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Geneticka analyza mimojaderné DNA u odrid bramboru

ve vztahu k fenotypu
Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva podrobnou genetickou analyzou odriid bramboru
(Solanum tuberosum L.). V teoretické Casti je popsana botanicka charakteristika druhu lilek
brambor, ktery nalezi do ¢eledi Solanaceae. Dale jsou popsany klicové oblasti cytogenetiky
a vyuziti brambor v zeméd¢lstvi a potravinafstvi.

Dalsi kapitoly se zaméfuji na mimojadernou DNA, ktera se nachazi v semiautonomnich
organeléch, jako jsou mitochondrie a plastidy. Tato ¢ast obsahuje piehled struktury a funkce
mitochondrialni a plastidové DNA, véetné jejich role v dédicnosti a vlivu na fenotypové
vlastnosti rostlin.

V posledni kapitole teoretické ¢asti jsou popsdny metody molekularni biologie pouzité
v experimentalni ¢asti prace. Jedna se zejména o podrobny popis techniky PCR a metody
vyuzivajici restrikéni endonukledzy, konkrétné enzym BamHI, pro analyzu fragmentl DNA.

Prakticka Cast prace se zaméfuje na optimalizaci multiplex PCR reakce, po které
nasledovala amplifikace vzorkti. Nasledné byly vzorky S$tépeny restrikéni endonukleazou
BamHI. Na zakladé vysledkt z molekularni analyzy byly u jednotlivych odrtd identifikovany
haplotypy cytoplazmy. Vybrané odridy bramboru byly hodnoceny pomoci klasifikatort
z databaze GRIN v nékolika charakteristickych znacich, které byly identifikovany jako
potencidlné souvisejici s genotypem. Celkem bylo analyzovdano 421 odrid, pficemz
molekularni analyzy byly provedeny na souboru 185 az 223 odrid.

Ziskana data byla pievedena do binarni matice a statisticky vyhodnocena v programu
Statistica. Nasledna analyza byla provedena pomoci softwaru DARwin 06, ktery umoznil
jak statistické, tak grafické zpracovani dat. Dale byla provedena analyza hlavnich komponent
pro zjisténi vlivu cytoplazmatické DNA v celém souboru napti¢ v§emi vlastnostmi.

Vysledky ukazaly ze nékteré fenotypové vlastnosti (tvar hlizy, typ hlizy, barva duziny hlizy,

délka vegetacniho obdobi odrtdy) jsou zavislé na mimojaderné DNA s hladinou vyznamnosti
a = 0,05, které byly graficky znazornény v dendorgramech.
Kli¢ova slova: odridy bramboru; mimojaderna DNA; multiplex PCR; haplotypy cytoplazmy;

fenotypy hliz



Genetic analysis of extranuclear DNA in potato varieties in
relation to phenotype

Summary

This thesis focuses on a detailed genetic analysis of potato (Solanum tuberosum L.)
varieties. In the theoretical part, the botanical characteristics of the potato eggplant species,
which belongs to the family Solanaceae, are described. In addition, the key areas of cytogenetics
and the use of potatoes in agriculture and food are described.

Other chapters focus on the extranuclear DNA found in semiautonomous organelles
such as mitochondria and plastids. This section reviews the structure and function
of mitochondrial and plastid DNA, including their role in inheritance and their influence
on plant phenotypic traits. The last chapter of the theoretical part describes the molecular
biology methods used in the experimental part of the thesis. This includes a detailed description
of the PCR technique, including the optimization of the PCR reaction, and methods using
restriction endonucleases, specifically the enzyme BamHlI, for the analysis of DNA fragments.
Furthermore, electrophoresis techniques for the separation and visualization of DNA fragments
are presented.

The practical part of the work focuses on the optimization of the multiplex PCR
reaction, followed by amplification of the samples. Subsequently, the samples were cleaved
with the restriction endonuclease BamHI. Based on the results from the molecular analysis,
cytoplasmic haplotypes were identified for individual accessions. Selected potato cultivars were
evaluated using classifiers from the GRIN database for several traits identified as potentially
related to the genotype. A total of 239 varieties were analysed, and molecular analyses were
performed on a set of 185 to 224 varieties.

The data obtained were converted into a binary matrix and statistically evaluated using
the Statistica software.

The analysis was performed using DARWIN software, which allowed both statistical
and graphical processing of the data. Subsequently, principal component analysis was
performed to determine the influence of cytoplasmic DNA across all features. The results
showed that some phenotypic traits (tuber shape, tuber type, tuber flesh color, and length
of the variety's vegetation period) are dependent on extrachromosomal DNA at a significance
level of a.=0.05, as illustrated in the dendrograms.

Keywords: potato varieties, extranuclear DNA, multiplex PCR, cytoplasmic haplotypes, tuber

phenotypes
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1 Uvod

Brambor (Solanum tuberosum L.) patii mezi podstatné zeméd¢lské plodiny soucasnosti. Je
cenén nejen pro svou vyzivovou hodnotu a univerzalni vyuziti v potravinafstvi, ale také jako
vyznamna surovina pro vyrobu $krobu, lihu a krmiv (Sampaio et al. 2020). V Ceské republice
ma pestovani brambor dlouhou tradici a tato plodina stale zGstava diillezitou soucasti rostlinné
vyroby (Zizka 2023).

V minulosti se vétSina Slechtitelské a genetické pozornosti soustiedila predevsim
plastidovéa a mitochondrialni. Tato tzv. cytoplazmaticka DNA je dédéna zpravidla po matetské
linii a zajiSt'uje nekteré zakladni bunécné funkce, naptiklad fotosyntézu nebo bunééné dychani
(Camus et al. 2022). I kdyzZ predstavuje pouze malou ¢ast celkové genetické informace rostliny,
jeji vyznam je nesporné dilezity, a to nejen z hlediska fyziologie rostliny, ale také v souvislosti
s nékterymi dédicnymi znaky, které se mohou projevit na urovni fenotypu
(Martinez Zapater et al. 1992).

U bramboru bylo popsano nékolik odlisnych typi cytoplazmy, které se lisi podle svého
pivodu. Neékteré pochazeji z kulturnich forem, jiné z divokych druht rodu Solanum
(Hosaka & Sanetomo 2009).

V ramci Slechténi brambor se historicky vyuzivalo cileného kiizeni odliSnych odrid, ¢asto
s riznymi typy cytoplazmatickych genomti. Jedinci se stejnym typem cytoplazmy mohou sdilet
urcité agronomické znaky, jako je naptiklad vyssi obsah Skrobu, pozdni zralost nebo zvySena
odolnost vuci chorobam (Sanetomo & Gebhardt 2015). Jednim z hlavnich cild $lechténi byva
zvySeni odolnosti vii€i biotickému stresu a zaroven tvorba linii se samci sterilitou, coz je
dulezité pii hybridnim §lechténi (Sanetomo & Hosaka 2011).

Cilem této prace je zjistit, jaké typy cytoplazmy se vyskytuji u vybraného souboru odriid
bramboru, a zda lze jejich pfitomnost spojit s konkrétnimi znaky hliz. K tomu byly vyuzity
metody molekularni biologie, predev§im PCR a restrikéni analyza, nasledné byly vysledky
porovnany s fenotypovymi daty dostupnymi z mezindrodni databdze GRIN. Statistické
zpracovani probéhlo v programu DARwin 6, ktery umoziuje nejen vizualizaci genetickych
vztaht, ale i hledani moznych asociaci mezi genotypem a znakem a v programu Statistica,
kdy byla data zpracovana neparametrickym Kruskal-Wallis testem a post-hoc testem Dunnové.
V této praci byla jednou z pouzitych metod analyza hlavnich komponent (PCA), ktera slouzi
k vyhodnoceni vztahti mezi vzorky na zaklad¢ vice soucasné sledovanych znakd.

Tato prace tak navazuje na dosavadni poznatky o vlivu cytoplazmatické DNA u bramboru
a snazi se prispét nejen z pohledu zakladniho vyzkumu, ale 1 s moZnym piesahem
do praktického Slechténi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Védecka hypotéza:

V Ceském a evropském sortimentu odriid bramboru lze detekovat rtizné haplotypy
cytoplazmy (T, D, W). Ptitomnost téchto haplotypti je mozné asociovat s vybranymi
fenotypovymi charakteristikami hliz bramboru.

Cile prace:

Cilem prace je geneticka analyza mimojaderné DNA (plastidové a mitochondrialni)
u vybraného sortimentu odriild bramboru (Solanum tuberosum L.) s riznym potravinaiskym
vyuzitim pomoci standardnich PCR markert. Dil¢im cilem price je analyza ziskanych
molekularnich dat anaslednd asociace mezi haplotypem cytoplazmy a vybranymi
fenotypovymi charakteristikami hliz bramboru.



3 Literarni reSerse

3.1 Solanaceae

Celed” Solanaceae (lilkovité) je jednou z nejvyznamnéjsich skupin krytosemennych
rostlin, zahrnujici vice nez 96 roda a 23 000 druhi (Davenport 2004). Tyto rostliny se vyskytuji
po celém svété v riaznorodych ekosystémech, od pousti po destné pralesy. Jedna se o jednoleté
byliny az vytrvalé stromy. Diky své rozmanitosti, Sirokému vyuziti a védeckému vyznamu je
tato celed klicovym objektem zdjmu v zemédé€lstvi a v biologickém vyzkumu
(Martinez et al. 2017).

Rostliny lilkovitych se vyznacuji specifickymi biologickymi vlastnostmi, jako jsou
napadné kvéty s péeti srostlymi kaliSnimi a korunnimi listky, bobulovité nebo tobolkovité plody
a Casto piitomnost toxickych alkaloidi. Mezi nejvyznamnéjsi druhy patii naptiklad brambory,
které diky svym jedlym hlizam slouzi jako zdsobarny zivin
(Knapp et al. 2004; Cardenas et al. 2015).

3.1.1 Zastupci

Celed’ lilkovité jsou charakteristické svou diileZitou ekologickou a hospodafskou hodnotou.
Zahrnuji jednoleté, dvouleté i1 vytrvalé druhy s riznymi ristovymi formami, jako jsou byliny,
kefe nebo stromy, které mohou byt vzptimené ¢i popinavé (Knapp et al. 2004; Morris
& Taylor 2017). Mezi nejznamé;jsi zastupce patii:

e Solanum lycopersicum (rajce)

o Solanum tuberosum (brambor)
o Solanum melongena (lilek)

« Nicotiana tabacum (tabak)

e Capsicum annuum (paprika)

e Petunia spp. (petunie)

Celed’ Solanaceae zahrnuje druhy, které jsou dilezitymi potravinovymi plodinami,
okrasnymi rostlinami a zdroji 1é¢ivych latek, jako je napiiklad tabak (Nicotiana tabacum), rulik
(Atropa belladona), blin (Hyosciamus) nebo durman (Datura). Diky této rozmanitosti
se lilkovité fadi mezi nejcennéjsi a nejrozmanitéjsi celedi mezi zemédélskymi a zahradnimi
plodinami (Lian et al. 2022).

3.1.2 VIlastnosti

Zastupci lilkovitych jsou charakterizovani kvéty s péti srostlymi kaliSnimi a korunnimi
listky, péti tyC¢inkami a svrchnim semenikem, ktery je tvofen dvéma srostlymi plodolisty.
Semenik je umistén §ikmo na bazalnim disku pletiva. Cnélka je jednoducha a nese
dvoulalo¢nou bliznu. Kvéty jsou Casto napadné a obvykle opylovany hmyzem.

Listy lilkovitych jsou jednoduché nebo sloZené, obvykle stfidavé, €asto s vyraznou
Zilnatinou.
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Plody této celedi zahrnuji bobule nebo tobolky, ptficemz nekteré druhy produkuji jedlé
plody, zatimco jiné obsahuji toxické alkaloidy.

Kofeny jsou ¢asto bohaté na zasobni latky a mohou tvofit hlizy, coz je typické naptiklad
pro brambory (Solanum tuberosum L.) (Knapp et al. 2004; Lian et al. 2022).

Solanaceae 1ze nalézt po celém svéte, avSak nejveEtsi diverzita je v Latinské Americe,
kde mtzeme naleznout az 40 endemickych druhti. V oblasti mirného pdsma se nachazi ptiblizné
50 druhid. Rod Solanum, jeden z nejvétsich rodu této Celedi, zahrnuje téméf polovinu vSech
druht lilkovitych, véetné vSech divokych druht brambor, které se vyskytuji v zdpadni polokouli
(Martinez et al. 2017).

3.1.3 Vyznam

Celed Solanaceae poskytuje velké mmnoZstvi riznorudych vyuziti. Produkty jsou
vyuzivany jako 1é¢iva, potraviny ale i pro zabavu. Tato ¢eled’ zahrnuje jedlé druhy, jako jsou
brambory, raj¢ata a lilek. Mezi 1é¢ivé rostliny patii rulik zlomocny, durman, tabédk a blin, které
jsou zdrojem 1éCivych latek, jako jsou atropin, hyoscin, nikotin a jiné alkaloidy. Solanaceae
zahrnuje také druhy vyznamné v zahradnictvi, napiiklad petinie, a brugmansie. Druhy jako
rajée, brambor, tabak a petunie jsou dulezitymi modely pro vyzkum rostlinné biologie. Slouzi
k efektivnimu studiu vyvoje rostlin, zrani plodu a obrannych reakci (Morris & Taylor 2017).

3.2 Solanum tuberosum

Brambory (Solanum tuberosum, L), jejichz botanicky nazev je lilek brambor nebo
brambor obecny, jsou jednoleté byliny z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae) (Slavik 2000). Patii
mezi nejvyznamnéj$i potravinové plodiny na svété. Co do spotieby jsou celosvétove na tretim
misté, hned za ryzi a pSenici (Siqueira et al. 2023). Pivodem z jihoamerickych And byly
brambory domestikovany piiblizn€ pted 8 000—10 000 lety v jiznim Peru, kde byly vybrany
z divokych druht (Hardigan et al., 2017; Spooner et al., 2005). Proces domestikace zahrnoval
vybér hliz s niz§im obsahem glykoalkaloidti, mens$i hotkosti a lep§imi nutri¢nimi vlastnostmi
(Bradshaw et al., 2006).

Charles Darwin v roce 1839 pozoroval divoké brambory na ostrové Guayateca v chilském
souostrovi, které popsal jako malé, ovalné hlizy pfipominajici péstované odridy. O sto let
pozdé&ji narazil perudnsky botanik Carlos Ochoa na tyto brambory znovu a zjistil, Ze kdysi byly
péstované, ale postupné zplan€ly. Jeho objev potvrzuje mimoiadnou schopnost brambor
ptizpuisobit se zménam v prostiedi a genetickym vlivim (Darwin 1959; Spooner et al. 2005).
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Obrdzek 1 Vzrostld rostlina Solanum tuberosum (Kui et al. 2022).

Hierarchie klasifikace (Slavik 2000):
« RiSe: Plantae (rostliny)

e Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné)
o Trida: Magnoliopsida (dvoud€lozné)

« Celed: Solanaceae (lilkovité)

o Rod: Solanum (lilek)

e Druh: Solanum tuberosum (lilek brambor, brambor obecny)
3.2.1 Botanicka charakteristika

Solanum tuberosum L., znamy jako lilek brambor, patii do ¢eledi Solanaceae (lilkovité).
Brambor vytvafi bylinny, duty a casto hranaty stonek s vySkou 30-150 cm, v zavislosti
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na odridé a podminkach péstovani (Struik & Wiersema 2012). Stonek je obvykle pfimy a mize
byt zbarven do fialova diky pfitomnosti antokyantli. Pod zemi vytvafi stolony, z nichz se tvofi
zasobni hlizy (Ezekiel et al., 2013).

Listy jsou stfidavé, lichozpetené, slozené ze 7-9 listkl riznych velikosti. Povrch listu
je lehce chlupaty, barva tmavé zelena az Sedozelena (McCauley & Evert 1988).

Kvétenstvi je vrcholi¢naté, tvofené 3—15 kvéty. Kvéty jsou péticetné, s nalevkovitou
korunou a barvou od bilé po fialovou. Brambory jsou ¢astecné samosprasné, ale mnohé odrudy
jsou sterilni. U fertilnich variant vznikaji plody, jedovaté zelené bobule
(Spooner & Knapp 2013).

