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ANOTACE

HruSen obecna (Pyrus communis L.) je nejrozSifen¢jSim druhem hrusné péstovanym
v Evropé; je cenéna pro svou Stavnatou duzinu, aromatickou chut’ a dlouhou skladovatelnost
plodi. Zaroven existuje Siroké spektrum odriild s rozmanitymi vlastnostmi. Ovéfovani a
potvrzeni identity odrid hrusni je zdsadnim prvkem rostlinné produkce, zejména v kontextu
dlouhovékych vysadeb, certifikace a ochrany Slechtitelskych prav. Standardizované zkousky
odli$nosti, uniformity a stalosti (DUS testy) zalozené na fenotypickém hodnoceni jsou ¢asove
narocné a ovlivnitelné vnéjSimi faktory, zatimco molekuldrné¢ genetické metody predstavuji
moderni, rychly a vysoce spolehlivy nastroj pro odliSeni odrid. Tzv. SSR markery umoziuji
piesné rozliSeni odrid nezavisle na véku ¢i plodnosti rostliny a nachéazeji uplatnéni pfi
registraci, prodluzovani prav i ovéfovani pravosti rozmnozovaciho materialu. V ramci této
metodiky je popsana nov¢ navrzena sada 17 SSR markeri pokryvajici v§ech 17 chromozomt,
kdy jsou vSechny SSR markery amplifikovany a detekovany v jedné reakci. Tato metodika
poskytuje reprodukovatelné vysledky a je klicovym néstrojem pii Slechténi, ochrané odrid a
genetické identifikaci hrusné obecné.

1 UVOD

Hrusen (Pyrus spp.) patii mezi jeden z nejvyznamnéjSich ovocnych druhti na svété. Je
cenéna zejména pro svou chut’, vyzivovou hodnotu i variabilitu. S globalni produkci ptesahujici
26,5 miliont tun v roce 2023 zaujima hrusen dvanéctou pficku mezi nejpéstovanéjsim ovocem,
pfi¢emz dominantnim producentem je Cina, ktera vytvati cca 80 % celosvétové produkce, za
ni je Evropa s 10 % a Americky kontinent s 6 % (Statista, Celosvétova produkce ovoce;
FAOSTAT). Obliba hrusek se promita i do intenzivniho S$lechtitelského usili, které odrazi
regionalni preference konzumniho vyuziti — od mekkych, Stavnatych, aromatickych
evropskych odrud po kiupavé asijské odridy se zrnitou duzninou (Silva et al. 2014). Rod Pyrus,
patfici do Celedi Rosaceae, zahrnuje ptes 20 druhd, které se d€li do dvou hlavnich skupin:
zépadni — evropska skupina (patii sem napt. P. communis) typicka pro Evropu a Stfedomofi, a

vychodni — asijskd skupina (patii sem napt. P. pyrifolia, P. ussuriensis, P. bretschneideri)
znama z Ciny, Japonska a Koreje (Fischer 2009; Li et al. 2022). Tyto skupiny se vyvijely
oddélené z riznych center genetické diverzity a vykazuji znacné morfologické 1 genetické
rozdily (Silva et al. 2012). Genom rodu Pyrus tvoii 17 riznych chromozémi (n = 17) a vétSina
kultivovanych hrusni je diploidni (2n = 34), i kdyz existuji i polyploidni kultivary, kdy
napiiklad odrida 'Lucasova' je triploid.

Celosvétove existuje vice nez 3 000 odrad hrusni (Elzebroek a Wind 2008) a jejich
Slechténi pokracuje v reakci na meénici se péstitelské 1 spotiebitelské pozadavky. Spravna
identifikace odrtid ovocnych dievin je zdsadni ve vSech fazich rostlinné produkce — od
Slechténi, registrace a certifikace az po distribuci sadbového materialu. Obzvlast’ dilezita je
u dlouhovekych vysadeb, které predstavuji vyznamnou investici a byvaji obhospodatovany
desitky let. V Ceské republice probiha zkouseni odriid klasickym zptisobem prostiednictvim
tzv. DUS testd (Distinctness, Uniformity, Stability), kde se odridy fenotypicky a fenologicky
hodnoti alesponl dvé vegetacni sezony. Sleduje se zejména jejich odlisnost od obecné znamych
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odrid, uniformita a stalost znakti v prib¢hu let, pficemz hodnoceni zavisi nejen na zkuSenosti
posuzovatele, ale i na vlivu vngjSich faktor, jako jsou pocasi, choroby ¢i skudci. Pti
prodluzovani registrace je proces rychlejsi, avsak stale vyzaduje sledovani po minimalné jedno
vegetacni obdobi.

Molekularné genetické metody, zejména genotypizace pomoci mikrosatelitnich SSR
markertt (Simple Sequence Repeats), pfedstavuji moderni a vysoce spolehlivy nastroj pro
ovéfeni odriidové identity biologického materialu. Vzhledem k vysoké morfologické variabilité
a historickym nepfesnostem v oznacovani hrusinovych odriid je molekularni analyza jedinou
metodou schopnou piesné odlisit geneticky identické ¢i pfibuzné genotypy. SSR markery
tvofené kratkymi tandemové opakovanymi sekvencemi DNA jsou vysoce polymorfni,
kodominantni a multialelické. Jejich amplifikace pomoci PCR je snadna, reprodukovatelnost
vysoka a pokud se pouzije multiplexovani, Ize v jedné reakci analyzovat vice markerQ
soucasné. Fragmenty ziskané amplifikaci se nejcastéji analyzuji kapilarni elektroforézou, ktera
umoznuje rozliSeni alel s rozdilem jediného nukleotidu.

V oblasti ovocnafstvi jsou SSR markery klicovym néstrojem pro genotypizaci odrid,
sledovani plivodu, spravu genovych bank, Slechténi i ochranu prav k odridam. Genotypizace
hru$ni umoznuje presné ovéteni identity rozmnozovaciho materidlu jiz v rané fazi — bez
nutnosti ¢ekat na plodnost — ¢imz vyrazné zvySuje efektivitu a pravni jistotu certifikaéniho
procesu. V ramci ¢innosti Narodniho odrtidového titadu (NOU UKZUZ) Ize genotypové profily
vyuzit nejen pii registraci novych odriid (odhaleni mutaci jiz existujicich odrid), ale také pti
prodluzovani prav a ovéfovani pivodu dovezeného materialu. Skolky, péstitelé i producenti
sadbového materidlu mohou diky genotypizaci zajistit autenticitu kultivard, coz zvySuje jejich
diivéryhodnost na trhu. Pfi sporech o odriidovou pravost pfedstavuji SSR analyzy objektivni
dikaz o genetické shod¢ ¢i odliSnosti materialu. Diky celoro¢ni dostupnosti metody, rychlému
vyhodnoceni a schopnosti identifikace na urovni jedinecného genotypu se molekuldrné
genetickd identifikace hrusni stava nepostradatelnym nastrojem fizeni kvality 1 pravni ochrany
v modernim ovocnafstvi.

Tato metodika popisuje nové vyvinutou genotypizacni sadu SSR markerd uréenou
k identifikaci genotypl hrusn¢ obecné (Pyrus communis). V ramci molekularné genetické
identifikace hruSni predstavuje vyznamny pokrok oproti dosud pouZivanému protokolu
doporu¢enému v ramci konsorcia ECPGR — The European Cooperative Programme for Plant
Genetic Resources i1 oproti protokolu USPGR (Uniform Standards for the Protection of Plant
Genetic Resources, mezindrodni standardy, které se pouZivaji k ochrané a spravé genetickych
zdroju rostlin, véetné ovocnych plodin). V ptivodni verzi ECPGR (Evans et al. 2009) bylo
amplifikovano 17 SSR markert, kdy bylo 12 z nich amplifikovano v 3 multiplexech po 4 SSR
markerech, zbylé pak byly analyzovany jednotlivé. Pozdéji byla tato sada zrevidovana pouze
na 12 SSR markert ptivodné amplifikovanych v multiplexech (Evans et al. 2015). VSechny
ECPGR markery obsahovaly dinukleotidovou repetici. Zurn et al. (2020) pozd¢ji vyvinul sadu
10 SSR markerd s 2-aZz 8-nukleotidovou repetici, kterou lze amplifikovat v jediné reakci
(oznacovanou jako USPGR). V tadé parametrl byla pfi testovani na stejné kolekci 152 odrad
srovnatelnd s ECPGR sadou 12 SSR markerti, méla vSak nizsi ocekévanou heterozygotnost (0,6
pro USPGR vs 0,81 pro ECPGR). Diivodem pro vyvoj nové sady popsané v této metodice bylo
zvysSeni rozliSovaci schopnosti pfi genotypovani, nebot’ dfive pouzivané sady vykazovaly
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odridy se shodnym genotypem, poptipad¢ liSici se v jediném SSR markeru. Vzhledem
k neustéle probihajicimu Slechténi novych a novych odrid, ve kterych se opakované vyuzivaji
tytéz elitni odriidy hrusni, je tfeba zvysit rozliSovaci schopnost genotypizaéni sady pro hrusné
a snizit tak pravdépodobnost ndhodné shody mezi dvéma odlisnymi vzorky. Nové vyvinuta
sada SSR markert pokryva vSech 17 chromozomu rodu Pyrus, které byly vybrany tak, aby
vykazovaly co nejvyssi heterozygotnost. Zaroven je genotypizace provadéna v jediné
multiplexni PCR reakci, coz zajistuje zasadni Casovou, finan¢ni i persondlni usporu. Nova
metoda je optimalizovéana pro rutinni laboratorni pouziti, s jednoduchym postupem a
minimalizovanym rizikem technickych chyb. Pii analyze genofondové sbirky VSUO tvofené
230 diploidnimi odridami s unikatnim genotypem vykézala sada pravdépodobnost shody dvou
neidentickych vzorkti 4,9x10723, coz svéd&i o jeji velmi vysoké diskriminaéni schopnosti. Diky
spolehlivé interpretaci vysledkl, snadné standardizaci a moznosti adaptace laboratofemi
provadéjicimi akreditované metody je sada vhodna pro praktické vyuziti v registracnich,
Slechtitelskych i certifikacnich procesech, kde muze vyrazné zvysit efektivitu a presnost
hodnoceni odridové identity.

Ackoli byla nové vyvinutd SSR genotypizacni sada primarné koncipovéana pro hruSen
obecnou (Pyrus communis), jeji komplexni pokryti vSech 17 chromozomi a vysoka
polymorfnost markerti umoziuji jeji rozsifené vyuziti i u asijskych druht hru$ni. Nicméné,
pouziti této sady u asijskych druhti nardzi na technicka a interpretacni omezeni. Vzhledem
k vyrazné genetické vzdalenosti mezi vychodnimi a zdpadnimi hru$némi mohou nékteré
markery generovat nespecifické lokusy (tzv. ,,non-specific bands®), nebo nulové alely, coz
muze byt na jednu stranu povazovéno jako typické pro vychodni hrusn€, na druhou stranu to
muze vést k chybné interpretaci genotypu (Evans et al. 2009). V téchto ptipadech je nutné
vysledky peclivé validovat, piipadné¢ doplnit o markery vyvinuté specidlné pro danou
genetickou skupinu.

2 CIL METODIKY

Uréovéni odriid hrusni na uzemi Ceské republiky dosud probiha pfevazné klasickym
zpuisobem zaloZzenym na porovnavani fenotypovych a fenologickych znakd. U dlouhovékych
dfevin, jako jsou hrusné, miiZze tento proces trvat 1 n¢kolik let. Navic tento pfistup nelze
realizovat pfi ur¢ovani odridy u mladych stromkd, které jesté nevstoupily do plodného veku.
Moderni alternativou je genotypizace, laboratorni metoda, ktera na zaklad¢ analyzy genomové
DNA stanovi geneticky profil pomoci SSR markert — jedinecny identifikani znak kazdé
odridy.

