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Rychla metoda pro rozliSeni ¢esneku (Allium sativum L.), typu

Cesky pali¢ak pomoci mikrosatelitnich markera

Pfedmétem metodiky je jednoduchy postup pro urceni Cesneku typu cesky palicak pomoci
analyzy mikrosateliti (SSR- Single Sequence Repeats), ktery je vyuzitelny zkuSebnimi
laboratofemi v praxi. Popsana metoda umoznuje identifikovat odriidy a novoslechténi ¢eského
Cesneku typu pali¢aku pomoci DNA markeri (alel mikrosatelittr), které jsou pfitomny pouze u
této skupiny odriid a novoslechténi Cesneku. Podstatou je amplifikace Usekd genomu
obsahujici dany mikrosatelitni lokus pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) pii pouziti
specifickych, flourescenéné znafenych primert a nasledna analyza délky produkti PCR.
Metodika nové¢ pfinasi unikatni soubor diagnostickych SSR markert, postup hodnoceni a

interpretace vysledki.

A simple method for detection of Czech bolting garlics (Allium

The object of submitted methodology is to simplify procedure that allow to determine Czech
bolting garlic using microsatellite analysis (SSR- Single Sequence Repeats), which is
applicable in testing laboratories. The described method allows to identify the variety and
breeding material of bolting garlic of Czech origin using DNA markers (microsatellite alleles)
that are present only for this group of varieties and breeding lines. By the amplification of the
genome containing the microsatellite locus by polymerase chain reaction (PCR) using
specific, fluorescently labeled primers, and subsequent analysis of the lengths of PCR
products. Methodology newly brings a unique set of diagnostic SSR markers, describe the

evaluation and interpretation of the results.

Oponenti: Doc. Ing. Tomas Vyhnanek, PhD.
Mgr. Lenka BartoSova, PhD., SZPI Brno

Metodika byla schvalena odborem vyzkumu MZe pod €.j. XXXXXX ze dne XXXXXX

Ministerstvo zemédélstvi doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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I.  Uvod a cil metodiky

Cesky &esnek je v dne$ni dob& Zadanou komoditou a je snaha producentil zvysit a
zkvalitnit péstovani ¢esneku na uzemi Ceské republiky. Casto dochazi k zaménam materialt
jak zdmérnému, tak ndhodnému a je tfeba disponovat systémem, ktery v zdjmu ochrany
spotiebitele umozni jednoznacné identifikovat odriidovou pravost. Metodika muze byt
uplatnéna 1 péstiteli cesneku (ovérovani pravosti sadby) i1 pfi vybéru novych Slechtitelskych
materiald.

K ovétovani pravosti Ize obecné vyuzivat morfologické markery, které jsou pfi prodeji
komodity nepraktické a obtizn¢ uplatnitelné, proteinové markery, které zatim nebyly
zavedeny. Jednozna¢éné se uvadi, ze nejpiesnéjsi jsou postupy, které vyuzivaji polymorfismus
DNA. Jako vysoce pfesna se uvadi analyza délkového polymorfismu kratkych opakujicich se
sekvenci tzv. mikrosateliti (SSR) (Agarwal et al. 2008; Tomar et al. 2013; Hoshino et al.
2012).

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici useky DNA nejcastéji o délce 2-6 parii
bazi. Vyznacuji se nasledujicimi vlastnostmi (Vejl et al. 2002): vykazuji vysoky stupefi
polymorfismu, jsou relativné rovnomérn€ zastoupené po celém genomu, jsou kodominantni.
Bézné jsou pro mikrosatelity pouzivany zkratky STRs (short tandem repeats; Edwards et al.
1991), SSR (simple sequence repeats; Tautz 1989; Morgante a Olivieri 1993). Clenéni a
kategorie repetitivni DNA (Chambers et al. 2000): satelity (satellites), minisatelity
(minisatellites), mikrosatelity (microsatellites). Mikrosatelity se nachazeji v celém genomu
eukaryotickych i prokaryotickych organismi (Field and Wills 1998; Téth et al. 2000), nejvice
pak v jeho nekodujicich oblastech (telomery, subtelomery, heterochromatin u centromer)
(Metzgar et al. 2000). Vyuziti mikrosateliti je velmi Siroké. Mikrosatelity se jevi jako
hypervariabilni a kodominantni marker (Sunnuck 2000). Jako kodominantni markery
relativné malé velikosti jsou jednoduse amplifikovany béhem PCR reakce. Vyhodou je taky,
ze vyZzaduji minimalni mnozstvi DNA a analyzy 1ze provadét v multiplexu, takze je 1 financné
unosna (de Vienne et al. 1998).

