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ANOTACE

Svestka domaci (syn. slivon §vestka; Prunus domestica L.) patii nejen v Ceské republice
mezi velmi vyznamné zemédélské plodiny, je péstovana po celém svété zejména v mirném
klimatickém pasu. Pfedpoklada se, ze po celém svéte existuje vice nez Sest tisic odrid Svestek
a sliv a mnoho Slechtitelskych programt se stale zaméiuje na produkci novych, kvalitnéjSich
odriid. V Ceské republice bylo Narodnim odridovym tufadem Ustiedniho kontrolniho a
zkusebniho ustavu zemédélského v roce 2024 ve Statni odriidové knize zapsano 55 odrid, na
trhu je vSak dostupna i fada dalSich odrad. Spravné urceni jejich identity je potiebné na vsech
urovnich produkce rostlinného materialu, zvlast¢ jedna-li se o praci s certifikovanym
materialem. Ovéfovani odrid je také nezbytné pro kontrolu deklarované odrtidové pravosti,
napf. pii uzndvacim fizeni novych odrid, prodluZzovani jejich registrace nebo pii kontrolni
¢innosti. Rozliseni jednotlivych odriid pomoci fenotypového a fenologického hodnocenti, které
se standardné provadi, je nejen Casové naro¢né, ale také obtizné a v nékterych piipadech,
vzhledem k poctu existujicich odrid, dokonce nemozné. V dnesni dobé se proto pro urceni
identity odrd vyuziva i mnohem rychlejsi a velmi piesné ur¢ovani odriady/genotypu pomoci
molekularnich markert (genotypovani). Pro genotypovani Svestky domaci byla vyvinuta sada
PlumSSR, ktera pomoci fragmenta¢ni analyzy detekuje 8 SSR (simple sequence repeats, kratké
tandemové repetice) markeri v jediné reakci. Metodika poskytuje podrobny navod pro
genotypizaci Svestky domaci pomoci téchto markerti a predklada moznosti jejiho vyuziti
V praxi.
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1. Uvop

Svestka domaéci (syn. slivon $vestka; Prunus domestica L.) je zemé&délsky vyznamny
hexaploidni druh ovoce (2n = 6x = 48) péstovany po celém svété kromé nékterych regiont
Afriky (CABI compendium). V Ceské republice je §vestka domaci druhou nejvyznamnéjsi
ovocnou dfevinou po jablonich a je péstovana na rozloze piiblizné 2000 ha S ro¢ni sklizni
z produkénich sadi pohybujici se okolo 8000 t (sklizen-ovoce-2023). Produkuje chutné,
nutriéné vyznamné plody, které maji rozsahlé vyuziti. Konzumuji se v cerstvém nebo suSeném
stavu, popiipad¢ ve zpracované formé (povidla, kompoty, destilaty aj.). Plody Svestky domaci
jsou velmi rozmanité a cely druh je proto rozdélen do n¢kolika pomologickych podskupin,
nicméné hranice mezi nimi je téméf nemozné presné definovat (Faust, 1999). Existuji rizné
klasifikace $vestky domaci, napt. podle Cullen, 1995 se mezi poddruhy Svestky domaci fadi:

pravé Svestky (Prunus domestica L. subsp. domestica),
slivy (Prunus domestica L. subsp. insititia),
polosvestky (Prunus domestica L. subsp. intermedia),
renklody (Prunus domestica L. subsp. italica),

blumy (Prunus domestica L. subsp. pomariorum),
modré renklody (Prunus domestica L. subsp. prisca),
mirabelky (Prunus domestica L. subsp. syriaca).

Podle Hegi, 1925 se kulturni odridy rozlisuji pomologicky podle vzristnosti a habitu
stromu a znak a vlastnosti plodt a déli se na:

e subspecies insititia — slivy: — varieta juliana — vlastni slivy
— varieta pomariorum — $pendliky
— varieta cerea — mirabelky
e subspecies italica — renklody: — varieta claudiana — kulaté renklody
— varieta ovoidea — vejcité renklody
e subspecies oeconomica — Svestky: — varieta subrotunda — kulovité Svestky
— varieta oxycarpa — ovalné Svestky
— varieta mammilaris — datlovky a polosvestky
— varieta pruneauliana — pravé Svestky.

Pro jednodussi pochopeni a zaclenéni v kolekci na zakladé hlavnich pomologickych
znaku slivoni byla tato klasifikace modifikovana a byly do ni zahrnuty i pomologicky blizké
druhy, vykazujici vSak odlisny pocet sad chromozomii:

e hexaploidni druhy (n =8, 6n = 48):
- vlastni slivy, mirabelky, $pendliky (Prunus domestica L. subsp. insititia)
- renklody (Prunus domestica L. subsp. italica)
- pravé Svestky a polosvestky (Prunus domestica L. subsp. oeconomica)

e diploidni druhy (n =8, 2n = 16):
- slivon japonska (¢inska, vrbova) — (P. salicina Lindl., syn. triflora)
- myrobalan drobnoplody — (P. cerasifera Ehrh., subsp. microcarpa,
P. divaricata)
- myrobalan velkoplody — (P. cerasifera Ehrh., subsp. macrocarpa vera)
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- myrobalan velkoplody hybridni — (P. cerasifera Ehrh., subsp. macrocarpa
hybrida)
- myrobalan velkoplody — tauricky — (P. cerasifera Ehrh., subsp. macrocarpa
taurica)

Urceni ¢i potvrzeni identity md u vSech ovocnych stroml zdsadni vyznam, nebot
vysazené sady jsou nemalou investici a byvaji obhospodatovany nékolik desitek let. Spravné
urc¢eni odridy je tedy vyznamné na vSech urovnich rostlinné produkce. Zvlastniho vyznamu
nabyva zejména pii praci s certifikovanym materidlem — napft. u certifikacniho organu (Narodni
odriidovy utad Ustiedniho kontrolniho a zku$ebniho tstavu zemédélského, NOU UKZUZ), kde
dochazi k registraci novych odrtd, udileni ochrany prav k odriadam ¢i k prodluzovani registrace
odrid; producentd a prodejcti rozmnoZzovaciho materidlu (8kolky, roubové mnozarny);
péstitelti; dovozca plodu a také Slechtiteld, ktefi maji zajem o ochranu prav U jejich
vySlechténych odrid, které jim zabezpecuji ptijmy z licen¢nich poplatkl. V soucasnosti je
v Ceské republice zapsano ve Statni odriidové knize 55 odrtid P. domestica L. (Odriidové kniha
2024), na trh jsou vSak dodavany i dalsi odrtudy.

Zkouseni odrid pro udéleni ochrany prav v Ceské republice probiha sledovanim odrid
po dosazeni plodnosti klasickym zpisobem (tzv. DUS testy), kdy jsou odrudy fenotypoveé
a fenologicky hodnoceny alespon dva roky. Sleduje se pfevazné odlisnost od stavajicich obecné
znamych odrid, uniformita testovaného materidlu a stdlost znakii mezi jednotlivymi lety
testovani. Hodnoceni je nutné provadét opakované, aby se minimalizovaly externi vlivy
na fenotypovy projev posuzovaného materialu, jez by mohly znaky odrady ovlivnit,
napft. extrémy pocasi, choroby nebo skudci. Zaroven zavisi na zkuSenostech hodnotitele.

Prodluzovani registrace je rychlejsi, ale piesto je nutné sledovany material hodnotit alesponl
jednu sezoénu.

Velkou pomoci pfi ur€ovani odrid u rostlinného materialu mohou byt molekularné
genetické metody, které sice nepodavaji informace o uniformité a stalosti registrovaného
materialu, ale v ptipadé porovnavani materialu s dfive registrovanymi odriidami (tj. vylouceni
mutaci/klonti dosavadnich odrid) ¢i pfi identifikaci biologického materidlu jsou velmi presné
a rychlé. Jedna se o tzv. genotypizaci, kdy je provaddéna analyza molekularnich markerd na
urovni genomové DNA. Jeji vyhody jsou nesporné - je K ni potiecba pouze malé mnozstvi
vstupniho materialu, napf. list nebo vyhon, analyzu lze provadét celoro¢né bez ohledu na stafi
testovaného materialu a jeho schopnost plodit ovoce. Zaroven je velmi rychla, v piipadé
potieby je mozné vysledky dodat v fadu nékolika hodin. Proto je genotypizace pii ovéfovani
materialu nebo pii prodluzovani registrace schopna zcela nahradit fenotypické/fenologické
testovani.

Pro rutinni genotypovani Svestky doméci je vhodné vyuZivat mikrosatelitni neboli SSR
markery (Simple Sequence Repeat), které tvoii opakujici se sekvence 2-8 nukleotidi.
Pro genotypovani se nejcastéji vyuzivaji SSR markery s repetici 2 nukleotidd, které vykazuji
U jednotlivych odrad rizné dlouhé¢ alely. SSR markery jsou vysoce informativni, multialelické
a analyticky dobfe hodnotitelné (Vieira, 2016). Jelikoz je Svestka domaci hexaploidni
organizmus (2n = 6x = 48), nejsou pro jeji analyzu ptilis vhodné moderngjsi genotypovaci
techniky analyzujici jednonukleotidové polymorfizmy (vysokokapacitni sekvenovani)
(Zhebentyayeva, 2019). Délky alel PCR amplifikovanych SSR markerd se vyhodnocuji
fragmentac¢ni analyzou nej€astéji pomoci kapilarni elektroforézy, kterd je schopna rozlisit
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fragmenty s rozdilem 1 nukleotidu a zaroven umoznuje multiplexovani n¢kolika markera do
jedné reakce, coz velmi vyznamné snizuje cenu genotypizace.

SSR markery jsou vyuzivany pro genotypovani Svestky domadci jiz del$i dobu
(napt. Xuan (2011), Sehic (2015), Makovics-Zsohar (2017), Pop (2018), Urrestarazu (2018),
Abdallah (2019), Manco (2019) nebo Gasi (2020)), zadna z téchto publikaci vSak neumoziuje
identifikaci odridy v jediné reakci. Kromé téchto publikaci doporucilo mezinarodni uskupeni
The European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources (ECPGR;
WWW.ecpgr.cgiar.org) pro genotypovani §vestky domaci sadu 9 SSR markert amplifikovanych
V 9 nezavislych amplifikac¢nich (PCR) reakcich a analyzovanych v 9 fragmenta¢nich analyzach
(Nybom, 2020). Z divodu velmi odlisnych podminek PCR amplifikace téchto SSR markerd a
mozného vzniku nespecifit pti PCR sami autofi nedoporucuji multiplexovani téchto markerd,
to vSak velmi prodrazuje analyzu. Proto byla vytvofena genotypizacni sada PlumSSR
obsahujici 8 SSR markert, které jsou amplifikovany a analyzovany v jediné PCR reakci,
respektive fragmentacni analyze. Pro tuto sadu byly vybrany SSR markery vykazujici vysokou
heterogenitu a relativné snadnou zhodnotitelnost vystupti fragmentacni analyzy na kapilarnim
genetickém analyzatoru. Vybrana sada SSR markertd byla ovétena na genofondovych sbirkach
VSUO a NOU UKZUZ obsahujicich 250 unikatnich genotyp.

Metodika poskytuje uceleny navod pro genotypizaci hexaploidni $vestky domaci
v praxi, od odbéru vzorkti az po samotné vyhodnoceni analyz. Popisuje taktéZz vyhody
provadéni genotypovani pro jednotlivé ¢lanky produkéniho fetézce Svestky domaci. Rovnéz
porovnava pouzitou metodu s dosavadnim stavem techniky v oboru genotypovani a uvadi jeji
vyhody. Nepopisuje v§ak analyzu diploidnich druhi slivoni, i kdyZ lze tuto sadu pouzit i pro
verifikaci napf. japonské slivy (P. salicina Lindl.).

