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1 Uvod

Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum) patii do ¢eledi viesovcovitych
(Ericaceae), rodu Vaccinium a sekce Cyanococcus. Péstiteli je nazyvana kanadskou
borivkou a je velmi oblibena kvili svym plodim nazyvanym boruvky. Tyto plody se
vyuzivaji v potravinafstvi a maji také potencial pro farmakologii, protoze obsahuji fadu
ucinnych latek s pozitivnimi G¢inky na lidské zdravi. Jejich antioxida¢ni kapacita je
jedna z nejvyssich mezi Cerstvym ovocem a zeleninou.

Existuje spousta kultivarti brusnice chocholicnaté a mimo jiné se k jejich
identifikaci vyuzivaji mikrosatelitni markery. Existuje nékolik systému na odliSeni
kultivar brusnice chocholi¢naté a jejich mezidruhovych kiizenci za pouZiti
mikrosatelitnich markerti. Kazdy systém obsahuje polymorfni mikrosatelitni lokusy,
které by mély ptinaSet dobte hodnotitelny produkt bez artefaktd, aby byla mozné snadna
identifikace kultivara.

Tato prace by méla otestovat oba mikrosatelitni systémy na nékolika desitkach
kultivarti brusnice chocholi¢naté a jejich kiizenci, které jsou bézn¢ dostupné v prodejni

siti v CR.



2 Cile prace

1. Shromazdéni dostupnych literarnich zdrojt.

2. Vypracovani reSerSe na téma diplomové prace - brusnice chocholi¢natd a jeji

kultivary, odliSeni kultivar molekularnimi technikami s dirazem na mikrosatelity.

3. PCR amplifikace mikrosatelitovych lokusii na DNA vybranych kultivarti brusnice

chocholi¢naté a vybér vhodnych mikrosateliti pro potvrzeni identity téchto kultivara.



3 Literarni prehled

3.1 Rod Vaccinium

Rod Vaccinium (neboli brusnice - coz ale neni jednotné rodové jméno, existuji
totiz naptiklad i druhy tohoto rodu s ¢eskym rodovym jménem vlochyné a klikva) patii
do ¢eledi Ericaceae (viesovcovité), je to ¢eled” dvoudéloznych rostlin zahrnujici byliny
I dfeviny. Do rodu Vaccinium vsak patfi jen kete a tento rod zahrnuje ptiblizné¢ 450
druhti rozsifenych hlavné na severni polokouli (Song et Hancock, 2011).

Rod Vaccinium obsahuje nékolik hospodaisky vyznamnych druhtt pro
potravinafstvi a potencial je také pro farmakologii, plody totiz obsahuji fadu uc¢innych
latek ptiznivé pusobicich na lidské zdravi. Nejvyznamnéjsi sekce a druhy rodu

Vaccinium jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Vybrané sekce a druhy rodu Vaccinium (Vander Kloet, 1983; upraveno
podle Song et Hancock, 2011; Retamales et Hancock, 2012).

Sekce Druh Cesky nazev Ploidie (x = 12)
V. angustifolium Ait. Brusnice uzkolista 4x
V\/E_lsi,r;(:lg;i?:;(iign. Brusnice prutovita 6X
V. constablaei Gray  Brusnice Constableova 6X

V. corymbosum L. Brusnice chocholi¢nata 2X, 4X
V. darrowii Camp Brusnice Darrowova 2X
Cyanococeus V. fuscfaltum A?t. 2X
V. pallidum Ait. 2X, 4X
V. myrsinites L. 4x
V. myrtilloides Michx. 2X
V. tenellum Ait. 2X
V. elliottii Chapm. Brusnice Elliottova 2X
Myrtillus V. myrtillus L. Brusnice bortivka 2X
V. oxycoccus L. Klikva bahenni 2X, 4X, 5%, 6x
Oxycoccus V. macrocarpon Ait Brusnice (klllfva) ox
velkoploda
Vaccinium V. uliginosum L. Vlochyné bahenni 2X, 4X, 6X
Vitis-ldaea V. vitis-idaea L. Brusnice brusinka 2X




V anglofonnich zemich se Vv péstitelské typologii rozliSuje 6 hlavnich
hospodatsky vyznamnych skupin. Z toho 2 skupiny jsou cranberries (V. macrocarpon
neboli klikva velkoplodd) a lingonberries (V. vitis-idaea neboli brusnice brusinka)
(Song et Hancock, 2011), coz jsou kefe mensiho vzrustu (do cca 15 cm) s Cervenymi
plody, témi se vsak tato prace zabyvat nebude (Polashock et Vorsa, 2002). Zde jsou
popsany 4 zbyvajici hospodaisky vyznamné skupiny, do kterych patii z vétsSiny druhy
s vy88im vzrastem (do cca 3 m) puvodem ze Severni Ameriky, a to (Brevis et al., 2008;
Bassil et al., 2020):

e Highbush blueberries - ty se dale déli na southern highbush blueberries (SH)

a northern highbush blueberries (NH), je to skupina, kterou tvoii predevsim

kultivary druhu V. corymbosum, u southern highbush blueberries jsou kultivary

e Rabbiteye blueberries (RE) - jsou to kultivary pochazejici z hexaploidniho druhu

V. virgatum (také nazyvaného V. ashei), které byly nalezeny ve volné piirodé ¢i

vyslechtény.

e Lowbush blueberries (LW) - kultivary tetraploidniho druhu V. angustifolium,

v nékter¢ literatufe zahrnuje také kultivary diploidniho druhu V. myrtillus (Bassil

et al., 2020) a diploidniho druhu V. myrtilloides (Song et Hancock, 2011).

Kultivary byly ziskany nejcastéji vybérem vhodnych rostlin z rostlin

vyskytujicich se ve volné piirode.

e Half-high blueberries (HH) - hybridni kultivary vzniklé ki#iZzenim northern

highbush blueberries a lowbush blueberries.

Druhy pattici do sekce Cyanococcus se piirozené vyskytuji pouze ve vychodni,
severni a stiedni Casti Severni Ameriky (Song et Hancock, 2011). Kultivary z northern
highbush blueberries, southern highbush blueberries a rabbiteye blueberries byly
domestikovany jako prvni rostliny z rodu Vaccinium, a to ve Spojenych statech
americkych (Bassil et al., 2020).

NejvyznamnéjSimi v ramci komeréni produkce i hobby zahradnictvi jsou
kultivary brusnice chocholi¢naté (Paprstein et al., 2009; Song et Hancock, 2011).
Severni Amerika (Spojené staty americké a Kanada) zlstavd hlavnim svétovym
péstitelem brusnice chocholi¢naté, a tedy i producentem plodu, ale produkce v Jizni
Americe (Chile a Argentina), v Evrop€, Australii a na Novém Zéland¢ také neni

zanedbatelna a stale roste (Galletta et Ballington, 1996; Rowland et al., 2011).



3.1.1 Brusnice chocholi¢nata

Brusnice chocholi¢nata (Vaccinium corymbosum), péstiteli nazyvana kanadskou
bortvkou, je ket pattici do rodu Vaccinium sekce Cyanococcus (obrazek 1). At uz pod
¢eskym nazvem kanadskd boriivka ¢i pod anglofonnim nazvem highbush blueberry
existuji i kultivary nejen Cisté druhu V. corymbosum, ale také napiiklad kultivary, kde
jsou k zakladnimu druhu pfikiizené druhy jiné, jako napiiklad V. angustifolium.
Problém je v nejednotnosti pojmenovani, autofi odborné literatury se mnohdy
V pouzivani jednotlivych nazva, jako i1 naptiklad highbush blueberry, rozchézeji.
(Butkus et Pliszka, 1993; Danihelka, 2012; Ulloa, 2017).

Kefe brusnice chocholi¢naté dorustaji vysky 1,5-3 m. Plody jsou kulovité
bobule velikosti 0,4-1,2 cm nejcastéji modré barvy nazyvané borGvky (obrazek 2)
(Hejny et al., 1990; Bartels, 2011). Oblibené jsou diky své chuti a pfiznivym Géinktim

na lidské zdravi.

Obrazek 1: Kvetouci kef brusnice chocholi¢naté (odruda 'Patriot’) (Foto: Daderot).



Obrazek 2: Plod brusnice chocholi¢naté (Foto: Darkone).

Borvky obsahuji vldkninu, vitamin C, vitamin E, vitamin K, hot¢ik
a polyfenolické latky. Maji vysokou antioxida¢ni kapacitu diky obsahu pravé
zminénych vitamini C a E a polyfenolickym slou¢eninam (Skupien, 2006; Wu et al.,
2018). Antioxida¢ni kapacita borivek stejné jako celkovy obsah polyfenolickych latek
se v8ak béhem doby zrani snizuje (Casterejon et al., 2008).

Konkrétné bortivky funguji napiiklad jako prevence proti aterosklerdze, protoze
snizuji oxidacni stres S reguluji akumulaci cholesterolu a hospodafeni s nim (Rimando
et al., 2004; Neto, 2007; Wu et al., 2018). Dalsim ptiznivym Géinkem boruvek je, Ze
dovedou inhibovat bakterii Staphylococcus aureus. Jednim z patogen nejcastéji
zpisobujicim nozokomidlni infekce je pravé S. aureus, ktery muze také zpusobovat
otravy z tepelné¢ neupraveného jidla. Obycejné se pro 1écbu infekci vyvolanych
bakteriemi druhu S. aureus vyuzivaji antibiotika, nejcastéji meticilin. Inhibi¢ni testy
byly provedeny na kmenech rezistentnich na antibiotikum meticilin (MRSA) i na
kmenech bakterii bez rezistence. Extrakty z borGvek dokazaly inhibovat vSechny
testované kmeny bakterie S. aureus (Silva et al., 2015). Bortivky jsou také velmi G¢inné
pii 1é¢bé prijmu. Mezi nejcastéjsi pivodce prijmu patii Escherichia coli a Klebsiella
pneumoniae. Studie provadéné na vysoce adherentnich kmenech téchto bakterii
schopnych vytvaret biofilmy potvrdily, ze extrakty z bortivek maji antiadhezivni
a antibiofilmovou aktivitu, nejspise diky tomu, ze nékteré latky z extraktu jsou schopny
inhibovat zivotn¢ dilezité enzymy bakterii (Gupta et al., 2007; Howell et al., 2010;
Gato et al., 2020; Sahoo et al., 2020).



3.1.2 Vybrané kultivary brusnice chocholi¢naté

Zacatkem 20. stoleti se zaCaly domestikovat prvni odriidy northern highbush
blueberries, southern highbush blueberries a rabbiteye blueberries. Piivodné $lo o vybér
vhodnych rostlin v ptfirod¢, ty byly piesazeny do péstitelskych zatizeni, kde mohly byt
otestovany a osvédcCeny rostlinny material byl dale rozmnozovan, pfipadné kiizen
s dalsim vhodnym rostlinnym materialem. Toto byl prvotni zplisob zakladani novych
kultivari jednotlivych druhti ve Spojenych statech americkych, konkrétné naptiklad
v New Hampshire, New Jersey a na Floridé¢ (Song et Hancock, 2011; Bassil et al.,
2020).

Mnozeni kultivarii se provadi vegetativné nebo generativné. Generativni zptisob
rozmnozovani se pouziva vyhradné pii Slechténi novych odrid. Vegetativni zptsob
rozmnozovani se provadi prostiednictvim bylinnych fizkd (bylinny fizek je vyhon
rostliny odebran i s tzv. patkou, coz je ¢ast stariiho dieva). Casto se také pouzivaji in
vitro kultury, kdy se pouzivaji dormantni vyhony, které musi byt odebrany v obdobi
dormance (leden az biezen). Spodni ¢ast vyhonu se ufizne a vlozi do nadoby s vodou,
kde se neché rasit. Z vrcholovych a postrannich pupent se vypreparuji vrcholy (neni
vhodné ale pouzit pupeny vyluéné kvétl, protoze ty obsahuji pfedevsim zaklad kvétd),
z téchto bunék se pak zalozi in vitro kultury (Paprstein et al., 2009; Retamales et
Hancock, 2012).

Zde jsou uvedeny nékteré z nejprodavanéjSich a nejéastéji péstovanych kultivara
brusnice chocholi¢naté:

Odrtda 'Aurora’ je patentovana odriida pod ¢islem USPP15185P3 fazena dle
péstitelti k northern highbush blueberries (dale jen NH). Vznikla kiiZzenim matetskeé
rostliny odridy 'Brigitta Blue' a otcovské rostliny odridy 'Elliott’ (Boches, 2005). Jedna
se 0 pozdné zrajici odridu, zraje koncem srpna az zac¢atkem zafi. Plodi velmi hojné, ma
tedy velké vynosy a velmi kvalitni plody - 'Aurora’ ma lepsi hodnoceni chuti a pevnosti
plodd, neZ je tomu u parentalni odrudy 'Elliott' (Hancock, 2004a).

Odrida 'Berkeley' tadici se k NH vznikla kiizenim matei'ské rostliny odrudy
‘Stanley' a otcovské rostliny, ktera vznikla kiizenim odrad 'Jersey' a 'Pioneer' (Boches,
2005). Kete mohou dortistat nadpramérnych vysek a rovnéz i plody jsou velké velikosti,
ty jsou v8ak v porovnani s plody ostatnich odriid nachylné k hnilobé (Strikt et Moore,
2014).



Odrida 'Bluejay’ vznikla k#izenim matefské rostliny odridy 'Berkeley’
a otcovské rostliny, ktera vznikla kiizenim 'Pioneer' a 'Taylor'. Dle péstitelské typologie
se fadi k NH (Boches, 2005). Rostliny tohoto kultivaru jsou velmi rychle rostouci,
sttedniho az vysokého vzrustu. Plody Ize sklizet pfi mensim poctu sbéri, protoze vydrzi
na rostliné dlouho bez ztraty kvality (Strikt et Moore, 2014).

