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1 Uvod

Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum) patii do ¢eledi viesovcovitych
(Ericaceae), rodu Vaccinium a sekce Cyanococcus. Péstuje se predevsim pro své plody
nazyvané boravky, které jsou velmi chutné a maji také pozitivni ucinky na lidské zdravi,
hlavné diky vysokému mnozstvi antioxidanti. Kromé brusnice chocholi¢naté jsou
vyznamnymi druhy pro pésténi a Slechténi také brusnice uzkolista (V. angustifolium),
brusnice prutovita (V. ashei), brusnice Darrowova (V. darrowii), brusnice bortivka
(V. myrtillus), vlochyné¢ bahenni (V. uliginosum) abrusnice Constableova
(V. constablaei) ataké nékteré dal$i druhy z jinych sekci, kterymi se ale v této praci
zabyvat nebudu. Existuje n¢kolik set odrud brusnice chocholi¢naté, nékteré jsou
patentované. Na odliSeni druhd rodu Vaccinium se mimo jiné pouzivaji mikrosatelitni
markery. Pokud jsou nalezené mikrosatelity i v ramci druhu dostateéné polymorfni, je
mozné vyuzit je pfimo na odliSeni jednotlivych odrid. Tato prace by se méla vénovat
mikrosatelitnim markerim, které se daji pouzit na odliSeni odriid druhu brusnice

chocholi¢naté.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdroju.
2. Vypracovani reserSe na téma bakalai'ské prace - charakteristika druhu brusnice
chocholi¢natd s dirazem k péstovanym kultivarim a DNA markerim

(mikrosatelitim) vhodnym k jejich identifikaci



3 Rod Vaccinium

Vaccinium je rod dvoudéloznych rostlin, ktery nalezi do ¢eledi viesovcovitych
(Ericaceae). Je to skupina s velmi slozitou taxonomii zahrnujici pfiblizn¢ 450 druhi
(Song et Hancock, 2011). Tyto druhy jsou ¢lenény do 30 sekci (Stevens, 1969) tento
nahled na ¢lenéni rodu Vaccinium je uvadén i v novéjsi literatuie (napi. Ballington, 2001;
Vander Kloet et Dickinson, 2009). Vnitini nomenklatura rodu Vaccinium ale neni
ustalena a rGzni autofi pfichdzi s rozdilnymi koncepty (Vander Kloet, 1980 et 1988;
Uttall, 1986 et 1987; Galletta et Ballington, 1996). Rod Vaccinium ma slozitou taxonomii
i z hlediska ¢eského odborného nazvoslovi, protoze pro tento rod je pouzito nékolik
¢eskych rodovych jmen, nejcasteji brusnice, ale dale 1 klikva a vlochyné. V rdmci rodu
Vaccinium existuje né€kolik hospodarsky vyuzivanych druhl, nejvyznamnéjsi sekce

a druhy pro potravinafstvi a Slechténi jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vybrané sekce a druhy rodu Vaccinium (upraveno podle Song et Hancock,
2011; Anonymousl, 2015)

Sekce Druh Cesky nazev Ploidie (x = 12)
V. angustifolium Ait. Brusnice uzkolista 4x
V'Vells\?ii;:ti?:;(i?;n' Brusnice prutovita 6Xx
V. constablaei Gray Brusnice Constableova 6x

V. corymbosum L. Brusnice chocholi¢nata 2X, 4x
V. darrowii Camp Brusnice Darrowova 2X
Cyanococcus V. fuscatum Ait. 2X
V. pallidum Ait. 2X, 4x
V. myrsinites L. 4x
V. myrtilloides Michx. 2X
V. tenellum Ait. 2X
V. elliottii Chapm. Brusnice Elliottova 2X
Myrtillus V. myrtillus L. Brusnice bortvka 2X
V. oxycoccus L. Klikva bahenni 2X, 4X, 5X, 6x
Oxycoceus V. macrocarpon Ait. Bruj;fsp(lt!zva) 2X
Vaccinium V. uliginosum L. Vlochyné bahenni 2X, 4X, 6X
Vitis-ldaea V. vitis-idaea L. Brusnice brusinka 2X

Poznamka: Ait. = Aiton, Camp = Camp, Chapm. = Chapman, Gray = Gray, L. = Linnaeus, Michx.
= Michaux



Nékteré z téchto druhti se pestuji ve spousté odrud, prikladem druhu s nejvétsim
poctem odrud je brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum), na kterou predevsim
je tato prace zaméfena. V soucasné dobé je n€kolik druht rodu Vaccinium péstovano
komer¢né v zemé&délské produkci i individualné mnohymi zajmovymi zahradkari. Vyuziti
plodu je tedy v potravinaistvi a obecné znamé jsou také jejich ptiznivé ucinky na lidsky

organismus (Song et Hancock, 2011; Nile et Park, 2014; Anonymous6, 2016).

3.1 Charakteristika vybranych druhi rodu Vaccinium

V ramci rodu Vaccinium se pro pésténi a Slechténi vyuziva nékolik druht,
Kk nejznaméjsim patii brusnice chocholi¢nata a jeji kiizenci s nékolika dal§imi druhy rodu
Vaccinium, dale klikva velkoploda (V. macrocarpon) a brusnice brusinka (V. vitis-idaea).
V této kapitole je popsan druh brusnice chocholi¢natd a druhy se kterymi je nejcastéji
kiiZena.

3.1.1 Brusnice chocholi¢nata

Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum) je vzpiimené rostouci opadavy
ket (Grulich, 2020). V piirodé dortsta nejcastéji vysky 2-3 m a roste v chladngjsich
oblastech (Nesom, 2001; Song et Hancock, 2011; Retamales et Hancock, 2012). Diky
pomérné vysokému vzrlstu se pro tuto rostlinu uzivd v anglofonnich zemich obecné
pojmenovani highbush blueberry (Nesom et Davis, 2002). Koteny rostou mélce, vétsinou
jen do hloubky kolem 0,4 m a jsou zavislé na mykorhize (Paprstein et al., 2009;
Retamales et Hancock, 2012). Vétve jsou na prifezu hranaté nebo oblé a maji
Zlutozelenou, v zimé nacervenalou barvu (Vander Kloet, 1988; Nesom et Davis, 2002;
Grulich, 2020). Listy jsou jednoduché a rostou stiidavé. Jsou kratce fapikaté a ¢epel ma
tvar vejCity nebo tzce az Siroce elipticky. Na lici jsou listy mirn€ voskovité, na rubu maji
Zilnatinu S minimem chloupkt (Nesom et Davis, 2002; Grulich, 2020). Barva listi je
nejcastéji zelena, na podzim oranzova az ¢ervena (Vander Kloet, 1988; Anonymous5).
Existuji ale i vyjimky, napiiklad kultivar 'Cabernet Splash' (spontanni mutant odridy
"Toro"), jehoz listy maji od vyraseni az po jejich opad barvu vinové ¢ervenou az do fialova
(Catton, 2019).

V hroznovitém kvétenstvi jsou usporadany oboupohlavné kvéty podlouhle
bankovitého tvaru (Obr. 1). Maji dlouhou kvétni stopku a rozliseny kalich s korunou,
které jsou srostlé. Kalich je zeleny, péticetny. Koruna je bila, svétle rizova nebo i rizova,
ma pét kratkych nazpét zahnutych cipi a je péticetna (Hejny et al., 1990; Grulich, 2020).
Kvét ma 8 az 10 tyCinek a semenik je spodni (Hejny et al., 1990). Rostliny jsou

4



cizosprasné, v piipadé potieby vSak také samosprasné, to ale snizuje kvalitu jejich plodi
(Paprstein et al., 2009; Grulich, 2020). Na severni polokouli kvete v obdobi od tnora do
ervna (Nesom et Davis, 2002). V Ceské republice obvykle v obdobi od kvétna do &ervna
(Anonymous4, 2017). Plodem jsou kulovité barvou obvykle syt¢ modré az modrocerné
bobule (Hejny et al., 1990; Grulich, 2020). Tyto bobule jsou nazyvany bortuvky. Velikost
bobuli je v priméru 0,4—1,2 cm. DuZina je svétle zelena, nebarvi a obsahuje spoustu
drobnych semen (Nesom, 2001; Grulich, 2020). Kef plodi v podminkach Ceské republiky
obvykle od konce ¢ervna az do zaii (popi. fijna) (Paprstein et al., 2009; Anonymous4,
2017). Plody nedozravaji najednou, ale v obdobi né€kolika tydni (Anonymous4, 2017;

Anonymousb). Rostlina za¢ina kvést a plodit uz v prvnim roce Zivota (Retamales et

Hancock, 2012; Anonymousb).

Obrazek 1: Kvéty brusnice chocholi¢naté (Foto: Anita Gould)

Brusnice chocholi¢nata se ptirozené vyskytuje ve vychodni a severni ¢asti Severni
Ameriky (Obr. 2) (Hancock et Draper, 1989). Vyskytuje se ve dvou ploidnich stupnich,
a to diploidnim a tetraploidnim. Diploidni populace se vyskytuje pfirozené
v severovychodni ¢asti Severni Ameriky a tetraploidni populace se vyskytuje ve
vychodni ¢asti Severni Ameriky, takze jejich vyskyt se ¢aste¢né piekryva, ale tetraploidni

populace zasahuje jiznéji nez diploidni (Song et Hancock, 2011).
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Obrazek 2: Mapa piirozeného vyskytu brusnice chocholi¢naté v Severni Americe

(Nesom, 2001)

Poznamka: Cervend jsou oznadeny staty s pfirozenym vyskytem, modie Srafované jsou
staty, kde zacala byt brusnice péstovana i mimo svijj pfirozeny vyskyt pro komercni
produkci
3.1.2 Brusnice Darrowova

Brusnice Darrowova (V. darrowii) je stalezeleny kef, vyrustajici nejcastéji do
vysky kolem 0,6 m (Vander Kloet, 1988), v anglofonnich zemich se nazyva Darrow's
blueberry. Ptirozené se vyskytuje v jihovychodni ¢asti Severni Ameriky (Song et
Hancock, 2011; Retamales et Hancock, 2012). Tvofi rozsahlé porosty a vyhovuji ji
teplejsi oblasti. Ma modrozelené listy, kvéty jsou bilé, nékdy s nddechem do rGzova ¢i
cervena. Plody jsou pomérné malé, pevné, obvykle jejich velikost neptesahuje 1 cm. Maji
svétle modrou barvu a vyhodou je, Ze se daji skladovat i v teple pomérné dlouhou dobu
(Vander Kloet, 1988; Song et Hancock, 2011).

