0,5) a
negativni asortativni kfizeni pro dvojici 3 a 4 (penalizace 1,5). To se opét promitlo do
vyslednych pocti piimych sousedstvi v ramci dvojic a mezi ostatnimi klony (Tab. 3). Stejné
tak je to patrné v samotném schématu (Obr. 5). Zde spolu klony 1 a 2 sousedi s vysokou

Cetnosti, zatimco klony 3 a 4 s nizkou Cetnosti.
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Do modelového feSeni byla zahrnuta i situace bez asortativniho kfizeni (scénar ©).

Vysledné schéma je uvedeno na Obr. 6.

Obr. 6. Schéma bez zahrnuti preferencniho kfiZeni.

V ramci vSech zadani byla uspésné eliminovana sousedstvi mezi rametami téhoz klonu.
Zaroven bylo optimalniho vysledku dosazeno az pfi relativn€ vysokém poctu iteraci. To je pro
tato specificka zadani zptisobeno faktem, Ze optimalni feseni bylo v tomto ptipadé mozno nalézt
jen s pouzitim nahodného vypliiovani matice sadu. Vysledné hodnoty kriterialni funkce byly
zatizeny zahrnutim asortativniho kiizeni (Tab. 4). Hodnota kriterialni funkce je proto nejnizsi
pro scénaf 6. Funkcnost algoritmu pro asortativni kiizeni byla ovéfena i pro vétsi typy zadani,

jejichz vysledky zde nejsou vedeny.

Tab. 4. Vysledné hodnoty kriterialni funkce pii porovnavani riiznych intenzit separace zvolenych dvojic kloni.

Prislusné Cislo iterace, ve které doslo k nalezeni optimalniho feSeni.

Scénat Kriteridlni funkce Cislo iterace
1 1,1 240
2 0,77 289
3 0,72 204
4 0,74 118
5 0,99 213
6 0,61 65

5.6.Specifické podminky krizeni

Algoritmus ONA ve své zakladni verzi optimalizuje pouze 8 nejblizsich pozic, které maji pfi
optimalizaci stejnou vahu. ONA ale umoziuje nékterym sousednim pozicim pfifadit vyssi
vahu, nebo rozsifit optimalizované okoli. Toho bylo vyuzito pfi feSeni modelového prikladu
semenného sadu pro vyrovnani specifickych pomért na dané lokalité. V tomto piipad€ se muze
jednat o smér prevladajiciho vétru, nebo umisténi ali pro opylovace. Z tohoto duvodu byla pro

modelovy pfiklad tfem sousedstvim (horizontalni a 2 diagonalni) ve sméru z leva doprava
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pfifazena dvojnasobna vaha. Sad byl tvofen nepravidelnym sadem o 119 pozicich s extrémné
nevyrovnanymi velikostmi klonti. Vysledné schéma bylo vytvoreno pomoci 100 nezavislych
iteraci (Obr. 7). Stejny pfistup je aplikovatelny pro semenné sady s nerovnomérnym sponem.
Tento vystup neni soucasti publikovanych ¢lanka, ale ptikladem dal§i moznosti vyuziti ONA
pfistupu. Dale je mozné do algoritmu zahrnout rizné velikosti optimalizovaného okoli.
Funk¢nost algoritmu byla ovérovana pii zahrnuti rizného poctu pfimych sousedstvi. Konkrétné

se jednalo o 3 varianty, a to se 4, 8 (standardni verze ONA) a 12 optimalizovanymi okolnimi

pozicemi.
9|1 11| 1|2 |1 (17|11 ]|15|13|7 |14|(6 [18|5 |1 |2
412|187 (10| 8 (18|14|18]|10|5(6 (8 |10|4 |3 |11| 4
812003 |81 ]2 (12|19 (19]1 (11|13 (2]17(9]20(1 |6 [1]2
11(12(5 (7 (2 |11|17| 3 [15(6 |2 |13|9 |4 [10(16(12|3 |9 |7 |18[3 (7|5
1|8 |2(6 1|7 |2|12|19(11(20(5|17|7 |19|5 |1 |85 |12]|6 |16|11(15
10( 9 (12|16]|10| 3 |9 (10(6 (4|1 |6 |2 (4 |8 (10| 9 |13|17|11[2 (1 |12|14]|2
2(6 (7 |13|11|1 (195 (8|2 |12|10|15[ 1 (12|{3 |2 |1 [19]20(7 (5|8
11( 8 (15| 4 |9 |14|16(12({1 |6 |3 |1 |20(9 (|2 |7
312|131 [(5(4(10/4)2]|16|4 [14|2

Obr. 7 Vysledné schéma pro modelovy priklad tfeSeni specifickych podminek kiizeni. Zahrnuti pfedpokladu
prevladajicich vétra ve sméru od zapadu k vychodu do optimalizace prostorového rozvrzeni semenného sadu

s vyuzitim ONA.

