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Molekularni markery a jejich vyuziti ve Slechténi odrtid jabloni

Souhrn

Soucasny rychly vyvoj technologii ovlivnil i oblast molekularni genetiky. Genetickou
informaci je mozné ¢ist nebo ménit s pfesnosti na jednotlivé baze. Vznikaji nové metody, které
zrychluji a zjednodusuji detekci polymorfismd DNA nebo RNA. PouZiti molekularnich markert se
stalo vyrazné dostupnéjSim a levnéjSim nastrojem, ktery nachdzi stdle S$irSi uplatnéni v
zemédélstvi i dalsich oborech. Ceské zemédélstvi v soucasné dobé prochdzi problematickym
obdobim. Mezi nejvainéjsi faktory patfi rychlé zmény klimatu, snizend obranyschopnost
ekosystém{, prichod novych skidct a chorob spojeny s regulaci pouzivani pesticid(, silna levna
konkurence ze zemi jako je Cina, nebo nizké vykupni ceny komodit. Na dne3niho &eského
zemédélce je vyvijen silny tlak, ktery ho nuti ke zméné zplsobu hospodareni a mnohem vyssi
efektivité. Efektivnéjsi a ekologictéjsi zemédélstvi predpokladd pouziti novych odrid plodin
odolnych vici suchu nebo béZznym chorobam a skidcim, odrid schopnych rychlého nastupu do
plodnosti a poskytujicich vysoké vynosy. Poptdvka po novych odriidach plodin Zene Slechtitelské
ustavy do zavodu o vyslechténi zddané odridy v co nejkratSim case. Zde mlzZe byt pouziti
molekularnich marker( vyraznym pfinosem.

Molekularni markery jsou kratké useky DNA. Jejich alely jsou v genové vazbé s funkénim
genem ovliviujicim nebo pfimo zodpovédnym za vyznamnou cilovou vlastnost organismu.
Nejcastéjsimi aplikacemi molekularnich markert jsou detekce vlastnosti a odliseni jedincli v rané
fazi ontogenetického vyvoje, ur¢ovani odridové pravosti, tvorba fylogenetickych map a zkoumani
pfibuzenskych vzdalenosti.

Tato bakalarska prace shrnuje vyuziti molekularnich marker( ve Slechténi jabloni.
Zaméruje se na markery vyuzivané v procesu asistované selekce pomoci markerl, popisuje
jednotlivé technologie a typy markerd. Hospodarsky vyznamnymi vlastnostmi jabloni uvedené v
této praci jsou: rezistence vUci padli a strupovitosti, barva slupky a duzniny, faktory ovliviujici
délku skladovani, pfitomnost alergenu, sloupcovy rlist a kompatibilitu opyleni. Zavér je vénovan
praktickému vyuZiti MAS (Marker Assisted Selection) v nejvétSich Slechtitelskych Ustavech v
Cechach i zahranigi.

Kli¢ova slova: jablon, Malus, Slechténi, markery, MAS



Molecular markers and their use in breeding apple varieties

Summary

The current rapid development of technology has also affected the field of molecular
genetics. Genetic information can be read or changed with precision on individual basis. New
methods that speed up and simplify the detection of DNA or RNA polymorphisms are emerging.
The use of molecular markers has become a significantly more affordable and cheaper tool, which
is increasingly used in agriculture and other fields. Czech agriculture is currently going through a
problematic period. The most serious factors include rapid climate change, reduced immunity of
ecosystems, the appearance of new pests and diseases associated with the regulation of pesticide
use, strong cheap competition from countries such as China or low purchase prices for
commodities. Today's Czech farmer is under strong pressure, which forces him to change the way
of farming and much higher efficiency. More efficient and greener agriculture supposes the use
of new crop varieties resistant to drought or common diseases and pests, varieties capable of
rapid onset of fertility and providing high yields. Demand for new varieties of crops drives
breeding institutes to race to breed the desired variety in the shortest possible time. Here, the
use of molecular markers can be a significant benefit.

Molecular markers are short strings of DNA. Their alleles are in gene linkage with a
functional gene affecting or directly responsible for an important target property of the organism.
The most common applications of molecular markers are the detection of characteristics and
differentiation of individuals in the early phase of ontogenesis, the determination of varietal
authenticity, the creation of phylogenetic maps and the study of kinship distances.

This bachelor thesis summarizes the use of molecular markers in apple breeding. It focuses
on markers used in the process of assisted selection using markers, describes the various
technologies and types of markers. Economically important properties of apple trees mentioned
in this work are: resistance to mildew and scab, colour of skin and flesh, factors influencing the
length of storage, the presence of allergens, column growth and compatibility of pollination. The
conclusion is devoted to the practical use of MAS (Marker Assisted Selection) in the largest
breeding institutes in the Czech Republic and abroad.

Keywords: Apple, Malus, breeding, markers, MAS
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1 Uvod

Jablon (Malus Mill.) je hlavnim ovocnym druhem péstovanym v mirném podnebném pasu.
Ve svétovém meéfritku jsou jablka spolu s citrusy a banany povazovany za nejpéstovanéjsi ovoce
svéta.

Rocni svétova produkce jablek ¢inila v sezéné 2016/17 pres 76,731 miliond tun, v sezéné
2017/18 pak 74,350 miliony tun. Mezi nejvyznamnéjsi svétové producenty jablek patfi Cina (56%),
Evropska Unie (13%), USA (7%), Turecko (4%), Irdn (4%) (USDA 2019).

Nejvyznamnéjsi producenti jablek v rdmci EU jsou Polsko se ¢tyfmi miliony tun, Itdlie s 2,2
miliony tun, Francie s 1,5 milionem tun a Némecko s jednim milionem tun. Ceskd republika
vyprodukovala v r. 2015 156 tisic tun jablek, v r. 2017 102 tisice tun. V poslednich letech se trvale
zvySuje poptavka po jablkach v bio kvalité. Ro¢ni produkce bio jablek v EU Cini okolo 380 tisic tun,
t.j. 3,5% (Binard 2018). Mezi nejvice péstované odriidy v Ceské republice patFi Golden Delicious,
Idared, Spartan (Buchtovd 2018).

Dnesni spotrebitel klade diraz na kvalitu plod(. DllezZité jsou chut, barva, viing, velikost a
tvar, nebo délka skladovani. Péstitelé jablek se stale vice potykaji s nepfiznivymi faktory, které
zpusobuji vykyvy v produkci. Jedna se o zmény klimatickych podminek, rozsifovani novych
patotypu Skodlivych organism( a s tim spojenou ztratu rezistence, rozsirovani dalSich druht
chorob a $kddcu, nebo o dlsledky mezindrodni politiky jako je Brexit, nebo americko-¢inska
obchodni valka.

Aby zlistalo Ceské ovocnafstvi i naddle konkurenceschopné, bude muset produkovat
ovoce vysoké kvality a zohlednit ménici se trzni i klimatické podminky pfi Slechténi novych odrd.
K tomu mohou pfispét i technologie genového inZenyrstvi. Vejl et al. (2005) uvadi, Ze pfinosné
jsou zvlasté techniky markerovani vyznamnych gen(. Jejich vyhodou je moznost rychlé selekce
semenackl (MAS — Marker Assisted Selection), pficemz neni nutné cekat na jejich nastup do
plodnosti. Diky tomu se cely proces tvorby odridy muize dramaticky zrychlit a tim i zlevnit.



2 Cil prace

Redeni bakalafské prace je postaveno na nasledujicich védeckych hypotézach:

1. U jabloni existuji geny podléhajici monogenni dédi¢nosti, jejichz alely souviseji s nékterymi
Slechtitelsky dllezitymi vlastnostmi.

2. Rozdily mezi alelami jsou zplUsobeny substitu¢nimi nebo inzer¢né dele¢nimi mutacemi.

3. Soucasné nastroje molekularni genetiky umoznuji tyto mutace jednoznacné detekovat a

jsou zakladem molekuldrnich markerG aplikovanych Slechténi.

Cilem prace je vypracovani ucelené literarni reSerSe zamérené na aplikaci markerU ve Slechténi
jabloni, a to konkrétné v nasledujicich oblastech:

Rezistentni Slechténi,

Slechténi na odli$né rlistové typy,
Slechténi na jakostni znaky plodi,
Hodnoceni opylovacich pomérg.

bl



3 Literarni reserse

3.1 Jablon - (Malus x domestica)
3.1.1 Taxonomické zarazeni jabloni

Botanicky je rod Jablon (Malus Mill.) zatazen do fadu razZotvarych (Rosales), celedé
rGzovitych (Rosaceae) a podceledé jablonovitych (Maloideae). Rod zahrnuje mezi 11-36 druhy,
které se prirozené vyskytuji v mirném podnebném pasu severni polokoule. Tyto rozdily v poctu
druhl jsou zplsobeny zejména Castou tvorbou mezidruhovych hybrid(i, které néktefi autofi
povaZuji za samostatné druhy. VSechny péstované odrlidy jabloni se zafazuji do hybridniho druhu
oznaceného Malus x domestica Borkh. Dalsi vyznamné druhy jsou M. pumila Mill., do néhoz patfi
vétSina typovych podnozi, M. floribunda Sieb., kterd je donorem genu rezistence proti
strupovitosti, a M. prunifolia Borkh., vyuZivana ve Slechténi mrazuvzdornych odrld (Vejl et al.
2005). Z praktického hlediska a pomologického tfidéni ovocnych druh(, zarazujeme jablon do
skupiny jddrového ovoce. (Dvorak 1987)

3.1.2 Pavod a historie

Kulturni jabloné pravdépodobné pochazeji z Malus sieversii, plvodem z Kazachstanu a
jejiho k¥izeni s Malus sylvestris. Duan et al. (2017) zmapoval genetickou variabilitu a postupnou
domestikaci jabloni podél Hedvabné stezky. Vysledkem je mapa rozsifeni jabloni z mista pavodu
(obr. 1) a fylogeneticky strom popisujici vzajemné vztahy jednotlivych druhl a jejich hybridd
(obr. €. 2). Duan et al. (2017) sledoval hlavni geny zodpovédné za velikost plodu, strukturu a chut.
Na obrazku Cislo 1 je vidét i vyvoj téchto vlastnosti napfi¢ kontinenty.

a
€. MEkk, stredné sladké,
N Pevné, kyselé, horko- s L ;
stredné velké ovoce
‘ sladké, malé ovoce
de + . Dom S .
= X Sie_ K
y (W) (old) Syl -
28 Dom
3 (old) "< Sie X (X)Bac
Pevné, sladké, e 3 >
aromatické, trpke, } | Tes Asi
Nolks ovoce Mirné pevnéjsi,

vétsi a sladsi neZ Sie_K
Me&kké, sladké, malé aZ
stfedni ovoce

Obrazek 1: Evolu¢ni mapa jabloni, upraveno podle (Duan et al. 2017)
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Obrazek 2: Fylogeneticky strom jabloni (Duan et al. 2017)

Vejl et al. (2005) uvadi, ze kulturni formy jabloni se ve stfedni Evropé péstovaly jiz ve 2.
tisicileti pred nasim letopoétem. Nové odrlidy z pocatku vznikaly ndhodnym sprasenim a vybérem
stromk( s vhodnymi vlastnostmi. Cilené Slechténi novych odrid vsak vzniklo aZ ve starovékém
Recku a Rimé s rozvojem roubovani. Zde pravdépodobné také doslo k prvni rozsahlej$i samovolné
hybridizaci. V zaalpskych zemich se jablka zadala péstovat az po fimské invazi. V 9. stoleti zacali
péstovat jabloné také Slované na Gzemi sou¢asné CR.

3.1.3 Slechténi jabloni

Cummins & Aldwinckle (1983) popisuji, Ze starovéké uméni roubovani umoznilo spojeni
dvou nebo vice genetickych entit a vyuZiti jejich silnych vlastnosti. Rouby produkovaly velké a
kvalitni ovoce, podnoz se starala o zasobeni Zivinami a odolnosti k vnéjsim vliviim. Asi pred 250
lety péstitelé rozpoznali, Ze vybér spravné podnoze ma vyznamny vliv na charakteristiku produkce
vysledného roubovaného kultivaru i to, Ze jeho charakteristiky jsou lepsi nez uz neroubovanych
jedincd.

Odrady vznikaly az do 18. stoleti jednoduchym vybérem jedincl s nejlepsimi vlastnostmi.
Vznikaly nahodile nebo z volného spraseni, protoze v této dobé nebyl znam vyznam pylu pro
rozmnozovani rostlin. Nové odrlidy se tak objevovaly v soukromych zahradach, sadech, nebo ve
stromoradich podél cest. Pouze nékolik nadSenc, jako treba Diel v Némecku, nebo Knight v Anglii
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zacali pocatkem devatenactého stoleti s hybridizaénimi pokusy (Malus domestica Borkh. = M.
Pumila Mill.). Ale az poznani struktury buriky a znovuobjeveni Mendelovych zakon( dalo zaklad
metodickému Slechténi (Dvorak 1987).
Jabloné jsou vysoce cizosprasné, ¢asto se u nich setkdvame i s inkompatibilitou. Priblizné
80% odrud je diploidnich (n=17), ostatni jsou triploidni (napf. Boskoopské) nebo tetraploidni.
Jabloné se mnozi vegetativné, odrldy lze charakterizovat jako klony. Genotypy se udrzuji
roubovanim a ockovanim na vhodné podnoze. Nejrozsifenéjsi metodou zvySovani variability je
kombinacni kfizeni. Vyuziva se rovnéZz spontanni nebo cilend mutageneze a explantatové
Slechténi. Vzhledem k vysoké heterozygotnosti odrid jdou potomstva kombinaéniho kfizeni
obvykle vysoce variabilni. Pro vznik odrlidy je pouzivana klonova selekce, pripadné specialni
vybérové systémy u mutacéniho Slechténi (Vejl et al. 2005).
Jabloné nejsou pfilis idedlnim modelem pro geneticky vyzkum, a tudiz ani pro jeho aplikaci

ve Slechténi, nebot maji dlouhy mezigeneracni interval. Navic jsou klony odrid sStépovany a
ockovdany na podnoze, ¢imz ziskavaji rozdilné rlstové vlastnosti oproti semenackim (Rod 1982).

