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1. Uvod

Broskvorg jsou vyznamnym hospotikym druhem. Jsou oblibenou a intenzivn
péstovanou kulturou.

V sowasné dob moderni Slechtitelské programy pro m®dinusjsou zandieny
jak na preference spebiteli, tak i pestitele. Spakbitelské preference se tykaji
piedevsim kvality ovoce, proto se Slechtitelské paogr zandiuji na ziskani ploil
které maji pijatelnou chd a Zadouci strukturu. Na druhou strangstpelé vyzaduji
vysoce produktivni kultivary, tzn. odolnost proticzobam a Skdcim, prodlouzeni
doby sklizrg i produkci ovoce a zvySeni moznosti doby skladevarsti.

Mladym stromkim broskvoni trva 1-2 roky nez @ou utvdet své prvni ksty.
Délka juvenilni faze nepochybnovliviiuje Slechtitelsky cyklus, a to zejména
vyhodnoceni ovoce, vy¥b téch nejlepSich hybrid a zejména kultivér Na rozdil
od morfologického posouzeni je mozné piedhictvim molekularnich metod zjistit
tyto informace mnohemitle.

Mezi tyto molekularni metody patnag. metody RFLP, RAPD, SSR a AFLP.
VSechny tyto metody se zabyvaji Zp¥anim genetickych rozdilmezi jedinci jednoho
druhu. Jsou Siroce vyuzivany pro analyzu genetick@bility, identifikace kultivai,
fingerprinting a tvorbu genetickych map.

VSechny tyto metody ip studiu broskvoni slouzi pro objasn genetické

variability a jejich vyuziti pro vySlechini novych, kvalitgjSich a odolgjSich kultivaf.



2. Cil prace

Cilem této prace bylo vypracovatehled poznatk o metodach RFLP, RAPD,
SSR a AFLP a déle jejich pouzitiipstudiu genomuPrunus persica(l.) U kazdé
metody byly posouzeny jeji klady a zapory z hledigkacnosticasové narénosti
a z hlediska ziskanych vysladla jejich aplikace § poznani genomu druhBrunus

persica(L.)

V praci bylo teba prostudovat literaturu tykajici se molekuldmnimetod

pii analyzach rostlinné DNA @etrg izolaci rostlinné DNA).

V zawru prace byly srovnany metody RFLP, RAPD, SSR a RFL
a jejich vyuziti gi studiu genomu druhBrunus persicdL.).
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3. Broskvong

3.1 Rivod broskvoni

Pojmenovani broskvoni Prunus persica(L.) je odvozeno od nazvu Persie
(dnesni Iran).

V prab¢hu staleti se mnohoésdci pokousSelo o klasifikaci druih broskvoni.
Jejich spisy poukazuji, Ze broskva mandlé pokladali za stejny druh, jelikoz byli
v domreni, Ze sdili stejnéharedchidce (Layne and Bassi, 2008).

V této praci je pouzit nazev pro broskvBrunus persicdL.).

3.2 Zatazeni broskvoni do botanického systému a klasifikecodnid
Broskvai je samostatnym rodem deledi RosaceaeU nas gstovanaPrunus
persica(L.) se &li na:
P.p.subsp. vulgar broskve ob§ejné,
P.p. subsp. laevis nektarinky,

P.p. subsp. platycarpa broskve ploché (Bazaet al.,2003).

Dle odiid se broskvo#icleni na 4 skupiny:
praveé broskve (plstnata slupka, duznina ditlna od pecky),
tvrdky (plstnata slupka, duznina neactitalna od pecky),
nektarinky (lysa slupka, duznina oditieIna od pecky),
brynionky (lysa slupka, duznina neoditelna od pecky) (Bazamt al, 2003).

Podle mista vzniku a rozéhi se z&azuji do 4 skupin:
Ferganska skupin®&ersica ferganensise u nas neégtuje.
Severginska skupina. Oddy s tizovitym typem keéta. Dominuji  vysokou
mrazuvzdornosti s dlouhou dormanci.
Jihatinska skupina. Vyzraji se kratkym obdobim vegetdho klidu a brzkym
nastupem vegetace, hodi se do subtropickych oblasti
franska skupina. Oddy se Zlutou duZninou a zvonkovitym typeméky Do této
skupiny paiti nejvice odiid z Ameriky a Evropy (BaZamt al, 2003).

11



Zaradit dnesni odidy do vySe uvedenéhtereni je rekdy problematické. ¥Sina
novych odtd totiz vznikla Sleckinim.

V péstitelské i obchodni sfé je ¢lenéni odiid na broskve pravé, nektarinky
a tvrdky. Nektarinky a &Sina broskvi se povaZzuji za konzumni ovoce, tvizkkyvoce

konzervarenské (Bazaet al, 2003).

3.3 Morfologicka charakteristika organia broskvoné

Struktura koruny a Kenové soustavy broskvoni¢giovanych v zahradach
se odliSuje od stroin volné rostoucich. Vytvéeni orgaf péstovanych broskvoni
je zpisobeno pedevsim pesazovanim podnozi ze semehidb Skolky a na stalé
stanovigk, tvarovanim korunykezem a ostatnim agrotechnickym dgpatm.

Koienovy systém

Kofenovy systém je ut¥en, tzv. Kilovym korenem, bonimi kareny a kdenovym
vlasenim.

Kotfeny rostou ve dvou etapach. Prvni probiha rie, jady teplota fpdy ziska
teplotu 7 az 8 °C (kiten azcéerven), a druha se odehraje na podztirppklesu mdni
teploty na 4 az 2 °C.

PodnoZové druhy se velice liSi v mohutnosti a hteukdenového systému, ovSem
I v nastupu jarni a uk@eni podzimni etapyastu kdena.

Kofenovy kigek

Nazyvame tak mistoifpchodu mezi podzemni a nadzen®akti, kde pechazi
korenoveé radialni svazky cévni na kolaterélni svazketke a ¥tvi.
Kmen a ¥tve

Ve Skolce probiha zé&ptovani na nizkokmesvyskou kmene 60 az 90 cm.
U prostorovych korun se provede rap&ni kmene nadkolik kosternich wtvi 1. f&du
a na ¥tve Il. a dalSicl¥adi tzv. polokosterni &tve.
Jednoleté vyhony t¥o podstatu pro dobrou plodnost broskvoni, protoujestvi
II. az lll. rAdi kazdor@nimfezem podporovana tvorba letoriost

Béhem vyvoje broskvoni je jejich intenzitédstu postup& oslabena. Na mladych
stromech se ut¥é bujné fstové vyhony, ze kterych je postavena kostra karuny
Stromim v obdobi plodnosti se navySujecpb nerozétvenych vyhoi s vegetativnimi
a generativnimi pupeny. Silastu letorosi v jednotlivych vyvojovych fazich straim

je zpisobena vyzivou, zavlahou, podnozi a zejm&zam v plné plodnosti.
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* Listy

Forma listu je kopinata a velikost zavisi nat@ldr a rovréz na pozici v koru&
Barvu listi miZzeme odhadnout podle ddr, kdy nap. odiida "Luna” ma listy sitle
zelené se #brnym odstinem, na oillé “Dixired” najdeme sytzelené listy a odida
"Redhaven” zahrnuje zelené listy s oranzovym oelstinOkraje lisi ma broskva
zubaté az pilovité. Jednim z identifékach rysi odnidy jsou Zlazky na&apicich. Jejich
tvar je kulaty nebo ledvinovity, nackterych odéidach se objevuji kombinace obou
tvari a na dalSich Zlazky zcela chybi.

» Kvétové (kwtni) a listové pupeny

Kvétoveé (generativni) pupeny se utvdpouze na jednoletych vyhonech. Tvar
listovych pupen je Sptaty, kdezto pupeny K¥ové maji tvar zaobleny. Z listovych
pupernii vyrostou listové izice a letorosty, plody se uttiopo oplozeni z pupén
kvétovych.

* Kvéty

Odrady broskvoni se roztuji podle tvaru k¢tu na Gzokwté (zvonkovité)

a zvonkokwté. Korunni platky wZovitych kwta jsou zbarveny od biléies setle
raiZovou az po sytrizovou. Odstin zbarveni duje dany rys odidy. Zvonkovité kéty
byvaji mensi a jejich korunni platky majizove zbarveni s odstiny.

V CR se pstuji broskvo samosprasné a hmyzosnubné.

* Plody

Plod tvai peckovice. Cleréni broskvdiovych odfid je ukovano podle
charakteristiky plofl. U rargjSich odfd byvaji plody po¥tSiné drobrgjSi, maji okolo
50 az 80 g, u odd stedrgé a poz@ zrajici kolem 150 az 200 g. Procento zastoupeni
duzniny na hmotnosti plddje piblizné 90 %. Obsah suSiny se pohybuje v okruhu
od 9 do 22 %, kdy zaleZi na dade a pestitelském progedi. Tomu odpovidé i obsah
vody, ktery se pohybuje od 91 do 78 %. Podil @ukisuSig tvoii 5,7 az 14,9 %,
kyseliny chininova, jabkana a citronova 0,2 az 0,8 %l ©,3 az 0,8 % a pektiny 0,5
az 0,9 %. Z cukr je hlavni pedstavitelem sachar6zagpstavujici 2,8 az 10,0 %, obsah
glukdzy a fruktozy je znmé nizSi (Bazanet al., 2003).
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3.4 Geneticka charakteristika broskvoré

Mladym stromkim broskvoni trva 1-2 roky nez &ou utv@et své prvni ksty.
Délka juvenilni faze nepochybnovliviiuje Slechtitelsky cyklus, a to zejména
vyhodnoceni ovoce, v¥b téch nejlepSich hybritl a zejména kultivér Na rozdil
od morfologického posouzeni je mozné pfedhictvim molekularnich metod zjistit
tyto informace mnohemiive.