Cilem metodiky je pomoci fragmentacni analyzy na bazi fluorescen¢ni multipex PCR,
a pfi pouziti minimalni sestavy mikrosatelitnich markerti, umoznit jednozna¢nou identifikaci

vybranych skupin odrid ¢esneku, se zaméfenim na odridy typu Cesky palic¢ak.



Il.  Vlastni popis metodiky
a. Podstata metody
Podstatou metodiky je fragmenta¢ni analyza délkového polymorfismu mikrosatelitnich oblasti

genomu ¢esneku pomoci fluorescenéni PCR pfi pouziti vhodnych SSR markerd.

Izolace DNA Cesneku

Pro izolaci nukleovych kyselin je vSeobecné k dispozici skala metod, kde je prvnim
krokem rozruseni (lyze) buné¢k rostlinnych pletiv. Pro rozruseni rostlinnych bun¢k ¢esneku s
buné¢nou sténou musi byt pouzita néjaka forma mechanické sily, napt. drceni pletiva
zmrazeného tekutym dusikem v tfeci misce. DNA lIze izolovat z jakéhokoliv pletiva rostliny

éesneku.

U izolace je nutné odstranit i polysacharidy extrakci cetyl trimetyl amonium
bromidem (CTAB). K lyzatu je pfidana smés chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je
organické rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunééného lyzatu takze se smes
rozdéli na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Roztok je odstiedén a na rozhrani
mezi fazemi se ustdli bily prstenec precipitovanych proteind. Horni vodna faze obsahuje

nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA precipitovdna pfidanim koncentrované¢ho vymrazeného
etanolu. S nukleovymi kyselinami precipituji i soli, které je potiecba odmyt 75% etanolem.
Purifikovana DNA cCesneku je po vysuSeni rozpusténa ve vodé nebo v TE pufru. Pokud

potiebujeme pracovat s DNA bez RNA, ta se odstrani ptisobenim RNazy.

Analyza délky alel mikrosatelitii

Délka DNA sekvenci alel SSR lokusu se zjisti amplifikaci sekvence lokusu pomoci
PCR pfi pouziti primera pfiléhajicich k mikrosatelitni sekvenci. Jeden primer z paru (forward)
je znacen ur¢itym fluoroforem. Amplifikované sekvence (molekuly DNA) se pak rozdéli
podle délky pomoci kapilarni elektroforézy, napiiklad v ptistroji ABI PRISM 3130 (Applied

Biosystems). Ke kazdému vzorku se ptidava fluorescenéné znaceny standard (500-L1Z).


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fenol%20chloroform%20IAA.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Odstredovani.htm

b. Potiebné technické vybaveni

0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 a 2 ml sterilni zkumavky

6 x Loading Dye Solution

Analyticka vaha

Fotodokumentaéni zafizeni

Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer

Erlenmayerova barika, 500 ml

Ethidium bromid

Hiebinek do elektroforetické vany a forma
na gel pro elfo

Centrifuga s otdckami min. 11000

otacek/min

Chladni¢ka

Laboratorni parni sterilizator

Magneticka michacka

Mikropipety

Mikrovinna trouba

Mrazici box (-20°C, -80°C)

Odmérny valec, 500 ml

Ochranné gumové rukavice bez pudru

PCR desticky v¢. vicek ¢i folie

pH-metr

Sklenéné hacky na zachyceni DNA

Stolni minicentrifuga

Spicky na automatické pipety

Termocykler pro PCR _Eppendorf _
Mastercycler® nexusVortex

Zatizeni na horizontalni elektroforézu

Zdroj k elektroforézam

Spektrofotometr

Vézenky

Vortex

Tteci misky a tloucky

Ptistroj na kapildrni elektroforézu ABI3130
(Applied Biosystems) a program na
vyhodnoceni dat GeneMapper