Cile Slechténi jabloni Rod (1982) déli podle zaméfeni na:

= QOdolnost proti mrazu, chorobam a skidclm

= Vyhovujici tvar koruny, pfimérené silny stejnomérny rust

= Vcasnou a bohatou plodnost

=  Mensi ndro¢nost na podminky prostredi

» Pevnost drZeni plodd na vétvi

= Uspokojivou velikost a tvar plodu

= Velmi dobrou jakost duziny

= Atraktivni zabarveni slupky a duziny

=  Vhodnou dobu skliziové a konzumni zralosti

= Trvanlivost plod(, uchovatelnost a odolnost proti otlakiim

= Pfiznivy hmotnostni pomér uzite¢nych casti plodl k ¢astem odpadovym

=  QOdrady vhodné pro velkovyrobni technologii péstovani, mechanizovanou kultivaci i sklizen

Vavra (2015) povazuje za nejdulezitéjsi sSlechtitelské cile vysokou kvalitu plodd, dobré
péstitelské vlastnosti a trvalou rezistenci vic¢i chorobam, jako napftiklad strupovitosti jabloni
(Venturia inaequalis), padli jablonovému (Podosphaera leucotricha), nebo spale rdzZovitych
(Erwinia amylovora).

12



Nejpéstovanéjsi odrudy jablek v EU (2018)

A\

Golden:
2.347.000 T

Obrazek 3: Nejpéstovanéjsi odrtdy jablek v EU. Upraveno podle (Binard 2018)

3.1.4 Metody Slechtitelské prace

Podle Blazka (2001) je pfti Slechténi jabloni nutné volit jiné Slechtitelské metody nez u

ostatnich kulturnich plodin, protoze jabloné jsou mnozeny vegetativné. V procesu Slechténi
novych odrlid se vyuZiva nasledujicich technik:

Selekce semenacli z volného spraseni. Metoda spociva ve vysevu semen z volného
kfizeni, kdy neni zndma otcovska rostlina. Tato metoda se vyuziva predevsim tam, kde se
hledany znak S$tépi jen v malém procentu a neni technicky mozné pracovat s velkym
mnoZstvim rostlin.

Selekce semendaci ze zamérného kfiZeni. Metoda je zaloZena na hybridizaci dvou cilené
vybranych odrlid (materské a otcovské). Timto zplsobem je mozné kombinovat vlastnosti
potomstva. V praxi je nutné pracovat s dostatecné rozsahlym souborem semendcu, ktery
je dale selektovan. Hybridizace se také vyuziva k ziskani vyhodnych vlastnosti, které
kulturnim odrddam jabloni chybéji. Jednd se o kfizeni s jinymi druhy jabloni, u kterych se
napfiklad vyskytuji rezistence vici chorobam, nebo mrazuvzdornost.

Selekce genovych mutaci pfirozenych a indukovanych. Mutace oznacuje zménu
v sekvenci DNA prenesenou na potomstvo. Podle uUrovné, na které mutace pusobi,
rozliSujeme mutace genové, chromozomové, nebo genomové. Vysledkem je urcity
fenotypovy, nebo fyziologicky projev na daném jedinci. Timto zplsobem vzniklo mnoho
dllezitych odrdd jabloni (Blazek 2001).

Selekce s vyuzitim technik transgendze. Metoda nepfimé transgendze je zaloZena na
vnaseni genl pomoci bakterii Agrobacterium tumefaciens a Agrobacterium rhizogenes.
Jednd se o gram-negativni, pldni bakterie napadajici narusena pletiva dvoudéloznych
rostlin, kde jsou schopny vnaset casti své genetické vybavy. Pfi pfimé transgendzi je
vyuzivano pusobeni DNA na rostlinné tkané, buriky nebo protoplasty. V dnesni dobé se
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nejvice pouziva tradi¢ni transformace protoplastu polyetylenglykolem, elektroporace a
také biobalistika (Hruban 1999)
3.2 MAS - (Marker Assisted Selection)

Vyslechténi nové odrldy vsak predstavuje zdlouhavy a ndrocny proces. Kombinaci
klasického Slechténi a poznatk( z rostlinné genomiky mizeme dosahnout zna¢ného zjednoduseni
tohoto procesu. Vavra et al. (2015) uvadi, Ze zavedeni MAS (Marker Assisted Selection) do selekce
jablonovych semenackd umoznuje identifikaci téch, které nesou alely pro poZzadovany fenotypovy
projev. K identifikaci jsou vyuzivany mikrosatelitni markery, které jsou v tésné vazbé s témito
znaky. Selekci pomoci molekuldrnich marker( je mozné vybirat hybridni semendce z provedeného
fizeného kfizeni jiz v prvnim roce vegetace. To mlze podstatné urychlit Slechtitelsky proces, snizit
naklady selekce a snizovat potfebu na chemické pripravky v integrované produkci. Z téchto
dlivodi se MAS stala velmi vyznamnym nastrojem Slechtitel( na celém svété.

3.2.1 Co jsou markery

Tanksley (1983) charakterizuje DNA markery nasledovné:
- Jsou aplikovatelné u vsech organism{, kde je zvladnuta technika izolace DNA
- Nejsou zavislé na podminkdach prostredi
- Jejich pocet je témér neomezeny
- DNA markery lze aplikovat i pfi minimalnim mnoZstvi biologického materidlu, jsou
nedestruktivni
- Pomoci DNA markeru Ize charakterizovat i velmi rana ontogeneticka stadia rostlin.
Genetické markery definuje Vejl (1997) jako jednoznacné a rychle detekovatelné vlastnosti
organismu, které jsou v tésné korelaci s ¢asto komplexnimi hospodarsky vyznamnymi vlastnostmi
(napf. kvalita, odolnost). Genetické markery mohou byt zaloZeny na morfologicko-anatomickych
vlastnostech, nebo na biochemickych vlastnostech organism(. Nejcastéji jsou pouzivany
biochemické markery, které vychdazeji z polymorfismu zasobnich protein(, izoenzym( nebo
nukleovych kyselin. Pokrok v oblasti biochemie a molekularni biologie umoznil aplikace dalSich
typl biochemicko-genetickych markerl — markery zaloZzené na polymorfismu DNA. Spole¢nym
znakem DNA markeru je pfima schopnost detekce alelickych variant v sekvenci nukleotidd.

Rozdily v pocétu opakovani motivu mikrosatelitd urcuji jednotlivé alely. Kodominantni
markery umoziuji identifikovat vSechny alely pfitomné na daném lokusu, zatimco dominantni
markery odhali pouze jednu dominantni alelu. Proto jsou kodominantni markery obecné
presnéjsi, dominantni markery lze ovSsem ¢asto vyvinout snaze.

U diploidnich druhl kazdy kodominantni marker identifikuje jednu alelu v ptipadé
homozygota a dvé alely u heterozygota. Schopnost rozlisit heterozygoty a homozygoty je jednou
z nejdulezitéjsich vlastnosti kodominantnich marker(, protoZze umoznuje lehce vypocitat
frekvence jednotlivych alel v populaci. Dominantni markery identifikuji v kazdém lokusu jen jednu
alelu. lJejich vyuzZiti neumozZnuje rozpoznat heterozygoty od homozygotl, proto je obtizné
vypocitat frekvence jednotlivych alel v populaci. Typicky se vyuZivaji ndhodné primery k
amplifikaci anonymnich usek( DNA, pricemz jeden marker generuje data z nékolika lokusl naraz.
Jejich vyhoda spociva v tom, Ze neni tfeba predem znat Zzadné sekvence a jejich vyuziti je méné
narocné a nakladné nez u kodominantnich markert (Freeland et al. 2011).

Homozygotni mikrosatelitovy lokus ma stejny pocet opakovani jednotek daného
mikrosatelitu na obou homolognich chromozomech, zatimco heterozygot ma odliSny pocet
opakovani pro kazdou alelu (Oliveira et al. 2006). Elektroforetickd analyza kodominantniho
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mikrosatelitniho markeru je ukazana na ndsledujicim obrazku. Jedinci 1A a 3A jsou heterozygotni,
2A a 4A jsou homozygotni.

I
1A 2A 3A 4A |

150 bii . [RRRE —
146 baz o — - - - - - — l
144 bazi - e

142 bsyr - [ ——— — I

Vysledky srovnani mikrosatelitnich markert

Obrazek 4: Elektroforéza mikrosatelit(. Upraveno podle (Freeland 2005)

Podle vyuzivanych technologii mizeme molekularni markery rozdélit na markery zalozené

vvvvv

DNA pomoci PCR (polymerazové fetézové reakce).
3.2.2 Markery zaloZzené na restrikcni analyze

RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), Polymorfismus délky restrikénich
fragment(. Freeland at al. (2011) uvadi, Ze restrikéni analyza DNA vyuZiva tzv. restrikénich
enzymd(, proteind rozpozndvajicich urcité, predem dané motivy (restrikéni mista) v sekvenci DNA.
Tato restrikéni mista jsou tvorena Useky DNA o délce 4—6 par(i bazi. Enzym molekulu v téchto
mistech rozstépi. Vysledkem je molekula DNA rozdélend do fragment( odpovidajicich vzdalenosti
mezi jednotlivymi restrikénimi misty. Pokud maiji dva jedinci restrikéni mista r(izné daleko od sebe,
vysledné fragmenty DNA budou mit rlznou délku. Zjistuje se tedy délkovy polymorfismus
vzniklych fragmentl. Restrikce pracuje s neznamymi, ndhodné generovanymi restrikénimi
sekvencemi. Princip metody RFLP je uveden na ndasledujicim obrazku.
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Obrazek 5: Princip metody RFLP. Zdroj (Vejl et al. 2002)
3.2.3 Markery zalozené na amplifikaci DNA

PCR (Polymerase Chain Reaction), polymerdzova retézovda reakce je podle Snustad &
Simmons (2012) extrémné vykonny ndstroj zaloZeny na genové amplifikaci na zakladé
komplementarity s predem znamymi primery. DNA je béhem opakujiciho se cyklu mnoZena.
Produkt amplifikace mGze byt ddle analyzovan, sekvenovan, nebo vioZen do klonovaciho vektoru
a replikovan in vivo. PCR postupné nahradila dfive pouzivané replikace in vivo. Podrobné se PCR
budu vénovat v kapitole 3.3 - PCR.

Obrazek 6: PCR (Freeland 2005) ukazuje pouziti PCR. Tu¢né jsou zvyraznény primery, podtrzeny
je mikrosatelit (AG)s3.

TTGTCAAAGAGTTCAGCCGAATA CAATTTATTAAGTGAGCTTAATACAGTT
AGCGACGACAAAGGAAGAAGTACAACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGTAAAGATATAGGGAG
ACTAGCTAGAGCCAAGCACTAAGATACAACACGC

Obrazek 6: PCR (Freeland 2005)

Jako dalsi techniky s vyuzitim amplifikace uvadi Freeland et al. (2011):
RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ndahodné amplifikovana polymorfni DNA. Jedna se
o dominantni marker ziskdvany mnoZenim anonymnich sekvenci pomoci kratkych primer(
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(obvykle 10 para bazi). Sleduje se délkovy polymorfismu. Vysledky jsou nicméné komplikované
reprodukovatelné a technika je postupné nahrazovana kodominantnimi markery.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymophism), délkovy polymorfismus amplifikovanych
fragmentl kombinuje pouZiti restrikénich enzym( a PCR. Enzymy rozdéli DNA na fragmenty,
z nichz se amplifikuji pouze ty, které maji na konci shodnou sekvenci. AFLP vyuziva nahodné useky
DNA, ale je spolehlivéjsi nez RAPD.

PCR-RFLP kombinuje PCR s restrikénimi enzymy. Specificky Usek DNA se nejprve amplifikuje
pomoci PCR a nasledné stépi restrikénimi enzymy. Jedna se o kodominantni marker.

SNP (Single Nucleotide Polymophism), polymorfismus jednoho nukleotidu je marker tvoreny
variantami pdru bazi na urcité lokaci, kde dochazi k substituci baze. Narozdil od predchozich
markeru, u SNP se nejednd o délkovy polymorfismus, ale pomoci sekvenovani produktd predchozi
PCR se zjistuje konkrétni baze.

Nasledujici obrazek prezentuje pouziti SNP markeru a ukazuje variabilitu 4 cilovych mist u 4
rGznych jedincd.

DNA z: SNP1 SNP2 SNP3 SNP4|
Jedinec1  [TACAGGATC---TTCGGGCCA--- AATCCATGC ---AAGCTCGGA---

Jedinec 2 TACAAGATC ---TTCGAGCCA --- AATCCATGC ---AAGCTCGGA---
Jedinec 3 TACAGGATC --- TTCGAGCCA --- AATCTATGC ---AAGCTCGGA---
Jedinec 4 TACA(|§GATC wee TTCG/l\GCCA--- AATCCllATGC ---AAGC(IICGGA---

______________ Y ; ¢F_____________
Haplotypel GGCT
Haplotype2 AACT
Haplotype3 GATT
Haplotype4 G A CC

Obrazek 7: Single Nucleotide Polymorphism. Upraveno podle (Snustad & Simmons 2012)
3.2.4 Vyuziti mikrosatelitnich markeru

Podle Oliveiry et al. (2006) jsou mikrosatelity, nebo SSRs (Simple Sequence Repeats),
nejrozsirenéjsimi molekularnimi markery se Sirokym spektrem vyuziti. Tento rozsah aplikaci je
zpUsoben skutecnosti, Ze mikrosatelitni markery jsou kodominantni a multialelické, jsou vysoce
reprodukovatelné, maji vysoké rozliseni a jsou zaloZzeny na polymerazové retézové reakci (PCR).

