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ANOTACE

Jablont domaci (Malus * domestica Borkh.) je vyznamnou zemédé€lskou plodinou,
ktera je pestovana po celém svété. Odhaduje se, Ze existuje vice nez 10 000 odrad jab-
loni a mnoho $lechtitelskych programi se stale zamétuje na produkei novych kvalitnéjSich
odrid. Spravné urceni identity jednotlivych odrid hraje dilezitou roli ve vSech trovnich
produkce rostlinného materialu, zvIasté jedna-li se o praci s certifikovanym materialem,
a je nezbytné pro kontrolu deklarované odriidové pravosti, napt. pifi uzndvacim fizeni
novych odriid nebo pii kontrolni ¢innosti. RozliSeni jednotlivych odriid pomoci fenoty-
pového a fenologického hodnoceni, které se standardné provadi, mize byt jednak casove
narocne, ale také obtizné a v nékterych ptipadech, vzhledem k poctu existujicich odrid,
dokonce nemozné. V dnesni dobé se proto prechdzi k ur€ovani odridy/genotypu (genoty-
povani) pomoci molekuldrnich markertt molekulédrné-biologickymi metodami. Pro geno-
typovani jabloni byla vyvinuta sada Apl7inl, ktera pomoci fragmenta¢ni analyzy dete-
kuje 17 SSR (simple sequence repeats, kratké tandemové repetice) markerti v jedné reakei.
Certifikovana metodika poskytuje podrobny navod pro genotypizaci jabloni pomoci téchto
markert a predklada jeji vyuziti v praxi.

1 UVOD

Potvrzeni identity odriidy je dilezité u vSech zemédé€lskych plodin, avSak zasadniho
vyznamu nabyva u ovocnych dfevin, kdy jsou s nemalou investici vysazené sady obhos-
podafovany zpravidla n€kolik desitek let. Spravné urceni odriidy je tedy dulezité na vSech
urovnich rostlinné produkce, kde se s certifikovanym materialem pracuje — at’ jiz se jedna
o certifikani organy pfi jeho registraci nebo prodluzovani registrace, producenty a pro-
dejce rozmnoZzovaciho materidlu (Skolky, roubové mnozarny), péstitele ¢i dovozce plodii.
RovnéZ §lechtitelé maji eminentni zajem o ochranu prav k jimi vySlechténym odridam,
ktera jim zabezpecuji ptijmy z licen¢nich poplatkd, protoZe vyslechténi nové odriidy ovoc-
nych dfevin je velmi naro¢ny a zdlouhavy proces, kdy od opyleni po uznani odridy ub&hne
dvacet az tficet let. Z vySe uvedenych divodi je tedy dalezité spravné posoudit identitu
jednotlivych odrid.

V Ceské republice probih4 zkouseni odriid klasickym zptisobem, kdy je nékolik let
provadéno fenotypové/fenologické hodnoceni odriidy, pti kterém se sleduje napt. odliSnost
od stavajicich obecné znamych odrtid, uniformita v ramci odridy a stalost znak mezi jed-
notlivymi lety hodnoceni (tzv. DUS testy) a dalsi péstitelsky vyznamné znaky, coZ je vSak
mozné az po dosazeni plodnosti. Aby bylo mozné porovnat stalost odridy ve sledovanych
znacich aminimalizovat mozné ovlivnéni zkouseni, napf. riznorodymi povétrnostnimi pod-
minkami, chorobami nebo Sktidci, probih4 hodnoceni ve vice letech a také zavisi na zkuSe-
nosti hodnotitele. Pfi prodluzovani registrace je jiz porovndvani rychlejsi, avsak také zde je
tteba material hodnotit alesponi jednu sezénu. Mnohem rychlejsi a efektivnéjsi posouzeni
shodnosti dvou biologickych materiali nabizeji molekularné genetické analyzy, které pfi
kvalitnim provedeni mohou identifikovat ur€ity biologicky materidl s pravdépodobnosti



hrani€ici s jistotou. Pro tuto tzv. genotypizaci je tfeba pouze malé mnozstvi materialu, napf.
listd nebo lyka, je tedy mozné ji provadét celorocné a vysledky jsou dostupné v piipadé
potieby béhem nékolika hodin. Genotypizaci je navic mozné provést bez pozadavku na veék
a plodnost posuzovaného materidlu. Ackoliv genotypizace neumoziuje nahradit zkousky
uniformity a stalosti nové registrovaného materidlu, je schopna jiz pied jejich zahajenim
odhalit mozné mutace (klony) uznanych odrid nebo piipadné duplicity. V ptipade ovéero-
vani materidlu nebo prodluzovani registrace by genotypizace mohla zcela nahradit fenoty-
pové/fenologické zkousky.

Jablont doméci (Malusxdomestica Borkh.) je komeréné nejcastéji péstova-
nou ovocnou dfevinou v Ceské republice s cca 10,34 mil. stromt (Gdaj z roku 2022,
https://vdb.czso.cz), v intenzivnich vysadbach jabloni se kazdoro¢né vyprodukuje
na 140 000 tun konzumnich jablek. TéméF polovina sadi je viak starsi nez 25 let (Cesky
statisticky rad, 2017) a blizi se tedy ke konci své ekonomické rentability. Kromé& obnovy
stromul se tak da oekavat i odriidova obména. V soudasnosti jsou v Ceské republice hlav-
nimi péstovanymi odriidami 'Golden Delicious', odridy ze skupiny 'Jonagold', 'Idared'
a'Gala'. Naopak odrtidy 'Gloster', 'Sampion' a 'Rubin' z ¢eskych sadi mizi a jsou nahrazo-
vany kvalitn¢j$imi odriidami 'Braeburn' ¢i 'Fuji'. Prosazuje se i fada ¢eskych rezistentnich
¢i odolnych odriid, jako napt. "Topaz', "Rubinola' ¢ 'Rozela' (Zdroj: Ovocnéiska unie CR).

U jabloné domaci bylo na konci minulého stoleti na svété popsano vice nez 10 000
ruznych odrad (Janick, 1996) a nové neustale pribyvaji. Odlisit toto mnozstvi odriid pouze
na zékladé fenotypovych/fenologickych znaki je vSak prakticky neredlné, ne-li nemoZzné,
proto se pouzivaji techniky zalozené na analyze DNA.

Z genetického hlediska je jablon obvykle diploidni organizmus se zakladni sadou
tvofenou 17 chromozomy, vyskytuji se vSak relativné hojné i triploidni odridy a velmi
vzacné tetraploidni. V soucasnosti jsou pro genotypizaci biologického materialu nejcas-
t&ji pouzivany mikrosatelitni neboli SSR markery (Simple Sequence Repeat), kdy jednot-
livé odrudy vykazuji razné dlouhé alely ptislusného markeru, zpravidla diky odlisnému
poctu opakovani kratké sekvence. Tyto markery jsou vysoce informativni, kodominantni,
multialelické a experimentalné dobie reprodukovatelné, pficemz analyza je velmi rychla,
cenové piijatelnd a interpretacné obvykle nendro¢nad (pro piehled viz napft. Vieira, 2016).

Pro ucely této metodiky byla vyuzita genotypizacni sada vyvinutd na pracovisti
autord (Cmejlova, 2021). Sada pokryva vSech 17 chromozomt a pti analyze genofondové
sbirky VSUO obsahujici témét 1 000 polozek vykazovala pravdépodobnost shody dvou
neidentickych vzorkd 1,7 x 1022, Souprava byla specialné vyvinuta tak, aby proces genoty-
pizace probihal v jediné reakci. Toto uspofadani ma praktické vyhody: 1) pfina$i maximalni
finan¢ni, personalni a ¢asové uspory, aby mohla byt implementovana do rutinni praxe
uzivateld bez zasadnich dodatecnych nékladu; i1) jeji pouziti v laboratofi je velmi jedno-
duché, takze jsou minimalizovany mozné chyby v laboratornich procesech; a iii) poskytuje
vysledky, které 1ze spolehlivé interpretovat. Tyto atributy umoznuji jednoduchou standardi-
zaci celého laboratorniho postupu, takze metodiku lze vyhodné adaptovat i1 laboratofemi
provadéjicimi akreditované metody.


https://vdb.czso.cz
https://www.czso.cz/documents/10180/20567179/2133130104.pdf/3cde236f-60c1-498a-82c2-c574f8df338b?version=1.0
https://www.czso.cz/documents/10180/20567179/2133130104.pdf/3cde236f-60c1-498a-82c2-c574f8df338b?version=1.0
http://www.ovocnarska-unie.cz

2 CIL METODIKY

Uréovani odrid jabloni dosud probiha na uzemi Ceské republiky na zakladé porov-
navani fenotypovych/fenologickych znaki, coz miize byt v piipadé stromi proces trvajici
1 n€¢kolik let. Tento postup navic neumoziiuje vérohodné urceni odridy u vypéstkl v juve-
nilnim véku. Genotypizace jabloni je laboratorni postup, kterym se stanovi z genomové
DNA testované rostliny geneticky profil SSR markert, ktery je unikatni pro danou odrtidu.
Cilem metodiky je poskytnout uZivatelim uceleny navod, jak metodiku zavést do své
rutinni praxe s minimalnimi naklady. Metodika je tak ur¢ena pro dva okruhy uzivatel —
laboratofe molekularni biologie, kterym poskytuje navod JAK genotypizaci provést, aby
byly ziskany validni vysledky, a uzivatele téchto vysledk, kterym piedklada postupy prak-
tického vyuziti v jejich PRAXI. Tato praxe mtize zahrnovat minimalné nasledujici analyzy:

» vzajemné porovnani vzorki bez potieby znalosti odrudy (tj. (ne)shoda dvou vzorkt);

» porovnani neznamého vzorku s kolekci referen¢nich odrid (vyuziti databaze gene-
tickych profilli referen¢nich odrid, identifikace odridy);

» ovétovani (urceni) rodich kiizeni.
Metodika neni primarné urena pro vzdjemné odliSeni jednotlivych klont/mutaci
odrtd, ale mliZze byt pouzita pro obecnou identifikaci mutace uznané odrudy.

3 VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 Popis metodiky — Uvod

Vyuziti laboratorni ¢asti metodiky predpokladd znalost zakladnich principti prace
v laboratofi molekuldrni biologie a specifické zkuSenosti s provadénim fragmentacni ana-
lyzy pomoci kapilarniho genetického analyzatoru, vyhodnocovanim dat a jejich intepre-
taci. Postup byl optimalizovan pro konkrétni vybaveni laboratote a konkrétni reagencie,
potencialni uzivatel si bude muset metodu verifikovat na svém pracovisti; pro tento ucel
jsou v metodice uvedeny kontrolni odridy vcéetné velikosti alel jednotlivych pouzitych
SSR markert.

Pro genotypizaci jabloni se pouziva genotypizacni sada, ktera byla detailn¢ popsana
v Cmejlova (2021) a lze ji pouzit pro vérohodné genotypovani diploidnich, triploidnich
1 tetraploidnich odrid jabloni. Pro stanoveni genetického profilu se vyuziva 17 SSR mar-
kerti (Tabulka 1), jejichz alelickd kombinace je pro kazdou odriidu specifickd. Tato sada
obsahuje 17 z 18 SSR markerti doporucenych pro genotypizace jablon¢ domdci v sou-
casné odborné literatufe (Testolin, 2023); zaroven bylo 12 z nich jiz diive doporuceno pro
stejné pouziti mezinarodnim uskupenim The European Cooperative Programme for Plant
Genetic Resources (ECPGR) (Fernandez, 2013). Porovnanim profilii je pak mozné urcit
shodu mezi vzorky, ptipadné lze profil porovnat s databazi referen¢nich odriid/genotypi.
Pravdépodobnost ndahodné identity dvou neptibuznych vzorkl této sady SSR markerii
se pohybuje na urovni souprav diive pouzivanych pro identifikaci ¢lovéka obsahujicich
17 SSR markerti (Green, 2013).



