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Zavedeni metody zaloZené na analyze mikrosateliti

(SSR markeriu) pro identifikaci odriud u révy vinné

Katerina Stankova

Usttedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédélsky, OMB, Hroznovd 2, 656 06 Brno
katerina.stankova@ukzuz.cz

1 Uvod

Réva vinna je jednou z nejstarSich kulturnich rostlin péstovanych ¢lovékem. Odrady révy vinne
se tradi¢né identifikuji na zakladé porovnani charakteristickych morfologickych znakd, jako
jsou plné vyvinuté listy dospélé rostliny, kvéty, plody, ale i nastup jednotlivych fenofazi. Projev
morfologickych charakteristik je zavisly na ptirodnich podminkach, individudlni rostlinné
biologii, fazi vyvinu a zdravotnim stavu rostliny. U rostlin mladSich péti let se neprojevuji

typické znaky pro dospélé rostliny.

Genetické markery se staly vhodnym zptsobem, jak nejen urychlit a zefektivnit proces
identifikace odrad, tvorby odrid novych, ale i soufasné¢ kontrolovat zékladni parametry
mnozitelskeho materialu — odliSitelnost, vyrovnanost a stalost. Pro identifikaci odrad
se prozatim ukazala jako nejvhodnéjsi metoda SSR (Simple Sequence Repeat, mikrosatelity).
Mikrosatelitni markery jsou vysoce polymorfni, kodominantni a opakovatelné. Pro révu byl
vyvinut doposud nejpropracovangjsi systém identifikace. V ramci mezinarodniho projektu EU
GENRES 081 bylo ureno a doporuceno Sest mikrosatelitnich lokust jako identifika¢ni

minimum.

2 Cil

Cilem prace bylo zavést metodu pro identifikaci odrid révy vinné pomoci Sesti SSR markert
(mikrosatelitil), a to konkrétn¢ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VIZAG62 a VrZAGT9.
Tyto makery doporucuje ECP/RG (European Cooperative Program for Crop Genetic Resorces

Network) jako druh vhodnych deskriptorti pro identifikaci odrtid révy vinné. Pro vyse uvedené



markery je na www.eu-vitis.de dostupna databaze, kterda umoznuje porovnani vysledki analyz

SSR markert testovanych vzorki révy vinné s hodnotami referen¢nich odrid.

3 Princip

Princip metody SSR je zaloZen na amplifikaci mikrosatelitnich oblasti (asekit DNA), které jsou
stalé v ramci jedné odridy, ale vysoce odli$né ve srovnani mezi odridami. Tyto kratké motivy
se proto daji vyuzit jako kli¢ k identifikaci neznamych odrtid. Mikrosatelity pfedstavuji oblasti
v DNA sloZené z mnohokrat se opakujicich jednoduchych motivii o délce 1 aZ 6 nukleotid,
jako jsou napt. (A)n, (AG)n, (GATA).. Tyto opakujici se motivy se nazyvaji repetice.
Jejich celkova délka obvykle neptesahuje 100 bp. Podle slozeni lze mikrosatelity rozdélit
na dokonalé, nedokonalé a slozené. Dokonaly mikrosatelit je tvofen souvislou jednotkou
repetice, napf. (AG)20, u nedokonalého mikrosatelitu je jednotka repetice prerusena sledem
nahodnych bazi. SloZzeny mikrosatelit je tvofen nékolika riznymi jednotkami repetice, napf.

(AG)14(AT)3s.

Zakladem metody je detekce SSR pomoci polymerazové retézoveé reakce (dale PCR). Jedna se
o0 hojné pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohondsobnému namnozeni (amplifikaci)
oblasti, ktera vySe uvedena opakovani obsahuje. PCR se provadi automatizované v termalnim
cykleru. Pred vlastni PCR je dtlezité provést uplnou pocatecni denaturaci DNA. Tim se zajisti,
ze pii prvnim kroku cyklu nedojde pouze k ¢aste¢nému oddéleni komplementarnich fetézcu,
ale vSechny molekuly pivodni DNA budou jednofetézcové a piistupné primerim. Nasleduje
denatura¢ni krok prvniho cyklu. Béhem druhého kroku, tzv. annealingu, pfisedaji kratké
oligonukleotidy  (primery) specifické kusekim DNA bezprostiedné piiléhajicim
k mikrosatelitni sekvenci. Ve tietim kroku cyklu, tzv. extenzi, jsou primery prodluzovany
DNA-polymerazou. Nasledujici cyklus zacind opét denaturaci dvouvldknové DNA a vse
se opakuje. Pocet cykli PCR je zavisly na optimalizaci teplot a doby trvani jednotlivych kroka
reakce, sloZeni reak¢éni smési a mnozstvi templatové DNA. Celkovy produkt PCR se nazyva
amplikon. Mé definovanou délku pohybujici se od desitek az po stovky part bazi (bp), kterd
se stanovi kapilarni elektroforézou na fragmentovém analyzatoru. ProtoZze mé réva vinna
diploidni sadu chromozom, je v pfipadé homozygotniho znaku (mikrosatelitu) detekovan
amplikon jeden, v piipadé heterozygotniho znaku (mikrosatelitu) jsou detekovany amplikony

dva.


http://www.eu-vitis.de/

4 Material a metody

Prace vychazi z dosud zavedenych metod, které pracovisté pouziva. Jednd se o Jednotné
pracovni postupy UKZUZ ¢. 10250.1 Stanoveni ptitomnosti GMO metodou PCR a postup
¢. 40300.1 Stanoveni ptitomnosti fytoplazem metodou PCR, déle ze Zavéreéne zpravy NAZV
QC 1156, z prirucek ke kitu DNeasy®Plant Mini Kit (Qiagen, Némecko), Type-it Microsatellite
PCR Kit (Qiagen, Némecko). Zdrojem sekvenci amplifikac¢nich primerti pro amplifikaci SSR

markert je The European Vitis Database.

4.1 Piistroje a pomicky

Sterilni tfeci misky s tloucky.

Homogenizator Roller, Meku Pollachne, Némecko.

Ponorny mixér.

Pasteurovy pipety.

Petriho misky.

Vahy s piesnosti 0,01 g.

Navazovaci 1zicka nebo kopistka.

Vortex.

Chlazena centrifuga.

Vodni lazen nebo termoblok (65 °C).

Nizkoobjemovy spektrofotometr; vinové delky (230; 260; 280) nm, NanoDrop2000, Thermo
Scientific, USA.

Minicentrifuga.

PCR box.

Termalni cykler, C1000 Touch ™ Thermal Cycler, BIO-RAD, USA.
Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

Elektroforeticka vana a zdroj napéti.

Transiluminator.

Fotodokumentacni zafizeni a ptislusny software.

Fragmentovy analyzator a software PROSize 2,0, Fragment Analyzer, Advanced Analytical,
USA.

pH metr.



Automatickeé pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul a sterilni $picky s filtrem.
Plastové zkumavky o objemu (0,2; 0,5; 2; 50; 250) ml.

96jamkové a hlubokojamkové desticky.

Samolepici folie.

Centrifuga pro 96jamkové¢ desticky.

Vyrobnik ledu.

Mrazici box (=20 °C, -80 °C).

Chladnicka.

Horkovzdusné susarna.

Ptenosna UV lampa.

Latexoveé rukavice bezpudrove, laboratorni sklo, stojanky na zkumavky, nadoba na uchovani
ledu, odpadni nadoby.

Material se sterilizuje a dekontaminuje bud’ tepelné, tj. v susarné 1 h pii (115 — 120) °C, nebo
chemicky, napf. dekontamina¢nim roztokem, (0,5 — 1)% chlornanem sodnym. Zvoleny zptsob

zalezi na povaze materialu.

4.2 Chemikalie

4.2.1 Homogenizace rostlinného materialu (pufr Dellaporta)
Hydrogenfosfore¢nan draselny trihydréat p. a.
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p. a.

Sacharoza p. a.

Bovine serum albumin frakce V.

Polyvinylpyrrolidon.

Kyselina askorbova p. a.

Priprava pufru Dellaporta

43,4 g hydrogenfosfore¢nanu draselného, 8,2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 200 g
sachardzy, 3 g séra a 40 g polyvinylpyrrolidonu se rozpusti ve sterilni vodé a doplni se
do objemu 2 I. Takto pfipraveny roztok se uchovava pii —20 °C. Pfed pouzitim k homogenizaci
rostlinného materidlu se rozmrazi a ptida se kyselina askorbova v mnozstvi 1,06 g/200 mi
pufru. Pomoci NaOH se upravi pH na 7,6. Pufr se pouZivd vytemperovany na teplotu 4 °C.

Do druhého dne se spotiebuje.



4.2.2 DNeasy® Plant Mini Kit - kit pro izolaci genomické DNA z rostlinnych bunék
a pletiva (Qiagen)

DNeasy Mini Spin Columns (bezbarvé).

QIlAshredder Mini Spin Columns (fialové).

Collection Tubes (2 ml).

Buffer AP1.

Buffer P3.

Buffer AW1 (koncentrat), pted prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem podle navodu

vyrobce Kitu.

Buffer AW2 (koncentrat), pted prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem podle navodu

vyrobce Kitu.

Buffer AE.

RNase A (100 mg/ml).

4.2.3  Type-it Microsatellite PCR Kit (Qiagen)
Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x.

RNase-Free voda.

424 Amplifikacni primery

Plastid Al: CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG.

Plastid A2: GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC.

VVS2 F: CAG CCC GTA AAT GTATCC ATC.

VVS2R: AAATTC AAAATT CTAATT CAACTGG.
VVMDS5F: CGA GAG CTA CGC CAATCC AA.

VVMDS5R: TAT ACC AAA AAT CAT ATT CCT AAA.
VVMD7F: AGA GTT GCG GAG AAC AGG AT.
VVMD7R: CGA ACC TTC ACACGC TTG AT.
VVMD27F: GTA CCA GAT CTG AAT ACA TCC GTA AGT.
VVMD27R: ACG GGT ATA GAG CAAACG GTGT.
VIZAG62F: GGT GAA ATG GGC ACC GAA CAC ACG C.
VIZAG62R: CCATGT CTC TCC TCA GCT TCT CAG C.
VIZAGT79F: AGA TTG TGG AGG AGG GAA CAA ACCG.
VIZAG79R: TGC CCC CATTTT CAAACT CCCTTCC.
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Piiprava amplifika¢nich primerua
Primery se rozpusti, fedi a rozdéli do potiebnych mnozstvi takto.
Zasobni roztok o koncentraci 100 uM

Do zkumavky s primerem v podobé prasku na dné se piida pracovni roztok TE pufru
v mnoZstvi, které uvadi vyrobce. Jemnym pipetovanim se promicha. Tim se zisk& zasobni
roztok, ktery se rozpipetuje po 30 pl do zkumavek o objemu 0,5 ml. Zkumavky s primery

se zamrazi a uchovavaji pii teploté —20 °C.
Pracovni roztok o koncentraci 10 uM

Do jedné zkumavky zasobniho roztoku se ptida devitindsobny objem pracovniho roztoku TE
pufru. Tim se ziska pracovni roztok. Rozd¢li se po 15 pl a zamrazi se na —20 °C. Do reakéni

smési PCR se ptidévaji pracovni roztoky primert.