Pro izolaci a amplifikaci DNA jsou potiebné nasledujici roztoky a chemikdlie:

e Agardza

tekuty dusik

merkaptoethanol
2 X CTAB PUFR:

2 M NacCl 40 ml 5 M roztoku
0,2 M Tris 20ml 1 M roztok o pH 8,0
50 mM EDTA 10 ml 0,5 M roztok o pH 8,0
2% CTAB 2g
H,O do 100 ml

e TEPUFR:
10mM Tris  2,5ml 1 M roztoku o pH 8,0

1 mM EDTA 0,5ml 0,5 M roztok o pH 8,0

H,O do 250 ml



e sm¢s chloroform: isoamylalkohol (24:1)
99 % roztok etanolu - vymrazeny
75 % roztok etanolu

e 1xTAEPUFR

TRIS baze (s) 4,89 0,48% roztoku
ledova CH3COOH 1,5 ml 0,5M
EDTA (pH =8,0) 2,0 ml ImM roztok

H,O do 1000ml

e Velikostni standard A Hindlll (Fermentas), v¢. nanaSeciho pufru

e PVP (Polyvinylpyrrolidon)

e RNaza A

e Syntetické oligonukleotidy - primery specifické pro dany druh rostliny (viz Tabulka 1)
e dNTP

e Tth polymeraza v¢. pufru a MgCI2 (Biotools)

e Ultra Pure H,O pro PCR

e Formamid

e LIZ500 délkovy standard

c. Pracovni postup a vyhodnoceni experimentalnich dat

Izolace DNA
e Pro izolaci kvalitni DNA je mozné pouzit jak listy, tak i strouzky. U listl je vhodné

pouzit mladé listy. Material je uchovavan v PE zipovych saccich nebo jsou listy
zabaleny do alobalu a uchovavany pii teplot¢ -80°C nebo je lze ihned zpracovat.
Strouzky Ize uchovat cca 1 mésic na suchém chladném misté. Vzorky jsou doplnény

popisem odrudy a datem, ptip. popisem lokality/mista odbéru.

e Asi 0,5 mg rostlinného materidlu je rozetfeno tekutym dusikem ve tfeci misce, prasek
je ihned piemistén do 2ml mikrozkumavky se 700ul pufru 2xCTAB a 3 ul

merkaptoethanolu a promichdn pomoci vortexu. Poté jsou vzorky 30 minut



inkubovany ve vodni lazni pii teploté 60°C (nebo v termomixéru). Pak je smés

ochlazena 5 minut v ledu.

Ke smési je pfidan 1x objem smési chloroformu a izoamylalkoholu (24:1). Po 5
minutach tfepani jsou vzorky centrifugovany pii maximalnich otdCkach po dobu 10

minut a je odebrana vodna faze. Tento krok je jesté jednou zopakovan.

K roztoku vzorku je pfidan 1x objem vymrazen¢ho 99 % etanolu. Vzorky jsou jemné
promichany nékolikanasobnym pievracenim zkumavky. Precipitovana DNA je
odebrana pomoci sklenénych hackt. Vzorky na haccich jsou umistény do novych
mikrozkumavek s 500ul 75% roztoku etanolu a inkubovany cca. 1 hodinu pfi teploté
4°C.

Po hoding jsou vzorky na haécich znovu umistény do novych 1,5 ml mikrozkumavek s

500ul 75% roztoku etanolu a inkubovany pres noc pfi teploté 4°C.

Druhy den je etanol odstranén a vysuSena DNA je rozpusténa podle velikosti peletky

ve 100 - 200ul TE pufru.

K DNA je pfidano 20pul roztoku RNazy (20mg/ml) a vzorky jsou inkubovany 10 minut
pti 37°C.