Tabulka 1. Charakteristika markert pouzitych pro genotypizaci jabloni. *: alely s frekvenci pod 5 %; [E]: mar-
kery doporuc¢ené ECPGR; PI: pravdépodobnost nahodné identity dvou nepfibuznych vzorkd;
LG: linkage group, odpovida chromozomu. Pfevzato z Cmejlova (2021), upraveno.

Pravdépodob-
Ocekavana Pozorovana Pravdépodob- nost nahodné

Is-lfupina Marker P:IZTt Vzif;{":h nEi::ehktai:le-l heterozy-  heterozy- nost stkytu iderjgity dv’ou

gotnost gotnost nulové alely  nepfibuznych
vzork(
LG1 Hi02c07 [E] 22 17 5,16 0,8063 0,8295 -0,013 0,0623
LG2 CH02c06 25 19 8,81 0,8865 0,8830 0,002 0,0236
LG3 GD12 [E] 22 17 2,74 0,6349 0,6443 -0,006 0,1557
LG4 NZ01a6 17 11 4,07 0,7541 0,7864 -0,018 0,0928
LG5 CH05f06 13 7 SNS 0,8255 0,8284 -0,002 0,0510
LG6 CH03d07 23 16 7,77 0,8713 0,8830 -0,006 0,0297
LG7 CHO04e05 [E] 25 21 3,90 0,7438 0,7580 -0,008 0,0896
LG8 CHO1h10 [E] 17 13 2,83 0,6466 0,6625 -0,010 0,1663
LG9 CHO01f03b [E] 13 9 4,63 0,7840 0,8193 -0,020 0,0755
LG10  CHO02c11 [E] 22 13 9,19 0,8912 0,8852 0,003 0,0217
LG11  CH02d08 [E] 19 13 6,11 0,8363 0,8398 -0,002 0,0446
LG12  CHO1f02 [E] 22 16 7,64 0,8691 0,9023 -0,018 0,0299
LG13  GD147 [E] 15 10 5,26 0,8096 0,7989 0,006 0,0595
LG14  CHO04c07 [E] 19 12 7,73 0,8707 0,8875 -0,009 0,0297
LG15  CH02c09 [E] 12 5 6,20 0,8388 0,8523 -0,007 0,0455
LG16  CH05e04 20 13 5,75 0,8260 0,8580 -0,018 0,0491
LG17  CHO01h01 [E] 19 13 6,57 0,8477 0,8568 -0,005 0,0420

Pramér: 19,1 13,2 5,89 0,8084 0,8221 1,73 x 102

Celkem: 325 225 Celkova heterozygotnost Celkova PI

Zcelkku: 69,2%

Kritické body, na které je pti provadéni metodiky tieba zvlasté dbat:

» Dodrzovéani zdsad dekontaminace a hygieny doporucovanych pro laboratofe mole-
kularni biologie pro vylou¢eni moznych kontaminaci.

» Dodrzovani v§ech zasad spravné laboratorni praxe v laboratoti molekularni biologie.

3.2 Material a metody
Vlastni postup dle metodiky Ize rozd¢lit do tii fazi:

» Odbéry vzork a jejich ptijem do laboratoie, uchovani do doby analyzy (Pre-analy-
ticka faze).



» Zpracovani vzorkil v laboratofi, homogenizace, izolace DNA, sestaveni PCR reakce,
vlastni fragmentac¢ni analyza (Analyticka faze).

» Vyhodnoceni a intepretace nalezil, vytvoreni finalni podoby vysledku (Post-analy-
ticka faze).

3.2.1 Odbér vzorku, preprava vzorki

Pro genotypovani je vstupnim materidlem genomova DNA, kterou lze izolovat
z ruznych ¢asti rostliny. Pro rutinni analyzu se doporucuje pouzivat listy v obdobi vegetace
nebo 1yko, které Ize pouzivat celorocné. Genomovou DNA Ize téZ izolovat z plodt (slupka),
piipadné 1 vysuSenych plodu (kiiZaly). Metodika nebyla testovana pro dalsi produkty obsa-
hujici jablka (mosty, dZzusy, pyré aj.).

Doporucuje se odebrat 2 nezavislé vzorky z jednoho stromu, tj. 2 listy nebo 2 vyhony
v ptipad¢ izolace DNA z lyka. Dle typu pozadované analyzy je zpracovan bud’ jeden list
(napf. ovéfovani konkrétniho materidlu), nebo nezévisle dva listy (napi. de novo identi-
fikace, tvorba referencni databaze). Odebrané Casti rostlin se vlozi do plastového sacku
a vzorek se v co nejkrat§im case dopravi do laboratotfe. Po celou dobu pievozu se vzorek
uchovava v chladu, v obdobi teplych dni Ize pro pfevoz vzorku pouzit chladici vlozky.

Ze vzorkil se po pfijmu do laboratote bez zbyte¢ného odkladu izoluje DNA, pii-
padné Ize material po dobu nékolika dni uchovéavat v chladnicce (nezbytna pritbézna kont-
rola stavu materidlu), nebo se odebrany material ve zkumavkach Sokoveé zamrazi v tekutém
dusiku a ulozi se do doby zpracovani do mraziciho boxu pfi teploté —80 °C. Pfi této teploté
je mozné vzorky skladovat bez ztraty kvality nejméné 1 rok.

3.2.2 Priprava DNA

Piiprava DNA se provadi ve dvou zékladnich krocich:
» Homogenizace primarniho materialu

» Izolace genomové DNA

3.2.2.1 Homogenizace rostlinného materialu

Univerzalni a spolehliva metoda homogenizace je nadrceni rostlinného materialu
v tfeci misce v tekutém dusiku. Tento postup se hodi pro vSechny typy vstupniho materidlu,
ideélni je pro naslednou izolaci DNA z lyka, které se naskrabe pomoci sterilniho skalpelu
z vyhonu po odstranéni kiiry, nebo ze slupky plodu ¢i kiizaly, které se nejdiive steril-
nim skalpelem nakraji na co nejmensi kousky. Rostlinny material se homogenizuje v tfeci
misce na jemny prasek, ktery se bezprostiedné pouzije jako vstupni materidl pro izolaci
genomoveé DNA.

Pro izolaci DNA z list Ize vyuzit i mechanické homogenizatory, které umoziuji
rychlej$i zpracovani vétSiho poctu listd, napt. homogenizator TissueLyser II (Qiagen),
ktery narusi biologicky material pomoci vysokorychlostniho prottepavani vzorku s ocelo-
vymi kulickami.
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Doporuceny postup homogenizace s vyuzitim homogenizatoru TissueLyser II (Qiagen):

1. Standardné¢ se cca 100 mg rostlinného pletiva prenese do 2ml zkumavky a piidé se
sterilni kuli¢ka z nerezové oceli o priméru 5 mm.

2. Zkumavky s rostlinnym materidlem se nechaji vychladit na —80 °C v suchém ledu.

3. Zkumavky s pletivem se vlozi do predem vychlazenych adaptérii (—80 °C) ptistroje
TissueLyser II, kde probiha vlastni homogenizace po dobu 2 min s frekvenci 30 Hz.

4. Poprovedené homogenizacise odstrani ocelova kulicka a bezprostfedné se pokracuje
1zolaci genomové DNA podle navodu vyrobce pouzivaného DNA izola¢niho kitu.

Spravné provedena homogenizace je kli¢ovym pfedpokladem pro efektivni izolaci DNA!

3.2.2.2 Izolace genomové DNA

Metodika je validovana s vyuzitim komeréné¢ doddvaného DNA izolacniho kitu
Exgene Plant SV mini (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 117-152; doddva Bohemia
Genetics s.1.0) na bazi kolon. Zakladni charakteristiky kitu shrnuje Tabulka 2. Postupuje
se podle navodu vyrobce. V ramci vyvoje genotypizacni soupravy byly testovany DNA
1zola¢ni kity 1 od dalSich vyrobcii s podobnym vysledkem (DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen;
GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit, Thermo Fisher Scientific; NucleoSpin Plant
I1, Macherey-Nagel; GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit, Merck).

Tabulka 2. Charakteristika DNA izolaéniho kitu Exgene Plant SV mini (GeneAll)

Parametr Specifikace

Typ izolace Kolonova
Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku ~ 100 mg rostlinného pletiva
Trvani izolace ~ 40 min
Maximalni objem kolony ~ 700 pl
Minimalni eluéni objem 30 ul

Maximalni vazebna kapacita ~ 50 ug

Typicky vytézek DNA 4-40 ug

Potiebné pristroje, ndstroje, spotiebni plast, reagencie
e Souprava pro izolaci genomové DNA Exgene Plant SV mini (GeneAll Biotechno-
logy)
e Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky, minimalné 13 000 RPM

e Vyhiivany blok pro 2ml zkumavky s moZnosti nastaveni 65 °C
e Vortex
e Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml



Skalpelové cepelky na jedno pouziti, ndsadka skalpelu pro piipravu lyka pro
homogenizaci

Sterilni $pachtlicky

Sterilni zkumavky 1,5ml a 2ml, stojanky na zkumavky

Filtrované Spicky

Ethanol 96-100%, p.a. nebo molecular biology grade

Dekontaminaéni sprej (napt. Desprej, Descosept), ROTI Nucleic Acid-free sprej

Pracovni postup

Detailni postup izolace DNA a dalsi informace jsou uvedeny v doprovodné brozuie
vyrobce.

Izolace DNA probihd v prostorach k tomu urc¢enych v rdmci laboratoie molekularni
biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.

Pted praci je nutné seznamit se s obsluhou jednotlivych pfistroji a bezpecnym
zachdzenim s pouZivanymi reagenciemi.
Pted prvnim pouzitim izola¢niho kitu je nutné piidat ethanol (96%—absolutni)

k pufrim BD a CW podle udaji uvedenych na lahvicce. Po pfidéni se na lahvickach
¢iteln¢ vyznaci, ze ethanol byl pridan.

Zkontrolujte pted zahdjenim vlastni izolace dostupnost ledu.
Pred zacatkem préace zapnéte vyhiivany blok a nastavte teplotu na 65 °C.

Pred zacatkem vlastni izolace zkontrolujte, zda v pufrech (zejména v pufru PL)
nejsou srazeniny. Pokud ano, umistéte lahvic¢ky s pufry na vyhtivany blok a roz-
pust’te jejich obsah pii 65 °C.

Vsechny centrifugaéni kroky se provadé&ji pii pokojové teploté pii otackach
13 000—14 000 RPM.

Pro izolaci DNA se pouzivaji Spicky s filtrem.

Jako kontrolu kvality pfipravy DNA a ovéfeni Cistoty reagencii pouZivanych pro
izolaci lze doporucit tzv. extrakéni kontrolu. K sérii paraleln€ izolovanych vzorkt
se provede kontrolni izolace, ale bez pouziti vstupniho rostlinného materialu. Timto
zpusobem se testuje piipadna kontaminace pouZzitych reagencii pro izolaci DNA.

Standardné se cca 100 mg dobfe zhomogenizovan¢ho vzorku pienese sterilni Spa-
chtlickou do 2ml zkumavky (200 mg pfi izolaci DNA ze slupky plodu). V ptipadé
pouziti homogenizatoru se ze 2ml zkumavky s homogenizovanym materidlem
vyjme kulic¢ka z nerezové oceli.

Ptida se 400 pl pufru PL (500 pl pufru PL v ptipadé€ izolace DNA z kiizaly) a 3 pl
roztoku RNasy A (100 mg/ml). Provede se intenzivni zvortexovani.
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10.

I1.

12.

13.

14.

15.