Vyvinutd metodika genotypizace hrusni je koncipovéana jako prakticky navod pro
snadné zavedeni této metody do bézné laboratorni nebo péstitelské praxe. Jeji hlavni vyhodou
je nizka finan¢ni narocnost a Siroka pouzitelnost. Zameétuje se na dva klicové okruhy uzivateli:
laboratofe molekularni biologie, kterym nabizi podrobny a validovany postup provedeni

vvvvv

konkrétni praktické vyuziti vysledk této analyzy.
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V rémci praktické aplikace 1ze metodiku vyuzit k porovnavani vzorkd bez nutnosti
pfedchozi znalosti jejich odridové identity, k identifikaci nezndmych odrid na zakladé¢
referencni databaze genetickych profili, a k oveéfovani rodi€ovského ptivodu u kiiZzenct. Tato
metodika neni navrzena pro odliSeni jednotlivych klonli nebo mutaci v rdmci jedné odrtdy, lze
Ji pouzit pouze pro zékladni identifikaci mutace jiz uznané odriidy. Ackoliv tato metodika je
primarné navrzena pro identifikaci hrusné obecné (Pyrus communis), je mozné 1 jeji vyuziti pti
identifikaci asijskych hrusni (Pyrus pyrifolia nebo Pyrus bretschneideri), v tomto pfipad¢ je
vSak nutné vzit na védomi moznost absence amplifikace né¢kterych markert, ptipadné vyskyt
nulovych alel. Tematicky navazuje na jiz vydané metodiky pro genotypovani merunky obecné
(Prunus armeniaca L.) (Nekvindova, 2021), jabloné¢ domaci (Malus domestica Borkh.)
(Pluhatova, 2023) a Svestky domaci (Prunus domestica L.) (Pluhatova, 2024).

3 VLASTNI POPIS METODIKY
3.1 Popis metodiky — uvod

Pro uspésné provedeni analyzy se predpokladd znalost zékladnich principii prace
v laboratofi molekularni biologie a zkuSenosti s provadénim fragmentacni analyzy pomoci
kapilarniho genetického analyzatoru, stejné jako schopnost vyhodnocovat a interpretovat
ziskana data. Postup byl optimalizovan pro konkrétni laboratorni vybaveni a reagencie, proto
je nezbytné, aby si kazdy uzivatel ovéfil jeji funkénost na svém pracovisti. Pro tento ucel
metodika obsahuje referencni odriidy hrusni, vcetné relativni velikosti alel jednotlivych
pouzitych SSR markert, které slouZi jako kontrola pfi interpretaci vysledkd.

Pro genotypizaci hrusné obecné byla vyuzita nové sestavena genotypizacni sada, kterou
lze pouzit pro spolehlivé genotypovani diploidnich i triploidnich hru$ni. Pro stanoveni
genetického profilu se vyuziva 17 SSR markert (Tabulka 1), které jsou amplifikovany v jediné
multiplexni PCR reakci a nasledné¢ vyhodnoceny pomoci fragmentacni analyzy. Alelicka
kombinace téchto SSR markert je pro kazdy genotyp unikatni. Z téchto 17 markert jsou Ctyfi
markery ponechdny na zaklad€ plivodniho doporuc¢eni mezinarodniho uskupeni ECPGR, a to
markery NZ05g8, CH01d09, CH05c06 a GD96 (Evans et al. 2009). Markery TsuENHO003,
NB109a, NB106a, NB105a, NHO21a byly navrZeny ptimo pro hru$né (Yamamoto et al. 2002,
Nishitani et al. 2009), markery CHO02f06, CH05e06, CH05a05, CHO04e05, CHO1h10,
CHO02b03b, CH05d03, CHO02d11 byly ptivodné vyvinuty u jabloni, pfi¢emz nékteré z nich jiz
byly vyuzity pro genotypovani hruSni (Sehic et al. 2012, Urrestarazu et al. 2015, Pavlenko et
al. 2022). Puvodni zdroje vSech vyuzitych markert jsou uvedeny v Tabulce 1. Hlavnimi
charakteristikami kvality vybranych SSR markeri jsou: pocet alel, o¢ekévana heterozygotnost
(He, H-expected), pozorovana heterozygotnost (Ho, H-observed), mira informativnosti
genetického markeru (PIC, Polymorphism Information Content) a pocet efektivnich alel.
Statistické vyhodnoceni kvalitativnich znakii vybranych SSR markerd bylo provedeno
analyzou 230 identifikovanych unikatnich diploidnich genotypi hrusn¢ obecné (Tabulka 1) a
jejich funkénost byla ovéfena rovnéz na 35 unikatnich triploidnich genotypech.

Porovnanim profili vybranych SSR markert u jednotlivych genotypli je mozné urcit
shodu mezi vzorky, pfipadné lze profil porovnat s databazi referencnich odriid/genotypi.
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Pravdépodobnost ndhodné identity dvou nepiibuznych vzorki této sady SSR markert je pro
diploidni hrusné 4,9x102, coz odpovidd pouzivanym soupravam pro identifikaci ¢lovéka
obsahujicim rovnéz 17 SSR markert (Green, 2013).

Tabulka 1. Charakteristika markerG pouzitych pro genotypizaci hrusni na zakladé analyzy
230 identifikovanych unikatnich diploidnich genotypl. LG — vazebna skupina/chromozém, An — pocet
alel, Ho — heterozygotnost pozorovana, He — heterozygotnost ofekavana, PIC — informaéni obsah
polymorfismu, Ae — pocet efektivnich alel. Koncovka nazvu markeru ,,_a“znamena, Ze byl pro amplifikaci
pouzit alespori jeden primer navrzeny v jiné nez originalni pozici, tj. délka alely amplifikované pavodnimi
primery se liSi od délky téze alely amplifikované podle této metodiky. Jedna se vSak o amplifikaci téhoz
polymorfniho mista genomu.

Marker |LG|An| Ho | He | PIC | Ae Motiv Primarni zdroj SSR
markeru

TSUENH003_a |1 |13 |0,822 |0,830 |0,81 |5,897 |(TC)n Nishitani et al. 2009
CHO02f06_a |2 |20 |0,917 |0,837 |0,817 |6,147 |(TG)a(AG), |Liebhard et al. 2002
NB109a_a 3 |23 0,839 |0,841 |0,824 |6,293 |(AG), Yamamoto et al. 2002
NZ05g8_a 4 |8 0,796 |0,785 |0,751 |4,643 |(GA)n Guildford et al. 1997
CHO05¢06_a |5 |26 |0,909 |0,876 |0,865 |8,094 |(AG)n Liebhard et al. 2002
CHO05a05_a |6 |16 |0,783 |0,745 |0,709 |3,915 | (AG)n Liebhard et al. 2002
CHO04e05_a |7 |23 |0,848 0,805 |0,784 |5,129 |(GA)n Liebhard et al. 2002
CHO1h10_a |8 |15 |0,778 |0,794 |0,771 |4,859 |(TC)n Liebhard et al. 2002
NB106a_a 9 |20 |0,796 |0,785 |0,763 |4,652 |(AG)n Yamamoto et al. 2002
CHO02b03b_a |10 |16 |0,865 |0,844 |0,825 |6,402 |(TC)n Liebhard et al. 2002
NB105a_a 11 |15 |0,883 | 0,840 |0,823 |6,243 | (AG).AT(AG)| Yamamoto et al. 2002
CH01d09_a |12 |24 |0,935 |0,882 |0,871 |8,448 |(GA)n Liebhard et al. 2002
NH021a_a 13 |16 |0,004 |0,858 |0,846 |7,061 |(AG)n Yamamoto et al. 2002
CH05d03 14 |19 |0,922 0,879 |0,867 |8,275 |(AG)n Liebhard et al. 2002
CH02d11_a |15 |23 |0,73 |0,768 |0,743 |4,308 |(AG)n Gianfranceschi et al. 1998
CHO5c06 16 |13 |0,752 |0,729 |0,695 |3,69 |(TC)n Liebhard et al. 2002
GD96_a 17 |15 |0,904 |0,877 |0,865 |8,135 |(TC)n Hokanson et al. 1998

3.2 Materidal a metody

Pro ziskani ptfesnych vysledkil je potiebné dodrzet postup genotypovani, ktery je

rozdé€len do tii hlavnich fazi:

1. Pre-analyticka faze
Tato Gvodni faze zahrnuje veSkeré kroky pfed samotnou analyzou. Patfi sem odbér vzorkd,
jejich ptijem do laboratote a spravné uchovani az do okamziku zpracovani.

2. Analyticka faze
Jde o klicovou laboratorni cCast, kde probihd zpracovani vzorki. To zahrnuje jejich
homogenizaci, izolaci DNA a nasledné sestaveni PCR reakce pro amplifikaci genetického
materidlu. Cely proces je zakoncen vlastni fragmentacni analyzou.

3. Post-analyticka faze
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ZavereCna faze se zaméfuje na vyhodnoceni a interpretaci ziskanych dat z fragmentacni
analyzy. Je vytvofen findlni protokol s interpretaci vysledk, ktery slouzi jako kone¢ny vystup.

3.2.1 Odbér vzorku

Pro genotypovani hrusni se jako vstupni material pouziva genomova DNA, ktera se
izoluje z rostlinnych pletiv. Pro rutinni analyzu je idealni odebirat dvouleté vyhony, z kterych
je mozné izolovat lyko v pribéhu celé vegetacni sezony, ptipadné listy, pokud nejsou vyhony
k dispozici (napf. u malych semenackt). Doporucuje se odebrat vzdy dva nezavislé vzorky
z jednoho stromu, naptiklad dva dvouleté vyhony nebo dva listy. Odebrané vzorky je tfeba co
nejdiive dorucit do laboratofe. Podle typu analyzy se zpracuje bud’ jeden vzorek (napf. pii
ovefovani identity), nebo oba nezavisle (napf. pii tvorbé databaze). V laboratoti se DNA izoluje
bez zbytecného odkladu, piipadné se vzorky docasné ulozi v chladnicce, nebo se Sokové
zamrazi v tekutém dusiku a uskladni v mrazicim boxu pii -80 °C, kde si uchovaji kvalitu
minimalné jeden rok.

3.2.2 Izolace genomové DNA

Naésledujici popsany postup izolace DNA byl pouzit pro ucely validace této metodiky.
Genomovou DNA je vSak mozné izolovat jakymkoli zptisobem za piedpokladu ziskani DNA
odpovidajici kvality.

Nejdiive se vstupni rostlinny material pro izolaci DNA homogenizuje, tedy rozdrti,
nejcastéji pomoci tfeci misky a tekutého dusiku, coz je vhodna metoda pro vSechny typy vzorkt
véetné lyka. Alternativné lze pro listy pouzit i mechanické homogenizatory, jako je naptiklad
TissueLyser II (Qiagen). Ten rychle zpracuje véEtSi mnozstvi  vzorklh  pomoci
vysokorychlostniho protfepavani rostlinného pletiva s ocelovymi kulickami. Pfi tomto postupu
se 2ml zkumavky se zmrzlym vzorkem a 5Smm kulickou vloZi do vymraZeného adaptéru
ptistroje a homogenizuje se po dobu 2 minut s frekvenci 30 Hz. Ziskany jemny praSek se pak
bezodkladné pouzije pro izolaci DNA.

DNA byla extrahovéna s vyuzitim komeréné dodavaného DNA izola¢niho kitu Exgene
Plant SV mini (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.) na bazi kolon, postupovalo se podle navodu
vyrobce.

1. Standardn¢ se cca 100 mg dobfe zhomogenizovaného vzorku pienese sterilni
Spachtlickou do 2ml zkumavky.

2. Piidé se 400 pl pufru PL a 3 pl roztoku RNéazy A (100 mg/ml). Provede se intenzivni
zvortexovani. (Pozn.: Pfi zpracovavani vétsiho mnozstvi vzorki je mozné ptichystat si
potifebny objem roztoku PL a RNazy A dopiedu a ke vzorku jiz piidavat 403 pl smési.)

3. Pokud se zpracovava pouze jeden vzorek, pokracuje se naslednym krokem. Pokud se
zpracovava vetsi mnozstvi vzorkl, nechaji se jiz ptipravené vzorky v PL pufru
inkubovat pti pokojové teploté do okamziku, nez jsou vSechny vzorky pfevedeny do PL
pufru podle bodt 1-3. Pak se pokracuje nasledujicim krokem ¢. 5.

4. Vzorky se inkubuji 15 minut pii 65 °C ve vyhfivaném bloku, kazdych 5 minut se
provede zvortexovani.
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5. K homogenatu se ptida 140 ul pufru PD. Vzorky se zvortexuji a inkubuji se 5 minut na
ledu.