Na obrazku ¢.8 je nadzorné ukazano srovnani sekvenci DNA pro jednotlivé alely. Lokus 1 je
homozygotni, obé alely obsahuji shodné (TA)4, Lokusy 2 a 3 jsou heterozygotni.

Srovnani sekvenci DNA

Locus 1 Locus 2 Locus 3

s TATATATA s TAATAATAATAATAATAATAATAA mmmm GCGCGCGCGCGCGC mmmmmm
s TATATATA mmen TAATAATAATAATAATAATAA GCGCGCGCGCGCGCGC mmm

Obrazek 8: Diagram srovnani sekvenci DNA (Freeland 2005)
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3.2.5 Co jsou mikrosatelity

Mikrosatelity povazuji Bhargava & Fuentes (2010) za vSudypritomné jednoduché opakujici
se sekvence DNA, které jsou Siroce rozsirené jak v prokaryotickém, tak v eukaryotickém genomu
a dokazuji tak vysoky stupen polymorfismu alel. Oznacuiji je jako SSR (Simple Sequence Repeats)
kratké opakujici se sekvence, STR (Short Tandem Repeats) kratké tandemové repetice, nebo VNTR
(Variable Number Tandem Repeats) tandemové repetice s variabilnim poctem opakovani.
Mikrosatelity obsahuji nékolik pard bazi (1-6), néktefi autofi vsak za mikrosatelity povazuji i
repetice se 7 az 9 opakovanimi a odlisuji je tak od minisatelit(, které obsahuji 10-100 part bazi.

Z hlediska struktury jsou mikrosatelity déleny na:

= dokonalé (Perfect), které neobsahuji zadnou bazi nepatiici do opakujiciho se motivu
napt: CTGTAAAAAAAAAAGT

* nedokonalé (Imperfect), obsahujici v motivu bazi, ktera do motivu nepatti
napi: CTGTAAAAATAAAAGT

= pieruSené (Interrupted), jejichz motiv je na rozdil od nedokonalych preruseny sekvenci
slozenou z nékolika bazi

Napi: CTGTAAAAATCGAAAAGT

» slozené (Compound), poskladané zpravidla ze dvou opakujicich se sekvenci.

Napi: CTGTAAAGGGAAAGGGAAAGT

V genomu se nachdzeji mnohdy dlouhé mikrosatelitové Useky, které vznikaji expanzi
kratSich usek(. Mikrosatelitové sekvence se vyskytuji jen zfidka v oblastech kédujici DNA. Udava
se, Ze se jednd pouze 0 9-15% mikrosatelit(l a tuto skupinu tvori prevazné tri- a hexanukleotidové
repetice, které neporusuji ¢teci ramec (Hancock 1995). Oliveira et al. (2006) uvadi, zZe
mikrosatelity bud' vlastni genom neovliviiuji, nebo naopak ovlivriuji expresi a/nebo funkcionalitu
nékterych genl. Prikladem muze byt (CT)n, motiv u Arabidopsis, ktery ovliviiuje transkripci.
Goldstein & Schlotterer (1999) popisuji, Ze v soucasné dobé pochazi pfimé dikazy o zapojeni
mikrosatelith v genovych funkcich ze studii genetickych poruch, které jsou vysledkem expanze
trinukleotidd.

Ellegren (2004) uvadi jako pravdépodobny mechanismus vzniku mikrosatelitl z hlediska
evoluce SMM (Stepwise Mutation Model). SMM predpoklada, Zze mutace upravuji délku repetiéni
fady pomoci pridani nebo odebrani repeticni jednotky s danou cetnosti, nezdvisle na délce
repetice. Tento model se pouZiva pti porovnavani dvou rtznych skupin, napfiklad populaci, nebo
zivocCisnych nebo rostlinnych druhd, pro odhad genetické vzdalenosti mezi nimi.

Schéma Stepwise muta¢niho modelu

Obrdzek 9: Stepwise mutation model. Zpracovano podle (Ellegren 2004)
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Dalsim moZnym mechanismem v evoluci mikrosatelitli je DNA slippage. Oliveira et al.
(2006) uvadi, Ze béhem replikace nebo oprav DNA muZe nastat tzv. proklouznuti DNA (DNA
slippage). BEhem proklouznuti se jedno z vldken DNA docasné oddali od vldkna druhého a rychle
se znovu nhavaze na nové pozici. To vede k chybam v parovani bazi a, v pfipadé nového vlakna,
postupnému prodluzovani vldkna, ¢imZ roste i pocet opakovani repetic v alele. Pokud
proklouznuti DNA nastane na vodicim vldakné, dochazi ke zkracovani nového vidkna a ke snizovani
poctu repetic. Schéma proklouznuti je uvedeno na obrdazku €. 10.

REPLIKACE

o—3 - DD
<5 P—- 5

b

W h

PROKLOUZNUTI
I DD s i S e T o TS
(-
S>3 I W o L
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+ 1 OPAKOVANI - 1 OPAKOVANI

Obrazek 10: Schéma DNA Slippage. Upraveno podle (Oliveira et al. 2006)

Ackoli je analyza mikrosatelitl v soucasné dobé vyuzivana pro Sirokou oblast biologickych
aplikaci, v blizké budoucnosti bude v nékterych pfipadech nahrazena novymi genetickymi
markery na bazi SNP (Single Nucleotide Polymophism) nebo AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), napfiklad na mapovéani genomu (Goldstein & Schlotterer 1999).

3.3 PCR

Metoda PCR byla objevena vroce 1983 americkym biochemikem Karym Mullisem.
Teoreticky byla popsana jiz vroce 1971, ale Kary Mullis byl prvni, ktery tuto metodu dokazal
realizovat v praxi. O deset let pozdéji, v roce 1993, byl za tento objev ocenén Nobelovou cenou
v oboru chemie (Clark 2005).

PCR neboli polymerdazovd retézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je
biotechnologickd metoda zaloZzena na mnozeni (amplifikaci) poZzadovaného useku DNA in vitro. K
amplifikaci se pouziva specidlni DNA-polymeraza. Odtud tedy nazev polymerdzova retézova
reakce. Retézova se nazyva proto, e amplifikované jednotky vznikaji Fetézovou reakci a jejich
pocet roste exponencialni fadou: 2, 4, 8, 16, 32, 64, ...atd. Z jednoho Useku DNA, ktery
amplifikujeme tak mize vzniknout p¥i 35 cyklech az 23° kopii. Pvodné se pouzivala pro PCR
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analyzu polymerdza ziskana z bakterie Escherichia coli. Tato polymeraza vsak byla teplotné
nestabilni a dochdazelo k jeji inaktivaci, proto musela byt pravidelné dodavana pfi kazdém
amplifikacnim cyklu. Dnes se iz pouziva Tag-polymeraza, kterd je ziskdvana z termofilnich bakterii
Thermus aquaticus, a béhem teplotné denaturacniho kroku zUstava aktivni. Nespornd vyhoda
Tag-polymerazy spociva v tom, Ze se ji mize dodat nadbytek jiz pfi pripravé smési pro PCR a
nemusi tak byt doplfovana po kazdém cyklu. PCR je ddle fizena pouze postupnym stfidanim
teploty. Zatizeni pro PCR, tzv. termalni cyklery automaticky méni teplotu a mohou pojmout velké
mnoZstvi vzorkd, coz déla amplifikaci specifickych sekvenci DNA relativné jednoduchou (Snustad
& Simmons 2012).

Jak dale popisuji Snustad & Simmons (2012), nevyhodou Tag-polymerdzy je absence
autokorekéni aktivity ve sméru 3°- 5°. V pfipadé potieby vysoké presnosti, je Tag-polymeraza
nahrazovana nékterou z dalSich teplotné stabilnich polymeraz, které maji potfebnou autokorekci:

- Pfu-polymeraza (Pyrococcus furiosus)
- Tli-polymeraza (Termococcus litoralis)
- Tfl-polymeraza (Thermus flavus) — pro fetézce o délce 10-35 kb

3.3.1 Zakladni kroky PCR

Polymerdzova fetézova reakce simuluje v in vitro podminkach proces replikace. Pfi iniciaci
replikace vznikaji pomoci slozitého enzymatického komplexu jednovldaknové Useky matricové
(templatové) DNA. Tato etapa amplifikace je u PCR realizovana tepelnou denaturaci templatové
dsDNA. RNA primery katalyzované u in vivo replikace primdazou jsou u SPLAT nahrazeny dvéma (u
RAPD jednim) ssDNA primery svolnou hydroxylovou skupinou na 3’konci. Navazani téchto
primer( na zakladé komplementarity na vlakno templatové DNA je oznacovdno anglickym
vyrazem ,annealing”. Tento termin je vsoucasnosti pouZivdn mezinarodné. Prodluzovani
(extense) noveé vznikajiciho retézce je stejné jako elongace u in vivo replikace realizovano pomoci
DNA-polymerdzy ve sméru 3°-5" (Vejl 1997).

Brown (2010) popisuje jednotlivé kroky PCR takto:

Denaturace — Smés je zahrata na 94 °C, pfi této teploté se rozpadaji vodikové mstky,
které drzi obé vldkna dsDNA pohromadé. Ta se pak rozpadd na dvé samostatna vlakna.
Denaturace trva mezi 30 a 120s.

Templatova DNA
3’ 5
- TOOOOO000000000000 L

1 Denaturace DNA
pri 94 °C

Obrazek 11: PCR Denaturace dsDNA. Upraveno podle (Brown 2010)
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Annealing — Smés je schlazena na 50-60 °C. Primery pfitomné ve smési nasedaji na
jednotliva vldkna. Primery jsou kratké useky DNA o délce 18-26 bp. Pfi nasedani je vyuZivana
komplementarita bazi. Annealing trva cca 1 minutu.

Annealing (nasedani)

oligonukleotidovych primeru
p¥i 50-60 °C

Obrazek 12: PCR Annealing. Upraveno podle (Brown 2010)

Elongace — Smés je zahtata na 72 °C. Béhem prodluzovani dochazi k pfipojovani volnych
dusikatych bazi k vlaknu DNA a vytvareni vldkna nového. Principem je komplementarita bazi,
katalyzatorem néktera z termostabilnich polymerdaz. Doba elongace se pohybuje mezi 15 a 180 s.
Posledni cyklus PCR obsahuje prodluzovaci fazi obvykle delsi — pfiblizné 10 minut. Tento krok
umozni dokonéeni DNA polymerace u vétSiny navdzanych primeru. Po ukonceni amplifikace byva
obvykle zatazovan cyklus zchlazeni vzorkd na 4-5 °C, které umozni uchovani amplifikované ENA
nékolik hodin v termocykleru (Vejl 1997).

3 Syntéza nové DNA
pfi 74 °C

Obrazek 13: PCR Elongace. Upraveno podle (Brown 2010)
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Pocet cykll — je zavisly na optimalizaci sloZeni reakce a na mnozZstvi templatové molekuly
DNA. V pfipadé 50 molekul templétu je doporucovano 40-45 cykld, pfi 1.10° molekul 35-40 cykld,
pFi 1,5.10* molekul 30-35 cykld a pfi 3.10° molekul postadi 25-30 cykld. Vyssi pocet cykld maze
zpUsobit vyssi frekvenci nespecifickych PCR produktl (Vejl 1997).

3.3.2 Elektroforeticka separace

Elektroforeticka separace se vyuziva pro vizualizaci vysledkd PCR.

PFi neutralnim pH je vysledny naboj DNA negativni. DNA pak v elektrickém poli migruje ve
sméru katoda (-) — anoda (+). Elektroforetickd mobilita DNA fragment( je zavisld na velikosti
oligonukleotidli (bp) a nezavisld na sekvenci bazi. Plati, Ze ¢im je fragment kratsi, tim rychleji
prostupuje gelem.

DNA fragmenty Ize separovat pomoci agarézové gelové elektroforézy, polyakrylamidové
gelové elektroforézy a agardzo-akrylamidové gelové elektroforézy. SloZeni geld a pufrd mlze
vytvaret nedenaturaéni nebo denaturacni prostredi.

DNA je na agardzovych gelech vizualizovana pomoci barveni ethidium bromidem.
Ethidium bromid je vazan do fetézce DNA. Po ozafeni UV paprsky (254nm) dochazi k absorpci
zareni molekulou DNA. VInové délky 302 —366nm jsou absorbovany ethidium bromidem. Energie
je nasledné remitovana v podobé zareni o vinové délce 590nm v Cerveno-oranziové oblasti
viditeIného spektra (Vejl 1997).

Jak uvadi Hruban (1999) je pro analyzu mikrosatelitli idealni metoda separace pomoci
polyakrylamidového gelu. Pfi ni miZeme spolehlivé rozliSovat fragmenty od délce 100—1000 bp
dsDNA (pfi koncentraci 3,5 %), nebo 5-100 bp (pfi koncentraci 20 %). V optimalnich podminkach
muzeme docilit rozliSeni fragment( s rozdilem jediného paru nukleotid(. Tato presnost se vyuziva
pravé u mikrosatelitni DNA. Pro srovnani uvadim, Ze rozliSovaci schopnost klasického
agardzového gelu je mezi 50 a 500000 bp v zavislosti na koncentraci gelu.

