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Pouziti metody analyzy mikrosatelitii pro charakterizaci odriad

Cesneku.

Piedmétem metodiky je postup charakterizace pravosti odrud ¢esneku pomoci analyzy
mikrosateliti (SSR- Single Sequence Repeats) laboratofemi v praxi. Tato metoda umozni
identifikovat odridy ¢esneku a charakterizovat genetické zdroje pomoci DNA markert a urcit
jejich genetickou podobnost na zakladé délkoveé variability kratkych opakujicich se sekvenci
(mikrosateliti) pro charakterizaci odrid ¢esneku Allium sativum L. Podstatou je amplifikace
usekli genomu obsahujici dany mikrosatelitni lokus pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) se specifickymi primery a nésledna analyza délky produktti a ztotoznéni profilu DNA
s deklarovanou odridou. Metodika nové pfinasi soubor SSR markert, postup jejich hodnoceni

a interpretace vysledkd.

The use of microsatellite analysis for the characterisation of
garlic.

The object of the methodology is the process characterizing the autenticity of varieties
of garlic put through microsatellite analysis (SSR- Single Sequence Repeats) for the
characterization of varieties of garlic into the practice. This method allows to identify
varieties of garlic and characterize genetic resources using DNA markers and determine their
genetic similarity based on the length variability of short repeating sequences (microsatellites)
in the characterization of varieties of garlic, Allium sativum L. The principle of the method is
amplification of the genome containing the microsatelite locus by polymerase chain reaction
(PCR) using specific primers and subsequent analysis of the lengtht of the products and the
identification of the DNA profile to the declared variety.

Oponenti: prof. Ing. Kartefina Demnerové, CSc, VSCHT Praha

MVDr. Katefina Staitkova, UKZUZ Brno

Metodika byla schvalena odborem vyzkumu MZe pod ¢.j. 1/2016 ze dne 14.1.2016

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

Cesky Gesnek je v dnesni dob& zadanou komoditou a je snaha producenti
zvysit a zkvalitnit péstovani ¢esneku na uzemi Ceské republiky. Casto dochazi k zaméndm
materiali jak zamérnému, tak nahodnému a je tfeba disponovat systémem, ktery v zajmu
ochrany spotiebitele umozni jednozna¢né identifikovat odridovou pravost. Metodika mtize
byt uplatnéna 1 péstiteli Cesneku (ovéfovani pravosti sadby) i pifi vybéru novych
Slechtitelskych material.

K ovétovani pravosti Ize obecné vyuzivat morfologické markery, které jsou pii
prodeji komodity nepraktické a obtizn¢ uplatnitelné, proteinové markery, které zatim nebyly
zavedeny. Jednoznacné se uvadi, ze nejpresnéjsi jsou postupy, které vyuZzivaji profilovani
DNA. Jako vysoce ptesné se uvadi analyza délkového polymorfismu kratkych opakujicich se
sekvenci tzv. mirosatelitat (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 part
bazi. Vyznacuji se nasledujicimi vlastnostmi (Vejl et al. 2002): vykazuji vysoky stupeni
polymorfismu, jsou relativné rovnomérné zastoupene 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 and 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 organismu (Field and Wills 1998; Toth et al. 2000), nejvice
pak v jeho nekodujicich oblastech (telomery, subtelomery, heterochromatin u centromer)
(Metzgar et al. 2000). Vyuziti mikrosatelitt je velmi $iroké. 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 vyzaduji minimalni mnozstvi DNA a analyzy lze provadét v multiplexu, takze je i finan¢né
unosné (de Vienne et al. 1998).

Cilem metodiky bylo nalézt soubor mikrosatelitnich markerd pouzitelnych pro
jednoznac¢nou identifikaci vybranych odrud ¢esneku. Metodika vychazi také ze znalosti, které

jiz byly publikovany (Ovesna et al. 2014).



2. Vlastni popis metodiky

2.1 Podstata metody

- Izolace DNA cesneku

Pro izolaci nukleovych kyselin vSeobecné je k dispozici Skala metod, kde je prvnim
krokem lyza buné¢k. Pro lyzu rostlinnych bunék ¢esneku s bunécnou sténou musi byt pouzita

néjaka forma mechanické sily, napt. drceni tkdn¢ zmrazené tekutym dusikem v teci misce.