Karyotyp byl u broskvoni studovarétem meidzy (Jelenkovic and Harrington,
1972) a mitdézy (Salesses and Mouras, 1977). Jerslpe retelrt identifikovatelného,
velkého submetacentrického chromozomu a z dal$cms chromozor 0 mensi
velikosti, kdy dva z nich jsou akrocentrické. Genbroskvor je jednim z nejmensich
mezi gstovanymi druhy, s odhadovanou délkou 290 Mbp (Beiiral., 1994).
Stejre jako u vSech druhPrunus broskvai, japonska Svestka #eSé maji zakladni
pocet chromozom x = 8 a diploidni genom organizovany v 2n = 2x6=chromozom
(Monet a Bassai, 2008; Ares al.,2012).
variability broskvoni ve srovnani s ostatnimi ploani z roduPrunus (Byrne, 1990).
Vysoky hospodésky zajem o broskv@anumoziuje vyvoj F2 potomstva, které ma
za nasledek zkraceni juvenilniho obdobi o 1-2 ne&wysadb broskvoni (Scorza and
Sherman, 1996).

3.5 Historie péstovani broskvoni

Broskvair (Prunus persica(l.), ktera se gstuje vice nez 4000 let, je vysoce
geneticky charakterizovanarayina. Za misto {vodu broskvoni je povaZovana
severozapadrdina, mezi horami Kunlun Shan a Tarim (Faust andofiyi995.

Ve starécinskeé literatie, ktera pochazi z 3. tisiciletf.m. I., se o broskvonich
dotteme v knihach S ting (Kniha pisni&himin — jao — $u. \éthto spisech najdeme
dva zpisoby rozmnozZovani broskvoni, tj. semeny a roubaowardde popisovany
sortiment zahrnuje vice nez 30 kultitdsroskvoni. Pod ndzvem "Maotao” byly znamé
divoce rostouci pravé plstnaté brosk¥on’Yitao® byly broskvons divoke.
Tyto kultivary se dochovaly i do dneSni doby, kdg syuZivaji jako podnoZze

v odlehlych life pistupnych oblastedfiiny (Yuzhu, 2000).

14



V Cechéch a na Morawo3lo k gstovani broskvoni za vlady Karla IV. (Blaha,
1966).

Patatkem 19. stoleti se nejlepSi brosk¥grstovaly na jizni Morag&. NejwetSi
plochy pstovani broskvoni byly zaznamenany na Uzemi menef8r a Beclavi.
V porovnani s dneSni kvalitou broskvoni, byla tahdgsi na nizké arovni
a to gedevSim proto, Ze se tehdejSi broskvgestovaly nejastji ze semene —

tzv. ,vinohradnické semeg@“ (Oukropec, 2000).

4. Slechni broskvoni

Prvnim vyznamnym Slechtitelem broskvoni byl Joseflu&d Proche
(1822 — 1908). V této daébvznikly semenéky, které ngly témei uniformni vzhled
s dobrou odolnostii¢i mrazu a gdnim stresovym fakt@dm (Oukropec, 2000).

V souwtasnostije Prunus persicatznorody druh, ktery se pouziva pro vyZzivu,
ale i okrasné tely. Rozsfeni spateby broskvi zavisi na jejich uv&d na trh,
konzistentni kvalitu a naklady na ovoce. Zajmeéstiteld v produknich systémech
je prodlouzeni skliz® snizeni chemickych vstipa zajiséni kvality konzistence
plodi. To vede k zawteni se na §stovani odiid s vysSi kvalitou, vySSi odolnosti proti
chorobdm a Sidcim, WwtSi rozmanitosti drulh na trhu a adaptace na subtropické
a tropické oblasti sita (Byrne, 2002).

Broskvai, stejreé jako feSeér a Svestka, jsou koma® vyznamné druhyrunus
(Okie and Weinberg, 1996; Scorza and Sherman, 188Gsavinet al., 2006). Akoli
tyto ovocné druhy byly kultivovany jizipd 2,000-4,000 lety, jejich Sle¢hi na nové
kultivary se z#alo rozvijet za poslednich 100 let (Okie and Hakc@908; lezzoni,
2008). Podle Byrne (2005) bylo zatim vySlecidt asi 3000 kultivar Prunus
V sowasné dob moderni Slechtitelské programy pro broskdotreSré a japonské
Svestky jsou zagteny jak na preference spebiteli, tak i pistiteli. Spotebitelské
preference se tykajirpdevSim kvality ovoce, proto se Slechtitelské paogr zandiuji
na ziskani plod, které maji pjatelnou chti a Zadouci strukturu. Na druhou stranu,
péstitelé vyzaduji vysoce produktivni kultivary, tzrodolnost proti nemocem,
prodlouzeni doby sklizhi produkci ovoce a zvySeni moznosti doby skladelaisti
(Byrne, 2005).
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Za strategické ikZeni, uplatované pi Slechtitelskych programech,
je povazovana hla¥nhybridizace (intra a mezidruhova) a d&ve opyleni. Broskvo
se snadno opyluje, protoZe je samosprasna (selpatiioie) (Scorza and Sherman,
1996).

Dédiénost rekterych vlastnosti, nap chuti, textury, velikosti, tvaru, Wsi
barvy, pevnosti, trvanlivosti, vynosu, doby kvetenisklizré, vykazala kvantitativni
charakter ddicnosti, ktery souvisi s kvalitou ovoce a jeho pradutou
(Scorza a Sherman, 1996; Okie a Weinberg, 1996z&eual, 1998; Fotricet al,
2007; Hancoclet al, 2008; Okie and Hancock, 2008, Dirlewangeal, 2012).

Souhrn tradinich i modernich Slechtitelskych metod pouzZivangclvyvoji
novych odéid Prunus je pouzivan u broskvoni a dalSich zastupodu Prunus
PouZivaji se sazenice,catne kultivacnich nastraj in vitro. Transkriptomika
a genomické zdroje poskytuji pochopeni molekularrdékladu fenotypové variability,
jakoz i ukeni alelickych variant a molekularnich markefy zas slouzi pro pochopeni
genetické rozmanitosti dratPrunus je vyuzivana markery asistovana selekce (MAS -
marker-assisted selection) a transgenoze. Molakiuldrarkery RAPD, SSR, AFLP
a jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) jsou zngald uZit&né nastroje k popisu
genetické variability u broskvoni a dalSich zastumoluPrunus

5. Izolace DNA

Izolace DNA je BzZny postup k ziskdvani DNA pro nasledné molekularni
analyzy. Extrahovana genomova DNA z rostlinného emi@ts obsahuje jadernou,
mitochondrialni i chloroplastovou DNA. VeSkera takto DNA slouzi
pro diagnostické a fylogenetické pouziti a umge uplat@éni polymerazovéetizové
reakce (PCR) k ziskani specifické informace z DXi#std DNA miZe byt uZita pro
studium struktury DNA a jejiho chemického sloZzenkpumani penosu informace
z DNA do proteiri, provagni DNA hybridizace a pro klonovani a sekvenovani.
Problémy extrakce DNA se mohou vyskytnoi#né, pokud rostlinny material obsahuje
vysoké mnozstvi polysachatic dalSi sekundarni metabolity, které maji viivcisdotu
DNA [Efficient method for the extraction of genoniddNA from wormwood Artemisia

capillaris)].
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Dnes existuje spoustu igohi jak izolovat DNA. Jednim z nich je izolace DNA
zaloZzend na zakl@dpripravenych roztok, tzv. klasické postupy, kde jsou nejvice
vyuzivany metody s cetyltrimethylammonium bromid@TAB) a NaCl anebo metoda
izolace DNA podle Dellaportet al (1983).

Klasickou metodou izolace DNA je také metoda CTABi izolaci DNA
je poteba rozbit buktnou sénu a plazmatickou membranu kn P pouziti CTAB
tvoii v pufru polysacharidy s DNA suspensi. Pevadéste€ky jsou odstraény
centrifugaci, rozpustné slozky, jako nhapproteiny, jsou odstra@&ny rozpusnim
v chloroformu
a centrifugaci (Doyle and Doyle, 1987).

DalSim zmgsobem izolace DNA je v soasnosti nej&znejSi extrakce na pevneé
fazi za pomoci kii, nag. DNeasy Plant Mini kit (f.Qiagen) nebo NucleopBilant Kit
(f. Clontech). Pevna faze je untisa uprosted mikrozkumavky (tzv. kolona) v poddb
membrany. Kolony obsahujici modifikovanou membrane silikagelu pohlcuji
nukleové kyseliny za iftomnosti chaotropnich soli. Ve ubddi roztocich s nizkou
iontovou silou budou zachycené nukleové kyselimyeznbrany uvaiovany.

Izolace DNA na bazi kolon jéaso¥ méré nara@na, izolaty DNA je mozno
ziskat ze vSech rostlinnych difyhpouze jsou zde vysSi naklady na jeden vzorek
a na rozdil od izolace na bazi vlastnich roatesk maximalni vgZzek DNA vyhrads
pohybuje v jednotkach mikrogram

Kvalita a kvantita izolované DNA je kontrolovangegtrofotometrickym
meétenim  ziskanych roztdk DNA pii A=260 a 280 nm, dale fluorometrickym

stanovenim nebo elektroforézou na agarézovéem galtaeket al, 2006).

