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ANOTACE

Meruiitka obecna (Prunus armeniaca L.) patii mezi jeden z nejoblibenéjsich
ovocnych druhd. Na celém svéte existuji jiz tisice odrid a kazdy rok jsou registrovany
dal3i nové vyslechténé odriidy. Jen v Ceské republice je kazdoroéné vyprodukovéano
a prodano 120-240 tisic kust stromkd raznych odrad merunék, jejichz odridovou
pravost je tfeba zarucit. Klasicky zplsob ovéfeni pravosti odridy zalozeny casto
na nékolikaletém fenologickém/fenotypovém hodnoceni mtize byt zna¢né zjednodusen
a urychlen vyuzitim molekularnich metod. V soucasné dobé jsou nejpouzivanéjSimi
markery pro genotypizaci tzv. SSR markery (Simple Sequence Repeats), fungujici
na principu délkové odlisnosti sekvenci mezi jednotlivymi odridami. Piedkladana
metodika zahrnuje podrobné informace o pfipraveé vzorkd pro analyzy, ur€eni identity
odrid merunék pomoci ovéiené sady 19 SSR markertt metodou fragmentacni analyzy
na kapilarnim genetickém analyzatoru a validaci metody na referencnich odridach.
Metodika je doplnéna o ptesny fenologicko-pomologicky popis vybranych referencnich
odrud, ktery dopliuje identifikaci odriid pomoci SSR markert a slouzi k dal§Simu potvrzeni
jejich identity, aby byla umoznéna mezilaboratorni pfenositelnost metody. Tato metodika
byla vytvofena pro potieby externiho aplika¢niho garanta — Ustfedniho kontrolniho
a zkugebniho tstavu zemédélského (UKZUZ) jako certifikaéniho organu odriid merungk,
dale odborné verejnosti zabyvajici se Slechténim, mnozenim a prodejem odriid merunck

a rovnéz $iroké vefejnosti, kterou tato problematika zajima.

ANNOTATION

Apricot (Prunus armeniaca L.) is one of the most popular fruit species. Thousands
of cultivars are already available worldwide, and newly bred cultivars are registered
every year. About 120-240 thousands of apricot trees of various cultivars are produced
and sold every year in the Czech Republic alone, and their varietal authenticity must
be therefore guaranteed. A classical method of cultivar verification that usually relies
on several years of phenological/phenotypic evaluations can be greatly simplified
and accelerated using molecular methods. So-called SSR (Simple Sequence Repeats)
markers are currently the most used markers for genotyping based on particular sequence
length differences between cultivars. The presented methodology includes detailed
information concerning a sample preparation for the analysis, determination of apricot

cultivar identity using a validated set of 19 SSR markers by the use of a fragment analysis
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carried out in a capillary genetic analyzer, and validation of the method using reference
cultivars. The methodology is supplemented with an accurate phenological-pomological
description of selected reference cultivars that complements the identification of cultivars
using SSR markers, and thus serves as another tool for a cultivar identity confirmation
to allow an inter-laboratory transfer of the method. This methodology was developed
for an external application guarantor — the Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture (UKZUZ), an official body for a certification of apricot cultivars; for
professionals dealing with breeding, propagation and a sale of apricot cultivars; and for

the general public interested in this topic.



1. UVOD

Meruiika obecna (Prunus armeniaca L.) pochazi z vychodni a stfedni Asie.
Do Evropy se dostala pfes Arménii po¢atkem letopoétu, do Ceska se rozsifila z Italie pres
Slovinsko, Styrsko a Rakousy. Roéni svétova produkce tohoto peckového ovoce &tyii
miliony tun potvrzuje, Ze je velmi oblibenym pfedmétem zajmu konzumentd. Prestoze
se hlavni péstitelské oblasti merunék nachazeji v zemich Stfedniho vychodu (Turecko,
Iran) a ve Spojenych statech (Kalifornie) — v oblastech s mirnou zimou vzhledem
ke své potieb& dormance a vysoké citlivosti k jarnim mraziim, i v Ceské republice se
meruiky t&si velké oblibé. V roce 2017 se zde sklidilo pres Etyfi tisice tun, v roce 2018
dokonce vice nez dvojnasobek a po jablonich, slivonich a tfesnich jsou meruriky étvrtym
nejéastéji péstovanym tuzemskym ovocnym druhem (Buchtova, 2020).

Meruiika obecna je zastupce rodu Prunus, sekce Armeniaca, kde jsou zafazeny
i dalsi druhy merunék - merunika japonska (P. mume Sieb. et Zucc.), meruiika tibetska
(P. holosericea) nebo merunka sibiiskd (P. sibirica L.). Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto
druhy vyznamnym zdrojem Slechtitelsky cennych vlastnosti, bylo casto realizovano
mezidruhové kiizeni jako tispésny nastroj k piekonani nekterych péstitelskych nedostatkd.

Fenotypova rozmanitost meruiiky obecné s typickymi znaky pro urcité¢ tzemi
vedla mnoho autorti ke sledovani merunikovych genotypil v rliznych oblastech jejich
vyskytu. Popis hlavnich ekologicko-geografickych skupin a zohlednéni ekologické
adaptace jsou velmi dilezitou informaci pro $lechtitelskou praci. Kostina (1969 a 1972)
vymezila 4 hlavni ekologicko-geografické skupiny: skupina Dzungarsko-Zailijska,
skupina Stedoasijska, skupina Iranokavkazska a skupina Evropska. Déle jsou popsany tfi
zakladni geneticka centra plivodu merunék dle Vavilova (1926): ¢inské centrum (pohofi
severovychodni, stiedni a zapadni Ciny), stfedoasijské centrum (pohoii Tien-Shan pies
Hindu Kush po Kashmir) a centrum Blizkého Vychodu (pohoti zapadné od Kaspického
mote vcetné Kavkazu a pohoti Gruzie, Azerbéjdiénu, Arménie, Turecka a Severniho
Iranu). Rozsifeni teorie skupin podle Vavilova a Kostiny, ktefi sledovali evoluci souborit
podobnych kultivard nachazejicich se v odlisnych a ekologicko-geograficky izolovanych
oblastech, pfinasi Bailey a Hough (1975). Jejich ekologicko-geografické skupiny merunék
jsou doplnéné o skupiny cinskych odrud: severocinskou, tibetskou, severovychodné —
¢inskou a zapadocinskou. Daéle, jak se vice rozsifoval rod P. armeniaca, rozsitili néktefi

dalsi autofi tyto skupiny na 6 resp. 8 a dokonce i na 13 lokalnich podskupin.



S ohledem na aktudlni poptavku po Cerstvych plodech je u odrid nového ¢i
moderniho sortimentu kladen vétsi diiraz na atraktivnost plodii, pevnost duzniny,
velikost ploda a delsi moznost skladovani pfi zachovani kvality plodt. Tyto vlastnosti se
v tradi¢nim evropském sortimentu dfive nevyskytovaly. Proto byl v n€kterych zemich jiz
v 60. letech zah4jen Slechtitelsky program se za¢lenénim merunék z mnoha riznych eko-
geografickych skupin pro ziskani rozmanitych odrid, a to jak po strance pomologickych
znakd, tak i s dirazem na vlastnosti, jako jsou mrazuodolnost, délka dormance, nebo
naopak mensi naro¢nost na chlad, rezistence k Sarce Svestek, moniliové hnilobé nebo
samosprasnost. Lze tedy konstatovat, Ze v rodokmenech modernich odrud je zahrnuto
riznou mérou mnoho genotypi z piedlozenych eko-geografickych skupin a diky
interspecifické hybridizaci i jiné botanické druhy rodu Prunus jako napt. P. mandshurica ¢i
P sibirica. To vSe samoziejmé zvysSuje genetickou rozmanitost odriid merunék a ve svém
diasledku komplikuje jejich molekularné genetickou analyzu.

