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Pouziti metody analyzy mikrosatelitii pro charakterizaci odriad

cibule.

Piedmétem metodiky je postup charakterizace pravosti odrad cibule pomoci analyzy
mikrosateliti (SSR- Single Sequence Repeats) laboratofemi v praxi. Tato metoda umozni
identifikovat odriidy cibule a charakterizovat genetické zdroje pomoci DNA markert a ur€it
jejich genetickou podobnost na zakladé délkové variability kratkych opakujicich se sekvenci
(mikrosateliti) pro charakterizaci odrad cibule Allium cepa L. Podstatou je amplifikace tseka
genomu obsahujici dany mikrosatelitni lokus pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
specifickymi primery a nésledna analyza délky produkti a ztotoznéni profilu DNA
s deklarovanou odridou. Metodika nové pfinasi soubor SSR markert, postup jejich hodnoceni

a interpretace vysledki.

The use of microsatellite analysis for the characterisation of onion.

The object of the methodology is the process characterizing the autenticity of varieties
of onion 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 onion 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 onion, Allium cepa 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 Demnerov4, CSc, VSCHT Praha

MVDr. Katefina Staitkova, UKZUZ Brno

Metodika byla schvalena odborem vyzkumu MZe pod ¢.j. 2/2016 ze dne 14.1.2016

Ministerstvo zeméd¢lstvi doporucuje tuto metodiku pro vyuziti v praxi.
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1. Uvod a cil metodiky

vvvvvv

dalezitym zdrojem latek, jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, seskviterpeny,
thiosulfanaty, organické sirné latky a antokyaniny (Rodrigues et al. 2011; Singh B.N. et al.
2009). Z druhi cibule je nejbohatsi na polyfenoly, flavonoidy, flavonoly a tanin cibule
cervena (Cheng et al. 2013; Donner et al. 1998).

Cibule ma desitky mistnich i vyslechténych odrid s chuti od sladké po Stiplavou, s
barvou od bilé, zluté, hnédé az po Cervenou a s rozmanitymi tvary od plochého, pres kulovity
po protahly. Casto dochazi k zaménam materiall jak zdmérnému, tak ndhodnému a je tieba
disponovat systémem, ktery v zajmu ochrany spotiebitele umozni jednozna¢né identifikovat
odridovou pravost. Metodika muze byt uplatnéna i péstiteli cibule (ovéfovani pravosti sadby)
1 pti vybéru novych Slechtitelskych material.

K ovéfovani pravosti lze obecné vyuzivat morfologické markery, které jsou pfi
prodeji komodity nepraktické a obtizné uplatnitelné, proteinové markery, které zatim nebyly
zavedeny. Jednoznacné se uvadi, ze nejpresnéjsi jsou postupy, které vyuzivaji profilovani
DNA. Jako vysoce piesné se uvadi analyza délkového polymorfismu kratkych opakujicich se
sekvenci tzv. mirosatelitt (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 stupen
polymorfismu, jsou relativné rovnomérné 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 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 organismii (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 Sirokeé. 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 finanéné

unosna (de Vienne et al. 1998).
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Cilem metodiky bylo nalézt soubor mikrosatelitnich markeri pouzitelnych pro
jednoznacnou identifikaci vybranych odrud cibule. Metodika vychazi také ze znalosti, které
jiZz byly publikovany (Mitrov4 et. al. 2015).

2. Vlastni popis metodiky
2.1 Podstata metody

- Izolace DNA cibule

Pro izolaci nukleovych kyselin v§eobecné je k dispozici $kala metod, kde je prvnim
krokem lyza bunék. Pro 1yzu rostlinnych bunék cibule s bunéénou sténou musi byt pouzita

n¢jaka forma mechanické sily, napt. drceni tkdn€ zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce.

U této izolace je nutné odstranit i polysacharidy extrakci s cetyltrimetylamonium
bromidem (CTAB). K lyzatu je pfidana smées 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 proteinti. Horni vodna faze obsahuje

nukleové kyseliny.

