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Asociace mikrosatelitnich polymorfismi s obsahem $krobu
v hlizach bramboru

Souhrn

Tato diplomova prace se zabyva analyzou a charakteristikou polymorfnich
mikrosatelitd u odrid bramboru (Solanum tuberosum L.) s riznym potravinaiskym zaméfenim
a naslednou asociaci s obsahem Skrobu v hlizach bramboru.

Prvni tietina teoretické ¢asti této diplomové prace je vénovana charakteristice brambor,
jejich slozeni, potravinarskému vyuziti 1 genomu. Dalsi ¢ast prace popisuje genetické markery,
a to s bliz§im zaméfenim na mikrosatelity, zabyva se jejich mutacemi, strukturou 1 vlastnostmi.
Zaver teoretické Casti prace pak pojednava o Skrobu jako takovém, o jeho vlastnostech, o traveni
Skrobu 1 biodegradaci.

V praktické Casti byla optimalizovana PCR reakce 17 jadernych mikrosatelitnich
marker v podobé tfi multiplexi. Po PCR reakci byly vzorky pfipraveny pro kapilarni
elektroforézu. Vysledna molekularni data celkem 153 odrid byla asociovana s obsahem skrobu
v hlizach bramboru.

Alelicka data z SSR markert byla roztfidéna a zpracovana v MS Excel. Data byla
nasledné analyzovana pomoci programu DARwin, ve kterém byly vytvoreny dendogramy
testované populace. Na zakladé vysledkd téchto analyz byly vyvozeny zavéry o asociaci
mikrosatelitnich polymorfismt s obsahem Skrobu v hlizach bramboru. Bylo zjis§téno, Zze neni

mozné asociovat polymorfismus mikrosatelitni DNA a obsah Skrobu v hlizach bramboru.

Klicova slova: odridy bramboru; DNA; PCR; mikrosatelity; skrob



Association of microsatellite polymorphisms with content
of starch in potato tubes

Summary

This thesis deals with the analysis and characterization of polymorphic microsatellites
of potato varieties (Solanum tuberosum L.) with different food orientations and their subsequent
association with starch content in potato tubers.

The first third of the theoretical part of this thesis is devoted to the characterization of
the potato, its composition, food uses and genome. The next part of the thesis describes genetic
markers, with a closer focus on microsatellites, dealing with their mutations, structure and
properties. The theoretical part of the thesis concludes with a discussion of starch itself, its
properties, starch digestion and biodegradation.

In the practical part, the PCR reaction of 17 nuclear microsatellite markers was
optimized in the form of three multiplexes. The resulting molecular data of a total of 153
cultivars were associated with the starch content of potato tubers.

The allelic data from SSR were sorted and processed in MS Excel. The data were then
analyzed using DARwin software to generate dendograms of the test population. Based on the
results of these analyses, conclusions were drawn about the association of microsatellite
polymorphisms with starch content in potato tubers. It was found that it is not possible to

associate microsatellite DNA polymorphism and starch content in potato tubers.

Keywords: potato varieties; DNA; PCR; microsatellites; starch
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1 Uvod

Mikrosatelitni SSR markery (simple sequence repeat) jsou kratké tandemové repetice
DNA, které se vyskytuji v genomech eukaryotnich i prokaryotnich organismu. Délka
zakladniho motivu se pohybuje od 1 do 6 bp. Mohou se opakovat v poctu do 60 repetic.
Vzhledem k tomu, ze SSR markery mutuji 10000x rychleji nez jiné oblasti genomu, jsou
povazovany za vysoce polymorfni. Polymorfismus mikrosatelitnich SSR markert je vyuzivan
v DNA fingerprintingu, MAS, genetickém mapovani anebo studiu genetické diverzity.

Brambor (Solanum tuberosum L.) patfi mezi nejvyznamnéjsi svétové zemeédelské
plodiny, a to hned po ryzi, pSenici a kukufici. Tato plodina se neustale §lechti a vznikaji nové a
nové odrudy, které svymi vlastnostmi odpovidaji zamysSlenému zpusobu pouziti. To zavisi
kuprikladu na tvaru a velikosti hliz, obsahu redukujicich cukr ¢i na Skrobnatosti.
V potravinafstvi mohou byt brambory vyuzivany k vyrobé bramborového Skrobu, hranolek,
lupinkt, kaSe ¢i jako brambory konzumni. V soucasné dobé je péstovano sedm druha
bramboru, je znamo vice nez 4000 odriid, ale bézn¢ se vyuziva jen nékolik desitek z nich.

Geneticky vyzkum se v minulosti jiz zabyval analyzou DNA brambor. Bylo vytvoreno
nékolik paneld SSR markerd, které indikuji zna¢né polymorfismy mikrosatelitd. Ty se daji
povazovat za silné, alesponi co se tyCe pravidelné disperze mezi genomy a rozsahu
polymorfismu. Z tohoto divodu je mozno mikrosatelity pouzivat pro urovani genetickych
zdroji brambor, mohou byt uzite¢né také pro studium genetické nestability rostlin (Ghislain et
al. 2009).

Tato diplomova prace se bude zabyvat asociaci mikrosatelitnich polymorfisma s obsahem
Skrobu v hlizach bramboru. Bude v ni charakterizovano celkem 153 Ceskych a evropskych
odrid bramboru na zaklad€ polymorfismi SSR markerti navrzenych pro jadernou DNA. Bude
optimalizovana PCR reakce 17 jadernych mikrosatelitnich SSR markerd v podobé tfi
multiplext. Ziskana molekularni data budou asociovana s obsahem skrobu v hlizach bramboru.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Védeckou hypotézou této diplomové prace je, ze polymorfismus mikrosatelitni jaderné
DNA je mozné asociovat s obsahem §krobu v hlizach bramboru.

Cilem prace je geneticka analyza jaderné DNA u vybranych odrid bramboru (Solanum
tuberosum L.) s riznym potravinaiskym vyuzitim pomoci mikrosatelitnich SSR markera.
Dil¢im cilem prace je analyza ziskanych molekularnich dat a naslednd asociacni studie
mikrosatelitnich polymorfismt s obsahem $krobu v hlizach bramboru.



3 Literarni reSerse

3.1 Brambory

3.1.1 Historie brambor

Brambory se jevily jako zajimavé plodiny pro obyvatele severozapadni Bolivie a jizniho
Peru jiz pred 7000 lety (Spooner et al. 2005). Tehdy byly terem zajmu pro tamni sbérace. Na
pobiezi Ancon byly nalezeny nejstarsi zbytky hliz, které byly archeologicky ovétrené. Stari
téchto hliz se odhaduje na rok 2500 pred nasim letopoctem (Martins-Farias 1976).

Do Evropy byly brambory piivezeny v priabéhu Sestnactého stoleti, roku 1567 na
Kanarské ostrovy a roku 1570 do Spanélského Seville (Hawkes & Francisco-Ortega 1992). V té
dobé byly brambory podavany nemocnym v karmelitinské nemocnici v Seville, pfiemz se u
nich projevily pozoruhodné 1é¢ivé ucinky (Oliemans 1988). Mezi prvni péstitele brambor
v Evropé¢ patfila protestantska skupina s nazvem Waldensians, ktera tézila z toho, ze brambory
jsou produktivni a diky tomu, Ze se nejedna o obilninu, nemusi byt zdanény. Ptislusnici skupiny
Waldensians se pak prestéhovali do protestantskych oblasti Némecka, Nizozemska a Francie
(Reader 2008).

Od té doby se brambory rozsifily do celého svéta, kde se v mnoha zemich staly zakladni
plodinou. Béhem let se ménily preference spotiebitelt brambor. Postupné vznikaly nové trendy
a dochazelo k inovacim potravinarskych technologii. Brambor vSak dosud zistava cennou
potravinou s antioxidacnimi ucinky obsahujici dulezité mineraly a vitaminy (Brown 2005).

Mezi prvni lidi, ktefi se zabyvali §lechténim brambor, byl roku 1807 Knight (Knight
1807). Od pocatku 20. stoleti dochazelo k vyraznému vyvoji odrid brambor. V disledku tohoto
jevu se zacalo uchylovat ke komerénim bojum mezi péstiteli brambor. Zavadéni novych odrad
brambor tak nabralo rychlé tempo (Burbank 1914).

3.1.2 Lilek brambor

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.), jinak také brambor obecny (Slavik 2000) je
viceleta hliznata rostlina, kterou fadime do Celedi lilkovitych (Solanaceae). Do celedi
lilkovitych kromé bramboru nalezi i dalsi zeméd¢€lsky vyznamné plodiny, jako je kuptikladu
paprika (Capsicum), rajCe (Solanum) anebo tabak (Nicotiana). Do rodu Solanum L. patii zhruba
900 druht rostlin (Hawkes 1990).

Brambor v sou¢asné dobé patii mezi nejvyznamnéjsi zemeédélské plodiny, konkrétnéji je
ctvrtou nejvyznamnéj§i svétovou plodinou po ryzi (Oryza), pSenici (Triticum) a kukufici (Zea)
(Singh & Kaur 2016). Pro zemédélské tucely se lilek brambor péstuje jako jednoleta rostlina.
Cela rostlina je kromé hliz jedovatd. Brambor fadime mezi tzv. C3 rostliny. Brambor nalezi
mezi plodiny, které maji potencial uspokojit rostouci svétovou poptavku po potravinach. To
¢ini pfedev§im to, ze brambor produkuje nejvys$si mnozstvi proteinu a suSiny na jednotku
plochy a ¢asu (Gopalan et al. 1972).

Bylina ma hranatou lodyhu, ktera je bohaté rozvétvena. Na lodyze se tyCi kratké
chloupky. Rostlina bramboru dortusta dokonce do vysky jednoho metru. Kvéty bilého az
fialového zbarveni maji zluté ba i oranzové ty¢inky. Plodem brambor jsou zelené bobule majici
v pruméru 3 cm. Tyto bobule obsahuji bila semena. Nékteré plody bramboru mohou obsahovat
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dokonce 300 semen. Rapikaté listy bramboru jsou dlouhé zhruba 40 cm, jsou lichozpefené,
posety chloupky a drobnymi zlazkami (Obrazek 1). Pro lilek brambor jsou charakteristické
svazCité kofeny a hlizy rozmanitych tvarti (Cutter 1978).

Pro brambory je vhodné chladnéj$i vlhké klima. Takové klima je spojeno s USA, Ruskem
anebo severem Evropy. Brambor nesnasi mrazy, pohybuji-li se teploty dlouhodobé pod bodem
mrazu, mohou bramborové hlizy zamrznout. Pro kli¢eni bramborovych hliz je teplota dilezita.
Probouzeji se pii teplotach kolem 6 °C. Vhodné teploty pro dalsi rist brambor se pohybuji okolo
20 °C. Co se tyce typu pudy, nejsou brambory pfili§ naro¢né. Nevyhovuji jim nehumozni vaté
pisky a prili§ zamokfené pudy. Péstebni oblasti brambor se nachazeji predevsim
v bramboraiské oblasti, ale také v oblasti kukufi¢né nebo fepaiské (Cermak 2021).

Z Gdajt CSU (2020) vyplyva, ze roku 2020 bylo na uzemi Ceské republiky osazeno

29 821 ha brambor, z toho 5 774 ha brambor slouzicich pro produkci Skrobu. Za rok 2019
¢inila celkova produkce brambor 756 310 tun. Téhoz roku se pramérny hektarovy vynos
pohyboval okolo 26,2 t/ha (Zizka 2020).

Kvet Kvétenstvi

Plod

» Listky

Hlavni stonek

Postranni stonek

Hliz_v- Aol o) AL\ A
v A7 » Kofeny

Obrazek 1 Rostlina bramboru obecného (Solanum tuberosum L.)
(https://cipotato.org/potato/how-potato-grows/).

3.1.3 Nutri¢ni slozeni brambor

Brambor se vyznacuje svou vysokou vyzivovou hodnotou (Tabulka 1). Jiz po staleti
brambor patfi mezi zakladni svétovou potravinu, a to hlavné diky jeho odolnosti, hospodarnosti
a obsahu zivin, jako je vitamin C, vitaminy skupiny B, draslik ¢i vlaknina (Gopalan et al. 1972).
Brambory maji potencial ovliviiovat nékteré rizikové faktory chronickych onemocnéni,
kuprikladu obsah lipida v krvi, krevni tlak anebo zanéty. Neékteré studie naopak prokazaly
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riziko vzniku onemocnéni diabetes mellitus druhého typu a pfibirani na hmotnosti souvisejici
s konzumaci brambor, pravdépodobné diky jejich vysokému glykemickému indexu (Beals
2019).

Tabulka 1 Vyzivové parametry pro brambory vafené se slupkou a beze slupky
(Wijesinha-Bettoni & Mouillé 2019)

Brambory se Brambory beze
slupkou (na 100 g slupky (na 100 g
cerstvé hmoty) cerstvé hmoty)
Tuky (g) 0,1 0,1
Bilkoviny (g) 1,9 1,7
Vitamin C (mg) 13 7.4
Thiamin (mg) 0,11 0,10
Riboflavin (mg) 0,02 0,02
Niacin (mg) 1,44 1,31
Vitamin B6 (mg) 0,30 0,27
Kyselina listova (ug) 10 9
Zelezo (mg) 0,3 0,3
Vapnik (mg) 5 8
Hort¢ik (mg) 0,3 0,3

Velky podil z bramborové hlizy tvoii voda. Bramborova hliza totiz obsahuje zhruba

76 % vody (Burton 1989). Obsah dalSich latek v bramborach zna¢né kolisa. Kuptikladu
Skrob se v bramborach vyskytuje od 8 do 29,5 %. Hliza bramboru obsahuje praimémé 1,1 %
popelovin. Tento obsah zavisi na obsahu popelovin v ptidé a na prostiedi (Gopalan et al. 1972).

Brambory obsahuji v priméru 20 % sacharidi. Nejvétsi procento z toho zaujima Skrob,
dale také dalsi polysacharidy, jako jsou pektiny, vlaknina, hemicelulézy, pentozany a hexozany.
V cCerstvych bramborovych hlizach Cini obsah nerozpustné vlakniny, ktera je pro Clovéka
nestravitelna, 2,4-3,2 % a obsah rozpustné vlakniny 2,8-3,5 % (Stephen et al. 2017).
Z jednoduchych cukri obsazenych v bramboru stoji za zminku monosacharidy glukoza a
fruktéza a disacharid sachar6za. Obsah cukri je vyznamny piedev§im u potravinaiskych
produktti, nebot’ mohou nepiiznivé ovliviiovat jejich skladovatelnost, chut’ a barvu. Pficinou je
Maillardova reakce, beéhem niz za vyssi teploty reaguji redukujici cukry s aminokyselinami,
diky c¢emuz dochazi ke vzniku tmavych polymerizovanych nerozpustnych melanoidina (Tareke
et al. 2002).

Obsah dusikatych latek v bramborové hlize je pomémé nizky, pohybuje se mezi 1-3 %
(Woolfe 1987). Vlivem podminek prostiedi a genotypu muze podil bilkovin kolisat.
Bramborové hlizy se vyznacuji velmi hodnotnymi bilkovinami, coz udava vysoké zastoupeni
esencialnich aminokyselin (83 % vajeéného standardu). 20-40 % hlizovych bilkovin
predstavuje patalin, coz je glykoprotein, ktery se ucastni obrannych reakci organismu. 30 %
hlizovych bilkovin zaujima skupina inhibitort proteas, ktera ma nejvétsi vyznam jakozto
zasobni bilkoviny a také jakozto soucast obranného mechanismu, a to predevsim proti hmyzu
(Pouvreau et al. 2001). Inhibi¢ni u¢inky ma tato skupina i na travici enzymy, z tohoto davodu
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je nutné hlizy pred konzumaci dostatecné tepeln¢ upravit. Bramborovy protein obsahuje vysoky
podil lyzinu, a naopak jen malé mnozstvi methioninu (Lisinska & Lezsczynski 1989).