6. Homogendt se pfenese pomoci tenké kovové Spachtlicky nebo 1ml Spicky s filtrem
s ustfizenou Spickou na EzSep filtr (modra barva) a centrifuguje se 2 minuty pfi
otackach 13 000 az 14 000 RPM.

7. Protekly lyzat se opatrné bez naruseni pelety pienese Spickou s filtrem do nové 1,5ml
zkumavKky; typicky se jedna o 420 ul lyzatu.

8. Klyzatu se ptida pufr BD v mnozstvi 1,5n4sobku objemu lyzatu (k 420 pl lyzatu se
pfida 630 pl); roztoky je nutné okamzit€¢ promichat otacenim zkumavky nebo
propipetovanim.

9. 700 pl smési z kroku 7 se pienese Spickou s filtrem na zelené SV kolony se sbérnou
zkumavkou. Centrifuguje se 1 minutu pfi otdckach 13 000 az 14 000 RPM. Protekla
tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV kolona se opét
vsune do sbérné zkumavky.

10. Na kolonu se nanese Spickou s filtrem zbytek lyzatu. Centrifuguje se 1 minutu pii
otackach 13 000 az 14 000 RPM. Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky
se otfou bunicitou vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

11. Na SV kolonu se prida 700 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu pfi otackach 13 000
az 14 000 RPM. Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou
vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

12. Na SV kolonu se prida 300 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu pfi otackach 13 000
az 14 000 RPM. Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou
vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné zkumavky. Centrifuguje se 1 minutu pii
otaCkach 13 000 az 14 000 RPM, aby se zcela odstranil CW pufr z filtru. Po sto€eni se
SV kolona opatrné vsune do Cisté 1,5ml zkumavky.

13. Na SV kolonu se pfida 100 pl pufru AE. Necha se inkubovat 5 minut pii pokojové
teplote, poté se staci 1 minutu.

14. Orientacni urceni Cistoty a mnoZstvi izolované DNA se provadi spektrometricky pfi
vlnovych délkach 260 nm (kvantita) a 280 nm (Cistota jako pomér naméfenych hodnot
pfi vlnovych délkach 260/280 nm). Izolovand DNA by méla mit ¢istotu pfiblizné 1,8.
Pokud je Cistota niZsi, nelze vyloucit negativni dopad na provadéné analyzy.

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

3.2.3 PCR reakce

DNA izolovana postupem popsanym v piedchozi kapitole se pouziva jako vstupni
material pro PCR reakci. PCR reakce probiha jako multiplexni za pouZiti vSech 34 primert, coz
umoziuje soucasnou amplifikaci 17 SSR markerti v jedné reakci. Sekvence nékterych primera
byly pievzaty z literatury, nékteré primery byly nové navrZzeny, aby mély pfisluSné
amplifikované fragmenty SSR markerti odpovidajici délku a bylo je moZné analyzovat vSechny
najednou. Fluorescen¢ni znaceni a koncentrace primerd ve vysledné reakci jsou uvedeny nize
v Tabulce 2, ktera zaroven uvadi 1 ndvod k pifipravé tzv. premixu primerl, jehoz pouZiti se
doporucuje pro analyzu vétstho mnozstvi vzorkd. Je vhodné premix nejdiive ovéfit na vzorcich
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DNA doporucenych referen¢nich odriid. Pro ucely metodiky byla PCR reakce optimalizovana
s vyuzitim cykleru C1000 (Bio-Rad) a nize uvedenych reagencii. Uzivatelé si budou muset
postup verifikovat a poptipad¢ upravit pro své laboratorni podminky.

Tabulka 2 Rozpis pro pfipravu PcSSR-17in1 premixu primerd na 100 PCR analyz. Podbarveni
odpovida pouzitému fluoroforu pro znaceni primerd: modre: 6-FAM; zelené: VIC; Zluté: NED; ¢ervené:
PET. Ciseln& oznadené primery jsou prevzaty z literatury, koncovka nazvu markeru ,_a“ v primeru
znamena, Ze tyto primery byly navrzeny v jiné neZ originalni pozici, tj. je zménéna pouze délka

amplifikované oblasti, aviak jedna se o totéz polymorfni misto genomu.

Zasobni

Finalni

PcSSR-17in1 Pmxll Sekvence primeru konc, konc. tlcai 238
(uMm) (uMm)

IPET S IE RO TTGGGTGCGGTCTTTCTTTC 100 | 0,1900 | 1,9
TsuENH003 _a R GTACTCGCATCTCCGTGTTG 100 0,1900 1,9
VIC_CHO02f06_a_F GTAATTCTTCCATCTTAGCCTAC 100 0,4000 4
CH02f06 a R CAGTTACCTAGCTAGTACTATTG 100 0,4000 4

CGATCTTGGGGTGCTTGTTAT 100 0,3000 3
AGAGGGACCATTGTGTTATTGTAT 100 | 0,3000 | 3
GATGTCTCTGAGGAAACTTGTG 100 0,2200 2,2
NZ05g8 a R GGATCAATGCACTGAATGAAACG 100 0,2200 2,2
NED_CHO05e06_a_F GCACTGGAACTTTCTGGACG 100 0,1200 1,2
CHO05e06 a R GAAATTCTCAAGGTCAAACGGC 100 0,1200 1,2
GAGAGTTGGTGGTATTGGTG 100 0,2300 2.3
CH05a05_a R AGCTCAAAAACCAAAAAGACGG 100 0,2300 2.3
CHO04e05 _a F? GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG 100 | 0,1800 1,8
VIC_CHO04e05_a_R? GCCTTTGTAATCATGGCTCC 100 0,1800 1,8

VIC_CHO01h10_a_F? GCAAAGATAGGTAGATATATGCCA 100 0,2000 2

CHO01h10 a R2 AAGGAGGGATTGTTTGTGCA 100 0,2000 2
GGACCACAAAGCACAATTAAGC 100 0,2600 2,6
CACTTCCTGTCACATGAGAAAG 100 | 0,2600 | 2,6

GTATAAAGATACAAAAACCCTACAC 100 0,7000 7

CH02b03b a R TAGAATTTGAATCAGACATGTTTGG 100 0,7000 7

AAACAACCGACTGAGCAACATC 100 0,2000 2

NB105a_a R GCTTGTCTTCCTTACTCTTGTTG 100 0,2000 2
NED_CHO01d09_F? GCCATCTGAACAGAATGTGC 100 0,1500 1,5
CHO01d09 a R CAAGGGTGACCAAGAATCAAAG 100 0,1500 1,5
CGGACAAGATTTAGCTTCGG 100 0,2800 2,8
GAAAGAGCAGGGTAAGATAAAAAG | 100 | 0,2800 | 2,8
TACCTGAAAGAGGAAGCCCT 100 0,2600 2,6
CH05d03_R? TCATTCCTTCTCACATCCACT 100 0,2600 2.6
VIC_CH02d11_a_F AGCATCCAGAGCAACMGC 100 0,1800 1,8
CH02d11_a R GTCGAGTGTTCCTAGTGCAC 100 0,1800 1,8
NED_CHO05c06_F? ATTGGAACTCTCCGTATTGTGC 100 0,1300 1,3
CHO05c06_R? ATCAACAGTAGTGGTAGCCGGT 100 0,1300 1,3
NED_GD9 a_F CTATTGAAGATAAGCAAGTCCG 100 0,4300 4,3
GD9% a R CTCTATGGTTCTCAGATTAGATTG 100 0,4300 4,3
H20 11,4
Suma 100

Y Yamamoto et al. (2002); 2 Cmejlova et al. (2021); ¥ Liebhard et al. (2002)

Pracovni postup
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Nejdrtive se izolovana DNA u vSech vzorkt natedi na koncentraci 10 ng/pl. Pro zajisténi
validity vysledkt je vhodné jako kontroly pouzit jiz ovétené odriidy/genotypy. Pro rutinni praxi
byly jako reference vybrany nasledujici odridy diploidnich hrusni:

'Amfora’

'Bohemica’

'Boscova lahvice'

'Clappova'

'Dicolor’

'Konference'

'Williamsova'

A jedna odrida triploidni hrusné:
'Lucasova'

1. 'V PCR boxu se do stojanku ptipravi potiebny pocet 0,2ml PCR zkumavek véetn¢ zkumavek
pro ovétené kontrolni odridy a dalsi ptipadné kontroly (napt. kontrola bez ptidané DNA,
extrak¢éni kontrola).

2. Do stojanku se pfipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakei pfipravi adekvatni
mnozstvi PcCSSR-17inl premixu primert (Tabulka 2).

3. Pfipraveny premix primeri se kratce zvortexuje a poté se kratce centrifuguje.

4. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakci piipravi
adekvatni mnozstvi PCR PcSSR17in1 mastermixu (Tabulka 3).

Tabulka 3. Rozpis pro PCR PcSSR17in1 mastermix uréeny pro genotypizaci hrusni.

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 2l
PcSSR17in1 premix 1l
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 5l
Celkem 8 ul

Pripraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.

Mastermix se rozpipetuje do 0,2ml PCR zkumavek po 8 pl.

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

Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad) s nasledujicimi
parametry: 98 °C/1 min; 24x (98 °C/10 s; 58 °C/10 s; 72 °C/30 s); 72 °C/30 s; 8 °C/hold.
9. PCR produkty se pfimo pouziji pro fragmentacni analyzu, nebo je mozné je uchovavat pfi
teploté <—18 °C ve tm¢ po dobu minimaln¢ jednoho roku.

e A

3.2.4 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza, zaloZena na principu kapilarni elektroforézy, se pouziva k piesné
separaci fragmentli DNA na zaklad€ jejich velikosti, a to s rozliSenim aZ na jeden nukleotid.
Pro ucely této metodiky byla metoda optimalizovana pro pouZiti s genetickym analyzatorem
ABI PRISM 3500 (ThermoFischer Scientific) a uvedenymi Cinidly, uzivatelé si proto musi

Strana 12 (celkem 53)



\/ VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY \/
S HOLOVOUSY s.r.o. se sidlem ¢&.p. 129, 508 01 Holovousy S

Laboratorni komplement, Laboratof molekularni biologie

overit a pripadné prizpusobit cely postup svym specifickym laboratornim podminkdm a
vybaveni.

Pracovni postup

1. Do stojanku se ptipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakei pripravi adekvatni
mnozstvi smési Hi-Di™ formamidu a velikostniho standardu GeneScan™ 600 LIZ™ dye
Size Standard v2.0 (oboji ThermoFischer Scientific) (Tabulka 4). Roztoky je nutné
promichat propipetovanim ¢i pfevracenim uzaviené zkumavky, jelikoz se vortexovanim
haie misi, v ptipad¢€ potieby nasleduje kratka centrifugace.

Tabulka 4. Rozpis smési pro fragmentacni analyzu.

Slozka Na 1 vzorek
Hi-Di Formamid 15 pl
600 LIZ dye Size Standard v2.0 0,25 pl
Celkem 15,25 pl

2. Smés se rozpipetuje do 96jamkoveé desticky pro geneticky analyzator ABI PRISM 3500
(ThermoFischer Scientific) po 15 pl.

3. Ke smési se postupné pipetuje 1 pul PCR produktu a poté se desticka uzavie septem.

4. Vzorky v 96jamkové desticce jsou denaturovany 2 min pti 95 °C v PCR cykleru LifeEco
Thermal Cykler s blokem 96 x 0,2 ml (BIOER Technology).

5. Fragmentacni analyza probiha v genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 s pufrem
POP-7™ (ThermoFischer Scientific) s vyuzitim standardnich protokoldl pro fragmenta&ni
analyzu.

3.2.5 Vyhodnoceni a interpretace dat

V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zakladé v§ech dostupnych informaci se provadi
jejich interpretace. Uvedenym postupem je mozné spolehlivé detekovat alely jak u diploidnich,
tak 1 u triploidnich odriid hrusni. Pokud jsou u triploidnich odrid zjiStény jen dv¢ alely, nelze
spolehlivé urcit, kterd z alel se vyskytuje ve vice kopiich — v téchto ptipadech jsou uvadény
pouze 2 alely.