2. CiL METODIKY

V dnesni dobé dochazi na tizemi Ceské republiky k uréovani odriid slivoni pomoci
zdlouhavého porovnavani fenotypovych a fenologickych znakt, které neni mozné provadét
u vypéstkll v juvenilnim stadiu ¢i v kterémkoliv roénim obdobi. Cilem této metodiky je
zavedeni laboratorniho postupu genotypizace Svestky domaci do praxe, kde je vyuZzivana
genomova DNA rostliny a na jejim zakladé se urcuje geneticky profil SSR markerti unikatni
pro danou odrudu. Metodika poskytuje uceleny navod, jak zavést metodu do praxe tak, aby bylo
dosahovano validnich vysledku. Je tedy uréena jak pro laboratofe molekularni biologie, tak i
pro uzivatele vyuzivajici vysledky ovéfovani odrid ve své praxi, kdy se mize jednat napf. o:

e vzdjemné porovnani vzorki, kdy se urcuje pouze vzajemna (ne)shoda vzork;
e identifikaci vzorkt pomoci porovnani vzorku s referen¢ni databazi;
e ovéfovani (uréovani) rodici kiizeni.

Metodika neni primarné urcena pro vzajemné odliSeni jednotlivych mutaci/klont odrad,
ani pro urcovani diploidnich druhi slivoni. Tematicky navazuje na jiz vydané metodiky pro
genotypovani merufiky obecné (Prunus armeniaca L.) (Nekvindova, 2021) a jablon¢ domaci
(Malus domestica Borkh.) (Pluhafova, 2023).
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3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 Popis metodiky — Uvod

Laboratorni ¢ast metodiky ptredpoklada znalost zakladnich principa prace v laboratofi
molekularni biologie a specifické zkuSenosti zahrnujici provadéni fragmentacni analyzy
pomoci kapilarniho genetického analyzatoru, vyhodnocovani dat a jejich interpretace. Postup
byl optimalizovan pro konkrétni vybaveni laboratoie a pro konkrétni reagencie, uzivatel si proto
bude muset metodu verifikovat na svém pracovisti a i pro tento ucel jsou v metodice uvedeny
referencni odridy Svestky domaci, véetné relativni velikosti alel jednotlivych SSR markert.

Pro genotypizaci Svestky domaci byla vyuzita genotypizacni sada PIumSSR, ktera pro
stanoveni genetického profilu vyuziva 8 SSR markert (Tabulka 1), které se analyzuji najednou
V jediné multiplexni PCR reakci a nasledné fragmenta¢ni analyze. Alelicka kombinace téchto
SSR markera je unikéatni pro kazdou odridu. Vzhledem k tomu, ze u hexaploidni Svestky
domaci nebyly dosud popsany SSR markery vyvinuté pfimo pro tento organizmus, s vyhodou
se pouzivaji markery identifikované v blizce ptibuznych diploidnich druzich rodu Prunus, jako
jsou meruiika obecna (Prunus armeniaca L.), tfeSen ptaci (Prunus avium L.), broskvoii obecna
(Prunus persica (L.) Batsch), slivon vrbova, ¢asto oznacovana jako japonska bluma (P. salicina
Lindl.) ¢i dalsi. Vybrané markery vykazuji vysokou heterogenitu a jejich vystupy
z fragmentacni analyzy jsou dobfe hodnotitelné, coz je u hexaploidni Svestky domaci zejména
dulezité. Jeden z vybranych mikrosateliti (PacA33) je zarovenn SSR markerem doporu¢enym
uskupenim The European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources (ECPGR)
(Nybom, 2020). Porovnanim alelickych profilt jednotlivych SSR markera je pak mozné urc€it
shodu mezi vzorky, piipadné 1ze profil porovnat s databazi referen¢nich genotypt. U organizmu
S vyssi ploidii nez 2 je obtizné stanovit pravdépodobnost nahodné shody dvou neptibuznych
vzorkd, jelikoz se nékteré alely mohou vyskytovat v jednom genomu opakovang, jsou vsak
zapocitavany pouze jednou. Testovana kolekce 250 odrtd vsak vykazovala v 8 analyzovanych
markerech velmi vysokou heterogenitu a primérné témét 36 alel/genotyp, tj. 4,5 alely/SSR
marker, a umoznila odlieni jednotlivych odrad.
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Tabulka 1. Charakteristika SSR markera pouzitych pro genotypizaci §vestky domaci.

Organizmus, Referenéni
Marker" ve l;::rril;lrbyl VSZIZ\::E;; ;05253:/13(3?(;[.]2, Citace Forward primer® Reverse primer¥
identifikovan GenBank
CPPCT033_a  P. persica L. = Chr7 (23002294 az  Aranzana, GTGAATTCAGCAAACTAGAAACAAAC GCTTTGAAGTGGGTTTGATAATAG
Batsch (sekvenace ve 23002474) 2002
vSU0)
CPSCT042 P. salicina AY426226 Chr7 (23392510 az Mneja, TGGCTCAAAAGCTCGTAGTG CCAACCTTTCGTTTCGTCTC
Lindl. 23391914) 2004
UDP98-412 P. persica (L.) BV079712.1 Chr6 (31448043 az Testolin, F1: AGGGGAAGTTTCTGCTGCAC GCTGAAGACGACGATGATGA
Batsch 31448381) 2000 F2: AGAGGAAGCTGCTGCTGCAC
CPSCTO005 P. salicina AY426193 Chr4 (1562294 az Mneja, CTGCAAGCACTGTGGATCTC CCCATATTCCCAACCCATTA
Lindl. 1562734) 2004
EMPASO02 P. avium L. AY526619.1 Chr3 (2203720 az Vaughan, CTACTTCCATGATTGCCTCAC AACATCCAGAACATCAACACAC
2204029) 2004
AMPA100 P. armeniaca L. AY377905 Chr6 (4181890 az Hagen, TGTTTAGTTGAGGGTAACTTTGG CCCTTCCTTTTCTGTGTCTCAC
4181677) 2004
CPSCT039 P. salicina AY426224 Chr4 (31942259 az Mneja, GCCGCARCTCGTAAGGAATA TCCACYGTTGATTACCCTTC
Lindl. 31941653) 2004
PacA33Y P. armeniaca L. BQ134649.1 Chr8 (25768660 az  Decroocq, TCAGTCTCATCCTGCATACA CATGTGGCTCAAGGATCAAA
25769009) 2003

1/ Koncovka ndzvu markeru ,, a“ znamena, Ze byly pro amplifikaci pouZzity primery navrzené V jiné nez originalni pozici, tj. délka alely amplifikované ptivodnimi primery se lisi

od délky téze alely amplifikované podle této metodiky. Jedna se vSak o amplifikaci téhoz polymorfniho mista genomu.
2/ Genom Prunus salicina Lindl., odrada 'Sanyueli', verze genomu v2.0 (Liu, 2020, analyza na www.rosaceae.com).
3/ V ngkterych piipadech je sekvence odlisna od ptivodné publikovanych primerti — zména nukleotidu je uvedena tuéné. V ptipadé, kdy se jednd o zménu pouze nékolika
nukleotidi, byla sekvence pfizptisobena sekvenci piislusné oblasti u §vestky domaci z diivodu lepsi amplifikace alel. Pokud je tu¢né uveden cely primer, byla navrzena zcela

nova sekvence primeru z divodu prodlouZeni amplifikované oblasti.

4/ SSR marker doporué¢eny ECPGR.

Strana 9 (celkem 50)



Kritické body, na které je pii provadéni metodiky tfeba zvlasté dbat:
e Dodrzovani zésad dekontaminace a hygieny doporu¢ovanych pro laboratofe
molekularni biologie pro vylou¢eni moznych kontaminaci.
e Dodrzovani vSech zasad spravné laboratorni praxe v laboratofi molekularni biologie.

3.2 Materidal a metody

Vlastni postup genotypovani lze rozdélit do tii fazi:
1. Pre-analyticka faze — odbéry vzorku a jejich pfijem do laboratotfe, uchovani do doby
analyzy.
2. Analyticka faze — zpracovani vzorkl v laboratofi, homogenizace, izolace DNA,
sestaveni PCR reakce, vlastni fragmenta¢ni analyza.
3. Post-analyticka faze — vyhodnoceni a intepretace nalezi, vytvofeni findlni podoby
vysledku.

3.2.1 Odbér vzorki, pireprava vzorki

Vstupnim materidlem pro genotypovéni je genomovd DNA, kterou je mozné ziskat
izolaci z riznych ¢asti rostliny. Pro rutinni analyzy je vhodné pouzivat ve vegetacni dobé listy,
poptipadé lyko, ze kterého 1ze DNA izolovat celoro¢né. Metodika nebyla testovana pro jiné
druhy pletiva Svestky domaci (napf. plody) ¢i produkty obsahujici Svestky (povidla,
marmelady, kompoty aj.).

Pro samotny odbér se doporucuje odebrat vzdy 2 nezavislé vzorky z jednoho stromu,
tj. 2 listy nebo 2 vyhony, idealné dvouleté. Odebrané vzorky je vhodné skladovat v plastovém
sacku v chladu (v obdobi vysokych teplot je vhodné pro transport materidlu pouzit chladici
vlozky) a dopravit je v co nejkratSim case do laboratote. Podle typu analyz se zpracovava bud’
jeden list (napt. pti ovéfovani konkrétniho materialu), nebo dva listy nezavisle (napf. pfi tvorbé
referencni databaze).

Po ptijmu vzorki do laboratofe se vzorky uchovavaji v chladniéce, kdy je vhodné DNA
izolovat co nejdiive, nebo se vzorky (listy) Sokové zamrazi v tekutém dusiku a skladuji se az
do doby izolace DNA v mrazicim boxu pfi teploté —80 °C. Pfi této teploté je vzorky mozné
skladovat bez ztraty kvality minimalné 1 rok.

3.2.2 Priprava DNA

Ptiprava DNA se provadi ve dvou zékladnich krocich:
1. Homogenizace rostlinného materialu
2. lIzolace genomové DNA

3.2.2.1 Homogenizace rostlinného materidalu

Homogenizaci neboli nadrceni rostlinného materialu lze provést v tfeci misce v tekutém
dusiku. Tento postup je vhodny pro vSechny typy vstupniho materidlu a je zcela idealni
pro izolaci DNA z lyka, které se Skrabe z vyhonu pomoci sterilniho skalpelu po odstranéni
ktry. Rostlinny material se Vv tfeci misce homogenizuje na jemny praSek, ktery je nutné
okamZité pouzit pro izolaci DNA.

Pro izolaci DNA z listi se mohou pouzit i mechanické homogenizatory, které slouzi
k rychlejsi homogenizaci vétsiho poctu vzorkt, napf. homogenizator TissueLyser II (Qiagen),
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ktery rozrusuje rostlinné pletivo pomoci vysokorychlostniho protfepavani vzorku s ocelovymi
kulickami.

Doporudeny postup homogenizace s vyuzitim homogenizatoru TissueLyser II (Qiagen):

1.

Cca 100 mg rostlinného pletiva se ptenese do 2ml zkumavky a ptida se sterilni kulicka
Z nerezove oceli o priméru 5 mm.

Zkumavky s rostlinnym materialem se nechaji vytemperovat na —80 °C v suchém ledu.
Zkumavky s pletivem se vlozi do pfedem vychlazenych adaptéra (—80 °C) pfistroje
TissueLyser 1, kde probiha vlastni homogenizace po dobu 2 min s frekvenci 30 Hz.
Po provedené homogenizaci se odstrani ocelova kulicka a bezprostfedné se pokracuje
izolaci genomové DNA podle navodu vyrobce pouzivaného DNA izola¢niho kitu.

Spravné provedend homogenizace je kliCovym predpokladem pro efektivni izolaci DNA!

3.2.2.2 Izolace genomové DNA

Metodika je validovana s vyuZitim komeréné doddvaného DNA izola¢niho kitu Exgene

Plant SV mini (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 117-152; dodava Bohemia Genetics
s.r.0) kolonového typu. Zakladni charakteristiky kitu shrnuje Tabulka 2. Postupuje se podle
navodu vyrobce.