Lipidy jsou v bramborovych hlizach obsazeny ve velmi malych mnozstvich, zhruba 0,15-
0,5 % (Raigond et al. 2020). Nejvice tukt obsahuje bramborova slupka. Hruby tuk se rozdé€luje
na Ctyfi frakce, a to na volné mastné kyseliny (linolova, linoleova, stearova a palmitova
kyselina), neutralni tuk a fosfolipidy. Tuky maji nejvétsi vyznam u susenych vyrobka, kde se
jejich koncentrace az Ctyindsobné zvySuje. Vlivem Spatného skladovani hrozi znehodnoceni
vyrobku zménou chuti a viiné (Dimante et al. 2013).

Brambory jsou dilezitym zdrojem vitaminu C. Obsah vitaminu C v bramborové hlize se
zvySuje béhem vegetace. Po uskladnéni brambor dochazi k rychlému ubytku vitaminu C
v bramborach, ktery se vSak postupem Casu zpomaluje (Kiilen et al. 2013). V bramborach
zustava na jatre zhruba 40 az 70 % prvotniho obsahu vitaminu C. Bramborova hliza obsahuje
pfiblizn€ 840-1450 mg/kg vitaminu C. Obsah vitaminu C zavisi na skladovacich podminkéach,
odrideé i misté vysadby. Dalsi ztraty mohou byt zpisobeny tepelnou tpravou (Tabulka 2). Pii
vafeni ve vodé se ztraty pohybuji mezi 16-34 % (Love & Pavek 2008). V bramborech se
vyskytuji 1 dal8i vitaminy, a to pfedev§im vitaminy skupiny B — thiamin, riboflavin, niacin,
pyridoxin anebo kyselina listova (Beals 2019).

Tabulka 2 Rozsah ztrat vitaminu C v bramborovych hlizach, které byly vystaveny
riznym zpusobum pfipravy (Love & Pavek 2008).

Zpusob pripravy Rozsah ztrat (%)
Pecent 15-28
Ohtev v mikrovinné troubé 12-27
Vareni oloupanych brambor 23-34
Vareni neloupanych brambor 16-21
Smazeni 15-49
Kase 20-67
Dehydratace 50-81

Mineralni latky jsou v hlize nerovnomémeé rozlozeny. Mineralni latky v bramboru tvofi
komplex mnoha prvkd. Nejvyznamnéjsi mineralni latkou, ktera je v bramboru obsazena, je
draslik. Obsah drasliku v hlize ¢ini v praimeéru 1,7-2,0 % (Casanas et al. 2002). Pfitomnost
drasliku v bramborové hlize snizuje enzymatické hnédnuti brambor vzniklé nasledkem
mechanického poskozeni hlizy i tmavnuti brambor po uvareni. Draslik je dualezity i pro
bramborovou hlizu, a to kvuli syntéze skrobu (Sanchez-Castillo et al. 1998). Obsah drasliku je
dulezity predevsim proto, ze vyvazuje pomeér mezi sodikem a draslikem. Tento vztah je dilezity
kvuli regulaci nervovych pochodi, kdy draslik potlauje nervové vznéty. Z mineralnich latek
obsazenych v bramboru stoji za zminku také selen, jez funguje jako antioxidant a zabrariuje
reakcim volnych radikali (Camire et al. 2009).

Brambory jsou bohaté také na antioxidanty. Antioxidantem se rozumi latka, ktera
zabraniuje, blokuje ¢i zpomaluje oxidacni premény latek v lidském organismu. V lidském
organismu také snizuji aterosklerotické procesy anebo se podileji na snizeni rizika vzniku
kardiovaskularniho onemocnéni. Mezi nejvyznamnéjsi antioxidanty brambor patfi karotenoidy
a flavonoidy. Do skupiny karotenoidi miizeme zaradit zeaxantin (0,04 mg/kg), lutein (0,13-
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0,60 mg/kg) a violaxantin. Vysokym obsahem karotenoid (zhruba 14 mg/kg) jsou
charakteristické diploidni kultivované brambory (Brown 2005).

Alkaloidy jsou pfirozené toxiny, které se vyskytuji ve vSech cCastech bramboru. Do
skupiny alkaloidii bramboru nalezi steroidni glykoalkaloidy (SGA). Mezi SGA patii predevsim
a-solanin a a-chaconin (Obrazek 2), které tvoii zhruba 95 % vsech toxickych glykoalkaloida
nachazejicich se v bramboru (Méder et al. 2009). Pomé&r a-solaninu a a-chaconinu by mél Cinit
1:1,7. V mens$im mnozstvi jsou v bramborach pfitomny i dal§i SGA, jako je B1-solanin, 2-
solanin, y-solanin, y-chaconin, B1-chaconin a 2-chaconin. Tomatin, solanin a chaconin jsou
povazovany za inhibitory nadora (Lee et al. 2004). Obsah glykoalkaloidi v bramborach zavisi
na povétrnostnich podminkach v pribéhu vegetace a na stupni zralosti. Glykoalkaloidy
ovliviiuji chut' brambor svou hotkou chuti a palCivosti. Také mohou byt toxické, mohou
zpusobovat zvraceni a nevolnost (Hopkins 1995). Vétsina konzumnich odrid brambor obsahuje
120-150 mg glykoalkaloidli na 1 kg Cerstvé hmoty. Koncentrace solaninu v Cerstvé bramborové
hlize by neméla prekrocit 180 mg/kg (Valkonen et al. 1996).
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Obrazek 2 — Struktura a-chaconinu (Mader et al. 2009).

Bramborové hlizy téz obsahuji rizikové latky. Jedna se o latky, které predstavuji pripadné
riziko po jejich pozieni. Mezi tyto rizikové latky mizeme zaradit latky, které vznikaji béhem
tepelné upravy brambor. Béhem smazeni, pecCeni, grilovani ¢i fritovani brambor byvaji
brambory vystaveny vysokym teplotam, a pravé v prubéhu téchto vysokych teplot vznika
akrylamid, ktery je vedlej§im produktem hnédnuti. Akrylamid je potenciadlné mutagenni latka
(Tareke et al. 2002). Dalsim zptsobem, jak se mohou rizikové latky do brambor dostat, je jejich
ptfijem z prostfedi, kupfikladu zchemizace v zemédé€lstvi. Naptiklad dusi€nany mohou
v nadmérmych mnozstvich zpusobit zavazné zdravotni potize. Obsah dusi¢nant v bramborach
je ovlivnén odridou, hnojenim dusikatymi hnojivy, prostiedim anebo skladovanim. Obsah
dusi¢nant v bramborovych hlizach se pohybuje mezi 30-600 mg na 1 kg Cerstvé hmoty (Heisler
et al. 1973). Do brambor se kvili kontaminaci zivotniho prostfedi mohou dostat tézké kovy,
jako je olovo, arsen, rtut’, cin, chrom anebo nikl. Ty v malém mnozstvi nejsou toxické pro
rostliny, ale jsou toxické pro zivocisné organismy, do kterych se dostanou diky potravnimu
fetézci (Adriano 1992).
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3.1.4 Potravinarské vyuziti brambor

Existuji hlavni tfi davody pro péstovani brambor. Prvnim divodem je obchodovani
s bramborovymi hlizami jakoZzto Cerstvymi potravinami. Dal§im hlavnim divodem je vyroba
produktii z brambor, mezi které patii naptiklad mrazené bramborové hranolky ¢i bramborové
lupinky. Poslednim divodem je nepotravinaiské primyslové vyuziti brambor, kupiikladu
vyroba modifikovanych $krobai (Mohanty et al. 2004). V Ceské republice je ke konzumnim
ucelim vyuzito 78 % brambor, ztoho 22 % zabiraji brambory slouzici k produkci
potravinaiskych vyrobkd (Zizka 2020).

Jakost brambor ovliviiuje mnoho Cinitel. Hodnoceny jsou predevs§im Ctyfi zakladni
oblasti, a to senzorické vlastnosti, trzni vlastnosti, technologicka hodnota a fyziologicka
kritéria. Zavisi na zpusobu uziti hliz, ktera z té€chto oblasti je nejdilezitéjsi. Pii urCovani
senzorickych vlastnosti je hodnocena predevsim chut’ a viin€ brambor, ale i jejich textura. Mezi
trzni vlastnosti nalezi velikost a tvar hliz, ale také odridova jednotnost a obsah ptimési. Pod
trzni vlastnosti taktéz spada rozdéleni bramborovych hliz na rané a pozdni (Ministerstvo
zemé&délstvi 2021). Rané brambory byvaji sklizené do 31. 8. skliziového roku, byvaji tedy
sklizeny pted dosazenim plné zralosti a nejsou vhodné k dlouhodobéjsimu skladovani. Doba ke
sklizni pozdnich brambor nastava po dosazeni jejich plné zralosti, tedy po 1. 9. sklizfiového
roku. Pozdni brambory jsou vhodné k dlouhodobé&jsimu skladovani. Technologicka hodnota
brambor se posuzuje dle Skrobnatosti, strupovitosti anebo vlastnosti slupky, specificky pak
kuprikladu podle velikosti Skrobovych zrn anebo dle obsahu redukuyjicich cukra.
Z fyziologického kritéria jsou dulezité znaky vngjsi jakosti, jako je strupovitost, velikost a tvar
hliz, mechanické poskozeni ¢i barva slupky a znaky vnitini jakosti, mezi které patii moucnatost,
barva duziny nebo rozvativost (Cermak 2021).

Vyrobky z brambor mizeme definovat jakozto vyrobky z konzumnich brambor, které
byly upraveny technologickym procesem, a to predevsim smazenim, loupanim, susenim anebo
konzervaci. Smazené vyrobky jsou vyrobky, které jsou smazeny na tuku ¢i oleji. Smazenim
dochazi u hranolku ke snizeni celkové vlihkosti 0 20 %, u bramborovych lupinkti mize klesnout
vlhkost az na 2 %. Vyhlaska ¢. 397/2021 Sb (Ministerstvo zemédélstvi 2021) ustanovuje
¢lenéni vyrobka z brambor tak, jak je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3 Clenéni vyrobka z brambor na skupiny (Ministerstvo zem&délstvi 2021).
Druh Skupina
Vyrobky z brambor Brambory konzumni syrové loupané

Brambory konzumni suSené
Brambory konzumni loupané predvarené,
vafené nebo jinak konzervované
Bramborova kase susena
Bramborova mouka
Bramborové lupinky smazené
Bramborové platky predsmazené
Bramborové hranolky predsmazené
Bramborové krokety pfedsmazené
Bramborova kase varena
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3.1.4.1 Varné typy brambor

Konzumni brambory je mozno rozdélit do tii varnych typu. Varny typ A se vyznacuje
pevnou konzistenci. Tyto hlizy jsou nerozvafivé a lojovité. UZivaji se nejCast€ji do salata ¢i
jako ptiloha. Pro varny typ B je typicka polomoucna, polopevnd, nerozvaiiva az slabé rozvafiva
konzistence. Brambory spadajici pod varny typ B se vyuzivaji jakozto pfiloha. Brambory patfici
do varného typu C jsou stfedné rozvarivé, mékké a moucné. Tyto hlizy jsou vhodné zejména
pro piipravu bramborovych kasi a bramborovych tést (Ministerstvo zemé&délstvi 2021).

3.1.5 Skladovani brambor

Skladovatelnost brambor muzeme vylozit jakozto schopnost bramborovych hliz zachovat
si nutriéni, organoleptické 1 technologické vlastnosti spolu s minimalnimi hmotnostnimi
ztratami. Skladovatelnost je ovlivnéna vnitfnimi Ciniteli — zdravotnim stavem, latkovym
slozenim anebo anatomickou stavbou, a vnéj§imi Ciniteli — teplotou, svétlem, vlhkosti anebo
ptistupem vzduchu (Jun 1983).

Pozadavek na vlhkost vzduchu v pribéhu skladovani brambor ¢ini 85-90 % relativni
vlhkosti. Pii vlhkosti pod 80 % dochazi k nadmémému vyparu, disledkem ¢ehoZz je zhorSeni
technologickych 1 stolnich hodnot. Naopak pfi vlhkosti nad 90 % hrozi zhorSeni dychani a
mikrobialni kontaminace. Béhem skladovani je dulezity ptistup vzduchu pomoci vétrani, nebot
dychani ovliviiuje vypar vody, obsah susiny anebo latkové slozeni. Intenzita dychani je udavana
slozenim vzduchu, teplotou a zdravotnim stavem. Jakost hliz, zejména obsah solaninu a
chlorofylu, ovliviiuje svétlo. Teplota béhem skladovani ovliviiuje mikrobialni procesy, kliceni,
dychani i1 rozkladné procesy. Optimalni teplota ve skladu se pohybuje mezi 3-5 °C. Pfi teploté
nad 6 °C dochazi ke zvyseni biologické aktivity, a tim i ke zvySeni mikrobialnich procesu,
zvySeni intenzity dychéani anebo nebezpeci kliceni (Jun & Novotiidkova 1982).

Skladovaci cyklus brambor je mozno rozdélit na nasledujici etapy. Zpocatku, prvnich 10-
14 dni, probiha etapa hojeni hliz. Jestlize se teplota vzduchu pohybuje okolo 14 °C, dochazi
v misté poranéni hliz k urychleni tvorby korkového pletiva — tzv. suberizaci. Jako dalsi etapa
nasleduje vydychavani hliz, ktera probiha po dobu 3-5 tydnu. Nasledujicich 4-5 tydnt dochazi
ke zchlazovani hliz, kdy teplota vnéj§iho vzduchu je o 2-5 °C niz$i nez-li teplota hliz. Po
zchlazeni nasleduje etapa klidu, u konzumnich brambor pii 5-8 °C. Pied vyskladnénim je nutno
hlizy ohrat na teplotu 10-12 °C (Jun 1983).

Existuje mnoho zpisobu skladovani brambor. K nejstar§im z nich patii uskladnéni ve
sklepech ¢i komorach. Takto skladované brambory byvaly ¢asto znehodnoceny hnilobou ¢i
mrazem. Pozd¢ji se brambory uchovavaly na poli v jamé hluboké asi jeden metr, zakryté
vrstvou slamy a zeminy. Dal§i moznosti skladovani brambor jsou krechty, jejichz uzivani se
zahgjilo ve 40. letech 20. stoleti. Jedna se o doCasné ¢i trvalé stavby urCené pro venkovni
skladovani bramborovych hliz (Jun & Novotiiakova 1982). Je zde obtizné regulovat skladovaci
Cinitele anebo ztraty zptasobené drobnymi savci. V soucasné dobé jsou ke skladovani brambor
nejhojnéji pouzivany sklady brambor, jinak fe¢eno bramborarny. Jedna se o stavby urcené pro
skladovani bramborovych hliz. Sklady brambor se daji rozdélit na paletové sklady a na sklady
volné lozenych brambor. Mezi zakladni vybaveni bramborovych skladi patfi zafizeni pro
manipulaci, pro naskladiiovani a vyskladiiovani brambor, dale tfidici zafizeni a zatizeni slouzici
k regulaci skodlivych Cinitelt (Dudas 1981).
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3.1.6 Odrudy brambor

vvvvvv

je vymezeny projevem znakd vyplyvajicich z urcitého genotypu ¢i z kombinace genotypu.
Tento soubor rostlin je dle zakona ¢. 334/2020 Sb. odlisitelny od ostatnich soubort rostlin
projevem alespon jednoho z téchto znakii (Ministerstvo zemédé€lstvi 2020). Na svété je znamo
vice nez 4000 odriid brambor. Bézné vyuzivano je nekolik desitek z nich. Bramborové hlizy
mohou byt raznych velikosti i tvart od kulatych az po podlouhlé, zakroucené. Také barva hliz
je variabilni. Zbarveni bramborové slupky muze byt zluté, hnédé, syt€ Cervené anebo
kuprikladu fialové. Duznina bramboru mize byt zbarvena do zluta, ale také do rizova ¢i do
fialova (Cermak 2021).