6. Molekularni metody

Nasleduji po morfologickych sledovanich v sadeclstiadiu izoenzymovych
spekter. Pracuji sinformacemi na urovni DNA, coZizen umoznit urychleni
Slechtitelského procesu a studia odolnosti prinym chorobam a vlivm vngjSiho

prostedi.
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6.1. Metoda RFLP

Polymorfismus délky restrénich fragment (z anglického ,Restriction
Fragment Lenght PolymorphisthVznikla v 80. letech jako prvni metoda zaloZena
na bazi DNA. Ma celodadu fiznych vyuziti. Jednou z moznosti je identifikaceige
zodpovdnych za ufita onemocani (Hostettmann, 2014). V ngsi dok je vSak mé#
uzivanou metodou. Stala se zakladem pro genetic@owani lidského, eukaryotniho
a rostlinného genomu (Baranekal,, 2006).

Principem této metody je pouziti restikch endonukleadz a hybridizace DNA.
VSechny dané vzorky DNA jsou é&peny stejnou restréni endonukledzou.
Po provedeni elektroforézy v agar6zovém gelu sevgs® Southeriv prenos
na nitrocelulézovy filtr. Dale se DNA hybridizujepsijatelnou radioaktiva znaenou
molekularni DNA sondou. Polymorfismus hybridizugici fragment se kontroluje
na autoradiogramech (Baranetkal., 2006).

Za vznik bodovych mutaci mohou rozdilné polohy Iiaujicich fragment
(Baraneket al., 2006).

Polymorfismus je spolehlivym znakem pro odliSeniehezygoti od obou tyg
homozygot, jeho znaky jsou tedy kodominantni. Nevyhodou $akvvelka finatni
naranost, dale utvieni podminek pro praci s radioaktivnimi prekurzory,
ale i nezbytnost velkého mnoZstvi vysoésté a neposkozené genomické DNA
(Baraneket al., 2006).

Broskvai (Prunus persica (L.) je povazovana za nejlépe geneticky
charakterizovany druh roderunus Proto byla pouzita jako modelovy objekt gtudiu
uspdadani genomwpPrunus pomoci RFLP. Prvni vysledky ukazaly, Zze se vysjeyt
60 % klonovanych sekvenci DNA, zkoumanych pizkém pétu kopii v genomu
broskvork. Po vylEru a zkoumani ¢échto sekvenci byly nalezeny polymorfismy
dostaténé pro mapovani RPLP. Bylo zj#b, Ze mezi broskvmvymi kultivary bylo
detekovano metodou RPLPs 33 % cDNA Kian 20 % genomickych kldn Analyza
segregace RPLP préfida ve dvou kulturach, kde u obou doSlo k &ddi znamych
morfologickych znak. V segregaci bylo odhaleno 12 RFLP maikero jednu kulturu
a 16 na strandruhé. | kdyzZ byla zjigha vazba mezi RFLP a morfologickymi markery,
piedEzné analyzy mohou nazfin souvislost mezi dsma RPLP markery
(Eldredgeet al., 1992).
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6.2. Metoda PCR

Polymerazové&etézova reakce (angl. PCRplymerase chain reactipnZa jeji
objev ziskal roku 1993 Kary Mullis Nobelovu centh{@upek, 2000).

Metody postavené na polymerazoizové reakci jsou zaklademetginy
molekulérnich laboratt PCR je zaloZena na enzymatické amplifikaci DMAvitro.
Od zavedeni pouziti termostabilni DNA polymeradzipee 1988 vzrostlo vyuziti PCR
v oblasti vyzkumu i v klinickych laboratih a v sotiasné dob dokumentuji o usfzhu
této techniky desitky tisic publikaci. V typickésstu PCR je moZno rozezn#tKroky
siizenou teplotou, které se opakujiadk 25 az 50 cykKl.

PCR je metoda, ip které probihd syntéza nukleovych kyselin,
kde jsou z pivodni templatové DNA replikovany jeji ¢ité segmenty. PouZivaji se dva
primery (tzv. oligonukleotidy o znamych sekvenciohyanéujici amplifikované DNA
fragmenty. Dané primery hybridizuji scitymi komplementarnimi misty, kdyéhem
reakce dochdzi k mnoZeni sekvenci pouze mezi danpnmery. VyuZivi
se termostabilni DNA, ktera je izolovana z termmitih bakterii a slouzi k prodluzovani
primeri za vzniku novychtettzci (Baraneket al, 2006).

Selektivita reakce je dana volbou pririnePrimery jsou jednovlaknové DNA
sekvence, komplementarni k sekvenci matrice lemujitové oblasti. Aby byla
umozréna exponencialni amplifikace, musi primery nasedapanych sngrech.
priblizné 4 kb (Weisinget al, 2005).

Pro spravny pibéh PCR je iteba, aby spolu reagovaly jednotlivé slozky, ze yktier

muze vniknout nové vlakno amplifikované (namnozenB)pD

Reakni snmes se sklada z:

1. pufru, obvykle obsahujici HCI, KCl a Mg£l

2. termostabilni DNA-polymeraza, kterafiggava nukleotidy k 3"-konci primeru
a naseda k jedtiettzcové DNA (ssDNA),

3. ctyi deoxyribonukleotid fosfati [dNTPs]: dATP, DTP, DTP, dTTP,

4. dvou oligonukleotidovych primér

5. templatové DNA.
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PCR probih& v opakujicich se cyklech, které prgbiteatrech stupnich:
1. denaturani krok,

2. annealing, nasednuti primeru, hybridizace,

3. rast, prodluzovani novéh@tzce neboli extenze.

V prvnim kroku prvniho cyklu se zipodni templatové DNA utid zvySenim
teploty na piblizné 94°C dva samostatnéetézce DNA (tzv. denatutami krok).
Ve druhém kroku se provede snizeni teploty na 365E (v zavislosti na sekvenci
primeri a experimentalni strategii). Primery se hybridizikomplementarnimi misty
(tzv. annealing), které jsou identickad nebo vyshoenologni s jejich nukleotidovymi
sekvencemi. Primery se vazou ve ¢sm polymerazy DNA, tj. od 5 k 3" konci.
Pri tretim kroku se voli teplotafipkteré je aktivita termostabilni polymerazy optimia
— obvykle 65 az 72°C. Polymerazy nyni réagi 3" -konce DNA primel hybrida
smérem k vazebnému mistu na druhém primeru. Vzhledelomki, Ze oba primery
nasedaji na ob#ettzce DNA, je cilovy fragment zcela replikovan (tzust nového
retézce).

Pti opakovani daného cyklu se dwysledné dvouvidknové DNA &p denaturu;ji
na pivodni vliakna.
Jednim z hlavnich tvodi vSestrannosti PCR metody je, Ze jakykoliv druh

primeri maze byt zvolen v zavislosti n&éiu studie (Weisingt al., 2005).

6.3 Genetické markery

Ziskavani informaci o genetické varialglia struktie u druhuPrunus muze
poskytnout uzitené genetické informace pro Sleahit novych kultivaé a pro dalsi
genetické vyzkumy. V s@asné dob, molekularni markery umoznily &&ni genetické
variability pro volré se vyskytujici a kulturni genotypy (Blendgal.,, 2007).

Mezi sadou vytveenych fragmerit se nachazi i ty, které mohou byt
naamplifikované z jednoho genomového vzorku DNAoo vyplyva, ze pokud by
se v genomové DNA vyskytovali nevyskytovaly fragmenty, budou stéle v populaci
organiznti polymorfni. Proto se vyuziva wtginy organism ke stanoveni velkého
mnozstvi RAPD genetickych marker které nasledn slouzi pro odlisSné typy
genetickych a poputaich studii (Hartl, 1988).
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Pomoci PCR metod Ize ziskavat informace v pédgbnetickych markér
Geneticky marker je DNA sekvence se znamou poziciclromozomu a sdruzena
s jednotlivym znakem. &nymi pouzivanymi typy genetickych markerjsou:
polymorfismus délky restrinich fragment (RFLP), polymorfismus délky
amplifikovanych fragmeiit (AFLP), polymorfismus néahodnamplifikované DNA
(RAPD) a jednoducha opakuijici se sekvence (SSR).

Mohou byt dale fidény na dominantni nebo kodominantni. Dominantni mrk
umoziuji analyzu mnoha mist natzci DNA najednou, pat sem RAPD a AFLP
metoda (Shawet al, 2009).

6.4. Metoda RAPD

Byla popsana v roce 1990 a jeji Uplny nazev znlyrRorfismus délky nahodn
amplifikovanych fragmerit DNA (z anglického Random Amplified Polymorphic
DNA"). Metoda RAPD je typ PCR reakce s rozdilem, Zede pouZit jen jeden primer,
u kterého neni p&gba znat konkrétni sekvence cilovych oblasti DNAziNtné
je vS8ak, aby obsah GC (podil guanino-cytosinovélmmmpementarnino payu
ve struktie DNA tvail minimalné 40 %. Ri aplikaci kratkych primer je poteba
pouzit nizsi teploty hybridizace, kolem 36°C (Baataat al, 2006). JelikozZ jsou vyuZzity
kratké primery o délce kolem 10 nukledtjdnaji schopnost se na vice mistech navazat
na templatovou DNA (Hartl, 1988).

