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ANOTACE

TieSen ptaci (Prunus avium L.) produkuje jedny znejranéji dozravajicich ploda
v mirném klimatickém pasu, coz z ni déla oblibenou volbu mezi konzumenty. Odhaduje se, ze
na svete existuji nizsi tisice odrud tfesné ptaci a Slechtitelské programy nepfetrzit€ usiluji
o vyvoj novych, kvalitngjsich kultivara. V Ceské republice bylo ve Statni odriidové knize
vydavané Narodnim odridovym tfadem Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho ustavu
zem&dglského (UKZUZ) k 15.6.2025 evidovano 25 odriid a 5 podnoZi, na trhu je viak dostupna
i fada dalgich odrtd; jen na stankach UKZUZ je jich registrovano 75. MoZnost ovéfeni spravné
identity je zasadni na vSech urovnich produkce rostlinného materidlu, zejména pokud se jedna
o praci s certifikovanym materidlem. Ovéfovani odrid se také uplatiiuje pii kontrole
deklarované odridové pravosti, napf. pfi uznavacim fizeni novych odriid, prodluZzovani jejich
registrace nebo pfi kontrolni ¢innosti. Standardné provadéné rozlisSeni jednotlivych odrud
pomoci fenotypového a fenologického hodnoceni je ¢asové narocné a obtizné, v nékterych
ptipadech, vzhledem k poctu existujicich odriid, dokonce nemozné. V dnesni dobé se proto pro
urceni identity odrid vyuziva i mnohem rychlejsi a velmi piesné urcovani odridy/genotypu
pomoci molekularnich markerii (genotypovani). Pro genotypovani tfesn¢ ptaci byla vyvinuta
sada PavSSR, kterd pomoci fragmentac¢ni analyzy detekuje 16 SSR (simple sequence repeats,
kratké tandemové repetice) markerii v jediné reakci. Metodika poskytuje podrobny protokol
genotypizace tfeSné ptaci pomoci téchto markeri a predklada moznosti jejiho vyuziti v praxi.
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1. Uvop

TieSen ptaci (Prunus avium L.) je zeméd¢€lsky velmi vyznamny druh ovoce péstovany
zejména v mirném klimatickém pésu, poptipad¢ ve vhodnych podminkach subtropického pasu.
Roc¢né byva vyprodukovano vice nez 2 miliony tun tohoto ovoce; nejvétsim producentem je
Turecko, nasledované USA, Iranem a Chile (Producenti tfesni). I v Ceské republice jsou tfe$né
hojné péstovany, tiilety pramér jejich sklizné za roky 2021-2023 ¢&inil 1413 tun (UKZUZ-
Sklizeni ovoce). Jejich produkce vSak ¢asto byva narusena pozdnimi a jarnimi mrazy, i to je
davod, pro¢ bylo v roce 2024 sklizeno pouze 307 tun tohoto ovoce. Plody tfesni u nas patii
mezi prvni dozravajici ovoce, jsou velmi chutné a nutricné bohaté. Konzumuji se zpravidla
v Cerstvém stavu, mensi Cast je zpracovavana v potravinarském primyslu.

Piestoze je v Ceské republice ve Statni odriidové knize k 15.6.2025 zapsano pro
komeré&ni péstovani pouze 25 odrid tfesné ptadi, registrovano je v CR 75 odrid a predpoklada
se, ze po celém svéte existuji tisice odrid tohoto rostlinného druhu. Jen v genofondovych
sbirkach USA jich je deponovano vice nez 800 (GRIN-Global). Tyto odriidy se mezi sebou lisi
mnoha vlastnostmi, kromé kvality plodd jsou u jednotlivych odrid agronomicky dilezité
zejména samosprasnost/cizosprasnost s nezbytnosti vysadby vhodného opylovaciho partnera,
doba zrani (v Ceské dobé tiesné dozravaji zpravidla v pribéhu 8 tzv. tfestiovych tydni) &i
kveteni (z divodu pozdnich jarnich mrazil jsou Zadouci zejména pozdné kvetouci odridy).

V rostlinné vyrobé mé odridova identita zasadni vyznam zejména u ovocnych stromu,
nebot’ vysdzené sady jsou nemalou investici a byvaji obhospodafovany nékolik desitek let.
Spravné uréeni odridy je tedy nezbytné na vSech trovnich rostlinné produkce, od producentt
a prodejcli rozmnozovaciho materidlu (Skolky, roubové mnozarny) az po péstitele. Zvlastniho
vyznamu nabyva odridova pravost zejména pii praci s licencovanym materidlem, kdy
u Néarodniho odriidového ufadu Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho tstavu zemd&délského
(NOU UKZUZ) probihd registrace novych odriid a udileni ochrany prav k odridam &i
k prodluzovani registrace odrd. V neposledni fadé je dilezitd i pro Slechtitele, kteti maji zajem
o ochranu prav u jimi vyslechténych odrid, které jim zabezpecuji piijmy z licen¢nich poplatki.

Zkouseni odrid prihldsenych k ochrang prav v Ceské republice probiha jejich
sledovanim po dosazeni plodnosti tzv. DUS testy (z anglického Distinctness, Uniformity and
Stability, tj. RozliSitelnost, Rovnomérnost a Stabilita), kdy jsou odridy fenotypové
a fenologicky hodnoceny alespoini dva roky. Jak jiz nazev testu napovida, sleduje se prevazné
odliSnost od stavajicich obecné znamych odrid, uniformita testovaného materidlu a stalost
znakll mezi jednotlivymi lety testovani (Ehrenbergerova, 2014). Hodnoceni je nezbytné
provadét opakované, aby se minimalizovaly externi vlivy na fenotypovy projev posuzovaného
materidlu, jez by mohly znaky odridy ovlivnit, napt. extrémy pocasi, choroby nebo skudci.
Prodluzovani registrace je rychlejsi, ale presto je nutné sledovany material hodnotit alesponl
jednu sezénu. Hodnoceni by mél vzdy provadét zkuSeny hodnotitel.

Pti ur€ovéani odrid nejen tieSni mohou byt velmi napomocny molekuldrné genetické
metody, které sice nepodavaji informace o uniformité a stalosti registrované¢ho materialu, ale
pfi porovnavani materidlu s dfive registrovanymi odrlidami (tj. vylouceni mutaci/klonti
dosavadnich odrad) ¢i pti identifikaci biologického materialu jsou velmi ptesné a rychlé. Pii
tzv. genotypizaci je provadéna analyza molekularnich markerti na tirovni genomové DNA. Jeji
vyhody jsou nezpochybnitelné — k analyze postacuje velmi malé mnozstvi vstupniho materialu,
napt. list nebo vyhon, analyzu lze provadét celoro¢né bez ohledu na stafi testovaného materialu
a jeho schopnost plodit ovoce. Zaroven je velmi rychla, v pfipad€ potieby je mozné vysledky
dodat v fadu nékolika hodin. Pfi ovéfovani materidlu nebo pii prodluzovani registrace je
genotypizace schopna nahradit fenotypické/fenologické testovani.

Pro rutinni genotypovani tfeSné ptaci je mozné vyuZzit mikrosatelitni neboli SSR
markery (Simple Sequence Repeat), které jsou tvofeny opakujicimi se sekvencemi 2-8
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nukleotidt. U rostlin se pro genotypovani nejcastéji vyuzivaji vysoce heterogenni SSR markery
s repetici 2 nukleotidi, které vykazuji u jednotlivych odriid rizné dlouhé alely (Testolin et al.,
2023). SSR markery jsou vysoce informativni, multialelické a analyticky dobie hodnotitelné
(Vieira, 2016). Délky alel SSR markerti amplifikovanych pfi polymerazové fetézové reakci se
vyhodnocuji fragmentacni analyzou nejcastéji pomoci kapilarni elektroforézy, ktera je schopna
odlisit fragmenty s rozdilem 1 nukleotidu. Diky odlisné velikosti PCR fragmenti a jejich
riznému fluorescenénimu znaceni umoziuje kapildrni elektroforéza zaroven multiplexovani
nekolika markera do jedné reakce, coz velmi vyznamné zefektivituje cely proces a snizuje cenu
genotypizace.

TieSen ptaci je diploidni organizmus, jehoz haploidni genom tvoii 8 chromozomu.
Mezinarodni uskupeni The European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources
(ECPGR; www.ecpgr.cgiar.org) pro genotypovani tfesn¢ ptaci doporucilo sadu 16 SSR
marker amplifikovanych v 16 nezavislych amplifika¢nich reakcich a analyzovanych
v 16 fragmentacnich analyzéach (Clarke a Tobbut, 2009). V ramci projektu Collaborative action
for updating, documenting and communicating the cherry patrimonial richness in EU
(EU.CHERRY, EU.CHERRY Report, souhrnné vysledky publikovany v Barreneche et al.,
2021) byla tato sada z divodu nizké rozliSovaci schopnosti inovovana — z ptivodnich 16 SSR
markerd jich bylo zachovano 11 a bylo pfidano 7 novych SSR markert. Mezi nové analyzované
SSR markery vSak byly zatazeny i dva markery pouzivané pfi Slechténi pro selekci semenaca
s vysokou pravdépodobnosti nesoucich velké plody (Rosyara et al. 2013) a jeden asociovany
s barvou duzniny (Sandefur et al. 2016). Vybranych 18 SSR markerd bylo amplifikovano ve
dvou multiplexnich PCR reakcich a nésledné¢ analyzovdno na kapildrnim genetickém
analyzatoru. I pfes lepsi vybér a vétsi pocet analyzovanych SSR markeri se vSak nepodatilo
odlisit vSechny genotypy — z 324 vzorkii z genofondovych sbirek z celého svéta mélo unikatni
genotyp pouze 192, zatimco 132 vzorku sdilelo sviij genotyp ve vSech analyzovanych lokusech
s alesponl jednim dal§im vzorkem. Jak sami autofi uvadéji, pticin téchto shod mize byt vice:
1) nékteré vzorky jsou udrzovany v genofondovych kolekcich pod riznymi nazvy; 2) mohlo
dojit k chybam pti odbéru/zpracovani nékterych vzorkl; 3) pocet diive neuvadénych
treSnovych synonym miize byt mnohem vyssi, nez se predpokladalo. Diivodem genotypové
shody je pravdépodobné kombinace vSech téchto pficin, pfesto byly do jedné genotypové
skupiny zatazeny i takové odrudy, jako jsou fenotypové odlisitelné odridy ‘Van’ a ‘Ferrovia’.
Autofti zavérecné zpravy projektu EU.CHERRY sami uvadéji, Ze mize byt nutné provést dalsi
genotypovani, aby byly zcela objasnény nékteré ptipady shody (EU.CHERRY Report). Autofi
této metodiky jako dal$i moZnou pticinu uvadéji relativné nizkou heterogenitu pouzitych SSR
markerd — 5 z 15 SSR markerd, které jsou ve zpravé statisticky zhodnoceny, vykazuje
pozorovanou heterozygotnost nizsi nez 0,6 (tj. 40 % vzorkl vykazuje v daném SSR markeru
pouze 1 alelu); dalsi 4 markery nizsi nez 0,7. Nizka rozliSovaci schopnost celé sady navic mize
byt problematicka v ptipadé rostlinného druhu, u kterého miize dochazet k samospraseni. Navic
je tieba brat v potaz, ze nové zafazené SSR markery rutinn€ pouzivané v mnoha Slechtitelskych
stanicich pro selekci velkoplodych hybridi s cervenymi plody budou postupné ztracet
heterozygotnost a pro nové prihlasované odriidy nebudou informativni.