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 fragmentii
v nukleotidech. V Tabulce 5 jsou uvedeny rozmezi délky jednotlivych alel pro kazdy SSR
marker. Vysledkem je sada alel, kterd je unikatni pro kazdy jednotlivy genotyp hrusné.
Vyhodnoceni pak probihd na zakladé porovnani sady alel analyzovaného vzorku s jinymi
vzorky, piipadné s referencni databazi dle typu analyzy.
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Tabulka 5. Matrice pro vyhodnocovani. Kombinace marker(, fluorescenéniho znaceni a o¢ekavanych
velikosti alel. V poslednim sloupci je uveden celkovy pocéet pozorovanych alel u diploidnich i
triploidnich odruad.

Celkovy pocet
pozorovanych alel

I o 7
VIC

Marker Znaceni/kanal Délka alel

TsuENHO003_a

CH02f06_a 358-413 20
NB109a_a 196-278 26
NZ05g8_a - 241-272 9
CHO05e06_a NED 343-409 27
CHO05a05_a 304-358 17
CHO04e05_a vIC 175-222 24
CH01h10_a viC 85-125 15
NB106a_a 423-506 23
CH02b03b_a 81-127 17
NB105a_a 110-146 16
CHO01d09_a NED 269-320 26
NH021a_a 428463 20
CHO05d03 142-194 19
CH02d11_a VIC 254-303 23
CHO05c06 NED 82-119 13
GD96_a NED 151-207 16

Pro spolehlivé vysledky se doporucuje do kazdého béhu fragmentacni analyzy zatadit
tzv. referenéni odridy. Tyto odridy slouzi jako dulezitd kontrola se zndmou sadou alel
jednotlivych SSR markerti a vyuzivaji se k validaci vysledkt pti mezilaboratornim porovnavani
nebo pii prenosu metody do jiné laboratofe. Délka PCR fragmenti se totiz miize mirné lisit od
skute¢né délky DNA sekvence v zévislosti na faktorech, jako jsou pouzité¢ fluorescencni
znaceni, reagencie nebo nastaveni pfistroje.

Jako kontroly byly vybrané odriidy: 'Amfora’, 'Bohemica', 'Boscova lahvice', 'Clappova',
'Dicolor’, 'Konference', "Lucasova' a '"Williamsova'. Tyto odridy jsou v Ceské republice
vSeobecné zndmé a hojné péstované. Grafické vysledky jsou zndzornény ve formé
elektroforeogramii na Obrazcich 1 az 8, délky alel jednotlivych SSR markeri kontrolnich odrid
jsou uvedeny v Tabulce 6.

Strana 14 (celkem 53)



VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY

HOLOVOUSY s.r.o. se sidlem ¢.p. 129, 508 01 Holovousy
Laboratorni komplement, Laboratotf molekularni biologie

Obrazek 1. Elektroforeogram pro referenéni odridu 'Amfora’. Jednotlivé panely odshora dol{: modry
kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Cerny kanal — znaceni NED; ¢erveny kanal —
znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanal(. Sedivé obdélnicky u zobrazenych barevnych kanal(

vymezuji jednotlivé markery.
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Obrazek 2. Elektroforeogram pro referenéni odridu 'Bohemica': Jednotlivé panely odshora dolt: modry
kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Cerny kanal — znaceni NED; ¢erveny kanal —
znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanal(. Sedivé obdélnicky u zobrazenych barevnych kanal(
vymezuji jednotlivé markery.

[ CH02b03b Il CH05d03 | [ NZ05g8 Il CHO05a05 | NB106a
75 125 1756 225 2‘75 3%5 3"/5 425 4'{5

18000
15000
12000

8000

€000

g Lo I .

[ CHo1h10 ] | CH04e05 | CHozd11 I CHoz2f06
75 125 175 225 15 325 a7s 425 475

18000
15000
12000

9000

6000

=1 I TR R

[ CHO05¢c06 ][ GD96 | CHO1d09 Il CH05e06
18000 75 . 125 . |?5 . 2?5 . 2‘75 . 3%5 . 3‘75 42‘5 17‘5
15000
12000
9000
6000
3000

. d

NB105a NB109a . TsuENH003 | NH021a

18000 75 . 125 . \l75 . 2?5 . 2‘75 . 3%5 . 3‘75 42‘5 . 47|5
15000
12000
9000
6000
3000 . J

o0 JU Il A Al U[ »M
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
6000
! |

ol doal ) ) Al J il M nIW JJ ..u”l i
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Obrazek 3. Elektroforeogram pro referenéni odridu 'Boscova lahvice': Jednotlivé panely odshora dolu:
modry kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Eerny kanal — znaceni NED; Cerveny kanal
— znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanald. Sedivé obdélni¢ky u zobrazenych barevnych kanald
vymezuji jednotlivé markery.

| CHO2b03b Il CHO5d03 ] [ NZ05g8 Il CHo5a05 NB106a
75 125 175 225 275 325 375 425 475

18000

15000
12000
9000

L | | i

| CHo1h10 ] CHOD4205 | | CHoz2d11 Il CHoz2fos |
75 125 175 225 275 325 375 425 475

18000

15000

12000

9000

3000

5000 ‘
J|L A L .Ill JJ

CHO5c06 1 GD36 CHO1d0s I CHO5e06
75 125 175 225 275 325 375 425 475

o Al I}

18000
15000
12000

9000

6000

L

NB105a NB109a ] TsuENH003 NHO21a
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
8000
3000 l ‘
. L M J Ll i i
75 125 175 225 275 325 375 425 475

18000

15000
12000

9000

6000
| | “ JJ
o W M A
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Obrazek 4. Elektroforeogram pro referenéni odridu 'Clappova’: Jednotlivé panely odshora dold: modry
kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Cerny kanal — znaceni NED; ¢erveny kanal —
znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanal(. Sedivé obdélnicky u zobrazenych barevnych kanal(

vymezuji jednotlivé markery.

[ CH02b03b Il CH05d03 [ NZ05g8 Il CH05a05 | NB106a
18000 7IE |%5 \?5 Z?E 2‘75 3?5 3‘75 42‘5 47IE
15000
12000
9000
6000
3000
L) A A
CHo1hio CHo4e05 ] CHo2d11 Il CHo2i06
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
6000
3000 J L‘. ‘ k
o L L Ju .'I L'I.'L
[ CH05¢c06 ] [ GDg6 ] CHO1d09 Il CH05¢06
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
6000
3000 J J
o o
NB105a NB109a | TsuENH003 ] NHO021a
18000 7|5 |?5 |?5 2?5 2‘75 E?E 3‘75 42‘5 47‘5
15000
12000
9000
6000
3000 l
o L IKIJI I.ll; JLJ ﬁl ﬂJ
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
6000
0 I Y A Ll
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Obrazek 5. Elektroforeogram pro referencni odridu 'Dicolor': Jednotlivé panely odshora dold: modry
kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Cerny kanal — znaceni NED; ¢erveny kanal —
znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanal(. Sedivé obdélnicky u zobrazenych barevnych kanal(

vymezuji jednotlivé markery.

[ CHO2b03b Ir CH05d03 [ NZ05g8 I CHO05a05 | NB106a
18000 75 126 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 t‘ .u
L . 1 ol
| CHo1h10 ] | CHO04e05 | CHozd11 Il CHO02f06 |
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 ‘J. J
o J ik Il
CHO5¢06 ] GD36 CHO1d03 Il CHO5e06
18000 75 1256 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
9000
6000
11 L
0
NB105a NB109a | TsuENH003 NH021a
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 ‘U
o J I i | l|| J A
18000 75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
LU 1L \
o Lalal L.JJ L L llLl ||. .l MMN A lm
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Obrazek 6. Elektroforeogram pro referenéni odridu 'Konference': Jednotlivé panely odshora dolU:
modry kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Eerny kanal — znaceni NED; Cerveny kanal
— znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanald. Sedivé obdélni¢ky u zobrazenych barevnych kanald
vymezuji jednotlivé markery.

[ CH02b03b | CHo5d03 | [ NZ05g8 CH05a05 | NB106a |
75 125 175 225 275 325 375 425 475

15000
12000

8000

S i J

| CHo1hi0 ] CHO4805 ] CHo2d11 Il CHO02f06 |
75 125 175 225 275 325 375 425 475

15000
12000

8000

5000 .
s LuLI. JJ IJI. .jl '}j

CHO5c08 I GD9s CH01d09 I CHO05e06
75 125 175 225 275 325 375 425 475

15000
12000

8000

JJ A

NB105a NB109a ] | TsuENH003 NHo21a
75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000
A ldl Ml LLIl l ﬂ h lult

75 125 175 225 275 325 375 425 475
18000 + + + + + + + + +
15000

12000

s000
8000
Al L ]
o LM LLI. iy
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Obrazek 7. Elektroforeogram pro referenéni odriidu 'Williamsova': Jednotlivé panely odshora dolu:
modry kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Eerny kanal — znaceni NED; Cerveny kanal
— znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanald. Sedivé obdélni¢ky u zobrazenych barevnych kanald
vymezuji jednotlivé markery.

[ CHO2b03b Il CH05¢03 | [ NZ05g8 CHO5a05 | NB106a
75 125 175 225 ZITE 3?5 3"/5 425 47‘5

18000
15000
12000

8000

8000

g FEVER EE | |,

| CHo1h10 ] CHo4605 ] | CHo2d11 Il CHozfos

75 125 175 225 275 325 75 425 45
18000 + ; ; ; : ; ; ; ' " ' f

15000
12000
8000

6000

3000 JU /I ’ I‘
. J Ll i A

[ CH05¢c06 IR GD%6 ] [ CHO1d09 I CHO5e06
75 125 175 225 2‘75 325 3‘75 425 475

I.Ald i

18000
15000
12000

8000

6000

1 I |

NB105a NB109a ] | TsuENH003 NH021a
75 125 175 225 2‘75 3%5 3"/5 425 4'{5

18000
15000
12000

8000

1 1 L4 0 L

75 125 175 225 275 325 375 425 475

15000
12000
9000

6000

1Ny
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Obrazek 8. Elektroforeogram pro referenéni odriidu 'Lucasova': Jednotlivé panely odshora dold: modry
kanal — znaceni 6-FAM; zeleny kanal — znaceni VIC; Cerny kanal — znaceni NED; ¢erveny kanal —
znadeni PET; prekryv v8ech barevnych kanal(. Sedivé obdélnicky u zobrazenych barevnych kanal(

vymezuji jednotlivé markery.

I CHO2b03b I CHO5d03 [ NZ0508 I CHO05a05 | NB106a
75 125 1756 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 JL J\
L L L L At
| GHo1hi0 ] | CHO04e05 | CHozd11 Il CHO02f06 |
75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 | ‘ 'I
JJ J A l“ U M A\lt||.l\
CHO5¢08 ] GD96 CHO1d09 I CHO5e06
75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
2000
6000
3000 J J\ ‘LJ
| » "
NB105a NB109a ] | TsuENH003 NHo21a
75 125 175 225 275 325 375 425 475
15000
12000
8000
6000
3000
.J‘ ‘JIJ lj hl Lll )l ~|L JII J A
va000 7% 125 175 225 275 325 a7s 425 475
15000
12000
8000
6000
3000 | ’ J ‘ 'I J
o IM L‘LL al l l.ll Il (| A\l\|.|.\\ ) J|| Jatllh
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Tabulka 6. Relativni velikosti alel jednotlivych markert u referen¢nich odrid. Odrida 'Lucasova' je
triploidni. V pfipadé vyskytu dvou alel u triploidnich odrld nelze spolehlivé urcit, ktera z alel je pfitomna
ve dvou kopiich, proto jsou u nékterych SSR markerd uvedeny pouze dvé hodnoty.

