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1. UVOD

V soucasné dobé¢ se u lidi stale vice upeviiuje vztah mezi potravinami a zdravim.
Lidé¢ si stale vice v§imaji vlivu konzumované stravy na funk¢nost organismu a to nejen
diky vysledkiim védeckych vyzkumi.

Rostouci znalosti o nutriénich hodnotach zdravé piirodni stravy vedou k vyssi
poptavce po takovych potravinach, predevsim po ovoci a zelenin€é. Mezi drobné ovoce,
které si ziskava stale vétSi oblibu, patii i tzv. kanadské boravky (Vaccinium
corymbosum L.). Jejich popularita je v CR daleko mensi neZ napf. v Severni Americe.
Je to déno predevsim tim, Ze rozhrani Kanady a USA je jejich plivodnim stanovistém.
V Ceskych lesich se tradi¢né sbiraji plody Brusnice borivky (Vaccinium myrtillus L.,
dale jen lesni bortvka), jeji sbér je ale povolen jen pro vlastni spotiebu a komeréni
pestovani zde neexistuje. Kanadské bortivky si pravem na c¢eském trhu ziskavaji své
misto, i kdyz péstitelské plochy jsou zatim velmi malé (n€kolik ha). Produkce ploda
Z jednoho kefte, popt. produkce vztazend na jednotku plochy, je ovSem daleko vyssi nez
u lesni borGvky. V naSich klimatickych podminkdch lze vhodnym vybérem kultivarii
rozlozit sklizen plodii na 3 mésice.

Slechténi kanadskych boriivek probiha od za¢atku 20. stoleti. Prvni odraidy byly
vybrany z volné rostoucich rostlin a postupné se kiizily klasickymi Slechtitelskymi
metodami. Rozvoj védy a predevS§im molekuldrni genetiky v poslednich desetiletich
umoznil ,,Cist“ sekvence nukleovych kyselin a hledat jednotlivé geny kodujici
genetickou informaci. Diky molekularnim datim dochazi také ke zménam v systematice
i nazvoslovi velkého mnozstvi rostlin. V této praci popisuji n€kolik, v souc¢asné dobé
pouzivanych, molekularnich markerd.

Snahy dneSnich Slechtitelli jsou sméfovany pfedevSim na vétsi odolnost vici
biotickym a abiotickym vlivim, ale mizou se zaméfit i na pozitek Cloveéka pfi
konzumaci produktu jejich vyzkumné prace. ,,Spravné* modra barva nebo vyrazngjsi
kiupnuti pfi prokousnuti slupky mohou borivky posunout v zebiicku oblibenosti

mnohem vyse.

Vzhledem k pouziti pouze 2 tabulek a 1 obrazku, jsou tyto materialy soucasti

textoveé Casti kapitoly Literarni ptehled.



2. CIL PRACE

Cilem prace bylo vytvoftit pfehled nejnovéjSich poznatkl pii studiu kanadskych
bortavek (Vaccinium corymbosum L.) pomoci molekularnich metod. Byla prostudovana
literatura tykajici se Slechténi kanadskych bortvek a literatura tykajici se molekularnich
metod pifi analyzich rostlinné DNA (vCetné izolaci rostlinné DNA). Byla také

sledovana problematika tykajici se molekularnich markerti pii analyzach rostlinné

DNA.

V zéavéru prace byl vypracovan piehled poznatkli o metodach zalozenych na
PCR a dale jejich pouziti pfi studiu kanadskych borivek. Bylo zohlednéno, jak tyto

poznatky lze vyuzit ve Slechténi tohoto druhu.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Vaccinium corymbosum L.

Rise: Plantae - rostliny
Podiise: Tracheobionta - cévnaté rostliny

Oddéleni: Magnoliophyta - krytosemenné
Ttida: Rosopsida - vyssi dvoudélozné

Rad: Ericales - viesovcotvaré

Celed’: Ericaceae - viesovcovité

Podceled”: Vaccinioideae - brusnicové
Rod: Vaccinium spp - brusnice
Druh: Vaccinium corymbosum Linnaeus, 1753

3.1.1 Nazvoslovi

Vaccinium corymbosum L., ¢esky Brusnice chocholi¢nata, je nékdy oznacovana
jako bortivka zahradni, americka, velkoploda, ale nejcast&ji jako bortivka kanadska.
Oficialni rodové jméno Brusnice se pouziva, pouze pokud se v textu vyskytuje spole¢né
vice druhti rodu Vaccinium spp. Vétsinou se vSak v odbornych i jinych textech,
tykajicich se problematiky druhu Vaccinium corymbosum, pouziva oznaceni kanadska
boriivka, popf. pouze bortivka (tato oznaceni budou proto pouzivana dale v textu).
V anglicky mluvicich zemich se lze setkat s nazvy northern highbush blueberry, blue
huckleberry, tall huckleberry, swamp huckleberry, high blueberry a swamp blueberry
(GOUGH, 1994).

V soucasné dobé ma vedouci postaveni na svétovém trhu v produkci rostlin i
mnozstvi kultivara Fall Creek Farm & Nursery, Inc. Tato Skolka zacala pouzivat pro
borivky rozdéleni na high chill, mid chill, low chill a no chill highbush blueberry
(vysoce, stfedné, malo mrazuvzdorné a neodolné mrazu). Toto rozd€leni v sobé
zahrnuje klimatické naroky a vhodnou zemeépisnou polohu pro péstovani (citovan

elektronicky zdroj, dale jen EZ, 1).



3.2.2 Charakteristika rostlin

Kanadské borivky tvofi vzpfimené 1 rozlozité kefe o vySce az 3 m
(DOLEJSietal., 1991) a &iice asi 2 m. Listy jsou opadavé, 3 — 8 cm dlouhé, vejéité
nebo kopinaté, kratce fapikaté, stfidavé, celokrajné (BARTELS, 2011), obvykle tmavé
zelené a na podzim oranzové az karminové ¢ervené. Kvétenstvi jsou hroznovita, kvety
oboupohlavné, péti¢etné, bilé, nartizovelé az razové. Kvéty jsou samosprasné, z divodu
vétsiho poctu semen a veEtsi velikosti plodi je vhodné pouzit k opylovani jiny kultivar.
Kveteni probiha v nasich podminkach od zacatku kvétna do 10. ¢ervna (WOLFF a
THROLL-KELLER, 2008). Vyzralé mnohosemenné plody tmaveé modré az ¢erné barvy
rostou v hroznech a dozravaji dle kultivar od cervence do fijna. Plody na rostliné
nedozravaji najednou, ale v pribéhu nckolika tydnt. Nelze je tedy sklizet jednordzove.
Cizosprasnost mize mit pozitivni vliv na velikost bobuli, pocet semen a dobu zrani
(EHLENFELDT, 2001). Na Novém Zé¢landu byl vyslechtén kultivar "Hortblue Petite’,
ktery Vv této oblasti ro¢n¢ 2-3 krat kvete a 2 krat plodi (SCALZO et al., 2009a).

3.1.3 Puvod a rozSireni

Pivodnim stanovistém bortvky je Severni Amerika. Bortivky sbirali v lesich a
na raselinistich mistni domorodci, od kterych je v pribéhu 17. stoleti ziskali evropsti
kolonizatoti a nakonec se borivky staly dulezitou plodinou v americké historii.
Pomohly tak i navazat pozitivni vztahy mezi domorodci a kolonizatory a staly se
zakladni ptisadou do ¢aje vojakti béhem obcanské valky.

O zdomdécnéni a rozvoj péstovani kanadské borlivky se na zacatku 20. stoleti
zaslouzila ptedevsim Elizabeth C. White (nar. 1871), ktera se snazila rozsitit péstovani
borivek v obci Whitesbog v New Jersey (USA). V roce 1911 si piecetla publikaci
USDA (Ministerstvo zemédélstvi USA, dale jen USDA) snazvem Experiments in
Blueberry Culture. Po pieéteni Se spolu se svym otcem rozhodli kontaktovat autora
(Dr. Frederick V. Coville) a nabidli mu spolupraci. V roce 1916 jiz sklizeli a prodavali
prvni bobule.

White zaméstnala lidi, ktefi v okolnich lesich hledali vhodné kefe K mnozeni,
napt. bobule musely mit velikost minimaln¢ 5/8 ” (cca 16 mm). Odmeénou jim byly
2 dolary za ket a také moznost svym jménem ket pojmenovat. TakZze Jim Adams
pojmenoval kultivar "Adams’, Ralph Harding kultivar "Harding’, Theodore Dunphy

kultivar "‘Dunphy’, Sam Lemmon kultivar ‘Sam” a kone¢n¢ Rube Leek of Chatsworth
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kultivar nejdtive '‘Rube’. Coville vsak usoudil, Ze je to moc obycejné jméno pro tak
aristokraticky kef a pojmenoval ho 'Rubel’. Kultivar 'Rubel” se stal zakladnim
kamenem pfii Slechténi kanadskych bortavek. Jelikoz uspéSnost mnozeni pii fizkovani
byla jen 10%, bylo vybrano pouze 6 kultivart, které se zdaly byt vhodné pro komer¢ni
péstovani. Pivodnim zakladem péstovani kanadskych bortivek se staly kultivary:
‘Rubel”, "Harding’, "Sam’, "Grover’, "Adams” a ‘Dunfee’ (EZ, 2).

Vice nez 75% z aktualni bortivkové vyméry je osazeno kultivary "Bluecrop’,
Jersey’, ‘Weymouth’, ‘Croatan’, 'BlueRay’, 'Rubel” a ‘Berkeley’, které vznikly
Slechténim ptvodniho kultivaru "Rubel” (MAINLAND, 1998).

Dalsimi vyznamnymi §lechtiteli byli George Darrow (kultivar "Darrow”) a Arlen
Draper (kultivar "Draper”) z USDA a Paul Lyrene z University of Florida. K 20. dubnu
2015 existuje 293 popsanych kultivart, patentové jich je chranéno 36 a 40 jich je
Vv testovani (EZ, 3).

Do Evropy byly rostliny dovezeny v priabéhu 20. stoleti a na jeho konci se jiz
komeréné péstovaly piedev§im v Némecku, Rakousku a Polsku. Po ,,otevieni hranic* se
od roku 1990 zacaly dostavat kvalitni a vynosné kultivary i na pulty zahradnickych
prodejen v CR a tim i na zahradky drobnych péstiteldi. Zatimco ve svété jsou plantaze
s boraivkami bézné (USA, Kanada, Chile, Argentina, Némecko, Polsko, Cina, Australie,
Novy Zéland), v CR se zadaly mensi produkéni plochy pomalu zakladat az od roku
2005.

