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Identifikace odriid peckovin pomoci mikrosatelitnich
markerut

Souhrn

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo popsat obecnou charakteristiku tfesni a
merunék, problematiku identifikace odrid peckovin (Prunus L.) a metody DNA analyzy
mikrosatelitnimi markery. Z literarni reSerSe vyplyva, Ze se problematika mikrosatelitnich
markerti studuje dostatecné, ale molekularni techniky nejsou zadkonem schvaleny pro
identifikaci a schvalovani odridd. Identifikace kultivari je zalozena na morfologickych
vlastnostech, ackoli obecné DNA markery umoziuji piesnéjsi identifikaci genotypt rostlin, a
tak jsou také vyuzitelné pro charakterizaci ovocnych stromu. Literarni zdroje jsou v tomto

let 20. stoleti a je dostupné obsahlé mnozstvi studii. Obecné byly zhodnoceny studie

mikrosatelitnich markert pouzitych k identifikaci rodu Prunus.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo zjistit moznost mezidruhové pienositelnosti
SSR markerti. SSR markery vyuzivané k charakterizaci Prunus avium byly pouzity pro
identifikaci odrid Prunus armeniaca. Sada markert tvofila 11 mikrosateliti vyvinutych pro
Prunus persica a Prunus avium, jejichz amplifikaéni produkty byly pouzity ke studiu
identifikace 19 klonti Prunus armeniaca a 2 Prunus avium. Vysledky ziskané fragmenta¢ni
analyzou byly zpracovany programem DARwin 6.0 do piibuzenského dendogramu a
statisticky vyhodnoceny programem GenAlEx 6.5, ktery poskytl informace o klonové identité
vzorkll a frekvenci alel populaci v jednotlivych lokusech. Statistickym vyhodnocenim byla
hypotéza prace potvrzena. Sada 11 mikrosatelitnich markera identifikovala 30 rozdilnych alel
u vzorkd Prunus avium a vysledky analyzy umoznily vyhodnotit genetickou variabilitu odrad
Prunus armeniaca. Mikrosatelitni markery byly zhodnoceny z hlediska vhodnosti pro
identifikaci odrad Prunus ameniaca. Nejvyssi alelickou variabilitu vykazovaly markery
UDP98-412 (8 alel), PS12A02L (7 alel) a EMPaS05 (6 alel). Za nejméné vhodné markery pak
1ze povazovat EMPaS10L a PceGA34L se 3 identifikovanymi alelami. Obecné lze potvrdit,

7e kombinace 11 danych mikrosatelitti byla pro identifikaci dostaéujici.

Klic¢ova slova: Prunus, DNA analyza, SSR primery, mikrosatelitni lokusy



Identification of Stone Fruit Varieties Using Microsatellite
Markers

Summary

The theoretical part of the thesis aims to describe the general characteristics of cherries
and apricots, the stone fruit varieties (Prunus L.) identification and DNA analysis methods
using microsatellite markers. The literature search shows that the issue of microsatellite
markers is sufficiently studied, but molecular techniques are not approved by law for the
identification and varieties approval. The identification of cultivars is based on morphological
features, although DNA markers, in general, allow more accurate identification of plant
genotypes, thus are also useful for the characterization of fruit trees. Literary sources are
comprehensive, microsatellite markers have been used in the study of plants since the early
1990s, and a large number of studies is available. In general, studies of microsatellite markers

used to identify the genus Prunus have been evaluated.

The experimental part aims to determine the possibility of interspecific transferability
of SSR markers. The SSR markers used to characterize Prunus avium were used to identify
Prunus armeniaca varieties. The marker set consisted of 11 microsatellites developed for
Prunus persica and Prunus avium, whose amplification products were used to study the
identify 19 Prunus armeniaca and 2 Prunus avium clones. The results obtained by fragment
analysis were processed by DARwin 6.0 into the kinship dendogram and statistically
evaluated by the GenAlEx 6.5 program, which provided clonal identity information of
samples and the frequency of alleles in populations. The hypothesis of the work was
confirmed by statistical evaluation. A set of 11 microsatellite markers identified 30 different
alleles in Prunus avium samples, and the results of the analysis made it possible to evaluate
the genetic variability of Prunus armeniaca varieties. Microsatellite markers were evaluated
for suitability for the identification of Prunus armeniaca varieties. The markers UDP98-412
(8 alleles), PS12A02L (7 alleles) and EMPaS05 (6 alleles) showed the highest allelic
variability. EMPaS10L and PceGA34L with 3 identified alleles can be considered the least
suitable. In general, it was confirmed that the combination of 11 used microsatellites was

sufficient for identification.

Keywords: Prunus, DNA analysis, SSR primers, mikrosatellite loci
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1 Uvod

Rod Prunus zahrnuje vice nez 400 druht kett a stromt z ¢eledi razovité (Rosaceae). Ma
fadu ekonomicky dulezitych zastupci, jako broskvoné, meruniky, tfe$n¢ a Svestky. Mnoho

druhti navic bujn¢ kvete a je péstovano jako okrasné rostliny.

Merunika si ziskava stale vétsi zajem spotiebitell diky své nutricni a pomologické
hodnoté. Plody jsou bohaté na vitaminy a mineraly, obsahuji napiiklad beta karoten, vitamin
C nebo vitamin B. Jsou také zdrojem drasliku a Zeleza, které pfispivaji ke spravné ¢innosti
cév a srdce. Meruiky vSak byvaji nachylné na choroby (piedevsim Sarka Svestky virového
puvodu) a uroda je casto ohrozena jarnimi mraziky. KaZzdoro¢ni vynosy tedy béhem let

znacné kolisaji. V roce 2018 byla svétova produkce merunék o 895 024 tun niz§i nez v roce

2017 (FAO 2019).

Tre$n¢ jsou vyznamné piedev§im diky své chuti a znacnému obsahu fenolickych
sloucenin, které maji antioxida¢ni G€inky. Konzumace jak cerstvych plodd, tak $tavy snizuje
krevni tlak a zvySuje mnozstvi hemoglobinu v krvi. Plody vsak brzy po sklizni podléhaji
zké4ze a vzhledem k omezené trvanlivosti dochédzi velmi €asto k tomu, Ze se na trh nedostavaji

ve vyhovujici kvalité. Svétova produkce tiesni byla v roce 2019 2 595 812 tun (FAO 2019).

Metody identifikace odriid peckovin jsou u nés ufedné limitovany pouze na vegetacni
zkousky, které sice dosahuji poZadovanych vysledkll, ale trvaji zpravidla dvé vegetacni
obdobi. Pokud by doslo k akceptovani metod molekularni biologie, mohly by byt vyuzivany
stejné jako vegetacni zkousky a cely proces identifikace vyznamné urychlily. Strukturu
populaci na genetické Urovni lze spolecné s variabilitou uréit pomoci DNA markerd,
nukleotidovych sekvenci, které umoziuji zkoumat troven polymorfismu mezi dvéma jedinci.
Jednim z typit DNA markert jsou markery mikrosatelitni, kterymi se zabyva i tato bakaléarska
prace. Zdarne se jiz nékolik let vyuzivaji pii identifikaci jedinct. Dle Koreckého et al. (2017)
je pfi jejich pouziti, na rozdil od jinych molekuldrnich markerti, detekovany polymorfismus

obvykle vyssi.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Mikrosatelitni markery, vyuzivany pro charakterizaci genetické variability tfesni, je

taktéz mozné vyuzit pro identifikaci odriad merunck.

2.2 Cile prace

Cilem teoretické cCasti této prace je vypracovat ucelenou literarni reserSi zaméienou
obecnou charakteristiku tfeSni a merun¢k, problematiku identifikace odrad peckovin (Prunus

L.) a metody DNA analyzy se zamé&fenim na DNA mikrosatelitni.

Cilem experimentalni c¢asti je izolovat DNA pomoci extrakéniho kitu ze vzorki
odebraného rostlinného materialu a aplikovat panel mikrosatelitnych markeri na vybrané
izolované vzorky merunék a tfesni. Vysledky analyzy vyhodnotit z hlediska poctu zjisténych
alel na odridy tfesni a z pohledu ptevoditelnosti analyzy na hodnoceni variability genotypt

merunék.



3 Literarni reSerse

3.1 Rod Prunus

Rod Prunus L. zahrnuje ekonomicky dilezité druhy jako t¥eSné (Prunus avium L.),
vi$né (Prunus cerasus L.), broskvoné (Prunus persica Batsch.), meruniky (Prunus armeniaca
L.), mandlon¢ (Prunus amygdalus Batsch.), $vestky (Prunus domestica L.) a slivon
myrobalan (Prunus cerasifera Ehrh.). Patii do ¢eledi rizovité (Rosaceae), ktera se v mirnych
podnebnych oblastech ftadi ke tfeti nejvice agronomicky vyznamné celedi rostlin

(Dirlewanger et al. 2002).

3.2 Prunus avium
3.2.1 Taxonomické zarazeni

Rige: rostliny (Plantag)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddg¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad: rizotvaré (Rosales)

Celed’: rizovité (Rosaceae)

Rod: slivon (Prunus)

Druh: tfeSen obecna (Prunus avium)

(Kutina 1991).