3.1.3 Brusnice uzkolista

Brusnice uzkolista (V. angustifolium) je opadavy nizky ket dorustajici 0,1 az
0,6 m. ptirozen¢ se vyskytuje v severovychodni casti Severni Ameriky (Retamales et
Hancock, 2012) a ma toleranci viéi mrazu a vys$simu pH (Song et Hancock, 2011).

Dokaze prezit teploty az pod —30 °C (Retamales et Hancock, 2012). Kvuli svému



nizkému vzrustu se tento druh nazyva v anglofonnich zemich lowbush blueberry. Listy
jsou eliptické az uzce eliptické, barvou zelené az zelenomodré. Kvéty jsou bilé, n€kdy
s rizovymi pruhy. Bobule jsou modré, cerné nebo velmi vzacné 1 bilé. Velikost ploda
byva vétsinou 3—9 mm a obecné byvaji mensi nez plody brusnice chocholi¢naté (Vander
Kloet, 1988; Song et Hancock, 2011, Retamales et Hancock, 2012). KiiZzenim kultivari
brusnice uzkolisté (lowbush blueberries) a kultivarti brusnice chocholi¢naté (highbush
blueberries) vznikaji kultivary nazyvané half-high blueberries, které maji dostate¢né
nizky vzrast na to, aby byly v chladnych oblastech chranény snéhem pied mrazem, ale
zaroven maji tyto rostliny vétsi plody nez brusnice uzkolista (Retamales et Hancock,
2012).

3.1.4 Vlochyné bahenni

Vlochyné bahenni (V. uliginosum) se pfirozen¢ vyskytuje hlavné v severnéjsich
oblastech Severni Ameriky. Kefe jsou opadavé a dorustaji vysky 0,1-0,7 m. Listy jsou
tmavé zelené, kvéty maji barvu od rtizové az do fialové a jsou odolné vici mrazu. Kvést
zacina zacatkem Cervence (Anonymous13; Vander Kloet, 1988; Song et Hancock, 2011).

Plody jsou kulovité bobule modré barvy o velikosti v priméru 0,6-0,8 mm (Vander
Kloet, 1988).

3.1.5 Brusnice Constableova

Brusnice Constableova (V. constablaei) se ptirozené vyskytuje v jihovychodnich
oblastech Severni Ameriky. Kefe jsou opadavé, dortstaji vysky 1 m a jsou odolné vici
mrazu. Zac¢ina kvést jiz v ¢ervnu. Plody maji svétle modrou barvu (Rowland et al., 2005;

Song et Hancock, 2011; Anonymous14).

3.1.6 Brusnice prutovita

Brusnice prutovita (V. ashei, nékdy uvadéna pod nazvem V. virgatum) je 2.4 az
4,5 m vysoky opadavy keft, obecné nazyvany v anglofonnich zemich rabbiteye blueberry
(Anonymous?2). Piirozené roste v jihovychodnich ¢astech Severni Ameriky, kde mize
dorist az 6 metri (Retamales et Hancock, 2012). Plody jsou velmi malé ve srovnani
s plody brusnice chocholi¢naté. Spolu s brusnici Darrowovou jsou nejtolerantnéjSimi
druhy viaci suchu a teplu atyto vlastnosti se ptendseji i na hybridni potomstvo
(Anonymous2, Erb et al., 1988a et 1988Db).



Obrazek 3: Brusnice prutovita kultivar 'Maru' (Foto: Manuel Martin Vicente)
3.1.7 Brusnice boriivka

Brusnice bortavka (V. myrtillus) se vyskytuje v Evropé, Asii a v zapadni ¢asti
Severni Ameriky. V Ceské republice se vyskytuje vzacné v teplych oblastech, pomérné
hojné ve stiednich polohéach a hojné na horach. Je to opadavy ket, dorlistajici maximalné
0,6 m. Kvéty vyristaji z pazdi listh a maji bilou nebo nazelenalou barvu s nartiZovélym
nadechem. Plodem jsou kulovité bobule, které jsou nejcastéji modrocerné, vyjimecné
bélavé nebo Cervené (v dobé zralosti). Jsou velmi malé, o velikost v priméru 0,5-0,7 mm
(jen velmi vzacné se daji nalézt bobule o velikosti az 1 cm) plody brusnice bortuvky jsou
obecné v priméru az 2x mensi nez plody brusnice chocholi¢naté. DuZina borivek je

modrofialova a barvi (Vander Kloet 1988; Hejny et al., 1990; Hoskovec 2007).

Obrazek 4: Detail plodu brusnice bortivky (Foto: Ettore Balocchi)



4 Taxonomie druhu brusnice chocholi¢naté

Brusnice chocholi¢nata je v systému zafazena takto (Anonymous15, 2021):

Rige: rostliny (Plantae)

Podiise: cévnaté (Tracheobionta)

Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: vyss$i dvoudélozné (Rodopsida)

Rad: viesovcotvaré (Ericales)

Celed: viesovcovité (Ericaceae)

Podceled’: brusnicovité (Vaccinioideae)

Rod: brusnice (Vaccinium)

Sekce: Cyanococcus

Druh: brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum Linnaeus)

4.1 Problematika vymezeni druhu Vaccinium corymbosum

Brusnice chocholi¢natd je péstiteli nazyvana kanadska bortivka. Toto lidové ¢i
zahradnické oznaceni zahrnuje samotnou brusnici chocholi¢natou i hybridni rostliny
vzniklé kiiZenim brusnice chocholi¢naté s dalsim druhem (popft. dal§imi druhy) rodu
Vaccinium. Velmi sporné je také uzivani nazvu highbush blueberry. Galletta et Ballington
(1996) zahrnuji do highbush blueberries napiiklad i druhy V. elliotti a V. constablaei.
Vander Kloet (1980 et 1988) timto nazvem, a také pfimo nazvem V. corymbosum,
pojmenovava kultivary vzniklé kiizenim V. corymbosum a jinych druht rodu Vaccinium,
a dokonce i velmi ptibuzné druhy, jako je napiiklad V. fuscatum neboli black highbush
blueberry. Vander Kloet (1980 et 1988) totiz nebyl schopen nalézt morfologické znaky,
které by jasné odliSovaly tyto druhy, a tak je povazoval za druh jeden. Ve Slechtitelské
praxi byva V. corymbosum nejcastéji kiizena s druhy V. angustifolium, V. ashei (neboli
V. virgatum), V. constablaei, V. darowii, V. myrtillus nebo V. uliginosum (Song et
Hancock, 2011). Uttall (1986 et 1987) vSak uziva nazev V. corymbosum pouze pro tento
druh. Rozdilné nazory na uzivani nazvu V. corymbosum mohou nékdy zptsobit zna¢né
nejasnosti. Prikladem mize byt kultivar Sierra (Anonymous3). Tento kultivar je
v Genome database for Vaccinium (GDV) uveden jako kultivar V. corymbosum a neni
u ngj uvedena zadna zminka o tom, ze by se mélo jednat o hybrid (Anonymous3). Ve
skuteCnosti je ale Sierra komplexnim hybridem péti druhd, a to V.corymbosum,

V. darrowii, V. ashei, V. constablaei a V. angustifolium (Song et Hancock, 2011).



5 Antioxidacni vlastnosti boruvek

Bortivky jsou ovoce oblibené diky své vyborné chuti, maji vysoky obsah
vitamind, minerdll a jsou jednim z nejbohatSich zdroji antioxidantli mezi Cerstvym
ovocem. Antioxidanty jsou latky, které jsou schopny inaktivovat volné radikaly. Volny
radikal je vysoce reaktivni atom nebo molekula, ktera obsahuje neparovy elektron ve
vazebném orbitalu. Ne vSechny vysoce reaktivni ¢astice maji formu radikalu, termin
volny radikal se vsak Casto pouziva jako souhrnné oznaceni pro vSechny vysoce reaktivni
Castice. Tyto latky jsou schopny poSkozovat celé tkané (Ledvina et al., 2009).

Bortivky obsahuji vitamin C, vitamin E a flavonoidy (patfi mezi fenolické
slouCeniny). Maji jednu z nejvysSich antioxidacnich kapacit (Prior et al., 1998). Tato
antioxidaéni aktivita zistavad z vétsi Casti zachovéna 1 u potravinaiskych vyrobkl
z boruvek po jejich zpracovani (Schmidt et al., 2005). Fungovani téchto antioxida¢nich
malych molekul je zaloZzeno na zreagovani s volnymi radikaly a nasledné preméné
antioxida¢nich malych molekul na stabilni molekuly. Tyto molekuly maji vSak 1 ptes
jejich stabilitu radikalovy charakter, ale jsou stabilni, protoze kazdy antioxidant ma
konjugované dvojné vazby a elektrony z téchto pi-vazeb stabilizuji neparovy elektron.
Neparovy elektron se totiz mize piesouvat po systému dvojnych vazeb a ¢im vic
moznosti pfesunu ma, tim je sloucenina stabilnéjsi (Necas, 2006).

Dalsi jiz zminované diilezité latky, které bortivky obsahuji, jsou flavonoidy. Plati,
ze vSechny druhy rodu Vaccinium tyto latky obsahuji, jejich mnozstvi se vSak u kazdého
druhu lisi, rozdily jsou dokonce i mezi jednotlivymi kultivary. Existuje mnoho skupin
flavonoidu, ve zralych bortivkach se nachazeji antokyany a flavonoly. Antokyany jsou
pigmenty rozpustné ve vode¢ S rozmanitou barevnosti od oranzové po fialovou. Zndmymi
antokyany jsou kyanidin a malvidin, z nichz malvidin je nejzastoupenéjs$i antokyan
nachazi vétsi mnozstvi antokyanli ve slupce nez v duzing. Slupka maé tedy vyssi
antioxidacni aktivitu (Burdulis et al., 2009). Dalsimi flavonoidy jsou flavonoly, pievazné
kvercetin a jeho derivaty. Ty tvofi nad 75 % obsahu flavonolt v borivkach (Cho et al.,
2005).

Spousta skupin flavonoidi ma nejen antioxidacni, ale také antimikrobialni Gi¢inky,
které¢ by mohly byt v budoucnu vyuzity v potravinaiském pramyslu nebo zdravotnictvi.
Tyto ucinky jsou zalozené nejCastéji na destabilizaci cytoplazmatické membrany

a inhibici mikrobidlnich enzymil. N&které flavonoidy jsou vSak schopny zabranit 1 adhezi
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patogenu k epitelu, coz je predpokladem pro infekci velkého mnozstvi patogenti
(Puupponen-Pimia et al., 2005).