U této izolace je nutné odstranit i polysacharidy extrakci s cetyltrimetylamonium
bromidem (CTAB). K lyzatu je pfidana smés chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je
organické rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunécného lyzatu, takze se smés
rozd¢li na dvé faze — horni vodnou a dolni chloroformovou. Roztok je odstfedén a na rozhrani
mezi fazemi se objevi bily prstenec precipitovanych proteini. Horni vodna faze obsahuje

nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA vysrazena pfidanim koncentrovaného vymrazeného
etanolu. S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které je potfeba odmyt 75% etanolem.
Cista DNA &esneku je po vysuSeni rozpusténa ve vodé nebo v TA pufru. Pokud potiebujeme

pracovat s ¢istou DNA, musi byt RNA odstranéna pusobenim RNazy.

-Analyvza mikrosateliti

Délka alel se zjisti PCR amplifikaci specifického lokusu pomoci primerta ptiléhajicich
k mikrosatelitni sekvenci. Jeden primer z paru a to forward je fluorescencné znacen (6-FAM,
VIC, NED, PET) specificky rozliSujici odrady ¢esneku. PCR fragmenty se pak rozdéli podle
délky v sekvenatoru na principu kapilarni elektroforézy v ptistrojich ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems). Pro kazdou kombinaci mikrosateliti a odridy je charakterizovan
specificky signél. Tak je mozZné jednoznaéné odridu identifikovat. Ke kazdému vzorku se

piida fluorescen¢né znaceny standard (500-L1Z).


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

2.2 Potiebné technické vybaveni
0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 a 2 ml sterilni zkumavky

6 x Loading Dye Solution

Analyticka vaha

Fotodokumentacni zatizeni

Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer

Erlenmayerova barka, 500 ml

Ethidium bromid

Hiebinek do elektroforetické vany a forma na gel pro elfo

Centrifuga s ota¢kami min. 11000 otacek/min
Chladnicka

Laboratorni parni sterilizator

Magneticka michacka

Mikropipety

MikrovInna trouba

Mrazici box (-20°C, -80°C)

Odmeérmy 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

Véazenky

Vortex

Tteci misky a tloucky

Piistroj na kapilarni elektroforézu ABI13130(Applied Biosystems) a program na vyhodnoceni

dat GeneMapper

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

e Agar6za

e tekuty dusik
e merkaptoethanol
e 2 XCTABPUFR:

2 M NaCl 40 ml 5 M roztoku
0,2 M Tris 20 ml 1 M roztok o pH 8,0
50 mM EDTA 10 ml 0,5 M roztok o pH 8,0
2% CTAB 29
H20 do 100 ml

e TEPUFR:

10 mM Tris 2,5 ml 1 M roztoku o pH 8,0
1mMEDTAO05ml 0,5M roztok o pH 8,0
H20 do 250 ml

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

e 75 % roztok etanolu

e 1xTAEPUFR

TRIS baze (s) 4,8 g 0,48% roztoku
ledova CH3COOH 1,5 ml  0,5M

EDTA (pH =8,0)2,0ml  1mM roztok
H20 do1000ml

e Velikostni standard A HindIII (Fermentas), v¢. nandseciho 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 MgClI2 (Biotools)

e Ultra Pure H20 pro PCR

e Formamid

e LI1Z500 délkovy standard

2.3 Pracovni postup a vyhodnoceni experimentélnich dat

Izolace DNA
e Pro izolaci kvalitni DNA je mozné pouZit jak listy tak i strouzky. U listd je vhodné

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

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

e Asi 0,5 mg rostlinného materialu je rozetfeno tekutym dusikem ve tfeci misce, prasek
je ihned piemistén do 2ml mikrozkumavky se 700ul pufru 2xCTAB a 3 ul
merkaptoethanolu a promichan pomoci vortexu. Poté jsou vzorky 30 minut
inkubovany ve vodni lazni pfi teploté¢ 60°C (nebo v termomixéru). Pak je smés

ochlazena 5 minut v ledu.

e 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 jeste jednou zopakovan.

e K roztoku vzorku je pfidan 1x objem vymraZené¢ho 99 % etanolu. Vzorky jsou jemné
promichany né€kolikanasobnym pfevracenim 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 hodiné¢ jsou vzorky na haccich znovu umistény do novych 1,5 ml mikrozkumavek s

500pl 75% roztoku etanolu a inkubovany pies noc pii teplote 4°C.

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

ve 100 - 200ul TE pufru.

K DNA je piidano 20l roztoku RNazy (20mg/ml) a vzorky jsou inkubovany 10 minut
pii 37°C.