V dnes$ni dobg¢ jiz existuji na celém svété tisice odrud merunék. Kostina (1931, 1976)
ve své praci shromazdila kolekci témét osmi set odrid merunek, Paunovic (1988) uvadi,
ze ve vice jak 13 zemich Evropy, Turecku a Izraeli existuje 1398 (v¢etné duplikaci) odrad
merun¢k a Smykov (1989) ve své studii tvrdi, ze je shromazdéno okolo 1800 odrid a forem
meruné€k v kolekcich ze SSSR a 30 dalSich statd, situovanych na stanicich ve stfedni Asii,
Turkmenistanu, na Krymu, v Taskentu, Jerevanu a Kisinéve. Z toho bylo jen v roce 2020
v Ceské republice zaregistrovano pro uvadéni do ob&hu 35 odrid a s Gfednd uznanym
popisem vedeno 27 odrid (Seznam odriid, 2020). Legislativa Ceské republiky tedy
zajistuje pravost pro 62 odriid, nicméné na nasem tizemi je péstovano a mnozeno mnohem
vice odrid merun¢k. Napft. jenom v genofondovych sbirkach Mendelovy univerzity je
evidovano 375 polozek Prunus armeniaca var. armeniaca (Databaze genetickych zdroju
rostlin). Od roku 2013 je v Ceské republice kazdoroén& vyprodukovano a prodéno
120240 tisic kusu stromkti riznych odrid merunék (Kozderova, 2020). Tyto odridy
se 1i$i mnoha vlastnostmi, at’ jiz se jedna o odolnost vii¢i chorobam, vhodnost péstovani
v ruznych lokalitach, cizosprasnost/samosprasnost, vlastnosti plodd nejen z hlediska
zpracovani a dalsi charakteristiky. Z tohoto diivodu péstitelé vénuji peclivou pozornost
vybéru odridy, kterou chtéji vysadit ve svych zahradach ¢i sadech, a pravem vyZzaduji
pti nakupu novych stromki deklaraci odriidové pravosti, ktera je zarukou pozadovanych
hospodarskych vlastnosti. Identita vegetativné mnozeného materialu je dilezita
zejména v ovocnafstvi, jelikoz se jedna o takzvané trvalé kultury. Metody identifikace
a vzajemného rozliSovani odrid vyznamnych zemédé€lskych plodin se v poslednich

letech vyvijeji v rychlém tempu (Hu et al., 2018; Li et al., 2018). Souvisi to s obchodnimi
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aktivitami specializovanych firem, prodejem mnozen¢ho materidlu i se Slechtitelskou
praxi. S obchodovanim jsou vzdy spojeny problémy souvisejici s pravni a obchodni
ochranou zbozi. Ochrana prav, kterd se vaze na urcity rostlinny genotyp, resp. odridu, se
na riznych urovnich tyké ochrany autorskych prav jak samotné¢ho majitele odridy, tak
i dalSich subjektu, kteti s odridou manipuluji na zakladé licen¢nich smluv. Identifika¢ni
systémy jsou nezbytné pro schvalovaci organ, producenty stromku (Skolkate) a majitele
sadll a vymezuji odpovédnost producentti v riiznych fazich dodavatelského fetézce.

Odriada mutize byt identifikovana na zékladé vlastnosti, které jsou popsany pii
jeji registraci. Podminkami pro registraci nové odrudy je zjisténi, ze je odlisna od dfive
registrovanych odrud, vykazuje uniformni a stilé znaky, nese nazev vyhovujici
pozadavkium dle zakona ¢. 408/2000 Sb., o ochrané prav k odridam rostlin a dale musi
spliiovat podminky dle zdkona ¢. 219/2003 Sb. o ob&hu osiva a sadbé péstovanych rostlin,
ve znéni pozdéjsich predpisii. Musi mit také zajisténé udrzovaci Slechténi. Pro registraci
nové odridy ovoce se proto provadi takzvané zkousky odlisnosti, uniformity a stalosti
(DUS testy) podle mezinarodné harmonizovanych zkusSebnich technickych protokoli
CPVO (Povolna,2019). Pouze pti splnéni vSech vyse uvedenych pozadavki je nova odriida
registrovana a mize byt identifikovana. Tento klasicky zptisob ovéfeni pravosti odrudy
je zaloZeny na nékolikaletém fenologickém a pomologickém subjektivnim hodnoceni
s pomoci schvalenych deskriptorti pro konkrétni ovocny druh. Toto hodnoceni vSak mtize
byt ovlivnéné napt. riiznorodymi povétrnostnimi podminkami, lidskym faktorem nebo
Sktdei. Odlisnost odrtd je zpravidla posuzovana vzhledem ke kolekcei standardnich odrtd
v odridové zkusebné. Udrzovani této kolekce je vSak znacné prostorove, materidlné
i persondlné naro¢né. Kolekce také nemusi obsahovat vS§echny znamé odrtidy.

Mnohem rychlejsi uréeni identity jednotlivych odriid mtize nabidnout molekularné
geneticka analyza pomoci SSR markert (simple sequence repeat), ktera se jiz u fady
rostlinnych i zivoéisnych druhti stala spolehlivym a dostupnym nastrojem genotypizace.
SSR markery jsou tvofeny kratkymi tandemové se opakujicimi sekvencemi liSicimi se
svoji délkou mezi jednotlivymi odridami (Schldtterer, 2004). Podstatou genotypizace
pomoci téchto genetickych markert je kombinace délek jednotlivych alel vybranych SSR
markerd, kdy vznika geneticky profil unikatni pro urcity genotyp. Mezi dilezité znaky
SSR markert pro genotypizaci patii pfiméteny délkovy polymorfizmus, vyskyt markeru
v jediném lokusu genomu, v idealnim ptipadé€ nevyskytujici se tzv. nulové alely, které se
pouzivanymi primery neamplifikuji, a v kontextu vice markert je dilezita i jejich pozice

v genomu, aby dva pouZivané SSR markery nebyly ve vazbé (Saito et al., 2004). Cim

v
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vysledny profil SSR markerti a mensi pravdépodobnost ndhodné shody dvou organizmti.
Jeji minimalizace je pak hlavnim pozadavkem pfi genotypizaci. Pouzitim SSR markert
neni obvykle mozné rozliSeni klont, i kdyz mohly byt dfive uznany za samostatné odrtdy
(napt. "Velkopavlovickd’, "Mad’arskd’, "Sabinovska’, ‘Bohuticka’, popfipadé 'Nikitskij
Krasnoscekij”).

SSR markery jsou analyzovany tak zvanou fragmentacni analyzou. Piislusné
sekvence jsou pomoci specifickych primerti nejprve amplifikovany polymerazovou
fetézovou reakci (PCR) a produkty amplifikace jsou elektroforeticky rozdéleny podle
velikosti. S vyhodou jsou pro PCR reakci vyuzity fluorescenéné znacené primery a reakéni
produkty jsou analyzovany na kapilarnim genetickém analyzatoru se schopnosti odlisit
fragmenty lisici se o jediny nukleotid. B€Zné rozsitené kapilarni genetické analyzatory jsou
schopny soucasné detekovat pét barevnych spekter. Proto mohou byt primery oznaceny
4 riznymi fluorescenénimi barvami a pata barva je urcena pro velikostni marker nezbytny
pro uréeni velikosti analyzovanych fragmenti. Nejmodernéjsi kapilarni genetické
analyzatory pak rozpoznavaji dokonce 6 riiznych fluorescencnich barev. V klasickém
uspofadani jsou obvykle v jedné reakci analyzovany 4 SSR markery znacené 4 riznymi
fluorescencnimi barvami. V piipadé SSR lokusl s vyraznymi velikostnimi odlisnostmi je
vSak mozné v jedné reakci analyzovat i nékolik lokusti znacenych stejnou fluorescencni
barvou, coz identifikaci genotypu znacné zleviuje a zrychluje.

Jen profil tvofeny vysoce heterogennimi markery (zpravidla se pouziva 12 az
20 SSR markerti) bude vykazovat velmi nizkou pravdépodobnost nahodné shody mezi
dvéma nepiibuznymi odridami, a bude tak unikatni pro danou odrtidu. Proto je tfeba
vénovat vybéru vhodnych SSR markerti velkou pozornost, aby bylo mozné jednoznaéné
rozlisit vSechny znamé/registrované odridy. Pfi pouziti kvalitni sady SSR markert 1ze pak
prostym porovnanim genetického profilu referenéniho stromu dané odrudy s genetickym
profilem testovaného vzorku potvrdit, nebo vyvratit genetickou shodu obou materialti
s pravdépodobnosti hraniéici s jistotou. Vysledky mohou byt dostupné v fadu nékolika

malo hodin od doruéeni vzorku do laboratofe, coz znaéné zrychli celou identifikaci.
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2. CIL METODIKY

Cilem této metodiky je zavedeni nového detekEniho systému pro urceni identity
odrid merutiky obecné (Prunus armeniaca L.) pomoci genetickych marker. Vyvinuta
unikatni sada 19 SSR markeri umoziuje stanoveni genotypu merunék ve dvou
multiplexech. Nedilnou soucasti metodiky je uvedeni genetickych profilii referen¢nich
odrud, jejichz pravost byla deklarovana pomoci klasickych metod, které umoziiuji
mezilaboratorni pfenos metody i vysledkii. Metodika je doplnéna o pfesny fenologicko-
pomologicky popis téchto referenénich odrid, ktery dopliuje identifikaci odriid pomoci
SSR markert: a slouzi k dal$imu potvrzeni jejich identity, aby byla zarucena jistota analyzy
referenéni odridy. Zavedeni této metody zjednodusi, zrychli a zpfesni proces ovéteni
odriidové pravosti merunék, umozni identifikaci neznamych vzorkd odrid merunck
a zkvalitni Slechtitelsky proces. Tato metodika je uréena pro kontrolni a certifikacni ucely
Usttedniho kontrolniho a zkugebniho ustavu zemédélského (UKZUZ) a dalsim subjektim

z fad Slechtiteld a péstitel merunék a prodejctim mnozeného materialu.