Clovek viak nedokaze absorbovat viechny flavonoidy. V provedené studii, ktera
byla zaméfena konkrétné na antokyany, byly dobrovolnikim podavany bortivky, které
obsahovaly 25 druht antokyant. Nasledn¢ v krevnim séru dobrovolnikt jich bylo zji§téno
19. V dalsi ¢asti bylo dokazéano, ze obsah antokyanil v séru piimo koreluje se zvySenim
antioxidac¢ni kapacity séra. Absorpce flavonoidii z bortvek je tedy dost vysoka na to, aby
se antioxida¢ni u¢inky projevily na lidském organismu (Mazza et al., 2002).

Diky svym antioxida¢nim u¢inktim, by mély byt borivky ucinné i ptimo v boji
s konkrétnimi nemocemi, napiiklad s ateroskler6zou, coz potvrdily in vivo testy na
mysSich. Jedné skupiné mysi byl po celych 20 tydni ptidavan do potravy lyofilizovany
borlivkovy prasek. Prave tato skupina méla po dvaceti tydnech téméf zastaveny rast plakt
V tepnach, rozvoj aterosklerdzy byl tedy zna¢né¢ zpomalen. Borivky nejen, Ze obsahuji
antioxidanty samotné, ale také latky, které jsou schopny aktivovat antioxida¢ni enzymy

(Wu et al., 2010).
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6 Péstovani druhu rodu Vaccinium

Druhy rodu Vaccinium jsou v dne$ni dobé hojné péstovany kvili chutnych
a zdravym plodim. Pfi péstovani se musi dodrzovat urcité podminky, jako naptiklad
kysela pudni reakce (Paprstein et al., 2009). V ramci rozdéleni velkého mnozstvi
kultivari bylo vytvofeno v anglofonnich zemich nékolik skupin, které obsahuji pro
pésténi nejvyznamnéjsi kultivary druht rodu Vaccinium (Anonymous6, 2016). V Ceské
republice se nejCastéji péstuji northern highbush blueberries pod ndzvem kanadské
borivky (Paprstein et al., 2009).

6.1 Péstitelska typologie

Z hlediska péstitelské typologie se rozdé€luji v anglofonnich zemich druhy rodu
Vaccinium do nékolika skupin, a to highbush blueberries (ty se dale déli na northern
a southern), half-high blueberries, rabbiteye blueberries a lowbush blueberries, do téchto
skupin patii druhy rodu Vaccinium sekce Cyanococcus - piiklady kultivart zatazenych
k t¢tmto skupinam jsou uvedeny v tabulce 2. Dale jsou to skupiny cranberries
a lingonberries (Anonymous6, 2016).

Highbush blueberries: jsou to kultivary druhu brusnice chocholi¢naté, nékdy zde
byvaji zafazovani také kiizenci brusnice chocholi¢naté a nékolika dalSich druhd rodu
Vaccinium, a to V.angustifolium, V. ashei (neboli V. virgatum), V. constablaei,
V. darowii, V. myrtillus nebo V. uliginosum (Vander Kloet, 1980 et 1988; Song et
Hancock, 2011). Po¢atkem 20. stoleti Dr. Frederick Coville z Ministerstva zem&délstvi
Spojenych stati americkych (USDA) jako prvni domestikoval brusnici chocholi¢natou
a zjistil, ze pro svij rust potiebuje kyselou pidni reakci a obdobi dormance ptes zimu
(Coville, 1916). Provadél také jeji vegetativni rozmnozovani pomoci stonkovych fizkt
(Coville, 1927). Po Dr. Covillovi nasledoval velky rozvoj kiiZeni a §lechténi, o ktery se
zaslouzili naptiklad Dr. Arlen Draper, Dr. Sharpe a mnozi dalsi. Pokud byla v ptirodé
nalezena rostlina s vyhodnymi vlastnostmi, byla kultivovana, nasledné ji bylo pfidéleno
kultivarové jméno a déle pak tyto rostliny mohly byt kiizeny mezi sebou nebo s dalsimi
druhy rodu Vaccinium (Anonymous6, 2016). Brusnice chocholi¢nata je v souc¢asné dob¢
hojné péstovana jak komercéné v zemédélské produkcei plodl, tak mnohymi zahradkari
jako hobby. Je vyslechténa spousta kultivari, které mohou spliiovat rizné pozadavky
(odolnost vici houbovym chorobam, mrazuvzdornost, rtiznou vysku atd.) (Song et
Hancock, 2011). Péstované rostliny mohou byt vysoké 1-5 m (Vander Kloet, 1988).

Vyslechténé kultivary nemaji vzdy jen vlastnosti vyhodné pro pésténi, mnohdy jde jen

12



0 neobvykly vzhled rostliny, diky kterému se kultivar stane populdrnim - pfirozena barva
plodu brusnice chocholi¢naté je od svétle po tmavé modrou, ale v ptirodé se vyskytuji
| mutantni rostliny s bilymi a riazovymi plody, kdy rizové bobule maji velky potencial
stat se velmi oblibenymi. Proto je naptiklad odrida 'Pink Bonbons' vyslechténa tak, aby
nesla pravé plody rizové barvy (tento kultivar vznikl v8ak i pfiktizenim V. angustifolium)
(Luby, 2015).

Highbush blueberries se vSak jest¢ déli na northern highbush blueberries
a southern highbush blueberries.

Northern highbush blueberries: tyto kultivary vznikly v severni ¢asti Severni
Ameriky, dale se déli na nalezené v piirod¢ (wild), tradi¢ni (historical) a moderni
(modern). Jsou mrazuvzdorné a vyZzaduji obdobi dormance, které je indukovano snizenim
okolni teploty. (Boches, 2005; Anonymous6, 2016).

Southern highbush blueberries: tyto rostliny jsou piizptisobeny k rustu v oblastech
S mirnym klimatem, jako je jih USA. VétSinou to byvaji hybridni rostliny vzniklé
ktizenim V. corymbosum napiiklad s V. darrowii. Mohou byt péstovany i v subtropickych
oblastech (Anonymous6, 2016). V takovych oblastech se pouziva “evergreen” systém,
pii kterém rostliny nemaji dormanci a jsou stalezelené. Pro tyto systémy jsou v§ak vhodné
jen nékteré kultivary, jako 'Avanti’ a 'Kestrel' (Williamson et al., 2019).

Half-high blueberries: kiizenim V. corymbosum a V. angustifolium vznikaji
kultivary nazyvané half-high blueberries. Byly vyslechtény na severu USA, kde je velmi
chladné klima. Rostliny jsou dost malé na to, aby je v zim& chranil snih pfed vétrem
a nizkymi teplotami a tim je zabranéno poSkozeni rostlin (Anonymous6, 2016).

Rabbiteye blueberries: takto nazyvan je druh V. ashei, péstovany piedev§im
V jizni ¢asti Severni Ameriky. Bortivky maji tendenci mit silnou slupku. Maji vynikajici
adaptaci na letni horka a sucho. Nékteré kultivary, jako napfiklad 'Robeson', maji také
toleranci k vy$simu pH (6,5+) (Retamales et Hancock, 2012; Anonymous6, 2016).

Lowbush blueberries: zahrnuje druh a kultivary V. angustifolium (Song et
Hancock, 2011) a v nékter¢ literatuie zahrnuje také V. myrtilloides (Anonymous6, 2016).
VétsSina odrid byla ziskdna z volné pfirody. Boruvky maji menSi primér a byly
pojmenovany jako tzv. divoké (“wild”), a to proto, ze pii jejich pésténi se spoléhd na
divoce rostouci porosty tvotrené stovkami rostlin (Strik et al., 2014; Anonymous6, 2016).

Dalsimi skupinami jsou cranberries (V. macrocarpon neboli klikva velkoploda)
a lingonberries (V. vitis-idaea neboli brusnice brusinka) (Anonymous6, 2016). Tyto

skupiny vSak nejsou predmeétem této prace.
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Dalsi zpusob, jak je mozné rozdélit kultivary druht rodu Vaccinium, je rozdélit je
na rané zrajici, stfedn¢ zrajici a pozdné zrajici odridy. Toto rozdé€leni je pro péstitele
vyhodné v rdmci moznosti vybrat si odrady, které budou mit pro dané klimatické
podminky nejvyssi vynosy a umoziuje vybranim vhodnych kultivarti rozvrzeni zrani
urody Vv case od zacatku 1éta az do zacatku podzimu a tim prodlouzit dobu sklizné

(Paprstein et al., 2009).

Tabulka 2: Piiklady péstovanych kultivartu jednotlivych skupin (Boches, 2005; Boches et
al., 2006; Retamales et Hancock 2012; Strik et al., 2014; Williamson et al., 2019;
Anonymous7, 2021)

Skupiny péstovanych

Kultivar
Kkultivaru y

moderni: ‘Aurora’, '‘Bluejay’, 'Chandler’, 'Darrow’,
'‘Duke’, 'Earliblue’, 'Elliott’, 'Liberty’, 'Patriot’,
‘Spartan’, "Toro'
Northern highbush blueberries  tradi¢ni: '‘Berkeley’, 'Bluecrop’, 'Brigitta’, ‘Coville’,
‘Grover', 'lvanhoe’, 'Jersey’, 'June’, ‘Lateblue’,
'Pioneer’, 'Rubel’, 'Stanley'
ptirodniho pavodu: ‘Rubel’, 'Grover'
‘Atlantic’, 'Avanti’, 'Bluecrisp’, 'Emerald’, 'Jewel’,
Southern highbush blueberries ‘Kestrel', 'Misty', 'Ozarkblue’, 'O'Neal’, 'Sierra’,
‘Star'
‘Northblue', 'Northcountry', ‘Northland', 'Northsky',
'Putte’, 'St. Cloud',
‘Brightwell’, 'Climax’, 'Maru', 'Oceanblue’,
'Powderblue’, 'Rahi', 'Robeson’, "Woodard'
Lowbush blueberries ‘Blomidon’, '‘Brunswick’, 'Burgundy’

Half-high blueberries

Rabbiteye blueberries

Poznamka: vzhledem k tomu, Ze u nékterych odriid se nejednd o patentované kultivary
anelze tedy hodnovérné dohledat jejich ptivod, mizou se ohledné rozdé€leni kultivart
vyskytovat rozporuplné udaje, napiiklad kultivar Northland - Retamales et Hancock
(2012) uvadgji, ze se jedna o kultivar half-high blueberry, ale Boches (2005) uvadi, ze se
jedna o kultivar northern highbush blueberry.