AN\
\V4
S

SSR Marker 'Amfora’ 'Bohemica’ Bosc:ov'a '‘Clappova’ 'Dicolor' 'Konference' 'Williamsova' Luc_:aspva
lahvice (triploid)
81 92 90 81 81 90 81 90
90 98 102 96 92 98 102 102
107
180 164 156 156 162 172 150 156
194 194 172 194 194 194 194 162
346 346 348 346 334 348 346 338
348 348 348 346 346 348 348 344
348
243 243 243 249 243 241 241 241
243 249 245 249 245 243 249 243
454 467 460 454 467 454 435 454
467 470 462 467 470 454 454 460
96 100 85 100 100 102 100 100
CHO01h10_a 102 100 111 107 107 109 102 102
111
175 175 187 175 191 175 185 175
CHO04e05_a 175 191 193 193 195 175 193 191
193
275 269 259 269 269 269 267 269
CH02d11_a 275 275 275 275 275 275 269 275
279
372 382 362 362 382 372 385 362
CH02f06_a 401 385 372 401 385 385 401 382
385
86 86 86 90 86 86 86 86
CHO05c06 96 86 86 90 90 96 90 92
166 164 168 168 164 180 168 162
GD96_a 180 164 187 180 187 207 185 180
185
294 296 275 279 282 300 292 294
CHO01d09_a 300 296 296 300 296 300 300 300
347 345 353 353 345 359 366 345
CHO05e06_a 359 393 359 384 366 359 384 393
110 110 123 123 110 110 123 110
144 144 146 144 144 137 144 144
223 223 223 255 229 223 223 223
229 232 261 261 232 253 261 229
261
324 322 344 322 322 324 328 338
344 324 344 328 346 344 344 344
428 441 449 442 449 428 428 428
449 442 449 449 461 447 449 447
461
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3.2.5.2 MozZné problémy pii analyze dat (,, Troubleshootings*)

Grafické vystupy fragmentacnich analyz jsou zpravidla dobfe hodnotitelné a vétSinou
jsou automaticky vyhodnoceny softwarem GeneMapper spravné. V nékterych ptipadech vSak
muze dojit k nevyhodnoceni urcité alely ¢i k vyhodnoceni nespravné alely, napi. z divodu
vyss§iho pozadi ¢i vyrazného ,,stutteringu* (kratsi varianty dané alely, které vznikaji chybovosti
DNA polymerazy), ptipadn¢ z davodu malé vzdalenosti mezi dvéma alelami, proto je potiebna
kontrola, nejlépe dvou analytikdi. V nésledujicim textu jsou uvedeny nejcastéjsi priklady
problematicky vyhodnotitelnych alel, kterym je vhodné vénovat zvySenou pozornost.

1) Alely liSici se pouze o 1 nukleotid

Problémem pti vyhodnocovani mohou byt alely liSici se pouze o jeden nukleotid. Jejich
vyskyt je ojedinély, ale u nékterych markeri se mohou objevit Castéji. Tyto alely mohou byt
snadno ptehlédnuté a Casto u nich také dochdzi k nespravnému automatickému vyhodnoceni
pomoci softwaru. Tyto alely se vyskytuji u markerit NB106a_a — alelické kombinace 454/455
(Obrazek 9) a 464/465 (Obrazek 10), CHO04e05_a — alelick4d kombinace 201/202 (Obrazek 11)
aNHO021a a - alelické kombinace 441/442 (Obrazek 12) a 444/445 (Obrazek 13).

Obrazek 9. Alely 454 a 455 markeru NB106a_a na chromozomu 9. (A) Alely 454 a 455 se liSi
0 1 nukleotid. Alela 455 patfi mezi vzacné a mimo kombinaci s alelou 454 nebyla pozorovana. (B)
Samotna alela 454.

NB106a_(09 NB108a 09
425 475 425 475

454 454
453.73 45378
4876 8400
455

454.04

4956
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Obrazek 10. Alely 464 a 465 markeru NB106a_a na chromozému 9. (A) Alely 464 a 465 se lisi
o 1 nukleotid. (B) Alela 464 v kombinaci s alelou 467. (C) Samotna alela 465.

| NB106a_09 | | NB106a_09 ] [ NB106a_09
425 45 425 475 425 5

464 464 465

463.72 463.59 464.83
3106 3301 7230
465 467
464.83 466.70
3018 3333

A) B) C)

Obrazek 11. Alely 201 a 202 markeru CH04e05_a na chromozdmu 7. (A) Alely 201 a 202 u triploidniho
vzorku liSici se o 1 nukleotid. (B) Alela 201 v kombinaci s alelou 175. (C) Alela 202 v kombinaci s alelou

175.
CHO4e05_07 | CHO04e05 07 CH04e05_07
175 225 175 225 ) ]::'5 ) 2;5
"u‘ ,,‘“. r|l .“Jl" L lhl
179 201 175 201 175 202
178.81 201.28 174.69  201.28 17470 202.08
202 5 y ptnimyd
7202 382I4 8662 606 1656 5022
202
202.22
3870
A) B) C)
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Obrazek 12. Alely 441 a 442 markeru NHO21a_a na chromozému 13. (A) Alely 441 a 442 se lisi
o 1 nukleotid. (B) Alela 441 v kombinaci s alelou 449. (C) Alela 442 v kombinaci s alelou 449.

[ NHO021a_13 | [ NHD21a_13 | [ NHOD21a_13 |
425 475 ) x‘-2.5 ) 1‘-?:5 405 475
i JJL! R
441 441 442
441.33 441.59 442.06
4616 4202 2774
1 1 1
442 4409 449
442.30 44921 44922
4154 2006 3352
A) B) C)

Obrazek 13. Alely 444 a 445 markeru NHO21a_a na chromozomu 13. (A) Alely 444 a 445 liSici se
0 1 nukleotid. (B) Alela 444 v kombinaci s alelou 461. (C) Alela 445 v kombinaci s alelou 461.

[ NHO21a_13 | [ NH021a_13 | [ NH021a_13 |
3_9:5 ) z.;-:s 425 475 ) 1‘-2.5 ) 1_;-:5
N .\.IJ! 2 .JJNL |
444 444 445
444 48 444.41 44527
3652 1661 3604
45 461 461
44533 461.11 460.97
2880 603 1512
A) B) C)

2) ,,Stuttering“

Stuttering je jev, pifi kterém se na elektroforeogramu, kromé hlavniho vrcholu
odpovidajicimu spravné alele, objevi v jeho tésné blizkosti také mensi vedlejsi vrcholy (tzv.
stutter peaks), které jsou typicky o jednu nebo vice jednotek repetice kratsi, poptipad¢ delsi nez
hlavni fragment. Ty vznikaji u mikrosatelitti pti PCR béhem replikace téchto opakujicich se
usek, kdyz dojde k tzv. skluzu DNA polymerdzy. Pfi skluzu polymeraza bud’ "pfeskoci" jednu
nebo vice opakovacich jednotek, coz vede ke zkraceni amplifikovaného produktu, nebo se
naopak vzacnéji "zasekne" a vytvoii delsi produkt. Vysledkem jsou fragmenty o mirn€ odlisné
délce, které pak pfi fragmentacni analyze vytvofii tyto vedlejsi vrcholy. V ojedinélych ptipadech
je také moZné zaznamenat fragment o jeden nukleotid delSi neZ hlavni vrchol, ktery je zptisoben
tendenci DNA polymerazy ptidavat k 3’ konci amplifikované sekvence jeden nukleotid navic.
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Z tohoto divodu je vhodné pro fragmentacni analyzu pouzit DNA polymerazu, kterd tuto
vlastnost nevykazuje, nebo jen ve velmi malé mife, napt. DNA polymerdzu obsazenou
v reagencii Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix.

Z vyse uvedenych divodu mize stuttering zkomplikovat interpretaci vysledki. Pfi
automatizovaném vyhodnocovani dat miize software tyto vedlejsi vrcholky detekovat a chybné
je vyhodnotit jako samostatné alely, zejména pokud je jejich vyska nad nastavenym prahem pro
vyhodnocovani vrcholi. To mutze vést k chybné genotypizaci, naptiklad k zaméné
homozygotniho profilu za heterozygotni. Nastat mize i opacna situace, kdy software vyhodnoti
krat§i vrchol za stutter i piesto, ze se jedna o alelu. Spravné nastaveni softwaru a manuélni
kontrola jsou proto kli¢ové pro rozliSeni skutecnych alel od vedlejsich stutterovych vrcholt.
Vizudlné lze tyto stutterové vrcholky odlisit na zaklad¢ jejich nizsi vysky (jsou nizsi nez hlavni
vrchol a maji tendenci se snizovat se vzrastajici vzdalenosti od redlné délky alely) a
predvidatelné pozice (vzdy o definovany pocet nukleotidii krat$i/delsi nez hlavni vrchol).
V ptipadé jakychkoli nejasnosti je potfebné porovnat vzhled alel i u jinych vzorkd.

Obrazek 14 zobrazuje ptiklady alel, které mohou byt chybn& zaménény za stutter, nebot’
krat$i alela je niz8i neZ néslednd delsi alela. Dalsi podobné alely jsou uvedeny v Tabulce 7.
Priklady siln¢ stutterujicich alel jsou uvedeny na Obrazku 15. Dalsi obdobné siln¢ stutterujici
alely, které¢ by mohly byt v urcitych kombinacich htie hodnotitelné, jsou alely 394, 397, 400,
401 a 413 u markeru CHO2f06_a, alely 370 a 399 u markeru CH05¢06_a a alely 255, 257 a 261
u markeru NB109a_a. Prekryv kratsi alely a stutteru u delsi alely (pfiklad Obrazek 16) muze
také komplikovat vyhodnocovani.
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Obrazek 14. Priklad alel, kde krat$i alela je nizSi nez alela delSi a maze byt chybné zaménéna za stutter.
(A) Alely 348/350 u markeru CH05a05_a. (B) Vzhled alely 348 v jiném alelickém uspofadani. (C) Vzhled
alely 350 v jiném alelickém uspofadani. (D) Alely 273/275 u markeru CH01d09_a. (E) Vzhled alely 273
v jiném alelickém usporadani. (F) Vzhled alely 275 v jiném alelickém usporadani.

[ CHO5a05_08 | [ CH05a05_06 | [ CH05a05_06
3}.25 ) 325 325
348 348 350
;;33654 347.71 349.88
- 5492 5066
350
3490.82
5732
A) B) C)
| CHo1d0g 12 | CHO1d0g 12 [ CHo1dog_12 ]

2 ‘75 . 32‘ 275 32 275 32
. ' } + ' 1 ' '

Al All

273 273 300 275 310

272.84 272.89 300.00 274.76 309.71
654? 6992 4414 7858 4550
275
274.57
12022

D) E) F)

Tabulka 7. Alely, které mizou byt chybné zaménény za stutter v dané alelické kombinaci

Marker Znaceni/lkanal Kombinace alel

CHO05a05_a _ 244/246

NZ05g8 a 241/243, 247/249

CHO01h10_a VIC 100/103

CHO04e05_a VIC 191/193

CHO02d11_a VIC 267/269, 277/279

GD9%6_a NED 162/164, 166/168, 178/180, 185/187
CHO05e06_a NED 343/345

NB105a_a 121/123
TsuENHO003_a 320/322, 342/344
NHO021a_a 442/444
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Obrazek 15. Priklady silné stutterujicich alel. (A) Alely 180 a 194 u markeru CH05d03. (B) Alely 399 a
405 u markeru CH02f06_a.

| CHO5d03_14 ] [ CHO02f06_02 |
175 125 s 425

Auw Jau I.lJ,IL

180 399
179.76 399.64
5428 8100
194 405
193.68 405.26
4242 5216
A) B)

Obrazek 16. Delsi stutterujici alela 470 zasahuje stutterem do kratSi alely 467. (A) Alely 467/470. (B)
Alela 467 v jiném alelickém uspofadani. (C) Alela 470 v jiném alelickém uspofadani.