Proto byla vramci této metodiky vyvinuta genotypizacni sada PavSSR obsahujici
16 SSR markert (vzdy 2 z jednoho chromozomu, 12 SSR markert bylo nové vyvinuto autory
metodiky, 4 byly pfevzaty z jinych studii), které jsou amplifikovany a analyzovany v jediné
PCR reakcti, respektive fragmentacni analyze, coz zrychli a zlevni ur¢ovani odrid tieSné ptaci
a zéroven se snizi mozna chybovost. Pro tuto sadu byly vybrany SSR markery vykazujici
vysokou heterogenitu a snadnou hodnotitelnost vystupl fragmenta¢ni analyzy na kapildrnim
genetickém analyzatoru. Vybrana sada SSR markert byla ovéfena na genofondovych sbirkach
VSUO a NOU UKZUZ obsahujicich 312 unikatnich genotypt.
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Metodika poskytuje uceleny navod pro genotypizaci tiesné ptaci v praxi, od odbéru
vzorkli az po vyhodnoceni analyz. Popisuje rovnéz vyhody provadéni genotypovani pro
jednotlivé ¢lanky produkéniho fetézce tfesné ptaci. V neposledni fadé porovndva pouzitou
metodu s dosavadnim stavem techniky v oboru genotypovani a uvadi jeji vyhody.

2. CiL METODIKY

V dne$ni dobé jsou v Ceské republice uréovany odriidy tiesni pomoci zdlouhavého
porovnavani fenotypovych a fenologickych znakl, které neni mozné provadét u dosud
neplodicich vypéstkii ¢i v kterémkoliv ro¢nim obdobi. Cilem této metodiky je zavedeni
laboratorniho postupu genotypizace tiesné ptac¢i pomoci SSR markert do praxe tak, aby bylo
dosahovano validnich vysledkt. Je tedy urcena jak pro laboratotfe molekuldrni biologie, tak i
pro uzivatele vyuzivajici vysledky ovérovani odrad ve své praxi, kdy se miize jednat napf. o:

e vzajemné porovnani vzorkd, kdy se uréuje pouze vzajemna (ne)shoda vzorki;
e identifikaci vzorkli pomoci porovnani vzorku s referenéni databazi;
e ovéiovani (urcovani) rodict kiizeni.

Tato metodika neni ur€ena pro vzijemné odliSeni jednotlivych mutaci/klonti odrid.
Tematicky navazuje na jiz vydané metodiky pro genotypovani meruiiky obecné (Prunus
armeniaca L.) (Nekvindova, 2021), jablon¢ doméci (Malus domestica Borkh.) (Pluhatova,
2023), Svestky domaci (Prunus domestica L.) (Pluhatova, 2023) a hrusné¢ obecné (Pyrus
communis L.) (Zdarska, 2025).

3. VLASTNI POPIS METODIKY

3.1 Popis metodiky — Uvod

Laboratorni ¢ast metodiky pfedpoklada znalost zakladnich principl 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 laboratofe a pro konkrétni reagencie, je proto
nezbytné metodu verifikovat na provadécim pracovisti, a 1 pro tento ucel jsou v metodice
uvedeny referencni odridy tfeSné ptaci, vcetné€ relativni velikosti alel jednotlivych SSR
markerd.

Pro genotypizaci tfeSn€ ptaci byla vyuzita genotypizani sada PavSSR, kterd pro
stanoveni genetického profilu vyuziva 16 SSR markeri (Tabulka 1), které se analyzuji najednou
v jediné multiplexni PCR reakci a nasledné fragmentacni analyze. Alelicka kombinace téchto
SSR markert je unikatni pro kazdou odriidu. Vybrané markery vykazuji vysokou heterogenitu
a jejich vystupy z fragmentacni analyzy jsou velmi dobie hodnotitelné. Dva z vybranych
mikrosateliti (BPPCT037 a CPPCT006) jsou zarovenn SSR markery doporu¢enymi uskupenim
The European Cooperative Programme for Plant Genetic Resources (ECPGR) (Clarke and
Tobutt, 2009, EU.CHERRY Report). Porovnanim alelickych profila jednotlivych SSR markert
je pak mozné urcit shodu mezi vzorky, ptipadné lze profil porovnat s databdzi referencnich
genotypil. Testovana kolekce 312 unikatnich genotypil vykazovala v 16 analyzovanych SSR
markerech velmi vysokou heterogenitu s pravdépodobnosti ndhodné shody mezi dvéma
nepiibuznymi jedinci 1,18 x 10"? a umoznila tak bezpe¢né odlideni jednotlivych odrtd.
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Tabulka 1. Charakteristika SSR markerti pouzitych pro genotypizaci tfeSn€ ptaci.

Délka Pozice v genomu

Marker repetice P. avium L., var. Citace Forward primer Reverse primer
Tieton!

BPPCT037% 2 nt Chr5_27 719 351 Dirlewanger et al., 2002 CATGGAAGAGGATCAAGTGC CTTGAAGGTAGTGCCAAAGC
EMPAO005 2 nt Chrl 15964 446 Clarke and Tobutt, 2003 TGGGTTTGAGCAATATGCAACTG CACCAATACACATGCACACGTAT
Pav_chr4 217 2 nt Chr4 3209 217 Cmejlova et al., v pfipraveé AAGGTGGTGGTGGTATCCTG CCACTTGTCACTCACTCCAC
Pav_chr6 505 2 nt Chr6_3 361 505 Cmejlova et al., v pfipraveé AAGAGGTGGAGAGGCATTCC AACCATAGGAAGCCAAGCGC
Pav_chrl 073 2 nt Chrl 52114073 Cmejlova et al., v ptipraveé GTAAAACTCCTGTGACCCAAATGT GGCGGTATACAGAGAAGGCT
Pav_chr3_706 2nt Chr3_21 366 706 Cmejlova et al., v pfipravé CTTGCTTGCTTTTCCTGTGTGA GCCTCGCAATCAGATAGCAG
Pav_chr5 144 2 nt Chr5 32 811 144 Cmejlova et al., v pfipraveé AGCCACTTGAAACCACATACGT CACACAGGCACACAATCACAG
Pav_chr2 274 2 nt Chr2 44310274 Cmejlova et al., v pfipraveé ATTAAGTAACTTTTGGGTTGGGTAAC GTTATAACTTACATACATAACCGACC
UCD-CH11 2 nt Chr2 39 157 058 Struss et al., 2003 TGMTATTAGCTTAATGCCTCCCY ATGCTGATGTCATAAGGTGTGC
Pav_chr4 499 6 nt Chr4 275499 Cmejlova et al., v pfipraveé TAACGGAATTGGAGCAAAGGGAA CAAACAATGACCCACCTCCTG
Pav_chr3 002 2 nt Chr3 24 943 002 Cmejlova et al., v pfipraveé CCCAACTATTTATCCCATTGGCA GACGAACGAAGGTACCATGC
Pav_chr8 438 2 nt Chr8 25 182438 Cmejlova et al., v piipravé TGGCTCCAAAACAGAATGTGGAA CTAGCTGCTGTCGTATCCCT
Pav_chr6 178 2 nt Chr6 10235178 Cmejlova et al., v pfipravé AGGAAAGCTCACAATCAAGGGT TATTCCACAAACACACACAACCC
CPPCT006% 2 nt Chr8 26370 288 Dirlewanger et al., 2002 AATTAACTCCAACAGCTCCA ATGGTTGCTTAATTCAATGG
Pav_chr7 798 2 nt Chr7 12 815 798 Cmejlova et al., v piipraveé GGGGCGTTGTTCTATAGGCT CAACTCTCACGTCGAAATGCC
Pav_chr7 867 2 nt Chr7_23 682 867 Cmejlova et al., v piipravé CCAACTAGGCTTCGGATTGC ACCCGAAAGTTCCCATGACTC

1/ Prunus avium Tieton Genome v2.0 Assembly & Annotation | GDR, Wang et al., 2020, uvedena pozice zacatku repetice

2/ SSR marker doporu¢eny ECPGR

3/ Primer degenerovan na zakladé sekvenci pozorovanych v jednotlivych odriidach
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Kritické body, na kter¢ je pti provadéni metodiky tfeba zvlasté dbat:
e Dodrzovani zéisad dekontaminace a hygieny doporu¢ovanych pro laboratofe
molekularni biologie pro vylouceni moznych kontaminaci.
e Dodrzovani vSech zasad spravné laboratorni praxe v laboratofi molekularni biologie.

3.2 Materidal a metody

Vlastni postup genotypovani Ize rozdélit do tii fazi:
1. Pre-analyticka faze — odbéry vzorku a jejich ptijem do laboratote, uchovani do doby
analyzy.
2. Analytickd faze — zpracovani vzorkii v laboratofi, homogenizace, izolace DNA,
sestaveni PCR reakce, vlastni fragmentacni analyza.
3. Post-analytickd faze — vyhodnoceni a intepretace nalezil, vytvoieni findlni podoby
vysledku.