Odrada 'Chandler’ oblibena NH vznikla kiizenim, kdy matefska rostlina byla
odridy 'Darrow' (Boches, 2005). Rostliny jsou pozdné zrajici a vV porovnani s jinymi
odridami jsou pomérné citlivé na bakterie rodu Pseudomonas, a to hlavné, kdyz je
vysoka vlhkost vzduchu nebo jsou ¢asté desté (Strikt et Moore, 2014).

Odrtda 'Darrow' vznikla kiizenim, kdy otcovska rostlina byla odrady 'Bluecrop'.
Dle péstitelské typologie se tadi k NH (Boches, 2005). Kefe jsou velmi vysokého
vzristu a maji velké plody se sladkou, ale lehce nakyslou chuti (Strikt et Moore, 2014).

Odrtda 'Draper' je patentovana odriida pod ¢islem USPP15103P2, ktera se tfadi
k NH. Vznikla kiizenim, kdy jednim z rodi¢i byla rostlina odridy 'Duke’. Genofond
odridy 'Draper' vSak obsahuje 1 malé (< 5%) genetické pfimési jinych druhd rodu
Vaccinium sekce Cyanococcus, konkrétné V. darrowii, V. ashei a V. tenellum (Boches,
2005). Jedna se o ran¢ zrajici odridu vysokého vzristu, zraje koncem Cervna nebo
zacatkem cCervence. Plody jsou kvalitni a mohou se skladovat velmi dlouhou dobu
(Hancock, 2004b). Mladé rostliny se musi pomémé Casto profezavat, protoZze maji
tendenci tvofit pfili§ mnoho novych vétvi (Strikt et Moore, 2014).

Odrida 'Earliblue' wvznikla kiizenim matetské rostliny odrady 'Stanley’
a otcovské rostliny odrady 'Weymouth'. Dle péstitelské typologie se fadi k NH (Boches,
2005). Kefe jsou stiedni velikosti. Plody dozravaji brzy, jsou stiedné velké az velké,
odolné proti praskani (Strikt et Moore, 2014).

Odrida 'Liberty' vznikla kiizenim matefské rostliny odrady 'Brigitta Blue'
a otcovské rostliny odridy 'Elliot'. Dle péstitelské typologie se fadi k NH (Boches,
2005). Kefe této odrudy jsou vysokého vzristu a vyzaduji Casté profezavani. Ve
vysokych teplotach, které tomuto kultivaru nesvédci, mohou rostliny tvofit jen velmi
malé plody (Strikt et Moore, 2014).

Odrida 'Meader' vznikla kiizenim rostliny matefské odrady ‘Earliblue’
a otcovské rostliny odridy 'Bluecrop'. Dle péstitelské typologie se fadi k NH (Boches,
2005).

Odrada 'Northland', ktera je fazena k NH, vznikla kiizenim rostliny odrady

‘Berkeley' a nekultivarové rostliny (Boches, 2005). Je to stfedné zrajici odruda, zraje
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tedy v poloving Cervence. Rostliny jsou velmi vysokého vzristu a plody maji sladkou
chut’ (Strikt et Moore, 2014).

Odrada 'Olympia’, ktera se tadi k southern highbush blueberries (SH), vznikla
kiizenim matefské rostliny odriidy 'Pioneer' a otcovské rostliny odridy 'Harding'
(Boches, 2005). Kefe jsou stfedni velikosti se stfedné velkymi plody vyborné chuti
(Strikt et Moore, 2014).

Odrada 'Patriot’ oblibena NH vznikla kfiZzenim, kdy otcovska rostlina byla
odridy 'Earliblue'. Dle péstitelské typologie se fadi k NH (Boches, 2005). Keie jsou
sttedniho vzristu, odolné proti mrazu, ale Oproti ostatnim odridam pomérné citlivé na
druhy bakterii rodu Pseudomonas, které zptisobuji hnédnuti listi. Plody tohoto kultivaru
maji kyselou chut’ (Strikt et Moore, 2014).

Odrida 'Rubel’ vznikla vybérem z populaci nachazejicich se ve volné ptirodé.
Dle péstitelské typologie se fadi k NH (Boches, 2005). Je to kef malého, maximalné
sttedniho vzristu @ ma obvykle malé plody (Strikt et Moore, 2014).

Odrida 'Sierra’ je fazena k SH (Boches, 2005). Je to odriida primarné brusnice
chocholi¢naté, ale s genetickou ptimési i jinych druht - V. darrowii, V.ashei,

V. constablaei a V. angustifolium (Song et Hancock, 2011).

3.2 Mikrosatelity

V genomech organismu existuje jedinena DNA a opakujici se, tedy repetitivni
sekvence. Repetitivni sekvence jsou znasobené urcité motivy DNA. Jsou to sekvence
predev§im v nekodujicich oblastech a jejich vyznam je spojen s regulacni funkci
naptiklad u transkripce, replikace ¢i rekombinace. Repetice mohou byt v tandemovém
opakovani (n¢kolikrat bezprostfedné za sebou) nebo rozptylené (ty jsou roztrouSeny po
celém genomu). Mezi rozptylené repetice patii transpozony a retrotranspozony.
Tandemové opakované, tedy VNTR (variable number of tandem repeats), se déli dle
délky opakujiciho se DNA motivu na satelity, minisatelity a mikrosatelity (Ramel,
1997; Jurka et al., 2007; Pospisilova et al., 2013).

Mikrosatelity, nazyvané STRs (z angického short tandem repeats) nebo také
SSRs (single sequence repeats), Cesky kratké tandemové repetice, jsou opakujici se

motivy DNA. Délka téchto motivt, které tvofi mikrosatelit, je 1-6 bp (Ramel, 1997;

Moxon et Wills, 1999; Holton, 2001; Oliveira, 2006; Kalie at al., 2011; Caihua et al.,
2013; Madesis et al., 2013). Vétsinou se vSak vyskytuji motivy o délce 2—4 bp (Ramel,



1997). Obecné plati, ze dinukleotidové repetitivni jednotky se vyskytuji nejcastéji ze
vSech a je tomu tak i u ¢lovéka (v lidském genomu se vyskytuji dinukleotidové repetice
v priméru kazdych 30 kbp) (Kulh et Caskey, 1993). Distribuce mikrosatelitt
v rostlinnych genomech je rtizna. U Arabidopsis thaliana (huseni¢ku) tvoii 0,85 %
jaderného genomu a napiiklad u Zea mays (kukuftice), Triticum aestivum (pSenice)
a Oryza sativa (ryze) 1,5-7,5 % (Crollius et al., 2000; Li et al., 2004; Reddy et al.,
2012). Tyto tandemové opakované motivy DNA jsou v @genomu ohrani¢eny
jedine¢nymi useky DNA, které lze pouzit jako vzor pro navrzeni sekvence pari
primert, a ty nasledné slouzi k PCR amplifikaci cilového mikrosatelitniho lokusu
(Weber et May, 1989). Vyhledavani mikrosateliti a navrh primeri de novo je vSak
drahy a cCasové ndrocny proces. Bohuzel je vSak mnohdy nezbytny, protoze se
mikrosatelity nejcastéji nachazeji v nedodujicich oblastech, kde je vyssi mira substituci
nukleotidi, z tohoto divodu je navrhovani univerzalnich primeri pro vice druht
problematické. Neni tomu tak ale vzdy, napf. u ryb, zelv a kytovci jsou nckteré
mikrosatelitni lokusy ohrani¢eny vysoce konzervativni DNA bez substituci nukleotidi,
je tedy mozné provadét cross-species PCR amplifikaci (Zane et al., 2002; Sqierrel et al.,
2003).

Mechanismus vzniku mikrosateliti zatim neni s uréitosti znam, ale existuji
3 nejpravdépodobngéjsi varianty, a to nerovnomérny crossing-over (Huang et al., 2002),
retroranspozi¢ni mechanismus (Nadir et al., 1996) nebo sklouznuti DNA polymerazy
pii replikaci (tzv. replication slippage) (Leclercqg, 2010; Pospisilova et al., 2013).
Sklouznuti DNA polymerazy je povazovano za hlavni mutaéni mechanismus probihajici
u mikrosatelitd (Pospisilova et al., 2013).

Expanze opakovani mikrosatelitt muize v lidském genomu vést k riznym
onemocnénim, napiiklad k Huntingtonové chorobé ¢i nékterym typlim svalové
dystrofie. Huntingtonova choroba je autozomalné¢ dominantni neurodegenerativni
onemocnéni zplisobené zmnozenim trinukleotidu CAG v HD genu (zkratka pochazi
z anglického nazvu Huntington disease) nad 36 opakovani (Ramel, 1997; Nussbaum et
al., 2004). Dalsim onemocnénim je jiz zminéna svalova dystrofie, konkrétné
myotonicka dystrofie I. i Il. typu. je to autozomalné¢ dominantni onemocnéni, které
postihuje svalstvo a zplisobuje svalovou slabost, atrofii a myotonii. Toto onemocnéni je
zptisobeno zmnozenim repetice CCGT urcitého genu na 3. chromozomu. Zdravy ¢lovék

ma kolem 30 opakovani této repetice, nemocny muize mit az 11 000 opakovani. Pfesny
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pocet repetic, ktery zapticini vznik této choroby, vSak zatim neni znam (Finsterer, 2002;

Day et al., 2003; Hill et Olson, 2012; Meola et Cardani, 2015).

3.2.1 Vyuziti mikrosatelitu

Mikrosatelity maji vysokou muta¢ni rychlost (1072 az 107° /lokus/generace), jsou
hypervariabilni a maji kodominantni charakter (coz znamena, ze mohou byt detekovani
i heterozygoti) (Li et al., 2002; Lian et al., 2006). Tyto vyhody jim zajistily vyuziti
jakozto genetickych markerd pii populacnich studiich, K ur€eni paternity ¢i identifikaci
konkrétnich jedinct.

Pomérné hojné vyuzivané je také urCovani rodicovstvi pomoci mikrosatelitnich
markert, naptiklad Buteler et al. (2002) zkoumali moznosti urfeni paternity
u hexaploidnich rostlin povijnice batatové, znamé téz jako sladka brambora, za pouziti
mikrosatelitnich markerd. Vybrany byly pouze 2 mikrosatelitni lokusy a paternita se
urovala u dvou experimentdlnich populaci se znamymi rodi¢i. Pomoci
pravdépodobnostnich metod a vylouceni otcovstvi bylo spravné alokovano v prvni
experimentalni populaci 23 % potomku a v druhé experimentalni populaci 88 %
potomku. Pfi¢inou vétsi chybovosti vV urCovani paternity v prvni experimentalni
populaci bylo ptedevsim to, Ze byly pouzity pouze 2 mikrosatelitni lokusy. Navic mél
jeden z pouzitych mikrosatelitnich lokusti velmi nizkou diverzitu alel. | tak ale tento
experiment ukazal, Ze pfi spravném vybéru mikrosatelitnich lokusi, I1ze 1 s jejich malym
poctem urcit otcovstvi s pomern€ vysokou presnosti.

De la Rosa et al. (2004) urcovali rodiovstvi rostlin olivovniku v ramci
Spanélského Slechtitelského programu. Za pouziti osmi mikrosatelitnich markeri
(znichz 4 mély velmi dobrou vypovidaci hodnotu kvili vysokému poctu alel) se
rozliSovalo 23 kultivarii oliv. Pouziti mikrosatelitl v tomto ptipad€ poskytlo zajimavé
vysledky. I kdyz byla testovand semena vydavéna za cisté kultivary se zndmymi rodici,
ukazalo se, ze pomérné malo testovanych rostlin, které vyrostly z téchto semen, bylo
opravdu predpoklddanym kultivarem. Diky mikrosatelitové identifikaci se dokazal
pomérné presné urCit i geneticky materidl nekorespondujici s potencidlnimi rodici.
V 48 % piipadt jim byl nejéast&ji péstovany kultivar olivovniku ve Spanélsku (spousta
rostlin m¢la v8ak nejen jednu, ale i né€kolik genetickych piimési, které se odliSovaly od
predpokladaného kultivaru). Kromé spolehlivych testli paternity lze tedy pomoci

mikrosatelitnich markeri spolehlivé urcit i jednotlivé odridy.
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Dalsi vyuziti spociva v individualizaci. Napiiklad v USA existuje databaze
CODIS, ktera slouzi pro identifikaci osob pomoci SSRs. V piivodni databazi CODIS,
tzv. Original CODIS Core loci bylo pouzivano 13 mikrosatelitnich lokusti na
autozomech plus 14. kodujici Amelogenin, coz je gen nachazejici se na gonozomech
a amplifikace jeho sekvence umoziiuje urcit pohlavi z DNA vzorku neznamého ¢lovéka.
Pozdé¢ji se databaze CODIS rozsifila na 20 mikrosatelitnich lokusti na autozomech plus
Amelogenin (Hares, 2015). | v Evropé existuje podobna databaze nazyvana European
standard set (ESS), ktera méla puvodné 7 mikrosatelitnich lokusu (vSechny shodné
s mikrosatelitnimi lokusy databdze CODIS), postupné se vSak také rozrostla. V roce
2009 doslo k rozsiteni ESS o dal$ich 5 mikrosatelitnich lokust. Celkem ESS tedy tvoii
12 mikrosatelitnich lokust, ale komeréné vyrabéné STR kity, které jsou bézné
pouzivany obsahuji je$t¢ 3 mikrosatelitni lokusy navic - vSech 15 mikrosatelitnich
lokustt je shodnych s mikrosatelitnimi lokusy databaze CODIS, coz umoziuje
porovnavani mezi databazemi (Butler, 2006; Shewale et Liu, 2013; Guo, 2014; Hares,
2015). Vyznamnym odvétvim vyuzivajicim mikrosatelity je také urCovani paternity,
kdy SSRs umoznuji S vysokou pravdépodobnosti urcit otce nebo jej vyloucit (Csete et
al., 2005).