Kazda odrida je vhodna k jinému uzitkovému sméru. Zavisi na jeji Skrobnatosti, obsahu
redukujicich cukrd, tvaru, velikosti... Kvalitu odrid brambor zajistuje registrace odrad.
V Ceské republice registraci brambor zajistuje Ustredni kontrolni a zkusebni Gstav zem&dé&lsky.
Ridi se ptitom zakonem &. 334/2020 Sb. (Ministerstvo zemé&d&lstvi 2020), ktery méni zékon ¢&.
219/2003 Sb. (Ministerstvo zemédélstvi 2003) a pojednava o uvadéni sadby a osiva
pestovanych rostlin do ob&hu. O podrobnostech tykajicich se uvadéni sadby a osiva
pestovanych rostlin do obéhu rozhoduje vyhlaska ¢. 129/2012 Sb. (Ministerstvo zemédelstvi
2012).
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3.2 Brambory a genetika

3.2.1 Slechténi brambor

Slechtitelské programy fidi ministerstvo zem&dé&lstvi Ceské republiky. Mezi hlavni cile
Slechtitelskych programi patii zlepSeni kvality produktu, zvySeni vynosu nebo odolnost proti
Skidcam. Nekteré kultivary jsou diky Slechténi citlivé na herbicidy, které jsou pro pouziti na
brambory registrovany (Dean 1994). Soucasné kultivary brambor jsou vysoce heterozygotni.
Jsou nachylné na rizné choroby a patogenni organismy a je pro né typicka imbredni deprese
(Bradshaw & Mackay 1994).

Moderni Slechténi brambor zapocalo roku 1807 v Anglii, kdy byla provedena prvni
hybridizace odrid pomoci umélého opyleni. Brambory se mnozi povétSinou vegetativng, tedy
pomoci klont, ztohoto divodu jsou geneticky uniformni. Brambory se rozmnozuji z hliz,
semeno brambor je vyuzivano piedev§im pro Slechtitelské ucely. Nové kultivary brambor
byvaji vytvorené z ponekud omezeného genetického poolu, jelikoz si jsou geneticky velmi
podobné, je velmi obtizné je charakterizovat. Cytologické studie jsou navic ztizené z toho
divodu, Ze maji relativné Cetné a malé chromozomy (Wilkinson 1994).

Brambor ma z kulturnich plodin nejbohatsi genetické zdroje. Vztahuji se k nému dvé
centra biodiverzity. Prvnim z nich je takzvané andské centrum, které se nachazi v okoli jezera
Titicata. Tyto kultivary jsou adaptovany na podminky kratkého dne. Druhym centrem je chilské
centrum, kde jsou kultivary adaptovany na podminky dlouhého dne. V téchto centrech se
nachazeji lokalni kulturni i polokulturni odridy a jejich divoci pfibuzni majici rizny stupen
ploidie. Brambor se vyznacuje tim, ze ma vice plan€ rostoucich ptibuznych druhii nez ostatni
kulturni plodiny (Hawkes 1990).

Je péstovano sedm druhd bramboru. Ty maji chromozomové Cislo 12 a vyskytuji se
v polyploidnich sériich. Jedna se o diploidy az pentaploidy. Diploidni druh bramboru S.
stenotomum je peéstovan v oblasti mezi Bolivii a Peru. Predpoklada se, ze byl ziskan
z diploidniho planého druhu S. leptophyes (Bradshaw & Mackay 1994). Mezi triploidni druhy
brambor patfi ty druhy, které vznikly spontannim kiizenim mezi tetraploidnimi a diploidnimi
druhy. Pentaploidni druhy brambor pak mohou vzniknout bud kfizenim diploidnich a
hexaploidnich druhti anebo kiizenim tetraploidnich a hexaploidnich druhti (Hawkes 1990).

3.2.2 Genom bramboru

Brambor je polysomicka tetraploidni plodina (2n = 4x = 48). Jeho zakladni
chromozomové Cislo x je rovno dvandacti. Velikost haploidniho genomu bramboru ¢ini zhruba
840 milionu bp (part bazi), z cehoz vyplyva, ze se jedna o stiedné velky rostlinny genom
(Carputo & Frusciante 2011). Jednotlivé chromozomy se vyznacuji malou velikosti —
v mitotické metafazi maji asi 1-3,5 pum. V cytologickych charakteristikach, jako je napfiklad
celkovy objem a délka chromozomu, existuje mezi riznymi Slechtitelskymi liniemi a kultivary
vysoka variabilita (Mohanty et al. 2004).

Dle polohy a velikosti zazeni miizeme mitotické chromozomy brambor rozdélit do Ctyt
skupin. S pomoci sady kloni BAC, ¢ili bakterialniho umélého chromozomu a s pomoci
fluorescencnich in situ hybridiza¢nich sond (FISH) mohly byt pfifazeny ke konkrétnim
chromozomtim genetické vazebné skupiny brambor (Dong et al. 2000). Existuji Ctyfi
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morfologické typy chromozomu, které se oznacuji A-D (Obrazek 3). Velké az stfedné velké
chromozomy majici dvé konstrikce v blizkosti medianu jsou charakteristické pro skupinu A.
Velké az sttedné velké chromozomy majici dvé konstrikce v blizkosti submedianu nalezi ke
skupin€ chromozomt B. Chromozomy malé az stiedni velikosti jsou fazeny do skupiny C a D,
pfiCemz chromozomy typu C jsou metacentrické, tedy maji primarni konstrikci v blizkosti
medianu, zatimco chromozomy typu D jsou submetacentrické, coz znamend, Ze maji primarni
konstrikci umisténou pobliz submedianu (Mohanty et al. 2004).

Stantardni chromozom Chromozomy v somatické
buiice tetraploidniho bramboru
(2n=48)

Obrazek 3 Standardni typy chromozomu (A-D) x chromozomy v somatické butice
tetraploidniho bramboru (Mohanty et al. 2004).
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3.3 DNA markery

Genetické markery jsou zakladni pomuckou, jeZz je pouzivana ke studiu genetické
variability. Pro odliSovani odriid anebo pro genetické analyzy bylo uzivano morfologickych
markera (vicefadost, barva semen nebo kvétl...), a to do pocatku 60. let 20. stoleti. Nevyhody
morfologickych markerti spocCivaji v nedostaCujicim mnozstvi variant a v neschopnosti
odhaleni dostatecného mnozstvi genetické variability (Hoshino et al. 2012). Morfologické
markery vysttidali markery izoenzymové, jez jsou zalozené na allozymovém polymorfismu.
Pod pojmem izoenzym se skryva rizna forma toho samého enzymu, jez katalyzuje tutéz
chemickou reakci s tim rozdilem, ze se zde vyskytuji aminokyseliny slozené v jiném poradi.
Dusledkem rozdilného usporadani aminokyselin jsou i rozdilné vlastnosti, kupfikladu jiny
naboj, hodnota pH 1 katalyticka aktivita. Izoenzymy je mozno separovat diky jejich odliSujici
se rychlosti migrace v prubéhu elektroforézy. Rozdilna rychlost migrace izoenzyma béhem
elektroforézy je zplisobena rozdilnou primarni strukturou. Izoenzymy nejsou schopné odhalit
celkovou genetickou diverzitu nebo charakterizovat cely genom, protoze reprezentuji pouze
kodujici useky genomu (White & Cooke 1992).

V soucasné dobé jsou ¢asto uzivany DNA markery, jez hodnoti vlastni strukturu DNA.
DNA markery umoziuji sledovat, které alely jsou ve zkoumaném vzorku pfitomny. Jedna se o
jistou informaci o organismu, ktera byla ziskana analyzou jeho DNA a ktera se zaklada na
polymorfismu, jehoz zdrojem jsou predev§im mutace (Ismail & Essawi 2012). O pfibuznosti
jedinca, populaci ¢i druhti vypovida sdileny marker. Mezi vyhody DNA markert nalezi jejich
variabilita a schopnost charakterizovat cely genom. DNA markery nejsou na rozdil od
izoenzymovych markerd natolik ovlivnéné prostiedim, jako jsou kupfiikladu posttranslacni
upravy (Hoshino et al. 2012). Vlastnosti DNA tudiz zavisi vyhradné na sekvenci DNA, diky
Cemuz jsou vysoce spolehlivé. Dalsi vyhoda tohoto typu markerd spociva v rychlosti a
spolehlivosti determinace. DNA markery je mozné snadno identifikovat zakladnimi metodami
molekularni biologie, mezi které patii izolace DNA, §té€peni restrikénimi enzymy, PCR a
elektroforéza (Oliveira et al. 2006).

Vyuzity jako DNA markery mohou byt jen sekvence s vysokym polymorfismem, diky
cemuz je zajistén podrobny popis genetické diverzity. Je mozno pohlizet na DNA markery
jakozto na mendelistické znaky. Z tohoto divodu je vyhodné pouzivat kodominantni DNA
markery, které umoznuji odlisit dominantni homozygoty od heterozygoti. Aby bylo mozno
vzdy najit marker v nejtésnéjsi vazbé s pozorovanym genem, musi se v genomu vyskytovat
Casto a rovnomeérne (Tautz 1984).

3.3.1 Polymorfismus DNA

Pod pojmem polymorfismus se skryva variabilita v sekvencich DNA. Pravé na
polymorfismu se DNA markery zakladaji. Polymorfismus na trovni DNA se mize objevovat
v mnoha formach. Mezi tyto formy polymorfismu na urovni DNA patii forma
jednonukleotidovych polymorfismt, variabilni pocet transponovanych prvki, kam muzeme
zatadit Alu repetice, variace poctu kopii, strukturalni zmény a variabilni pocet tandemovych
repetic, mezi které nalezi mini a mikrosatelity (Ravishankar & Bommisetty 2013).
K polymorfismim na urovni DNA muze dochazet jak v jadre, tak i v mitochondriich. Moznym
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zdrojem polymorfismu jsou mutace, k nimz dochazi pti nahodnych procesech anebo v disledku
vyvolani vn&jsimi Ciniteli, mezi které patii zareni. Druhym hlavnim zdrojem polymorfismu jsou
rekombinace (Ismail & Essawi 2012).

3.3.2 Rozdéleni DNA markeru

Genetické markery lze rozdélit na dvé hlavni skupiny, a to na ty markery, jez jsou
zalozené na PCR a na markery, které jsou zalozené na hybridizaci se sondou. Mezi markery
zalozené na PCR nalezi SSR (simple sequence repeats), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SNAP (Single-Nucleotide Amplified Polymorphism), STS (Sequence Tegget
Site), anebo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Naopak mezi markery zalozené
na hybridizaci se sondou je mozno zafadit RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)
(Weising et al. 1995).

Tyto metody maji své pro a proti. Vhodny typ DNA markerti byva volen v zavislosti na
rozsahu studované problematiky. Mezi hlavni vyhody markerd, které jsou zalozeny na PCR,
patii mens§i slozitost analyzy a s tim 1 mensi ¢asova naro¢nost oproti RFLP, jelikoz zde odpada
konstrukce sondy a Southerntiv pfenos. Dalsi vyhodou markerti zalozenych na PCR je nizsi
koncentrace vychozi DNA (Tautz 1984). Genetické markery jdou rozdélit i na ty, které jsou
spojeny s anonymnimi genetickymi segmenty, sem nalezi AFLP nebo RAPD markery a na ty,
jez jsou asociovany s geny majicimi znamou funkci, mezi které patii izoenzymy ¢i EST
markery (Liu & Cordes 2004).

3.3.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity se daji nazvat také SSR (simple sequence repeats) anebo STR (short tandem
repeats). Jedna se o repetitivni DNA, jez se vyskytuje v genomech jak prokaryotnich, tak i
eukaryotnich organismt (Toth et al. 2000). SSR markery jsou kratké tandemové repetice,
pticemz délka zédkladniho motivu se pohybuje od 1 do 6 bp (Ellegren 2004), mohou se opakovat
v poctu do 60 repetic (Field & Wills 1996). Vyskytuji se predev§im v intronech a v
nekodujicich oblastech, ale je mozno je nalézt i v kédujicich oblastech (Li et al. 2004).
Mikrosatelity vyskytujici se v kodujicich oblastech byvaji obvykle trinukleotidové, coz
pravdépodobné zpusobuje selekéni tlak proti mutacim (Ashley & Warren 1995).

Mikrosatelity je mozno rozdélit bud’ dle délky zakladni jednotky repetice, a to na mono,
di, trinukleové apod., anebo dle struktury. Mikrosatelitové lokusy se daji rozdelit do Ctyt
zakladnich kategorii, a to na mikrosatelity preruSované, slozené, dokonalé a nedokonalé.
Mikrosatelity, jez jsou preruSeny sekvenci dvou anebo vice bazi, se nazyvaji prerusené (napf.
CACACATGCACACA) (Toth et al. 2000). Slozené mikrosatelity jsou mikrosatelity, které
obsahuji odlisné repetitivni sekvence, jez na sebe navazuji (napi. CACACATGTGTG). Pro
sekvence dokonalych mikrosatelitd je typické, Ze nejsou preruSeny bazi nepatiici do
repetitivniho motivu (napt. CACACACACACA). Mikrosatelity, které se oznacuji jako
nedokonalé, obsahuji v repetici bazi nepatfici do sekvence (napt. CACACATCACACA)
(Bhargava & Fuentes 2010).

Vzhledem k tomu, ze SSR markery mutuji 10000x% rychleji nez jiné oblasti genomu, jsou
povazovany za vysoce polymorfni. Vyznacuji se vysokym PIC (polymorphism information
content) neboli obsahem polymorfni informace, jez maji nejvyssi z genetickych markert.
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Mohou se uzit pro zjisténi struktury populace a porovnat variabilitu mezi populacemi (Nordahl
et al. 2019). Polymorfismus SSR markeri je mozno oznacit jako SSLP (Simple Sequence
Length Polymorphism) a je zpusoben riznym poctem opakovani zakladniho motivu.
Polymorfismus mikrosatelitni DNA muize byt zpisoben nerovnomérnym crosing-overem
anebo nespravnou funkci DNA polymerazy béhem replikace repetitivnich oblasti (Oliveira et
al. 2006). Funkci mikrosatelitl, jejich vyvoj a aplikaci shrnuje Obrazek 4.

Po izolaci DNA navazuje pii analyze mikrosateliti PCR, béhem niz je vyuzito
specifickych primer, potom elektroforetické rozclenéni amplifikovanych fragmentd s
navazujici detekci. Navrzené primery by mély byt komplementarni k usektim, které s danym
mikrosatelitem hrani¢i. Béhem PCR se tedy amplifikuje kratky usek DNA, jez zahrnuje
polymorfni sekvenci (Kalendar et al. 1999). Elektroforéza byva provadéna na
polyakrylamidovém ¢i agar6zovém gelu. Na zakladé odlisné pozice fragmentl s urcitou
velikosti je odhalen polymorfismus (Oliviera et al. 2006).