3.1.4 Obsahové latky

Stava z erstvych plodi je ¢ira oproti modré barvé z plodti Brusnice bortivky
(Vaccinium myrtillus L.). Bobule maji znamenitou chut i aroma, zaroven jejich
biologicka hodnota je vysoka (Tab. 1). Obsahuji ptedevsim cukry, pektiny, vlakninu,
organické kyseliny, vitaminy, minerdlni latky jako draslik, zelezo, fosfor, mangan,
véapnik, hot¢ik a sodik (DOLEJSI et al., 1991). Dale jsou v plodech i listech zastoupeny
fenolické latky v mnozstvi cca 1870 mg/kg (GIONGO et al., 2006) s antioxidaéni
aktivitou (KALT et al., 2003), latky zvySujici obranyschopnost organismu, popt. latky
potlacujici prijmova onemocnéni. Konzumace plodi c¢éastecné poméahd pii 1écbe
cukrovky, dny, revmatismu, poruch paméti, rakoviny, srde¢nich chorob a problémech se
zrakem (SHI et al., 2008). Antioxidacni aktivita zlstava zachovana i u vyrobku
z bortivek po primyslovém zpracovani (PAPRSTEIN et al., 2009b; SCHMIDT et al.,

2005). Listy bortvek maji velice podobné pozitivni u€inky na lidsky organismus jako
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plody. Antibakterialni aktivita latek obsazenych v listech je dokonce vyssi nez
v plodech (SILVA et al., 2013). Caj ze susenych listd je vhodny jak pii stfevnich a
zaludecnich potizich, tak 1 za uCelem mirného snizeni obsahu cholesterolu a cukru
v krvi. Ma také ptiznivy vliv na funkci ledvin a mocovych cest s mo¢opudnym ucinkem
pii vys$§im zadrzovani vody v organismu. Pti vnéjsi aplikaci mohou vyrobky z borivek

zmirnit projevy lupénky a jinych koznich nemoci (RICHTER, 1998).
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Tab. 1: Primérné nutri¢ni hodnoty ve 100 g Cerstvych plodt kanadskych bortvek

komer¢éné volné (divoce) | jednotka
péstované rostouci

Voda 84,21 85,48 g
Energie 239(57) 255(61) kJ (kcal)
Bilkoviny 0,74 1,22 g
Tuky 0,33 0,76 g
Cukry 9,96 6,46 g

- sachardza 0,11 0,01 g

- glukdza 4.88 3,1 g

- fruktéza 4,97 3,35 g
- §krob 0,03 0 g
Vlaknina 2,4 2,6 g
Mineraly:
Vépnik, Ca 6 13 mg
Zelezo, Fe 0,28 0,37 mg
Hot¢ik, Mg 6 7 mg
Fosfor, P 12 29 mg
Draslik, K 77 75 mg
Sodik, Na 1 6 mg
Zinek, Zn 0,16 0,2 mg
Méd’, Cu 0,057 0,03 mg
Mangan, Mn 0,336 2 mg
Vitaminy:
A 3 8 ug
C 9,7 18,3 mg
B1 - Thiamin 0,037 0,067 mg
B2 - Riboflavin 0,041 0,414 mg
B3 - Niacin 0,418 0,597 mg
B6 - Pyridoxal 0,052 0,026 mg
B9 - Kys. listova 6 33 ng
E - Tokoferol 0,57 1,69 mg
K1 - Fylochinon 19,3 17,2 ug

Zdroj: National Nutrient Database, United States Department of Agriculture (EZ, 4)
Komeréné péstované rostliny:  Basic Report: 09050, Blueberries, raw

Voln¢ (divoce) rostouci rostliny: Basic Report: 35155, Blueberries, wild, raw
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3.1.5 Agrotechnika
¢ Klimatické a pudni podminky

Z klimatologického hlediska jsou borivky v nasSich podminkidch plné
mrazuvzdorné, a to i pfi pestovani v nadobach na terasach a balkénech (nékteré
kultivary vydrzi i mraz — 40 °C). S rostouci otuzilosti rostlin pozitivné koreluje obsah
glukozy a fruktozy v pletivech rostlin (LEE et al., 2013). Produkéni rostliny potiebuji
dostatek svétla, rostliny rostouci ve stinu produkuji mensi pocet vyhont, kvéti a plodi
(KIM et al., 2011). Jako vhodné lokality pro péstovani se v CR nabizeji podhorské
oblasti s kyselou padni reakci a dostatkem srazek (PAPRSTEIN et al., 2009a).

Oproti vétsin€ péstovanych ovocnych druhti vyzaduje kanadska bortivka odlisné
pudni podminky, a to pfedevsim Kyselou pudni reakci, s hodnotami pH od 3,8 do 4,5
(DOLEJS] et al., 1991), popt. od 3,5 do 4,5 (PAPRSTEIN et al., 2009a). Nizkého pH se
da docilit péstovanim rostlin v bilé raseliné nebo zaryvanim siry — nejméné 6 meésicl
pted vysadbou do bézné zahradni zeminy s vysokym organickym podilem. Takto lze
snizit pH pidy, napt. z 6 na 5 pii davkovani 0,1 - 0,3 kg/m? (SPIERS a BRASWELL,
1992). Dle studie Zhao-Sen Xie a Xiao-Chun Wu (2009) se jako optimalni péstebni
substrat jevi smés raseliny, zahradni zeminy a pisku (perlitu) v poméru2 : 1 : 1.

V oblastech, kde je prirozené pH pudy vyssi nez 6, dale pak v zasolenych ¢i
piilis suchych pudach, nemusi péstovani pfinaset ocekavané vysledky (HART et al.,
2006). Pti dodrzeni nizkého pH roste s vys$§im podilem organické hmoty v pud¢ i vyska

rostlin a listova plocha, a to fadové o desitky procent (XIE a WU, 2009).
e Vysadba a jeji idrzba béhem roku

Pii komerénim péstovani se bortivky sazi do fadkt 1 m od sebe. Radky jsou
Siroké 2 — 3 (4) m. Potieba rostlin pfi vysadbé je cca 3000-3500 ks/ha. Siika fadki se
odviji od planovaného zplsobu oSetiovani a sklizné€ rostlin véetné vyzinani mezifadi
mechanizaci. Pti zakladani plantaze musi byt kazdy tadek v §ifi 1 m a hloubce asi 30 —
50 cm vysypan smési raseliny, zahradni ptidy a pisku. Po zasazeni rostlin na podzim,
popf. na jate, se povrch pudy zakryje cernou netkanou textilii nebo je mozné vytvotit
asi 10 cm vysoky hriibek z borovicové kiry. Vhodné je instalovat kapkovou zavlahu.
Pouziti velkokapacitnich ploSnych postiikovacl zvySuje moznost poskozeni rostlin

vcetné€ plodl, napadeni patogeny a podporuje nezadouci rist rostlin v meziradi.
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Pfi zimnim fezu se, krom¢ poskozenych ¢asti rostlin, odstraniuji jen 5 a vice let
staré¢ vyhony, coz zaroven staci k zajiSténi dostate¢né vzdusnosti rostlin. Borivky v
pripadé nutnosti snesou i sefezani tzv. na parez.

Ke sklizni plodt se na velkych plantazich pouzivaji za traktorem tazené sklizece
(harvestory, napt. Korvan 930 Berry Harvester) nebo multifunkéni nosice naradi. Pro
rucni sklizenl se pouzivaji elektrické nebo pneumatické vibracni pistole. Pouziti ruéniho
nafadi je ekonomické pouze na menSich plochach. Hlavnimi faktory ovliviiujicimi
poskliziiové upravy plodii je nadmérné meknuti a vyskyt poskliziiovych onemocnéni,
spojenych s patogenem Botrytis cinerea (LAMBERT, 1990). Mé&knuti ovoce je spojen0
s biochemickou modifikaci polymert bunécné stény (CANTU et al., 2008). Aplikace
CaCl, na sklizené plody zvysuje jejich odolnost vuci fyzickému poskozeni a snizuje

ztratu hmotnosti pfi skladovani (HANSON et al., 1993; ANGELETTI et al, 2010).

¢ Diilezitost zakladnich Zivin pro rostliny

Pudni biologicka aktivita a mnozstvi antioxidantti v listech je asi o 70% vyssi pfi
hnojeni organickym hnojivem, neZ s hnojivem anorganickym. Vyssi biologicka aktivita
pudy jako disledek organického hnojeni indukuje pfitomnost dalSich mikroorganismil a
efekt antibiézy snizuje schopnost plisni §ifit se po celé rhizosféie (RAVIV, 2008).
Mensi obsah plisni pravdépodobné souvisi i s vyssi antioxidacni aktivitou, ktera funguje
jako obranny mechanizmus k prevenci ¢i odolnosti vii¢i rostlinnému patogenu
(HAIN etal, 1993; DIXON a PAIVA, 1995; BOUTIGNY et al., 2008). Rychle
rozpustna priimyslovd hnojiva (napf. siran amonny), diky své vysoké rozpustnosti,
inhibuji mikrobialni aktivitu pidy a mykorrhizni kolonizaci. Postizeni rostlin
plisnovymi chorobami rodu Fusarium spp. je rychlejsi pii pouziti primyslovych hnojiv
(O'DONNELL et al., 2001; SCAGEL, 2005).

Dusik se nejcastéji aplikuje pravé ve formé siranu amonného, ktery zaroven
snizuje pH pady. Nejvice dusiku potfebuje rostlina v prvnich mésicich vegeta¢niho
obdobi, tedy v dubnu az Cervnu. S blizicim se koncem sezdny je potieba jeho davky
snizovat, jelikoZ pfili§ bujné rostouci vyhony nemusi ptfed pfichodem zimy dostatecné
vyzrat. Navic nadbytecny dusik mtize potlacit vyvoj kvétnich pupenti.

Vzhledem k obvyklému slozeni b&zné pramyslové vyrdbénych hnojiv, neni
deficit drasliku pftili§ obvykly. Projevil by se spaleninami po obvodu listli, vytahovanim
a kroucenim list ¢i nekrotickymi skvrnami. Obsah drasliku mé téZ pfimou souvislost s

urodou - béhem dozravani se ho v plodech koncentruje pomérmné velké mnozstvi, coz
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muze v letech s vysokou urodou zptisobit nedostatek tohoto prvku v rostlinach.

Nedostatek fosforu se projevuje zakrslymi vyhony s temné purpurové zelenymi
malymi listy. Tento jev je ale spiSe vyjimecny. Pokud se deficit fosforu pieci jen
vyskytne, pak tedy pifedev§im na zaCatku jara, béhem nizkych teplot a vyssiho
zamokfteni pudy.