4.2.5 DNF-900 ds DNAreagent Kit, (35 — 500) bp (Advanced Analytical)
FA dsDNA Gel, 35 bp — 500 bp, skladuje se v chladu, pti 4 °C.

Interkala¢ni barvivo, skladuje se pii =20 °C.

5 x koncentrovany dsDNA Inlet Buffer, skladuje se v chladu, pii 4 °C.

5 x koncentrovany Capillary Conditioning Solution.

35/500 bp marker, skladuje se pti —20 °C.

(75 - 400) bp DNA Ladder, skladuje se pti —20 °C.

Mineralni olej.

1 x tedici TE puft.

Priprava FA dsDNA gelu

Gel se skladuje pti 4 °C, interkala¢ni barvivo pii —20 °C. Pfed pouzitim se ob¢ reagencie
vytemperuji na laboratorni teplotu. V 50ml zkumavce s konickym dnem se smichaji pfislusné
objemy gelu a interkalacniho barviva v mnozstvi podle poctu analyzovanych vzorkd, viz
Tabulka 1. Interkala¢ni barvivo se v gelu rozmicha tak, Ze se zkumavka mirné poklepe o dlan.
Pfi michani se dba na to, aby nedochazelo ke vzniku bublin. Zkumavka s gelem se umisti

fragmentového analyzatoru.



Tabulka 1. Potiebné mnoZstvi gelu a interkalaéniho barviva pro uvedeny pocet
analyzovanych vzorki (jamek).

Pocet analyzovanych Objem interkala¢niho Objem gelu
vzorki barviva (ul) (ml)
12 0,5 10
24 0,75 15
36 1,0 20
48 1,25 25
96 2,25 45

Piiprava 1 x ds DNA Inlet buffer

5 x ds DNA Inlet buffer se skladuje pii 4 °C. Pfed fedénim se vytemperuje na laboratorni
teplotu. Do 50ml konické zkumavky se nalije 10 ml 5 x Inlet buffer a doplni se vodou
do objemu 50 ml. Tfepanim se promicha. Takto pfipraveny roztok se napipetuje v mnozstvi
1 ul do kazdé jamky fady A hlubokojamkové desti¢ky. Desticka se umisti do fragmentového
analyzatoru. Zbyly nafedény roztok se skladuje pii 4 °C.

Priprava 1 x Capillary conditional solution

5 x Capillary conditional solution se skladuje pfi laboratorni teploté. Do 50ml konické
zkumavky se nalije 10 ml 5x Capillary conditional solution a doplni se vodou do objemu 50 ml.
Tfepanim se promicha. Zkumavka s capillary conditional solution se umisti do fragmentového

analyzatoru. Natfedény roztok se skladuje pii laboratorni teploté.

Priprava 35bp/500 bp markeru

35/500 bp marker se skladuje pii -20 °C. Pied pouzitim se vytemperuje na laboratorni teplotu.
Po rozpusténi se roztok protfepe nebo promichd na vortexu a centrifuguje na minicentrifuze.
Do kazdé jamky fady A 96 - jamkové PCR desticky se napipetuje 30 pl markeru. Desticka
se centrifuguje na centrifuze (3000 rpm, 2 min). Kazda jamka se piekryje 20 ul minerdlniho
oleje. Deska se umisti do fragmentového analyzatoru. Takto piipravena deska se mize pouzit

pro 30 aplikaci.



Piiprava DNA Ladder 75-400 bp
DNA Ladder 75-400 bp se skladuje pti -20 °C. Pfed pouzitim se vytemperuje na laboratorni
teplotu. Po rozpusténi se roztok protiepe nebo promicha na vortexu a kratce centrifuguje

na minicentrifuze.

426  Chemikalie pro pripravu elektroforetického pufru TAE
Disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové, Na,EDTA.
Trizma base.

Ledova kyselina octova.

Priprava TAE pufru
Ptiprava zasobniho roztoku 50 x TAE

1. Piiprava 0,5 M zasobniho roztoku EDTA

186,1 g Na,EDTA se vmicha do (750 — 800) ml (re)destilované vody. Na,EDTA se tplné
nerozpusti, dokud nebude pH vyssi nez 7,0. pH se upravi na 8,5 pfidanim NaOH. Potom
se doplni (re)destilovanou vodou do objemu 1000 ml. Prefiltruje se ptes husty filtra¢ni papir.

Roztok se skladuje pii laboratorni teploté.

2. Piiprava 2 M Tris

Navazi se 242 g Trizma base a rozpusti v 650 ml (re)destilované vody. Ptida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové a 100 ml pifedem ptipraveného 0,5M zasobniho roztoku EDTA (pH 8,5).
Doplni se (re)destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava

se v tésné€ uzaviené lahvi pii laboratorni teploté.

3. Piiprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu
Odméfi se 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE a doplni se (re)destilovanou vodou do objemu
1000 ml.

Priprava agarézového gelu
PouZiva se 1% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA (0,5 g agarézy) a 2% gel
pro hodnoceni amplifikacnich fragmentt (1 g agarozy). Do Erlenmeyerovy baiiky se navazi

dané mnozstvi praskové agardzy a ptida se 50 ml pracovniho 1 X TAE pufru. Vafi se pfi teploté



(150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle po dobu (15 — 20) minut do doby, az se vycefi

roztok a vymizi vzduchové bubliny. Mezitim se ptipravi nalévaci vanicka a vhodny hiebinek.

Po mirném zchladnuti se piidd 7,5 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (interkala¢ni
barvivo slouzici ke zviditelnéni DNA v gelu) a micha se 1 min. Poté se vyjme michadlo a agar
se nalije do vany s hiebinkem. Asi po (20 —30) min, v zavislosti na teploté prostiedi, 1ze opatrné
vyjmout hiebinek a pfenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim roztokem
1 x TAE pufru.

4.2.7  Ostatni

(96 — 100)% etanol

Voda vhodna pro PCR.

(re)destilovana voda.

Zasobni roztok Tris-EDTA buffer solution 100 x (dale TE pufr). Pracovni roztok 1 x se ziska

zfedénim zasobniho roztoku (re) destilovanou vodou.

Agardza.

Zasobni roztok ethidium bromidu. Pracovni roztok se ziska ziedénim zasobniho roztoku 10 X
(re) destilovanou vodou.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napf. GeneRuler™S50bp DNA Ladder).

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky hmotnostni marker pro genomovou DNA (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler
Precision Mass, Biorad).

Capillary storage buffer.

Tekuty dusik.

(0,5 - 1)% roztok chlornanu sodného.

70% etanol.

Dekontaminacni roztok.

Hydroxid sodny, ¢ (NaOH) = 1 mol.I", 10 g NaOH se rozpusti ve vodé a dopln na vysledny

objem 250 ml v odmérné barce.

4.3  Testovany materiél

Podle klasifikatoru OIV, European Vitis Database (Obr. 1) a Kli¢e pro identifikaci odrad
pomoci SSR (Baranek et al.) (Obr. 2) byly vybrany odridy vhodné pro otestovani. Byly zvoleny



odridy s jedine¢nou kombinaci alel a odridy s podobnymi velikostmi alel u daného lokusu.
Celkem bylo z pokusné stanice v Oblekovicich dodano deset vzorka révy vinné. Devét vzorki
odrud bylo oznacenych, desaty vzorek byl kontrolni — anonymni. Desaty kontrolni anonymni
vzorek byl jeden z deviti uvedenych, pro ovéfeni metody. U kazdé odrady byl otestovan vzorek
Vv riznych fenofazich, a to mlady list, dospély list, hrozen a révi. Jednalo se o smésné vzorky
slozené z péti raznych rostlin jedné odrudy, které spliiovaly podminky uniformity odrady
a béhem vegetace nebyly odlisné. Vzorky jednotlivych fenofazi byly vZdy odebrany ze stejnych
ket révy. U odrady Chardonnay (vzorek ¢. 1) byly porovnany SSR markery u péti
samostatnych rostlin a smésného vzorku mladého a dospélého listu pro porovnani vysledkt

mezi rostlinami v ramci jedné odrudy.

Vvs2 VVMD5 VVMD7 VVMD27 VrZAG62 VIZAGT9

N=(121-124)bp | N=(218-224)bp | M=(229-235)bp | N=({171-175)bp | N= (172-178)bp | N=(234-238)bp

alelal alela2 alelal alela2 alela1 alela2 alela1 alela2 alelal alela2 alelal alela 2

1 Chardonnay N+14 N+20 N+12 N+16 N+8 N+12 N+6 N+14 N+14 N+22 N+6 N+8
{Chardonnay B) CH1 CH2 CHL CH2 CF1 GE1 CF1 CS52 CH1 CH2 CH1 CH2

) Sylvanské zelené N+28 N+30 N+ N+10 N+12 N+14 N+14 N+19 N+14 N+30 N+12 N+14
(Silvaner B) S11 512 CF1 GEL GEL ME2 cs2 Mu2 CH1 CF2 SI1 GE2

3 Tramin cerveny MN+28 MN+28 MN+10 N+16 MN+12 N+26 MN+14 MN+14 N+14 MN+20 N+8 N+14
{Gewiirztraminer RG) Si1 SI1 GEL CH2 GEL GE2 CS2 C52 CH1 CF1 CH2 GE2

4 Modry Portugal N+20 N+28 N+6 N+12 N+12 N+24 N+6 N+19 N+14 N+30 N+12 N+22
(Portugieser N) CH2 SI1 CF1 GEL GEL PO2 CF1 MuU2 CH1 CF2 511 CF2

5 Merlot N+16 N+28 N+4 N+14 N+8 N+16 N+14 N+16 N+20 N+20 N+22 N+22
(Merlot N) CF1 511 CF1 MuU2 CF1 ME2 cs2 ME2 CF1 CF1 CF2 CF2

- Rulandské bilé N+14 N+28 N+6 N+16 N+8 N+12 N+10 N+14 N+14 N+20 N+2 N+8
{Pinot B) CH1 SI1 MUL CH2 CF1 GE1 PI1 CS52 CH1 CF1 PN1 CH2

8 Chardonnay N+14 N+20 N+12 N+16 N+8 N+12 N+6 N+14 N+14 N+22 N+6 N+8
(klon S§d Latous, Némecko) CH1 CH2 CHL CH2 CF1 GE1 CF1 CS52 CH1 CH2 CH1 CH2

Obr. 1. Seznam referen¢nich odrad révy vinné s uvedenymi velikostmi alel jednotlivych
SSR markeru a se systémem kodovani podle European Vitis Database.

vvs2 VVMDS5 VWMD7 VVMD27 VIZAG62 VIZAGTY
N=(121-124)bp | N=(218-224)bp | N=(229-235)bp | N=(171-175)bp | N= (172-178) bp | N=(234-238) bp

alelal alela2 | alelal  alela2 | alelal alela2 | alelal  alela2 | alelal  alela2 | alelal  alela2

N+10 N+28 N+14 N+18 N+20 N+20 N+6 N+16 N+20 N+20 N+18 N+22
6 |Malverina

BA1 CF2 MU2 CF2 FE1 FE1 CF1 ME2 CF1 CF1 MU2 CF2
5 Cabernet Moravia N+20 N+24 N+ N+4 N+8 N+32 N+ N+14 N+20 N+30 N+0 N+8

CH2 CF2 CF1 CF1 CF1 CF2 MU Cs52 CF1 CF2 RO1 CH2

Obr. 2. Seznam odrid révy vinné s uvedenymi velikostmi alel jednotlivych SSR markeru
a syst¢émem kodovani dle Kli¢e pro identifikaci odrid pomoci SSR (Baranek et al.)
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5 Pracovni postup

5.1 Homogenizace rostlinného materialu

Homogenizace listii pomoci tekutého dusiku
DNA se extrahuje z materialu Cerstvého nebo zamrazeného pii —80 °C.