6.2 Zaklady péstovani a mnoZeni brusnice chocholi¢naté

Rostliny jsou obvykle velmi odolné a nevyzaduji téméf zadné insekticidy,
herbicidy ani fungicidy (Pavlis et Sciarappa, 2005). Zakladem pro péstovani je kysela
pudni reakce, nejvhodnéjsi je od pH 3,8 do pH 4,8, ale rostliny obecné¢ dokazi piezit az
v pH 5,8. Pak ale nedokazi plnohodnotné ptijimat vodu a pottebné nutrienty (Dolejsi et

al., 1991; Pavlis et Sciarappa, 2005; Paprstein et al., 2009; Retamales et Hancock, 2012).
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Misto na péstovani by mélo byt slunné a puda pisCita az piscitohlinita, aby byla dobie
provzdusnéna a mohla odtékat prebytecnd voda. Rostliny se sazeji do jam o hloubce
piiblizn¢ 40 cm a jama je nasledné naplnéna promichanou smési neodkyselené raseliny
a kompostu. Dilezity je také dostatek vody a v prvnich letech Zivota i hnojivo, které
obsahuje dostatek dusiku, napfiklad siran amonny. Rostliny mohou byt samosprasné, ale
snizuje to kvalitu plodd, proto je lepsi sazet vice odriid kvetoucich ve stejnou dobu
(Paprstein et al., 2009; Retamales et Hancock, 2012). Rostliny zac¢inaji kvést a plodit uz
V prvnim roce zivota. Péstitelsky je ale vyhodnéjsi prvni 2—3 roky odstraiiovat poupata,
aby rostlina méla dost energie na tvorbu a rist vyhont. Mély by se také odstranovat slabé
a poléhavé vyhony (Pavlis et Sciarappa, 2005; Retamales et Hancock, 2012;
Anonymousb). Nebo je na rychly nastup plodnosti doporu¢ovano sazet dvou az tiileté
rostliny s n€kolika silnymi vyhony (Paprstein et al., 2009). Rostliny také prochazeji
obdobim dormance, coz je obdobi klidu, omezeni fyziologickych procest, které nastava
pii vystaveni nizkym teplotam, obecné pod 7,2 °C. Jakmile se na jafe teplota zvysi, konci
i obdobi dormance a rostliny maji dost sily na rist novych pupent (Stringer et al., 2004).
Kultivary southern highbush blueberries v§ak obdobi dormance nepotiebuji (Williamson
etal., 2019).

Mnozeni se provadi vegetativné nebo generativné. Generativni zplsob
rozmnozovani se vSak pouziva jen pii Slechténi novych odriid. Vegetativni zplsob
rozmnozovani - rozmnozovani bylinnymi fizky, se uskute¢tiuje tak, ze je z rostliny
odebran dostatecné dlouhy vyhon i s tzv. patkou (Cast starSiho dfeva) a z tohoto vyhonu
se vypéstuje nova rostlina, kterd je klonem rostliny matetské. V prvnim roce je pouze
jeden vyhon a ten kvete, v letech nasledujicich, po obdobi dormance, naroste a zacne
kvést vice vyhont. Této technice se podoba mnozeni pomoci in vitro kultur, kdy se také
pouzivaji bylinné fizky, ovSem s tim rozdilem, Ze pé&stovani probiha v in vitro
podminkach. Z narasenych postrannich a vrcholovych pupent se preparuje vrchol, jehoz
buriky jsou vhodné pro zalozeni kultur (Paprstein et al., 2009; Retamales et Hancock,
2012).

6.3 Nejlastéji péstované kultivary brusnice chocholi¢naté v Ceské

republice
V klimatickych podminkach Ceské republiky lze péstovat vsechny odridy
northern highbush blueberries, které jsou uvedeny v tabulce 2, ze southern highbush

blueberries pouze ty odridy, které odolavaji zimnim mrazim - 'Ozarkblue’ a 'Star'.
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Odrtdy half-high blueberries 'Northblue', 'Northcountry', 'Northland', 'Putte’ prosperu;ji
v podminkach Ceské republiky velmi dobie. Z rabbiteye blueberries se zde péstuje
napiiklad odriida "Powderblue’, ale obecné jsou v CR péstovany rabbiteye blueberries jen
vzacné (kanadskeboruvky.eu, nazazvorce.cz, ekozahradnictvi.cz, zzoja.cz).

Zde budou popsany pouze nékteré svétove rozsitené americké kultivary northern
highbush blueberries, které jsou doporudeny pro péstitele v Ceské republice, a to kultivary
'‘Duke’, 'Spartan’, 'Bluecrop’, "Toro', 'Brigitta’ a 'Elliott' (Paprstein et al., 2009).

Odrida 'Duke' vznikla ki¥izenim rostlinného materialu odrudy 'lvanhoe’,
‘Earliblue’ a dalsich nekultivarovych rostlin (Anonymous8). Tato odrida je rané zrajici -
zraje koncem c¢ervna. Je odolnd proti mraztim. Plody jsou velké a maji svétle modrou
barvu (Paprstein et al., 2009; Strik et al., 2014).

Odrtda 'Spartan' vznikla kiizenim 'Earliblue' (matka) a jako otec byla pouzita
nekultivarovéa rostlina (Anonymous9). Tato odriida je rané¢ zrajici - zraje zacatkem
cervence. Kefe jsou odolné vii¢i mrazu a maji velké plody (Paprstein et al., 2009).

Odruda 'Bluecrop' — matka vznikla kiizenim 'Jersey' x 'Pioneer' a otec vznikl
kiizenim 'Stanley' x 'June' (Anonymousl0). Je to nejrozsifencj$i odriida, kterd ma
spolehlivé vynosy a dobrou odolnost pfed mrazem (Retamales et Hancock, 2012). Je to
sttedné zrajici odrida - zraje v poloviné Cervence. Plody jsou stfedné velké az velké
a maji vynikajici chut’ (Paprstein et al., 2009).

Odrida 'Toro' vznikla kiiZzenim 'Earliblue' (matka) a 'Ivanhoe' (otec)
(Anonymousl1). Je to stfedné zrajici odriida - zacina zrat ve druhé dekadé¢ cervence.
Dtevo je odolné vici mrazu. Plody jsou stfedné velké az velké s velmi dobrou chuti
(Paprstein et al., 2009; Retamales et Hancock, 2012).

Odrtda 'Brigitta' vznikla z volného opyleni odriidy 'Lateblue'. Je to pozdné zrajici
odrida - plody zacinaji zrat zaCatkem srpna. Plody jsou velké, pevné a maji dlouhou
trvanlivost. Tato odriida se obecné hodi pro oblasti s mirnéj§imi zimami (Retamales et
Hancock, 2012). Dfevo je ale odolné vué¢i mrazu a pomérné silné (Paprstein et al., 2009).

Odrada 'Elliott' vznikla kiizenim odridy 'Burlington' (matka) a jako otec byla
pouzita nekultivarova rostlina (Anonymous12). Je pozdné zrajici - plody zraji zacatkem
srpna. Je to jedna z odrud s nejdel$i dobou zrani. Plody jsou stiedné velké az velké
a pevné. Dievo je dobie odolné proti mrazu (Paprstein et al., 2009; Retamales et Hancock,
2012).

Vyse uvedeny vybér odriid jsou odridy americké, ale v podminkach Ceské

republiky se také velmi dobtfe adaptovaly odridy vySlechténé ze severoamerického
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materialu v Australii a na Novém Z¢landu, napf. odrida 'Reka' a 'Denise Blue'. Dale
némecké odridy, napt. 'Goldtraube’, 'Goldtraube23', 'Goldtraube53', 'Goldtraube71’,
'Herma I', '"Herma II' a 'Record’ (Anonymous16, 2008). Nejnovéjsi skupinou odrud, ktera
se v Ceské republice zadina péstovat jsou odridy 'Aino’, 'Alvar' a 'Jorma’, které byly
vyslechtény ve Finsku, proto se piedpoklada jejich dobra prosperita v klimatickych
podminkéach Ceské republiky (Anonymous17).

7 Genetické markery pro identifikaci druhd rodu Vaccinium

Metody, které je mozné vyuzit pro stanoveni variability genomu organismii, jSou
napiiklad: metoda RAPD (random amplification od polymorphic DNA neboli ndhodna
amplifikace polymorfni DNA) (Williams et al., 1990; Qu et Hancock, 1997; Song et
Hancock, 2011; Retamales et Hancock, 2012) dale RFLP (restriction fragment length
polymorphism neboli analyza polymorfismu délky restrikénich fragmentt) (Haghighi et
Hancock, 1992), detekce SNP (single nucleotide polymorphism neboli
jednonukleotidovy polymorfismus) (Yamada, 2008; Jinki et Seungin, 2018), vyuziti
SCAR markert (sequence characterized amplified region) (Kang-Hee et al., 2018), ptimo
sekvenovani genomu ¢i fragmenta DNA (Dhanaraj et al., 2004; Song et Hancock, 2011;
Fajardo, 2013) a také vyuziti mikrosatelitnich markert SSRs (single sequence repeats
nebo oznacované také jako STRs - single tandem repeats) (Holton, 2001; Rowland et al.,
2003; Song et Hancock, 2011; Retamales et Hancock, 2012).

7.1 RAPD

Jednou z prvnich metod, ktera byla pouzivana ke zjisténi genetické variability je
RAPD (Williams et al., 1990; Qu et Hancock, 1997). Je to rychla technika, pfi niz se
U polymeréazové fetézové reakce (PCR) vyuziva jeden nebo nékolik kratkych primert
0 libovolné sekvenci. Podminky stringence nejsou pfisné, a tak je zajiSténo nasedani
primerd i na oblasti DNA s netplnou komplementaritou. Je vysoce pravdépodobné, ze
primery nasednou na obou fetézcich zkoumané DNA a vznikne nékolik mist na
protilehlych fetézcich s nasednutymi primery, kterd od sebe nejsou piili§ vzdalena
a primery sméfuji svymi 3'-konci k sobé. Vysledkem je mnoho fragmentt s riznou
délkou, které se lisi v zavislosti na organismu, ze kterého genomova DNA pochazi. Tato
metoda ma vSak nedostatky napiiklad v obtizné reprodukovatelnosti, v nedostatku

shodnych pravidel pro vyhodnoceni rozdili mezi vzorky, déale tim, Ze vystupem jsou

17



pouze dominantni markery a nelze odlisit homozygoty od heterozygotii (Smarda et al.,

2005; Retamales et Hancock, 2012).