5.7.Softwarova reSeni

Pti vyvoji vSech vyse zminénych nastrojii byla zohlednéna i nutnost zpfistupnit je praxi.
Byly vytvoreny originalni uzivatelsky pratelské nastroje: OrchONA a OrchSTAT. Tyto néstroje
jsou dostupné na https://home.czu.cz/Istiburek/software. KoneCny uzivatel si mize vybrat
podle svych preferenci, zda bude vyuzivat samotny R bali¢ek, nebo zvoli variantu s
Excelovskym rozhranim. V ramci R bali¢ku je mozné kod déale optimalizovat podle vlastnich

potteb.

OrchONA je bali¢ek knihovny R. Pomoci tohoto balicku je mozné vytvaret zakladni typ
ONA schémat semennych sadd. V ramci balicku byly vytvofeny i pomocné soubory (s
instrukcemi pro uzivatele). Pro spusténi tohoto balicku je nutné stazeni R a Java a pfislusnych
souborti. Proces se spousti pies MS Excel, kde jsou zadavany jak vstupy, tak generovany
vystupy. Vstupy pro tento bali¢ek jsou matice definujici plochu semenného sadu a matice
udavajici ID kazdého klonu a pocet ramet na klon. Ostatni parametry optimalizace jsou

nastaveny defaultné (pocet iteraci = 100, penalizace = 1000, systematické vypliiovani mfizky
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sadu, generator nahodnych cisel 12345), lze je ale zménit v samotném kodu. Vystupem

optimalizace je schéma semenného sadu a matice pfislusnych pfimych sousedstvi.

OrchSTAT je taktéz R bali¢ek. Je mozné jej pouzit k hodnoceni prostorového usporadani
jiz existujicich schémat. Pro pouziti tohoto nastroje byly taktéz vytvoreny pomocné soubory
s instrukcemi pro uzivatele. Nastroj hodnoti miru panmixie a inbridingu. Pro jeho pouziti je
potfeba R, Java a MS Excel a samotny balicek. Vstupy i1 vystupy jsou zadavany a generovany
do MS Excel. Vstupy jsou matice definujici plochu sadu, matice udavajici ID kazdého klonu
pfitomného v daném sadu a pocet ramet na klon pfislusného klonu a samotné schéma sadu
s prislusnymi ID klond. OrchSTAT vypocte parametry varmin a dmin @ koeficient variance pro
zadané schéma. Dale definuje tyto parametry véetné jejich smérodatnych odchylek pro 100
iteraci znadhodnéného schématu o stejnych vstupnich parametrech. Hodnoceni schématu tak
muze probéhnout jednak na zakladé danych parametrt, tak porovnanim téchto parametri se

zndhodnénym schématem.

Dal§im vystupem je R bali¢ek thinONA. Tento nastroj umoziuje provadét genetickou
probirku v semenném sadu s ohledem na prostorové rozmisténi jedinct. Balicek neoSetiuje
vybér klond urCenych k probirce (k tomu lze vyuzit nastroje prof. Lindgrena). Vystupem

thinONA je parametr varmi» a ptislusné schéma semenného sadu.

Veskery software je dostupny v knihovné R a také na webovych strankach:

https://katedry.czu.cz/en/kgfld/software nebo na https://osf.io/yg85m/files/osfstorage.
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6. Diskuse a doporuceni pro praxi

Limitace ONA pfistupu byly shrnuty v Chaloupkova a kol. (2016). Stejné limity plati pro
vSechny nastroje vychazejici z ONA. Vysledkem téchto limitt je napfiklad jista systemati¢nost
genetické probirky pii jejich vysSich intenzitach. Tento problém je mozné fesit napft. rozSifenim
optimalizovaného okoli na vétsi pocet pozic. Stejny problém, co do systematicnosti schématu
nastavaiv piipadé, kdy je pfi tvorb€ schématu neimérmné rozsireno optimalizované okoli kazdé
pozice. Takové rozsifeni na napi. 16, nebo 20 okolnich pozic mize byt v nékterych situacich
odiivodnéné, avsak s rostoucimi velikostmi klonil a se zmensujici se velikosti schématu mize
vést k vytvoreni nezadouciho prostorového vzorce. Tyto hranice by bylo mozné podrobit
dal§imu zkoumani a jejich rozsiteni by v nékterych ptipadech mohlo byt vyhodné. Pro ucely
vSech praci vSak bylo pracovano s okolim 8 pozic a pro praktické vyuziti koncovym uzivatelem
v béznych situacich se tento pocet zda byt dobte aplikovatelny.

Obecné se vychazi z predpokladu, ze optimalizace prostorového uspotradani semenného
sadu by méla byt zalozena na dvou pozadavcich, a to nahodnosti kfizeni a zamezeni
inbreedingu. Samotnou randomizaci schématu vSak neni mozné splnit oba tyto pozadavky. To
je patrné na vyslednych grafech ¢. 4 a 5 (Chaloupkova a kol. 2016). Grafy zobrazuji, ze
randomizované schéma nezaruci omezeni inbredniho kfizeni. MI design (Lstiburek a kol. 2015)
tento pozadavek ovSem zajisti velice efektivné, avSak nepracuje s pozadavkem na nahodnost
ktizeni. Je patrné, ze ONA design zaujima misto mezi témito dvéma piistupy. Ve vysledném
schématu nejsou vytvareny zadné pravidelné vzorce a zaroven dochézi ke kontrole inbreedingu.