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

Podle poctu vzorkl se pfipravi navazka agarézy. Pro objem 70ml 1xTAE je navazka

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

na analytickych vahéch se navazi na vazence potiebné mnozstvi agardzy

navazena agaroza se prevede do Erlenmayerovy bariky a zalije se potfebnym objemem

1 x TAE pufru a v mikrovinné troub¢ se roztok ptivede k varu

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

tekuty roztok agarézy se nalije do formy na gel ve které je hiebinek a necha se
vychladnout

po vychladnuti a ztuhnuti gelu se opatrn¢ vyjme hiebinek, v gelu zlstanou jamky pro

nanaseni vzorku

Vzorky se na ptipraveny gel nanesou podle nasledujiciho pracovniho postupu:

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

a3 ul 6 x Loading Dye Solution

piipraveny elektroforeticky gel se vlozi do elektroforetické vany a prevrstvi se (cca 5

mm) 1 x TAE pufrem

do prvni a posledni drahy se nanese 6 ul délkového standardu DNA Ladder HIND III
a do dalSich drah se nanasi vzdy 11 ul kazdého vzorku

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut pti 30 V



Spektrofotometrické méreni koncentrace extrahované DNA

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

e Koncentrace DNA vzorku je méfena spektrofotometrem. Optimalni koncentrace pro
daldi 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 vinovych délkach 260 a 280 nm (A260/A280), pii které maji absorpcni
maximum bilkoviny. Hodnota tohoto poméru je optimalni, pokud se pohybuje v
rozmezi 1,7-1,9.

Vzorky DNA jsou nafedény H20 na pracovni koncentraci 100ng/pl.
SSR reakce:

Mastermix pro SSR rakci je namichan z chemikalii, které jsou uvedeny nize. Celkové
je pfipraveno mnozstvi, které odpovida predpokladanému poctu analyzovanych vzorkt. Pfi
vypoctu prisluSnych objemt je potieba pocitat také s malou rezervou na ztraty pii pipetovani.
Po smichéani viech sloZzek mastermixu je tento rozpipetovan v objemu 14 ml do tenkosténnych
mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze pfidan 1 pl genomicke DNA analyzované

odrady (koncentrace 100 ng /ml).

Reakéni smés:

smes primert F+R (5mM) 1,0ul
dNTP (2,5 mM) 1,54l
pufr (BioTools) (10x) 1,5ul
MgCI2 (15mM) 0,6pl
Tth polymeréaza (BioTools) (5U/ul) 0,2ul
templatova DNA (100ng/ul) 1,0l
H20 9,7ul
reak¢ni objem 15,0ul



Mikrozkumavky jsou centrifugovany a umistény do termocykleru Eppendorf

Mastercycler® nexus. PCR reakce sestava z nasledujicich krokd:

1cyklus: 95°C .......... 5 min.

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

lcyklus 72°C.......... 5 min.
10°C .......... 00

Hodnoty *T a(annealing temperature) jsou pro jednotlivé mikrosatelitni markery uvedeny v Tabulce
¢.1.

Analvza PCR produktu kapilarni elektroforézou

Pfi studiu mikrosatelitnich oblasti genomu ¢esneku je analyzovano celkem 16 lokustu
(viz Tabulka ¢. 1). Produkty amplifikace jsou separovany elektroforeticky metodou kapilarni
elektroforézy na pristroji ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems).

Priprava vzorki pro fragmentacni analyzu:

Formamid........cccccevvevieennnne 10,0 i

LI1Z500 Size Standard ......... 1ul

PCR vzorky: 6-FAM 0,4 pul, VIC 0,4 ul, NED 0,4 pl, PET 0,4 ul

-vzorky inkubujeme 7 minut pfi teploté 94 °C a nasledné rychle zchladime na teplotu 4°C.

Analyza PCR produktii v pFistroji ABI PRISM 3130

Jako interni velikostni standard se pouZzivd LIZ 500 pro kombinaci primera
fluorescencné znacenych 6-FAM, HEX, NED). Vzorky pro analyzu jsou pfipravovany do

zkumavek, uzavieny vickem a centrifugovany.

Profily SSR markert se vyhodnocuji pomoci specializovaného programu GeneMapper
v 3.7. Vysledkem analyzy jsou velikosti jednotlivych fragment v bp a jejich zatazeni do
kategorii. Primérni data se dale pfevadéji do binarni matice a statisticky se zpracovavaji
(DARwin, PCA).
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Tabulka ¢.1: Analyzované SSR lokusy a sekvence primerti pro SSR analyzu ¢esneku.