3.2.2 Historie

TreSeit obecnd ma spolecné s visni obecnou pivod ve stfedni Evropé a v oblastech
kolem Cerného a Kaspického moie (Simmonds & Preedy 2016). Jiné historické zdroje tvrdi,
7e je do Evropy piivezli Rimané z Malé Asie zatatkem naseho letopoétu. Plané formy tée$ni
se v Evropé nejvice nachazely ve Svycarsku a v jiznich oblastech byvalé Ruské federace, ve
Spanélsku, Italii a jizni Evropé (Vyzkumny a $lechtitelsky ustav ovocnaisky Holovousy
2015). Prvni archeologické diikazy existence pochazi z pecek nalezenych v jeskynich
v raznych castech Evropy a jsou datovany do patého az ctvrtého tisicileti pfed naSim

letopo¢tem (Simmonds & Preedy 2016).
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3.2.3 Charakteristika

TteSen vyrastd v mohutny strom, vétSinou se Sirokou, rozlozitou a vysokou korunou.
Rasici listu jsou z pocatku nacervenalé a na dotyk lepkavé. Listova Cepel je podlouhld, nékdy
opakvejcitého tvaru s delSim protahlym hrotem na konci, se sotva pozorovatelnym trnem.
Listy maji délku od 10 do 50 cm. Kvéty jsou sestavené do jednoduchého okoliku a jasné bilé,
rozliSujeme na nich zelené kali$ni listky a bilé korunni platky (Baksa & Smatana 1990).

Peckovice jsou kulovité a lysé s nasladlou duzninou. Velikost ploda zavisi na odridé,

stanovisti, intenzité péstovani i velikosti nasady: 10 ploda vazi 30 az 90 g (Ferkl 1958).

3.24 Odridy

Z pomologického hlediska se odriidy tfesni d€li podle tuhosti duzniny, barvy a tvaru
plodu na:
e Srdcovky (mekka duznina, tenka slupka, ¢erveny az ¢erny plod, vétSinou zraji
rang)
e Polochrupky (polotuha duznina)
e Tmavé chrupky (tuha duznina, pevna slupka, plody svétle cervené az Cerné,
Jsou pozd¢ zrajici)

e Pestré chrupky (Zluta az Cervena barva plodu)

Svétlé chrupky (zluta barva plodu)
(Richter 2004).

Ke dni 15. 6. 2020 je ve Statni odridové knize Ceské republiky zapsano 31 plodovych
odriid a 6 podnozi tfesni (UKZUZ 2020).

3.2.5 Péstovani

Pidni druh spolu s mnozstvim vlédhy hraje dalezitou roli pro kvantitu a kvalitu sklizné.
Obecn¢ se doporucuji hlinitopis¢ité pldy, vyhovuji 1 pady Stérkovité, se zvétralym
podkladem, pokud nejsou pfili§ suché (Bocek 2015). Tiesnim se dafi i v polohach znac¢né
vysokych, pokud jde o polohy chranéné a s vhodnou ptidou. Ve vyssich polohach jsou tfe$né
méné napadany vrtuli tfeSnovou, byvaji ovSem vice ohrozeny praskanim plodii a namrzanim
dreva (Kutina 1991).

Ttesné jsou diploidni s osmi pary chromozomti a cizosprasné (Dvotak 1978). Vykazuji
gametofytickou autoinkopatibilitu, celkem bézny geneticky mechanismus, ktery znemoziuje

samooplozeni (Sharma et al. 2017).
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Pro spésné péstovani je tedy nutné zvolit kombinaci schopnou vzajemného oplozeni.
Odrtdy lze rozdelit podle obdobi kveteni na rané, stfedné rané, sttedné pozdni a pozdni.
D¢élka doby kveteni se odviji od povétrnostnich podminek a béhem let se mize lisit (Vavra
2018). V soucasné dobé se u nas i v zahrani€i objevuji i odrudy samospras$né jako Halka nebo
Lapins. Pii vysadbé je nutné pamatovat na kombinovani odrid, které kvetou soucasné a
vzajemné se i oplodnuji (Jan 2011). Odridami, které se vzajemné neoplodnuji, jsou napiiklad:
Velké cerna chrupka x Napoleonova, Napoleonova x FrantiSkova, Lyonska x Ramon Oliva.
Pro vysadbu se proto voli aspon tii odrudy riznych intersterilnich skupin (Bocek 2015).

Zralé plody jsou Stavnaté, aromatické a méné tuhé. Vyhovujici dobu zralosti 1ze
nejlépe urcit podle jejich typické barvy (Jan 2011). Koncem kvétna zac¢iname Cesat nékteré
rané odridy, pozdné zrajici chrupky se se dobiraji az v poloviné Cervence, ve vysSich
polohach se muze sklizenn prodlouzit (Sus & Blazek 2002). Tte$né jsou fazeny do tzv.
tteSiiovych tydnli podle obdobi dozravani. Dozravanim Rychlice némecké zalind prvni

tteSiiovy tyden od konce kvétna do poloviny ¢ervna. Obdobi konci v 8. - 9. tfeSiiovém tydnu,

kdy dozrava Morela pozdni (BakSa & Smatana 1990).

3.2.6 Produkce a vyuziti

TieSn¢ jsou velmi oblibené ovoce zejména pro své chutové vlastnosti, ranost, a
vzhledem k vysledkim neddvnych vyzkum maji diky obsahu nejriznéjSich pozitivné
pusobicich latek dobry potencial zaujmout i z hlediska zdravé vyzivy (Radicevic et al. 2016).

Produkce a spotieba tfeSni v posledni dobé vzrostla diky povédomi spotiebitell o jejich
pfinosech pro zdravi, protoZe jsou bohaté na polyfenoly (zejména antokyany a kyseliny
hydroxycinnamové). Za poslednich 16 let se celosvétova produkce zvysila ze 1,9 na 2,3
milionu tun. Hlavnimi producenty jsou pievazné Turecko, USA a Iran (Blando & Oomah
2019). Krom¢ konzumace kultivovanych poddruhii lidmi jsou také jednim z nejdilezitéjSich
evropskych listnatych stromt, s cennym a masivnim dievem (Welk et al. 2016), které je
vyuzivané pii soustruznictvi, vyrobe nabytku, parketovych podlah a obkladani (Licea-Moreno
et al. 2019).
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3.3 Prunus armeniaca

3.3.1 Taxonomické zarazeni

Rige: rostliny (Plantae)

Podiise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: vyssi dvoudélozné rostliny (Rosopsida)
Rad: rizotvaré (Rosales)

Celed: razovité (Rosaceae)

Rod: slivon (Prunus)

Druh: merunika obecna (Prunus armeniaca)
(Kutina 1991).

3.3.2 Historie

Cina a stfedni Asie - od Tien-8an po Ka$mir - jsou dvé primarni centra domestikace
meruiikovych kultivari. Blizky vychod (iran, Kavkaz a Turecko) a region Korezm jsou
povazovany za sekundarni centra ptivodu. Predpoklada se tedy, Ze nckteré dnesni kultivary
pochazeji piimo z primarnich center, zatimco ostatni mozna vznikly hybridizaci genotypt ze
sekundarnich center (Pedryc et al. 2009). Meruiky se na poc¢atku naseho letopoctu dostaly do
Recka, kde byly znamé jako ,,arménské jablko®. O péstovani v zapadni Evrop& jsou prvni

zminky okolo roku 800; ve statech stiedni Evropy az ve 14. stoleti (Hladik 1966).

3.3.3 Charakteristika

Meruiika roste jako ket veliky 1-2 m nebo vytvaii az 10 m vysoké stromy. Ve
sttedoevropskych podminkach rostou prumémé 20 let (Cifrani¢ 1987). Pro merunky je
typicka nacervenala az Sedohnédé klira s nacervenalymi listy. Listy jsou jednoduché, stiidaveé,
ostfe Spicaté, lysé a s fapiky dlouhymi 2-4 cm. Kvéty jsou jednotlivé, rizové az bilé s tmavé
cervenymi kalisnimi listky (Simmonds & Preedy 2016). Plodem je peckovice, kterou tvofi
slupka, duznina a pecka (Bazant 2004). Plod je tvarové rozmanity, od ploda kulovitych pres
vejCité az kulovité smacklé. Barva byva zluté oranzova, n€kdy zelenavé zluta nebo belava s

nartizovelymi nebo nacervenalymi licky (Véavra 1963).

13



3.3.4 Odridy

Dle Hladika (1966) byly kulturni odridy fazeny K riznym botanickym druhtm.
V Mandzusku, Koreji, Mongolsku a na Dalném vychodé pattily kulturni odrady K merunice
mandzuské Prunus mandshurica (Maxim.) Koehne, sibifské Prunus sibirica L., korejské
neboli ansu Prunus ansu (Maxim.) Kostina a japonské Prunus mume Siebold. Kromé toho
byly také znamé odrudy vzniklé kiiZenim meruiiky sibifské, manzuské a obecné. Az na mensi
mnozstvi odrud v pomologickych sbirkach se dnes péstované odridy merunék fadi pouze ke
druhu Prunus armeniaca (Dvotak 1978). Meruiky se pomologicky tfidi podle nékolika
hledisek, nejvice systému dé€leni je podle tvaru a barvy ovoce, nebo tvaru pecky a chuti jadra
(Hladik 1966).

Ke dni 15. 6. 2020 je ve Statni odriidové knize Ceské republiky zapsano 29 plodovych
odrtid a 6 odnozi merungk (UKZUZ 2020).