3.2.1 Odbér vzorki, pieprava vzorki

Vstupnim materidlem pro genotypovani je genomova DNA, kterou je mozné ziskat
izolaci z rliznych ¢asti rostliny. Pro rutinni analyzy je idedlni pouzivat Iyko, ze kterého 1ze DNA
izolovat celoro¢né. Pouzitelné jsou i dal$i ¢asti zivych rostlin, metodika vSak nebyla testovana
pro produkty obsahujici zpracované tfesné (marmelady, kompoty aj.).

Pro samotny odbér se doporucuje odebrat vzdy 2 nezavislé vzorky z jednoho stromu,
tj. 2 vyhony, idedlné dvouleté. Odebrané vzorky je vhodné skladovat v plastovém sacku
v chladu (v obdobi vysokych teplot je vhodné pro transport materialu pouzit chladici vlozky) a
dopravit je v co nejkrat§im case do laboratofe. Podle typu analyz se zpracovava bud’ jeden
vyhon (napf. pii ovéfovani konkrétniho materialu), nebo dva vyhony nezéavisle (napft. pfi tvorbé
referen¢ni databaze).

Po prijmu vzorkl do laboratofe se vzorky uchovavaji v chladni¢ce, kdy je vhodné DNA
izolovat co nejdiive, nebo se vzorky Sokove zamrazi v tekutém dusiku a skladuji se az do doby
izolace DNA v mrazicim boxu pfi teploté¢ —80 °C. Pti této teplote 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 materidlu
2. lIzolace genomové DNA

3.2.2.1 Homogenizace rostlinného materidalu

Homogenizaci neboli nadrceni rostlinného materialu 1ze provést v tfeci misce v tekutém
dusiku. Tento postup je vhodny pro vSechny typy vstupniho materidlu a je zcela idealni
pro izolaci DNA z Iyka, které se Skrabe z vyhonu pomoci sterilniho skalpelu po odstranéni
kiry. Rostlinny material se v 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 rychlej$i homogenizaci vétsiho poctu vzorki, napt. homogenizator TissueLyser II (Qiagen),
ktery rozrusuje rostlinné pletivo pomoci vysokorychlostniho protfepavani vzorku s ocelovymi
kulickami.
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Doporudeny postup homogenizace s vyuzitim homogenizatoru TissueLyser 11 (Qiagen):

1. Cca 100 mg rostlinného pletiva se pfenese do 2ml zkumavky a ptida se sterilni kulicka

z nerezové oceli o praméru 5 mm.

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

ledu.

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

4. Po provedené homogenizaci se odstrani ocelova kulicka a bezprostiedné se pokracuje
izolaci genomové DNA podle navodu vyrobce pouzivaného DNA izola¢niho kitu.

Vhodnost postupu je nutné ovéfit/modifikovat pro kazdy rostlinny druh a typ pletiva.
Spravné provedena homogenizace je klicovym piedpokladem pro efektivni izolaci DNA!

3.2.2.2 Izolace genomové DNA

Metodika je ovéfend 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. Zékladni 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 pg
Typicky vytézek DNA 4-40 ug

PouZité pristroje, nastroje, spotiebni plast, reagencie

* Souprava pro izolaci genomové DNA Exgene Plant SV mini (GeneAll

Biotechnology)
» Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky, miniméaln¢ 13 000 RPM
* Vyhfivany blok pro 2ml zkumavky s moZnosti nastaveni 65 °C
* Vortex
+ Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml

» Skalpelové cepelky na jedno pouziti, ndsadka skalpelu pro ptipravu 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

Pracovni postup

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

vyrobce.

e Izolace DNA probiha v prostorach k tomu uréenych v ramci laboratofe molekuldrni

biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.
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e Pied praci je nutné seznamit se s obsluhou jednotlivych pfistroji a bezpecnym
zachazenim s pouzivanymi reagenciemi.

e Pied prvnim pouzitim izola¢niho kitu je nutné ptidat ethanol (96% — absolutni) k pufrim
BD a CW podle udajii uvedenych na lahvic¢ce. Po pfidani se na lahvickach citelné
vyznaci, ze byl ethanol ptidan.

e Zkontrolujte pfed zah4jenim vlastni izolace dostupnost ledu.

e Pied zaCatkem préace zapnéte vyhiivany blok a nastavte teplotu na 65 °C.

e Pied zacatkem vlastni izolace zkontrolujte, zda v pufrech (zejména v pufru PL) nejsou
srazeniny. Pokud ano, umistéte lahvicky s pufry na vyhfivany blok a rozpust'te jejich
obsah pfti 65 °C.

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

e Pro izolaci DNA se pouzivaji $picky s filtrem.

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

sk sk sk sk sfe sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk s sk sk sk sk s sk s sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk s sk sk sk sk skeosk sk sk sk sk stk sk sk skeosk skokoskok sk

1. Standardné¢ se cca 100 mg dobfe zhomogenizovaného vzorku pienese sterilni
Spachtlickou do 2ml zkumavky. V ptipad€ pouziti homogenizatoru se z 2ml zkumavky
s homogenizovanym materidlem vyjme kulicka z nerezové oceli.

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

3. Pokud se zpracovava pouze jeden vzorek, pokracuje se naslednym krokem. Pokud se
zpracovava veétsi mnozstvi vzorkl, nechaji se jiz pripravené vzorky v PL pufru
s RNasou A inkubovat pfi pokojové teploté do okamziku, nez jsou vSechny vzorky
pievedeny do PL pufru s RNasou A podle bodii 1-3. Pak se pokracuje nésledujicim
krokem €. 4.

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

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

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

7. Protekly lyzat se opatrné bez narusSeni pelety ptenese Spickou s filtrem do nové 1,5ml
zkumavky; typicky se jedné o 420 pl lyzatu.

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

9. 700 pl smési z kroku 8 se prenese Spickou s filtrem na zelené SV kolony se sbérnou
zkumavkou. Centrifuguje se 1 minutu. Protekld tekutina se vyleje, hrany sbérné
zkumavky se otfou cistou bunicitou vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné
zkumavKky.

10. Na kolonu se nanese $pickou s filtrem zbytek lyzatu. Centrifuguje se 1 minutu. Protekla
tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou Cistou bunicitou vatou. SV kolona
se opét vsune do sbérné zkumavky.
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11.

12.

13.

14.

15.

3.23

Na SV kolonu se ptida 700 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina
se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou Cistou bunicitou vatou. SV kolona se opét
vsune do sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se piida 300 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina
se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou Cistou bunicitou vatou. SV kolona se opét
vsune do sbérné zkumavky. Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil CW pufr
z filtru. Po sto¢eni se SV kolona opatrné vsune do ¢isté 1,5ml zkumavky.

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

Orientacni urCeni Cistoty a mnozstvi izolované DNA se provadi spektrometricky pii
vlnovych délkéch 260 nm (kvantita) a 280 nm (Cistota jako pomér naméefenych hodnot
pii vinovych délkach 260/280 nm). Izolovana DNA by méla mit idedlné Cistotu vyssi
nez 1,8. Pokud je Cistota nizs$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 genotypiza¢ni sada PavSSR obsahuje 32 primerli a umoziiuje soucasnou

amplifikaci 16 SSR markerti v jedné PCR reakci. Fluorescencni znaceni a koncentrace primert
ve vysledné reakci jsou uvedeny nize v Tabulce 3, kterd zaroven uvadi i navod k pfiprave tzv.
premixu primert, jehoz pouziti se doporucuje pro analyzu vét§tho mnozstvi vzorkd. Je vhodné
premix nejdiive ovéfit na vzorcich DNA referencnich 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

PCR zkumavky 0,2ml s vicky, stojanek

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

Pracovni postup

Ptiprava PCR reakce probihd v prostordch k tomu urcenych v ramci laboratoie
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxi a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

Pro pipetovani se pouZzivaji Spicky s filtrem.

Vsechny PCR reagencie se pred zahajenim prace vyjmou z mraznic¢ky a nechaji se roztat
pfi pokojové teploté. Pred pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym
vortexovanim a dle potieby stocit na minicentrifuze.

PouZiva se izolovand DNA o koncentraci 10 ng/pl.

Pro zajisténi wvalidity vysledkd je vhodné jako kontroly pouzZit jiz ovétfené
odriidy/genotypy. Pro rutinni praxi byly jako reference vybrany nasledujici, béZné
dostupné odridy tfesné ptaci:
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'Burlat'

'Early Korvik'
'Justyna'
'Kasandra'
'Kordia'
'Rivan'
'"Tamara'
'Téchlovan'
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1. Do stojanku se pripravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakci pripravi adekvatni
mnozstvi PavSSR premixu primert (Tabulka 3).

Tabulka 3. Rozpis pro pfipravu PavSSR premixu primert na 100 PCR analyz. Podbarveni odpovida
pouzitému fluoroforu pro znaceni primeri: modie: 6-FAM; zelené: VIC; Zluté: NED; ¢ervené: PET.

Zasobni Finalni Na
Primer koncentrace Kkoncentrace relz?l?ci
(uM) (uM) )
100 0,28 2,8
BPPCT037-R 100 0,28 2,8
100 0,27 2,7
EMPAO005-R 100 0,27 2,7
100 0,09 0,9
Pav_chr4 217-R 100 0,09 0,9
Pav chr6 505-F 100 0,18 1,8
FAM-Pav chr6 SOS-R 100 0.18 18
Pav_chrl 073-F 100 0,65 6,5
VIC-Pav_chrl _073-R 100 0,65 6,5
VIC-Pav_chr3_706-F 100 0,12 1,2
Pav_chr3 706-R 100 0,12 1,2
VIC-Pav_chr5_144-F 100 0,16 1,6
Pav_chr5 144-R 100 0,16 1,6
VIC-Pav_chr2 274-F 100 0,44 4,4
Pav_chr2 274-R 100 0,44 4.4
NED-UCD-CHI11-F 100 0,4 4
UCD-CH11-R 100 0,4 4
NED-Pav_chr4 499-F 100 0,09 0,9
Pav_chr4 499-R 100 0,09 0,9
NED-Pav_chr3 002-F 100 0,13 1,3
Pav_chr3 002-R 100 0,13 1,3
NED-Pav_chr8 438-F 100 0,09 0,9
Pav chr8 438-R 100 0,09 0,9
100 0,12 1,2
Pav chr6 178-R 100 0,12 1,2
100 0,5 5
CPPCT006-R 100 0,5 5
100 0,12 1,2
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Pav chr7 798-R 100 0,12 1,2
100 0,095 0,95

Pav_chr7 867-R 100 0,095 0,95
H,O 25,3
Celkem 100

2. Pfipraveny premix primeru se kratce zvortexuje a poté se kratce centrifuguje.
3. Do stojanku se pfipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakci ptripravi adekvatni
mnozstvi PCR PavSSR mastermixu (Tabulka 4).