Nejdiive se tekutym dusikem vychladi tieci misky i tloucky tak, ze se tekuty dusik nalije
do misky a postupné se piiléva az do fadného zchlazeni misky, pii kterém jiz nedochazi

k vyraznému odpafovani dusiku.

K dusiku v misce se pfida tkan a pomoci tlou¢ku se rozmélni na jemny prasek. Ziskany prasek
se vychlazenou kopistkou nebo 1zi¢kou ptenese do zkumavky s 500 ul pufru AP1. Objem

extrakéniho pufru se pohybuje kolem 500 pl na 100 mg tkané.

Aby se zamezilo nukleolytickému $tépeni DNA, musi se s rozmélnénym materidlem pracovat
rychle. Nenechava se roztat, co nejdiive se prenese do extrakéniho pufru AP1. Po zapoceti 1yze
vzorku se sroztokem manipuluje velmi jemné a opatrn€, protoze vlakna DNA, ktera
se do roztoku uvoliuji, jsou velmi nachylna na mechanické poskozeni. Opatrnym zachazenim

se zajisti co nejlepsi celistvost vyextrahované DNA.
Homogenizace listl a révi pomoci pufru Dellaporta

Jako vzorek se pouzivaji cévni svazky Cerstvych listl (sttedové zilky) a lyko z révi. Do Petriho
misky se nastiihaji stfedové zilky listd, nebo se naSkrabe Iyko (asi 2 g). Pielije se 5 ml
vychlazeného pufru Dellaporta. Material se potom vlozi do homogenizatoru Roller. Béhem
homogenizace se pielije dalsimi asi 15 ml uvedeného pufru a ten se sbird do 50ml zkumavky.
Inkubuje se 10 min na ledu nebo v lednici. Pak se vzorek centrifuguje 4 min v piedem
vychlazené centrifuze pii 1000 g. Supernatant se slije do nové 50ml zkumavky. Centrifugaci
se odstrani hruby balast. Dale se centrifuguje 25 min pii 10000 g. Supernatant se vylije
a ziskany pelet se pouzije pro extrakci DNA. Do 50ml zkumavky s peletem z rostlinného
materialu se napipetuje 1000 pl pufru AP1 a fadné se promicha. Poté se pienese Pasteurovou
pipetou 2 x 500 ul této suspenze do dvou ¢istych 2ml zkumavek. Takto se ziskaji z jednoho

homogenizovaného vzorku dva vzorky paralelni.
Homogenizace hrozni pomoci ponorného mixéru

Ponornym mixérem se rozmixuje cely hrozen, tj. tfapina i bobule. Z rozmixovanych hroznt

se extrahuje dvéma zputsoby. Priblizn¢ 500 pl rozmixované smeési se napipetuje do sterilnich
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2ml zkumavek s 500 pl pufru AP1 a dale se postupuje podle nize uvedeného extrak¢éniho
protokolu. Druhy zptisob je, Ze se napipetuje 1500 pl smési a centrifiguje se 5 min pii 13 000
ot/min. Tekuté faze se vylije a na usazeninu se napipetuje 500 pl pufru APL.

Zbyly rozmixovany vzorek se zmrazi v plastovych obalech pii teploté —80 °C.

5.2 Extrakce DNA

Vlastni extrakce DNA probihd v n¢kolika krocich. Nejdiiv se pfipravi pracovni plocha.
Pracovni nastroje, pomiicky 1 prostor se dekontaminuji od jakychkoli molekul DNA otfenim
povrchi roztokem chlornanu sodného a dekontamina¢nim roztokem a ptisobenim UV zafeni

po dobu 30 min. Vodni lazen se ptredehieje na teplotu 65 °C.

Prvnim krokem extrakce DNA je bunécna lyze. Do kazdé zkumavky se vzorkem a pufrem AP1
se pridaji 4 pl RNazy A. Obsah zkumavek se kratce promicha na vortexu. Inkubuje se 10 min
pii 65 °C ve vodni lazni. Béhem inkubace se vzorky oto¢enim zkumavky 2 x az 3 x promichaji.
Ziskéd se bunécny lyzat. Dal§im krokem je vysrazeni zbytkli. K bunéénému lyzatu se ptida
130 pl pufru P3, promicha se a inkubuje se 5 min na ledu. Centrifuguje se 5 min
pii 14000 ot/min. Supernatant se pipetuje do QIAshreddes Mini spin kolonek (fialové), kterée
jsou umistény ve sbérnych 2ml zkumavkach a centrifuguje se 2 min pti 14000 ot/min. Fialova
kolonka slouZzi k mechanické filtraci zbytki bunéfnych stén, precipitovanych proteini

a polysacharidi.

Nasleduje vazani DNA. Protekla tekutina se pienese do nové 2ml zkumavky a ptida se 750 pl
pufru AW1. Promicha se opakovanym pipetovanim. Napipetuje se 650 pl vzniklé smési
do kolonek DNeasy Mini spin (bezbarvé), umisténych ve sbérnych zkumavkach. Centrifuguje
se pii 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Zopakuje se piedchozi krok se zbytkem smési.
V bilych kolonkach dochézi k zachyceni precipitované DNA, zatimco zbytkové proteiny
a polysacharidy se odstrani dvéma po sob¢ jdoucimi promyvacimi kroky. DNeasy Mini spin
kolonky se ptfemisti do novych sbérnych zkumavek a ptida se 500 ul pufru AW2. Centrifuguje
se 1 min pii 8000 ot/min. Protekla tekutina se vylije. Znovu se piida 500 ul pufru AW2
a centrifuguje se 2 min pii 14000 ot/min. Poslednim krokem extrakce DNA je jeji eluce.
Dochazi pti ni k uvolnéni navazené DNA z membrany kolonky. Kolonky DNeasy Mini spin
se piemisti do novych zkumavek a pfesné na membranu se napipetuje 100 pl pufru AE.

Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté a poté se centrifuguje 1 min pii 8000 ot/min. Protekla
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tekutina neboli eluat obsahuje ¢istou genomovou DNA. Pro kratkodobé skladovani se uchovava
pfi teploté (2 — 8) °C, pro dlouhodobé pii —20 °C.

5.3 Méreni koncentrace a urceni kvality vyizolované DNA

Dulezitym krokem po vyextrahovani DNA je spektrofotometrické stanoveni jeji koncentrace a
Cistoty (tj. dalsich ptimési) a zjisténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové elektroforézy v 1%

agarozovém gelu.
Spektrofotometrické méreni koncentrace ziskané DNA

Me¢éfteni pii vinovych délkach (230; 260; 280) nm umoZnuje vedle stanoveni koncentrace
ziskané DNA i hodnoceni ¢istoty vzorku. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.
Stupen Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pti (260 a 280) nm

a (260 a 230) nm.

Hodnoty poméru 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Hodnota ~ 1,8
se oznacuje jako Cistd DNA. Jestlize je naméfend hodnota pod 1,7, je DNA znec€isténa proteiny

nebo polyfenoly. Pokud je naméfena hodnota nad 2,0, je DNA zne€isténa RNA.

Hodnoty poméru 260/230 museji byt vyssi nez 1,5. lIdeélni hodnoty jsou (2,0 — 2,2). Pokud je

naméfena hodnota nizsi neZ 1,5 je ziskand DNA kontaminovana polysacharidy a fenoly.
Vlastni méreni

Koncentrace DNA se mé&fi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je DNA rozpusténa
(v naSem ptipad¢ se jedna o elu¢ni roztok AE z kitu DNeasy Mini Kit). Pouziji se 2 ul vzorku.
Kazdy vzorek se méfi 2 x. Vypocita se pramér z naméfenych hodnot. Pro naslednou PCR
zpravidla vyhovuji koncentrace v rozmezi (10 — 20) ng/ul templatove DNA. Pokud je jeji
koncentrace vyssi, je tfeba ji na tuto hodnotu nafedit vodou vhodnou pro PCR podle niZe
uvedené¢ho vztahu. Snizenim koncentrace DNA se snizi 1 koncentrace ptipadnych inhibitora

reakce, které mohou byt ve vzorku pfitomny.
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d=(Xxxy)z v=x-d

X pozadované mnozstvi naiedéné DNA (ul),

y pozadovana koncentrace DNA (ng/ul),

z zmé&fena koncentrace DNA (ng/pl),

d mnozstvi ndmi vyextrahovaného vzorku potiebného pro piipravu x pl roztoku
0 koncentraci DNA z (ul),

% mnozstvi PCR vody potiebné pro fedéni vyextrahované DNA na poZadovanou

koncentraci.

Ur¢eni kvality vyextrahované DNA
Pomoci elektroforézy v 1% agar6zovem gelu se zjisti kvalita vyextrahované DNA (zda je

celistva nebo degradovand), pritomnost RNA a proteint.

Vzorky se smichaji s barvivem 6 x Loading Dye Solution v mnozstvi 1 pl barviva a 5 pl
vyextrahované DNA a spolu s Load Precision Molecular Mass standardem se nanesou do jamek
gelu a spusti se elektroforéza (70 V, 75 minut).

Po dostate¢ném rozdéleni fragmentl se vyjme gel z lazné a prosviti se na transiluminatoru.

Provede se fotodokumentace. Snimky se popisi a vyhodnoti.