Pouziti klonovych tad je kontroverzni piistup. V nekterych ptipadech je vSak mozné takto
postupovat diky biologickym specifikim urcitych druhti. Konkrétné u jehlicnant to umoziuje
nizkd mira samospraseni. Hlavnim argumentem pro takovy design je zjednoduSeni dal§iho
obhospodafovani semenného sadu. Je mozné tak vyznamné zefektivnit a zlevnit kontrolované
kiizeni (El-Kassaby 1995; O’Connell 2003). V publikaci Chaloupkova a kol. (2019) jsou
klonové fady feSeny pomoci MI designu (Latibarek a El-Kassaby 2010). Tento pfistup se ukazal
efektivnim v situaci, kdy mezi Casti klonu existuji piibuzenské vazby. Koncept klonovych rad
by vSak bylo mozné pouzit i pro neptibuzné klony v celé plose sadu a aplikovat jej pfimo na
metodiku ONA. Aktualni forma ONA designu toto pouziti umoziuje. Lze predpokladat, ze
takovy design by dosahl kvalit standardniho ONA designu.

V publikaci zaméfené na genetickou probirku (Chaloupkova a kol. 2022) je
prezentovano, ze je mozné genetickou probirku optimalizovat nejen z pohledu poctu klona

(Lindgren a Matheson 1986, Bondesson a Lindgren 1993, Lindgren 1993, Prescher a kol. 2008),

70



ale i z pohledu rozmisténi jedinct na plose. Po provedeni genetické probirky se predpoklada,
ze geneticka hodnota osiva je determinovana soucinem relativniho zastoupeni klonu a jejich
Slechtitelskymi hodnotami. Toto ofekavani je vSak podminéno nadhodnym kiizenim vSech
jedinca. Za predpokladu, ze rozptyl pylu je prostorové omezen je pak i v tomto piipade
hodnoceno predevsim nejblizsi sousedstvi vsech pozic (Funda a El-Kassaby 2013).

V praxi se mizeme setkat se situaci, kdy napt. cast klona neplodi a u ¢asti klona byla
zaroven prokazana nizka Slechtitelskd hodnota. V takovém pfipadé je Casto aplikovana
geneticka probirka s vysokou intenzitou. Aktualné ale neni dostupny zadny nastroj, ktery by
umozinoval dodate¢né vylepSeni takto oSetfenych semennych sad. Takové doplnéni novymi
jedinci s ohledem na jiz existujici rozmisténi by bylo mozné provést pravé pomoci ONA
nastroje (Chaloupkova a kol. 2016). Komplexni metodika, kdy by byl nejprve pouzit ONA pro
genetickou probirku (Chaloupkova a kol. 2022) a nasledné ONA nastroj pro doplnéni
semenného sadu (Chaloupkova a kol. 2016) zatim nebyl prostudovan a publikovan. Lze
predpokladat, ze takové pouziti ONA algoritmu by vedlo k vyznamnému zlepSeni kvality
prostorového schématu semenného sadu, byt realné vyuziti je limitovano ¢asovym odstupem
pro dosazeni plné plodnosti doplnénych roubovancti.

ONA metoda by mohla byt kromé zminénych pfistupi pouzita i pro rychlé zaclenéni
vysoce hodnotnych genotypt do lesnického provozu. Nekteré hodnotné populace mnohou trpét
nizkou genetickou diverzitou. Jejich zahrnutim do existujicich vysadeb semennych sadi by
mohla byt tato prekazka prekonana. ONA geneticka probirka by mohla byt prvnim krokem pfi
takovém postupu. Nasledné rozmisténi novych genotypi by mohlo byt provedeno taktéz
s vyuzitim ONA (Chaloupkova a kol. 2022). Intenzita takové genetické probirky by mohla byt
urcena oCekavanym vyslednym genetickym ziskem (Yamada a kol. 1975).

Intenzivni genetickd probirka vede ke ztratam co do kvantity produkce osiva. Velmi
intenzivni probirka muze také v né€kterych piipadech zpiasobit narGst parametru varmin
(Chaloupkova a kol. 2022). Slechtitelé by si mé&li byt téchto efektd védomi a zvazit tak pouZiti
genetické probirky. Lze zvazit urychleni Slechtitelského cyklu pouzitim napf. Casnych testt
potomstev, nebo genomickych metod, kterymi 1ze zcela predejit nutnosti dodate¢né genetické
probirky v semenném sadu. Geneticka probirka muze byt naopak velice pfinosna ve
Slechtitelskych programech s omezenymi finan¢nimi zdroji a dlouhym generanim intervalem.
Takové programy operuji s velkym mnozstvim genotypd, které mohou byt efektivné
optimalizovany. Lze pfedpokladat, ze v pfipadé méné efektivnich designti dojde pouzitim ONA
genetické probirky spise ke sniZeni parametru varmin. Slechtitel miZe eventualni piinos pro