Tabulka 4. Rozpis pro PCR PavSSR mastermix uréeny pro genotypizaci tie$né ptaci.

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 2 ul
PavSSR premix primerd 1wl
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix 5ul
Celkem 8 ul

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

5. Do stojanku se ptipravi potfebny pocet 0,2ml PCR zkumavek vcetné zkumavek pro ovérené
referencni odridy a dal$i pfipadné kontroly (napf. kontrola bez ptidané DNA, extrakéni
kontrola).

N

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

7. K mastermixu se postupné ptipipetuji 2 pl izolované DNA o koncentraci 10 ng/pul a provede
se PCR amplifikace. Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad)
s nasledujicimi parametry amplifikace: 98 °C/I min; 25x (98 °C/10 s, 60 °C/15 s,
72 °C/30 s); 72 °C/30 s.

8. PCR produkty se ptimo pouziji pro fragmentacni analyzu, nebo je mozné je uchovavat pti
teploté niz8i nez —18 °C ve tm¢ po dobu minimalné€ jednoho roku.

3.2.4 Fragmentacni analyza

Fragmentacni analyza zalozend na principu kapilarni elektroforézy slouzi k separaci

fragmentl DNA na zaklad€ 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, spotiebni plast, reagencie

l.

SN A

*

Minispin centrifuga

Sada laboratornich pipet pro objemy do 1 ml

Spicky bez filtru

Sterilni zkumavky 1,5ml, stojanky na zkumavky

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

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

Hi-Di™ formamid (ThermoFischer Scientific)

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

Geneticky analyzator ABI PRISM 3500 spufrem POP-7™ (ThermoFischer
Scientific)
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Pracovni postup

e Piiprava pro fragmentacni analyzu probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci
laboratofe molekularni biologie (post-PCR area) v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

e Pro pipetovani se pouzivaji Spicky bez filtru.

e Do stojanku se piipravi 1,5ml zkumavka, do které se dle poctu reakci pripravi adekvatni
mnozstvi smési Hi-Di formamidu a velikostniho standardu (Tabulka 5). Roztoky je
nutné promichat propipetovanim ¢i pfevracenim uzaviené zkumavky, jelikoz se
vortexovanim hiife misi, v piipad¢ potfeby nésleduje kratka centrifugace.

Tabulka 5. Rozpis smési pro fragmentacni analyzu.

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

Smeés se rozpipetuje do 96jamkové desticky pro geneticky analyzator po 15 pl.

Ke smési se postupné pipetuje 1 ul PCR produktu a poté se desticka uzavie septem.
Vzorky v 96jamkové desticce jsou denaturovany 2 min pii 95 °C v PCR cykleru.
Fragmentacni analyza probihd v genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500
(ThermoFischer Scientific) s vyuZitim standardnich protokolii pro fragmentacni
analyzu.

3.2.5 Vyhodnoceni a interpretace dat

V tomto kroku se vyhodnocuji vysledky a na zékladé vSech dostupnych informaci se
provadi jejich interpretace.

3.2.5.1 Ocekavané vysledky

Pro analyzu dat byl vyuzit software GeneMapper v5.0 (ThermoFisher Scientific),
ktery na zdklad¢ velikostniho standardu vyhodnocuje relativni délku jednotlivych PCR
fragment( 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 tfesné ptaci. Vyhodnoceni pak probiha na zdkladé porovnani sady alel
analyzovaného vzorku s jinymi vzorky, pfipadné s referencni databézi dle typu analyzy.

Tabulka 6. Matrice pro vyhodnocovani - fluorescenéni znaceni a oéekavané velikosti alel.

Rozmezi

Marker Znaceni/kanal délky alel (nt) Identifikované alely
BPPCT037 132-166 132, 136, 138, 142, 146, 148, 150, 154, 158, 162, 166
EMPAO005 212-254 212,229,234, 237, 240, 242, 244, 250, 252, 254

313-340 313, 326, 330, 332, 340
406-436 406, 408,412, 416, 418, 424, 426, 430, 436

Pav_chr4 217
Pav_chr6 505

Pav_chrl 073 VIC 114-136 114, 116, 118, 120, 124, 126, 128, 130, 132, 134, 136
218, 226, 228, 230, 232, 234, 236, 238, 240, 242,

Pav_chr3 706 VIC 218-248 244, 246, 248

Pav chrS 144 VIC 332-365 332,349, 351, 353, 355, 357, 359, 361, 363, 365

Pav _chr2 274 VIC 406-440 406, 416, 418, 424, 426, 428, 430, 432, 434, 438, 440

UCD-CH11 NED 131-155 131, 133, 135, 137, 141, 145, 147, 149, 151, 153, 155

Pav_chrd 499 NED 227-246 227,233,239, 246
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Rozmezi

Marker Znaceni/kanal délky alel (nt) Identifikované alely

300, 302, 304, 306, 308, 310, 312, 314, 316, 318,
Pav_chr3 002 NED 300-324 320,322, 324
Pav_chr8 438 NED 386-418 386, 394, 396, 401, 408, 410, 412,416, 418

Pav_chr6 178
CPPCT006

Pav_chr7 798
Pav chr7 867

108-131 108, 114, 116, 118, 120, 122, 123, 125, 129, 131

176-202 176, 180, 182, 184, 186, 196, 198, 200, 202

329-361 310, 316, 318, 320, 322, 324, 326, 328, 330, 332,
334,413

425-462 425,434, 440, 442, 446, 450, 458, 460, 462

V kazdém béhu fragmentacni analyzy je také vhodné analyzovat nékolik
tzv. referen¢nich odrid, které slouzi jako kontrola, nebot obsahuji zndmou sadu alel
jednotlivych SSR markert. Jsou tedy vhodné i k validaci vysledki pfi 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 fluorescen¢nim znacenti,
pouzitych reagenciich, pristrojich ¢i podminkach kapilarni elektroforézy.

Ptiklad grafického zobrazeni vysledku je znazornén ve form¢ elektroforeogramii na
Obrazku la—e pro referenéni odriidu 'Tamara'. Jako kontroly jsou vhodné ovérené
odriidy/genotypy, jejichZz seznam je uveden v kapitole 3.2.3, délky alel jednotlivych SSR
markerd u téchto referencnich odriid jsou uvedeny v Tabulce 7.

Obrazek 1a—e. Ukazka fragmentacni analyzy u referen¢ni odriidy 'Tamara'. a) ptekryv vSech barevnych kanald,
b) modry kanal — 6-FAM, c) zeleny kanal — VIC, d) Zluty kanal — NED, e) Gerveny kanal — PET. Sedivé
obdélnicky u jednotlivych barevnych kanall vymezuji jednotlivé markery, ¢isla v rameccich pak oznacduji
nazev alely, relativni velikost alely a vysku signalu.
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d)
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Tabulka 7. Prehled alel jednotlivych SSR markerti u referencnich odrtd.

BPPCT037 EMPA005 Pav_chr4_217 Pav_chr6_505 Pav_chrl_073 Pav_chr3_706 Pav_chr5_144 Pav_chr2_274
'Burlat’ 136 138 240 252 332 332 424 424 120 124 232 238 353 359 426 428
'Early Korvik' 132 142 252 252 330 340 416 424 114 130 230 232 351 363 426 428
'Justyna' 138 142 252 252 330 340 424 424 128 130 238 248 351 357 416 438
'Kasandra' 136 142 252 252 330 332 418 424 120 128 232 238 353 357 428 430
'Kordia' 136 142 252 252 330 340 406 424 120 130 230 238 351 359 416 428
'Rivan’ 142 142 252 252 332 340 418 426 118 128 230 248 353 361 424 426
'Tamara' 136 138 242 252 330 332 418 424 114 114 232 248 357 361 430 438
'Téchlovan' 138 142 252 252 313 330 406 418 114 120 230 234 351 357 416 430

UCD-CH11 Pav_chr4_499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438 Pav_chré6_178 CPPCT006 Pav_chr7_798 Pav_chr7_867
'Burlat’ 147 151 233 246 316 320 410 412 108 116 184 184 310 320 440 458
'Early Korvik' 141 151 233 239 308 314 410 416 116 129 184 200 318 330 343 440
'Justyna' 145 145 227 233 308 322 410 412 108 108 184 184 318 330 434 440
'Kasandra' 145 151 246 246 314 320 410 410 116 120 184 184 310 332 434 458
'Kordia' 145 151 233 246 304 308 410 412 108 116 184 184 310 318 440 460
'Rivan' 141 145 227 233 304 322 386 408 120 123 184 196 310 316 425 446
'Tamara’ 145 147 233 233 304 322 410 412 108 125 184 184 316 330 425 434
'Téchlovan' 145 151 227 246 302 308 410 412 108 116 184 184 318 332 434 460
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3.2.5.2 MoZné problémy p¥i analyze dat (,, Troubleshootings*)

Software GeneMapper vyhodnocuje data z fragmentacni analyzy automaticky,
vyzaduje vSak kontrolu odborného pracovnika, nebot’ neni zcela bezchybny. V nékterych
piipadech mize dojit k nevyhodnoceni urcité alely ¢i k vyhodnoceni nespravné alely, napf.
z divodu vyrazného ,,stutteringu® (krat$i varianty dané alely, kterd vznika chybovosti DNA
polymerdzy). Mozny je také vyskyt diive nepozorovanych alel, v tomto piipadé se doporucuje
ovéfeni 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,
zejména kdyz se jedna o doposud neznamy genotyp. V ptipadech, kdy analyzou dochéazi pouze
k ovéteni zndmého (dfive analyzovaného) genotypu, postacuje zpravidla kontrola jedné osoby
v kombinaci s porovnanim s predeSlymi  vysledky. Pokud dojde k nejasnostem
pfi vyhodnocovani (napf. kumulace vyrazné stutterujicich alel liSicich se o 2 nukleotidy
v jednom genotypu, nebo chimérizmus), je tieba dané alely porovnat s jinymi genetickymi
profily, pro které jsou grafické vystupy jednotlivych alel jednoznac¢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

Alely se sekvenci lisici se o jediny nukleotid nebyly pozorovany, nelze vsak vyloucit,
ze by se v nov¢ analyzovanych genotypech mohly vyskytnout. U SSR markeru Pav_chr6 178
jsou sice popsany alely 122 a 123, oznaceni alel vSak vznikd zaokrouhlovanim délky alely
identifikované v genetickém analyzatoru. Ve skutecnosti se 1i$i téméf o 2 nukleotidy a jsou tedy
snadno rozlisitelné, jak je patrné z Obrazku 2.