3.3.5 Péstovani

Meruniky maji veelku vysoké naroky na ptidni podminky, nejvice vhodné jsou pudy
leh¢i az stfedné t€zké s obsahem jilovitych Castic maximélné 40 %, humozni, zahtevné, dobie
propustné s dostatecnym mnozstvim vapnikl a zejména pak drasliku, na ktery je dost naro¢na.
Sussi pudy jsou vhodnéjsi nez vlhké (Boéek 2015). Vegetaéni obdobi meruriky je znacné
kratké, patfi mezi druhy méné ptizplsobivé k podminkdm vné&jSiho prostfedi a narocné na
vyssi teploty (Sus 2003). Dle Bocka (2015) jsou optimalni podminky pro péstovani
v oblastech 200-250 m. n. m. s ro¢ni prumérnou teplotou nad 8,5 °C. Merunce nejvice
vyhovuje terén svahovity s jihozépadni expozici, dileZitd je ale ochrana pfed severnimi a
severovychodnimi vétry. Mirné proudéni vzduchu je ale Zadouci, aby byl odvadén studeny
vzduch a koruny Iépe osychaly (prevence houbovych chorob).

Merurika obecna je diploidni druh s osmi pary chromozomi (Pedryc et al. 2009).
Péstované odrady jsou vétSinou samosprasné, nékteré novéjSi odridy jsou cCastecné
samosprasné nebo i cizosprasné. Do Caste¢né cizosprasnych se fadi napiiklad odridy Paviot,
Rizova rana, Veecot, Lejuna a mezi cizosprasné odriidy Velka rand, Riland, Orangered.
Dobrymi opylovacéi jsou odridy Mad’arska a Velkopavlovicka (Bocek 2015).

Meruiikka kvete velmi Casn€, kdy nizké teploty omezuji let vcel, které zajiStuji
opylovani. Je proto tedy nutné v sadu rovnomérné rozmistit véelstva (Hladik 1966). Odridy
se d¢li podle doby zrani na rané, stfedné zrajici a pozdni. Doba sklizné€ se prodlouzi az na 5
tydnit doplnénim soucasného sortimentu registrovanych odrtid zahranicnimi velmi ranymi a

pozdnimi odriidami (Bazant 2004).
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3.3.6 Produkce a vyuziti

Ptiblizn€ 20 % veskeré produkce merunck se konzumuje v Cerstvém stavu, zbytek se
zpracovava susenim, kompotovanim, zmrazenim, vyrobou dzemu, dzust nebo pyré (Siddinq
et al. 2012). V nékterych zemich se z plodu vyrabi alkoholicky Sumivy napoj (Bazant 2004).

Meruiika se péstuje prevazné ve Stiedomoii a v mirnych oblastech, vcetné zemi
byvalého Sovétského svazu, Iranu, Ciny, Japonska, Jizni Afriky a Spojenych stati.
Nejvyznamnéj$imi producenty za 20 let (od roku 1994 do roku 2014) jsou Turecko s 10
miliony tun, nasledované Iranem (pfiblizné 6 milionti tun) a Uzbekistanem (piiblizné 4
miliony tun). Tim se Asie stala hlavni oblasti produkujici meruiiky s vice nez 50 %
celosvétové produkce, nasledovana Evropou s 27 % a Afrikou s 14 % (Moustafa & Cross
2019).
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3.4 Soucasny stav identifikace odrid

cvwr

botanického tfidéni, ktery je mozné vymezit projevem znakli vyplyvajicich z urcitého
genotypu nebo kombinace genotypti, odliSitelny od kazdého jiného souboru rostlin projevem
nejméné jednoho z téchto znakli a povazovany za jednotku rozmnozovatelnou beze zmény.

Zakladni podminkou pro uznavéani a uvadéni do ob&hu rozmnozovaciho materialu
ovocnych odrid je jejich registrace (UKZUZ 2021). Kladné vysledky zkousek duleZitych
hospodaiskych vlastnosti (vynos, odolnost k chorobam apod.) byly az do roku 1996
podminkou pro povoleni odrud. Ackoliv tento systém dokazal poskytnout témét kompletni
informace o novych odridach, byl ¢asové a finanéné nakladny (Jan 2008). Dnes probiha
registrace odridy podle zdkona & 219/2003 Sb. o uvadéni do obchu osiva a sadby
péstovanych rostlin a o zméné nékterych zakont (zakon o ob&hu osiva a sadby) ze dne 25.
¢ervna 2003. Odrudy se registruji na zakladé zkousek odlisnosti, uniformity a stalosti.

Aby byly nové odridy zpisobilé k registraci, mély by byt od vSech dfive
registrovanych odrid odlisné alespont v jednom morfologickém znaku a mély by mit
dostatecnou uniformitu a stabilitu svych inherentnich znakl. Kritéria odliSnosti, uniformity a
stalosti se souhrnné hodnoti na poli nebo ve skleniku béhem dvou nezavislych ristovych
cykll (Jamali et al. 2020).

V Ceské republice zajistuje zkousky na svych pracovistich UKZUZ. Na zikladé
dvojstrannych smluv mohou byt provadény i zkusebnimi tfady jinych statd (UKZUZ 2020).

3.4.1 UPOV smérnice pro identifikaci odrid peckovin

Mezinarodni unie pro ochranu novych odrid rostlin (UPOV) je mezivladni organizace
se sidlem v Zenevé. Byla zaloZena v roce 1961 Mezinarodni imluvou o ochrané novych
odrid rostlin. Organizace se zabyva pravni ochranou novych odriid zemédélskych plodin.
Jejim cilem je podporovat rozvoj novych odriid rostlin ve prospéch spoleénosti. Pro Ceskou
republiku vstoupila Umluva v platnost dne 24. listopadu 2002.

UPOV vydava smérnice, které jsou v Clenskych zemich zédvazné ustaviim odridového
zkusebnictvi (v Ceské republice UKZUZ). U tfedni se jedna o smérici TF/35/7 z roku 2006 a
u merun€k TG/70/4 zroku 2007. Tyto smérnice obsahuji pfesné pokyny pro testovani
odli$nosti, uniformity a stability u novych odrid. Jedna se o testovani pfiblizn¢ 40

morfologickych znaki, které zahrnuji naptiklad velikost plodu, barvu duzniny nebo obdobi
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zacatku kveteni. Toto testovani se provadi ve dvou vegetacnich cyklech, takze je pro rychlou

identifikaci odriid zna¢né nedostacujici.

3.4.2 Odridova pravost

Odrtdova kvalita vznikd béhem S$lechténi zvySenim frekvence pozadovanych geni,
kédujicich nejen adaptabilitu odridy, ale i kvalitu produktd nebo odolnost k chorobam a
Sktidctim. Béhem mnozeni osiva miize dochazet ke genetickym pfimésim jiné odriidy nebo
druhu a tim i ke snizeni odradové kvality (Ehrenbergerova 2014).

Slechtitelé se v disledku intenzivniho §lechténi véts§inou zaméfuji pouze na nékteré
vlastnosti. Z toho divodu dochazi u zemé&délskych plodin k zuzovani genetické variability.
Morfologické znaky v minulosti pouzivané pii hodnoceni pravosti uz nejsou pro uréeni
genetické variability dostacujici (Jozova et al. 2020). V poslednich letech dochéazi k rychlému
vyvoji riznych metod identifikace a vzajemného rozliSovani odrid u zeméd¢€lskych plodin.
Hlavnim ddvodem jsou obchodni aktivity sosivem a sadbou mezi specializovanymi
spole¢nostmi. Béhem obchodovani hrozi problémy spjaty s pravni a obchodni ochranou
zboZi. Rychlé a spolehlivé urceni odrid je podminovéano odliSnosti odrid v hospodarsky
vyznamnych vlastnostech. V zdjmu vyrobci osiva 1 sadby, péstiteld, nakupu,
zpracovatelského primyslu, vnitiniho a zahrani€niho obchodu je tedy klicové pouzZivat
spravné zvolené a uréené odriidy (Bradova & Sykorova 2006).

Pro usnadnéni spravy referencnich sbirek a zajisténi efektivniho srovnani je mozné
pouziti molekularnich technik, jako nastroje k testovani odrid, jest€¢ pred zahdjenim
vegetacnich pokustll. V rdmci testovani odliSnosti, uniformity a stalosti se pro nékteré plodiny
vytvaii praktické ptiklady identifikace téch nejpodobngjsich odrid pomoci molekularnich
technik. Ty zajistuji, Ze nedojde k naruseni stavajicich urcujicich standardii, zda je odrida
povazovana za jasn¢ odliSnou. V téchto ptipadech se kandidatskd odrtida péstuje spolené
s témi nejpodobnéjSimi, aby se potvrdil morfologicky rozdil. Tento zplisob umoziuje sniZzeni
poctu odriid v pokusech, coz déla test ndkladoveé efektivnéjsi, protoze Setfi Cas a zdroje
(Wallace 2017).

Molekuldrni markery pak mohou byt vhodnym néstrojem k upfesnéni genetické
diverzity, protoze jsou schopny detekovat DNA polymorfismus mezi jednotlivymi odridami.
Vzajemné spojeni morfologickych znakti a molekularnich markert je tak vhodnym ndastrojem

pro vybér vhodnych genotyptli a udrzeni dostatecné genetické diverzity (Jozova et al. 2020).
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3.5 Genetické markery

Markery jsou vyuzivané k identifikaci a rozliSeni odrad jiz od pocatku zemédélstvi.
Mohou byt fenotypové nebo genetické povahy. Fenotypové vlastnosti byvaji ovliviiovany
zejména prostiedim a genetickymi faktory, genetické markery jsou stabilni. Jakmile nejsou
markery zalozené na DNA ovliviiovany prostiedim, stava se z nich silny nastroj pro

sekvenovani nebo studium toku genta (Licea-Moreno et al. 2019).

