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6. Zhodnoceni pribéhu FeSeni

Reseni projektu probihalo po celou dobu v souladu s &asovym planem a dle
schvalenych metodickych postupti. Na feSeni se podileli vSichni ¢lenové fesitelského tymu.
Vsechny planované a schvalené aktivity v jednotlivych letech feSeni projektu byly v plném
rozsahu uskute¢nény.

Cilem projektu bylo vyvinout molekuldrné-genetické markery odvozené od
genetickych elementti a sekvenci genli kodeterminujicich metabolom chmele. Zdrojem
specifickych novych sekvenci byly expresni knihovny hlavek a lupulinovych zlazek chmele,
genomova a BAC knihovna, které byly ziskany nebo pfipraveny v ramci feSeni projektu.




V naSich experimentech jsme se nejvice zaméfili na geny regulujici syntézu sekundéarnich
metabolith v hldvce, regulacni transkripcni faktory. Provedenymi skrininky jednotlivych
knihoven jsme celkem sekven¢n¢ charakterizovali sedm Myb, pét bZIP, dva bHLH, tfi
WRKY a jeden WD40 chmelové faktory. Sekvence byly deponovany do databaze EMBL
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) pod pfistupovymi Cisly: Myb 1 az 7 - AJ876882, FN646081,
AMS501509, FR751554, FR751555, FR873649, FR873650, bZIP 1, 2 a 4 - FN395065,
AM998490, FR751556, bHLH 1 a 2 - FN646080, FR751553, WRKY - FR751557 a WDR1
- FN689721. Funkéni analyzou vlivu jednotlivych TFs na promotorové sekvence strukturnich
genu byly prokazany aktivace a inhibice exprese jednotlivych genli a vzijemné interakce
jednotlivych TFs. V pribéhu feSeni projektu jsme téz skrininkem jednotlivych knihoven
sekvencné charakterizovali n¢kolik strukturnich geni kodeterminujicich metabolom chmele,
které byly deponovany do databdze EMBL. Jednalo se o geny pro chalkén syntazu 1, 2 a 4
(FJ554585, F1554586, FJ554587), valerophenone syntazu (FJ554588), O-methyl transferazu
(FM164641, FN395066), cinnamic acid 4-hydroxylazu (FJ617541), 4-coumarate:CoA ligdzu
(FJ617540), endonukledzu (AM909687), isopentenyl-difosfat isomerazu 1 a 2 (HQ734719 a
HQ734720), 2-C-metyl-D-erythritol-2,4-cyklodifostat syntazu (HQ734721),
leucoanthocyanidin reduktazu (HQ734722), Maf protein 1, 2 a 3, (HQ734723, HQ734724 a
HQ734725) a mitogen aktivni protein kindzu (HQ734726). Dale pomoci technologie NGS
(Next Generation Sequencing) na platformé¢ GS-FLX Titanium (Macrogen, Seoul, Korea)
byly ziskany sekvence 8 BAC klonti (3770 az 3778). Celkem tak bylo ziskano 745 kb
genomové sekvence obsazené celkem v 60 296 665 preCtenych bazi. Na zakladé analyzy
regulacnich a strukturnich elementi, ORFs, repetitivnich sekvenci bylo zjiSténo, ze BAC
sekvence nejvice obsahovaly repetitivni sekvence retrotransposont (Ty3/Gypsy, Tyl/Copia,
CACTA). Daéle byly nalezeny ORFs n¢kolika genli a promotorové sekvence transkripcnich
faktorth Mybl a WRKY1. Jako dalsi byla vyuzita EST databdze GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) obsahujici celkem 25 483 chmelovych EST sekvenci pro
identifikaci a selekci vhodnych EST sekvenci pro vyvoj molekularnich markerd. Timto
skriningem bylo vybrano celkem 33 mikrosatelitnich SSR lokusti v 1 434 EST sekvencich.

Vsechny ziskané genové a genomové fragmenty byly analyzovany metodami
bioinformatiky, predikovany vhodné sekvence potenciondlnich molekularné genetickych
markerti a navrZzeny amplifika¢ni PCR primery pro analyzu amplifikovaného polymorfismu
mezi vybranymi genotypy chmele. Celkem bylo z genetickych zdroji chmele vybrano 92
genotypt (85 odrid svétového sortimentu a 7 novoslechténi) s rozdilnymi hospodaiskymi
znaky. Vybrané genotypy byly charakterizovany v polnich podminkach z hlediska
chemickych analyz a hospodatskych znakii (Ptiloha ¢.1) dle klasifikdtoru chmele. Vysledky
byly zafazeny do databaze genetickych zdroji EVIGEZ
(http://genbank.vurv.cz/genetic/resources/). Pro dalsi analyzy bylo téz charakterizovano 116
jedincli potomstva F1 generace segregujiciho kiizeni Taurus x Sm06 H14 11/167. Také u
téchto genotypli chmele byly provedeny chemické analyzy dle metodiky a vysledna
analyticka data jsou uvedena v Piiloze ¢.2. Ze vSech vybranych genotypti chmele byla
vyizolovéana vysokomolekularni DNA dle metodiky. Vyizolovand vysokomolekularni DNA
byla pouzita pro molekularné-genetickou analyzu z cilem zhodnotit amplifikovany
polymorfismus jednotlivych molekuldrné-genetickych markerti a nalézt mozné korelace
potencialnich markeri s hospodaiskymi znaky chmele.