Lilek brambor ma mélky, vlaknity kofenovy systém. Zasobni hlizy vznikaji
z podzemnich stolond a vyuzivaji se v reprodukci i v potravinaiském vyuziti. Hlizy maji
rozmanité tvary, velikosti a barvy slupky a duzniny (Woolfe 1987; Machida-Hirano 2015).

3.2.2 Historie

Historie brambor sahd az do doby tisice let pred nasim letopo¢tem, konkrétné mezi roky
10 000 az 4 500 pt. n. l. Genetické a archeologické diikazy naznacuji, ze ptivod brambor
(Solanum tuberosum L.) je v jihoamerickych Andach, zejména v oblasti dneSniho Peru
a Bolivie (Grun 1990; Ames & Spooner 2008).

Brambory maji v tamnim jidelnicku nezastupitelné misto. Po staleti byly nejruznéji
zpracovavany a také hraly dualezitou roli v andské kultufe. Archeologové objevili keramické
vyrobky a obfadni artefakty tvarované¢ do podoby brambor, coz svéd¢i o jejich hlubokém
kulturnim vyznamu (Jackson, 2021; Pearsall, 2008). Mezi tyto nalezy patii napiiklad mocicka
keramika, artefakty Inkt a kultura Mapuct (Barreau et al. 2019; Jackson 2021).

Krajové odridy brambor pochézeji ze dvou hlavnich oblasti Jizni Ameriky. Andska
oblast, kde byl historicky péstovan poddruh Solanum tuberosum ssp. andigenum v horskych
oblastech od jizniho Peru po severni Argentinu Pivodné byly tyto brambory péstovany
civilizaci Qualuyo severné od jezera Titicaca na specialnich zavlazovacich polich nazyvanych
waru-waru (Centre et al. 1998). Druhou oblasti je jizni Chile. Pro tuto oblast je charakteristicky
poddruh Solanum tuberosum ssp. Chilotanum, ktery se péstoval od jizniho Chile po sever
Argentiny (Rios et al. 2007; Bradshaw 2021).

JiZzni Amerika je dodnes jedinym regionem na svété, kde se komeréné péstuji obe hlavni
skupiny (poddruhy) brambor. Andigenum se vyskytuje v Andach (Venezuela, Kolumbie,
Ekvador, Peru, Bolivie) a Chilotanum se péstuje v jihoamerickych zemich sdruzenych
v organizaci SAC (Brazilie, Paraguay, Uruguay, Argentina, Chile). Tyto oblasti se 1i$i nejen
péstovanymi odriidami, ale také klimatickymi podminkami, zpisoby hospodateni a trovni
technologii, coz spole¢né ovlivituje vynosy (Caldiz 2023).

Brambory se dostaly do Evropy dvéma hlavnimi cestami:

1. Spanélské cesta — Spangliti dobyvatelé pfivezli brambory do Evropy kolem roku
1570 po dobyti Inkt. Ptedpoklada se, Ze prvni evropské péstovani brambor se uskutecnilo
na Kanarskych ostrovech v letech 1567—-1574, jak dokazuji lodni deniky piepravujici zasoby
(Hawkes & Francisco-Ortega 1993)

2. Britska cesta — Brambory se dostaly do Velké Britanie mezi lety 1588 a 1593,

pravdépodobné diky siru Walteru Raleighovi, ktery je pfivezl z jeho irskych panstvi.
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Prvni zminky o péstovani brambor ve Francii pochazeji z konce 16. stoleti, zejména
z oblasti Franche-Comté, Vogézy v Lotrinsku a Alsaska. Vyznam brambor dramaticky vzrostl
koncem 18. stoleti (Ames & Spooner 2008).

Each dot represents 500 hectares of Potato, .
Average yields in tons per hectare:

@ Above 30 ® 10115

@® 21.1-30 @ Below 100
1541 - 20 No data on yield

From To Year
@ South America Spain (Canary Islands) 1567
@ Spain (Canarylslands) ~ France ; 1574
© South America United Kingdom 1580
@ Portugal India 1600
© India Sri Lanka 1600
©® Holland Taiwan 1603
@ United Kingdon Bermuda 1610
© Bermuda USA (Virginia) 1620
© Holland Indonesia (Java) 1790
@ Spain Philippines ~1800
@ United Kingdon Kenya 1880
® Holland Saudi Arabia 1970

Obrdzek 2 Siteni brambor z centra jejich plivodu do celého svéta (Haan & Rodriguez 2016).

V 19. stoleti se brambory staly zdkladni potravinou v celé Evropé, zejména mezi
chudsimi vrstvami obyvatelstva. Nahradily tradi¢ni plodiny jako tufin nebo proso a jejich
péstovani se stalo jednim ze zakladnich pilifa evropského zemédélstvi (Nunn & Qian 2011).

Zvlastni roli sehraly brambory v Irsku, kde se staly téméf jedinym zdrojem potravy
pro velkou ¢ast obyvatel. Zavislost na bramborach vedla k Velkému irskému hladomoru
(1845-1852), zptisobenému houbovou chorobou Phytophthora infestans. Nedostatek Gi¢innych
agrotechnickych metod vedl ke katastrofalnimu poklesu produkce, coz mélo za nasledek smrt
pfiblizné jednoho milionu lidi a masovou emigraci (Yoshida et al. 2013; Goss et al. 2014).

3.2.3 Nutriéni charakteristika

Brambory slouZi jako vyznamny zdroj potravy pro lidi, krmivo pro zvitata a také jako
surovina pro potravindisky pramysl, naptiklad pro vyrobu hranolkt, chipsti a suSenych
brambor, nebo pro skrobarensky primysl (Zaheer & Akhtar 2016). Mezi hlavni vyhody této
plodiny patii vysoké vynosy béhem kratké vegetacni doby, vysoky obsah jedlé suSiny a jeji
vyzivova hodnota jako zékladni potraviny. Syrova brambora (100 g) obsahuje pfiblizné 80 kcal
(U.S. Department of Agriculture 2025). Vatfenim se ¢ast vitaminu C ztraci, ale pe¢ené brambory
maji diky vy$$imu obsahu susiny o 25 % vice Zivin nez syrové nebo vatené (Tolessa & Shunka
Tolessa 2018).

Brambory jsou nutriéné bohatou potravinou s vysokym obsahem $krobu kolem 15-17 %
(16,1 g/100 g cerstvé hmoty) (Tolessa & Shunka Tolessa 2018; Singh et al. 2023), bilkovin
(2az 2,5 ¢/100 g cerstvé hmoty), vitaminu C (17-20 mg/100 g cerstvé hmoty)
(Navarre et al. 2016), drasliku (400-500 mg/100 g cerstvé hmoty) (Zaheer & Akhtar 2016)
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a esencialnich aminokyselin (Choi et al. 2016). Krom¢ nutri¢nich hodnot obsahuji brambory
také bioaktivni latky, jako jsou fenolové kyseliny a flavonoidy, naptiklad antokyany
(Ru et al. 2019). Chlorogenova kyselina tvoii vyrazny podil fenolovych kyselin v bramborach,
pficemz podil 35-80 % je v zavislosti na odridé¢ a podminkach péstovani. Tyto polyfenoly maji
schopnost chranit DNA pied oxida¢nim poskozenim, snizovat absorpci glukozy ve stieve,
potlacovat tvorbu tukovych bun€k, snizovat krevni tlak a inhibovat proliferaci rakovinnych
bunék (Ghasemzadeh & Ghasemzadeh 2011; Choi et al. 2016). Nékteré hodnoty (napf. obsah
vitaminu C nebo drasliku) se mohou mirné lisit v zévislosti na odrid¢, pudé a podminkéach
skladovani (Jayanty et al. 2019).

Rezistentni $krob vznikajici pfi ochlazeni vafenych brambor ma prebiotické vlastnosti
a podporuje zdravi stievni mikroflory (Slavin 2013). Rezistentni Skrob (RS) z brambor pisobi
jako prebiotikum, podporuje rust prospésnych bakterii (napi. Bifidobacterium a Lactobacillus).
Zvysuje produkci kratkotetézcovych mastnych kyselin (SCFA), zejména butyratu, ktery je
klicovy pro zdravi stfevni sliznice, zarovenl pomaha regulovat hladinu glukézy v krvi a snizovat
zanét (Sawicka & Das Gupta 2018; Klingbeil et al. 2019).

Brambory obsahuji asi 2 g vlakniny na 100 g, a to hlavné ve slupce. Doporucuje
se konzumovat brambory i se slupkou, pokud je to mozné. Ochladlé varené brambory maji vyssi
obsah RS nez Cerstveé uvarené (Zhao et al. 2018).

Brambory jsou jednou z nejvyznamnéjSich potravinaiskych plodin na svéte,
kde zaujimaji ¢tvrté misto hned za pSenici, ryZi a kukufici. V roce 2023 byla jejich celosvétova
plocha péstovani ptiblizn¢ 21,37 miliont hektarti a produkce dosahla 476,57 miliona tun. Mezi
nejvétsi producenty pattily Cina (93,5 miliont tun), Indie (60,1 miliond tun), Ukrajina
(21,4 miliond tun), Spojené staty americké (19,9 miliond tun), Rusko (19 milion tun)
a Némecko (11,6 miliona tun) (FAO 2025). Brambory lze péstovat v riznych klimatickych
podminkach. Primérny globalni vynos ¢ini 3320,5 tun na hektar, ale mezi jednotlivymi zemémi
existuji velké rozdily (FAO 2025).

Jedlou casti rostliny je hliza, coZ je pfeménény podzemni stonek. Hlizy vétSiny
péstovanych odrad jsou velké, chutné a rostou blizko. Hlizy planych druht mohou byt velmi
malé, hotké a jedovaté kvili vy$Simu obsahu glykoalkaloidi. Tyto chemické latky slouzi
Vv pfirod¢ jako ochrana proti Skidclim, ale pfedstavuji vyzvu pro Slechtitele, ktefi musi
zajistit, aby byl jejich obsah v novych odriidach vyrazné snizen (Singh et al. 2020).

Glykoalkaloidy jsou latky pfirozené v bramborech, ale mohou byt nebezpecné.
Némecky spolkovy ufad pro hodnoceni rizik (BfR) pfipomind, ze nadmérna konzumace
glykokaloidli (zejména a-solaninu a a-chaconinu) muize byt toxicka. Konzumace brambor
s vysokym obsahem glykoalkaloidi miize zplsobit nevolnost, bolesti bficha, zvraceni
a priajem, v tézkych ptipadech aZz poruchy védomi a dychani (Singh et al. 2020). Za obecné
platnou a bezpe¢nou hranici je povazovana koncentrace glykoalkaloidi 200 mg/kg Cerstvé
hmotnosti brambor (Uluwaduge 2018). Pro minimalizaci zdravotniho rizika, je spotiebitelim
doporuceno dodrzovat spravné skladovaci a kuchynské postupy, jako je: odstranéni zelenych
casti a klickl, vyfazeni starych, scvrklych a silné¢ nakli€enych brambor, nedoporucuje
se konzumace bramborové slupky u déti, nepouzivat vodu z vafeni brambor, pravidelna
vymeéna oleje pii smazeni bramborovych produkti a nekonzumovat brambory s hoikou chuti
(Jensen et al. 2009; Bundesinstitut fiir Risikobewertung 2018). Barevné odridy brambor
(napt. fialové nebo Cervené) mohou obsahovat vice glykoalkaloidii nez bézné Zluté odrady
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a plané druhy brambor. Nékteré novée vyslechténé odridy maji vyssi obsah glykoalkaloidi, coz
je dualezity faktor pro Slechtitele, zvlast¢ na odolnost vici Skidcim a chorobam
(Diane Turner 2012; D’amelia et al. 2022).

Hlizy brambor se skladaji z nékolika vrstev tkané, pficemz vnéjsi Cast, periderm nebo
slupka, slouzi jako ochranna bariéra proti skiidciim, dehydrataci a vnéjSim vliviim. Pod slupkou
se nachazi buiikky bohaté na pektinové polysacharidy, ale bez obsahu Skrobu, zatimco vnitini
vrstvy tvoii bufiky s riiznou koncentraci Skrobu (Singh et al. 2021). Obsah $krobu je klicovym
parametrem pfi vyrobé smazenych produktd, jako jsou hranolky nebo chipsy, a jeho slozeni
zavisi na faktorech, jako je slozeni pldy, nacasovani sklizné¢ a podminky skladovéani
(Bush & Mccann 1999; Ross et al. 2011).

3.2.4 Cytogenetika

Brambor (Solanum tuberosum L.) je autotetraploidni druh s celkovou velikosti genomu
ptfiblizné 716,2 Mb. Jeho karyotyp zahrnuje 12 chromozomi, coz odpovidd zdkladni
chromozomové sadé¢ n = 12 (Gavrilenko 2007), ale velka vétSina odrid bramboru je
2n = 4x = 48 (van Lieshout et al. 2020; Kui et al. 2022). Genom obsahuje 39,021 kodujicich
gent (Yates et al. 2022).

Sekvenovani genomu bramboru bylo provedeno kombinaci Oxford Nanopore MinilON
a Illumina NovaSeq, coz umoznilo dosazeni vysokého pokryti a pfesnosti pii sestaveni
genomové sekvence. Genom bramboru se vyznacuje relativné nizkym obsahem CG pari
(~35%). Tento faktor je dilezity pii optimalizaci podmineck PCR a dalSich
molekularné — genetickych analyz (van Lieshout et al. 2020).

Obrazek 3 Karyotyp Solanum tuberosum, n=12, vizualizace vSech chromozom{ bramboru metodou FISH za pouZiti BAC
sond (Dong et al. 2000).
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Tabulka 1 Sekvenace Solanum tuberosum (van Lieshout et al. 2020)).

CHROMOZOM VELIKOST BP CG %

1 59 557 243 34,5
2 42 706 079 34,5
3 63 701 590 34,5
4 72 008 707 35
5 58 542 029 35
6 65 489 876 35
7 41 124 029 34,5
8 67 850 527 34
9 70 978 473 35
10 49 170 357 35
11 57 022 023 35
12 68 020 514 35

3.2.5 Potravinarské vyuziti

Celosvétove existuje vice nez 4 500 odrid brambor, 1 kdyZ jen mala ¢ast je intenzivné
péstovana pro lidskou spotiebu (International Potato Center. 2025). Odrudy se lisi tvarem hliz,
velikosti a barvou slupky i duziny, coz je dano jejich genetickym slozenim (Singh & Kaur
2009). Specifické kultivary, jako jsou Popular, Velur a Opal, byly vyslechtény tak,
aby splnovaly pozadavky prumyslu pro vyrobu hranolkti, S dirazem na spravné vyvazeni
Skrobu a sacharidii, na druhé strané€ naptiklad odriidy Arabela, Fabia a Respect byly vyslechtény
specialné pro skrobarensky pramysl (Ustfedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky 2022).

V podminkéach Ceské republiky za¢ina sklizent brambor v ¢ervnu a &ervenci, kdy jsou
sklizeny pfedevsim velmi rané a rané odriidy urcené k piimé spotieb&. Tyto odriidy se vyznacuji
kratsi vegetani dobou a niz§imi naroky na délku vegetacni sezony. Hlavni skliziiové obdobi
pfipada na mésice zafi a fijen, kdy jsou sklizeny stfedné pozdni a pozdni odrtidy brambor. Tyto
odriidy jsou ureny zejména pro skladovani a naslednou celoro¢ni spotiebu, piipadné
pro pramyslové zpracovani nebo vyrobu Skrobu. Vyvoj skliziiovych termind a vynosu je
kazdorocné ovliviiovan klimatickymi podminkami, zejména jarnimi a letnimi teplotami
a srazkovym rezimem, které maji pfimy vliv na priibéh vegetace a zralost porostii (Zizka 2022).

Skladuji se pro celoro¢ni vyuziti. Spravné skladovaci podminky jsou dilezité
pro zachovani kvality. Optimalni teplota skladovéani je mezi 8-12 °C. Pfi niz$ich teplotach
dochdzi k tzv. "studenému slazeni", kdy se Skrob pfeméfuje na cukry jako ochranny
mechanismus proti mrazu. To vede k nezddoucim sladkym hlizam. Tyto cukry mohou
pii smaZeni vytvaret karcinogenni latku akrylamid (Olsson et al. 2004).