Pokud se zpracovava pouze jeden vzorek, pokracuje se naslednym krokem. Pokud
se zpracovava veétsi mnozstvi vzorktl, nechaji se jiz ptipravené vzorky v PL pufru
inkubovat pii pokojové teplot¢ do okamziku, nez jsou vSechny vzorky prevedeny
do PL pufru podle bodt 1-3. Pak se pokracuje nasledujicim krokem ¢. 4.

Vzorky se inkubuji 15 minut pfi 65 °C ve vyhtivaném bloku, kazdych 5 minut se
provede zvortexovani.

K homogenatu se ptida 140 ul pufru PD. Vzorky se zvortexuji a inkubuji se 5 minut
na ledu.

Homogenat se prenese pomoci tenké kovové Spachtlicky nebo 1ml Spicky s filtrem
s ustfizenou Spickou na EzSep filtr (modra barva) a centrifuguje se 2 minuty.

Protekly lyzat se opatrné bez naruSeni pelety ptenese Spickou s filtrem do nové
1,5ml zkumavky; typicky se jedna o 420 ul lyzatu.

K lyzatu se pfida pufr BD v mnozstvi 1,5 nasobku objemu lyzatu (k 420 pl lyzatu
se prida 630 pl); roztoky je nutné okamzit¢ promichat ota¢enim zkumavky nebo
propipetovanim.

700 ul smesi z kroku 7 se pienese Spickou s filtrem na zelené SV kolony se sbérnou
zkumavkou. Centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné
zkumavky se otfou Cistou buni¢itou vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné
zkumavky.

Na kolonu se nanese Spickou s filtrem zbytek lyzatu. Centrifuguje se 1 minutu.
Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otiou ¢istou bunicitou vatou.
SV kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 700 pul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina
se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou ¢istou bunicitou vatou. SV kolona se
opet vsune do sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 300 pl pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina
se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou ¢istou bunicitou vatou. SV kolona se
opét vsune do sbérné zkumavky. Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil
CW pufr z filtru. Po stoceni se SV kolona opatrné vsune do Cisté 1,5ml zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 100 ul pufru AE (30 ul pufru AE v ptipad¢ izolace DNA
ze slupky plodu ¢i ktizaly). Nechd se inkubovat 5 minut pti pokojové teploté, poté
se staci 1 minutu (V piipadé izolace DNA ze slupky plodu ¢i kiizaly se eluat znovu
nanese na SV kolonu, necha se inkubovat 2 minuty pii pokojové teploté a poté se
staci 1 minutu.).

Orientacni urceni Cistoty a mnoZzstvi izolované DNA se provadi spektrometricky
pii vinovych délkach 260 nm (kvantita) a 280 nm (Cistota jako pomér namétenych
hodnot pti vinovych délkach 260/280 nm). Izolovana DNA by méla mit ¢istotu cca
1,8. Pokud je Cistota nizsi, nelze vyloucit negativni dopad na provadéné analyzy.

Eluovanou DNA je mozné pouZit pro dalsi aplikace nebo zamrazit v <—18°C.



3.2.3 Sestaveni PCR reakce

Pouzitd genotypizacni sada obsahuje 37 primerd, které¢ umoznuji sou¢asnou ampli-

fikaci 17 SSR markert v jedné PCR (Apl17inl). Sekvence, fluorescencni znaceni a dalsi
charakteristiky primerti jsou uvedeny v pivodni publikaci (Cmejlova, 2021). Vzhledem
ke zna¢nému mnozstvi primert se doporucuje alespoil u nékterych primerti vychazet ze
zasobni koncentrace 200 uM a pted vlastni PCR je smichat do Ap17inl premixu (Tabulka 3)
pro analyzu vétSiho poc¢tu vzorkli namisto pouZivani jednotlivych primert. Apl7inl pre-
mix se doporucuje nejprve ovetit na vzorcich DNA z kontrolnich odrid. PCR byla opti-
malizovana s vyuZzitim niZze uvedenych reagencii a cykleru C1000 (Bio-Rad), uzivatel¢ si
budou muset postup verifikovat pro své laboratorni podminky.

Potiebné piistroje, ndstroje, spotiebni plast, reagencie

PCR box

Minispin centrifuga

Vortex

PCR cykler

Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml

Filtrované Spicky

Sterilni zkumavky 1,5 ml, stojanky na zkumavky

PCR zkumavky 0,2ml s vi¢ky, stojanek

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (k.¢. F548L, Thermo Fisher Scientific)

Pracovni postup

Piiprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci laboratote
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxl a v souladu s principy
spravné laboratorni praxe.

Pro pipetovani se pouzivaji Spicky s filtrem.

Vsechny PCR reagencie se pied zahdjenim prace vyjmou z mraznicky a nechaji se
roztat pi1 pokojové teploté.

Pouziva se izolovana DNA o koncentraci 10 ng/pl.
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Tabulka 3. Rozpis pro pfipravu Ap17in1 premixu na 100 PCR analyz. Sekvence primer( jsou uvedeny
v patentu €. 309548 a v puvodni publikaci (Cmejlova, 2021).

Ap17in1 premix kof\ise?llt)rna:ce ko:égzltr:;ce L el
(uM) (uM) (u)
LG1 forward 200 0,6250 3,125
PET_LGlreverse | 200 0,6250 3,125
VIC_LG2 forward 100 0,7500 7,5
LG2 reverse 200 0,7500 3,75
VIC_LG3 forward 200 1,2500 6,25
LG3 reverse 200 0,6250 3,125
LG3 reverse 200 0,6250 3,125
NED_LG4 forward 200 0,2000 1
LG4 reverse 100 0,2000 2
NED_LGS5 forward 100 0,3750 3,75
LG5 reverse 200 0,3750 1,875
6FAM LG6foward | 200 0,6000 3
LG6 reverse 200 0,6000 3
LG7 forward 100 0,3125 3,125
VIC_LG7 reverse 100 0,3125 3,125
VIC_LG8 forward 100 0,3125 3,125
LG8 reverse 100 0,3125 3,125
100 0,0855 0,855
LG9 reverse 100 0,0855 0,855
200 0,9000 4,5
LG10 reverse 200 0,9000 4,5
100 0,2500 2,5
LG11 reverse 200 0,2500 1,25
NED_LG12 forward 100 0,3000 3
LG12 reverse 100 0,2125 2,125
100 0,3125 3,125
LG13 reverse 100 0,3125 3,125
100 0,1875 1,875
LG14 reverse 100 0,1875 1,875
NED_LG15 forward 100 0,2500 2,5
LG15 reverse 200 0,2500 1,25
6-FAM_LG16forward | 100 0,1300 13
LG16-R5 100 0,1800 1,8
NED_LG17 forward 100 0,1800 1,8
NED_LG17 forward 200 0,1800 0,9
LG17 reverse 200 0,3000 1,5
H20 2,24

Celkem 100




e Pted pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym vortexovanim a dle
potieby stocit na minicentrifuze.

e Pro zajisténi validity vysledkd je vhodné jako kontroly pouzit jiz ovéfené odridy/
genotypy. ECPGR doporucuje zaradit nasledujici odridy do kazdého béhu:

o Malus % domestica Borkh.
'Golden Delicious'
'Fiesta'
'"Prima’
"Worcesterska Parména'
'Michelin' (Cider)
'Malling 9' (Podnoz M9)

o Malus floribunda 821

o Malus robusta 5

Tyto odridy jsou dostupné v Institut national de recherche pour I’agriculture,
I’alimentation et I’environnement (INRA, Francie).

e Pro rutinni praxi byly jako kontroly vybrany nasleduj ivci odridy Malus x domestica
I?or!(h., které zahrnuji odridy nejcastéji péstované v Ceské republice (viz statistiky
CSU):

'Golden Delicious'
'[dared'
'Jonagold'/'Jonagored'
'Sampion'

'Gala'

'Red delicious'

'Braeburn’

"Fujt’

1. V PCR boxu se do stojanku piipravi potiebny pocet 0,2ml PCR zkumavek vcetné
zkumavek pro ovefené kontrolni odridy a dalsi pfipadné kontroly (napt. kontrola bez
pridané DNA, extrak¢ni kontrola).

2. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakei ptipravi
adekvatni mnozstvi PCR mastermixu (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Rozpis pro PCR Ap17in1 mastermix urc¢eny pro genotypizaci jabloni.

Slozka Na 1 vzorek

PCR voda 2yl

Ap17in1 premix 1 ul

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 5ul

Celkem 8 ul

3. Pfipraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.
4. Mastermix se rozpipetuje do 0,2ml PCR zkumavek po 8 pl.

5. K mastermixu se postupné pipetuji 2 pl izolované DNA o koncentraci 10 ng/ul.

6. Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad) s nasledujicimi para-

metry: 98 °C/30 s; 24x (98 °C/10 s; 58 °C/10 s; 72 °C/15 s); 72 °C/15 s; 8 °C/hold.
Pro vzorky izolované ze slupky jablka ¢i z kiiZaly je vhodné ptidat 3 PCR cykly.

e PCR produkty se pifimo pouziji pro fragmentacni analyzu, nebo je mozné je
uchovavat pfi teploté¢ <—18 °C ve tm¢ po dobu minimaln¢ jednoho roku.

3.2.4 Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyza fungujici na principu kapilarni elektroforézy slouzi k separaci

fragmentti DNA na zaklad¢ jejich velikosti. Pro ucely této metodiky byla optimalizovana
s vyuzitim nize uvedenych reagencii a genetického analyzatoru AB 3500 (ThermoFischer
Scientific), uzivatelé si budou muset postup verifikovat pro své laboratorni podminky.

Potiebné pristroje, nastroje, spotiebni plast, reagencie

Minispin centrifuga

Vortex

Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml
Spicky bez filtru

Sterilni zkumavky 1,5ml, stojanky na zkumavky

0,2ml 96-jamkové desticka pro geneticky analyzator AB 3500 a septum pro jeji
uzavieni (oboji ThermoFischer Scientific)

Velikostni standard GeneScan™ 600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 (ThermoFischer
Scientific)

Hi-Di™ formamid (ThermoFischer Scientific)
LifeEco Thermal Cykler s blokem 96 x 0,2 ml (BIOER Technology)
Geneticky analyzator AB 3500 s pufrem POP-7™ (ThermoFischer Scientific)



Pracovni postup

Ptiprava pro fragmentacni analyzu probihd v prostorach k tomu urcenych v ramci
laboratofe molekularni biologie (post-PCR area) v souladu s principy spravné labo-
ratorni praxe.

Pro pipetovani se pouzivaji $picky bez filtru.
Do stojanku se ptipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakei ptipravi

adekvatni mnozstvi smési Hi-Di formamidu a velikostniho standardu (Tabulka 5).
Roztoky je nutné promichat propipetovanim, jelikoz se hlife misi.

Tabulka 5. Rozpis smési pro fragmentacni analyzu.

Slozka Na 1 vzorek
Hi-Di Formamid 15 ul
600 LIZ dye Size Standard v2.0 0,5 pl
Celkem 15,5 pl
e Sm¢s se rozpipetuje do 96-jamkové desticky po 15 pl.

3.2.5

Ke smési se postupné pipetuje 1 pl PCR produktu a poté se desticka uzavie septem.
Vzorky v 96-jamkové desticce jsou denaturovany 2 min pii 95 °C v PCR cykleru.

Fragmentacni analyza probihd na genetickém analyzatoru AB 3500 (ThermoFischer
Scientific) s vyuzitim standardnich protokoll pro fragmentacni analyzu.

Vyhodnoceni a interpretace dat

V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zakladé¢ vSech dostupnych informaci se pro-

vadi jejich interpretace. Uvedenym postupem je mozné spolehlivé detekovat vSechny alely
u diploidnich, triploidnich i tetraploidnich odriid. Pokud je u polyploidnich odriid méné
alel nez zjisténa ploidie, nelze spolehlivé urcit, které alely se vyskytuji ve vice kopiich.