V ramci experimentalni ¢innosti projektu tak byly ovéfeny stovky sad kombinaci
primera detekujicich jednotlivé alely transkripénich faktord, strukturnich genti a repetitivnich
sekvenci v genomu chmele. Na zakladé statistického hodnoceni urovné genetického
polymorfismu ve svétovém sortimentu chmele, byly vybrany nejvhodnéj§i primerové
kombinace pro ¢eské odriidy chmele a jejich spolehlivou determinaci. Primerové kombinace
byly odvozeny ze sekvenci nasledujicich genti: 3’UTR oblasti WRKY1, intronu 2 a CDS 2-C-




methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate syntazy (CMPS), intronu 3 leucoanthocyanidin
reduktazy (LAR), calcium-binding EF hand family proteinu (CaEFh, ES654725) a 5’UTR
oblasti Mybl. Sada primerd WRKY1 amplifikovala celkem 11 fragmentt alel gent, sada
primeri CMPS amplifikovala celkem 5 fragmentli alel genti, sada primerd LARI
amplifikovala celkem 6 fragmentt alel genti, sada primert CaEFh amplifikovala celkem 5
fragmentl alel gent a sada primertt pMyb1b amplifikovala celkem 8 fragmenti alel genti ve
svétovém sortimentu chmele. V Ptiloze ¢€.3 je pak shrnut geneticky polymorfismus fragmenti
alel gend v Ceskych odriidach chmele, umoziujici jejich pfesnou, rychlou, specifickou a
spolehlivou determinaci. Takto lze testovat jak ¢eské odridy, tak i vzorky odrid svétového
sortimentu a Slechtitelského materidlu chmele v laboratofich Slechtitelskych a kontrolnich
organizaci. Tuto hypotézu jsme ovéfili molekularné-genetickou analyzou amplifikovaného
polymorfismu ve vybranych odriidach svétového sortimentu uvedenych v Piiloze ¢.1 (viz.
Ptiloha ¢.4).

Ziskané vysledky amplifikovaného polymorfismu ndm umoznili vyhodnotit
genetickou variabilitu v rdmci analyzovanych odrid chmele a jejich genealogické vztahy
pomoci klusterové analyzy (Pfiloha ¢.5). Tato analyza odpovidala diive publikovanym
vysledkiim a genetickym ptivodim. Dale byla provedena korela¢ni analyza potencidlnich
molekularné-genetickych markeri s hospodéaiskymi znaky vybranych genotypli chmele.
Statistickou analyzou molekuldrné-genetickych EST-SSR markerti bylo prokazéano, Ze existuji
statisticky prokazatelné korelace mezi nékterymi alelami studovanych lokust a obsahy
sekundarnich metaboliti v hldvce chmele. Jednalo se o alely 12 strukturnich gent a
transkripénich faktort a jedné sekvence retrotransposonu (Pfiloha ¢.6). Jelikoz obsahy
sekundarnich metaboliti v hldvce jsou mnohdy enzymaticky propojené, generovaly
jednotlivé alely gent vice molekuldrné-genetickych markertt obsahovych latek chmelové
hlavky. Celkem bylo nalezeno 17 markert obsahu alfa hotkych kyselin, 2 markery obsahu
beta hotkych kyselin, 12 markeri obsahu xanthohumolu, 4 markery obsahu DMX, 10
markeri obsahu kohumulonu a kolupulonu, 5 markert obsahu myrcenu, 8 markerti obsahu
humulenu, 1 markeru obsahu farnesenu a 3 markery obsahu karyofylenu (Ptiloha ¢.7).
Markery obsahu alfa hotkych kyselin, xanthohumolu, kohumulonu a kolupulonu se vyrazné
piekryvaly, coz bylo zplisobeno zavislosti jednotlivych znakt, kterou prokdzala i1 korelacni
analyza. Pro ovéfeni jsme provedli t¢Z QTL analyzu nékolika potencionalnich markert v F1
populaci kiizeni. Tato analyza potvrdila nase ziskané vysledky, kdyZz molekularné-genetické
markery GPPS-SSU (malad podjednotka geranylgeranyldifosfat syntazy, FJ455406), CMPS,
LAR1 a CGG2 (hypoteticky protein, ES652842) prokazateln¢ korelovaly a $tépily v populaci
v z&vislosti na obsahu xanthohumolu a alfa hotkych kyselin. Tyto geny, jako i ostatni
nalezené¢ markery, jsou tak prokazatelné¢ napojeny na produkci a biosyntetické drahy
sekundarnich metabolitt.

Na zaklad¢ vysledkii projektu byla vypracovdna souhrnné certifikovand metodika
vyuziti molekuldrné-genetickych markerti pro Slechténi a kontrolu chmele. Vypracovana
metodika bude oponovana, certifikovana a ptipravena pro tisk a uplatnéni v agrarnim sektoru.
Dale je pfipraveny navrh uZzitného vzoru vyuziti 5 molekularné-genetickych markerti pro
kontrolu a determinaci ¢eskych odriid chmele. Vysledky projektu umozni vyuzit moderni
biotechnologické metody v ramci selekce podle molekuldrnich markert (MAS) v klasickém
Slechténi, jez urychli a zefektivni tvorbu novych odrid s pfesné definovanymi vlastnostmi
reagujicimi na potieby trhu a agrarniho sektoru. Vysledky studia genii a vyvoje markert
mohou byt v budoucnu té€z vyuzity pro tvorbu a kontrolu GMO.

7. PFilohy

Viz. str. 11
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Vysledky byly dale zpracovany do aplikovanych vystupti:
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Patzak J., MatouSek J: Kombinace sad primerii pro detekci genetického polymorfismu
¢eskych odrid chmele a jejich determinaci. UZitny vzor, 2013

9. Popis uplatnéni

Zavadéni novych technologickych a inovacnich postupti je nezbytnym piedpokladem
pro udrzeni konkurenceschopnosti agrarniho sektoru v novych podminkdch EU. VyuZiti
biotechnologii v modernim Slechténi je jednou z cest jak zlepSit vyuzivani biologického
potencialu produkénich organismd.

Vyuziti molekularné genetickych metod ve Slechtitelském procesu a k hodnoceni
genovych zdrojl je v soucasnosti nejicinnéjsi metodou charakterizace jednotlivych genotypu.
Molekularné-genetické markery zaujimaji v téchto aplikacich nezastupitelné misto. Hlavnim
pfinosem jejich vyuziti je pfesna charakterizace genotypii chmele, jeZ v budoucnu povede ke
zkraceni tvorby a zvySeni efektivnosti Slechtitelského procesu novych odrid chmele. Na
zéklad¢ ziskanych sekvenci jsme odvodili molekuldrné-genetické markery kodeterminujici
metabolom chmele, vyuzitelné jako efektivni markerovaci systém, kvalitativné vySsi arovné
pro hospodaiské znaky chmele ve Slechtitelském procesu. Molekuldrné-genetické markery tak
vyhovovuji novym potiebdm klasického Slechténi v rdmci selekce podle molekularnich
markert (MAS — marker assisted selection) a pro budouci tvorbu a kontrolu GMO.