Kumar et al. (2009) klasifikuje genetické markery do tii kategorii
1. Morfologické
2. Biochemické
3. DNA molekularni markery
a) Markery zalozené na restrik¢ni analyze a hybridizaci

b) Markery zalozené na amplifikaci pomoci PCR

Morfologické markery lze snadno sledovat, ale mohou byt velmi jednoduse ovlivnény
prostfedim. Jejich pocet je omezeny a nékteré (napi. barva kvétu) se objevuji az pozdéji ve
vyvoji rostlin, coz znemoznuje jejich vcasné hodnoceni. Kromé toho miize dany morfologicky
marker pleiotropnim pisobenim genu ovlivnit dal$i morfologické markery. UziteCnost je také
omezena jejich limitovanym poc¢tem (Andersen & Liibberstedt 2003).

Biochemické markery detekuji polymorfismy na Grovni proteinu. Tyto proteiny jsou
produkovany jako vysledek genové exprese a lze je oddélit elektroforézou k identifikaci alel.
Nejcastéji pouzivanymi proteinovymi markery jsou izoenzymy, které jsou odliSnymi formami
stejného enzymu. Proteinové markery odhaluji rozdily v genové sekvenci a funguji jako
kodominantni markery (Kumar 1999). Jejich omezeny pocet u jakychkoliv druht plodin a
skutecnost, ze podléhaji posttranslacnim Upravam, ¢asto omezuje jejich pouziti (Staub et al.
1996).

DNA markery jsou fragmentem DNA signalizujici mutace nebo variace. Lze je pouzit k
detekci polymorfismu mezi alelami genu pro konkrétni sekvenci DNA nebo riizné genotypy.
Tyto fragmenty jsou spojeny s ur¢itym umisténim v genomu a mohou byt detekovany pomoci
molekularnich technologii (Lateef 2015). Dostupnost DNA markeri je piilezitosti pro

vyhodnocovani rostlinné diverzity (Pedryc et al. 2009).
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3.5.1 Techniky zaloZené na restrik¢ni analyze a hyridizaci

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragsmentu

RFLP markery se pouzivaly hlavné v 80. a 90. letech minulého stoleti. Detekované
polymorfismy jsou vysledkem zmén v nukleotidovych sekvencich v rozpoznavacich mistech
restrikénich enzymi nebo v dasledku mutaci n€kolika nukleotidd, které vedou ke zjevnému
posunu ve velikosti fragmentu. Hlavnimi vyhodami jsou kodominance, vysoka
reprodukovatelnost a vysoka lokusova specificita (Lateef 2015). Pomoci RFLP studovali
Vicente et al. (1998) variabilitu kultivari merun€k. Gerlach & Stosser (1997) vyuzili tuto

metodu pro determinaci tiesnovych kultivara.

3.5.2 Techniky zaloZené na amplifikaci pomoci PCR

RAPD — nahodna amplifikace polymorfni DNA

Technologie RAPD vyuziva kratké syntetické oligonukleotidy nahodnych sekvenci jako
primery k amplifikaci genomové DNA pifi nizkych teplotach b&éhem annealingu PCR.
Amplifika¢ni produkty se obvykle oddé€li na agarézovych gelech a obarvi ethidiumbromidem
(Bardakci 2001). Gogorcena & Parfitt (1994) pouzili RAPD pro detekci polymorfismu u

merunék.

AFLP — délkovy polymorfismus amplifikovanvch fragmentu

AFLP jsou RFLP markery vizualizované selektivni PCR amplifikaci restrikénich
fragmentt DNA. Takovy marker je multi-lokusovd markerova technika, kterd kombinuje
techniky selektivni PCR amplifikace restrikéniho a fragmentového restrikéniho $tépeni a je
mozné jej aplikovat do DNA jakéhokoli puvodu (Lateef 2015). AFLP markery jsou dobie
reprodukovatelné a vysoce polymorfmni, ale ndaklady pii vyuzivani byvaji vysoké
(Najafzadeh et al. 2015). Struss et al. (2001) a Tavaud et al. (2001) analyzovali genetickou
diverzitu mezi kultivary tfesni. Geuna et al. (2003) identifikovali kultivary merunék.

Mikrosatelitni markery

Mikrosatelity, taktéz nazyvany jako jednoduché opakujici se sekvence (SSR - simple
sequence repeats) jsou vSudypiitomnou skupinou jednoduchych opakujicich se sekvenci DNA
(Bhargava & Fuentes 2010). Skladaji se z tandemovych opakovani 1-6 oligonukleotidi
(Wen-Hua et al. 2018) ale je znamo, ze se tyto sekvence mohou u jednotlivett v poctu
opakovani lisit (Schlétterer 2000).
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Nachazeji se v celé délce genomu, cCastéji v§ak v nekodujicich oblastech (Gouldo &
Oliveira 2001). SSR vykazuji vysoky stupeii polymorfismu alel a vyskytuji se jak v
eukaryotickém, tak v prokaryotickém genomu (Bhargava & Fuentes 2010).

Hlavni nevyhodou je jejich izolace de novo, a to pfedev§im u prvné zkoumanych
organismtl, protoze se mikrosatelity obvykle vyskytuji v nekodujicich oblastech s ¢astéjSim
vyskytem substituce nukleotidd (Zane et al. 2002). Mikrosatelitni markery vyzaduji
piedchozi znalost genomovych sekvenci organismu, aby bylo mozné navrhnout specifické
primery (Najafzadeh et al. 2015), nicméné oblasti pfilehlé k mikrosatelitim jsou obvykle
unikatni, takze 1ze velmi jednodu$e navrhnout i odpovidajici primery, diky kterym je mozné
jednotlivé mikrosatelity vyhledavat a amplifikovat (Gouldo & Oliveira 2001).

Diky své hojnosti, multialelické povaze a vysokému polymorfismu poskytuji ¢inné a
ptesné prostiedky pro detekci genetického polymorfismu mezi ovocnymi druhy (Najafzadeh
et al. 2015). SSR markery byly uZiteéné pii integraci genetickych, fyzikalnich a sekvenéné
zalozenych fyzickych map u rostlinnych druht a soucasné poskytly Slechtiteliim a genetikiim
uéinny nastroj pro propojeni fenotypovych a genotypovych variaci (Varshney et al. 2005).

V eukaryotickych genomech vykazuji mikrosatelity specifické obohaceni taxonu.
MSDB (Microsatellite Database) je sbirka >650 milionti SSR od 6 893 druht, v¢etné bakterii,
archaei, hub, rostlin a zvitat. Tato databaze je zdaleka nejiplnéjSim zdrojem pro pfistup a

analyzu dat SSR vice druhid (Avvaru et al. 2017).
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3.6 Systémy studia variability pomoci SSR u peckovin

Identifikace SSR v genovych sekvencich rostlinnych druhd byla provedena jiz na
pocatku 90. let minulého stoleti Morgantem & Olivierim (1993). Jejich vyzkum na pfitomnost
a hojnost dinukleotidovych a trinukleotidovych opakovani v sekvenci DNA odhalil, ze jsou
takové mikrostelity velmi Casté a Siroce distribuované. V té dobé byl vsak k dispozici pouze
omezeny objem sekvenénich dat pro analyzu SSR (Varshney et al. 2005).

SSR makery byly navrzeny pro rizné druhy v dusledku ekonomického vyznamu rodu
Prunus. Downey & Iezzoni (2000) uvadeji pouziti primert uréenych specialné pro sttemchu
pozdni (Prunus serotina Ehrh.). Vaughan & Russell (2004) vyvinuli prvni SSR markery z
divoké tiesné. Najafzadeh et al. (2015) identifikovali skupinu vysoce polymorfnich
mikrosatelitnich markera pro identifikaci visni.

Prvni SSR primery speciadlné¢ navrzené pro tfesné¢ z genomovych knihoven odrid
,Napoleon® a ,,Valerj Tschkalov* byly ziskany Clarkem & Tobuttem (2003) a Strussem et al.
(2003). SSR byly vyuzity pro rozliSeni genotypt a stanoveni genetickych vztahli mezi
kultivary merunék (Hormaza 2002; Pedryc et al. 2009; Akpinar et al. 2010). Hormaza (2002)
odhalil rozdily mezi skupinami severoamerickych a evropskych merunék. Evropska skupina
byla pak jest¢ dale rozd€lena na Spané€lskou a francouzskou podskupinu. Akpinar et al. (2010)
zkoumali pomoci SSR genetické vztahy mezi tureckymi a exotickymi kultivary merunék.
Ptilehlé sekvence DNA jsou mezidruhové dobfe zachovany, coz umoziiuje vyuziti stejnych
pari primeri u ptibuznych druhi (Wiinsch & Hormaza 2002; Aranzana et al. 2003; Rahemi et
al. 2012).
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4 Metodika

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Soubor rostlinnych vzorkii byl odebran na konci zafi roku 2020 na Demonstra¢nim a
experimentalnim pracovisti Ceské zemédélské univerzity v Praze. Od kazdého zastupce byla
odebrana sada listii. Pfi vybéru byl kladen dlraz na listy nevykazujici zndmky poskozeni. Po
odbéru byly listy pted samotnou izolaci DNA uchovany v igelitovych saccich.