Uspdnost metody RAPD zavisi na koncentraci DNA, &tpo cykli
v termocykleru, kvalit a koncentraci pouzitych primerkoncentraci higiku, zvolené
DNA polymeraze, ale i naiesnosti pipetovani (Caetano-Anollés a Gresshof71L9
RAPD reakce jsou velmi citlivé na teplotni profitermocykleru, jelikoZz se z&nou
teploty miZze Zetelre zmenit i vysledna forma RAPD produktKritick& teplota nehrozi
pii denaturaci templatoveé DNA, aldiybridizaci primeé s komplementarnimi misty
v templatové DNA, kdy nejvhodjsi teplota je 36°C (Baranek al, 2006). Denaturace
templatové DNA probih&ip90-95°C a prodluZzovaci fazeiy2°C. Primer hybridizuje
na ukitych mistechrettzce DNA, kdy po syntéze novyébtzci vznikne smis mnoha
fragmenit o rozlicné délce. Jejich polohutbeme zviditelnit pomoci fluoresc&mho
barviva fevedenim na agarézovy gel. VSe probiha po vykoetekitroforézy, ktera
probihd v prosedi stejnosrrného elektrického proudu atipkteré dochazi podle
hmotnosti k perozdleni fragmeni DNA.
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Zawérem dostaneme v RAPD profilu az 15 diskrétnich pkbido velikosti 100 az 2000
bp, jenz byly vysledkem spektra razilé viditelnych prutii (elektroforegran).
Je-li pruh pitomen je peveden na binarni matici, kde se hodnétiopnnost produktu

»,1* a negitomnost ,0 z¢ehoZz mezi vybranymi zkoumanymi vzorky po statistitk

vyhodnoceni vyplyvaji vzajemné genetické vztahyhia Grifo, 1996).

Tabulka 1 Fiklad sloZzeni mastermixu pro RAPD reakci

Koncentrace | Koncentrace | 1 reakce Mix ...
vychozi reakci (V1)) (uh
H20 19,55
10 x Buffer 10 x 1x 2,5
DTP 25 mM 0,2 mM 0,2
Primer 20 uM 0,4 uM 0,5
Polymeraza 2 U/l 05U 0,25

(pfevzato z Baraneét al, 2006).

RAPD markery maji v diploidnich organismech dominaftecesivni charakter,
tim se rozumi, Ze fragment DNA ocité molekularni hmotnosti je amplifikovan pouze
Nejde
od homozygotnich (Baraneit al, 2006).

u rekterych  jednotliv@. tedy rozliSovat heterozygotni organismy

Metoda RAPD ma schopnost zjistit polymorfismusdhtastech DNA, kde neni
rozeznatelna sekvence, funkce nebo lokalizace nangsomu (Hahn a Grifo, 1996;
Wolfe a Liston, 1998; Spoonet al, 2005). B analyze RAPD je mozné tedy zachytit
mutace v daleko&Sim pasmu, nez ktera pokryvaji mista komplemegtégmplatové
DNA a primeru (Baréanekt al, 2006).

Vyhoda této metody spéova v jeji jednoduchosti, rychlosti a technické
nenar@nosti. Nevyhodou je vSak potiZz s opakovatelnostiz&ou reprodukovatelnosti,
kterd je ovliiovana kvalitou a mnozstvim templatové DNA, PCR pukoncentraci
chloridu hdecnatého, porerem primeru/templétu, teplotou nasednuti primeggput
DNA polymerazy a druhu termocykleru (Hahn a Grit®96; Wolfe a Liston, 1998;
Spooneret al, 2005). Vysledky RAPD metody jsou brany za spioléhi v pripad

nizSi reprodukovatelnosti mezi laborami (Welsch and McClelland, 1990).
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Pouzitymi molekularnimi markery bylo zj&to, Ze jsou vhodnétiprozliSovani
riznych genofonidl ziskanych ziznych zemipisnych oblasti (Khanuj@t al, 2002;
Zhanget al, 2003). Technika byla také pouzita pr@ami slozekiinskeho bylinného
predpisu, yu-ping feng san (McCoucht al, 1988). RAPD markery pomahaji
ke stanoveni genetické&ipuznosti a rozliSeni kultivAru rekolika ovocnych plodin
zahrnujicich mandio (Bartolozziet al, 1998), broskvid (Badenest al, 1995), jablé
(Koller et al, 1993), Svestku (Boonprakah al.,2001), meriiku (Ercisli et al., 2008),
papaju (Jobin-Deccet al, 1996), guavu (Prakast al, 2002), révu (Ulanovsksgt al.,
2002), n6zi Sipkovou (Debeneret al, 1996), citrus (Jiet al, 2011) a tomel
(Thaiponget al, 2003).

Marilyn et al., (1996) zkoumali genetickou variabilitu broskvoniraznych
oblastech Spojenych stat Sledovali nahodn amplifikovanou polymorfni DNA
za pomoci RAPD markéra vysledky srovnali s vysledky 2Zipuzenského ilzeni
danych broskvoni. PouZili 94 RAPD markero odhad genetické vzdalenosti mezi 136
kultivary. Rozalili je do 12 Klastfi vytvorenych v dendogramu, ¢ehoz ti klastry
obsahovaly genotypy z USA, Evropy a Latinské Amerik zbylych dedt klastii
genotypy z Indie, Pakistanu, Ruska, z Okinaw¢iay. Z daného vyzkumu vyplyva,
Ze WtSina alel u sledovanych adf v daném stétje totozna, i pesto, ze se tyto odldy

liSi svym geografickym (ze@pisnym) givodem (Warburton and Bliss, 1996).

6.5 Metoda AFLP

Polymorfismus délky amplifikovanych fragmént(z anglického Amplified
fragment length polymorphignbyl predstaven Zabeauem (1993), Vosetral, (1995)

a pedstavuje geniédlni kombinaci analyzy RFLP a PCRchmelogie AFLP
je pouzitelna pro vSechny organismy a olgeard za nasledek vysokou informativnost
o DNA. Proto se stala rychle jednou z nejoblifj&ich a vykonnych jfistupi k detekci
polymorfismi DNA.

AFLP reakce zahrnuje dva zékladni kroky. V prvnirokki je genomova DNA
Sttpena d¥ma tiznymi restriknimi enzymy produkujici lepivé (kohezni) konce
a dvouvlaknové syntetické adaptéry definujici sekeejsou vazany k éma kondém
vSech restriknich fragment. Adaptér a omezovani sekvénech mist pak poskytuji

univerzalnimu primeru vazebna mista pro nasledrié R@kce, které twodruhy krok.
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Nasledné PCR reakce se provadi gembtictvim specidknavrzenych primer
5"-konec primak je komplementarni k adaptéru, zatimco 3"-konqaojgeba prodlouzit
o rekolik, libovolné vybranych nukleotidl do restrikniho fragmentu. f&sna shoda
na 3"-konci primeru je nezbytna pro amplifikaci.

Proto pouze ty restréki fragmenty jsou zviditekmy, ve kterych jsou 3"-konce
primert rozSteny, a tim odpovidaji sekvenci lemujici restnkmista (Weisinget al,
2005).

Polymorfismus mezi ddima nebo vice genotypythe vzniknout zeit zdroja:
1. zménou sekvence vjednom nebo naobou resifdh mistech, lemujici ity
fragment (jako v RFLP), 2. vloZzenim nebo vymazanisekvence uvnit
amplifikovaného fragmentu (jako v RFLP), 3. vznikesadili v nukleotidové sekvenci,
ktera gimo sousedi s resttikimi misty (nelze provést analyzou RFLP) ( Weisatg
al., 2005).

AFLP tedy dokaze detekovat vy3sSi ardvpolymorfismu nez RFLP. AFLP
markery jsou ¥tSinou dominantni, aleékdy maze byt @dicnost vyhodnocena i jako
kodominantni.

Technologie AFLP se vyziaje kombinaci vyznamnych vyhod. Za prvé,
je vSestrannd, lze pouzit libovolny primer, protm&mi nutnd znalost ofgdem dané
sekvenci primeru. Za druhé, vysSi kontrolovatelneginibéhu PCR reakce, tize
zajistit dikladnost a vysokou opakovatelnost této metody.i&i, tvybrany pruh rize
byt vyfiznut, klonovan, sekvenovan a transformovan do Zzaassho mista, podle
navrzenych specifickych primer Za ¢&tvrté, ukity pocet AFLP primet Ize
kombinovat, ¢imz se ziskd zraé mnozstvi kombinace primigr z nichz kazdy
produkuje jedinénou sadu amplifikovanych fragmént Za paté, mnohonasoba
kombinace primér je nejen vysoka (tjfada informativnich pruh je vytvarena
v jednom experimentu), e byt také pzpusoben progednictvim prominné délky
na 3 -primeru prodlouzenim, anebo ¥§dm enzymu. Proto je zapgebi pouze jeden
nebo dva selektivni nukleotidy pro templaty s nizkkomplexnosti, jako jsou
bakterialni genomy, vzhledem ktomu,ile byt zapdebi az osm selektivnich
nukleoticdh pro druhy s velmi rozsahlymi genomy. Typicky fragmh ma velikost
v rozpEti od 50 do 500 bp ( Weisirgs al, 2005).
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Vyhoda AFLP spoéiva vtom, Ze je brana jako vSestranny nastroj ifau
aplikaci, \etrg molekularni taxonomie, populai genetiky, charakterizaci sbirek
zarodeénych plazem, identifikaci klan sporfi a kultivaf, vystavbou genetického
spojeni map, prostoupeni marnkeve specifickych oblastech genomu, pro fyzické
mapovani, a mnoho dalSich.