Brambory jsou jednou ze stézejnich zemédélskych komodit, nejen v Ceské republice
a Vv Evropé¢, ale po celém svéte. Diky jejich vSestrannému vyuziti v potravinaiském primyslu
patii mezi zakladni slozky lidské vyZzivy. Brambory se vyuZivaji v Siroké Skale potravinarskych
produktli, véetné bramborovych lupinki, hranolkd, instantnich kasi a bramborového Skrobu.

Produkce bramborového skrobu zlstava vyznamnou soucésti ¢eského zemédélstvi,
pfiCemz v roce 2023 bylo pro tento ucel zpracovano vice nez 150 tisic tun brambor
(Zizka 2023).
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3.2.5.1 Varné typy a odrady

Vybér odridy je zasadni v potravinaiském pramyslu. Mezi hlavni odridy péstované
v Ceské republice v riiznych letech patii:
e 2002: Asterix (varny typ B-C, polopozdni), Agria (varny typ B, polopozdni), Marabel
(varny typ B, rand)

e 2010: Laura (varny typ B-C, polorand), Red Scarlett (varny typ B, rand), Eurostar
(varny typ A-B, polorana)

e 2015: Princess (varny typ A, rana), Gala (varny typ B, rand), Belana (varny typ A, rana)

e 2022: Annabelle (varny typ A, velmi rand), Fabiola (varny typ B, polorand), Rosalind
(varny typ B, polorand)

e 2023: Red Fantasy (varny typ B, polorana), Viktorie (varny typ B, polorana), Lilly
(varny typ A, rana)

Tyto odridy jsou vybirany s ohledem na jejich varné typy, které urcuji jejich vhodnost
pro rizné zpracovani. Napiiklad odrady varného typu A jsou pevné, lojovité a nerozvaruji
se, coz je ¢ini idealnimi pro ptipravu salatt. Varny typ B piedstavuje univerzalni odriidy vhodné
pro piilohy a vafeni, zatimco typ C je vhodny pro piipravu kasi a t&st (Zizka 2023).

Morfologické znaky, jako je tvar hliz, barva slupky a duzniny, jsou zasadni pti vybéru
odrid pro konkrétni potravinarské vyuziti. Naptiklad odriidy s €ervenou slupkou jsou casto
preferovany pro estetické Ucely v gastronomii, zatimco zlutomasé odridy jsou oblibené
pro jejich chutové vlastnosti (Zizka 2002, 2022).

Stolni kvalita brambor zahrnuje jakostni parametry, jako velikost hliz, absence vad
a chorob, chut’ a konzistence po uvareni. Tyto vlastnosti jsou diillezité nejen z hlediska piimé
konzumace, ale také pro jejich dalsi zpracovani v potravinatském pramyslu (Zizka 2022, 2023).

Evropsky trh klade stale vétsi dliraz na udrzitelné péstovani a vysokou kvalitu stolnich
brambor, coz se odrazi i ve vybéru odrid. Dulezitym kritériem je také skladovatelnost
a odolnost vi¢i mechanickému poSkozeni. Transport a skladovdni maji zdsadni vyznam
pi zachovani jakosti brambor az ke koneénému spotiebiteli (Zizka 2002, 2010, 2022, 2023).

3.2.5.2 Péstovani v Ceské republice, odriidy

V obdobi mezi lety 2002 a 2023 doslo v Ceské republice k vyraznému poklesu
osazenych ploch brambor. Zatimco v roce 2002 ¢inila celkova plocha brambor 46 914 ha, v roce
2023 se snizila na 26 889 ha. Navzdory tomuto poklesu se primérny hektarovy vynos zvysil
224,98 t/ha na 28,90 t/ha, coz svéd¢i o zlepSeni agrotechnickych postupli a vyuzivani
odolngjsich odrid ((Zizka 2002, 2021).

Brambory jsou v CR vyuZivany riznymi zptsoby. Nejvétsi podil zaujima pfimy
konzum, kdy bylo v roce 2023 uréeno pro potravinaiské vyuziti pfiblizné 620 tisic tun brambor.
Dalsi vyznamnou c¢ast produkce tvoii brambory pro vyrobu Skrobu, které dosahly objemu
151,1 tisic tun. Pro sadbu bylo vyuzito 67 tisic tun brambor, zatimco odpad a skladové ztraty
ptredstavovaly 138,9 tisic tun.
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Spotieba brambor na osobu v Ceské republice se dlouhodobé pohybuje mezi 65-70 kg
na obyvatele za rok. V roce 2022 dosahla hodnoty 69,2 kg/osobu/rok, coz naznacuje stabilni
zajem o tuto komoditu na domacim trhu.

Ackoli celkova péstebni plocha brambor v CR klesé, diky modernizaci a vy$si efektivité
produkce se dafi udrzet dostatecnou urovenn sklizn€¢ pro pokryti domaci poptavky
| praimyslového vyuziti. Dulezitou roli hraji nejen Slechténi novych odrud, ale také zlepSené
skladovaci technologie a investice do mechanizace a zavlazovani (Zizka 2002, 2010, 2021,
2022; Ustiedni kontrolni a zku$ebni istav zemé&délsky 2022).

3.3 Slechténi

Brambory (Solanum tuberosum L.) patii do sekce Petota, ktera je soucasti rodu Solanum. Sekce
Petota zahrnuje pfiblizn¢ 200 druhti divokych i domestikovanych brambor (Spooner et
al. 2001). Peru a Bolivie jsou povazovany za centrum domestikace a genetické diverzity
brambor (Ovchinnikova et al. 2011). Tito divoci piibuzni pfedstavuji neocenitelny geneticky
zdroj, zejména pro Slechtitelské programy zaméfené na zlepSeni odolnosti proti mrazu
a chorobam. Naptiklad Solanum acaule, S. albicans a S. commersonii vykazuji vyjime¢nou
odolnost proti mrazu, zatimco jiné divoké druhy byly zkoumany pro odolnost proti virové
chorobé¢ brambor (PVY) (Hijmans & Spooner 2001).

Ochrana divokych druh@ brambor je zdsadni, protoze mnohé z nich jsou ohrozené nebo
vzacné. Nejvetsi diverzita se nachézi v Peru (93 druh@) a Bolivii (39 druhtt). Tyto genetické
zdroje jsou dilezité pii adaptaci brambor na faktory, jako jsou klimatické zmény a nové
choroby (Garzon 2007).

3.3.1 Samdi cytoplazmaticka sterilita

Samci sterilita je pfirozeny jev, pfi kterém rostliny nejsou schopny produkovat
zivotaschopny pyl. Existuji tfi hlavni typy samci sterility — genetickd, cytoplazmaticka
a cytoplazmaticko-jaderna. Kazdy typ ma své vyuziti v agronomii a genetickém vyzkumu
a hraje roli ve Slechténi plodin, zejména pti produkci hybridniho osiva.

3.3.1.1 Typy samci sterility a jejich genetické zaklady

Existuji tfi hlavni typy samci sterility. Genetickd (jadernd) sterilita je zplsobena
mutacemi v jaderné DNA, obvykle se dédi recesivné a ovliviiuje tvorbu pylovych zrn nebo
vyvoj ty¢inek (Sanetomo & Gebhardt 2015). Cytoplazmaticka saméi sterilita (CMS) vyplyva
z mutaci v mitochondridlni nebo chloroplastové DNA a je dédéna pouze po matetské linii.
Tento typ sterility je Siroce vyuzivan v hybridnim $lechténi mnoha plodin, v¢etné ciroku,
kukufice nebo slunec¢nice (Sood et al. 2021). Treti typ je kombinaci pFedchozich.
cytoplazmaticko-jaderna sterilita, ktera vznika interakci mezi cytoplazmatickymi a jadernymi
faktory, coz mize byt vyuzito ve Slechtitelskych programech, naptiklad umoziuje lepsi regulaci
sterility a fertility ve slechtitelskych programech. Zatimco cytoplazmaticky faktor urcuje
sterilitu, jaderné geny (geny obnovy fertility, Rf) mohou obnovit plodnost hybridniho
potomstva. (Goryunova et al. 2023).
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U brambor (Solanum tuberosum) ovliviuji vyskyt sam¢i sterility rizné typy cytoplazmy
(T-, W-, D-, A-a P-genom), pficemz typ T je u modernich evropskych odrid brambor
nejdominantngj$i. Studie ukazaly, Ze cytoplazmy odvozené od Solanum demissum (D-typ)
a S. stoloniferum (W-typ) ¢asto zptisobuji uplnou samci sterilitu (Sanetomo & Gebhardt 2015).
Zajimavé je, ze zatimco nékteré odridy s D-typem cytoplazmy jsou odolné proti plisni
bramborové, jiné tuto rezistenci nemaji, coz naznacCuje slozitou interakci mezi
cytoplazmatickymi a jadernymi geny (Sood et al. 2021).

3.3.1.2 Vliv cytoplazmatickych genomii na agronomické vlastnosti

Vyhoda vyuziti sam¢i sterility spociva v jeji schopnosti eliminovat samoopyleni,
coz vede k tvorbé hybridnich rostlin s vyssi vitalitou a lepSimi agronomickymi vlastnostmi.
Hybridni rostliny ¢asto vykazuji heter6zni efekt, tedy lepsi rast, vyssi vynosy nebo odolnost
vici stresu (L et al. 2022).

Soucasny vyzkum se zaméfuje na identifikaci specifickych genetickych markert
avyvoj novych sterilnich linii, které by umoznily Slechtitelim efektivné fidit proces
hybridizace (Zhao et al. 2023). Moderni technologie, naptiklad CRISPR/Cas9, umoziiuje
ptesnou editaci konkrétnich genti pro vytvareni sterilnich rostlin podle potieby a umoziiuje nové
moznosti pro zlepSovani plodin (Bhattacharya et al. 2024). Vyzkumy ukazuji, Ze cilené zasahy
do mitochondridlnich geni mohou vést k umélé tvorbé CMS linii, coZ by mohlo zefektivnit
produkci hybridniho osiva (Flood et al. 2020), a i kdyz ma samdi sterilita ve §lechténi rostlin
velky vyznam, jeji vyuziti neni vzdy bez problému. Nékteré sterilni linie mohou byt citlivé
na zmény prostiedi, coz omezuje jejich spolehlivost. Védci hledaji zplisoby, jak tuto vlastnost
stabilizovat a zajistit, aby byla v praxi co nejlépe vyuZitelna a uveditelna na trh (David et al.
2022).

Pokroky v genetickém inZenyrstvi, véetné vyuziti technologie CRISPR/Cas9, oteviraji
nové moznosti pro cilenou modifikaci cytoplazmatickych genomt a vyvoj sterilnich linii, které
budou stabilngjsi v riznych podminkach (Bhattacharya et al. 2024).

Studie ukézaly, Ze rGzné cytoplazmatické typy mohou ovliviiovat nejen fertilitu,
ale i agronomické vlastnosti rostlin. Naptiklad W/y-typ cytoplazmy byl spojen s vysSim
obsahem Skrobu v hlizach a pozdni zralosti rostlin (Sanetomo & Gebhardt 2015). T-typ
cytoplazmy, typicky pro moderni evropské brambory, je spojen s vyssi produkci hliz a lepsi
adaptaci na evropské klimatické podminky (Goryunova et al. 2023).

Nov¢jsi vyzkumy v oblasti sekvenovani plastidovych genomi navic odhalily, Ze rizné
typy cytoplazmatickych genomii mohou mit evoluéné odliSny plivod a mohou mit vliv
na dulezité vlastnosti, jako je odolnost vii¢i stresu a vynosnost (Wicke et al. 2011).

3.4 Cytoplazmaticka DNA

Jiz ve 20. stoleti vznikla teorie, Ze organely obsahujici vlastni genetickou informaci, ktera
se nenachdzi v jadre, vznikly urcitou formou symbidzy a naslednym splynutim dvou odliSnych
organismu. Tento jev byl nasledné pojmenovan jako symbiogeneze (Martin 2017).

Margulis a Dolan (2000) definuji symbiogenezi jako ,,vznik nového organu, metabolické
drahy, chovani, tkdné¢ nebo jiné charakteristiky v dasledku dlouhodobé dédicné
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symbidzy, vetné procesu, pii kterém se organely eukaryotické buiiky vyvinuly ze starobylych
bakteridlnich symbiontl.“. Endosymbidza je zplsob Zzivota, pfi kterém jeden prokaryoticky
organismus zije uvnitf jiného, naptiklad v pfipad€ vzniku plastidii se jedna o fotosyntetizujici
sinice Zijici uvniti aerobnich protisti (Mergaert 2018).

Symbiogeneze je dnes povazovédna za proces, ktery vedl ke vzniku mitochondrii
a chloroplasti. Mitochondrie jsou pfitomné v buiikach aerobnich protist, rostlin 1 zivocichii,
zatimco chloroplasty se vyskytuji jen v bunkach fas a rostlin. Tyto organely byly ptivodné volné
zijici bakterie, které pfed zhruba 2 miliardami let vstoupily do prvnich eukaryotickych
organismi pomoci fagocytézy. Tato symbioza se stala trvalou a dédi¢nou, coz zpusobilo
pfeménu téchto samostatnych bakterii na organely. Predkové, ze kterych mitochondrie
a chloroplasty vznikly, dodnes existuji jako samostatné organismy (Gray & Ford 1982; Gray
2011; Martin 2017).

Chloroplasty se vyvinuly z cyanobakterii a mitochondrie z proteobakterii. Techniky
molekularniho sekvenovani genl navic ukazaly pfipady laterdlniho pienosu genii mezi
organelami a jadrem v obou smérech. Po symbiogenetickém ziskéni doslo k vyrazné ztraté genii
v DNA mitochondrii a chloroplasti (Kim & Archibald 2009; Greiner et al. 2011). Mitochondrie
i chloroplasty maji vlastni DNA podobnou bakteridlni DNA, coz podporuje jejich
endosymbioticky ptvod (Witzany 2006).

3.4.1 Semiautonomni organely

3.4.1.1 Plastidy

Plastidy jsou organely, které se nachazeji ve vSech rostlinach, u nékterych tas a prvoka.
Jsou nezbytné ve fotosyntéze, v syntéze lipidli a aminokyselin a skladovani Skrobu a olejii
(Wise & Hoober 2007).

Plastidy obsahuji dvoutetézcovou kruhovou molekulu DNA, podobnou kruhovému
chromozomu prokaryotickych bunék, a pigmenty urcujici barvu bunky, které se uplatiuji
pii fotosyntéze (Kaundal et al. 2013). Plastidy se déli na chloroplasty, chromoplasty,
gerontoplasty a leucoplasty, pod které spadaji amyloplasty, elaioplasty, proteinoplasty
a tannosomy. Specialni skupinou plastidii jsou muroplasty, které se nachazeji v glaukofytech
(skupina sladkovodnich mikroskopickych fas) a rhodoplasty, které maji specifické zbarvent,
syté Cervené, a vyskytuji se u ruduch (Wise & Hoober 2007). Nejvice prozkoumanym typem
plastidii je chloroplast, zastavajici funkci praptfedka plastidd, a to fotosyntézu. Béhem evoluce
se ¢innost plastidl stale vice spojovala s bunéénym metabolismem, funkcemi a vyvojovymi
procesy rostlin, vedouci ke vzniku novych typt nefotosyntetickych plastida (Keeling 2004).

Chloroplasty jsou tvofeny dvojitym membranovym obalem a tylakoidy, kde probiha
fotosyntéza (Gronnier et al. 2019). Obsahuji vlastni maly genom, ozna¢ovany jako plastidovy
genom nebo plastom, ktery je oproti jadernému genomu relativné maly a vysoce konzervovany
(Wicke et al. 2011). U suchozemskych rostlin se délka chloroplastové DNA pohybuje mezi
120-160 kb (Park et al. 2021).