Dalsi moznosti elektroforézy je kapilarni elektroforéza (CE), coz je mikrokolonova
separaCni technika majici vysokou prostupnost vzorku. Vyhodou CE je jeji vhodnost pro
separaci fady analytd v raznych matricich. Naopak nevyhodou CE je v porovnani
s kapalinovou chromatografii nizka koncentra¢ni citlivost kapilarni elektroforézy (Horakova et
al. 2000). Vytvareni novych SSR markerti se zahajuje izolaci a naslednou charakterizaci
vybrané oblasti. Dale je nutno urcit sekvenci této oblasti a zvolit, syntetizovat a testovat
primery. SSR markert se vyuziva pifi mapovani genomt anebo pro rozsahlé populacni studie
(Oliviera et al. 2006).
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Obrazek 4 Mikrosatelity — shrnuti vyvoje, funkce, distribuce a aplikace (Kalia et al.
2011).
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3.34 PCR

PCR (polymerase chain reaction) 1ze také ptelozit jakozto polymerazova fetézova reakce.
Jedna se o metodu zakladajici se na principu replikace nukleovych kyselin, ktera ma za nasledek
rychlé a snadné zmnozeni tseku DNA. PCR je zahdjena in-vitro amplifikaci, kdy jsou
jednotlivé sekvence DNA ohrani¢eny primery, tedy kratkymi oligonukleotidy DNA, a to na
jejich zacatku 1 konci (Clark & Pazdernik 2013). Takto amplifikované fragmenty jsou nasledné
elektrofonicky separovany a detekovany rozmanitymi metodami barveni. K amplifikaci je za
potfebi jen malé mnozstvi DNA, ze kterého v prubéhu reakce vznika velké mnozstvi kopii o
mnozstvi mnoha miliond, dosahujici délky az 10 tisic nukleotidl (Tellier et al. 2003).

Soucasti reakéni smési pouzivané pro PCR je kromé¢ DNA 1 enzym DNA polymeraza,
smés nukleotidd, dva primery a destilovana voda jakozto rozpoustédlo jednotlivych
komponentl. Pro zajisténi spravné iontové sily a koncentrace je do reakcni smési pridavan také
10x koncentrovany pufr. Nejcastéji se k syntéze nového vlakna deoxyribonukleové kyseliny
uziva termostabilni Taq polymeraza, kdy se jednd o DNA polymerazu ziskanou z bakterii
Thermus aquaticus (Cline et al. 1996). Vysledkem PCR je velké mnozstvi kopii ptvodni
sekvence DNA, diky Cemuz je vyuzivana jak pro védecké ucely, tak i pro laboratorni
diagnostiku, kdy pomaha odhalovat nékteré infekéni a dédicné choroby. PCR je nadale
vyuzivana v kriminalistice pro ucely identifikace osob, v genetické genealogii anebo ke
kontrole potravin. Tato metoda je natolik citliva, ze je schopna ve vzorku odhalit 1 jedinou
molekulu (Clark & Pazdernik 2013).

K polymerazové fetézové reakci dochazi v pfistroji zvaném termocykler, a to ve tfech
krocich (Obrazek 5). Béhem prvniho kroku dochazi k denaturaci, kdy se vlivem teploty oddé€luji
vodikové vazby, v dusledku ¢ehoz se rozvolni vlakno dvousroubovice, coz znamena, ze se
dvouvlakno DNA rozpada na dvé jednotliva vlakna, na které béhem dalSich operaci mohou
nasednout primery (Tellier et al. 2003). K denaturaci dochézi pfi teploté¢ 93-96 °C. Druhym
krokem PCR je nasednuti primert neboli annealing. Béhem tohoto procesu dochazi diky
komplementarité bazi k nasedani dvojice primerd na DNA. K nasednuti primert dochazi
vlivem snizeni teploty na 50-65 °C (Clark & Pazdernik 2013). Posledni krok se nazyva
elongace, jinak feCeno prodluzovani primert. Elongace se odehrava pii teploté 75-80 °C, béhem
kterych dochazi k syntéze DNA, a to diky enzymu DNA polymeraza. V prabéhu syntézy DNA
pfirista komplementarni vlakno DNA k ptivodni molekule DNA ve sméru od 5' konce ke 3'
konci. Tyto cykly se vicekrat opakuji, obvykly pocCet opakovani se pohybuje mezi 30-35
(Barnes 1994).
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Obrazek 5 Polymerazova retézova reakce (upraveno dle Britannica, The Editors of
Encyclopadia 2021).
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3.4 Skrob

Skrob je zasobni polysacharid rostlin. Vytvaii se v membrané a je soudasti plastidi.
V rostlinach slouzi jako pohotovostni zasoba glukosy (Tester et al. 2004). Jedna se o smés dvou
polysacharidd, amylopektinu a amylosy. Jejich zakladni jednotkou je D-glukopyranosa.
Zastoupeni amylosy a amylopektinu ve Skrobu je odlisné v zavislosti na vegetaCnim stadiu
rostliny a botanickém ptavodu rostliny (Werij et al. 2012). Kromé polysacharidickych latek
Skroby obsahuji i malé mnozstvi latek privodnich, mezi které patii proteiny, lipidy a 10-20 %
vody. Mezi hlavni zdroje Skrobu patfi brambory, ryze, kukufice a pSenice. Z vyzivového
hlediska fadime Skrob mezi hlavni energetické zdroje potravin (Singh & Kaur 2016).

Skrob se nachazi ve viech &astech rostlin, aviak technologicky nejvyznamng;jsi je skrob
nachazejici se v hlizach nebo semenech. Mezi nimi je podstatny rozdil, nebot” Skrob ulozeny
v hlizach, naptiklad skrob bramborovy, se vyskytuje v materialu s pfevazujicim obsahem vody.
Proto jsou tato zrna velka, nakypfena a polydisperzni. Naproti tomu Skrob obsazeny v zrnech,
kukufi¢ny anebo pSeni¢ny, je vétSinou drobny a monodisperzni (Singh & Kaur 2009). Velikost
Skrobovych zrn se pohybuje mezi 1 a 110 um. Pro pramyslové vyuziti je nejdalezitéjsi skrob
bramborovy nasledovany Skrobem kukufi¢cnym a pSeni¢nym (Bach et al. 2013).

3.4.1 Amylopektin

Amylopektin (Obrazek 6) ma vétsi molekulu nez amylosa. Vétvi se zhruba po dvaceti
glukosovych jednotkéach, pficemz vytvari jakysi stromecek (Svegmark et al. 2002). Pro
amylopektin jsou typické glykosidové vazby a-1-6. Vyjimecné se u n¢j vyskytuji vazby a (1,3),
kdy stavebni jednotkou je laminaribosa. Vyskytuje se v ném 1 malé mnozstvi (0,17 %) esterove
vazané kyseliny fosfore¢né. Amylopektin tvori v roztoku klubicko. Ve vodé€ je nerozpustny.
Amylopektin se po pfidani jodu obarvi na fialovo (VeliSek & Hajslova 2009).

Amylopektin ma vys§i relativni molekulovou hmotnost nez amylosa. Kompletni
molekulova hmotnost amylopektinu ¢ini zhruba 2 miliony glukosovych jednotek, diky cemuz
se fadi mezi nejvetsi prirodni makromolekuly (Svegmark et al. 2002).
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Obrazek 6 Schematické znazornéni amylopektinu (VeliSek & Hajslova 2009).

3.4.2 Amylosa

Amylosa (Obrazek 7) se sklada z nékolika set molekul glukosy, které jsou spojeny vazbou
a-1-4. Pismeno o udava v tomto piipade€ polohu sousedicich glukosovych jednotek (Singh &
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Kaur 2009). Cislice 1-4 pak vyjadiuje pozici hydroxilt, mezi kterymi se vazba uskuteétiuje.
Molekula amylosy ma tvar spiraly. Do nitra této Sroubovice je mozno navazat az 20 % jodu
¢ehoz je vyuzivano pii dikazech Skrobu v analytické chemii (VeliSek & Hajslova 2009).

2

Relativni molekulova hmotnost amylosy se pohybuje v rozmezi od 16 tisic do 1 milionu.
Priméry obsah amylosy ve §krobech je 20-25 %, ale jeji obsah kolisa v rozmezi 0-75 % (Lauro
et al. 1999). Ve vodé se amylosa rozpousti na malo viskozni, Ciry roztok. Nasledkem
retrogradace je po Case z roztokt vyluCovana (Velisek & Hajslova 2009).
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Obrazek 7 Schématické znazornéni amylosy (Lauro et al. 1999).
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3.4.3 Bramborovy Skrob

U bramborového Skrobu ¢ini pomér amylosy k amylopektinu zhruba 1:4 (Werij et al.
2012). Skrob bramborové hlizy se sklada z 75 % amylopektinu, 21 % amylosy, 0,1 % proteinu
a z 0,08 % fosforu (Singh & Kaur 2009). Skrob je povazovan za hlavni slozku bramborové
hlizy, nebot’ zaujimé 10-15 % z jeji hmotnosti. V suSin€ bramborové hlizy se nachazi 65-85 %
Skrobu (Singh & Kaur 2016).

Zrna bramborového skrobu maji ovalny, vejCity az lasturnaty tvar. Je na nich zretelné
ryhovani a maji excentricky umisténé jadro (Obrazek 8). Mérna hmotnost tohoto Skrobu ¢ini
1,648. Cim je zrno vétsi, tim je také t&78i a rychleji sedimentuje (Dudas et al. 1981).
Bramborovy Skrob je bilého zbarveni. Jedna se o jemny sypky prasek s neutralni vini a chuti
(Singh & Kaur 2016).

10 % celkové produkce $krobu se v Ceské republice vyrabi z brambor. I piesto se jedna
o nepostradatelnou soucast ¢eského skrobarenského primyslu. Brambory urcené pro vyrobu
skrobu jsou péstovany v Ceské republice na cca péti tisicich hektarech. Tyto brambory jsou
péstovany predevsim v Jihoeském a Jihomoravském kraji a v kraji Vyso¢ina. Na tizemi Ceské
republiky jsou v sougasné dobé jen dva vyrobci §krobu z brambor, a to Skrobarny Pelhiimov,
a.s. a LYCKEBY AMYLEX, a.s. Horazdovice (Zizka 2020).

Bramborovy Skrob se uziva v potravinaiském pramyslu. Je znam pod nazvem solamyl,
ktery se v domacnostech bézné vyuziva pro piipravu drobného peciva, moucnikti anebo pro
zahus§tovani pokrmi, ¢ehoz mohou vyuzivat lidé trpici celiakii, nebot tento Skrob neobsahuje
lepek. Bramborovy skrob je dale pouzivan v textilnim pramyslu, v papirenském pramyslu
anebo ve stavebnictvi (Stasiak et al. 2011).
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Obrazek 8 Bramborovy Skrob (Berdan 2021).

Krouzky

3.44 Biosyntéza Skrobu

Biosyntéza Skrobu probiha v amyloplastech a chloroplastech. Zabudovani sacharézy do
Skrobu je zpusobeno fadou reakci (Obrazek 9). Mezi prekurzory Skrobu patii
adenozindifosfatglukosa. = Enzym  ADP-glukosapyrofosforylasa  katalyzuje  tvorbu
adenozindifosfatglukosy z glukosa-1-fosfatu a ATP (Singh & Kaur 2009). Vyhradnim
je obdobi, béhem kterého se muze tvofit a ukladat Skrob a také ¢im je kratsi obdobi tvorby
zasobnich pletiv slouzicich pro ukladani Skrobu. Latky, které jsou béhem vyvoje hliz potieba
v amyloplastech jsou pyrofosforylasa, ADP-glukosa, enzymy vétveného Skrobu, enzymy
nevétveného Skrobu a syntaza Skrobu (Bansal et al. 2012).

(sucrose synthetase)

Sucrose > UDP glucose [+ fructose]
+UDP
+ pyrophosphate
(pyrophosphorylase)
(pyrophosphorylase)
[Pyrophosphate +] | ADP glucose < FATP Glucose phosphate | [+ UDP]

(starch synthetase)

Starch

Obrazek 9 Biosyntéza Skrobu (Burton 1989).

27



3.4.5 TraveniSkrobu

Traveni Skrobu poc¢ina v ustech, a to diky ucinku slinné a-amylasy, kterou nazyvame také
ptyalin. Doba pasobeni ptyalinu je vSak kratka, proto je vyznam traveni Skrobu slinnou

a-amylasou velmi maly. Zazivatina pak dale putuje travicim traktem. Nejvétsi vyznam
pro traveni Skrobu ma tenké stievo, a to diky ucinku pankreatické a-amylasy. Jedna se o
amylasu dextrogenni, coz znamena, ze Stépi molekuly amylopektinu a amylosy uprostred
fetézce nejprve za vzniku dextrini, a nakonec za vzniku maltosy (Heldt et al. 2011).
Disacharidy maltasa a isomaltasa, jez se vyskytuji pfedev§im ve stfevni §tave, dokoncuji
hydrolyzu Skrobu. V hrani¢nim dextrinu, coz je zbytek po S§tépeni amylopektinu, Stépi
isomaltasa vazby o-1-6. V maltose a maltotriose §tépi maltasa vazby a-1-4. Vyslednym
produktem traveni Skrobu je glukosa, jez je rychle vstfebavana diky aktivnimu transportu.
Amylosa se v lidském travicim traktu travi déle nez amylopektin. Hladina krevniho cukru je
tedy nizsi po jidle, které ma vysoky obsah amylosy (Stawski 2008).

3.4.6 Resistentni Skrob

Resistentni §krob je skrob, ktery odolava traveni v tenkém stievu. Uginky resistentniho
Skrobu v tlustém stievé jsou podobné ucinkiim vlakniny. Resistentni Skrob slouzi v tlustém
sttevu jako substrat pro mikroorganismy. Pfitomnost tohoto Skrobu v lidském organismu je
zdravi prospésna. Ma mnoho zadoucich fyziologickych acinka, jako je zvySeni objemu stolice
anebo zkracovani prichodu potravy travicim traktem (Kingman & Englyst 1994).

Resistentni Skrob (RS) je mozno rozdélit do ¢tyt skupin. Prvnim typem resistentniho
Skrobu, tedy RSI1 je Skrob fyzicky nepfistupny pankreatické amylase. Jedna se o Skrob
nachazejici se v semenech nebo nedostatecné rozdrcenych zrmech. RS2 je Skrobem kukufice a
syrovych brambor, které maji vysoky obsah amylosy. RS3 je §krob, ktery vzniknul retrogradact,
coz je ochlazeni po predchozim zahtati. Vyskytuje se kuptikladu ve starém pecCivu. RS4
vzniknul chemickou upravou. Jedna se naptiklad o hydroxymethyl§krob. Celkové plati, ze
Skroby majici vysoky obsah amylosy byvaji odoln€jsi viic¢i amylasam, nez Skroby majici vysoky
obsah amylopektinu (Berry 1986).

3.47 Degradace Skrobu

Degradace Skrobu patii mezi dulezité procesy odehravajici se v rostlinach. Vyskytuje se
zejména v organech rostlin majicich prebytek skrobu, jako jsou kuptikladu bramborové hlizy.
Pii skladovani bramborovych hliz je z celkového obsahu Skrobu cast skrobu degradovana,
pficemz dochazi k uvolnéni cukru pro dychani (Fajardo et al. 2013). Béhem skladovani
bramborovych hliz se mohou na jejich povrchu vytvaret melké zarezy, coz znaci erodujici
granule. K degradaci §krobu mize dojit hydrolyticky, tedy s pouzitim enzymt a-amylazy nebo
B-amylazy, anebo fosforolyticky diky fosforylazam Skrobu (Singh & Kaur 2009).

3.4.8 Fosforylace bramborového Skrobu

Fosforylace skrobu je v metabolismu rostlin dulezita zejména kvili degradaci skrobu.
Mezi nejcastéjsi formu Skrobu patii mirné€ fosforylovana forma, ktera obsahuje fosfatové
skupiny monoesterifikovanych glukozovych zbytki (Singh & Kaur 2016). Fyzikalné-chemické
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vlastnosti Skrobu urcuje stupen fosforylace Skrobu. Pokud se ve Skrobu nachazi fosfatové
estery, zvySuje se i jeho hydratace. Fosforylace Skrobu ma vliv na viskozitu konecnych
produktt a brani krystalizaci (Sung et al. 2005).