Uplatnéni naleznou molekuldrné-genetické markery 1 v kontrolnich mechanismech
Cistoty a uniformity odriid, pfi hodnoceni genetické variability, biodiversity a genealogickych
vztahll mezi jednotlivymi genotypy chmele.

Ziskané genové sekvence jsou také novym védeckym poznatkem, pfispivajicim do
celosveétovych znalosti rostlinnych genomt a obecnych regula¢nich mechanismti metabolismu
rostlin.
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Piiloha ¢.1. Soubor charakterizovanych genotypi svétového sortimentu chmele na
hospodaiské znaky pro korela¢ni analyzy s molekularné-genetickymi markery

Odrida Obsah Obsah

a-acids | B-acids | o/B ratio | cohumulone | colupulone | xanthohumol | DMX

[% of DW] | [% of DW] [% of a-acids] | [% of B-acids] [% of DW] [% of DW]
Kirin 11 3,5 4.5 0,7 48 70 0,29 0,04
Northdown 8,5 5,2 1,6 27 50 0,3 0,04
Willamete 5 3,5 1,5 32 63 0,35 0,04
Buket 8 3,5 2,3 24 54 0,45 0,1
Challenger 7,8 472 1,9 23 51 0,45 0,15
Target 11,1 4,2 2,6 37 61 0,7 0,04
Perle 7 4 1,6 30 54 0,4 0,06
Eroica 12 4,7 2,5 40 64 0,33 0,07
Golden Star 3,7 4,6 0,7 48 69 0,4 0,08
Galena 13 8 1,6 40 65 0,6 0,07
Bobek 5,3 5,1 1,1 30 51 0,45 0,09
Chinook 13 3,5 3,6 32 54 0,5 0,05
[Nugget 13 5 2,6 26 56 0,6 0,08
Estera 4 6,8 0,6 29 42 0,35 0,04
Blisk 6 3 2 37,5 61 0,5 0,08
Serebjanka 3,5 5,5 0,6 23 42 0,2 0,05
Izabela 8,5 9,9 0,8 29 55 0,29 0,03
Striesselspalt 4,5 4,7 0,9 23 41 0,36 0,07
Magnum 13,5 5 2,4 27 46 0,37 0,11
Marynka 10 11,7 0,85 26 54 0,52 0,05
Southern Brewer 10 4 2,5 39 66 0,6 0,06
Hallertau Tradition| 6 4,5 1,5 27,5 48 0,35 0,05
Mt. Hood 6 6 1 22 46 0,27 0,09
Taurus 15,5 5 3 24 47 0,8 0,04
'Y eoman 10 4 2,5 27 49 0,73 0,06
Spalter Select 5 4 1,2 23 43 0,3 0,05
Comet 7 3 2 43 68 0,74 0,04
Crystal 3,5 5,5 0,6 23 44 0,3 0,07
Cenntenial 10,5 4 2,6 30 52 0,51 0,04
Hallertau 4.5 4.5 1 23 40 0,34 0,07
Lubelski 4,7 9,9 0,5 28 47 0,28 0,08
Savinsky Golding | 4,5 2,7 1,7 30 50 0,29 0,04
[Northern Brewer 8,4 4 2,1 30 51 0,66 0,1
Fuggle 4,8 2,5 1,9 27 51 0,37 0,05
Golding 5,5 2,2 2,1 25 51 0,45 0,04
Tetnang 4,6 4,6 1 27 45 0,37 0,08
[Nadwislavsky 3,8 8,5 0,45 31 43 0,3 0,06
Bramling Cross 6 3 2 27 51 0,27 0,06
Hersbruck 3,5 5 0,7 21 38 0,27 0,04
Spalt 5 4,9 1 26 43 0,33 0,07
Liberty 4 3,5 1,1 27 57 0,35 0,08
Backa 3,7 4,8 0,7 24 41 0,24 0,06
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Odruda Obsah Obsah