7.2 RFLP

Tato metoda vyuziva rizné délky a poctu restrikénich fragmentli genomt (a to
dokonce 1 jedinct stejného druhu). Principem je digesce PCR produkti (amplifikata)
restrikéni endonukleazou, kterd $t€épi DNA pouze v cilovém misté specifickém pro
kazdou restrik¢ni endonukledzu, a nasledna elektroforéza (Haghighi et Hancock, 1992;
Smarda et al., 2005). Haghighi et Hancock (1992) stanovovali metodou RFLP délku
fragmentd mimojaderné DNA u nékterych kultivard northern highbush blueberries,
vzorky obsahovaly mitochondridlni a chloroplastovou DNA. Tyto restrikéni fragmenty

byly pouzity na identifikaci kultivarti a objasnéni dédi¢nosti chloroplastti a mitochondrii.

7.3 SNP

Jednonukleotidovy polymorfismus je nejcastéji jednonukleotidova substituce,
tedy zaména jednoho nukleotidu za jiny v sekvenci DNA. Mize ale také dochazet k deleci
nebo inzerci. Tyto mutace piedstavuji hlavni zdroj heterozygotnosti. Jednonukleotidové
polymorfismy, stejné jako dalsi genetické markery, jsou specifické pro ¢leny populace,
odrud ¢i dokonce druht. Je tedy mozné vybrat vhodné SNP markery, které jsou specifické
I pro jednotlivé kultivary brusnice chocholi¢naté (Yamada, 2008; Jinki et Seungin, 2018).

Jinki et Seungin (2018) stanovili SNP markery na identifikaci 84 kultivarti druhd
rodu Vaccinium, nejvétsi pocet testovanych kultivart byly prave kultivary druhu brusnice
chocholi¢naté. K identifikaci jsou pouzivany kity, které obsahuji sady primert. Jednotlivé
primery obsahuji substituce, delece nebo inzerce specifické pro jednotlivé kultivary.
Primer je navrzen tak, aby se SNP nachézel na jeho 3'-konci, ktery by mél byt plné
komplementarni k templatu. Pomoci PCR se amplifikuji jen ty sekvence DNA, kde se
nachazi SNP, ktery je umistény na daném primeru. Podle pfitomnosti nebo nepiitomnosti

produktu se ur¢i, zda dand DNA obsahuje SNP ¢i nikoliv.

7.4 SCAR

Tato metoda spociva v pouziti RAPD nebo AFLP (amplification fragment length
polymorphism) na genomickych DNA organismt, dale nasleduje klonovani
a sekvenovani vzniklych fragmentti. Jsou vybrany polymorfni fragmenty, ke kterym jsou
navrzeny vhodné primery pro SCAR markery. Je vytvoiena vhodnd kombinace primert

vytvarejici dostatek fragmentd, které jsou v ramci testovanych organismi polymorfni
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a podle téchto fragmentd je mozné organismy identifikovat. Kang-Hee et al. (2018)
vytvorili sady primert pro SCAR markery, diky kterym se daji identifikovat odtrdy

druhti rodu Vaccinium sekce Cyanococcus.

7.5 Mikrosatelity

V eukaryotickém i prokaryotickém genomu se nachdzi mnozstvi rizné dlouhych
opakujicich se motivli DNA neboli repetetivni DNA (repetice). Tyto iseky mohou byt
uspotradany bud’ tésné za sebou (tandemové repetice) nebo jsou rozptyleny po celém
genomu (transpozony). Tandemové repetice se déli na mikrosatelity, minisatelity
a satelity (Pospisilova et al., 2013).

Mikrosatelity vznikaji sklouznutim DNA-polymerazy pii replikaci (tzv.
replication slippage) (Pospisilova et al., 2013). Jednotlivé motivy (repetitivni sekvence)
mikrosatelitti jsou dlouhé 1-6 bp (Field et Wills, 1998; Téth et al., 2000; Holton, 2001).
Jsou vyuzivany diky snadné reprodukovatelnosti experimentd, kazdy mikrosatelitni lokus
je totiz jasné definovan sekvencemi part primert. Dal$i vyhodou je jejich vysoky stupen
polymorfismu, ktery je vyssi, nez je tomu napiiklad u fragmenti ziskanych metodou
RFLP (Holton, 2001). Vysoky polymorfismus SSRs je zptsobeny vysokou mutacni
rychlosti. Radové je to 10 2 az 10 */lokus/generace (Sia et al., 2000), napiiklad Li (2002)
uvadi vSak mutaéni rychlost 1072 az 10 %lokus/generace. Frekvence vyskytu
mikrosateliti v genomu rostlin a savci se odhaduje jako jeden mikrosatelit na 6—7 kb
(Cardie et al., 2000). Nejfrekventovanéjsimi mikrosatelity jsou dinukleotidové motivy
jako (AC)n, (AT)n a (AG)n (Toth et al., 2000; Bian et al., 2014). Konkrétné v rostlinném
genomu jsou nejcastéji dinukleotidové motivy repetic lokalizovany v nekodujicich
oblastech. Mikrosatelity se ale nachazeji také v kodujicich oblastech, nejcastéji na tzv. 5'-
konci nepiekladané oblasti (5' UTR - untranslated region), kde je lokalizovano nejvyssi
procento vsech trinukleotidovych motivii repetic nachazejicich se v genomu (Li et al.,
2002; Morgante et al., 2002). Mikrosatelity jsou v souc¢asné dobé vyuzivany naptiklad
pro urceni paternity diky jejich vysoké mutacni rychlosti. Ta vSak neni tak vysoka, aby
se mikrosatelity nedaly vyuzit i ke studiu celych populaci a jejich ptibuznosti (Oliveira et
al., 2006).

Nalezeni mikrosateliti a nasledny navrh sekvenci primert je ale drahy a asove
naro¢ny proces (Maguire, 2001; Guerra-Sanz, 2004; Zima et al., 2004). Obecn¢ je vétsina
mikrosatelitnich lokusti identifikovana z genomickych knihoven s vyuzitim

oligonukleotidovych sond (Maguire, 2001). Genomickd DNA je nejdfive rozstépena
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restrikénimi enzymy a ndsledné jsou fragmenty ligovany do plazmidovych vektori.
Probéhne transformace E. coli pfipravenymi plazmidy a vznikne mnozstvi klont. Dale
probéhne sekvenovani jen téch klond, které hybridizuji se znacenymi mikrosatelitnimi
sondami (Maguire, 2001). Pro vyhledavani mikrosateliti v kodujicich oblastech se
vyuzivaji EST knihovny. EST (expressed sequence tag) jsou sekvence DNA, kodujici
oblasti, které se ucastni genové exprese organismu. Vznikaji ptfepisem transkripéné
aktivni mRNA pomoci reverzni transkriptdzy do DNA, ktera je nasledné zaligovana do
plazmidu a jsou vytvoreny cDNA knihovny (Nicot et al., 2004; Parkinson et Blaxter,
2009; Bassil, 2012). Existuje vSak i dalsi levnéjsi a mén¢ naro¢na metoda hledani novych
mikrosatelitnich lokusi, a to cross-species PCR amplifikace. Pti této metod¢€ se pouzivaji
specifické primery pro mikrosatelitni lokusy urc¢itého druhu na druhu sledovaném. Tato
metoda je relativné malo Gspésna a silné zavisi na taxonomické vzdalenosti sledovanych
druhii (Maguire, 2001; Boches, 2005). Protoze exprimované sekvence jsou vysoce
konzervativni, pfi hledani SSRs v EST zdrojich se ocekava sice niz§i stupen
polymorfismu, ale vyS$§i pravdépodobnost uspéchu metody cross-species PCR
amplifikace, nez je tomu u SSRs ziskanych z genomickych knihoven (Cho et al., 2000).
Dalsim principem vyhledavani mikrosatelitnich lokust je in silico, coz spociva ve
vyhledavani mikrosatelitd v DNA databazich, kde se nachazeji jiz osekvenované useky
¢i celé genomy organismu (Fajardo, 2013).

Po nalezeni SSRs a vytvofeni primerti je vSak naslednd detekce délky
polymorfismu u jednotlivych genomickych DNA pomémé snadna. Pro amplifikaci
mikrosatelitl se vyuziva PCR a nésledné déleni fragmentl podle jejich délky probiha
pomoci vertikalni elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, kapilarni elektroforézy,
horizontalni elektroforézy v agaré6zovém gelu nebo sekvenovanim (Marino et al., 1995;
Wang et al., 2003; Boches et al., 2005; Zalapa et al., 2012). Velkou vyhodou je také fakt,
7ze markery maji kodominantni charakter, a tak mohou byt detekovéani heterozygoti
(Cobum et al., 2002).

7.5.1 Mikrosatelitni markery rodu Vaccinium

Mikrosatelitni markery jsou mimo jiné pouzivany pii identifikaci kultivard
brusnice chocholi¢naté. Boches et al. (2005) se ve své praci vénoval nalezeni
mikrosatelitnich markert, jejich testovanim a naslednou cross-species PCR amplifikaci.
Dale na tuto praci navazali Boches et al. (2006), kteti vybrali 28 polymorfnich

mikrosatelitnich lokusii a za pomoci jejich parG primerd vytvofili systém alel
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mikrosatelitnich lokusti pro identifikaci ptivodné 71 kultivart. Tyto 2 ¢lanky rozsifil
0 nékteré informace Boches (2005). Nezavisle na tomto systému vytvotili Akagi et al.
(2010) systém identifikace kultivart druht rodu Vaccinium sekce Cyanococcus pomoci

sady 11 part primera 11 mikrosatelitnich lokust.

Vyhledavani mikrosatelitnich markera:

Boches et al. (2005) zkoumal celkem 1305 sekvenci z EST knihoven a 136

sekvenci z genomickych knihoven obohacenych o SSRs (déle jen genomické knihovny).

Zdroje z EST knihoven:

EST knihovny byly vytvoteny z CDNA knihoven rostlinného materialu brusnice
chocholi¢naté kultivaru 'Bluecrop' pochazejiciho z rostlin aklimatizovanych na chladné
podnebi (CA - cold acclimated library) a zrostlin neaklimatizovanych (NA -
nonacclimated) (Rowland et al., 2003; Dhanaraj et al., 2004).