3.3 Systémy pro identifikaci kultivari brusnice chocholi¢naté

K identifikaci je mozné pouzit rizné metody, jednou z moznosti je sekvenovani
genomu (to se vSak piili§ Casto nevyuziva) (Song et Hancock, 2011). Mnohem castéjsi
a levngjsi je vyuziti genetickych markert. Jednou z prvnich pouzivanych metod byla
RAPD (random amplification of polymorphic DNA), pfi této metodé nejsou podminky
PCR reakce pfisné a jsou vyuZzivany kratké primery. Dochazi k nespecifickému
nasedani primerd na genomickou DNA, nevyhodou je tedy nereprodukovatelnost.
Pozdéji vSak vznikly tzv. SCAR markery (sequence characterized amplified region),
které feSi nedostatky metody RAPD. SCAR markery jsou zalozené na klonovani
a sekvenovani vybranych RAPD markeri ke kterym jsou pak navrzeny del$i primery
s vétsi specifitou ke konkrétnimu mistu, na které maji nasedat (Li et Park, 2012; Cho et
al., 2017; Kang-Hee et al., 2018). Dale se vyuziva kuptikladu metoda RFLP (restriction
fragment lenght polymorphism), tato metoda dokaze rozlisit vzorky DNA pochazejici
od ruznych jedinci na zakladé rozdilné délky restrikéni endonukleazou stépenych
fragmentd DNA (Haghighi et Hancock, 1992). K identifikaci kultivard lze také vyuzit
detekci SNP (single nucleotide polymorphism) (Young, 2019). V této praci se vSak
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budu zabyvat identifikaci kultivard brusnice chocholi¢naté a jejich kiizenct pomoci
markera zaloZzenych na variabilit¢ poctu kopii uréitych motivii nachézejicich se v DNA
- SSRs (simple sequence sequence repeats) (Bassil et al., 2020). V odborné literatute
jsem nalezla 3 systémy slouzici kidentifikaci kultivard pfedev§im brusnice
chocholi¢naté (Boches, 2005; Hinrichsen et al., 2008; Akagi et al., 2010). Neni k nim
vSak mnoho informaci a bohuZel nejsou, az na n&jaké vyjimky (Boches, 2005),

dohledatelné genotypy mikrosatelitnich lokusi.

3.3.1 Mikrosatelitni systémy pro identifikaci kultivara highbush

blueberries

Systém pro identifikaci kultivard highbush blueberries (pfedevSim brusnice
chocholi¢naté) za pouriti SSRs (Boches 2005:; Boches et al., 2005; Boches et al., 2006):
Boches (2005) zkoumal 1305 sekvenci z EST knihovny a 136 sekvenci

z genomické knihovny obohacené o SSRs. Sekvence z genomické knihovny pochazely

od kultivaru brusnice chocholi¢naté 'Bluecrop’. Jeho cilem bylo nalézt sadu
pouzitelnych mikrosatelitii, dle kterych by se daly studovat vztahy mezi vzdalené ¢i
blizce piibuznymi druhy rodu Vaccinium a také by se tato sada mikrosatelitii dala vyuzit
1 pfimo k wvnitrodruhovym studiim, napiiklad k identifikaci kultivari brusnice
chocholi¢naté.

Boches (2005) v DNA sekvencich nalezl celkem 153 mikrosatelitnich lokusi.
Navrhl 94 pard primert k vét$in€ z téchto mikrosatelitnich lokust. Tyto pary primeri
testoval na 12 vzorcich riznych genotypt pochazejicich z rodu Vaccinium, aby zjistil
polymorfismus u jednotlivych mikrosatelitnich lokusii. Tyto primery vyuzil ke
screeningu vétsiho poctu odrid, pii kterém byly vyfazeny ty primery, které nepiinasely
spolehlivy produkt. Dale se provadéla cross-species PCR amplifikace. Bylo urceno,
které mikrosatelitni lokusy se hodi na mezidruhové a které na vnitrodruhové studie.
Boches et al. (2005) vybrali 30 mikrosatelitnich lokust s dostate¢nou diverzitou alel.
Boches et al. (2006) nasledné vybér zazili na 28 mikrosatelitnich lokust a testovali je
na 71 vzorcich rostlinného materialu pochazejiciho z rostlin rodu Vaccinium, vétSina
rostlinného materidlu pochazela z odriid druhu brusnice chocholi¢naté, ale protoze se
uvazovalo o pfikfiZzovani mnoha odriid brusnice chocholi¢naté také s jinymi druhy,
naptiklad V. angustifolium a V. darrowii, byly kultivary téchto druhi také pfidany
K testovanym vzorkim rostlinného materialu. Byl sestaven systém pro identifikaci

kultivarti highbush blueberries za pomoci SSRs. Pary primerd k témto mikrosatelitnim
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lokustim piinaseji podle autortt dobfe hodnotitelné produkty (Boches, 2005; Boches et
al., 2006). Vsechny sekvence téchto mikrosatelitnich lokustu jsou uvedeny v databazi
GenBank. Nicmén¢ Boches (2005) vybral 9 mikrosatelitd, které urcil jako nejvhodnéjsi
pro vyuziti i v jinych laboratofich, pfedpoklada se totiz jejich vysoka spolehlivost diky
spolehlivosti PCR reakce i v odlisnych podminkach. Témito mikrosatelity jsou CA23F,
CA94F, CA169F, CA190R, CAT787F, CA855F, NA398, NA961 a VCC_I8 (tabulka 2)
(Boches, 2005).
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Tabulka 2: Charakteristika 9 mikrosatelitnich lokust, které Boches (2005) navrhl jako nejvhodnéjsi pro urceni genotypu Kultivard piedevsim
brusnice chocholi¢naté. V prvnim sloupci jsou uvedeny lokusy s accesion number (podle databaze GenBank), sekvence primertd, motivy repetic

a pocet alel (Boches, 2005).

( ALC((J:BIL\JISO.) Sekvence primert (5'—3") Motiv repetice Pocet alel
CA23F F: GAGAGGGTTTCGAGGAGGAG AGA 5
(CF810543) R: GTTTAGAAACGGGACTGTGAGACG
CA94F F: CACCCATTTCACGGAATCTC AG 7
(CF811011) R: GTTTACTTGGTCGGGTGTTGTCTC
CA169F F: TAGTGGAGGGTTTTGCTTGG GAT 5
(CF811071) R: GTTTATCGAAGCGAAGGTCAAAGA
CA190R F: TTATGCTTGCCATGGTGGTA TGO 3
(CF811085) R: TTGCGAAGGGACCTAGTAGC
CAT787F F: TCCTCGTTCTCTCCCTCTCA GAA 5
(CF810934) R: GTTTCGCTGAAGTTGGAGTCCTT
CAB855F F: CGCGTGAAAAACGACCTAAT GA/CGA 10
(CF811000) R: GTTTACTCGATCCCTCCACCTG
NA398 F: TCCTTGCTCCAGTCCTATGC AAAT 5
(CF811369) R: GTTTCCTTCCACTCCAAGATGC
NA961 F: TCAGACATGATTGGGGAGGT TAC 6
(CF811674) R: GTTTGGAATAATAGAGGCGGTGGA
VCC_18 F: TTCAGCATTCAATCCATCCA TG 4
(AY762679) R: GTTTCTCTTCTCCAATCTCTTTTCCA
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Systém pro identifikaci kultivart highbush blueberries za pouziti SSRs (Akagi et al.,

2010):

Akagi et al. (2010) zkonstruovali systém pro identifikaci kultivart predevsim

highbush blueberries. Mezi vzorky testovaného rostlinného materialu se vSak nachazely
1 nékteré kultivary rabbiteye blueberries a lowbush blueberries, ty v§ak ve velmi malém
po¢tu oproti hlavnim zkoumanym highbush blueberries. Rostlinnym materidlem
pouzitym K experimentim byly pfedevsim listy rostlin. Pozdé&ji vSak Akagi et al. (2010)
zkouseli izolovat DNA 1 ze slupek plodii, semen a dalSich Casti rostlin, tato DNA byla
taktéz podrobena PCR amplifikaci a pfinesla stejné vysledky jako tomu bylo s DNA
izolovanou z listu rostlin. K izolaci DNA a identifikaci kultivaru vyuzili listy, semena,
plody ¢i kvéty (plody vSak obsahuji velké mnoZzstvi cukrd a inhibi¢nich produktt, proto
je potieba do vzorku pro izolaci DNA ptidat napiiklad i semena).

Tento systém obsahuje 11 mikrosatelitnich lokust, které jsou popsany v tabulce
3, Akagi et al. (2010) vsak neuvadéji ve své publikaci pocet alel jednotlivych
mikrosatelitnich lokusti, ztohoto d@ivodu nejsou vtabulce uvedeny. Sest
mikrosatelitnich lokust vybrali z pivodnich 30 mikrosatelitnich lokust dle Boches et
al. (2005) a tyto sekvence lze nalézt podle accession number v databazi GenBank.
Témito mikrosatelitnimi markery jsou Vacc.01 (= VCC_J9), Vacc.03 (= VCC_J5),
Vacc.04 (=VCC_K4), Vacc.05 (= VCC_J3), Vacc.06 (= VCC_I2) a Vacc.09
(= VCC_S10) - v zavorkach jsou uvedeny nazvy mikrosatelitnich lokust dle Boches et
al. (2005). Akagi et al. (2010) vsak pouzili k PCR amplifikaci téchto 6 mikrosatelitnich
lokust jiné pary primert nez pouzili Boches et al. (2005). Dalsich 5 mikrosatelitnich
lokusii nejspiSe Akagi et al. (2010) nalezli sami nebo je ziskali zjiného zdroje,
sekvence téchto mikrosatelitnich lokust v databazi GenBank nejsou zaznamenany.

Zadny z 11 mikrosatelitnich lokusti se viak neshoduje s 9 vybranymi
mikrosatelitnimi lokusy, které Boches (2005) urcil diky jejich spolehlivému produktu

arobustnosti  jako nejvhodnéj$i  pro pouziti 1 v  jinych laboratofich.
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Tabulka 3: Charakteristika 11 polymorfnich mikrosatelitnich lokusi, které Akagi et al. (2010) pouzili k identifikaci kultivari predevsim

highbush blueberries. V prvnim sloupci jsou lokusy a pokud bylo uvedeno autory, tak i accesion number (podle databaze GenBank), sekvence

primeru a motiv repetice (Boches, 2005; Akagi et al., 2010).

( A'Eg_k;j;) Sekvence primeri (5'—3") Motiv repetice
Vacc.01 (= VCC_J9) F: GACATGTCTTCAGAGTTCTCCTC GT/GA
(AY762683) R: GCGTGAGGGCACAAAGCTCT
Vacc.03 (= VCC_J5) F: GAGAAGTAGAGTTTAGAAGCTCTAGAATTCA cT
(AY762682) R: TCTCCAACCCCAGTAATTAAGCCCA
Vacc.04 (= VCC_K4) F: TTTCATTACTGCTATCGCCACTCCT cT
(AY762684) R: GTCTGGGATAAATACAAACCCAGTTAGA
Vacc.05 (= VCC_J3) F: GTCATGACCAGTAATCAAACCGCGT GAA
(AY762681) R: AACTAGCTAGTGGAAACAACCGGGTT
Vacc.06 (= VCC_I2) F: GTGTCAGAGGGCACATTCATG cT
(AY762678) R: CGGCTCGTTTGCAGCCTAGT
Vacc.09 (= VCC_S10) F: CCTTCCTGCNTGAAGAGAAAAATTGCA CTICA
(AY762685) R: TGAAACCCCTGAAATCGTACTCTCT
Vac.1l7 F: GTTGAAAAGTTCGTTTTGGTCCCTCCT cT
(neuvedeno) R: CTCCGCTGTGTTGCTTTTGGATTTTAGA
Vacc.19 F: GGTACAAAACCCTCGAACAGAATCTCA CTT
(neuvedeno) R: GTGTATAACAGAAGACTGCTTTGCTGGA
Vacc.22 F: CACATTCACTCACCATGTTGCAACG CT
(neuvedeno) R: GTTTGAGATTTGACCATGCCTTCTGATGT
Vacc.23 F: CAACGCATTTACACCATCCGGTAAGA GA
(neuvedeno) R: GTTCAAGTCAACACAGACCCCATTCT
Vacc.24 F: CAAAGGGATAGCTCAAAGGGTCTTTTCA cT
R

(neuvedeno)

: GAATTTTGCGTTCGTCCGCAGATATGA
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Systém pro identifikaci kultivarit highbush blueberries (pfedev§im brusnice

chocholi¢naté) za pouziti SSRs (Hinrichsen et al., 2008):

Hinrichsen el al. (2008) vidéli problém ve stale se zvySujici poptavce po
kultivarech brusnice chocholi¢naté a péstovani v jinych zemich, nez je jejich ptirozeny
vyskyt. Snaha co nejvice urychlit mnozeni rostlin a zaroven vyvazet co nejvice
kultivart ve stejnou dobu vedla totiz velmi Casto k zaméné¢ pojmenovani kultivard.
Proto se Hinrichsen et al. (2008) pokusili vytvofit systém na identifikaci kultivard
piredevsim brusnice chocholi¢naté. Tento systém tvoii vybrané mikrosatelity z jiz
znamych mikrosatelitdi, které v genomu brusnice chocholi¢naté objevil Boches (2005)
a jsou jiz zaregistrovany v databazi GenBank.