3. VLASTNI POPIS METODIKY
3.1. Vyvoj sady 19 SSR markert pro identifikaci odrid merunék

Vlastnimu vyvoji metodiky pro identifikaci odrad merun€k piedchazel peclivy
vybér SSR markerti vhodnych pro genotypizaci této ovocné plodiny, kdy bylo provéfeno
48 publikovanych SSR markeri pochazejicich jak z merunky obecné, tak z blizce
ptibuznych druh@ Prunus salicina, respektive Prunus persica L. Z analyzovanych
48 SSR markert bylo nakonec vybrano 19 vysoce kvalitnich SSR markert ,,rovnomérné*
rozmisténych v genomu (2 SSR markery zkazdého chromozomu doplnéné 3 dalsimi velmi
kvalitnimi markery pro sniZzeni pravdépodobnosti identity dvou nepiibuznych jedincit).
Hlavnimi kritérii pro vybér SSR markerd byly pocet alel, ocekavana heterozygotnost
(He, H-expected, dle vzorce He=1-Zpi? kde pi je frekvence vyskytu jednotlivych alel
daného markeru), pozorovand heterozygotnost (Ho, H-observed, procento heterozygoti
v analyzovaném souboru), pocet vzacnych alel s vyskytem pod 5% (Hokanson, 2001),
pocet efektivnich alel (Ae; dle vzorce: A, = 1/(1-H )) a pravdépodobnost nulovych alel
(r, dle vzorce r=(He-Ho)/(1+He) (Brookfield, 1996)). Tato kritéria byla pouzita piesto,
ze hodnoceny soubor genotypt nepfedstavuje klasickou populaci vzniklou panmixii, pro
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kterou byly tyto vzorce vyvinuty. Neexistuji vSak lepsi kritéria pro hodnoceni kvality
SSR markert pro genotypizaci odrid ¢i plemen urcitého organizmu a tyto hodnocené
parametry, vcetné piislusnych vzorct pro jejich vypocet, jsou pro tento ucel bézné
pouzivany.

Kvalita vybranych SSR markeri byla provétena na 521 vzorcich, naprosta vétSina
analyz probéhla v duplikatech/vzorcich stejnych odriid pochazejicich z riznych lokalit.
Statistické vyhodnoceni jak jednotlivych markerd (Tabulka 1), tak sady jako celku bylo
provedeno analyzou 154 identifikovanych unikatnich genotypu.

Vybrané SSR markery byly z divodu ceny za genotypizaci uspoiadany do dvou
multiplexii. To bylo umoznéno diky navrzeni a optimalizaci novych primert pro
amplifikaci publikovanych SSR markerd, kdy jsou pomoci téchto nové navrzenych
primert amplifikovany delsi useky oproti PCR s publikovanymi primery. Tim bylo
umoznéno multiplexovani vice SSR markerti znaenych stejnou fluorescencni barvou
v jedné reakci. SSR markery s alespoii jednim nové navrZzenym primerem oproti
publikovanym sekvencim primert jsou oznaceny koncovkou ,,_a““. VSechny pouzité SSR

markery maji délku opakujici se sekvence 2 nukleotidy.
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Tabulka 1: Statistické vyhodnoceni 19 SSR markerti na 154 unikatnich genotypech

Podet Pocet Pocet Pravdépodob-
SSR marker LG alel He Ho | vzacnych | efektivnich | nost nulovych | Zdroj
alel alel alel

Soriano et al.
96P10_SP6_a 1 18 {0,842 0,786 12 6,334 0,031 (2012)

Lopes et al.
ssrPaCITA7 a | 1 15 10,816 0,786 9 5,443 0,017 (2002)

Lopes et al.
ssrPaCITA17 a| 1 18 |0,818]0,721 12 5,492 0,053 (2002)

Messina et al.
UDAp-410 1 10 |0,825 0,838 5 5,707 -0,007 (2004)

Mnejja et al.
CPSCT021_a | 2 | 12 |0,742 0,747 7 3,875 -0,003 (2004)

Lopes et al.
ssrPaCITA19 2 | 16 |0,756 | 0,766 12 4,091 -0,006 (2002)
BPPCTO39 2 X 16 | 0840 0.779 . 6.044 0,033 Dirlewanger et al.

(2002)

Lopes et al.
ssrPaCITA10 3 16 10,778 | 0,675 11 4,504 0,058 (2002)

Mnejja et al.
CPSCT039 a | 4 | 14 |0,853/0,786 7 6,796 0,036 (2004)
UDP97-402_a | 4 | 13 [0,828]0,747 6 5,804 0,044 ﬁ‘;’;g‘)m ral

Hagen et al.
AMPA105_a 5 | 17 |0810|0,812 11 5,270 -0,001 (2004)
CPDCTO028 5 | 14 10742]0,760 | 10 3.870 0010 [ pocetal

(2005)

Hagen et al.
AMPA100_a 6 | 12 ]0,790 0,727 8 4,759 0,035 (2004)

Sosinski et al.
Pchems5_a 6 17 0,752 10,682 12 4,038 0,040 (2000)

Aranzana et al.
CPPCTO022_a 7 19 ]0,885(0,922 12 8,710 -0,020 (2002)

Messina et al.
UDAp-407_a 7 9 10,758|0,779 4 4,128 0,012 (2004)

Aranzana et al.
CPPCT006 8 | 11 |0,808 0,740 4 5214 0,038 (2002)

Decroocq et al.
PacA33 a 8 14 0,723 | 0,708 10 3,613 0,009 (2003)

Testolin et al

- 9 ’

UDP98-412_a ? 12 10,832 0,831 7 5,942 0,000 (2000)

LG=chromozom; He=o¢ekavana heterozygotnost; Ho=pozorovana heterozygotnost.

Celkem bylo u 19 pouzitych SSR markertu identifikovano 273 raznych alel,

prumérny pocet alel na marker byl 14,37 alely. Nejméné alel bylo nalezeno u markeru
UDAp-407_a, a to 9. Nejvice alel (19) mél marker CPPCT022 a. Ocekavana

13




heterozygotnost byla pro jednotlivé SSR markery vypoctena v rozmezi od 0,723
(PacA33 a) do 0,882 (96P10 SP6 a), pozorovana heterozygotnost od 0,675
(ssrPaCITA10) do 0,922 (CPPCT022 a). Z identifikovanych alel bylo 170 vzacnych,
tj. s vyskytem méné nez 5 % ze vSech alel pfisluSného markeru. Pocet efektivnich
alel se pohyboval od 3,613 (PacA33 a) do 8,710 (CPPCT022 a). Pravdépodobnost
nulovych alel bylaod-0,02 (CPPCT022 a)do 0,058 (ssrPaCITA10). Jedinym markerem
s pfimo potvrzenym vyskytem nulovych alel byl ssrPaCITA17 a, ktery se nepodaftilo
naamplifikovat u genotypu "Odeta’. Pomoci analyz rodokment bylo zji§téno, ze nulova
alela se vyskytuje i u markeru Pchems5 (viz déle). Genetickou zménu zodpovédnou
za piislusnou nulovou alelu se vSak pifes zna¢né usili nepodatilo identifikovat,
pravdépodobné tedy dochazi v misté tohoto markeru k rozsahlejsi inzerci/deleci.

Co se tyce celé sady, celkova ocekavana heterozygotnost byla 0,802 a celkova
pozorovana heterozygotnost byla 0,772. Pravdépodobnost shody dvou nepfibuznych
jedinct byla vypoctena 7,38 x 10* pro celou sadu 19 SSR markerti, pro samostatny
multiplex A pak ¢inila 1,79 x 10" a samostatny multiplex B 4,13 x 10!, Vyvinuta sada
pro genotypizaci merunék je tak velmi kvalitni s velmi nizkou pravdépodobnosti shody
dvou neptibuznych jedinct.

Jak jizbylo uvedeno vyse, pomoci SSR markert nelze obvykle rozlisit klony a jejich
identifikaci bude tfeba provadét i nadale podle fenotypu. V naSich analyzach vykazovaly
stejny genotyp napiiklad odridy "Velkopavlovicka’, "Madarska’, "Sabinovska’,
"Bohuticka” a "Nikitskij Krasnoscekij’, které patii do stejného sortotypu. Potvrzena byla
i klonalita odriid "Rakovského” a "'Kraska’. Tyto odridy se nepodafilo rozlisit ani pomoci
dalsich 17 analyzovanych SSR markerti. Moznym feSenim pro identifikaci téchto odrad
by bylo celogenomové sekvenovani, které by uréilo rozdily v sekvenci mezi témito
shodnymi genotypy, pfipadné by potvrdilo jejich shodu. Identifikované délkové zmény
sekvence by pak mohly byt dodate¢né zarazeny do této sady SSR markerd.