konkrétni sad posoudit jednoduse pomoci dostupného nastroje OrchSTAT. Provedené studie
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ukazaly, ze genetickd probirka v kombinaci s LD pfistupem (Lindgren a Matheson 1986)
vyrazn€ snizuje varmin 1 pil intenzit€ probirky 25%. Takovou intenzitu je mozné aplikovat 1
v praxi. Samoziejme je tak dosazeno vysSiho genetického zisku pifi dané efektivni velikosti
populace. Pro optimalizaci genetického zisku a efektivni velikosti populace je mozné kromé
standardniho LD protokolu vyuzit také novéjsiho optimaliza¢niho pfistupu autori Funda a kol.
(2009). Predpokladame ale, ze vyuziti tohoto pfistupu by vyznamné neovlivnilo vysledky
prostorové optimalizace genetické probirky.

Z pohledu zamezeni negativnimu vlivu samospraSeni je v praxi nejvyhodnéjsi a
nejCastéjsi sousedstvi jakkoli pfibuznych klont zcela eliminovat. Samoziejmeé se vSak mizeme
setkat se situaci, kdy to neni zcela mozné. V teoretické rovin¢ je pak mozné takovych scénatt
vytvorit velké mnozstvi. Poté je optimalni nékterym sousedstvim urcitych dvojic klont pfiradit
vyssi vahu penalizace neZ jinym. Takovy postup muze byt napf. alternativou k hybridnimu
schématu, tak jak bylo prezentovano v Chaloupkova a kol. (2019). Déle by bylo mozné tento

postup provérit na modelovych piikladech s realnymi daty.
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7. 1Z.avér

V této disertacni praci a prislusnych publikacich je popsan model, ktery predstavuje moznosti
feSeni prostorového rozmisténi jedinci v semennych sadech pomoci ONA algoritmu ve
specifickych situacich. Jedna se o samotny ONA design a jeho samostatné vyuziti, ¢i vyuziti
v kombinaci s MI designem. Vysledky takové aplikace jsou porovnavany s dal§imi existujicimi
designy z pohledu panmixie a minimalizace inbreedingu. Déale je prezentovan postup pro
vylepSovani stavajicich sadi. Geneticka probirka s vyuzitim ONA je demonstrovana na
modelovych 1 redlnych datech. Prace také predstavuje v soucasnosti dostupné softwarové
nastroje. Stejné tak jsou prezentovany dalsi zatim nepublikované, av§ak na teoretické roving jiz
proveéfené moznosti vyuziti ONA. Je zde k dispozici 1 souhrn lokalit kde byl ONA design jiz
pouzit v praxi. VSechny prezentované moznosti vyuziti podporuji panmixii kiizeni
prostiednictvim vyrovnavani pocta pfimych sousedstvi mezi v§emi klony. Na zaveér prace jsou

diskutovany dalsi moznosti vyuziti a roz§ifeni algoritmu.
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9. Prilohy

1.

2
3
4
5
6.
7
8
9

Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA , ¢ast ,,Orchard”.

Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, &ast ,,Input”.

Kod, ¢ast Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast , Evaluation®.
Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,Neighbours”.

Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,Data”.

Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,Output”.

Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,Orchard”.

Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,Neighbours”.

Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,Input”.

10. Kéd pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,,Selection”.
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1. Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA , ¢ast ,,Orchard® .

27orchardR» | @ ]InputR* @ |Evaluation.R * @] Neighbours.R * @ |DataR» @] Output.R %

] [sourceonsave | Q /'~ il
1 rm(list=1s())

2 start.time <- Sys.time()

3

4 #library(compiler)

5 #enablelIT(3)

6 1library(gdata)

7

8 source("Input.rR")

9

10 write("Min theoretical variance...”, file = "bestorchard.txt”, varmin, append = FALSE, "\n")
11 write("®", file = "bestorchard.txt”, append = TRUE, sep = " "
12 write("#", file = "bestpairs.txt”, append = FALSE, sep = " ")
13 write("=", file = "varmin.txt", append = FALSE, sep = " ")
14

15~ for (iter in 1:NITER) {

16 cat("iter = ", iter, "\n")

17 penalty =- 0

18

19 source("Data.RrR")

20

21 - if(choice == 0) { # systematickA€ vyplL-ovA nA.
22~ for (i in 1:rows) {

23~ for (j in 1:columns) {

24 - if(orchard[i,j] == 0) {

25 source("Evaluation.R") # vyplnA-nA. pozice nejlepL”A.m kandidA™tem
26

27 ¥

28 ¥

20 1

30

31~ else { # nA"hodnA€ vyplL-ovA nA.