3.49 Skrobnatost

Skrobnatost je vlastnost bramboru, ktera se bere v uvahu piedeviim pii hodnoceni
brambor ze Skrobarenského hlediska. Uvadi se v procentech z Cerstvé hmotnosti hliz. Optimalni
Skrobnatost brambor by meéla ¢init 18-20 %. Obsah Skrobu v hlizach se zvySuje v prubéhu
vegetace dle podminek rastu. Ve fazi fyziologické zralosti hliz dosahuje obsah §krobu svého
maxima. Odrudy brambor se dle obsahu skrobu rozdéluji do nekolika skupin, které podléhaji
jinému zpracovani. Nékteré odrudy brambor jsou tak diky obsahu skrobu vhodné pro vyrobu
skrobu, jiné pro vyrobu bramborovych hranolek, pragku &i lupinkd (Cermak 2021).

3.4.10 Analyza Skrobu

Analyza $krobu nejprve predchazi vyextrahovani $krobu z brambor. Skrob je mozno
izolovat jak ze suSiny brambor, tak 1 z ¢erstvych hliz. Pfi izolaci bramborového skrobu dochazi
ke strouhani brambor. Pomoci odstfedivky se pak rozd¢li tfenka na tekutou a tuhou cast. Tuha
cast je poté vypirana, aby doSlo k oddéleni Skrobu, jenz byl uvolnén poSkozenim bunék
bramboru béhem strouhani (Singh & Kaur 2009). Nasleduje oddéleni skrobu, jeho predsouseni
a suseni. Pro zji§téni slozek Skrobu, tedy pro zjisténi amylosy a amylopektinu, je uzivano
nekolika metod, mezi néz patii infraCervena spektroskopie, vysoce vykonna vylucovaci
chromatografie anebo enzymaticka metoda, tato metoda je vSak pfili§ draha a ¢asové narocna
(Stawski 2008).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Pro detekci polymorfismu DNA markert byla k dispozici DNA izolovana ze 153 odrad
bramboru obecného (Solanum tuberosum L.) s riznym potravinaiskym vyuzitim. Biologicky
material byl ziskan ve spolupraci s VUB Havli¢kav Brod s.r.o.

4.2 Izolace DNA

DNA byla izolovana z listovych Cepeli pomoci komercniho kitu pro extrakei rostlinné
DNA od firmy Qiagen (DNeasy Plant Mini Kit), kdy bylo postupovano dle protokolu od

vyrobce.

Protokol od vyrobce

9.
10.
1.

12.

Vzorky (100 mg Cerstvé hmoty listi) byly ve zkumavce o objemu 2 ml zmrazeny
pomoci tekutého dusiku a rozmélnény.

Do kazdé zkumavky bylo pfidano 400 pl pufru AP1 a 4 pl RNazy A. Vzorky byly
zvortexovany a inkubovany po dobu 10 min pfi teploté 65 °C. V pribéhu inkubace
byla zkumavka 3x obracena.

Bylo ptidano 130 pl pufru P3. Zkumavky byly promichany a inkubovany po dobu 5
minut na ledu.

Lyzat byl centrifugovan po dobu 5 minut pii 20 000 x g (14 000 rpm).

Lyzat byl napipetovan do kolonky QIAshredder, jez byla umisténa ve 2 ml sbérné
zkumavce a nasledné byl centrifugovan po 2 minuty pii 20 000 x g.

Vzorek byl pfenesen do jiné zkumavky, bylo ptidano 1,5 pufru AW1 a promichano
pipetovanim.

650 pul smési bylo preneseno do centrifugancni kolonky DNeasy Mini, kterd byla
umisténa ve 2 ml sbérné zkumavce. Smés byla centrifugovana 1 minutu pii 6 000 x
g. Tento krok byl opakovan se zbyvajicim vzorkem.

Kolonka byla umisténa do nové 2 ml sbérné zkumavky. Bylo pfidano 500 pl pufru
AW?2 a centrifugovano 1 minutu pfi 6 000 x g.

Bylo piidano dalich 500 ul pufru AW2. Bylo centrifugovano 2 min pii 20 000 g.
Kolonka byla pfenesena do nové 2 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky.

Bylo pfidano 100 pl pufru AE pro eluci. Bylo inkubovano 5 minut pfi pokojové
teploté (15-25 °C). Bylo centrifugovano 1 minutu pii 6 000 x g.

Krok 11 byl opakovan.

Po izolaci DNA byla stanovena Cistota a koncentrace vzorkti pomoci spektrofotometru

znacky Implen.
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4.3 Primery

Pro tento pokus byly pouzity primery navrzené pro mikrosatelitni DNA bramboru. Kazda
reakce obsahovala od kazdého z markerd dva protichidné primery, tedy jeden primer

forwardovy (F, vlakno 5'-3") a jeden primer reverzni (R, vlakno 3'-5").

4.3.1 Charakteristika markeru

Vzorky DNA bramboru byly testovany panelem vybranych mikrosatelitnich markert dle
studii od Milbourne et al. (1998), Feingold et al. (2005), Ghislain et al. (2009) a Sedlak et al.
(2022). PCR reakce 17 jadernych mikrosatelitnich SSR markert byla optimalizovana v podobé
tfi multiplexti. Charakteristika téchto multiplexti se nachazi v nasledujicich Tabulkach 4-6.
Geneticka SSR mapa brambor zahrnujici 24 SSR markera se pak nachazi na Obrazku 10.

Tabulka 4 Charakteristika markeri — multiplex 1

Nazev Barevné Sekvence primera Pocet Rozpéti Umisténi Opakujici se
markeru znaceni zjisténych alel (bp) chromozomu motiv
alel
STG0001 6-FAM F: CAgCCAACATTETACCCCT 12 119-139 X1 (CT)n
(Ghislain et al. R: ACCCCCACTTgCCATATTTT
2009)
STG0010 6-FAM F: CeATCTCTgCTTTgCAgeTA 6 153-163 I (TG
(Ghislain et al. R: gTTCATCACTACCgCCgACT
2009)
STI0012 VIC F: gAAgCgACTTCCAAAATCAgA 10 160-192 v (ATT)n
(Feingold et al. R: AAAgggAggAATAgGAAACCAAAA
2005)
STM1052 PET F: CAATTTCETTTTTTCATgTgACAC 11 195-252 X (AT).GT
(Milbourne et R: ATggCegTAATTTgATTTAATACETAA (AT)u(GT)a
al. 1998)
STM1064 NED F: gTTCTTTTggTgg TTTTCCT 7 184-191 11 (TA)W(TG, GT(TG)a
(Milbourne et R: TTATTTCTCTgTTgTTgTTgCTg
al. 1998)
STM1104 PET F: TeATTCTCTTgCCTACTeTAATCg 7 164-176 VI (TCT)a
(Milbourne et R: CAAAgTggTgTgAAgCTgTgA
al. 1998)
.. o .
Tabulka 5 Charakteristika markerd — multiplex 2
Nazev Barevné Sekvence primera Pocet Rozpéti Umisténi Opakujici se
markeru znaceni zjisténych alel (bp) chromozomu motiv
alel
STM0031 6-FAM F: CATACGCACGCACGTACAC 9 136-300 VIl (AC)n...(ACh
(Milbourne et R: TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG GCAC(AC)(GCAC
al. 1998) In
STM5114 6-FAM F: AATGGCTCTCTCTGTATGCT 6 278-300 I (ACC)n
(unpublished R: GCTGTCCCAACTATCTTTGA
from SCRI in
Ghislain et al.
2009)
STM0019 VIC F: AATAGGTGTACTGACTCTCAATG 9 161-229 VI (AT)o(GTIW(AT)(G
(Milbourne et R: TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG Din(GC(GT)a
al. 1998)
STI0033 NED F: TGAGGGTTTTCAGAAAGGGA 7 109-130 VIl (AGG)a
(Feingold et al. R: CATCCTTGCAACAACCTCCT
2005)
STI0003 PET F: ACCATCCACCATGTCAATGC 6 124-150 VI (ACC)n

(Feingold et al.
2005), (Sedldk
et al. 2022)

R:
GTTTCTTCATTGGGCTCATTGGAGGA
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Tabulka 6 Charakteristika markeri — multiplex 3

Nazev Barevné Sekvence primera Pocet Rozpéti Umisténi Opakujici se
markeru znaceni zjisténych alel (bp) chromozomu motiv
alel
STI0014 6-FAM F: AgAAACTgAgTTgTgTTTgggA 6 114-127 X (TGG)u(AGG)n
(Feingold et al. R: TCAACAETCTCAgAAAACCCTCT
2005)
STI10032 VIC F: TgggAAgAATCCTgAAATgg 8 107-125 \Y (GGA)
(Feingold et al. R: TgCTCTACCAATTAACggCA
2005)
STI0004 NED F: GCTgCTAAACACTCAAgCAgAA 10 69-99 VI (AAG)
(Feingold et al. R: CAACTACAAgATTCCATCCACAg
2005)
STM1053 NED F: TCTCCCCATCTTAATETTTC 4 158-169 I (TA)W(ATC)n
(Milbourne et R: CAACACAgCATACAZATCATC
al. 1998)
STM5127 VIC F: TTCAAgAATAggCAAAACCA 9 233-267 I (TCT)a
(unpublished R: CTTTTTCTgACTgAgTTgCCTC
from SCRI in
Ghislain et al.
2009)
STG0016 PET F: AgCTgCTCAgCATCAAgAgA 11 119-156 I (AGA
(Ghislain et al. R: ACCACCTCAggCACTTCATC
2009)
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Obrazek 10 Genetickd SSR mapa brambor zahrnujici 17 v této praci analyzovanych SSR

markert (Ghislain et al. 2009).



4.4 Priprava PCR

PCR reakce byla provedena v pfistroji Thermal Cycler C1000 (Bio-Rad) pii nastaveni
uvedeném v Tabulce 7. Slozeni reak¢nich smési se nachazi v Tabulkach 8-10, pred
napipetovanim do mikrozkumavek byl kazdy komponent zvortexovan.

Tabulka 7 Souhrn Cast a teplot béhem PCR

Reakce Teplota Cas Opakovani
Predenaturace 95 °C 10 min 1x
Denaturace 94 °C 30s
Annealing 56 °C 90 s 35x
Elongace 72 °C 60 s
Konecna elongace 60 °C 80 min 1 x

Tabulka 8 Slozeni reak¢éni smési pro multiplex 1 o celkovém objemu 10 pl, zdsobni roztoky
jednotlivych primert mély koncentraci 4 uM.

Komponenta Pipetovany objem Finalni
koncentrace v
reakci
DNA 1 ul 5 ng
MasterMix 5ul
dd H20 0,2 ul
STG0001 F 0,3 ul 0,12 uM
STGO0001 R 0,3 ul 0,12 uM
STGO0010 F 0,4 ul 0,16 uM
STGOO10 R 0,4 ul 0,16 uM
STIO012 F 0,2 ul 0,08 uM
STIO012 R 0,2 ul 0,08 uM
STM1064 F 0,3 ul 0,12 uM
STM1064 R 0,3 ul 0,12 uM
STM1104 F 0,3 ul 0,12 uM
STM1104 R 0,3 ul 0,12 uM
STM1052 F 0,4 ul 0,16 uM
STM1052 R 0,4 ul 0,16 uM
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Tabulka 9 Slozeni reak¢éni smési pro multiplex 2 o celkovém objemu 10 ul, zasobni
roztoky jednotlivych primert mély koncentraci 4 uM.

Komponenta Objem Koncentrace
DNA I 5 ng
MasterMix 5ul
dd H20
STMO0031 F 0,3 ul 0,12 uM
STMO0031 R 0,3 ul 0,12 uM
STM5114 F 0,3 ul 0,12 uM
STM5114 R 0,3 ul 0,12 uM
STMO0019 F 0,5 ul 0,2 uM
STMO0019 R 0,5 ul 0,2 uM
STIO033 F 0,2 ul 0,08 uM
STIO033 R 0,2 ul 0,08 uM
STIO003 F 0,5 ul 0,2 uM
STIO003 R 0,5 ul 0,2 uM

Tabulka 10 Slozeni reak¢éni smési pro multiplex 3 o celkovém objemu 10 pl, zasobni
roztoky jednotlivych primerd mély koncentraci 4 uM.

Komponenta Pipetovany objem Finalni
koncentrace v
reakci
DNA I 5 ng
MasterMix 5ul
dd H20 1,1 pul
STIO014 F 0,3 ul 0,12 uM
STIO014 R 0,3 ul 0,12 uM
STIO032 F 0,15 ul 0,06 uM
STIO032 R 0,15 ul 0,06 uM
STIO004 F 0,3 ul 0,12 uM
STIO004 R 0,3 ul 0,12 uM
STM1053 F 0,2 ul 0,08 uM
STM1053 R 0,2 ul 0,08 uM
STMS5127 F 0,2 ul 0,08 uM
STM5127 R 0,2 ul 0,08 uM
STG0016 F 0,3 ul 0,12 uM
STGO0016 R 0,3 ul 0,12 uM
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4.5 Priprava vzorku pro kapilarni elektroforézu

Po skonceni PCR byl kazdy vzorek DNA natedén v poméru 1:29 destilovanou vodou a
promichan pomoci 20 pul pipety. Do vzorku bylo dale piidano 12,2 pul hmotnostniho standardu
Hi-Di-Liz sestavajictho se z0,2 pl hmotnostniho standardu GeneScan-600Liz a z 12
ul denaturacniho cinidla Hi-Di. Pred kapilarni elektroforézou doslo k denaturaci vzorka, ktera
probihala v pfistroji Biometra Thermocycler T-Gradient pfi teploté¢ 95 °C po dobu 5 minut.
Zdenaturované vzorky byly poté analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy na pfistroji ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Parametry elektroforézy byly: 36 cm
dlouha kapilara; nastrik 8 s pfi 15 kV; vlastni separace 24 min pfi 15 kV.

4.6 Statistické zpracovani dat

Data z kapilarni elektroforézy ABI PRISM 310 Genetic Analyzer s programem 310 Data
Collection Software byla zpracovana a analyzovana softwarem GeneMapper 4.1. od vyrobce
Applied Biosystems. Pro roztfidéni a zpracovani alelickych dat ze SSR markert byl pouzit MS
Excel 2016. VSechna alelicka data byla poté pfevedena na binarni Cisla, tedy na 0 v ptipadé
absence dané alely a na 1 v pfipade pfitomnosti dané alely. VSechna data byla nasledné
vyhodnocena shlukovou analyzou v programu DARwin 6.0.21., ktery je volné stazitelny z
https://darwin.cirad.fr/product.php. Pro analyzu podobnosti byl pouzit Jaccardiv koeficient,
ktery slouzi k porovnavani podobnosti mezi dvéma soubory dat za zakladé shody hodnot na
jistych pozicich (Niwattanakul et al. 2013). Mechanismus Jaccardova koeficientu lze vyjadrit
nasledujici rovnici (Obrazek 11).

| N 8]
Ha,B) = ——
A U Bl

Obrazek 11 Rovnice vyjadiujici Jaccardiv koeficient (Niwattanakul et al. 2013).

Dale bylo pocitano s 1000 bootstrapy. Bootstrap je mozné popsat jako metodu odhadu
pomoci opakovaného vybéru dat (Horowitz 2005). Jako metoda byla zvolena UPGMA
(unweighted pair group method with arithmetic mean), coz lze prelozit jakozto metoda
nevazeného parovani s aritmetickym prumérem. Jedna se o jednoduchou hierarchickou
shlukovou metodu (Sokal & Mechener 1958).