Tabulka 2. Charakteristika DNA izola¢niho 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 elu¢ni objem 30 ul
Maximalni vazebna kapacita ~50 ug
Typicky vytézek DNA 4-40 pg

PouZzité pristroje, ndstroje, spotiebni plast, reagencie

Souprava pro izolaci genomové DNA Exgene Plant SV mini (GeneAll
Biotechnology)

Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky, minimalné¢ 13 000 RPM

Vyhftivany blok pro 2ml zkumavky s moZnosti nastaveni 65 °C

Vortex

Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml

Skalpelové cepelky na jedno pouziti, nasadka skalpelu pro pfipravu lyka
pro homogenizaci

Sterilni Spachtlicky

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

Filtrované Spicky

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

Dekontaminacni sprej (napt. Desprej, Descosept), ROTI Nucleic Acid-free sprej
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Pracovni postup

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

Izolace DNA probiha v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratofe molekulérni
biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.

Pfed praci je nutné seznamit se s obsluhou jednotlivych pfistrojii a bezpecnym
zachdzenim s pouzivanymi reagenciemi.

Pted prvnim pouzitim izola¢niho kitu je nutné ptidat ethanol (96% — absolutni) k pufrim
BD a CW podle udaji uvedenych na lahvicce. Po ptfidani se na lahvickach citelné
vyznaci, ze byl ethanol pfidan.

Zkontrolujte pied zahdjenim vlastni izolace dostupnost ledu.

Pred zaCatkem prace zapnéte vyhiivany blok a nastavte teplotu na 65 °C.

Pied zacatkem vlastni izolace zkontrolujte, zda v pufrech (zejména v pufru PL) nejsou
srazeniny. Pokud ano, umistéte lahvi¢ky s pufry na vyhiivany blok a rozpustte jejich
obsah pti 65 °C.

Vsechny centrifugacni kroky se provadéji pii pokojové teploté pii otackach 13 000 az
14 000 RPM.

Pro izolaci DNA se pouzivaji $picky s filtrem.

Jako kontrolu kvality pfipravy DNA a ovéteni Cistoty reagencii pouzivanych pro izolaci
1ze doporucit tzv. extrakéni kontrolu. K sérii paraleln¢ izolovanych vzorki se provede
kontrolni izolace, ale bez pouziti vstupniho rostlinného materialu. Timto zpisobem se
testuje pfipadna kontaminace pouzitych reagencii pro izolaci DNA.

B R R R R e S R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R A R R R R R R R R R AR R AR R R R R R R R R R AR R R R R R R R AR R A R R R R R R R R R

1.

Standardné¢ se cca 100 mg dobfe zhomogenizovaného vzorku pienese sterilni
Spachtli¢kou do 2ml zkumavky. V piipad¢ pouziti homogenizatoru se z 2ml zkumavky
s homogenizovanym materidlem vyjme kuli¢ka z nerezové oceli.

Ptida se 400 pl pufru PL a 3 pl roztoku RNasy A (100 mg/ml). Provede se intenzivni
zvortexovani.

Pokud se zpracovava pouze jeden vzorek, pokracuje se naslednym krokem. Pokud se
zpracovava veétsi mnozstvi vzorku, nechaji se jiz pfipravené vzorky v PL pufru
s RNasou A inkubovat pii pokojové teploté do okamzZiku, neZ jsou vSechny vzorky
ptevedeny do PL pufru s RNasou A podle bodi 1-3. Pak se pokracuje nasledujicim
krokem ¢. 4.

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

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

Homogenat se pfenese pomoci tenké kovové Spachtlicky nebo 1ml $picky s filtrem
s usttizenou 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 jedné o 420 pl lyzatu.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

3.2.3

K lyzétu se piida pufr BD v mnoZzstvi 1,5ndsobku objemu lyzatu (k 420 ul lyzatu se
pfida 630 pl); roztoky je nutné okamzit€¢ promichat otacenim zkumavky nebo
propipetovanim.

700 ul smési z kroku 8 se pienese $pic¢kou s filtrem na zelené SV kolony se sbérnou
zkumavkou. Centrifuguje se 1 minutu. Protekld tekutina se vyleje, hrany sbérné
zkumavky se otfou cCistou buniCitou 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 otfou ¢istou bunicitou vatou. SV kolona
se opét vsune do sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 700 ul pufru CW, 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 SV kolonu se ptfida 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 ¢isté 1,5ml zkumavky.

Na SV kolonu se ptidd 100 pl pufru AE. Nechd se inkubovat 5 minut pfi pokojové
teploté, poté se staci 1 minutu.

Orientacni urceni Cistoty a mnozstvi izolované DNA se provadi spektrometricky pfi
vinovych délkach 260 nm (kvantita) a 280 nm (Cistota jako pomér naméfenych hodnot
pti vinovych délkach 260/280 nm). Izolovana DNA by méla mit idedln¢ Cistotu vyssi
nez 1,8. Pokud je Cistota niz$i, nelze vyloucit negativni dopad na provadéné analyzy.
Eluovanou DNA je mozné pouzit pro dalsi aplikace, nebo zamrazit pii teploté¢ —18 °C
nebo nizsi.

Sestaveni PCR reakce
Pouzita genotypizac¢ni sada PlumSSR obsahuje 17 primert (pro marker UDP98-412

jsou pouzivany dva ,,forward* primery) a umoziuje souc¢asnou amplifikaci 8 SSR markerd
Vv jedné PCR reakci. Fluorescen¢ni znaceni a koncentrace primerd ve vysledné reakci jsou
uvedeny nize v Tabulce 3, ktera zaroven uvadi i navod k piipravé tzv. premixu primerd, jehoz
pouziti se doporucuje pro analyzu vétsiho mnozstvi vzorkii. Je vhodné premix nejdiive ovéfit
na vzorcich DNA referen¢nich odriid. PCR reakce byla optimalizovana s vyuzitim cykleru

C1000

(Bio-Rad) a nize uvedenych reagencii. Uzivatelé si budou muset postup verifikovat a

poptipad¢ upravit pro své laboratorni podminky.

PouZité pristroje, ndstroje, spotiebni plast, reagencie

PCR box

Minispin centrifuga

Vortex

PCR cykler

Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml
Filtrované Spicky

Sterilni zkumavky 1,5ml, stojanky na zkumavky
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* PCR zkumavky 0,2ml s vicky, stojanek
» Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (k.¢. F548L, Thermo Fisher Scientific)

Pracovni postup

e Piiprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratoie
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxt a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

e Pro pipetovani se pouzivaji $picky s filtrem.

e Vsechny PCR reagencie se pted zahajenim prace vyjmou z mrazni¢Ky a nechaji se roztat
pii pokojové teploté. Pred pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym
vortexovanim a dle potieby stocit na minicentrifuze.

e Pouzivé se izolovand DNA o koncentraci 10 ng/pl.

e Pro zajisténi wvalidity vysledk je vhodné jako kontroly pouzit jiz ovéiené
odridy/genotypy. Pro rutinni praxi byly jako reference vybrany z odrid vedenych
v roce 2024 ve Statni odriidové knize UKZUZ nasledujici odriidy hexaploidnich slivoni:

'Althanova Renkloda'
'‘Auerbacher’
‘Carpatin’

'Cadanska Lepotica’
'Mirabelka Nancyska'
‘Valjevka'

‘Wazonova Renkloda'
'Zimmerova'

Fhhhhkhkhkhkhkkhkhkhhhhhkhkhkhkkhhkhirrhhkhkhkhkhkhkhihrrhhhhhkhhhihrrhhhhkhkhhhirrhhhhhhhhiiiiiiixixd
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1. Do stojanku se piipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakci ptipravi adekvatni
mnozstvi PlumSSR premixu primert (Tabulka 3).

Tabulka 3. Rozpis pro pfipravu PlumSSR premixu primertt na 100 PCR analyz. Podbarveni odpovida
pouzitému fluoroforu pro znaceni primerd: modie: 6-FAM; zelen¢: VIC; zluté: NED; ¢ervené: PET.

Zasobni Finalni

Primer koncentrace  koncentrace Na 1,00
(uM) (uM) reakei (pul)
FAM-CPPCTO33 aF 100 0,350 35
CPPCT033 a-R 100 0,350 35
100 0,200 2
CPSCT042-R 100 0,200 2
UDP98-412-F1 100 0,175 1,75
UDP98-412-F2 100 0,175 1,75
VIC-UDP98-412-R 100 0,175 1,75
VIC-CPSCTO005-F 100 0,180 1,8
CPSCTO005-R 100 0,180 1,8
NED-EMPaS02-F 100 0,180 1,8
EMPaS02-R 100 0,180 1,8
NED-AMPA100-F 100 0,350 35
AMPA100-R 100 0,350 3,5
100 0,200 2
CPSCT039-R 100 0,200 2
100 0,250 2,5
PacA33-R 100 0,250 2,5
H,0 60,55
Celkem 100

2. Ptipraveny premix primeri se kratce zvortexuje a poté se kratce centrifuguje.
3. Do stojanku se ptipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poétu reakci pfipravi adekvatni
mnozstvi PCR PlumSSR mastermixu (Tabulka 4).

Tabulka 4. Rozpis pro PCR PlumSSR mastermix uréeny pro genotypizaci $vestky domaci.

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

4. Pripraveny mastermix se kratce zvortexuje a poté se kratce centrifuguje.

5. Do stojanku se ptipravi potfebny pocet 0,2ml PCR zkumavek véetné zkumavek pro ovérené
referen¢ni odriidy a dal$i pfipadné kontroly (napt. kontrola bez ptidané DNA, extrakéni
kontrola).

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

7. K mastermixu se postupné piipipetuji 2 pl izolované DNA o koncentraci 10 ng/pl a provede
se PCR amplifikace. Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad)
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s nasledujicimi parametry amplifikace: 98 °C/1 min; 25x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s,
72 °C/20s); 72 °C/30 s.

8. PCR produkty se ptimo pouziji pro fragmentaéni analyzu, nebo je mozné je uchovavat pti
teploté nizsi nez —18 °C ve tmé po dobu minimaln¢ jednoho roku.

3.2.4 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza zalozena na principu kapilarni elektroforézy slouzi k separaci

fragmentl DNA na zdklad¢ jejich velikosti S pfesnosti na jeden nukleotid. Pro ucely této
metodiky byla optimalizovana s vyuzitim nize uvedenych reagencii a genetického analyzatoru
ABI PRISM 3500 (ThermoFischer Scientific). Uzivatelé si budou muset postup verifikovat pro
své laboratorni podminky a vybaveni.

PouZité pristroje, ndstroje, spoti‘ebni plast, reagencie

1. Minispin centrifuga

2. Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml

3. Spicky bez filtru

4. Sterilni zkumavky 1,5ml, stojanky na zkumavky

5. 0,2ml 96-jamkova desticka pro geneticky analyzator ABI PRISM 3500 a septum
pro jeji uzavieni (oboji ThermoFischer Scientific)

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

7. Hi-Di™ formamid (ThermoFischer Scientific)

8. LifeEco Thermal Cykler s blokem 96 x 0,2 ml (BIOER Technology)

9. Geneticky analyzator ABI PRISM 3500 spufrem POP-7™ (ThermoFischer
Scientific)

Pracovni postup

Ptiprava pro fragmenta¢ni analyzu probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci
laboratofe molekularni biologie (post-PCR area) v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

Pro pipetovani se pouzivaji $picky bez filtru.

Do stojanku se piipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakei ptipravi adekvatni
mnozstvi smési Hi-Di formamidu a velikostniho standardu (Tabulka 5). Roztoky je
nutné promichat propipetovanim ¢i pfevracenim uzaviené zkumavky, jelikoZ se
vortexovanim hife misi, v piipad¢€ potieby nésleduje kratké centrifugace.

Tabulka 5. Rozpis smési pro fragmentaéni analyzu.

Slozka Na 1 vzorek
Hi-Di Formamid 15wl
600 LIZ dye Size Standard v2.0 0,5 ul
Celkem 15,5 ul

Sm¢és se rozpipetuje do 96jamkové desticky pro geneticky analyzator po 15 pl.
Ke smési se postupné pipetuje 1 pul PCR produktu a poté se desticka uzavie septem.
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e Vzorky v 96jamkové desti¢ce jsou denaturovany 2 min pii 95 °C v PCR cykKleru.

e Fragmentatni analyza probihd Vv genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500
(ThermoFischer Scientific) s vyuzitim standardnich protokold pro fragmentacni
analyzu.