3.2.5.1 Ocekavané vysledky

Pro analyzu dat se pouziva software GeneMapper v5.0 (ThermoFisher Scientific),

ktery na zaklad¢ velikostniho standardu vyhodnocuje relativni délku jednotlivych PCR
fragmentl v nukleotidech. Délku fragmentl je mozné vyhodnotit s pfesnosti 1 nukleo-
tid. V Tabulce 6 jsou uvedeny rozmezi délky jednotlivych alel pro kazdy SSR marker.
Vysledkem je sada alel, ktera je unikatni pro kazdy jednotlivy genotyp jabloné. Vyhodnoceni
pak probihd na zdklad¢ porovnéani sady alel analyzovaného vzorku s jinymi vzorky, pfi-
padné s referencni databazi dle typu analyzy.
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Tabulka 6. Matrice pro vyhodnocovani. Kombinace marker(, fluorescenéniho znaceni a o¢ekavanych veli-
kosti alel. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

LG skupina Marker Délka alel Znaée’ni/

kanal

LG1 HI02c07 398448 | NPET

LG2 CHO02c06  390-466 viC

LG3 GD12 294-349 vIC

LG4 NZ01a6 455-510 NED

LG5 CHO5f06  393-419 NED

LG6 CHO3d07  191-250  |[WANEFANE

LG7 CHO4e05  185-247 vic

LG8 CHO1h10 83-135 vIC

LG9 CHO1f03b  98-141

LG10 CHO2¢11 411-470

LG11 CH02d08  289-342

LG12 CHO1f02  289-350 NED

LG13 GD147 314-352

LG14 CHO4c07  198-243 -

LG15 CH02c09 206230 NED

LG16 CHO5e04  106-156  [INNGSFAM

LG17 CHO1hO1 89-144 NED

Do kazdého béhu fragmentacni analyzy je také vhodné zaradit n€kolik tzv. referenc-
nich odrad, které slouzi jako kontrola. Tyto referenc¢ni odridy se zndmou sadou alel jed-
notlivych SSR markert jsou také vhodné k validaci vysledkl pii pfenosu metody do jiné
laboratofe nebo pii mezilaboratornim porovndvani, protoze relativni délka jednotlivych
PCR fragmentl se miize lisit od délky realné sekvence (relativni délka je ovlivnéna nejen
realnou délkou sekvence, ale také napt. fluorescenénim zna¢enim, pouzitymi reagenciemi,
piistroji ¢i podminkami kapilarni elektroforézy).

Jako kontroly jsou vhodné ovétené odrady/genotypy, které doporucuje ECPGR,
nebo odriidy, které jsou bézné pouzivany pro rutinni praxi, jejich seznam je uveden v kapi-
tole 3.2.3. Grafické vysledky jsou znazornény ve formé elektroforeogramii na Obrézcich 1
az 8, délky alel jednotlivych SSR markerti kontrolnich odrtid jsou uvedeny v Tabulce 7.



Obrazek 1. Referenc¢ni odrida 'Golden Delicious'.
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Obrazek 2. Referen¢ni odriida 'ldared'.
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Obrazek 3. Referencni odruda 'Jonagold’ (triploid).
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Obrazek 4. Referenéni odr(ida 'Sampion'.
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Obrazek 5. Referen¢ni odriida 'Gala’'.
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Obrazek 6. Referencni odriida 'Red Delicious'.
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Obrazek 7. Referencni odriida 'Braeburn'.
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Obrazek 8. Referenéni odrlida 'Fuji'.
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Tabulka 7. Relativni velikosti alel jednotlivych markerd u referenénich odrdd. Odrudy 'Golden Delicious',
'ldared’, 'Sampion’, 'Gala’, 'Red Delicious', 'Braeburn' a 'Fuji' jsou diploidni, odriida 'Jonagold'
je triploidni. U triploidnich odrd nelze spolehlivé urcit, ktera alele je pfitomna ve dvou kopiich.

SSR Marker Diﬁ::(ijgﬂs Idared ";3,?;%?;;’ Sampion Gala De:?;?)us Braeburn Fuji

402 410 402 402 406 406 408 406

Hi02c07 408 442 408 442 408 408 408 408

424 424 424 418 424 405 428 438

CHO02c06 428 440 428 428 428 438 438 438
- - 440 - - - - -

303 303 303 303 303 303 303 303

GD12 345 303 345 345 345 309 309 309

498 498 498 498 500 488 504 488

NZ01a6 500 498 500 500 504 504 506 504

403 403 403 393 393 403 411 393

CHO05f06 411 407 411 403 403 411 411 403

209 223 209 207 209 227 227 248

CHO03d07 227 227 223 209 240 248 248 248
- - 227 - - - - -

185 185 185 185 185 185 214 185

CHO4e05 185 240 185 214 185 216 216 214
- - 185 - - - - -

87 95 87 87 87 87 95 87

CHO1h10 106 95 106 95 106 95 95 95

98 116 98 118 129 98 118 129

CHO1f03b 129 129 129 129 137 137 137 137

425 435 425 425 423 413 413 435

CHO02c11 439 441 435 443 439 439 439 439
— - 439 - - - - -

307 309 307 309 309 295 301 295

CHO02d08 309 313 309 339 339 301 339 295
- - 313 - - - - -

297 309 297 297 297 307 307 309

CHO1f02 307 335 307 335 333 311 335 311
- - 335 - - — — -

328 322 322 328 328 328 328 328

GD147 328 336 328 340 340 342 342 340

198 213 198 212 198 221 213 210

CHO04c07 215 215 215 215 237 237 237 221

216 216 216 206 206 218 218 206

CHO02c09 230 222 222 216 216 228 230 218
- - 230 - - - - -

120 124 120 120 128 128 120 124

CHO05e04 128 128 128 122 128 128 128 128

118 116 118 120 120 118 118 118

CHO1h01 120 132 120 122 132 118 132 118

- - 132 - - - - -




28

3.2.5.2 Mozné problémy p¥i analyze dat (,, Troubleshootings*)

Software GeneMapper vyhodnocuje data z fragmentacnich analyz automaticky
a ve veétsing pripadu spravné, vyzaduje vSak kontrolu, nebot’ neni zcela bezchybny. V nékte-
rych ptipadech miiZze dojit k nevyhodnoceni urcité alely ¢i k vyhodnoceni nespravné alely,
napt. z divodu vyssiho pozadi ¢i vyrazného ,stutteringu® (krat$i varianty dané alely,
které vznikaji chybovosti DNA polymerazy). Kontrolu je vhodné provadét v softwaru
GeneMapper nezavisle dvéma osobami, zvlasté jedné-li se o doposud nezndmy genotyp.
V ptipadech, kdy analyzou dochazi pouze k ovéteni znamého (diive analyzovaného) geno-
typu, postacuje zpravidla kontrola jedné osoby v kombinaci s porovnanim s predeslymi
vysledky.

Pokud dojde k problémtim s vyhodnocenim, je potifeba dané alely porovnat s jinymi
genetickymi profily, kde jsou grafické vystupy jednotlivych alel jednozna¢né (tzn. v jiné
kombinaci alel s v&tSim délkovym odstupem mezi nimi). V nésledujicim textu jsou uve-
deny nejcastéjsi piiklady problematicky vyhodnotitelnych alel, kterym je vhodné vénovat
zvySenou pozornost.

3.2.5.2.1 ,,Stuttering

Nejcastejsi komplikaci pti vyhodnocovani dat je vysoky tzv. ,stuttering® u nékte-
rych alel. K stutteringu obvykle dochéazi z divodu skluzu DNA polymeréazy pti PCR reakci
po nukleotidové repetici zpravidla o délce 1-2 baze. Skluz je ddn doasnym oddélenim
komplexu DNA polymerazy a nové syntetizovaného DNA vlakna od templatové DNA,
kdy se v oblastech s repetitivnimi sekvencemi mize polymeraza op&tovné spojit s templa-
tovym fetézcem v poloze o jedno nebo dvé opakovani pted nebo za mistem (Castéjsi), kde
se odpojila. Nejvyrazn€j$im vrcholem zpravidla byva piesna kopie alely, kratsi nebo delsi
fragmenty liSici se o nasobek délky repetice pak vykazuji slabsi signal. Problemati¢téjsi
vyhodnoceni pak miiZe nastat, kdyz dojde k ptekryvu dvou nebo vice ,,stutterujicich* alel,
popiipadé vyskytu alely bez stutteru, jejiz velikost se piekryva se se stutterem jiné alely.
Na nize uvedenych obrazcich jsou uvedeny piiklady kombinaci alel, které mohou byt pro-
blematické pro spravné vyhodnoceni (Obrazky 9—15).

V ojedinélych ptipadech je také mozné zaznamenat stutter o jeden nukleotid delsi
nez je presnd kopie dané alely, ktery mtize byt zptisoben tendenci DNA polymerazy pfi-
davat k 3’ konci amplifikované sekvence jeden dATP navic. Z tohoto diivodu je vhodné
pro fragmentacni analyzu pouzit DNA polymerdzu, ktera tuto tendenci nevykazuje, nebo
jen ve velmi malé mifte, napt. DNA polymerdzu obsazenou v reagencii Phusion Flash High-
Fidelity PCR Master Mix.



Obrazek 9. Kombinace alel 309 a 311 u markeru CHO1f02 ve vazbové skupiné chromozomu 12. (A)
Alela 309 vypada jako velmi vysoky stutter alely 311. (B) Alela 311 v kombinaci s alelou 335,
kde je vidét, Ze alela 311 ma obvykle nizsi stutter. (C) Alela 309 v kombinaci s alelou 335.
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Obrazek 10. Kombinace alel 210 a 212 u markeru CH04c07 ve vazbové skupiné chromozomu 14. (A)
Alela 210 vypada jako vysoky stutter alely 212. (B) Alela 212 v kombinaci s alelou 221,
kde je vidét, Zze samostatna alela 212 vykazuje nizky stutter. (C) Alela 210 v kombinaci

s alelou 237.
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Obrazek 11. Nizky signal alely 212 markeru CH04c07 ve vazbové skupiné chromozomu 14. (A) Alela
212 mimikuje stutter alely 215. (B) Alela 215 v kombinaci s alelou 198, kde alela 215 vyka-
zuje oproti obrazku A nizsi stutter v pozici o dvé repetice kratSi nez pfesna kopie. (C) Alela
212 v kombinaci s alelou 237.
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Obrazek 12. Nizky signal alely 342 markeru GD147 ve vazbové skupiné chromozomu 13. (A) Alela 342
vykazuje nizky signal oproti alele 340 a mohla by se tak jevit pouze jako del$i stutter alely
340. (B) Alela 342 v kombinaci s alelou 328, kde je vidét, Ze se opravdu jedna o alelu s niz-

[

>
d
g
4

- l Alely 340+342
oo} |
=l u‘i\. u' 1L I ".'L

B [ o = G ] Ga [ Ghvon ]
- ‘ Alely 328+342
= I
- _JJJ l' N l__ﬁ'.L______k I W I

C [ G = | Gt ] Chis : [ Gt ]
- Alely 340+344
- i Al " ,




Obrazek 13. Kombinace alel 433 a 435 markeru CHO02c¢11 ve vazboveé skupiné chromozomu 10. (A) Alela
433 je skryta ve stutteru alely 435. (B) Alela 435 s nizSim stutterem nez na obrazku A.
(C) Alela 433 v kombinaci s alelou 439.
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Obrazek 14. Kombinace alel 437 a 439 markeru CHO02c11 ve vazbové skupiné chromozomu 10. (A) Alela
437 je skryta ve stutteru alely 439. (B) Alela 439 v kombinaci s alelou 435, kde vykazuje
niz8i stutter neZ na obrazku A. (C) Alela 437 v kombinaci s alelou 443.
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Obrazek 15. Kombinace alel 208 a 210 markeru CHO4c07 ve vazbové skupiné chromozomu 14. (A) Alela
208 mimikuje vysoky stutter alely 210. (B) Alela 210 v kombinaci s alelou 215, kde vykazuje
niz8i stutter nez na obrazku A. (C) Alela 208 v kombinaci s alelou 215.
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3.2.5.2.2 Alely lisici se pouze o 1 nukleotid

Dal§im problémem mohou byt alely liSici se pouze o jeden nukleotid. Sice se vyskytuji
pouze v ojedinélych piipadech, ale Ize je snadno piehlédnout (Obrazky 16 a 17). V ptipadé
pochybnosti se doporucuje danou oblast piiblizit, takze ob¢ alely jsou snadno odliSitelné.