32

33 # 1. najA.t vL echna volnA~™ mA.sta ve schA@matu
34 X =- array(c(0:0),dim=empty)

35 y <- array(c(0:0),dim=empty)

36 count <- O # poATA.tadlo prA“zdnA"ch mA.st

37~ for (i in 1l:rows) {

38~ for (j in 1:columns) {

39~ if(orchard[1,j] == 0) {

40 count <- count + 1

41 x[count] <- i # a zapsat x pozice do vektoru
42 yl[count] <- j # a zapsat y pozice do vektoru
413

44 H

45 B

46

47 # 2. znA"hodnit zjiLl"tA>nA” volnA” mA.sta

48 rx =- array(c(0:0),dim=empty)

49 ry <=- array(c(0:0),dim=empty)

50 r <- sample(c(l:count), count) # ni hodniA™ [(™ada ATA.sel
51~ for(i in 1:count) { # znA"hodnd:nA. (™ad a sloupclZ

52 rx[i] <- x[r[i]]

33 ry[i] <= y[r[i]]

54 }

55

56 # 3. nA hodnA® vypllL-ovA nA-

57 ~ for(t in 1:count) { # znA hodnA-nA. (™ad a sloupclz
58 i <- rx[t] # x-soul™adnice nA”hodniA@ pozice

59 j =- ry[t] # y-soul™adnice nA"hodnA& pozice

60 source("Evaluation.R") # vyplnA:nA. pozice nejlepL A.m kandidA " tem
61

62 T

63

64 ~ if(printchoice < 1) {

65 source("output.r")

66 1

67

68~ if(min < totalmin) {

69 totalmin <- min

70 bestorchard <- orchard

71 print(bestorchard)

72 bestpairs =- pairs

73 - o T, "\n")

74 cat{"criterion = ", min, "\n")

75 cat("variance:", var(upperTriangle(bestpairs, diag=raLse))*((size-1)/size), "\n")
76~ if(printchoice —— 1) {

77 source("output.rR")

78

79

80 gc()

81

82

83 cat("xxx BEST SOLUTION xxx", "\n')

84 cat("min theoretical variance..."”, varmin, "\n")

85 cat(’sest variance:”, var(upperTriangle(bestpairs, diag=FaLsSE))*((size-1)/size), "\n")

86 end.time =- sys.time()

87 time.taken <- end.time start.time

88 cat("Computing time:", time.taken, "\n")

89 cat("computing time/iteration:”, time.taken/NITER, "‘n")
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2. Kdd pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ., Input™.

@ orchardR %  @7InputR» @7 EvaluationR % @] NeighboursR» @ ]DataR» ] OutputR »

= [sourceonSave | Q /- ]

1 # vstup zadA“vanA” ulTivatelem
2 NITER <- 100 # poATet nezA“vislA“ch iteracA.-
3 weight <- 100 # vA"ha pL™iL™azenA” separaci ramet stejnA8ho klonu (0 = nulovA™ vA"ha)
4 set.seed(12345) # seed pro generA”tor nA"hodnA ch ATA.sel
5 choice <- 0 # systematickAe vyplL-ovA"'nA. = 0, nA"hodnA2 vyplL-ovA"'nA. =1
6 printchoice <- 0 # 1 tiskne vA sledky nejlepL™A.ch (™ef enA., 0 tiskne vL echny vA sledky (do soubor(Z)
7
8 # deklarace ostatnA.ch promi:nnA~ch
9 totalmin <- 9999999999999
10 |
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3. Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,,Evaluation™.

@7 orchardR % @7InputR» @7Evaluation.R » | @] NeighboursR» @ ]DataR» @] OutputR =
3] [Jsourceonsave = Q A -| i

1 NC <- (sum(trees > 0)) # number of trees not allocated

2

3 # sample randomly trees that are not allocated and store them in a vector
4~ Hif(NC = 1) {

5 candidates <- sample(trees[trees > 0], NC)

6~ 7 else {

7 candidates <- max(trees)

8

10 # now evaluate each candidate (one at a time)

11 min <- 99999999999

12~ for (k in 1:NC) {

13 orchard[i,j] <- candidates|[k]

14 source("Neighbours.R") # we evaluate the candidate with direct neigbours
15~ if(criterion < min) { # we store data on the best solution so far

16 min <- criterion

17 best.tree <- candidates[k]
18 T

13 3

20

21 # and pick the best tree

22 1 =-1

23 best «<- 0

24

25~ while(best == 0){

26~ if(trees[1] == best.tree) {
27 trees[1] <- 0

28 orchard[i,j] <- best.tree
29 best <- 1

30 }

31 1<-1+1

32 1
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4. Kdd pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,,Neighbours™.