Nedostatek zeleza se projevuje charakteristickou chlorézou - listy Zloutnou a
objevuje se zelené zilkovani. Hlavni pfi¢inou nedostatku zeleza byva pfili§ vysoka
hodnota pH ptdy. Rostlina neni v takovém piipadé schopna Zelezo pfijimat.

Potieba nizkych hodnot pH ptidy by mohlo navodit dojem, ze bortivky nesnesou
vapenaté kationty v pad€. Vapnik je ale dulezitou zivinou. Vapenaté kationty zvysuji
stabilitu bunéénych stén, ktera zlepSuje pevnost slupky plodi, prodluzuje
skladovatelnost a omezuje ztratu hmotnosti vyparem (ANGELETTI et al., 2010).
Jelikoz rostliny diky nizké hodnoté pH Spatné piijimaji vapnik z pidy, je G¢inna
piedevsim foliarni aplikace vapenatych hnojiv v obdobi jednoho mésice po odkvétu
(STUCKRATH et al., 2008).

Nedostatek boru se projevuje odumirdnim vrcholkli vyhont, chlorotickou
skvrnitosti listi v okoli zaschlych vrcholkli a mize téz zpUsobit snizenou odolnost
rostlin béhem mrazt.

Chyb¢jici zinek miize zpusobit kratkd internodia a malé listy. Nejmladsi listy se
pfi nedostatku zinku barvi do zluta a ohybaji se vzhlru podél stitedniho Zebrovani.

Priznakem nedostatku médi mize byt zloutnuti mladych listd mezi zilkami nebo

v hor§im pfipadé zasychani koncti vyhonti (HART et al., 2006).
3.1.6 MnoZeni kanadskych bortuvek

K mnozeni boriivek lze pouzit mnozeni bylinnymi fizky a technika in vitro.
Generativni mnoZeni se pouZziva jen pii Slechténi rostlin.

Pii mnozeni bylinnymi tizky se jako stimuldtor osvédcil lihovy (96 %) roztok
IBA o koncentraci 2500 ppm. Béze tizkli se maci ve stimulatoru nékolik sekund. Po
zaschnuti se dale jeSt¢ moti fungicidem. Takto oSetfené fizky se vysadi do mnozarny
s teplotou 21 °C (PAPRSTEIN et al., 2009b). Doba zakofenéni fizkd v substratu je cca
4-6 tydnt (WALTER, 2011).
fizkovani. Vyhodami této metody jsou jeji celoro¢ni vyuzitelnost a vysoky

multiplikacni koeficient. V obdobi dormance se z rostlin odebiraji vyhony asi 30 cm
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dlouhé, které se omyji a daji rasit do nddoby s vodou na 2-3 tydny. Z naraSenych
vegetacnich vrcholovych a postrannich pupent se ve sterilnim prostiedi vypreparuji asi
1 cm dlouhé vrcholy (PAPRSTEIN et al., 2009b). Explantaty se umistuji na
multiplika¢ni pevné agarové medium (WPM nebo Anderson) s ptidavkem fytohormonu
zeatinu. Dle GAJDOSOVE et al. (2005) je optimélni koncentrace zeatinu 2 mg/l a
hodnota pH = 5. Skupiné okolo Zhang se osvédCéilo upravené WPM medium
s dvojnasobnym obsahem KH,PO, , o 25 % vys$§im obsahem Ca(NO3), a 0 25 %
niz8§im obsahem K,S0, (ZHANG et al., 2006). Nejvétsi Ceskou firmou, kterda mnozi
bortivky technikou in vitro, je Jan Holub s.r.o. Dle osobniho sdéleni pana Holuba,

vyprodukuje tato firma v roce 2015 cca 300 000 novych rostlin.
3.1.7 Svétova produkce

Celosvétové trendy ukazuji, Ze staty Severni a Jizni Amerika ziistavaji hlavnimi
hraci na globalnim trhu produkce bortivek. Severni Amerika ziistava zdaleka nejvétsim
trhem se soucasnym prostorem pro rist spotieby na jednoho obyvatele borlivek
Cerstvych i1 primyslové zpracovanych. Produkce se rozviji postupné v evropskych a
africkych péstitelskych oblastech. Zatimco Velka Britanie je zde hlavnim spotiebitelem,
evropsky pevninsky trh predstavuje vyrazny potencidl pro rust spotieby. Asie je
Vv soucasné dobé domovem nejrychleji rostoucich trhi ve svété, ale i kdyz produkce
borlivek v tomto regionu roste, poptavka spotiebiteld je 1 zde vyrazné vyssi.

Diky velmi vyraznému narustu se oéekava v roce 2015 celosvétova produkce ve
vysi 635 000 t oproti 181 000 t v roce 2005 a 30 000 t v roce 1970. V Severni Americe
se nachazi 57% svétovych produkénich ploch (Jizni Amerika 23%, Evropa 11%, Asie a
Australie 8%, Afrika 1%) a celkova produkce tvoii dokonce 66% svétové produkce
(Jizni Amerika 21%, Evropa 11%, Asie, Australie a Afrika 2%). V cele produkce
cerstvych plodu je Severni Amerika s 57%, avSak Jizni Amerika produkuje jiz 26%
(Evropa 13%, Asie a Australie 3%). Vy38i procento na trhu cerstvych plodl v Jizni
Americe je dano pfedev§sim geograficky, kdy Chile a Argentina vyuZzivaji své
zemepisné polohy a produkuji plody v zimnich mésicich s moznosti exportu piredevsim
do Evropy a Asie. V roce 2012 ¢inil export 292 000 tun (o 13 % vice nez v roce 2011).

Nejvétsimi exportéry jsou Kanada, Chile a USA, celkem se 73 % svétového exportu (1).
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Tab. 2: Produkéni plochy v roce 2010 (ha)

S. Amerika 44 667 USA 26 800
Kanada 17 867
J. Amerika 17 820 Chile 13 061
Argentina 3 848
Uruguay 749
Brazilie 122
Evropa 8 505 Polsko 3159
Némecko 2147
Spanélsko 1053
Nizozemi 478
Francie 360
Italie 275
Velka
Britanie 271
Portugalsko 194
Lit., Lot., Est. 136
Ukrajina 77
Rumunsko 53
Rakousko 51
Svédsko 36
Dansko 24
Svycarsko 22
Irsko 14
Asie 4510 Cina 3501
Japonsko 903
Jizni Korea 73
Indie 32
Australie a Oc. 1208 Australie 620
Novy Zéland 587
Afrika 727 JAR 454
Maroko 182

Zdroj: Trends In World Blueberry Production (EZ, 5).
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3.1.8 Skiidci a choroby

e Skiidci:

Nedostatecné oplocené vysadby mohou ohrozit zajici a vysoka zvéi — okusuji

vyhonky a kvétni pupeny. Dozravajici ovoce ldka také ptactvo. Kofenovy systém

boriivek mohou napadat rizni hlodavci. Vyskyt téchto skudct l1ze eliminovat pozitim

plot, siti a v pfipadé ochrany kofenového systému je mozné pouziti jemnégjSich

kovovych pletiv.

o Skidci z T#idy: Hmyz (Insecta)
Bejlomorka klikvova — Dasineuria oxycoccana Johnson, 1899
Jarnice ovocna — Orthosia gothica Linnaeus, 1758
Jarnice $eda — Orthosia opima Hiibner, 1809
Obale¢ bojinkovy — Aphelia paleana Hiibner, 1793
Obale¢ boruvkovy — Acleris variegana Denis et Schiffermiiller, 1775
Obalec¢ hlohovy — Archips crataeganus Hiibner, 1799
Obale¢ jefabovy — Orthotaenia undulana Denis et Schiffermiiller, 1775
Obale¢ kalinovy — Aphelia viburnana Denis et Schmiffermiiller, 1775
Obale¢ semenackovy — Argyrotaenia ljungiana Thunberg, 1797
Obale¢ zimolezovy - Adoxophyes orana Fischer, 1834
Stitenka ¢arkovita — Lepidosaphes ulmi Linnaeus, 1758

Stitenka zhoubna — Quadraspidiotus perniciosus Comctock, 1881

Tmavoskvrna¢ zhoubny — Erannis defoliaria Clerck, 1759 (Kudela et al., 2012)

e Choroby zpusobené bakteriemi a houbami (pfevzato z:

PREPARED BY PESTICIDE RISK REDUCTION PROGRAM,

Alternariova hniloba ovoce, angl. Alternaria fruit rot (Alternaria alternata,

Alternaria tenuissima).

Hniloba plodi a skvrnitost listi zplUsobené Alternaria spp. je obvykle

problémem béhem chladnych, vlhkych obdobi, kdy miiZze dojit k infekci plodd, které

méknou, a na povrchu se tvoii chlupaté nazelenalé mycelium. Listové skvrny jsou malé

(1-5 mm), svétle hnédé az Sedé s hnédo - Cervenym okrajem. Patogen pfezimuje na
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povrchu pudy nebo na vétvich. Spory tvofené v infikovanych tkénich jsou snadno
Sifitelné vétrem. Projevy choroby Ize snizit v€asnou sklizni a zchlazenim plodt ihned po

sklizni.

Antraknoza borivek, angl. Blueberry anthracnose (Colletotrichum acutatum,
Colletotrichum gloeosporoides).

Antraknoza bortivek je nejvaznéjsi chorobou bortavek poskozujici plody. Bobule
infikované antraknozou jsou neprodejné. Infekce je charakteristicka oranzovou barvou a
propadlou duzninou plodu a rozviji se za teplého, vlhkého pocasi a pii zavlaze
posttikovaci. Houba pfezimuje v infikovanych vétvich a na jafe jsou spory rozSifovany
predevsim do kvétl, kde dochéazi k dalsi infekci. K eliminaci ndkazy je zapotiebi
spravny fez rostlin zabezpecujici dobrou cirkulaci vzduchu. Po sklizni se plody musi
rychle zchladit a je tieba se vyhnout pohybu nevycisténych ptepravek a jinych obalt,

popt. sklizeci mechanizace mezi jednotlivymi péstebnimi plochami.

Bakterialni nadorovitost, angl. Crown gall (Agrobacterium tumefaciens).