Priprava 0,8% agardzového gelu a nandseni vzorkit na gel

Podle poc¢tu vzorkll se ptipravi navazka agarozy. Pro objem 70ml 1xTAE je navazka

agardzy 0,56 g a objem piidaného ethidium bromidu 0,7pl.

na analytickych vahach se navazi na vaZzence potiebné mnozstvi agarozy

navazena agardza se prevede do Erlenmayerovy banky a zalije se potfebnym objemem
1 x TAE pufru a v mikrovinné troubé se roztok ptivede k varu

banka se postavi na elektromagnetickou michacku a vlozi se do ni michadélko. Kdyz
teplota roztoku v baiice klesne na cca 60°C, ptida se k roztoku agardzy pozadovany
objem ethidium bromidu a roztok se necha jesté cca 1 minutu michat

tekuty roztok agardzy se nalije do formy na gel ve které je hiebinek a nechd se
vychladnout

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrné¢ vyjme hiebinek, v gelu zistanou jamky pro

nanaseni vzorku



Vzorky se na pfipraveny gel nanesou podle nésledujiciho pracovniho postupu:

z roztoku izolované DNA se odebere 1 pl, k ni se ptida 7 pl sterilni deionizované vody

a 3 ul 6 x Loading Dye Solution

ptipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a ptevrstvi se (cca 5

mm) 1 x TAE pufrem
do prvni a posledni drahy se nanese 6 pl délkového standardu DNA Ladder HIND 111

a do dals$ich drah se nanési vzdy 11 pl kazdého vzorku

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut pii 30 V

Spektrofotometrické méreni koncentrace extrahované DNA

po ukonceni elektroforézy se gel vizualizuje pomoci UV zafeni ve
fotodokumenta¢nim zafizeni. Srovnanim pozice DNA s pozici délkového standardu je
pak urcena délka produktu a stupeii jeho degradace.

Koncentrace DNA vzorku je métena spektrofotometrem. Optimalni koncentrace pro
dalii analyzy je 100 ng/ul. Vyssi koncentrace DNA se fedi TE pufrem. Cistota
izolované DNA z hlediska kontaminace bilkovinami se ziskd zméfenim poméru
absorbanci pfi vlnovych délkach 260 a 280 nm (A260/A280), pti které maji absorpcni
maximum bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je optimalni, pokud se pohybuje v

rozmezi 1,7-1,9.

Vzorky DNA jsou nafedény H,O na pracovni koncentraci 100 ng/ul.

PCR reakce:

Mastermix pro PCR reakci je namichan z chemikalii, které jsou uvedeny nize.

Celkové je piipraveno mnozstvi, které odpovida predpoklddanému poctu analyzovanych

vzorki plus jeden reakéni objem navic (rezerva na ztraty pii pipetovani). Po smichani vSech

slozek je mastermix rozpipetovan podle pouzitého reakéniho objemu (14,0ul) do

tenkosténnych mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze pifidan 1 ul genomické DNA

analyzovaného vzorku (koncentrace 100 ng /pul).



Reakéni smés:

smés primeru F+R (5mM) 1,0ul
dNTP (2,5 mM) 1,5ul
pufr (BioTools) (10x) 1,5ul
MgCI2 (15mM) 0,6ul
Tth polymeraza (BioTools) (5U/ul) 0,2ul
templatova DNA (100ng/ul) 1,0ul
H,O 9,7ul
Vysledny reakéni objem 15,0ul

Mikrozkumavky jsou centrifugovany a umistény do termocykleru Eppendorf_

Mastercycler® nexus. PCR reakce sestava z nasledujicich krokd:

I cyklus:  95°C .......... 5 min.

35cykla:  95°C.......... 30 sec.
Tax i 30 sec
72°C .......... 40 sec

Leyklus  72°C.......... 5 min.
10°C.......... 0

Hodnoty *Ta(annealing temperature) jsou pro jednotlivé mikrosatelitni markery uvedeny v Tabulce

¢.1.