[ NB108a_09 ] [ NB106a_09 | [ NB108a_09
425 475 425 475 425 475
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3) Nizky signal alely

Problematické pro hodnoceni jsou rovnéz alely, které vykazuji nizky signal oproti
ostatnim alelam a které je mozZné piehlédnout. Jedna se napiiklad o marker CHO5c06 a alely 96
a 99 nebo marker CH05e06 _a a alelu 355 (Obrazek 17). Nizky signal téchto alel mize byt
zpiisoben napt. hlite amplifikovatelnou sekvenci alely, poptipadé vyskytem mutaci v sekvenci,
na kterou naseda primer. Doporucuje se proto hodnotit vzorky s dostate¢né vysokym signalem,
aby nemohly byt hiife amplifikovatelné alely opominuty.
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Obrazek 17. Priklady alel s nizkym signalem. (A) Alela 96 markeru CH05c06 v porovnani s alelou 86.
(B) Alela 99 markeru CH05¢c06 v porovnani s alelou 90. (C) Alela 355 markeru CH05e06_a v porovnani

s alelou 359. (D) Alela 355 v porovnani s alelou 366.
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::g 0 366.35
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4) Prosviceni signalu pochazejiciho z jiného detekéniho kanalu

Prosviceni signalu pfedstavuje dal$i vyznamnou vyzvu pii interpretaci vysledka
fragmentacni analyzy. Tento jev nastava, protoZe emisni spektra fluorescencnich barviv
pouzivanych k znaeni DNA fragmenti se ¢astecné piekryvaji. KdyzZ laser excituje barviva,
detektor mize kromé signalu jedné barvy zachytit i ¢ast signalu z jiného barviva. To se typicky
projevi jako slabsi, chybny signdl v barevném kandlu, do kterého nepatii. Moderni genetické
analyzatory sice tento problém fesi pomoci matematické korekce a piedchozi kalibrace, avSak
pi1 nadmérné silném signalu (tzv. pull-up peaks) muze dojit k saturaci detektoru. V takovém
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ptipad¢ selze i korekéni matice a vysledkem je chybny pienos signalu mezi barevnymi kanaly,
coz vyzaduje peclivou vizualni kontrolu. U hrusni se toto vyrazné zesileni fluorescenéniho
signalu, ¢asto do extrémné vysokych hodnot, objevuje predevsim v zeleném kanélu (fluorofor
VIC) u markeru CH02d11 a, coz vede k prosviceni do ¢ervené¢ho kanalu (fluorofor PET).
Prosviceny signal se da obvykle snadno rozpoznat, protoze ma atypicky tvar a Sitku ve srovnani
s pravymi alelami a nachazi se mimo znamé délky alel (Obrazek 18). V nékterych ptipadech se
vSak miize stat, Ze k prosviceni kanalu dojde i pfimo v alele se stutterem, coz mliZe interpretaci
znacn¢ komplikovat (Obrazek 19). V ptipad¢€ pochybnosti je proto nezbytné zkontrolovat danou
oblast u vice barevnych kanalli a ovéfit, zda atypicky vrchol v jednom kanélu piesné odpovida
velmi silnému signdlu v kanalu jiném.

Obrazek 18. Prosviceni signalu zeleného kanalu do kanalu erveného. (A) Cerveny kanal fragmentaéni
analyzy. V ¢erném ovalu je vrchol vznikly prosvicenim ze zeleného kanalu. (B) Zeleny kanal
fragmentacni analyzy a alela 269 markeru CH02d11_a s velmi vysokym signalem nad detek&nim
limitem detektoru. (C) Pfekryv zeleného a cerveného kanalu.
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Obrazek 19. Prosviceni signalu zeleného kanalu do stutteru alely 261 markeru NB109a_a v ¢erveném
kanalu. (A) Alela 261 markeru NB109a_a s prosvicenym signalem zeleného kanalu. V ¢erném ovalu je
vrchol vznikly prosvicenim ze zeleného kanalu. (B) Alela 261 markeru NB109a_a bez prosviceného
signalu zeleného kanalu. (C) Pfekryv zeleného a ¢erveného kanalu, kdy alela 259 markeru CH02d11_a
s velmi vysokym signalem na horni hranici detekovatelnosti zasahuje do alely 261 markeru NB109a_a
a zpusobuje prosviceni signalu. (D) Alely marker NB109a_a a CHO02d11_a, které se vzajemné
neovliviuji.

225 275

225 275
} }

B)

|

5) Mutace v SSR markerech u odrad

U néktery odriid pochazejicich z riznych zdroji byl pozorovan stejny soubor alel v§ech
markerd kromé¢ jediné alely. V téchto ptipadech dochazelo obvykle k posunu urcité alely, kdy
plvodni alela ze spektra vymizela. VéEtSinou se jednalo o posun alely o dva az ¢tyfi nukleotidy
(pravdépodobné diky skluzu polymerazy) (Obrazek 20), byla v§ak pozorovana i odriida, u které
doslo k vétsi zmeéné délky, a to az o 10 nukleotidi (Obrazek 21). V nékterych ptipadech se

A A

b i

C) D)

vzorky stejné odridy liSily pfitomnosti jedné alely navic (Obrazek 22). Ve vSech téchto
ptipadech lze na vzorky nahliZet jako na mutace téze odriidy. Mutace (nejen) v SSR markerech
v ramci vegetativné mnoZenych odrid rostlin jsou pomérné béznym jevem a u hrusni byly
popsany jiz diive (Queiroz et al. 2019), u jinych druhii byly popsany napf. u révy vinné
(Gongalves et al. 2013).
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Obrazek 20. Marker NB109a_a — zména alely o 2 nukleotidy — odrida 'Untoasa de Georgiu' ze dvou
riznych zdrojl, (A) s alelou 223, (B) s alelou 221, ostatni analyzované markery mély vSechny alely

shodné.
| NE109a_03 | NBE109a_03 |
225 . 275 . 225 . 275

" Al 'lII- nllJHIII ! _ludhll_
223 261 221 261
223.01 260.34 221.03 260.34
6166 2404 7771 3547

A) B)

Obrazek 21. Marker CH02d11_a — zména alely o 10 nukleotidd — odrida 'Zakrsla zvonkova' ze dvou
riznych zdrojl, (A) s alelou 277, (B) s alelami 277 a 287, ostatni analyzované markery mély vSechny
alely shodné.

[ CHOZd11 1% CHO2d11 15

277 27
277.13 277.10
30002 6558
287
286.99
7620
A) B)
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Obrazek 22. Marker CH01d09_a — vyskyt nové alely — triploidni odriida 'Zelinka chlumecka' ze dvou
rdznych zdroja, (A) s alelou 296 (kromé alel 275 a 294), (B) s alelou 281 (kromé alel 275 a 294), ostatni
analyzované markery mély vSechny alely shodné.

| CHO1d0g 12 ] [ CHOTd0g_12 ]
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20477 280,46
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A) B)

6) Chyby v pre-analytické a analytické fazi

Pro nalezité vyhodnoceni vysledki fragmentacni analyzy je nezbytné vénovat pozornost
i chybam, které mohly vzniknout jiz v pre-analytické a analytické fazi a rovnéz mohou vést
k nespravné interpretaci. Nékteré chyby, jako je zaména vzorkd pfi jejich odbéru nebo
manipulaci v laboratofi, nelze odhalit pouhou analyzou elektroforeogramii. Pro jejich detekci
je ideélni analyzovat dva nezéavisle odebrané vzorky téze odrudy, které by mely mit identicky
geneticky profil. Naopak kontaminace vzorki, naptiklad pfi odbéru listl z propletenych vétvi
sousednich stromtl, pfipadné z prorostlé podnoZe, nebo laboratorni chyby pfi michani vzorki
jsou casto viditelné na samotném elektroforeogramu. Misto ocekavanych dvou nebo tii alel pro
diploidni, respektive triploidni genotyp, se mize objevit vicecetny, napiiklad tetraploidni profil
(Obrazek 23). Takovy vysledek vzdy indikuje smésny vzorek a vyzaduje opakovani analyzy a
identifikaci kroku, ve kterém doslo ke smiseni vzorkt, aby se vyloucila dalsi chyba a zajistila
se spolehlivost genotypizace.
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Obrazek 23. Priklad tetraploidniho profilu, kdy doslo ke smichani dvou vzork(l v pribéhu analyzy —
u kazdého kanalu horni panel zobrazuje smésny vzorek odridy 'Moldavskaja ranaja’ a druhého
neznamého genotypu, dolni panel geneticky profil odriidy 'Moldavskaja ranaja’. (A) Modry kanal
(6-FAM). (B) zeleny kanal (VIC), (C) ¢erny kanal (NED), (D) ¢erveny kanal (PET).
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4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predkladand metodika komplexné zpracovava problematiku identifikace odrid hru$ni
pomoci molekularnich markera typu SSR. Zahrnuje popis standardizovanych metodickych a
analytickych postupti od odbéru vzorku, ptes jeho uchovani, zpracovani, postupy molekularni
detekce a vyhodnoceni.

V Ceské republice se doposud pro identifikaci hrusni primarné vyuzivaly fenotypové a
fenologické deskriptory, coZ je metoda z&visla na zkuSenostech hodnotitele a miize byt zatizena
subjektivni chybou. Zavedeni spolehlivé a rychlé laboratorni genotypizace, vyuzitelné po cely
rok, tak pfedstavuje zasadni kvalitativni posun. Evropsky kooperativni program pro rostlinné
genetické zdroje (ECPGR) doporucil pro genotypizaci hrusni sadu 17 SSR markert, které se
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amplifikovaly ve 3 oddélenych multiplexech po 4 SSR markerech, ostatnim byla pfifazena nizsi
priorita a byly analyzovany jednotlivé (Evans et al. 2009). Pozd¢ji byla tato sada zredukovana
na 12 SSR markert analyzovanych ve tfech multiplexech (Evans et al. 2015). Analyza ve vice
reakcich je vSak pracny a Casové narocny postup, ktery zvySuje finan¢ni néklady i riziko
chybovosti, proto je modernim pfistupem provadét genotypovani v jediné reakci. Tento postup
zvolil jiz Zurn et al. (2020), ktery vSak v sadé USPGR pouzil pouze 10 SSR marker(, z nich
vétSina méla delsi nez 2-nukleotidovou repetici. Delsi repetice SSR markeru maji své vyhody,
jako napftiklad vyssi stabilita a nepfitomnost stutteru, ovSem za cenu nizsi heterozygotnosti
(Testolin et al. 2022). Jak je zfejmé z publikace o vyvoji USPGR, nékteré odridy v ramci
souboru 152 odriid byly rozliSovany na zéklad¢ jediného markeru, coz pti odhadovaném poctu
vice jak 3000 celosvétove existujicich odrud, které Casto vznikaji kiizenim uzké sady rodict,
muze ptindSet problémy s nizkou rozliSovaci schopnosti této sady. S cilem zefektivnit tento
proces jsme proto navrhli vlastni, optimalizovanou sadu 17 SSR markert, které se vyznacuji
ucinnou amplifikaci, vysokou heterogenitou a snadnou hodnotitelnosti. Tato sada umoziiuje
amplifikaci v jediné multiplexni reakci, coZ minimalizuje chybovost spojenou s kompletaci dat
z vice reakci, snizuje financni néklady a zaroven zachovéava vynikajici rozliSovaci schopnost
pro spolehlivé odliSeni jednotlivych odrid. Jeji pravdépodobnost ndhodné shody vypoctena po
analyze 230 odrtid je pro diploidni hrusné 4,9x10 %, coz odpovida pouzivanym soupravam pro
identifikaci ¢loveka obsahujicim rovnéz 17 SSR markert (Green, 2013)

5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Tvorba referen¢ni databdze pro ticely ovétovani a identifikace odrid hrusni pfedstavuje
klicovy krok v modernim ovocnaistvi. Deklarace odriidy ma vyznam nejen pé&stitelsky, ale 1
obchodni, legislativni a kulturni. Genotypizace zalozena na analyze DNA pomoci SSR markert
umoziuje jednozna¢né rozliSeni genotypil nezavisle na fenotypu a je aplikovatelna ve vSech
fazich produkéniho cyklu. Pro identifikaci je nezbytné mit k dispozici databazi alelickych

Referen¢ni databaze miize byt vytvarena i pro konkrétni ucel. Pro péstitelskou praxi je
vhodné sestavit databazi genotypt nejcastéji péstovanych odriid, ktera by byla ptizplisobena
konkrétnimu podniku a mohla by obsahovat pouze odridy, které jsou v daném provozu
péstovany ¢i mnozeny.

Genotypizaci miize vyuzit také Narodni odridovy tfad (NOU) pro uéely uznavaciho
fizeni pii zkouSeni novych odrid (zatradit analyzy pfed nebo po DUS testech), testovani shody
odriid a ovéfovani pfi prodluzovani registrace. Databaze SSR profild odrid udrzovanych
v NOU je vyuzitelna k ovéfeni pravosti, identifikaci mutaci &i klond odrid, se kterymi jsou
piihlaSované materidly shodné, a k podpoie Slechtitelskych prav.