Material znamych odrid byl oznacen: 1A (odrida Adriana), 2A (odriida Harogem) a 3A
(odrida Velkopavlovicka).

Material neznamych odrid byl ozna¢en: M1-M16.

Jejich rozmisténi a vzdalenosti zndzornuje obrazek 1. Platnost toho schématu byla aktualni
vV dobé sbéru. Béhem roku zaznamenal sad zmény, k datu odevzdani této prace rozmisténi
neodpovida. Stromy zastupujici vzorky M3 a M7 byly pokaceny.

Pro analyzu byly dale pouZity standardy Katedry genetiky a Slechténi. Odriida tfeSné Elza

oznacena TE a Prunus avium neznamého pivodu oznacen T.

DDCO0 DRDDE
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Obrazek 1: Schéma rozmisténi a vzdalenosti jednotlivych stromt v sadu

4.1.2 Primery

Pro odliseni odrid merunék byly pouzity mikrosatelitni markery a jejich primery

navrzené pro identifikaci tteSni BPPCT 034L, BPPCT 040L (Dirlewanger et al. 2002),
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EMPaS02, EMPaS05, EMPaS06, EMPaS10L, EMPaS11, EMPaS12L (Vaughan & Russell
2004), PS12A02L, PceGA34L (Downey & lezzoni 2000), UCD-CH11, UCD-CH12, UCD-
CH31 (Struss et al. 2003). Mimo zminéné publikace, které popisuji a vyuZzivaji dané primery
poprvé, byly publikovany i dalsi studie, vyuZzivajijci nekteré z téchto primerti (Sharma et al.
2015; Najafzadeh et al. 2016; Korecky et al. 2017; Licea-Moreno et al. 2019). Na zakladé
testovani u tfesni (Schueler et al. 2003; Wiinsch & Hormaza 2002) byl pouzity i primery
UDP97-403L (Cipriani et al. 1999), UDP98-411L, UDP98-412 (Testolinet al. 2000)

vyvinuty pro broskev. Seznam pouzitych primert viz tabulka 1.

Tabulka 1: Pouzité primery

Primery Sekvence primert (5°-3")
BPPCTO034L-F CTA CCT GAA ATA AGC AGA GCC AT
BPPCTO034L-R GCT CGT AAG ATT GCT GGT AGC
BPPCTO040L-F ATG AGG ACG TGT CTG AAT GG
BPPCTO040L-R CCT TTA CGT TAC AGC TCG AAA GA
EMPaS02-F CTACTT CCATGATTG CCT CAC
EMPaS02-R AAC ATC CAG AACATC AACACAC
EMPaS05-F CAT GTGCTT TCT CTG CCC
EMPaS05-R TCT TCT CAAGCAATTCCCC
EMPaS06-F AAG CGG AAA GCA CAG GTAG
EMPaS06-R TTG CTA GCATAG AAAAGAATT GTAG
EMPaS10L-F GCT AAT ATC AAATCCCAGCTCTC
EMPaS10L-R CTACTG GCT TGT GTT GTG TG
EMPaS11-F ACC ACT TTG AGG AAC TTG GG
EMPaS11-R CTG CCTG GAA GAG CAATAAC
EMPaS12L-F TGT GCT AAT GCC AAA AAT ACC
EMPaS12L-R GTG GAA GGC CAT ATTTTC GG
PceGA34L-F GAA CAT GTGGTGTGCTGGTT
PceGA34L-R CCC ACT TTC ATC AAA ACAGTG AG
PS12A02L-F GCC ACC AAT GGT TCT TCC
PS12A02L-R CAA CCA AAG CACCAGATGC
UCD-CH11-F TGCTAT TAGCTT AAT GCCTCCC
UCD-CH11-R ATG CTG ATGTCATAAGGT GTGC
UCD-CH12-F AGA CAA AGG GAT TCT GGG C
UCD-CH12-R TTT CTG CCACAA ACCTAATGG
UCD-CH31-F TCCGCTTCT CTGTGAGTG TG
UCD-CH31-R CGATAG TTT CCT TCC CAG ACC
UDP97-403L-F CTG GCT TAC AAC TCG CAA GC
UDP97-403L-R CTC ACAGACTCGACTCTTCACTTC
UDP98-411L-F AAG CCATCC ACT CAGCACTC
UDP98-411L-R GCT GAT GAT GAC GAC GAT GAT G
UDP98-412-F AGG GAA AGT TTCTGC TGC AC
UDP98-412-R GCT GAA GAC GAC GAT GAT GA
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4.2 Metody

421

Izolace DNA

Vzorky tkani o hmotnosti 100 mg byly odebrany z listli a homogenizovany sklenénou

ty¢inkou za pomoci tekutého N.. Nésledn¢ byla z téchto tkani vyizolovdna DNA pomoci

komeréné¢ dodavaného kitu pro izolaci DNA (Invisorb Spin Plant Mini Kit, Stratec

Molecular). Souprava je dodavana s veSkerym potiebnym materidlem. Izolace probiha

v téchto krocich:

Kjiz pfipravenému vzorku materialu homogenizovaného pomoci N bylo do
zkumavek ptridano 400 pl roztoku lyza¢niho pufru P, protfepano na vortexu (Vortex
TK3S, TerchnoKartell) a promichano pfevracenim. Vzorky byly nasledné po dobu 30
minut inkubovany v termobloku pii teplot¢ 65 °C. Béhem tohoto €asu bylo nutno
zkumavky dvakrat promichat na vortexu.

Roztok byl ptenesen do filtracni zkumavky, které byly centrifugovany po dobu 1
minuty pfi vykonu 11 000 otacek za minutu (Centrifuge 5420, Eppendorf). Poté byl
odstranén prefiltr, ptidano 200 pl vazaciho pufru A a smés zvortexovana.

Roztok byl pienesen do vazaci kolony a inkubovan po dobu 1 minuty. Kolony byly
poté centrifugovany po dobu 2 minut pii vykonu 11 000 otdek za minutu. Vézaci
kolony byly pfemistény do novych zkumavek.

Nasledné bylo ptidano 550 pl promyvaciho roztoku I a zkumavky 1 minutu
centrifugovany pii vykonu 11 000 otd¢ek za minutu. Filtrat byl poté odstranén a
kolony umistény do novych zkumavek.

Do vazaci kolony bylo nadale pfidano 550 pl promyvaciho roztoku Il a po dobu 1
minuty byly centrifugovany pifi vykonu 11 000 otacek za minutu. Poté byl filtrat
znovu odstranén. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Kolony se na zavér
centrifugovaly po dobu 4 minut pii vykonu 11 000 otacek za minutu, aby doslo
K odstranéni zbyvajiciho ethanolu.

Vézaci kolony byly pfemistény do novych zkumavek, bylo pfidano 100 pl elu¢niho
roztoku predehfatého v termobloku na 65 °C a zkumavky inkubovany po dobu 3
minut. Kolony byly poté centrifugovany po dobu 1 minuty pii vykonu 11 000 otacek
za minutu. Vysledny eludt byl zachycen ve spodni zkumavce a pfipraven na dalsi

pouziti.
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4.2.2 Hodnoceni kvality DNA

Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno na spektofotometru
(NanoPhotometer P300, Implen) po jeho kalibraci. Pii kalibraci bylo prométeno rozpoustédlo,
ve kterém byla pii samotné izolaci rozpusténa DNA - elu¢ni pufr.

Destilovanou vodou byla poté kyveta o€iSténa a pro méfeni jednotlivych vzorkt
napipetovany vzdy 3 ul DNA. Na kyvetu bylo polozeno ocisténé vicko a vzorek nasledné
promé&ien. Kvantita DNA je vyjadfena v nanogramech obsazenych v jednom mikrolitru
(ng/ul). Spoleéné s koncentraci DNA je dale uvadén pomér absorbance vinovych délek
260/280 nm a 230/260 nm, které¢ udavaji ptipadné znecisténi DNA proteiny.

Pro naslednou analyzu byla rostlinnd DNA nafed&na na koncentraci 5 ng.ul™.

4.2.3 Singleplex PCR

Pouzité primery byly dodany firmou Applied Biosystems a nafedény destilovanou
vodou na koncentraci 10 uM.

Optimalizovand amplifikace jednotlivych mikrosatelitli probihala v reakéni smési o
konecném objemu 9 pl. Tato reakéni smés obsahovala 5 ng DNA, 5 ul Multiplex PCR Master
Mixu (QIAGEN) a 0,5 ul kazdého z paru primerti uvedenych v tabulce 1. Smés byla poté
doplnéna vodou na 9 pl. Vlastni PCR probéhla v termocycleru (C1000™ Thermal Cycler,
BioTech). Pro amplifikaci byl pouzit cyklus popsany v tabulce 2.