Fragmentacni analyza PCR produktit kapilarni elektroforézou

Pro hodnoceni vybranych mikrosatelitnich oblasti genomu c¢esneku jsou pouzity 3 SSR

markery (viz Tabulka ¢. 1).
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Priprava vzorkit pro fragmentacni analyzu:

Formamid 10,0 ul

L1Z500 Size Standard 1ul
PCR vzorky: NED, 6FAM a PET po 0,4 ul
-vzorky inkubujeme 7 minut pfi teploté 94 °C a nésledné rychle zchladime na teplotu 4°C.

Jako interni velikostni standard se pouziva LIZ 500 pro kombinaci primeri
fluorescenéné znacenych NED, 6FAM a PET. Vzorky pro analyzu jsou napipetovany do PCR

desticky, uzavieny vickem a centrifugovany.

Produkty amplifikace jsou separovany elektroforeticky metodou kapilarni

elektroforézy na pfistroji ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) podle pokynli vyrobce

V uspofadani pro fragmentacni analyzu.

Analyza PCR produktii v pristroji ABI PRISM 3130

Profily SSR markert se vyhodnocuji pomoci specializovan¢ho programu GeneMapper
v 3.7. Vysledkem analyzy jsou velikosti jednotlivych produkti PCR v bp. Primarni data se
dale prevadéji do tabulkové formy (naptiklad v programu EXCEL) pro porovnani

s referencnimi vzorky (nositeli jednotlivych alel hodnocenych lokust).

Tabulka ¢.1: Vybrané SSR markery a sekvence primerti pro SSR analyzu

Velikost PCR
- - - y I 0( ‘
Nazev markeru | Forward primer | Reverse primer Jednotka opakovani produktu A
NED-CTT GGA ACC CCC AAA CAA
ASAN7- Kkk -
SAO7-NED AAC CAG CATA GGT AGG TCAGC ©n7 229-235 60
6FAM-CAC GCG TGC AAA GCA
_ K% _ -
ASAT72-6FAM AAT CTT TCT TGG ATA TGG CAG (TA)7-(TG)5GC(GT)9T(TG)8 194-330 60
PET-TCC ACG ACA ATG CAG AGA
AQAT7- KKk A -
SALT-PET CAC ACACACAC | ATT TGG CAT CC (CAI2(CT)28 126-196 60

*T a(annealing temperature), **reference Ma et al. (2009), ***reference Cunha et al. (2012)

11



I1l.  Srovnani ,,novosti postupii oproti piivodni metodice

Prednosti metody analyzy mikrosateliti je, ze je dobfe aplikovatelnd pro rutinni
vyuziti a ma vysokou mirou reproducibility. SSR markery se ukézaly byt piesné a vykazujici
stejné vysledky pii jednotlivych opakovanich experimentu, coz potvrzuji i nékteré publikace
Jones et al. (1997), které sledovaly reprodukovatelnost metod zalozenych na DNA markerech.
Diky zatazeni standardd lze jednoznacné identifikovat jednotlivé alely danych lokus.
Analyza mikrosateliti se pouziva rutinné¢ ve forenzni diagnostice (Gilmore et al. 2003;
Stambuk et al. 2007), ovéfovani pivodu zviiat (Marikar et al. 2014; Saberivand et al. 2011;
Tupac-Yupanqui et al. 2010) a je doporucena i pro hodnoceni odrtidové pravosti rostlin (Igbal
et al. 2010; Iquebal et al. 2013; McGregor et. al. 2000).
pravosti Cesneku typu cesky pali€dk, hodnoceni genetickych zdroji a Slechtitelskych
materiali.

Je mozné ji vyuzivat v béznych laboratofich a to jak v akreditovaném systému po

verifikaci v laboratofi, tak pro vyzkumné a vyvojové ucely.