3.2. Postup analyzy

V této metodice je popsan postup identifikace odrid merun¢k pomoci vyvinuté
sady 19 SSR markert sestavajici z nékolika krokt: ptiprava vzorkt rostlinného materialu,
izolace DNA, 2 nezavislé PCR reakce vyuZzivajici sady primer vybranych SSR markerti
pro specifickou amplifikaci, stanoveni délky amplikond pomoci fragmenta¢ni analyzy
vyuzivajici kapilarni elektroforézu, vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych alel pro kazdy
SSR marker a vlastni stanoveni genotypu merunky obecné.
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3.2.1 Piiprava vzorki rostlinného materialu

Pro ovéfeni odridové identity merunék je tfeba spravné piipravit vzorek
rostlinného materialu. V ptipadé¢ merunék je k izolaci genomové DNA tfeba pouze malé
mnozstvi materialu, napt. mladé listy nebo jednoleté az dvouleté vyhony, coz umoziuje
provadét analyzy celoro¢né. Pti podezieni na moznou heterogenitu rostlinného materialu
(naroubovani vice odrid na jeden strom, podristani podnoze) je vhodné odebrat vice
vzorkll z riznych oblasti téze rostliny, které budou analyzovany jednotlivé. Pfiblizné
100 mg mladych listl, mraZzenych suchym ledem, je homogenizovano ve 2ml zkumavkach
spole¢né se dvéma kovovymi kulickami o priméru 7mm pomoci oscilaéniho mlynu
MM 400 dle navodu vyrobcee (Fisher Scientific). V pfipadé€ vyhoni je 1yko nashromazdéné
v tfeci misce, mrazené tekutym dusikem, utfeno na jemny prasek a pomoci sterilni

$pachtle priblizné 100 mg preneseno do 2ml centrifugacni zkumavky.

3.2.2 1Izolace DNA

Celkova genomickd DNA je izolovadna jakymkoliv zplsobem umoziujicim
dosahnout nize uvedenych parametri DNA (Cistota, koncentrace), v nésledujicim
postupu je uvedena izolace dle navodu Exgene Plant SV mini kit (GeneAll).

K 100 mg homogenizovanému materialu je pfidano 400 pl lyza¢niho pufru se 4 pl
roztoku RNasy A (100 mg/ml). Kazdy vzorek je ihned intenzivné homogenizovan pomoci
vibraéni tfepacky, nasledné inkubovan pii 65 °C po dobu 15 minut a kazdych 5 minut

je opakované homogenizovan. Poté je k homogenatu ptidano 140 pl pufru PD, vse je
opét homogenizovano a inkubovano 5 minut na ledu. Homogenat je pfenesen sterilni
$pachtli na EzSep filtra¢ni kolonku a centrifugovan 2 minuty. Protekly lyzat je opatrné
bez naruseni pelety pfenesen do sterilni 1,5ml zkumavky, kam je pfidan vazaci pufr
v 1,5nasobku objemu lyzatu. Roztoky je nutné okamzité promichat. Smés je pfenesena
na SV filtracni kolonku a postupné vSechna prefiltrovana centrifugaci trvajici 1 minutu.
Protekla tekutina je odstranéna. Na SV filtra¢ni kolonku je naneseno 700 pl promyvaciho
pufru a centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina je odstranéna. Na SV filtracni kolonku
je naneseno 300 pl promyvaciho pufru a centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina
je opét odstranéna. Poté se centrifuguje 1 minutu, aby byl zcela odstranén promyvaci
pufr z filtru kolonky. Nasledné je SV filtra¢ni kolonka vsunuta do Cisté sterilni 1,5ml
mikrozkumavky. Na kolonku je pfidano 100 pl elu¢niho pufru, inkubuje se 5 minut pfi

pokojové teploté, poté se centrifuguje 1 minutu.
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Koncentrace [ng/pl] a Cistota (pomér naméfenych hodnot pii vinovych délkach
260/280 nm) ziskané DNA jsou meéfeny spektrofotometricky (NanoDrop Lite,
ThermoFisher Scientific). Cistota by méla byt alespoii 1,8 a koncentrace je upravena
na 10 ng/pl sterilni PCR H,O. Purifikovanou DNA je mozné pro dalsi analyzy kratkodobé
uchovat pii 4 °C nebo dlouhodobé uchovavat pii -20 °C nebo -80 °C.

3.2.3 PCR a fragmentacni analyza

PCR amplifikace fragmenti genomické DNA za pouziti 38 primerti (Thermo
Fisher Scientific) probiha ve dvou multiplexech A a B. V obou pfipadech je PCR reakce
realizovana v objemu 10 pl a reakéni smes obsahuje 5 pl Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 1 pl Premixu multiplexu A nebo B, 2 pl
vody a 2 pl genomické DNA o koncentraci 10 ng/pl. PCR reakce je provadéna v PCR
termocykleru C1000 (Bio-Rad) s nasledujicim teplotnim profilem: pocatecni denaturace
1 min pfi 98 °C nasledovana 23 amplifika¢nimi cykly (denaturace 10 s pii 98 °C,
hybridizace primert 10 s pii 52 °C, elongace 20 s pii 72 °C) a zavére¢nou polymeraci
30 s pfi 72 °C. V Tabulce 2 je uvedeno slozeni Premixu multiplexu A, respektive B
a ke kazdému markeru sekvence primert pro jeho amplifikaci, véetn¢ fluorescencniho
znaceni, koncentrace a velikosti amplifikovanych alel jednotlivych markert. Tabulka 2
obsahuje i vzdalenosti mezi sousedicimi markery znaCenymi stejnou fluorescencni
barvou, kdy minimalni mezerou je 47 nukleotidl, aby bylo umoznéno jednoznacné
pfifazeni identifikovanych vrchola.

Pro fragmentacni analyzu je smichan 1ul PCR produktu s 0,5ul velikostniho
standardu GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 a 15ul Hi-Di™ formamidu
(oboji ThermoFisher Scientific). Vzorky jsou denaturovany 2 min pii 95 °C, fragmentacni
analyza fluorescencné znacenych amplikonl je provadéna na genetickém analyzatoru
ABI PRISM 3500 (ThermoFisher Scientific).
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3.24 Stanoveni genotypu meruiiky obecné (Prunus armeniaca L.)

Fragmentacni analyzy jsou analyzovany softwarem GeneMapper v5.0
(ThermoFisher Scientific), ktery je schopen vyhodnotit délky jednotlivych fragmenti
v nukleotidech. Vysledkem je spektrum alel pro kazdy SSR marker, toto spektrum
je unikatni pro danou genetickou variantu meruriky. Na zakladé porovnani spektra
alel pfislusnych SSR markerl u analyzovanych vzorkl s referen¢ni databazi dojde
k vyhodnoceni.

Je znamo, Ze velikost analyzovanych PCR fragmentti vyhodnocena pfi kapilarni
elektroforéze zavisi kromé skutecné délky sekvence i na sekvenénich vlastnostech
amplifikovaného fragmentu, pouzitém fluorescenénim znaceni, pouzitych reagenciich
a pristroji a podminkach elektroforézy (viz napt. www.thermofisher.com). Mize se
tedy lisit od délek zjisténych na zakladé realné sekvence. Z duvodu nékdy i pomérné
velkych rozdild je vhodné systém pfi pouziti v jiné laboratofi vzdy ovéfit na referencnich
odridach se znamym profilem pouzitych SSR markert. Jako kontroly pro provadéni
fragmentacnich analyz a pro mezilaboratorni porovnani byly vybrany odridy vykazujici
nejcastéji se vyskytujici alely jednotlivych markerG a kombinace alel, které nejsou
Casto analyzacnim softwarem GeneMapper spravné vyhodnocovany. Konkrétné byly
vybrany odridy ‘Delta’, ‘Gama’, 'Goldrich’, "Harogem’, 'Kompakta’, "Leskora’,
"Palava’ a "Vestar’ pochazejici ze sbirek certifika¢niho organu UKZUZ, kdy tii z nich
jsou navic zapsané ve Statni odridové knize. Grafické vystupy kapilarni elektroforézy
ve formé elektroforeogramti pro tyto referencni odriidy jsou uvedeny na Obrazcich 1
(multiplex A) a 2 (multiplex B). Délka alel jednotlivych markerti u kontrolnich odrud je

uvedena v Tabulce 3.
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Obrazek 1: Referencni odridy - Multiplex A
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Obrazek 2: Referenc¢ni odriidy - Multiplex B
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Tabulka 3: Velikost alel jednotlivych markert u referencnich odrid

. markerOdrﬁda Delta Gama | Goldrich | Harogem |Kompakta| Leskora | Palava | Vestar
PRI | e | | o | o | w | e | w0 |
02_ssrPaCITA7_a 2;3 ;;? ;gz 232 izg ?;‘ g;;‘ g;;
s | W] e e
T T TR NN T N T
05_ssrPaCITA19 i?g i ig 32 19194 iiz 122 1411; th:

2 2 242 2 254 242 252 252
06_CPPCT022_a 24312 2% 73 2;2 235 275 223 223
07_UDP97-402_a jgl jég ﬁ? :‘éz ﬁj i; j,i? :i(l)
WU | g | e | i | e | | e | e |
wrbomss | S| | o | s | ows | o | o | e
WP | o | | e | | e | w0 | s | o
e N T T NTE N NTE NTEN NTE T
oo | w [ m [ [ e
13_AMPA100_a ;32 ;3? :22 ;Si ;32 ;81 ;3? ;g:
WO | S | S | s | | s | s | |
15_ssrPaCITA10 i;; 122 i;z 13? i;i i;i igi 12;
POSPs | s | | s | ows | ows | ows | o | o
e | e | e | e | e | e | e |

2 2 2 2 2 2 2 2
18_CPSCT021_a 22; 2;3 23; 3?3 3?(5) 222 223 2;2

1

19_ssrPaCITA17_a 3?85;) 33889 :::9673 337693 ;7777 337673 ;;97 3?;97

V piipadé vyskytu fragmentll nepfifaditelnych k jednotlivym SSR markerim
na zaklad€ znamych délek je doporucovano tento fragment identifikovat PCR amplifikaci
s pary primert pro jednotlivé SSR markery, pfipadné kombinacemi primerd z riznych
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markerli, v obou pfipadech by mél byt v paru zafazen primer znaceny piisluSnou
fluorescencni barvou. Totoznost fragmentu je nasledné ovéiena sekvenovanim.