Zdroje z genomickych knihoven:

Celkova genomicka DNA kultivaru 'Bluecrop' byla nejdiive rozstépena
resktrikénimi enzymy a poté probéhla ligace tupych konct s linkery. Nasledovala
hybridizace fragmentti DNA obsahujicich mikrosatelity na mikrosatelitni oligonukleotidy
znaCené biotinem, ty byly pak zachyceny na magnetickych casticich potaZenych
streptavidinem. Ziskané fragmenty byly amplifikovany pomoci PCR za pouZiti sekvence
linkeru jako primeru (Nunome, 2006). Déle byly PCR produkty ligovany do vektoru
a vlozeny do bungk E. coli. Plazmidy obsahujici inzerty o velikosti 500—1000 bp byly
izolovany z kolonii a inzerty byly z plazmidi amplifikovany pomoci primerd, které byly
vytvoreny podle mnohocetného klonovaciho mista (MCS - multiplce cloning site neboli
polylinker). Nasledovalo sekvenovani inzertti. Mikrosatelitni lokusy ziskané z téchto
knihoven maji ptedponu VCC (Vaccinium corymbosum Corvallis, ve mésté Corvallis

v Oregonu jsou totiz vzorky rostlinnych materialti uchovavany) (Boches et al., 2005).

Schopnost amplifikace a polymorfismus kazdého ze 49 paru nalezenych primera
byly hodnoceny na genomické DNA 11 tetraploidnich kultivard brusnice chocholi¢naté
a jedné divoce rostouci populaci brusnice chocholi¢naté (Pl 55880). Celkem tedy na 12
kultivarech. Charakteristika nalezenych polymorfnich mikrosateliti je uvedena v tabulce
3 (Boches et al., 2005).
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Tabulka 3: Charakteristika 49 mikrosatelitnich lokusii odvozenych z DNA brusnice chocholi¢naté odriidy 'Bluecrop’ a testovanych na 12
kultivarech brusnice chocholi¢naté. Ve sloupcich jsou uvedeny lokusy s accesion number (podle databaze GenBank), sekvence primeri, motivy

repetic, pocet alel a teplota nasedani primerti — annealing temperature (Ta) (Boches, 2005; Boches et al., 2005).

( Alzzg.kllilso.) Sekvence primert (5'—3") Motiv repetice Pocet alel

CA23F * F: GAGAGGGTTTCGAGGAGGAG AGA 5
(CF810543) R: GTTTAGAAACGGGACTGTGAGACG

CA25F F: TGATGCCACAAGAAGAGAAGC TG ND
(CF810562) R: GTTTAACAGAGAAACCTATCT

CAB1F F: AACAAGGTGATGGTGGGTTC TC ND
(CF810858) R: GTTTATCCCCTGAGAGCATCGTC

CA%F * F: CACCCATTTCACGGAATCTC AG 7
(CF811011) R: GTTTACTTGGTCGGGTGTTGTCTC

CAl12 * F: TCCACCCACTTCACAGTTCA AG 5
(CF810443) R: GTTTATTGGGAGGGAATTGGAAAC
CA169F * F: TAGTGGAGGGTTTTGCTTGG GAT 5
(CF811071) R: GTTTATCGAAGCGAAGGTCAAAGA

CA187F F: TGCAGAGAGAGTGCGAAAAA GA ND
(CF810497) R: TTTGCAGCTGATCTGGTTTG
CA190R * F: TTATGCTTGCCATGGTGGTA TGC 3
(CF811085) R: TTGCGAAGGGACCTAGTAGC

CA208F F: ATGACTACTACGGCGGTTGG GAA ND
(CF810514) R: GTTTTTATCATCTCCATCTCC

CA214F F: TTCCCACAAACCCTGATCTC TC ND
(CF810521) R: GTTTGCTGGAGATTTCCACCATTC

CA218F F: GAAATCTCACGCACCACTCC TC ND
(CF810524) R: GTTTACGACACGGATCTCAACGA

CA222F F: GTCGAATCCTGGTCTTGCTC TC ND
(CF810528) R: GTTTCTGGCCGTAACGCTTTAATC
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Tabulka 3: Pokracovani 1.

( AI::?(IL\JIZ.) Sekvence primert (5'—3") Motiv repetice Pocet alel

CA229F F: CTCAAGCACTGGAAACTTCTG AG ND
(CF810535) R: GTTTAACAAGGTCTGGCTCCTCTT

CA236F * F: GTTAAGCTTTTAGATGAGTTGATGG TG 6
(CF810540) R: GTTTAACCAGTCCCAGACCCAAAT

CA239F F: GGTGTGGGTCCGCTATTGCT TC ND
(CF810542) R: GITTATTGCGTCCTCCGCAAGC

CA278F F: GCACGAGCTCAAGGCTACTAA CCA ND
(CF810581) R: GTTTCCACCACACCCTTCCAATAG

CA344F * F: TTACCAAAACGCCTCTCCAC GCG 8
(CF810639) R: GTTTCTTCCTTACGCCCCTGAAAT

CA421F * F: TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA CT 14
(CF810704) R: GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT

CA483F * F: GTCTTCCTCAGGTTCGGTTG TC 9
(CF810754) R: GAACGGCTCCGAAGACAG

CAb518F F: CCGCTTCTCAAAGCCTCTC CAC ND
(CF810777) R: GTTTCTTCCTCGATGGCAATGTTT

CAB42F * F: TGCCAACTCTGTTTAGGATGC cT 23
(CF810880) R: GTTTATGCTGGAGCCAAAGAGAAA

CA664F F: GAAAGATCGGTCGTGGTGAT AG ND
(CF810903) R: GTITGAAGTCATCGCTGCAAACAA

CA787F * F: TCCTCGTTCTCTCCCTCTCA GAA 5
(CF810934) R: GTTTCGCTGAAGTTGGAGTCCTT

CAT794F * F: CGGTTGTCCCACTTCATCTT GA 10
(CF810941) R: GTTTGAATTTGGCTTCGGATTC

CAB855F * F: CGCGTGAAAAACGACCTAAT GA/CGA 10
(CF811000) R: GTTTACTCGATCCCTCCACCTG
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Tabulka 3: Pokracovani 2.

( AIE?:.kllilSo.) Sekvence primeri (5'—3") Motiv repetice Pocet alel
CA1031F F: TGGAGATCCCTAAGAGAGTGGA cT ND
(CF810424) R: GTTTGGCTCGGCTCCTTATGTTA
NA41 * F: TTCCTTTAGTCGCGTCATCA cT 11
(CF811380) R: GTTTAAGGTCGCTACGAGACTCCA
NA137 F: GGAAGTTCGAACACACTGGTTT GA ND
(CF811210) R: GTTTGAATGAACTCCAGCAAACG
NA172 F: CCTCGTCCTCCTCTTCCTCT CAT ND
(CF811241) R: GTTTGACTTTGGAGAAGGCGAAG
NA222 F: TCCACATCTGGCAACGATTA TG ND
(CF811292) R: GTTTAGAGCATGACCCATGAACATT
NA240 F: TCTTCTCCAGCGTTCTCTCC TCTCT ND
(CF811309) R: GTTTAAAGCGAGGAGGTAGGGAAA
NA247 F: CCACCATCATCTCCATCTCC TC ND
(CF811316) R: GTTTGATTTTGGGAAGGGTTGAG
NA295 F: GTGCCGGTCATGAGAACAA GAA ND
(CF811339) R: GTITGCGATGATGAATGCGATCTA
NA398 * F: TCCTTGCTCCAGTCCTATGC AAAT 5
(CF811369) R: GTTTCCTTCCACTCCAAGATGC
NA741 * F: GCCGTCGCCTAGTTGTTG TC 14
(CF811540) R: GTTTGATTTTGGGGGTTAAGTTTGC
NA800 * F: CAATCCATTCCAAGCATGTG TC 31
(CF811589) R: GTTTCCCTAGACCAGTGCCACTTA
NA824 * F: AAATCGTTGGTTTGGCTCTG AG 8
(CF811613) R: GTTTGGGCCGAAAAGAAATCGTAT
NA961 * F: TCAGACATGATTGGGGAGGT TAC 5
(CF811674) R: GTTTGGAATAATAGAGGCGGTGGA
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Tabulka 3: Pokra¢ovani 3.

Lokus

(Acc. No.) Sekvence primeri (5'—3") Motiv repetice Pocet alel
NA1040 * F: GCAACTCCCAGACTTTCTCC TC 15
(CF811165) R: GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA

VCC_B3 F: CCTTCGATCTTGTTCCTTGC AG p
(AY842445) R: GTTTGATGCAATTGAGGTGGAGA

VCC_H9 * F: TCCGAGCCATTTAGTGTCAA cT 13
(AY762677) R: GTTTACAAAAACCAAAAGCCATGC

VCC_I2* F: AGGCGTTTTTGAGGCTAACA cT 10
(AY762678) R: TAAAAGTTCGGCTCGTTTGC

VCC_I8* F: TTCAGCATTCAATCCATCCA TG 4
(AY762679) R: GTTTCTCTTCTCCAATCTCTTTTCCA

VCC_J1* F: CTCATGGGTTCCCATAGACAA CA 29
(AY762680) R: TGCAGTGAGGCAAAAGATTG

VCC_J3* F: TGATTACATTGCCAGGGTCA AAG 3
(AY762681) R: TGGAAACAACCGGGTTACAT

VCC_J5* F: CCCCAACGGTCTTGATCTTA TC 12
(AY762682) R: GTTTCCTCTCTCTCCAACCCCAGT

VCC_J9~* F: GCGAAGAACTTCCGTCAAAA TG/GA 10
(AY762683) R: GTGAGGGCACAAAGCTCTC

VCC_K4 * F: CCTCCACCCCACTTTCATTA TC 14
(AY762684) R: GCACACAGGTCCAGTTTTTG

VCC_S10 F: ATTTGGTGTGAAACCCCTGA cT 29
(AY762685) R: GTTTGCGGCTATATCCGTGTTTGT

Poznamka: P — polymorfni mikrosatelitni lokus; ND — chybi udaj o polymorfismu mikrosatelitniho lokusu (non determinated); * - polymorfni
mikrosatelitni lokusy, jejichz pary primerd byly pouzity pro identifikaci 71 odrad highbush blueberries (viz str. 28 - systém pro identifikaci
kultivara highbush blueberries za pouziti SSRS) (Boches, 2005; Boches et al., 2006); podtrzené - pary primerd, které nebyly pouzity pro
cross-species PCR amplifikaci (Boches, 2005; Boches et al., 2005).
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Testovani primeru:

Celkem bylo zkouméno 1305 sekvenci z EST knihoven a 136 sekvenci
z genomickych knihoven. Jedinecnda DNA byla s vyssi Cetnosti zastoupena v EST
knihovnach. 114 sekvenci z EST knihoven obsahovalo jedine¢nou DNA a mikrosatelity
(motiv repetice se opakoval vice nez 4x). V sekvencich z genomickych knihoven bylo
nalezeno 39 sekvenci obsahujicich jedinecnou DNA a mikrosatelity (motiv repetice se
opakoval vice nez 4x). Podle téchto sekvenci byly navrzeny pary primert, které byly
nasledné testovany na 12 kultivarech brusnice chocholi¢naté. 49 mikrosatelitnich lokusi
bylo popsano v tabulce 3. Z téchto 49 part primert poskytlo 30 nejspolehlivéjsi vysledky
a polymorfni produkt mikrosatelitnich lokust, jejichz alely byly jasné€ odlisitelné (20 part
primert navrzenych podle sekvenci z EST a 10 part navrzenych podle sekvenci
z genomickych knihoven) (v tabulce 3 je u 29 z téchto mikrosatelitnich lokust uveden
pocet zjisténych alel). Mikrosatelitni lokusy obsahovaly dinukleotidové, trinukleotidové
nebo v jednom ptipadé tetranukleotidovy motiv repetice. Mikrosatelity vykazovaly
vysoky stupenl polymorfismu a pocet alel na 29 mikrosatelitnich lokusech se pohyboval

od 2 do 31 (Boches, 2005).