PrestoZe se jedna o velmi vykonnou metodu, zakladallyay AFLP maji také
fadu omezeni, jako je dominance maibkeshlukovani markér které jsou vytvéeny
S ukitym parem restrignino enzymu v odliSnych oblastech genomu, omezeoeén
polymorfismu u gkterych gstovanych druin, poZadavek na kvalitni DNA (Weisirej
al., 2005).

Xu et al (2006) zkoumali progednictvim metody AFLP genetickou variabilitu
a genetické vztahy mezi japonskymi broskwwymi kultivary a zji§ovali pivod
daného broskvmmvého kultivaru. Sledovali 17 japonskych kokréch broskvdovych
kultivari a 6 tradinich kultivafi. Z 16 kombinaci AFLP primér bylo zachyceno
celkem 837 produkita 146 polymorfnich pruhs procentem polymorfismu 17,5 %.
Z 6 tradtnich polozek, byly 4 geneticky variabilni od japkysh komeénich odid
broskvoni, zatimco 2 polozky Giny byly klasifikovany do skupiny japonskych
komekné péstovanych broskvmvych kultivaf.

Analyza AFLP a sledovaniigodu ukazaly, Ze japonské korer broskvaové
kultivary pochazeji zejména z kultivaru “Shanghaiin8tsutou”, jedné z tra¢hich
poloZek zCiny. Agkoli genetické vztahy zji8hé pomoci AFLP byly obeénv souladu
s informacemi o fwodu, byly nalezeny odliSnosti. Kombinace AFLP g
s genetickymi informacemi (Udaji oipodu daného broskwioveho kultivaru) mizou
poskytnout lepSi pochopeni genetickych vitamezi japonskymi broskwmvymi
kultivary (Xu et al, 2006).

AFLP technika poskytuje novou a velmi silnou metddNA fingerprintingu
pro DNA jakéhokoliv fivodu nebo slozitosti (Vost al, 1995).
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6.6 Metoda SSR

Mikrosatelity, neboli opakujici se jednoduché seloee (z anglického Simple
Sequence RepedisTuto metodu objevil na patku 70. let. SKINNERet al, (1974),
pii ndlezu sekvence (TAGG)n v satelitni DNA, kterénaghazela u kraba poustevnika.
Jsou popisovany jako sled pravidebe opakujicich kratkych sekvenci v eukaryotickém
genomu. Koncem 80. let. byldam odborny vyraz mikrosatelity, ktery piapro now
zavedenou skupinu primelLitt and Lutty, 1989; Weber and May, 1989; Beckma
and Soller, 1990).

Mikrosatelity v DNA reprezentuji oblasti sloZzené 126 nukleotidi vicekrat
se opakujicich, fiikladem jsou (A/T)n, (AG/CT)n, (GATA/TATC)n. Tyto pakujici
se nukleotidy jsou nazyvany jednotky repetice (Rasy2001). Jejich optimalni délka
se pohybuje pod 100 pb. Struktura mikrosatgétrozliSovana na dokonalé, nedokonalé
a slozené. Pokud je struktura us@da souvislou jednotkou repetice, jedna
se o dokonaly mikrosatelit, nage (AG),, v pripack, Ze je jednotka repeticéggruSena
sledem nahodnych bazi, jde o mikrosatelit nedoKomealF. (AG)14(AT)3s. Pritomnost
mikrosateliti se mezi#iznymi organizmy réni, avSak v ramci vySSich organiirnsou
znan¢ rozsfeny. Frekvence vyskytu mikrosatélitt genond rostlin je zhruba gkrat
niz8i nez v lidském genomu. Zjistilo se, Ze nejvjseu zastoupeny dinukleotidové
mikrosatelity, z nich se jedna o jednotku repe(id@)n. K mére pocetnym pak pat
mono- a tetranukleotidové mikrosatelity. V oblastinukleotidovych repetici jsou
nejbsznéjSi (AAG/CTT)n a (AAT/ATT)n (Baranelet al, 2006).

Jednoduché opakujici se sekvence (SSR nebo miglibgase EZn¢ pouzivaji
v genetickych studiich, protoZze jsou Siroce %) v celém genomu, jsou
kodominantni a vysoce polymorfni. Byly izolovanytznych druli z ¢elediRosaceae
a jsou Siroce pouZzivany pro takové postupy, jakalyaa genetické variability,
identifikace kultivat, fingerprinting a tvorbu genetickych map (Aranzaal, 2003;
Abbottet al.,2007; Fotiricet al, 2007).
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Mikrosatelity jsou v genomu pravidélnuspdadané a fedstavuji relativéy
vysokou miru polymorfismu mezi jednotlivymi genoyypktera je zaficinéna
rozdilnym pd&tem opakujicich se jednotek repetice. Z tohotwodu metoda SSR
pouziva primery z konzervativnich sekvenci v Uzkékiosti s mikrosatelitnim lokusem.
Sekvence PCR prim&fjsou vytv&eny tak, aby se jejich délka pohybovala v intervalu
17-22 pb, obsah G a C byl zhruba 50 % a ¥i#f@ma hodnota (Tzistala okolo 60°C.
Vytvoreny primer nesmi vykazovat vimf ani vzajemnou komplementaritu,
pokud by tomu tak nebylo, mohlo by to vyr&znaruSit cely pibéh PCR reakce.
K jednodussi detekci produkamplifikace byvaji primery vytiény tak, aby se rozsah
produktu amplifikace nachézel vrozmezi 100 — 3@0 jpak bylo #@ve uvedeno,
polymorfismus mezi genotypy je agoben odliSnym pdem opakovani jednotky
repetice. Z toho vychazi, Ze¢hem detekce produktPCR jsou jednotlivé alely odliSeny
o jednotku délky repetice titého mikrosatelitu, nap pri jednotce repetice AT nastane
rozliSnost mezi alelami 2 pbfigednotce repetice ATT nastane rozliSnost meZaaie

3 pb) (Baranelet al.,, 2006).

Tabulka 2 Fiklad sloZzeni mastermixu pro SSR reakci

Koncentrace | Koncentrace V 1 reakce (pl) Mastermix... .
vychozi reakci

H20 18,8

10 x Buffer 10 x 1x 2,5

dNTPs 25 mM 0,2 mM 0,2

Primer S 10 uM 0,2 uM 0,5

Primer A 10 uM 0,2 uM 0,5

Polymeraza 2U/ul 1U 0,5

(prevzato z: Baraneét al, 2006).

Prikladem pouziti mikrosatetitu broskvoni je prace Testolat al, 2000. Bylo
izolovano a sekvenovano 26 mikrosatelte dvou genomovych ait broskvoni.
Kultivar 'Redhaven’ byl je§tobohacen o AC / GT a AG / CT. U 17 &chto
mikrosatelii, bylo mozné prokazat mendelisticky typsdanosti. Polmorfismus
byl testovan u 50 kultivarbroskvoni a nektarinek. MnoZstvi 2-8 alel na lakukazuje,

Ze vSechny mikrosatelity byly polymorfni.
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Sada mikrosatelitrozliSila vSechny sledované kultivary, s vyjimkogkolika mutaci u
Dixitime” vs. “Springcrest’, "‘Redhaven” vs. "Reditdy a dvou pdir kultivan,
“Venus$e” vs. ‘Orion” a "Elegant Lady” vs. "Rome sfgjichZ pivody jsou sporné. Bylo
analyzovano otcovstvi¢kolika odifid a ve ¥tSin¢ pripadi byla rodtovstvi potvrzena
(Testolinet al, 2000).

7. Diagnostika patogeii u broskvoni

Ziskavéani informaci o genetické variakiilid struktie u druhuPrunus muze
poskytnout uziténé genetické informace pro Sled@hit novych kultivaé a pro dalSi
genetické vyzkumy. V s@asné dob, molekularni markery umoznily &gni genetické
variability pro volre se vyskytujici a kulturni genotypy.

Pomoci molekularnich metod Ize u broskvoni sledayakyt patogef, pog.
studovat rezistence kmto patogeim u jednotlivych kultivai nebo v potomstvech.

7.1 Houboveé choroby
Vyuziti PCR metody je vhodné také giagnostice houbovych chorob.

Taphrina deformangaddavost broskvog)

Vieckovytrusa houb&aphrina deformange zprostedkovatelem kadavosti
broskvort. Celos¥tové onemocEni ni¢i vynosy plodin broskvoni. Napadné symptomy
kadegavych listi jsou brany jako vysledek vniknuti parazitniho nligcelo hostitelské
tkars. Usmdna izolace houby #isté kultde je omezena pouze na pozdni j&iréasné
léto (doba vypoushi askospor z infikovanych lisL

Molekularni metody na zakladchybridizace nukleovych kyselin, jsou vyhodné
pro diagnostické &ely, protoZe nevyzaduiji izolaci houby na kultimamédium. Bma
amplifikace pomoci polymerazoweétzoveé reakce (PCR) a fluores¢an hybridizace
(FISH) poskytuji rychlou a spolehlivou metodu prodhoceni rizika onemo¢ni.
Specifické primery a sondy byly navrzeny na zaklddstupnych 0déaj ribozomalni
DNA sekvence (Giosué, 2000).
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Programiizeného kizeni v letech 1990 — 1999, byl proveden pro ziskémd
broskvoni odolnych proti ka#i®@vosti broskvo& U potomstva "‘DOFI-84,364", které
bylo ziskané samospraSiDOFI 71.043.018" Cesarinix Cesarini) se gedpoklada,
Ze bude tolerantni k. deformans Stromy nebyly oS&tny fungicidy v poslednich dvou
letech ged vyzkumem. A dosud vSechny dosazené vysledkyujikaygsoky stupa
rezistence potomstva ‘DOFI-84,364°. Potomstvo ‘D&FB64" se i analyze RAPD
markery s 20 fedem vybranymi primery, prokazalo jako homogennier@ncialni
genova exprese byla analyzovana pomoci RAP (RNAefiprinting libovolnych
primeit) techniky ve zdravych listech (Belliet al, 2002).