5.4 Polymerazova retézova reakce

PCR box se 30 min vysviti UV zafenim. Pfedméty umisténé v PCR boxu a jeho prostor
se dekontaminuji dekontamina¢nim roztokem. Pfipravi se pipety, sterilni Spicky s filtrem,
sterilni zkumavky, odpadni nadoba s vloZzenym sackem na pouZity materiél, stojanky, apod.
Stanovi se pocet reakci (tj. pocet vzorkt, beztemplatova kontrola, a kontrola prostiedi). Podle
tabulky reakénich smési (Tabulka 2) se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce.
Jednotlivé reagencie se uchovavaji v mrazaku, proto se musi pfedem rozmrazit, bud’
pii laboratorni teploté, nebo v lednici. Rozpusténé obsahy zkumavek se promichaji jejim
prevracenim nebo kratkym a jemnym vortexovanim a zcentrifuguji se na minicentrifuze. PCR

smeés se pripravuje na ledu.
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Type-it Mircosatellite PCR

Celkova reakéni smés se sterilné smicha v potadi, v jakém jsou jeji sloZzky uvedeny v tabulce 2.
Reakéni smés se opatrng, ale diikladné promicha (obraceni zkumavky, vortex) a rozdéli se po 20
ul do oznaCenych zkumavek. Poté se do zkumavek piidd 5 pl templatové DNA.
Do beztemplatové kontroly a kontroly prostiedi se misto DNA ptfidd voda vhodna pro PCR.
Pipetuje se v tomto poradi: beztemplatova kontrola (Bt), vzorky a kontrola prostiedi (EV).
Zkumavky se pecliveé zavickuji, aby se zabranilo vypafovani smési béhem reakce. Zkumavka
s kontrolou prostiedi se ponecha oteviena po celou dobu pipetovani. Zkumavky se promichaji
mirnym poklepem, centrifuguji se na minicentrifuze, vlozi se do termalniho cykleru a zahdji se

piislusna PCR amplifikace.

Tabulka 2. SloZeni reakéni smési.

Slozka 1 reakce (ul)
PCR voda 45az55
Type-it Multiplex PCR Master Mix, 2x 12,5

Primer F laz15
Primer R laz15
Templéat 5

Objem amplifika¢niho kitu Type-it je neménny. Objemy templatu, primert a vody vhodné
pro PCR se mohou ménit za G¢elem dosazeni optimalniho prabéhu PCR reakce, pticemz voda

pouze dopliuje reakci na pozadovany objem 25 pl.

trnL(UAA) neboli plastid:
primery: Plastid Al (F), Plastid A2 (R)

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 55 30 35
Extenze 72 120
Zavérefna extenze 72 300 1

délka amplikonu: pro révu vinnou 542 az 543 bp
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VVS2:
primery: VVS2 F, VVS2 R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 59 75 35
Extenze 72 30
Zavérefna extenze 68 900 1
délka amplikond: v zavislosti na odradé, 123 aZz 162 bp
VVMD5
primery: VVMD5 F, VVMD5 R
amplifikacni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 58 85 %
Extenze 72 30
Zavérefna extenze 68 900 1
délka amplikond: v zavislosti na odradé, 222 aZz 268 bp
VVMD7
primery: VVMD7 F, VVMD7 R
amplifika¢ni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 55,2 70 30
Extenze 72 30
Zavérefna extenze 68 1200 1

délka amplikont: v zavislosti na odriadé, 231 az 265 bp
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VVMD27

amplifikaéni primery: VVMD27 F, VVMD27 R

amplifikaéni program:

Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 60 60 30
Extenze 72 30
Zavérecna extenze 68 900 1
délka amplikond: v zavislosti na odradé, 171 aZz 219 bp
VrZAG62
amplifikaéni primery: VIZAG62 F, VrZAG62 R
amplifikacni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 51 70 30
Extenze 72 30
Zavérecna extenze 68 900 1
délka amplikond: v zavislosti na odradé, 174 aZz 220 bp
VrZAGT79
amplifika¢ni primery: VIZAG79 F, VIZAG79 R
amplifikacni program:
Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykli
Pocatecni denaturace 95 300 1
Denaturace 95 30
Annealing 55,2 60 30
Extenze 72 30
Zavérecna extenze 68 600 1

délka amplikond: v zavislosti na odrade, 235 az 262 bp
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5.5  FElektroforéza amplifika¢nich fragmenta v 2% agarozovém gelu

Objem vzorku nandsené¢ho do jamky zavisi na typu hiebinku. Promysli se rozvrzeni vzorki
a markert. Vzorky pfed nanesenim do jamek se barvi roztokem 6 X Loading Dye Solution.
Po naneseni vzorka amplifikat a markert se spusti chod elektroforézy ((80 -100) V, (60 —
75) min). Po dostatecném rozdé€leni fragmenti se vyjme gel zlazné€ aprosviti se
na transiluminatoru. Provede se fotodokumentace. Snimky se popisi a vyhodnoti.

Kapilarni elektroforéza

Do kazde z jamek 1 — 11 desticky, které budou obsahovat vzorek, se pipetuje 1 x fedici TE pufr
a vzorek. Idealni objem je 22 pl 1x fediciho pufru a 2 pl vzorku. Tyto objemy lze ménit podle

potieby s tim, Ze celkovy objem v jamce musi byt minimaln¢ 24 pl.

Do 12. jamky se napipetuje 24 pul DNA Ladderu. Smés v jamkach se promicha opakovanym
nasavanim pipetou nebo vortexem. Po promichani se deska ptekryje samolepici folii
a centrifuguje 2 min pti 3000 rpm. Pokud se nespusti elektroforéza ihned po napipetovani
vzorkd, prekryje se kazda jamka 20 ul minerdlniho oleje, aby se zabranilo vyparovani vzorku.
Takto pfipravena deska se umisti do fragmentoveho analyzatoru a spusti se elektroforéza.
Po ukonceni kapilarni elektroforézy se vyhodnoti ziskand data pomoci vyhodnocovaciho

software dodaného K piistroji.

6 Vysledky a diskuze

Pii praci se vychazelo z literarnich reSerSi, informaci ziskanych z European Vitis
Database, Kli¢e pro hodnoceni odrid, Zavérecné zpravy NAZV QC 1156 a z dosavadnich
znalosti a zkuSenosti. U vzorku v riznych fenofazich, tj. u mladého listu, dospé€lého listu,
hroznt a révi, byl otestovan zpisob homogenizace, extrakce DNA a optimalizace podminek
pro amplifikaci Sesti SSR markerti. U odridy Chardonnay (vzorek €. 1) byly porovnany SSR
markery u péti samostatnych rostlin a smésného vzorku mladého a dospélého listu

pro porovnani vysledkli mezi rostlinami v ramci jedné odridy.

Homogenizace vzorki

U mladych 1 dospélych listh byla vyzkouSena homogenizace lisovanim cerstvych listh
na homogenizatoru Roller s pufrem Dellaporta a minimaln¢ dva dny pifedem na —-80 °C
zmrazenych listh pomoci tekutého dusiku a tfeci misky stlouckem. Ze vzorkl

zhomogenizovanych pomoci tekutého dusiku se ziskala minimalné¢ dvojnasobna koncentrace
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DNA na rozdil od vzorka lisovanych. Cistota ziskané DNA byla srovnatelna. Vyhoda
homogenizace v tekutém dusiku vedle ziskani vysSi koncentrace DNA je, Ze se listy mohou
zamrazit na =80 °C na delSi dobu a mohou se postupné zpracovavat, kdezto Cerstvy rostlinny

material se musi zpracovat v co nejkratSi dob¢.

Cel¢é hrozny (tj. tfapina i bobule) byly ihned po doruceni rozmixovany ponornym mixérem.
Bezprostfedné po rozmixovani se most zmrazil v 50ml mrazicich zkumavkach pii —80 °C

do doby, nez byla provedena extrakce DNA.

Pro révi byla pouzita metoda homogenizace pomoci homogenizatoru Roller s pufrem

Dellaporta.

VSechny uvedené metody homogenizace jednotlivych vzorki révy byly vhodné pro naslednou
extrakci DNA.

Extrakce DNA

Extrakce genomické DNA z révy vinné je obtiZznd kvili obsahu sekundarnich metabolitd —
polyfenolli, polysacharidii, tanind a dalSich, které interferuji s extrakénimi postupy
a nasledujicimi amplifikacemi. Polyfenoly irreverzibiln€ vyvazuji nukleové kyseliny a proteiny
do formy vysokomolekularnich komplext, polysacharidy inhibuji aktivitu enzymi, napt. Taq
polymerazy a zvysuji viskozitu ziskané DNA, kterd se stdvd neamplifikovatelnd. Nejvice

polyfenolu a polysacharidi je obsazeno v listech a hroznech.

Pro extrakci DNA byl zvolen komeréné dodavany kit DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen,
se kterym ma laboratoi dobré zkuSenosti. Extrakce DNA pomoci tohoto kitu neni Casové
naro¢na. Soucasti kitu jsou dva typy kolonek. Fialova (QIAshredder colum) kolonka umoznuje
mechanickou filtraci zbytkli bunécnych stén, precipitovanych proteinti a polysacharidu.
Membrana bezbarvé kolonky (DNeasy column) adsorbuje DNA a opakovanymi promyvacimi
kroky umoznuje odstranéni sacharidii, polyfenolii a ostatnich rostlinnych metabolitt. Kazdy

vzorek byl vyextrahovan ve dvou paralelnich stanovenich.

Z hodnot pomeérii absorbanci 260/280 a 260/230 vyplynulo, Ze tato extrakéni metoda
pravdépodobné neni zcela vhodna pro extrakci DNA u révy vinné. Hodnoty pomért ukazuji

na pfitomnost polysacharidii a polyfenolt.
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Poznamky

1. Laborator méla k dispozci kit GenElute™Plant Genomic DNA Miniprep Kit od firmy Sigma —
Aldrich, ktery se pouZiva pro extrakci DNA z rostlinného materialu. Princip extrakce DNA
timto kitem je stejny, jako u kitu DNeasy Plant Mini. Ziskana DNA se koncentraci a kvalitou

nelisila.

Koncentrace a ¢istota DNA
Po extrakci DNA byla urCena koncentrace a cCistota DNA na nizkoobjemovém

spektrofotometru. Kazdy vzorek byl zméfen dvakrat a namétené hodnoty byly zprumérovany.

v v

nejlépe vychazely vzorky révi. Nizké hodnoty Cistoty DNA u listi a hrozni ukazovaly

na pritomnost polysacharida a fenoli.

Pro naslednou amplifikaci by se méla pouzit stejna koncentrace DNA u kazdého vzorku, a to
vrozmezi (10 — 20) ng/ul. Vzorky skoncentraci DNA nad poZadovanou hodnotou
se nauvedenou hodnotu natfedily vodou vhodnou pro PCR. Naiedénim vzorkd doslo
i ke sniZzeni inhibi¢niho u¢inku kontaminujicich latek. Vzorky s koncentraci pod 10 ng/ul

se nefedily.
Ziskana DNA byla amplifikovatelnd. To umoznilo pokracovani v préaci.

Kvalita DNA
Kvalita DNA byla urcena elektroforézou na 1% agar6zovém gelu. Ze vzorkd listt se ziskala

vysokomolekularni DNA, ze vzorku révi byla DNA degradovana.
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Polymerazova retézova reakce

Otestovani amplifikovatelnosti DNA

Pro otestovani amplifikovatelnosti vyextrahované DNA byl zvolen tzv. plastid (interleukin
trnL). Jedna se o univerzalni nekddujici sekvenci, ktera se vyskytuje v chloroplastové DNA
vsech rostlin. U révy vinné méa velikost 543 bp. Vyextrahovana DNA vSech vzorki byla

amplifikovatelna. Produkt PCR reakce byl detekovan elektroforézou na 2% agar6zovém gelu.