PCR produkty urcené k sekvenovani jsou amplifikované za stejnych podminek,
jaké jsou uvedeny pro PCR fragmentacni analyzy, jen se 40 cykly opakovani. Tyto PCR
produkty je tfeba nejprve ovérit elektroforeticky v 3% agardézovém gelu. Pro vizualizaci
produktti pod UV svétlem pomoci transiluminatoru je gel obarven SafeView™ (Applied
Biological Materials Inc.). Jako molekularni velikostni standard pro urceni velikosti
amplifikovaného produktu je pouzit GeneRuler Low Range DNA Ladder, ready-to-use
(Thermo Fisher Scientific). Amplifikované fragmenty daného SSR markeru jsou z gelu
vyfiznuty a purifikovany pomoci izolacniho kitu WizPrep TM Gel/PCR Purification
Mini Kit (WizbioSolutions). Eluovana DNA je sekvenovana kitem Gerbera Sequencing
Kit v3.1 (SEQme) dle navodu vyrobce na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500
(Thermo Fisher Scientific). Sekvence je nasledn¢ ovétena v databazi NCBI.

V pfipadé vyskytu genotypi se stejnym genetickym profilem (u kterych nicméné
shodny geneticky profil neni predpokladan) se mtize jednat bud’ o blizce piibuzné jedince,
zejména mozné klony, které neni mozné pomoci této genetické analyzy rozlisit, nebo
0 zaménu materialu. V takovém ptipad¢ je vhodné vysledky genetické analyzy zopakovat
a doplnit o fenotypové hodnoceni genotypu.

3.3. Priklady vyhodnoceni potenciilné problematickych vysledki

Grafické vystupy fragmentacnich analyz jsou zpravidla dobfe hodnotitelné
a v naprosté vétsin€ jsou automaticky vyhodnoceny softwarem GeneMapper spravné.
V piipade¢ popisované sady 19 SSR markert ur¢enych pro identifikaci odrid merunék je

vsak tfeba vénovat pozornost vyhodnoceni nékterych markert.

3.3.1 Vysoky stuttering alel markeru BPPCT039 a

Dlouhé alely markeru BPPCT039 a (nejdelsi ¢erveny marker v multiplexu A),
které vykazuji vysoky stuttering, mohou byt nespravné hodnocené jako homozygotni
kombinace alel tohoto markeru, ptipadné jako 3 alely (viz Obrazek 3). Nicméné
v porovnani s dal$imi odriidami obsahujicimi ptislusné alely v kombinaci s jinou alelou

lze spravny vystup analyzy tohoto markeru bez obtizi identifikovat.
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Obrazek 3: Vysoky stuttering dlouhych alel markeru BPPCT039 (nejdelsi cerveny marker)

3.3.2 Automatické nerozpoznani nékterych kombinaci alel
markeru CPSCT039

V nékterych ptipadech muze dochézet i k automatickému nerozpoznani nékterych
alel nejkrat§iho modrého markeru CPSCT039_a v multiplexu B (v pfipad€ existence
nékterych alel lisicich se o 2 nukleotidy v jedné odrudé, viz Obrazek 4). I zde pti pohledu
na ostatni genotypy s jinou kombinaci téchto alel neni problém spravny vystup analyzy

urcit.
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Obrazek 4: Automatické nerozpoznani nékterych kombinaci alel markeru CPSCT039 (nejkratsi

modry marker)

3.3.3 Alely liSici se o 1 nukleotid

Naprosta vétsina identifikovanych alel se 1isi od sousedici alely téhoz markeru
o 2 nukleotidy, jelikoz byly markery s castym vyskytem alel liSicich se o 1 nukleotid
pti vybéru markert cilen¢ eliminovany. Pfi analyze vSech genotypid se vSak i piesto
ve vzacnych piipadech vyskytly alely liSici se o 1 nukleotid. Pfi spravném nastaveni bint
v programu GeneMapper vSak neni problém tyto alely rozlisit. Alely liSici se o 1 nukleotid
byly pozorovany u markert AMPA100, AMPA105 (viz Obrazek Sa a 5b), BPPCT039
(viz Obrazek 6), ssrPaCITA17 a UDP97-402.
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Obrazek 5a: Alely markeru AMPA105 (dlouhy zeleny marker) liSici se o jeden nukleotid

a zaroven i typem stutteru

Obriazek 5b: Alely markeru AMPA105 (dlouhy zeleny marker) liici se o jeden nukleotid

Obrazek 6: Alely markeru BPPCTO039 (nejdelsi ¢erveny marker) lisici se o jeden nukleotid
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3.4. Vyskyt nulovych alel

I'kdyZbylo ptinavrhu genotypizacni sady SSR markert zékladni snahou eliminovat
nulové alely, byly po vyhodnoceni celého souboru vzorkidl pouzitych pii vyvoji sady
odhaleny markery s vyskytem nulovych alel - ssrPaCITA17 a a Pchcms5_a. PfHimym
dikazem vyskytu alespon jedné nulové alely je identifikace vzorku, u kterého se dany
marker vibec neamplifikuje (pfi pouZiti patiénych kontrol), jak je patrné u markeru
ssrPaCITA17 a u genotypu "Odeta” (Obrazek 7). Dalsim zpisobem odhaleni vyskytu
alesponl jedné nulové alely u daného markeru je analyza rodokment (viz dale), touto
analyzou byl potvrzen vyskyt nulové alely u markert ssrPaCITA17 a a Pchems5_a.
Identifikace mozného vyskytu nulovych alel vypoétem pravdépodobnosti vyskytu
nulovych alel je méné spolehliva a zavisi zejména na poctu analyzovanych genotypt,
jejich pribuznosti i frekvenci vyskytu nulové alely v populaci.

U obou vyse uvedenych markerd byly navrzeny pary primert v Sir§Sim okoli
daného markeru a u genotypi s identifikovanymi nulovymi alelami byla provedena PCR.
V ptipadé uspésné amplifikace byl vznikly fragment osekvenovan (u odridy "Odeta’
k amplifikaci nedoslo). Analyza sekvence vSak neodhalila amplifikaci druhé alely.
Genetickou zménu zodpoveédnou za piislusnou nulovou alelu se tak ani v jednom pfipadé
nepodafilo identifikovat, pravdépodobné dochazi v misté tohoto markeru k rozsahlejsi

inzerci/deleci, nebo je tato oblast velmi mutovana.

Obrazek 7: Potvrzeni vyskytu nulové alely SSR markeru ssrPaCITA17 — u genotypu ‘Odeta’
neni marker viibec amplifikovan

3.5. Vyuziti genotypizaéni sady k ovéieni piivodu odrid a analyze

rodokmentu

Vyvinuté genotypizacni sada SSR markerd umoziuje ovéfeni pravosti jednotlivych
odrud a analyzu piibuzenskych vztahti na zaklad¢ patfi¢né shody alel. Jednotlivé genotypy

mohou byt identifikovany porovnanim s referencni databazi, mize vSak byt provedeno
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i ovéfeni ptivodu genotypu porovnanim ziskané¢ho spektra alel se znamymi rodici,
pfipadné lze mozného rodice na zaklad¢ alel i vytipovat. Na Obrazku 8 a 9 je uvedena
ukazka rodokmenu pro odridy "Bergarouge” a 'Etela’, které¢ odpovidaji genetickym
analyzam.

SSR markery jsouuvedeny v pofadi podle multiplexd, jednotlivych barev a velikosti
produkt tak, jak jsou hodnoceny pfi fragmentaéni analyze (Multiplex A: 6-FAM, VIC,
NED, PET (vzdy od nejkratsiho markeru po nejdelsi); Multiplex B: 6-FAM, VIC,
NED, PET (vzdy od nejkratsiho markeru po nejdelsi), jako posledni je uveden marker
ssrPaCITA17_a (6-FAM, nejdelsi marker).