Sphaerotheca pannogpadli broskvo#)

Napada listy, letorosty a zejména plody. Podhowabazita se utid na listech
ve forme bélavych nebo sitle rizovych velkych skvrn. Dochazi k opadu, deformaci
listh a nekr6zdm. Napadeni letonbsiochazi zejména v letnichégicich, kdy jsou
letorosty pokryty zpeatku bilym (primarnim) a poté bBdym (sekundarnim)
podhoubim. Pletiva od vrcholku zasychaji, pras&ajkortu;ji rast. Plody jsou pokryty
zpatatku bilym a poté hidym podhoubim, které se vyznge odliSi velkymi,
okrouhlymi a splyvajicimi skvrnami. 8em napadeni dochazi ke snizeni kvality
a znehodnoceni pléd Statni rostlinolékiska sprava, 2002).

V roce 2004, doslo kiké infekciSphaerotheca pannosaAl-Jabal Al-Akdhar,
Omanu, ktera a za nasledek ztaé ztraty na vynosechigtiteli. Tato studie byla
provedena na zakladvyskytu a fisobeni patogenaSphaerotheca pannoshyla
pozorovana ve vSech farmach na broskvonich v AdlJakl-Akdhar. Riznaky
onemockni byly nejprve pozorovany na vyhoncich v dubnuéasled na vzhledu
ovoce. Zavaznost onemagn dosahla svého vrcholu mezi gmem a cervnem.
Morfologicka a molekularni identifikace 22 izalaSphaerotheca pannosakazala,
Ze vSechny p#t do Sphaerotheca pannoséphaerotheca pannosgvila stejné
piiznaky i na okovanych listech broskvoni. AFLP analyza vydtea z 35 izolat
napadenychP. pannosoukteré pochazely z&i raznych oblasti, za pomoci kombinace
Ctyi primerti, 688 polymorfni lokug a 35 fiznych genotyp. V danych izolatech ma
P. pannosanizkou hladinu genové diverzity, coz na&ama, ZeP. pannoséabyla teprve
nedavno zavedena do Al-Jabal Al-Akdhar. Analyzaekolarni variance vykazovala
nizké hladiny genetické diferenciace mezi izolatytuznych vesnic, coZz znamena,
Ze P. pannosabyla do fiznych vesnic zavedena spalgm zdrojem (AdSadiet al,
2012).
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7.2 Bakterialni onemocréni

Bakterialni posSkozeni, AgobenéXanthomonas arboricola pv. prunje zavazné
onemockni, které nize mit vliv na kvalitu a produkci broskvoni po calé\té. Toto
onemockni zpisobuje vazny opad lista naruSeni ovoce, a to zejména v oblastech
s nadpimérnymi srazkami, silnym &trem, vysokou vlhkosti a s gitymi pudami.
Yang et al, studovali genetiku broskvoni v reakci na balleii poSkozeni.
Byla vytvorena F-2 segregujici populace meziéma broskvaéovymi kultivary,
“Clayton’, ktery ma odolny fenotyp, a "O'Henry’eit je velmi citlivy na bakterialni
poSkozeni. Fenotypové Udaje byly odebrany na dvdstech: Sandhills Research
Station, Jackson Springs, Severni Karolina (NChallaky vyzkum a vzdavaci
centrum, Pontiac, South Carolina (SC). Z 574 SSKenaodebranych Prunus bylo
pouze 7% (38) mezi rodiinformativnimi a pouzity k vytvieni genetické mapy (Yang
et al, 2013).

Xanthomonas campestris pv. prurje hlavnim problémem broskvoni
a nektarinek, ale objevuje se také na nmikéch, Svestkach a v menSirenna teSnich.
Dusledkem bakterialniho zasazeni jecasgji opad listi, coz nize vést az k oduiani
stromu. Odolnost proti bakteriKanthomonas campestris pv. pruby méla byt
prvoradym hlediskem ip vybéru broskvaiové odfidy. Nekteré z vice rezistentnich
odrid jsou ’“Bell Gruzie’, ’Biscoe’, "Harken’, ’“Loring”Madison’, "Ranger’,
"Redhaven’, "Redskin” a "Sunhaven’. K velmi citlivpdiidam pati "Elberta July
Elberta’, "Halehaven”, "Sunhigh” (Bost, 1914).

Xanthomonas arboricola pv. prunnize byt genaSena pomoci rostlinného
materialu. Nova a vysoce citliva real-time TagMa@RP byla navrzena na zakkad
sekvence genu pro protein souvisejici s ABC trariégem na ATP-vazebny systém
v X arboricola pv. pruni Detekce patogenuiie byt dokotiena Ehem rékolika hodin
s citlivosti 102 CFU ml-1¢imz prekonala citlivost stavajici konvemi PCR. Specificita
byla hodnocena pr¥. arboricola pv. pruns odliSnym fvodem, saprofytické bakterie
a zdravé vzorkyPrunus Uginnost real-time TagMan PCR byla vyhodnocena
s terénnich vzorkze 14 drub a podnozi rod&runus U vzorki listid, které vykazovaly
piiznaky napadeni, byla real-time TagMan PCR velémna. U 117 bezfiznakovych
listt a 285 pupel byla X. arboricola pv. prunidetekovana u 9,4% a 9,1% z 402
analyzovanych vzork coz dokazuje jehdasté epifytické nebo endofytické faze.
Tato no¥ vyvinuta real-time TagMan PCR lIze pouzit jako kvativni test
pro rostlinny material (Palacio-Bielga al, 2011).
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7.3 Virové choroby

Plum pox virus(PPV), mivodce Sarkového onemagn v ¢eledi Prunoideae
je jednim z nejzava®sich problém, které ovliauji produkci peckovin v Evrap
a Americe. Odolnost proti PPV byl&ide popsana Yrunus davidiangklonu P1908.
Geneticka odolnost proti PPV zobrazuje komplexrioZ{y) vzor kvantitativnhiho
deédictvi. Analyza kvantitativniho znaku (QTLs) odostip byla provedena na F1
mezidruhovych broskvmvych populacich. Dany znak byl ziskan #zkni mezi
nektarinkami z kultivat “Summergrand” &. davidiana Hybridi byli roubovanim
naatkovani PPV. Vyskyt infekce byl vyhodnoceftyiikrat. Nejprve pozorovanim
piiznaka v pribéhu dvou vegetmich cykli, a poté enzymem imunosérp analyzy
(ELISA). Pouzitim jak analyzy rozptylu, tak nepaetnckych tesi, bylo zjiS€no,
Ze Sest genomovych oblasti podilejici se na PR¥zistetnich. Podle vyhodnocenych
adajr 1ze usoudit, Ze mezi 22 a 51 % se nachazi fengfypachylka, ktera by mohla
byt vyswtlena v kvantitativnim modelu. Jeden QTL znak mapujgenomovée oblasti
umis€ni genu rezistence, ktery bytide identifikovan v meriice “Goldrich”. Nkteré
QTL znaky se zdaji byt @asré specifické, coZz odrazi zavislost na Zivotnim phexsit
ve vyhodnocovani odolnosti proti PPV. Genové fragipdyly amplifikovany pomoci
PCR (Decroocq, 2005).

Byla studovana rezistence 15 broskeweych kultivai na PPV.
Choroboplodnost (patogenita) tohoto kmene viru wskvonich byla kontrolovana
od akovani na listy v hornicdsti koruny po plody, az k infikovanym sazenicim
u broskvor "Elberta” aPrunus persicaStockes’.

VSech 15 broskutovych odid vykazovalo odolnostiéi testovanému viru.
Virus nezpisobil Zadné systémové infekce v jakékoliviad: Pouze byl lokalizovan
v bezprostedni blizkosti nagkovaného mista.#znaky PPV se vyskytovaly pouze na
3 z50 plod ockovanych sazenic broskvén Elberta” jedt 12 let po ¢kovani.
Z jednoho z &chto semengki byl virus gedan roubovanim pouze 5 z 1&ovanych
sazenic GF 305. Sazenice z ’‘Elberta” bylacasi na 15 GF 305 podnozi,
ale virus nemohl byt zji8h v Zadné z&chto rostlin v nasledujicim roce.

PPV ukézal nizkou patogenitu na sazenici€h persica “Stockes’,
protoZe se v nich rozdi velmi pomalu. V infikovanych listech z horgésti koruny
nebyl detekovan virus v 10 z 12 testovanych seti@napo 12 letech. Kromhtoho,

virem se testované plody nenakazily v zadnérfizaph (Rankovic and Sutic, 1985).
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Peach latent mosaic viroidPLMVd) je Skodlivy patogen broskvoni, jeho
detekce ma zasadni vyznam pro sanitarni a cettifig@rogramy po celém &t. Byla
pouzita kvantitativni real-time reverzni transkegmlymerazovéettzove reakce (QRT-
PCR) pro zlepSeni diagndzy tohoto patogenu. Rozfwde navrh konkrétni sady
primeri a sond, a pouziti vhodné metody extrakce pro dizagnrPLMd (Luigi and
Faggioli, 2011).