DNA umisténa do otvoru

vyfiznutého v gelu Gel Zasobnik

| |

i

[ ? e = w

Elektroforéza

H ' L

ml [ ¥ §8 | [ 1 | O T
—
DNA se déli do skupin podle délky Nejmengi

Obrazek 14: Gelova elektroforéza. Upraveno podle (Brown 2010)

Na obrdzku €. 14 je znazornéna migrace fragmentld DNA v elektrickém poli a jeji rozfazeni
podle délky fragment(. (Od nejdelsich vlevo po nejkratsi vpravo.)
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3.4 Rezistencni Slechténi

Rezistencni Slechténi povazuji Odenbach & Sacristan (1997) za jednu z nejdulezitéjsich
Casti integrované ochrany rostlin v soucasnosti. Péstovani rezistentnich plodin snizuje naklady na
jinak nezbytnou chemickou ochranu. Omezeni chemické ochrany rostlin ma vliv na nizsi zatéz
zivotniho prostfedi kontaminujicimi biocidnimi latkami. Velmi dulezZité je i vyrazné nizsi zatézovani
produktll zemédélstvi rezidui ochrannych chemickych prostfedk(. Rezistencni Slechténi se
zaméruje na snizeni dopadu negativniho vlivu nékterych biotickych a abiotickych faktord. Jejich
seznam je uveden na obrazku ¢.15.

Pod pojmem rezistentni Slechténi se oznacuje Slechtitelsky proces cileny na vznik odr(dy
s pozadovanou rezistenci. Odolnost proti biotickym i abiotickym faktoriim je v soucasné dobé
velice aktudlni. Tyto cile jsou soucasti vétsSiny Slechtitelskych programd. Cilem rezistentniho
Slechténi je ziskat odriddu, kterd bude vykazovat trvalou polni odolnost, jejiz projev bude
minimalné ovliviiovan vnéjsimi negenetickymi faktory (Vejl et al. 2002).

kontaminace ovzdusi

houby
sucho
bakterie
vysoké teploty
S oy 3 ~/ viry a viroidy
\ L L——-‘\‘ _~ "

L& Y7 zivodisni skidei

nedostatek nebo nadbytek H>0 il TR houby

nedostatek nebo nadbytek zivin

nedostate¢na aerace pldy viry a viroidy

zasoleni pudy

zivocisni skadei

Obrazek 15: Biotické a abiotické faktory. Upraveno podle (Odenbach & Sacristan 1997)
3.4.1 Cojerezistence

Vejl et al. (2002) definuje rezistenci/patogenitu jako vztah mezi genotypem hostitele a
genotypem patogenu. Rezistence je dédi¢né zaloZzend schopnost hostitelské rostliny odolavat
patogendm. Patogenita predstavuje schopnost patogena napadat druh daného hostitele.
Oznaceni patotyp nebo rasa nebo biotyp charakterizuje populaci patogena tvorenou jedinci se
stejnou patogenitou. Genotypy hostitelské rostliny, které spojuje rezistence vicéi shodnému
patotypu, byvaji oznacovany jako patodem. Vztah mezi patogenem a hostitelem studoval
zejména FLOR (1956), ktery vytvofil hypotézu ,gen proti genu” (Gen to Gen). Podle této hypotézy
odpovida kazdému genu rezistence u hostitele urcity gen avirulence u patogena. Obvykle je
rezistence a virulence vlastnosti dominantni. Nachylnost a avirulence byvaji obvykle recesivni.
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Tabulka 1: Teorie gen proti genu. Upraveno podle (Vejl et al. 2002)

Genotyp rostliny

Gen proti genu
R1r2 r1 R2
al A2 Nachylnad |Rezistentni
Genotyp
t
patogena Al a2 Rezistentni | Nachylna

A protir  Nachylnost
A proti R Rezistence

Vejl et al. (2002) ddle rozliSuje nasledujici druhy rezistenci:

Vertikalni rezistence
Oznaceni tohoto typu rezistence vychdzi z teorie Van der Plancka z roku 1968. Je definovana jako
rasové specifickd rezistence pouze vic¢i nékterym rasam patogena. Jejim projevem je casto
hypersenzitivni reakce, kterd je vici konkrétni rase vysoce ucinnda. Vertikalni rezistence je snadno
prekonatelna novymi rasami patogena.

Horizontalni rezistence
Rovnéz toto oznaceni vychazi z teorie Van der Plancka. Tato rezistence je definovdna jako rasové
nespecifickd. Je zaloZena polygenné souborem minorgend. Jeji Ucinek neni oproti vertikalni
rezistenci tak vyrazny. Obvykle dochazi k zpomaleni vyvoje patogena a prodlouZeni inkubacni
doby. Své uplatnéni nachazi zejména u polycyklickych chorob. Vzhledem k jejimu polygennimu
zaloZeni je vice ovliviiovana faktory vnéjsiho prostredi. Ze stejnych dlivodu je vSak oproti vertikalni
rezistenci vyrazné trvalejsi. Tento typ rezistence byva nékdy oznacovan jako rezistence castecna
neboli parcialni.

Kvantitativni a kvalitativni rezistence
Kvantitativni rezistence je typickd tim, Ze projevy rezistence jsou rGzné intenzivni a jejich
variabilitu Ize oznacit jako plynule proménlivou. Naopak kvalitativni rezistence je charakteristicka
tim, Ze jeji projevy dosahuji extrémnich diferenci obvykle dvou kategorii — rezistentni a
nerezistentni

Monogenné a polygenné determinovana rezistence
Pod témito pojmy je zahrnuto stejné rozdéleni jako v predeslém odstavci. Monogenni dédi¢nost,
ktera je fizena jednim majorgenem, odpovida kvalitativni rezistenci a polygenné determinovana
rezistence odpovida kvantitativni rezistenci.

Specificka a nespecificka rezistence
Toto rozdéleni vychazi z variability patogena, ktery mlzZe vytvaret vétsi pocet ras. Je-li odrlida
rezistentni pouze vic¢i nékolika malo rasam, hovofime o rezistenci specifické. Je-li naopak
rezistentni vic¢i vSem rasam patogena, potom hovorime o rasové nespecifické rezistenci.

Tolerance
Tolerance je definovana jako schopnost odrlidy snaset napadeni patogenem bez vyrazného
snizeni vynosu nebo zhorseni kvality produkce.

Imunita
Imunita je nejvyssi stupen rezistence, kdy na rostliné nejsou zjistény zadné symptomy napadeni.
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3.4.2 Genetické markery v rezisten¢nim slechténi

V predeslych letech byly optimalizovany molekuldrni markery rady gent, které jsou
prakticky vyuzitelné ve Slechténi jabloni. Pomoci téchto marker(i je mozné charakterizovat a
nasledné selektovat pozadované genotypy jiz v ranych fazich vyvoje. Vavra et al. (2015) konkrétné
popisuje optimalizované markery nésledujicich gena:

Co sloupcovy rilst

Rvi2 rezistence vUci strupovitosti

Rvi4 rezistence vUci strupovitosti

Rvi6 rezistence vUci strupovitosti

Rvi8 rezistence vUci strupovitosti

Rvi15 rezistence v0ci strupovitosti

PI1 rezistence vici padli jablonovému

FBF7QTL rezistence vci spale rlZovitych

lokus nachylnosti vici Botryosphaeria dithidea

Md-ACO1 méknuti plod

Md-ACS1 méknuti plod

Md-MYB Cervené zbarveni duzniny a slupky ploda

Markery jsou zaloZeny na principu PCR, PCR-RFLP, SSR a SNP. Byly vyvinuty rovnéZ postupy
multiplex PCR pro soucasné hodnoceni vétsiho poctu markerd s automatickym
vyhodnocovanim pomoci fragmentacni analyzy na kapilarni elektroforéze (Vdvra et al. 2015).

3.4.3 Strupovitost jabloni (Venturia inaequalis)

Strupovitost je nejvainéjsi chorobou jabloni. Vyskytuje se po celém svété. Preferuje
stanovisté s chladnymi vlhkymi jary a léty. Jeji Skodlivost spociva v redukci kvality infikovaného
ovoce. Strupovitost také redukuje velikost plodd, zpGsobuje opaddavani nezralych plod(, defoliaci
a nepfriznivé ovliviuje tvorbu plodd v pfistim roce. Strupovitost je zodpovédna za 70 % (nebo i
vice) vSech Skod na vynosech jablek celosvétové (Agrios 2004). Viz obr. €. 16.

Obrazek 16 : Plody napadené strupovitosti. (Agrios 2004)
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PUvodcem strupovitosti je houba Venturia inaequalis CKE. Taxonomicky se tento patogen
fadi do oddéleni vlastnich hub (Eumycota), ttidy vreckatych hub (Ascomycetes), radu
Pseudosphaeriales. Viz obr. ¢.17.

et _:‘\' .
T X
. g )
b N A
N \

Obrazek 17: Venturia inaequalis, Ascospbry pod mikroskopem (Agrios 2004).

Houba wvytvafi pohlavni (vieckaté stadium) a nepohlavni cyklus (konidiové stadium).
Patogen prezivd zimu v saprofytické fazi vodumrelych a opadanych listech ve formé
pseudoperitécii, v kterych vyrasta vétsi pocet viecek. V odumfrelych listech dochazi k novému
intenzivnimu rlstu mycelia, které prorlsta celym listem. Tvofi se stroma a v ném se zacina
diferencovat zaklad pseudoperitécia, v nichZ je obsazeno velké mnoZstvi viecek — v priiméru 122.
Vrecka jsou osmisporova, askospory jsou dvoubunécné, olivové hnédé. Viecka zraji postupné
béhem nékolika tydnd od dubna pfriblizné v dobé, kdy se rozvijeji pupeny na jablonich az do
¢ervna. Doba zralosti pseudoperitécii, uvolfiovani askospor (primarni infekce), kliceni askospor a
rozrlstani mycelia v mezibunécénych prostorach lista zavisi na zvlhéeni deStém nebo silnou rosou
a teploté vzduchu. Subkutikuldrni nebo intraepidermalni mycelium je charakteristicky paprscité
vétvené, stredné az tmavé hnédé (Vejl et al. 2005).

Konidiofory jsou valcovité, svétle aZ olivové hnédé. Konidie se tvofi na konci konidioforu,
obvykle jsou jednobunécné, starsi nékdy dvoubunécné. Tvofi se zpravidla od konce kvétna po celé
sklizni — sekundarni infekce (Dvorak et al. 1976). Zivotni cyklus strupovitosti jabloni je zndzornén
nasledujicim obrazku.
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Obrazek 18: Zivotni cyklus Venturia inaequalis. Upraveno podle (Agrios 2004)

Vejl et al. (2005) uvadi, Ze mezi zakladni zpUsoby ochrany jabloni proti strupovitosti patfi:
- DodrZeni zékladni agrotechniky (vhodny fez a uprava hustoty koruny)
- Chemicka ochrana (fungicidy)
- Rezistentni Slechténi
Vavra et al. (2015) popisuje, Ze odolnost jabloni vUiéi strupovitosti je podminéna
pritomnosti urcitych gen( rezistence. Ve slechténi novych odriid jsou nejc¢astéji vyuzivany lokusy
Rvi6 a Rvi7, jejichz donorem je Malus floribunda klon 821, avsak tyto lokusy jsou v soucasnosti jiz
prekonané novymi rasami patogena.
Tartarini et al. (1999) navrhnul kodominantni marker ALO7 pro detekci genu (Vf) Rvi6.
Pro ucely PCR se vyuZivaji nasledujici primery:
F (5’-TGGAAGAGAGATCCAGAAAGTG-3’) o délce 22 bp
R (5’-CATCCCTCCACAAATGCC-3’) o délce 18 bp
Fragment o délce 466 bp charakterizuje dominantni alelu Rvi6, fragment o délce 724 bp pro
recesivni alelu Rvi6. Tartarini et al. (1999) dale uvadi, Ze oba fragmenty byly prakticky totozné.
LiSily se pouze jednou inserci o délce 258 bp u delSiho z fragment(. Druhy z navrzenych marker(
AM19 je dominantni a vyuZziva primery:
F (5"-CGTAGACGGAATTTGAGAGTG-3") o délce 22 bp
R (5'-GACAAAGGGCTTAAGTGCTCC-3") o délce 21 bp
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Obrazek 19: PCR ALO7 a AM19 (Tartarini et al. 1999)

Na obrazku cislo 19 je srovnani dvou rodi¢ovskych a tfi hybridnich rostlin. Pouzity byly
markery ALO7 a AM19. U ALO7 je fragment o délce 466 bp (A) dominantni, fragment o délce 724
bp (a) recesivni. Marker AM19 je dominantni, fragment o délce 526 bp je (A.).

P (odruda Prima) je rezistentni, u ALO7 (Aa) au AM19 (A.)
F (odruda Florina) je rezistentni u ALO7 (Aa) au AM19 (A.)
1 (aa) u obou markert

2 (Aa) u ALO7 a (A.) u AM19

(AA) u ALO7 a (A.) u AM19

M je méritko se stupnici po 100 bp (Tartarini et al. 1999)

Na zacatku procesu Slechténi novych odrid se u semendcki vzniklych zamérnym ktizenim
vybranych rodic¢ovskych komponent délaji primarni selekce na odolnost pomoci umélych infekci
patogenem V. inaequalis.