Obrazek 8: Rodokmen odridy 'Bergarouge’ vzniklé kiizenim odrid 'Bergeron” a "Orange
Red’, ktery odpovida o¢ekavani

Matka Otec
Bergeron Bergarouge Orange Red
LG8 (CPPCT006) 184 196 196 200 171 200
LG1 (ssrPaCITA7_a) 375 375 354 375 354 377
LG6 (UDP98-412_a) 111 115 103 115 103 105
LG5 (AMPA105_a) 301 334 301 319 295 319
LG2 (ssrPaCITA19) 148 148 99 148 99 150
LG7 (CPPCT022_a) 254 254 254 275 275 275
LG4 (UDP97-402_a) 441 441 441 441 437 441
LG1 (UDAp-410) 120 145 128 145 124 128
LG6 (Pchcms5_a) 335 355 355 355 355 371
LG3 (BPPCT039_a) 465 486 461 465 461 465
LG4 (CPSCT039_a) 113 113 113 113 95 113
LG8 (PacA33_a) 270 272 270 272 272 272
LG6 (AMPA100_a) 183 195 195 205 195 205
LG7 (UDAp-407_a) 351 353 351 353 349 351
LG3 (ssrPaCITA10) 173 173 171 173 154 171
LG1 (96P10_SP6_a) 313 331 263 313 263 313
LG5 (CPDCT028) 160 166 160 164 160 164
LG2 (CPSCT021_a) 289 289 279 289 279 285
LG1 (ssrPaCITA17_a) 379 381 363 379 363 377
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Obrazek 9: Piiklad mozného rodokmenu odridy 'Etela” vzniklé samosprasenim odrudy’
Harogem” — u modfe vyznadenych alel byla u odridy "Etela” zaclenéna stejna alela z vajicka
i pylového zrna, u riznych alel téhoz markeru odriidy ‘Etela” nelze rozhodnout, zda pochazeji
z vajicka, nebo z pylového zrna, proto je uvedeny rodokmen pouze piikladem mozného vzniku
této odrtidy. Samospraseni odriidy "Harogem’ je v tomto piipadé¢ potvrzeno.

Matka Otec
Harogem Etela Harogem
LG8 (CPPCT006) 190 196 190 190 190 196
LG1 (ssrPaCITA7_a) 354 375 354 375 354 375
LG6 (UDP98-412_a) 103 105 103 103 103 105
LG5 (AMPA105_a) 295 311 295 311 295 311
LG2 (ssrPaCITA19) 99 114 99 114 99 114
LG7 (CPPCT022_a) 273 275 273 275 273 275
LG4 (UDP97-402_a) 420 424 420 424 420 424
LG1 (UDAp-410) 120 124 120 124 120 124
LG6 (Pchcms5_a) 335 355 355 355 335 355
LG3 (BPPCT039_a) 486 488 486 486 486 488
LG4 (CPSCT039_a) 95 113 95 113 95 113
LG8 (PacA33_a) 270 272 270 272 270 272
LG6 (AMPA100_a) 183 205 205 205 183 205
LG7 (UDAp-407_a) 349 349 349 349 349 349
LG3 (ssrPaCITA10) 154 171 154 154 154 171
LG1 (96P10_SP6_a) 313 315 313 315 313 315
LG5 (CPDCT028) 160 164 160 160 160 164
LG2 (CPSCT021_a) 289 310 289 310 289 310
LG1 (ssrPaCITA17_a) 363 379 379 379 363 379

U nékterych odrid vsak analyza rodokmenu neodpovidala pfedpokladu. Piikladem
je odrida "Strepet’, jejiz rodokmen je na Obrazku 10. U této odridy nebyla coby rodic¢
potvrzena popisovand matka, odrida “Vynoslivyj’, ale pouze otec, odriida ‘Salah’.
Vzhledem k tomu, Ze pravost odridy "Vynoslivyj” byla potvrzena na zakladé jiného
kiizeni, 1ze ocekavat nesrovnalost spise u odridy "Strepet’. U odrid s neodpovidajicim
genotypem podle rodokmenu je obecné vhodné ziskat tuto odriidu z jiného zdroje a oveéfit
jeji genotyp. Samoziejmosti je shoda jejiho fenotypu s origindlnim popisem odridy.
Az poté je mozné rozhodnout, zda sporna odrtida vznikla kiizenim jinych rodi¢t, nebo
zda doslo k zamén¢ analyzovaného vzorku sporné odriidy v sadu (v laboratofi ovéfeno
v duplikatech).
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Obrazek 10: Rodokmen odrady “Strepet’, ktera méla vzniknout kiizenim odrid "Vynoslivyj”
a ‘Salah” — odriida "Vynoslivyj” viak nebyla potvrzena jako matka, prestoZe se jeji genotyp
jevi podle rodokmenu odriidy “Volsebnyj” jako spravny a i fenotypové odpovida tato odrida
predpokladu.

Matka Otec
Vynoslivyj Strepet Salah
LG8 (CPPCT006) 186 186 188 196 194 196
LG1 (ssrPaCITA7_a) 352 375 371 375 352 375
LG6 (UDP98-412_a) 111 115 82 103 103 111
LG5 (AMPA105_a) 301 334 301 336 301 319
LG2 (ssrPaCITA19) 103 148 110 148 110 114
LG7 (CPPCT022_a) 232 254 234 248 234 275
LG4 (UDP97-402_a) 441 441 441 441 426 441
LG1 (UDAp-410) 120 124 126 145 120 145
LG6 (Pchcms5_a) 329 355 329 379 379 379
LG3 (BPPCT039_a) 463 465 461 465 465 465
LG4 (CPSCT039_a) 121 123 113 113 113 125
LG8 (PacA33_a) 272 281 272 293 272 293
LG6 (AMPA100_a) 183 209 187 187 187 195
LG7 (UDAp-407_a) 331 349 349 353 349 353
LG3 (ssrPaCITA10) 154 173 154 173 154 154
LG1 (96P10_SP6_a) 313 341 265 303 303 313
LG5 (CPDCT028) 160 199 166 199 166 199
LG2 (CPSCT021_a) 283 289 285 291 289 291
LG1 (ssrPaCITA17 a) | 371 379 379 381 371 381

Analyza rodokmenti v§ak mize slouzit i k identifikaci vyskytu nulovych alel —
viz Obrazek 11 (pro ssrPaCITA17_a) a Obrazek 12 (pro Pchcms5_a). V obou piipadech
18 zbylych markert odpovida predpokladanému rodici, v markeru s identifikovanou
nulovou alelou vsak nikoliv. Rodi¢ s nulovou alelou se jevi v daném markeru jako
homozygot, potomek vSak od néj zdédil nulovou alelu a je analyzovan také jako

homozygot, vyhodnocena je vSak pouze alela druhého rodice.
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Obrazek 11: Rodokmen genotypu NJA19xAlfred odpovida danému kiizeni az na marker
ssrPaCITA17_a, ktery je u obou odriid homozygotni, avsak oba genotypy obsahuji riznou alelu.
Potomek tedy pravdépodobné zdédil nulovou alelu po genotypu 'NJA19’. Odrida "Alfred”

nebyla pro analyzy k dispozici.

LG8 (CPPCT006) 196 196
LG1 (ssrPaCITA7_a) 381 387
LG6 (UDP98-412_a) 111 111
LG5 (AMPA105_a) 295 311
LG2 (ssrPaCITA19) 99 114
LG7 (CPPCT022_a) 242 275
LG4 (UDP97-402_a) 424 431
LG1 (UDAp-410) 128 139
LG6 (Pchcms5_a) 335 355
LG3 (BPPCT039_a) 473 488
LG4 (CPSCT039_a) 105 111
LG8 (PacA33_a) 270 270
LG6 (AMPA100_a) 183 205
LG7 (UDAp-407_a) 349 349
LG3 (ssrPaCITA10) 169 171
LG1 (96P10_SP6_a) 307 315
LG5 (CPDCT028) 162 164
LG2 (CPSCT021_a) 299 310

LG1 (ssrPaCITA17_a)

»

Otec
Alfred

194

375

103

322

99 nebo 114

273

420

151
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113
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160

NJA19xAlfred
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99 114
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139 151
335 355
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105 113
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205 205
349 349
167 171
263 315
160 164
289 299

350

289

350
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Obrazek 12: Rodokmen odriudy "Telma” odpovida danému kiizeni az na marker PchcmsS _a,
ktery je u obou odriid homozygotni, avSak oba genotypy obsahuji riznou alelu. Potomek tedy
pravdépodobné zd&dil nulovou alelu po genotypu "Harlayne’. Otec je v tomto piipad€ neznamy,
odriida vznikla volnym sprasenim.