a-acids | B-acids | o/ ratio | cohumulone | colupulone | xanthohumol | DMX

[% of DW] | [% of DW] [% of o-acids] | [% of B-acids] |  [% of DW]  |[% of DW]
Ringwood Special | 5,5 5,5 1 43 61 0,15 0,07
Pride of Ringwood| 8,5 5 1,7 36,5 52 0,42 0,06
Cascade 6 6 1 36 58 0,41 0,12
Atlas 8,5 3,7 2,3 37 62 0,5 0,1
Smooth Cone 11 6,8 1,8 39 55 0,49 0,06
Late Cluster 7 5 1,5 40 64 0,26 0,04
Aurora 9,5 3,8 2,5 24 52 0,51 0,08
Brewers Gold 6,5 3,3 1,9 45 67 0,65 0,06
Callicross 10,5 7 1,5 41 57 0,44 0,05
Sladek 6,5 7,5 0,9 27 47 0,57 0,11
Premiant 10 4.5 2,2 21 42,5 0,34 0,07
Vojvodina 6,5 5,8 1,3 30 58 0,39 0,09
Osvald clone 72 3,5 5 0,7 25 41 0,26 0,07
Bor 9 5 1,8 23,5 46 0,35 0,06
Agnus 14 7,5 1,8 36 57 0,85 0,09
Cicero 8 3 2,6 27 50 0,32 0,04
Celeia 6 2,8 2,1 28 55 0,21 0,05
Merkur 14,5 5,5 2,5 20 43 0,3 0,09
Columbus 16 5,2 3 32 54 0,57 0,04
Zenith 10 3 3,3 25 51 0,39 0,07
Sterling 4.5 5,5 0,8 23 44 0,28 0,07
Santiam 6,3 7,8 0,8 22 45 0,28 0,1
Glacier 5,5 8,2 0,7 15 35 0,27 0,09
Horizon 13 7,5 1,7 19 40 0,52 0,12
Vanguard 5,7 6,5 0,9 15 37 0,38 0,09
Outeniqua 12,5 4.5 2,7 29 52 0,34 0,05
Sybilla 9,5 5,9 1,6 26 53 0,53 0,09
Southern Star 13 5 2,6 31 50 0,8 0,1
Phoenix 9,35 4,83 1,94 25 50 0,6 0,06
First Gold 8,5 4 2,1 30 55 0,48 0,07
Kazbek 6,5 5 1,1 35 60 0,4 0,14
Ametyst 4,5 5,5 0,8 23 40 0,25 0,06
Bohemie 8,5 8,5 1 25 45 0,5 0,1
Vital 15 10 1,5 23 47 0,91 0,27
Rubin 11 4 2,5 30 50 0,51 0,06
Harmonie 6,5 6,5 1 20 37 0,56 0,07
Herkules 15,56 | 5,23 3 33 51 0,83 0,05
Smaragd 4,1 3,92 1 16 29 0,28 0,04
Opal 7,92 3,36 2,4 32,5 48 0,48 0,02
Saphir 4 6,6 0,6 17 43 0,43 0,04
Admiral 15,28 | 6,23 2,5 41 61 1,13 0,07
Alma 12,49 | 5,64 2,2 26 45 0,41 0,08
lunga 14,82 | 7,62 1,9 31,5 48 1,03 0,08
INS1.4849 12,86 | 7,39 1,74 25,97 47 0,68 0,19
INS1.4914 12,62 | 6,81 1,86 31 49 0,74 0,13
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Odruda Obsah Obsah
a-acids | B-acids | o/ ratio | cohumulone | colupulone | xanthohumol | DMX
[% of DW] | [% of DW] [% of a-acids] | [% of B-acids] [% of DW] [% of DW]
N§1.4915 13,04 | 599 | 2,18 27,5 48,5 0,6 0,1
N§1.4932 11,33 | 4,45 | 2,55 26 46 0,4 0,1
N§1.4964 12,74 | 7,12 1,79 25,5 47,5 0,67 0,17
IN31.5166 1526 | 5,79 | 2,64 24 48,5 0,84 0,08
N$1.5196 9,7 3,97 | 2,44 28 54,5 0,69 0,07
Odruda Obsah Rezistence k| Vynos | Barva
total oils|myrcene|humulene |farnesene | caryophylene| PE PA [tha™] révy
[% of DW] | [% of oils] | [% of oils] | [% of oils] [% of oils]
Kirin 11 0,6 30 40 0 13 2 3 0,9 C
[Northdown 2 27 42 0,8 15 4 2 1,7 Z
Willamete 1,2 50 25 5,5 7,5 4 3 1,6 Z
Buket 2,1 44 22 5,5 7,5 3 4 1,9 Z-C
Challenger 1,3 37 27 1,5 9 5 4 1,8 F
Target 2 50 20 0 9 1 5 1,7 F
Perle 1,1 23 35 0 9 4 3 1,9 Z
Eroica 1,1 60 1 0 10 3 2 2,5 Z-C
Golden Star 0,6 35 38 0 12 3 3 1,1 C
Galena 1,1 57 12 0 5 2 2 2,2 z-C
Bobek 2 52 16 5,5 5 3 4 2 Z-C
Chinook 2 37 22 0 10 4 2 2,3 C
Nugget 2 56 17 0 8,5 3 4 2,1 Z-C
Estera 1,2 34 39 0 12 3 3 1,8 Z
Blisk 2,2 45 12 18 6 2 3 2,2 Z
Serebjanka 0,7 40 27 14 9 3 3 1 C
[zabela 2 42 29 0 10 3 3 2,8 z-C
Striesselspalt 0,7 25 20 0,8 9 3 3 1,7 | z-C
Magnum 2 31 36 0,8 9 4 2 2,2 V4
Marynka 2 31 33 2 11 2 2 2,2 Z
Southern Brewer 0,8 41 19 4 9 3 3 1,7 C-F
Hallertau Tradition| 1,2 23 50 0,5 13 5 3 1,7 Z-C
Mt. Hood 1,2 50 25 0,5 10 4 3 1,8 z-C
Taurus 1,4 30 23 0 8 3 2 2,2 z-C
Yeoman 1,7 35 26 0 13 3 1 1,7 C-F
Spalter Select 0,7 20 20 20 9 4 3 1,95 C
Comet 0,8 58 1 0 6 2 2 1,8 z-C
Crystal 1,2 52 21 0,5 6 2 2 1,6 | zC
Cenntenial 1,8 50 15 0,5 6,5 4 3 1,85 | z-C
Hallertau 0,8 27 48 0 13 3 3 1,2 Z-C
Lubelski 1,1 23 42 1,5 10 3 3 1,7 z-C
Savinsky Golding 1 32 33 7 10,5 3 4 1,7 | z-C
[Northern Brewer 1,7 35 30 0 10 2 1 1,8 F
Fuggle 1,1 26 37 6 12 4 3 1,35 | z-C
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Odrida Obsah Rezistence k| Vynos | Barva
total oils|myrcene| humulene |farnesene | caryophylene| PE PA [tha™] révy
[% of DW] | [% of oils] | [% of oils] | [% of oils] [% of oils]
Golding 0,8 30 41 0 13 1 2 13 | zC
Tetnang 0,8 23 24 15 9 3 3 1,4 C
Nadwislavsky 1,3 34 37 1 9 3 3 1,5 z-C
Bramling Cross 1 37 30 0,8 16 2 2 1,7 Z
Hersbruck 0,7 20 25 0 11 2 3 1,7 z-C
Spalt 0,7 42 25 12 9 3 3 1 C
Liberty 0,9 37 37 0,5 10,5 4 3 1,5 z-C
Backa 0,7 30 32 0,5 10 2 2 1,6 | z-C
Ringwood Special | 1,6 39 19 8 8 2 2 1,6 | zC
Pride of Ringwood| 1,5 37 55 0,8 7,5 2 2 2,5 C-F
Cascade 1,2 52 13 6 5 4 3 1,8 zZ-C
Atlas 2 38 16 15 6 2 2 2,1 C
Smooth Cone 1,4 48 21 0 6,5 2 3 1,3 C-F
Late Cluster 0,6 50 16,5 0 6,5 1 2 2 C-F
Aurora 1,2 45 24 7,5 6 4 4 2,4 C
Brewers Gold 2 38,5 25 0 7,5 2 2 2,2 zZ-C
Callicross 1,1 52 19 0 6,5 1 3 1,2 C-F
Sladek 1,8 45 25 0 9 3 3 2,5 Z
Premiant 1,5 42 30 1,8 9 3 3 2,5 Z
Vojvodina 1,1 32 32 0,5 10 3 3 1,8 F
Osvald clone 72 0,5 39 20 16 5,9 3 3 1,1 C
Bor 1,2 42 30 0 9,5 3 3 2 C
Agnus 2,5 50 17 0,2 9 3 3 2,3 Vi
Cicero 1,7 33 26 5 9 3 2 2,1 C
Celeia 2,1 34 20,5 5 8,5 4 4 1,9 | z-C
Merkur 2,2 32 32 0 9 4 4 2 Vi
Columbus 2,5 33 18 0,5 9,5 1 3 2.8 Z
Zenith 1,7 52 18 0 7 4 5 1,7 C
Sterling 0,9 46 22 15 6 3 3 1,5 C
Santiam 1,4 36 23 14,5 7 4 2 1,7 C
Glacier 1,2 47 30 0 8,5 2 2 2,8 Z-C
Horizon 2 67 9 2,5 5,5 1 2 2,1 z-C
Vanguard 1 23 47 0 13 3 2 1,6 | z-C
Outeniqua 1,6 40 30 0 9,5 2 2 2 C-F
Sybilla 1,5 30 42 6 10 2 2 2 C
Southern Star 1,6 39 22 12 14 2 1 2,5 z-C
Phoenix 2 25 30 1,5 9 2 4 1,5 C
First Gold 1 36 19 2 6 2 4 1,7 zZ-C
Kazbek 1,5 45 30 0,9 13 3 3 3 z-C
Ametyst 0,7 35 17 18 6 3 3 2,5 C-F
Bohemie 2 45 16 2,5 9 3 3 2,5 C
Vital 2 50 5 3 7 3 3 2,2 Vi
Rubin 1,5 40 16 0,5 8 3 3 2,2 C-F
Harmonie 1,5 35 15 0,5 8 3 3 2,4 C
Herkules 0,28 | 53,86 13,8 0,36 7 4 3 2,2 Vi