Na zakladé celkovych alelickych dat a dale na zakladé jednotlivych SSR markert byly
jako vystupy v programu DARwin 6.0.21 vytvoreny dendogramy. Alelicky profil odrad
vychazejici z téchto dendogramt byl posléze porovnan s ostatnimi odridami i s obsahem
Skrobu v bramborové hlize u jednotlivych odriid. U odriid se shodou v alelickém profilu byla
v nekterych piipadech vyhledéana piibuznost v rodokmenech nalezenych v Evropské péstitelské
databazi Europotato (europotato.org). Odrudy také byly tfidény dle mista puvodu, které bylo
zjisténo v databazi vyzkumného ustavu rostlinné vyroby (grinczech.vurv.cz).
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Pro kazdou ze 153 odrid bramboru byla v databazi vyzkumného tstavu rostlinné vyroby
(grinczech.vurv.cz) zji§téna data o Skrobnatosti. Data o §krobnatosti byla v databazi Grinczech
hodnocena devitibodovou stupnici. Ke kazdé odrudé€ byla nalezena pfislusna hodnota Skrobu a
k ni nalezici procentualni hodnoceni. Pro ucely tvorby dendogramu byla tato stupnice dale
zredukovana na tfi obsahové kategorie.
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S Vysledky

5.1 Charakteristika hodnocenych odrid brambor

5.1.1 Zemé puvodu jednotlivych odrud

Hodnocené odrudy pochazely celkem z osmi zemi, jejichz rozpis se nachazi v Tabulce.
Z Tabulky 11 vyplyva vyseCovy graf (Obrazek 12), ktery udava zastoupeni odriid dle mista
pavodu.

Tabulka 11 Porovnani zemé ptivodu odrid s primérnym obsahem Skrobu.

Zemé puvodu Pocet odrud Prumérny obsah §krobu

Ceska republika 42 4,0405
Francie 1 4

Holandsko 37 4,0392
Mad’arsko 1 4
Mexiko 1 4

Némecko 64 4,0667
Rakousko 3 3

Spojené kralovstvi 4 3,5

u Ceska republika = Francie = Holandsko Madarsko

= Mexiko = Némecko = Rakousko m Spojené krélovstvi

Obrazek 12 VyseCovy graf - zastoupeni odrid dle mista pavodu.
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5.2 Alely hodnocenych odrid

Pro roztfidéni a zpracovani alelickych dat z analyz SSR markera byl pouzit MS Excel
2016, ve kterém vznikla Tabulka 12 udavajici, kolikrat se jaka alela vyskytla ve kterém

markeru.
Tabulka 12 Cetnost jednotlivych alel.
Multiplex Marker Alela (velikost bp) Cetnost

1 STGO0001 119 1

1 STGO0001 122 26
1 STGO0001 124 81
1 STGO0001 126 11
1 STGO0001 127 7

1 STGO0001 128 2
1 STGO0001 129 20
1 STGO0001 131 3

1 STGO0001 132 89
1 STGO0001 135 80
1 STGO0001 137 5

1 STG0001 139 102
1 STGO0010 153 1

1 STGO0010 154 82
1 STGO0010 157 13
1 STGO0010 159 136
1 STGO0010 161 124
1 STG0010 163 2
1 STIO012 160 95
1 STIO012 163 85
1 STIO012 166 1

1 STIO012 167 90
1 STIO012 169 46
1 STIO012 172 1

1 STIO012 179 100
1 STIO012 182 10
1 STIO012 185 6
1 STIO012 192 2
1 STM1064 184 152
1 STM1064 186 1

1 STM1064 187 85
1 STM1064 188 3

1 STM1064 189 46
1 STM1064 190 7

1 STM1064 191 6
1 STM1104 164 16
1 STM1104 167 126
1 STM1104 168 8

1 STM1104 170 3

1 STM1104 171 107
1 STM1104 174 12
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1 STM1104 176 11
1 STM1052 195 1

1 STM1052 206 21
1 STM1052 207 101
1 STM1052 215 39
1 STM1052 223 90
1 STM1052 224 8
1 STM1052 235 14
1 STM1052 246 2
1 STM1052 248 50
1 STM1052 250 3
1 STM1052 252 6
2 STMO0031 136 4
2 STMO0031 142 12
2 STMO0031 146 1
2 STMO0031 148 70
2 STMO0031 164 74
2 STMO0031 174 3
2 STMO0031 182 84
2 STMO0031 184 65
2 STMO0031 300 1
2 STM5114 278 39
2 STM5114 281 28
2 STM5114 284 108
2 STM5114 287 47
2 STM5114 293 147
2 STMS5114 300 8
2 STMO0019 161 3
2 STMO0019 175 1
2 STMO0019 183 2
2 STMO0019 187 72
2 STMO0019 191 2
2 STMO0019 192 32
2 STMO0019 198 12
2 STMO0019 202 102
2 STMO0019 229 65
2 STI0033 109 139
2 STIO033 112 1
2 STI0033 115 70
2 STI0033 118 9
2 STIO033 121 29
2 STI0033 127 114
2 STI0033 130 74
2 STIO003 124 59
2 STI0003 133 139
2 STIO003 141 118
2 STI0003 145 20
2 STI0003 147 25
2 STI0003 150 1
3 STGO0016 119 1



3 STGO0016 121 1

3 STGO0016 122 1

3 STGO0016 125 73
3 STGO0016 130 35
3 STGO0016 133 115
3 STGO0016 136 127
3 STGO0016 141 3
3 STGO0016 150 1

3 STGO0016 154 82
3 STGO0016 156 2
3 STIO004 69 10
3 STIO004 72 127
3 STIO004 75 28
3 STIO004 78 4
3 STIO004 81 1
3 STIO004 84 36
3 STIO004 87 1
3 STIO004 90 78
3 STIO004 96 97
3 STIO004 99 4
3 STIO014 114 4
3 STIO014 118 134
3 STIO014 120 3
3 STIO014 123 83
3 STIO014 126 125
3 STIO014 127 3
3 STI0032 107 103
3 STI0032 110 25
3 STI0032 113 3
3 STI0032 115 5
3 STI0032 116 44
3 STI0032 119 120
3 STI0032 122 115
3 STI0032 125 48
3 STM1053 158 2
3 STM1053 164 44
3 STM1053 168 153
3 STM1053 169 1
3 STMS5127 233 30
3 STMS5127 236 118
3 STMS5127 239 1
3 STMS5127 242 9
3 STMS5127 245 42
3 STMS5127 248 1
3 STMS5127 252 2
3 STMS5127 265 48
3 STMS5127 267 29
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5.3 Odrudové zastoupeni brambor

V analyzovaném souboru je zastoupeno celkem 153 odrid brambor. Tyto brambory maji
rizné potravinaiské vyuziti. Hlavnim faktorem, ktery o potravinaiském vyuziti brambor
rozhoduje, je Skrobnatost, ktera se uvadi v procentech v ptivodni hmot¢. Pravé na Skrobnatosti
zavisi vyuzitelnost odrad pro zpracovani na Skrob, lupinky, hranolky ¢i suché vyrobky. Tabulka
13 zobrazuje oznaceni Skrobu, jez bylo pro kazdou z testovanych odrid nalezeno v databazi
vyzkumného tustavu rostlinné vyroby (grinczech.vurv.cz). Tabulka 13 pak vysvétluje i Ciselny
udaj hodnoty Skrobu v procentech. Z dat uvedenych v Tabulce 13 byl vytvoren vyseCovy graf
(Obrazek 13).

Tabulka 13 Cetnost vyskytu odriid v hodnoceném souboru dle obsahu $krobu v bramborové

hlize.

Oznaceni Hodnota Cetnost
skrobu skrobu (%) vyskytu
1 Pod 10 1
2 10-12 18
3 12,1-14,5 46
4 14,6-16 36
5 16,1-18 24
6 18,1-20 18

7 20,1-22
8 22,1-24 1
11

18
18

24 46

36

132 @3 04 @5 @6 @7 @8

Obrazek 13 VyseCovy graf udavajici zastoupeni odrid v hodnoceném souboru dle obsahu
Skrobu v bramborové hlize.

Pokud by se odridy brambor rozd€lily podle obsahu Skrobu jen na tii kategorie — a to na
odridy s nizkym obsahem Skrobu (odridy majici hodnotu skrobu 1-3), odrudy se stiednim
obsahem skrobu (odridy s hodnotou skrobu 4-6) a odridy s vysokym obsahem skrobu (odriady
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s hodnotou §krobu 7-8), pak by Tabulka 14 a nasledny vysecovy graf (Obrazek 14) vypadali
nasledovné:

Tabulka 14 Zastoupeni odrid v této praci podle toho, zda se jedna o brambory
s nizkym, stfednim ¢i vysokym obsahem Skrobu.

Obsah Cetnost
Skrobu

Nizky obsah 65
Skrobu

Stiedni obsah 78
Skrobu
Vysoky 10

obsah skrobu

10

65

78

nizky stfedni vysoky

Obrazek 14 VyseCovy graf udavajici zastoupeni hodnocenych odrtid podle toho, zda se
jedna o brambory s nizkym, stfednim ¢i vysokym obsahem skrobu.

5.4 Dendogramy

Na Obrazku 15 a na obréazcich v ptilohach 1-17 jsou zobrazeny dendogramy, které byly
vytvoreny v programu DARwin 6.0.21. Tyto dendogramy udavaji ptfibuznost odrid na zakladé
shody alel. Odridy byly zafazeny dle obsahu Skrobu do tfi barevnych znaceni. Odrudy
s hodnotou skrobu 1-3 jsou vyznaCeny Cernou barvou, odridy s hodnotou Skrobu 4-6 zelenou
barvou a odriidy s hodnotou skrobu 7-8 pak barvou &ervenou. Cisla u jednotlivych odriid pak
predstavuji zafazeni dané odridy do devitibodové stupnice dle obsahu skrobu (Tabulka 13).
Ptibuznost nékterych odrid byla nasledné porovnana s Evropskou péstitelskou databazi
Europotato (europotato.org).
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Obrazek 15 Souhrnny dendogram z DARwin.
Na Obrazku 15 jsou vyznaceny ¢ernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3, zelenou
barvou odrady s obsahem Skrobu 4-6 a Cervenou barvou odrudy s hodnotou Skrobu 7-8.
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6 Diskuze

6.1 Fenotypové hodnoceni odrud

Z Tabulky 13 a vyseCového grafu (Obrazek 13) vyplyva, ze v této diplomové praci bylo
zastoupeno nejvice odrid s hodnotou skrobu tfi, coz znamena, ze obsahuji 12,1- 14,5 % Skrobu
(grinczech.vurv.cz). Do této kategorie patii napfiklad Axa, Adéla, Annabelle ¢i Barbora, které
jsou doporugeny pro piimy konzum jakozto varny typ A nebo B (Cerméak 2021). Naopak
nejméné pocetnéjsi jsou odridy majici hodnotu Skrobu 1 a 8, tedy ty s nejniz$im a nejvyssim
obsahem Skrobu. Odridou majici pod 10 % Skrobu je zde Colomba (grinczech.vurv.cz).
Odradou, ktera ma hodnotu skrobu 8 a tim padem obsah skrobu 22,1-24 %, je Eurostarch. Tato
odriida je péstovana jakozto Skrobarenska odrida, tedy za ucelem vyroby Skrobu. Jedna se o
vysoce vykonou odridu s velmi vysokym vynosem skrobu z jednoho hektaru, ktery ¢ini 8-12 t
Skrobu/ha (europlant.cz).

Fenotypové vlastnosti byly dale porovnany se zemi puvodu odrid bramboru. Z
vysecového grafu (Obrazek 12) lze vycist, ze nejvice z odrud, kterymi se zabyva tato prace,
bylo vyslechténo v Némecku, dale v Ceské republice a v Holandsku. Naopak Madarsko,
Mexiko a Francie vyslechtili pouze po jedné odridé z odrid posuzovanych v této praci.
Z Tabulky 11 zase vyplyva, Ze odrady s nejvysSim pramérnym obsahem Skrobu pochazeji
z Némecka a odrady s nejniz§im primérnym obsahem Skrobu pochazeji z Rakouska. Praimérny
obsah §krobu u odrd bramboru pochazejicich z Ceské republiky &ini 4,0405, coz udava 14,6-
16 % Skrobu v bramborové hlize (grinczech.vurv.cz).

6.2 Vyhodnoceni alelického profilu odrud

Celkem bylo zjisténo 138 alel. V Tabulce 12 se nachazi ¢etnost vyskytu jednotlivych
alel. Z tabulky vyplyva, ze nejCetnéji se vyskytujici alelou v této praci je alela o velikosti 168
bp markeru STM1053, tuto alelu maji vSechny z testovanych odrid bramboru, tedy 153 ze 153.
Druhou nejcastéjsi alelou u hodnoceného souboru je alela 184 bp markeru STM1064, kterou
disponuje 152 ze 153 odriud. Tuto alelu nema pouze odruda Apta, jejiz obsah Skrobu se
pohybuje mezi 16,1-18 % (grinczech.vurv.cz). Naopak pouze po jedné se vyskytuje hned
nékolik alel, a to alela 248 (marker STM5127), 239 (marker STM5127), 169 (marker
STM1053), 81 (marker STI0004), 150 (marker STG0016), 119 (marker STG0016), 121
(marker STG0016), 122 (marker STG0016), 150 (marker STIO003), 112 (marker STI0033),
175 (marker STMO0019), 146 (marker STMO0031), 300 (marker STMO0031), 195 (marker
STM1052), 186 (marker STM1064), 166 (marker STIO012), 172 (marker STIO012), 153
(marker STG0010), 119 (marker STGO0O001).

Na Obrazku 15 je mozno vidét souhrnny dendogram pro analyzovany sortiment 153
odrud, ziskany pomoci programu DARwin, na zakladé shlukovani metodou UPGMA vsech
hodnocenych marker. Diky tomuto dendogramu muzeme urcit ptibuznost odrid na zakladé
shody alel. Z tohoto dendogramu vychazi, ze nejpodobnéjsi jsou si diky shodé alel dvé odrady,
a to odrida Impala s hodnotou skrobu 3 a odrida Agata s hodnotou skrobu 2. Diky jejich
fenotypovym vlastnostem by se obé daly zaradit do skupiny odrid s nizkym obsahem Skrobu
(grinczech.vurv.cz). Obé odridy maji podobné potravinaiské vyuziti. Impala se vyuziva
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jakozto varny typ B a Agata jako varny typ AB (Cermak 2021). Po srovnani jejich rodokment
v Evropské péstitelské databazi Europotato bylo zjisténo, ze odrida Impala byla vyslechténa
z genotypu BM5272 a odridy Bircana a odrida Agata vznikla z genotypu BM5272 a odrudy
Sirca (europotato.org). Tyto dvé odrudy tedy spojuje spolecna matka, coz vysvétluje podobné
fenotypové vlastnosti a shodu alel.

Samostatnou vétev s Agatou a Impalou, jez se oddé€luje od ostatnich odrad téméf na
zacCatku, tvofi jesté s riznou podobnosti Janet, Nancy, Inova a Colette. VSechny tyto odrudy se
vyuzivaji jako konzumni brambory, Janet jako varny typ A, Nancy jako varny typ AB, Inova
jako varny typ B a Colette jako varny typ A (europlant.cz). I u nich byly srovnany rodokmeny
v databazi Europotato. Bylo zjisténo, Ze nékteré z té€chto odrad maji spolecné predky. Odriada
Inova byla vyslechténa z odridy Nicola a Impala. Odridu Janet s odridou Agata a tim padem
i s odridou Impala a Inova spojuje genotyp 52/72/2206. U odridy Colette nebyli v rodokmenu
nalezeni spoleCni predci s odridami tvoficimi tuto vétev. Rodokmen odridy Nancy nebyl
v databazi Europotato nalezen (europotato.org).

Na druhou stranu nejodlisnéjsi od vSech ostatnich odrid byla odrida Colomba. Tato
odrida ma také jako jedina nejniz§i hodnotu Skrobu, coz znamena hodnotu skrobu 1, ktera
udava obsah skrobu v bramborové hlize pod 10 % (grinczech.vurv.cz). V databazi Europotato
byl zjistén pivod odridy Colomba, ktery udava, ze vznikla zodrid Carreara a Agata
(europotato.org). Odrida Agata, ktera ma byt otcem odridy Colomba, se s touto odridou
v alelickém profilu viibec neshoduje. Vysvétlenim pro tuto skuteCnost by mohlo byt, ze
pfibuzni této odridy nejsou ti, ktefi se prezentuji v rodokmenu a jeji puvod je ve skutecnosti
jiny. Nebo to mohlo vzniknout chybou v prabéhu amplifikace ¢i vyhodnocovani vzorkd.
Colomba je velmi ranna konzumni odrada, varny typ AB (www.medipo-agras.cz).