Nemoc zpusobujici tmaveé hnédé, drsné halky na kotenech i vétvich bortvek. Pri
napadeni vétvi se vyse polozené listy zbarvuji do Cervena. Bakterie mize byt v ptidé uz
pted vysadbou. Do rostlin se dostdva poranénymi misty a vyvolava tvorbu halek. Halky
zdievnati a nasledné se z nich olupuji vné&jsi vrstvy, s nimiz se bakterie dostava zpét do
pudy. Patogen mé velmi Siroké spektrum hostiteld. Jako antagonistické bioagens lze
pouzit Agrobacterium radiobacter, ktera mize zabranit infekci, avSak pouze pouzije-li

se na fizky nebo kofeny rostlin pfed tim, nez jsou zasazeny v zamotenych ptidach.

Bakterialni spala borivky, angl. Bacterial blight/canker (Pseudomonas syringae pv.

syringae).

Pseudomonas syringae pv. syringae muze zpisobit zna¢né hospodaiské Skody
u novych vysadeb. Rozsahlé poSkozeni vede k bakteridlnim 1ézim na kosternich vétvich
a odumfieni mladych rostlin. Ve spojeni s jarnimi mraziky poskozuje i poupata. Prvni
ptiznaky se objevuji po zimé jako vodou nasaklé 1éze, které mohou mit velikost nékolik
milimetrii, ale také mohou pokryvat celou vétev. Nej€astéji byvaji napadeny rok staré
vyhony. Patogen pfezimuje na nemocnych vétvich a §iti se béhem chladného, destivého
pocasi na jafe a na podzim, k infekci dochazi skrze poranénou tkan nebo pies piirozené
otvory, napt. listové jizvy. Ochranou je odstrafiovani napadaného dieva a nehnojeni

dusikem od zacatku Cervence.



Botryosphaeriova spala boriavky, angl. Botryosphaeria stem blight (Botryosphaeria
dothidea).

Botryosphaeriova spala borivky mé& podobné ptiznaky jako Fytoftorova
kotfenova hniloba. Botryosphaeriova spala borivky se vyskytuje u starSich vysadeb,
zatimco Fytoftorova kotfenova hniloba je cCastéjsi u mladych sazenic v kontejnerech.
K napadeni houbou mize dojit kdykoliv. Houba B. dothidea zptsobuje vadnuti a

odumirani listt i jednotlivych vyhonu.

Diaportova korova nekréoza boruvky, angl. Phomopsis twig blight — (anam.
Phomopsis vaccinii, teleom. Diaporthe vaccinii).

Houba muze infikovat mladé vétve, ale do rostliny vstupuje ranami ve starSim
drevé. Infikované vétve Sednou, zplostuji se a odumiraji; na listech se tvoii malé skvrny
S hnédo-modrym okrajem a pozd¢ji bilym stfedem. Plody praskaji a na povrchu je
houba charakteristicka bilo-Sedou krupickou. Houba ptezimuje v infikovanych vétvich a
rozsifuje se za dest¢ konidiemi. Onemocnéni se vyskytuje na jafe a pocatkem léta a
byva Casto Sifeno spolecné se sadbou. K vét§imu rozvoji ptispiva destivé pocasi, tuhd a

sucha zima.

Fytoftorova kofenova hniloba, angl. Phytophtora root rot (Phytophthora cinnamomi,

Phytophthora parasitica a dalsi).

Primérné je napadan kofenovy systém rostlin. Napadené kotfeny jsou kiehké a
maji okrovou barvu. Pfitom béhem né¢kolika dnli dochazi ke zhoustnuti adventivniho
vlaseni v oblasti kofenového krcku. Listy Zloutnou a jednotlivé letorosty (nejprve
mladsi) postupné vadnou az uvadnou a nasledné odumiou celé rostliny. U napadenych
rostlin jsou listy rdno svéSené, a to i1 kdyZ maji rostliny dostatek vlahy. V misté
kotenového kr¢ku se lyko barvi do hnéda, coz Ize snadno zjistit odloupnutim borky.
Pokud je rostlina napadena, je ji nutno vykopat a zlikvidovat. Hlavni pti¢inou choroby
je obvykle dlouhodobé oslabeni rostliny, vodni stres, pfemokieni, nedostatek zivin a
nadbytek dusiku (TOMICZEK, 2005) a vy33i teplota (20-32 °C). Cerstva borova kiira,
pouzitd k mulcovani, obsahuje ¢etné fungicidni latky efektivné blokujici $ifeni plivodce

choroby. (HOLUB, 2002)

Moniliniova hniloba, angl. Mummy berry (Monilinia vaccinii-corymbosi).
Objevuje se na kvétech, nasledné houba roste uvniti plodu. Listy a vyhony maji

pomalej$i rast. Mumifikované plody meéni barvu, vysychaji a opadavaji. Houba
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pfezimuje v pidé, z niz na jafe vyrUstaji apotecia, tvarem pfipominajici ,.trumpety*.
Primarni infekce probihd prostfednictvim z apotecii uvoliovanych askospor, které
napadaji mladé vegetativni 1 kvétné pupeny. V infikovanych tkénich se poté tvori
konidie a nasledné¢ dochazi k sekundarni infekci. Konidie se S§ifi vétrem a pomoci

opylujiciho hmyzu. Choroba se rozsituje spise za vlhkého pocasi a pfi teploté 10-14 °C.

Plisen Seda, angl. Botrytis blight — gray mold (Botritis cinerea Pers., 1794).

Plisent Sed4d ma Siroké hostitelské spektrum. U bortivek napadé predevsim kvéty,
plody a listy. Infikované kvéty hnédnou a vadnou, listy méni barvu na hnédou az hnédo-
modrou, plody se scvrkavaji. Houba pfezimuje jako mycelium nebo sklerocium
V napadenych castech rostlin a Sifi se na jafe pfedevsim za vlhkého a vétrného pocasi do
kvétl, kde nastdva primarni infekce. Na plody se infekce rozsifuje béhem zréani.
Napadené plody mohou kontaminovat zdravé plody pfi sklizni nebo skladovani. Riziko
roz$iteni infekce lze snizit dobrou cirkulaci vzduchu v porostu a rychlym zchlazenim

sklizenych ploda.
¢ Viry a fytoplasma (pfevzato zz SCHILDER a MILES, 2008)

Leaf mottle (Blueberry leaf mottle virus, BLMV) — infikovany pyl mohou pifenaset
vcely, pfenos viru je mozny i fizky.
Listy maji po napadeni mramorovany vzor, jsou mensi, svétlej§i a maji rozetovy

rast.

Necrotic ringspot (Tabacco ringspot virus, TRSV) — vektorem jsou had’atka
(Xiphinema americanum).

Po napadeni jsou listy deformované, propadlé nebo zvinéné, okraje listi jakoby
otrhané. Skvrny na listech jsou Cervené nebo nekrotické, mohou se propadat a pak

vznikaji v listech diry.

Red ringspot (Blueberry red ringspot virus, BRRV) — pienos je vétSinou pies
infikované tizky.

Infikované rostliny se poznaji podle cervenych skvrn nebo kruhli na zelenych
letorostech zacatkem léta. V pribchu léta se objevuji Cervené az fialové skvrny na

starSich listech a postupuji na mladsi.
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Scorch (Blueberry scorch virus, BIScV) — vektorem jsou msice.
Dochéazi k nahlému odumieni kvéti a listi v pribéhu kveteni, nasledné¢ i koncii

vyhonii. Onemocnéni miize pfipominat poskozeni jarnimi mraziky.

Shock (Blueberry shock virus, BIShV) — vektorem jsou véely.
Symptomy jsou velmi podobné Scorch, ale vyhony neodumiou a v pribéhu 1éta
op¢t rasi.
Shoestring (Blueberry shoestring virus, BSSV) — vektorem jsou msice (lllinoia pepperi).
Nejspolehlivéjsimi symptomy jsou Cervené pruhy na letorostech a rok starych

vyhonech. Kvéty mohou vykazovat rizové nebo rudé pruhy. Ovoce ziistava nacervenalé

a nemodra.

Stunt (Blueberry stunt phytoplasma) — vektorem jsou plzi a véely.

Dochdzi k opadavani listti, odumirani vyhonil a ve vét§ing piipadii smrti rostliny.

Tomato ringspot (Tomato ringspot virus, TORSV) — vektorem jsou hlistice (Xiphinema
americanum).

Zpisobuje vétsSinou kruhové skvrny o velikosti do 5 mm, které se mohou objevit
1 na vétvich. Vyhony odumiraji, rostlina zakriiuje, az odumfie uplné. Virus ma Siroké

spektrum hostiteld, v¢etné rajcat, jablek nebo malin.

3.2 Molekularni metody

Jelikoz dochazi k velkému rozmachu v péstovani bortivek, stile vétsi snahy
vedou péstitelé k vyuzivani spravnych postupti, kdy se pro pestovani vybiraji a Slechti
rostliny s podobnymi nebo lepsimi hospodaisky vyuzitelnymi vlastnostmi. Ke zvyseni
biologickych hodnot rostlin lze vyuZit na genetické urovni molekuldrni markery.
Molekularni marker je ¢ast DNA, kterd oznacuje a identifikuje pfitomnost n¢jakého
genu. Markerovani je pak hledani markeru (signalni sekvence), spojené s nékterym
hospodaisky vyznamnym znakem.

Molekularni markery nejsou piimym néstrojem Slechtitelt rostlin, ale vyuZzivaji
se jako kontrolni a zkuSebni néstroj. Lze jimi identifikovat urcity gen, poptipad¢ vice
genti, odpovédny za urcity hospodaisky vyznamny projev rostliny. Jejich pouZzitim se
podstatné¢ zkracuje doba vysSlechténi novych kultivari s pozadovanymi vlastnostmi,

které by se jinak projevily az v ur€itém stupni zralosti.
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V soucasné dobé velkd ¢ast metod, pouzivanych k molekularné genetickym
studiim rostlin, zaloZzena na principu fragmenta¢nich analyz. Nejcastéji pouzivané
markery jsou zaloZeny na polymerazové fetézové reakci, patii sem metody SSR, RAPD
a AFLP. Metoda RFLP, ktera vedla k vyraznému rozvoji DNA markert na konci
20. stoleti, je zalozena na hybridizaci DNA.

3.2.1 lzolace DNA

Pro praci s nukleovymi kyselinami je potfeba je nejprve izolovat z rostlinného
materialu, nejcastéji z Cerstvych listi. Odebrany rostlinny material se mize ihned pouzit
pro izolaci, nebo hluboce zmrazit a uchovavat pii teploté -70 °C; kratkodob¢ ho Ize
chladit na ledu. Pfi odebirani vzorku v externich podminkéach obvykle hrozi vadnuti a
degradace strukturnich latek vlivem oddéleni od rostlin a venkovni teploty, popf.
dalsich klimatickych vlivl. Rostlinny materidl se nasledné¢ homogenizuje. Pfi vétsiné
metod se pouziva rozdrceni pletiva V tieci misce V tekutém dusiku. Pii nedostupnosti
tekutého dusiku lze pouZit i jiné mechanické nastroje, napt. maly homogenizator ptimo
v mikrocentrigugac¢ni zkumavce (EDWARDS et al., 1991) nebo homogeniza¢ni mlyn.