Vybranych mikrosateliti je 12 (tabulka 3). VSech téchto 12 mikrosatelith
i S jejich pary primerd je zahrnuto v ptivodnich 30 mikrosatelitnich lokusech slouzicich
k identifikaci dle Boches et al. (2005). Jeden z mikrosatelitt, které Hinrichsen et al.
(2008) vybrali se pak shoduje s jednim z deviti mikrosatelitnich markertt zminénych
Vv systému pro identifikaci pfedev§im brusnice chocholi¢naté dle Boches (2005), jedna
se 0 mikrosatelit CA-855. Ctyfi mikrosatelitni lokusy se shoduji s mikrosatelity v
systému pro identifikaci dle Akagi et al. (2010) jedna se o mikrosatelity Vacc.01
(=VCC_J9), Vacc.03 (= VCC_J5), Vacc.04 (= VCC_K4), Vacc.06 (= VCC_I2).

Téchto 12 mikrosatelitnich markeri zahrnutych do systému pro identifikaci bylo
pouzito k identifikaci rostlinného materialu 75 kultivardt ptedevSim brusnice
chocholi¢naté. Kazdy z mikrosateliti byl vysoce informativni, celkem téchto 12
mikrosateliti  produkovalo 230 alel. Mikrosatelitni marker NA-1040 byl jeden
z nejpolymorfnéjsich, podle Hinrichsen et al. (2008) byl snadno hodnotitelny
a Vv genotypech 75 testovanych kultivari bylo na tomto mikrosatelitu objeveno 20 alel.

Ackoliv  Hinrichsen et al. (2008) vybrali kidentifikaci kultivard 12
mikrosatelitnich markerti, pro identifikaci vétSiny kultivarii nebylo zapottebi pouziti
vSech téchto SSRs. Po experimentech bylo zjisténo, Ze k identifikaci mnoha kultivart
pfedevsim brusnice chocholi¢naté staci pouze 2 mikrosatelitni markery NA-1040 a CA-
421, coz jsou mikrosatelity poskytujici nejpolymorfnéjsi produkt. V ptipadé nejistoty
byly do hodnoceni identifikace kultivara piidany dalsi mikrosatelity, a to postupné CA-
344, dale VCC-H9 nebo CA-794. Jen ziidka bylo potieba pouzit dal$i mikrosatelity.

V tabulce 4 je uveden pocet alel u jednotlivych mikrosatelitnich lokust
zjisténych Hinrichsenem et al. (2008). Pocet alel, které¢ uvedl Boches (2005) u téchto

mikrosatelitnich lokusu se vSak lisi.
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Tabulka 4: Charakteristika 12 mikrosatelitnich markerd vybranych k identifikaci kultivarG highbush blueberries (pfedev§im brusnice
chocholi¢naté). V prvnim sloupci jsou uvedeny lokusy s accesion number (podle databiaze GenBank), sekvence primert, motivy repetic (Boches,

2005) a pocet alel (Hinrichsen et al., 2008).

( ALC ?:ktlilso) Sekvence primeri (5'—3") Motiv repetice Pocet alel
CA-344 F: TTACCAAAACGCCTCTCCAC GCG 9
(CF810639) R: GTTTCTTCCTTACGCCCCTGAAAT
CA-421 F: TCAAATTCAAAGCTCAAAATCAA cT 29
(CF810704) R: GTTTAAGGATGATCCCGAAGCTCT
CA-794 F: CGGTTGTCCCACTTCATCTT GA 16
(CF810941) R: GTTTGAATTTGGCTTCGGATTC
CA-855** F: CGCGTGAAAAACGACCTAAT GA/CGA 20
(CF811000) R: GTTTACTCGATCCCTCCACCTG
NA-41 F: TTCCTTTAGTCGCGTCATCA cT 14
(CF811380) R: GTTTAAGGTCGCTACGAGACTCCA
NA-741 F: GCCGTCGCCTAGTTGTTG TC 25
(CF811540) R: GTTTGATTTTGGGGGTTAAGTTTGC
NA-1040 F: GCAACTCCCAGACTTTCTCC TC 20
(CF811165) R: GTTTAGTCAGCAGGGTGCACAA
VCC-H9 F: TCCGAGCCATTTAGTGTCAA cT 19
(AY762677) R: GTTTACAAAAACCAAAAGCCATGC
VCC-I12* F: AGGCGTTTTTGAGGCTAACA cT 12
(AY762678) R: TAAAAGTTCGGCTCGTTTGC
VCC-J5* F: CCCCAACGGTCTTGATCTTA TC 24
(AY762682) R: GTTTCCTCTCTCTCCAACCCCAGT
VCC-J9* F: GCGAAGAACTTCCGTCAAAA TG/GA 18
(AY762683) R: GTGAGGGCACAAAGCTCTC
VCC-K4* F: CCTCCACCCCACTTTCATTA TC 23
(AY762684) R: GCACACAGGTCCAGTTTTTG

Poznamka: * - mikrosatelitni lokusy shodujici se s mikrosatelitnimi lokusy systému pro identifikaci dle Akagi et al. (2010); ** - mikrosatelitni lokus shodujici
se s jednim z 9 mikrosatelitnich lokusti vV rdmci systému pro identifikaci dle Boches (2005).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Biologicky material pro testovani pochazel z 53 rostlin, mélo se jednat o 32
riznych kultivard brusnice chocholi¢naté (Vaccinium corymbosum) a jejich kiiZenci.
Z rostlin byly odebrany listy, popt. pupeny, které byly skladovany v mraznicce pii
—20 °C dokud nedoslo k izolaci DNA. Z odebranych vzork rostlinného materialu jsem
vyizolovala DNA. V piipadé, Ze se izolace nepovedla na prvni pokus, bylo provedeno
nové odebrani biologického materialu a izolaci DNA jsem provedla znovu. Vyizolovana
DNA byla rozpusténa v TE pufru. Nasledné jsem zméfila koncentraci této DNA pomoci
piistroje Nanodrop. Poté byla nafedéna tak, aby se koncentrace pohybovala v rozmezi
5-10 pug-ml.

4.2 Seznam pouzitych chemikalii

o 3-methakryloxypropyltrimethoxysilan (Serva)

e Akrylamid (Sigma)

e aTaq DNA polymeriza (5 U-plt), M1241 (Promega)

¢ Bromfenolova modi (Serva)

e Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) (Roth)

e Deionizovana voda

e Dihydrat ethylendiaminotetraoctanu sodného (Na2EDTA-2H20) (Lachner)
e dNTPs (100 mmol-1", 400 pl kazdého), U1240 (Promega)
e Dusicnan stfibrny (Sigma)

e Ethanol - 96% roztok (Lihovar Vrbatky)

e Formaldehyd (Lachner)

e Formamid (Lachner)

e Hydroxid sodny (Lachner)

e Chlorid draselny (Lachner)

e Chlorid sodny (Lachner)

e Chloroform (Lachner)

e Isoamylalkohol (IAA) (Lachner)

e Kyselina boritd (Lachner)
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e Kyselina dusi¢na - 65% roztok (Lachner)

e Kyselina octova (Lachner)

e Mocovina (Lachner)

e N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin (TEMED) (AppliChem)
e N,N‘-methylenbisakrylamid (AppliChem)

e Octan sodny (Lachema)

e Peroxodisiran amonny (Lachner)

e Polyvinylpyrrolidon 40 (PVP 40) (Fluka)

e Tekuty dusik (Linde)

e Tekuté stérace Rain Off (Sheron)

e Thiosiran sodny (Lachema)

e Trishydroxymethylaminomethan (Tris) (AppliChem)
e Triton X-100 (AppliChem)

e Uhlicitan sodny (Lachner)

e Xylenova modi (Xylencyanol FF) (AppliChem)

e [-merkaptoethanol (Serva)
4.3 Seznam pouzitych roztoki a jejich priprava

e Akrylamid, 6% zasobni roztok:

- 420 g mocoviny

- 484 ml deionizované vody

- 50ml 10x TBE

- 150 ml 40% zasobniho roztoku akrylamidu:N,N‘-methylbisakrylamidu

19:1

- vSechny slozky rozpustit, zfiltrovat a ulozit do chladni¢ky v tmavé lahvi
e Chloroform:l1AA, 24:1:

- 192 ml chloroformu

- 8 ml isoamylalkoholu
e CTAB extrak¢ni puft:

- 59CTAB

- 25 ml Tris o koncentraci 1 mol-17, pH 8,0

- 10 ml Na;EDTA o koncentraci 0,5 mol-1*, pH 8,0

- 20,45 g NaCl
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- 259PVP40
- objem doplnit do 250 ml deionizovanou vodou
- pred pouzitim ptfidat ke 2 ml CTAB extrak¢niho pufru 30 pl
-merkaptoethanolu
Dusicnan sttibrny, 0,1% roztok:
- 0,89 AgNOs
- 800 ml deionizované vody
- pted pouzitim piidat 1,2 ml formaldehydu
Fix/stop roztok:
- 80 ml ledové kyseliny octové
- 800 ml deionizované vody
Hydroxid sodny o koncentraci 1 mol-1*
- 40 g hydroxidu sodné¢ho
- doplnit deionizovanou vodou na 1 |
Kyselina dusi¢na, 1% roztok:
- 12 ml 65% kyseliny dusi¢né
- 800 ml deionizované vody
Na2EDTA, 0,5 mol-1* zasobni roztok:
186,12 g dihydratu ethylendiaminotetraoctanu sodného Na,EDTA-2H>0

rozpustit v 800 ml deionizované vody

- upravit pH na hodnotu 8,0 pomoci pevného NaOH

objem doplnit deionizovanou vodou na 1 |
NanaSeci pufr pro elektroforézu v PAA gelu:

- 25 ml deionizované vody

- 100 ml formamidu

- 0,125 g bromfenolové modie

- 0,125 g xylenové modie

- po smichani chemikalii uchovat vysledny pufr v chladnicce
Octan sodny, 3 mol-1'

- 81,65 g octanu sodného

- rozpustit ve 200 ml deionizované vody

- pH upravit pomoci ledové kyseliny octové na hodnotu 5,2
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Peroxodisiran amonny, 10% roztok:
- 1 g peroxodisiranu amonného
- rozpustit v 10 ml deionizované vody
- uchovavat v chladnicce
Polyakrylamidovy gel, 6% roztok:
- 60 ml 6% zasobniho roztoku akrylamidu:N,N‘-methylbisakrylamidu
19:1
- 400 ul 10% rozotku peroxodisiranu amonného (NHa)2S20g
- 40 pl N,N,N*,N*“-tetramethylethylendiaminu
Reak¢ni pufr pro PCR, 10x:
- 80 ml deionizované vody
- 1,211 g trishydroxymethylaminomethanu
- pH upravit pomoci HCI na hodnotu 9,0
- 3,73 g KCI
- 1ml Triton X-100
- pH upravit na hodnotu 9,0 piidanim HCI a doplnit deionizovanou vodou
do 100 ml
Roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu:
- 1 ml 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu
- 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
TBE pufr, 10x zasobni roztok:
- 55 g kyseliny borité
- 108 g trishydroxymethylaminomethanu
- 40 ml roztoku Na;EDTA 0,5 mol-1?, pH 8,0
- doplnit deionizovanou vodou do 1 |
TE pufr:
- 1 ml Tris o koncentraci 1 mol-17, pH 8,0
- 0,2 ml Na2EDTA o koncentraci 0,5 mol-1?
- doplnit do deionizovanou vodou do 100 ml
Vyvojka:
- 24 g uhlicitanu sodného
- 800 ml deionizované vody

- ulozit do chladnicky
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- pred pouzitim pifidat 1,2 ml formaldehydu a 160 pl 1% roztoku
thiosiranu sodného (Na2S203)

4.4 Seznam pouzitych laboratornich pristroji

e Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf)

e Elektroforeticky zdroj EV232 (Consort)

e Kombinovana chladni¢ka (Whirlpool)

e Laboratorni vahy Mark S622 (BEL Engineering)

e Magneticka michacka MR Hei-Combi (Heidolph)

e Mikropipety Finnpipette - 0,5 az 10 pl (osmikanalova) a 0,3 ul az 1 ml (Thermo
Labsystems)

e Mikropipety Nichipet EX 0,5 pl az 1 ml (Nichiryo)

e Minicentrifuga Prism mini (Labnet Inernational)

e Minicentrifuha CLE CSQSP (Cleaver Scientific)

e Negatoskop NEGA 1 (Maneko)

e pH metr pH 210 (Hanna Instruments)

e Sekvenacni elektroforetickd komtirka S2 (Whatman Biometra)

e Spektrofotometr NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

e SuSarna CAT 8050 (Contherm)

e Termocykler GenePro (BIOER Technology)

e Termocykler PTC 100-96 VHB (MJ Research)

e Termocykler XP Thermal Cycler (BIOER Technology)

e Trepacka Orbit 1900 (Labnet International)

e Ultracentrifuga Biofuge pico (Heraeus)

e Vodni lazen SUB6 (Grant)

e Vortex mixer (Labnet Inernational)

e Vyhfivany blok (Labnet Inernational)

e Vyrobnik deionizované a ultracisté vody typ 02 (AquaOsmotic)

e Vyrobnik ledu Ice Flaker (Brema IceMakers)

4.5 lzolace DNA

Pozadavky: na izolaci jednoho vzorku bylo potieba mit na 4 °C vychlazenou

jednu treci misku s tlouc¢kem, nechat si piedehiat vodni lazen s deionizovanou vodou na
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70 °C adale si popsat 4 2ml zkumavky - v navodu jsou postupné zminovany jako
zkumavky A, B, C, D.

1.

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Nejdiive pripravit CTAB extrakéni pufr s tésn¢ pred izolaci ptidanym
-merkaptoethanolem - na kazdy vzorek byly potieba 2 ml CTAB extrakéniho
pufru a 30 ul B-merkaptoethanolu.

Navazit 500 mg listd (popf. pupentt) kultivarti brusnice chocholi¢naté.