Obrazek 2: Marker Pav_chr6 178 —ukazka alel 122 a 123 v jednom genotypu. Alela 122 ma relativni velikost
121,5 nukleotidu, zatimco alela 123 ma velikost relativni velikost 123,49, ve skuteénosti se tedy tyto alely lisily
pfi analyze na kapilarnim genetickém analyzatoru o 1,99 nukleotidu.

13_Pav_chr...
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24000

20000
16000
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4000+
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32522 ., Stuttering ** alel

Vyznamnou komplikaci pfi vyhodnocovani dat muze byt vysoky tzv. ,stuttering®
u nekterych alel. Stuttering obvykle vznika z divodu skluzu DNA polymerazy ptfi PCR reakci
po nukleotidové repetici zpravidla o délce 1-2 baze, markery s delsi jednotkou repetice stutter
obvykle nevykazuji. SSR markery pouzité v této metodice obsahuji v naprosté vétSiné ptipadi
dinukleotidovou repetici, pouze Pav_chrd4 499 vznika opakovanim 6 nukleotidi. Ke skluzu
dochazi z diivodu ptechodného odpoutdni komplexu DNA polymerazy a nové syntetizovaného
DNA vlakna od templatové DNA, kdy se v repetitivnich oblastech mtize DNA polymeraza
op€tovné pripojit k templatové DNA v pozici o jedno nebo dvé opakovani pred nebo castéji za
mistem, kde se odpojila. Nejvyssi signal zpravidla vykazuje piesna kopie alely, kratsi a delsi
fragmenty liSici se o nasobek délky repetice pak vykazuji signdl slabsi. V piipadé velmi
vysokého opakovani vSak muize mit piesna kopie alely i nizsi signal nez stutter. Obvykle se
stutter zvysuje s poCtem opakovani repetice. Pied né€kterymi alelami se miize vyskytnout i vice
vrcholkl stutteru, vétSinou maji vrcholky stutteru s kratsi délkou nizsi signal nez stutter s delsi
délkou (tj. signal postupné nartstd). V ptipad¢ vyskytu stutteru za alelou byl pozorovan pouze
vrcholek s minimalni vyskou. Obrazek 3 ukazuje ptiklady stutterujicich alel.

Obrazek 3a-c: Priklady stutterujicich alel riznych SSR markerd.

a) Alela 300 SSR markeru Pav_chr3 003 b) Alela 406 SSR markeru Pav _chr2 274

vykazuje velmi nizky stutter, zatimco u alely vykazuje velmi nizky stutter, zatimco u alely
324 presahuje vrchol stutteru o 2 nt kratSiho 438 dosahuje vrchol stutteru o 2 nt kratsiho
polovinu vysky hlavniho vrcholu alely. zhruba do poloviny vysky hlavniho vrcholu
alely.
11_Pav_chr3_002 | 08 Pav chr2-274 |

330 390 450

A

I
406 438

405.93 438.27
7802 3458
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c) Alela 316 SSR markeru Pav_chr7 798 se stutterem dosahujicim cca do 1/3 vysky alely a alela 413
s nékolikanasobnym stutterem piesahujicim hlavni vrchol.

[ 15_Pav_chr7_798 |

3.’;-0 ‘ BQO
T JLML‘—
316 413
316.12 412.90
10064 1374

V ptipadech, kdy dojde k prekryvu ,,stutterujicich alel ¢i prfekryvu alely bez stutteru se
stutterem jiné alely, je tfeba pocitat s tim, Ze se signdly alely 1 stutteru delsi alely scitaji.
V ptipadé€ nejistoty, zda se jedna o stutter ¢i dalsi alelu, se doporucuje porovnat graficky vystup
z fragmentacni analyzy s odriidou obsahujici danou alelu izolované, tedy bez alel, které by
interferovaly svym stutterem s analyzovanou alelou. VSechny pozorované kombinace alel
vSech analyzovanych SSR markeri vSak byly bezproblémové vyhodnotitelné.

V piipad¢ pouziti jiné DNA polymerazy je také mozné zaznamenat stutter o 1 nukleotid
delsi, nez je presnd délka dané alely, ktery vznika vlastnosti nékterych DNA polymeraz piidavat
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 mifte,
jako napt. DNA polymeraza obsazena v reagencii Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix.

32523 Nizky signal alely

Problematické mohou byt také alely, které vykazuji nizky signél oproti ostatnim alelam.
V piipadé této metodiky je snizkym signdlem amplifikovdna alela 131 SSR markeru
UCD-CH11, piiklad je uveden na Obrazku 4. Nizky signal alel mize byt dan napt. hife
amplifikovatelnou sekvenci alely, popiipad€¢ vyskytem mutaci v sekvenci, na kterou naseda
primer. V piipadé¢ tohoto SSR markeru byla identifikovdna mutace v misté¢ nasedani
forwardového primeru u alely 131, proto byl tento primer degenerovan. Upravou sekvence
primeru byl signal této alely zvySen, ptesto vSak ziistal vyrazné nizsi neZ u ostatnich alel tohoto
SSR markeru. Doporucuje se proto hodnotit vzorky s dostate¢né vysokym signdlem, aby
nemohly byt hife amplifikovatelné alely opominuty. Také alely vykazujici vysoky stutter
mivaji niz8i signal (napf. alela 413 SSR markeru Pav_chr7 798) a je tfeba hodnotit vzorky
s dostate¢né vysokym signalem, aby mohla byt ptisluSna alela spolehlivé identifikovana (viz
Obrazek 3c vyse).
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Obrazek 4: Alela 131 SSR markeru UCD-CH11 s nizkym signalem oproti ostatnim alelam.

09_UCD-CH11

150

131
131.2
2023

141
140.89
8486

32524 Mutace v SSR markerech u odriid

U nékterych odrid pochézejicich z riiznych zdroji byl pozorovan stejny soubor alel
vSech markerti kromé jediné alely. V téchto ptipadech dochazelo obvykle k posunu urcité alely,
kdy plivodni alela ze spektra vymizela. VétSinou se jednalo o posun alely o dva nukleotidy
(pravdépodobné diky skluzu polymerazy) (viz Obrazek 5a), byla vSak pozorovéana i odrida,
u které doslo k vétsi zmeéné délky (Obrazek 5b). V nékterych piipadech se vzorky stejné odridy
lisily pritomnosti jedné alely navic, kdy tato nova alela byla o 2 nukleotidy kratsi, poptipade
delsi nez diive pozorovana alela (Obrazek 5c). V téchto ptipadech lze na vzorky nahliZet jako
na mutace téze odridy. Mutace (nejen) v SSR markerech v ramci vegetativné¢ mnozenych odrud
rostlin jsou pomérné béZnym jevem, byly popsany napf. i u hru$ni (Queiroz, 2019), révy vinné
(Gongalves, 2013) &i slivoni (Cmejlova, 2025).
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Obrazek 5a—c: Ukazka riznych typti mutace v SSR markerech.

a)

b)

Pav_chr7 867 — zména alely o 2 nukleotidy (Cerné ovaly) — odrtida 'Valerij Tschkalov' ze dvou riznych
zdrojii — nahofte s alelou 458, dole s alelou 460, ostatni analyzované markery mély vSechny alely shodné.
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BPPCT037 — zména alely o vice nukleotidii (¢erné ovaly) — odrida 'Magda' ze dvou riznych zdroji —

N . , e .
nahofte s alelou 154, dole s alelou 148, ostatni analyzované markery mély vSechny alely shodné.
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c) UDP98-412 — vyskyt nové alely (Gerné ovaly) - odrtida "Winklerova' ze dvou rtiznych zdroji — nahofe
homozygot pouze s alelou 120, dole heterozygot s alelami 118 a 120, ostatni analyzované markery mély
vSechny alely shodné.
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Ve vzéacnych piipadech 1ze pozorovat i chimérizmus, kdy jeden ze vzorki téZe odrudy
je vur¢itétm markeru triploidni, jak bylo pozorovano naptiklad u odriidy 'Samba’. Princip
vzniku chimérizmu je stejny jako u vySe uvedenych mutaci, jen doSlo k této mutaci pouze
v ¢asti rostliny a vzorek odebrany pro analyzu DNA obsahoval jak ptivodni, nemutovanou
DNA, tak mutovanou DNA. Ukéazka chimérizmu je na obrazku 6a-c.
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Obrazek 6a—c: Priklad chimérizmu u SSR markeru Pav_chr3 002.

a) Odriida 'Samba’ ze zdroje
Cislo 1 se tfemi alelami

(302+320+322).

11_Pav_chr3_002
330

b) Odrida 'Samba’ ze zdroje

¢islo 2 se dvéma alelami
302+320 (obvykla alelicka
sestava u této odrudy).

11_Pav_chr3_002

330

¢) Odrida

'Sweetheart’
s alelami 302+322,
uvedena coby ukéazka
typického stutteru alely
322.

11_Pav_chr3 002

330

ALL—
02

3
3021
16372

322
322.46
8564

32525 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 pii celém procesu analyzy, od odbéru po néasledné zpracovani a
vyhodnoceni, nedoSlo k chybé. MiiZze se jednat o chyby, které nelze odhalit pfi analyze
elektroforeogramt, jako jsou naptiklad chybné odbéry vzorki ¢i zdména vzorkt pfi manipulaci
se vzorky (zamrazovani pletiva, izolace DNA, aj.). Pro odhaleni téchto chyb se proto
doporucuje provadét analyzu dvou nezavisle odebranych vzorkd, které by mély ve vysledku
mit stejny geneticky profil.