I\VV.  Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Metodika ptedstavuje soubor optimalizovanych metod a postupti, na jejichz zaklade
lze provadét rutinni analyzy DNA marker( u odriid a genovych zdroji ¢esneku a odlisit ceské
odriidy palicakli od ostatnich odriid, vcetné odriid pali¢adkd zahrani¢niho ptivodu. Vystupem
analyzy vybranych SSR lokust je ur¢eni pfitomnosti specifickych alel, které jsou rozhodujici
pro urceni, zda hodnoceny vzorek ¢esneku nalezi do skupiny pali¢dkti ¢eského pivodu
(vyslechténych v Ceské republice z piivodnich odriid a klonti genovych zdrojt, pochéazejicich
z CR, piipadné z oblasti péstovani na izemi byvalého Ceskoslovenska).
Uzivateli metodiky mohou byt organy statni spravy (UKZUZ, SZPI), kontrolni a soukromé

laboratote v CR.

V.  Ekonomické aspekty
Pracovni postup zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou fragmentacni
analyzu produkti. Casové a pracovné naroéna je extrakce DNA pouzitim CTAB metody,
kterd je vSak levnéjsi nez extrakce pouzitim komer¢nich souprav. PCR pro jednotlivy SSR

marker trva cca 2 a pal hodiny. Primarni vysledky elektroforetickych fragmentacnich analyz
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pii pouziti jedné desti¢ky o 96 jamkach jsou k dispozici za 24 hod. Odborné naro¢né&jsi Casti
je vyhodnoceni vysledkd, které zahrnuje identifikaci produktd amplifikace programem
GeneMapper 3.7 a nasledné porovnani velikosti amplifikovanych fragmentd s referenénimi
vzorky. Cena analyzy jednoho vzorku ¢esneku vSemi 3 vybranymi SSR markery ¢ini cca
4.000,- K¢ (veetné izolace DNA, PCR a analyzy v pfistroji ABI PRISM 3130). Ceny analyz
jsou ovlivnény cenami chemikalii a poctem vzorkli v jedné sérii. Tato cena je niz$i nez
analyza vzorku cesneku s pouzitim kompletni sady 16 markert pii potvrzovani odridové
reakci a poctu panelll (pouzitych SSR markert) pfi fragmentacni analyze.

Pro zavedeni metodiky do praxe je tfeba pocitat s ndklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Je tieba analyzovat alesponi 5 standardnich vzorkt (referencnich standarda

pro hodnoceny SSR lokus) a to v deseti nezavislych opakovanich (technické replikaty).

VI.  Seznam pouzité souvisejici literatury

Agarwal M., Shrivastava N., Padh H. (2008): Advances in molecular marker techniques and
their applications in plant science. Plant Cell Reports, 27:617-631.

Cunha, C.P., Hoogerheide, E.S.S., Zucchi, M.M. and Pinheiro, J.B. (2012): New
microsatellite markers for garlic, Allium sativum L. (Alliaceae). American Journal of
Botany, 99: 17-19.

De Vienne D., Santoni S. (1998): Les principales sources de marqueur moléculaires. in: de
Vienne et al.: Les marqueur moléculaire en génétique et biotechnologies végétales.
INRA, Paris, 1998: 15-47.

Edwards, A., Civitello, A., Hammond, H. A. and Caskey, C. T. (1991): DNA typing and
genetic mapping with trimeric and tetrameric tendem repeats. American Journal of
Human Genetics, 49: 746-56.

Field, D. and Wills, C. (1998): Long polymorphic microsatellites in simple organisms.
Proceeding of the Royal Society of London, Series B: Biological Sciences, 263:209-
215.

Gilmore S., Peakall R., Robertson J. (2003): Short tandem repeat (STR) DNA markers are
hypervariable and informative in Cannabis sativa: implications for forensic

investigations. Forensic Science International, 131: 65-74.

13



Hoshino A.A., Bravo J.P., Nobile P.M., Morelli K.A. (2012): Microsatellites as Tools for
Genetic Diversity Analysis, Genetic Diversity in Microorganisms. InTech, book edited
by Mahmut Caliskan, ISBN 978-953-51-0064-5.

Chambers, G. K., Macavoy E. S. Microsatellites: consensus and controversy.Comparative
biochemistry and physiology. Part B. Biochemistry & Molecular Biology.2000, 126 (4):
455-476. [cit. 2012-09-15]. ISSN 1608-3202. Dostupné
z:http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0305049100002339

Igbal A., Sadagat H.A., Khan A.S., Amjad M. (2010): Identification of sunflower (Helianthus
annuus, Asteraceae) hybrids using simple-sequence repeat markers. Genetics and
Molecular Research, 10 (1): 102-106.