Chloroplasty pochazeji z prastarého cyanobakteridlniho endosymbionta a zachovaly
sifadu puvodnich funkci, vcetné fotosyntézy, metabolismu lipidd a syntézy Skrobu
i aminokyselin (Ball et al. 2013).
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Vétsina genii ptivodniho endosymbionta byla v pribéhu evoluce presunuta do jadra
hostitelské¢ buiky. Charakteristickym rysem chloroplastového genomu jsou invertované
repetice, dvé identické sekvence DNA dlouhé 20—50 kb uspofadané v opa¢ném potadi, které
zahrnuji geny pro rRNA a n¢které tRNA. Tyto repetice rozd€luji genom na dve unikétni oblasti:
velkou (LSC) a malou (SSC) (Gray & Ford 1982; Sharma et al. 2019).

V rostlinnych buiikach se chloroplastova DNA (cpDNA) dédi obvykle mateiskou linii.
Pocet kopii cpDNA se 1isi v zavislosti na typu buriky a jejim vyvojovém stadiu a na funkci
plastidu. Naptiklad v rychle rostoucich listech obsahuje kazdy chloroplast 20—40 kopii
plastidového genomu, zatimco amyloplasty v hlizdch brambor nebo chromoplasty v plodech
rajéat nesou pouze nckolik kopii. V chloroplastech fotosynteticky aktivnich buné¢k je vyssi,
coz umoznuje efektivni syntézu proteinti nezbytnych pro fotosyntézu, zatimco v zasobnich
plastidech, jako jsou amyloplasty nebo chromoplasty, je pocet kopii nizsi, odpovidajici jejich
specializovanym funkcim. VSechny typy plastidii sdileji stejnou genetickou informaci, lisi
se v8ak specializaci na specifické metabolické funkce (Cooper 2000; Wayne 2009; Wicke et al.
2011).

Chloroplastova DNA je cennym nastrojem pro studium genetické variability rostlin diky
své konzervativni evolu¢ni povaze. Poskytuje dilezité informace o genetické diverzité,
evolucnich vztazich mezi druhy a genetické divergenci (Zimmermann et al. 2019; Li et al.
2020). Relativné mala velikost a kruhova struktura cpDNA usnadnuji sekvenovani a mapovani
genl, coz je vyznamné nejen pro zakladni vyzkum, ale i pro aplikace ve S$lechténi
a biotechnologiich (Fosket 1994; Daniell et al. 2002; Rajapakse 2003; Belcher et al. 2015;
Mishra et al. 2022).

Plastidovy genom bramboru je kruhova molekula DNA o délce piiblizné 155-160 kb.
Stejné jako u vétSiny vyssich rostlin je usporadan do ¢tytdilné struktury, ktera zahrnuje velkou
jedine¢nou sekvenci (LSC) o délce 85 991 bp, malou jedine¢nou sekvenci (SSC) o délce
18 374 bp a dv¢ identické invertované repetitivni oblasti (IRa a IRb) o délce 25 592 bp kazda
(Yan et al. 2023; Hossain et al. 2023; Park 2024; Frank et al. 2024; Occhialini et al. 2024).

Genom bramboru obsahuje 127 gent, z nichz 82 koéduje proteiny, predev§im
pro fotosyntézu a metabolické procesy. Dale zahrnuje 8 gent pro ribozomalni RNA (rRNA)
a 37 gent pro transferovou RNA (tRNA). Celkova struktura a organizace gent jsou podobné
jako u jinych plastidovych genomii rostlin(Yan et al. 2023; Park 2024).

V roce 2024 byl kompletné sekvenovan plastidovy genom madarské bramborové
odrady White Lady, ktery ma délku 155 549 bp. Jeho genovy obsah i organizace odpovidaji
plastidovym genomim ostatnich bramborovych odrid a druhd rodu Solanum (Frank et al.
2024).

Plastidové genomy vétSiny rostlin maji velikost v rozmezi 72-220 kb a obsahuji
ptiblizn€é 130 genli. U bramboru jsou tyto hodnoty v ramci ocekavaného rozmezi. Plastidovy
genom hraje kli¢ovou roli v regulaci fotosyntézy, syntéze proteinii a metabolismu rostliny. Jeho
podrobné studium pfispiva k vyvoji geneticky modifikovanych rostlin s lepSimi
agronomickymi vlastnostmi, napiiklad vyssi odolnosti vii¢i stresu nebo sktidcim (Zhang et al.
2025; Alp Furan et al. 2025; Nikmah et al. 2025).
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Obrazek 4 Plastidova DNA Solanum tuberosum (Yan et al. 2023).
3.4.1.2 Mitochondrie

Mitochondrie neboli bunééné elektrarny, jsou nepostradatelnou soucasti v bunééném
zivoté, podporuji energeticky metabolismus a maji Siroky dopad na riizné aspekty bunécné
biologie a evoluce (Alberts et al. 2005).

Mitochondrie jsou organely v eukaryotickych buikach, zodpovédné za energeticky
metabolismus a produkci ATP (pfi jednom cyklu je skutecny vytézek 36 molekul ATP), coz je
univerzalni energeticka ,,ména“ bun¢k (Meller et al. 2021). Mitochondrie se skladaji ze dvou
odliSnych membran — vnéjsi a vnitini — coz je €ini jedineCnymi mezi bunéénymi organelami.
Tato dvojita membranova struktura je zasadni pro jejich funkci. Vnéjsi membrana slouzi jako
ochranny obal, zatimco vysoce sloZena vnitini membrana obsahuje proteiny nezbytné
pro bunécné dychéani a produkei energie ve formé ATP. Diky této specializované stavbé jsou
mitochondrie nepostradatelnou soucasti bunék, zajist'ujici efektivni pfeménu zivin na energii
potiebnou pro rist, pohyb a dalsi bunééné procesy (Bonner & Voss 1961).
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Probiha v nich proces oxidativni fosforylace, coz je proces, pfi némz se uvoliuje
chemicka energie obsazend v organickych slou¢eninach (napt. gluk6za) a preménuje se na ATP.
Tato funkce je zasadni pro zivotni procesy bunék a celého organismu (Millerd et al. 1951).
Vyznam mitochondrii neni pouze vyroba energie. V téchto organeldch probihaji také jiné
bunééné procesy a plni bunécné funkce, jako je naptiklad regulace apoptozy, kontrola
bunééného cyklu a B oxidace mastnych kyselin (Alberts et al. 2005).

Mitochondrie maji sviij vlastni geneticky material v podobé DNA zvané mtDNA.
MtDNA obsahuje geny, které zajistuji funkci mitochondrii a energeticky metabolismus
(Alberts et al. 2002) a ovliviuje procesy jako dychani a produkci energie (Meller et al. 2021).
Mitochondrialni DNA (mtDNA) rostlin je 10 az 600krat rozséhlejsi nez mtDNA savc,
a obsahuje pfiblizn¢ o polovinu vice gend (Liu et al. 1995). Geneticky kéd v mtDNA rostlin
zustava standardni, vykazuje nizkou miru odliSnosti v diisledku bodovych mutaci, ale naopak
vykazuje vysokou rekombinacni aktivitu. Rekombinace v mtDNA vede k vytvaieni novych
¢tecich ramctli, coz mize mit za nésledek samci sterilitu. Mitochondrie rostlin disponuji
rozsahlym proteomem obsahujicim 2000 az 3000 raznych proteind, mezi nimiz se nachazi
mnoho unikatnich proteind, jako jsou 200 az 300 proteini s opakujicim
se pentatricopeptidovym motivem (PPR) (Fauron et al. 2004; Gualberto et al. 2014).
Pro porovnani, mitochondrialni genom okurek je az desetkrat vétsi nez chloroplastovy (160 kb)
(Park et al. 2021).

Uvnitt buiiky, at’ uz zivocisné nebo rostlinné, jsou mitochondrie obklopeny cytosolem
obsahujicim pomérmé vysokou koncentraci solnych kationti (Taiz et al. 2015) 50-100 mM K,
1-5 mM Mg?* a 1-2 mM celkového Ca?", pficemz vétsinou je Ca?* vazan (Alberts et al. 2005;
Taiz et al. 2015).

Rostlinné mitochondrie mohou oxidovat externé piidany NADH a NADPH (Bonner &
Voss 1961), malat (Millerd et al. 1951) a glycin vysokou rychlosti (Kisaki et al. 1971). Takto
efektivni oxidace téchto substrati nebyla u sav¢ich mitochondrii dosud pozorovéana
(Alberts et al. 2005; Taiz et al. 2015).

Rostlinné mitochondrie se vyznacuji znanou variabilitou ve velikosti, struktufe
| funkcich. Kromé klasického dychaciho fetézce obsahuji také alternativni drahy,
které ovliviiuji energeticky metabolismus buiiky. U nékterych druhli, naptiklad u Arum
spadices, byla prokazana vysoka kyanid-citliva respirace spojena s cytochromovou drahou.
U Arum spadices je vysoka kyanid-citliva respirace mitochondrii uzce spjata s termogenezi,
kterd podporuje volatilizaci tékavych latek a pritahovani opylovaci. Tento metabolicky
mechanismus predstavuje adaptaci na specifickou reprodukéni strategii rostliny (James & Eliot
2010; James et al. 1955).
genom. Jeho velikost se pohybuje kolem 49 171 bp do 297 014 bp a je vysoce variabilni kvili
pfitomnosti preskupenych sekvenci a mobilnich elementl. Koduje okolo 80 jedine¢nych gent,
zahrnujicich 34 protein-kodujicich gent, 24 hypotetickych otevienych ¢tecich ramct (ORF),
19 genti pro tRNA a 3 geny pro rRNA (Cho et al. 2017; Lian et al. 2024).
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Obrdzek 5 Mitochondridlni genom bramboru (Solanum tuberosum) (Achakkagari et al. 2021).

Mitochondridlni genom bramboru mé neobvyklou multipartitni strukturu, kterd je
dusledkem rekombinac¢nich udalosti a reorganizace genomu. Pritomnost nezavislych
subgenomi naznacuje, ze mitochondridlni DNA bramboru mize byt dynamicka a podléhat
castym zménam (Cho et al. 2017; Achakkagari et al. 2021).

3.5 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického polymerase chain reaction)
pfedstavuje laboratorni techniku amplifikace nukleovych kyselin, kterd umozZiuje selektivni
namnozeni kratkych usekit DNA in vitro (Lorenz 2012, Ramesh et al. 1992). Tato metoda byla
poprvé predstavena Karym B. Mullisem a kolegy v roce 1985 a nasledné ocenéna Nobelovou
cenou za chemii (Mullis 1990). Od svého zavedeni se PCR stala nepostradatelnym nastrojem
v molekularni biologii, genetice, biotechnologiich, 1ékatské diagnostice 1 forenznich védach.

Zakladem metody je cyklické stfidani teplot, které umoznuje denaturaci dvousroubovice
DNA (pii 94-95 °C), nasledné navazani oligonukleotidovych primerli na cilové sekvence,
annealing, a obvykle se provadi pii teploté¢ 50-65 °C. Optimalni teplota annealingu zavisi
na délce a G/C obsahu primert, obvykle se voli teplota pfiblizné o 3—5 °C nizsi, neZ je jejich
teplota tani (Tm). Nasleduje syntéza nového fetézce DNA pomoci DNA polymerazy zvana
elongace, provadéna pii teploté 72 °C a polymeraza prodluzuje novy fetézec ve sméru 5’ — 3’
od nasedlého primeru, ptfi¢emz vznikaji nové dvoufetézcové molekuly identické s vychozim
usekem DNA. Timto zplsobem dochézi k exponencidlnimu nérlstu poctu kopii specifického
useku DNA bcéhem 2540 cykld, které je zavislé na eficienci dané polmerazy
(Green & Sambrook 2019, Ghannam & Varacallo 2023, Ramesh et al. 1992).

Po PCR amplifikaci se obvykle provadi agar6zovéa gelova elektroforéza s barvenim
ethidium bromidem, ktery se vdZze na DNA a umoziiuje jeji vizualizaci pod UV svétlem. Timto
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zpisobem lze zkontrolovat velikost a pfitomnost amplifikacniho produktu. Pokud je potfeba
ovetit specifitu reakce napiiklad pti podezieni na primer dimery nebo jiné nespecifické
produkty vyuziva se metoda Southern blot. Ta spociva v pfenosu DNA z gelu na membrénu,
kde se nasledn¢ hybridizuje se specifickou sondou komplementarni k cilové sekvenci. Tento
krok slouzi k potvrzeni, ze amplifikovany fragment skutecn¢ odpovidd pozadované DNA
a vyrazné zvysuje spolehlivost vysledku (Ramesh et al. 1992).

PCR umoziuje cilenou amplifikaci 1 z velmi malého mnoZzstvi vychozi DNA, a proto
se stala zlatym standardem v fadé diagnostickych aplikaci (Ramesh et al. 1992). Uplatiuje
se pii detekci bakterialnich a virovych infekci (napt. HIV, SARS-CoV-2, Mycobacterium
tuberculosis), genetickém screeningu a prenatalni diagnostice, pii identifikaci mutaci,
polymorfismt a genetickych markert, a rovnéz pti detekci transgennich organismil. V oblasti
rostlinné biotechnologie je PCR vyuzivana naptiklad pfi urCovani cytoplazmatickych typa,
autentifikaci odrtid a analyze pfitomnosti gent rezistence (Mackay et al. 2002, Ghannam
& Varacallo 2023, Ramesh et al. 1992).

Diky své jednoduchosti, specifité, rychlosti a vysoké citlivosti zistava PCR zakladni
technikou moderni molekularni biologie a tvoii vychozi platformu pro dalsi techniky, jako jsou
kvantitativni PCR (qPCR), reverzné transkripéni PCR (RT-PCR), digitalni PCR (dPCR) a rizné
varianty multiplexnich a real-time analyz (Mackay et al. 2002, Ghannam & Varacallo 2023).

3.6 Restrikéni analyzy

Restrikéni analyza ptedstavuje zadkladni molekuldrné-biologickou metodu vyuzivanou
K rozliseni DNA fragmentt na zakladé ptitomnosti specifickych restrikénich mist. V rostlinné
genetice, zejména pii studiu mimojaderné DNA (chloroplastové a mitochondridlni), nachazi
tato metoda uplatnéni pii klasifikaci cytoplazmatickych typt (Palmer et al. 1985). Pomoci
restrikénich endonukledz dochazi ke Stépeni dvouvlaknové DNA v definovanych sekvencich,
pficemz vysledné fragmenty se liSi délkou v zavislosti na polymorfismech sekvence
(Jarcho 2001).
Vyznamné uplatnéni nachazi restrikéni analyza také u rodu Solanum, kde se vyuziva
k identifikaci a klasifikaci cytoplazmatickych typti bramboru (napi. T-, D-, M-, W-, P-a A-typ).
Sanetomo a Hosaka (2011, 2012, 2015) popsali charakteristické vzorce chloroplastové
a mitochondridlni DNA u téchto typd a vyvinuli rychlou PCR metodu, kterda vychazi
z predchozich vysledk restrikénich analyz.

4 Metodika

4.1 Material

Rostlinny material byl ziskan ve spolupraci s VUB Havli¢kiiv Brod, s.r.0. Byly odebrany
listové cCepele jednotlivych odrid bramboru (Solanum tuberosum L.) z polnich pokust
na pokusné stanici Vale¢ov (+49° 38' 39.35", +15°29' 50.01") v letech 2010, 2022 a 2023.
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4.2 DNA izolace

DNA byla izolovana pomoci sady DNeasy Plant Mini Kit od znacky QIAGEN
(Némecko). Z lista jednotlivych odrid bramboru (Solanum tuberosum L.) byl
do 1,5 ml polypropylénovych zkumavek navazen vzorek o hmotnosti ptiblizné¢ 100 mg Cerstvé
hmoty.

Zmrazené vzorky byly poté pomoci tekutého dusiku rozdrceny ve zkumavkach pomoci
sklenénych tyCinek na jemny prasek. Poté bylo ptriddno pipetou (Ependorf, Némecko)
400 pl pufru AP1 (lyzacni pufr) a 4 pul RNazy A. Vzorky byly dikladné vortexovany
a inkubovany 30 minut pii teplot¢ 65 °C. Po inkubaci bylo ptidano 130 ul pufru P3
(srazeci pufr) a vzorky byly diikkladné promichany, nasledn€ umistény na 5 minut do mraziciho
boxu.