Amplifikace SSR markerii

Pied zahajenim vlastnich analyz bylo nutné pro jednotlivé markery optimalizovat podminky
PCR. Cilem optimalizace bylo nastavit parametry reakce tak, aby méla specificky pribéh, tj.
aby vznikaly detekovatelné produkty specifické velikosti (podle European Vitis Database)
a minimalizoval se vyskyt nespecifickych produkti a artefaktd. Vysledné produkty PCR

amplifikace jsou nejvice ovlivnény kvalitou, ¢istotou a mnozstvim DNA.

Optimalizace zahrnovala otestovani koncentrace primerd F, R a DNA templatu, teplot

denaturace, annealingu a extenze, jejich dobu trvani a pocet cyklu.

Pro kazdy marker byla na celkovy objem reakce 25 pl reakce vyzkouSena koncentrace (0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6) uM kazdého z primera F a R a (25; 50; 75; 100) ng templatové DNA ziskané
z mladého listu. Amplifika¢ni program vychazel z manuélu ke kitu Type-it®Microsatellite
PCR. Teplota a ¢as pocate¢ni denaturace byly podle doporuceni manualu kitu 95 °C a 5 min,
Tato teplota a ¢as krom UpIné denturace DNA také aktivuje HotStar Taq polymerézu.
Pro cyklicky se opakujici denaturaci se ponechala teplota 95 °C a otestovala se doba trvani (25;
30; 35; 40; 45) s. Pro teplotu annealingu (pfisedani primert) kazdého markeru byl vyuzit
teplotni gradient termocykleru v rozmezi teplot (44 — 67) °C a otestovan ¢as trvani annealingu
(45; 50; 60; 70; 85) s. Teplota extenze byla vyzkouSena v rozmezi (68 — 72) °C a dobé trvani
(25; 30; 35; 40; 45) s. Pro kazdy marker bylo vyzkouSeno (30; 35; 38; 40; 42; 45) cyklu.
Pro zavére¢nou extenzi byly otestovany teploty (68; 70; 72) °C a doba trvani (10; 15; 20; 25;
30) min.

Separace produkti amplifikace byla provedena pomoci kapilarni elektroforezy
na fragmentovém analyzatoru. Vyrobce fragmentového analyzatoru uvadi separa¢ni rozliseni
(5 — 10) bp a spravnost DNA sizingu =5 %. Z dale uvedenych vysledku je patrné, ze pokud
probihd PCR za optimalnich podminek a s DNA o dostateéné koncentraci a kvalité, lze

dosahnout i separa¢niho rozliseni (2 — 3) bp.
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Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwaru PROSize 2,0.

Sest vyse uvedenych markert bylo otestovano u deviti vzorktl znamych odrid révy vinné.
Desatym vzorkem byl vzorek kontrolni bez oznaéeni pro otestovani, zda je metoda vhodna
pro uréeni odrady. Amplifikace kazdého vzorku a markeru byla provedena ve dvou paralelnich
stanovenich. Protoze ma réva vinna diploidni pocet chromozomt, vysledkem amplifikace
kazdého markeru jsou dva produkty - 2 alely - N1 a N2 s odliSnou velikosti bp, pokud je
heterozygotni. V piipadé, Ze je dany maker homozygotni, je amplifika¢ni produkt pouze jeden
a velikost bp N1 je shodna s N2. U kazdé odrudy byl otestovan vzorek v riznych fenofazich:
mlady list, dospély list, hrozen a révi. Jak se pfedpokladalo, velikosti alel jednotlivych markert
byly u v3ech fenofézi shodné. Ve vzorcich s vyssi koncentraci DNA a moznosti jejiho fedéni
a tim 1 nafedéni pfipadnych inhibi¢nich latek vychazely ve vétSin€ ptipadl vétsi a tim padem
Iépe viditelneé produkty amplifikace. Na zavér byla u vzorka 1 — 9 testovana opakovatelnost
méfeni. Byla vybrana DNA mladého listu z divodu vyssi koncentrace DNA a moznosti ji
nafedit a snizit tak mnoZstvi inhibi¢nich latek v izolatu obsaZenych. Na kazdém vzorku byly
provedeny dvé na sob¢ nezavislé PCR pro kazdy marker. Vysledky se u jednotlivych odrad
shodovaly. Vysledky amplifikace bylo vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referenénich

odrud uvedenych v European Vitis Database s vysledky ziskanymi v laboratofi.

Chardonnay

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referenénich odriad
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 3) s vysledky ziskanymi v laboratoti (Tabulka
4). U vétsiny markerd byly amplifikaci ziskany produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp
uvedenych v Tabulce 5. V nékterych piipadech se velikosti ziskanych produktu lisi 0 (1 — 3)
bp. Malé odchylky mohou byt zptisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu
databaze nebo prubéhem kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database
piipustné.

U odrudy Chardonnay byly navic dodany vzorky mladého a dospé€lého listu z kazdé rostliny
zvlast pro porovnani vysledkii mezi rostlinami v ramci jedné odridy. Bylo otestovano pét
samostatnych rostlin a jeden smésny vzorek z nich pfipraveny. Rozdily ve velikostech alel mezi

jednotlivymi odriidami nejsou (Tabulka 5).
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Tabulka 3. Chardonnay - Rozmezi velikosti alel ur¢enych dle European Vitis Database.

N1 (bp) N2 (bp)
VVS2 135-138 141 - 144
VVMD5 230 - 236 234 - 240
VVMD7 237 - 243 241 - 247
VVMD27 177-181 185 -189
VrZAG62 186 - 192 194 - 200
VrZAG79 240 - 244 242 — 246

Tabulka 4. Chardonnay
na fragmentovém analyzatoru.

Vysledky amplifikaci

SSR markeri analyzované

) . VVS2 | VWMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fe:;?epu strl:u N1 [ N2 | NI [ N2 [ NLJ]N2|NL|N2|NL[N2]|NLJN2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP) | (bP) | (bp) | (bpP) | (bP) | (bP)

Mlady list | 1AA 135 | 141 [ 232 | 236 | 240 | 244 | 175 | 183 | 184 [ 192 | 242 | 242
Mlady list | 1AB 135 | 141 [ 232 | 237 | 240 | 244 | 176 | 184 | 184 [ 192 | 243 | 243
Dospély list | 1BA 135 | 141 [ 232 | 236 | 241 | 244 | 175 | 183 | 183 [ 191 | 243 | 243
Dospély list | 1BB 136 | 141 [ 232 | 236 | 240 | 244 | 175 | 183 | 185 [ 193 | 243 | 243
Hrozen 1ICA 135 | 141 [ 232 | 236 | 241 | 244 | 174 | 183 | 187 [ 192 | 243 | 243
Hrozen 1CB 136 | 142 | 232 | 236 | 240 | 244 | 175 | 183 | 183 | 191 | 244 | 244
Révi 1DA 136 | 141 [ 231 | 235 | 240 | 243 | 176 | 185 | 186 | 194 | 245 | 245
Révi 1DB 136 | 142 [ 232 | 236 | 240 | 243 | 176 | 184 | 185 [ 193 | 245 | 245
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Tabulka 5. Chardonnay - Vysledky amplifikaci SSR markert analyzované
na fragmentovém analyzatoru — porovnani vysledki mezi rostlinami v ramci jedné
odrudy.

- il VVS2 VVMD5 VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
aze 1s1o
N1 | N2 | NI | N2 | NI | N2 | N1 | N2 | N1 | N2 | N1 | N2
fenotypu vzorku
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp)
Mlady list 1/1A 135 | 141 | 231 | 236 | 237 | 240 | 174 | 182 | 187 | 197 | 242 | 242
Mlady 12A 135 | 141 | 232 | 235 | 237 | 241 | 174 | 182 | 186 | 195 | 243 | 243
list
Mlady 1/3A 135 | 140 | 231 | 235 | 240 | 244 | 174 | 182 | 188 | 195 | 242 | 242
list
Mlady 1/4AA 135 | 141 | 231 | 235 | 240 | 243 | 174 | 182 | 185 | 193 | 244 | 244
list
Mlady 1/5A 135 | 141 | 231 | 235 | 239 | 243 | 184 | 183 | 186 | 197 | 244 | 244
list
Milady list 1/ISMA 134 | 140 | 231 | 235 | 240 | 243 | 175 | 183 | 186 | 197 | 241 | 241
Dospély list | 1/1B 134 | 140 | 232 | 236 | 240 | 244 | 174 | 182 | 184 | 191 | 243 | 243
Dospély list | 1/2B 135 | 140 | 231 | 235 | 236 | 240 | 174 | 182 | 184 | 192 | 242 | 242
Dospély list | 1/3B 135 | 140 | 231 | 235 | 236 | 240 | 174 | 182 | 182 | 191 | 243 | 243
Dospély list | 1/4B 135 | 141 | 230 | 235 | 238 | 242 | 175 | 183 | 184 | 193 | 242 | 242
Dospély list | 1/5B 135 | 140 | 231 | 235 | 237 | 240 | 175 | 183 | 184 | 195 | 241 | 241
Dospély list | 1/SMB 135 | 141 | 231 | 235 | 236 | 240 | 175 | 183 | 184 | 192 | 242 | 242

Sylvanské zelené

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovndnim velikosti alel referen¢nich odrid
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 6) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
7). U vétsiny markert se amplifikaci ziskané produkty lisi o (1 — 3) bp. Malé odchylky mohou
byt zptisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databidze nebo pribéhem
kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database piipustné.

Tabulka 6. Sylvanské zelené - rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis
Database.

N1 N2
VVS2 149 - 152 151 -154
VVMD5 222 -228 228 - 234
VVMD7 241 - 247 245 - 251
VVMD27 185 -189 190 - 210
VrZAG62 186 — 192 202 - 208
VrZAG79 246 - 250 248 — 252
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Tabulka 7. Sylvanské zelené -
na fragmentovém analyzatoru.

Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované

) . VVS2 | VWMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fe:;?epu VS:::U N1 [ N2 | NI [ N2 [ NLJ]N2|NL|N2|NL[N2]|NLJN2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP) | (bP) | (bp) | (bpP) | (bP) | (bP)

Mlady list | 2AA 149 | 151 [ 220 | 227 | 241 | 244 | 184 | 189 | 185 [ 202 | 247 | 252
Mlady list | 2AB 149 | 151 [ 220 | 227 | 241 | 244 | 184 | 190 | 184 [ 202 | 248 | 252
Dospély list | 2BA 149 | 151 [ 219 | 225 | 241 | 243 | 182 | 187 | 184 [ 201 | 246 | 251
Dospély list | 2BB 149 | 151 [ 219 | 225 | 241 | 244 | 183 | 188 | 186 | 203 | 245 | 250
Hrozen 2CA 149 | 151 [ 221 | 228 | 244 | 248 | 183 | 189 | 184 [ 200 | 247 | 250
Hrozen 2CB 148 | 152 | 221 | 228 | 241 | 243 | 183 | 189 | 185 | 202 | 246 | 251
Révi 2DA 148 | 152 [ 220 | 227 | 240 | 243 | 184 | 189 | 186 | 203 | 246 | 250
Révi 2DB 149 | 152 [ 220 | 227 | 240 | 243 | 183 | 188 | 185 | 201 | 247 | 250

Tramin ¢erveny

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢énich odriad
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 8) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
9). U vétsiny markert se amplifikaci ziskané produkty lisi o (1 — 3) bp. Malé odchylky mohou
byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databaze nebo pribeéhem
kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database piipustné. Na vétsiné
elektroforeogramii jsou vedle ocekdvanych produktl vidét i nespecifické produkty, které

se nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 8. Tramin ¢erveny - Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis
Database.