Z vodného roztoku je DNA vysrazena ptidanim koncentrovaného vymrazeného
etanolu. S nukleovymi kyselinami se srazeji i soli, které je potfeba odmyt 75% etanolem.
Cista DNA cibule je po vysuseni rozpu§téna ve vodé nebo v TA pufru. Pokud potiebujeme

pracovat s Cistou DNA, musi byt RNA odstranéna ptisobenim RNazy.

-Analyvza mikrosateliti

D¢élka alel se zjisti PCR amplifikaci specifického lokusu pomoci primert piiléhajicich
k mikrosatelitni sekvenci. Jeden primer z paru a to forward je fluorescen¢né znacen (6-FAM,
VIC, NED, PET) specificky rozlisujici odridy cibule. PCR fragmenty se pak rozdé¢li podle
délky v sekvenatoru na principu kapilarni elektroforézy v ptistrojich ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems). Pro kazdou kombinaci mikrosatelitti a odrudy je charakterizovan
specificky signdl. Tak je mozné jednozna¢né odridu identifikovat. Ke kazdému vzorku se

ptida fluorescenéné znaceny standard (500-L1Z).


http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fenol%20chloroform%20IAA.htm
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Odstredovani.htm
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2.2 Potiebné technické vybaveni
0,2 ml sterilni zkumavky

1,5 a 2 ml sterilni zkumavky

6 x Loading Dye Solution

Analyticka vaha

Fotodokumenta¢ni zafizeni

Elektromagnetické michadlo

Eppendorf Thermomixer

Erlenmayerova barika, 500 ml

Ethidium bromid

Hiebinek do elektroforetické vany a forma na gel pro elfo

Centrifuga s otackami min. 11000 otacek/min
Chladnicka

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

Spi¢ky na automatické pipety
Termocykler pro PCR _Eppendorf _ Mastercycler® nexusVortex

Zatizeni na horizontalni elektroforézu
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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
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PVP (Polyvinylpyrrolidon)

RNéaza A

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

Tth polymeréza v¢. pufru a MgCl2 (Biotools)

Ultra Pure H20 pro PCR

Formamid

L1Z500 délkovy standard

2.3 Pracovni postup a vyhodnoceni experimentalnich dat

Izolace DNA

Pro izolaci kvalitni DNA je mozné pouzit jak listy tak i cibule. U listi 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.
Cibule 1ze uchovat cca 1 mésic na suchém chladném misté. Vzorky jsou doplnény

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

Asi 0,5 mg rostlinného materialu je rozetfeno tekutym dusikem ve téeci misce, praSek
je ihned pfemistén do 2ml mikrozkumavky se 700ul pufru 2xCTAB a 3 pl
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.

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

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

K roztoku vzorku je ptfidan 1x objem vymraZeného 99 % etanolu. Vzorky jsou jemné
promichany nékolikanasobnym pievracenim zkumavky. Precipitovand DNA je
odebrana pomoci sklenénych hacki. Vzorky na haccich jsou umistény do novych
mikrozkumavek s 500p1 75% roztoku etanolu a inkubovany cca. 1 hodinu pfi teploté
4°C.
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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 vysuSend DNA je rozpusténa podle velikosti peletky

ve 100 - 200ul TE pufru.