Cross-species PCR amplifikace:

Boches et al. (2005) provedli cross-species PCR amplifikaci 44 (ze 49) paru
primertt mikrosatelitnich markerti (pary primerti uvedeny v tabulce 3) na 23 odrudach
zastupujicich 12 druhi 9 sekci rodu Vaccinium: V. ovatum (sekce Pyxothamnus),
V. bracteatum (s. Bracteata), V. vitis-idaea (s. Vitis-idaea), V. parvifolium (s. Myrtillus),
V. crassifolium (s. Herpothamnus), V. macrocarpon (s. Oxycoccus), V. darrowii
(s. Cyanococcus), V.tenellum (s. Cyanococcus), V. elliottii (s. Cyanococcus),
V. corymbosum (s. Cyanococcus), V.arboreum (s. Batodendron) aV. oldhamii
(s. Ciliata). Pro kazdy druh byl k dispozici rostlinny material 2 odrid, aby mohl byt
zjistén polymorfismus i vV ramci druhu, s vyjimkou druhu V. oldhamii (k dispozici pouze
1 odrida). Polymorfismus mikrosatelitnich lokust v genomické DNA V. oldhamii
nemohl byt tedy hodnocen v ramci tohoto druhu, ale pouze v porovnani s ostatnimi 11
druhy (Boches, 2005; Boches et al., 2005).

Autofi provedli PCR amplifikace mikrosatelitnich lokusti na genomické DNA
vySe zminénych kultivard a ziskali produkt v 78 % ptipadd. Nejvétsi uspéSnost
amplifikace byla na genomické DNA druhti pochazejicich ze sekce Cyanococcus,

u kterych se v pruméru amplifikovalo kolem 90 % mikrosatelitnich lokust. Konkrétné
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nejvyssi pocet amplifikovanych mikrosatelitnich lokust, a to 95 %, méla genomicka
DNA druhu V. corymbosum. Naopak amplifikace nejniz§iho poctu mikrosatelitnich
lokust byla zaznamenana na genomické DNA druhti pochazejicich ze sekce Oxycoccos,
Herpothamnus, Batodendron a Ciliata (Boches, 2005; Boches et al., 2005).

Mikrosatelitni lokusy se rozdélily v ramci kazdého ze 12 druht do 4 skupin
- SSRs, které se amplifikovaly, ale jejich velikost byla stejna jak v ramci druhu, tak mezi
druhy, byly tedy monomorfni; SSRs polymorfni v ramci druhu, zkoumané SSRs jsou tedy
ruzné velikosti v porovnani mezi jedinci, a to 1 v ramci jednoho druhu; SSRs, které jsou
polymorfni, ale jen ve srovnani sjinymi druhy; mikrosatelitni lokusy, které se
u genomické DNA druhu neamplifikovaly (touto skupinou se dale zabyvat nebudu). Dale
budou vypsany nékteré mikrosatelitni lokusy podle téchto skupin, vzdy se budou tykat
V. corymbosum a vétSiny nebo vSech 11 dalSich druhti (Boches, 2005; Boches et al.,
2005).

Monomorfni mikrosatelity, napt. CA208F, CA218F, CA222F a NA137, které
jsou monomorfni ve vét§ing ptipadi mezidruhové, a i v ramci jednoho druhu nemaji tedy
Vv tomto piipadé Zadnou vypovidajici hodnotu (Boches, 2005).

Mikrosatelitni markery, které byly polymorfni v ramci druhu, vykazovaly nejvyssi
stupen polymorfismu ve srovnani s ostatnimi testovanymi druhy rodu Vaccinium, u nichz
se mikrosatelitni lokus také uspé$né amplifikoval. Tyto mikrosatelitni markery se
doporucuji ptredevsim k vnitrodruhovym studiim populace a ke studiim druht blizce
pribuznych. Vétsinou se nehodi ke studiim vztahti mezi vzdalené ptibuznymi druhy, a to
praveé z diivodu az tak vysokého polymorfismu, Ze uz se té¢zko daji urcit alely specificke
pro dany druh/ur¢ity taxon. U testovanych vzorkt druhu V. corymbosum byly polymorfni
v ramci druhu tyto mikrosatelitni lokusy: CA112F, CA169F, CA23F, CA25F, CA278F,
CA344F, CA421F, CA483F, CA642F, CA787F, CAT94F, CA855F, NA1040, NA247,
NA398, NA741, NA80O, NA824, VCC-H9, VCC-I2, VCC-J3, VCC-J5, VCC-J9, VCC-
K4, VCC-S10 (Boches, 2005).

Mikrosatelity, které jsou polymorfni ve srovnani s dalS§imi druhy, jako napf.
NA172, NA961 a CA214, se nejvice hodi na fylogenetické studie na urovni druhd.
Vétsina téchto lokusti vykazuje vétSinou jen maly stupent polymorfismu v ramci druhu,
ale naopak vyssi stupenn polymorfismu mezi druhy, navic jsou alely v rdmci druhu casto
jedine¢né a daji se tak snadno odliSit od alel mikrosatelitniho lokusu jiného druhu

(Boches, 2005).
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Predpoklada se, ze téchto 44 testovanych mikrosatelitnich lokust by mohlo tvofit
dobry zaklad pro studium divokych populaci druhti rodu Vaccinium ¢i ku piikladu piimo
k identifikaci kultivarti highbush blueberries (Boches, 2005).

Systém pro identifikaci kultivart highbush blueberries za pouziti SSRs (Boches 2005;
Boches et al., 2006):
Boches et al. (2006) provedli analyzu genetické diverzity highbush blueberries

pomoci 28 paru primerd pro SSRs (oznaceny v tabulce 3), které navrhli Boches et al.
(2005). Téchto 28 paru primerti bylo pouzito na 71 vzorkl pochazejicich z rostlinného
materialu rodu Vaccinium. Vzorky zahrnovaly genomickou DNA divoce rostoucich
populaci highbush blueberries, tradi¢nich (historical) kultivarG northern highbush
blueberries, modernich (modern) northern highbush blueberries, kultivard southern
highbush blueberries, kiizencti mezi nothern highbush blueberries a southern highbush
blueberries, kultivaru half-high blueberry, pentaploidniho hybridniho kultivaru rodu
Vaccinium a hybridni druh (Vaccinium myrtilloides hybrid).

Celkem bylo amplifikovano 627 alel pomoci pouzitych 28 parti primeri SSRs.
157 alel bylo specifickych pro taxony - taxony se zde mysli skupiny kultivart northern
highbush blueberries; southern highbush blueberries a half-high blueberry; divoka
populace highbush blueberries. Napiiklad u genomické DNA odrad 'Grover', '‘Bluejay’,
‘Rubel' a 'Draper' se amplifikovaly pomoci part primerd SSRs alely specifické pro
kultivary northern highbush blueberries, u odrid 'Misty' a 'Ozarkblue' to byly alely
specifické pro kultivary southern highbush blueberries/half-high blueberry (Boches,
2005). U odridy 'Northland', ktera je v tabulce 2 umisténa mezi kultivary half-high
blueberries podle Retamalese a Hancocka (2012), se amplifikovala alela specificka pro
northern highbush blueberries, Boches (2005) tedy uvadi 'Northland' jako kultivar
northland highbush blueberry. I u znamych a hojné péstovanych kultivart je tedy né€kdy
puvod nejasny a informace od riznych autort se lisi.

Byly zjistény asociace mezi konkrétnimi mikrosatelitnimi markery a vlastnostmi
kultivart. Mikrosatelitni lokus VCC_J5 o velikosti alely 272 bp a mikrosatelitni lokus
CA169 o velikosti alely 136 bp se vyskytovaly v genomické DNA kultivarti southern
highbush blueberries, které dokazi prosperovat i v oblastech s mirnymi zimami. Alespon
jedna ze zminénych alel se vyskytovala napt. u kultivarti 'Emerald', 'Misty' a 'Star'.

Zminéné alely jsou asociovany s touto vlastnosti ale jen u kutivar southern highbush

28



blueberries, napfiklad u kultivarG northern highbush blueberries, které pfirozené
prosperuji v oblastech s mirnymi zimami tyto alely nalezeny nebyly (Boches, 2005).

9 z 28 part primert pro SSRs ptinesly kvalitni produkt bez artefakti, predpoklada
se tedy jejich spolehlivy produkt i v podminkach jinych laboratofi. Jsou to mikrosatelitni
lokusy CA23F, CA94F, CA169F, CA190R, CA787F, CAB855F, NA398, NA961
a VCC_18 (Boches et al., 2006).

Vsechny mikrosatelitni lokusy byly testovany na vsech 71 genomickych DNA
pochazejicich z rostlinnych materialt rodu Vaccinium a pro kazdou odradu byl vytvoren
jedine¢ny soubor alel mikrosatelitnich lokust specifickych pro kazdou testovanou odrtidu
(nekteré ptiklady jsou uvedeny v tabulce 4) (Boches, 2005).