Velikost |
Nézev markeru Forward primer Reverse primer JEantl,(a, PCR Ta
opakovani °C
produktu
6FAM-TTG GAC TGA ATT (GCO)3,

- **k -
ASMO35-6FAM*> | FAM TG CAC GGG TGT GTG GTT CAA GGA oo 288-304 | 60
y (AC)6,

AsModo-vic | VISCACACCAACATG CAC | 16¢ co6 AAC TCG ATATT (AC)14- 268-300 | 60
(AT)5
ASMO53-NED*+ | NED-ACAACGTCCACATCG | o6 cT cac cTG AAC ACA Ei’égéf" 168-300 | 60
ASM059-pET** | PET-CTT GCCGGAACT CGA | o\ AGC AAC ATG CAC CAT (TG)11, 280-476 | 60
TATT (TG)5
] (TA)7-(TG)5
ASMO72-6EAM** .?Eﬁ'\#géc GCGAATCTT | 16 AAA GCA ATA TGG CAG GC(GT)9T | 194-330 | 60
(TG)8
ASMO78-VIC** \T/XZTT%TCTCC AACCAGATT | AAG TGG CGG TTG TGT CTG (GT)12 194234 | 60
ASMOSO-NED~ | NED-AAT CTC CCT CCAAAG | CCT GTATIT T6T GTAAAG CAT | cog)s P
TCCC CA
ASM109-PET** EETT'GGT CTCCTCATCCAC | 516 766 GGC ATG ATT GAC (ACC)4 212-245 | 60
EFAM- 397-405 | 56
INTRON 1% | AAGATCCAAGGTTGCTCTGC | CAGCAGCATTTCCCACTACC
HEX- 481-489 | 60
INTRON 28 | ACTCGTCATCTCTCTTTCACC | TGTAATGAGGCCAGTAGTAAACC
ASA07-NED NED-CTC GGAACCAAC CAG | coe AAA CAA GGT AGG TCAGC | (TG)7 229235 | 60
ASAQ8-PET EEC&TC(;A TTGAAACGAATC | 66 GGT TAC CTG AAC CTG TTA | (GT)8 209-257 | 60
ASAL0-6FAM ?ﬁf“rM'TTG TTGTTCTCC CAT | G AT CTAAGC CGAGAG AAA | (AC)7 225239 | 50
ASAL4-VIC VICTSIATCTCGCTTCTC | GeT GAC AGA AGT AGT CTT TCC | (GT)7 220234 | 50
NED-CAC GAC TTT TCC TCC G5 C
ASA16-NED NED-C GCT AAT GTT CAT GTC CCC AGT | (7)o 148-154 | 60
PET-TCC ACG ACA CAC ACA (CAL2 ]
ASAL7-PET e Ad ATG CAG AGAATTTGG CAT CC | (52 126-196 | 60

*T a(annealing temperature), **reference Ma et al. (2009), ***reference Cunha et al. (2012),
CRlreference VURV V.v.i.

2.4 Zhodnoceni finanéni, ¢asové a kapacitni naroc¢nosti

Analyza zahrnuje extrakci DNA, PCR reakce a naslednou detekci velikosti produktu.
Casové a pracovné naroéna je extrakce DNA pouzitim CTAB metody, ale je levn&jsi nez
extrakce pouZzitim kitu. Zpracovani 96 PCR vzorku (pocet pozic v PCR desti¢ce) vSech 16
mikrosatelitnich lokusti, coZz odpovida 20 vzorkiim cCesneku trva cca 7-14 dnt. Vysledky
elektroforetickych analyz jedné desticky jsou k dispozici za 24 hod. Odborné naro¢néjsi cast
analyz ptedstavuje vyhodnoceni vysledkd, které zahrnuje identifikaci a vyhodnoceni alel
programem GeneMapper 3.7 a nasledneé porovnani se vzornikem alel. To si vyZaduje

zkuSeného pracovnika. Cena analyzy jednoho vzorku ¢esneku vSemi markery ¢ini 10.000,-K¢
véetn¢ izolace DNA a analyzy v pfistroji ABI PRISM 3130. Ceny analyz zaviseji na kurzu

US dolaru a aktuélnich cenach chemikalii a po¢tu analyz v jedné sérii.
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Pro zavedeni metodiky do praxe je tieba pocitat s naklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Je tfeba analyzovat alespon 5 standardnich vzorkti (ze seznamu uvedenych
v Piiloze I) a to v deseti nezavislych opakovéanich. Néaklady na izolaci DNA 50 vzorku 5000
K¢, standard pro analyzu 20 000 K¢, naklady na poiizeni SSR primert 42 000 K¢, naklady na
analyzu vzorku ve stroji 23 000 K¢ a na ostatni material. Standardy, primery, analyza ve stroji
jsou materialy, které se na verifikaci nezuZitkuji v8echny a mohou byt pouZity v néslednych
analyzach. Jejich mnozstvi zdvisi na nutnosti opakovani nékterych analyz pii zavadéni
metody. Néklady na zavedeni metody bez zapocteni osobnich nakladi, které se mohou lisit a

Ize je odhadnout na 100 000 K¢.