Taktéz mtize dojit k chybam, které jsou patrné ze samotného elektroforeogramu, kdy je
u vice markeri (ne vSak nutné u vSech) pozorovano vice nez 2 alely. V takovych ptipadech se
jedna napftiklad o kontaminace vzorkll nebo neimysIné smichani vice vzorkd dohromady pfti
analyzach z vice listl ¢i vyhont, kdy mohlo naptiklad dojit k naroubovani vice odriid na jednu
podnoz, proriistani podnoZe ¢i odbéru vzorki ze dvou sousednich strom, které mély propletené
vétve. Rovnéz mohlo dojit ke smiseni vzorkll v laboratofi. Opét je nutné analyzu opakovat a
1dentifikovat krok, ve kterém doSlo ke smiseni vzorku.
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V Ceské republice doposud pro identifikaci/porovnavani odriid nebyla genotypizace
treSni realizovana a pro identifikaci/porovnavani odrid se v soucasnosti vyuZzivaji pouze
fenologické a fenotypové deskriptory, které je potieba hodnotit béhem vice vegetacnich sezon.
Zaroven je ur€ovani odriid timto postupem velmi zavislé na zkuSenostech hodnotitele a miize
byt zatizeno subjektivni chybou. Naopak genotypizace tfesni probihajici v laboratofi je rychla
a spolehliva metoda, kterou lze vyuzit b€hem celého roku, proto zavedeni této metodiky do
praxe predstavuje kvalitativni posun na celonarodni urovni pro vSechny potencialni uzivatele.

Mezinarodni uskupeni The European Cooperative Programme for Plant Genetic
Resources (ECPGR; www.ecpgr.cgiar.org) doporucilo pro genotypizaci tfesné ptaci jednotlive
analyzovanych 16 SSR markert (Clarker and Tobutt, 2009), nékteré z nich vSak vykazovaly
nizkou heterogenitu, a proto byla tato sada béhem projektu EU.cherry inovovana. Z ptivodni
sady bylo ponechiano pouze 11 SSR markeri a bylo pfidano 7 dalSich SSR markert
(EU.CHERRY Final Activity Report final web 27 09 2019.docx). Tii z nové pfidanych SSR
markerd jsou vSak v soucasnosti hojné¢ vyuzivany pro molekularnimi markery asistovanou
selekci semenaci tfesni pii Slechténi a u nové vyslechténych odriid tak budou ztracet
heterogenitu. Z tohoto diivodu se jejich zafazeni mezi genotypiza¢ni SSR markery nejevi jako
ptili§ Stastné. Sada 18 SSR markerti vyvinutd v projektu EU.Cherry je analyzovana ve dvou
multiplexech. I pfes pouziti vétsiho po¢tu SSR markert a jejich vyssi heterogenitu se vsak stale
nepodarilo nekteré odridy odlisit.

V ramci této metodiky byla vyvinuta sada 16 SSR markerd, kterd umoziuje analyzovat
genotypy tfesné ptaci v jediné reakci. Dvanact zahrnutych SSR markert bylo ziskano diky
pouziti celogenomovych sekvenci 235 odriid pochézejicich z celého svéta (Cmejlova,
v piipravé). Ty byly doplnény diive znamymi kvalitnimi SSR markery znamymi z literatury
tak, aby vysledna genotypizacni sada obsahovala z kazdého tfesniového chromozomu 2 SSR
markery. Vyvinutd metoda predstavuje nejlevnéjsi feSeni pro stanoveni genotypu a zaroven
minimalizuje moznou chybovost, ke které mize dojit pii kompletaci vysledka vice analyz.
Zaroven ma velmi nizkou pravdépodobnost ndhodné shody mezi dvéma riznymi odridami
(fadove 10°7).

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Nize uvedené piiklady uplatnéni metodiky pro genotypizaci tfeSné ptaci jsou pouze
ilustra¢ni a v zd&dném piipadé nejsou vycerpavajici.

5.1 Tvorba referencni databaze pro ucely ovéiovani a identifikace odrid

Ovéfovani a identifikace odrid jsou ptiklady uplatnéni, pro které je nutné mit vytvofenu
referen¢ni databazi odrud, s kterou je mozné porovnavat genetické profily testovanych vzorkd.
Ovétovani dava odpovéd’ na otazku, zda jsou testované vzorky shodné mezi sebou, poptipadé
se znamou referenéni odrtidou. Pro identifikaci neznamé odridy je nezbytna databéaze
alelickych sestav  SSR markerd pouzitych pro genotypizaci, kterd byla ziskdna z co
nejrozsahlejsi kolekce ovérenych odrid. Dle ucelu Ize tedy vytvaret rtizné typy referencnich
databazi.

5.1.1 Referenéni databaze pro péstitelskou praxi v Ceské republice

Pro péstitelskou praxi je vhodnd databaze genotypt nejcasteji péstovanych odriid, jako
jsou napiiklad 'Burlat', 'Kordia', 'Regina', 'Tamara', 'Sam', 'Lapins', 'Stella' ¢i 'Summit'.
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Referencni databaze pro péstitelskou praxi vSak miize byt vytvofena ,,na miru®, napt. bude
obsahovat pouze odridy péstované/mnozené v ur¢itém podniku.

5.1.2 Referencni databaze pro ucely uznavaciho rizeni

Narodni odradovy ufad (NOU) Ustiedniho kontrolniho a zkusebniho wstavu
zemédelského jako statni organ zajistuje registraci novych odrid, udélovani ochrannych prav
k odridam, vedeni Statni odrtidové knihy, vydavani seznamu chranénych odrid, vydavani
prehledi novych odrid a certifikaci rozmnozovaciho materidlu ovocnych druh. Ve své
¢innosti se v principu zabyva tiemi typy zkousek:

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

2. testovani ptipadné shody odrud

3. ovéfovani odrid pfi prodluzovani registrace

Metodika genotypizace tfeSn¢ ptaci mlze byt uplatnéna jak na zacatku odridovych
zkousek pro ucely registrace ¢i udéleni ochrannych prav, kdy mize byt zkoumano, zda se jedna
o novou odridu, nebo mutaci/klon zndmé odridy, tak zejména pii ovefovani odrid pii
prodluzovani registrace. V ramci vyvoje této metodiky byla mimo jiné provedena i analyza
referenéniho souboru tfesné ptadi udrzovaného v NOU, kdy bylo celkem ovéfeno 92 zde
udrzovanych odrud/genotypti. Alelické sestavy analyzovanych SSR markerii jednotlivych
odrtid ma NOU k dispozici a predpoklada zavedeni metodiky genotypizace tfe$né ptaci do své
praxe.

Metodiku mohou také vyuzit Slechtitel¢ tieSné ptaci, kterym umoziluje na zakladé
znalosti genetického profilu jejich odrid jednoduse kontrolovat, zda v§echny ¢lanky 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 zdrojii rostlin a mikroorganismil, které jsou dileZité pro vyZivu a zemédélstvi
v ramci Akéniho planu konzervace a vyuzivani genetickych zdroji. Mezi tyto komodity patii
i tieSefi ptaci, ktera je uchovavana v genofondové sbirce udrzované ve VYZKUMNEM A
SLECHTITELSKEM USTAVU OVOCNARSKEM HOLOVOUSY, s.r.o. Informace
o udrZzovanych odriidiach jsou vedeny v databdzi GRIN Czech, kterou spravuje Narodni
centrum zemeédélského a potravinatského vyzkumu, v.v.i.

Genofondy nabyvaji na dileZitosti zejména v posledni dob¢ s uplathovanim evropské
agendy ,,Green Deal®, ktera je zaméfena mimo jiné na sniZeni spotfeby hnojiv a prostredkill na
ochranu rostlin, nebot’ jednou z moZnosti mize byt cilené Slechténi odrid s poZadovanymi
vlastnostmi. Genofondy totiz shromazd’uji 1 staré a krajové odrudy tfesSné ptaci, které mohou
byt zajimavym zdrojem znakii pro moderni $lechtitelské programy, jako jsou napf. zvySeni
odolnosti odrd viici chorobam nebo (a)biotickym faktorim. Geneticka analyza téchto odrad
umoziuje identifikaci potencialnich duplicit ¢i synonym v genofondovych sbirkdch. Vhodna je
1 pro ovefovani jejich ptivodu, kdy je schopna potvrdit ¢i vyvratit ptibuznost jednotlivych
odriid. Znalost co nejvétsiho mnozstvi genetickych profili odrid umoziuje i dalsi aplikace,
napt. identifikaci neznamych odrid ze starych vysadeb, aleji ¢i zdmeckych zahrad v rdmci
zkoumani kulturniho dédictvi na Gizemi nasi republiky.
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5.2 Provéreni produkéniho fetézce vyroby vypéstkit

Genotypizaci tfesn¢€ ptaci je mozné s vyhodou uplatnit i ve Skolkaiské praxi pro kontrolu

vyroby vypéstkll, nebot’ se pro piipravu stromkd pouziva vegetativni rozmnozovaci material

(ocka,

rouby), geneticky se tedy jednd o stejny organizmus. Produkéni fetézec zahrnuje

z pohledu mozného uplatnéni genotypovani nékolik fazi vyroby, obvykle se jedna o:

Registrovana, resp. chranéna odriida NOU

Slechtitel jako primérni zdroj odrady

Matecnice v technické izolaci jako zdroj zdravého rozmnozovaciho materidlu
Prostorové izolaty jako hlavni zdroj rozmnoZzovaciho materialu pro vyrobu stromku
Ptiprava stromkti (ockovani, roubovani) a jejich dopéstovani pro prode;j

Prodej

V celém produkénim fetézci je naprosto zasadni zajistit, aby bylo v kazdém kroku

naklddano pouze s materidlem pozadované odridy a nedoSlo k zdménég. Pro kontrolu téchto
klicovych bodt je pak mozné s vyhodou vyuzit predkladanou metodiku, v idedlnim ptipad¢ by
m¢élo testovani zahrnovat:

1))

2)

3)

S)
6)

Zavedeni unikdtniho znacdeni konkrétnich stromu, které se pouzivaji jako zdroj
rozmnozovaciho materidlu ve vyrobnim procesu.