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

Priprava 0,8% agarozového gelu a nanaseni vzorki 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 agardza se prevede do Erlenmayerovy banky 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 agardzy 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 pl délkového standardu DNA Ladder HIND 111
a do dalSich drah se nanasi vzdy 11 ul kazdého vzorku

elektroforéza probiha cca 60 — 90 minut pti 30 V
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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 pti 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 reakci je namichan z chemikalii, které jsou uvedeny nize. Celkové

je ptipraveno mnozstvi, které odpovida pifedpokladdanému poctu analyzovanych vzorka. Pfi
vypoctu prislusnych objemtl je potieba pocitat také s malou rezervou na ztraty pii pipetovani.
Po smichani vSech slozek mastermixu je tento rozpipetovan v objemu 14 ml do tenkosténnych
mikrozkumavek a do kazdé z nich je posléze piidan 1 pl genomické 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) 0,6l
Tth polymeréaza (BioTools) (5U/ul) 0,2ul
templatova DNA (100ng/ul) 1,0ul
H20 9,7ul
reak¢ni objem 15,0ul
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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.
60°C.......... 30 sec
72°C ..o 40 sec

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

Analyza PCR produkta kapilarni elektroforézou

Pii studiu mikrosatelitnich oblasti genomu cibule je analyzovano celkem 15 lokust
(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 ul

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

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

vzorky inkubujeme 7 minut pii teploté 94 °C a nasledn¢ rychle zchladime na teplotu 4°C.

Analyza PCR produktii v pristroji ABlI PRISM 3130

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

zkumavek, uzavieny vickem a centrifugovany.

Profily SSR markeri se vyhodnocuji pomoci specializovaného programu
(GeneMapper v 3.7). Vysledkem analyzy jsou velikosti jednotlivych fragmentd v bp a jejich
zatazeni do kategorii. Primarni data se dale pfevadéji do binarni matice a statisticky se

zpracovavaji (DARwin, PCA).

10
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Tabulka ¢.1: SSR markery a primerové pary pro analyzované SSR lokusy cibule (Jak3e et al.2005).

Nazev SSR markern |Velikost produkiu (bp) |Forward" Reverse"

panel M

ACMD13 183,186,192 6FAM- CAACCTCGAAGAACTCACCG GCGAATCTTGTTTTTGGGAA
ACMDO17 265, 268 VIC- CCTTCTCCCCATTCTCTTCC CATCGTCCTCGTCCTCATC
ACMD18 275278 NED- GGGGAATGGTGGAGAATAGA AACAGAGGCAAGAGGAGCG
panel N

ACMODO4 203,206, 213 6FAM- TCGTTCTTTAGAACACGTTAGGAA |[TGTCGGCGGATATAGTGACA
ACMO066 184, 186 VIC- CTCCCCGCAACCAGTAATAA GCTTGGGTTTTGTITCTCCA
ACMDGS 277,281 NED- CGAAGGTGAAGGTGTACGGT CAAATGGCTGCAATAAGCAA
panel O

ACMD91 177,183 6FAM- TCTCCTCCTCTAACCAGCCA GGTGCTCCAGTTGAGCTTTC
ACMD93 134, 137 VIC- GCCAACAGTTTTCGTAAGTTGA |ATTCTCTTCGGCTTTCGTGA
ACMOS4 110, 114 NED- GATGATGGCGAAGACACAGA AAAAACGGCTTAGGAATTTAACG
panel P

ACMI105 151, 154 6FAM- CAAGTGGAGCGGGTATTTGT |GAGGCACAACTTCCTCTTCG
ACMI112 177, 180 VIC- TTCCCAACAAACGTTCATCA GTGAAGGGAGAGCAGTGGAG
ACMI115 239 242 NED- TCCATCTATGCATCTCGCCAC CTATTCTTCCACTGGGGCAA
panel R

ACMI146 213,216 6FAM- ATGTCCCAATTCGACCAGAG CGTTACGGCTGAGAACTTCC
ACM151 264, 266 VIC- TGTCAGACAAGCAACTCCTCC AGGTGAGGCTTAGATGGGGT
ACM170 227,236 NED- TTCTGCAATGAAAACACATTGA ATCCAACTGAGTCGGCAATC

2.4 Zhodnoceni financ¢ni, ¢asové a kapacitni naro¢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 15
mikrosatelitnich lokust, coZz odpovida cca 20 vzorkim cibule trva cca 7-14 dnu. Vysledky
elektroforetickych analyz jedné desti¢ky jsou k dispozici za 24 hod. Odborné naro¢né&jsi ¢ast
analyz predstavuje vyhodnoceni vysledkt, 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 piistroji ABI PRISM 3130. Ceny analyz zaviseji na kurzu

US dolaru a aktuélnich cenach chemikalii a po¢tu analyz v jedné sérii.