Lyzat byl centrifugovan po dobu 5 minut pti 14 000 otaCkach za minutu. Poté byl lyzat
bez sedimentu pieveden na filtrovaci QIAshreder spinovou kolonu (fialova barva kolony)
umisténou do nové 2 ml zkumavky. Lyzat byl ptes kolonu filtrovan pomoci centrifugace 2 min
pii 14 000 otackach za minutu. QIA spinova kolona byla odstranéna a k filtratu bylo ptidano
1,5 ml pufru AWI1 (promyvaci pufr) a smés byla dikladné promichana pipetou. 650 ul této
smési bylo pfeneseno na DNeasy Mini spinovou kolonku (bila barva kolony) umisténou v 2 ml
sbérné zkumavce a centrifugovano pii 8 000 otaCkach za minutu po dobu 1 minuty. DNA
se zachyti na filtru kolony. Filtrat byl zlikvidovan a spinova kolonka byla vracena do sbérné
zkumavky. Tento krok byl opakovan se zbyvajici smési.

Na spinovou kolonku bylo ptidano 500 pl pufru AW2 (promyvaci pufr) a centrifugovano
pii 8 000 otdckach za minutu po dobu 1 minuty. Kapalina, kterd prosla kolonou byla
zlikvidovana a spinova kolonka byla vracena do sbérné zkumavky. Tento krok byl opakovan
jesté jednou s dal§imi 500 ul pufru AW2. Néasledn¢ byla provedena suchéd centrifugace
pii 14 000 otackéach za minutu po dobu 2 minut, aby se odstranil zbyly pufr AW?2.

Spinova kolonka byla pfenesena do nové 1,5 ml mikrozkumavky a na membranu spinové
kolony bylo pfidano 50 pl pufru AE (eluéni pufr). Po inkubaci pii pokojové teploté (15-25 °C)
po dobu 5 minut byla smé&s centrifugovéana pii 8 000 otdckach za minutu po dobu 1 minuty
pro eluci DNA. Tento krok byl jesté jednou opakovan. Vysledny objem roztoku vyizolované
DNA byl 100 pl. Koncentrace a Cistota DNA byly méfeny pomoci nanofotometru (IMPLEN,
Némecko) s LID faktorem 10. Ziskané vzorky DNA byly natedény na kone¢nou koncentraci
5 ng/ul.

4.3 PCR amplifikace DNA vzorki

Vzorky byly amplifikovany pomoci PCR reakce (polymerazova fetézova reakce)
v termocykleru Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad, USA). Pro optimalizaci diagnostiky
jednotlivych druhli cytoplazmatické DNA bylo nejprve provedeno pét singleplex PCR reakci
pro kazdy par primert zvlast. Pro zefektivnéni analyzy byla nésledné provedena jedna
komplexni multiplex PCR reakce dle autori (Hosaka & Sanetomo 2012).

Reakéni PCR smés byla pipetovana do 0,2 ml polypropylénovych PCR zkumavek.
Vzorky byly vlozeny do termocykleru Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad, USA) pro samotnou
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amplifikaci. Amplifikace, tedy denaturace, annealing a elongace byla provedena ve 30 cyklech.
Nastaveni cykleru, tedy teplotni a Casovy profil PCR reakce, se nachazi v Tabulce 2.

Tabulka 2 Teplotni a casovy profil PCR reakce.

Faze Teplota  Cas

Predenaturace 10 min 95 °C

Denaturace 30s 94 °C

Annealing 30s 60 °C

Elongace 1 min 72 °C

Kone¢na elongace 5 min 72 °C
4.3.1 Primery

Sekvence jednotlivych primerd pouzitych v této praci jsou zobrazeny od 5' ke 3' konci,
vzdy ve dvojici kodujici ,,forward” primer a antikodujici ,,rewerse” primer a jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tabulka 3 Sekvence primeri ve sméru 5'- 3 ‘pro PCR reakci.

F R AUTOR

T GGAGGGGTTTTTCTTGGTTG AAGTTTACTCACGGCAATCG  (Hosaka 2002)

S GGTTCGAATCCTTCCGTC GATTCTTTCGCATCTCGATTC (fzgy;)n GJ. etal
(Hosaka

SAC TTGGAGTTGTTGCGAATGAG GTTCCCTAGCCACGATTCTG
& Sanetomo 2012)

D CGGGAGGTGGTGTACTTTCT ACGGCTGACTGTGTGTTTGA  anetomo
& Hosaka 2011)
(Hosaka

A AACTTTTTGAACTCTATTCCTTAATTG ACGCTTCATTAGCCCATACC

& Sanetomo 2012)

4.3.2 Singleplex PCR reakce

Singleplex PCR reakce byla provadéna vzdy pro konkrétni par primert z Tabulky 4.
Slozeni této reakce o objemu 20 pl a koncentrace jednotlivych komponent jsou uvedeny

v Tabulce 4.
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Tabulka 4 SloZeni reakcni smési pro singleplex PCR reakci s pipetovacimi koncentracemi pro objem 20 ul roztoku.

Koncentrace . . o

SINGLEPLEX Jasobniho Pipetovano do 20 pl Findlni koncentrac'e

reakce v 20 ul PCR reakci

roztoku

DNA 5ng 2ul 10 ng

MIX QIAGEN 2x 10 pl 1x

PRIMER F (10 pM) 10 uM 0,6 ul 0,3 uM

PRIMER R (10 uM) 10 uM 0,6 ul 0,3 uM

ddH20 - 6,8 pl -

4.3.3 Multiplex PCR reakce

Multiplex PCR reakce obsahovala v§echny pary primert uvedené v Tabulce 5. Nejprve byl
piipraven smésny roztok vSech primerd oznacenych jako ,,primer mix“. Slozeni tohoto mixu
a koncentrace jednotlivych primerd jsou uvedeny v Tabulce 5. Slozeni multiplex reakce
0 objemu 20 pl je uvedeno v Tabulce 6.

Tabulka 5 Slozeni a koncentace mixu primerii pro MULTIPLEX PCR.

. Finalni Finalni koncentrace
Primer Koncentrace ] i . .

. i i Pipetovano nl  koncentrace ve primeru na jednu
mix zasobniho roztoku ] .

100 pl mixu reakéni smés PCR

TF 10 uM 2 0,2 uM 0,027 uM
TR 10 uM 2 0,2 uM 0,027 uM
SF 10 uM 3 0,3 uM 0,04 uM
SR 10 uM 3 0,3 uM 0,04 uM
SACF 10 uM 2 0,2 uM 0,027 uM
SACR 10 uM 2 0,2 uM 0,027 uM
DF 10 uM 3 0,3 uM 0,04 uM
DR 10 uM 3 0,3 uM 0,04 uM
AF 10 uM 4 0,4 uM 0,05 uM
AR 10 uM 4 0,4 uM 0,05 uM
H20 10 uM 72 - -

Tabulka 6 Slozent reakcni smési pro MULTIPLEX PCR reakci o objemu 20 ul.

MULTIPLEX

DNA 10 ng
MIX QIAGEN 1x
PRIMER MIX 2ul
H>O 6 ul

4.4 Stépeni pomoci BamHI

Po amplifikaci byly vzorky Stépeny pomoci restrikéni endonukleazy BamHI (10 U/uL)
v termocykleru pii 37 °C po dobu 3 hodin. Do reakce o celkovém objemu 12 pl byly pfidany
jednotlivé komponenty o koncentracich viz Tabulka 8.
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Restrikéni endonuklaza BamHI $tépi DNA v palindromatické sekvenci uvedené
v Tabulce 7. Tento enzym byl ziskan z bakterie Bacillus amyloliquefaciens H. BamHI. V této
praci bylo pouzito baleni od firmy TermoFisher (USA), které obsahuje 4 000 jednotek, pii¢emz
jedna jednotka je definovana jako mnozstvi BamHI potiebné pro Stépeni 1 ug fragmenti lambda
DNA-Bsp120I za 1 hodinu p#i 37 °C v 50 ul doporuc¢eného reak¢éniho pufru (Thermo Fisher
Scientific Inc. 2012).

Tabulka 7. Slozeni restrikcni endonukledazy BamHI.

5 GIGATC C 3
3 C CTAGIG &

Tabulka 8. Stépici reakce o celkovém objemu 12 ul pomoci enzymu BamHI pii 37 °C 3 h.

, , Koncentrace Finalni koncentrace
Zasobni roztok ) , o
zasobniho roztoku smési
PCR produkt 5ul - -
Enzym BamHI 0,4 ul 10 jednotek/pl 0,33 jednotek/ul
Pufr 1,2 ul 10x 1x
ddH20 54l - -

4.5 Elektroforéza a vizualizace

Pro vizualizaci vysledkid PCR amplifikace a nasledného $tépeni produktt byla provedena
horizontalni gelova elektroforéza v elektroforetické cele (BioRad, Némecko). Gelova
elektroforéza funguje na principu fyzikalnich sil. DNA je zaporné nabita molekula, ktera diky
fosfatovym skupinam putuje v nosici, gelu, smérem ke kladné nabité anodé. Fragmenty
se v gelu pohybuji rtiznou rychlosti v zavislosti na své délce (Houssier et al. 1974).
Polysacharid obsaZeny v gelu, nazyvany agardza, vytvaii sit' nekovalentnich vodikovych
mustkll a hydrofobnich vazeb mezi dlouhymi fetézci. Témito prostorovymi strukturami
se fragmenty DNA o rizné délce pohybuji smérem k anodé€. Hustota gelu se ptizplisobuje
velikosti analyzovanych fragmentt (Bhattacharya & Mandal 1997; Green & Sambrook 2019).
Fragmenty mély v tomto ptipadé délku 0,2—-3 kb.

Pro piipravu 1,5 % agar6zového gelu bylo navdzeno 3 g agar6zy a odmeéfeno 200 ml
1x TBE pufru. Roztok byl zahiivan v mikrovinné troubé, aby se agardza dostate¢né rozpustila.
Poté bylo piidano 12 pl detekéniho barviva ethidiumbromidu (EtBr). S EtBr je nutné pracovat
opatrné, protozZe se jedna o vysoce karcinogenni, teratogenni a mutagenni latku (Houssier et al.
1974; Sabnis 2010).

Ptipraveny roztok byl nalit do formy (vani¢ky), do které byl vlozen ,,hfebinek* vytvarejici
jamky pro nasledné nanaSeni vzorkli DNA. Po ztuhnuti byl gel vloZen do elektroforetické cely
naplnéné 1x TBE pufrem s EtBr. TBE pufr obsahuje TRIS (4-chlorfenyl) methanol), EDTA
(kyselinu ethylendiaminotetraoctovou) a kyselinu boritou (Sanderson et al. 2014; Dionisio et
al. 2018).

Do pftipravenych jamek bylo naneseno 10 pl vzorkl. Pro uréeni délky fragmentt byl
pouzit hmotnostni standard GeneRuler 100 bp DNA Ladder (ThermoFisher, USA), ktery
obsahuje fragmenty DNA o definované velikosti, bromfenolovou modi pro vizualizaci

30



a glycerol, ktery zajist'uje, aby vzorky zistaly ve spodni ¢asti jamek. Diky pfitomnosti barviva
bylo mozné sledovat postup vzorkl béhem elektroforézy a tim zptesnit praci
(Bartova et al. 2005).

Elektroforeticka cela byla piipojena ke zdroji, a separace probihala pii napéti
90 V a proudu pfiblizné 90 mA, dokud se vzorky viditelné neposunuly do dvou tietin gelu.
Po ukonceni elektroforézy byla detekce fragment provedena pomoci UV zafeni na pfistroji
Gel Doc (BioRad, Némecko) a promitnut na pocitaci (BenQ, Tchaj-wan).

4.6 Fenotypizace odrad

Vyhledéavani a analyza vSech jedenacti hodnocenych vlastnosti u 350 odrtid bramboru
(Solanum tuberosum L.) byla provedena prostiednictvim databazového systému GRIN Czech
(https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/search.aspx) (Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i.,
2025). Tento systém poskytuje komplexni informace o genetickych zdrojich rostlin
uchovavanych v Ceské republice, véetné podrobné charakterizace jednotlivych odrid.

Details for: 0750102090, Solanum tuberosum L., 'Jitka'

’ Summary l Passport l Taxanomy l Other l Pedigree l IPR

Observations

Phenatype Data

Show/hide columns Show 5 rows Excel

Showing 1 to 1 of 1 entries (filtered from 59 total entries)

Category “ Descriptor Description Value Study Inventory Availability

MORPHOLOGY 028 Tuber - 6 2008
shape spherical-  Potato
oval Research
Institute
Havlickuv
Brod Ltd
(2

Showing 1to 1 of 1 entries (filtered from 59 total entries) Previous 1 Next

Obrazek 6 Vyhleavani v internetové databazi GRIN: ukdzka pro znaku tvar hlizy u odridy Jitka.
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Details for: 0750101171, Solanum tuberosum L., 'Karin'

Summary [ Passport l Taxonomy [ Other ] Pedigree I IPR

Observations

Phenotype Data

Show/hide columns Show 5 rows Excel

Showing 1 to 1 of 1 entries (filtered from 33 total entries) Search:
Category “  Descriptor Description Value Study Inventory Availability
MORPHOLOGY 028 Tuber - 2- 1982
shape Kidney  Potato

long Research
Institute
Havlickuv
Brod Ltd.

Showing 1to 1 of 1 entries (filtered from 33 total entries) Previous 1 Next

Obrazek 7 Vyhledavani v internetové databazi GRIN: ukdzka pro znak tvar hlizy u odridy Karin.

Jednotlivé vlastnosti, které byly nasledné vyuzity ve statistickém Setfeni, jsou uvedeny
v tabulce 9. Podrobny popis a bonitace deskriptori v piiloze 1.

Tabulka 9 Nazev a popis jednotlivych vlastnosti.

Kod | Nazev vlastnosti Popis

28 | Tvar hlizy Celkovy tvar hlizy (kulovita, ovalna, dlouha)

29 | Zplostelost hlizy Jak moc je hliza plossi oproti kulovitému tvaru

30 | Pravidelnost tvaru hlizy Rovnomérnost a pravidelnost tvaru hlizy

31 | Velikost hlizy Velikost hliz v kategoriich

32 | Pravidelnost velikosti hliz Konzistence velikosti hliz v ramci odrudy

33 | Typ hlizy Kombinace tvaru, velikosti a proporci hlizy

34 | Hloubka ocek Hloubka o¢ek na povrchu hlizy

35 | Typ slupky hlizy Textura slupky (hladka, drsna, sitovand)

36 | Barva slupky hlizy Barevné variace slupky (Zluta, Cervena, fialova)

39 | Barva duziny hlizy Barva vnitini duziny hlizy (bila, Zluta, oranzova, fialova, ...)
45 | Délka vegeta¢niho obdobi odriidy | Klasifikace podle doby zrani (rané, polorané, pozdni, ...)

4.7 Statistika

4.7.1 Statistica

Data byla vyhodnocena pomoci statistického programu Statistica (StatSoft, Dell USA).
Byl pouzit neparametricky test Kruskal-Wallistv test (Obr 8) a na né&j navazujici post hoc
Dunnové test (Dinno 2015, Piwowarczyk 2012). Prikaznost vysledki byla testovana k hlading¢
vyznamnosti 0,05.

Kruskal-Wallistv test je rozs§ifenim Mann-Whitneyova testu pro vice nez dvé nezavislé
skupiny. Umozinuje porovnat mediany mezi skupinami bez pfedpokladu normality dat. Testova
statistika H, zndzornénd na obrazku 8, se vypocitava podle néasledujiciho vzorce:
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__v (nom, )
H_n(n+1)(n1+n2+"'+nk 3(n+1)

Obrdzek 8 Vzorec pro vypocet hodnoty H Kruskal-Wallisova testu, kdy n je je celkovy pocet pozorovdni, k je pocet skupin, n;je
pocet prvku ve skupnié | a T; je soucet poradi pozorovdni ve skupiné i (Riffenburg R. 2006).