Vytvoteni referencni databaze genetickych profilli konkrétnich stromt pouzivanych
jako primarni zdroj rozmnozovaciho materialu (matecnice), pokud je mé vyrobni
podnik k dispozici. Pfipadné ovétfeni zdroje rozmnoZovaciho materidlu u subdodavatele
nebo Slechtitele.

Ovéfeni pravosti odriidy s vyuzitim referenéni databaze genetickych profiléi pti NOU.
Vytvofeni a pribéznd aktualizace genetickych profili vSech stromll pouzivanych
pro vyrobu rozmnozovaciho materidlu/stromku (prostorové izolaty).

Vytvoteni referencni databaze odriid péstovanych/mnozenych v daném podniku.
Namatkova kontrola prodavanych vypéstkii a jejich srovnani s referenc¢ni databazi.
Cilena kontrola v ptipad€ podezieni na zaménu.

Vytvoteni vnitropodnikové databaze genetickych profilti vSech stroml pouzivanych

jako zdroj rozmnozovaciho materidlu a kontrola jejich odridové pravosti jsou z hlediska
managementu kvality velmi dalezité kroky, 1 kdyZ mohou byt financn€ narocné. Vzhledem
k dlouhovékosti stromtl je vS§ak moZné ziskané informace pouZzivat v dlouhém casovém obdobi,
protoze geneticky profil se s vékem neméni. Mnozstvi vzorkli pro namatkovou kontrolu
stromk uréenych k prodeji je pak individudlni a zavisi na toku materidlu vyrobnim podnikem.
Pro zlevnéni a zrychleni provedeni analyz lze vyuZit 1 moZnost ptipravy smésného vzorku (ze
2 az 3 stromu) pii ocekavani stejného genetického profilu (napt. stejnd Sarze vypéstkl).

V minimalistickém provedeni 1ze provadét pouze krok 6) a ziskany geneticky profil

porovnat pouze s danou referencni odridou. V piipadé€ nalezu diskrepance vSak nebude ziejmé,
v jakém kroku vyrobniho procesu k chybé doslo. Nasledné je tfeba analyzovat i jednotlivé
rozmnozovaci materialy, dokud neni zdména identifikovana.
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6. EKONOMICKE ASPEKTY

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

6.1 Ovéreni pravosti odridy pied vysadbou — kalkulace ztrat na hektar pii
vysadbé Spatné odridy 7 pohledu péstitele

V Ceské republice bylo v letech 2020-2024 na produkéni plose 863,6 ha péstovano
prumérné 516 800 ks tiesni, které poskytly pramérny pétilety vynos 1176,8 tun tfesni (vSechna
data ¢erpana z CZSO-vynosy tfesni). Rok 2024 byl ale vyznamné¢ ovlivnén jarnimi mrazy, a
proto bylo sklizeno pouze 307 tun (26 % pétiletého priméru). Primérny vynos jednoho stromu
tak byl pouze 0,59 kg teSni (oproti tomu v roce 2023 byla tato hodnota téméf pétindsobna, a to
2,8 kg). Mezi roky 2020-2024 se pramérny vynos jednoho stromu pohyboval v rozmezi
0,59-3,67 kg (pramér 2,29 kg, median 2,67 kg) (CSU). Po prepoétu byl jeden hektar osazen
pramérne¢ 600 stromy. Vynos zjednoho hektaru se pak mezi lety 2020-2024 pohyboval
v rozmezi 0,37-2,14 tun/ha (pramér 1,36 t/ha), Gidaje za rok 2025 nebyly v dobé vydani
metodiky k dispozici. Primérné vykupni cena pro zemédélské vyrobcee za 1 kg tfesSni byla v roce
2023 na zéklad¢ udaji tydennich cen 71,08 K&/kg, za rok 2024 pak 85,37 ké/kg a v roce 2025
se zvysila na 92,45 Ké/kg, vSechny ceny jsou uvadény bez DPH a dopravy (viz pravidelné
Zpravy o trhu ovoce SZIF).

Pti uvazovaném nulovém vynosu kvuli nevhodné osdzenému sadu (napt. nevhodné
klimatické podminky, vysadba $patné opylovaci odriidy u cizosprasnych odrad...) tak dochézi
k primérné ztraté vynosu z prodeje cca 126 700 K¢&/ha/rok, ptficemz osazeni sadu jinou odridou
lze zpravidla rozpoznat az po ttech letech, kdy zacina plodit. Ztrata z produkce tak miize
teoreticky byt az 380 000 K¢/ha/3 roky, ve skute¢nosti v§ak bude aktudlni ztrata v prvnich tfech
letech o néco nizsi, nebot’ mlady sad nebude jesté¢ dosahovat primérnych publikovanych
vynost na hektar. Cast ztraty se viak pienese 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
byt ptipadné plody jiné odriidy prodany. Kromé uslého zisku vSak vznikly i ndklady vysadbou
nespravné odridy (pofizeni stromkil, ndklady na vysadbu) a udrZzovanim celého sadu aZ do
okamziku, kdy bude nespravné vysazena odrida rozpoznana. Tyto naklady budou vzdy velmi
individualni. Pro orientaci jsou zde uvedeny vySe dotace na pro rok 2025 (Dotace2025):

1) 334 000 K¢/ha noveé vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrad
ovocnych stromil broskvoni, hrusni, jabloni, merun¢k, slivoni (krom& myrobalanu),
tieSni nebo visni s minimalnim poctem Zivotaschopnych jedincii — stroma 800 ks/ha;

i1) 193 000 K¢/ha nové vysazeného ovocného sadu uznanou sadbou uslechtilych odrad
ovocnych stroml broskvoni, hrusni, jabloni, merunék, slivoni (kromé& myrobalanu),
tteSni nebo viSni s minimalnim poctem zivotaschopnych jedinct — stromi 400 ks/ha.

Dalsi naklady pak bude potieba vynaloZit na likvidaci nevhodné osazeného sadu, pokud
se nechténd odrtida ukaZze dlouhodobé nerentabilni vzhledem k mistnim podminkdm. Ty budou
op¢t individualni a celkové ndklady (usly zisk + ndklady na obnovu sadu) mohou dosahnout
statisicovych Castek na hektar.
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6.2 Prvek zajisténi kvality ve vyrobnich podnicich (Skolkdach) — kalkulace ztrat
P vyrobé Spatné odridy potiebné k osdazeni jednoho hektaru sadu
z pohledu Skolkaie

Pii uvazovani moznych ztrat Skolkaii je bran v potaz pouze materidl vyrobeny
na zakazku, jelikoz pii produkci $patné odrady pro maloobchod lze zpravidla vypéstky prodat
pod spravnym nazvem. Skody z prodeje pod nespravnym nazvem nejsou v této metodice
uvazovany.

Néklady na vytvoreni Skolkafského vypéstku se budou znacné lisit mezi jednotlivymi
podniky, a krom¢ nakladii na vytvoteni a udrzovani 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 Kc&/roub), uvedeno bez DPH. Ceny zpravidla zavisi na odrad¢, kdy mohou byt
vyzadovany také licen¢ni poplatky, nebo na odebraném mnozstvi. Pti uvaze, ze naklady na
vytvoreni jednoho stromku pro velkoobchod jsou cca 50-100 K¢/ks, tak pti vyrobé 500 ks
stromki piiblizné potfebnych k osazeni 1 hektaru budou ztraty pii vyrobé cca 25 000 —
50 000 K¢. Ktomu je vSak potieba pripocCitat prodejni cenu materidlu, kterd nebude
realizovana. Cena stromkil pak bude opét velmi individudlni, jelikoZ je ovliviiovana mnozstvim
odebranych stromkd, tvarem stromkt (Spi¢dk—korunka, zékrsek-ctvrtkmen-polokmen-
vysokokmen) ¢iodriidou. Ceny se pak orientatné mohou pohybovat v rozmezi od cca
100 K¢/ks (Spicaky) po 400 Ké/ks (vysokokmeny) bez DPH. To by znamenalo dalsi ztraty pii
neprodani 500 ks ve vysi cca 50 000 az 200 000 K¢.

V ptipad¢ skolkati tak miize dojit ke ztratdm pti vyrobe 500 stromki nespravné odrudy
pottebnych pro osazeni 1 hektaru ptiblizné 75 000 az 250 000 K&.

6.3 Ovéiovani dodriovani licencnich podminek - kalkulace ztrat prFi
neuplatnéni licencnich poplatkii

Pravné€ chranéné odridy jsou zatiZzeny licen¢nimi poplatky a prodavaji se na zakladé
smlouvy. Licen¢ni poplatky slouzi k pokryti nakladt Slechtitelti pfi tvorbé novych odrid a
zérovei jsou jejich ziskem. Cast licenénich poplatki piipada také skolkaiim a daldim ¢lankéim
vyrobniho a prodejniho fetézce. Cena licence je pfipocitdvana k prodanym ockiim licencované
odridy (cca 5-12 K¢/ocko, obvykle dle poctu odebranych ocek, odridy a Slechtitele) a také
k prodavanym stromktim (obvykle 20-30 K¢, opét v zavislosti na po¢tu odebranych stromk,
odriidé ¢i Slechtiteli). Pfi neopravnéném prodeji ocek licencovanych odriid bez licen¢niho
poplatku tak vznika Skoda ve vysi 2 500 az 6 000 K¢ na osazeny hektar (500 stromk)
a pfi neopravnéném prodeji stromki bez licen¢niho poplatku pak vznika Skoda 10 000 — 15 000
Ké/ha. Tato Skoda se d€li mezi Slechtitele a Skolkate, pfipadné dalsi ¢lanky vyrobniho a
prodejniho fetézce. Zakoupeni licencované odridy pfindsi i pres vyssi pofizovaci cenu stromkl
péstitelim pfinos, nebot’ se jednd o moderni odridy s vylepSenymi vlastnostmi oproti diive
vzniklym odridam. Cely produkéni fetézec by tak mél mit z4jem na tom, aby u licencovanych
odrid byla pravost ovéfena. K licencovanym odriddm tieSni patfi naptiklad 'Tamara’,
'Kasandra', 'Emily', 'Irena’, 'Felicita' ¢i 'Fabiola' (Odrudova kniha 2025).