Pro zavedeni metodiky do praxe je tieba pocitat s naklady na verifikaci metody na
daném pracovisti. Je tfeba analyzovat alespon 5 standardnich vzorkli (ze seznamu uvedenych
v Ptiloze I) a to v deseti nezavislych opakovanich. Néklady na izolaci DNA 50 vzorkti 5000
K¢, standard pro analyzu 20 000 K¢, ndklady na potizeni SSR primera 42 000 K¢, nédklady na
analyzu vzorku ve stroji 23 000 K¢ a na ostatni material. Standardy, primery, analyza ve stroji

jsou materialy, které se na verifikaci nezuZitkuji vSechny a mohou byt pouZity v néslednych
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analyzach. Jejich mnozstvi zavisi na nutnosti opakovani nékterych analyz pii zavadeéni
metody. Néklady na zavedeni metody bez zapocteni osobnich nakladi, které se mohou lisit a

Ize je odhadnout na 100 000 K¢&.

3. Pfrednosti 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 odriidové pravosti rostlin (Igbal
et al. 2010; Iquebal et al. 2013; McGregor et. al. 2000).

Predlozena metodika pfindsi validovany postup upraveny pro hodnoceni odradové
pravosti cibule a hodnoceni genetickych zdroju a Slechtitelskych materialt.

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

pro vyzkumné a vyvojové ucely.

4. Popis uplatnéni metodiky

Metodika ptedstavuje soubor optimalizovanych metod a postuptli, na jejichz zakladé
lze provadét rutinni analyzy DNA markeri u odrad cibule. Vystupem analyzy jsou pak
amplifikované fragment DNA (spektrum markerd), které se pouZiji pro charakterizaci
jednotlivych genotypii anebo uréeni odrudové pravosti cibule.

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

soukromé laboratore v CR.

Piilohou 1 je vzornik délky alel 7 zakladnich odriid cibule péstovanych v CR, které lze
vyuZivat jako standardy.
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Pfiloha 1 : Vzornik alel odrud cibule.
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ACMOL13 | ACMO13 | ACMOLY | ACMOLY | ACMOLE | ACMOLE | ACMOO4 | ACMOO4 | ACMOO4 | ACMOGE | ACMOGE | ACMOGE | ACMOGE | ACMOSL | ACMOS1
a b a b a b a b c a b a b a b
Sangro 168 250 253 278 212 185 203 184
Meduza 174 230 275 278 205 185 260 203 178 184
Spirit 168 230 233 275 278 205 185 203 184
Albienka 168 250 278 201 212 185 263 178 184
Grenada 174 250 253 275 278 205 185 263 184
Tosca 250 278 201 212 185 263 178
Lusy 168 250 278 205 187 263 178 184
ACMOS3 | ACMO93 | ACMOS4 | ACMOS4 | ACMI12 | ACMI112 | ACMI112 | ACMI115 | ACMI115 | ACMI51 | ACM151 | ACM170 | ACM170 | ACMO31 | ACMO31
a b a b a b C a b a b a b a b
Sangro 133 109 178 181 184 223 244 246 218 192
Meduza 133 133 109 178 184 220 223 244 208 218 192
Spirit 133 133 112 181 184 220 244 246 218 192
Albienka 133 109 181 184 220 223 244 246 218 192
Grenada 133 109 178 181 184 223 246 218 190 192
Tosca 133 109 178 184 223 246 208 218 190
Lusy 133 109 181 184 220 223 246 218 190

a,b — délka SSR fragmentu; ACM — nazev SSR markeru (pfevzaté od Jakse et al. 2005)

17