Pro hodnoceni stupné odolnosti nebo napadeni semenackl je doporuceno pouZzit
bonitaéni stupnici 0—4.
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Tabulka 2: Tfidy reakci semenack(i béhem infekéniho testu (Vejl et al. 2002)

Tridy Charakteristika

0 Zadné makroskopicky pozorovatelné symptomy. Imunni reakce.

1 Madlo nebo vice drobnych jamek velikosti Spendlikovych hlavicek (priimér
asi 0,5mm), které se objevi priblizné za 2,5 dne po infekci. Bodové skvrny
nékdy splyvaji ve skvrny o priméru 1-2 mm. Sporulace se nevyskytuji.

2 Pravé nebo nepravé chlorotické nebo nekrotické skvrny o priméru 2-5 mm
Zadna sporulace — stfedné rezistentni reakce.

Y Ttida mezi tfidami 2 a 3. Smés nekrotickych a chlorotickych nesporulujicich
skvrn. Nékolik poranéni s ohrani¢enou sporulaci.

3 Omezeny vyskyt nekrdz. Slabé, ale viditelné konidiové sporulace: Citliva
reakce. Listy neopadavaji. Poranéni vytvarejici neetnou a omezenou
sporulaci.

4 Silny vyskyt nekréz s pozorovatelnou sporulaci. Infikované listy predcasné
opadavaji — vysoce citliva reakce. Klasickd poranéni svelmi vysokou
sporulaci

Jako odolné jsou oznaceny hybridy bez ptiznakd a skupiny 1,2 a M. Hybridy ze skupiny 3 a 4 jsou
vyfazeny jako citlivé. Dalsi hodnoceni se provadi v polnich podminkach (Vejl et al. 2002).

Nasledné se u vybranych jedincG provedou detekce pritomnosti genl rezistence s vyuZitim
molekularnich markeru. Vyuziti molekuldrnich marker je rovnéz nezbytné pfti tvorbé pyramidalni
rezistence, vzhledem k tomu, Ze detekce kumulace geni rezistence k jednomu patogenu by byla
velmi obtiZzna jen na zakladé fenotypového projevu po infekci.

Prehled gen( rezistence vici strupovitosti a jejich zdrojl je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 3: Zdroje rezistence vUci strupovitosti (Bus et al 2011)

Malus Venturia inaequalis
Fenotyp Lokus rezistence Lokus avirulence Rasa Referencni vzorek

oznaleni stary novy Novy Stary Virulence Avirulence
h(0) Royal Gala Citlivé - - (0)
h(1) Golden Delicious Nekrdza Vg Rvil AvrRvil (1) | EU-BO4 1066E
h(2)  TSR34T15 Hvézdicovita nekréza Vh2=Vr-A Rvi2 AvrRvi2 p-9 (2) 1639 EU-B04
h(3) Geneva Hvézdicovitd nekrdza vh3 Rvi3 AvVrRvi3  p-10 (3) EU-NL24  EU-B04
h(4) TSR33T239 Hypersenzitivnireakce Vh4=Vx=Vrl Rvi4 AvrRvi4 (4) EU-B04
h(5) 9-AR2T196 Hypersenzitivnireakce Vm Rvi5 AVrRvi5 (5) 147 EU-B04
h(6)  Priscilla Chloréza vf Rvi6 AvVrRvi6 (6) EU-D42 EU-B04
h(7)  Malus x floribunda 821 Hypersenzitivnireakce  Vfh Rvi7 AVrRvi7 (7) | 1066E EU-B04
h(8) B45 Hvézdicovita nekroza Vh8 RvI8 AvrRvi8 (8) NZ188B.2 EU-B04
h(9) K2 Hvézdicovitd nekréza Vdolgo Rvi9 AVrRvi9  p-8 (9) 1639 EU-B04
h(10) A723-6 Hypersenzitivnireakce Va Rvi10 AvrRvil0 (10) 413 EU-NL24
h(11) A722-7 Hvézdicovitd nekréza Vbj Rvill AvrRvill (11) EU-B04
h(12) Hansen’s baccata #2 Chloréza Vb Rvil2 AvrRvil2 (12) EU-B04
h(13) Durello di Forli Hvézdicovitd nekréza Vdolgo Rvil3 AVrRvi13 (13) EU-NLO5 EU-BO4
h(14) Dulmener Rosenapfel Chloréza vdrl Rvil4 AvrRvil4 (14) 301 EU-B04
h(15) GMAL2473 Hypersenzitivnireakce  Vr2 Rvil5 AVrRvil5 (15) EU-B04
h(16) MIS op 93.051 GO7—-098 Hypersenzitivnireakce  Vmis Rvil6 AvrRvil6 (16)
h(17) Antonovka APF22 Chlordza Val Rvil7 AVrRvil7 (17)
h(18) 1980-015-025 Hypersenzitivnireakce V25 Rvil8 AvrRvil8 (18)
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Dalsim typem odolnosti jabloni vici strupovitosti je polygenné determinovana rezistence.
Polygenni zaloZeni rezistence je obecné velice obtizné markerovatelné ve srovnani s monogennim
typem rezistence. Tento typ odolnosti je charakteristicky pro fadu starsSich odrd jabloni, které
vykazuji malou citlivost vici strupovitosti. Pfehled zdroji polygenni rezistence vici strupovitosti
uvadi Vejl et al. (2005) nasledujici tabulce.

Tabulka 4: Zdroje polygenni rezistence vici strupovitosti (Vejl et al. 2005)
Polygenni rezistence Selektované semenacky Malus baccata

Malus sargentii 843
Malus sieboldii 2982-22
Malus zumii calocarpa

Malus toringo 852

Jak uvadéji Dayton & Williams (1970), prvni rezistentni odrlida Prima byla ziskdna
maji tento majorgen. Takté? v Ceské republice vznikaji odrady s genem V¥. PatFi mezi né naptiklad:
Aneta, Biogolden, Goldstar, Hana, Jolana, Karmina, Melodie, Nela, Otava, Rajka, Resista, Rosana,
Rubinola, Topaz a Vanda (Vejl et al. 2003).

Crosby et al. (1992) zminuji historii rezistentniho Slechténi jabloni v{ci strupovitosti. Cilem
bylo vyslechtit rezistentni odridy, kdy si ve 40. a 50. letech 20. stoleti stanovila 3 experimentalni
pracovisté univerzit v USA (Purdue University, Rutgers University a University lllinois), zanést do
kulturnich jabloni donor rezistence z plané odridy M. floribunda —klon 821 s genem Rvi6. Pozdéji
se pridaly jesté evropska a kanadska pracovisté.

Pfi hybridizaci probihala slozZita kfizZeni, s cilem prenést gen rezistence a zachovat kvalitu
plodd kulturnich jabloni. Celosvétové se v letech 1970-1992 podafilo vyslechtit 48 rezistent(, z
toho 37 neslo gen Rvi6. Jako prvni rezistentni odrlida s genem rezistence Rvi6 vznikla odrlida
Prima (s plUvodnim oznacenim novoslechténi Coop 2— PRI 125-100). Na jeji vySlechténi bylo
potfeba 16 komponent (Crosby et al., 1992). Jeji rodokmen je zndzornén na nésledujicim obrazku
(Dayton et al. 1970)

Golden Delicious
PRI 14-510 -|: 2433-2-2 Rome Beauty
Faz 26829-2-2 '|: :H: :
9433-2-8 Malus floribunda 821
Coop 2
hMelba
ERI TRl NJ 117637 ~|: Wealthy
MJ 130
MJ 123249 [okl series)— Starr

Red Rome
iz —
lMelba

Obrazek 20: Rodokmen odrtdy Prima. Zdroj (Dayton et al. 1970)

Historii prvnich rezistentnich odrid predstavuji také Merwin et al. (1994) a spolecné s
Crosby et al. (1992) uvadéji dalsi odrady, které v letech 1970-1988 vznikly. V téchto letech bylo
povoleno 6 rezistentd, a to: Priscilla, Sir Prize, Jonafree, Redfree, Dayton a Williams' Pride. Dalsi
hybridy byly rozeslany na ostatni Slechtitelska pracovisté, aby mohly byt pouzity pro slechténi
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novych rezistentnich odrdd. Napf. takto vznikla odrlida McShay na pracovisti Oregon State
University (USA), ddle odrlida Priam, vyslechténa na pracovisti INRA ve Francii.

Mezindrodni projekt VINQUEST (Patocchi et al. 2020) vznikl jako reflexe na celosvétovy
problém vzniku a Sifeni novych ras V. inaequalis pfekonavajicich monogenné podminénou
rezistenci. Druhou duleZitou oblasti zajmu konsorcia VINQUEST je vznik novych ras s rezistenci
vuci riznym typum fungicidnich ucinnych latek. Projekt VINQUEST je koordinovan Svycarskou
vyzkumnou stanici ACW Research Centre Wadenswill. Do projektu se do roku 2019 zapojilo 41
partner(l z 22 ¢&lenskych stat(, véetnd CR (tab. 9). Vysledkem projektu je vefejné publikovéani
hodnoceni kolekce diferenciacnich klonl rodu Malus, které umoznuji charakterizovat rasové
spektrum V. inaequalis v riznych oblastech svéta.

3.4.4 Padli jablornové (Podosphaera leucotricha)

Dalsi chorobou jabloni je padli jablofiové zplsobené patogenem Podosphaera leucotricha
(Vavra et al. 2015). Padli jabloriové, stejné jako strupovitost jabloni, patfi mezi nejvaznéjsi a
nejrozsirenéjsi choroby jabloni. Tuto chorobu zplsobuje vieckovytrusa houba Podosphaera
leucotricha (Ell. & Evher.) Salm., ktera napadd pupeny, kvétenstvi, listy, vétve i plody. Prvni
symptomy napadeni jsou patrné na jare na spodni strané list(i a termindlnich ¢astech vyhond.
Symptomy se mohou liSit v zavislosti na odridé, na stupni a pocatku infekce nebo na pocasi.
Optimalni teplotni rozmezi pro rozvoj infekce lezi mezi 19-22 °C, pfi relativni vlhkosti vétsi nez
70 %, zatimco nizké zimni teploty (méné nez — 24 °C) ni¢i mycelium pfezimujici v pupenech, ¢imz
dochazi k pfirozené redukci zdroje primarni infekce (Turechek et al. 2004).

Zivotni cyklus padli jabloriového popisuje Vejl et al. (2002). Padli jablofiové vytvaFi pohlavni
(vieckaté) a nepohlavni (konidiové) stadium. Jako mycelium prezivd zimu v listovych nebo
kvétnich pupenech, které byly napadeny v predchozi sezéné. Po skonéeni obdobi dormance
pupenld mycelium obnovuje svUj rlst a kolonizuje mladé vyhony a posléze i kvétenstvi a plody.
Postizené rostlinné organy jsou pokryty stfibrnym povlakem, ktery je tvoren sporami (konidiemi).
Ukazky napadeni vyhonl a plodd a Zivotni cyklus patogena jsou ukazany na nasledujicich
obrazcich.
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Obrazek 21: PFl'znaky padli na rostliné. Vlastni foto

Obrazek 22: PFl'znéky padli na ovoci. (Agrios 2004)
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Obrazek 23: Zivotni cyklus P. Leucotricha. Upraveno podle Vejl et al. (2002)

Rezistence vici této chorobé je fizena nékolika majorgeny. Jak uvadi Vavra et al. (2015),
nejvice je vyuzivany gen PI1 plvodem z botanického druhu Malus robusta, pozdéji identifikované
geny Pl-d, PI-m, nebo gen Pl-w z odrudy ‘White Angel’.

Casteénou odolnost vici padli vykazuji i nékteré odridy bez vyskytu majorgend.
Rezistence funguje na zakladé pritomnosti souboru minorgen(l. Za odrldy s polygenné fizenou
rezistenci se oznacuji: ‘Worcester Pearmain’, ‘Golden Delicious’ a ‘Lord Lambourne’. Vavra et al.
Dale prezentuje, Ze zajimavé vysledky pfinesla porovndvani sekvenci v oblasti PI1 genu se
sekvencemi rodu Malus. Nejvyssi podobnost byla zjisténa se sekvenci, ktera odpovida genu pro
flavonoid 3 hydroxyldzu. Mezi geny syntetizujicimi flavonoidy (jako je naptiklad gen MdMYB10) a
rezistenci vuci padll' mohou tedy existovat urcité souvislosti Nasvédcoval by tomu i fakt, ze

Molekularnl marker genu PI1, fidici rezistenci vici padli jabloriovému.

Markery vyuzivané pro studium rezistence k padli jablonovému (Podosphaera leucotricha) se
zaméruji predevsim na detekci jednotlivych majorgen(. Nejvyznamnéjsim DNA markerem, ktery
se poprvé uplatnil v selekci genotypll vykazujicich rezistenci vici padli jablornovému a postihoval
pfitomnost nebo absenci majorgenu PI/1 plivodem z botanického druhu Malus robusta, byl RAPD
marker OPAT 20 (Markussen et al. 1995). OPAT 20 je vazbovy marker, ktery se nachazi 4,5 cM od
genu P/1. Pozdéji byl tento RAPD marker konvertovan do SCAR PCR markeru AT20-450 (Frey et al.
2004). Nicméné, jak jiz bylo zminéno vyse, ¢astou nevyhodou konvertovanych RAPD markeru je

33



tvorba nespecifickych amplikon(, které muzZou ovlivnit spravné urceni genotypu. Také SCAR
marker AT-20-450 opakované poskytoval pfi testovani fadu nespecificky amplifikujicich
fragment(. Z toho dlvodu byl navrZen a optimalizovdn novy PCR marker PI1C(CZU) (Vavra et al.
2015).