Obrazek 16. Alely 99 a 100 markeru CHO1h10 ve vazbové skupiné chromozomu 8. (A) Alely 99 a 100
liSici se pouze o 1 nukleotid. (B) Alely 95 a 100. (C) Alely 99 a 131.
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Obrazek 17. Alely 127 a 128 markeru CH05e04 ve vazbové skupiné chromozomu 16. (A) Alely 127
a 128 liSici se pouze o 1 nukleotid. (B) Alely 122 a 128. (C) Alela 127.
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3.2.5.2.3 Zdroj chyb v pre-analytické a analytické fazi
Pfi hodnoceni vysledkl je také tfeba brat do tvahy, ze k ptipadné chybé mohlo

o chybny odbér vzorki nebo o zdménu vzorki pii manipulaci se vzorky (zamrazovani ple-
tiva, izolace DNA, aj.), coz pti samotné analyze elektroforeogramil neni patrné a chybu je
mozno odhalit pouze pii porovnavani vysledkii jednotlivych genotypi z riznych odbéra.
Pro odhaleni této chyby se proto doporucuje provadét analyzu dvou nezavisle odebranych
vzorkd, které musi mit ve vysledku stejny geneticky profil.

Naopak v piipadech kontaminace nebo neumyslného smichédni vice vzorkii dohro-
mady pfi analyze vice listl €1 Iyka z vice vyhonll (napftiklad propletené vétve sousednich
stromtli v sadu, naroubovani vice odriid na jeden strom, prorustani podnoze) jsou chyby
Casto patrné jiz ze samostatného elektroforeogramu, nebot’ vznikaji viceploidni profily.
Ve vétSing pripadi vznikaji tetraploidni profily, a to po smichani dvou diploidnich vzorka
(Obrazek 18). Tetraploidni jabloné sice existuji, ale zastupuji tak velmi nizké procento
vSech znamych kultivar(, Ze je vhodné tetraploidni nalez vzdy ovéfit, idedln€ provést novy
odbér vzorku. Pentaploidni a hexaploidni profily vzdy indikuji smé&sny vzorek.

Obrazek 18. Priklad tetraploidniho profilu, kdy doslo ke smichani odriid 'Rubimeg' a 'Delén’.
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3.3 Priklady vyuziti metodiky pro genotypizaci jabloni

Nize uvedené ptiklady vyuziti metodiky pro genotypizaci jabloni jsou pouze ilust-
racni a v Zzadném piipad¢ nejsou vycerpavajici.

3.3.1 Tvorba referencni databaze pro ucely ovérovani a identifikace odrid

Ovétovani a identifikace odriid jsou ptiklady aplikaci, pro které je nutné mit vytvo-
fenu referencni databazi odrud, s kterou je mozné srovnavat ziskané genetické profily tes-
tovanych vzorkl. Zatimco pii oveéfovani se zpravidla odpovida na otazku, zda jsou testo-
vané vzorky shodné se zndmou referencni odridou, pro identifikaci neznamé odriidy musi
byt k dispozici co nejrozsdhlejsi kolekce ovérenych odrid. Dle tcelu lze tedy vytvaret
ruzné typy referen¢nich databazi.

3.3.1.1 Referencni databdze pro péstitelskou praxi v Ceské republice

Pro péstitelskou praxi je vhodna databaze nejcastéji péstovanych odrid. Dle Setfeni
Ceského statistického ufadu z roku 2017 (CSU, 2017) byly ve véku 5-14 let nejéast&ji
pestovany nasledujici odridy (Tabulka 8):

Tabulka 8. Nej¢astgji pé&stované odridy v Ceské republice ve véku 5-14 let k roku 2017.

Plocha V tom podle stafi stromi [ha]
sadd celkem
[ha] 0-4 roky 5-14 let 15-24 let 25 a vice let
Jabloné celkem 10 487,01 1769,61 2 194,69 2 059,74 4 463,01
V tom skupiny odriid:
Golden Delicious 2 065,52 256,87 639,52 239,87 929,26
Idared 1786,40 128,3 161,84 4749 1021,35
Jonagold/Jonagored 724,84 195,95 330,77 169,09 29,04
Shampion 560,65 114,86 78,77 178,29 188,73
Gala 339,64 111,26 200,62 25,67 2,09
Red Delicious 160,21 4,07 5,48 6,21 144,45
Braeburn 136,95 88,04 20,98 27,91 -
Elstar 41,88 - 23 33,72 5,86
Boskoop Rouge 29,16 0,16 11,43 1,86 15,71
Pinova 16,34 - 7,27 9,05 -
Fuji 13,3 0,26 6,03 7,01 -
Cox Orange 13,17 - 0,16 1,12 11,89
Granny Smith 11,88 - 1,24 5,02 5,61
Ostatni 4 587,07 869,81 728,28 880,02 2 109,00

Postupné také dochazi k obméné sadll a rozsifuji se moderni odrtidy, jako jsou napf.
'Opal', 'Rubin', 'Meteor', 'Antopa’, 'Artiga’ ¢i 'Rubelit'. Moderni také zacinaji byt sloup-
covité odriidy, napf. 'Rumba’, 'Lambada', 'Slendera' &i 'Cumulus'. V Ceské republice jsou
v prodeji také velice popularni konzumni jablka nové vySlechténych odriild dovezena
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ze zahrani¢i napf. 'Cripps Pink' (zndma pod obchodnim nazvem Pink Lady) nebo 'Crimson
Snow'. Genetické profily referenc¢nich odriid jsou uvedeny v kapitole 3.2.5.1 v Tabulce 7
a lze je vyuzit pro ovéfeni nejcastéji pestovanych odrad.

Jak bylo jiz zminéno, u nékterych odrid existuje mnoho mutaci (klonit) (Tabulka
9), které vSak neni mozné pomoci této metodiky odlisit. Identifikaci klonti je nutné fesit
na urovni sekvenci celého genomu, typické polymorfizmy pro jednotlivé mutace vSak
dosud nebyly popsany.

Tabulka 9. Priklady odrdd a jejich nejznaméjsich mutaci (klonu).

Odrada Nejznaméjsi mutace

Rubin Dark Rubin, Rubin Spur, Gold Bohemia, Bohemia, Red Bohemia

Gala Galaval, Royal Gala, Galaxy, Gala Must , Baygent, Fendeca, Brookfield
Golden Delicious  Golden Reinders, Golden Parsi, Golden Smoothe

Melrose Melrouge, Melrouse Beaumont

Fuji Fuji BC 2, Fuji Nagafu 2, Aki-Fu 1, Kiku

James Grieve James Grieve Super Compakt, James Grieve Red, James Grieve Double Red
Red Delicious Top Red, Ace Delicious, Red Cap

Jonagold Jonica, King Jonagold, Jonagored, Red Jonaprince, Marnika,

Boskoopské Boskoopské Cervené, Rode Boskoop Verheul

3.3.1.2 Referencni databdaze pro ucely uzndvaciho vizeni odrid jabloni

Usttedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky (UKZUZ), Narodni odriidovy tiad
(NOU), jako statni organ zajist'uje registraci novych odrtid, udélovani ochrannych prav
k odridam, vedeni Statni odridové knihy, vydévani seznamu chranénych odrad, vydavani
ptehledl novych odriid a certifikaci rozmnozovaciho materidlu ovocnych druhti. Ve své
¢innosti se v principu zabyva tremi typy zkousSek:

1)  zkouSeni novych odrid, kde se sleduje odlisnost od stavajicich registrovanych
¢i chranénych odriid, uniformita odridy a stalost znakii mezi jednotlivymi lety
hodnoceni (tzv. DUS testy)

i1) testovani piipadné shody odrad

iil) ovétovani odrad pii prodluzovani registrace.

Metodika genotypizace jabloni mize byt uplatnéna jak na zacatku odriidovych
zkousek pro ucely registrace ¢1 ochrannych prav, zda se jednd o novou odriidu nebo mutaci
zndme odridy, tak zejména pii ovéfovani odrid pii prodluzovani registrace. V rdmci
uplatnéni metodiky byla provedena prvotni analyza referenéniho souboru NOU — celkem
bylo ovéfeno 335 odrid/genotyptl, z nichz 41 (12 %) odrtd bylo triploidnich, ostatni byly
diploidni (88 %). Detailni genetické profily odrid ma NOU k dispozici a predpoklada
zavedeni metodiky genotypizace jabloni do své praxe.

Metodiku mohou také vyuzit Slechtitelé jabloni, kterym umoziuje na zéklad¢ zna-

losti genetického profilu jejich odriid jednoduSe kontrolovat, zda péstitelé dodrzuji licen¢ni
podminky jejich péstovani.



3.3.1.3 Referencni databaze pro sbirkové ucely

Ceska legislativa uklada (zejména zakony ¢&. 368/1992 Sb. a 148/2003 Sb.) a upra-
vuje zakladni podminky pro shromazd’ovani, hodnoceni, dokumentaci, konzervaci a vyuzi-
vani genetickych zdroji rostlin a mikroorganismi, které¢ jsou diilezité pro vyzivu a zemée-
délstvi v ramci AkEniho planu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji. Mezi tyto
komodity patii 1 ovocné druhy vcetné jabloni, které jsou uchovavany v genofondovych
sbirkach, a informace o nich, jakoZto i o dalSich ovocnych druzich jsou vedeny v databazi
GRIN Czech, kterou spravuje Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

Genofondy nabyvaji na diilezitosti zeyjména v posledni dobé& s uplatiiovanim evrop-
ské agendy tzv. ,,Green Deal* s cilem snizit spotfebu hnojiv a prostiedkti na ochranu rost-
lin, nebot’ jednou z moznosti mize byt cilené Slechténi odrid s pozadovanymi vlastnostmi.
Genofondy totiz shromazd'uji ptivodni odrtidy, staré a krajové odrtidy, ¢i nekulturni druhy
jabloni, které mohou byt zajimavym zdrojem znakii pro moderni Slechtitelské programy,
jako jsou napft. zvyseni odolnosti odriid vii¢i chorobam nebo (a)biotickym faktorim.

Aby bylo mozné s genofondovymi polozkami pracovat, je nezbytné je kromé fenoty-
povych/fenologickych znakl charakterizovat také geneticky, aby mohl byt jejich potencial
zcela vyuzit (v ramci predchéazejici studie byla predkladana metodika vyuzita pro charakte-
rizaci asti genofondové sbirky jabloni VSUO; Cmejlova, 2021). Znalost co nejvétsiho
mnozstvi genetickych profili odrid umoziuje 1 dalsi aplikace, napt. identifikaci nezna-
mych odrid ze starych vysadeb, aleji ¢i zameckych zahrad v ramci zkoumani kulturniho
dédictvi na uizemi nasi republiky.