N1 N2
VVS2 148 - 152 148 — 152
VVMD5 228 - 234 234 - 240
VVMD7 241 - 247 255 - 261
VVMD27 185 -189 185 -189
VrZAG62 186 - 192 192 - 198
VrZAG79 242 - 246 248 — 252
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Tabulka 9. Tramin d¢erveny - Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované
na fragmentovém analyzatoru.

Féze fenotypu | Cisle vzorku VVS2 | VWMD5 | VWMD7 | VVMD27 | VIZAG62 | VrZAGT79

N1 | N2 |NL|N2|NL|N2|[NL|N2[NLJ]N2|NL]|N2
Mlady list 3AA 148 | 148 | 227 | 234 | 240 | 254 | 183 | 183 | 191 | 196 | 242 | 247
Mlady list 3AB 148 | 148 | 226 | 234 | 240 | 254 | 182 | 182 | 191 | 196 | 242 | 247
Dospély list | 3BA 148 | 148 | 228 | 235 | 240 | 254 | 183 | 183 | 189 | 195 | 240 | 246
Dospély list | 3BB 147 | 147 | 227 | 234 | 240 | 254 | 184 | 184 | 190 | 195 | 240 | 245
Hrozen 3CA 148 | 148 | 226 | 333 | 241 | 254 | 184 | 184 | 188 | 194 | 244 | 250
Hrozen 3CB 148 | 148 | 226 | 234 | 240 | 254 | 184 | 184 | 190 | 195 | 244 | 250
Révi 3DA 147 | 147 | 225 | 232 | 240 | 254 | 185 | 185 | 188 | 194 | 243 | 247
Révi 3DB 148 | 148 | 225 | 232 | 240 | 254 | 183 | 183 | 190 | 196 | 243 | 249
Modry Portugal

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referenénich odriad
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 10) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
11). U vétsiny markert se produkty ziskané amplifikaci lisi o (1 — 3) bp. Malé odchylky mohou
byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databaze nebo pribeéhem
kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database pfipustné. Na vétSiné
elektroforeogramii jsou vedle ocekdvanych produktl vidét i nespecifické produkty, které

se pomoci optimalizace nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 10. Modry Portugal - Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis
Database.

N1 N2
VVS2 141 - 144 149 - 152
VVMD5 224 - 230 230 - 236
VVMD7 241 - 247 253 - 259
VVMD27 177 -181 190 - 194
VrZAG62 186 — 192 202 - 208
VIrZAGT79 246 — 250 256 — 260
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Tabulka 11. Modry Portugal - Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované
na fragmentovém analyzatoru.

Eire Cislo VVS2 VVMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fenotypu — N1 [ N2 [ N1 [ N2 [ N1 |N2[NL|N2[NIL|[N2]|NIL]J|N2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP)
Mlady list | 4AA 141 | 148 | 224 | 231 | 239 | 252 | 175 | 188 | 183 | 199 | 248 | 258
Mlady list | 4AB 140 | 148 | 224 | 230 | 242 | 255 | 175 | 189 | 185 | 204 | 246 | 257
Dospély list | 4BA 141 | 148 | 227 | 233 | 242 | 254 | 175 | 189 | 184 | 201 | 247 | 257
Dospély list | 4BB 141 | 148 | 225 | 231 | 240 | 252 | 176 | 189 | 183 | 199 | 246 | 256
Hrozen 4CA 140 | 148 | 227 | 233 | 241 | 254 | 175 | 188 | 186 | 202 | 246 | 257
Hrozen 4CB 140 | 148 | 226 | 232 | 240 | 252 | 174 | 187 | 185 | 201 | 246 | 257
Révi 4DA 141 | 148 | 227 | 233 | 239 | 251 | 175 | 188 | 187 | 204 | 247 | 257
Révi 4DB 140 | 147 | 227 | 233 | 240 | 252 | 175 | 189 | 185 | 201 | 247 | 257
Merlot

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢nich odriad
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 12) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
13). U vétsiny markert se produkty ziskané amplifikaci liSi o (1 — 4) bp. Malé odchylky mohou
byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databaze nebo pribéhem
kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database pfipustné. Na vétSiné

elektroforeogrami jsou vedle o¢ekavanych produktt vidét i nespecificke produkty, ktere

se nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 12. Merlot - Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis Database.

N1 N2
VVS2 137 - 140 149 - 152
VVMD5 222 - 228 232 - 238
VVMD7 237 - 243 245 - 251
VVMD27 185 -189 187 -191
VrZAG62 192 - 198 192 - 198
VIrZAGT79 256 — 260 256 — 260
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Tabulka 13. Merlot - Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované na fragmentovém
analyzatoru.

) . VVS2 VVMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fe:;?epu VS:::U N1 [ N2 [ N1 [ N2 [ N1 |N2[NL|N2[NIL|[N2]|NIL]J|N2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP)
Mlady list | 5AA 135 | 147 | 222 | 233 | 236 | 244 | 182 | 186 | 190 | 190 | 257 | 257
Mlady list | 5AB 135 | 146 | 222 | 233 | 236 | 244 | 182 | 186 | 190 | 190 | 258 | 258
Dospély list | 5BA 135 | 146 | 225 | 236 | 237 | 244 | 182 | 186 | 188 | 188 | 254 | 254
Dospély list | 5BB 135 | 146 | 224 | 235 | 235 | 243 | 184 | 187 | 190 | 190 | 258 | 258
Hrozen 5CA 134 | 145 | 226 | 236 | 237 | 244 | 181 | 185 | 188 | 188 | 257 | 257
Hrozen 5CB 134 | 145 | 226 | 237 | 237 | 244 | 181 | 184 | 190 | 190 | 256 | 256
Révi 5DA 135 | 146 | 226 | 237 | 237 | 245 | 181 | 185 | 190 | 190 | 257 | 257
Révi 5DB 135 | 146 | 226 | 236 | 237 | 245 | 181 | 184 | 189 | 189 | 257 | 257
Malverina

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢nich odrid
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 14) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
15). U vétSiny markeru se produkty ziskané amplifikaci liSi o (1 — 5) bp. Malé odchylky mohou
byt zpisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databidze nebo pribéhem
kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database piipustné. Na vétsiné
elektroforeogramtli jsou vedle ocekavanych produktti vidét i nespecifické produkty, které

se nepodafilo odstranit nebo minimalizovat.

Tabulka 14. Malverina - Rozmezi velikosti alel ur¢enych dle European Vitis Database.

N1 N2
VVS2 130 -134 136 - 140
VVMD5 232 - 238 236 — 242
VVMD7 249 - 255 249 — 255
VVMD27 177 -181 187 -191
VrZAG62 192 - 198 192 - 198
VIrZAGT79 252 — 258 256 — 260
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Tabulka 16. Malverina - Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované
na fragmentovém analyzatoru.
. VVS2 VVMD5 VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAG79
Faze Cislo
N1 | N2 | N1 | N2 | NI | N2 | N1 | N2 | N1 | N2 | N1 | N2
fenotypu vzorku

(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bp) | (bp)
Mlady list 6AA 132 | 137 | 234 | 238 | 247 | 247 | 176 | 185 | 187 | 187 | 254 | 257
Mlady list 6AB 132 | 137 | 233 | 238 | 247 | 247 | 176 | 185 | 187 | 187 | 253 | 257
Dospély list | 6BA 131 | 137 | 235 | 240 | 249 | 249 | 176 | 185 | 188 | 188 | 254 | 257
Dospély list | 6BB 131 | 137 | 235 | 239 | 251 | 251 | 176 | 185 | 187 | 187 | 254 | 256
Hrozen 6CA 131 | 137 | 235 | 239 | 246 | 246 | 175 | 185 | 187 | 187 | 253 | 255
Hrozen 6CB 131 | 137 | 234 | 239 | 246 | 246 | 176 | 185 | 188 | 188 | 252 | 255
Révi 6DA 132 | 137 | 235 | 240 | 247 | 247 | 176 | 185 | 190 | 190 | 255 | 256
Révi 6DB 132 | 137 | 235 | 239 | 247 | 247 | 177 | 186 | 190 | 190 | 252 | 255

Rulandské bilé

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢énich odriad
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 16) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
17). U vétSiny markeru se amplifikaci ziskané produkty 1isi o (1 — 5) bp. Malé odchylky mohou
byt zplisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databaze nebo pribeéhem

kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database piipustné.

Tabulka 16. Rulandské bilé — Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis
Database.

N1 N2
VVS2 135-138 149 - 152
VVMD5 224 - 230 234 - 240
VVMD7 237 - 243 241 - 247
VVMD27 181 -185 185 - 189
VrZAG62 186 — 192 192 - 198
VIrZAGT79 236 — 240 242 - 246
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Tabulka 17. Rulandské bilé Vysledky amplifikaci SSR markeru analyzované
na fragmentovém analyzatoru.

Eive Cislo VVS2 | VWMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fenotypu wworky | NE [ N2 [ NI N2 | NLJN2 | NLJN2JNL[N2[NL|N2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP) | (bP) | (bp) | (bpP) | (bP) | (bP)

Mlady list | 7AA 135 | 148 [ 221 | 232 | 235 | 239 | 180 | 184 | 187 [ 193 | 235 | 242
Mlady list | 7AB 136 | 149 [ 221 | 232 | 235 | 239 | 180 | 184 | 187 [ 193 | 236 | 242
Dospély list | 7BA 135 | 148 [ 221 | 232 [ 235 | 239 | 182 | 186 | 186 | 192 | 235 | 242
Dospély list | 7BB 135 | 149 [ 221 | 232 [ 235 | 239 | 181 | 184 | 187 [ 192 | 237 | 243
Hrozen 7CA 135 | 148 [ 222 | 233 | 235 | 239 | 180 | 184 | 183 [ 189 | 234 | 241
Hrozen 7CB 135 | 148 | 221 | 232 | 237 | 239 | 180 | 184 | 183 | 189 | 236 | 242
Révi 7DA 135 | 148 | 221 | 232 | 238 | 241 | 182 | 186 | 186 | 192 | 237 | 244
Révi 7DB 135 | 148 | 222 | 232 | 237 | 241 | 181 | 185 | 187 [ 192 | 236 | 242

Chardonnay klon

Vzorky klonu odriidy Chardonnay byly dodany pro Srovnani, zda se velikosti SSR markerta

klonu nelisi od referen¢ni odridy Chardonnay.