7.4 Fytoplazmy

Béhem terénnich fezkumi v letech 1999 a 2000 v broskimvych sadech
v Severni a $eédni Italii, byly pozorovany rostlinytenych odéd s giznaky
predtasného zarudnuti list abnormalniho ztludhi s¥edni Zilky a primarnich Zil,
podzimniho #stu latentnich pupdn které produkuji malé Kéy. Tyto piznaky jsou
spojeny sEuropean stone fruit yellows phytoplasnfaSFYP). V kontrolovanych
sadech byly infikovany 1-4 % stradm Ve WwtSiné symptomatickych vzoik byla
ESFYP detekovana pouze s pouzitimnych diagnostickych metod: [4 ', 6'-diamidino-
2-fenylindol, 2HCI (DAPI), polymerazovéettzova reakce (PCR) s ribosomalnimi
a non-ribozomalnimi pary prim&r PCR-enzynminked immunosorbent assay, nested
PCR]. Imunoenzymaticka detekce PCR produlde sondou patogena zajistila
specifickou a rychlou detekci ESFYP. Jedna se aigmtizkum pro posouzeni vyskytu
fytoplazem v broskvitovych sadech v Severni a&tni Italii (Polliniet al, 2001).

Devastujici onemoemi Almond Witches'-Broom phytoplasm@AImwB)
se rychle &i v Libanonu, zjsobi odunfeni asi sta tisian stromi do 10 let. FedkéZzné
vysledky experimerit z roubovani dokazaly, Zze AImWB mohly bytiedany
roubovanim na mandlénbroskvor, nektarinky, ale ne na meiky, Svestky aresre.
Vyskyt tohoto onemocmi se pohybuje v nadngké vySce az 1000 m. Je hlavni
potencialni hrozbou pro mandknnektarinky a broskvan Pro detekci jsou pouzity

univerzalni primery a nested polymerazostzova reakce (Abou-Jawdah al, 2003).
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Ptiznaky onemoacini fytoplazem byly pozorovany na nektarinkadPrunus
persica var. “Nucipersica’) a broskvoniclP.(persica v Sarada, na jihu Libanonu.
Pritomnost fytoplazem v obou sadech byla potvrzersaedepolymerazovoietzovou
reakci za pouziti univerzalnich prinier Amplifikované DNA fragmenty byly
klonovany a sekvenovany. Blast analyza vice ned H&leotidi prokazala fitomnost
“Candidatus fytoplazem phoenicium’. Tato phytopkstiikvidovala tisice mandloni
v Libanonu a iranu. f@dchozi zpravy ukazaly, Ze “Candidatus fytoplazéwepicium’
mohla byt penesena roubovanim na brosk&¥oa nektarinky v experimentalnich
podminkach. Toto je prvni zprava éippdnim a epidemickémigi “Ca. Fytoplazem
phoenicium' v broskvonich a nektarinkach. Zdéhcam v regionu bylo dopokieno,

aby okamzi¢ odstranili infikované stromy (Abou-Jawdahal,, 2009).

7.5 PTSL

Peach tree short lifgPTSL) je likvidujici syndrom onemoéni broskvoni
(Prunus persicgL.), ktery je zmisoben gkolika faktory. Jeho molekularni biologicka
odolnost neni doposud znama. ObtiZznost studie BESL tom, Ze fiznaky PTSL
nejsou na prvni pohled do 3-5 roku po vysadhat, a tudiz nenilgjmé, zda poté strom
piezije nebo uhyne. Tolerance k PTSL byl®@mnusnezndma. V roce 1994 byl v
genetickému studiu v komarich sadech zaveden do podnoZze “Guardiang” (R)
"BY520-9" PTSL.Rizené kiZeni F-2 probhlo u “Guardiang” (R) "BY520-9", vyiem
3-17-7 (PTSL-tolerantni) a “Nemaguard”~ (PTSL-ciffiv F1 byl hybridni
a po samoopyleni vygenerovat F2 populaci, od ksmrédekavala PTSL reakce.
151 AFLPs a 21 SSR markencetre lokusi z Prunusodkazuji na genetickou mapu.
Tato mapa zahrnuje genetické vzdalenosti o 737 cmpramérnym markerovym
rozestupem 4,7 cm a bude pouzita jako zaklad prwstkiokci molekularni genetické
mapy. Ze 140 mapovanych AFLP mairkejich bylo spojeno 38 s PTSL reakci, jak
bylo stanoveno vidvéjSi analyze (Blendat al., 2007).
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8. Fingerprinting

DNA fingerprinting je metoda genetické identifikadgera se pouziva néklad
k oweéiovani pravosti odid. Pro identifikaci Ize pouzit jak proteinové takDINA
markery. Velkou pednosti DNA marker je vySSi urové polymorfismu a stabilita
analyzované DNA, ktera je nezavisla na podminkaasstigdi. Pro charakterizaci
urcittho materialu je mozné vyuzitaianych zakladnich metod fingerprintingu.
Tyto metody jsou zaloZzeny Udu na PCR, ktera vyuziva principu PCR
k exponenciadlnimu namnoZeni nah&dnvybranych Usek genomové DNA,
nebo na hybridizaci. Ret a délka ziskanych fragménje specificka pro kazdou
konkrétni kombinaci nahodného primeru a genotypurd2dleni ziskanych fragmeint
na elektroforéze ziskame charakteristicky otisk DNazyvany fingerprint. Krogh
RAPD lze vyuzit i SSR, RFLP a AFLP metody k chaeaktci hybridi a rodovych
linii (Porubovéa a Hajkova, 2005).

Tradicni identifikace odkd broskvoni a nektarinek se opird o hodnoceni
agronomickych vlastnosti dodp rostliny. V praci Manubenat al,, 1999 je popisovana
metoda pro rychlé hodnoceni édr broskvoni a nektarinek na zakiadAFLP
fingerprintingu a extrakci vysoce kvalitni DNA. NeppSi pary primer byly vybrany
Z 64 primernich kombinaci, které spoleblivozliSi 8 od&d broskvoni a 6 odd
nektarinek. Grafické znazami detekovaného polymorfismu prokazalo zjednoduSeni
dané analyzy (Manubems al, 1999).

Vrostlinach byla ftomnost mikrosatelit poprvé prokdzdna RFLP
fingerptinting s oligonukleotidovymi sondamitoto dé&¥a smysl (Beyermanat al,
1992).

Protokol amplifikace DNA fingerptintingu (DAF) navrCaetano-Anollégt al,
DAF vyuziva velmi kratkych primér(¢asto pouze § aZz osm nukleotit) v ponmerné
vysokych koncentracich (~3 uM) a vyuziva dvou naoni§ teplotnich cykh v PCR.
Vysledné fragmenty, zviditebmé za pomoci obarveni idgirem, jsou vylugny

a zachyceny v polyakrylamidovém gelu (Caetano-Agsodnd Gresshoff, 1994).
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9. Transpozény ISSR

Transpozortili transpozibilni element je segment DNA, kterysghopen rénit
svou pozici v genomu (Cammaekal, 2006).

Jsou vyznamnou soasti rostlinnych genotn ovliviwyjici jejich fungovani
i evoluci. U rekterych druli tvoii az 90% genomu. Transpozony obsahujiezité
regul&ni oblasti, o nichZz bylo nedavno z{igb, Ze obsahuji sekvence schopné&itvo
vicevlaknové konformace DNA - kvadruplexy a tripfekteré ovlivauji rekombinaci
DNA (Lexa and Kejnovsky, 2015).

Okrasna broskvo (Prunus persica (L.) ma mnoho vyznamnych
a oblibenych kultivar. A¢koli mnoho z nich bylo Siroce pouzivano \&stské krajig
a zahradach, jejich geneticky vztah neni zcelayjas8SR markery byly pouzity
pro analyzu genetickych vztah mezi 16 taxony okrasnych broskvoni.
VSech 100 dostupnych primiebylo testovano na dvou agfach a deset primir
Z nejvice polymorfni skupiny bylo vybrano pro tiudii. Bylo vytvaeno celkem 132
markefi s 300 az 1400 bp. Mezi nimi bylo 62 % piliupolymorfnich marke.
Praimérny paiet byl 80 marker pro kazdy taxonPrunus davidiangCarr.) byl Zejme
vychozi skupinou KP. persica Jeji d¥ hybridni odiidy byly seskupeny do klastru.
Z69 % byla prokazana geneticka shdéladavidianas okrasnymi broskumvymi
kultivary, a proto maji tyto oddy genetickou odliSnost ke kultivan P. persica
Vysledky ukézaly, Ze ISSR markery jsou u&iteu technikou pro odhaleni skupin (jiny
rodokmen a jiny tvarustu) a genetickych vztédhokrasnych broskvoni. ISSR-PCR
systém pro okrasné broskwoby v této studii mohl napomoci v budoucnu okrasnym
broskvonim v rozliSovanitwodu, k ochraé a k vyvoji novych kultivali (Hu et al,
2006).
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10. Mapovani DNA

Mapovani a sekvenovani rostlinnych gemiomapomaha k objasni genové
funkce, jeho regulaci a expresi. Genetické mapy bytvoieny pro mnoho kulturnich
plodin. Mapovani je jednou ze z&kladnich a nezlghnymetod v genetice,
kdy se molekularni markery pouzivaji k identifikgmZzadovanych gén Mapa niize
definovat genetické vzdalenosti mezi jednotlivymeng na DNA. Vazebné mapy,
zaloZzené na morfologickych a izoenzymovych markerewlekularnich markerech,
byly konstruovany pro ryzi, kukici, pSenici, j€men a mnoho dalSich kulturnich
plodin. Je dlezité znat umishi geri urcujicich fenotypové znaky. Kro&ntoho
je exprese morfologickych znalovlivnéna stavem zivotniho prasdi.