3. Prednosti metody a moZnosti rutinniho vyuziti

Piednosti metody analyzy mikrosatelitt je, ze je dobie aplikovatelna pro rutinni
vyuZiti a ma vysokou mirou reproducibility. SSR markery se ukazaly byt piesné a vykazujici
stejné vysledky pii jednotlivych opakovanich experimentu, coz potvrzuji i nékteré publikace
Jones et al. (1997), které sledovali reprodukovatelnost metod zaloZzenych na DNA markerech.
Diky zatfazeni standardi lze jednoznac¢né identifikovat jednotlivé alely danych lokusu.
Analyza mikrosateliti se pouziva rutinné¢ ve forenzni diagnostice (Gilmore et al. 2003;
Stambuk et al. 2007), ovéfovani pivodu zvitat (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).

Predlozena metodika pfindsi validovany postup upraveny pro hodnoceni odradové
pravosti ¢esneku a hodnoceni genetickych zdroju a Slechtitelskych materiald.

Je mozné ji vyuZivat v béZnych laboratofich a to jak v akreditovaném systému tak

pro vyzkumné a vyvojové tcely.

4. Popis uplatnéni metodiky

Metodika ptedstavuje soubor optimalizovanych metod a postupi, na jejichz zaklade
lze provadét rutinni analyzy DNA markerd u odrid ¢esneku. Vystupem analyzy jsou pak
amplifikované fragment DNA (spektrum markerd), které se pouZiji pro charakterizaci
jednotlivych genotypl anebo urceni odriidové pravosti cesneku.

UzZivateli metodiky mohou byt organy statni spravy (UKzUZz, SZPI), kontrolni a

soukromé laboratoie v CR.
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Piilohou 1 je vzornik délky alel 10 zakladnich odrtid Gesneku péstovanych v CR, které

Ize vyuZivat jako standardy.
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Pfiloha 1 : Vzornik alel odrad ¢esneku.

F A B
Jméno
genotypu | ASMIS A SN0 ASNS3 ASMIO ASMT2 ASMTE ASMB0 ﬂiir;l
Cmome a a b a b a b a b a b a b a
EBenattan 200 237 | 283 207 215 | 205 219 200 157 200
Bjetin 288 275 pii]| 287 221 | 237 197 | 207 | 133 203
Havran 200 275 213 287 243 | 239 | 203 | 207 | 157 203
Jovan 288 273 213 287 241 | 239 | 203 207 | 1537 203
LAN 288 283 180 193 | 297 221 | 250 | 200 157 200
ZAH 282 257 | 281 207 215 | 293 21 | 277 | 209 133 | 157 | 200
Slavin 286 273 20 MNA 221 | 239 | 209 157 203
Stanik 282 237 203 269 261 207 157 203
Vekan 288 273 | 285 180 193 287 207 | 221 | 259 | 209 157 203
Jméno . B
genotypu Intron 1 ]Ilt;‘ﬂﬂ ABAQT ASADNR ASAILD ASALL o
) a b a a b a b c a b C a b C
Benattan 401 489 233 263 | 260 | 205 | 230 225 231 | 237 | 185
Bjetin 307 405 | 485 237 263 | 287 230 227 | 233 13
Havran 401 481 233 237 | 269 | 281 | 287 | 228 220 18
Jovan 401 481 233 237 | 269 | 281 | 287 | 228 220 1
LAN 403 481 237 263 | 287 305 | 230 | 232 227 | 233 1
ZAH 401 483 233 263 | 201 226 | 230 | 232 | 225 | 237 | M7 |1
Slavin 401 489 237 265 | 287 307 | 228 220 2
Stanik 307 403 | 481 237 241 | 263 | 283 325 | 226 | 230 225 | 231 p
Vekan 403 481 237 263 | 279 | 287 | 228 | 230 227 | 233 1

a,b- délka SSR fragmentu; ACM — nazev SSR markeru, (A,B,C,F - pracovni oznac¢eni multiplex sady primert)
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