V tabulce 4 je uvedeno 6 mikrosatelitnich lokust charakterizovanych velikosti
alel nalezenych v genomické DNA 7 kultivari. V ramci tabulky 4 je moZzné téchto 7
kultivart identifikovat jiz amplifikaci jednoho vhodné zvoleného mikrosatelitniho
lokusu, coz dokazuje vysokou rozliovaci schopnost mikrosatelitnich markerd. V tabulce
jsou také uvedeny zjisténé pocty haplotypt pro jednotlivé mikrosatelitni lokusy, obecné
lze ptedpokladat, Ze ¢im vice haplotypd, tim je vys$$i vypovidajici hodnota tohoto
mikrosatelitniho lokusu v rdmci identifikace jednotlivych kultivarg.

Tyto specifické soubory alel mikrosatelitnich lokust jsou sestaveny pro vsech 69
odrid (bylo zkoumano 71 vzorkd, ale u 2 bylo zjiSténo, ze jsou to klony odriid 'Ivanhoe'
a 'Coville', které byly také mezi testovanymi vzorky). Tyto soubory alel specifické pro
jednotlivé odridy mohou slouzit jako podklady pro vytvofeni dendrogrami
znazornujicich genetickou piibuznost jednotlivych kultivart, konkrétné téchto 69
kultivar bylo rozdéleno do 3 hlavnich jasné odliitelnych klastrti - kultivary southern
highbush blueberries, northern highbush blueberries a smiSeny klastr (ten obsahoval
divoce rostouci populace highbush blueberries, nékteré kultivary southern highbush
blueberries a nékteré northern highbush blueberries). Divoké populace v ramci klastru
vytvorily n€kolik shlukti podle jejich zemépisnych piivodd. Déale mize systém alel
mikrosatelitnich lokusti specifickych pro odriidy slouzit jako standardy k identifikaci
neznamych rostlinnych materidlti odriid highbush blueberries (Boches, 2005; Boches et
al., 2006).
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Tabulka 4: 6 vybranych mikrosatelitnich lokusi, které jsou povazovany za spolehlivé a snadno ptenositelné i v ramci jinych laboratofi a velikosti

jejich alel (v bp) specifické pro 7 uvedenych kultivara (Boches, 2005).

Mikrosatelitni lokusy CA23F CA9%4F CA112F CA169F NA961 VCC_I18
Pocet haplotypi 9 30 26 26 15 19
Odrida 'Bluejay' (NHB) ~ 155/158  374/384 142/144/146/148  115/121 192 119
Odriida 'Jewel' (SHB) 155/164  374/384 142/146 109/112/115/136  189/192/195 113/119
Odriida 'Misty' (SHB) 155 374/379/384/404 142/144 109/112/115/136  189/192 113/119
g\ldH“;‘/l; E;"rthla“d' 155/158  374/376/384 142/144/161 109/112/115 189/192 117
Odrida 'Northsky' (HH)  155/158  374/376/384  142/147 112/115/121 186/188/193/195 111
Odriida 'Rubel' (NHB) 155 374/376/384  142/144/149 109/115 192 117/119
Odriida 'Star' (SHB) 155 374/376 142/171 112/115/136 189/192 113
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Bylo zjisténo, Ze genetickd diverzita je mezi divokymi populacemi highbush
blueberries velmi vysoka a je vysoka i pii srovnani téchto populaci a bézné péstovanych
kultivari highbush blueberries. Geneticka diverzita bézné péstovanych kultivara
highbush blueberries je ale také pomérné vysoka, a to i pies fakt, Zze zakladajicich
kultivart (jako je naptiklad 'Rubel' a 'Grover'), které byly pouzity pro Slechténi novych
odrid, bylo velmi omezené mnozstvi (Boches, 2005; Boches et al., 2006).

Systém pro identifikaci kultivart highbush blueberries za pouziti SSRs (Akagi et al.,

2010):

Akagi et al. (2010) se zabyvali vytvofenim rychlého a jednoduchého systému

identifikace kultivara druhti rodu Vaccinium pomoci SSRs. Celkem bylo pro tento systém
vybrano 11 mikrosatelitnich markerti (tabulka 5) - 6 mikrosatelitnich lokust, které jsou
registrovany v databazi GenBank a 5 nové objevenych mikrosatelitnich lokusi.

6 mikrosatelitnich lokust (oznaceny v tabulce 5), které¢ Akagi et al. (2010) uvedli
ve své praci se podle accesion number shoduji s mikrosatelitnimi lokusy autorit Boches
et al. (2005) uvedenymi v tabulce 4. Pary primera k témto lokusum se ale neshoduji.

Téchto 11 mikrosatelitnich lokust bylo vyhodnoceno jako dostate¢né polymorfni
a se spolehlivymi produkty. Jejich pary primert byly tedy pouzity na kultivarech druhti
patticich do sekce Cyanococcus rodu Vaccinium. Byly zahrnuty kultivary northern
highbush blueberries (napt. '‘Bluejay’, 'Chandler’, 'Darrow’, 'Duke’, 'Earliblue’, 'Patriot’,
‘Spartan’, 'Toro', 'Berkeley’, 'Bluecrop' a 'Lateblue’), southern highbush blueberries (napf.
'‘Misty', 'Ozarkblue' a 'O'Neal’), rabbiteye blueberries (napi. 'Powderblue’ a "Woodard')
ataké nékolik kultivari lowbush blueberries. Cilem bylo shromazdit vSechny
amplifikované alely mikrosatelitnich lokusti a sestavit podle nich systém, ktery by
identifikoval kazdou odriidu, kterd byla testovana. Podle tohoto systému lze odliSit
I blizce ptibuzné odrudy.

Princip spociva v pouziti sady 11 parti primert na templatové DNA urcité odrady,
probéhne PCR za stanovenych podminek a vysledkem budou fragmenty riznych délek
specifické pro odridy (obsazené v identifikacnim systému) pii pouZziti dané¢ho paru

primert.
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Tabulka 5: charakteristika 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokusti ur¢enych k identifikaci kultivard druhti rodu Vaccinium (Akagi et al., 2010).

Ve sloupcich jsou uvedeny lokusy s accesion number (pokud je v publikaci uvedeno), sekvence primeri a motiv repetice.

(alggkltjlso.) Sekvence primeri (5'—3") Motiv repetice
Vacc.01 * (= VCC_J9) F: GACATGTCTTCAGAGTTCTCCTC GT/GA
(AY762683) R: GCGTGAGGGCACAAAGCTCT
Vacc.03 * (= VCC_J5) F: GAGAAGTAGAGTTTAGAAGCTCTAGAATTCA cT
(AY762682) R: TCTCCAACCCCAGTAATTAAGCCCA
Vacc.04 * (= VCC_K4) F: TTTCATTACTGCTATCGCCACTCCT cT
(AY762684) R: GTCTGGGATAAATACAAACCCAGTTAGA
Vacc.05 * (= VCC_J3) F: GTCATGACCAGTAATCAAACCGCGT GAA
(AY762681) R: AACTAGCTAGTGGAAACAACCGGGTT
Vacc.06 * (= VCC_I2) F: GTGTCAGAGGGCACATTCATG CT
(AY762678) R: CGGCTCGTTTGCAGCCTAGT
Vacc.09 * (= VCC_S10) F: CCTTCCTGCNTGAAGAGAAAAATTGCA CTICA
(AY762685) R: TGAAACCCCTGAAATCGTACTCTCT
Vac.17 F: GTTGAAAAGTTCGTTTTGGTCCCTCCT CT
(neuvedeno) R: CTCCGCTGTGTTGCTTTTGGATTTTAGA
Vacc.19 F: GGTACAAAACCCTCGAACAGAATCTCA CTT
(neuvedeno) R: GTGTATAACAGAAGACTGCTTTGCTGGA
Vacc.22 F: CACATTCACTCACCATGTTGCAACG cT
(neuvedeno) R: GTTTGAGATTTGACCATGCCTTCTGATGT
Vacc.23 F: CAACGCATTTACACCATCCGGTAAGA GA
(neuvedeno) R: GTTCAAGTCAACACAGACCCCATTCT
Vacc.24 F: CAAAGGGATAGCTCAAAGGGTCTTTTCA cT
(neuvedeno) R: GAATTTTGCGTTCGTCCGCAGATATGA

Poznamka: * - mikrosatelitni lokusy shodné s lokusy v tabulce 3
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8 Zavér

Ve své bakalaiské praci reSerSniho typu jsem se vénovala popisu brusnice
chocholi¢naté (V. corymbosum) a né€kolika dalSich druht rodu Vaccinium, se kterymi
byva brusnice chocholi¢nata ¢asto kiizena pfi Slechténi novych kultivart. Popsala jsem
také zaklady pro pésténi brusnice chocholi¢naté. Hlavné jsem se vSak zamétila na metody
identifikace kultivart druhd rodu Vaccinium, ptedev§im Kkultivara pravé brusnice
chocholi¢naté. K této problematice existuje spousta pfistupi, nékteré jsou jiz zastaralé
(napt. RAPD), jiné jsou finan¢né naro¢né (napft. sekvenovani). Vhodnym systémem pro
identifikaci je vyuziti vybranych mikrosatelitnich markerd, které na zakladé vysokého
stupné polymorfismu maji vysokou vypovidajici hodnotu.

Jako velmi perspektivni se jevi systém 28 polymorfnich mikrosatelitnich markert,
pomoci kterych bylo tspésné identifikovano 71 kultivart druhti rodu Vaccinium. Z 28
mikrosatelitii byl vybér ziizen az 9 mikrosatelitnich markeri (CA23F, CA94F, CA169F,
CA190R, CA787F, CA855F, NA398, NA961 a VCC_I8) s nejspolehlivejsimi produkty
bez artefaktl. Téchto 9 mikrosateliti ma tedy univerzalni pouziti v ramci riznych
laboratofi. Druhy systém, ktery je mozno pouzit pro identifikaci kultivart druhti sekce
Cyanococcus rodu Vaccinium, zahrnuje sadu primert pro 11 mikrosatelitnich lokust
(Vacc.01, Vacc.03, Vacc.04, Vacc.05, Vacc.06, Vacc.09, Vacc.17, Vacc.19, Vacc.22,
Vacc.24 a Vacc.25).

Existuje tedy 20 mikrosatelitd, které jsou doporucené k identifikaci kultivarQ
a nabizeji potencidl pro studie jednotlivych odrid brusnice chocholi¢naté. Tyto systémy
dokazi rozlisit desitky kultivart, maji tedy vysokou rozliSovaci schopnost. Bylo by
vhodné otestovat unikatnost vSech 20 mikrosatelitnich lokusi. Systémy nasledné propojit
a vytvorit tak jesté lep$i systém pro identifikaci kultivard druhti rodu Vaccinium,

predevsim tedy kultivarh brusnice chocholi¢naté a jejich kiiZenci.
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