Vazebni PCR marker PI1C
Nové navrieny PI/1C marker vykazuje mendelistickou segregaci, je specificky a spolehlivé
amplifikujici a lze jej tudiz povazovat za vhodny v procesu MAS. Pritomnost markeru je
charakterizovana fragmentem o velikosti 170 bp.
PI1C-F 5 -TGGTTCGGATAGCTGTTTCC-3’
PI1C-R 5"-CTCGTCGGATCCCACAATAT-3’
Annelaéni teplota = 64 °C (Vavra et al. 2015).

3.5 Slechténi na jakostni znaky plodfi
3.5.1 Barva slupky

Antokyany jsou zodpovédné také za Cervené zbarveni slupky plodu. Gen MdMYBA stejné
jako MdMYB10 patii do MYB-tridy transkripcnich faktor( a také jejich translacni produkty jsou si
sekvencéné podobné (Vavra et al. 2015).

V rdmci MAS byly identifikovany dva lokusy. Lokus BC226-STS mUiZe nést tfi alely (al, a2,
Al). Alelické kombinace alal, ala2 a a2a2 predikuji zakladni Zluté zbarveni a alelické kombinace
A1A1, Alal a Ala2 predikuji zakladni cervené zbarveni slupky. Uréeni jednotlivych alel ma vyznam
pfi zamérném Slechténi s cilem ziskat napfiklad Zlutoplodou odrddu kfizenim dvou
cervenoplodych odr(id, které kromé dominantni Al alely obsahuji jednu z recesivnich alel al nebo
a2.

Pavodni PCR markery lokusu BC266-STS konvertoval z RAPD markeru Cheng et al. (1996).
Nevyhodou konvertovanych RAPD marker( je tvorba nespecifickych amplikont. Problematicka
byla rovnéz identifikace alel, protoZze markerujici fragmenty vykazovaly malé velikostni rozdily a
pfi velikosti amplikont nad 1100 bp jsou tyto diference pomoci agarézové elektroforézy obtizné
identifikovatelné. Proto byly navrzeny dva nové primerové pary Barva al-F/R a Barva-a2-F/R. Tyto
nové PCR markery jiz vykazuji vysokou specifiénost. Primerovy par Barva-al-F + Barva-al-R
poskytoval u alely al pfedpokladany fragment o velikosti 215 bp. U alel Al a a2 byl amplikon velky
138 bp. Primerovy par Barva-a2-F + Barva-a2-R poskytoval u alely a2 fragment o velikosti 286 bp,
u alel Al a al byla velikost amplikonu 123 bp. Nésledujici tabulka znazornuje velikost amplikon(
u jednotlivych alelickych kombinaci, ukazkovy elektroforeogram je na obrazku ¢€.24 a 25.
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Tabulka 5: - Velikost amplifikovanych fragmentu pti pouziti primer( Barva-al a Barva-a2 (Vavra

Barva-al-F + Barva-al-R Barva-a2-F + Barva-a2-R
215 bp
155 bp nemarkerujici fragment
155 bp nemarkerujici fragment
138 bp
215 bp
155 bp nemarkerujici fragment
138 bp
155 bp nemarkerujici fragment
138 bp
215 bp
155 bp nemarkerujici fragment 123 bp
138 bp
155 bp nemarkerujici fragment 286 bp
138 bp 123 bp

(0]

~
L
N
o
=
Z

123 bp
286 bp

286 bp
123 bp

123 bp

Primery pouzité k amplifikaci markeru BC266-STS.
Barva-al-F 5°-GGGCGTGTGGAGAGTATCAT-3’
Barva-al-R 5- TGGTGTGGATCATTTGTTGG-3’
Annelaéni teplota = 50 °C

Barva-a2-F 5-’ATTACATCAGTACCAAAACAGGC-3’
Barva-a2-R 5"-TCGTAAACAAATGGTGGTGCT-3"
Annelaéni teplota = 50 °C (V4vra et al. 2015).

Obrazek 24: Vzorovy elektroforeogram markeru BC266-STS (Barva-al) (Vavra et al. 2015)
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Obrazek 25: Vzorovy elektroforeogram markeru BC266-STS (Barva-a2) (Vavra et al. 2015)

Lokus MdMYBA miiZe nést dvé alely. Alelu, ktera je nemutovana a je spojena s ¢ervenou
barvou slupky, alelu, kterda ma mutaci v podobé delece a je spojena se Zlutou barvou slupky.
Exprese transkripéniho faktoru MdMYBA je mnohem intenzivnéjsi u odrid s vyraznou ¢ervenou
barvou slupky a je rovnéz pozitivné ovlivnéna nizsimi teplotami a dopadem UV-B zareni, coZ jsou
vSeobecné znamé faktory vedouci k vyraznéjsSimu vybarvovani plodu jabloni (Ban et al. 2007).
Vavra et al. (2015) uvadi, Ze pro detekci genotypll s Cervené zbarvenou slupkou byl navrien
kodominantni PCR marker. Pomoci navrzenych primer( dochdzi k amplifikaci dvou fragment.
Nemutovanou alelu, charakterizujici ¢ervenou barvu slupky, definuje fragment o délce 732 bp.
Mutovanou alelu, charakterizujici zZlutou barvu slupky, definuje fragment od délce 656 bp.
MdMYBA-F 5 -ATTCTAGGTGTCTTTCTGGAGTGTA-3’

MdMYBA-R 5"-AGGTCCAATTTCCGTACAATG-3’
Annelaéni teplota = 63,5 °C.

ab aa ab ab aa ab aa ab aa aa ab ab aa ab aa ab ab aa S

alelaa-732 bp

¥
alelab - 656 bp ~

Obrazek 26: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru MdMYBA (Vavra et al. 2015)
3.5.2 Barva duzniny

Molekularni markerovani lze vyuZit i pro véasnou determinaci jedincll s cervené zbarvenou
duZninou plodd, za kterou jsou zodpovédna barviva antokyany. Regulatorem exprese gen(
biosyntetické drahy antokyanu je MYB-tfida transkripénich faktord (Ban et al. 2007).U jabloné
Chagné et al. (2007) identifikoval transkripcni faktor MdMYB10, ktery je ve vazbé s Rni lokusem.
Ten je zodpovédny za cervené zbarveni jak slupky, tak duZiny. Pomoci PCR markeru je
detekovatelnd dominantni alela MdMYB10 genu. Typickym donorem alely zodpovédné za
cervené zbarveni duzniny je M. robusta, odrady s vyrazné cervenou duzninou jsou odvozeny od
botanického druhu M. pumila var. niedzwetzkyana (Dvorak et al. 1976), u ni jsou vSak s cervenym
zbarvenim duzniny spojené nékteré nezddouci vlastnosti jako je mald velikost plodd, rychle
méknouci duznina a trpka chut.

Primery vyuzité na amplifikaci markeru MdMYB10:

MdMYB10-F 5°-CGAGTGCTAATAGCAACC-3’
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MdMYB10-R 5"-CCTCTGTTGGCCGAATACAC-3’
Délka markerujiciho fragmentu je 786 bp, annelaéni teplota 55,7 °C (Chagné et al. 2007).
Vavra et al. (2015) porovnaval niZze uvedené odridy na pfitomnost dominantni alely,
vysledkem je vzorovy elektroforeogram uvedeny na obrazku ¢.27.
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Obrazek 27: Elektroforeogram dom. markeru MdMYB10. Upraveno podle Vavra et al. (2015)

3.6 Skladovani

3.6.1 Etylen

Zoufald et al. (2009) povazuje za rozhodujici kritérium pro délku skladovatelnosti jablek
méknuti duzniny. Klicovym reguldtorem procesu zrani jablek je etylen. U nékterych odrid je
produkce etylenu béhem skladovani vyrazné mensi. Takové plody pak mohou byt pfi spravné
teploté skladovany az jeden rok, aniz by dochazelo ke snizenti jejich kvalitativnich parametru.

Na meéknuti duzniny se ve velké mire podili fytohormon etylen, ktery je u wvysSich rostlin
syntetizovan dvéma enzymaticky katalyzovanymi kroky. Prekurzorem etylenu je S-adenosyl-L-
methionin (SAM). V prvni fazi ACC-syntdaza (ACS) cyklizuje SAM na 1-aminocyklopropan-1-
karboxylovou kyselinu (ACC). Ve druhé fazi dochazi pdsobenim ACC-oxidazy (ACO) k oxidativni
preméné ACC na etylen (Kende 1993). Tvorba ACS je u jabloni fizena lokusem Md-ACS1, ktery
muzZe nést dvé alely, a to pUvodni s normalni transkripéni aktivitou a mutovanou (s inzerci v
promotoru) s nizkou transkripéni aktivitou (Sunako et al. 1999). Costa et al. (2005) popisuje, Ze
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tvorbu ACO je fidi lokus Md-ACO1. Ten muze nést dvé alely, u jedné z alel doslo k deleci v
promotoroveé oblasti genu. Tato mutovana alela také zodpovidd za snizenou tvorbu etylenu.

Pro vcasné urceni jedincu, ktefi budou mit plody s pomalym méknutim duzniny je podstatna
detekce mutovanych alel pomoci molekuldrnich markera (Vavra et al. 2015).

3.6.2 Molekularni markery genli Md-ACO1 a Md-ACS1 ovliviiujicich méknuti plodt jabloni

U genu Md-ACS1, ktery je zodpovédny za biosyntézu ACC-syntdzy, byla nalezena variabilita
v promotorové oblasti. Alela nesouci inzerci v promotoru byla oznacena jako Md-ACS1-2 a je
zodpovédna za vyrazné snizenou transkripcni aktivitu tohoto genu. Odridy s homozygotni
sestavou alel Md-ACS1-2 produkuji jen velmi malé mnozstvi etylénu v porovnani s odriadami s
homozygotni sestavou plvodni alely Md-ACS1-1, ktera ma normalni transkrip¢ni aktivitu (Vavra
et al. 2015).

Alela Md-ACS1-1 s normdlni transkripéni aktivitou je charakterizovdna pritomnosti
fragmentu o velikosti 489 bp. Alela Md-ACS1-2 s omezenou transkripéni aktivitou a nizkou
produkci etylenu je uréena pritomnosti fragmentu o velikosti 655 bp (Zoufald et al. 2009).

Vavra et al. (2015) dale uvadi, Zze pfi amplifikaci dochdzi k vytvareni nespecifického
fragmentu o velikosti kolem 590 bp, ktery ale nema Zadny vliv na detekci markerujicich

fragmenta.

Primery pouzité k amplifikaci kodominantniho markeru Md-ASC1CZU:
ACS1-5°F 5°-AGAGAGATGCCATTTTTGTTCGTAC-3’
ACS1-5'R 5°-CCTACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT-3’

Annelaéni teplota = 60 °C.

Obrazek 28: Vzorovy elektroforeogram Md-ASC1-CZU. Zdroj (Vavra et al. 2015)

| u genu Md-ACO1, ktery fidi syntézu ACC-oxiddzy, byla charakterizovdna variabilita v
promotorové oblasti. Alela nesouci tuto deleci byla oznac¢ena jako Md-ACO1-1 a byla rovnéz
zodpovédna za snizenou produkci etylénu. Na méknuti plodd spoluplisobi oba hodnocené geny
ACS1 i ACO1 a statisticky bylo potvrzeno, Ze mutace genu Md-ACS1 plsobi na snizeni produkce
etylénu vyrazné intenzivnéji oproti mutaci genu Md-ACO1. Pro selekci genotypl s
predpokladanou snizenou produkci etylénu byly navrzeny PCR markery detekujici inzerci v lokusu
Md-ACS1 a deleci v lokusu Md-ACO1. V hodnocenych genotypech se mlzou vyskytovat rGizné
kombinace obou téchto marker(. Napriklad obé kauzalni mutace v lokusech Md-ACO1 i Md-ACS1
byly detekovany u odridy ‘Fuji’, pro kterou je typické pomalé méknuti plodi. Homozygotni
sestava mutované alely pouze v lokusu Md-ACO1 byla detekovana u odrid ‘Meteor’ a ‘Red
Delicious’. Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu Md-ACS1 byla detekovana u
odrld ‘Gala, ‘Gloster’, ‘Gold Bohemia’, ‘Melrose’, ‘Rubin’, ‘Rubinstep’ a ‘Rucla’ (Vavra et al. 2015).
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Alela s normalni transkrip¢ni aktivitou je charakterizovdna pritomnosti fragmentu o velikosti 512
bp, mutovana alela s omezenou transkripéni aktivitou je uréena pfritomnosti fragmentu o velikosti
450 bp.

Primery pouzité k amplifikaci markeru Md-ACO1-CZU:
CZU-ACO1-F 5°-CCAGTTACCCGACTACCCATT-3’
CZU-ACO1-R 5°-TTCAAATCTTGGCTCCTTGG-3’
Annelaéni teplota 63,4 °C

512 bp
— N — — Y G RN GRS WS Y e Gmses  —

Obrazek 29: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru Md-ACO1-CZU. Zdroj (Vavra et
al. 2015)

3.7 Alergeny

V jablkach byly doposud zdokumentovany c¢tyti hlavni tfidy alergend. Oznacuiji se jako Mal
di, Mal d2, Mal d3 a Mal d4. Breiteneder & Radauer (2004) popisuji, Ze vSechny tyto alergeny
jsou seskupeny v multigenovych rodinach. Alergeny Mal d 1-3 jsou soucasti skupiny tzv. PR-
Protein(i. (Paghogenesis-Related Proteins). Tyto proteiny jsou soucdsti obranného systému rostlin
pfi napadeni nékterymi patogeny jako jsou houby, viry, bakterie, nebo se tvofi v reakci na
nepfriznivé podminky prostredi. Hsieh et al. (1995) uvadi, Ze mnoZstvi alergenl v plodech je
ovlivnéno napt. odrlidou, plisobenim stresu, nebo podminkami skladovani. Zalezi tak predevsim
na expresi jednotlivych genl. Z téchto dlivodu se mnozstvi alergenli mlze vyrazné lisit v rdmci
jedné odrldy, tak i vramci roénikl u jednotlivych stromu. Nejvyssi hodnoty alergent byly
prokdzany ve slupkach plodl. Vzorky k analyzdm se odebiraji z nich. Rozdil oproti vyuziti
klasickych PCR marker( je v tom, Ze qRT-PCR pracuje s RNA.