Dendogram dale odhaluje podobnost alel u odriidy Victoria s hodnotou skrobu 5 a odrady
Agria s odlisnou hodnotou Skrobu 2. Shoda alel v tomto piipadé mize byt vysvétlena blizkou
piibuznosti odrid, nebot z databaze FEuropotato vyplyva, ze Agria je matka Victorie
(europotato.org). Victoria 1 Agria jsou polorané konzumni brambory, varny typ B
(europlant.cz). Dle shody alel jsou si blizké i odridy Marabel s hodnotou Skrobu 6 a Elfe
s hodnotou skrobu 2. Pfitom tyto dvé odridy maji znatelné odlisny pozorovany fenotyp a ani
v databazi Europotato nebyla nalezena shoda v jejich rodokmenech (europotato.org). Odrida
Marabel je rana az velmi rana odriida, kterd je uréena pro piimy konzum, varny typ B (Cermak
2019). Odrada Marabel ma shodny varny typ jako rana odrida Elfe (europlant.cz).

Vyznamnou shodu alel ma i odriida Krumlov s hodnotou $krobu 6 a odrtida Zofie se
stejnou hodnotou Skrobu (grinczech.vurv.cz). Rodokmeny téchto odrid nebyly v databazi
Europotato nalezeny (europotato.org). Krumlov je pozdni odrida uréena pro zpracovani na
skrob (Cermak 2014). Dalsi podobna mikrosatelitni jaderna DNA byla zaznamenana u odriidy
Esprit (3) a odriady Soraya (2), které taktéz nelze v databazi Europotato dohledat
(europotato.org). Obé odrudy se piitom daji zafadit do skupiny odriid s nizkym obsahem §krobu
v bramborové hlize (grinczech.vurv.cz). Odlisny obsah $krobu, avSak podobny vyskyt alel se
vyskytnul u odrid Bernadette (2) a Dali (5). Obé€ odrudy se vSak vyuzivaji jako varny typ AB
(medipo-agras.cz).

Po prozkoumani Obrazku 15 nelze jednoznacné tvrdit, Ze polymorfismus mikrosatelitni
jaderné DNA je mozné asociovat s obsahem Skrobu v hlizach bramboru, tim padem neni ani
mozné potvrdit hypotézu. V nékterych pripadech je sice znama asociace mikrosatelitni jaderné
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DNA s obsahem Skrobu v bramborovych hlizach, neni to vSak pravidlem. Dendogram totiz
odhalil i odridy se shodou alel, a pfitom s neshodou obsahu §krobu v bramborovych hlizach,
ale také odrady se shodou obsahu skrobu v hlizach brambor, a pfitom s neshodou alel.

6.2.1 Dendogram pro marker STG0001

Obrazek nachazejici se v pfiloze €. 1 znazoriiuje dendogram z programu DARwin6 pro
marker STG0001. Nejvyznamnéjsi shoda alel byla zaznamenana u odridy Rita s hodnotou
Skrobu 5 a u odrudy Lori s hodnotou skrobu 4. Ob¢ odrudy je tedy mozno zafadit do skupiny
odrid se stfednim obsahem skrobu v bramborové hlize (grinczech.vurv.cz). U téchto dvou
odrid pfitom nebyla nalezena zadna shoda v rodokmenech vyskytujicich se v databazi
Europotato (europotato.org). Dalsi podobnost byla zjisténa u odriidy Elfe (2), Esprit (3) a
Marabel (6). Odruda Marabel na rozdil od odriady Esprit a Elfe spada do skupiny odrid se
sttednim obsahem §krobu v hlize (grinczech.vurv.cz). Znacnou shodu v mikrosatelitni jaderné
DNA maji i odridy Cascada (2), Gala (3) a Valetta (3), které nalezi do skupiny odrid s nizkym
obsahem Skrobu a jejichz rodokmen nebyl nalezen v databazi Europotato (europotato.org).
Dalsi podobnost alel byla zjisténa u odriidy Petra (7) a Passat (3), jez maji vyrazné odlisny
obsah Skrobu v hlizach (grinczech.vurv.cz). Pfitom ani v rodokmenech téchto dvou odrad
nebyli nalezeni spolecni predci (europotato.org).

Mezi odrady, které se svou podobnosti v alelickém profilu zna¢né odlisuji od ostatnich,
patii hned nékolik odrid. Mezi né€ lze zaradit nasledujici odrudy: Colomba (1), Agata (2), Lada
(4), Monika (4), Catriona (3), Ostara (3), Franzi (3), Forelle (7), Ornella (5), Jelly (4), Asterix
(5), Terka (2), Ramses (5), Nomade (5), Jolana (4), Innovator (5), Filea (4), Courage (4), Bella
(4), Vendula (2), Sinora (4), Karin (3), Camilia (5), Barbora (3), Belana (3), Arabela (6),
Annabelle (3), Radana (3) anebo Presto (4).

6.2.2 Dendogram pro marker STG0010

Na dendogramu v pfiloze €. 2 je mozno spatfit, ze u markeru STGO010 ma podobny
alelicky profil hned nekolik odriid. Mezi tyto odriidy nalezi kuptikladu Agria s hodnotou §krobu
2 a Heidi majici hodnotu skrobu 3. Obé¢ tyto odridy tudiz spadaji do skupiny odrtud s nizkym
obsahem Skrobu (grinczech.vurv.cz). Jejich rodokmeny v databazi Europotato nebyly nalezeny
(europotato.org). Tyto dvé odridy se shoduji 1 zemi puavodu, kterou je Neémecko
(grinczech.vurv.cz). Podobnost v alelickém profilu byla zjiSténa i o odrady Evita (4), Valy (4)
a Arabela (6), pfiCemz vSechny tyto odridy lze zatradit do skupiny odrid s nizkym obsahem
Skrobu.

Jako dalsi odridy s podobnym alelickym usporadanim je mozno zminit nasledujici
odrudy: Ostara (4), Eba (5), Forelle (7), Cecile (4), Sprit (3), Ramses (5), Opal (5), Rebel (6) a
Kiwi (5.) Mezi zminénymi odridami nebyla nalezena zadna jina spojitost. Naopak
nejvzdalenéjsi od ostatnich jsou odriidy Atlantic (5), Markies (5), Nomade (5) a Innovator (5).

6.2.3 Dendogram pro marker STI0012

Na obrazku v pfiloze €. 3 se nachdzi dendogram znéazortiujici alelicky profil pro marker
STI0012, kde je mozno vidét podobny alelicky profil hned u nékolika alel. Mezi né€ patii
napfiklad Tasso s hodnotou skrobu 7 nalezici mezi odridy s vysokym obsahem Skrobu v hlize
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a Nomade spadajici s hodnotou Skrobu 5 mezi odridy se stfednim obsahem Skrobu
v bramborové hlize (grinczech.vurv.cz). Po porovnani rodokmenti téchto dvou odrad v databazi
Europotato nebyla zjisténa jejich pribuznost (europotato.org). Shoda v alelickém profilu se
vyskytuje téz u odridy Soraya, ktera se svou hodnotou Skrobu 2 patii do skupiny odrid
s nizkym obsahem Skrobu v bramborové hlize a u odridy Verdi, ktera s hodnotou skrobu 6
nalezi mezi odrudy se stfednim obsahem Skrobu v hlize. Podobnost byla zjisténa také u odrad
Orlik (7), Passat (3), Pana (5) anebo u odrid Rita (5), Karatop (6), Terka (2) a Goliath (6).

Svym alelickym profilem jsou zna¢né odlisné od ostatnich odrid nasledujici odrady:
Dorret (6), Desire (3), Sibu (7), Valfi (3), Jelly (4), Krumlov (6), Ramses (5), Andonte (4),
Wega NEW (2), Vendula (2), Secura (2), Poutnik (5), Mirage (4), Madeleine (2), Leoni (3) a
Flavia (4).

6.2.4 Dendogram pro marker STM1052

Na obrazku v pfiloze €. 4 je mozno spatfit dendogram pro marker STM1052. Na ném je
vidét, ze nejpodobnéjsi jsou si v alelickém profilu u markeru STM1052 nasledujici odridy:
Hinderburg (5), Bintje (3), Atleet (6), Fanal (6) a Sylvana (3). Naopak nejmens$i shodu
v alelickém profilu u markeru STM1052 maji nasledujici odrudy: Catriona (3), Katnov (7),
Apta (5), Marena (4), Cecilie (4), Cascada (2), Opal (5), Granola (3), Wega NEW (2), Secura
(2), Orbit (5), Kiebitz (6), Gala (3), Magda (4), Karatop (6).

Stfedni podobnost v alelickém profilu byla zaznamenana u odriid Hydra (3) a Eurostarch
(8). Pritom Hydra spada mezi odridy s nizkym obsahem Skrobu v bramborové hlize a
Eurostarch 1ze zaradit mezi odridy s vysokym obsahem Skrobu (grinczech.vurv.cz). Stejné
zna¢na podobnost v alelickém profilu byla zaznamenana i u odrady Victoria a Pirol, pfiCemz
ob¢ se vyznacuji hodnotou Skrobu 5. Stejné podobné jsou si i odridy Ostara (3) a Berber (2)
anebo odrudy Petra (7) a Goliath (6).

6.2.5 Dendogram pro marker STM1064

Na dendogramu pro marker STM1064 na v pfiloze €. 5 se vyskytuji tii odrady odlisné
alelickym profilem od ostatnich, a to odrida Saturna (6), Apta (5) a Satina (4). VSechny tyto
zminéné odrudy patii mezi odridy se stfednim obsahem Skrobu v bramborové hlize. Naopak
podobnost v alelickém profilu byla zaznamenana u odriidy Eba s hodnotou skrobu 5 a u odrady
Vendula majici hodnotu skrobu 2. Odrida Eba spada mezi odridy se stfednim obsahem Skrobu
v bramborové hlize a odrida Vendula mezi odridy s nizkym obsahem $krobu v bramborové
hlize (grinczech.vurv.cz). Dalsi podobnost alelického profilu byla zjisténa u odrad Szignal (4),
Dominator (4) a Radana (3), dale u odrid Mozart (4), Asterix (5), Sinora (4) anebo u odrad
Rosara (7), Axa (3) a Andante (4).

6.2.6 Dendogram pro marker STM1104

Z dendogramu v piiloze €. 6 je mozno vycist, ze nejodlisné&;jsi alelicky profil u markeru
STM1104 ma hned nékolik odrid, a to odrida Ostara (3), Franzi (3), Forelle (7), Verdi (6),
Krasa (3), Monika (4), Verona (3) a Bernard (4). Podobnost v alelickém profilu se vyskytuje u
odridy Solara, patfici s hodnotou Skrobu 4 mezi odridy se stfednim obsahem Skrobu
v bramborové hlize, s odridou Vinetou nalezici s hodnotou Skrobu 3 mezi odrudy s nizkym
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obsahem skrobu. Po porovnani rodokmenti téchto dvou odrid v databazi Europotato nebyla
nalezena jejich pfibuznost. Dalsi shoda v alelickém profilu byla nalezena u odrid Sibu (7),
Priamos (5), Pirol (5) a Karatop (6), u odrid Valfi (3), Sirius (6) a Kiwi (5) anebo u odrtid Opal
(5) a Velox (4).

6.2.7 Dendogram pro marker STM0031

Z dendogramu pro marker STMO0031 v pfiloze €. 7 je patrné, ze nejvétsi podobnost
v alelickém profilu maji odrida Mozart a Marena a odriida Lydia a Elfe. Odrida Mozart i
Marena maji hodnotu skrobu 4, ¢ili se fadi ke skupin€ odriid se stfednim obsahem Skrobu v hlize
(grinczech.vuurv.cz). Odrida Marena je stejn€ jako odruda Mozart vhodna pro piimy konzum,
a to jako vamny typ B (Cermak 2021). U t&chto odrid nebyly nalezeni spoleéni piedci v databazi
Europotato (europotato.org). Odrida Lydia s hodnotou Skrobu 3 i Elfe s hodnotou skrobu 2
nalezi mezi odridy s nizkym obsahem skrobu v hlize.

Trochu mensi podobnost v alelickém profilu byla zjisténa u odridy Ramses (5) a Verdi
(6), kdy obé odriidy spadaji mezi odrudy se stfednim obsahem $krobu v hlize. Stejna podobnost
v alelickém profilu byla zaznamenana i u odrady Baccara (3) a Armova (2), u odrady Saturna
(6), Petra (7), Ornella (5), Ditta (3), Sinora (4) a Magda (4) anebo u odrudy Franzi (3), Wega
NEW (2) a Marabel (6). Svym alelickym profilem jsou znac¢né odlisné od ostatnich odriid
nasledujici odriidy: Desiree (3), Binte (3), Kuras (7), Dominator (4), Golf (6), Filea (4), Esprit
(3) a Bellarosa (3).

6.2.8 Dendogram pro marker STM5114

Z dendogramu v piiloze ¢. 8 vyplyva, ze mezi odrudy, které se u markeru STM5114
v alelickém profilu zna¢n€ odliSuji od ostatnich, patfi hned nékolik odrid. Mezi né nalezi
nasledujici odrudy: Pana (5), Sibu (7), Verne (5), Esprit (3), Rebel (6), Mariska (3), Monika
(4), Lada (4) a Berber (2). VSechny ostatni odrady jsou mirou podobnosti v alelickém profilu
stejné. Lze mezi n¢€ zaradit odradu Victorii (5) se stfednim obsahem Skrobu v hlize a odradu
Orlik (7) majici vysoky obsah skrobu v bramborové hlize. U téchto dvou odriid nebyla nalezena
zadna shoda v rodokmenech vyskytujicich se v databazi Europotato (Europoptato.org). Dale
jsou si podobné odrady Dorett (6) a Velox (4), také Saturna (6) a Velox (4) anebo Roberta (6),
Ditta (3) a Annabelle (3).

6.2.9 Dendogram pro marker STM0019

Dle dendogramu pro marker STMOO19 v pfiloze ¢. 9 jsou v alelickém profilu
nejodlisnéjsi od ostatnich nasledujici odrudy: Courage (4), Lada (4), Petra (7), Samantana (4),
Marcela (3), Vendula (2), Sprint (4), Impala (3), Heidi (3), Courage (4) a Lada (4). Ostatni
odridy jsou si v alelickém profilu podobné, patfi mezi né napiiklad Ostara (3) s nizkym
obsahem Skrobu v hlize a Eurostarch (8) s vysokym obsahem §krobu v hlize, jehoz rodokmen
nebyl nalezen v databazi Europotato (europotato.org). Dal§i podobnost v alelickém profilu byla
zjisténa u odrudy Fanal (6), odridy Franzi (3) a odridy Granola (3). Podobny alelicky profil u
markeru STMO0019 ma také odrida Westamyl (7) s odradou David (6). Odrada David i odrada
Westamyl slouzi pro vyrobu skrobu (Cermak 2017).
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6.2.10 Dendogram pro marker STI0033

Z dendogramu pro marker STIO033 v priloze €. 10 je patrné, Zze mezi odrudy s odliSnym
alelickym profilem od ostatnich, patii nékolik odriid. Mezi né€ nalezi nasledujici odridy: Bintje
(3), Catriona (3), Atlantic (5), Passat (3), Lori (4), Fanal (6), Apta (5), Valfi (3), Lydia (3),
Kuras (7), Dominator (4), Wega NEW (2), Sirius (6). Ostatni odrady maji stejnou podobnost
v alelickém profilu. Mezi n¢ patii kuptikladu Dorret (6), Eurostarch (8) ¢i Fontane (4), anebo
odrida Samanta a Saline, které s hodnotou Skrobu 4 spadaji mezi odridy se stiedni hodnotou
Skrobu v bramborové hlize (grinczech.vurv.cz). Dal§i podobnost v alelickém profilu jevi
odrida Mozart (4) s odridou Marena (4), obé odrudy maji stiedni obsah Skrobu v hlize, avSak
v databazi Europotato nebyla nalezena shoda v jejich rodokmenech (europotato.org).
Podobnost v alelickém profilu byla zjisténa také u odrudy Franzi (3), Marabel (6) a Elfe (2)
anebo u odrady Valetta (3), Franceline (4), Zofie (6) a Rita (5).