@] orchard.R » @ ]InputR* @ ]EvaluationR* (7NeighboursR* @ |DataR* @ ]OutputR x

B [sourceonsave | Q A+ i}

1 # loop through the whole matrix and sum all pair-wise matches
2 pairs =- array(0:0, dim = c(NT,NT))

3 penalty <- 0

4

5+ for (r in l:rows) {

6~ for (c in 1:columns) |

7 left = 0; right = 0; up = 0; down = O

8

a center <- orchard[r,c]

10

11 if(c '= 1) left <- orchard[r,c-1]

12 if(left == center) penalty = penalty + 1

13

14 if(c !'= columns) right <- orchard[r,c+1]

15 if(right == center) penalty = penalty + 1
16

17 if(r '= 1) up <- orchard(r-1,c]

18 if(up == center) penalty = penalty + 1

19

20 if(r != rows) down <- orchard[r+1,c]

21 if(down == center) penalty = penalty + 1

22

23~ if(left = 0) {

24 pairs[center,left] <- pairs[center,left] + 1
25

26

27~ if(right '= 0) {

28 pairs[center,right] <- pairs[center,right] + 1
29 ¥

30

31~ if(up '= 0) {

32 pairs[center,up] <- pairs[center,up] + 1

B2

34

35~ if(down '= 0) {

36 pairs[center ,down] <- pairs[center,down] + 1
37

38 }

39 %
40

41 # remove reciprocals from the diagonal
42 diagonal <- diag(pairs)

s
s
4

for (z in 1:NT){
45~ if(diagonallz] = 0) {

46 diagonal[z] <- diagonal[z] /2
47 }

48 T

49 diag(pairs) <- diagonal

50

51 penalty <- penalty/2
52 size <- (NT*NT-NT)/2 # size of the upper triangular matrix

54 #criterion <- var(pairs), pL™enA sobujeme korekcA-, protoLTe poATA.tA me rozptyl pro celou populaci, nikoliv sample
55 criterion <- var(upperTriangle(pairs, diag=rFaLse))*((size-1)/size) + penaltyweight

57 # criterion <- 1 # this value would provide random schemes, unmark this and hide everything else
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5. Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢ast ,,Data”.

®7orchardR* @7InputR» @ 7EvaluationR» ©7Neighbours.R* @ DataR* @] OutputR

E [JsourceonSave | G A = 1|

1 #vektor trees obsahuje seznam vL”ech klonlZ a ramet, kterA@ se majA. rozmi.stit do vA"sTednABho schAématu
2
3 #trees <- array(c(1,1,1,1,2,2,2,2,3,3,3,3,4,4,4,4), dim = 16)
4
5 trees <- array(c(1,1,1,1,1,1,2,2,2,2,3,3,3,3,4,4), dim = 16) # konkrA®tnA. ramety, ATA.slovA™nA. vzestupnA» dle klonLZ,
6 #
7 clonalsize <- ¢(3,2,2,2) # poATty ramet dA.1ATA.ch klonlz, nutni@ zadat
8
9 # clonalsize <- c(4,4,4,4)
10
11 # x- strana m(™A.(Te
12 x <- 4 # nutni@ zadat
13 # y- strana m(™A.(Te
14 y <- 4 # nutnie zadat
15
16 psm <- x*(y-1)+y*(x-1) # poATet sousedstvA. na mL™A.LTi
17

18 # matice orchard obsahuje seznam v(“ech pozic vA"slednA€ho schA@ématu
19 #orchard <- array(0:0, dim = c(x,y))

21 #orchard <- data.matrix(data, rownames.force = NA)
22 orchard < matrix(c(0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0,0), nrow=4, ncol=4, byrow = TRUE)

24 #poATet klonlz vstupujA.cA-ch do evaluace (vATetnA: tAs-ch z MI schA@matu), musA- bA"t ATA.slovanA@ od 1 do NT!
25 NT <- max(trees)+0 # v p(™A.padA> p(™edchozA.ho MI schA@matu: nutni@ pL™idat dalL A. ATA.sla

27 rows <- nrow(orchard)
28 columns <- ncol(orchard)
29 empty <- length(which(orchard != 0)) # poATet prA“zdnA“ch pozic v zadanA®m schA@matu

31 # vA poATet minimA”TnA-ho rozptylu

32 res.comb <- combn(clonalsize, 2)

33 soucin =- sum(res.comb[1,]*res.comb[2,])
34 v < (res.comb[1,]*res.comb[2,])/soucin

35 v <- vepsm

36 varmin =- var (v)*((length(v)-1)/length(v))|
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6. Kod pro tvorbu schémat pomoci ONA, ¢€ast ,,Output®.

@ JorchardR @ inputRx @] Rx @] R¥% @]DataRx @] OutputR %

| B W

[[]Source on Save Q 7~

write(iter, file = "bestorchard.txt”, append = TRUE, sep = " ")

write(var (upperTriangle(bestpairs, diag=FALSE))*((size-1)/size), file = "bestorchard.txt”, append = TRUE, sep =

write.table(bestorchard,file="bestorchard.txt”, append = TRUE,col.names=F,row.names=F)

write(iter, file = "bestpairs.txt’|, append = TRUE, sep = " ")

write.table(bestpairs,file="bestpairs.txt”, append = TRUE,col.names=F,row.names=F)

write(min, file = "varmin.txt", append = TRUE, sep = " ")
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7. Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,,Orchard™.