3.3.2 Provéreni produkéniho Fetézce vyroby jablonovych vypéstki

Postupy genotypizace jabloni lze s vyhodou uplatnit ve Skolkaiské praxi pro kont-
rolu vyroby jablonovych vypéstki, nebot’ pro jejich pripravu se pouziva vegetativni roz-
mnozovaci material — ocka, rouby, takZze geneticky se stdle jednd o stejny organizmus.
Produk¢ni fetézec vyroby jablonovych vypéstki zahrnuje nékolik krokti a vyuziva roz-
mnozovaci materidl nékolika stupiti kvality, ktery maji Skolkafi k dispozici at’ jiz ve svém
vlastnictvi, nebo formou subdodavky. Jedna se zpravidla o:

» Registrovana, resp. chranéna odriida NOU
» Slechtitel jako primarni zdroj odriidy
P Matecnice v technické izolaci jako zdroj zdravého rozmnozovaciho
materidlu
P Prostorové izolaty jako hlavni zdroj rozmnozovaciho materialu
pro vypéstky
» Priiprava findlnich vypéstkl (o¢kovani, roubovani)
» Prode;j
V pribéhu produkéniho fetézce je tak nutné zajistit, aby v kazdém kroku doslo

k pfenosu rozmnozovaciho materialu pozadované odridy a nedoslo k zdméné. Pro kont-
rolu téchto klicovych bodi je pak mozné s vyhodou vyuzit predkladanou metodiku, ktera
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byla exemplarné¢ zavedena do praxe ve dvou vyrobnich podnicich. V obecné roviné Ize
doporucit nasledujici postup:

1) Ptedpokladem pro vyuziti metodiky v praxi je zavedeni unikatniho znac¢eni konkrét-
nich strom, které se pouzivaji jako zdroj rozmnozovaciho materidlu ve vyrobnim
procesu.

2) Vyhodou je zavedeni fizené dokumentace pro evidenci toku rozmnoZovaciho mate-
ridlu vyrobnim podnikem, aby bylo v ptipadé€ problému mozné dohledat konkrétni
strom(y) a Sarzi vypéstki, u kterych doslo k zdméené, a vcas a rychle identifikovat
pricinu ptipadnych problému.

3) Vytvofeni referencni databaze genetickych profilti konkrétnich stromi pouzivanych
jako primarni zdroj rozmnozovaciho materidlu (matecnice), pokud je mé vyrobni
podnik k dispozici. Pfipadné ovéteni zdroje u subdodavatele nebo Slechtitele.

4) Ovéieni pravosti odriidy s vyuzitim referen¢ni databaze genetickych profilii pii NOU.

5) Vytvoreni a priibézna aktualizace genetickych profilli vSech stroml pouzivanych
pro vyrobu rozmnozovaciho materialu/stromku (prostorové izolaty).

6) Vytvoreni referencni databaze odriid péstovanych/mnozenych v daném podniku.

7) Namatkova kontrola prodavanych vypéstkl a jejich srovnani s referencni databazi.

Cilené kontrola v pfipad¢ podezieni na zaménu.

Finan¢né nejnakladnéjsim (dle poctu udrzovanych odrid) mtze byt vytvotreni vnit-
ropodnikové databaze. Vzhledem k dlouhovékosti stromi vsak bude mozné ziskané infor-
mace pouzivat v dlouhém ¢asovém obdobi, protoze geneticky profil se s vékem neméni.
Mnozstvi vzorkl pro namatkovou kontrolu stromkti uréenych k prodeji pak lze jiz modi-
fikovat podle odriidové skladby a mnozstvi proddvaného sortimentu (experimentalné oveé-
fovano cca 10 % finalni produkce). Pro zlevnéni a zrychleni provedeni analyz lze vyuZzit
1 moznost piipravy smésného vzorku (ze 3 az 4 stromtl) pii o¢ekavani stejného genetického
profilu (napft. stejna Sarze vypestki). U otestovanych stroml/vypéstka 1ze pak deklarovat
genetické ovéteni odrudy.

V minimalistickém provedeni lze provadét pouze krok 7) u vybranych odrid a pro-
vést srovnani pouze s danou referencni odrtidou. V piipadé€ nalezu diskrepance vSak nebude
ziejmé, v jakém kroku vyrobniho procesu k chybé doslo.

3.3.3 Ovérovani odridové pravosti u plodi

Standardné se genotypovani provadi ve vegetacnim obdobi z listil, ptipadné z lyka
v dob¢ dormance. Izolace DNA z téchto ¢asti rostlin je u jabloni bezproblémova, coz umoz-
nuje standardizaci celé metody. Pfedkladana metodika vSak umoziuje provést genotypizaci
a ovétovani odrud 1 z Cerstvych nebo suSenych plodu (kiizaly) a Ize ji tak vyuzit pro kont-
rolu odriidové pravosti v postprodukénich procesech v piipade, kdy je odriida deklarovana
napft. pti vyskladiiovani, pfi prodeji v obchod¢ nebo u odriidovych vyrobki. Postup byl
ovéten na Cerstvych plodech a kiizalach zakoupenych v obchodé, které byly deklarovany
jako odrtida 'Opal'.



Metodika tak mtze byt vyuZita i dozorovymi organy, do jejichz kompetence spada
ochrana spotiebiteli, jako napi. Ceska obchodni Inspekce (COI), Statni zem&délska a potra-
vinaiska inspekce (SZPI) nebo Celni sprava.

4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V Ceské republice nebyla doposud moznost genotypizace jabloni k dispozici
a k odliSovani odrid se pouZivaji standardni fenologické/fenotypové deskriptory. Jejich
pouziti je vSak vazano na dlouhodobé&jsi sledovani a ad hoc ur€ovani odrud, at’ jiz podle
habitu stromti nebo plodd, je extrémné zavislé na zkuSenosti posuzovatele a mtize byt zati-
Zeno subjektivni chybou. Naproti tomu genotypizace jabloni dle této metodiky je spoleh-
liva, ptesnd, vyuzitelna po cely rok a vysledky Ize v ptipad¢ potieby ziskat béhem nékolika
hodin. Zavedeni této metodiky do praxe tak ptedstavuje novy kvalitativni skok na celona-
rodni trovni pro vSechny potencialni uzivatele.

Poznamka k novosti postupu vlastniho procesu genotypizace

Pro jablon¢ byla popsédna cela fada SSR markert (napt. Guilford, 1997; Hokanson,
1998; Liebhard, 2002; Silfverberg-Dilworth, 2006 a mnoho dalSich), pro porovnatel-
nost genotypizacnich dat mezi jednotlivymi laboratofemi vSak mezinarodné uznavany
Evropsky kooperativni program pro rostlinné genetické zdroje (The European Cooperative
Programme for Plant Genetic Resources, ECPGR) doporucil jako standardizovany proto-
kol fragmenta¢ni analyzu 12 SSR markerd (Fernandez, 2013), ptestoze pii pouziti téchto
12 SSR markert byla jiz dfive pfi analyze 2 162 odrtd jabloni péstovanych v genofondu
East Malling Research (Velka Britanie) identifikovdna fada odrid se shodnym genoty-
pem. Cést z nich tvofily znamé klony a shoda genotypt u nich byla oekavana, u dalsich
se mohlo jednat o neznamé/nezadouci duplicity v genofondu, ale téZ o nahodnou shodu
v danych SSR markerech bez ohledu na ptibuznost. Autofi proto doporucili peclivé feno-
typické porovnani a dodate¢nou analyzu dalSich SSR markert pro odliSeni téchto odrd
(Fingerprinting the National Apple & Pear Collections, Research Project Final Report,
2010). Od t¢ doby byla provedena tada dalSich genotypizaénich studii, nicméné nejvy-
znamnéjs$i je prace Urrestarazu a kol. (2016), v které bylo analyzovano vice nez 2 400
odrid jabloni z celé Evropy. Pro snizeni pravdépodobnosti ndhodné shody mezi odlis-
nymi odridami zde byla genotypiza¢ni sada markerti doporuc¢enych ECPGR rozsifena
na 16 SSR markeril pochdzejicich z 15 riznych chromozémt jabloné. Analyza probihala
ve 4 multiplexech, coz bylo velmi pracné a financné narocné.

Na zakladé vyse uvedenych dat byla na pracovisti VSUO genotypizace jabloni fragmen-
tacni analyzou inovovana: 1) bylo pouzito 17 SSR markert, pti¢emz kazdy pochéazel z jiné¢ho
chromozomu pro dal§i ucinné zvyseni schopnosti diskriminace jednotlivych odriid (obsa-
huje 1 markery doporu¢en¢ ECPGR); ii) byla navrzena takova sada primert, aby mohla
amplifikace probihat v jediné reakci s cilem snizit cenu analyz a omezit chybovost pfi
provadéni analyz; iii) byla zachovana zpétna kompatibilita s vysledky ziskanymi ptivod-
nimi postupy; iv) genotypizacni sada vykazovala pravdépodobnost shody dvou neiden-
tickych vzorkti 1,7x 102, Genotypizace jabloni s vyuzitim jediné reakce je celosvétove
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zcela unikatni a byla zminéna i1 v nedavno publikovaném obsahlém review o genotypizaci
pomoci SSR markerti u ovocnych plodin (Testolin, 2023).

5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

V ovocnafstvi je ureni identity vegetativné mnozeného rozmnozovaciho materidlu
hlavnim faktorem pro kontrolu odriidové pravosti a naslednou certifikaci sadby. Spolehlivé
metody identifikace jsou diilezité pro zkuSebni a certifikacni organy, producenty a prodejce
rozmnozovaciho materialu (Skolky, roubové mnozarny), majitele sadd, ale také pro doda-
vatele a prodejce jablek a produktii z nich (napf. kiizaly), u kterych je deklarovana odrtda.
Z tohoto okruhu se rekrutuji 1 potencialni uzivatel¢ této metodiky:

» Ustiedni kontrolni a zku$ebni Gstav zemédélsky, Narodni odridovy ufad vyuZije
tuto metodiku pro kontrolu novosti pfihlasovaného materidlu a shody s pivodnim
materidlem v pfipadé prodluZzovani registrace odrudy.

» Ovocnarska unie CR miize metodiku zavést pro rutinni ovéfovani odriidové pra-
vosti proddvaného ¢i mnozeného materialu.

> Pcéstitelé mohou metodiku zavést do své péstitelské praxe pro ovétovani odriidové
pravosti sazené¢ho materidlu do ovocného sadu.

» Slechtitelé mohou ovéfovat rodi¢ovsky ptivod novych odrid.

» Statni zem&délskd a potravinatska inspekce a Ceskd obchodni inspekce mize diky
metodice ovéiovat odridovou pravost u prodavanych plodi nebo produktti z nich.

» Celni sprava mize ovétovat dovazené a vyvazené deklarované zbozi.

O vyuziti metodiky genotypizace jabloni vSak projevili zdjem i dal$i z4jemci:

P Instituce a spolecnosti udrzujici genofondové sbirky jabloni mohou metodiku vyu-
Zit ve své praxi, napi. pro oveétfovani uspésnosti pienosu odriidy/genotypu z jednoho
mista na jiné, napt. z divodu stafi vysadby a jeji obnovy.

» S rozsifovanim péce o krajinu roste zajem i o staré a krajové odriidy jabloni, at’
uz se jedna o novou vysadbu, nebo o objevovani a udrZzovani starych sada, aleji
¢1 solitérnich stromti. Vzhledem k dlouhovekosti stromt se vSak vétSinou vytraci
povédomi o jejich historii a ptivodu, a protoze se zpravidla jedna o velmi staré nebo
lokélni odriidy, byva velmi obtizné tyto odridy urcit podle fenotypovych/fenologic-
kych znakl. Metodiku genotypizace jabloni lze tak vyuZit pro charakterizaci téchto
stromd, které v jistém smyslu piedstavuji nase kulturni dédictvi, o které se staraji
napft. obcanské spolky, obce ¢i spravy narodnich parki.