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢nich odrid
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 18) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
19). V nékterych piipadech se velikosti nami ziskanych produktd lisSi o (1 — 4) bp. Malé

odchylky mohou byt zptisobeny pouzitim jiné metody, nez byla pouzita pro tvorbu databaze

nebo priubéhem kapilarni elektroforézy a jsou podle European Vitis Database pripustné.

Analyzou bylo zjisténo, Ze se od sebe klon a referencni odrida nelisi.

Tabulka 18. Chardonnay klon - Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis

Database.
N1 N2
VVS2 135-138 141 - 144
VVMD5 230 - 236 234 - 240
VVMD7 237 - 243 241 - 247
VVMD27 177 - 181 185 - 189
VrZAG62 186 - 192 194 - 200
VrZAGT9 240 - 244 242 - 246
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Tabulka 19. Chardonnay klon
na fragmentovém analyzatoru.

Vysledky amplifikaci SSR markerua analyzované

Eive Cislo VVS2 | VWMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fenotypu wworky | NE [ N2 [ NI N2 | NLJN2 | NLJN2JNL[N2[NL|N2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP) | (bP) | (bp) | (bpP) | (bP) | (bP)

Mlady list | 8AA 135 | 141 [ 234 | 238 | 235 | 238 | 174 | 182 | 185 [ 193 | 242 | 242
Mlady list | 8AB 135 | 141 [ 234 | 238 | 234 | 237 | 174 | 181 | 186 | 195 | 242 | 242
Dospély list | 8BA 135 | 141 [ 232 | 236 | 234 | 238 | 174 | 182 | 187 [ 195 | 241 | 241
Dospély list | 8BB 135 | 140 [ 232 | 236 | 234 | 238 | 174 | 183 | 186 | 195 | 240 | 240
Hrozen 8CA 135 | 140 [ 232 | 237 | 235 | 238 | 174 | 182 | 184 [ 193 | 242 | 242
Hrozen 8CB 135 | 141 [ 233 | 237 | 235 | 239 | 174 | 181 | 185 | 193 | 241 | 241
Révi 8DA 135 | 140 | 233 | 238 | 234 [ 237 | 174 | 182 | 185 | 197 | 244 | 244
Révi 8DB 135 | 140 [ 233 | 237 | 235 | 238 | 174 | 181 | 184 [ 195 | 245 | 245

Cabernet Moravia

Vysledky amplifikace byly vyhodnoceny porovnanim velikosti alel referen¢nich odrid
uvedenych v European Vitis Database (Tabulka 20) s vysledky ziskanymi v laboratofi (Tabulka
21). U vétsiny markert byly amplifikaci ziskany produkty odpovidajici rozmezi velikosti bp
uvedenych v Tabulce 20. V n¢kterych piipadech se velikosti nami ziskanych produktu lisi o (1-
4) bp.

Tabulka 20. Cabernet Moravia - Rozmezi velikosti alel uréenych podle European Vitis
Database.

N1 N2
VVS2 141 - 144 145 - 148
VVMD5 222 - 228 222 - 228
VVMD7 237 - 243 261 -— 267
VVMD27 175-179 185 -189
VrZAG62 192 - 198 202 - 208
VrZAG79 234 - 238 242 — 246
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Tabulka 21. Cabernet Moravia Vysledky amplifikaci SSR markeri analyzované
na fragmentovém analyzatoru.

Eive Cislo VVS2 | VWMD5 | VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
fenotypu wrorky | NE [ N2 [ NI N2 | NLJN2 | NLJN2JNL[N2[NL|N2
(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bP) | (bP) | (bp) | (bpP) | (bP) | (bP)

Mlady list | 9AA 143 | 151 [ 226 | 226 | 237 | 262 | 172 | 182 | 191 [ 202 | 235 | 243
Mlady list | 9AB 143 | 150 | 226 | 226 | 236 | 261 | 172 [ 182 | 191 | 201 | 235 | 244
Dospély list | 9BA 144 | 151 [ 227 | 227 | 236 | 261 | 172 | 182 | 192 [ 202 | 235 | 243
Dospély list | 9BB 143 | 150 | 224 | 224 | 237 | 262 | 172 | 181 | 189 [ 199 | 238 | 247
Hrozen 9CA 143 | 150 [ 226 | 226 | 238 | 263 | 172 | 181 | 190 | 201 | 238 | 246
Hrozen 9CB 144 | 151 [ 227 | 227 | 241 | 268 | 172 | 181 | 191 | 201 | 237 | 246
Révi 9DA 143 | 151 [ 226 | 226 | 239 | 267 | 172 | 181 | 193 | 203 | 238 | 247
Révi 9DB 143 | 151 [ 226 | 226 | 238 | 263 | 172 | 182 | 192 | 203 | 238 | 247

Kontrolni vzorek

Kontrolni vzorek mél byt odebran z rostlin jedné odriidy z deviti odrad testovanych. Vzorek
byl dodan ve vSech ¢tyfech fenofazich. Porovnanim vysledki amplifikaci SSR markeri
(tabulky 7, 17 a 22) bylo zjisténo, ze doSlo k omylu a vzorky mladého a dospélého listu byly
odebrany z rostlin odridy Rulandské bilé a vzorky hroznu a révi z rostlin odriady Sylvanské

zelené. Tuto skute¢nost potvrdil i pracovnik, ktery vzorky odebiral.

Tabulka 22. Vysledky amplifikaci SSR markeri kontrolniho vzorku analyzovaného
na fragmentovem analyzatoru.

. VVS2 VVMD5 VVMD7 | VVMD27 | VrZAG62 | VrZAGT79
Féze Cislo
N1 | N2 | NI | N2 | NI | N2 | NI | N2 | N1 | N2 | N1 | N2
fenotypu vzorku

(bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bp) | (bP) | (bp) | (bp)

Mlady list 10AA 135 | 148 | 223 | 234 | 236 | 241 | 178 | 182 | 186 | 192 | 237 | 243
Mlady list 10AB 135 | 147 | 222 | 234 | 235 | 238 | 177 | 181 | 185 | 190 | 238 | 244
Dospély list | 10BA 135 | 148 | 223 | 233 | 234 | 239 | 177 | 181 | 185 | 191 | 238 | 244
Dospély list | 10BB 135 | 148 | 223 | 234 | 235 | 238 | 178 | 182 | 183 | 189 | 238 | 244
Hrozen 10CA 148 | 150 | 220 | 226 | 239 | 243 | 181 | 187 | 185 | 201 | 247 | 249
Hrozen 10CB 147 | 150 | 221 | 227 | 239 | 242 | 181 | 187 | 185 | 201 | 247 | 249
Révi 10DA 148 | 150 | 221 | 228 | 241 | 245 | 183 | 189 | 186 | 202 | 247 | 252
Révi 10DB 148 | 150 | 221 | 228 | 241 | 245 | 182 | 188 | 185 | 201 | 247 | 250
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7

Z.avér

Cilem préace bylo zavést metodu pro detekci odrad révy vinné. Tento kol se podatilo splnit.

Testovana metoda dokazala potvrdit identifikaci odrid révy vinné popsanych v databazi a zjistit

odriidy z predloZenych kontrolnich neoznacenych vzork.
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1 Souhrn

Metody pro sledovani mykotoxind a dalSich neZzadoucich latek v krmivech byly pfevedeny
z LC-MS systéemu typu iontova past na LC-MS systém typu trojitého kvadrupdlu.

Z LC-MS systému typu iontova past na LC-MS systém typu trojitého kvadrupdlu byly

prevedeny tyto zkousky:

333 Stanoveni mykotoxint metodou LC-MS/MS (Aflatoxin By, B2, G1, G2, Fumonisin By,
B2, T-2 toxin a HT-2 toxin)

341 Stanoveni obsahu melaminu a kyseliny kyanurové metodou LC-MS/MS

Zmeéna se tyka pouze typu hmotnostné spektrometrické detekce, kterd je novéjsi a vykazuje
lepsi vykonnostni kritéria (napf. citlivost, dynamicky rozsah, piesnost...) nez ptivodni LC-MS
sestava, a proto byly vzorky pfipravovany podle stavajici metodiky. Jednd se o tyto
JPP UKZUZ

10530.2 Stanoveni obsahu melaminu a kyseliny kyanurové metodou LC-MS
10570.1 Stanoveni obsahu mykotoxinti metodou LC-MS - aflatoxin By, B2, G1 a G2
10571.1 Stanoveni obsahu mykotoxinti metodou LC-MS — fumonisin By a B>
10572.1 Stanoveni obsahu mykotoxinti metodou LC-MS - toxin T-2 a HT-2.

Mg¢tici podminky pro stanoveni melaminu a kyseliny kyanurové odpovidaly parametram

uvedenym v JPP 10530.2. Méfici podminky pro stanoveni mykotoxint odpovidaly parametrim
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uvedenym v JPP 10575.1. VSechny tyto postupy jsou zvefejnény na internetovych strankach
UKZUZ.
Spravnost metody byla ovéfena pomoci vzorku, které byly obohaceny standardy sledovanych

latek a pomoci dostupnych referen¢nich materialt.

2 Vysledky a diskuse

2.1 Ovéreni spravnosti zkousky 341

Spravnost metody pro stanoveni melaminu a kyanurové kyseliny byla ovéfena Sestkrat
opakovanou analyzou obohacenych vzorki mlééného krmiva (MKS) a kompletni krmné smési
pro koc¢ky (KKS) na tfech hladindch 0,5 mg/kg; 5 mg/kg; 50 mg/kg. Vytéznost melaminu
se pohybovala v rozmezi (82 — 97) % a vytéznost kyanurové kyseliny se pohybovala v rozsahu
(93 — 105) %. Oba parametry spliiovaly pozadavky na tato vykonnostni kritéria (80 — 110) %,
ktera jsou uvedena v Rozhodnuti komise 2002/657/ES. Spravnost metody byla dale ovéfena
pomoci dvou vzorkl internich referen¢nich materidli (IRM) s deklarovanou hodnotou

melaminu (viz Tabulka 1).

Tabulka 1. Ovéreni spravnosti metody pro stanoveni melaminu pomoci referen¢nich

materiala
Deklarované | Povolena Stanovené
IRM/rok Matrice mnoZzstvi odchylka mnozstvi z-skore
(Ppm) (ppm) (ppm)
Fapas 3027/2010 MKS 13,94 15 16,019 1,4
Fapas 3023/2009 Cokoléada 5,69 0,701 5,167 0,7

Spravnost metody byla také hodnocena pomoci programu Effivalidation 3.0. Protokoly z tohoto
programu jsou piilozeny k validacni zpraveé. Zavérem vyhodnoceni je, ze analytickd metoda

poskytuje statisticky spravné vysledky.
2.2 Ovéreni spravnosti zkousky 333

Spravnost metody pro stanoveni zastupcti mykotoxind, kterymi byly fumonisin Bz a fumonisin

B> byla ovéfena pomoci certifikovaného referencniho materidlu (CRM) FAPAS T2264.
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Pro kvantifikaci byla pouzita metoda izotopoveé znaceného standardniho ptidavku. Vysledky

jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2. Ovéieni spravnosti metody pro stanoveni fumonisinu B1 a B2 pomoci CRM.