Prvnim krokem je izolace RNA. Udvardi et al. (2008) uvadi, Ze RNA je na rozdil od DNA
nestabilni. Proto je ji nutné po odebrani vzorku zmrazit kapalnym dusikem a dale uchovavat pfi
teploté -80 °C.

Druhym krokem je Reverzni transkripce. Jedna se o prepis RNA do cDNA (komplementarni
DNA) za poutziti enzymu reverzni transkriptdzy. Takto pfipraveny materidl je mozné amplifikovat
pomoci gRT-PCR.

K analyzam genové exprese se vyuziva Real-Time PCR kvantifikace. Uréeni miry genové exprese
mazZe byt provedeno dvéma zplsoby — relativni, nebo absolutni kvantifikaci. Cast&ji je vyuZivana
relativni kvantifikace. Schmittgen & Livak (2008) popisuji jednotlivé zpUsoby:

Absolutni kvantifikace — Absolutni kvantifikace urcuje vychozi pocet molekul templatové
DNA a srovnava se standardy o znamych koncentracich. Pfi tomto zplsobu kvantifikace se
vyuzivaji kalibracni kfivky standard(, ze kterych Ize po porovnani hodnot Cq odecist koncentrace
neznamého vzorku.

Relativni kvantifikace — Relativni kvantifikaci jsou zjistovany zmény v mnoZstvi mRNA
testovaného genu v porovnani s referencnim genem. NejCastéji se jako referencni geny vyuzZivaji
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,house keepingové” geny, které by mély mit stalou Uroven genové exprese u vsech typl
pozorovanych vzork(. ,,House keepingové” geny jsou totiz nezbytné pro udrzeni zakladnich funkci
bufiky a z toho ddvodu by se mély neustédle exprimovat. Casto se pfi relativni kvantifikaci jako
referencni gen vyuziva aktin. Pagliarani et al. (2013) vyvinul nasledujici primery k amplifikaci gent
v gRT-PCR. (ve sméru 5’-3")

Mal d 1.02
qMd1.01/02F GATTGAAGGAGATGCTTTGACA
qMd1.02R TTGGTGTGGTAGTGGCTGATA
Annelacni teplota = 61°C

Mal d 4.01
Md401fw CAGCCAGGCCCTGTTAATC
Md4a01rv AGAGACCCTGCTCAATAAGGTAA
Annelacni teplota = 61°C

Mal d 4.02
qMd402F GTGTTACTGTCAAGAAGAGCACAA
qMd402R GCTCAATGAGATAATCCGCA
Annelacni teplota = 61°C

Mal d 4.03
Md403fw GGCCAAGCTTTGGTTTTC
Md4a03rv GCCTTGATCAATCAGGTAGTCT
Annelacni teplota = 61°C

Mal d 4.04
Md404Afor GGCAAGCTCTAGTATTTGGAATCTAC
Md404Arev TCGCCCAACCTCTCAACC
Annelacni teplota = 61°C

PLA21
PLA 21-For ATCGCACGACACAGTTCTCC
PLA 21-Rev TATTGTCGGAACAGTGGGCG
Annelacni teplota = 61°C

PLA23
PLA 23-For AGTGCAGCCAAACGTTCCTA
PLA 23-Rev CAGCCTCCATGACAAGGGTT
Annelacni teplota = 61°C

TGase
TGaseRTF AGGGATCAAGCTGGCATCTG
TGaseRTR AAGCATTTGCGAGGAAACCTT
Annelacni teplota = 61°C

Aktin 7
actin F CTATGTTCCCTGGTATTGCAGACC
actinR GCCACAACCTTGATTTTCATGC

Annelacni teplota = 61°C
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3.8 Slechténi na odli$né rlistové typy

Blazek (2001) déli jabloné podle parametrl do Ctyr skupin. Bere v potaz intenzitu rlstu,
charakter plodnosti, hustotu rozvétvovani, délku internodii nebo sklony k vyholovani. Praktické
vyuziti MAS (Marker Assisted Selection) pfipada v uvahu pro detekci dalSiho rlstového typu —
CATS (Columnar Apple Trees), tedy jabloni se sloupcovym rlastem. Tian et al. (2005) uvadi, ze
sloupcovy rast u jabloni je fizen dominantni alelou Co, donorem genu je mutant odrldy
‘Mclntosh’ pojmenované ‘Mclintosh Wijcik’. Mutaci charakterizuje redukovany pocet laterdlnich
vyhon(, zvySeny pocet plodonosid a kompaktni internodia. Tato charakteristika déla ze
sloupcovych jabloni dileZity geneticky zdroj pro dalsi Slechténi a produkci kompaktnich kultivard.

(Tian et al. 2005) dale popisuje, Ze dominantni alela Co vznikla samovolné zpétnou mutaci.
Vsechny doposud zndmé odrudy se sloupcovym rlstem jsou v genu Co heterozygotni.

Rozpoznat sloupcovy rast u hybridnich semendcki je velmi obtizné, proto je pro provedeni
v€asné a presné selekce velmi vhodné vyuzit molekularni marker. Problémem vsak z(stava, Ze
molekuldrni markery pro sloupcovy rist jsou vazbové (nejsou pfimo v genu, jsou s nim jen ve
vazbé) a je moind jejich rekombinace (vyskyt marker( u genotypl s normalnim rlistem nebo
naopak absence markerd u genotyp( se sloupcovym ridstem). Pfed aplikaci téchto markeru je tedy
nezbytné vyloucit moZznost vyskytu kombinaci markerujicich alel s nemutovanou recesivni alelou
co. (Vavra et al. 2015)

Pro praktickou selekci na sloupcovy rlst jabloni jsou dobfe vyuZitelné dva vazbové
markery a to SSR marker CHO3d11 a marker SCAR287.

Marker CHO3d11:

Markeru CH03d11 ma kodominantni charakter. Markerujici alela 172 bp, nemarkerujici 114 bp,
118 bp.

CHO3d11-F ACCCCACAGAAACCTTCTCC

CHO3d11-R CAACTGCAAGAATCGCAGAG

Annelacni teplota = 62°C

320004

CHO3d11

122 bp/ 122 bp

2000

1000
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Obrazek 30: Vzorovy chromatogram markeru CHO3d11. Zdroj (Véavra et al. 2015)
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Marker SCAR287:

Tento marker odvodil od plivodniho markeru SCAR682 Tian et al. (2005). U markeru se ale
vyskytovaly nespecifické amplifikace. Nové navrzeny dominantni marker SCAR287 je jednoduse
detekovatelny pomoci elektroforézy. Pritomnost dominantni alely Co je charakterizovana
pritomnosti fragmentu o velikosti 287 bp.

Primery pouZité pro amplifikaci markeru SCAR278
SCAR287-F 5"-CGTTAAGTAACACTGCACGATGA-3’

SCAR287-R 5"-CCGCTGGAGAACACTAATCA-3’
Annelaéni teplota = 59°C

3.9 Hodnoceni opylovacich pomért

Veskeré jabloné vykazuji gametofytickou autoinkompatibilitu, ktera jim znemozZnuje
samoopyleni nebo oplozeni geneticky podobnym pylem. Autoinkompatibilita je fizena sérii
polymorfnich S-alel. S-gen je zodpovédny za produkci rodiny ribonukledz v pestiku. Tyto S-RNazy
specificky interaguji s doposud neznamym genem umisténym na S-lokusu a pUsobi jako inhibitor
opyleni (Broothaerts 2002). Vejl et al. (2005) definuje inkompatibilitu jako neschopnost rostlin
s funkénimi gametami vytvaret semena. Inkompatibilita se tyka jak samoopyleni, tak i
cizospraseni s geneticky pfibuznymi rostlinami.

Autoinkompatibilni reakce je zaloZena na tvorbé specifickych enzym( S-RN&az, které
syntetizuji buniky pestiku. Syntéza je vyvolana typem haploidniho pylového zrna, ze kterého ma
vyklicit pylova lacka. Geneticky je inkompatibilni reakce fizena sérii S-alel, které se nachazeji vidy
v jedné kopii v pylovém zrnu (Broothaerts et al. 1995)

Clarke & Newbigin (1993) rozdéluji inkompatibilitu na sporofytickou a gametofytickou.
Gametofytickd inkompatibilita umozniuje opyleni, pokud se lisi alespon jedna gameta. Varianty
znazornuje nasledujici obrazek.

S1 SQ S1 So

Bl

8182 81 83 8384

Obrazek 31: Gametofytickd inkompatibilita. Zdroj (Clarke & Newbigin 1993)

Sporofyticka inkompatibilita umoznuje opyleni jen v pripadé, Ze se lisi vSechny gamety.
Princip je zndzornén na dal$im obrazku.
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Obrazek 32: Sporofyticka inkompatibilita. Zdroj Clarke & Newbigin (1993)

Pro rod Malus je charakteristickd jednolokusova gametofytickd inkompatibilita. Tento typ
inkompatibility je charakteristicky vzajemnym pUsobenim haploidniho genomu kazdého pylového
zrna a diploidniho genomu pletiva pestiku(Vejl et al. 2005).

Blazek (2001) uvadi, Ze pokud pfi vysadbé kombinujeme mensi pocet odr(id, je dobré znat
jejich kompatibilitu. Tim se vyhneme riziku neplodnosti nékteré z odr(id. Presnd znalost
jednotlivych S-genotypl je vyznamna predevsim v produkénich sadech.

Broothaerts (2002) zpracoval sekvence primer( pro zname S-alely. Jednalo se o alely S1,
S2,53,54,55,57,59,510, S16, S19, S22, S23 a S24. SloZeni PCR reakce a jeji teplotné ¢asovy profil
optimalizovali Melounova et al. (2005). Jejich prehled uvadim v ndsledujici tabulce.

Tabulka 6: Sekvence primeru pro analyzu S-alel. Zdroj (Broothaerts 2002)

S-alela: Primer: Sekvence 5™- 3" PCR program Velikost fragmentt (bp)

S, FTC168 ATATTGTAAGGCACCGCCATATCAT Standard +/-530
FTC169 GGTTCTGTATTGGGGAAGACGCACAA

S, OWB122 GTTCAAACGTGACTTATGCG Standard 449
OWBI123 GGTTTGGTTCCTTACCATGG

S, FTC177 CAAACGATAACAAATCTTAC A S57°C 500
FTC226 TATATGGAAATCACCATTCG

Sy FTC5 TCCCACAATACAGAACGAGA Standard, Tagl 274
OWB249 CAATCTATGAAATGTGCTCTG (197+77)

Ss FTCI10 CAAACATGGCACCTGTGGGTCTCC Standard 346
FTCl11 TAATAATGGATATCATTGGTAGG

Seb FTCl141 ATCAGCCGGCTGTCTGCCACTC E 45 sec +/-850
FTCl142 AGCCGTGCTCTTAATACTGAATAC

S, FTC143 ACTCGAATGGACATGACCCAGT Standard 302
FTC144 TGTCGTTCATTATTGTGGGATGTC

So FTC154 CAGCCGGCTGTCTGCCACTT Standard 343
FTCI55 CGGTTCGATCGAGTACGTTG

Sio FTCI12 CCAAACGTACTCAATCGAAG Standard 209
FTC228 ATGTCGTCCCGTGTCCTGAATC

“Sion FTC222 CAATCGAACCAATCATTTGGT Standard 237

(S,3) FTC224 GGTGTCATATTGTTGGTACTAATG

Sy FTC141 ATCAGCCGGCTGTCTGCCACTC E 45 sec, Narl +/-920
FTC142 AGCCGTGCTCTTAATACTGAATAC (800+120)

S, FTC231 AAATATTGCAACGCACAGCA Standard +/-580
FTC232 TTGAGAGGATTTCAGAGATG

Sy FTC14 GAAGATGCCATACGCAATGG AS5°C 194
FTCY TTTAATACCGAATATTGGCG

Sy FTCS TCCCACAATACAGAACGAGA Standard, Tagl 274

(Si6) OWB249 CAATCTATGAAATGTGCTCTG (243+31)

Saa FTCS TCCCACAATACAGAACGAGA Standard, Tagl 274

(S5,) OWB249 CAATCTATGAAATGTGCTCTG (199+31+44)

Sy FTC229 TCTGGGAAAGAGAGTGGCTC Standard 304

(Si9) FTC230 TTTATGAACTTCGTTAAGTCTC

Sianz® FTCl141 ATCAGCCGGCTGTCTGCCACTC E 45 sec, Narl +/-920
FTC142 AGCCGTGCTCTTAATACTGAATAC (920)
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Dale prikladam vzorovy elektroforeogram s analyzou jednotlivych S-alel.

M S S S: S: Ss S So Sio Sim S0 Sas Sz Som Sk M
(S+1) (S16)(S19)

’
!

(Ll

: -_— 500 by

T

250 bpr

!