Matka Otec
Harlayne Telma ?
LG8 (CPPCT006) 196 196 196 198 198 ?
LG1 (ssrPaCITA7_a) 375 375 375 375 375 ?
LG6 (UDP98-412_a) 103 103 103 105 105 ?
LG5 (AMPA105_a) 311 311 309 311 309 ?
LG2 (ssrPaCITA19) 148 148 108 148 108 ?
LG7 (CPPCT022_a) 236 273 236 273 236 nebo 273 ?
LG4 (UDP97-402_a) 428 428 428 431 431 ?
LG1 (UDAp-410) 126 139 126 143 143 ?
LG6 (Pchcms5_a) 341 341 ?
LG3 (BPPCT039_a) 465 486 471 486 471 ?
LG4 (CPSCT039_a) 105 117 105 113 113 ?
LG8 (PacA33_a) 281 281 278 281 278 ?
LG6 (AMPA100_a) 183 201 183 195 195 ?
LG7 (UDAp-407_a) 331 349 331 349 331 nebo 349 ?
LG3 (ssrPaCITA10) 171 173 163 173 163 ?
LG1 (96P10_SP6_a) 263 313 313 323 323 ?
LG5 (CPDCT028) 160 160 151 160 151 ?
LG2 (CPSCT021_a) 285 289 279 285 279 ?
LG1 (ssrPaCITA17_a) 363 377 363 389 389 ?

Vyskyt nulovych alel pii pouziti vybrané sady SSR markeri nema vliv
na identifikaci odrid merun€k, nicméné mtize znamenat znacnou komplikaci pfi analyze
ptibuzenskych vztahti. V ptipadé potomka s nulovou alelu uréittho markeru muze
dojit k nespravnému vytazeni rodice z ptibuzenské analyzy, proto je zakladni snahou
pfi navrhovani primerti pro amplifikaci SSR markert vyvarovani se vyskytu nulovych
alel, pfipadné jsou navrZeny nové primery schopné amplifikovat ptivodné nulovou alelu.
Nespravné vysledky pfibuzenskych analyz Ize eliminovat pozadavkem, aby k vylouceni
rodice doslo pouze v pfipade neshody ve vice lokusech, nebo vyvarovanim se rozhodnuti
o vylouceni piibuzenského vztahu rodi¢-potomek pouze na zikladé homozygotnich
markerti (Dakin a Avise, 2004).
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkladanad metodika komplexné zpracovava problematiku identifikace odrud
merun¢k genetickymi markery. Zahrnuje popis standardizovanych metodickych
a analytickych postupti od odbéru vzorku, pfes jeho uchovani, zpracovani, postupy
molekularni detekce a vyhodnoceni.

Novost postupu spociva v zavedeni velmi efektivni metody pro jednoznacné
a rychlé urleni pravosti odrid merunék. V kombinaci s v soucasnosti pouzivanym
klasickym fenologicko — pomologickym hodnocenim dojde ke znacnému zptesnéni,
zjednoduseni a zrychleni identifikace odriid merunék, coz je jednim z hlavnich faktora
registrace odridy, certifikace vysadbového materidlu a nasledné spravné distribuce
mnoZenych stromil. V sou¢asné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici
se touto problematikou a ani napfic evropskymi staty prozatim nevznikly standardizované
protokoly pro detekci odriid merunék pomoci SSR markert. Vétsina dosud zvetfejnénych
informaci tykajicich se identifikace odriid pomoci genetickych markerti je jen dilci
arozptylena ve védeckych publikacich. Vnedavné dobé provedena a dosud nejvetsi analyza
genetické diverzity, pivodu a Sifeni druhu Prunus armeniaca L. celosvétové kolekce
merunék pomoci 25 SSR markeri verifikovala ptivod a genetickou diverzitu meruiiky
v centralni Asii a Ciné (Bourguiba et al., 2020), neumoznila viak vysoké multiplexovani
SSR markert v jedné reakci, nebot’ pro jejich amplifikaci pouzivala ptivodné publikované
primery s typickou velikosti amplifikovanych alel 100-250 nukleotidti. V této metodice
popsana analyza 19 SSR markeri pouze ve dvou multiplexnich reakcich je tak pfi
genotypizaci merunék velkym piinosem at’ jiz z hlediska finanénich nakladi, nizsi
pracnosti, ¢asové narocnosti nebo mozné chybovosti pfi stanoveni genotypu meruiky.
Nicméné studie Bourguiba et al. potvrdila i nami pozorovany trend a spolehlivost pouziti

vybranych SSR markert k identifikaci odrad.
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5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Vzhledem k jednozna¢nému a rychlému urceni pravosti odrid merun¢k ve dvou
reakcich je tato metodika vhodna ke spolehlivému urceni identity odridy. Mtze byt
pouzita pti kazdém provadéni klasického fenologicko-pomologického hodnoceni, které
se vyuziva v certifikatnim procesu vysadbového materialu a pri Slechtitelské praci,
pro potvrzeni vysledki. V nékterych ptipadech (napt. prodluzovani registrace odrudy)
muze fenologicko-pomologické hodnoceni zcela nahradit. Tato metodika je vhodna také
pro skolkaie k ovéfeni identity jimi produkovaného a prodavaného materialu, v tomto
ptipad¢ se predpoklada vyuziti formou analyz na zakazku. Jeji aplikace miize byt rovnéz
pfinosem pro péstitele pii podezieni na zaménu materialu. Metodika miZze také pomoci
vyjasnit ptibuzenské vztahy mezi jednotlivymi odriidami. Bez molekularnich analyz je
tieba veskery mnozeny a Slechtény material posuzovat na zakladé odlisnosti vzhledem
ke kolekcei standardnich odrid v odriidové zkusebné. Udrzovani této kolekce je vSak
znacné prostorove, materialn€ i personalné narocné. Kolekce také nemusi a fakticky ani
nemuze obsahovat v§echny znamé odrudy.

Vzhledem k vySe uvedenému je tato metodika urcena zejména certifikacnimu
orgianu UKZUZ k zpfesnéni procesu certifikace a $lechtitelim pro rutinni testovani
genotypu vyslechténych hybrida a ovéfeni jejich ptivodu. Piipadné vyuziti se nabizi i pro
pestitele merun€k v piipadech overeni péstovanych odriid ¢i obchodniky v piipadech

prodeje a dalsi distribuce odrad.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

V ovocnafstvi je identita mnozeného a vysazovaného materidlu velmi dilezita,
jelikoz se jedna o takzvané trvalé kultury. Pti vysadbé nespravné odridy v produkénim
sadu a identifikaci chyby po 3 letech dojde u merunék s praimérnym vynosem 2,2 t/ha
a vykupni cenou 30 K¢/kg merunék ke ztraté majitele 198 000 Ké/ha za toto obdobi.
Ceny a vynosy jsou orientac¢ni a zavislé na odrud¢, jsou uvedeny dle Zprav o trhu ovoce
SZIF. Kromé téchto ztrat ma nespravné oznaceni odridy nezanedbatelny ekonomicky
dopad na péstitele v podobé potieby nové osazet sad, coz vyjde u peckovin zhruba
na 300 000 K¢/ha. Majitel sadu pak muze pozadovat nahradu na prodejci stromkdl, je proto
zajmem vSech producentl pracovat s ovéfenym materialem. Dale mohou genotypizaci
vyuzitislechtitelé, kterym nalezi licen¢ni poplatky. Pfi jejich orientacni vysi 15-20 K¢&/stromek
dojde pfi neopravnéném namnozeni a prodeji 1000 kust stromku ke ztraté majitele prav
15 000-20 000K¢E. V pripade zjisténi neopravnéného péstovani licencované odridy
kontrolou hrozi péstiteli, eventualné mnoziteli, dal§i sankce vyplyvajici z licencnich
smluv.

Casové, prostorové, materialné i personalné naroény klasicky zpiisob ovéfeni
pravosti odriidy zaloZeny na n¢kolikaletém fenologickém a pomologickém subjektivnim
hodnoceni miize pomoci zrychlit a zefektivnit metoda urceni identity jednotlivych odrid
merun¢k pomoci ovéiené sady SSR markerti a vytvotfeného souboru referencnich odrid
vcéetné jejich genetickych profilti. Zavedeni této metodiky do praxe zjednodusi a zpiesni
proces identifikace neznamych odriid merun¢k, umozni ovéteni ptivodu Slechténého
hybridniho materidlu a mize pomoci vyjasnit piibuzenské vztahy mezi jednotlivymi
odridami. Pro tuto analyzu je tieba pouze malé mnoZzstvi materialu, napft. list nebo
lyko, a je tedy mozné ji provadét celoroéné. Vysledky jsou dostupné v fadu nékolika
malo hodin, coz zna¢né zrychli celou identifikaci. Navic i cenové mtze byt molekularné
geneticka analyza velmi zajimavou alternativou ke klasickym ovétovacim zkouskam, kdy
za rok zkousek DUS je Gctovano 3500K¢. Vysledna cena genotypizace se predpoklada
izolace 1 vzorku DNA, 250K¢ provedeni fragmentacni analyzy podle této metodiky —
2 multiplexni reakce na 1 vzorek). Uvedena ¢astka vSak neuvazuje personalni naklady,
amortizaci pristroju a podobné, které tvoii také velmi podstatnou ¢ast nakladd, navic je
tieba zohlednit i soucasnou analyzu potfebnych kontrol. Vysledna cena proto bude zaviset
na poctu soucasn¢ analyzovanych vzorkl a bude tak stanovovana individualné, piesto by

v celkové cené¢ fragmentacni analyza méla byt levnéjsi nez DUS testy. V neposledni fadé
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mezi vyhody molekularni analyzy patfi moznost ji provést béhem néekolika hodin jiz
od stadia semenace. Pro klasické hodnoceni je tfeba mit rok k dispozici plodici material,
protoze posouzeni vlastnosti plodii patii mezi zékladni hodnotici kritéria.