DNA byla poprvé izolovana v roce 1869 F. Miescherem (DAHM, 2008).

3.2.2 Metody izolace DNA z rostlin

Klasické metody izolace DNA
Vyuziva se rozdilné rozpustnosti DNA v rozdilnych roztocich. Jsou vhodné pro

extrakci vysokomolekularni DNA.
Neékteré pouzivané metody jsou napf.:

e Izolace rostlinné DNA pomoci CTAB (WILLIAMS et al., 1990). Pro kanadské
boriivky se pouziva upraveny protokol pro izolaci DNA z Cactaceae (TEL -
ZUR et al., 1999).

e [zolace rostlinné DNA pomoci CTAB s ptfidanim PVP

e SDS extrakce (EDWARDS et al., 1991)
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Adsorb¢ni metody

DNA se vaze na kiemicit¢é membrané za ucasti chaotropnich latek. Lze ziskat
vetsi mnozstvi menSich casti nebo mensi mnozstvi vysokomolekularni DNA
(KITNER, 2012). Jedna se o metody, pfi kterych se v dnesni dobé vyuziva komercné
prodavanych kitd, i s pfesné popsanymi protokoly. Nejvice rozsifené kity pro izolaci

DNA z rostlinnych pletiv jsou napf.:

e Invisorb Spin Plant Mini Kit - mnozstvi vzorku nad 100 mg, vytézek 5 - 35 pg.
¢ Invisorb Spin Plant Midi Kit - mnozstvi vzorku nad 500 mg, vytézek nad 140 pg.
e DNeasy Plant Mini Kit (fa QIAGEN).

Metody vyuzivajici neporézni magnetické nosice

Magnetické nosice umoziuji separaci latek z reakéni smési bez pouziti filtrace
nebo  centrifugace, coz  velice usnadiuje a  urychluje  samotnou
separaci latek (HORAK et al., 2007).  Skladaji se  z magnetického  jadra  se
superparamagnetickymi  vlastnostmi (magnetické vlastnosti se projevuji jen za
ptitomnosti vnéjsiho magnetického pole), polymerni vrstvy a organickych skupin, jako
ramen s funk¢éni molekulou (ligandem). Jako ligand se pouziva karboxylova skupina,
ktera reaguje s dusikatymi bazemi DNA (HORAK a BENEDYK, 2004). Misto
karboxylové skupiny lze pouzit i aminoskupinu —NH, (RAHMAN a ELAISSARI,
2011). DNA Ize timto zpisobem izolovat z komplexnich vzorkti obsahujici inhibitory
PCR v kvalit¢ vhodné pro PCR a restrikéni analyzu (RITTICH et al., 2006;
TROJANEK, 2013).

Specificky pfipravené magnetické Castice se smichaji se vzorkem obsahujicim
DNA, kterd se Casem navaze na magnetické nosice. Cely komplex se pak magneticky
oddéli od zbytku vzorku. Po promyti od necistot jsou molekuly DNA pouzitelné pro
dalsi praci (ERENSMEIER, 2006).

3.2.3 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni

Pouziva se pro vzorky dostateCné cisté, vyznamné nekontaminované. NK
absorbuji nejvice UV zafeni v oblasti vinové délky svétla okolo 260 nm, proteiny maji
maximum absorbce v oblasti okolo 280 nm. Stupen Cistoty NK se stanovi z poméru

absorbce pfi 260 nm a 280 nm. Vysledna hodnota by se méla pohybovat
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vrozmezi 1,8 -2,0 . Niz8i hodnoty charakterizuji kontaminaci proteiny, vyss§i hodnoty
jsou zpusobeny pritomnosti organickych latek, napi. fenolem nebo chloroformem
(KAS et al., 2005).

Fluorescenc¢ni stanoveni

e Meéieni na fluorometru pomoci Kitu, napt. PicoGreen (Invitrogen)

Jedna se o vysoce citlivou metodu, kdy se PicoGreen vaze na dsDNA a

umoznuje stanoveni i znec€isténé DNA.
Elektroforetické stanoveni

Princip elektroforézy je zaloZzen na skuteCnosti, ze NK jsou v neutralnim
prostfedi polyanionty. S rostouci molekulovou velikosti (poctem nukleotidll) roste i
naboj NK, je vSak zachovéan jejich pomér mezi ndbojem a molekulovou hmotnosti, coz
umoziuje rozdéleni NK ve vhodném roztoku na zakladé jejich velikosti. Elektroforéza

se tedy provadi s vyuzitim vhodnych nosict. OsvédCily se agardza a polyakrylamid.
Typy elektroforézy:

e Horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu — jako nosi¢ se pouziva agardza,
ktera se ziskava z nékterych druhti mofskych fas. Agaroza je linearni polysacharid,
slozeny ptevazné z D-galaktozy a 3,6-anhydro-L-galaktozy. Elektroforéza na
agardze ma niz$i separacni schopnost, vétSinou do rozdilu 5 bp.

e Vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu — nosi¢em je polyakrylamid,
vznikajici polymeraci akrylamidu. Tento typ elektroforézy je piesnéjsi, jeho
rozliSovaci schopnost je az 0,2 % (agar6za MetaPhor od vyrobce BMA Products ma
rozliSeni do rozdilu 2 bp). Nevyhodou je vysoka toxicita akrylamidu a latek
vznikajicich pfi vyrobé polyakrylamidu.

e Kapilarni elektroforéza — nosnym mediem je vodny elektrolyt nebo specificky gel
v kapilafe. Tato metoda se objevila koncem 20. stoleti jako vylepSeni vyse uvedenych
metod. Pii prachodu kapilarou dochdzi k rozdé€leni fragmentt dle velikosti a jejich

detekci pomoci laserového paprsku.
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3.24 PCR

Polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction, dale jen
PCR), je metoda rychlého a snadného zmnozZeni tiseku DNA, zalozena na principu
replikace nukleovych kyselin v prostiedi in vitro (MULLIS et al., 1986). PCR slouzi k
vytvofeni az mnoha milionli exaktnich kopii vzorového fragmentu DNA, o maximalni
délce 10 tisic nukleotidli, v nékterych ptipadech bylo dosazeno délky az 40 tisic
(TELLIER et al., 2003), coz umoziuje provést analyzu DNA i z velmi malého vzorku.
Teoreticky staci i jedina molekula DNA, praktické je vSak pouziti vice molekul, kdy se
nasobné zvysuje vytézek reakce a zkracuje Cas.

PCR probiha v termocykleru, coz je zafizeni schopné pracovat tak, ze béhem
nckolika sekund zvysi nebo naopak snizi teplotu o né€kolik desitek stupiiti Celsia. Tzv.
ramping u termocykleru je jeho zdkladnim parametrem a oznacuje miru zmény teploty
za jednu sekundu. Jednotlivé kroky PCR se opakuji. Pfi idealnich podminkach se
kazdym opakovanim zdvojnasobuje mnozstvi zakladni slozky. Kratkodob¢ 1ze vysledny
produkt PCR skladovat pii 4 — 15 °C. Metody se vyuziva nejenom k védeckym
potiebam, ale naptiklad i ke kontrole potravin, pro zjistovani GMO a geneticky
modifikovanych slozek. Vysledkem PCR je obrovské mnozstvi kopii ptivodni sekvence
DNA. Metoda je tak citliva, ze dokaze odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku
(LIVAK a SCHMITTGEN, 2001).

Zakladni slozky PCR smési:

e 2primery - tseky DNA, které se maji namnozit (amplifikovat) musi byt ohrani¢eny
na zacatku a na konci tzv. primery. Primery jsou kratké oligonukleotidy o znamé
sekvenci a délce obvykle do 25 bazi. Jsou komplementarni ke kazdému 3 konci
obou fetézcl plivodni dvouSroubovice DNA a navazuje na né tvorba nového fetézce
pomoci DNA polymerazy ve sméru 5 — 3“(BARANEK et al., 2006; BROWN,
2010). Primery nesmi byt navzajem komplementarni, aby nedoslo k tvorbé dimert a
sekundarnich struktur (CHEN a JANES, 2002).

e DNA polymeraza - Kk syntéze nového vlakna DNA se pouziva nejcastéji
termostabilni DNA dependentni DNA polymeraza, zkracen¢ DNA polymerdza. Prvni
izolovany enzym DNA POLYMERASA 1 byl izolovan z bakterie Escherichia coli
(tzv. Klenowlv fragment) M4 optimalni funkéni teplotu 37,5 °C. Pfi vysokych

teplotach je nestabilni, tudiz vyZaduje ptidavani do kazdého cyklu. V soucasnosti je
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nejvice pouzivana DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus, odtud
oznaCeni Taq polymeraza (CHIEN et al., 1976). Taq polymeraza ma optimalni
funk¢ni teplotu 75 °C a zastava aktivni i po denaturaci (LAWYER, 1993). Nemusi se
tedy pridavat do kazdého cyklu (SAIKI, 1988), poloc¢as inaktivace je pii 95 °C cca
40 minut. Je aktivni pouze ve sméru 5“— 3 a nemutize tedy opravovat zmény vzniklé
pti replikaci (BERMINGHAM a LUETTICH, 2003). Lze samoziejm¢é pouzit i jiné
teplotné stabilni DNA polymerazy, napi. Pwo a Pfu polymerasy izolované z bakterii
rodu Pyrococcus, které maji i exonukleazovou aktivitu; funguji tedy i ve sméru
3’—>5’. Produkuji né€kolikanasobné¢ presnéjsi produkty ve srovnani s Taq
polymerdzou. Maji vSak mensSi schopnost syntetizovat delsi useky DNA
(KRALOVA et al., 2001; TROJANEK, 2013). Vroce 2009 byla v souvislosti
s kanadskymi boriivkami pouzita HotStart Taq polymeraza (PALMIERI, 2009).
Roztok pufru - pufr udrzuje stabilni pH a obsahuje chemické latky dilezité pro
spravnou funkci DNA polymerazy.

dNTPs - 3-deoxynukleotid-5-trifosfaty (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) jsou latky,
Z nichZ je pomoci DNA polymerdzy syntetizovan novy fetézec DNA. Optimalni
koncentrace je 200 uMol; toleran¢ni rozpéti je 20 — 400 uMol. Vysoka koncentrace
dNTP (od 4 mMol a vyse) pisobi inhibi¢né, protoze vyvazuje hofecnaté ionty
(TROJANEK, 2013).