3.2.5 Vyhodnoceni a interpretace dat

V tomto kroku se vyhodnocuji vysledky a na zakladé vSech dostupnych informaci se
provadi jejich interpretace. Pokud je u hexaploidni Svestky domaci identifikovano méné¢ alel
nez piedpokladana ploidie, tj. 6, nelze spolehlivé urcit, ktera alela se vyskytuje v kolika kopiich.
Pro genotypizaci se vSak urcuje pouze sestava piitomnych alel, nikoliv pocet kopii urcité alely.

3.2.5.1 Ocekavané vysledky

Pro analyzu dat byl vyuzit software GeneMapper v5.0 (ThermoFisher Scientific),
ktery na zaklad¢ velikostniho standardu vyhodnocuje relativni délku jednotlivych PCR
fragmentt v nukleotidech. V Tabulce 6 jsou uvedeny rozmezi délky alel a délky pozorovanych
alel pro kazdy SSR marker. Vysledkem genotypizace je sada alel, ktera je unikatni pro kazdy
jednotlivy genotyp Svestky domaci. Vyhodnoceni pak probiha na zédklad€ porovnani sady alel
analyzovaného vzorku s jinymi vzorky, pfipadné s referencni databazi dle typu analyzy.

Tabulka 6. Matrice pro vyhodnocovani - fluorescenéni znaceni a o¢ekavané velikosti alel.

‘. . Rozmezi délky . .
Marker Znaceni/kanal alel (nt) Identifikované alely
95, 97, 100, 102, 104, 106, 110, 112, 114, 116, 118,
CRFeTEELe 95-129 120, 122, 124, 126, 129
CPSCT042 157-183 157, 159, 161, 163, 165, 166, 167, 168, 169, 170,

171,173,174, 175, 177, 179, 180, 181, 182, 183
87, 89, 91, 93, 94, 95, 97, 99, 101, 103, 105, 107,
UDP98-412 VIC 87-140 109, 112, 114, 116, 118, 122, 124, 126, 128, 132,
134, 136, 138, 140

157,173, 175, 177, 179, 181, 183, 185, 187, 189,

CPSCT005 e 157-209 101, 193, 195, 197, 199, 201, 203, 205, 207, 209

107 111 112, 114, 117, 119, 120, 122, 123, 124,
EMPa302 IED) 107-151 126, 130, 133, 137, 140, 151

108, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216,
AMPAL00 198-242 218, 220, 224, 240, 242

89 91, 93, 95, 97, 99, 103, 105, 106, 108, 110, 112,
CPSCT039 89-145 114, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 133, 135,

137, 139, 141, 143, 145

166, 168, 170, 172, 174, 176, 178, 181, 183, 185,
baoAd3 166.254 187, 189, 191, 193, 197, 199, 201, 203, 205, 207,

209, 211, 213, 215, 221, 223, 225, 228, 231, 233,
235, 237, 240, 244, 246, 248, 250, 252, 254

V kazdém béhu fragmentatni analyzy je také vhodné analyzovat nékolik
tzv. referencnich odrid, které slouzi jako kontrola, nebot' obsahuji znamou sadu alel
jednotlivych SSR markert. Jsou tedy vhodné i k validaci vysledki pii pfenosu metody na jiné
pracovisté nebo pii mezilaboratornim porovnavani, jelikoz relativni délka jednotlivych PCR
fragmentl se muze liSit od realné délky sekvence v zavislosti napt. na fluorescenénim znacent,
pouzitych reagenciich, ptistrojich ¢i podminkéch kapilarni elektroforézy.
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Jako kontroly jsou vhodné ovéfené odrady/genotypy, jejichz seznam je uveden
v kapitole 3.2.3. Priklad grafického zobrazeni vysledku je znazornén ve formé
elektroforeogramii na Obrazku 1a—e pro referenéni odriidu 'Cacanska Lepotica’, a to jednak jako
piekryv vSech kandll a jednak jako jednotlivé barevné kandly. Délky alel jednotlivych SSR
markert v§ech referen¢nich odrid jsou uvedeny v Tabulce 7.

Obrizek la—e. Ukazka fragmentaéni analyzy u referenéni odriidy 'Cadanska Lepotica'. a) piekryv viech
barevnych kanald, b) modry kanal — 6-FAM, c) zeleny kanal — VIC, d) zluty kanal — NED, e) Cerveny kanal —
PET. Sedivé obdélni¢ky u jednotlivych barevnych kanalti vymezuji jednotlivé markery, &isla v ramedécich pak
oznacuji nazev alely, relativni velikost alely a vysku signalu.

a) 80 120 160 200 240 280 320 360
14000

12000
10000+
8000
6000
4000

2000

LA

b) [_oicprctoss | 02 CPSCT042
80 120 160 200 240 280 320 360
14000 . : ‘ . ; . ‘

12000
10000
8000
6000

4000

R Y I Y

110 165 181
110.14 164.99180.4
3124 3071 2120
f—— jp— —
112 167
112.19 166.85
3044‘ 2843
116 177
116.36 176.55
1235 2456
1ed9 | <420 |
122
122.54
2362
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d)

03_UDP88-412

I 04_CPSCT005

80 120 160 200 240 280 320 380
14000
12000
10000
8000
6000
4000
2000
]
89 107 136 181
88.46 |107.10 1335.6: 180.93
766‘0 4990 3219 9326
91 189
90.54 189.11
13110 4596
99 195
98.91 195.20
5573 7050
05_EMPAS02 I 06_AMPA100
80 120 160 200 240 280 320 380
14000 } : ! ; ; } '
12000
10000-
BDUG’
6000
4000-
ZDU(J’ J ‘j
1T l 1
107 126 224
107.35 12645 2241
3850 3783 3045
111 140
110.62 139.6
3865 3500
114
114.01
4107 : 3
120 212
120.2 212.30
4008 2641
214
214.23
1729
| 07_CPST039 Il 08_PacA33
80 120 160 200 240 280 320 360
14000

12000+

10000 +

8000

6000+

4000+

2000

97 118

96.73| 118.3

7998 316‘7
105 120
104.54120.35
2700 1905

_rJ.l Al

I
143 170 187 250
142.94 170.43186.5 249.77
1994 3955 ?152 705
181 201
180.58 200.90
3295 1832
189
188.7
2662
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Tabulka 7. Prehled alel jednotlivych SSR markert u referenénich odrid.

CPPCTO033 a CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33

‘Althanova 106 122 161 91 173 207 107 140 200 212 91 110 170 252
renkléda' 112 173 99 181 114 202 97 120v 178

120 177 105 195 120 204 105 191

106 120 163 177 87 101 173 191 107 130 204 214 91 110 168 185
'Auerbacher’ 112 169 179 91 105 177 195 114 140 210 216 97 170 197

118 173 95 109 189 197 120 212 105 181 199

112 122 169 177 91 101 179 201 107 120 200 212 91 139 170 201
‘Carpatin’ 118 173 95 109 181 111 140 204 214 97 181

120 175 99 136 185 112 210 120 183
'Catansks 110 122 165 181 89 107 181 107 120 204 212 97 120 170 189
lepotica’ 112 167 91 136 189 111 126 208 214 105 143 181 201

116 177 99 195 114 140 210 224 118 187 250
‘Mirabelka 95 116 157 177 87 116 177 207 107 140 200 206 93 112 170 205
Nancyski' 112 118 171 180 91 181 114 202 208 95 118 178 213

114 120 173 105 197 130 204 212 97 181 235

112 122 167 89 101 177 189 107 126 204 216 91 143 168 207
'Valjevka' 116 173 91 109 181 195 111 130 210 240% 97 187 250

120 175 95 183 123 212 105 189
, 97 120 159 170 91 173 207 111 140 200 240 91 112 170 240%
Wazonova
Renkléda' 106 122 161 173 99 177 114 210 97 181

112 129 169 177 105 193 120 212 105 197

102 122 163 87 109 173 195 107 130 202 210 89 128 168 201
'Zimmerova' 112 173 93 136 177 197 111 140 204 214 97 170 207

120 177 95 189 114 208 216 106 181

1/ U nékterych vzorka této odridy miize byt ptitomna navic alela 122.
2/ U nékterych vzorku této odridy muze byt misto alely 240 pfitomna alela 242.
3/ U nékterych vzorku této odridy muze byt misto alely 240 pfitomna alela 228.
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3.2.5.2 Mozné problémy p¥i analyze dat (,, Troubleshootings )

Software GeneMapper vyhodnocuje data z fragmentacnich analyz automaticky,
vyzaduje vSak kontrolu odborného pracovnika, nebot’ neni zcela bezchybny, zejména pro
polyploidni organizmy. V nékterych ptipadech muze dojit k nevyhodnoceni urcité alely ¢i
k vyhodnoceni nespravné alely, napt. z divodu vyrazného ,,stutteringu® (krat$i varianty dané
alely, ktera vznika chybovosti DNA polymerazy) ¢i prosviceni signalu pochézejiciho z jiné
fluorescencni barvy, a to zejména v piipadech, kdy dojde ke kumulaci vice alel stejné délky
téhoz markeru a tudiz velmi vysokému signalu dané alely. Mozny je také vyskyt diive
nepozorovanych alel, v tomto ptipad¢ se doporucuje oveieni této alely simplexovou PCR reakci
a fragmentacni analyzou (vSechny alely publikované v této metodice pro jednotlivé SSR
markery byly simplexovou analyzou ovéteny).

Kontrolu je vhodné provadét v softwaru GeneMapper nezavisle dvéma osobami, zv1asté
jedné-li se o doposud nezndmy genotyp. V ptipadech, kdy analyzou dochézi pouze k ovéfeni
znamého (dfive analyzovaného) genotypu, postacuje zpravidla kontrola jedné osoby
v kombinaci s porovnanim s ptedeslymi vysledky. Pokud dojde k problémiim s vyhodnocenim
(napt. kumulace vyrazn¢ stutterujicich alel liSicich se o 2 nukleotidy v jednom genotypu), je
tteba dané alely porovnat s jinymi genetickymi profily, kde jsou grafické vystupy jednotlivych
alel jednozna¢né. V nasledujicim textu jsou uvedeny nejcastéjsi piiklady problematicky
vyhodnotitelnych alel, kterym je vhodné vénovat zvySenou pozornost.

32521 Alely lisici se pouze o 1 nukleotid

Moznou komplikaci pii vyhodnocovani profilt slivoni jsou alely lisici se délkou pouze
0 1 nukleotid. Ty byly pozorovany u markerd CPSCT042, EMPAS02 a CPSCT039. Ve vétsing
pozorovanych piipadu souc¢asného vyskytu téchto alel v jednom genotypu jsou tyto alely bez
problémi vyhodnotitelné, pokud jsou takzvané ,,biny* (rozmezi délek konkrétni alely) pro
pfifazeni analyzovaného fragmentu K jednotlivym alelam peclivé nastaveny. Presto se vSak
v n¢kterych piipadech mize stat, ze software GeneMapper nedokaze tyto sousedici alely
spravné vyhodnotit, napf. se jejich vrcholky nachazeji natolik blizko, Ze je software nerozpozna
jako dvé alely. V té€chto ptipadech ¢asto vznikd jediny, avSak vyrazné $ir$i vrcholek, ktery je
Vv horni ¢asti rozdvojeny (napt. CPSCT042 —alely 169 a 170, Obr. 2a-b). V ptipadé jakychkoliv
pochybnosti o poctu a druhu alel se doporucuje danou oblast si pfiblizit, aby ob¢ alely byly
snadno odliSitelné a bylo zfejmé, kterou z alel je tfeba doplnit. V idedlnim piipad¢ 1ze chybé&jici
alelu doplnit manualn¢ jiz v grafickém vystupu softwaru GeneMapper, piipadné je nutné tuto
alelu ru¢né€ doplnit ve vystupu po exportu dat.
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Obriazek 2a-b: Marker CPSCT042 — ukazka obtizné separovatelnych alel 169 a 170.

a) Odruda 'Oullinskd' s relativné dobie separovanymi alelami.