14




Odrida Obsah Rezistence k| Vynos | Barva
total oils|myrcene| humulene |farnesene | caryophylene| PE PA [tha™] révy
[% of DW] | [% of oils] | [% of oils] | [% of oils] [% of oils]
Smaragd 0,13 37,3 10,68 1,89 7 4 2 1,8 Z-C
Opal 0,21 54,32 13,84 0,55 4,64 4 4 1,9 Z
Saphir 0,8 35 12 0,5 25 3 4 1,7 | zC
Admiral 0,25 45,07 11,95 1,35 8 3 3 1,8 F
Alma 1,03 32,5 13,9 1,93 19,6 3 3 0,8 z-C
lunga 0,55 40,36 13,25 1,24 23,17 3 3 1,5 Z
INS1.4849 2,01 43,71 10,57 4,51 3,59 3 3 1,3 z-C
INS1.4914 2,22 35,75 8,21 0,53 21,79 3 3 1,3 Z-C
INS1.4915 2,05 37,01 6,54 2,15 19,31 3 3 1,8 Z-C
INS1.4932 2,01 43,13 8,21 0,4 26,8 3 3 1,5 F
INS1.4964 1,83 40,3 10,54 4,89 4,99 3 3 1,4 Z-C
INSL.5166 1,18 49,7 3,45 18,4 3,68 3 3 1,4 C
INSL.5196 0,69 29,9 8,12 3,47 9,24 3 3 1,25 C

Poznamka: PE - peronospora chmelova, PA - padli chmelové, Z - zelena, C - Gervena, F -
fialova
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Piiloha 2. Chemotaxonomické znaky 116 jedinct F1 potomstva kiizeni Taurus x Sm06 H14