V ndmi piedkladané metodice bylo diky vyraznym velikostnim odliSnostem
mezi jednotlivymi SSR markery mozné celou analyzu zredukovat na dvé reakce, coz
fragmentacni analyzu vyrazné zrychluje a zleviuje (cca o 150 K¢ jen u materialu, nejvyssi
polozkou jsou vsak ostatni naklady typu osobni naklady, amortizace,...). V klasickém
usporadani analyz SSR markerQ jsou totiz v jednom multiplexu analyzovany 4 SSR
markery znacené 4 riznymi fluorescenénimi barvami, tudiz pro stanoveni identity jedné
odridy pomoci 19 SSR markert v klasickém usporadani by bylo potfeba vyhodnotit
5 analyz.

Tato metodika podrobné popisuje postup identifikace jednotlivych odrud
merunék pomoci SSR markert véetné pouzitych reagencii, lze vSak predpokladat,
ze nektefi uzivatelé metodiky budou chtit radéji vyuzit jiz pfedmichanych sad
primert pro fragmentacni analyzu. Vynos z prodeje téchto sad pak bude pfijmem pro
VSUO Holovousy. Piedpoklada se cena v rozmezi 13 000 aZ 15 000K¢ za ovéfenou
predmichanou sadu primert vcetn€ kontrolnich DNA 8 referencnich odrtd, vystacujici
pro analyzu 100 vzorkd DNA.

Dalsi ptijem mulze laboratof generovat provadénim analyz pomoci SSR markerd
formou sluzby pro externi zdkazniky. Cena za analyzu bude stanovena se zohlednénim
vSech faktorti, které ovliviiuji naklady na provedeni testu, tedy vetn¢ prace, energie

a amortizace vyuzivanych piistrojli, a na zaklad¢€ aktualniho zajmu ze strany zakaznikda.
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9. PRILOHA

DELTA

Typ ristu stromu: rust bujny, rozlozita koruna s dlouhymi vétvemi

Doba kveteni: rand odruda

Zralost: 10 dnti pted odradou "Velkopavlovicka’

Plodnost: brzka, velka a pravidelna

Plod: stiedni az velky, srd¢ity az mirné valcovity, povrch slabé

hrbolkovity, zékladni barva svétle oranzova, matna, s Cervenym
lickem ve formé jednotlivych skvrn. Duznina je syté oranzova,
jemna, meékka, Stavnata s piijemné navinulou dobrou chuti a
odlucitelna od pecky.

Odolnost k chorobdam: stiedni vici napadeni houbovymi chorobami. Tolerantni
na Sarku.

Poznamka: stiedni az vysoka odolnost proti pozdnim jarnim mraziim, Ize ji
vsak péstovat ve vSech polohach, pidy vyzaduje urodné. Odruda
je oblibena ptedev§im na malych zahradkach, vhodna pro pfimy
konzum i konzervarenské zpracovani.
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GAMA

Byp riistu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

rust bujny s rozlozitou, stfedné hustou korunou

stfedné rana odrtida

témef soucasna s odriadou "Velkopavlovicka’

brzka, stfedni a pravidelna

velky, kuzelovity az protahly tvar plodu, mirné hrbolaty povrch
se slabé plstnatou pevnou slupkou, zékladni barva oranzova

s vétsim cervenym lickem a teCkami. Duznina je oranZova,
stfedné tuha az tuha, dobré, sladce navinulé, aromatické chuti,
malo §tavnatd, hiife odlucitelna od pecky.

stfedni vii¢i houbovym chorobam

vysoka odolnost proti pozdnim jarnim mrazim, stfedn¢ naro¢na
na polohu péstovani, pudy vyzaduje tirodné a dobfe zasobené
vlahou. Plody jsou vhodné ptedevsim pro piimy konzum.
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GOLDRICH

Byp riistu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobdm:
Poznamka:

42

stiedné silny az silny, vzpiimeny

rana odrida, ¢astecne samosprasna

5-7 dni pted odrudou "Velkopavlovicka”

rand, vysoka a pravidelna

velmi velky, ovalného tvaru, zakladni barva Zlutooranzova

s hladkou slupkou. Duznina je oranzova, s dobrou odlucitelnosti
od pecky a dobrou chuti.

citlivéjsi vici moniliové hnilobé, tolerantni k Sarce

vysokéd mrazuodolnost. Velmi vhodna odriida pro intenzivni
systémy péstovani i do okrajovych oblasti péstovani merunék.



HAROGEM

Byp riistu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

stfedné silny az silny, oteviena a fidka koruna

pozdni odrida

8 dni po odradé "Velkopavlovicka”

vysoka az velmi vysoka a pravidelna, pti pfeplozeni nutna
probirka plodd

stiedni, kuzelovity, zakladni barva oranzova se zafiveé ¢ervenym
velkym lickem, slupka slabé hrbolkovitd. Duznina je tuha,
oranzova, stfedné stavnata, s dobrou odlucitelnosti od pecky.
Chut’ je navinule sladka, aromaticka, velmi dobra.

vuci houbovym chorobam stfedné odolna ve dievée, v pupenech a
kvétech velmi odolna

stromy vyzaduji pouziti intenzivnich péstitelskych technologii.
Vhodna odrtida do vSech oblasti vhodnych k péstovani merunék,
vcetné okrajovych oblasti s chranénym stanovistém. Plody
vhodné pro pfimy konzum i konzervarenské zpracovani.
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KOMPAKTA
Typ ristu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

44

stiedné silny, kompaktni habitus

stfedné rana odruda, samosprasna

2 dny pted odriidou "Velkopavlovicka’

rand, vysoka, pravidelna

maly az stfedni, kulovity tvar plodu, zakladni barva svétle
oranzova se slabé viditelnym ¢ervenym lickem. DuZznina je
oranzova, mékka, sttedné $t'avnata, sladka, dobra. Odlucitelnost
od pecky dobra.

stiedni vi¢i moniliové hnilobé

vysoce odolna vii¢i mraziim, vhodna do okrajovych oblasti
péstovani merunék, nenaro¢na odrida



LESKORA

Typ ristu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:

Pozndamka:

stiedné vzrustny s vznosn€ vzpiimenou, stfedné hustou korunou
velmi rana odruda, ¢astecné cizosprasna
16 dni pted odriidou “"Velkopavlovicka”

rand, pravidelnd, vys$si nez u odridy "Velkopavlovicka’, v letech
s nadmérnou nasadou plodl vyzaduje probirku

stiedné velky, mirné ovalného tvaru, zakladni barva slupky

je oranZova s jasnym ¢ervenym lickem. DuZnina je oranzova,
stiedné tuha, ale $tavnata, velmi dobré, typicky merutikové,
aromatické chuti. Odlucitelnost od pecky dobra.

kvétni pupeny jsou mrazuodolnéjsi nez u odrudy
"Velkopavlovickd’, stfedné odolnéa ke gnomonii a monilii

plody uréeny ptedevsim pro pfimy konzum, méné vhodna ke
kompotovani
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PALAVA

Typ ristu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:

Pozndamka:

46

bujny s mirné otevienou korunou

stfedné rana odruda, samosprasna

5 dnti pied odrtidou “Velkopavlovicka”

rand, vysoka, pravidelna

stiedni, valcovity tvar plodu, zdkladni barva oranzova se svétle
¢ervenym lickem. Duznina je oranzova, pevna, navinule sladka,
aromatickd, dobra. Odlucitelnost od pecky dobra.

sttedni vii¢i houbovym chorobam i proti mrazu v kvétu

stiedné naro¢na na polohu, piidy vyzaduje urodné a dobie
zasobené vlahou, plody dobré konzervarenské kvality



VESTAR

Typ ristu stromu:

Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:

Pozndamka:

méné vzrastny s vzdu$nymi a fidSimi korunami, vzptimeného
habitu

stiedné rana odrida, soucasné s "Velkopavlovickou”

5 dnti po odrtdé "Velkopavlovicka’

stiedné rand, plodny potencial odridy vysoky

stiedné velky az velky, srdcovity tvar plodu se zaoblenym
vrcholem, stiedné hluboky Sev rozdéluje plod na dvé soumérné
poloviny. Zakladni barva svétle oranzova s celistvym bledé
¢ervenym lickem na sluneéné strané. DuZnina je oranzova, tuha,
stiedné §tavnata, velmi dobré aromatické chuti. V nepfiznivych
letech je duznina ¢aste¢né prilnava k pecce.

mimofadné nachylnost na houbové choroby nebyla zjisténa, patii
k mrazuodolnéjsim odriadam

hodi se do vSech poloh na péstovani merunék, nema specialni
naroky na agrotechniku a stanoviste, vhodna ptedevsim pro
pfimy konzum
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