Pokud byl Kruskal-Wallistv test prikazny, byla provedena nasledna parova porovnani
pomoci Dunnové testu. Tento test umoznuje zjistit, mezi kterymi dvojicemi skupin existuje
statisticky vyznamny rozdil. Vypocet testové statistiky zj pro kazdé porovnani dvou skupin A
a B je dan vzorcem (Obr. 9):

_ Wa—Wsg
Zj=—"5—

Obradzek 9 Vzorec pro vypocet zi pro Dunnové test, kde W,, Wpg predstavuji primérné soucty poradi skupin A a B a o; je
smérodatnd odchylka rozdilu poradi (Dinno 2015).

Z(T;_Ts)
o.i:\/N(N+l)_s_1 N

12 12(N—1) na ' ng

Obrdzek 10 Vzorec pro vypocet smérodatné odchylky, kdy N je celkova pocet pozorovdni a na a ng jsou velikosti skupin A a B
(Dinno 2015) .

Tato metoda vyuziva vysledky z Kruskal-Wallisova testu, hlavné pofadi pozorovani, a aplikuje
z-testovou statistiku na rozdily mezi skupinami. V pfipad¢ vyskytu vice porovnani byly
p — hodnoty ovéfeny metodou Bonferroniho nebo Holm-Sidak (Dinno 2015).

4.7.2 DARwin 6

Pro zptesnéni statistickych vysledki a jejich vizualizaci byla analyza provedena v programu
DARwin 6 (Perrier & Jacquemoud-Collet 2006), kde byly vypoéteny indexy nepodobnosti
(Dissimilarity Indices — Modalities) podle metody Rogers & Tanimoto (Obr. 9)
(Rogers & Tanimoto 1960). Tyto indexy kvantifikuji miru rozdilnosti mezi jednotlivymi
odridami na zaklad¢ pfitomnosti ¢i nepfitomnosti znakti. Vypocet nepodobnosti mezi dvéma
odriidami i a j je definovan rovnici:

2u

m+2u

Obradzek 11 Vzorec pro vypocet indexu nepodobnosti podle metody Rogers Tanimoto, u predstavuje pocet neshod (pritomnost
znaku pouze u jedné z odrid) a m je pocet shod (pritomnost nebo nepritomnost znaku u obou odrid zdroven) (Perrier et al.
2003).

dj

Na zdkladé¢ této matice nepodobnosti byl nasledné zkonstruovan dendrogram
znazoriujici genetickou piibuznost mezi analyzovanymi odridami. Pro jeho sestaveni byla
vyuzita metoda ordinal neighbour joining (ONJ), kterd je modifikaci klasického algoritmu
neighbour joining (NJ). Metoda ONJ byla vyvinuta specialné pro praci s ordinalnimi daty
a poskytuje robustni ndstroj pro vizualizaci vztahli mezi velkym poctem genotypu
(Saitou & Nei 1987; Gascuel & Steel 2006).

Principem ONJ je postupné spojovani ,nejblizSich sousedi™ na zékladé¢ vypoctu
minimalnich vzdélenosti, pficemZ vystupem je uspofddany strom, ktery zachovava hierarchii
podobnosti mezi jednotlivymi jednotkami. Tato metoda je vhodna, pokud jsou data ve formé
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nespojitych kategorii nebo ordinalnich hodnot, coz odpovidé charakteru pouzitych dat v této
praci (Saitou & Nei 1987; Gascuel & Steel 2006).

Jednotlivé vystupy se nachazi v sekci vysledky (Obr. 17, 18, 19 a 20), podrobné
a priblizené segmenty dendrogramt jsou k nalezeni v samostatnych ptilohéach.

473 PCA

Analyza hlavnich komponent (PCA) umoznuje pievést vicerozmérna data do mensiho
poctu tzv. hlavnich komponent, které zachycuji nejvétsi cast variability (Jolliffe 2002; Ringnér
2008). Tim usnadiuje vizualizaci a odhalovani vzorct v datech, jako je podobnost ¢i odlisnost
mezi jednotlivymi odriidami. V kontextu této studie byla PCA vyuzita ke zjisténi, zda jednotlivé
typy cytoplazmy (D, T, W) maji vliv na souhrnny fenotyp odrid bramboru (Aversano et al.
2009). Pokud by se odrudy s riznym cytoplazmatickym typem v prostoru hlavnich komponent
odliSovaly, mohlo by to naznaovat, Ze cytoplazma spoluptisobi pfi utvareni fenotypovych
vlastnosti.

Matematicky lze hlavni komponenty vyjadiit jako linearni kombinaci pivodnich,
standardizovanych proménnych. Vypocet hodnot hlavnich komponent je znazornén na obrazku
12.

PC.=2Z v,

Obrdzek 12 Rovnice pro vypocet hlavnich komponent, kde Z je matice standardizovanych dat (napriklad agronomickych znaka),
vk je vlastni vektor urcujici smér k-té hlavni komponenty a PCk je vysledny vektor hodnot této komponenty pro vsechna
pozorovadni (odridy) (Jolliffer 2002).

K urceni hlavnich komponent je tieba nejprve vypocitat kovarianéni (nebo korelacni)
matici ze standardizovanych dat, nasledn€ se fesi tzv. vlastni dekompozice, jak je uvedeno
na obrazku 13.

S'Vk=Ak'Vk

Obrdzek 13 Rovnice pro vypocet kovariacni matice, kde S oznacuje kovariancni matici, Ai je vlastni Cislo (eigenvalue), které
uddva podil vysvetlené variability a vi je vlastni vektor (eigenvector) reprezentujici smér nové osy v prostoru (Jolliffe 2002).

V této praci byly prvni dvé hlavni komponenty pouZity pro vizualizaci v dvourozmérném
prostoru s cilem posoudit, zda mezi skupinami odrid s riznymi typy cytoplazmy existuji
rozdily.

5 Vysledky

5.1 Fenotypizace

Z celkového mnozstvi 421 odrid analyzovanych v této praci bylo fenotypizovéano
v databazi GRIN (Vyzkumny tstav rostlinné vyroby, v.v.i., 2025) 223 odrid. Vysledky
fenotypizace jsou uvedeny v piiloze 10. Tabulka 10 zobrazuje pocet zdznamu u jednotlivych
znakil a zaroven jejich nejcastéjsi hodnotu.
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Tabulka 10 Popis fenotypovych znakui.

Koéd znaku Nazev vlastnosti Pocet zaznamu Nejcastéjsi hodnota
28 Tvar hlizy 164 6
29 Zplostelost hlizy 136 7
30 Pravidelnost tvaru hlizy 123 7
31 Velikost hlizy 156 6
32 Pravidelnost velikosti hliz 137 7
33 Typ hlizy 124 5
34 Hloubka ocek 139 7
35 Typ slupky hlizy 132 9
36 Barva slupky hlizy 126 7
39 Barva duziny hlizy 135 7
45 Délka vegetaéniho obdobi odriiddy 142 4

5.2 Druhy cytoplazmy

Na snimcich z vertikdlni agarové elektroforézy je prezentovana analyza DNA 46 odrid
bramboru (Solanum tuberosum L.) v ramci multiplexniho §tépeni restrikéni endonukleazou
BamHI. Elektroforetické gely byly ozatfeny UV svétlem, aby byl viditelny separovany DNA
fragmentovy profil, ktery byl obarven ethidiumbromidem.

Prvni snimek zachycuje stav pfed Stépenim, kdy je vidét nefragmentovana DNA
jednotlivych odriid. Druhy snimek ukazuje vzorky po Sté€peni, kdy doSlo k rozStépeni DNA
na fragmenty specifické pro jednotlivé typy cytoplazmy. Demonstrativné byly barevné
oznaceny tifi rizné typy cytoplazmy, které odpovidaji variantam identifikovanym
v analyzovaném souboru odriad (Sood et al. 2021). Vyhodnocené typy -cytoplazmy
pro jednotlivé odrudy jsou uvedeny v pfiloze 10. Z celkového mnozstvi 421 odriid byla u 204
odrtd identifikovana cytoplazma T-typu, u 133 D-typu a u 84 W-typu.

—~
- e e

ek B
N -

Obrazek 14 Restrikcni analyza, gel pred stépenim. Obrazek 15 Restrikcni analyza, gel po stépeni.
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5.3 Statistika

5.3.1 PCA

Analyza hlavnich komponent (PCA) byla provedena za ucelem snizeni rozmérnosti dat
a vizualizace vztahli mezi fenotypem a typem cytoplazmatické DNA. Vstupni datovou matici
tvotilo 185 az 225 odrid bramboru, pficemz kazdd odriida predstavovala jednu jednotku
pozorovani. Pro kazdou z nich bylo zaznamenéno 11 fenotypovych znaki, proménnych, které
kvantitativné popisovaly morfologické a agronomické vlastnosti. Tyto znaky tvotily zaklad
pro vypocet hlavnich komponent.

Na zakladé této analyzy bylo zjisténo, ze prvni dvé hlavni komponenty vysvétlily
dohromady 41 % celkové variability v souboru. Vizualizace v prostoru téchto dvou komponent
(obr. 10) ukazala, Ze jednotlivé typy cytoplazmy (D, T, W) se v PCA prostoru ¢asteéné odlisuji.
Nejvetsi fenotypova variabilita byla zaznamendna u skupiny s cytoplazmou typu T, zatimco
skupina D byla fenotypové nejhomogennéjsi.

PCA analyza — souvislost fenotypu a typu cytoplazmy

Druha hlavni komponenta

' ! I :
-5.0 -2.5 0.0 25
Prvni hlavni komponenta

Obrazek 16 Anylyza hlavnich komponent, RStudio

5.3.2 Kruskal-Wallisiv test

Tabulka 11 prezentuje vysledky statistick¢ho testu Kruskal-Wallis, ktery byl pouzit
ke srovnani jednotlivych vlastnosti brambor mezi riznymi skupinami cytoplazmy (T, W, D).
Jednotlivé skupiny vlastnosti byly vyhodnoceny a pokud test prokézal statisticky vyznamny
rozdil, tedy hodnota p je mensi nez 0,05, byl proveden Dunnové post hoc test, ktery pomohl
urcit, mezi kterymi konkrétnimi cytoplazmatickymi skupinami existuji statisticky vyznamné
rozdily. Dale jsou v tabulce uvedeny primérné hodnoty jednotlivych druhy cytoplazem
konkrétnich znaki a pocet odriid v jednotlivych zkouménich.
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Tabulka 11 Statistické vystupy a vvhodnoceni jednotlivych testi

Znak H p—hodnota :leltnnove T D w Cetnosti
028 9,3851 0,0092 W 5,29 5,87 6,33 222
029 5,666 0,0588 / 5,76 6,48 6,08 199
030 2,3899 0,3027 / 5,98 6,26 6,11 195
031 2,0032 0,3673 / 5,75 5,86 5,59 215
032 0,671 0,715 / 5,87 6 5,83 197
033 9,2735 0,0097 T-W,D-W 5,79 5,75 4,89 190
034 5,7465 0,0565 / 6,59 6,43 6,05 221
035 1,9511 0,3770 / 6,46 6,5 5,97 192
036 0,3791 0,8273 / 6,73 6,8 6,44 219
039 10.821 0.0045 D-W, T-W 5,68 5,89 4,74 223
045 13.473 0,0012 D-W 3,59 3,28 4,33 223

Vysledky Kruskal-Wallisova testu a post hoc Dunnova testu pro porovnani znaktt mezi typy cytoplazmy (D, T, W). Tuéné jsou
vyznadeny statisticky vyznamné rozdily (p <0,05). Hodnota H udava jednotlivé vysledky Kruskal-Wallisova y2 testu.

Vysledky ukazaly, ze u né€kolika znaki byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi
cytoplazmatickymi skupinami. Mezi tyto vlastnosti patii tvar hlizy (028), typ hlizy (033), barva
duziny hlizy (039) a délka vegetacniho obdobi (045).

Primérné hodnoty vybranych znakl se mezi jednotlivymi typy cytoplazmy (T, D, W)
mirné liSily. Naptiklad u znaku 028 byl primér nejvyssi u typu W (6,33), zatimco nejnizsi
a T byly hodnoty vyssi (5,89 a 5,68). U nekolika znaki byly tyto rozdily statisticky vyznamné,
napiiklad znak 028: p = 0,0092; znak 039: p = 0,0219.

Nejvyraznéjsi rozdil mezi cytoplazmatickymi typy byl zjistén u znaku 045 — vegetacni
obdobi (p =0,0012), kde post hoc test potvrdil statisticky vyznamnou odli§nost mezi skupinami
D a W. Obrazek 17 zobrazuje dendrogram.
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Obrazek 17 Dendrogram pro znak 045, DARWIN.

38



Podobné¢ i u znaku 039 barva duziny hlizy (p = 0,0045) byly zjiStény vyznamné rozdily
mezi skupinami D-W a T-W. Obrazek 18 zobrazuje grafické znazornéni dendrogram.
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Obrazek 18 Dendrogram pro znak 039, DARWIN.
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U znaku 028 — tvar hlizy (p = 0,0092) byl potvrzen vyznamny rozdil mezi skupinami T
a W. Pro znak 028 je zobrazen dendrogram na obrazku 19.

01238

1] 02

Obrazek 19 Dendogram pro znak 028, DARWIN.
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Znak 033 — typ hlizy (p = 0,0097) vykazal rozdily mezi skupinami T-W a D-W.
Na obrazku 20 je vyobrazen dendrogram pro tento znak.
033

Tlarketa

Dina

—_1
Obrazek 20 Dendrogram pro znak 033, DARWIN.

Znak 034 je blizko hranice (p = 0,0565) a mize vykazovat tendenci k vyznamnosti.
U ostatnich sledovanych znakt (029, 030, 031, 032, 035, 036) nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami podle typu cytoplazmy.
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6 Diskuze

U souboru 423 odrad analyzovanych v této praci bylo fenotypizovano v databazi GRIN
223 odriad. Pomoci molekularné-genetickych metod byly identifikovany tfi zakladni typy
cytoplazmatické DNA, nejcastéji se vyskytoval typ T (48,5 %), nasledovaly typy D (31,5 %)

zaznamenali podobné rozloZeni cytoplazmatickych typt v evropském genofondu bramboru.
6.1 Metodika

Cytoplazmatickd DNA se podili na celé fadé metabolickych procesii, které mohou ovlivnit
vysledny vzhled a vlastnosti rostliny.

Plastidy jsou zodpovédné za syntézu Skrobu, lipida i barviv (Wise & Hoober 2007).
Mitochondrie zajist'uji energeticky metabolismus prostfednictvim bunéného dychani
(Mgller et al. 2021). I kdyz maji tyto organely mensi genom nez jadro, jejich vliv na fungovani
buriky i na nékteré agronomické znaky je dilezity a nemél by byt opomijen (Alberts et al. 2002).

Nekteré vysledky této prace by tak mohly byt vysvétleny pravé rozdilnym metabolickym
nastavenim jednotlivych cytoplazmatickych typl. Naptiklad rozdily v délce vegetaéniho
obdobi (znak 045) mohou souviset s odliSnou efektivitou bunééného dychani a energetického
hospodateni mezi typy cytoplazmy(Millerd et al. 1951). U znaku barvy duziny (039) se rozdily
mohou vztahovat K plastidové syntéze pigmentt, piedevsim karotenoidd, jejichz produkce je
fizena i geny v plastidovém genomu (Cooper 2000). A podobné i u tvaru a typu hlizy (028, 033)
muze mit urcity vliv rozdilna aktivita plastidovych a mitochondrialnich metabolickych drah
nebo rozdily v jejich regulaci (Millerd et al. 1951; Oldenburg & Bendich 2015).

Pro identifikaci cytoplazmatickych typd byla vyuzita kombinace PCR a restrikéni
analyzy pomoci enzymu BamHI, ktera umoZiiuje spolehlivé urcit zékladni typy cytoplazmy
(Hosaka et al. 2009). Tento piistup je vhodny pro zakladni charakterizaci, ale neposkytuje
detailni rozliSeni jednotlivych podtypl (napt. W/a, W/B, W/y). Pro pfesnéjsi typizaci by bylo
vhodné pouzit §irSi markerovy panel podle metodiky Hosaky a Sanetoma (2012).