Vyznamnd je také databaze pro sbirkové tucely. HruSen obecnda je soucdsti
genofondovych sbirek uchovavanych ve VYZKUMNEM A SLECHTITELSKEM USTAVU
OVOCNARSKEM HOLOVOUSY s.r.o., pficemz informace o odriidich jsou uvedeny
v databazi GRIN Czech. Genetickd analyza starych a krajovych odrid umoziluje identifikaci
duplicit a synonym, ovéteni pivodu odrid a rovnéz jejich vyuziti v Slechtitelskych programech
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zaméfenych na odolnost vic¢i chorobam, suchu ¢i mrazovému poskozeni. Znalost genetickych
profill je cennd i pro identifikaci odrtid ze starych vysadeb, aleji ¢i historickych zahrad, kde se
Casto vytraci povédomi o pivodu stromi. Genotypizace tak ptredstavuje nastroj pro jejich
charakterizaci, dokumentaci a ochranu kulturniho dédictvi.

Genotypizace hrusni najde uplatnéni 1 ve Skolkafské praxi, kde se pouziva vegetativni
rozmnozovani. Produk¢ni fetézec zahrnuje velmi Casto registrovanou nebo chranénou odridu
v podob¢ matecnice v izolaci a nasledné prostorovém izolatu, dalSim krokem je pfiprava
stromkli (oCkovani, roubovani) a nésleduje prodej. Pii kontrole pravosti odridy lze vyuzit
nasledujici postup: unikatni oznaceni stromli pouzivanych jako zdroj rozmnoZovaciho
materialu (matecnic), vytvoreni databaze genetickych profili vSech matecnic, ovéfeni pravosti
pomoci databiaze NOU, stanoveni genetickych profilti stromii v izolatech véetné porovnani
s profily mate¢nic a namatkovou kontrolu vypéstkii. V ptipad€ zjisténi nesouladu je nutné
analyzovat jednotlivé ¢lanky vyrobniho procesu. Pro snizeni naklada lze vyuzit smésné vzorky
z nékolika malo stromka stejné Sarze.

V souhrnu, metodika genotypizace hrusni ma Siroké uplatnéni napfi¢ riiznymi sektory.
Usttedni kontrolni a zku$ebni tistav zemédélsky a Narodni odriidovy ustav ji mohou vyuzit pro
kontrolu novosti pifihlaSovaného materidlu a ovéteni shody pii prodluZzovani registrace.
Ovocnafska unie CR ji miize zavést pro rutinni ovéfovani pravosti proddvaného ¢ mnozeného
materialu. Slechtitelé ji aplikuji pro ovéfovani rodi¢ovského pivodu novych odrid, mize jim
zarudit i vybér licenénich poplatkil. Skolkafi s jeji pomoci mohou kontrolovat viechny kroky
produkce stromkl. Péstitelé ji vyuziji pro kontrolu pravosti sazeného materialu, ¢imz predejdou
ekonomickym ztratdm. Statni zemé&délska a potravinatska inspekce (SZPI) a Ceskéa obchodni
inspekce (COI) ji mohou vyuzit pii kontrole pravosti prodavanych plodti nebo produkti z nich.
Celni sprava ji uplatni pti ovéfovani deklarovaného zbozi pifi dovozu a vyvozu. Instituce
spravujici genofondy ji vyuzivaji pii obnové vysadeb a pfenosu genotypl. Obce, spolky a
spravy chranénych uzemi ji mohou vyuzit pii identifikaci starych a krajovych odrid v krajiné.

6 EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomické piinosy genotypizace hrusni lze posuzovat z nékolika thli pohledu,
predevsim vsak z hlediska minimalizace ztrat spojenych se zaménou odrid. V textu se vychazi
ze statistickych udaji pro Ceskou republiku za rok 2024 (UKZUZ, SZIF)

Ovéreni pravosti odrudy pred vysadbou — kalkulace ztrat na hektar pri vysadbé §patné
odrudy z pohledu péstitele

V Ceské republice se v roce 2024 péstovaly hruiné v produkénich sadech na plose
643 ha, které poskytly vynos 5 603 tun hrusek. Rok 2024 byl ale vyznamné ovlivnén teplym
jarnim pocasim nasledovanym jarnimi mrazy, které¢ zpusobily poSkozeni kvéti a pladka.
U hrus$ni konecnou sklizent pozitivné ovlivnil dostatek srazek, dlouhy teply podzim a
partenokarpicky vyvoj plodid u odridy Konference. 5 603 tun vSak odpovida pouze 77 %
pétiletého priméru sklizné tohoto druhu. Primérny vynos na hektar byl 8,71 tun. Primérna
vykupni cena hruSek prvni jakosti se pohybovala kolem 28,50 K¢/kg.
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Pti uvazovaném nulovém vynosu kvuli nevhodné osdzenému sadu (napt. nevhodné
klimatické podminky, vysadba Spatné opylovaci odriidy atd.) tak dochédzi k primérné ztraté
vynosu z prodeje cca 248 235 K¢/ha/rok, pficemz osazeni sadu jinou odridou lze zpravidla
rozpoznat az po tfech letech, kdy zac¢ina plodit. Ztrata z produkce tak mize teoreticky byt az
744 705 Kc¢/ha/3 roky, ve skutecnosti vSak bude aktudlni ztrata v prvnich tfech letech o néco
nizsi, nebot’ mlady sad nebude jest¢ dosahovat primérnych publikovanych vynost na hektar.
Cast ztraty se viak prenese do nasledujicich let, kdy nové osazeny sad bude plodit méng, neZ
by plodil o tii roky starsi sad. K nulovému vynosu nemusi dojit, pokud mohou byt ptipadné
plody jiné odridy proddny, napt. alespoil k primyslovému zpracovani. Kromé uslého zisku
vsak vzniknou i ndklady s vysadbou nespravné odridy (pofizeni stromki, ndklady na vysadbu)
a udrzovanim celého sadu az do okamziku, kdy bude nespravné vysazena odriida rozpoznana.
Tyto naklady budou vzdy velmi individudlni. Pro orientaci jsou zde uvedeny vysSe dotaci na
restrukturalizaci ovocnych sadi v rezimu ekologického zeméd€lstvi pro rok 2025:

1) 334 000 K¢/ha noveé vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrad
ovocnych stromt broskvoni, hrusni, jabloni, merunék, slivoni (kromé& myrobalanu), tfe$ni
nebo visni s minimalnim poc¢tem zivotaschopnych jedinct — stromti 800 ks/ha;
i1) 193 000 K¢/ha noveé vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrid
ovocnych stromil broskvoni, hrusni, jabloni, merunék, slivoni (krom¢ myrobalanu), tfeSni
nebo visni s minimalnim poc¢tem zivotaschopnych jedincti — stromti 400 ks/ha.
Dalsi vydaje pak bude potieba vynalozit na likvidaci nevhodné osazeného sadu, pokud se
nechténa odrida ukaze dlouhodobé nerentabilni vzhledem k mistnim podminkdm. Ty budou
op¢t individualni a celkové ndklady (usly zisk + nadklady na obnovu sadu) mohou doséhnout
statisicovych ¢astek na hektar.

Prvek zajisténi kvality v systétmu managementu kvality ve vyrobnich podnicich (Skolkach)
— kalkulace ztrat pii vyrobé Spatné odriudy potiebné k osazeni jednoho hektaru sadu
z pohledu Skolkaie

Ztraty skolkatskych podnikt Ize rozdé€lit do dvou hlavnich kategorii:

1) ndklady na vytvofeni Skolkafského vypéstku a
1) usly zisk v ptipadé€, Ze se nepodafi Spatn€ vyrobeny material prodat.

Vzhledem k tomu, Ze znacné Cast stromk urcité odridy je produkovéna na zakazku,
neni v této metodice uvazovana produkce nespravné odriidy pro maloobchod, jelikoZ vypéstky
lze zpravidla nabidnout pod spravnym ndzvem.

Néklady na vytvofeni Skolkatského vypéstku se vyrazné 1i$i mezi jednotlivymi podniky.
Kromé nékladii na péstovani a udrzbu zahrnuji 1 cenu podnoZe (obvykle v fadu nizsich desitek
K¢/ks), ocek roubované odridy (cca 5-10 K&/ocko) €1 roubu (cca 25-50 K&/roub), pricemz
ceny zaviseji na konkrétni odradé€, pozadovaném mnozstvi a ptipadnych licen¢nich poplatcich.

Mnozstvi stromkl potfebnych na osazeni 1 ha hrusiiového sadu je cca 800 ks (zalezi na
sponu a intenzité péstovani). Pti orientaénim odhadu nédkladi na vyrobu jednoho stromku pro
velkoobchod ve vysi 80—-100 K¢/ks Cini ztraty pii vyrobé 800 stromkl potfebnych k osdzeni
1 hektaru ptiblizn€ 64 000-80 000 K¢.

K tomu je nutné pfipocitat i uSly zisk z neuskute€néného prodeje. Cena stromkil se
pohybuje v zéavislosti na jejich tvaru (napt. Spicak, korunka, zdkrsek, ctvrtkmen, polokmen,

Strana 39 (celkem 53)



\/ VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY \/
S HOLOVOUSY s.r.o. se sidlem ¢&.p. 129, 508 01 Holovousy S

Laboratorni komplement, Laboratof molekularni biologie

vysokokmen) a odridé v rozmezi od cca 100 K¢/ks (Spicaky) az po 400 K¢/ks (vysokokmeny)
bez DPH. Celkové ztraty pii neprodani 800 kust tak mohou dosdhnout dalsich 80 000 az
320 000 K¢.

V souhrnu tedy miize Skolkaf utrpét ztratu ve vysi ptiblizn¢ 120 000 az 400 000 K¢ pfi
vyrob¢ nespravné odridy pro plochu jednoho hektaru.

Ovérovani dodrzovani licen¢nich podminek — kalkulace ztrat pri neuplatnéni licen¢nich
poplatku

Chranéné odriidy jsou prodavany na zdkladé smlouvy a dohody na licen¢nich
poplatcich, které¢ maji pokryt naklady slechtitel na tvorbu nové odridy a byt i jejich ziskem,
cast poplatku pak ptipada i skolkaiim ¢i dalSim ¢lankiim vyrobniho a prodejniho fetézce. Cena
licence je pfipocitdvana jak k prodavanym ocktm licencované odridy (cca 2-5 Kc/oc€ko),
obvykle v zavislosti na poctu odebranych ocek, odriad¢ nebo Slechtiteli), tak k prodavanym
stromkim (obvykle 10-75 KC¢), opét v zavislosti na poctu odebranych stromki, odridée ¢i
Slechtiteli). Pfi neopravnéném prodeji stromki bez licence tak mtze vzniknout Skoda az 60 000
Ké&/ha. Tato Skoda se déli mezi Slechtitele a Skolkate, kterému by ¢ast licencniho poplatku méla
za namnozeni dané odriidy piipadnout. Zakoupeni licencované odriidy vytvaii pies vyssi
potizovaci cenu stromkil pfinos i péstitelim, nebot’ vykupni cena jablek licencovanych odrad
byva obvykle vyssi nez u odriid bez licence; totéz se tyka i prodejcii, ktefi licencované odrady
prodéavaji obvykle draze. Moderni licencované odriidy také mivaji produkéni vyhody (napf.
vys$si vynos, rezistence apod.). Cely produkéni fetézec (od Slechtitele az po prodejce) tak ma
zdjem na tom, aby u licencovanych odriid byla ovéfena pravost a nebyly péstovany bez
zaplaceni licen¢nich poplatki, tedy levné;i.

Ovérovani odrid pri registraci a jejim prodluzovani u Narodniho odridového tradu
(NOU) — kalkulace nakladi.