CRM: FAPAS T2264

Nameérena Referencni Referencni
Parametr Hodnota hodnota piesnost Hodnoceni
(ppb) (ppb) (ppb)
Fumonisin By 1357 935 460 - 1409 z=0,9
Fumonisin B2 255 259 128 — 391 =-0,03

Zavérem vyhodnoceni je, Zze analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

3 Z.avér

Byly ptevedeny metody pro sledovani mykotoxini a dalSich nezadoucich latek v krmivech
z LC-MS systéemu typu iontova past na LC-MS systém typu trojitého kvadrupdlu.

Nasledné byla ovéfena spravnost metod. Analytické metody poskytuji statisticky spravne
vysledky.
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1 Souhrn

Feromonové odparniky se pouZivaji v lesnické praxi k vabeni a signalizaci vyskytu broukt
lykozroutd. V nabidce obchodni sité¢ je velké mnozstvi téchto vyrobku, jejich kontrolou

povéiilo ministerstvo zemédélstvi UKZUZ.

Prvni série kontrol probé&hla uz v letech 2006 aZz 2007. Byl zpracovéan pichled o feromonovych
ptipravcich dostupnych v nasi distribu¢ni siti a byly shromazdény informace o technickych
specifikacich téchto vyrobku. Pro vybrané pripravky (FeSex Typo, Ipsgone, IT-Ecolure Extra
a Pheroprax-A) byly zaloZeny biologické zkouSky a byla zkontrolovana hmotnost obsahu

a analyzovana napli metodou GC-MS.

Druhé série kontrol pokracovala v letech 2014 az 2015. Ovétovani probihalo ve dvou cyklech,
jarnim a letnim. Odparniky ke kontrole byly zakoupeny v maloobchodni siti, v roce 2014
to bylo 110 kust (IT Ecolure, IT Ecolure Mega, PC-Ecolure a PCIT-Ecolure), v roce 2015
dalSich 115 kust (IT Ecolure a Pheagr IT-Extra). V analytické ¢asti zkouSeni byla ovéfena
hmotnost naplné a jeji sloZeni, biologicka G¢innost byla ovéfena formou vyvéseni v lesnim
porostu.

Za kazdy rok zkouSeni byla na MZe piedana zavére¢na zprava s vysledky a hodnocenim

kontrol.

2 Uvod

Feromonové odparniky jsou pomocné piipravky uréené pro monitorovani a odchyt broukt

lykozroutl. Podle sloZeni naplné a pfitomnosti riznych agregacnich feromoni je deklarovana
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jejich ucinnost pro vabeni nejen lykozrouta smrkového (Ips typographus), ale 1 dalSich druhi,
napiiklad lykozrouta severského, vrcholkového nebo lesklého (Ips duplicatus, Ips acuminatus,

Pytyogenes chalcographus).

Obsah napln¢ byl analyzovan pomoci plynové chromatografie s hmotnostné¢ selektivni detekei
(GC-MS), identifikace deklarovanych latek byla provedena porovnanim hmotnostnich spekter.
Pro kvantifikaci obsahu byly zakoupeny analytické standardy deklarovanych slozek naplné
alatky vhodné jako wvnitini standard (cis-verbenol, verbenone, ipsdienol, chalcograne,

limonene, pinene, myrtenol, camphor a karvon).

3 Material a metody

3.1 Analytické ovéreni obsahu naplné feromonovych odparniki

Feromonova napln odparniku je smési t€kavych rozpoustédel a terpenovych latek
s feromonovym a synergickym ucinkem, napu$téna do sorp¢niho materidlu a uzaviena
v nepropustné folii. Jednotlivé sloZky smési lze identifikovat na zakladé reten¢niho Casu
pfi déleni na chromatografické kolon¢ a shody hmotnostniho spektra latky s ptislusnym
analytickym standardem. Obsah analytti 1ze spocitat z kalibrac¢ni zavislosti odezvy signalu

na koncentraci.

Po otevieni obalu se tékavé slozky zacnou okamzité uvolnovat do okoli a odebrat pfesnou
navazku vzorku neni mozné. Proto byla vypracovina metoda nastiiku vzorku z plynné faze (HS

- head space analyza).

3.1.1  HS kvalitativni analyza

Ihned po otevieni odparniku se sorp¢ni polstarek s naplni vlozi do reakéni HS vialky. Uzaviena
vialka se vzorkem se diferencné zvazi a vzorek par se zanalyzuje pomoci plynoveho
chromatografu se selektivnim hmotnostné spektrometrickym detektorem (metoda GC-MS).
Naméiena spektra latek nalezenych ve vzorku se porovnaji se spektrem analytickych standardt

deklarovanych sloZek odparniku.

3.1.2  Kvantifikace obsahu sloZek naplné

Po ukonceni HS analyz se napli extrahuje do rozpoustédla. Pies septum se do vialky ptida 5 ml

acetonu (pomoci injekéni jehly a 10ml plastové stiikacky) a extrakce se provede v ultrazvukové
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lazni. Extrakt se podle potfeby nafedi nepolarnim rozpoustédlem, obohati se pFidavkem

vnitiniho standardu a tento roztok je pfipraven pro GC-MS kvantitativni analyzu.

3.1.3  Stanoveni hmotnosti naplné

Sorpéni polstaiek se po ukonceni HS analyz a extrakce do rozpoustédla vyjme z HS vialky
a spole¢né s prdzdnym obalem se vysusi do konstantni hmotnosti. Hmotnost vlastni naplné
a navéazka vzorku k analyze se stanovi z rozdilu hmotnosti neotevieného odparniku a hmotnosti

prazdného obalu a sorpéniho materialu.

3.1.4  Pristroje a pomucky

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem, GC-MS, Trace Ultra/ITQ 1100 (Thermo).
Kapilarni analyticka kolona, DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25um.

Autosampler s HS jednotkou, Combi Pal (CTC Analytics).

Plynotésna stiikacka pro HS nasttik, 1 ml a pro kapalny nasttik, 10 pl.

Analytické vahy.

Laboratorni sklo a vybaveni.

3.2 Biologické ovéreni u¢innosti feromonovych odparniku

Pro ovéfeni biologické ucinnosti odparniki byly v letech 2014 a 2015 zaloZeny terénni zkouSky
na lesnich pozemcich stanic Tiebi¢, Myslibotice a Lany. Odparniky byly vyvéSeny do lapact
typu Tyson. Prostorové ovlivnéni poctu lapenych broukll bylo eliminovdno pravidelnym
sttidanim odparnikl v lapacich, na stanovisté byl zafazen i srovnavaci slepy vzorek, lapac bez
odparniku. Vysledky byly uvedeny v pribéznych zpravach pro MZe za piislusny rok.
Biologickd zkouska potvrdila srovnatelnou uc¢innost oveéfovanych feromonovych odparnikd,

kterd odpovidala dodrzeni potiebné technické kvality vyrobku.

4 Vysledky a diskuze

Metodou GC-MS byla naméfena hmotnostni spektra hlavnich slozek naplné odparniku
aporovnana se spektry analytickych standardl rozpoustédel (metanol, etanol, propanol,
butanol, pentanol a jejich polohové izomery) a latek ze skupiny terpend (cis/trans-verbenol,
ipsdienol, myrcenol, limonen, pinen). Pro slozky, u kterych byl deklarovan poZadovany obsah,

byl zakoupen analyticky standard a obsah byl kvantifikovan z kalibra¢ni pfimky ve vhodném
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koncentra¢nim rozsahu. Kvantifikace slozek byla spoctena z ploch vybranych selektivnich
fragmentt, pfesnost kvantifikace byla zajiSténa pouzitim vnitiniho standardu. Vysledky byly
ptrepocteny na hmotnostni % obsahu stanovované slozky v navazce naplné a porovnany s Udaji
uvedenymi na etiketé piipravku, pripadné v technickych specifikacich doloZenych pfi registraci

vyrobku.

Postupy zkou$eni byly navrzeny a optimalizovany v akreditované laboratoti UKZUZ, protoze
vhodné metody nebyly v technické specifikaci pro odparniky uvedené vubec, nebo byly
zastaralé a nelogicky komplikované.

Metodou GC-MS je mozné rozliSit polohové i optické izomery deklarovanych latek,
kvantifikovat jejich obsah a stanovit i izomerovou ¢istotu vstupni suroviny.

Zé&kladnim nedostatkem pro kontrolu a hodnoceni vyrobku je v3ak absence definice kritérii,
ktera by méla napli odparnikt spliiovat. Feromonové odparniky jsou zafazeny jako pomocné
piipravky ochrany rostlin, pro které nejsou pozadavky na tidaje uvedené na etiketé a v technické
dokumentaci tak striktni, jako v ptipad¢ piipravki na ochranu rostlin. Pokud u vyrobku neni
ptresné uvedena koncentrace jednotlivych slozek a minimalni Cistota pouZitych chemikalii,
nejsou znamy nepiipustné ptimési, je obtizné vyrobek hodnotit. Nékteré odparniky dokonce

neobsahovaly ani Udaj o minimalni hmotnosti naplné.

5 Z.avér

Kvantitativni analyza jednotlivych slozek naplné je mozna. NRL-UKZUZ ma k dispozici
vhodné pfistrojové vybaveni, zpracovan metodicky postup analyz i analytické standardy
pottebné pro kvantifikaci, chybi ale pfesnd definice pozadovanych ukazatelti a povolenych
limitd pro jejich kontrolu. Zakladnim a jednoduse kontrolovatelnym parametrem pro hodnoceni
je hmotnost naplné odparniku, proto by méla byt na kazdém vyrobku zifeteln¢ vyznacena,

idedln¢ s uvedenim povolené tolerance hmotnosti naplné.

Feromonové odparniky se pouzivaji k signalizaci vyskytu Skidct, predevsim k zachytu brouku
lykoZroutd. Vlastni ochrana lesa proti ktirovci se provadi asanaci pokaceného dieva insekticidy.
Proto MZe vypsalo v roce 2016 novy projekt (CJ 35797/2016-MZe-16212) na kontrolu o3etieni
vytézenych smrkovych kment insekticidy. Timto UOkolem byl opét povéten UKZUZ.
V laboratoti NRL-Odd¢leni rezidualnich analyz byla optimalizovéna a validovana GC-MS/MS
metoda stanoveni rezidui t¢innych latek piipravkd pouzivanych v lesnickeé praxi k osetieni

dieva, tj. pyrethroidovych insekticidi v kiafe stromu. Postup je vhodny pro identifikaci
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a kvantifikaci i optickych izomeru G¢innych latek a je tedy mozné prokazat oSetfeni dieva

a ovefit pouziti deklarovaného piipravku.
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