Tabulka 2: PCR cyklus pouzity pro amplifikaci

Predenaturace 95°C |10 minut 1 cyklus
Denaturace 94°C |30 sekund

Annealing 60°C |90 sekund 35 cyklu
Prodluzovani 72°C |1 minuta

Zavéreéné prodluZovani 60°C |80 minut 1 cyklus

4.2.4 Agarozova elektroforéza

Pro kontrolu pfitomnosti DNA byla pouzita gelova agar6zova elektroforéza. 2%
agarézovy gel byl ptipraven ze 4 g agardzy, 200 ml 1xTBE (Sambrook et al. 1989) a nalit do
ptipravené elektroforetické misky. Do misky byl umistén hieben, aby po ztuhnuti gelu

vytvofil jamKy. Elektroforeticka cela byla naplnéna 1,5 1 TBE pufru.
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Po ztuhnuti byla miska s gelem umisténa do elektroforetické vany s TBE pufrem a
hieben vytazen. Pro vizualizaci vzorkt byl kazdy PCR produkt obarven 2 ul nanéSeci barvy
(sachar6za, voda, bromfenolova a xylenolova modf). Po ztuhnuti gelu bylo do jamek
napipetovano 10 pl zabarveného PCR produktu a 10 pl hmotnostniho standardu. Velikost
amplifikovanych fragmentli byla porovnana s hmotnostnim standardem GeneRuler 100 bp
DNA Ladder (Thermo Scientific), umisténym vzdy do prvni a posledni jamky kazdého
hiebenu.

K elektroforetické vané byl poté ptipojen zdroj stejnosmérného proudu tak, aby DNA
putovala k anodé s napétim 5 V/cm. Elektroforéza bézela 30 minut, poté byl gel umistén na
UV transiluminator Gel Doc XR (Bio Rad). Po zjisténi vysledki bylo vybrano 11 primerd pro

naslednou fragmentacni analyzu.

4.25 Multiplex PCR

Z 11 vybranych primerG byly sestaveny 2 komplementarni multiplexy tak, aby se
nepiekryvaly fragmenty stejného fluorescenéniho barviva. Kazd4d smé&s multiplexni PCR se
skladala z5 ng DNA, 5 ul Multiplex PCR Master Mixu (QIAGEN) a uré¢itého mnozstvi
primera (tabulky 3 a 4).

Tabulka 3: Mnozstvi primerd, jejich zbarveni a rozsah alel v multiplexu 1

Multiplex 1

Primer Mnozstvi v reakci Fluorofor Rozsah alel
BPPCT 034L 0,4 uM PET 320-354
UCD-CH11 0,32 uM PET 103-154
BPPCT 040L 0,24 uM 6-FAM 154-168
EMPaS06 0,32 uM NED 199-225
UDP98-412 0,32 uM VIC 99-200
EMPaS10L 0,24 uM VIC 255-277

Tabulka 4: Mnozstvi primerd, jejich zbarveni a rozsah alel v multiplexu 2

Multiplex 2
Primer Mnoistvi v reakci Fluorofor Rozsah alel
UDP98-411L 0,32 uM PET 265-284
EMPaS02 0,24 uM 6-FAM 121-140
PS12A02L 0,32 uM NED 154-184
PceGA34L 0,32 uM NED 233-272
EMPaS05 0,4 uM VIC 161-199
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Vlastni PCR probéhla v termocycleru (C1000™ Thermal Cycler, BioTech). Pro
amplifikaci byl pouzit stejny cyklus, jako pfi singleplex PCR (tabulka 2).

4.2.6 Kapilarni elektroforéza

Po ukonceni Multiplex PCR reakce byl odebran 1 ul PCR produktu, nafedén v poméru
1:19 v deionizované vodé a promichan pipetou. Z kazdého nafedéného vzorku byl poté
odebran 1 pl a smichan a 12 pl Hi-Di formamidu (Life Technologies) a 0,2 ul hmotnostniho
standardu GeneScan-600Liz (Life Technologies). Takto ptipravené vzorky byly denaturovany
pii 95°C 5 min. v termocycleru (C1000™ Thermal Cycler, BioTech). Jednotlivé fragmenty
byly poté separovany v genetickém analyzéru ABI PRISM 310 (Life Technologies). Separace
probihala v kapilafe dlouhé¢ 36 cm. Doba nastfiku byla 5 spifi napéti 12 kV. Separace
probihala 24 minut pti napéti 15 kV. Ptistroj byl kalibrovan barevnou sadou DS-33 Matrix
Standard Kit (Applied Biosystems).

Po dokonceni genetické analyzy byl panem doc. Ing. Miroslavem Jursikem, Ph.D.
poskytnut planek sadu Demonstraéniho a experimentalniho pracovisté CZU spoleéné
s informacemi o odriidové ptislusnosti vétSiny vyuzitych stroml. Od doby odbéru probehly
v sadu uré¢ité zmény a nékteré stromy byly pokaceny, ¢imz nebylo ani zpétné mozné zjistit
odridu u vzorki M3 a M7. Pied vysadbou nebyly zdokumentovany ani odridy M1 a M8,
proto zustaly vSechny vySe uvedené vzorky pfii statistickém zpracovani oznacené jako

nezname.

4.3 Zpracovani dat

Vysledné velikosti alel ziskané z kapilarni elektroforézy byly vyhodnoceny pomoci
softwaru GeneMapper 4.1 (Life Technologies, USA), kterym byly vytvofeny chromatogramy
jednotlivych zkoumanych fragmentti. Pomoci programu DARwin 6.0 (Perrier & Jacquemoud-
Collet 2006) byla provedena shlukovaci analyza pro hodnoceni podobnosti alelickych profila
u studovanych vzorkll. Za vyuZiti velikosti jednotlivych alel byly ziskany piibuzenské
dendrogramy. Programem GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse 2012) byly identifikovany klony

a vyhodnoceny frekvence alel v populacich merunék a tfesni.
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5 Vysledky

5.1 Spektofotometrie

Kazdy ze vzorkd vyizolované DNA byl hodnocen pomoci spektrofotometrie.
Proméfenim vzorku o mnozstvi 3 pl byly zjistény hodnoty koncentrace a zne€isténi. MnoZstvi
DNA ziskané pfi izolaci se pohybovalo v rozmezi 36,5 - 126 ng.ul™. Vzhledem k témto

rozdiliim byly viechny vzorky nafedény na objem 50 pl a koncentraci 5 ng.jul™.

5.2 Vysledky optimalizace

Vysledky agarozové elektroforézy prokazaly, Ze jsou u vzorku tie$sné vSechny primery
dobfe citelné. U odrid merunék byly intenzity signalu rozdilné. Z piivodniho mnozstvi 16
primert bylo pro dal$i analyzu vybrano pouze 11. Pro multiplex PCR bylo potieba, aby byly

primery komplementarni a fragmenty stejného fluorescenéniho barviva se neptiekryvaly.

12345 6 7891011121314 1516

1234567 891011 1213141516

]
—_—

-—__’."

Obrazek 2: Vzorovy elektroforeogram vzorkti 3A a T. 1 - PceGA34L, 2 - EMPaS05, 3 -
BPPCT 034L, 4 - EMPaS11, 5 - EMPaS12L, 6 -EMPaS02, 7 - BPPCT 040L, 8 - EMPaS06, 9
- UCD-CH31, 10 - EMPaS10L, 11 - UDP98-411L, 12 - UCD-CH12, 13 - UCD-CH11, 14
PS12A02L, 15 - UDP97-403L, 16 - UDP98-412.
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5.3 Kapilarni elektroforéza a statistické vyhodnoceni

Fragmenta¢ni analyzou multiplext 1 a 2 byly pomoci softwaru GeneMapper 4.1
vytvofeny chromatogramy jednotlivych zkoumanych fragmentt. Na tomto zaklad¢ byl ziskan
souhrn dat o analyzovanych lokusech a velikosti jednotlivych alel. Vzorové chromatogramy
jsou znazornény na obrazcich 3 a 4. Velikosti analyzovanych alel pomoci pouzitych SSR

markert jsou uvedeny v tabulce 5.

BPPCTO040L
168 bp

EMPaS10L
257 bp

UCD-CH11 UDP98-412 r
y 113/115 by
- 111 bp P

UCD-CH11
lﬂo bp
1

(. |

Obrizek 3: Chromatogram multiplexu 1 u odridy Harogem (2A)

1
PALRLLTY

EMPaS06
J 207 bp BPPCTO34L
A

l 323 bp
i

PS12A02L
EMPasS02 160 bp
121 bp EMPasS05

UDP98-411L
272 bp

PS12A02L
PceGA34L

180 bp EMPas05 233 bp ;ggi“p“"l"
199 bp |
ir i\
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Tabulka 5: Velikost alel zjisténych fragmentacni analyzou, homozygotni alely tu¢né odliseny