Do ptedchlazené porcelanové tieci misky vlozit navazené listy (pupeny).

Listy zalit zhruba 20-30 ml tekutého dusiku a rozdrtit tlou¢kem na jemny
préasek.

Do tteci misky k prasku z rostlinného materialu ptidat 2 ml CTAB extrak¢niho
pufru s p-merkaptoethanolem a smés dale homogenizovat.

Homogenat pielit do 2ml mikrozkumavky A.

Mikrozkumavku s homogenni smési peclivé zvortexovat, poté inkubovat hodinu
a pul ve vodni lazni pti 70 °C a co 10 minut mikrozkumavku vytdhnout,
zvortexovat a vratit do vodni lazné.

Po inkubaci homogenat zcentrifugovat po dobu 10 minut pti 13 000 g.
Prepipetovat supernatant do mikrozkumavky B.

Do mikrozkumavky B pifidat 1 ml roztoku smési chloroform:IAA v poméru
24:1, vortexovat dokud se faze nepromisi a dale centrifugovat 5 minut pfi
13 000 g.

Vrchni vodnou fazi odpipetovat do mikrozkumavky C, do které opét piidat 1 ml
roztoku smési chloroform:IAA v poméru 24:1, opct vortexovat dokud se obé
faze nepromisi a centrifugovat 5 minut pfi 13 000 g.

Do nové mikrozkumavky prepipetovat supernatant, pfidat 100 pl roztoku octanu
sodného a zbytek objemu mikrozkumavky doplnit izopropylalkoholem.
Pfevracenim promichat. Dat zkumavky do mrazaku (20 °C) na 30 minut.
Centrifugovat 20 minut pfi 15 000 g ve vychlazené centrifuze na 4 °C.
Supernatant odlit, mikrozkumavku osusit o ubrousek.

Poté do mikrozkumavky pfidat 1 ml 70% ethanolu, pfevracenim promichat.
Centrifugovat 10 minut pti 15 000 g ve vychlazené centrifuze na 4 °C.

Opatrné slit supernatant.

Vysusit v termobloku 2 h pii 55 °C.
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20. K peletu ptidat 1 ml TE pufru a zkumavky nechat jest¢ 1 h v termobloku pfi
teploté 55 °C. Zkumavky kazdych 15 minut zvortexovat.

21. Zme¢ftit koncentraci vyizolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.

22. Podle namétené koncentrace nafedit vyizolovanou DNA tak, aby byla v rozmezi
5-10 pg-ml™.

23. Vzorky uchovat pii —20 °C.

4.6 PCR amplifikace DNA kultivara brusnice chocholi¢naté

Izolovala jsem DNA celkem 53 vzorkl rostlinného materialu, respektive
kultivar brusnice chocholi¢naté a jejich kiizenci. Mé€lo se jednat o 32 rliznych
kultivarG. V prvni fazi jsem vybrala 6 vzorki DNA na optimalizace PCR
a elektroforézy. Po zoptimalizovani téchto parametri pro vSech 20 pard primert jsem

provadéla reakce se vSemi 53 vzorky DNA rostlinného materialu.

1. Rozmrazit vSechny slozky PCR smési a poté je zvortexovat a zcentrifugovat.
2. Do 1,5ml mikrozkumavky napipetovat jednotlivé slozky podle tabulky 5 a poté

PCR smés peclivé zvortexovat a zcentrifugovat.

Tabulka 5: Slozeni PCR reakéni smési pro 6 a 53 vzorku.

Koncentrace . . . v
Sloska PCR smési sasobniho Objem slozek pro Objem slozek pro
r0ztoku 6 vzorki [pl] 53 vzorkt [ul]
Deionizovana voda - 44.4 392,2
Reakéni pufr 10x 6,7 59,2
Roztok MgCl 25 mmol-I' 4,0 35,3
Roztok dNTPs 20 mmol-I* 0,7 6,2
Primer R 10 umol-I* 3,3 29,2
Primer F 10 umol-I** 3,3 29,2
aTagq DNA polymeraza 5U-ult 1,0 8,8

3. Osmikanalovou pipetou napipetovat po 1 pl DNA vSech 6 vzorki vybranych pro
optimalizaci do 6 pfedem popsanych PCR mikrozkumavek (v ptipadé
genotypizace piidat 1 pl genomické DNA 53 jedincti do 53 pfedem popsanych
PCR zkumavek). Poté pfipipetovat do jednotlivych PCR mikrozkumavek ke
genomické DNA 9 ul pfipravené PCR smési.

26



4. PCR mikrozkumavky s napipetovanymi vzorky duikladné uzavfit, vlozit do
termocykleru a nastavit teplotni program podle Tabulky 6. Zakladni teplotou
annealingu, ktera byla pouzita u vSech vzorki béhem prvniho testovani, byla
55 °C (tabulka 6). Béhem dalsiho testovani byla tato teplota optimalizovana a

u n€kterych vzorki zvysena.

Tabulka 6: Teplotni a ¢asovy profil PCR reakce.

Krok PCR Teplota [°C] Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 94 5 min 1
Denaturace 94 30s
Annealing 55 30s 35
Elongace 72 30s
Finalni elongace 72 7 min 1

4.7 Amplifikované mikrosatelitni lokusy na DNA kultivari

brusnice chocholi¢naté

Celkové bylo k PCR amplifikaci pouzito 20 parti primerti. Seznam pouzitych
mikrosatelitnich lokusi a literarni zdroje, ve kterych byly nalezeny, jsou uveden
v tabulce 7.

Tabulka 7: Mikrosatelitni markery amplifikované pomoci metody PCR na DNA
celkem 53 vzorkll pochazejicich z list nebo pupent kultivari brusnice chocholi¢naté

a jejich kiiZenci.

Mikrosatelitni lokusy Literarni zdroje
CA23F, CA94F, CA169F, CA190R,
CAT787F, CA855F, NA398, NA961 Boches, 2005
aVCC 18
Vacc.01, Vacc.03, Vacc.04, Vacc.05,
Vacc.06, Vacc.09, Vacc.17, Vacc.19, Akagi et al., 2010

Vacc.22, Vacc.23 a Vacc.24

4.8 Elektroforeticka separace PCR produktii

Pro separaci PCR produktii byl pfichystdn 6% polyakrylamidovy gel za denaturujicich
podminek, ktery byl nalit mezi velké sklo s rozméry 330 X 420 mm a malé sklo
s rozméry 330 x 390 mm, tloustka gelu byla 0,4 mm. PCR produkty byly nasledné
rozseparovany ve vyhiivané sekvenacni elektroforetické komtrce S2 (Whatman

Biometra) a po separaci byly vizualizovany dusi¢nanem stfibrnym.
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OgSetreni skel:

1.

Plochu velkého skla, kterda bude v kontaktu s gelem, 2x oplachnout
deionizovanou vodou a za pomoci papirovych ubrousku osusit.

Na vyc¢isténou plochu velkého skla nanést ptipravek odpuzujici vodu (RainOff)
a rozetiit ho peclivé po celé plose pomoci Uzkého prouzku (cca 1 cm)
papirového ubrousku. Po zaschnuti ptipravku (cca 2 min) tuto oSetfenou plochu
2x omyt deionizovanou vodou a osusit papirovymi ubrousky.

Plochu malého skla, ktera bude v kontaktu s gelem, 2x oplachnout
deionizovanou vodou, osus$it za pomoci papirovych ubrousk a nasledné 2x
oplachnout 96% ethanolem a opét osusit papirovymi ubrousky.

Malé sklo premistit do digestofe na polystyrenovou desku a na omytou plochu
nanést roztok obsahujici 3 ul 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu
rozpusténého v 1 ml roztoku 0,5% kyseliny octové v 96% ethanolu a rozettit ho
dobfe po celé plose pomoci izkého prouzku papirového ubrousku.

Po zaschnuti (cca po 2 min) omyt malé sklo 4x ethanolem a osusit papirovymi
ubrousky.

Polozit velké sklo oSetfenou plochou nahoru do digestoie na druhou
polystyrenovou desku a k jeho okrajim umistit dva spacery. Malé sklo v ruce
otocit, polozit oSetfenou plochou doli na velké sklo, zarovnat spacery podél
hran skel a pfirazit malé sklo ke gumi¢kam spaceru. V misté spacert z kazdé

strany sepnout 2 malymi klipsami.

Piiprava 6% roztoku polyakrylamidového gelu:

1.

V digestofi do odmérného vélce nalit 60 ml pracovniho roztoku
akrylamidu : N,N‘-methylenbisakrylamidu a nasledné pielit do kadinky.
Mikropipetou k roztoku ptidat 400 pul 10% roztoku peroxodisiranu amonného
a 40 ul N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiaminu.

Smés opatrné promichat.

Za soucasného poklepavani na sklo nalivat roztok polyakrylamidového gelu
z k&dinky mezi skla.

Hiebinek zasunout rovnou stranou do prostoru mezi skly do hloubky cca 7 mm
od okraje malého skla a ob& skla v mist¢ hiebinku sepnout 4-5 velkymi

klipsami.
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6.

Zbytek roztoku v kédince prelit do odpadni nadoby a pfipraveny gel nechat
tuhnout alespon po dobu jedné hodiny.

Elektroforeticka separace

1.

10.

11.

12.

Po ztuhnuti gelu vSechny klipsy sundat, skla omyt a kartiCem jemn¢ odstranit
zbytky gelu v misté hiebinku.

Z malého skla vodu setfit pomoci gumové stérky, popt. sklo osuSit papirovymi
ubrousky.

Skla s gelem umistit do sekvena¢ni komirky hiebinkem nahoru a malym sklem
smérem k sobé.

Poté ptipevnit skla pomoci Sroubli ke komulrce a utdhnout také Sroub na odtok
pufru. Do horniho (katodového) a dolniho (anodového) prostoru komirky nalit
0,5x TBE pufr.

Vyjmout hiebinek a vznikly prostor mezi skly vy¢istit plastovou stérkou, tak aby
nebyl poSkozen gel, a vyplachnout pomoci injekéni stiikacky, aby v tomto
prostoru nebyly zadné zbytky gelu a vzduchové bublinky.

Horni a dolni prostor komurky uzavfit a pfipojit ke zdroji stejnosmérného
elektrického proudu - katodu pfipojit nahoru a anodu doli.

Nastavit napéti na 3 000 V, proud na 150 mA, vykon na 90 W a nechat 30 minut
nahfivat gel.

Béhem nahiivani gelu ke kazdému z PCR produktd pfipipetovat 5 pl
nanasejiciho pufru a 3 minuty pfed koncem nahfivani vlozit vzorky do
termocykleru a nechat je 3 minuty denaturovat.

Mezitim si pfipravit nddobu s ledem a po uplynuti ¢asu denaturace ihned umistit
vzorky na led.

Po 30 min nahfivani gelu zastavit zdroj elektrického napéti, odpojit elektrody
a opét pomoci plastové stérky a injekéni stiikacky vycistit prostor mezi skly od
zbytkt gelu a vzduchovych bublinek.

Do gelu cca 1 mm hluboko vsunout hiebinek (davat si pozor, aby nebyl ulomen
ani ohnut Zadny ze zoubku hiebiku).

Do prostoru mezi zoubky hfebinku nanést osmikanalovou pipetou po 2 pl
kazdého vzorku. Mezi opakovanimi promyvat Spicky v 0,5x TBE pufru, ktery

byl nalit do horniho (katodového) prostoru, a poté je otfit o papirovy ubrousek.
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13.

14.

15.

16.

Horni prostor komurky opét uzaviit, pfipojit elektroforetickou aparaturu ke
zdroji elektrického napéti, vykon zménit na 70 W a nechat vzorky separovat po
dobu 90 minut (¢i jinou dobu podle mikrosatelitniho lokusu, jehoZ produkty jsou
separovany).

V dob¢ separace vzorkil pripravit roztoky pro vizualizaci gelu (viz seznam
pouzitych roztoku a jejich ptiprava: vyvojka, fix/stop roztok, kyselina dusi¢na
(1%) a dusi¢nan stiibrny (0,1%).

Po dokonceni elektroforetické separace vypnout a odpojit zdroj elektrického
napé€ti, mirné uvolnit Sroub na odtok pufru z horniho prostoru a poté uvolnit
Srouby upevilyjici skla s gelem k aparatufte.

Skla s gelem ptenést z komlrky na vodorovnou plastovou podlozku, opatrné
vyjmout oba spacery (nejlépe ne za gumu) a pomoci ¢epele noze od sebe skla

opatrn¢ odd¢lit.

Vizualizace gelu

1.

Prvni fotomisku (urenou pro fix/stop roztok a roztok kyseliny dusicné) umistit
na tfepacku a prenést do ni malé sklo s gelem tak, aby byl gel na vrchni plose
skla.

Misku zalit fix stop roztokem a nechat plsobit 20 minut (takto se v ptipadé
potieby muize gel ponechat aZ do druhého dne).

Po uplynuti 20 minut fix/stop roztok slit zpét do banky a sklo s gelem v misce
promyt 3x po dvou minutach deonizovanou vodou.

Fotomisku s gelem opét polozit na tiepacku, zalit 1% roztokem kyseliny dusi¢né
a nechat pusobit presné 4 minuty.

Pii Case, kdy je sklo s gelem v roztoku kyseliny dusi¢cné ptidat 1200 ul
formaldehydu k 0,1% roztoku dusi¢nanu stiibrného.

Po uplynuti doby 4 minut roztok kyseliny dusi¢né vylit do odpadu a promyt sklo
s gelem v misce 4% po dvou minutach deonizovanou vodou.

Sklo s gelem vlozit do dalsi fotomisky a nasledné zalit roztokem dusi¢nanu
sttibrného.

Zapnout tfepacku a nechat sklo s gelem ve fotomisce takto 30 minut.