Kationty Mg?*, K* - jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerazy. Obvykla
koncentrace je 1,5 mMol.

Pivodni (templatova) DNA

Jednotlivé kroky PCR:

Denaturace DNA - zahi'ati DNA po dobu 20-30 s na teplotu 90-95 °C. Teplota tani
DNA u Vaccinium corymbosum je 85,5 °C (PALMIERI et al., 2009; TEL-ZUR et
al., 1999). Dochazi k disociaci 2 fetézcti Sroubovice DNA pierusenim vazeb
vodikovych mustkid. Vysledkem je ,,rozpleteni® dvousroubovice a vznik dvou
samostatnych jednofetézcovych molekul DNA.

Teplotni hybridizace (Annealing step) - teplota se snizi na 50-65 °C na 20 s a vice.
Teplota musi byt o 3 - 5 °C niZsi nez je teplota tani primerti. Teplota a ¢as jsou v této
fazi rozhodujici. Jsou zavislé na koncentraci, délce primerii a zastoupeni jednotlivych

bazi v primerech. Pfi nizké teplot¢ muze dojit k hybridizaci primeru s misty
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s neuplnou komplementaritou, za vzniku nezddoucich produktti. Naopak pii vySsi

teploté k hybridizaci primert s templatovou DNA vibec nedochazi.

e Syntéza (extenze) — prodlouzeni nového fetézce DNA. V této fazi dochazi k samotné
syntéze DNA, kdy vlakno, komplementarni k ptivodni molekule DNA, pfirtsta ve
sméru 5' — 3'. Teplota zavisi na pouzit¢ DNA polymeraze. Pfi pouziti Taq
polymerazy je idealni teplota 72 °C. Doba syntézy je zavisla na délce
syntetizovaného fetézce, teploté, struktufe a koncentraci piivodni DNA a pouzité
DNA polymeréze. S rostoucim poctem cykli roste exponencialné pocet produktti z

PCR, dle vzorce:

N=nx(1+E)¢
N — kone¢né mnozstvi produktu n — pocate¢ni mnozstvi cilové sekvence

E — Gc¢innost amplifikace C — pocet pouzitych PCR cykla

3.2.5 Metody PCR

RAPD

Polymorfismus délky nahodné amplifikovanych fragmenti DNA (z angl.
Random Amplified Polymorphic DNA, dale jen RAPD) je obdobou PCR
(ELLSWORTH, 1993), kdy ovSem neni tfeba znat sekvenci DNA. Pouziva se jen jeden
primer, ktery se miiZe navazat na vice mistech v genomu diky tomu, Ze je to kratky
oligonukleotid (10 — 15 bazi). Pravdépodobnost kombinace komplementarnich bazi je u
kratSiho oligonukleotidu daleko vétsi nez u delSiho; na druhou stranu jeho zacileni na
konkrétni usek DNA je slozit&jsi.

TaktéZz opakovani metody a reprodukovatelnost vysledkli neni jednoduché.
Velmi zaleZi na spravnych podminkach reakce, kterymi jsou teplota a ¢as v jednotlivych
fazich (denaturace, hybridizace, amplifikace) a také zalezi na pouzitém primeru.

Doporucuje se, aby obsah GC tvoiil ve struktufe DNA alespoii 40 %
(BARANEK et al., 2006). Obsah 50-60 % zvysuje vynos reakce (RASMUSEN a
REED, 1992). Optimalni teplotou pfi hybridizaci je pro vétSinu primeri teplota 36 °C.
Vysledkem RAPD je velka variabilita velikosti zmnozené DNA (HILTON, 1997) a
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vznika celé spektrum nestejné silnych fragmenti (BIELAWSKI etal., 1995).

V RAPD profilu se vétSinou vyskytuje 3-15 riznych produktd, které
pravdépodobné pochazi z riznych genetickych lokust a jejich velikost je obvykle 400 —
2000 bp. Vétsina RAPD markertt vykazuje dominantné-recesivni charakter. Urc€ity
fragment DNA je tedy u urcitych jedincti amplifikovan a u nékterych ne. Nizka teplota
pfi hybridizaci vede k moznosti vytvareni sekundarnich struktur na jednovlaknové
DNA, a to 1 blizko moznych mist pro hybridizaci primeru. Sekundarni struktura pak
muZe inhibovat proces hybridizace na tomto mist¢.

Jako RAPD polymorfismus mtizou byt tedy detekovany mutace, stabilizujici
sekundarni strukturu DNA. Nékdy se u RAPD reakce za stejnych podminek objevuji
nové a tedy nereprodukovatelné produkty; obvykle vSak maji malou intenzitu. Pokud
tyto produkty v analyze ignorujeme, reprodukovatelnost vysledki (produkty se silnou
intenzitou) nemusi byt narusena.

RAPD mize slouzit jako dopliikova metoda k metodé SSR (BARANEK et
al., 2006). Mozné samostatné vyuziti nabizi metoda v identifikaci ptibuznosti a evoluce
jednotlivych druhtt (KAMBHAMPATI et al., 1992) a dalSich popula¢né-genetické
charakteristiky (BARANEK et al., 2006). RAPD je vhodna pro identifikaci
bortivkovych kultivard (GAJDOSOVA et al., 2005).

AFLP

Metoda polymorfismu délky amplifikovanych fragmentt (z angl. Amplified
Fragments Length Polymorphism, dale jen AFLP) je metodou, ktera umoziuje
charakterizaci kompletni genomové DNA (VOS et al., 1995). Multilokusova analyza
AFLP ma mnohem vyss§i schopnost rozliSeni polymorfismu alel nez metoda RFLP
(BARKER et al., 1999) a je tedy velmi vhodnou technikou pro studium genetické
variability na Grovni druhd nebo populaci u Siroké skaly organismu (LIU et al. 1998;
WANG et al. 2004).

Umoziuje rychle vygenerovat velké mnozstvi polymorfnich markerti i u druhd,
o nichz nemame jedinou ptedchozi genetickou informaci. Technika AFLP kombinuje
vyhody PCR a §tépeni restrikéni endonukledzou pro ziskani specifickych selektovanych
restrikénich fragmentt celkové DNA jakéhokoli jedince, tedy napfi¢ genomem, a to pfi
zachovani vysoké miry opakovatelnosti pokusu. AFLP marker lze vyuzit pii studiu

hybridizace, introgrese, definice klond, polyploidl, stanoveni genotypu, urCovani
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paternity diky variabilit¢ a vysoké mife reprodukovatelnosti vysledkti. Nevyhodou

metody je vys$$i finan¢ni naro¢nost metody a komplikovanéjsi protokol (6).

SSR
Mikrosatelity (z angl. Simple Sequence Repeat, ddle jen SSR), jsou oblasti

v DNA, tvofené kratkymi tseky mono- az hexanukleotidd, napt. (AT),, které se
opakuji. Jednotlivé opakujici se sekvence se oznacuji jako jednotky repetice
(ROSYPAL, 2001). V celkové délce je pocet opakovani repetice obvykle do 100 bp.

Mikrosatelity se dle svého slozeni déli na:

¢ dokonalé — opakujici se sekvence tvofi souvislou fadu a neni pierusena jinou bazi.
¢ nedokonalé — obsahuji n¢kolik bazi, které narusuji pravidelny motiv.

e slozené — tvoieny dvéma nebo vice riznymi jednotkami repetice

(OLIVIERA et al., 2006).

Diulezitymi parametry mikrosateliti jsou: typ a délka opakujici se sekvence,
slozeni nukleotidti a celkovy pocet opakovani sekvenci (BEDNAR et al., 1999).

Molekularné-geneticka metoda SSR (TAUTZ, 1989) je zalozena na PCR.
Vyuzivd rovnomérného rozmisténi mikrosateliti v genomu a rozdilného poctu
opakovani jednotek repetice, které zpiisobuje vysokou miru polymorfismu mezi
jednotlivymi genotypy. Pouzité primery jsou navrhovany z konzervativnich sekvenci
Vv blizkosti s mikrosatelitnim lokusem. Jejich délka je vétSinou okolo 20 bp. Pro
dosaZeni vysledné T; okolo 60 °C by se m¢l obsah C a G pohybovat okolo 50 %.

Primery nesmi byt navzdjem komplementarni, aby nedoslo k naruSeni pribéhu
PCR. Obvykle se navrhuji tak, aby se snadno detekovaly produkty amplifikace o délce
100 — 300 bp. Ve vyslednych produktech je amplifikovan i pfislusny mikrosatelit. SSR
markery jsou, diky svym vlastnostem a snadné detekci, v soucasné dobé velmi Casto
vyuzivany (BARANEK et al., 2006).

Mikrosatelitni lokusy jsou v rdmci odridy velmi stalé a vysoce polymorfni mezi
odridami. Je mozZzné sestavit pro kazdou odridu typické fingerprinty, které se mezi
jednotlivymi odradami lisi. V pFipadé dostate¢ného mnozstvi dat pak lze za pomoci
SSR markerti identifikovat odridu i kultivar u neznamého vzorku. Na webovych
strankach Genome Database for Vaccinium (EZ, 7) je volné kdispozici 13 757

sekvenci, ziskanych pomoci SSR markert.
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REAL-TIME PCR

Amplifikace DNA v realném case (zangl. Real-Time PCR) je metoda
umoznujici soucasné provadéni amplifikace DNA a detekce vyslednych amplikonti v
jedné zkumavce, pomoci svételného signalu z fluoroford (WATSON et al., 2004).
Fluorofory jsou molekuly, schopné v excitovaném stavu emitovat fluorescenci.
Vétsinou jde o polyaromatické nebo heterocyklické uhlovodiky. Navazuji se bud’ pfimo
na vznikajici amplikony nebo jsou jimi znaceny tzv. "hybridiza¢ni sondy". Hybridizac¢ni
sondy jsou kratké sekvence nukleotidd. Fluorofory jsou znac¢eny nukleotidy na 3°- nebo
5’- koncich sond.