O oncherd® « O Neighboursh = O 1inputR % O Selecton® »
| 4 Soucacnse R /- [
1 rm(list=1s0))
start.time <- Sys.time()
3 Tlibrary(gdata)
4 #setwd("~/ONA layout™)
-q_-nde fuuum(x) { # Mode function

unique_x <-
tabulate_x <- nhuhte(uuh(x. unique_x))
; unique_x[tabulatex «« max(tabulatex)]

oy

1

L§- for (iter in 1:10)(

4 source("Input.R")

5 NT <- max(trees)

16 rows <- nrow(orchard)

columns «- Mul(wcharﬂ

write("* e « “neworchard.txt”, append « TRUE, sep « *
pairs < array(o 0. dim = ((nv

NC <~ (sum(removal > 0)) # pocet jedince k odstraneni

. for (1 in 1:NC) { # postupne odstranime NC jedincy ze s(nm tu

my_mode(removal) # nalezni ntj?n( ejsi klon neho wher e seznamy
ni'\diﬁ(e <= ‘f(lu\qth(l) > 1) samp) (I/_mde(r-wll) 1) else -y.lode(rml)
rs < pairs
source(" nuﬁmrs n )
I u‘lgml s E:zv lonem je “candidate” v nq(gmgnl kombinaci
' vr lede ] inace po radce matice “pairs
(candidate < NT) colsp = candidate+1 else colsp = candidate
|f(nnd|due > 1) rowsp = candidate-1 else rowsp = candidate

ca = pairs[candidate,colsp:ncol (pairs)]
nejvetsi hodnoty naprave od d
+ candidate # m\m poz!u xe(o nuvus) hodnoty (sloupec matice pair)

€2r <- match(clr,.

ohledej kombinace nd:lm]m(v matice "pairs”

€2c <- match(clc,ca) # naidi povarzici teto nejvetsi hootmw (radka matice pair)

# wyher nejvetsi hodnoty z ohou moznesti
1f(clr > (l()(
ox <
cy <= czr # id klony
else

EEREEBEYRLRUNREER

45

46 n <« (

a7 oy < &6 # i Klow

48+ )

9 2

50 * oyni cvunu ( umhd-le a “cy' ) pro kterou hlgdpe qu]u,ny vyskyt
51 source(™ sele(nm.l ) # vys ow,5c0l”, 7 ktere odstranime “candidate”
52 orchard(srow,scol] <- 0 # ods(rmu ﬁndvdﬁu z pozice v sady

53 pos <- match(candidate,removal) # pozice candidate ve vektory remove

54 removal <- removal[-pos] # odstranit candidate z vektoru remove

$54

56

57 pairs <- pairs*0

58 source(“Nei rs.R") # spocitej finalni matici pairs

ghbou
59 -r:;e\!b'la(ordurd.flle'bcsLGLar:Mrd_phsy_m&ut". append = TRUE,col.names=F , row. names=i)
9
62 write.table(pairs,file="best_GT_pairs_plasy RD20.txt", append = TRUE,col.names=F ,row.names=+)
gcO)

2 write(haha, file="variance_plasy RD20.txt", append = TRUE)
67+}
68
69 end.time <- Sys.time()
70 time.taken <~ end.time - start.time
g cat("Computing time:", time.taken, "\n")
3
74 # rotate < function(x) t(apply(x, 2, rev))
.

75
76 # image(rotate(orchard))
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8. Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,,Neighbours™

O orchardR » @ | NeighboursR @ inputR = 9@ Selection.R

=] & Sourceon Save | QS+
1 # loop through the whole matrix and sum all pair-wise matches
2 penalty <- 0

4+ for (r in 1:rows) {
5+ for (c in 1:columns) {

6 Teft right = 0; up = 0; down =

7 1eftup ~"o; r1ghtup = 0; leftdown = 0; rightdown = 0;
8

9 center <- orchard[r,c]

10

11~ 1f(c 1= 1) {left <- orchard[r,c-1]

12 flr 1) leftup <- orchard[r-1,c-1]

13 N 1F(r = rows) leftdown <- orchard[r+1,c-1]

14 -

15 if(left enter) penalty = penalt

16 if(leftup center) penalty = penalty + 1

17 if(leftdown — center) penalty — penalty + 1

18

19- if(c != columns) {right <- orchard[r,c+1]

20 |f(r ) rightup <- orchard[r-1,c+1]

21 if(r rows) rightdown <- orchard[ul c+1]

224 1

23 if(right = center) penalty = penalt;

24 if(rightup center) penalty = penalty + 1

25 if(rightdown center) penalty = penalty + 1

26

27 if(r 1= 1) up <- orchard[r-1,c]

28 if(up = center) penalty = penalty + 1

29

30 if(r != rows) down <- orchard[r+1,c]

31 if(down == center) penalty = penalty + 1

32

33+ if(leftup 1= 0) {

34 pairs[center,leftup] <- pairs[center,leftup] + 1
354 1

36

37~ if(rightup 1= 0) {

38 pairs[center,rightup] <- pairs[center,rightup] + 1
BOS }

40

41~ if(leftdown != 0) {

42 pairs[center,leftdown] <- pairs([center,leftdown] + 1
43+ }

44

45+ if(rightdown '= 0) {

46 pairs[center,rightdown] <- pairs[center,rightdown] + 1
47 -

48

49~ if(left 1= 0)_{

50 pairs[center,left] <- pairs[center,left] + 1

51- 3

52

33~ if(right |

22 p.trslcenter riqhu < pairs(center,right] + 1

56

87« ifCup 1= 0) {

zg pairs(center,up] < pairs[center,up) + 1

60 ;i

61~ if(down |- 0)

g; puhslcenler dwn] < pairs[center down] + 1

64+ )