Tésné pred uplynutim 30 minut naplnit tfeti fotomisku deonizovanou vodou
apridat k vychlazené vyvojce 1200 ul formaldehydu a 160 ul 1% roztoku

thiosiranu sodného.
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10. Po 30 minutach ptisobeni roztoku dusi¢nanu stiibrného na gel slit tento roztok
zpét do zasobni lahve (tento roztok se miiZze pouzit 5x, nez je tfeba pfipravit
novy) a sklo s gelem ponofit na 5 sekund do tieti fotomisky naplnéné vodou.

11. Piemistit sklo s gelem do ¢tvrté fotomisky na vyvojku umisténé na tfepaéce
a zalit sklo s gelem vyvojkou.

12. Jakmile za¢ne gel tmavnout a PCR produkty se zbarvi, tak gel zalit fix/stop
roztokem a zastavit tim jeho barveni.

13. Po ukonceni vyronu COz vylit roztok do odpadu a gel piemistit do treti
fotomisky s ptipravenou deonizovanou vodou.

14. Takto ponechat sklo s gelem cca 2 minuty.

15. Sklo s gelem v misté spaceru osuSit papirovym ubrouskem, popsat, okapat
a umistit do susarny.

16. Po hoding suseni gel vyndat (pouzit chnapky), nechat vychladnout, vyhodnotit
na negatoskopu a naskenovat do pocitace.

17. Sklo s vyhodnocenym a naskenovanym gelem ponofit do 1 mol-I? roztoku
hydroxidu sodného.

18. Poté sklo o¢istit kartacem a omyt deonizovanou vodou se saponatem.

5 Vysledky

V experimentalni ¢asti svoji diplomové prace jsem izolovala DNA celkem z 53
vzorkt rostlinného materialu, ktery mél pochazet z 32 riznych kultivard brusnice
chocholi¢naté a jejich kiizenct. Timto rostlinnym materidlem byly ve vétSing pripadt
listy, popfipad€ pupeny. Rostliny pochdzely od rlznych prodejcti. Z nékterych rostlin
musely byt vzorky rostlinného materidlu odebirany 2x, protoZe prvni izolace byla
provedena z rostlinného materialu (konkrétné listit) odebraného v zaii a v mnoha listech
jiz doslo k senescen¢nim zménam, viditelné mély nizs$i podil chlorofylu a byly vidét
zluté a cervenofialové skvrny a ziejmé tato barviva a souvisejici degradacni procesy
bud’ poskodily DNA nebo fungovaly jako inhibitory pro PCR. Proto dal$i rok na jafe
bylo nutné uskutecnit odbér rostlinného materialu asi tetiny testovanych rostlin znovu.
Protoze se odbér uskutecnil na ptelomu zimy a jara, kdy rostliny nejsou jesté olisténé,
pouzily se na reizolaci DNA z téchto rostlin pupeny. Konkrétni kultivary a koncentrace

jejich vyizolované DNA jsou uvedeny v tabulce 8.
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Rostliny, ze kterych byla izolovana DNA, jsou v tabulce 8 uvedeny pod nazvy
kultivart, o které se mélo podle prodejct jednat. Pro potiebu rozliseni nékolika rostlin
stejného kultivaru byly oznaceny jesté dovétkem, a to bud’ Ciselnym (1, 2, 3) nebo

slovnim pfivlastkem (napt. mladsi, starsi atd). V zavorkach nékterych rostlin jsou dale

cvwr

Tabulka 8: Seznam kultivard z jejichz rostlinného materidlu jsem izolovala DNA

a koncentrace této DNA v jednotlivych vzorcich.

Kultivar Koncentrace Kultivar Koncentrace
DNA [ng/pl] DNA [ng/pl]

'Atlantic’ 196,0 'Grover' starsi 102,0
'Aurora’ 170,0 '‘Heerma' stied 50,0
'‘Berkeley’ 80,0 'Heerma' vychod 209,8
'Bluecrop' 1 42,0 '"Heerma' zapad 51,0
'Bluecrop’ 2 (Litomysl) 8,5 'Herbert' 38,7
'‘Bluecrop’ 3 (LIDL) 3,2 'Hort blue' 281,2
‘Bluejay’ vychod 44,0 'Ivanhoe’ mladsi (Litomysl) 111,7
‘Bluejay’ zapad 33,0 'Ivanhoe’ starsi (Litomys]) 80,5
'Blueray' mladsi (Litomysl) 186,5 ‘Jersey’ 64,1
'Blueray' starsi (Litomysl) 201,0 'Legacy’ mladsi 34,4
'‘Bluetta’ 227,0 'Legacy’ starsi 1194
'‘Brigitta Blue' jih 80,0 'Liberty’ 57,0
'Brigitta Blue' sever 41,0 ‘Meader' 91,0
‘Brigitta Blue' zapad 45,3 'Northland" 61,0
‘Chandler' mladsi (LIDL) 49 'O'Neal’ jih 50,6
'Chandler’ starsi 54,0 'O'Neal" sever 38,9
'Coville’ mladsi (Spomysl) 65,0 'O'Neal’ vychod 49,8
'Coville' starsi 110,0 'Patriot’ mladsi (Litomysl) 6,8
'‘Darrow’ 1 79,5 'Patriot’ starsi 63,0
‘Darrow’ 2 (LIDL) 3,9 'Pioneer’ mladsi 39,6
'‘Darrow’ 3 127,0 'Pioneer" starsi 77,5
'‘Draper’ 226,0 'Rubel’ 63,5
'‘Duke’ 93,0 ‘Sierra’ 73,0
‘Earliblue’ jih 85,0 'Spartan’ 64,0
'Earliblue’ sever 97,0 "Toro' mladsi (LIDL) 8,4
"Elliott’ 91,0 "Toro" star$i 130,0
'Grover' mladsi (Spomysl) 88,0

Po izolaci DNA z 53 vzorki rostlinného materiali pochéazejicich z 32 kultivara
brusnice chocholi¢naté a jejich kiizencu jsem DNA nafedila tak, aby jeji koncentrace
byla v rozmezi 5 az 10 pg-ml?. Néasledné jsem na této DNA provedla PCR amplifikaci
20 mikrosatelitnich lokust, které jsou charakterizovany v tabulce ¢. 2 a ¢. 3. Pary
primert pro amplifikaci pochazeji ze 2 systému pro identifikaci. Autorem jednoho
systému je Boches (2005) atento systém obsahuje 9 mikrosatelitnich lokusd, a to
CA23F, CA94F, CA169F, CA190R, CA787F, CA855F, NA398, NA9%61 a VCC_I8.
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Autory druhého systému jsou Akagi et al. (2010) a tento systém obsahuje 11
mikrosatelitnich lokust, a to Vacc.01, Vacc.03, Vacc.04, Vacc.05, Vacc.06, Vacc.09,
Vacc.17, Vacc.19, Vacc.22, Vacc.23 a Vacc.24.

Nejdiive jsem provedla PCR amplifikaci vSech 20 mikrosatelitnich lokust na
6 vzorcich DNA pochézejicich z rostlinného materidlu 6 kultivari brusnice
chocholi¢naté pii teploté annealingu 50 a 55 °C. Nasledovala optimalizace teplot pro
jednotlivé mikrosatelitni markery. Ve vétSin€ piipadi byly produkty mikrosatelitnich

lokust v gelu piilis silné. Proto byla teplota annealingu zvysena (tabulka 9).

Tabulka 9: 20 mikrosatelitnich lokusl, cas elektoforetické separace a teploty

annealingu.
Cas Cas
Lokus separace anne-;?r) nlgaar C] Lokus separace anneg(laipr: gltja[o C]
[min] [min]

CA23F 120 67 Vacc.03 140 65
CA94F 240 62 Vacc.04 90 63
CAL169F 90 56 Vacc.05 90 68
CA190R 210 65 Vacc.06 90 69
CAT787F 240 64 Vacc.09 90 55
CAB855 180 66 Vacc.17 90 66
NA398 120 65 Vacc.19 90 67
NA961 150 63 Vacc.22 90 60
VCC 18 90 61 Vacc.23 90 68
Vacc.01 90 65 Vacc.24 90 55

K identifikaci kultivarG brusnice chocholi¢naté jsem nakonec pouzila pouze
7 mikrosatelitnich lokust ze systému pro identifikaci dle Boches (2005). PCR produkty
piinasely dobfe hodnotitelny vysledek v gelu. Zjistila jsem genotypy zminénych 7
mikrosatelitnich lokusti u vSech 53 vzorkii DNA pochézejicich z rostlinného materialu
celkem 32 rtznych kultivar brusnice chocholi¢naté. Tyto genotypy jsem srovnala
s genotypy téchto mikrosatelitnich lokusi U konkrétnich kultivari  brusnice
chocholi¢naté, které uvedl ve své publikaci Boches (2005). V tabulce 10 je uvedeno 22
kultivard. Jsou to pouze ty, u kterych jsem prokézala diky srovnani genetickych profilt,

ze byly prodavéany pod spravnym nazvem.
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Tabulka 10: Mnou zjisténé genotypy (tedy velikosti alel v bp) 7 mikrosatelitnich lokusi u 22 kultivarti brusnice chocholi¢naté, které se ve

vétsing piipada shoduji s genotypy téchto kultivart, které uvadi Boches (2005).

Odrudy/lokus CA23F CA169F CA190R CAT78TF NA398 NA961 VCC_I18
‘Aurora’ 155/158 109/112/121 240/243 291/297 211/232 186/192/195 113/119
'‘Berkeley" 155/158 109/112/115/121 240/243/246 291/297/300 211/225/232 189/192 117
'‘Bluecrop’ 2 155/158 109/115 240 288/291/300/302 211/232 189/192/195 117
E;,,liij:;" 155/158 115/121 240/243/246 291/297 225/232/236 192 119
‘Bl fjej ay’ 155/158 115/121 240/243/246 291/297 225/232/236 192 119
zapad
‘Blueray”
ladsi 155/158 109/112/115 240/243/246 291/297 211/232 186/192/195 117/119
'sz:r(ilier' 155/158 109/115/121/127 240 288/291 211/232 189/192/195 113/117
'‘Darrow' 3 155/158 109/115/127 243 297 211/228/232 192 117/119
‘Draper’ 155 109/112/115 240/243/246 291/297/300 225/232/236 186/189/192 113
‘Duke’ 155/158 112/115 240/246 291/300 225/232 186/189/192 119
‘Earliblue’ jih 155/158 112/115/121 240/243 291/297 211/225/232 189/192 117/119
"Elliott’ 155/158 109/115/121/127 243/246 291/297 211/232 186/192 113/117
'Herbert' 155/158 109/115 240/243 288/291/297 211/225/232 190/193 117/119
lljlgi?l(:é)i/' 155 109/115 240/243/246 291/297 211/228/232 189?/192 119
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Odridy/lokus CA23F CA169F CA190R CAT87F NA398 NA961 VCC 18
'Liberty’ 155/158 109/112/121 240 291/297 211/232 186/192/195 113
‘Meader" 155/158 109/112/115 240/243 288/291/297 225/232 189/192 115/117/132

‘Northland' 155/158 109/112/115 240/246 288/291/297 211/225/231/232 189/192 117
'Patriot’
mladgi 155/158 112/115/121 240/243 291/297 211/225/228/232 192 117/119
'Rubel’ 155/158 109/115 240/243 291/297 211/232 186?/192 117/119
'Sierra’ 155/158 109/112 243/246 291/297 211/225/232 189/192 111/117/119/121
‘Spartan’ 155/158 109/112/121 240 288/291/297 211/225/232 193/196 117/119
'"Toro' starsi 155/158 109/115/121 240 291/297/302 211/232 189/192/195 117/119

Poznamka: ? - ptitomnost dané alely neni jista; tuéné - extra alela, kterou Boches (2005) u daného mikrosatelitniho lokusu neuvadi, ale pfi mych
experimentech se amplifikovala; podtrzené - pii mych experimentech nedoslo k amplifikaci alely/lokusu i kdyz Boches (2005) uvadi, ze se u daného

mikrosatelitniho lokusu vyskytovat méla.
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V tabulce 10 je uvedeno pouze 7 mikrosatelitnich lokusti dle Boches (2005).
2 zbylé mikrosatelitni lokusy podle Boches (2005) nejsou Vv tabulce 10 uvedeny. Jedna
se 0 mikrosatelitni lokusy CA94F a CAS855F, které nepfinasely v gelu dobie
hodnotitelny produkt. Po amplifikaci mikrosatelitniho lokusu CA855 nebylo mozné
presné urcit velikosti alel, protoze se mnohdy liSily jen o jeden nukleotid. DalSim
problémem mikrosatelitniho lokusu CA855 bylo, Ze po jeho amplifikaci se u nékterych
kultivart nevyskytovaly alely, které Boches (2005) u dan¢ho kultivaru uvadél. Z téchto
divodu nejsou mikrosatelitni lokusy CA94F a CA855F zahrnuty v tabulce 10. Podobné
tomu bylo u systému pro identifikaci kultivari pfedevsim brusnice chocholi¢naté podle
Akagi et al. (2010). Tento systém obsahuje 11 mikrosatelitnich lokust, z nichz
k 5 mikrosatelitnim lokustim uvedl Boches (2005) genotypy nejrozsifenéjSich kultivara
brusnice chocholi¢naté. Jedna se o mikrosatelitni lokusy Vacc.01 (= VCC_J9), Vacc.03
(= VCC_J5), Vacc.04 (= VCC_K4), Vacc.05 (= VCC_J3) a Vacc.06 (= VCC_12),
v zavorkach jsou uvedeny nazvy mikrosatelitnich lokust, které uziva Boches (2005).
Genotypy téchto mikrosatelitnich lokusi podle Boches (2005) se vSak ve vétSing
pfipadi neshodovaly s mymi experimentdln¢ zjiSténymi genotypy. Amplifikace
mikrosatelitnich lokusi dle Akagi et al. (2010) pfinesla ¢asto extra alely, které nebyly
uvedeny mezi genotypy téchto mikrosatelitnich lokust v publikaci od Boches (2005).
Jednim z nejpravdépodobnéjsich duvodi muze byt to, ze Akagi et al. (2010) a Boches
(2005) pouzili k amplifikaci mikrosatelitnich lokusii rozdilné pary primert.