Polymorfismus v nukleotidové sekvenci je obvykle si@ujici pro to,
aby pisobil jako molekularni marker v mapovéani. Tyto pobrfismy jsou zjiSovany
molekularnimi metodami, jako je RFLP, AFLmicrosatellite or simple sequence
repeat polymorphisniSSR),DNA RAPD, cleavable amplified polymorphic sequences
(CAPS) asingle strand conformation polymorphig®SCP) (Mohan, 1997).

Geneticka mapa broskvérPrunus persica(L.) byla konstruovana s cilem
identifikovat molekularni markery, spojené s hosiekly vyznamnymi agronomickymi
znaky. Vnitrodruhova F2 generace byla generovanasamosprasnych ailt F1
generace, ktera prébla kiizenim mezi plochou nekyselou broskvoni, “Ferjalou
Jalousia” a kulatou kyselou nektarinkou “Fantadtylo pozorovdno 270 markigr
véetns ¢tyi agronomickych znak (broskvai / nektarinka, ploché / kulaté ovoce,
kyselina / non-kyselinou vinnou, a sterilita pyl)l izoenzymu, 50 RFLP, 92 RAPD,
8 inter-microsatellite amplification (IMA) a 115 amplified fragment length
polymorphism(AFLP) marke#. 249 market bylo mapovano do 11 vazebnych skupin.
Ctyfi agronomické znaky byly identifikovany molekul&ami markery. Mapa bude
pouzita pro detekci QTL kontrolujici kvalitu ovoeebroskvonich, a zejména jejich

obsah kyselin a culr(Dirlewanger, 1998).
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11. Vlastni koment& k reSené problematice

Tabulka 3 Nejvyraz§sSi vyhody a nevyhody jednotlivych molekulérigenetickych
technik

KRITERIA AFLP RAPD SSR RFLP

MnoZstvi ziskanych Vysoké Vysoké Vysoké Nizké

informaci

Opakovatelnost #dni —| Sttedni  —| Vysoka Vysoka
vysoka vysoka

RozliSeni genetickych Vysokeé Stedni Vysokeé Sedni

rozdilh mezi objekty

Naroky protokolu na Sttedni  —| Nizké Stedni Stedni

vybaveni a zrénost vysoké

Cas potebny k jejich Kratky Kratky PowtsSine Dlouhy

zavedeni v laboraid dlouhy

(Baraneket al., 2006).

RFLP metoda byla prvni metodou zalozenou na b&A.DJako jedina neni
zaloZzena na principu PCR. Princip této metody j®Zsm na pouZiti restréaich
endonukleaz a hybridizace DNA. Identifikujeciié typy onemocéni. Dnes uzZ je vSak
kvili nizkému mnoZzstvi ziskanych informaci a velkéafitni nar@nosti més
uzivanou metodou. Ma vSak oproti tomu kodominantmarekry a vysokou
opakovatelnost. Polymorfismy, které jsou dosta¢éepro RPLP mapovani, nalezli siap
Eldredgeet al, roku 1992.

DalSi metody RAPD, AFLP a SSR jsou zaloZzeny nadgpu PCR.

RAPD metoda pouziva pouze jeden primer, u kter@ro teba znat konkrétni
sekvence cilovych oblasti DNA. RAPD markery slokdidliSnosti genetickych typ
a populénich studii. Jsou schopny zachytit mutace. Vyhod&io metody
je jednoduchost a rychlost. Lze ziskat vysoké mivdZzspolehlivych informaci.
Nevyhodou je zde #dni opakovatelnost s nizkou reprodukovatelnostiagkery této
metody jsou dominantni.

RAPD metodu pouzili nap Marilyn et al, (1996). Zkoumali genetickou
variabilitu broskvoni, kde sledovali nah&dnamplifikovanou polymorfni DNA

za pomoci RAPD markér
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AFLP metoda pouzivd univerzalni primery. Vyhodoa, jZe pouzitim
libovolného primeru, ziskame vysokou miru polymsnfu. Tato metoda je vSestranna
se stedni opakovatelnosti. Markery jsou dominantni, @rge zde omezen
polymorfismus. Xuet al 2006 a Voset al. 1995 zkoumali progtdnictvim metody
AFLP a DNA fingerprintingu genetickou variabilitugenetické vztahy mezi kultivary,
¢imz zji¥ovali pivod daného kultivaru.

SSR metoda fpdstavuje vysokou miru polymorfismu mezi jednotiy
genotypy, jelikoZz jsou jeji markery kodominantniaMysokou miru opakovatelnosti
a lze ziskat vysoké mnozstvi informaci. Testadinal, 2000, prokazali diky SSR
metodt, u rekolika odiid broskvoni a nektarinek, mendelisticky tyfoignosti.

Dle mnozstvi ziskanych informaci se nejlépe jeetody AFLP, RAPD a SSR,
RFLP metoda ma naopak velmi nizké procento ziskanydormaci. Vzhledem
k opakovatelnosti danych metod je vysokd u SSR laBPRE AFLP a RAPD je gdre
vysoka. AFLP a SSR metody maiji vysoké rozliSenietiekych rozdili mezi objekty,
RAPD a RFLP metody maji istdni rozliSeni genetickych rozdlilmezi objekty.
NejvétSi naroky protokolu na vybaveni a &moest ma metoda AFLP, metody SSR
a RFLP maji naroky #dni a RAPD ma nizké naroky. Vysoce ianacas potebny
k zavedeni v laboratoje metoda RFLP a pétsine i SSR, metody AFLP a RAPD jsou
zavedeny v porné kratkémcase.

Molekularni metody stale rychleji rozvijeji a razgi poznatky v oblasti
vyzkumu roduPrunus a ostatnich rostlinnych drtahV dnesSni dob jsou nezbytnou
souwdsti molekularni genetiky, Sleéhi, fingerprintingu a mapovani rostlinného

genomu.
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12. Zawr

Broskvai (Prunus persicgL.), ktera je pstovana vice nez 4000 let, je vysoce
oblibenou a Zadanou plodinou. Je vyuZivana jakvguovu, tak pro okrasnécely.

A jelikoz je jeji morfologické sledovani v sadechilip zdlouhavé a natmé, vyuzivaji
se v dnesni dabstale vice metoda RFLP a molekularni metody aiold advozené
molekularni markery SSR, AFLP a RAPD, které jsakavany na urovni DNA. Tyto
¢tyfi metody, krond¢ metody RFLP, pracuji na principu PCR. VSechny popané
metody napomahaji zkoumat genetickou variabilitstrakturu u druhuPrunus jsou
vyuzivany ve Sleckhi novych kultivah a podileji se na urychleni Slechtitelského
procesu.

Tyto metody jsou c¢asto u broskvoni Rrunus persica (L.) pouzivany
pro diagnostiku patogéna Slechini na rezistence proti houbovym chorobam:fnap
Taphrina deformansSphaerotheca pannosalale proti bakteridlnimu onemagri:
nag. Xanthomonas arboricola pv. prynproti virovym chorobam: PPV a PLMVd
a proti fytoplazmam: ESFYP a AImWB.

Ke genetické identifikaci a pravosti édr se vyuzivA metoda fingerprinting,
ke které se téZ pouZzivaji metody zaloZené na pineiCR.

Mapovani a sekvenovani rostlinnych geriomapomaha k objagni genové
funkce. Molekularni markery zde slouZzi k identiikgpoZzadovanych géna k ugeni
jejich vzdalenosti mezi jednotlivymi geny na DNA.

VSechny tyto markery ip studiu broskvoni slouzi pro objasn genetické

variability a jejich vyuziti pro vyslechihi novych, kvalitgjSich a odolgjSich kultivaf.
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13. Souhrn
Souhrn

Néazev prace: Srovnani metod RFLP, RAPD, SSR a ApdfZitych i studiu
genomu Prunus persicdL.)

Text souhrnu: Broskvo (Prunus persicdlL.), ktera je pstovana vice nez 4000
let, je vyznamnym hospotkkym druhem. Je vyuzivana jak pro vyZzivu, tak gkcasné
Gcely. Molekularni metody stale rychleji rozvijeji ®zSkuji poznatky v oblasti
vyzkumu rodu Prunus Jsou tedy v dneSni débnezbytnou satasti molekularni
genetiky, Slechni, fingerprintingu a mapovani rostlinného genomu.

V ramci Slechini novych odiid se zlepSuje kvalita broskvoni a zvySuje
se odolnost #&i chorobam a patogém, c¢emuZz napomahaji metoda RFLP
a molekularni markery RAPD, SSR, AFLP, které zkopinggenetickou variabilitu
a strukturu u druh&runus

Kli¢ova slovaPrunus molekularni metody, PCR, marker
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Summary
The title: The comparison of the RFLP, RAPD, SSKH akLP methods used

during the study of the genomér(inus PersicdL.)

The Resume: The Peachtree (Prunus persica (h.xasiderable agricultural

breed which is planted more than 4.000 years. dtrharitional and garnish utilization.
The molecular methods spread out still very fast ey expand the findings about
the research of thd’runus breed. These methods are the fundamental part
of the molecular genetics, the breeding, the fipgeting and the mapping of the plant
genome.
Within the framework of the breeding of the newdsnthe molecular markers SSR,
RFLP, AFLP and RAPD help to improve the Peachtre@lity and to increase
the resistance to diseases and pathogens. Theseutanl markers are used during
the research of the genetic variability and ofstracture of the Prunus breed.

Key words:Prunus the molecular methods, PCR, the marker
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