11/167.
genotyp | alfakys. | betakys. | pomér [kohumul. | kolupul. | xanthohum | pomér DMX pomér
(% DW) | (% DW) | alfa/beta | (%rel) | (%rel) | (% DW) | X/a.10’ | (%rel.) | X/DMX
13] 39] 0,65 0,32 2,03 26,9 64 0,89 136,92 | 0,06 14,83
13| 40] 13,82 443 3,12 25,2 45 0,86 6,22 0,05 17,20
13| 841 12,93 3,92 3,30 25,6 47,2 0,85 6,57 0,07 12,14
13| 94] 13,78 5,87 2,35 17,8 36,5 0,92 6,68 0,05 18,40
13| 100] 11,87 3,67 3,23 20,1 45,7 1,16 9,77 0,13 8,92
13]1102] 13,01 4,55 2,86 30,6 52 0,38 2,92 0,1 3,80
13] 120] 14,58 4,98 2,93 23,2 429 1,18 8,09 0,11 10,73
131 121] 0,91 0,41 2,22 30,1 65,4 0,7 76,92 0,04 17,50
13| 123] 16,97 6,36 2,47 25,7 47,7 1 5,89 0,07 14,29
13| 1241 10,72 3,57 3,00 22,5 46,4 0,45 4,20 0,1 4,50
13| 135] 1,92 0,68 2,82 23,7 50,6 0,72 37,50 0,05 14,40
13] 136] 0,75 0,35 2,14 27,3 54,8 0,97 129,33 | 0,05 19,40
13| 138] 14,23 4,31 3,30 22,3 48,6 0,95 6,68 0,13 7,31
13] 141] 13,93 4,65 3,00 17,4 39 0,73 5,24 0,1 7,30
13] 142 12,27 3,8 3,23 20,7 43,9 0,66 5,38 0,11 6,00
13| 148] 1,51 0,64 2,36 25,3 59,2 0,98 64,90 0,13 7,54
13] 150] 16,31 5,4 3,02 20,2 38.9 0,88 5,40 0,07 12,57
13| 151 12,53 4,42 2,83 25,3 447 0,79 6,30 0,09 8,78
13| 152] 0,6 0,31 1,94 25,8 64,2 0,62 103,33 | 0,07 8,86
13| 154] 9,92 3,46 2,87 20,8 45,4 0,56 5,65 0,06 9,33
13| 157] 9,44 3,11 3,04 25,4 51,5 0,51 5,40 0,07 7,29
13| 158] 16,18 6,7 2,41 21,6 38 0,88 5,44 0,11 8,00
13| 166] 1,02 0,42 2,43 29,6 62,8 0,81 79,41 0,06 13,50
13| 179] 0,46 0,21 2,19 333 64,8 0,73 158,70 0,06 12,17
13| 181] 16,68 5,333 3,13 24 47,1 1,18 7,07 0,09 13,11
13| 183] 0,85 0,36 2,36 27,1 62,8 0,97 114,12 0,09 10,78
13| 189] 0,29 0,68 0,43 56,7 82,3 1,03 355,17 | 0,05 20,60
131 193] 12,82 4,66 2,75 24,2 43,5 0,94 7,33 0,08 11,75
13| 194 15,35 5,28 2,91 29,7 53,8 1,01 6,58 0,09 11,22
131 197] 14,71 5,88 2,50 25,2 48,7 0,55 3,74 0,11 5,00
13| 206] 13,78 4,55 3,03 26,5 51,9 0,63 4,57 0,1 6,30
13211} 17,19 5,87 2,93 21 47,3 0,84 4,89 0,07 12,00
13| 216] 12,36 3,58 3,45 29,8 52,4 0,51 4,13 0,09 5,67
13| 223] 16,36 7,69 2,13 23,8 44,1 0,68 4,16 0,1 6,80
13| 2241 10,22 4,07 2,51 229 44.5 0,41 4,01 0,06 6,83
13| 230] 0,62 0,26 2,38 24,7 63,3 0,96 154,84 0,05 19,20
13| 236 15,22 5,77 2,64 25,2 42.5 0,89 5,85 0,09 9,89
13| 237] 13,94 5,46 2,55 26,5 46,2 0,63 4,52 0,05 12,60
13| 238 11,94 4,42 2,70 28 48,7 0,57 4,77 0,09 6,33
14| 18] 13,27 4,94 2,69 21,7 42,8 1,16 8,74 0,07 16,57
14 20] 12,5 3,92 3,19 25,2 52,5 0,5 4,00 0,06 8,33
14| 26| 12,92 5,21 2,48 21,5 443 0,67 5,19 0,06 11,17
14| 27| 11,48 3,93 2,92 21,4 43,8 0,52 4,53 0,06 8,67
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genotyp | alfakys. | betakys. | pomér | kohumul. | kolupul. | xanthohum | pomér DMX pomeér
(% DW) | (% DW) | alfa/beta | (%rel) | (%rel) | (%DW) | X/a.10* | (%rel.) | X/DMX
14| 29| 17,04 5,75 2,96 23,9 44 .4 0,76 4,46 0,1 7,60
14| 33 1,1 0,51 2,16 28,7 56,4 0,45 40,91 0,03 15,00
14 36| 17,7 6,2 2,85 26,4 44.9 0,73 4,12 0,09 8,11
14| 59] 0,19 0,09 2,11 43 62 0,57 300,00 0,03 19,00
14| 61] 15,11 6,96 2,17 27,7 47,5 0,97 6,42 0,07 13,86
14| 67| 13,49 4,21 3,20 24,7 433 0,77 5,71 0,06 12,83
14| 721 12,17 4,34 2,80 26 55,5 0,95 7,81 0,07 13,57
14| 741 12,28 4.7 2,61 23,6 49,5 1,1 8,96 0,09 12,22
14| 75| 16,63 7,21 2,31 23,8 47,7 0,68 4,09 0,08 8,50
14 78] 11,08 3,78 2,93 18,1 41,3 1,09 9,84 0,08 13,63
14| 83| 0,77 0,46 1,67 13,8 60,6 0,81 105,19 0,05 16,20
14| 85| 16,14 4.6 3,51 31,4 54,2 0,68 4,21 0,09 7,56
14 89| 10,14 3,7 2,74 19,5 42 0,81 7,99 0,08 10,13
14| 941 15,11 5,31 2,85 26,1 46,6 0,56 3,71 0,08 7,00
14 113] 0,36 0,25 1,44 28,9 62,7 0,76 211,11 | 0,06 12,67
14| 1221 13,99 4,37 3,20 22 45,9 0,57 4,07 0,06 9,50
14| 123] 0,59 0,31 1,90 25,6 64,2 0,48 81,36 0,07 6,86
14| 125] 142 5,58 2,54 21,8 49,5 0,63 4,44 0,11 5,73
14| 129 15,7 441 3,56 22,6 46,9 0,99 6,31 0,08 12,38
14| 158] 0,61 0,25 2,44 28.4 61,6 0,54 88,52 0,02 27,00
14| 159 1,11 0,48 2,31 26,4 57,5 0,58 52,25 0,08 7,25
14| 166 14,32 5,33 2,69 23,6 43,6 0,87 6,08 0,06 14,50
14| 175] 0,73 0,33 2,21 25,3 59,7 0,61 83,56 0,04 15,25
14| 178 1,67 0,74 2,26 27,8 55,2 0,47 28,14 0,05 9,40
14| 181 13,8 5,4 2,56 23,8 45,6 0,74 5,36 0,13 5,69
14| 188] 1,08 0,69 1,57 25,6 68,8 0,99 91,67 0,08 12,38
14| 191] 0,22 0,11 2,00 58 76,7 0,66 300,00 0,05 13,20
14| 193] 0,81 0,33 2,45 28.4 59,8 0,56 69,14 0,05 11,20
14(202] 11,18 4,1 2,73 16,2 38,7 0,88 7,87 0,08 11,00
14| 210] 0,57 0,34 1,68 25,2 54,8 0,8 140,35 0,04 20,00
14211 12,53 3,46 3,62 22,3 46,3 0,63 5,03 0,06 10,50
14| 213] 16,03 6,86 2,34 20,6 41,9 1,2 7,49 0,06 20,00
14| 215] 0,87 0,31 2,81 24,6 60,4 0,51 58,62 0,04 12,75
14| 220] 10,82 3,67 2,95 23,4 45,7 1,14 10,54 0,13 8,77
14| 227] 0,86 0,49 1,76 259 68,2 0,96 111,63 0,08 12,00
14| 230] 12,82 6,05 2,12 23,1 42,5 0,98 7,64 0,09 10,89
14| 235] 13,6 6,2 2,19 23,3 40,9 0,87 6,40 0,06 14,50
15| 88| 14,56 5,02 2,90 26,9 52,9 1,09 7,49 0,08 13,63
15| 89] 9,16 3,23 2,84 26,5 53 0,62 6,77 0,1 6,20
15| 93] 7,95 3,05 2,61 19,7 41,6 0,72 9,06 0,05 14,40
15| 97| 0,77 0,42 1,83 24.8 61,1 0,51 66,23 0,06 8,50
15(103] 12,82 5,16 2,48 25,6 51,9 0,69 5,38 0,15 4,60
15| 110] 17,22 5,32 3,24 21 41,6 0,91 5,28 0,16 5,69
15( 1221 17,51 5,71 3,07 27 51,2 0,97 5,54 0,14 6,93
15(131] 16,84 5,46 3,08 22,5 41,8 0,93 5,52 0,09 10,33
15| 133] 0,98 0,46 2,13 26,9 59,4 1,38 140,82 0,16 8,63
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genotyp | alfakys. | betakys. | pomér | kohumul. | kolupul. | xanthohum | pomér DMX pomeér
(% DW) | (% DW) | alfa/beta | (%rel) | (%rel) | (%DW) | X/a.10* | (%rel.) | X/DMX
15| 136] 0,65 0,44 1,48 29,2 68 0,72 110,77 0,09 8,00
15| 139] 14,89 4,97 3,00 19,9 42,3 1,34 9,00 0,11 12,18
15| 145] 14,37 4,83 2,98 16,6 35,4 0,75 5,22 0,1 7,50
15| 146 13,94 4,59 3,04 26,4 47,5 0,49 3,52 0,07 7,00
151 160] 0,8 0,36 2,22 26,9 55,6 0,58 72,50 0,09 6,44
15| 161 15,01 5,18 2,90 23,9 47 0,49 3,26 0,1 4,90
15| 179] 16,23 7,63 2,13 19,8 38,6 0,91 5,61 0,11 8,27
15| 186] 15,61 5,34 2,92 25,6 46 0,71 4,55 0,1 7,10
15| 187 16,12 5,74 2,81 23 48,8 0,56 3,47 0,09 6,22
15| 188] 1,56 0,56 2,79 27,8 56,8 0,51 32,69 0,04 12,75
15| 190] 10,48 4,32 2,43 18,2 41,1 1 9,54 0,07 14,29
15| 194] 10,25 4,09 2,51 23,9 50,2 0,81 7,90 0,09 9,00
151 199] 0,87 0,39 2,23 27,4 59,1 0,87 100,00 | 0,06 14,50
15| 201 11,06 5,13 2,16 14,4 32,2 1,18 10,67 0,11 10,73
15(203] 13,27 4,65 2,85 19,7 39.6 1,01 7,61 0,07 14,43
15(213] 13,1 4,5 2,91 31,9 53,7 0,59 4,50 0,11 5,36
15| 218] 0,19 0,39 0,49 45,2 70,9 0,84 442,11 0,05 16,80
15] 221 9,6 3,4 2,82 18,1 40,3 1,12 11,67 0,09 12,44
15| 223 8,6 3,53 2,44 30,7 47,7 0,62 7,21 0,08 7,75
15| 224 13,25 4,71 2,81 31 52,6 0,64 4,83 0,06 10,67
15(227] 17,49 6,19 2,83 23,1 45,4 0,67 3,83 0,07 9,57
15| 234] 16,14 5,18 3,12 17,7 41,3 1,17 7,25 0,09 13,00
15(235] 18,2 6,17 2,95 24,6 49 1,12 6,15 0,11 10,18
152411 1,03 0,49 2,10 28,3 62,4 0,54 52,43 0,04 13,50
15| 242 15,42 5,26 2,93 22,5 48,6 0,8 5,19 0,14 5,71
13| 226 14,36 4,71 3,05 28,7 52,2 0,54 3,76 0,07 7,71
15| 226] 14,36 4,71 3,05 28,7 52,2 0,54 3,76 0,07 7,71
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Piiloha ¢.3. Determinace genetického polymorfismu ¢eskych odrid chmele kombinaci sad
specifickych primerti. Jednicka (1) ukazuje presence alel a nula (0) absence fragmentu alel
jednotlivych gent. Velikosti amplifikovanych fragmenti alel jsou v parech bazi (bp).