6.4 Ovérovani odrud pvi registraci a pii prodlouZeni jejich registrace
u Narodniho odriidového uradu — kalkulace nakladi

Vyhlaska Ministerstva zeméd¢€lstvi ¢. 221/2002 Sb., Ptiloha 2 stanovuje sazebnik
nahrad ndkladi za odborné a zkuSebni ukony zahrnujici zkousky odliSnosti, uniformity a
stalosti (tzv. DUS testy), které vykonava v pisobnosti UKZUZ. U tfe$né€ ptaci byly stanoveny
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ve vysi 4 428 K¢/rok, kdy pii registraci odridy trvaji tyto zkousky obvykle 2-3 roky
(Ehrenbergerova, 2014), jedna se tedy o 8 856 — 13 284 K¢. Pii prodluZzovani registrace mize
byt tato doba kratsi, ale vzdy je tfeba pocitat alespon s rocnim poplatkem za testovani.
V ptipad¢ podezieni, Ze je piihlaSovany material pouze mutaci jiz uznané odrudy, poptipadé
shodny s jiz uznanou odriidou (klon), mize genotypovani tuto domnénku potvrdit, nebo
vyvratit. V ptipad¢é potvrzeni tohoto podezieni jiz neni tieba DUS testy provadét. V piipadé
prodluzovani registrace odriildy lze jednozna¢né a velmi rychle potvrdit shodu s diive
registrovanou odrtidou a DUS testy mohou byt zcela vynechany.

6.5 Shrnuti

Oproti vySe vycislenym nakladim stoji ndklady na genotypovani kalkulované pro
spotfebni material a chemikalie (bez ivahy mzdovych nakladii a odpist pfistrojového vybaveni,
které tvori také velmi podstatnou ¢ast ndkladil). U izolace DNA z jednoho vzorku jsou
prumérné ndklady chemikalii a laboratorniho materidlu cca 120 K¢&/vzorek. Néklady na
multiplexni PCR a fragmentacni analyzy 1ze vy¢islit pro 16 SSR markerti v 1 multiplexni reakci
na piiblizné 300 K¢&. K cené je potieba ptipocist 1 ndklady na soucasnou analyzu laboratornich
kontrol a provoz kapilarniho genetického analyzatoru. Pokud laboratot nevlastni kapilarni
geneticky analyzator, mize za Uplatu v fadu stovek K¢ vyuzit sluzeb fragmentacni analyzy
u fady firem/organizaci, které tuto sluzbu nabizeji.

Néklady jsou kalkulovany pro rok 2025 a pfi neustale se zvySujicich cenach vstupnich
material a chemikalii je tfeba pocitat s jejich nartstem. Ve vysledku se bude celkova cena
analyzy odvijet od poctu analyzovanych vzorkl, zalezi velmi ¢asto na pozadavcich zédkaznika,
kolik vzorkli povazuje za vhodné analyzovat. Analyzu lze pti predpokladu testovani identické
odridy zlevnit i1 spojenim 2-3 vzorkd do jedné analyzy, kdy lze jeSté¢ garantovat zjiSténi
pfitomnosti vice genotypt. V souhrnu lze vsak pfedpokladat, ze se vyslednd cena za analyzu
bude pohybovat v fadu niZsich tisicti K¢ a méla by byt levnéjsi nez DUS testy. Pti porovnéni
moznych ztrat/nakladt vycislenych vyse je tak ziejmé, ze ve vSech uvedenych ptikladech
vyuziti této metodiky lze ocekavat jednoznaény finanéni ptinos pro jejiho uZivatele.
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PRILOHA — CHARAKTERISTIKA REFERENCNICH ODRUD

'Burlat’

Typ rlstu stromu:

Doba kveteni:

velké, Siroce rozlozité koruny

kvete stiedné rané, je dobry opylovacem

Zralost: jednotné zrani ve 2. tfeSiiovém tydnu
Plodnost: pravidelny a dobry vynos
Plod: velky, tvar je srdcity k ¢lence zakulaceny, chut je dobrd, pii destich
plody praskaji
Odolnost: netrpi vrtuli, neni nachylny k monilii
Poznamka: vhodny spise do sussich oblasti, na ranou odrtidu je chut’ velmi
dobry, spolehlivé plodi, je cizosprasny
SSR marker BPPCTO037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 136 138 240 252 332 332 424 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 120 124 232 238 353 359 426 428
SSR marker UCD-CH11 Pav_chr4 499 Pav_chr3_002 Pav_chr8 438
Délka alel 147 151 233 246 316 320 410 412
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCT006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 108 116 184 184 310 320 440 458
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'Early Korvik'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:
Zralost:

Plodnost:

Plod:

Odolnost:
Poznamka:

sttedné silny, vzptimeny rist

sttedné pozdni
4. tfestiovy tyden
velmi vysoka, brzka

mirné srd¢ity, pevna duznina, navinule sladkd, velmi dobra
k praskéani plodi sttedné odolny, odolny k jarnim mrazim
vysoka plodnost, kvalitni chrupka, vhodna do vSech

pestitelskych oblasti

SSR marker BPPCT037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 132 142 252 252 330 340 416 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 114 130 230 232 351 363 426 428
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 141 151 233 239 308 314 410 416
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCT006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 116 129 184 200 318 330 434 440
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'Justyna’

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni

Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost:

Poznamka:

sttedn¢ pozdni
5.-6. tyden

rand, velmi vysoka
Siroce kulovity tvar, duznina je velmi pevnd, navinule sladka,
Stavnata, velmi dobra
stitedni odolnost k praskani i poskozeni kvéti
pozdni chrupka s kvalitnimi plody a ranym vstupem do plodnosti a
pravidelnou plodnosti

stiedné silny, rozlozity az mirné previsly

SSR marker BPPCT037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 138 142 252 252 330 340 424 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 128 130 238 248 351 357 416 438
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 145 145 227 233 308 322 410 412
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCT006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 108 108 184 184 318 330 434 440
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'Kasandra'

Typ rlstu stromu:

Doba kveteni:

stiedné silny rast, vzpitimeny habitus
rana

Zralost: prelom 2.-3.tydne

Plodnost: rana, vysoka

Plod: Siroce kulovity tvar, duznina stiedné pevnd, sladce navinula chut,

velmi dobra

Odolnost: citliva k praskani plodl na trovni odridy Burlat

Poznamka: velmi kvalitni rana polochrupka, pravideln¢ plodna
SSR marker BPPCTO037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 136 142 252 252 330 332 418 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 120 128 232 238 353 357 428 430
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 145 151 246 246 314 320 410 410
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCTO006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 116 120 184 184 310 332 434 458
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'Kordia'

Typ ristu stromu: silny rust, pozd¢ji oslabuje
Doba kveteni: pozdni
Zralost: 5. tyden
Plodnost: vysoka, rany néstup do plodnosti
Plod: srd¢ity tvar, tmavé ¢ervend barva, duznina je pevna, sladka, velmi
dobra
Odolnost: odolna k praskani plodd, citliva na jarni mraziky v dobé kveteni
Poznamka: sttedn¢ zrajici chrupka, s velmi kvalitnimi plody, odolna
k praskani, nevyhodou je citlivost na mraz
SSR marker BPPCT037 EMPA005 Pav chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 136 142 252 252 330 340 406 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 120 130 230 238 351 359 416 428
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 145 151 233 246 304 308 410 412
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCTO006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 108 116 184 184 310 318 440 460

Strana 38 (celkem 43)



'Rivan'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:
Odolnost:

Poznamka:

2000
SHOT ON POCO X3 NFC

velmi rand (1. tfeSnovy tyden, konec kvétna)
sttedn¢ brzka, stfedni az vysoka, pravidelna
stiedné velky, srdcovity, soumérny

vysoka odolnost kvétl 1 dfeva proti mrazu a odolnost proti
monilidze, plody odolné k praskani
nenaro¢na, vhodna do vSech oblasti péstovani tfesni, véetné
chladnéjsich poloh, pro velmi rané zrani

sttedné bujny az silny, tvofi kulovitou, fidkou korunu
rana

SSR marker BPPCT037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 142 142 252 252 332 340 418 426
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 118 128 230 248 353 361 424 426
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 141 145 227 233 304 322 386 408
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCT006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 120 123 184 196 310 316 425 446
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'"Tamara’'

Typ rlstu stromu:

Doba kveteni:
Zralost:
Plodnost:
Plod:

Odolnost:
Poznamka:

K
R
-

stiedné silny, vzptimeny

sttedn¢ rana

5.- 6. tfestiovy tyden

velmi vysoka, rany nastup

Siroce kulovity, velmi velky, duznina je pevna, sladka az velmi
sladka

stiedni viici moniliové hnilobé¢, citliva na praskani plodi
sttedni az pozdni velmi kvalitni chrupka, velmi dobré chuti

SSR marker BPPCT037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 136 138 242 252 330 332 418 424
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 114 114 232 248 357 361 430 438
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 145 147 233 233 304 322 410 412
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCT006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 108 125 184 184 316 330 425 434
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'"Téchlovan'

Typ rlstu stromu:
Doba kveteni:

Zralost:
Plodnost:
Plod:
Odolnost:

Poznamka:

silny, pozdéji stfedni

sttedn¢ pozdni

4. tyden, asi 8 dni pfed Kordii
sttedné vysokd, rana néstup

kulovité, tmaveé Cervené, navinule sladké, velmi dobré chuti
citliva na praskani plodu, stfedné€ k moniliovému tzehu
sttedn€ pozdni chrupka, citliva na praskani, velmi dobré chuté

\

‘k

(‘“
A

4

\

SSR marker BPPCT037 EMPAO005 Pav_chr4 217 Pav_chr6 505
Délka alel 138 142 252 252 313 330 406 418
SSR marker Pav_chrl 073 Pav_chr3 706 Pav_chr5 144 Pav_chr2 274
Délka alel 114 120 230 234 351 357 416 430
SSR marker UCD-CHI11 Pav_chr4 499 Pav_chr3 002 Pav_chr8 438
Délka alel 145 151 227 246 302 308 410 412
SSR marker Pav_chr6 178 CPPCTO006 Pav_chr7 798 Pav_chr7 867
Délka alel 108 116 184 184 318 332 434 460
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