Vyuzitim fluoroforti je mozné dynamicky posuzovat aktualni pribéh syntézy
amplikonu, aniz by doslo k zasahu do vlastniho prib&hu amplifikace. Moznost sledovat
nabyvani amplikont v kazdém cyklu ma za nasledek oznaCeni této techniky jako
"amplifikace DNA v realném case" nebo téz "amplifikace v redlném case". Za
ekvivalentni Ize povazovat i terminy "homogenni PCR" nebo "kineticka PCR" (EZ, 8).
Skutecnost sledovat akumulaci amplikonii Vv redlném case udéluje metodé PCR dalsi
vyznamny analyticky parametr, ktery dovoluje kvantifikaci matrice nukleové kyseliny,
vlozené za zacatku do reakce, tedy ptivodné izolované z bungk, tkani nebo organt. Tim
se PCR v realném case odliSuje od konvenéni PCR, kterd v bézném provedeni pouze
kvalitativné sleduje pfitomnost nebo absenci vysledného PCR produktu v obarvenych
elektroforetickych gelech (BUSTIN, 2004).

Pro amplifikaci RNA, ve které je v prvnim kroku zafazena zpétna transkripce,
plati termin "RT-PCR".

3.2.6 NGS, genomové a cDNA databaze

Sekvencovani nové generace (z angl. Next generation sequencing, dale jen
NGS) je neustale se vyvijejici univerzalni technologii, kterd se uplatiiuje v rtiznych
oblastech. Principem je urychleni procesu sekvencovani. Produkuje se mnohem vice
dat, nez pii pouziti diive pouZivanych technologii, navic s vyrazné nizSimi naklady.
V roce 2009 zpfistupnila International Nucleotide Sequence Database Collaboration
(INSDC) veftejnosti archivni zdroj dat Sequence Read Archive (SRA), pro data
sekvencovani nové generace (KODAMA et al., 2012).

Pied né€kolika lety bylo pomoci technologie 454-GS FLX Titanium Sequencing

zdokumentovano vice nez 600 000 sekvenci transkriptomu Vaccinium corymbosum
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(ROWLAND et al., 2012a).

Technologie NGS, konkrétné Roche 454 a Illumina GAIIX, je pouzivana také
Vv projektu sekvencovani genomu kanadské boruvky, ktery vede Dr. A. Brown (dale jen
Brown) na North Carolina State University. Brown piedpoklada, ze vyslednd délka
genomu bude cca 500 — 608 Mb, kodujicich vice nez 25 000 geni (DIE a ROWLAND,
2013), coz je n¢kolikanasobné vic nez je napt. u jahod (SHULAEV et al., 2011).

Rozvoj bioinformacnich technologii je velmi dulezity pro spravu dat a
generovani transkripcnich profilii. On-line pfistupné databaze expresnich profilti nabizi
moznost pro integraci dat ve spojeni s fyziologickymi podminkami. Integrace
decentralizovanych dat prostfednictvim internetu usnadiiuje spolupraci mezi
geograficky izolovanymi skupinami vyzkumnych pracovnikd a poskytuje pftistup
k datim spole¢ného zajmu.

Webové stranky Genome Database for Vaccinium (EZ, 7) jsou vyvijeny
k integraci genomickych, genetickych a péstitelskych dat rodu Vaccinium spp.

cDNA (z angl. Complementary DNA, dale jen cDNA) je DNA vznikla zpétnym
pfepisem (reverzni transkripci) z RNA do DNA. Nachdzi vyuziti napt. v cDNA
databazich a slouzi ke hledani novych gend a jejich klonovani. Databaze obsahuje
veskeré informace obsazené v genomu (geny a nekodujici sekvence) a je mozné ji
vytvoftit pro vSechny Zivé zivo€ichy 1 rostliny.

Z cDNA Ize odvodit EST sekvence (z angl. Expressed Sequence Tags, dale jen
EST), coz je kratkh DNA sekvence (okolo 300 - 1000 bp), kterd reprezentuje geny
exprimované ve tkanich. EST sekvence jsou specifické pro typ zdrojového pletiva (listy,
kvéty, kofeny, plody, pyl), nebo v zavislosti na odpovédi vici vnéjSim vliviim,
patogentim, hormontm, stresu apod. (EZ, 9)

Prvni EST sekvence boruvek byly k dispozici pfed dvanacti lety. Piestoze
genomicky vyzkum je v ¢eledi Ericaceae stale pomérné novy, vyznamny pokrok byl
uc¢inén v poslednich nékolika letech (ROWLAND et al., 2012b). Vétsina EST sekvenci
bylo vytvofeno v letech 2003 — 2010. Veiejné¢ dostupné sekvence b&hem tohoto
casového ramce byly z cDNA databazi vytvotfenych z poupat v riznych fazich
dormance.

Databaze EST byly nedavno rozsifeny o sekvence rostlin reagujicich na jiné
abiotické stresové faktory (mineraly v pude€) a také o sekvence z dalSich druht tkani,
véetné kofent a plodl v riznych fazich vyvoje. V bieznu 2013 bylo v databazi NCBI

uloZeno vice nez 22.400 boruvkovych EST sekvenci, coz borivky (Vaccinium spp.)
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fadilo celkové na 131. misto mezi rostlinami obecn¢ a na 1. misto v ¢eledi Ericaceae.

Pocatecni identifikace kolekce gent aktivovanych pfi chladu bylo mozné zjistit
diky nékolika programim, financovanych Ministerstvem zeméd¢lstvi USA (United
States Department of Agriculture, dale jen USDA). Nasledujicim projektem bylo
vytvoreni dvou databazi s cilem pochopit mechanismy toxicity a odolnosti viigi A3+
kationtim. Databaze byly vytvoieny za pouziti dvou kontrastnich genotypi ,,Brigitta® -
AI3* resistentni a ,Bluegold“ - Al3* sensitivni (INOSTROZA-BLANCHETEAU,
2011). Mimo volné dostupnych knihoven existuji i projekty, jejichz vysledky nejsou
veiejné (BUCK et al., 2012).

Prestoze EST databaze jsou platnym a spolehlivym zdrojem dat genové exprese,
maji sva omezeni. Hlavni nevyhodou je, Ze zastoupeni hojnéjSich transkripti je
Vv knihovnach castéjsi, zatimco slabé exprimované geny muze byt tézké urcit.
K vyrovnani mezi vyss$i a niz$i frekvenci transkriptu slouzi tzv. Supresivni subtraktivni
hybridizace (z angl. Suppression Subtractive Hybridization, dale jen SSH), coz je
metoda, potlacujici PCR efekt. Ma uplatnéni pii selektivni amplifikaci cilové a zaroven
snizuje amplifikaci necilové c¢cDNA (DIATCHENKO etal., 1999). Rozsifeni této
metody vedlo k tvorbé cDNA databazi zamétfenych na identifikaci moznych gent
regulujicich abioticky stres nebo patogenni interakce.

S cilem doplnit svou studii ohledné chladového stresu se rozhodli NAIK et al.
(2007) vytvotit prvni SSH databazi pro boravky (Vaccinium spp.). Pii své praci pouzil
kvétni pupeny Vaccinium corymbosum kultivaru "Bluecrop’. SSH metoda byla nasledné
pouzita 1 pro studium Antrakndzy borlvek, kterd ma velky ekonomicky dopad pfii
napadeni rostlin ve velkovyrobé (MILHOLLAND, 1995). Jako odolny byl pouzit
kultivar "Elliott” a jako sensitivni kultivar "Jersey’. 34 sekvenci z pivodni databaze bylo
pii pokusech odlisn¢€ exprimovéano u odolného genotypu a nasledné poskytly dikazy o
aktivni reakci ve zralych plodech vici patogenu (MILES et al., 2011).

Stale se rozsifujici databaze sekvenci nukleovych kyselin jsou dostupné on-line,
napt. na webovych strankach National Center for Biotechnology Information US

National Library of Medicine (dale jen NCBI; EZ, 10), nebo USDA (EZ, 11).
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3.2.7 Vyuziti molekularnich markeri

Molekularni markery maji v soucasné dobé vyznam piedev§im v mapovani
genomu jednotlivych rostlinnych druhti a tvorbé dendrogramti genetickych piibuznosti.
Velmi cCasto jsou pfi¢inou zmén v puvodni systematice. Mohou byt také vyuzity ve
Slechténi na hospodéisky vyznamné vlastnosti, napf. rezistence vic¢i chorobam a ke
stresu.

S vyuzitim RAPD markerd Badenes et al. (2003) zjistili pii své praci velké
mnozstvi nesrovnalosti v oznacovani jednotlivych kultivart tomelu. Nékdy mél jeden
kultivar vice jmen, jindy zase bylo jedno jméno pouzito pro vice kultivart
(BADENES et al., 2003). RAPD pouzili také Frotscher et al. (2014) pii identifikaci
stolnich odrid révy vinné (FROTSCHER et al., 2014).

V Turecku se vyuzivd molekularnich markerti, konkrétné¢ SSR, pii studiu
rezistence merunék vici viru Sarky $vestky (Plum pox virus, PPV). Turecko produkuje
z celosvétové produkce 15 —20 % cerstvych a 65 — 80 % suSenych merun¢k (EZ, 12).
PPV by tedy mohl vtéto Ilokalit¢ napachat velké hospodaiské Skody
(ULUBAS SERCE et al., 2015).

V roce 2005 publikoval Boches (BOCHES, 2005) 30 SSR markertt vhodnych
pro pouziti u kanadskych bortivek. Tyto markery nésledn¢ pii PCR amplifikovali
Palmieri et al. (2009) ve svém experimentu. Dobré amplifika¢ni vysledky ziskal u 13
znich. Cilem Palmieriho skupiny byla moZnost spravné identifikace kultivara
v produkénich skolkach a také moznost zjisténi borGvek v riznych produktech na
soucasném trhu potravin, jako jsou napft.: jogurt, détska vyziva, dzus a suSenky
(PALMIERI et al., 2009).

SSR metoda byla také pouZita v jiném pifipadé. K niZze uvedenému dendrogramu
(Obr. 1) bylo pouzito 42 SSR markert. Patrny je vliv kultivaru "Weymouth” jako
jednoho z rodic¢i pro Slechténi kultivari odolnych vici chorobam (BIAN et al., 2014).
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Obr. 1: Dendrogram za pouziti 42 SSR markert (pfevzato z BIAN et al., 2014).



Real-Time PCR umoziuje snadnou identifikaci druhti ve zpracovanych
potravinach (PEANO et al., 2004). Stejn¢ tak je mozné identifikovat i vétsi skudce,
napiiklad Rhagoletis mendax, a to ve vSech jeho stadiich (BURGHER-
MACLELLAN et al., 2009). Larvy tohoto hmyzu z ¢eledi vrtulovitych (Tephritidae),
jsou $patn¢ identifikovatelné a napadaji plody Brusnice tzkolisté (Vaccinium
angustifolium).