65+ )

66

67 # remove reciprocals from the diagonal

gg diagonal < diag(pairs)

70~ for (z in 1:NT){

71+« if(diagonaliz] - 0) (

;g i diagonal(z) < diagonallz]/2

74+ )

75 diag(pairs) < diagonal

76

77 penalty < penalty/2

78 size <- (NT*NT-NT)/2 # size of the upper triangular matrix
79

80 #criterion <- var(pairs), pl™enA“sobujeme korekcA:, protolTe poATA:tA me rozptyl pro ce lou populaci, nikoliv sample
81 criterion « val(upperYrinnq'le(pairs. diag-FALSE)) " ((size-1)/size) + penalty weigl
82

83

s-; haha < var(upperTriangle(pairs, diag-FALSE))"((size 1)/size)
8

86

87

88

89 # criterion <- 1 # this value would provide random schemes, unmark this and hide everything else

1320 | (Top Level) ¢
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9. Kod pro ONA genetickou probirku, ¢ast ., Input®.

@7 orchard R @7 InputR @] NeighboursR » @7 SelectionR
&2 & ["JSourceonSave | & 7~

1 # general input

2 weight <- 100 # weight to separate ramets of the same clone (0 = no weight)
3 set.seed(12345) # random seed number

4 printchoice <- 1 # 1 print out the best solution, 0 print out all solutions (to a file)
5

6 # orchard <- matrix(c(5,2,3,4,5,

7 % 3.4,5,1,2,

8 £ 5,1,2,3,4,

9 £ 2,3,4,5,1,

10 # 4,5,1,4,0), nrow=5, ncol=5, byrow = TRUE)

11

12 rm(list=1s(Q))

13 Tlibrary("readx1")

14 my_data <- read_excel("Plasy RAND.x1Isx", range = "5!A1:BF21", col_names = FALSE)
15 orchard <- as.matrix(my_data)

17 # orchard <- read.table(file = "ystup.txt",
18 # sep = """, header=FALSE)

seznam klonu a rame
trees <- array(c(l

removal <- array(c(1,1))

N
&
LR U T Y
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10. Ko6d pro ONA genetickou probirku, ¢ast ,,Selection™

© ochardR < O inputR « O NeghtounsR «  © SeectionR -
SouceonsSve | R S |

# mame dvojici (“candidate" a "y"). pro kterou hledame spolecny vyskyt
# v primen sousedstvi v matici orchard

l fmd distances ween row and column indexes
ch(orchard—orchard, arr. ind=TRUE)
4 < as.matr “maximum’, diag-TRUE, upper=TRUE))

# extract neighbouring values fur each element

# extract where max distance

10 a < apply(d, 1, function(i) or:hlrd(i =1])
names(a) <- orchard

12
# convert to a matrix, where row is the position going down and right
# and columns are nngnbw
z_mat <~ t(sapply(a, 'length<-', max(lengths(a))))
pozice <- rep(0, hngd\(wdurd)) # pozice kandidata
18 # cycle through the orchard

n
2col « ncol (z_mat)

1+ for (c in 1:columns) {
§‘ fw(rv lrm)(
4

count +
vnll orchard(r, l
. if((vall == (mdidlu)&(or(h-rl‘[r c]>0)) {
. or (v in 1:2
. 1f((sm}£(z_n:[¢nunt vl = ey)) {
; pozice[count] «

# hodnota "1" ve vektory " nou(e znaci, ze na tento pozici je pritomen “candidate™
# v primem sousedstvi s
#n
” u

&

a techto pozicich budu nnslusnw ramety postupne odstranovat a zjistovat co to
dela s kriterialni funkei

40 crts < rep(9999999, length(orchard))

41 count = 0

42 - for (c0 in 1:columns) [
43-  for (romlrws)(
44 coun count + 1

45~ |f(ordurd[ﬂ €0]>0) {
46 if(nﬂﬁu[mtl——l) {

47 mem <- orchard(r0 zo)
48 Mdllrd[ro 0] <
49 pairs <- pairs‘0
50 source("Neighbours.R") # find the value of criterion
s1 crtsicount] <- criterion # record the criterion
52 orchard mem # return candidate to the position
53 }
54+ )
gss )
56+ )
57
S8 # select the best solution (lowespccitacion)
59 minc <~ min(crts) # find the wini
60 pinc < match(minc,crts) # find ocation of the minimm
61

srow = 0
6] s:o\ - o
55 N fmd tN location of the best solution in the orchard

for (c in 1:columns) {
67' for (r in 1:rows) [
- count + 1
iflcount = pinc) {
row <- r
scol <- ¢
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