UDP98-412 | EMPaS10L | UCD-CH11 | BPPCT 034L | EMPaS06 | BPPCT 040L | UDP98-411L | EMPaS02 | PS12A02L | PceGA34L | EMPaS05
1A 99/103 255/255 103/130 323/350 201/225 158/162 272/284 121/125 154/184 233/272 | 164/177
2A 113/115 257/257 111/130 323/323 207/207 168/168 272/272 121/121 160/180 233/256 | 164/199
3A 83/115 255/257 111/130 323/331 201/201 158/158 272/272 121/121 170/170 233/233 | 164/183
MO01 | 83/115 255/257 111/128 323/331 201/201 158/158 272/272 121/121 170/170 233/233 | 164/183
MO02 | 105/107 257/260 103/111 315/323 201/207 148/168 268/284 121/121 178/190 233/272 | 164/164
MO03 | 103/111 255/257 103/136 323/323 201/207 158/158 2721292 121/139 166/190 233/233 | 164/166
MO04 | 103/105 255/255 103/111 303/315 201/213 158/158 272/284 121/121 154/190 233/233 | 164/175
MO05 | 105/107 257/260 103/111 315/323 201/207 148/168 268/284 121/121 178/190 233/272 | 164/164
MO06 | 103/105 255/255 103/111 303/315 201/213 158/158 272/284 121/121 154/190 233/233 | 164/175
MO07 | 103/111 255/257 103/136 323/323 201/207 158/158 272/292 121/139 166/190 233/233 | 164/166
MO8 | 111/115 257/257 111/130 323/323 201/207 158/168 272/272 121/121 160/170 233/256 | 164/199
M09 | 105/115 257/257 103/130 303/323 207/213 158/168 272/284 121/121 160/190 233/272 | 164/199
M10 | 103/105 255/255 103/111 303/315 201/213 158/158 272/284 121/121 154/190 233/233 | 164/175
M11 | 103/105 255/255 103/111 303/315 201/213 158/158 272/284 121/121 154/190 233/233 | 164/175
M12 | 103/105 255/255 103/111 303/315 201/213 158/158 272/284 121/121 154/190 233/233 | 164/175
M13 | 105/115 257/257 103/130 303/323 207/213 158/168 272/284 121/121 160/190 233/272 | 164/199
M14 | 105/115 2571257 103/130 303/323 207/213 158/168 272/284 121/121 160/190 233/272 | 164/199
M15 | 105/115 2571257 103/130 303/323 207/213 158/168 272/284 121/121 160/190 233/272 | 164/199
M16 | 105/115 257/257 103/130 303/323 207/213 158/168 272/284 121/121 160/190 233/272 | 164/199
T 119/119 2771277 148/154 320/354 199/203 154/160 265/270 140/140 169/179 248/261 | 160/162
TE 117/119 277/291 148/154 350/352 203/215 160/168 265/265 135/144 163/165 240/248 | 160/162
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V programu DARwin 6.0 byla provedena shlukovaci analyza. Ptibuzensky
dendrogram byl vytvoien UPGMA analyzou na =zaklad¢ velikosti alel detekovanych

molekularnimi markery z tabulky 5.

T'F,] :7
0z

M1Z (Harogem
{‘,I" (Harogem
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W04 (Bargaval
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I—C‘,I 01
L_ve kopaviovickd

Obrazek 5: Dendrogram genetické podobnosti vzorki merunék a ttesni

S vyuzitim programu GenAlEx 6.5 byly identifikovany 4 soubory klont (tabulka 6) po
5 a 2 jedincich. Tato skute¢nost potvrzuje vysledky z obrazku 5. Oba dva tyto systémy tedy
lze pouzit rovnocenné. Zaroven byla timto programem vypocitana frekvence vyskytu alel
(tabulky 7 a 8). Frekvence vyskytu ptedstavuje zastoupeni jednotlivych alel v testovaném
souboru vzorkii. U merungk bylo celkem identifikovano 52 alel (3-8 v lokusu), u tfe$ni pak 30
(2-4 v lokusu). Jako nejvice informativni se obecné jevil lokus PS12A02L, u kterého bylo
celkem identifikovano 11 rozdilnych alel.

Stejné jako v tabulce 6 byl soubor rozdélen na dvé populace - M (merunky) a T

(tfeSen). Populace merun¢k zahrnovala 19 jedinct a populace tfesni jedince 2.
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Tabulka 6: Pfedpokladané klony zaloZené na opakujicich se multilokusovych genotypech

Vzorek Populace Genotyp MnoZstvi
M12 (Harogem) M 103105255255103111303315201213158158272284121121154190233233164175g 5
M11 (Harogem) M 103105255255103111303315201213158158272284121121154190233233164175g
M10 (Harogem) M 103105255255103111303315201213158158272284121121154190233233164175g
MO6 (Bergeval) M 103105255255103111303315201213158158272284121121154190233233164175g
MO04 (Bergeval) M 1031052552551031113033152012131581582722841211211541902332331641759
MOQ7 M 1031112552571031363233232012071581582722921211391661902332331641669 2
MO3 M 1031112552571031363233232012071581582722921211391661902332331641669
MO5 (Leskora) M 105107257260103111315323201207148168268284121121178190233272164164g 2
MO2 (Leskora) M 1051072572601031113153232012071481682682841211211781902332721641649
M16 (Bergeval) M 105115257257103130303323207213158168272284121121160190233272164199g 5
M15 (Bergeval) M 105115257257103130303323207213158168272284121121160190233272164199g
M14 (Bergeval) M 105115257257103130303323207213158168272284121121160190233272164199g
M13 (Bergeval) M 105115257257103130303323207213158168272284121121160190233272164199g
M09 (Bergeval) M 105115257257103130303323207213158168272284121121160190233272164199g
Adriana M 99103255255103130323350201225158162272284121125154184233272164177g 1
Harogem M 113115257257111130323323207207168168272272121121160170233256164199g 1
Velkopavlovicka M 831152552571111303233312012011581582722721211211701702332331641839 1
MO1 M 83115255257111128323331201201158158272272121121170170233233164183¢g 1
MO8 M 111115257257111130323323201207158168272272121121160170233256164199g 1
Prunus avium T 1191192772771481543203541992031541602652701401401691792482611601629 1
Prunus avium cv. Elza T 1171192772911481543503522032151601682652651351441631652402481601629 1
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Tabulka 7: Frekvence alel v multiplexu 1

Multiplex 1
. Frekvence alely v populaci
Marker Velikost alely M (19) T2
83 0.053 0.000
99 0.026 0.000
103 0.211 0.000
105 0.316 0.000
107 0.053 0.000
UDP98-412 111 0.079 0.000
113 0.026 0.000
115 0.237 0.000
117 0.000 0.250
119 0.000 0.750
255 0.421 0.000
257 0.526 0.000
EMPaS10L 260 0.053 0.000
277 0.000 0.750
291 0.000 0.250
103 0.395 0.000
111 0.289 0.000
128 0.026 0.000
UCD-CH11 130 0.237 0.000
136 0.053 0.000
148 0.000 0.500
154 0.000 0.500
303 0.263 0.000
315 0.184 0.000
320 0.000 0.250
323 0.474 0.000
BPPCT 034L 331 0.053 0.000
350 0.026 0.250
352 0.000 0.250
354 0.000 0.250
199 0.000 0.250
201 0.395 0.000
203 0.000 0.500
EMPaS06 207 0.316 0.000
213 0.263 0.000
215 0.000 0.250
225 0.026 0.000
148 0.053 0.000
154 0.000 0.250
158 0.658 0.000
BPPCT 040L 160 0.000 0.500
162 0.026 0.000
168 0.263 0.250
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Tabulka 8: Frekvence alel v multiplexu 2

Multiplex 2

. Frekvence alely
Marker Velikost alely M (19) TQ
233 0.737 0.000
240 0.000 0.250
248 0.000 0.500
PeeGA3AL 256 0.053 0.000
261 0.000 0.250
272 0.211 0.000
160 0.000 0.500
162 0.000 0.500
164 0.553 0.000
166 0.053 0.000
EMPaS05 175 0.132 0.000
177 0.026 0.000
183 0.053 0.000
199 0.184 0.000
121 0.921 0.000
125 0.026 0.000
135 0.000 0.250
EMPaS02 139 0.053 0.000
140 0.000 0.500
144 0.000 0.250
154 0.158 0.000
160 0.184 0.000
163 0.000 0.250
165 0.000 0.250
166 0.053 0.000
PS12A02L 169 0.000 0.250
170 0.158 0.000
178 0.053 0.000
179 0.000 0.250
184 0.026 0.000
190 0.368 0.000
265 0.000 0.750
268 0.053 0.000
270 0.000 0.250
UDP98-411L 272 0.553 0.000
284 0.342 0.000
292 0.053 0.000
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6 Diskuze

DNA rostlinného materidlu byla izolovana ze zmrazenych listd komeréné dodavanym
kitem Invisorb Spin Plant Mini Kit (Stratec Molecular). Kity ptedstavuji pii extrakci DNA
Casovou usporu, protoze jiz obsahuji potfebné chemikalie, zkumavky a kolony, ale jejich
pofizovaci cena byva vysokd. I pfes tento fakt a dostupnost jinych metod izolace byly
extrakéni kity pfi identifikaci odriid rodu Prunus hojné vyuzivany (Depypere et al. 2009;
Stanys et al. 2012; Korecky et al. 2017).

Mikrosatelitni markery jsou diky své kodominanci a vysokému polymorfismu
vyuzivany pii identifikaci klond a odrud roslin (Struss et al. 2003; Kacar et al. 2005; Schueler
et al. 2003; Licea-Moreno et al. 2019). Po optimalizaci agar6zovou elektroforézou bylo
Z pokusu vynechano 5 mikrosateliti (EMPaS11, EMPaS12L, UCD-CH12, UCD-CH31,
UDP97-403L). Najafzadeh et al. (2016) pouzili pii identifikaci Prunus avium primer UCD-
genetickou diverzitu.