Iquebal A., Sarika , Arora V., Verma N., Rai A., Kumar D. (2013): First whole genome based
microsatellite DNA marker database of tomato for mapping and variety identification.
BMC Plant Biology, 13: 197.

Jones C. J., Edwards K. J., Castaglione S., Winfield M. O., Sala F., van de Wiel
C.,Bredemeijer G., Vosman B., Matthes M., Daly A., Brettschneider R., Bettini P.,
Buiatti M., Maestri E., Malcevschi A., Marmiroli N., Aert R., VVolckaert G., Rueda J.,
Linacero R., Vazquez A., Karp A. (1997): Reproducibility testing of RAPD, AFLP and
SSR markers inplants by a network of European laboratories. MolEcular Breeding, 3:
381-390.

Ma K.H., Kwag J.G., Zhao W., Dixit A., Lee G.A., Kim H.H., Chung .M., Kim N.S., Lee
J.S., JiJJ., KimT.S., Park Y.J. (2009): Isolation and characteristics of eight novel
polymorphic microsatellite loci from the genome of garlic (Allium sativum L.). Scientia
Horticulturae, 122: 355-361.

Marikar F.M.M.T, Musthafa M.M. (2014): Usefulness of short sequence repeat markers in
goat genetic diversity studies on the Asian and African continents. Turkish Journal of
Veterinary and Animal Sciences, 38: 606-611.

McGregor C.E., GreylingM.M., Warnich L. (2000): The use of Simple Sequence Repeats
(SSRs) to identify commercially important potato (Solanum tuberosum L.) cultivars in
South Africa. South African Journal of Plant and Soil, 17, 4.

Morgante, M., Olivieri, A.M. (1993): PCR-amplified microsatellites as markers in plant
genetics. The Plant Journal, 3: 175-182.

Ovesna J., LeiSova-Svobodova L., Kucera L. (2014): Microsatellite analysis indicates the
specific genetic basis of Czech bolting garlic. Czech Journal of Genetics and plant
Breeding, 50(3): 226-234.

14



Saberivand A., Javanmard A., Safdari M., (2011): Parentage verification and identity test of
Ghezel sheep using microsatillate markers. African Journal of Biotechnology, 10(31):
5815-58109.

Sunnuck P. (2000): Efficient genetic markers for population biology.Trends in Ecology and
Evolution,15: 199-203.

Tautz D. (1989): Hypervariability of simple sequences. Current Opinion in Genetics and
Developement, 4: 1193-1199.

Tomar J.S., Soni K., Agrawal R.,Saxena S., Saxena A.K. (2013): Microsatellite markers: A
Breakthrugh in evolutionary biology. International Journal Of Pharmaceutical Research
and Bio-Science, 2(4): 385-400.

Toth, G., Gaspari, Z. Jurka, J. (2000): Microsatellites in different eukaryotic genomes: Survey
and analysis. Genome Research, 10: 967-981.

Tupac-Yupanqui I., Martinez A., Méndez S., Delgado J.V., Gomez M., Dunner S.,Cafion J.
Schulz U., (2010): The Canarian Camel: A Traditional Dromedary Population.
Diversity, 2: 561-571.

Stambuk S., Sutlovi¢ D., Bakari¢ P., Petri¢evi¢ S., Andelinovi¢ S. (2007): Forensic Botany:
Potential Usefulness of Microsatellite-based Genotyping of Croatian Olive (Olea

europaea L.) in Forensic Casework. Croation Medical Journal, 48(4):556-562.