Zminénych 53 vzorkl rostlinného materidlu odriid brusnice chocholi¢naté
a jejich kiizencti mohu rozdélit na zaklade svych vysledkt do 4 skupin:

1. Rostliny, u nichz jsem ovéfila, Ze nazvy zcela odpovidaji genetickému profilu,
ktery uvadi Boches (2005), popt. existuje jen mald odchylka, nejéastéji
u jednoho ze 7 mikrosatelitnich lokust.

2. Rostliny, které byly prodavany pod nazvy, které neodpovidaly genotyptm, které
uvadi Boches (2005), ale povedlo se mi identifikovat jejich kultivary.

3. Rostliny, které byly prodavany pod nazvy, které neodpovidaly genotyptiim, které
uvadi Boches (2005) a nepovedlo se mi je pfiradit ke kultivaru, protoZze Boches
uvadi genotypy pouze k 69 kultivarim brusnice chocholi¢naté.

4. Rostliny, u kterych jsem nedokazala urcit zda jsou to opravdu kultivary pod
jejichz nazvy jsou proddvany, a to z diivodu toho, ze genotypy téchto kultivar
Boches (2005) neuvadi, nebylo tedy mozné srovnani S genotypy mnou
zjiSténymi.
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Do 1. skupiny patii 22 vzorkl, u nichz jsem prokazala, ze byly prodavany pod
spravnym nazvem kultivaru. U 15 kultivarG brusnice chocholi¢naté jsem prokazala
uplnou shodu mezi genotypy 7 mikrosatelitnich lokust zjisténymi Boches (2005)
amnou experimentalné zjiSténénymi genotypy téchto 7 mikrosatelitnich lokusu.
U 6 kultivart  brusnice chocholi¢naté byla prokazéna shoda mezi genotypy
6 mikrosatelitnich lokusti zjisténymi Boches (2005) a mnou experimentalné
zjisténénymi genotypy téchto 6 mikrosatelitnich lokust (ze 7). U kultivaru brusnice
chocholi¢naté 'Rubel’ jsem prokazala shodu s 5 genotypy mikrosatelitnich lokusu (ze 7),
které uvedl Boches (2005).

Do 2. skupiny patii 14 kultivart, které byly prodavany pod nespravnymi ndzvy,
ale podafilo se mi je identifikovat. Identifikace probihala nejdiive za pomoci
mikrosatelitnich lokusi CAS855F (Boches, 2005) a Vacc.03 (Akagi et al., 2010).
U té&chto mikrosatelitnich lokust sice po jejich amplifikaci nebylo mozno urcit genotypy
kvuli velkému mnozstvi alel liSicich se ve velikosti mnohdy pouze o jeden nukleotid,
ale pravé proto bylo vhodné tyto mikrosatelity pouzit diky velké variabilité alel jako
srovnavaci "¢arovy kod". Jednotlivé kultivary brusnice chocholi¢naté totiz ptinasely
specifické produkty o velkém mnozstvi alel. Tyto "Carové kody" pomohly porovnat
kultivary mezi sebou a odhalily shody mezi vzorky DNA, které tidajné mély pochazet
z rostlinného materidlu jinych kultivari brusnice chocholi¢naté. Vzorky DNA
pochazejici z rostlinného materidlu brusnice chocholi¢naté, které méel shodné alely
mikrosatelitnich lokusit CA855F a Vacc.03 byly porovndvany 1 za pomoci
7 mikrosatelitnich markerti, které jsem vybrala jako vhodné pro identifikaci kultivart
brusnice chocholi¢naté. U mnoha vzorki DNA se ukézalo, ze opravdu nejsou t€mi
kultivary, za které byly vydavany. Takto se mi povedlo identifikovat 14 zjiz diive
zminénych Spatné pojmenovanych kultivarii brusnice chocholi¢naté (tabulka 11).

Do 3. skupiny se fadi 10 kultivard, u kterych jsem prokézala, Ze jsou prodavany
pod nespravnymi nazvy, ale nepodafilo se mi nalézt zadné analogy mezi mnou
experimentalné zjiSténymi genotypy a genotypy 69 kultivar, které uvedl Boches
(2005).

Do 4. skupiny patii 7 kultivard, u kterych nebylo mozné urcit, zda se jejich
nazvy kultivart shoduji s genetickym profilem danych kultivart. Boches (2005) totiz
neuvadi ve své publikaci genotypy mikrosatelitnich lokust pro ani jednu z téchto tii

odrad ('Brigitta’, 'Hortblue Petite' a 'Heerma').
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Tabulka 11: Zjisténé genotypy 7 mikrosatelitnich lokusti u 14 Spatné kultivarové uréenych jedincti druhu brusnice chocholi¢naté. V prvnim

sloupci jsou uvedeny nazvy kultivarti brusnice chocholi¢naté, pod kterymi byly rostliny, z nichz pochazela DNA, prodavéany. Ve druhém sloupci

jsou uvedeny nazvy kultivart, kterym odpovida mnou zjistény geneticky profil.

Predpoklidany/é  Skutetny - oar CAL69F CAI190R CAT87F NA398 NA961 VCC 18
kultivar/y kultivar

‘Darrow’ 2 ‘Elliott”  155/158 109/115/121/127 2431246 201/297 211/232 186/192 113/117
'‘Chandler' mladsi

Toro' 2 ‘Sierra’  155/158 109/112 2431246 201/297  211/225/232  189/192  111/117/119/121
'Bluecrop' 3

‘Earliblue’ sever

Jersey’ ‘Bluecrop®  155/158 109/115 240  288/291/300/302  211/232  189/192/195 117

'‘Blueray’ starsi
'Brigitta’ sever

'Coville' starsi '‘Bluejay’  155/158 115/121 240/243/246 291/297 225/232/236 192 119
'‘Grover' starsi
'Pioneer’ starsi 'Rubel’ 155/158 109/115 240/243 291/297 211/232 186?/192 117/119
'O'Neal’ sever

'‘O'Neal' jih 'Olympia" 155/161 112/115/121 240/243 291/297 211/282/232 189/192 113/119

'0'Neal' vychod

Poznamka: ? - pfitomnost dané alely neni jista; tuéné - extra alela, kterou Boches (2005) u daného mikrosatelitniho lokusu neuvadi, ale pfi mych
experimentech se amplifikovala; podtrzené - pii mych experimentech nedoslo k amplifikaci alely/lokusu i kdyz Boches (2005) uvadi, ze se u daného

mikrosatelitniho lokusu vyskytovat méla.
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Pro identifikaci kultivarti brusnice chocholi¢naté jsem pouzila mikrosatelitni
lokusy CA23F, CA169F, CA190R, CA787F, NA398, NA961 a VCC_I8 (Boches,
2005). Pro hodnoceni mikrosatelitii je dulezité urCeni optimalnich podminek PCR
amplifikace (naptiklad stanoveni vhodné teploty annealingu) (tabulka 9), dale doba
elektroforetické separace (tabulka 9) a také vysledny obraz v gelu (obrazek 3, 4 a 5).
Pary primerti k t€émto 7 mikrosatelitnim lokustim pfinesly v gelu dobfe hodnotitelné
produkty a zaroven nevytvafely nespecifické produkty, které by znemoznovaly

hodnoceni, tedy ur€eni genotypii téchto mikrosatelitnich lokust.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

- «— 127

«— 121

. <+«— 115

<«—112

+«— 109

Obrazek 3: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho
lokusu CA1609.

Cisla 1-11 oznacuji kultivary: 1 - '‘Rubel’, 2 a 3 - '‘Bluejay’, 4-7 - neurceno, 8 - 'Draper’,
9 - 'Aurora’, 10 - 'Bluecrop’, 11 - neuréeno. Sipkami jsou vyznageny alely daného
mikrosatelitniho lokusu. Teplota annealingu byla 56 °C a Cas elektroforetické separace
byl 90 minut.
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Obrazek 4: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho
lokusu NA398.

Cisla 1-8 oznaduji kultivary: 1 - 'Bluecrop', 2 - 'Patriot', 3-5 - 'Sierra’, 6 - 'Elliott'.
Sipkami jsou vyznaéeny alely daného mikrosatelitniho lokusu. Teplota annealingu byla

65 °C a cas elektroforetické separace byl 120 minut.

1 2 3 4 5 6

<+«— 195

+«— 192

= —

<«— 186

Obrazek 5: Elektroforeticky separované produkty PCR amplifikace mikrosatelitniho
lokusu NA961.

Cisla 1-6 oznaduji kultivary: 1 - 'Bluecrop', 2 - 'Patriot', 3-5 - 'Sierra’, 6 - 'Elliott'.
Sipkami jsou vyznac¢eny alely daného mikrosatelitniho lokusu. Teplota annealingu byla

63 °C a cas elektroforetické separace byl 150 minut.
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6 Diskuze

V experimentalni ¢asti mé diplomové prace jsem pouzila pro identifikaci
kultivart brusnice chocholi¢naté a jejich kiizencti dvéma systémy, a to prvni dle Boches
(2005) a druhy dle Akagi et al. (2010). Oba tyto systémy jsou zalozeny na amplifikaci

polymorfnich mikrosatelitnich lokusi a jsou na sobé nezavislé.

Systém k identifikaci, ktery navrhnul Boches (2005) obsahuje 9 mikrosatelitnich
lokust, které Boches (2005) vybral jako vhodné pro pouziti i v podminkach jinych
laboratofi. Témito mikrosatelity jsou CA23F, CA94F, CA169F, CA190R, CA787F,
CAB855F, NA398, NA961 a VCC_I8. Vyhodou tohoto systému je to, Ze u 69 kultivara
predevsim brusnice chocholi¢naté k témto mikrosatelitnim lokusim Boches (2005)
uvedl genotypy. Tyto genotypy mi slouzily pro srovndni s genetickym profilem
kultivar mnou testovanych rostlin.

Ackoliv Boches (2005) uvedl, ze produkty 9 mikrosateliti by mély byt
spolehlivé a snadno hodnotitelné. V mych experimentech nékteré z téchto mikrosateliti
vSak nebyly vhodné pro urceni genotypl kultivari. Konkrétné mikrosatelitni lokusy
CA855F a CA94F, které po amplifikaci nepfinaSely dobfe hodnotitelny produkt.
U mikrosatelitniho lokusu CA855 nebylo mozné piesné urcit velikosti alel, protoze se
mnohdy liSily jen o jeden nukleotid. Navic se po amplifikaci daného mikrosatelitniho
lokusu u nékterych kultivari nevyskytovaly alely, které Boches (2005) u daného
kultivaru uvadel. U zbyvajicich 7 mikrosatelitnich lokusi byl vSak produkt dobie
hodnotitelny a odpovidal genotypiim uvadénym Boches (2005).

Urcila jsem genetické profily 7 mikrosatelitnich lokusi u vSech vzorki DNA
pochazejicich z 53 rostlin brusnice chocholi¢naté a jejich kiizencu a diky genetickym
profilim, které uvedl Boches (2005) se mi povedlo pfifadit 36 rostlin ke kultivaram.
Vétsina genotyptl, které uvadi Boches (2005), odpovidala mnou zjisténym genotyplim
testovanych kultivar brusnice chocholicnaté a jejich kiiZzenci. Ne vSechny mnou
testované odridy vsSak odpovidaly svym genetickym profilem genotyplim, které uvedl
Boches (2005) (tabulka 12).
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Tabulka 12: 7 kultivard vykazujicich odliSnosti mezi mnou experimentalné zjisténymi

genotypy a genotypy, které uvadi Boches (2005).

Odrida Nekompatibilita s Boches (2005)
'Bluejay' vychod CA23F - zadny produkt
'Blueray' mladsi NA961 - chybéjici alela
‘Legacy' mladsi NA9G1 - nejasna amplifikace jedné alely
‘Meader’ VCC_I8 - chybgjici alela
'Patriot' mladsi CA23F - extra alela
CA23F - extra alela
‘Rubel’ NA961 - nejasna amplifikace jedné extra
alely
‘Sierra’ VCC_I8 - chybé¢jici alela

Duvodii, pro¢ nckteré mnou urCené genotypy neodpovidaly genotypim
v publikaci od Boches (2005), mohlo byt n¢kolik. Extra alela mohla napiiklad
vzniknout potencialni kontaminaci pii izolaci DNA, kdy jsem do vzorku vnesla i ¢ast
DNA z jiného kultivaru, a to zptsobilo vytvoteni extra alely ve vysledném genetickém
profilu u néjakého z mikrosatelitnich lokusti. To, ze by se DNA vzorku kontaminovala
pouze urcitou Casti cizorodé DNA, ktera by obsahovala pouze jednu neodpovidajici
alelu k jedinému mikrosatelitu, je v§ak vysoce nepravdépodobné. Diivodem toho, Ze se
ve vysledném genetickém profilu nenachdzela néktera z alel, ktera tam podle
genetického profilu, ktery uvadi Boches (2005) méla byt, mohlo byt poSkozeni DNA
v mist¢ mikrosatelitniho lokusu, kde se alela nachazela.