6 EKONOMICKE ASPEKTY

Na ekonomické piinosy této metodiky je mozné nahlizet z riznych pohledd, a to
v zavislosti na jejim pouziti.

6.1 Ovéreni pravosti odridy pred vysadbou — kalkulace ztrat na hektar pri
vysadbé Spatné odrudy z pohledu péstitele.

V Ceské republice bylo v roce 2022 vysazeno v produkénich sadech na plose 7 011 ha
celkem 10 340 000 stromtl jabloni, které poskytly vynos 131 353 tun ovoce (CSU). Po pie-
poctu byl jeden hektar primérné osazen 1 475 stromy. Jeden strom v tomto roce vypro-
dukoval primérné 12,7 kg jablek, z jednoho hektaru pak byl primérny vynos 18 732,5kg.
Primérna vykupni cena 1kg jablek byla v roce 2022 na zaklad¢ udaji Agrarni komory/
Ceského statistického titadu 13,075K¢ (prehledné uvedeno napi. zde TV Nova, tydenni
vyvoj cen lze nalézt na strankach Statniho zemé&délského intervenéniho fondu (SZIF), cena
se 1181 1 v zavislosti na odrad¢ (viz pravidelné Zpravy o trhu ovoce SZIF). Ptfi uvazovaném
nulovém vynosu kviili nevhodné osazenému sadu tak dochazi k primérné ztraté vynosi
z prodeje cca 245 000 K¢/ha/rok, ptficemz osazeni sadu jinou odriidou lze zpravidla roz-
poznat az po tfech letech, kdy zac¢ina plodit. Ztrata z produkce tak mize teoreticky byt az
750 000 K¢&/ha/3 roky, ve skute€nosti vSak bude o néco nizsi, nebot’ mlady sad nebude jeste
dosahovat primérnych publikovanych vynosii na hektar (primérné staii jabloné v ¢eskych
sadech spad4 do skupiny stromd 15-24 let, CSU). Dalsi naklady viak piinaseji vysadba
nespravné odrudy (potizeni stromk, ndklady na jejich vysadbu) a udrzovani celého sadu
az do rozpoznani nespravnosti vysazené odriidy. Tyto ndklady budou velmi individu-
alni, pro orientaci uvadime informace k vysi dotace na restrukturalizaci ovocnych sadi
v rezimu ekologického zemédélstvi pro rok 2023 (SZIF): vysSe dotace do 50 % skute¢né
vynaloZenych uznatelnych ndkladii souvisejicich s pfedmétem dotace, maximalné vSak:

1) do 240 000 K¢/ha nove vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou jabloni, hrusni,
merunék, broskvoni (nektarinek), slivoni (kromé& myrobaldnu), tfeSni nebo visni
s minimalnim poc¢tem Zivotaschopnych jedinct stromt 800 ks/ha, tedy néklady
na zalozeni 1 ha sadu dosahuji cca 480 000 K¢;

11) do 120 000 K¢/ha noveé vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou jabloni, hrusni,
merungk, broskvoni (nektarinek), slivoni (krom& myrobaldnu), tfeSni nebo visni
s minimalnim poctem zivotaschopnych jedinct stromti 400 ks/ha, tedy naklady
na zalozeni 1 ha sadu dosahuji cca 240 000 K¢.

Dalsi néklady pak pfinese likvidace nevhodné osazeného sadu (napt. odridou
nevhodnou pro klimatické podminky daného sadu, nerezistentni odriidou pii zdméru eko-
logické produkce ovoce apod.), tyto ndklady pak budou opét individualni.

Je tak zfejmé, ze celkové Skody piinespravné vysadbé ovocného sadu mohou snadno
dosdhnout milionovych ¢astek na hektar, pokud je tfeba nevhodnou vysadbu zlikvidovat
a plochu znovu osézet.

41


https://tn.nova.cz/zpravodajstvi/clanek/492471-v-cesku-zmizi-az-milion-ovocnych-stromu-sadari-vini-obchodniky-snazime-se-pomahat-uvadi-retezce
https://www.szif.cz/cs/zpravy-o-trhu?cdr=06&year=2023&ino=0
https://www.czso.cz/documents/10180/20567179/2133130104.pdf/3cde236f-60c1-498a-82c2-c574f8df338b?version=1.0
https://www.szif.cz/

42

6.2 Prvek zajiSténi kvality v systém managementu kvality ve vyrobnich
podnicich (Skolkach) — kalkulace ztrat pri vyrobé Spatné odridy
poti‘ebné k osazeni jednoho hektaru sadu z pohledu Skolkare.

Ztraty Skolkaill je mozné rozdélit na dvé ¢asti — 1) nadklady na vytvoreni Skolkai-
ského vypéstku a ii) usly zisk, pokud se nepodaii Spatné vyrobeny material prodat (obvykle
je velké mnozstvi stromil ur€ité odriidy produkovéano na zakézku, produkce Spatné odrady
pro maloobchod neni uvazovana, nebot’ vypéstky lze zpravidla prodat pod spravnym
nazvem). Naklady na vytvoteni Skolkafského vypéstku se budou znacné liSit mezi jed-
notlivymi podniky a mohou krom¢ nékladii na vytvofeni a udrzovéani vypéstku zahrnovat
1 cenu podnoze (fadove nizsi desitky K¢/ks, oka roubované odridy (obvykle cca v rozmezi
5-10 K¢/ocko), poptipad€ roubu (cca 25-50K¢ dle odriidy), a to v zavislosti na odradé,
kdy mohou byt vyzadovany licen¢ni poplatky, pfipadné na odebraném mnozstvi. Pokud
budeme uvazovat naklady na vytvoieni jednoho stromku pro velkoobchod ve vysi cca
50 K¢/ks, pak by byly ztraty pti vyrobe 1 475ks stromki priimérné pottebnych k osazeni
1 hektaru ve vysi 147 500K¢. K tomu je vSak tfeba pfipocitat prodejni cenu vypéestkd,
ktera nebude realizovana. Cena stromki bude opét velmi individudlni a bude ji ovliviio-
vat odebrané mnozstvi stromk, tvar stromku (Spic¢ak-korunka, zékrsek-ctvrtkmen-polo-
kmen-vysokokmen) ¢i odriida. Ceny se pak mohou orientacné pohybovat od cca 80 K¢/
ks (Spicaky) po 400 K¢/ks bez DPH v ptipadé vysokokmentl, to by znamenalo dalsi ztratu
pti neprodani 1 475ks ve vysi 118 000 az 590 000K¢. V ptipadé skolkait tak miize dojit
pti vyrobé stromkill nespravné odriidy, které jsou potfebné pro osézeni 1 hektaru, ke ztraté
ve vysi cca 275 000-725 000 K¢.

6.3 Ovérovani dodrzovani licen¢nich podminek — kalkulace ztrat pri
neuplatnéni licen¢nich poplatkii.

Chréanéné odrady jsou prodavany na zakladé smlouvy a dohod¢ na licenénich poplat-
cich, které maji pokryt ndklady Slechtiteli na tvorbu nové odriidy a byt i jejich ziskem, ¢ast
poplatku pak ptipada i skolkaiim ¢i dal$im ¢lankiim vyrobniho a prodejniho fetézce. Cena
licence je pfipocitavana jak k prodavanym ockim licencované odridy (cca 2—4 Kc/ocko,
obvykle v zavislosti na poctu odebranych ocek, odridé nebo slechtiteli), tak k prodavanym
stromktim (obvykle 10-75K¢, opét v zavislosti na poctu odebranych stromkt, odradé ¢i
Slechtiteli). Pii neopravnéném prodeji oc¢ek licencovanych odriid bez licenéniho poplatku
tak vznika Skoda ve vysi cca 4 000—8 000 K¢ na osazeny hektar (2 000 stromki), pfi neo-
pravnéném prodeji stromki bez licence pak vznikd Skoda 20 000-150 000 Kc/ha. Tato
Skoda se déli mezi Slechtitele a Skolkate, kterému by ¢ast licencniho poplatku mé¢la za nam-
nozeni dané odridy ptipadnout. Zakoupeni licencované odriidy vytvaii pres vyssi potizo-
vaci cenu stromku piinos i péstiteltim, nebot’ vykupni cena jablek licencovanych odrad
byva obvykle vyssi nez u odriid bez licence, totéz se tyka i prodejct, ktefi licencované
odridy prodavaji obvykle draze. Cely produkéni fetézec (od Slechtitele az po prodejce) tak
ma zajem na tom, aby u licencovanych odrtid byla ovétena pravost a nebyly péstovany bez
zaplaceni licen¢nich poplatkd, tedy levné;ji.

Zvlastni kapitolu pak tvoii tak zvané klubové odridy, jejichz produkce je vysoce
cenéna a vyznamn¢ omezena, kdyz je povolovano péstovani a mnozeni dané odridy pouze



za velmi piisnych podminek. Z ¢eskych odrid k nim patii napi. odrida Opal® vyslechténa
v Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky. Odménou za vy pofi-
zovaci naklady u klubovych odriid je pak cca o0 20—30 % vyssi zisk pro péstitele a zpravidla
1 zajistény odbyt pro produkci. V téchto ptipadech by ztraty z neopravnéného péstovani
byly jesté vyssi.

6.4 Ovéiovani odrid pfi prodlouZeni jejich registrace u Narodniho
odridového tradu (NOU) — kalkulace nakladi.

Vyhlaska Ministerstva zemédé€lstvi €. 221/2002 Sb., Ptiloha 2, kterou se stanovuje
sazebnik néhrad nédklad za odborné a zkugebni tikony vykondvané v ptisobnosti UKZUZ,
v soucasné dob¢ uvadi ro¢ni naklady za odriidu — zkousky odlisnosti, uniformity a stalosti
(tzv. DUS testy) u jabloni ve vysi 3 850 K¢&/rok. Zkousky odli$nosti, uniformity a stalosti
pii registraci nové odrudy obvykle trvaji 2-3 roky (Ehrenbergerova, 2014), pii prodluzo-
vani registrace pak mohou byt kratsi, je vSak tieba pocitat s alespon ro¢nim poplatkem
za testovani. Néaklady tak predstavuji 7 700-11 550K¢ (rok 2023).

6.5 Shrnuti

Oproti témto vycislenym nakladim stoji ndklady na genotypovani kalkulované
pro spotfebni material a chemikalie. Tyto ceny neuvazuji mzdové naklady ani odpisy pii-
strojového vybaveni, které tvoii také velmi podstatnou ¢ast nékladl, navic je ve vysledné
cené tieba zohlednit 1 soucasnou analyzu potiebnych kontrol. U izolace DNA z jednoho
vzorku jsou prumérné néklady chemikalii a laboratorniho plastu 95 K¢/vzorek, naklady
nasledné multiplexni PCR a fragmentac¢ni analyzy Ize vy¢islit pro 17 SSR markert na pfi-
blizn¢ 200K¢, a to za ptredpokladu provedeni analyzy ve vysSe uvedeném multiplexnim
usporadani. Pokud laboratof nevlastni kapilarni genetickych analyzétor, je tfeba ptipocist
1 naklady fragmentacni analyzy, kterou nabizi za Gplatu fada organizaci/firem v fadu stovek
K¢&. V piipadé provadéni analyz mimo VSUO je tieba zohlednit, Ze sada primert pro toto
genotypovani je chranéna patentem ¢. 309 548 (vlastnik VSUO), ktera mize byt poskyt-
nuta na zékladé¢ licence 1 dal$im z&jemctim. Néaklady jsou kalkulovany pro rok 2023, pti
neustale se zvySujicich cendch vstupnich materialti a chemikalii je tfeba pocitat s jejich
nartstem. Ve vysledku se bude celkova cena analyzy odvijet od poctu analyzovanych
vzorkl, zadlezi velmi Casto na pozadavcich zdkaznika, kolik vzorkli povazuje za vhodné
analyzovat. Analyzu lze pfi ptfedpokladu uniformniho plivodu vzorkti zlevnit 1 spojenim
3—4 vzorkl do jedné analyzy, kdy lze jesté garantovat zjisténi pritomnosti vice genotypt,
a to bez navySeni ceny za analyzu. V souhrnu Ize vSak predpokladat, Ze se cena za analyzu
bude pohybovat v fadu niZsich tisicti K&. Pti porovnani moZnych ztrat/naklada vycislenych
vyse je tak ziejmé, ze ve vSech uvedenych piikladech vyuziti této metodiky lze ocekavat
jednoznacny finanéni piinos pro jejiho uzivatele.
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9 PRILOHA - CHARAKTERISTIKA ,
NEJCASTEJI PESTOVANYCH ODRUD V CESKE REPUBLICE

Plod odridy 'Golden Delicious

'GOLDEN DELICIOUS'

Typ rtstu stromu: stiedn¢ bujny

Doba kveteni: stftedné pozdni

Zralost: konec zafi, zacatek fijna (standard)

Plodnost: rana, vysoka, pravidelna

Plod: stfedni az velky, protahle kulovity tvar, zakladni barva svétle

zZluté se slabé viditelnym ¢ervenym lickem; DuZnina je
naZloutla, jemné konzistence, stfedn¢ St'avnata, sladka, dobra.
Odolnost k chorobdm: stfedné odolna na virdzy, velmi citlivd na strupovitost, malo
citliva k padli.
Poznamka: stfedné odolnd vic¢i zimnim mraziim, odolna k jarnim mrazi-
kim, vhodna do teplych oblasti, na péstovani sttedn¢ nadro¢na
odrida.