6.2.11 Dendogram pro marker STI0003

Dendogram pro marker STIO003 v pfiloze ¢. 11 udava, ze mezi odridy s odliSnym
alelickym profilem od ostatnich hodnocenych odrid 1ze zaradit odridu Gelbling (4), Franzi (3),
Kuras (7), Verne (5), Orbit (5) a odridu Komtesu (4). Ostatni odrady jsou si v alelickém profilu
podobné. Mezi né patii kuptikladu odriida Desiree (3) s odridou Susan (3), které maji nizky
obsah Skrobu v hlize, ale jejich rodokmeny nalezené v databazi Europotato nevykazuji zadnou
spojitost (europotato.org). Shoda odriid Desiree a Susan se nachazi i ve varném typu, ktery je
B (Cermék 2017). Dale jsou si v alelickém profilu podobné odriidy Forelle (7), Eurostarch (8),
Innovator (5) a Sinora (4) anebo odrudy Dorret (6), Satina (4), Rosara (7) a Axa (3).

6.2.12 Dendogram pro marker STI0014

Z dendogramu pro marker STIO014 v piiloze ¢. 12 vyplyva, ze se v ném vyskytuje
nékolik odrud, které jsou v alelickém profilu odli§né od ostatnich. Jsou mezi nimi tyto odrudy:
Goliath (6), Satina (4), Bernard (4), Andante (4), Granada (4), Valetta (3) a Sprint (4). Ostatni
odridy maji podobny alelicky profil. Patfi mezi né€ kuptikladu Dorret (6) a Velox (4), které maji
stfedni obsah skrobu v bramborové hlize. Obsah skrobu odriidy Dorret se pohybuje mezi 18,1-
20 % a obsah skrobu u odridy Velox je 14,6-16 % (grinczech.vurv.cz). Dals§i podobnost
v alelickém profilu je patrna u odrady Forelle (7) s vysokym obsahem skrobu a odrudy Barbora
(3) s nizkym obsahem Skrobu. Odrida Forelle je vhodna jako salatova odrida (europotato.org).
Barbora je rana konzumni odrida, pro kterou je typicka dobra skladovatelnost a varny typ B
(Domkarova et al. 2017). Dalsi podobnost v alelickém profilu vykazuji odridy Rebel (6),
Jolana (4), Roberta (6), Eurostarch (8), Samantana (4) a Franzi (3).

6.2.13 Dendogram pro marker STI0032

Dle dendogramu pro marker STIO032 v piiloze €. 13 maji nejvétsi odli§nost v alelickém
profilu nasledujici odrady: Bintje (3), Hydra (3), Szignal (4), Realta (5), Eba (5), Franzi (3),
Valfi (3), Kuras (7), Dominator (4), Vlasta (3), Spirit (3), Ramses (5), Nomade (5) Innovator
(5), Granola (3), Ditta (3), Sirius (5), Campina (3), Valetta (3) a Riviera (3). U ostatnich odrad
byla zaznamenana podobnost v alelickém profilu, patii mezi né napiiklad odrida Passat (3)
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s nizkym obsahem Skrobu v bramborové hlize s odrudou Eurostarch (8) s vysokym obsahem
Skrobu v hlize, dale také odrida Ostara (3) a Kotnov (7) nebo odriida Goliath (6) a Sibu (2).
Dalsi podobnost v alelickém profilu byla zaznamenana u odrudy Apta (5) a Lada (4) se stfednim
obsahem $krobu v hlize. Po srovnani rodokment téchto dvou odrid v databazi Europotato byla
zjisténa jako jejich spolecny predek odrida Hinderburg (europotato.org).

6.2.14 Dendogram pro marker STI0004

Z dendogramu pro marker STI0004 v piiloze €. 14 je patrné, ze mezi odrudy s odlisSnym
alelickym profilem od ostatnich nalezi hned nékolik odrid. Mezi né€ je mozno zaradit
nasledujici odrudy: Ostara (3), Ballydoon (3), Forelle (7), Valfi (3), Samanta (4), Ornella (5),
Dominator (4), Cascada (2), Solara (4), Roberta (6), Innovator (5), Fabia (6), Barbora (3),
Arabela (6), Sprint (4), Everest (2). Ostatni odridy jsou si v alelickém profilu podobné. Mezi
né nalezi odrudy Tasso (7), Bintje (3), Fanal (6), Verne (5) a Karatop (6). Podobnost v alelickém
profilu je zfejma i u odridy Priamos (5) se stfednim obsahem Skrobu v hlize s odridou Krasa
(3) snizkym obsahem Skrobu v hlize (grinczech.vurv.cz). Shoda v alelickém profilu byla
zjisténa také u odriady Mozart (4) a Earline (3) anebo u odrudy Heidrun (5) a Realta (5).

6.2.15 Dendogram pro marker STM1053

Z dendogramu pro marker STI1053 v ptiloze ¢. 15 vyplyva, ze se v ném vyskytuje
nékolik odrid, které se v alelickém profilu shoduji s ostatnimi. Mezi né patii nasledujici odrady:
Bintje (3), Rita (5), Catriona (3), Atlantic (5), Realta (5), Petra (7), Passat (3), Earline (3),
Ballydoon (3), Franzi (3), Apta (5), Westamyl (7), Valfi (3), Samantana (4), Mozart (4),
Markies (5), Lydia (3). Krumlov (6), Dominator (4), Zofie (6), Vlasta (3), Victoria (5), Solara
(4), Pirol (5), Granola (3), David (6), Bernadette (2), Bella (4), Agria (2), Rebel (6), Natasha
(2), Nancy (3), Mariska (3), Karin (3), Fabia (6), Agata (2), Everest (2), Riviera (3), Adéla (3),
Barbora (3), Belana (3) a Dali (5). Mensi podobnost v alelickém profilu byla zjisténa u téchto
odrid: Fontane (4), Vendula (2), Markéta (2), Desiree (3), Hinderburg (5), Tasso (7), Orlik (7),
Hydra (3), Dorett (6), Szignal (4) au dalSich...

6.2.16 Dendogram pro marker STM5127

Dle dendogramu pro marker STM5127 v pfiloze ¢. 16 mezi odridy, které se v alelickém
profilu odliSuji od ostatnich nalezi tyto odridy: Eba (5), Krumlov (6), Cecile (4), Verdi (6),
Satina (4), Roberta (6), Opal (5), Valy (4), Orbit (5), Natasha (2), Valetta (3), Sprint (4), Lada
(4), Inova (3). Ostatni odrudy si jsou v alelickém profilu podobné. Podobnost v alelickém
profilu se vyskytuje naptiklad u odrad Kotnov (7), Kuras (7), Cascada (2), Solaria (4), mezi
témito odridami neni jina zpozorovana spojitost (europotato.org). Dale jsou si v alelickém
profilu podobné odrudy Pana (5), Pirol (5) a Krasa (3) anebo odrady Komtesa (4), Soraya (2) a
Forelle (7). Podobnost v alelickém profilu byla zjisténa i u odriady Bernard (4) s odridou Sirius
(6), které patii mezi odridy se stfednim obsahem $krobu v hlizach anebo u odridy Dorret (6)
s odridou Velox (4), které taktéz nalezi mezi odridy se stfednim obsahem Skrobu v hlizach
bramboru (grinczech.vurv.cz).
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6.2.17 Dendogram pro marker STG0016

Na dendogramu v pfiloze €. 17 je mozno spatfit, ze se u markeru STG0O016 vyskytuje
nékolik odrud s odlisnym alelickym profilem. Mezi n¢ lze zaradit nasledujici odriidy: Ostara
(3), Saphir (4), Franzi (3), Forelle (7), Marcela (3), Janet (3), Cascada (2), Zofie (6), Spirit (3),
Solara (4), Roberta (6), Rebel (6), Volumia (3), Saline (4) a Radana (3). Ostatni odridy jsou si
podobné. Mezi né patii naptiklad Realta (5) a Leoni (3), které maji stfedni obsah §krobu
v bramborové hlize, obsah skrobu v bramborové hlizy se u odridy Realta pohybuje mezi 16,1-
18 % a u odrady Leoni mezi 12,1-14 % (grinczech.vurv.cz). Dalsi podobnost v alelickém
profilu byla zaznamenana u odridy Kontov (7), Goliath (6), Valfi (3), Marena (4), Eurostarch
(8), Pirol a Berber. Podobny alelicky profil maji i odrady Filea (4) a Ditta (3) anebo odrady
Kuras (7) a Priamos (5).

6.3 Celkové vyhodnoceni

Vysledky ze studie Niu et al. (2019) naznacuji, Ze se pomér mitochondrialni a jaderné
DNA podili na tvorbé skrobu a susiny. Khlestkin et al. (2020) zase uvad¢ji, ze vytézek Skrobu
z hliz je spojen s fadou SNP z riznych chromozomi v genomu bramboru. SNP je pak mozné
prevést na PCR-markery, které jsou vhodné pro screeningové Slechténi odrid brambor
s pozadovanymi vlastnostmi Skrobu. Diky statistikam asociacnich testi vCetné piibuznosti a
populaci struktury brambor bylo reprodukovano pét znamych asociaci mezi znaky a markery a
byly objeveny nové asociace, a to zejména pro vynos hliz a vynos skrobu (Schonhals et al.
2016).

Zaveéry vyplyvajici ztéchto studii je lisi se zavéry této prace. Tyto studie vSak byly
vyhodnoceny jinymi metodami. Na rozdil od vySe zminénych studii v této praci byla usuzovana
asociace mikrosatelitnich polymorfismii na zakladé porovnavani dendogramu, kdy byla
srovnana shoda alelického profilu odriid bramboru spolu s posuzovanym fenotypem, kterym
v tomto piipadé byl obsah Skrobu v bramborové hlize. Dendogramy vsak asociaci mezi
alelickym profilem a fenotypovymi vlastnostmi nevyjadfovaly. Pro objektivnéj§i posouzeni
asociace mikrosatelitnich polymorfismt s obsahem skrobu v hlizach by bylo tieba provést vice
analyz.

Hypotéza této diplomové prace byla, ze polymorfismus mikrosatelitni jaderné DNA je
mozné asociovat s obsahem Skrobu v hlizach bramboru. Tuto hypotézu neni mozné potvrdit.
Asociace bramborového Skrobu s mikrosatelitnimi polymorfismy vSak byla provedena jen
pomoci srovnani dendogramt. Aby byla hypotéza jednoznatné potvrzena nebo vyvracena
jednostranné, bylo by tfeba provést dalsi statistické analyzy.
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7 Zavér

Tato diplomova prace se zabyvala genetickou analyzou jaderné DNA u 153 vybranych
odrid bramboru (Solanum tuberosum L.) s riznym potravinafskym vyuzitim, pfi¢emz
bylo vyuzito mikrosatelitnich SSR markerti. Dil¢im cilem této prace bylo zanalyzovat
ziskana molekularni data a provést asociacni studii mikrosatelitnich polymorfismi
s obsahem $krobu v hlizdch bramboru.

Byla optimalizovana PCR reakce 17 jadernych mikrosatelitnich SSR markert
v podobé tii multiplexd. VSechny vzorky byly posléze pripraveny pro kapilarni
elektroforézu, na které byly vyhodnoceny.

Data z kapilarni elektroforézy byla zpracovana a z téchto dat byl pro kazdy marker
zvlast vytvofen dendogram v programu DARwin. Po prozkoumani téchto
dendogramti nelze jednoznacné tvrdit, ze spolu souvisi pfitomnost alel a fenotyp
brambor. V nékterych ptipadech je sice znama asociace mikrosatelitni jaderné DNA
s obsahem skrobu v bramborovych hlizach, neni to v§ak pravidlem. Dendogram totiz
odhalil i odridy se shodou alel, a pfitom s neshodou obsahu §krobu v bramborovych
hlizach, ale také odridy se shodou obsahu Skrobu v hlizach brambor, a pfitom
s neshodou alel. Z tohoto divodu nelze potvrdit hypotézu tvrdici, ze polymorfismus
mikrosatelitni jaderné DNA je mozné asociovat s obsahem Skrobu v hlizach bramboru.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

DNA — deoxyribonukleova kyselina

CE — kapilarni elektroforéza

RS-resistentni Skrob

BAC - bakterialni umély chromozom

FISH — fluorescencni in situ hybridizacni

Bp — par baze

PCR — polymerase chain reaction — polymerazova retézcova reakce
PIC - obsah polymorfni informace

SGA - steroidni glykoalkaloidy

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus

SSR - simple sequence repeats

STR - short tandem repeats

UPGMA-metoda nevazeného parovani s aritmetickym primérem
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11 Samostatné prilohy
Priloha ¢. 1 Dendogram z DARwin - marker STG0001.
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Na obrazku v piiloze €. 1 jsou vyznaceny Cernou barvou odriidy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.



Priloha €. 2 Dendogram z DARwin - marker STG0010.

Na obrazku v piiloze €. 2 jsou vyznaceny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priliha €. 3 Dendogram z DARwin - marker STIO012.

Na obrazku v piiloze €. 3 jsou vyznaceny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha ¢ 4 Dendogram z DARwin - marker STM1052.
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Na obrazku v piiloze €. 4 jsou vyznaCeny Cernou barvou odriidy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha €. S Dendogram z DARwin - marker STM1064.

Rt
3
|

B oo Won &

S
LTSS
T

Na obrazku v piiloze €. 5 jsou vyznaceny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,

zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.



Priloha ¢. 6 Dendogram z DARwin - marker STM1104.

Na obrazku v piiloze €. 6 jsou vyznaceny Cernou barvou odriidy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha ¢. 7 Dendogram z DARwin - marker STM0031.
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Na obrazku v piiloze €. 7 jsou vyznaceny Cernou barvou odriidy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha ¢. 8 Dendogram z DARwin - marker STM5114.
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Na obrazku v piiloze €. 8 jsou vyznaceny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.

VIII



Priloha ¢. 9 Dendogram z DARwin - marker STM0019.

n FA.

Na obrazku v piiloze €. 9 jsou vyznaceny Cernou barvou odriidy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.



Priloha €. 10 Dendogram z DARwin - marker STI0033.

Na obrazku v piiloze ¢. 10 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.



Priloha €. 11 Dendogram z DARwin - marker STI0003.
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Na obrazku v piiloze €. 11 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,

zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Pfiloha ¢. 12 Dendogram z DARwin - marker STI0014.
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Na obrazku v piiloze €. 12 jsou vyznaCeny Cernou barvou odrady s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha €. 13 Dendogram z DARwin - marker STI0032.
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Na obrazku v piiloze €. 13 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.

XIII



Priloha €. 14 Dendogram z DARwin - marker STI0004.

13

Na obrazku v piiloze €. 14 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.

X1V



Priloha €. 15 Dendogram z DARwin - marker STM1053.
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Na obrazku v piiloze €. 15 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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Priloha €. 16 Dendogram z DARwin - marker STM5127.

Na obrazku v piiloze €. 16 jsou vyznaCeny Cernou barvou odrady s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.

XVI



Priloha €. 17 Dendogram z DARwin - marker STG0016.

Na obrazku v piiloze €. 17 jsou vyznaCeny Cernou barvou odridy s obsahem skrobu 1-3,
zelenou barvou odridy s obsahem Skrobu 4-6 a ¢ervenou barvou odridy s hodnotou skrobu
7-8.
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