170 N
169 52
2134
173
17262 I T I
5003 170 173 175
T 169 52 172 62 174 .58
L7t 5 2134 EE] 3305
E¥IE]

b) Odriada 'Opal' s hiife separovanymi alelami.

I I I
159 170 173
150 06 169 56 172 .55
2403 2373 R

32522 ,, Stuttering * alel

Dalsi komplikaci pfi vyhodnocovani dat je tzv. vysoky ,,stuttering* u né€kterych alel.
Stuttering obvykle vznika z dlivodu skluzu DNA polymerazy pii PCR reakci po nukleotidové
repetici zpravidla o délce 1-2 baze. Ke skluzu dochazi z divodu do€asného oddéleni komplexu
DNA polymerdzy a nové syntetizovaného DNA vldkna od templatové DNA, kdy se
Vv repetitivnich oblastech miize DNA polymeraza opétovné piipojit k templatové DNA v poloze
o jedno nebo dvé opakovani pted nebo Castéji za mistem, kde se odpojila. Nejvyssi signal
zpravidla vykazuje pfesna kopie alely, kratsi a delSi fragmenty liSici se o nasobek délky repetice
pak vykazuji signal slabsi. Obvykle se stutter zvySuje s po¢tem opakovani repetice (tj. obvykle
s délkou alely). Pred né€kterymi alelami se mize vyskytnout 1 vice vrcholki stutteru, zpravidla
maji vrcholky stutteru s kratsi délkou nizsi signal nez stutter s delsi délkou (tj. signal postupné
narusta). V piipadé vyskytu stutteru za alelou byl pozorovan pouze vrcholek s minimalni
vyskou. Také vysoky signdl u alely (napf. proto, Zze se vyskytuje ve vice kopich) mlze pii
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vyhodnocovani opticky zvysit stutter pred danou alelou, proto je vhodné vzdy zvolit spravné
meétitko u intenzity signdlu pro vizualizaci alel (viz také nésledujici kapitola). Stutter
U jednotlivych analyzovanych SSR markert uvadi Tabulka 8, pro ilustraci jsou piiklady
nejkratsi, sttedné¢ dlouhé a nejdelsi stutterujici alely markeru PacA33 (marker s nejvyssim
poctem alel a nejvyS$im pozorovanym stutterem) uvedeny na Obrazku 3a-c. Podoba stuttert
jednotlivych alel vSech markert a jejich kombinaci by pfesahovala ramec této metodiky, bude
vSak soucasti planované publikace, kterou tak bude mozné pti vyhodnocovani fragmentacnich
analyz pouzit.

Tabulka 8. Stuttering analyzovanych SSR markert.

Marker Znadeni/kanal ghetlt); :ykazujm Rozsah stutteru
110, 112, 114, 116, L
vo o MmN 2
126, 129
175, 177, 179, 180, Minimélni az 1/5
CPSCTO042 181, 182, 183 hlavniho vrcholu alely
109, 112, 114, 116,
118, 122, 124, 126, Minimélni az 1/2
LprFetra 2 Wie 128, 132, 134, 136, hlavaihio vrcholu alely
138, 140
181, 183, 185, 187,
189, 191, 193, 195, Minimalni az 2/5
CPSCT005 e 197, 199, 201, 203, hlavniho vrcholu alely
205, 207, 209
EMPas02 NED ) Vsechny alely bez
stutteru
208, 210, 212, 214, Minimalni a5 1/2
AMPA100 NED 216, 218, 220, 224, fnimat az
240 242 hlavniho vrcholu alely
108, 110, 112, 114,
116, 118, 120, 122, NP
CPSCT039 124, 126, 128, 133, o 1? ai o alel
135, 137, 139, 141 avniho vrcholu alely
143, 145
181, 183, 185, 187, Minimdlng az
189, 191,193, 197, Vicené:obni}lzstutter ve
;g?' 58;’ g(l)i’ 5(1)2’ vysce hlavniho vrcholu
PacA33 ' ' ' ' alely, poptipadé mize i

215, 221, 223, 225,
228, 231, 233, 235,
237, 240, 244, 246,
248, 250, 252, 254

posledni vrchol stutteru
mirné piesahnout
ptislusnou alelu
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Obrazek 3a-c: Piiklady nejkratsi, stfedné dlouhé a nejdelsi stutterujici alely markeru PacA33.

a) Alela 181 se stutterem do vysky cca 1/5 b) Alela 215 se stutterem do vysky cca 4/5
hlavniho vrcholu alely — odriida 'Svestka hlavniho vrcholu alely — odriida 'Carska'.
Rand'.

I I — — T I I
172 1z9 201
17228 12281 (20091

3181 1801 1748 L . !
I I 176 129 1 215
176 205 17634 (18352 (20090 21513
176,32 205.00 4854 1211 1222 1633
3034 1323 -
T 17a
121 173,51
120 .46 2828
2181 I
181

12046

2076

c) Alela 254 se stutterem piesahujicim hlavni vrchol alely a nizkym vrcholkem stutteru za hlavnim
vrcholem alely — odriida "Zelend Renkloda'.

1 11
170 121 235 254
1T0.45(|150 .46 235.46 25387
2652 [[13674 1a02 1174
17
17340
10586
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V piipadech, kdy dojde k piekryvu vice ,,stutterujicich® alel ¢i piekryvu alely bez
stutteru se stutterem jiné alely, je tfeba pocitat s tim, Ze se signaly alely i stutteru delsi alely
sCitaji. V ptipadé nejistoty, zda se jedna o stutter ¢i dalsi alelu, se doporucuje porovnat graficky
vystup z fragmenta¢ni analyzy s odriidou obsahujici danou alelu izolovang, tedy bez alel, které
by interferovaly svym stutterem s analyzovanou alelou.

V piipadé pouziti jiné DNA polymerazy je také mozné zaznamenat stutter o 1 nukleotid
delsi, nez je presna délka dané alely, ktery vzniké sklonem nékterych DNA polymeraz ptidavat
k 3’ konci amplifikované sekvence jeden nukleotid navic. Je proto vhodné pro fragmentacni
analyzu pouzivat DNA polymerazy, které tuto tendenci nevykazuji ¢i jen ve velmi malé mifre,
jako napt. DNA polymeraza obsazena v reagencii Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix.

32523 Prosviceni signdlu pochazejiciho z jiné fluorescencni barvy

Genotypizacni sada PlumSSR slouzi, jak jiz bylo zminéno vySe, ke genotypizaci
hexaploidni §vestky domaci. Mlize se u ni vyskytovat az Sest ruznych alel, nebo se néktera z alel
mize vyskytovat v jednom genotypu i vicekrat. Podminky PCR reakce byly zvoleny tak, aby
vSech Sest alel vykazovalo dostatecné vysoky signal a byly tak zachyceny vSechny alely. Pti
vicenasobném vyskytu stejné alely dochazi ke zvySeni signalu (n¢kdy az do velmi vysokych
hodnot) oproti alelam, které se vyskytuji ve vzorku pouze jednou. Hodné vysoky signal
zpravidla nebrani spravnému vyhodnoceni vzorku, mize vSak dojit k tzv. prosviceni signalu
Z jedné fluorescencni barvy do druhé a pti vyhodnocovani je tieba obezietnost a kontrola vice
barevnych kanali najednou, aby nebylo prosviceni omylem vyhodnoceno jako alela. Vrcholy
vzniklé prosvicenim mivaji ¢asto jiny tvar a Sitku, nez je obvyklé u alel. Pti vyskytu atypického
tvaru vrcholu se proto doporucuje kontrola ostatnich barevnych kanalti. Naptiklad ve vystupu
fragmentacni analyzy odridy 'Montforskd' (Obrazek 4a) byl pozorovan velmi vysoky signal
Vv zeleném kanalu (VIC). Diky velmi pravdépodobné kumulaci vice alel markeru UDP98-412
o délce 91 nukleotidl dosahl vrchol této alely signalu 64 400 relativnich fluorescen¢nich
jednotek (RFU) (zbylé dvé pozorované alely ve stejném kanalu mély vysku pouze 13 076 RFU,
respektive 15 204 RFU) (Obrazek 4b). U takto vysokého signalu mize dojit k ,,prosviceni* do
jiného kanalu, v tomto ptipadé doslo k prosviceni do ¢erveného kanalu (PET; Obrazek 4c).
Vrchol vznikly prosvicenim je oproti ostatnim vrcholim, prezentujicim alely markeru
CPSCTO039 znaceného PET, napadné uzky a bez stutteru. Piekryvem Eerveného a zeleného

kanalu se lze ujistit, ze Se tento atypicky vrchol nachazi presné pod zelenou alelou 91 (Obrazek
4d).
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Obrazek 4a—d: Prosviceni signalu zeleného kanalu do kanalu éerveného u odridy ‘Montforska'.

a)  Prekryv vSech barevnych kanald. b)  Zeleny kanal fragmenta¢ni analyzy.
75 115 75 115
50000 1
50000 1
50000 1
dnonn 40000 1
30000 1
30000 1
20000 1
20000 10000 1
u I T
1 bl [w
10000 00,50 (95 90
B4402 15204
105
10503
o 13076

c) Cerveny kandl fragmentadni analyzy. V ¢emém d) Piekryv zeleného a Gerveného kanalu.
ovalu je vrchol vznikly prosvicenim ze zeleného

kanalu.
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32524 Nizky signal alely

Problematické jsou také alely, které vykazuji nizky signal oproti ostatnim alelam,
zejména ty Se signalem srovnatelnym se stutterem okolnich alel nebo nizsim, které je mozné
prehlédnout. Jedna se o alelu 157 markeru CPSCTO042; alely 94, 95, 175 markeru UDP98-412
a alely 122 a 151 markeru EMPASO02, ptiklad je uveden na Obrazku 5a. Nizky signal téchto
alel mize byt dan napt. hufe amplifikovatelnou sekvenci alely, poptipad¢ vyskytem mutaci
v sekvenci, na kterou naseda primer. V ptipadé viceploidnich organizmi jsou vSak tyto mutace
pomeémne obtizné odhalitelné. Doporucuje se proto hodnotit vzorky s dostatecné vysokym
signalem, aby nemohly byt htafe amplifikovatelné alely opominuty. Také alely vykazujici
vysoky stutter mivaji nizsi signal a je tfeba hodnotit vzorky s dostatecné vysokym signalem,
aby mohla byt ptislusna alela spolehlivé identifikovana (Obrazek 5b).

Obrazek 5a-b: Pfiklady alel s nizkym signalem v porovnani s ostatnimi alelami.

a) EMPASO2 — odriida 'Tegera' - alela 151 - b) PacA33 - odrida 'Qing Guo' - alely 207 a 235 - pokles
pokles signalu nestutterujici alely. signalu u alel s vicendsobnym stutterem.

MML.JJNL.LMLJLW

— - T T
107 120 (130 140 151 170 207 235
107 47 [120.35)129 55([138.77) |150.65 17037 206 .94 235.53
4086 4105 [3215 3560 | [625 3789 1634 75l

123 172

12299 172.21

3385 4139

174
174.22
437

178
178.29
3190

32525 Mutace v SSR markerech u odriid

U néktery odriid pochazejicich z riiznych zdroji byl pozorovan stejny soubor alel vSech
markeri kromé jediné alely. V téchto piipadech dochédzelo obvykle k posunu urcité alely,
kdy puvodni alela ze spektra vymizela. VéEtSinou se jednalo o posun alely o dva nukleotidy
(pravdépodobné diky skluzu polymerazy) (viz Obrazek 6a), byla vSak pozorovana 1 odrlida,
u které doslo k vétsi zméné délky (Obrazek 6b). V nékterych ptipadech se vzorky stejné odrady
lisily pfitomnosti jedné alely navic, kdy tato novéa alela byla o 2 nukleotidy kratsi, poptipadé
delsi nez diive pozorovana alela (Obrazek 6¢). V téchto pfipadech lze na vzorky nahliZet jako
na mutace téze odrudy (viz téz Tabulka 7). Mutace (nejen) v SSR markerech v ramci
vegetativné mnozenych odrud rostlin jsou pomérné béznym jevem, byly popsany napf. i
U hrusni (Queiroz, 2019) ¢i révy vinné (Gongalves, 2013).
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Obrazek 6a—c: Ukazka riznych typt mutace v SSR markerech.

a) PacA33 — zména alely o 2 nukleotidy — odrtida 'Oullinska' ze dvou riiznych zdroji — vlevo s alelou 235,
vpravo s alelou 237, ostatni analyzované markery mély vSechny alely shodné.