Molekularni typizace cytoplazmy pomoci PCR — RFLP prokazala vysokou miru
spolehlivosti. Detekované typy cytoplazmy byly ve shod¢ s informacemi o botanickém ptvodu
matecnych linii, které¢ byly dohledany v literatute, Slechtitelskych materidlech 1 databazich
(europotato.org).

U odrid s mate¢nou linii odvozenou od S. stoloniferum (napft. Clivia, Leyla) byl ve v§ech
ptipadech potvrzen typ W cytoplazmy, odpovidajici haplotypu W/y.

U odrud, které mély jako pramatku Solanum demissum, se ve vSech ptipadech vyskytoval
typ cytoplazmy D. Tento typ je pro S. demissum typicky a je od né&j také odvozen. Cytoplazma
D se vyskytuje pomérné €asto a v riznych liniich, nékdy i v pfipadech kde pifimy plivod neni
jednoznacéné dolozen. Jeji vyskyt je tedy pomérné Siroky, a ne vzdy snadno dohledatelny zpét
ke konkrétni matecné linii, coz mulzZe souviset s jejim Castym vyuZivanim v minulych
Slechtitelskych programech (Hosaka et al. 2009, Goryunova et al. 2023).

Vsechny odriidy, které¢ mély jako matecnou linii uvedenu Hydru (napf. Agata, Arcona,
Impala), mély typ cytoplazmy T. Stejné tak se typ T vyskytoval i u odrid s pramatkou Early
Primrose. V obou pfipadech jde o kulturni odrady evropského ptivodu, u kterych se typ T
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vyskytuje zcela bézné. U linie Clivia byl zjistén typ T i D. Je mozné, Ze v nékterych piipadech
doslo k chybam v historickém zaznamu rodokmenti — naptiklad mohla byt zaménéna matecna
a otcovska slozka, a linie se tak dal vedla nespravné. To by mohlo vysvétlit piipady,
kdy cytoplazmaticky typ neodpovida uvadéné mate¢né linii.

6.2 Vysledky

6.2.1 Statistika

Cilem prace bylo ovéfit, zda existuje vztah mezi typem cytoplazmy a vybranymi
fenotypovymi znaky. Pro hodnoceni byly vyuzity klasifikacni znaky z databaze GRIN,
prevedené do binarni matice. Statisticka analyza pomoci Kruskal-Wallisova testu a nasledného
post-hoc testu (Dunnové test) potvrdila vyznamné rozdily u ¢tyi znakti — délky vegetac¢niho
obdobi (045), barvy duzniny (039), tvaru hlizy (028) a typu hlizy (033).

Z téchto znakl vykazovala nejvyraznéjsi rozdily délka vegetacniho obdobi (045), kde byly
prokazany odliSnosti mezi cytoplazmou D a W. Tento vysledek ma praktické disledky
pro slechténi, protoze délka vegetace je zasadni pro adaptaci odriid na specifické klimatické
podminky a stézejni pro vybér péstitele (Zizka 2022). Cytoplazma W, pochéazejici z divokych
druhil, byva spojovana s ranosti, zatimco cytoplazma D byva typickd pro pozdnéjsi odridy.
Tato pozorovani jsou navazuji na predchozi prace (Hosaka & Hanneman 1988).

U znaku barvy duzniny (039) se opét cytoplazma W odliSovala od T a D. Plastidova DNA,
ve které se nachazeji geny ovlivilujici syntézu pigmentli, miize hrat roli v rozdilech zbarveni
duzniny, coz ma vyznam nejen esteticky, ale i nutri¢ni (Wise & Hoober 2007; Greiner et al.
2011).

Také tvar hlizy (028) a typ hlizy (033) vykazovaly vyznamné rozdily mezi
cytoplazmatickymi skupinami, pfi¢emz skupina W se zfeteln¢ odliSovala. Tyto znaky mohou
byt ovlivnény cytoplazmatickou regulaci vyvoje hliz a maji prakticky vyznam pro trZzni
i primyslové vyuziti odrid (Zizka 2023).

Znak 034 (hloubka oc¢ek) mél vysledky, které se pohybovaly tésn€ kolem hranice statistické
vyznamnosti. I kdyZ se nepodafilo prokéazat jasny statisticky rozdil, zda se, Ze urcité rozdily
mezi skupinami existuji. Je mozné, Ze pti vétsim poctu odriid nebo s pouzitim citliveéjsi metody
by se tyto rozdily mohly projevit vyraznéji. Tento vysledek proto stoji za pozornost a mohl
by byt zajimavym podnétem pro dalsi vyzkum.

Naopak u ostatnich sledovanych znak, zplostélosti hliz (029), pravidelnosti tvaru (030),
velikosti hlizy (031), pravidelnosti velikosti (032), typu slupky (035) a barvy slupky (036),
nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Tyto znaky jsou pravdépodobné vice ovlivnény
jadernou dédi¢nosti nebo prostredim.

6.2.2 Analyza hlavnich komponent

Vysledky PCA analyzy ukézaly, Ze jednotlivé typy cytoplazmy se ve vicerozmérném
prostoru ¢astecné odliSuji. Prvni dvé hlavni komponenty (PC1 a PC2) vysvétlily dohromady
ptiblizné 41 % celkové variability (PC1 = 26,8 %, PC2 = 14,1 %). Nejvétsi rozptyl vykazovala
skupina T, ktera mize souviset s jejim Castym a nespecifickym vyuzitim ve Slechténi. Naopak
cytoplazma D pusobila jako fenotypové homogenni, zatimco cytoplazma W zaujimala
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specifickou pozici s rozptylem podél osy PC1. To miize odrazet jeji odlisSné genetické pozadi
a pritomnost haplotypt pochazejicich z divokych druhti (Hosaka & Sanetomo 2012).

6.2.3 Dendrogramy

Tato pozorovani byla potvrzena i pomoci dendrogrami vytvoienych v softwaru DARwin,
které zachycuji strukturu genetické podobnosti na zékladé jednotlivych fenotypovych znakd.
U znakti 028 (tvar hlizy), 033 (typ hlizy), 039 (barva duziny) a zejména 045 (délka vegetacniho
obdobi) bylo patrné, ze urcité skupiny odrud se seskupuji podle typu cytoplazmy. Rozdéleni
odrtd bylo na vSech ¢tyfech dendrogramech vizualn€ zvyraznéno barevnym rozliSenim ¢ervené
typ D, modre typ T a zelené typ W.

Nejvyraznéjsi shlukovani podle cytoplazmy bylo pozorovano u znaku 045 (Obr. 16),
kde byly skupiny W a D zieteln¢ oddéleny a jejich vétveni odpovidalo odlisné délce
vegetacniho obdobi. Dendrogram navic ukazal i ur¢itou homogennost v rdmci skupiny D tedy
mensi rozptyl a vyssi vnitini podobnost odriid. Oproti tomu skupina T se v dendrogramech
objevovala rozptylenéji, bez jasného vyhranéni, coz odpovida jeji Siroké distribuci napiic
kulturnimi liniemi.

U znaku 033 (Obr. 20) byla pozorovana vyrazna shoda mezi skupinou W a specifickym
typem hlizy — vétSina zelené oznacenych odrid (typ W) se soustfedila do kompaktniho klastru.
Podobné tendence byly vidét i u znaku 028, kde odridy s cytoplazmatem W vytvarely ¢astecné
oddélenou vétev od zbytku. V ptipadé€ barvy duziny (039) byla distribuce mezi skupinami vice
rozptylena, ale 1 zde bylo patrné, Ze cytoplazmy T a W se seskupuji do rliznych ¢asti stromu.

Celkové lze fict, Ze dendrogramy napomohly lepSimu pochopeni vztahi mezi
fenotypovymi znaky a cytoplazmatickym ptivodem. Zatimco typy D a W se jevily jako vice
specificky vymezené, typ T mél vétsi vnitini variabilitu, coz mize byt dano jeho kulturnim
puvodem a ¢astym zapojenim do riznych hybridnich linii. Tyto vizualni vystupy tak vhodné
dopliuji statistickou analyzu a potvrzuji, Ze cytoplazmaticky piivod mize do urc¢ité miry
ovlivnit i znaky s komplexni dédi¢nosti.

6.3 Zavér

Z praktického hlediska je zajimavé, ze cytoplazma typu D, ktera pochazi ze S. demissum,
byva Casto spojovana s vyssi odolnosti vici stresu a s lepsi kvalitou hliz. Cytoplazma typu W,
odvozena od S. stoloniferum, se naopak ¢asto poji s vys$S§im obsahem Skrobu a se samdi
sterilnosti (Sanetomo & Gebhardt 2015). Typ T, ktery se vyskytuje nej€asteji, nevykazuje v této
préci pfimou vazbu na zddny z hodnocenych znak. Je mozné, Ze v disledku ¢astého vyuZzivani
ve Sleténi se jeho vliv vytratil a stal se pfirozenym pro brambory jako takové.

Je tfeba ale 1 zminit urc¢ité nedostatky tohoto vyzkumu. Pfevod znaki do binarni podoby
mohl vést ke zjednoduSeni variability a sniZeni citlivosti analyzy. Také nerovnomérné
zastoupeni jednotlivych typt cytoplazmy a nasledna volba neparametrického testu mohli mit
vliv na vysledky statistickych test. Nékteré rozdily, 1 kdyz vySly jako statisticky vyznamné,
by bylo vhodné ovéfit pomoci jinych pfistupi — naptiklad s vyuzitim kvantitativnich dat
(Bernardo 2020), funkénich markerti (Barone 2004), pfipadné analyz exprese na urovni
transkriptomu (Sun et al. 2019).
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I pres tyto nedostatky se potvrdilo, Zze cytoplazmatickhi DNA muze byt uzite¢nym
doplitkovym néstrojem pii hodnoceni genetické diverzity a pti vybéru vhodnych rodicovskych
linii. Zejména typ W se v této praci opakované ukazal jako fenotypové odlisny, a mohl by byt
vyuzit pii Slechténi na ranost nebo vyssi skrobnatost. Vysledky této studie tak mohou poslouzit
jako zéklad pro dal$i vyzkumy zamétené na hlubsi pochopeni vlivu cytoplazmy a jeji praktické
vyuziti v genetice a Slechténi bramboru.
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7 Zavér

V ramci této prace byla uspésné optimalizovana PCR reakce pro amplifikaci izolatt
Solanum tuberosum a zaroven i podminky pro Stépeni DNA pomoci restrikéniho
enzymu BamHI. Diky tomu se podaftilo identifikovat zékladni typy cytoplazmatické
DNA u vybranych odrtd.

Dale bylo zpracovano 11 fenotypovych vlastnosti a statisticky vyhodnoceno
v softwarech Statistika, DARWIN 6 a RStudio.

Z vysledkd vyplyva, Zze mimojaderndi DNA muize mit vliv na nékteré fenotypové
znaky, at’ uz jde o délku vegetacniho obdobi, tvar hliz nebo barvu duzniny.
Vyznamnéji se v tomto sméru projevovala zejména cytoplazma typu W.

Ptesto je potieba brat v tivahu urcitd omezeni a vysledky vnimat jako prvni krok
K hlub$imu porozuméni této problematice. Pro potvrzeni souvislosti by bylo vhodné
navazat na tuto praci dal$imi analyzami, které by zapojily 1 jiné metody nebo Sirsi
soubory dat.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BfR — Bundesinstitut fiir Risikobewertung (Spolkovy institut pro hodnoceni rizik, Némecko)
CG — Cytosin—Guanin, procentualni zastoupeni bazi C a G v DNA sekvenci
CMS — Cytoplasmic Male Sterility = cytoplazmaticka samci sterilita

CpPDNA — Chloroplastova DNA (DNA obsazena v chloroplastech)

CRISPR/Cas9 — Genomové editovani — Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats / CRISPR-associated protein 9

ddH20 — Double distilled water = dvojité destilovana voda

DNA — Deoxyribonucleic acid = deoxyribonukleova kyselina

EtBr — Ethidium bromid — barvivo pro detekci DNA pii gelové elektroforéze

IRa a IRb — Inverted Repeats a a b = inverzni repetice v plastidovém genomu
LSC — Large Single Copy region = velka jedinecna oblast plastidové DNA
MtDNA — Mitochondridlni DNA

NADH — Nikotinamidadenindinukleotid (redukovany) — koenzym v metabolismu
NADPH — Nikotinamidadenindinukleotid fosfat (redukovany) — koenzym

NJ — Neighbour joining

ONJ — Ordinal neighbour joining

PCA — Principal Component Analysis = analyza hlavnich komponent

PCR — Polymerase Chain Reaction = polymerazova fetézova reakce

ptDNA — Plastidova DNA (obecny nazev pro DNA v plastidech, véetné cpDNA)
PVY — Potato virus Y = virus Y bramboru

rRNA — Ribosomalni RNA

RS — Rezistentni skrob (odolny vici traveni v tenkém stieve)

SCFA — Short Chain Fatty Acids = mastné kyseliny s kratkym fetézcem

SSC — Small Single Copy region = mala jedine¢na oblast plastidové DNA

tRNA — Transfer RNA = pfenosova RNA
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Ptiloha 2 Dendrogram pro znak 045 vytvoreny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,

zobrazeni je ptiblizené.
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Ptiloha 3 Dendrogram pro znak 045 vytvoreny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,
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Ptiloha 4 Dendrogram pro znak 039 vytvofeny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,
zobrazenti je ptibliZzené.
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Ptiloha 5 Dendrogram pro znak 028 vytvofeny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,

zobrazeni je priblizené.
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Ptiloha 6 Dendrogram pro znak 028 vytvo
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Ptiloha 7 Dendrogram pro znak 028 vytvoreny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,

zobrazeni je priblizené.
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Priloha 8 Dendrogram pro znak 033 vytvofeny metodou ONIJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,

zobrazeni je piiblizené.
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todou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,
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Ptiloha 9 Dendrogram pro znak 033 vytvo
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Ptiloha 10 Dendrogram pro znak 033 vytvoreny metodou ONJ. Barvy znaci typy cytoplazmy,
zobrazeni je ptiblizené.
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Ptiloha 11 Seznam hodnocenych odriid bramboru s pfitazenym typem cytoplazmy a hodnotami

sledovanych znakii.

BSoIetwlIqd

VN

VN

VN

VN

VN

VN

VN

VN

o[[eqewtIg

epelq

1j01ed

BABYSO

BIISO

NN |

UoN ol ol I el

~|~ |~~~

|t (3D

e~~~ e~

O (|||~

(=~ |\O ||

|~ |~ (0~

eTUOI

opEIN

BRI

eyUUBLIRJA

EpSeN

B

EpE]

Ay

BAOU]

ereduy

eIqr]

£)OLI0[D)

eur ]

BUULIOD)

BqUIO[0))

L)

BIQIIB))

esoJe[[og

IJUEAY

eyyosnuy

AlAal=H| A= AlZAl===alral=HEAl=H =A== A

BlRIOpY

6€0

9€0

¥eo

€€0

€0

1€0

0€0

670

870

ewizepdojsH

APILIPO AIZBN

Xl



VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN L [

(3 L L 6 L S L 1 6 L 9 L e[eD

(3 S L S L L S 9 S 6 S L eleIqen
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a IqeD)
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN M =] [l

¢ L L 6 L € S S L L 6 a T

(3 L L 6 L L S 9 L 6 9 a el

C L 6 S L S L 9 VN S S L L L

4 9 9 VN L L L 9 L L 14 L ed

3 L L S L L L 9 S L ¢ a Tewse(
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN L [SUE)
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN a L]

(3 6 L 14 L S 9 S L L S a !