Vyhlaska Ministerstva zeméd¢€lstvi ¢. 221/2002 Sb., Ptiloha 2, kterou se stanovuje
sazebnik nahrad nakladi za odborné a zkusebni ukony vykonavané v pusobnosti UKZUZ,
v soucasné dobé¢ uvadi rocni ndklady za odriidu — zkousky odliSnosti, uniformity a stalosti (tzv.
DUS testy) u hrusni ve vysi 4 428 K¢/rok (rok 2025). DUS testy pii registraci nové odridy
obvykle trvaji 2—-3 roky (Ehrenbergerova, 2014), jedna se tedy o 8 856 — 13 284 K¢&. Pri
prodluZovani registrace miiZze byt tato doba kratsi, je vSak tfeba pocitat s alespoil rocnim
poplatkem za testovani. V pfipadé podezieni, Ze je piihlaSovany material pouze mutaci jiz
uznané odridy, popiipadé shodny s jiz uznanou odridou (klon), mize genotypovani tuto
domnénku potvrdit, nebo vyvratit. V piipad€ potvrzeni tohoto podezieni jiz neni tfeba DUS
testy provadét. V ptipad¢ prodluzovani registrace odridy lze jednozna¢né a velmi rychle
potvrdit shodu s dfive registrovanou odriidou a DUS testy mohou byt zcela vynechany.
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Ovérovani odrid pomoci molekularnich metod — kalkulace nakladi

Oproti vyse uvedenym ztratdm, které mohou pti zdméné odrady nastat, stoji naklady na
genotypovani kalkulované pro spotfebni material a chemikalie (bez uvahy mzdovych ndklada
a odpisu pristrojového vybaveni, které tvori také velmi podstatnou ¢ést nékladti). U izolace
DNA z jednoho vzorku jsou primérné naklady chemikalii a laboratorniho materialu cca 150
K¢/vzorek. Naklady na multiplexni PCR a fragmentacni analyzy lze vy¢islit pro 17 SSR
markerti na pfiblizné 300 K¢, a to za predpokladu provedeni analyzy ve vyse uvedeném
multiplexnim uspotfadani. K cené je potieba pfipoCist i naklady na soucasnou analyzu
laboratornich kontrol a provoz kapilarniho genetického analyzatoru. Pokud laboratof nevlastni
kapilarni geneticky analyzator, mize za Uplatu v fddu stovek K¢ vyuzit sluzeb provedeni
fragmentacni analyzy u fady firem/organizaci, které tuto sluzbu nabizeji.

Néklady jsou kalkulovany pro rok 2025 a pfi neustale se zvySujicich cenach vstupnich
material a chemikalii je tfeba pocitat s jejich nartstem. Ve vysledku se bude celkova cena
analyzy odvijet od poctu analyzovanych vzorkl, zalezi velmi ¢asto na pozadavcich zédkaznika,
kolik vzorkl povazuje za vhodné analyzovat. Analyzu Ize pii ptedpokladu uniformniho pivodu
vzorkil zlevnit i spojenim 3—4 vzorkd do jedné analyzy, kdy lze jeSt¢ garantovat zjisténi
pfitomnosti vice genotypti, a to bez navySeni ceny za analyzu. V souhrnu lze v§ak pfedpokladat,
ze se vyslednd cena za analyzu bude pohybovat v fadu nizsich tisicti K¢. Pii porovnani moznych
ztrat/naklada vycislenych vyse je tak ziejmé, ze ve vSech uvedenych prikladech vyuziti této
metodiky lze ofekavat jednoznac¢ny finanéni ptinos pro jejiho uzivatele.
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PRILOHA — CHARAKTERISTIKA REFERENCNICH ODRUD
'AMFORA'

Alely odrudy 'Amfora’

Plod:

Doba kveteni:
Zralost:

Plodnost:

Typ ristu stromu:

Stfedni rast, tvofi mirné rozlozité koruny. Dobie
obrusta kratkym plodonosnym dievem.

Stfedné rana.

Sklizi se zacatkem fijna, dozravd do poloviny
listopadu, vydrzi do prosince, v chladirné do tinora.
Rana, pravidelnd, spolehliva.

Stfedné velky az velky, protahly, kuZelovitého tvaru,
zakladni barva zelena, ktera ptechdzi do zluté. Chut’ je
sladkd. Duznina je bilo-zluta, kiehka, stavnata.

' Odolnost k chorobam: K nizkym teplotdm je odolna, ke strupovitosti je

rovnéz velmi odolna.

Poznamka: Stiedné naro¢na odriida na polohu i ptidu, dava dobré
vysledky trzné€ kvalitnich ploda v teplych i stfednich
polohach.

CHO1h10 | CHO04¢05 | CH02d11 | CH02f06 | CHO5c | GD96_| CH01d09 | CHO05¢06
_a _a _a _a 06 a _a _a
96 175 275 372 86 166 294 347
102 175 275 401 96 180 300 359 144 229 344 449
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'BOHEMICA'
Typ ristu stromu: Stiedné bujny, pozd¢ji slabsi.
Doba kveteni: Stiedné rana.
Zralost: Skliziiova od poloviny fijna, konzumni od ledna,
vydrzi do kvétna.
Plodnost: Rana, vysoka, pravidelna.
Plod: Stiedni, vyduté lahvicovity tvar, slabé nesoumérny,

zakladni barva zelenoZlutd. DuzZnina je zlutobild,
jemné¢ konzistence, stfedné Stavnatd, sladka.
Odolnost k chorobam: Odolnd ke strupovitosti a knizkym teplotdm,
rezistentni ke spale razokvétych.
Poznamka: Pro péstovani ji vyhovuji predev§im teplejsi polohy,
ale 1 stfedni a vyssi polohy s vyzivnymi ptidami.

Alely odrudy 'Bohemica’

SSR GD9%_| CHO1d09 | CHO5¢06
Mark
a a a
er — -
Alely ) 164 346 243 467 100 175 269 382 86 164 296 345
98 194 348 249 470 100 191 275 385 86 164 296 393 144 232 324 442
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Typ ristu stromu: Stiedné bujny az bujny.

Doba kveteni: Stfedné pozdni.

Zralost: Od poloviny zafi do konce zafi, konzumné zraje
zacatkem fijna, skladovatelnost do konce fijna.

Plodnost: Stiedné pozdni, vysoka, pravidelna.

Plod: Velky, dlouhy, lahvicovity tvar, zdkladni barva Zluta
bez kryci barvy sjemnou rzivosti. DuZnina je
zlutobild, jemné maslovité konzistence, stfedné
Stavnata, velmi sladce navinula, dobra.

Odolnost k chorobam: Citliva k napadeni strupovitosti, k nizkym teplotdm a
vlhkému stanovisti.

Poznamka: Vhodnd do stfednich a teplych poloh, afinita
s kdoulonémi neni dobra.

Alely odrudy 'Boscova lahvice'

SSR CHO5¢ | GD96_| CHO01d09 | CH05¢06
Mark
06 a a a
er — -
Alely 90 156 348 243 460 85 187 259 362 86 | 168 275 353 123 23 344 449
102 172 348 245 462 11 193 275 I 86 | 187 296 359 146 261 344 449
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'CLAPPOVA'

Typ ristu stromu: Slaby az stfedné bujny, plodi na kratkém dievé ve

shlucich.

Doba kveteni: Stfedné pozdni.

Zralost: Druha polovina srpna, konzumné¢ zacatkem zafi.

Plodnost: Rana, vysoka, pravidelna.

Plod: Stfedné velky, kuzelovity, pravidelny tvar, zékladni

barva zelenozlutd se stiedné¢ vyraznym cervenym
zihanim. DuZnina je zlutobild, jemné konzistence,
meékka, sladka, §t’avnata, aromaticka, dobra.
Odolnost k chorobam: Citliva k napadeni strupovitosti.
Poznamka: Vhodna do teplych a stfednich péstitelskych oblasti, na
pestovani nenaro¢na odrida.

Alely odridy 'Clappova’

13[?:]( CHO1h10 | CH04e05 | CHO02d11 | CH02f06 | CHO5c | GD96_| CH01d09 | CH05e06
a a a a 06 a a a
er = = = = - =
Alely 81 156 346 249 454 100 175 269 362 90 168 279 353 123 255 322 442
96 194 346 249 467 107 193 275 401 90 180 300 384 144 261 328 449
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'DICOLOR'

Typ ristu stromu: Stiedné bujny, pozdéji slaby. Plodi na kratkém dreve.
Doba kveteni: Pozdni.

Zralost: Zacatkem fijna, konzumni v listopadu, vydrzi do
unora.

Plodnost: Rana, vysoka, pravidelna.

Plod: Stiedné¢ velky, kuzelovitého soumérného tvaru,

zakladni barva Zluta, kryci ¢ervené licko na poloving
povrchu plodi. DuZnina je bild, jemné konzistence,
stfedn¢ Stavnata, velmi sladka, aromaticka, dobra.
Odolnost k chorobam: Vysoka odolnost proti napadeni strupovitosti.
Poznamka: Odolna vi¢i zimnim mrazum, vhodna do vSech oblasti,
na péstovani stfedné az méné narocna odrida.

Alely odrudy 'Dicolor’

SSR GD9%_| CHO1d09 | CHO5¢06
Mark
a a a
er — -
Alely 81 162 334 243 467 100 191 269 382 86 164 282 345
92 194 346 245 470 107 195 275 385 90 | 187 296 366 144 232 346 461
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V VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY V
LS) HOLOVOUSY s.r.o. se sidlem ¢.p. 129, 508 01 Holovousy LS)

Laboratorni komplement, Laboratof molekularni biologie

Typ ristu stromu:

Doba kveteni:
Zralost:

Plodnost:
Plod:

Poznamka:

Alely odrudy 'Konference'

Stiedné bujny az slaby. Plodi na kratkém dieveé ve
shlucich.

Stfedné pozdni.

Druha polovina zafi az konec zafi, konzumni v fijnu,
vydrzi do poc¢atku az poloviny listopadu, v chladirné
4 mésice.

Stfedné pozdni, vysoka, pravidelna.

Stfedni aZ velky, rovny kuZelovity tvar, zdkladni barva
zelenoZluta, kryci barva chybi. Duznina je bila, jemné
konzistence, stiedné€ Stavnata, sladka, dobra.

Odolnost k chorobam: Vysoka odolnost proti napadeni strupovitosti.

Stfedn¢ odolna vii¢i mrazim ve dieve, stiedné az méné
odolné k jarnim mrazikiim, vhodna do vSech oblasti
péstovani, odrida k meziStépovani na kdoulonové
podnoze.

CHO5¢ | GD96_ | CH01d09 | CH05e06
06 a _a _a
86 180 300 359 110 223 324 428
96 207 300 359 137 253 344 447
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Laboratorni komplement, Laboratof molekularni biologie

Typ ristu stromu: Stiedné€ bujny az bujny, plodi na kratkém dreve.

Doba kveteni: Pozdni.

Zralost: Polovina fijna, konzumni v listopadu, skladovatelna
do tnora.

Plodnost: Rana, hojnd, pravidelna.

Plod: Stfedni az velky, vypouklého neboli banatého tvaru,

zakladni barva zelenoZlutd se slabym cervenym
lickem. DuZnina je bild, jemné konzistence, vice
Stavnata, sladce navinula, mékka, maslovita.

Odolnost k chorobam: Citliva k napadeni strupovitosti.

Poznamka: Stfedné odolna vidéi zimnim mrazim, stfedné az méné
odolnd k jarnim mrazikim, vhodna do teplych
a stfednich oblasti, na péstovani narocnd odrida,
afinita s kdoulonémi je dobra.

Alely odrudy 'Lucasova'

SSR CHO5¢ | GD96_| CH01d09 | CH05¢06
Mark
06 a a a
er = =
Alely 90 156 338 241 454 100 175 269 362 86 162 294 345 110 223 338 428
102 162 344 243 460 102 191 275 382 92 180 300 393 144 229 344 447
107 348 111 193 279 385 185 261 461
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'"WILLIAMSOVA'

Typ ristu stromu: Stfedné bujny az slabsi.

Doba kveteni: Stiedné pozdni.

Zralost: Konec srpna az zacatkem zafi, vydrzi do konce zafi.

Plodnost: Rana, hojna, pravidelna.

Plod: Velky, banaty, Casto nesoumérného tvaru, zakladni

barva zlutd se stfedné vyraznym cervenym zihanim.
DuzZnina je bil4, jemné konzistence, stfedné St'avnata,
sladka, velmi aromaticka zvlasté pii prezrani.
Odolnost k chorobam: Citliva k napadeni strupovitosti.
Poznamka: Stfedné odolna vici zimnim mrazim, odolnd k jarnim
mraziklim, vhodna do teplych a stfednich oblasti, na
péstovani naro¢na odrida. S podnozemi kdouloni

Spatn¢ srusta.

Alely odrudy 'Williamsova'

1\§[§§k CHO1h10 | CH04e05 | CH02d11 | CH02f06 | CHO5c | GD96 | CH01d09 | CH05¢06
a a a a 06 a a a
er = = = = - -
Alely 81 150 346 241 435 100 185 267 385 86 168 292 366 123 223 328 428
102 194 348 249 454 102 193 269 401 90 185 300 384 144 261 344 449
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