Alely odriidy 'Golden Delicious’. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 g 5 8 3 3
SSR Marker G & N Y 5] 3 g = - go g‘— -~ zoo gq— gu’) Lg@ £l\
95 99 58 53 £8 28 26 28 28 25 26 20 55 26 26 25 26
:I_:(B O O 23 O OO OO OO OO OO OO OO O3 oo oo oo oo
'Golden 402 424 303 498 403 209 185 87 98 425 307 297 328 198 216 120 118
Delicious' 408 428 345 500 411 227 185 106 129 439 309 307 328 215 230 128 120
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'IDARED'

Typ rGstu stromu:

Plod odrady 'ldared'

slaby az stfedn¢ bujny

Doba kveteni: sttedné rana

Zralost: zacatek az polovina fijna, 10 dni po odrid¢ 'Golden Delicious'
Plodnost: rand, vysoka, pravidelna

Plod: stfedni aZ velky, ploSe kulovity tvar, zdkladni barva nazele-

nald, Zluté s jasné€ Cervenym lickem. Duznina je bila, chruplave
konzistence, stfedné Stavnata, navinuld, jen velmi malo aroma-
ticka, primérnd chut’.

Odolnost k chorobam:

citlivd na erwinii, velmi citliva na strupovitost, velmi citliva
k padli.

Poznamka:

stfedné odolnd vic¢i zimnim mraziim, stfedn¢ odolna k jarnim
mraziklim, vhodné do stfednich oblasti, na péstovani narocna
odrida.

Alely odrudy ‘Idared'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 « 5 8 3 3
SSR Marker G & N I 5] 3 g = - ao g‘— -~ zm gq— &Lo Lg@ £l\
S5 83 53 53 28 58 25 28 28 55 25 25 55 25 26 5 25
TS O3 OO 23 O3 O 02 02 02 O3 O O3 03 O OO OO o4
\dared" 410 424 303 498 403 223 185 95 116 435 309 309 322 213 216 124 116
442 440 303 498 407 227 240 95 129 441 313 335 336 215 222 128 132
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Plod odrady 'Jonagold'

'JONAGOLD/JONAGORED'

Typ rGstu stromu:

bujny

Doba kveteni:

sttedné pozdni

Zralost:

konec zaii, téméf shodna s odridou 'Golden Delicious'

Plodnost:

dobr4, pravidelna

Plod:

stiedni az velky, kulovité kuzelovity tvar, zadkladni barva zele-

no-zlutd s tmavs§im Cervenym zihanim. DuZnina je nazloutla,

jemné konzistence, Stavnata, chut’ slabé navinula, vyborna.

Odolnost k chorobam:

stiedné citliva na strupovitost, velmi citliva k padli, citliva

na bakterialni rakovinu.

Poznamka:

velmi citliva vii¢i zimnim mrazim i1 jarnim mrazikiim, vhodna
do teplych oblasti, ndro¢na na stanovisté a pestovani.

Alely odrudy 'Jonagold'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 - 8 g N 8 3 3
S5 29 53 53 6 28 =5 23 28 16 26 20 55 23 6 26 20
IO O3 03 Z3 O O3 O O O3 O O O3 O OO O3 OO V4
402 424 303 498 403 209 185 87 98 425 307 297 322 198 216 120 118
‘Jonagold' NA 428 NA NA NA 223 185 NA NA 435 309 307 NA NA 222 NA 120
408 440 345 500 411 227 185 106 129 439 313 335 328 215 230 128 132
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'SAMPION'

Typ rGstu stromu:

Plod odrtidy 'Sampion'

stfedné bujny

Doba kveteni:

sttedné pozdni

Zralost: druha polovina zaii az konec zafi, 3—5 dni pted odrtidou
'Golden Delicious'

Plodnost: rand, vysoka, pravidelna

Plod: stfedni az velky, kulovity tvar, zakladni barva zelenozluté se

sttedné vyraznym ¢ervenym zihanim. DuZnina je krémova az
zlutobila, jemné konzistence, stiedn¢ $t’avnatd, sladce navinula,
aromaticka, dobra.

Odolnost k chorobam:

stitedné citlivd na gumovitost, stfedné citliva na strupovitost,
padlim netrpi.

Poznamka:

sttedn€ odolna viuci zimnim mrazum, stiedné az méné€ odolna
k jarnim mraziktim, vhodna do teplych a stfednich oblasti,
na péstovani stfedn¢ narocna odriida.

Alely odriidy 'Sampion'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 g 5 8 3 3
Sz £ 53 33 28 £8 5 28 28 25 25 25 56 7o 26 26 20
TS O3 OO 23 O3 O 02 02 02 O3 O O3 03 O OO OO o4
Sampion’ 402 418 303 498 393 207 185 87 118 425 309 297 328 212 206 120 120
442 428 345 500 403 209 214 95 129 443 339 335 340 215 216 122 122
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Plod odrady 'Gala'

'GALA'
Typ rtstu stromu: sttedn¢ bujny az slabsi
Doba kveteni: stitedné pozdni
Zralost: konec srpna az zacatek zafti, 30 dni pted odridou 'Golden
Delicious'
Plodnost: rand, vysoka, pravidelna
Plod: mensi az stfedni, kulovity tvar, zadkladni barva zelenavé-zluta

s viditelnym €ervenym lickem (20-90 % povrchu dle mutaci).
Duznina je nazloutld, jemné chruplavé konzistence, velmi
pevna, Stavnata, sladka, dobra.

Odolnost k chorobam: citliva na bakterialni rakovinu, velmi citliva na strupovitost,
stfedné citliva k padli.

Poznamka: stfedné€ odolnd vic¢i zimnim mraziim, stfedné odolna k jarnim
mraziklim, vhodna do teplych a stfednich oblasti.

Alely odrudy 'Gala'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 3 e & 5 8 2 8 £ 8 « 5 2 3 3
S5 0 08 B3 £8 28 5 £33 23 £ o o0 00 £0 o To o
TS O3 03 Z3 OO O3 O3 O O3 OO OO O3 OO OO O3 OO V4o
Gala' 406 424 303 500 393 209 185 87 129 423 309 297 328 198 206 128 120
408 428 345 504 403 240 185 106 137 439 339 333 340 237 216 128 132
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Plod odrtdy 'Red Delicious'

'RED DELICIOUS'
Typ rtstu stromu: bujny
Doba kveteni: stitedné pozdni
Zralost: zacatek az polovina fijna, 7-10 dni po odridé 'Golden
Delicious'
Plodnost: zacina pozdégji, pravidelnd
Plod: stiedni az velky, kuzelovity tvar s pravidelnymi Zebry, zakladni

barva svétle Zluta piekryta tmaveé ¢ervenou barvou s fialovym
ojinénim. DuZnina je nazloutld, zrnita, kiehka, stfedné Stavnata,
sladkd az velmi sladka.

Odolnost k chorobam: stfedné¢ odolna na virdzy, velmi citliva na strupovitost, padlim
netrpi.

Poznamka: sttedné odolna viici zimnim mrazim, citliva k jarnim mrazikim,
vhodna do teplych oblasti, na péstovani stredné narocna odrtada.

Alely odridy 'Red Delicious'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 g = S

S5 99 53 53 28 28 =5 23 28 £6 25 25 55 23 16 26 25

T O 0O Z3 OO OO OO 0O 0O 02 0D 0D 04 OO OO OO Oo
Red 406 405 303 488 403 227 185 87 98 413 295 307 328 221 218 128
Delicious'’ 408 438 309 504 411 248 216 95 137 439 301 311 342 237 228 128




'BRAEBURN'

Typ rGstu stromu:

Plod odrtdy 'Braeburn’

sttedné bujny az slabsi

Doba kveteni:

sttedné pozdni

Zralost: zacatek polovina fijna az konec fijna, 14 dni po odrid¢ 'Golden
Delicious'

Plodnost: zpocatku mensi, stfedni az velka, pravidelna

Plod: sttedni az velky, protdhle kulovity tvar, zdkladni barva Zlutoze-

lend se stiedné ¢ervené rozmytym zihanim (30-70 % povrchu
dle mutaci). DuZnina je nazloutla, velmi pevné konzistence,
Stavnata, sladka, dobra, aromaticka.

Odolnost k chorobam:

citliva na bakterialni rakovinu a na virdzy, stfedné citliva
na strupovitost, citliva k padli.

Poznamka:

vhodna do teplych oblasti, na péstovani velmi naro¢né odriida.

Alely odridy 'Braeburn’. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 g 5 8 3 3

95 £ 53 33 28 28 ¥ 28 28 25 25 25 56 7o 25 26 20

TS O3 OO 23 O3 O 02 02 02 O3 O O3 03 O OO OO o4
‘Braeburn’ 408 428 303 504 411 227 214 95 118 413 301 307 328 213 218 120 118
raeburn

408 438 309 506 411 248 216 95 137 439 339 335 342 237 230 128 132
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'FUJI'

Typ rGstu stromu:

Plod odrady 'Fuji'.

bujny

Doba kveteni:

sttedné pozdni

Zralost: koncem fijna, 14-21 dni po odriidé 'Golden Delicious'
Plodnost: dobra, mize byt i stfidava, vysoka
Plod: sttedni az velky, protadhle kulovity tvar, mirné Zebernaty,

zakladni barva svétle zelena, kryci barva ¢ervena, ve formé
zihané. DuZnina je krémova, velmi pevné konzistence, velmi
Stavnata, sladka, dobra.

Odolnost k chorobam:

citliva na bakterialni rakovinu, citliva na sklovitost, citliva
na strupovitost, padlim netrpi.

Poznamka:

vhodna do teplych oblasti, na péstovani ndrocna odrtda.

Alely odrudy 'Fuji'. LG: linkage group, odpovida chromozomu.

~ 8 e 8 5 8 2 8 = 8 g 5 8 3 3
95 £ 53 33 28 28 ¥ 28 28 25 25 25 56 7o 25 26 20
TS O3 OO 23 O3 O 02 02 02 O3 O O3 03 O OO OO o4
Fui 406 438 303 488 393 248 185 87 129 435 295 309 328 210 206 124 118
408 438 309 504 403 248 214 95 137 439 295 311 340 221 218 128 118
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