V roce 2011 byly na borivkach kultivaru "Nelson’, rostoucich na komerénim
poli v centralni oblasti Polska, pozorovany na listech chorobné skvrny, popsané jako
¢ervenohnédé az hnédé a nepravidelné. Jejich prumér byl 0,3 - 0,5 cm a ¢asto
splyvaly. PCR s pouzitim primera Ps-pro a Ps-rev, specifickych pro
Pseudomonas spp., potvrdila, Ze ptivodce choroby izolovany z napadenych listl, patii
do tohoto rodu (KALUZNA et al., 2013).
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4. VLASTNI KOMENTAR

V popsanych molekularnich metodach jsou patrné nékteré rozdily a moznosti
jejich vyuziti. SSR markery s kodominantnim charakterem mohou byt porovnavany
mezi riznymi vyzkumnymi pracovisti diky tomu, ze kazdy lokus je definovan danou
primerovou sekvenci. Tyto markery tvoii zaklad genomové databaze kanadskych
bortivek, podporované¢ Plants for Human Health Institute, North Carolina State
University, Washington State University a USDA. Databaze jiz byly vyuzity pii
studiich ohledn¢ chladového stresu nebo antraknozy bortivek. U metody RAPD je sice
kratky Cas pottebny k jejich zavedeni v laboratofi (Baranek et al., 2006), ma vSak horsi
opakovatelnost a reprodukovatelnost vysledki i v ramci jednoho pracovisté. AFLP
ostatni metody.

Molekularni metody jsou ve svété stale popularnéjsi. Jiz doslo a stale dochazi
predevsim k tvorbé dendrogrami ptibuznosti kultivari, odriid a druhi, kdy se vyuziva
RAPD a SSR metod (LEVI a ROWLAND, 1997; BIAN et al., 2014). Diky ziskanym
datim dochazi ke zménam v ndzvoslovi a celkové systematice druhti rostlin i zivocichti
(BADENES et al., 2003). Real-Time PCR je schopna detekovat vétsi rostlinné skidce
(BURGHER-MACLELLAN et al., 2009) nebo analyzovat potraviny na piitomnost ¢i
neptitomnost jednotlivych druht rostlin. Pomoci PCR metod lze identifikovat viry.

Pofizeni technického vybaveni pro metody molekularnich markeri neni pro
Ceské Slechtitele levnou zaleZitosti. Svétové vyznamné Slechténi probiha ve velkych
Skolkéch, popt. v riznych projektech univerzit a vyzkumnych ustavi, kde je technické
vybaveni dostupné. V USA je ziejmad i podpora ze strany mistniho Ministerstva
zemedélstvi (USDA), ktera trva prakticky od dob domestikace kanadskych bortvek.

Nejedna se o piimé Slechtitelské techniky, molekularni metody maji spiSe
analyzac¢ni a kontrolni funkci. Pfinosem molekularnich metod je pfedevsim tspora Casu.
Rostliny nemusi byt pfi Slechténi dopéstovany do stadia, kdy se hospodaisky vyznamny
znak projevi. Pomoci molekuldrnich markerti se da urcit, zda si nové vyslechténé
kultivary nebo odrudy zachovaly po rodi¢ich konkrétni cilové vlastnosti jesté diive, nez
dojde k jejich projevu.

Jelikoz ale celkovy genom je zna¢né velky, bude i nalezeni jednotlivych
vyznamnych genii ¢asové naroc¢né. S rostoucimi znalostmi genll poroste i popularita

vyuzivani molekularnich metod.
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Oblasti vyzkumu bortvek, kterym se vyzkumnici v soucasné¢ dobé vénuji,
je zmirnovani choroby zptisobované houbou Monilinia vaccinii-corymbosi a hnilob
plodii, prevence praskani plodi a vytvaieni genetickych nastroji pro zlepSovani
bortivek, jako je zmenSeni jizvy na plodech, vétsi odolnost vaci chladu, zvySeni
tolerance k vys$simu pH pudy, pozdé¢jsi nastup kveteni nebo vétsi pevnost a odolnost
plodd po sklizni. Slechténi novych kultivart pro plantazni péstovani se zaméfuje mimo
jiné na snizeni poctu sbérd, coz by umoznilo jednorazovou sklizen. Svétlejsi zelena,
popt. zlutd nebo Cervend barva listh muze vést ke zvySeni atraktivnosti pii vyuziti
bortvek i jako okrasnych rostlin v zahradach (SCALZO et al., 2009b). Samoziejmosti
jsou jeste veétsi velikost bobuli a plodnost kefti. S rostoucim povédomim a zéjmem lidi o
nutri¢né kvalitni a zdravou stravu, jsou snahy Slechtitelli bortivek orientovany 1 na vyssi
antioxidacni kapacitu (napf. obsah antokyanti), obdobné jako v praci Mellidou et al.
(2014), kteti ve své praci vyuzili molekularni markery pfi Slechténi jablek s vyssi
koncentraci vitaminu C (MELLIDOU et al., 2014).

Dle Brazeltona (2013) roste svétova produkce kanadskych bortvek v poslednich
letech ptiblizné o 20 % kazdé 2 roky. Tato skute¢nost pravdépodobné muiize zvysit
zacileni Slechtiteld smérem k tomuto druhu.

Péstovani kanadskych bortivek neni v CR zdaleka tak rozsitené jako v mistech
jejich pivodniho rozsifeni, Severni Americe, natoz pak Slechténi (0 opaku mam
Kk dispozici jen neovétené, mozna spise tajné, informace). Nejveétsi komeréni plocha pro
produkci plodu je u nas farma pana Hustého z Provodova, s rozlohou 2 ha. Obecné 1ze
fici, ze péstovani drobného ovoce je u nas v utlumu, oproti napt. sousednimu Polsku,
kde se zemédé€lska vyroba rozviji a komercni plochy osazené kanadskymi borivka
ptesahuji 3 000 ha.

Jelikoz je u nds komer¢ni prodej sbiranych lesnich boriivek legislativné omezen,
je zde velky potencial pro produkci kanadskych borivek. Pii vysadbé 3 000 — 3 500 ks
rostlin na jeden ha a produkci 3 —5 kg plodu z jednoho kefe vychazi celkova rocni
sklizen okolo 10 tun/ha.

MnozZeni rostlin se u nas vénuje ve vétSim méfitku jen firma Jan Holub s.r.o. |
kdyz velka ¢ast jejich produkce sméfuje do zahranici, nestaci pokryt rostouci poptavku.

Molekularni metody spojené se Slechténim kanadskych borvek u nés rozvinuté
nijak nejsou. Ve svétovém mefitku se tyto metody vyuzivaji stale Castéji a metodiky
pouziti jsou stale propracovangjs$i. V soucasné dob¢ zalezi spiSe na rozlusténi celého

genomu kanadské bortivky a na identifikaci jednotlivych vyznamnych genti. V CR lze
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doporucit vyuziti molekuldrnich metod spiSe pro vyznamnéjsi hospodarské komodity,

jako jsou jablka, meruniky, Svestky a réva vinna.



5. ZAVER

Cilem prace bylo prostudovani literatury tykajici se Slechténi kanadskych
bortivek a literatura zabyvajici se molekularnimi metodami pii analyze rostlinné DNA.
Jelikoz v Ceské republice §lechténi tohoto druhu neprobih4, jednalo se spise o studium
zahrani¢ni literatury. Diky molekuldrnim metodam maji Slechtitelé kvalitni nastroje pro
kontrolu produktii svého snaZeni. Rod Vaccinium ma, doposud jako jeden z mala,
databazi genetickych dat centralizovanou do jednoho mista. Prostiednictvim webovych
stranek jsou tyto data pfistupnd vyzkumnym pracovnikim, ale i Siroké vetejnosti.

Piinos SSR a RAPD metod je pfedevSim pii tvorbé dendrogrami genetické
ptislusnost riznych taxonomickych jednotek, metodu AFLP lze vyuzit pii studiu
hybridizace, introgrese nebo definice klont. Zavéry SSR analyz mohou byt snadno
ovéfeny na jinych pracovistich a tvofi zéklad centralni genomové databaze. AFLP a
RAPD metody maji vysledky hiife reprodukovatelné, jsou ale casové snadno
zaveditelné v laboratofi.

I kdyz druh Vaccinium corymbosum dosud nepatii mezi piedni svétové ovocné
komodity, popsané metody a techniky maji své uplatnéni v praxi. Molekularni metody
ve spojeni s timto druhem jiz byly vyuzity pii studiu moznosti potlaceni abiotického a
biotického stresu rostlin. Budouci zaméteni svétovych Slechtiteltl kanadskych bortivek

bude smétovat t€émito sméry:

mrazuvzdornost

- rezistentnost proti chorobam a Skidciim
- odolnost vy$§im hodnotdm pH

- atraktivita rostlin pro domaci péstovani
- vétsi velikost a mnozstvi ploda

- svétlejsi barva plodi

- lepsi chut’ a vyssi obsah nutri¢nich latek
- delsi skladovatelnost ploda

- mensi jizva.



6. SOUHRN, RESUME, KLICOVA SLOVA

Vyuziti molekularnich markeri pri Slechténi kanadskych boriivek.

Tato prace se zabyva nejnovejSimi poznatky pfi Slechténi kanadskych bortvek.
Je zde zpracovan piehled v soucasné dobé pouzivanych PCR metod, ptiklady jejich
vyuziti v minulosti a mozné budouci uplatnéni pii studiu druhu Vaccinium
corymbosum L. Bylo sledovano uplatnéni molekularnich metod vyuzivanych pfi
analyze rostlinné DNA u tohoto rostlinného druhu. Byly zde popsédny molekuldrni
metody a jejich vysledky slouzici pro identifikace a odliSeni jednotlivych odrtd,
diagnostiku patogenti a sledovani a tvorbu molekularnich markerii. Tyto markery

mohou byt spojeny s hospodafsky vyznamnymi vlastnostmi tohoto druhu.

Kli¢ova slova: boruvka, Slechténi, PCR, marker.

The use of molecular markers in breeding of Highbush Blueberries.

This thesis deals with the latest findings in breeding highbush blueberries. There
is prepared an overview of currently used PCR techniques, examples of their use in the
past and possible future use in the study of the species Vaccinium corymbosum L. It was
observed the application of molecular methods used in the analysis of plant DNA in this
plant species. There is a description of molecular methods and their results used for the
identification and differentiation of the varieties, monitoring and diagnosis of pathogens
and the formation of molecular markers. These markers can be associated with

economically important properties of this species.

Keywords: blueberry, breeding, PCR, marker.
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