_ ik il

I I I
1?0I 131I 193I 335' 170 121 193 37
170.43||180 46| |192.74 235 40 170.43) 180.46| 192,74 23741
16000 |[11156 | [5118 1526 13340 ||9916 | [4512 1322

b) PacA33 — zmeéna alely o vice nukleotidi — odriida 'Wazonova' ze dvou riznych zdroji — vlevo s alelou
228, vpravo s alelou 240, ostatni analyzované markery mély vSechny alely shodné.

17 151 197 228 170 151 197 240
170 4%)|120.58 196 91 227 41 17043 (130 46 19679 23055
10726 ||2421 1a4a L& G143 [[22T4 1404 4TE
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C) UDP98-412 — vyskyt nové alely - odriida 'Hanita’ ze dvou riiznych zdrojii — vlevo pouze s alelou 197,
vpravo s alelami 195 a 197, ostatni analyzované markery mély vSechny alely shodné.

et WA N N ol e 177 195 207
o] [l pore
176.01 107 35(|207 44 — I
3197 5159 |[2157 172 197

T 17878 197 22
178,46 3791 2448
4443 151

120.90

lal 3180

12093
3713

3.2.5.2.6 Zdroj chyb v pre-analytické a analytické fazi

Stejné jako u vSech bézné provadénych analyz, i v celém postupu genotypizace je tieba
vénovat pozornost tomu, zda pfi celém procesu analyzy, od odbéru po nésledné zpracovani a
vyhodnoceni, nedoslo k chybé. MiiZze se jednat o chyby, které nelze odhalit pii analyze
elektroforeogramt, jako jsou naptiklad chybné odbéry vzorki ¢i zdména vzork pfi manipulaci
se vzorky (zamrazovani pletiva, izolace DNA, aj.). Pro odhaleni téchto chyb se proto
doporucuje provadét analyzu dvou nezavisle odebranych vzorki, které by mély ve vysledku
mit stejny geneticky profil.

Taktéz mize dojit k chybam, které jsou patrné ze samotného elektroforeogramu, kdy je
u vice markerii (ne vSak nutné u vSech) pozorovano vice nez 6 alel. V takovych ptipadech se
jedna napfiiklad o kontaminace vzorkli nebo neimysiné smichani vice vzorkti dohromady pfi
analyzach z vice listl ¢i vyhont, kdy mohlo naptiklad dojit k naroubovani vice odriid na jednu
podnoz, proriistani podnoZze ¢i odbéru vzorkl ze dvou sousednich stromil, které mély propletené
vétve. RovnéZ mohlo dojit ke smiseni vzorkll v laboratofi. Opét je nutné analyzu opakovat a
identifikovat krok, ve kterém doslo ke smiseni vzorkda.
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V Ceské republice doposud nebyla moZnost genotypizace $vestky doméci dostupna
a pro identifikaci/porovnavani odrid se v souCasnosti vyuzivaji pouze fenologické a
fenotypové deskriptory, které je potieba hodnotit v sadé vice vegetacnich sezon. Zaroven je
urcovani odrtd timto postupem velmi zavislé na zkuSenostech hodnotitele a mize byt zatizeno
subjektivni chybou. Naopak genotypizace slivoni probihajici v laboratofi je rychla a spolehliva
metoda, kterou lze vyuzit béhem celého roku, proto zavedeni této metodiky do praxe
ptredstavuje kvalitativni posun na celonarodni Grovni pro vSechny potencialni uzivatele.

V minulosti bylo publikovano nékolik studii, které vyuzivaly SSR markery pro
charakterizaci $vestky domaci (ptiklady uvedeny vyse v kapitole 1. Uvod). Mezinarodni
uskupeni The European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources (ECPGR;
www.ecpgr.cgiar.org) doporuéilo pro genotypizaci Svestky domaci 9 SSR markert, nékteré
Z nich jsou vSak pomérné obtizné hodnotitelné z diivodu vysokého stutteru a ¢astého piekryvu
stutterujicich alel. Navic je doporuc¢eno amplifikovat tyto SSR markery v jednotlivych PCR
reakcich, protoze se podminky pro amplifikaci jednotlivych SSR markert znac¢né 1isi (napf.
teploty nasedani primert pii PCR se pohybuji v rozmezi od 46 do 60 °C; Nybom, 2020), coz
vyluéuje vyuziti multiplexovani. Jelikoz analyzovat jeden genotyp v 9 samostatnych analyzach

je znacn¢ pracné, komplikované na sestaveni vysledného genetického profilu 1 financné
nakladné, byla na pracovisti VSUO genotypizace $vestky domaci fragmentaéni analyzou
inovovana. Vzhledem k obvyklému délkovému rozmezi alel SSR markerti cca 100 az 250
nukleotidl bylo mozné multiplexovat do jedné reakce 8 SSR markerti — vzdy kratsi a delsi SSR
marker pro jedno ze Ctyt fluorescencnich znaceni pro bézné pouzivané genetické analyzatory,
pata barva je rezervovana pro velikostni marker. Osm SSR markert se ukazalo jako zcela
dostacujici pocet, nebot’ analyza dalSich SSR markert pro genotypovani nezvysila rozliSovaci
schopnost navrzené sady PlumSSR. Pfi vybéru SSR markerti byl kladen diraz ptevazné
na uc¢innou amplifikaci a snadnou hodnotitelnost markeru, pficemz tyto markery musely
zaroven vykazovat i vynikajici rozliSovaci schopnosti (heterogenitu). Také byl hodnocen jejich
potencial pro multiplexovani (délka alel, podminky PCR reakce) a na zéklad€ sekvenci ze
Svestky doméci byly upraveny primery, popifipad€ navrzeny zcela nové, aby mohla byt
naplnéna hlavni vyhoda navrzeného genotypizacniho systému, tedy analyza v jediné reakci. Ta
pfedstavuje nejlevnéjs$i feSeni pro stanoveni genotypu a zaroven minimalizuje moZnou
chybovost, ke které mtze dojit p¥i kompletaci vysledk vice analyz.

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

NiZe uvedené priklady uplatnéni metodiky pro genotypizaci Svestky domaci jsou pouze
ilustra¢ni a v zddném piipadé nejsou vycerpavajici.

5.1 Tvorba referencni databaze pro ucely ovéiovani a identifikace odrid

Oveétovani a identifikace odrid jsou piiklady uplatnéni, pro které je nutné mit vytvorenu
referen¢ni databazi odrtid, s kterou je mozné porovnavat genetické profily testovanych vzorkd.
Oveétovani dava odpoveéd’ na otazku, zda jsou testované vzorky shodné mezi sebou, poptipadé
se znamou referenéni odrtidou. Pro identifikaci neznamé odridy je nezbytna databéaze
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alelickych sestav  SSR marker pouzitych pro genotypizaci, kterd byla ziskdna z co
nejrozsahlejsi kolekce ovéfenych odrid. Dle ucelu lze tedy vytvaret rtizné typy referencnich
databézi.

5.1.1 Referenéni databaze pro péstitelskou praxi v Ceské republice

Pro péstitelskou praxi je vhodna databaze genotypt nejcastéji péstovanych odrud, kdy
byly podle $etieni UKZUZ v poslednich 25 letech nejéastéji vysazovany odridy 'Stanley’,
'Cacanska Lepotica', 'Gabrovsk4', 'Kulinaria' (‘Toptaste'), 'Haganta’, 'Domaéci Velkoploda',
"Tophit', 'Jojo', 'President’, 'Ca¢anska Rodna', 'Topend Plus', 'Hanita, 'Valjevka', 'Elena’, 'Valor'
a 'Durancia’. Nov¢ se v poslednich deseti letech prosazuji odriady, jako jsou napt. 'Amers’,
'Haroma' ¢i 'Topking'. Referen¢ni databaze pro péstitelskou praxi vSak miize byt vytvofena ,,na
miru®, napt. bude obsahovat pouze odriidy p€stované/mnozené v ur¢itém podniku.

5.1.2 Referen¢ni databaze pro tcely uznavaciho rizeni

Néarodni odridovy wfad (NOU) Usttedniho kontrolniho a zkuSebniho ustavu
zemédé€lského jako statni organ zajist'uje registraci novych odriid, udélovani ochrannych prav
k odridam, vedeni Statni odrtidové knihy, vydavani seznamu chranénych odrud, vydavani
ptehledi novych odrid a certifikaci rozmnozovaciho materidlu ovocnych druhd. Ve své
¢innosti Se V principu zabyva tiemi typy zkousSek:

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

2. testovani ptipadné shody odrud

3. ovéfovani odrid pfi prodluzovani registrace

Metodika genotypizace Svestky domaci mize byt uplatnéna jak na zac¢atku odridovych
zkousek pro ucely registrace ¢i udéleni ochrannych prav, kdy mize byt zkoumano, zda se jedna
o novou odridu, nebo mutaci/klon znamé odridy, tak zejména pii ovétovani odrid pfi
prodluzovani registrace. V ramci vyvoje této metodiky byla mimo jiné provedena i analyza
referenéniho souboru §vestky domaci udrzovaného v NOU, kdy bylo celkem ovéieno 84 zde
udrzovanych odrud/genotypt. Alelické sestavy analyzovanych SSR markert jednotlivych
odrid ma NOU k dispozici a pfedpoklada zavedeni metodiky genotypizace §vestky domaci do
SV€ praxe.

Metodiku mohou také vyuzit Slechtitelé Svestky domadci, kterym umoziuje na zakladé
znalosti genetického profilu jejich odrid jednoduse kontrolovat, zda vSechny clanky vyrobniho
fetézce stromkl dodrzuji licencni podminky jejich péstovani.

5.1.3 Referencni databaze pro sbirkové ucely

Ceska legislativa uklada (zejména zakony ¢. 368/1992 Sb. a 148/2003 Sb.) a upravuje
zékladni podminky pro shromazd’ovani, hodnoceni, dokumentaci, konzervaci a vyuzivani
genetickych zdrojl rostlin a mikroorganismi, které jsou dilezité pro vyzivu a zemédélstvi
v ramci Akéniho planu konzervace a vyuZivani genetickych zdroji. Mezi tyto komodity patii
i Svestka doméci, ktera je uchovéavana v genofondové sbirce udrzované ve VYZKUMNEM A
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0 udrzovanych odrudach jsou vedeny v databazi GRIN Czech, kterou spravuje Vyzkumny
ustav rostlinné vyroby, v.v.i.

Genofondy nabyvaji na dilezitosti zejména v posledni dob¢ s uplatiiovanim evropské
agendy ,,Green Deal“, kterd je zaméfena mimo jiné na sniZeni spotieby hnojiv a prostfedkd na
ochranu rostlin, nebot’ jednou z moznosti mize byt cilené Slechténi odrid s pozadovanymi
vlastnostmi. Genofondy totiz shromazd'uji i staré a krajové odrudy Svestky domaci, které
mohou byt zajimavym zdrojem znakli pro moderni Slechtitelské programy, jako jsou napf.
zvyseni odolnosti odriid vici chorobam nebo (a)biotickym faktoriim. Genetickd analyza téchto
odriid umoziuje identifikaci potencidlnich duplicit ¢i synonym v genofondovych sbirkéch.
Vhodné je i pro ovéiovani jejich ptvodu, kdy je schopna potvrdit ¢i vyvratit ptibuznost
jednotlivych odrid.