Obrazek 33: Vzorovy elektroforeogram. Zdroj (Broothaerts 2002)

3.10 Vyuziti MAS v CR a ve svété

MAS (Marker Assisted Selection) je soucasti Slechtitelskych postupl renomovanych
Slechtitelskych stanic u nds i ve svété. Pro srovnani uvadim dvé ceské slechtitelské stanice, jednu
némeckou a jednu francouzskou.

3.10.1 Insitut fiir Ziichtungsforschung an Obst des JKI (Julius Kiihn-Insitut), Dresden-Pillnitz

Flachowsky et al. (2017) konstatuje, Ze sméry v novoslechténi jabloni urcuji z velké ¢asti
preference zdkaznikl. Na trhu je nékolik malo odrid oznadovanych jako Allround. Jsou to jablka,
ktera si mazete koupit béhem celého roku, nehledé na sezénu a vétsSinou se dovazeji z druhého
konce svéta. NejvétsSim prinosem odrid vyslechténych v Pillnitzkém institutu je skvéla kvalita a
blizkost ke spotrebiteli. Sezdnni jablka z regionu ziskavaji v poslednich letech stale vétsi atraktivitu
pro spotiebitele a tim napomahaji k rozvoji lokalniho trhu. Pillnitzké odrady jsou vhodné jak pro
malopéstitele, tak pro velkokapacitni ovocné sady i pro rezim ekologického hospodareni. To je
mozné diky vyslechténym rezistencim proti biotickym i abiotickym faktorim. Nékteré odridy
nesou geny rezistenci proti vice faktorim, nebo vice genl proti jednotlivym faktorim. Tim je
zajisSténa bezpecnost proti prolomeni monogenni rezistence. Zakladem je pyramidizace rezistenci
klasickym ktizenim. Pfi vzniku novych odrld hraji vyznamnou roli genetické analyzy, které
umoznuji vyrazné zrychleni procesu Slechténi. Zejména u jabloni hraje selekce pomoci
genetickych analyz nezastupitelnou roli. V programu na rezistentni Slechténi ziskali s pomoci MAS
fadu klonU drzicich geny rezistence z riznych zdrojd, mimo jiné z divokych jabloni. Dvé zajimavé
odrldy jsou prezentovany na nasledujicich obrazcich.
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PiCol 1

Die Saule aus Pillnitz
8)3 'Pinova' x "Tuscan’

o A Peil, C. Fischer

@ seit 2016

L:QJ Bundesrepublik Deutschland
Julius Kiihn-Institut (JKI),
Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen

@ JKI, Institut fir Zichtungsforschung an Obst,
Dresden-Pillnitz

Obrazek 34: Odrlda PiCol1 se sloupovitym rlistem, rezistenci proti padli, citliva vlici strupovitosti.
(Flachowsky et al. 2017).

Klon PiIRo

Rot, rot rot
8% 'Idared’' x Malus pumila Niedzwetzkyana

Q{J A. Peil

@ Zuchtklon, noch kein Sortenschutz

@ JKI, Institut fur Ztchtungsforschung an Obst,
Dresden-Pillnitz

Obrazek 35: Odrada PiRol, prvni vySlechténa odrlida s ¢ervenou duzninou (Flachowsky et al.
2017).
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Obrazek 36: Odruda PiRol (Flachowsky et al. 2017).
3.10.2 INRA

Francouzsky program slechténi jabloni INRA odstartoval v roce 1960. Hlavnim zamérenim,
jak uvadéji Laurens & Pitiot (2003) je kombinace vlastnosti jabloni — vysoké kvality plodd,
rezistence vuci chorobam a skidcim a dosahovani vysoké a pravidelné sklizné. Kazdorocné je
vypéstovdno mezi 10 a 20 tisici semendacky. Ty jsou inokulovany typy strupovitosti ziskané
v sadech INRA. Jedinci, ktefi vykazuji rezistenci nebo toleranci v{ci strupovitosti, jsou péstovani
ve Skolkach a ddle testovani na odolnost vici padli. Jedinci rezistentni vi¢i obéma chorobdm se
dale provétuji na kvalitu ploda. Nejlepsi z nich se stavaji zakladem novych odrid. Velikost a design
experimentalnich sadl poskytuje kazdorocné velké mnoiZstvi dat, kterd umoZniuji studovat
metodologické aspekty a genetické parametry. INRA sdili védecké poznatky tykajici se genetické
diverzity, managementu rezistenci nebo kvality ovoce s péstiteli. Ti tak maji dostatek informaci a
podporu pfi vyvoji novych odrid.

3.10.3 Ustav experimentalni botaniky AV CR

Cinnost stanice je zaméfena na $lechténi rezistentnich odrdd jabloné k chorobdm,
zejména k padli jabloriovému (Podosphaera leucotricha) a ke strupovitosti (Venturia inaequalis),
vyuziva genetické zdroje rezistence ke strupovitosti podminénou genem Vf z planého druhu
Malus floribunda a vybrané odridy s polygenni toleranci ke strupovitosti a k padli. Odrady
vySlechténé v ramci tohoto programu jsou pravné chranény ndrodnim Slechtitelskym
osvédcenim. Soucasny vyzkum je zaméfen na dalSi zlepSovani hospodarskych vlastnosti
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rezistentnich odrld a na posileni rezistence ke strupovitosti kombinaci rezistence Vf s toleranci
na polygennim zakladé.

Na stanici jsou rovnéz Slechtény odrldy rezistentni k chorobdm s kompaktnim
sloupovitym rdstem s vyuZitim odrdd odvozenych z mutace "Wijcik" odridy MclIntosh. Jak uvadi
KolaF (2019), zaméFuji se v Ustavu experimentalni botaniky AV CR na hleddni, genetickou analyzu
a Slechtitelské uplatnéni stabilni rezistence proti strupovitosti. Kombinuji pfitom jednogenovou
(monogenni) odolnost s jinym typem odolnosti, zalozenym na souhfe vice genl (polygenni
odolnost). Dobry priklad slechtitelského postupu je proces Slechténi odriidy Bonita, znazornény
na nasledujicim obrdazku.

Malus floribunda821 X ROME BEAUTY
Vf resistance

F1 9433-2-2 X 9433-2-8

F2  GOLDEN DELICIOUS X 26829-2-2

F3 14126 X JONATHAN

\/

F4 SPARTAN X OR 38T 16

F5 1966 JOLANA X LORD LAMB.

F6 1977 RUBIN X VANDA
S

F7 1984 TOPAZ X CRIPPS PINK

F8 1998 BONITA

Obrézek 37: Slechténi odridy Bonita (KolaF 2019)
3.10.4 Vyzkumny a Slechtitelsky tistav ovocnarsky Holovousy

VSUO Holovousy se zabyva vyzkumem problematiky ovocnafstvi a $lechténim ovocnych
plodin kontinudlné vice nez Sest desetileti. Vyzkumna ¢innost Ustavu se prakticky tykd vSech
ovocnych plodin, které se péstuji na tzemi Ceské republiky jako trzni kultury. VSUO Holovousy
vydlechtil a registroval vice neZ 75 odrid jabloni, $vestek, tfedni a merunék. Slechténi je zaméfeno
na trzni kvalitu a odolnost k abiotickym a biotickym streslim, nebo Slechténi sloupcovych odrid
jabloni rezistentnich vici strupovitosti. Do procesu Slechténi byly zafazeny molekularni metody —
selekce novoslechténi v ranych fazich vyvoje rostlin za vyuziti genetickych marker( (Marker
Assisted Selection — MAS). Jako ptiklad Uspéiné registrované odrddy vyslechténé vVSUO
Holovousy uvadim odridu Rosabel viz nasledujici obrazek.
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Obrazek 38: Rosabel. Zroj (www.vsuo.cz)

4 Zaver

Poznatky, které byly ziskany na zdkladé studia védecké a odborné literatury je moziné

shrnout do nasledujicich bodi:

S vyuzitim zdkladni a doporucéené literatury byla vypracovana literarni reSerSe na téma
»Molekuldrni markery a jejich vyuziti ve Slechténi odr(id jabloni“. Z reSerSe vyplyva, Ze
markerovany jsou ty oblasti genomu, které jsou pro Slechtitele dllezité, maji pfimy vztah
k hospodarsky vyznamnym vlastnostem rostliny a plodd. Technologii MAS tak vyuZivaji
predevsim Slechtitelé a péstitelé ve velkokapacitnich sadech. Podstatou Slechténi jabloni
je vhodny vybér rodi¢ovskych rostlin, jejich zkfizeni a ndsledné dopéstovani a vybér
hybridnich semenackd. Jedinci nachylni ke strupovitosti jsou vyrazeni béhem prvni faze —
inokulace patogenem Venturia inaequalis. Nasleduje hodnoceni ve vysadbé a polnich
podminkdch na stanovisti. Tento proces trva nékolik vegetacnich obdobi. Vybér
semendackll s poZadovanymi vlastnostmi je mozné urychlit ovérenim pritomnosti
dominantnich sestav Zadanych genl pomoci MAS. Vzhledem k tomu, Ze je detekce
molekuldrnich markerd nedestruktivni a je mozné i provadét jiz ve fazi nékolika list(, jedna
se o ¢asovou Usporu nékolika let.

Byla popsana taxonomie jabloni, jejich ptivod, historie Sifeni a vyvoj zdkladnich vlastnosti
ploda.

Molekuldrni markery jsou zaloZeny na jednotlivych metoddch detekce. RFLP -
polymorfismus délky restrikénich fragmentl. Vyuzivad se prevdiné k odliseni jedincl v
populaci. PCR — polymerazova retézova reakce je zaloZzena na amplifikaci segmentd DNA
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za pomoci zndmych primeru. Jednd se o markery kodominantni nebo dominantni. PCR je
v soucasnosti nejvyuzivanéjsi metoda. RAPD — metoda ndhodné amplifikované polymorfni
DNA je dominantni marker. Dale se vyuzivaji metody AFLP — délkovy polymorfismus
amplifikovanych fragmentl, PCR-RFLP — kombinace predchozich markerd, SNP -
polymorfismus jednoho nukleotidu, Polymorfismus mikrosatelitd a zplsob jejich vzniku
pomoci Stepwise Mutation Modelu, ktery je velmi podobny vzniku délkového
polymorfismu kodominantnich markerq, tedy substituci, adici nebo deleci ¢asti genu nebo
jeho okoli.

Podrobné byla popsana metoda PCR. Za objev PCR obdrzZel americky biochemik Kary Mullis
Nobelovu cenu. Zpfistupnéni metody PCR znamenalo revoluci v rozsifeni vyuzivani
molekularnich marker(.

Zakladem rezistencniho Slechténi je teorie gen proti genu, ktera je podstatou monogenni
dédi¢nosti. Cilem rezistencniho Slechténi je tzv. pyramidizace, kdy je genom zdmérnou
hybridizaci doplfiovdn o dalsi Zadané geny rezistenci. Jelikoz donory byvaji nejcastéji
divoké nebo okrasné jabloné s nekvalitnim ovocem, vyuZivd se metoda zpétného
nasycovaciho kfizeni.

Geny rezistence vuci strupovitosti jsou oznacené jako Rvil-18

Gen rezistence vici padli je oznaceny jako PL1C

Jednou ze zdkazniky nepreferovanéjSich vlastnosti jablek je barva slupky. Ta je fizena
genem MdMYBA. Barvu duzniny fidi gen MdMYB10.

Sloupcovy rlst u jabloni je fizen dominantni alelou Co, donorem genu je mutant odridy
‘McIntosh’ pojmenované ‘Mcintosh Wijcik’. Mutaci charakterizuje redukovany pocet
lateralnich vyhon(, zvySeny pocet plodonos(i a kompaktni internodia.

Veskeré jabloné vykazuji gametofytickou autoinkompatibilitu, kterd jim znemoziuje
samoopyleni nebo oplozeni geneticky podobnym pylem. Autoinkompatibilita je fizena
sérii polymorfnich S-alel. S-gen je zodpovédny za produkci rodiny ribonukledz v pestiku.
Samostatnou kapitolou je detekce pritomnosti alergent. V jablkach byly doposud
zdokumentovany ctyfi hlavni ttidy alergen(l. Oznacuji se jako Mal d1, Mal d2, Mal d3 a
Mal d4. Zakladnim rozdilem oproti pfedchozim markerdm je to, Ze mnozstvi alergend je
mozné méfit aZ ze zralych plodU a k detekci se vyuziva zpétna transkripce RNA.
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6 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

ACC 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu

ACO ACC-oxydaza

ACS ACC-syntdza

AFLP Délkovy polymorfismus amplifikovanych fragment(

cDNA Komplementarni DNA

DNA Deoxyribonukleova kyselina

ENA 2'-0,4'-C-ethylene nucleic acid

EU Evropska Unie

MAS Marker Assisted Selection

MRNA Mesengerova RNA

PCR Polymerdazova retézova reakce

PCR-RFLP Kombinace PCR a RFLP

gRT-PCR Kvantitativni (real time) polymerazova retézova reakce

RAPD Nahodné amplifikovana polymorfni DNA

RFLP Polymorfismus délky restrikénich fragment(

RNA Ribonukleova kyselina

SAM S-adenosyl-L-methionin

SCAR Sequence-characterized Amplified Region (Amplifkovana oblast charakterizovand
sekvenci)

SMM Stepwise Mutation Model

SNP Polymorfismus jednoho nukleotidu

SSR Simple Sequence Repeats (Opakovani kratkého motivu DNA)

STR Simple Tandem Repeats (Kratké tandemové repetice)

Uv-B Stfednévinné ultrafialové zareni (280-315nm)

VNTR Variable Number Tandem Repeats (Tandemové repetice s variabilnim poctem
opakovani)

vSUO Vyzkumny a Slechtitelsky Ustav ovocnarsky Holovousy
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