E < | Bl a2 |Bl2|=]| %%

:o|g s EE B8 2 z2|2)¢8

> — [} ]

o N s: < &~ E A2 S ;3
WRKY1 222 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
WRKY1 212 | 0 | 0 0] 0 | o ] o |00 o] o oo
WRKY1 210 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
WRKY1 208 | 0 | 0 ] 0] 0] 0] o] o] o] o o
WRKY1 206 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0
WRKY1 204 | 0 | 0 | 0 00 o | o 0] o | o ol o
WRKY1 202 0 1 1 0 1 1 0 1 0 0 1
WRKY1 198 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
CMPS 251 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
lcmps 242 o | 1 |1 |1 1111 ]1]1]1
CMPS 239 0] o0o]o|lolo|o]o]ol 1] o]o
CMPS 230 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0
CMPS 227 0] o0]o]olo|o ] olo] ol
LARI 179 o I o Pl o i o i
LAR1 177 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
LARI1 174 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
LARI 173 0] o0o]ololololo]o]|o]o]o
LAR1 171 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0
LARI 165 0] o0 ] o o Pl o T o | o
[caEFh 203 T o I o e o [l o P
CaEFh 200 | 0 | 0 | 0 |0 | o0 [ 1] 0] 0] 0] 0] o0
CaEFh 196 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CaEFh 194 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1
CaEFh 187 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
Myblb 280 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Myblb 277 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mybib 270 | 0 | 0 | 0 |00 o | o |bi] o | o | 0o | o
Myblb 265 | 0 1] o | 1 | o [ o [T o [T o
Mybib 262 | 0 | 0 0] 0 | 0 ] o] 0] o] o] oo
Myblb 258 0 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1
Myblb256 | 0 | 0 ] 0 ] 0] 0] 0] 0] 0] o 000 o
Myblb247 | 0 | 0 | 0 | 0 i o | o [l o | o
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Piiloha €.4. Determinace genetického polymorfismu vybranych odrid svétového sortimentu