Znalost co nejvétsiho mnozstvi genetickych profili odrid umoziuje i dalsi aplikace,
napi. identifikaci nezndmych odrid ze starych vysadeb, aleji ¢i zameckych zahrad v ramci
zkoumani kulturniho dédictvi na Gizemi nasi republiky.

5.2 Provéieni produkcniho ietézce vyroby vypéstki

Genotypizaci Svestky domaci je mozné s vyhodou uplatnit i ve Skolkaiské praxi pro
kontrolu vyroby vypéstkll, nebot’ se pro ptipravu stromkill pouziva vegetativni rozmnozovaci
material (o¢ka, rouby), geneticky se tedy jedna o stejny organizmus. Produkéni fetézec zahrnuje
z pohledu mozného uplatnéni genotypovani né€kolik stupiiti vyroby, obvykle se jedna o:

e Registrovana, resp. chranéna odraida NOU

o Slechtitel jako primarni zdroj odriidy

e Matecnice v technické izolaci jako zdroj zdravého rozmnozovaciho materidlu

e Prostorové izolaty jako hlavni zdroj rozmnozovaciho materialu pro vyrobu stromku
e Pfiprava stromki (o¢kovani, roubovani) a jejich dopéstovani pro prodej

e Prodej

V celém produkénim fetézci je naprosto zasadni zajistit, aby bylo v kazdém kroku
nakladdno pouze s materidlem pozadované odridy a nedoSlo k zaménég. Pro kontrolu téchto
klicovych bodi je pak mozné s vyhodou vyuzit pfedkladanou metodiku, v idealnim piipadé by
meélo testovani zahrnovat:

1) Zavedeni unikatniho znaceni konkrétnich stromd, které se pouzivaji jako zdroj
rozmnoZzovaciho materidlu ve vyrobnim procesu.

2) Vytvoreni referen¢ni databaze genetickych profili konkrétnich stromti pouzivanych
jako primarni zdroj rozmnozovaciho materialu (mate¢nice), pokud je méa vyrobni
podnik k dispozici. Pfipadné ovéfeni zdroje rozmnozovaciho materialu u subdodavatele
nebo Slechtitele.

3) Ovéfeni pravosti odriidy s vyuZitim referenéni databaze genetickych profilt pii NOU.

4) Vytvoreni a prubézna aktualizace genetickych profili vSech stroml pouzivanych
pro vyrobu rozmnozovaciho materialu/stromkt (prostorové izolaty).
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5) Vytvoreni referen¢ni databaze odrid péstovanych/mnozenych v daném podniku.
6) Namatkova kontrola prodavanych vypéstkii a jejich srovnani s referenéni databazi.
Cilena kontrola v ptipadé podezieni na zdménu.

Vytvofeni vnitropodnikové databdze genetickych profilii vSech stroml pouzivanych
jako zdroj rozmnozovaciho materialu a kontrola jejich odridové pravosti jsou z hlediska
managementu kvality velmi dualezité kroky, i kdyz mohou byt finanéné naro¢né. Vzhledem
k dlouhovékosti stromt je vSak mozné ziskané informace pouzivat v dlouhém ¢asovém obdobi,
protoze geneticky profil se s vékem neméni. Mnozstvi vzorki pro namatkovou kontrolu
stromku ur¢enych k prodeji je pak individualni a zavisi na toku materialu vyrobnim podnikem.
Pro zlevnéni a zrychleni provedeni analyz 1ze vyuzit i moznost piipravy smésného vzorku (ze
2 az 3 stromil) pii ocekavani stejného genetického profilu (napf. stejna Sarze vypéstki).

V minimalistickém provedeni 1ze provadét pouze krok 6) a ziskany geneticky profil
porovnat pouze s danou referen¢ni odridou. V ptipadé nalezu diskrepance vSak nebude ziejmé,
v jakém kroku vyrobniho procesu k chybé doslo. Nasledné je tfeba analyzovat i jednotlivé
rozmnozovaci materidly, dokud neni zaména identifikovéna.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Na ekonomické piinosy této metodiky je mozné nahlizet z rliznych pohledl, a to
Vv zavislosti na jejim pouZziti.

6.1 Ovéieni pravosti odridy pied vysadbou — kalkulace ztrdat na hektar pri
vysadbé Spatné odridy 7 pohledu péstitele

V Ceské republice rostlo v roce 2023 v produkénich sadech na plose 1 876 ha celkem
1 083 495 ks slivoni, které poskytly vynos 5 415 tun $vestek (CSU, MZe CR). Rok 2023 byl
ale vyznamné ovlivnén jarnimi mrazy, nedostatecnym opylenim, suchem a houbovymi
chorobami. 5415 tun odpovida pouze 57 % pétiletého priméru (MZe CR). Primé&my vynos
jednoho stromu tak byl pouze 5 kg Svestek (oproti tomu v roce 2022 byla tato hodnota témét
dvojnésobnad, a to 9,4 kg). Mezi roky 2017-2023 se primérny vynos jednoho stromu pohyboval
Vv rozmezi 4,6-13,7 kg (primér 7,9 kg, median 8,2 kg) (CSU). Po prepoétu byl v roce 2023 jeden
hektar osazen pramérné 578 stromy. Primérny vynos z jednoho hektaru se pak mezi lety 2017—
2023 pohyboval v rozmezi 2 658-7 919 kg. Primérna vykupni cena pro zemédelské vyrobce
za 1 kg Svestek byla v roce 2023 na zakladé udaji tydennich cen 22,4 K¢ (viz pravidelné Zpravy
0 trhu ovoce SZIF).

Pti uvazovaném nulovém vynosu kvili nevhodné osdzenému sadu (napf. nevhodné
klimatické podminky, vysadba $patné opylovaci odrtiidy u cizosprasnych odrad...) tak dochézi
K primérné ztrat€ vynost z prodeje cca 105 000 K¢/ha/rok, pricemz osazeni sadu jinou odridou
lze zpravidla rozpoznat aZz po tfech letech, kdy zacind plodit. Ztrata z produkce tak muze
teoreticky byt az 315 000 K¢&/ha/3 roky, ve skute¢nosti vSak bude aktualni ztrata v prvnich tfech
letech o néco nizsi, nebot’ mlady sad nebude jesté dosahovat primérnych publikovanych
vynost na hektar. Cast ztraty se viak prenese do nasledujicich let, kdy nové osazeny sad bude
plodit méné¢, nez by plodil o tfi roky starsi sad. K nulovému vynosu nemusi dojit, pokud mohou
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byt ptipadné plody jiné odridy prodany, napt. alespon k primyslovému zpracovani. Kromé
uslého zisku vSak vznikly i néklady vysadbou nespravné odridy (potizeni stromk, naklady na
vysadbu) a udrzovanim celého sadu az do okamziku, kdy bude nespravné vysazend odrtida
rozpoznana. Tyto ndklady budou vzdy velmi individudlni. Pro orientaci jsou zde uvedeny vyse
dotace na restrukturalizaci ovocnych sadii v rezimu ekologického zemédélstvi pro rok 2024
(SZIF):
i) 334000 K¢/ha nové vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrid
ovocnych stromil broskvoni, hrusni, jabloni, merun¢k, slivoni (krom¢& myrobalanu),
tie$ni nebo visni s minimalnim poctem Zivotaschopnych jedinct — stroma 800 ks/ha;

i) 193 000 Ké/ha nové vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrid
ovocnych stroml broskvoni, hrusni, jabloni, merunék, slivoni (krom& myrobalanu),
tiesni nebo visni s minimalnim poctem zivotaschopnych jedincti — stromi 400 ks/ha.

Dalsi naklady pak bude potieba vynalozit na likvidaci nevhodné osazeného sadu, pokud
se nechténa odrida ukaze dlouhodobé nerentabilni vzhledem k mistnim podminkam. Ty budou
opét individualni a celkové naklady (usly zisk + naklady na obnovu sadu) mohou dosahnout
statisicovych ¢astek na hektar.

6.2 Prvek zajisténi kvality ve vyrobnich podnicich (Skolkdach) — kalkulace ztrat
pii vyrobé Spatné odridy potiebné k osazeni jednoho hektaru sadu
Z pohledu Skolkaie

Pfi uvazovani moznych ztrdt Skolkaid je bran v potaz pouze material vyrobeny
na zakazku, jelikoz pti produkci Spatné odriidy pro maloobchod lze zpravidla vypéstky prodat
pod spravnym nazvem. Skody z prodeje pod nespravnym nazvem nejsou v této metodice
uvazovany.

Naklady na vytvoteni Skolkatského vypéstku se budou znacné 1isit mezi jednotlivymi
podniky a kromé nékladl na vytvofeni a udrZzovani vypéstku mohou zahrnovat i cenu podnoze
(tddove nizsi desitky Kc/ks), o¢ek roubované odridy (cca 5-25 Ké/ocko) a poptipadé roubu
(25-50 K¢&/roub), ceny bez DPH. Ceny zpravidla zavisi na odrid¢, kdy mohou byt vyzadovany
také licencni poplatky, nebo na odebraném mnozstvi. Pfi uvaze, Ze naklady na vytvotreni
jednoho stromku pro velkoobchod jsou cca 50-100 K¢&/ks, tak pii vyrobé 500 ks stromku
ptiblizné potiebnych k osdzeni 1 hektaru budou ztraty pii vyrobé cca 25 000 — 50 000 K¢.
K tomu je vSak potfeba pfipocitat prodejni cenu materidlu, kterd nebude realizovana. Cena
stromkli pak bude opé€t velmi individudlni, jelikoZ je ovlivilovdna mnozstvim odebranych
stromkii, tvarem stromkl (Spi¢ak—korunka, zékrsek-¢tvrtkmen-polokmen-vysokokmen)
¢i odridou. Ceny se pak orientaéné¢ mohou pohybovat v rozmezi od cca 100 K&/ks (Spicaky)
po 400 Kc/ks (vysokokmeny) bez DPH. To by znamenalo dalsi ztraty pifi neprodani 500 ks
ve vysi cca 50 000 az 200 000 K¢.

V piipadé Skolkait tak miize dojit ke ztratdm pti vyrob€ 500 stromk nespravné odridy
potiebnych pro osazeni 1 hektaru ptiblizn¢ 75 000 az 250 000 K¢&.
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6.3 Ovéfovani dodriovani licenénich podminek - kalkulace ztrat pri
neuplatnéni licencnich poplatkii

Pravné chranéné odriidy jsou zatizeny licencnimi poplatky a prodavaji se na zaklad¢
smlouvy. Licen¢ni poplatky slouzi k pokryti naklada Slechtitelt pti tvorb€ novych odrid a
zaroven jsou jejich ziskem. Cast licenénich poplatki ptipada také skolkartm a dal$im ¢lanktim
vyrobniho a prodejniho fetézce. Cena licence je pripocitdvana k prodanym ockiim licencované
odridy (cca 5-12 K¢&/ocko, obvykle dle poctu odebranych ocek, odrudy a Slechtitele) a také
k prodavanym stromkim (obvykle 20-30 K¢, opét v zavislosti na poc¢tu odebranych stromka,
odrad¢ ¢i slechtiteli). Pii neopravnéném prodeji ocek licencovanych odrid bez licencniho
poplatku tak vznika Skoda ve vysi 2500 az 6 000 K¢ na osdzeny hektar (500 stromku)
a pfi neopravnéném prodeji stromkl bez licencniho poplatku pak vznikéa Skoda 10 000 — 15 000
Kc¢/ha. Tato skoda se déli mezi Slechtitele a Skolkate, piipadné dalsi ¢lanky vyrobniho a
prodejniho fetézce. Zakoupeni licencované odrady piinasi i pfes vysSsi pofizovaci cenu stromku
péstitelim pfinos, nebot’ se jednd o moderni odridy S vylepsenymi vlastnostmi oproti diive
vzniklym odridam. Cely produkéni fetézec by tak mél mit zjem na tom, aby u licencovanych
odrid byla pravost ovéfena. Z odrid zapsanych v roce 2024 ve Statni odridové knize patii
k licencovanym odridam 'Dwarf’, 'Hololepa’, '‘Kamir', 'Samera’, ‘'Simona’ ¢i 'Stana' (Odrudova
kniha 2024).