K identifikaci odrid rodu Prunus bylo v této praci vyuzito 9 mikrosatelitnich primera
publikovanych pro amplifikaci DNA Prunus avium v roce 2000 Downeym & lezzonim
(PS12A02L, PceGA34L), v roce 2002 Dirlewangerem et al. (BPPCT034L, BPPCT040L), v
roce 2003 Strussem et al. (UCD-CH11) a v roce 2004 Vaughanem & Russelem (EMPaS02,
EMPaS05, EMPaS06, EMPaS10L). Byly pouzity i 2 primery navrzené pro Prunus persica v
roce 2000 Testolinem et al. (UDP98-411L, UDP98-412). Vsechny tyto primery amplifikovaly
2 zkusebni vzorky Prunus avium a 19 vzorkd Prunus armeniaca. Studie mezidruhové
pienositelnosti u markert ovocnych druhti jsou zaméfovany spiSe na Prunus persica
(Dirlenwanger et al. 2002; Wiinsch & Hormaza 2002), ktera je druhem s nejvEétsim
mnozstvim sekvenovanych a klonovanych mikrosatelitnich markerd (Cipriani et al. 1999;
Testolin et al. 2000; Aranzana et al. 2002) v ramci rodu Prunus z divodu relativné kratkého
juvenilniho obdobi a vzhledem ke svému komeré¢nimu vyznamu (Struss et al. 2003).

Pouzité mnozstvi 11 mikrosateliti k identifikaci 19 zastupc Prunus armeniaca v sadu
Demonstra¢niho a experimentalniho pracovisté se jevi jako dostacujici. U 19 sledovanych
jedinct bylo ziskano celkem 52 alel (3-8 alel na lokus). Dle dostupné literatury stacilo
k identifikaci vice genotypti i niz§i mnozstvi markerd. Wiinsch & Hormaza (2002)
identifikovali 72 genotypti Prunus avium pomoci 9 pari primeri pavodné vyvinutych

v Prunus persica. Vysledky dokazaly, ze jsou mikrosatelity mezi témito druhy vysoce
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konzervovany, coz umoznuje pouziti stejnych primert SSR k detekci genotypti u ptibuznych
druht.

Hormaza (2002) identifikoval 48 genotypi Prunus armeniaca z odli$nych
geografickych oblasti pomoci 20 pari SRR primert vyvinutych u odliSnych druhti Prunus (19
z Prunus persica, 1 zPrunus avium). Té&chto 20 primerd produkovalo polymorfni
opakovatelné amplifikacni vzory se vSemi 48 studovanymi genotypy. Ve 20 lokusech bylo
celkem detekovano 82 alel.

Primer UDP98-412 izolovany z Prunus persica mél v nasi praci vét$i informativni
charakter u Prunus armeniaca. Dokazal identifikovat celkem 8 alel. S ohledem na vyrazné
mens$i mnozstvi vzorku Prunus avium to lze ptisuzovat i faktu, Ze jsou Prunus armeniaca a
Prunus persica fylogeneticky blizsi. Kacar et al. (2005) identifikovali odridy Prunus avium
primery izolovanymi z Prunus cerasus a Prunus persica. Primery izolované z Prunus cerasus
mély nejinformativnéj$i charakter a dokazaly identifikovat téméf o polovinu vice alel nez
primery pro Prunus persica. Tyto vysledky jsou taktéz pfisuzovany odlisSnym pozicim téchto
druhu ve fylogenezi rodu.

Z vysledku je patrné, ze mikrosatelitni markery maji dobrou diskrimina¢ni schopnost.
Pti porovnani vzorkd obou analyz byla zjisténa shoda u vétSiny genotypl s minimalnimi
odchylkami v parech bazi. Tyto odchylky mohly byt zptuisobeny pii opakujicich cyklech
béhem PCR reakce, kdy doslo ke sklouznuti DNA polymerazy a vzniku odlisného poctu
opakujiciho se motivu mikrosatelitu. Rozsahy a frekvence alel byly u obou druhti rozdilné
s vyjimkou shody alely 350 v lokusu BPPCT 034L a alely 168 v lokusu BPPCT 040L.

Vsechny primery byly polymorfni, u vSech vzorkti pak pouze UCD-CHI11. Jednim
Z nejvice polymorfnich a variabilnich lokusti byl PS12A02L. U tfesni detekoval celkem 4
alely, coz je nejvétsi mnozstvi ze vSech lokust. U merunek se se 7 alelami fadi mezi druhy
nejvice variabilni. PS12A02L byl jiz diive v n¢kolika studiich shledan jako nejinformativngjsi
(Downey & Iezzoni 2000; Wiinsch & Hormaza 2004; Turkoglu et al. 2010).

Piibuzensky dendrogram byl vytvofen v programu DARwin 6.0 shlukovaci analyzou
UPGMA (Unweighted Pair — Group Method Arythmetic Averages), ktera byla pouzita i v
jinych studiich identifikace odrid SSR markery (Struss et al. 2003; Kacar et al. 2005;
Najafzadeh et al. 2016). Programem GenAlEx 6.5 byla ziskana data o klonové identité
vzorkl, ktera se jednozna¢né shodovala s vysledky z DARwin 6.0. V ramci vytvofenych
skupin byly jednotlivé odriidy porovnany. Vzorky M04, M06 a M10-12 byly spolecné
zatfazeny do skupiny klond, ackoliv se dle poskytnutého identifikaéniho planku sadu fadi

k odridim Bergeval a Harogem. Standardni odridy 1A-3A (Adriana, Harogem,
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Velkopavlovickd) byly odebirany ze stromu s certifikacnim Stitkem, které byly vysazeny
v roce 2019. Odbéry se vzdy uskuteciovaly ze 2 nezavislych stromt a vysledky byly pokazdé
totozné. Neni tedy mozné, ze by byla odrida 2A Harogem S$patné urCena, ale piesto je dle
vysledného dendrogramu fylogeneticky velmi vzdalena od Harogemt M10-M12. U
zbyvajicich odriid Bergeval M09 a M13-M16 byla klonova identita potvrzena. VSechny vyse
uvedené stromy byly vysdzeny ve stejném roce a je tedy mozné, ze doSlo k zdméné
odrtidového materialu jiz v ovocné skolce, ze které byly distribuovany. Potencionalni pfic¢inou
by mohla byt i zdména stromki pii vysadbé. Nicméné fakt, ze jsou odriady vzijemné
genotypové velmi vzdalené, podporuje spiSe pochybeni ze strany distribuce. Zpétné uz tedy
odridu nelze dohledat a jedinym zdrojem o genetickém pozadi a piibuznosti vzorkd je
vytvofeny dendrogram. Sad na Demonstraénim a experimentalnim pracovisti CZU vsak neni
Slechtitelsky, ale produkéni. U produkénich sadi nehraje pii prodeji ndzev odriidy vyznamnou
roli, takze se vétSinou neuddva. Zameéna odrid neni v tomto ptipad¢é zdvaznym problémem.
Zjisténé vysledky jasné ukazuji, ze fenologickd a morfologicka identifikace Prunus
armeniaca je velmi problematicka. UPOV smérnice pro identifikaci predstavuji nejméné 40
znaki sledovanych b&hem dvou vegetacnich obdobi. Molekularni metody identifikace by
mély v budoucnu predstavovat nezbytny standard pii kontrole odridové pravosti
odpovédnymi organy statni administrativy. Tento systém by pfedstavoval vyraznou Casovou a

finan¢ni usporu. Bylo by také moZzné bezproblémové ovétovat pravost prodavanych odrid.
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1 Zavér

V této praci bylo zjiSténo, ze se SSR markery bézné vnitrodruhové prevadéji a
identifikace odrtd probiha bezproblémoveé. V ramci rodu Prunus je ovSem vhodnéjsi
vyuziti fylogeneticky blizSich druhu, jako naptiklad Prunus avium a Prunus cerasus
nebo Prunus armeniaca a Prunus persica. Pfi analyze jsou lokusy vice polymorfni a

zjisténé mnozstvi alel vyssi.

Byla potvrzena hypotéza, Ze mikrosatelitni markery vyuZzivany pro charakterizaci
genetické variability Prunus avium lze taktéz vyuzit pro identifikaci odrid Prunus
armeniaca. Celkové mnozstvi 11 SSR markeri bylo schopno identifikovat 19
zastupci Prunus armeniaca. Markery prokazaly schopnost relativné vysokého
polymorfismu a mnohotného alelismu. Diky témto vlastnostem piedstavuji velmi
pfesny a u€inny nastroj pro detekci mezidruhového polymorfismu a identifikaci odrud,

nejenom u ovocnych druht.

V piipad¢€ naseho vyzkumu bylo mnozstvi 11 SSR markerti dostacujici pro identifikaci
19 zastupct Prunus armeniaca, ktefi byli i zna¢né fylogeneticky odlisni. Mezidruhové
pouziti SSR markerti na Prunus armeniaca vsak momentalné neni pfili§ prostudovano,
proto bych do budoucna doporucovala vétsi zaméfeni na tuto problematiku. V pfipadé
Sir§tho okruhu dostupnych studii, by poté bylo v praxi mnohem jednodussi zjistit,

které markery je vhodné pouzit pro konkrétni odriidy nebo regionélni populace odrid.

Bylo zji§téno, Ze identifikace odriid piedstavuje opravdovy problém. V Ceské
republice jsou zkousky odriidové pravosti provadény na zakladé smérnic organizace
UPOV, které obsahuji piesné pokyny a sledované morfologické znaky pro kazdou
konkrétni plodinu béhem dvouletého vegetacniho cyklu. Tyto zkouSky jsou ovSem pro
rychlou identifikaci nedostacujici. SSR markery predstavuji slibnou budoucnost
molekularni identifikace, kterd zatim neni zdkonem schvalena. Umoznily by taktéz
vyfeSeni problematiky zdmény odrid pfi distribuci, se kterou jsme se setkali 1 ve

vysledcich této prace.
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