Také je mozné, Ze Boches (2005) udélal chybu pifi vyhodnoceni nékterych
mikrosatelitnich lokust a uvedl pak chybné genotypy. Jelikoz je Boches (2005) jediny,
kdo uvadi genotypy mikrosatelitnich lokust u kultivarti brusnice chocholi¢naté, neni
mozné je srovnat s jinymi literdrnimi zdroji a ovéfit tak jejich spravnost.
Nejpravdépodobnéjsim divodem nesrovnalosti mezi genotypy je vSak mutace v misté
daného mikrosatelitniho lokusu. Mutac¢ni rychlost mikrosatelitii je totiz pomérn¢ vysoka
(1072 az 10°° /lokus/generace) (Li et al., 2002; Lian et al., 2006), je proto mozné, Ze
mnozenim kultivarti pfes rostlinné explantaty, kde tento pro buiku stresujici postup
muZze znamenat napiiklad oxidacni stres, tedy zvySenou koncetraci ROS (reaktivnich
forem kysliku), a ta vede ke vzniku mutaci, kde se nachazi vétSina mikrosateliti

(Ramel, 1997; Necas, 2006; Jurka et al., 2007; Paprstein et al., 2009; Pospisilova et al.,
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2013). Fenotypovée odrida tedy vykazuje vlastnosti a morfologické znaky, které mit ma,
pti testovani genetickych markert se vS§ak mohou vyskytnout nesrovnalosti.

Jak jiz bylo zminéno, produkty mikrosatelitniho lokusu CA855F nebylo mozné
spolehlivé vyhodnotit, ale jak uvadim ve vysledcich, slouzily produkty tohoto
mikrosatelitniho lokusu jako urcité "carové kody" pro srovnani kultivari brusnice
chocholi¢naté mezi sebou. Tyto "¢arové kody" byly pouzity jako podplrny prostfedek

pii identifikaci kultivart, které byly pavodné prodavany pod chybnym nazvem.

Systém, ktery navrhli Akagi et al. (2010) obsahoval 11 mikrosatelitnich lokust.
Z téchto 11 mikrosatelitnich lokust se jich 6 nachazi mezi puvodnimi 30
mikrosatelitnimi lokusy dle Boches et al. (2005). Mikrosatelitni markery z tohoto
systému jsou Vacc.01l (=VCC_J9), Vacc.03 (= VCC_J5), Vacc.04 (= VCC_K4),
Vacc.06 (= VCC_I2), Vacc.09 (= VCC_S10), Vacc.17, Vacc.19, Vacc.22, Vacc.23
a Vacc.24 - v zavorkach jsou uvedeny nazvy mikrosatelitnich lokust dle Boches et al.
(2005). Tyto mikrosatelitni lokusy mély spolehlivy produkt, ale nevyhodou je, Ze Akagi
et al. (2010) neuvadgji k mikrosatelitnim lokusim genotypy.

Boches (2005) vsak ve své publikaci uvedl genotypy mikrosatelitnich lokusii
Vacc.01 (=VCC_J9), Vacc.03 (=VCC_J5), Vacc.04 (= VCC_K4), Vacc.06
(=VCC_I2), a to k 69 kultivaraim piedev§im brusnice chocholi¢naté. Boches (2005)
vSak k témto mikrosatelitnim lokustim pouZil jiné pary primert, nejspis z tohoto diivodu
se tedy genotypy téchto mikrosatelitnich lokusti neshoduji s mnou zjiSténymi
genetickymi profily kultivarti pfedevsim brusnice chocholi¢naté. Nejcastéji se v mnou
zjisténych genotypech nachazely extra alely (obvykle 1 nebo 2 alely v jednom
mikrosatelitnim lokusu), které Boches (2005) ve svych genetickych profilech neuvadél.
Nékteré mikrosatelity vykazovaly vSak vysoky polymorfismus a diky tomu mohly byt
jejich produkty pouzity opét jako urcité "¢arové kody" pro porovnani kultivard mezi
sebou. Mikrosatelit, ktery mél vysoky polymorfismus a zaroven piinaSel velmi
spolehlivy produkt u vSech testovanych kultivarii byl Vacc.03, ten byl tedy pouzit jako

podpurny prostiedek pii identifikaci kultivard brusnice chocholi¢naté a jejich kiizencu.

Testovala jsem celkem 53 vzorkit DNA izolovanych z 53 rostlin, coz mélo byt
celkem 32 kultivard brusnice chocholi¢naté a jejich kiizenci. U 24 odrid jsem diky
znamym genotypim mikrosatelitnich lokusti, které¢ uvedl Boches (2005) zjistila, Ze
jedinci s jejichz vzorky DNA jsem pracovala, nepatii ke kultivarim, pod jejichz nazvy

byly prodavany.
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V celém dodavatelsko-odbératelském fetézci mohou snhadno nastat chyby
a kultivary mohou byt zaménény. MiZe se stat, ze uz mnozitelska firma pouzije
nespravné urCeny rostlinny material. Hinrichsen el al. (2008) také uvadéji, ze
problémem muze byt stale rostouci poptavka v zemich mimo pfirozeny vyskyt brusnice
chocholi¢naté, tedy mimo Severni Ameriku. Snaha co nejvice urychlit mnozeni rostlin
a zaroven vyvazet co nejvice kultivarti ve stejnou dobu vedlo velmi ¢asto k zaméné
pojmenovani kultivard. Hinrichsen el al. (2008) uvadéji jako ptiklad Chile, kam se asi
pied dvéma desetiletimi zacaly ve velkém dovazet kultivary brusnice chocholi¢naté
a dochézelo k pomérné astym zadméndm v pojmenovani jednotlivych odriid. Je mozné,
ze toto je pfipad u mnou testovanych 3 rostlin, které byly prodavany pod nazvem
'O'Neal' a byly ziskany ze 2 riiznych zdrojii. Prokézala jsem, ze vSechny 3 rostliny maji
v ramci amplifikovanych mikrosatelitnich lokusii stejny geneticky profil, tudiz se jedna
o stejnou odrudu, ale tento geneticky profil neodpovida genetickému profilu odriudy
'O'Neal’, ktery uvedl Boches (2005). Geneticky profil vSak odpovida odrudé 'Olympia’.
Je tedy mozné, ze uz pifi dovozu tohoto kultivaru do Evropy doslo k zdméné
pojmenovani, a to, co je v CR povaZzovano za odriidu 'O'Neal' je ve skuteCnosti
'‘Olympia’. Tato odriida neni a nebyla v poslednich nejméné 10 letech v nabidce prodeje
v CR.

Dost ¢asto mohou byt kultivary zaménény také v ramci prodeje. V ramci
distribuce a skladovani mohou zaméstnanci snadno zaménit $titky S pojmenovanim
odrtd. Priklady toho, jak jsou odriidy v obchodech znaceny jsou zachyceny na obrazku

6a’.

‘ ’i'! g
L)
Obrazek ¢. 6: Brusnice chocholi¢nata odrida 'Reka’ v obchodnim fetézci OBI (Foto:

autorka).
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Obrazek €. 7: Brusnice chocholi¢nata odrida 'Pink Berry' v obchodnim fetézci OBI

(Foto: autorka).

Na obrazku 6 je stitek s nazvem odridy pifipevnén piimo na rostlinu pomoci
provazku nebo gumicky. Na prvni pohled neexistuje riziko zamény, ale v ptipadé
pretrzeni provazku muze dojit k nevratné ztrat¢ informace, kterou Stitek obsahuje. Dalsi
zpiisob znadeni je vidét na obrazku 7. Stitek s nazvem odriidy je navle¢eny na plastovou
ty¢ku zapichnutou do kvétinace. Jednou z mozZnosti ztraty informace je odpadnuti
tohoto Stitku z plastové tycky (jak je vidét na obrazku 7 - v kvétinaci na pravé strané
chybi stitek). Dalsi Casty problém, ktery mohou zpUsobit zaméstnanci i zakaznici, je
prehozeni cedulek mezi kvétinaci s rostlinami jinych kultivar. Toto se mlze stat uz pfi
transportu rostlin, pfi neopatrném zachazeni, kdy cedulky z kvétina¢i vypadnou. V
tomto piipad¢ v§ak mize pomoct etiketa s ndzvem odriidy nalepend ptimo na kvétinaci,

jak lze vidét na obrazku 7.

Ma prace byla prvni praci, ktera se zabyvala srovnanim mikrosatelitnich systémi
pro identifikaci kultivart brusnice chocholi¢naté a jejich kiiZencti v CR. Testovala jsem
9 part primert ze systému dle Boches (2005) a 11 pard primera ze systému dle Akagi et
al. (2010). Pro urceni genotypt ke kultivarim, které jsem testovala, jsem vSak pouzila
pouze 7 mikrosatelitnich lokusi. U téchto mikrosatelitd jsem mohla spolehlivé
vyhodnotit geneticky profil a taky ho srovnat s jiz zndmymi genotypy (Boches, 2005).

Bylo by ale vhodné rozsifit seznam kultivarG se znamymi genotypy k témto
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mikrosatelitnim markerim, ktery momentalné obsahuje genotypy pouze k 69
kultivarim brusnice chocholi¢naté a jejim kiizencim. Rovnéz by bylo vhodné ziskat
genotypy ke vsem 11 mikrosatelitnim lokusum od Akagi et al. (2010).

Déle bych doporucovala vyuziti i1 tfetiho systému pro identifikaci kultivart
predevsim brusnice chocholi¢naté dle Hinrichsena et al. (2008), ktery obsahuje 12
mikrosatelitnich lokusti - CA-344, CA-421, CA-794, CA-855, NA-41, NA-741, NA-
1040, VCC-H9, VCC-I2, VCC-J5, VCC-J9 a VCC-K4. Tento systém ma vyhodu v tom,
ze tyto mikrosatelitni lokusy jsou vybérem ze 30 mikrosatelitnich lokusi ptivodné
pouzitymi Boches et al. (2005) a Boches (2005) k nim uvedl genotypy opét pro 69
kultivarG brusnice chocholi¢naté. Jeden z mikrosateliti byl vSak soucasti i systému
9 mikrosatelitnich markert dle Boches (2005), ktery jsem pouZzila ve své praci, a to
mikrosatelit CA-855. Produkty amplifikace tohoto lokusu vSak byly obtizné
hodnotitelné. Nebylo mozné presné urcit velikosti alel, protoze se mnohdy liSily jen
0 jeden nukleotid. Navic se po amplifikaci daného mikrosatelitniho lokusu u nékterych
kultivart nevyskytovaly alely, které Boches (2005) u dané¢ho kultivaru uvadél. Z téchto
divodt jsem tento mikrosatelit pro urceni genotypu kultivarth nepouzila a doporucila
bych zkusit znovu zoptimalizovat podminky PCR a zkontrolovat spravnost genotypu,
které uvedl Boches (2005).

Do budoucna by bylo také vhodné do patentii kultivard brusnice chocholi¢naté
kromé morfologie uvést i genetickou charakteristiku danych kultivard. Kdyby se
Vv patentech nachéazela naptiklad geneticka charakteristika v ramci mikrosatelitt, daly by
se pak kultivary jasn¢ identifikovat. U problematickych odrtid by se daly pouzit také
dal§i systémy pro identifikaci, napiiklad SCAR markery, u kterych se pouzZiva
k amplifikaci riznych oblasti genomu systém part primert, vysledkem je pak soubor
produktii - ur€ity vzor, ktery je specificky pro kazdou odrtidu (Kang-Hee et al., 2018).
V ramci péstitelstvi je také tfeba srovnavat u jednotlivych kultivart i morfologii, dobu

dozravani a dalsi charakteristiky, které mohou pomoci ke spravnému urceni.
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7 Zavér

V ramci své diplomové prace jsem metodou PCR amplifikace otestovala celkem
20 part primert. Jednalo se o 2 mikrosatelitni systémy pro identifikaci kultivar
brusnice chocholi¢naté a jejich kiizencii. Jeden systém obsahoval 9 polymorfnich
mikrosatelitnich lokustt (CA23F, CA94F, CA169F, CA190R, CAT787F, CAB855F,
NA398, NA961 a VCC_I8) a druhy systém zahrnoval 11 polymorfnich mikrosatelitnich
lokust (Vacc.01, Vacc.03, Vacc.04, Vacc.05, Vacc.06, Vacc.09, Vacc.17, Vacc.19,
Vacc.22, Vacc.23 a Vacc.24).

Po mém testovani jsem vybrala 7 mikrosateliti, které mély dobtfe hodnotitelné
produkty. Testovala jsem DNA celkem 53 rostlin, mélo se jednat o 32 rGznych kultivard
brusnice chocholi¢naté a jejich kiizenci. Diky zndmym genotypiim vybranych
7 mikrosatelitnich lokusti se mi povedlo urcit kultivary brusnice chocholi¢naté celkem
u 36 testovanych rostlin. Pouze u 22 rostlin jsem vSak ovéftila, ze pivodni nazev
kultivaru opravdu odpovida jeho genetickému profilu.

Prokdzala jsem, Ze velké mnozstvi kultivari brusnice chocholi¢naté je
prodavano pod nespravnymi nazvy. K zdméné pojmenovani rostlin mize snadno dojit
v dodavatelsko-odbératelském fetézci, pifi neopatrném zachazeni b&hem transportu
a prodeje nebo piimo v mnozitelské firmé, kde se mohly vzorky kultivart zaménit nebo
se k zalozeni kultury pouZije jiz nespravné uréeny rostlinny material.

Do budoucna by bylo vhodné systémy, se kterymi jsem pracovala, otestovat na
vSech dostupnych kultivarech a vytvotit obsahlejsi seznam genotypt. Potencial by také
mohl mit tfeti nalezeny mikrosatelitni systém na identifikaci brusnice chocholi¢naté
obsahujici 12 mikrosatelitnich lokust. Tento systém jsem vSak netestovala. Dale by se
dala identifikace kultivard zptesnit a sjednotit tim, ze by se v patentech kultivari kromé
morfologického popisu uvadéla 1 genetickd charakteristika, vyuzit by se mohly

napiiklad pravé mikrosatelitni markery.
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