1% S L 6 L L 14 S S 6 S L euLR[Iey
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a noT Aqeg

4 9 6 6 L S 14 1 S S S L o
VN L L 6 L L S 9 L S 13 L (311°qeuuy) 3[j2qeuy

€ L L ¢ L L L 9 L L 6 L NIV

(3 8 L 14 L L L 9 L € 9 a CIPpPVv
VN VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN M [-v0C-¥1
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a ¢-680-CI

4 9 L 6 L L 9 L L L 9 a el

4 I L Y 13 3 Y Y L L ¢ a 2ILLL i
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a Auung

3 S L 6 L S ¢ S L 6 9 a L
VN VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN L [

[ L 14 S L L 9 9 L L S L EELIR ]
VN VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L SR B

Xl



VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L E[[PQEMA
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L I
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L LI

€ L L g L ¢ ¢ 9 L L ¢ a [CISTEINESTEIN

€ 9 L g L L L S L L 9 a EPIEA
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L onig A
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L epIAL
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a beptns]l

4 ¢ € 6 8 9 g L VN ¢ 9 L BINdss
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a eUY Uaan()
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L BSUd
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a Sseoulld
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L Sptits

9 9 12 12 L ¢ g L VN ¢ L% a 189S0
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L €100
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L 9SSI[qON
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L [OSHEIN

! 8 9 6 L L 9 9 VN L S a [°qeIE]N

£ L L 9 L L Y L ¢ 6 9 L BYNUEN

3 I L ¢ L4 ¢ 12 ¢ L 6 6 a UOSIPEIN
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L ESSLIET]
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L 9IA B]

¢ ¢ L 9 ¢ L L 9 6 6 6 a e

€ 6 L 6 L L 9 L L 6 9 a ]

3 6 L ¢ L L L ¢ L L 3 a (euttuser) eupwsef
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a PEOI-CIAZH
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M SRl
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L 2|RIHRLE] [R50

X1



VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN a snrey|
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VN | VN L BIeny)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L 6681-11 AZH

e S L S L L S 9 L L S M BpEURID)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN M B[[1ZPOD)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VN | VN L BUIZI00D)
VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN L elen
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a PUBPLIO[.]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VN | ¥N L BUNUSIO[]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN M ej[opoIny
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L elRUO(]

v S L v L S 9 9 S S 9 L exrurwoq

v L L S L t 9 9 VN L t L eI

¥ S L S S S S 9 S L 6 a praeqg
VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VN | ¥N M eutue(J
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BIPIOOUO))

v VN 9 9 L L 9 S S L 9 L pareqi)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN L el[owe)

€ 9 L S L S 14 S S S S a erurayog

¥ L L S L L S 9 S L 9 M euTuINg

¥ L S 6 L L L 9 L L S L eled
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a asoyf anfeq
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN a oI oNeyg
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L e[AY

v 6 L 6 L L L 9 L 6 v a eIuojuy

¥ S 6 6 S € S S S S 9 M soleH

4 L L 6 L S S S L L 9 a (0102) e3om

€ S L 6 L L ¥ 9 L L S L BUIDOSAA

XV



INIENy

VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a 0101 DHS
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M RIS)UES
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a eueR[Ry

S € L 14 € S 9 9 L L 9 M 10adsay
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Asejue ] pay

8 S L VN S VN L L L S 9 a BUY pay

14 € L 6 L L L S L 6 € M erIpey
VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Ayoung
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a SN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a sejuoyeood
VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a Joue ]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a oud3edeq
VN | VN | VN | VN | YN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L 1[0}

S S L t € 3 L S L 6 6 a Tedo

S VN 6 S L L L 4 L L € a BIAI[O
VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L xx Aneag Auqniy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M RURJUOIN

14 L L 6 L S S 9 S S 9 a BAJIA
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a ST
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M BITOPRIA]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a seyn
VN | VN | VN | VN | YN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L epurong
VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L snury

14 L L VN L L 9 L L L S a AT

14 6 S 6 L L L L L L v L eIne]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M a[ns

L
L

I0jeAouu]

XV



eIpuIp

a
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L (108uaqrey)) 1eSuatey)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN M ploSisqiay
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M uooe ]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M eATAOING
9 I L 4 ¢ S L 9 L S 9 M yoIejsomy
9 3 L 4 € ¢ L 9 L L 9 M BS2I0ING]
9 I L S L S L S L 6 6 M spuerioimng
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M ererq
L I L S S € L v L 6 9 M Iojeurnio(q
9 € L 4 S S 9 S L L 8 a ueleq
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M ssog
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Te)S Anyg
% € L S L S L L L S S M euuezny
4 L L S L S S S S € S M Apuopy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L u2anQ) 19[0TA
v L L 6 L S L L S L ¥ L BLIOPIA
4 I L 4 S ¢ L S L 6 6 M JUIIA
v S L v S S L 9 L L 9 M PISA
¢ S L S L L L S L 6 6 M mpPA
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN L BUSAIN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M Terndog
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BIATP[EA
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Lorduy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | ¥N a Amqrr
v I L S L € 14 4 L L 6 M (rpoxdorjreyg) ordayreg
v S L 6 L L 8 L L S S a eferog
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M ejjoUOWIS

XVI



VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BUBSSY
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN L [oISLIY D)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN M BOURL]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L oIS
¢ S L S S S S 9 L L 9 L 03g
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L ATV
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L eIqQUIETY
z L L 6 L L S L L S S L Turouey
Z L S 6 L L 9 9 L L S a euepey
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a SuIIsON
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN a eIRIEN
z L L t L S t t S L v L BOTSNIA]
z L L 6 L L L S L L 9 a euelI]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | ¥N L epng
¢ ¢ L 6 L L S S S L S L euruy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VN | ¥N a jp13auuy
9 9 L S L L L 9 L L 6 a [Aurejso
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BJUSDTA
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M uoLI],
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BUIO L,
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M UBZIE]
v L L S L S L 9 S L S L (euoyy) euoy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN L nang pay
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN a snassApQO
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a S[PN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L OJuedIN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M eqauN|
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M seuof

XVII



VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a eL8-CT LIS
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L rse-11 LLS
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L L
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M erydeg
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L BIS3Y2IO
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M EION
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L AporeN
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a Yy ATejy
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M BZZLIRIN

€ 8 L 6 L € 14 ¢ £ L ¢ L Suory]
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L Ble[ED
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M A1od
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L el
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L euageyre)
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M UL =]
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M i
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L uojAqeq

[ 9 L S 9 S L 9 L 3 9 M BOSY
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L Sny
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L B
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L nsnody
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a on3oA
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L enoadg

[ S L 14 S v 9 S S 3 9 L ellad
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a QRLEL
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a e
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L BON
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L SRR

XVIII



z S L 6 L 9 9 9 L L S L BB 8L
z L L 6 L L L 8 L L S a U0
I L L S L € ¥ 9 VN L 9 M BSBIY]
z S S 6 L L S L L L S M (£4/00€ T esoywoy]
z S L S L S 9 S 6 S 9 a TATY]
z L L VN S S L 9 VN L 9 a (epeD) T1/41 A
I 9 L 6 9 9 L ¥ L L 6 a dorerey]
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a [omny
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a pLisug
¢ L L 6 L L 9 S L L 9 a (equio[o)) LLT-00 AZH
z L L 6 L L L L L L € a IPIoH
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a BZI0,|
z L L S L L v S L S S a eIARL]
z 9 L S L € L 9 S L S a 191947
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN a el
¢ S L 6 L S S S L 6 9 a (e3ung) 78-70 MIM
I t 3 6 8 VN t L VN | VN 9 a Toqrog
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN a ewude[eg
VN | VN | VN | VYN | VYN | VN | VYN | VN | VYN | VN | VN a BUOJIY
I S L 6 L L 9 9 VN ¢ t a ejedy
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VYN | VN | VN | VN a eln
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L WrAdg
t L L 6 L L 9 9 L S L L eIpueg
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN L uATexIN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L uelrejy
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VYN | VYN | VN | VN | VN L Tejseun(y
VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M dojeseg
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN L payd [eA

XIX



<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

2UNuUoa7

o

\o

(28]

<
4

=l

<
Z

w

~

<
Z

<
Z

(o]

uLey]

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<,
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

eI

<
4

<
4

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

QUIPUEULINOL)

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BOSIOURI]

<
Z

<
4

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BSS2UL ]

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

[BALS3 ]

N

o

wy

vy

—

l‘-_,

i

\o

~

~

=)

S

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BUI[OMT

ewidomyg

eurdure)

e[[Iue)

eloqreq

eleddey

BAOUIY

e[eqely

NN on|onon o

VO |~~~ n

[ I Sl I Sl B S I Sl N S N S

DD |TFT| DN | DD

~ |~ |~ O~

W N~ ~ OV en

O |~ n |~ n

O | <F |0 |~ |(\O|\O |

S~~~ o~ n

WS |on | NI~

T | (O NN o

eIy

<
Z

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BAIY

<
Z

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
4

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BUISPY

o

~

e~

vy

vy

l‘-_,

s}

vy

~

vy

vy

BIUIN[O A

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

<
Z

BUUSIA

o~

BUOIO A

—

XO[2A

(@

B9 A

<
Z

yurdg

(@

aurfes

(@

BIDIATY

(o]

S~~~ jn NN

Lol I Sl I Sl B I el Y B I

Wi in|in | nionnm

e~~~ >~~~

v oy~

~ o~~~

O n |~ nn) -

O~~~ e~~~

~jenjwn|jwn| v~ e~

o <o <<

AFAAHKHERHRAQZZZFHAQRAQAQRAQAAQZZAQIHZFHE

01sa1]

XX



¢ 9 L % 9 VN 8 L L S 9 a BJOUIA
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M BIZOUS A

€ L L 6 L L 9 9 L L S a BOPUSA
VN | VN | VN | VN | VN VN VN | VN | VN | VN | VN a (eunusrel) €1H-10 AZA
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN a BLIOTEA

€ b z 9 9 VN S S VN | VN 6 M BSUDWIOT,
VN | VN | VYN | VN | VN VN VN | VN | VN | VN | VN M BIROOO,
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Baqe],

¢ I L S L S S S L ¢ 6 a snLIg

¢ S L % S ¢ S L L S L L eIourg
VN | VN | VN | VN | VN | VN VN | VN | VN | VN | VN L E[OIAES
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN | VN | VN | VN L plosesoy

€ 9 L 6 L L L 9 L S 9 M [ECEN|

€ 9 L 6 L S S L L I t L sowey
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L eUUOpEWIL]

€ z L S S S b b L 6 6 a yrunog
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L eI

¢ S L 6 S S L S L L 6 M 1910
VN | VN | VN | VN|VN| VN VN| VN]|] VN ]| VN ]| VN L €0/S80€ SON

¢ L L 6 L S L 9 L L S a BUISBIBN

% L L S L L L S L S % L KoueN
VN | VN | VN | VN | VN VN VN | VN | VN | VN | VN L 0JBUOI

3 L L S S L 9 S L S S a ageIN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L UATIIRIA (UTTATEIN)

€ S L 6 L 6 8 L L S t L BUTLIRIA

% L L 6 L L 9 9 L S S a BYSLIEJA]

€ 9 L 6 L L 8 9 6 6 6 L SuTd[OPEN
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN a E[[IUpn]

XXI



VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BULIOUE ]
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L epequie|
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VYN L Ax11y01 "oy

¥ 9 L S L S S S L L 9 M euR[Of
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L urdoy)

VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L (epuron) £8€-66 ZH
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Tesnfy

b 8 6 VN L VN 9 S S I 9 L B[OUBID)

b € L % L S S S L S S L J1on
VN L S 6 L € S t S S S L SuT[ROUeT ]

¥ 9 L 6 L S L L L € S L aueIuO

¥ L L 6 L L L L L S € L 831,
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN M e[orqe,
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L JUS[[9IXH

b 6 L 6 9 S L 9 S S S L (LNV) enag

b L L 6 L L S 9 L L 9 a ydsg
VN | VN | VYN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L [[etsdsu)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L Tadstr)

b L S v L S L 9 L € 9 L a3emno)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L OSTLIE)
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L nsng

3 S L 6 9 S L S L L 6 a preurag

z L L 6 L L L 9 6 L S L apepeuIeg
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L BUOZITY

b 9 L S L L 9 L L S b L Jjuepuy
VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN | VN L uonIquIy

4 9 € 6 L S ¥ 8 € S 9 L eLIZY

a

(A1eA) /€1°10

XX



VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M H LA
9 L S 6 6 L 8 9 6 6 I L Slae
S 9 L S L L L S L L ¢ M St

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a A |
14 L ¢ 14 L L 9 9 VN S VN L XI19)SY

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M Juendsy

VN S S 6 L S S S S L S a SR

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M eueznz

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a (eA1ste]) 1€-70 A
v L L S L L L L L S 9 L BISBIA

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a L]

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L sl
v L L 6 L S S 14 S L 9 L =L
14 L L 6 L S S 9 S S ¢ L BUBATAS
14 S L S L S S 9 L S 9 L nndg
14 9 € 6 L VN 1% S VN S 1% M Sl
v L L 6 L L S 9 L S 8 L Suibl

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L !

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L SELOND
1% L L 14 L S S 9 S S 9 M EMRqOY
14 9 L 14 9 S 9 9 L £ 9 a Sostiey
v 3 L 14 9 S L S S L 9 L e UL
1% 9 L S L L L S L L 9 L s ]

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L eredQ

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a e3owQ

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a 310
€ I L 14 3 € S S L L 6 L 2R

VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L AU

XXI1



3 L L VN VN VN L VN L VN 9 M N
9 S L VN S VN VN 9 VN VN 9 a nydeg
L L € VN L VN € 14 VN I 6 M P
14 L € VN L VN ¢ S VN £ 6 M e
14 L L VN L VN VN ¢ VN VN 9 L 2|
14 L [4 6 L VN 1% 9 S VN £ M e ]
9 S VN VN 9 VN VN 9 VN VN 9 a eydy
C L L 6 L S S S L L 9 a MAN eSom
VN L L 6 L L ¢ 9 L ¢ £ L = [Rranin
9 VN 6 14 S S S S S L S L OTeA
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M i
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L s
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN a REA:AIN
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M wnusIg
9 [4 L 14 € € ¢ 9 L L 6 M nqrs
9 L L S L L L S L 3 6 L eugjuEUeS
9 14 9 14 L ¢ 9 9 S S 9 a E[[SWIO
9 L ¢ S 6 6 L S L L 9 L HBZON
S S L 6 L L 9 9 L L v L sl e
9 L L S L 6 L 9 L L 9 L BUSTBIN
9 9 L 14 L S L S L S S M B[33IBIN
8 9 L S L S 9 9 L L 9 M eIpAT
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L BlIaje ]
L [4 L S ¢ S ¢ 9 L S 9 M S’y
8 3 S 6 L L S 9 S L 9 a cln LG |
S S L 6 L L L L L L S M !
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN L A
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN M ]

XXIV



3 S L VN £ VN VN L £ VN £ a LRI

14 S L VN L VN VN 9 VN VN [ L ofjurg

13 S VN VN L VN VN VN VN VN 9 a e
VN g VN VN 14 VN VN 14 VN VN 9 a A0

v L L VN v VN VN 9 VN VN 9 L eIpAH

9 S [ 14 S 14 9 9 VN L 6 L naroq

13 3 L VN L VN VN 9 VN S [ L HARLLET,

9 I 6 S 9 9 L 9 S 3 8 L elen

9 14 L VN S S L L VN L 9 M EJU] BUBLISS

9 I L 14 L L L L L 6 6 L NUENRY

14 S [ 9 9 VN S L S S 9 L [eusIzg

8 L L VN L VN VN VN VN VN 9 a SR

9 S L VN S VN VN 14 VN VN [ L elInjes

[ S VN VN L VN VN L VN VN 9 L jessed

S L L VN L VN VN VN VN S 9 L L]

[ S L VN L VN VN VN L VN 9 L BIBISO

14 L L VN L VN L 9 L VN 9 L e

L I 6 VN S VN VN S VN VN 9 L AOUI0Y

9 [4 L VN 9 VN VN L VN VN 14 L 3InqUaPUTH

14 I 6 VN S VN VN S VN VN 6 L 109§ jealn)

8 L L VN L VN VN VN VN VN [ L surjqen

€ L L VN L VN VN S VN ¢ [ L afradyn

I I 6 VN VN VN VN S VN VN 6 L Sl

14 C 6 VN L VN VN S VN VN 9 L uoopAf[eq

9 € L VN 14 VN VN L VN € 9 a 199pV

8 S L VN S VN VN VN £ VN 6 M LRl

8 [4 6 VN 14 VN VN L VN VN 6 M ]

I S 3 6 9 VN 12 14 VN 3 9 M B39

XXV



VN

VN

VN

VN

VN

=

QIS

VN

VN

VN

VN

VN

=

Smquepury

XXVI