chmele kombinaci 5 sad specifickych primert. Jednicka (1) ukazuje presence alel a nula (0)
absence fragmentu alel jednotlivych genti. Velikosti amplifikovanych fragmenti alel jsou

v parech bazi (bp).
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Ptiloha ¢.5. Dendrogram genetickych vzdalenosti 74 odrid svétového sortimentu chmele na
zakladé 26 STS a 80 SSR polymorfnich molekularnich markertt (NTSYS-pc v.2.01, Exeter

software, New York, NY, USA). Cervena - staré evropské chmely, zelend - chmely
evropského ptivodu, modré - chmely amerického ptivodu, ¢erna - ceské povolené odridy.
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Ptiloha €.6. Nukleotidové sekvence sad specifickych primert pro amplifikaci fragmentt alel
jednotlivych gent a jednotlivé molekularné-genetické markery

Marker Forward primer (5'— 3) Reverse primer (5'— 3")

WRKY1 AACCGATAACTTTGAGCATA AAGTAAAATAATAAAAGAAGTGTA
CMPS AAAGCGAAAACTCATGAAAAGGTT | GACACATGTAAGGTGACCTTTACA
LARI1 CCAAGAGTTACCATTACTGAAGAT |GAATGATGCCACTATACTTTCTGG
CaEFh TTTAACAACTTTTCCAGGTC TAGTGTCATTAAGGCAAAAAC
pMYBIb |ATGAAATCTCCGTGCCTCCTC TCAGATGGATAGAATAAAATGTT
pMYBlc |CGGAGATTTCATGCTTTTACTGC GCCCCATGCCATTATTCACT
CGG2B1 |AATTCATCGTCGTTTCATTCTCTT |GAGAGCTTGTTGAGTTGGAGCAAA
CGG2B2 | AATTCATCGTCGTTTTATCCTCAA |GAGAGCTTGTTGAGTTGGAGGAAG
CHSH1 TCAAGACCACTGGAGAAGGAC TACAGTGAGCTACAAGACCATT
GI0H CTTTGGCTATGAGGATGCTGCCA |ATATAGTACGGTTCACACGACGAC
WRKY9 |AAGGCTAGGGTTTCAGTGAG ACATCCCGGAGCTACAGTGC

C4H1 CTCAAACCTAACTCTCTCACTCT CTTGAACTTCTTGCCCCGGATC
bZIP25 CCGCACCCATTCCACATCATCAGA |AATACGGTTCTGCTTGTTATTTTTG
GPPS SSU|TAAAGCACATGTTCCACCACTGC |CCTTAATGATTCTCTCTGCTTCA
AspP CTGCGAGGTTTTGGGAGAAGT AAAAACCAGTGAAAACCCAAATC

3774

TAAGGCTATAAGGAAATGATCG

GTGCAATGATATAACTACAAAG
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Piiloha ¢€.7. Vysledky korela¢ni analyzy potencionalnich molekularné-genetickych markert s
hospodarskymi znaky chmele: obsah (v %) a) alfa hotkych kyselin, b) beta hotkych kyselin,
¢) xanthohumolu a d) DMX v suchych hlavkach chmele, €) kohumulonu (KH) a kolupulonu
(KL) v alfa a beta hotkych kyselindch, f) myrcenu, g) humulenu, h) farnesenu a i)
karyofylenu v celkovych silicich suchych hlavek chmele.

a)

Marker Korelace Cetnost (n/N) | Krabicovy graf
LAR 165 0,49906 43/92 L

LAR 177 -0,33794 41/92 ﬁi
, | L
CMPS 251 -0,4406 26/92 e

PrimérsSmCh

pMyblb 277 |-0,28685 | 43/92

pMyblc 250 |0,31379 78/92 4@
I —
CGG2B1 260[-0,30166 | 68/92 = o

HOa
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18/92
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Krabicouj graf : alpha acids
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20/87
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C4H1 190
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15/87
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59/87
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zzzzzzzzzz
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Krabicouy graf : alpha acids
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é 50 o
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3 1
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27




Marker

Korelace

Cetnost (n/N)

Krabicovy graf

LAR 165

0,35884

43/92

Keabicovy graf : xanthonumol

—=

CMPS_251

-0,3326

26/92

santhohumol

040
03
036
o3
© pramir
0% 5 T DOprumsrssmcn
T Prumért1,96"SmCh
w1165
Krabcovy ral - santpohumol

cMPs 251

CaEFh_187

0,30759

13/92

xanthohumol

Keabicovy gral : xanthohumol

CaEFh_1a7

:::::::
OPrumérssmen
T prumérs1,96'smeh

pMyblb 280

0,34167

19/92

santhonumol

Krabicouy graf : xanthohumol

Promer

o 1
pMyb1b_280

rimersSmch
rimérs1,96-SmCh

CGG2B1 260

-0,3506

68/92

santhohumol

Krabicovy graf : xanthohumol

T

[ ]

T

3 1
CGa281_260

£ Primér
DPrumérssmeh
T promers1,96"Smeh

CGG2B2_250

0,36577

25/92

santhohumol

Keabicov§ gral : xanthohumol

caa282_250

£ Primér

D Pramérssmen
T pramers1,96'Smen

CHSHI C

0,33401

23/92

xanthohumol

Keabicov§ gral : xanthohumol

T

cHs_C.

mch
T pramers1,96'Smen

28
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43/92
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pMyblb 247 |0,28891
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e)
Marker Korelace KH |Korelace KL | Cetnost (n/N) | Krabicovy graf KH
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RN
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R —
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Marker Korelace Cetnost (n/N) | Krabicovy graf
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