6.4 Ovéiovani odrad pii prodlouZeni jejich registrace u Narodniho
odriidového uiadu — kalkulace nakladii

VyhlaSka Ministerstva zemé&délstvi ¢. 221/2002 Sb., Pfiloha 2 stanovuje sazebnik
nahrad ndkladli za odborné a zkuSebni tkony zahrnujici zkouSky odliSnosti, uniformity a
stalosti (tzv. DUS testy), které vykonava v ptisobnosti UKZUZ. U slivoné byly stanoveny ve
vysi 3 850 Ké/rok, kdy pii registraci odrudy trvaji tyto zkouSky obvykle 2-3 roky
(Ehrenbergerova, 2014), jedna se tedy o 7 700-11 550 K¢. Pii prodluZzovani registrace mtize
byt tato doba kratSi, ale vzdy je tfeba pocitat alesponi s rocnim poplatkem za testovani.
V ptipadé podezieni, Ze je ptfihlaSovany material pouze mutaci jiz uznané odridy, poptipadé
shodny s jiz uznanou odrudou (klon), mize genotypovani tuto domnénku potvrdit, nebo
vyvratit. V pfipad¢ potvrzeni tohoto podezieni jiz neni tfeba DUS testy provadeét. V ptipadé
prodluZzovani registrace odriiddy lze jednozna¢né a velmi rychle potvrdit shodu s diive
registrovanou odriidou a DUS testy mohou byt zcela vynechéany.
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6.5 Shrnuti

Oproti vysSe vycislenym nakladim stoji naklady na genotypovani kalkulované pro
spotfebni material a chemikalie (bez ivahy mzdovych nakladii a odpist pfistrojového vybaveni,
které tvori také velmi podstatnou ¢ast nakladu). U izolace DNA z jednoho vzorku jsou
prumérné naklady chemikalii a laboratorniho materialu cca 100 Kc¢/vzorek. Néklady na
multiplexni PCR a fragmentacni analyzy Ize vyc¢islit pro 8 SSR markerid v 1 multiplexni reakci
na piiblizné 200 K¢&. K cené je potieba pripocist | naklady na souc¢asnou analyzu laboratornich
kontrol a provoz kapilarniho genetického analyzatoru. Pokud laboratof nevlastni kapilarni
geneticky analyzator, mlize za uplatu v fadu stovek K¢ vyuzit sluzeb fragmentacni analyzy
u fady firem/organizaci, které tuto sluzbu nabizeji.

Naklady jsou kalkulovany pro rok 2024 a pfi neustale se zvySujicich cenach vstupnich
materidlti a chemikalii je tieba pocitat s jejich naristem. Ve vysledku se bude celkova cena
analyzy odvijet od poctu analyzovanych vzorkt, zalezi velmi ¢asto na pozadavcich zakaznika,
kolik vzorkli povazuje za vhodné analyzovat. Analyzu lze pfi predpokladu testovani identické
odriidy zlevnit i spojenim 2-3 vzorkil do jedné analyzy, kdy lze jesté garantovat zjiSténi
pfitomnosti vice genotypt. V souhrnu lze vsak predpokladat, ze se vyslednd cena za analyzu
bude pohybovat v fadu nizsich tisicti K¢ a méla by byt levnéjsi nez DUS testy. Pii porovnani
moznych ztrat/ndkladl vycislenych vyse je tak ziejmé, ze ve vSech uvedenych piikladech
vyuziti této metodiky 1ze ocekavat jednoznacny finan¢ni ptinos pro jejiho uzivatele.
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PRILOHA — CHARAKTERISTIKA REFERENCNICH ODRUD

'ALTHANOVA RENKLODA'

Typ ristu stromu:
Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:
Poznamka:

Alely odridy 'Althanova Renkléda’

24

bujny, tvoii fidké, Siroce kulovité koruny

stfedné rana, cizosprasna odrida, vhodnymi opylovaci jsou 'Zelena
renkloda’, 'Oullinskd’ a 'Vlaska', sama je dobrym opylovacem
sttedn€ rand, v polovin¢ srpna

pravidelna, pomérné rana

sttedn€¢ velky az velky, kulovitého tvaru, zékladni barva je
zelenozluta, kryci Cervend az fialové hnéda, povrch je ojinény,
duznina nazloutla, chuti sladké, mirné nakyslé, velmi dobré a
aromatické, je odlucitelna od pecky

plody nachylné;jsi k monilidze

upiednostiuje teplé oblasti, ale je dobie adaptovana i na vyssi
polohy

mSa?kRer CPPCTO033 _a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33
Délka 106 122 161 91 173 207 107 140 200 212 91 110 170 252
alel 112 173 99 181 114 202 97 1209 | 178
120 177 105 195 120 204 105 191

1) V nékterych vzorcich mize byt pfitomna navic alela 122
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Alely odridy 'Auerbacher’

'"AUERBACHER'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

bujny

sttedn€ rand, samosprasna, siln¢ kvete
stiedni az pozdni

pravidelnd, rany nastup do plodnosti

stiedné velky az vétsi, ovalného tvaru, fialové modra zakladni barva
slupky, kryci je nacervenala, ojinény povrch, duznina plodu
zelenozluta, pevna, $t'avnata, odlucitelna od pecky
tolerantni K virové Sarce Svestek

odriida byla ¢asto pouzivana v kiizeni némeckého §lechtitele prof.

Jakoba, odrtida ma vyborné pekaiské hodnoty

mSa?kRe " CPPCT033_a | CPSCTO042 UDP98-412 CPSCT005 EMPaS02 AMPA100 CPSCT039 PacA33
Délk 106 120 163 177 87 101 173 191 107 130 204 214 91 110 168 185
;ela 112 169 179 91 105 177 195 114 140 210 216 97 170 197
118 173 95 109 189 197 120 212 105 181 199
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'CARPATIN'

Typ ristu stromu:
Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:
Poznamka:

Alely odriidy 'Carpatin’

vzptimeny, bujné rostouci

velmi pozdni, cizosprasnd odriida, opylovaci nejsou dostatecné
provéieni

sttedn¢ rana

sttedné plodna, pravidelna

velky az velmi velky, ovalny, mirné nesoumérny, Slupka
fialovomodrd, ojinénd, duznina je zlutozelena, stiredné tuha az tuha,
navinule sladka, mirné aromaticka, dobie odlucitelna od pecky
citliva na monilii plodi, tolerantni k Sarce Svestek

velmi plastickd odriida, primérné az dobré chuti, vhodnéjsi do
teplych poloh, kde vyzrava do dobré chuti

mi?kRer CPPCT033_a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33
Délka 112 122 169 177 91 101 179 201 107 120 200 212 91 139 170 201
alel 118 173 95 109 181 111 140 204 214 97 181
120 175 99 136 185 112 210 120 183
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'CACANSKA LEPOTICA'

Typ rlstu stromu:

Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:

sttedné bujny, vzptimené rostouci
rana az stiedn¢ rand, samosprasnd odrida

stfedné rana

velmi rand, pravidelna
velky, ovalného tvaru, slupka tmavé modrd, siln€ ojinénd, Zluté
zelena duznina dobré, aromatické chuti, plné odlucitelna od pecky

tolerantni vici Sarce

Poznamka: velmi plastickd odrida, vhodnd do vSech oblasti, S primérnou
kvalitou plodii
Alely odriidy 'Catanska Lepotica'
mSa?kRer CPPCT033_a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33
Délka 110 122 165 181 89 107 181 107 120 204 212 97 120 170 189
el 112 167 91 136 189 111 126 208 214 105 143 181 201
116 177 99 195 114 140 210 224 118 187 250
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'"MIRABELKA NANCYSKA'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:

Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:
Poznamka:

Alely odridy 'Mirabelka Nancyska'

sttedné bujny

sttedn€ pozdné€ az pozdné, je vysoce samosprasna

sttedné rana az pozdni

hojna, pravidelna

maly, kulovity, slupka zlutd snapadnym teckovitym lickem,
ojinéna, duznina je Zluta, velmi sladka s aromatickou chuti, plné
odlucitelna od pecky

stiedné trpi monilii, tolerantni k Sarce Svestek

vetsi naroky na stanovisteé, 1épe v teplych oblastech, vhodnd na
pfimy konzum, kompoty, i k suSeni

msf;?kRer CPPCTO033_a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33
Délk 95 116 157 177 87 116 177 207 107 140 200 206 93 112 170 205
aelela 112 118 171 180 91 181 114 202 208 95 118 178 213
114 120 173 105 197 130 204 212 97 181 235
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'"VALJEVKA'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:

Plodnost:

Plod:

Odolnost k chorobam:
Poznamka:

Alely odridy 'Valjevka'

sttedné bujny, Siroce rozlozity
pozdni, samosprasna odruda

pozdni

vysoka, pravidelnd, nastupuje brzy
sttedn¢ velky az velky, protdhle vejcitého tvaru, tmavé modra,
ojinéna slupka, duznina zluté¢ zelena, stmavé modrou slupkou
S ojinénim, chut’ je sladce navinuld a aromaticka, odlucitelna od

pecky

netrpi pfili§ monilii, k Sarce Svestek tolerantni
vhodna do vSech oblasti, diky své samosprasnosti je spolehlivou
odriidou zejména v letech se Spatnym pocasim

mSa?I?er CPPCT033_a | CPSCTO042 UDP98-412 CPSCT005 EMPaS02 AMPA100 CPSCT039 PacA33
Délka 112 122 167 89 101 177 189 107 126 204 216 91 143 168 207
aelel 116 173 91 109 181 195 111 130 210 240Y 97 187 250
120 175 95 183 123 212 105 189

1) V nékterych vzorcich misto alely 240 ptitomna alela 242
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'WAZONOVA RENKLODA'

Typ rlstu stromu:

Doba kvetent:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

Alely odridy 'Wazonova Renkléda'

sttedné bujny az bujny

rana az sttedni, samosprasna odrtida

pozdni

velka, pravidelnd, stfedn¢ brzka az pozdnéjsi
sttedn¢ velky az velky, kulovity, slupka je zluta, n¢kdy se slabym
lickem, duznina je Zluta, mekka, velmi sladké chuti, odlucitelna od

pecky

tolerantni az stifedné odolna k Sarce $vestek

do stfedné teplych oblasti, pro pfimy konzum 1 zpracovani,

naro¢néjsi na pravidelny a pfisny fez

mSE’:kRer CPPCTO033_a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCTO005 EMPaS02 AMPA100 CPSCTO039 PacA33
Délk 97 120 159 170 91 173 207 111 140 200 240 91 112 170 240Y
aE:eIa 106 122 161 173 99 177 114 210 97 181
112 129 169 177 105 193 120 212 105 197

1) V nékterych vzorcich misto alely 240 ptitomna alela 228
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Alely odridy 'Zimmerova'

'ZIMMEROVA'

Typ rlstu stromu:

Doba kvetent:

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost k chorobam:

Poznamka:

stiedni az slabsi rast

stfedn€ rana, jen ¢aste¢né samosprasna odruda, vhodnymi opylovaci
jsou 'Anna Spith', 'Cadanska Rana', 'Ruth Gerstetter', 'Stanley' a
"‘Wangenheimova'

stfedné rana

pravidelnd, vysoka, brzy vstupuje do plodnosti
sttedn¢ velky plod, ovalné vej¢itého tvaru, slupka Cervenavé az

tmavé modra, ojinénd, zlatozelend duznina se sladce navinulou
chuti, pln¢ odlucitelna od pecky

nachylna k monilioze i Sarce Svestek

nendro¢nd na stanovisté, plody poskytuje chutnéjsi z teplych oblasti

mse’l?kRer CPPCT033_a | CPSCT042 UDP98-412 CPSCT005 EMPaS02 AMPA100 CPSCT039 PacA33
Délka 102 122 163 87 109 173 195 107 130 202 210 89 128 168 201
alel 112 173 93 136 177 197 111 140 204 214 97 170 207
120 177 95 189 114 208 216 106 181
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