VIl.  Seznam publikaci, které pfedchazely metodice a byly publikovany

Ovesna J., LeiSova-Svobodova L., Kucera L. (2014): Microsatellite analysis indicates the
specific genetic basis of Czech bolting garlic. Czech Journal of Genetics and plant Breeding,
50(3): 226-234

15



Prilohy:

Ptiloha 1. Vysledky analyz ¢eskych a zahrani¢nich odriid ¢esneku pomoci vybranych SSR markert

é ASMT72 ASA17 ASA07
[=]
x o o o © © ©
w0 () (3] (] () () (]
Ristovy 0 © © © © © ©
ozimy/jarni i ~ o . o - g
" gI gI 8I u‘_')l :I m|
Nazev odrady Pivod x x x 5 5 S
: 2 2 3 8 1%
< < < < < <
ozimy nepali¢ak | Jolimont Fra 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢ak | Therador Fra 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢ak | Germidour Fra 0 0 0 0 0 0
0zimy nepali¢ak | Thermidrome Fra 0 0 0 0 0 0
0zimy nepali¢dk | Arno Fra 0 0 0 0 0 0
0zimy nepali¢ak | Morado de Cuenca Esp 0 0 0 0 0 0
jarni nepali¢ak | Violet Spring Garlic Esp 0 0 0 0 0 0
ozimy nepalicak | Zahorsky Csl 0 0 0 0 0 0
ozimy nepalicak | Zahorsky Csl 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢ak | Mojmir Csl 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢ak | Lukan CR 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢dk | Anton CR 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢dk | BenatCan CR 0 0 0 0 0 0
jarni nepali¢ak | Japo CR 0 0 0 0 0 0
jarni nepali¢ak |Japo Il CR 0 0 0 0 0 0
jarni nepali¢ak | Matin CR 0 0 0 0 0 0
jarni nepalicak | Lumir CR 0 0 0 0 0 0
ozimy nepali¢ak | ZAHII CR 0 0 0 0 0 0
ozimy pali¢dk | Jovan CR 0 0 0
ozimy pali¢dk | Havran CR 0 0 0
ozimy pali¢ak | Blanin CR 0
ozimy pali¢ak | Mirka CR 0
ozimy palicak | Stanik CR 0
ozimy pali¢ak | Vekan CR 0 0
ozimy pali¢ak | Dukat CR 0 0
ozimy pali¢ak | Unikat CR 0 0
ozimy pali¢ak | Brick CR 0 0
ozimy pali¢ak | Karel IV, CR 0 0
ozimy pali¢ak | Tantal CR 0 “
ozimy pali¢ak | Tristan CR 0
ozimy palicak | Slavin CR 0 0 0
ozimy palicak | Dzambul CR 0 0 0
ozimy pali¢dk | Bjetin CR 0 0 0
ozimy pali¢ak | Vinar CR 0 0 0
ozimy palicdk | Anin CR 0 0 0
ozimy palicak | BL127 CR 0 0 0
ozimy palicak | Alll CR 0 0 0
ozimy pali¢dk | LAN CR 0 0 0
ozimy pali¢ak | BL 183 CR 0 0 |
ozimy palicak | Rusak CR 0 0 0
ozimy pali¢dk | Rusak 4 CR 0 0 0
0zimy palicak | Rusak Hradecky CR 0 0 0
ozimy palicdk | Rusdk Riegel CR 0 0 0
ozimy pali¢ak | Edenrose Fra 0 0 0 0 0 0
ozimy pali¢ak | Goulurose Fra 0 0 0 0 0 0
jarni palicak | White Spring Garlic Esp 0 0 0 0 0 0
jarni pali¢dk | Red American Garlic Esp 0 0 0 0 0 0
0zimy palicak | Harna§ Esp 0 0 0 0 0 0
jarni pali¢ak | Spanish Roja Esp 0 0 0 0 0] 0
0zimy pali¢dk | White American Garlic Esp 0 0 0 0 0 0




Ptiloha 2.: Sestava diagnostickych markerti a alel specifickych pro odriudy cesneku

¢eského ptivodu typu palicak

SSR marker Diagnostika

Odruda (klon) typu
ASM72 237 nebo ASM72 259 nebo ASM72 261  paliéak, pivod
Ceska republika

Odruda (klon) typu
ASA17 159 nebo ASAl7 177 pali¢ak, ptivod
Ceska republika

Odruda (klon) typu
ASA07_237 pali¢ak, pavod
Ceska republika



