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Studium opylovacich poméri samosprasnych odrid tresSni analyzou
DNA

Souhrn

vvvvvv

rostliny vyuZivaji s cilem zabrdnit samoopyleni a naslednému inbreedingu. Je geneticky
fizena multialelickym S-lokusem, ktery je schopen rozeznat a odmitnout pyl stejného S-
fenotypu. Genotypy se stejnymi alelami jsou tedy vzajemné inkompatibilni a odrldy se

stejnymi genotypy nejsou schopny vzajemného opyleni.

TreSen ptaci (Prunus avium L.) ve své divoké formé je rostlinou autoinkompatibilni
(cizospraSnou). Naprostd vétSina kulturnich odrdd tresné ptaci patfi mezi odriady
cizosprasné. Prvnim komeréné uvedenym kultivarem samosprasné tresné byla odrida Stella,
vySlechténd v Kanadé z kfizence odrldy Lambert a autokompatibilniho semenace, ktery
vznikl ozarenim. OdrGda Stella se posléze stala i zdkladem ke Slechténi dalSich

samosprasnych odrld (Lapins, Sunburst, domaci odriida Halka).

Moderni metody extrakce DNA a jeji nasledné analyzy, zejména amplifikace pomoci PCR,
gelova elektroforéza a velmi pfesna metoda kapilarni elektroforézy, umoznuji presné urceni

genotypu u testovanych jedinca.

Cilem této prace bylo prostfednictvim analyzy DNA zjistit miru samoopyleni u
samosprasné odrldy Stella. V této préci byla testovdna DNA jednak vyvijejicich se embryi
plodd zkoumanych jedincl pro uréeni genotypl potomstva, jednak z pupen( jednotlivych

strom0 pro uréeni paternity.

Vyslovend hypotéza predpokladala vysokou miru samoopyleni a minoritni zastoupeni
genetického materialu dalsSich odriad v potomstvu stromu odridy Stella. Ziskané vysledky po
statistickém vyhodnoceni procentualniho zastoupeni jednotlivych genotypl v odebranych

plodech odrlidy Stella potvrdily platnost vyslovené hypotézy a jsou predmétem diskuse.

Klicova slova: Prunus avium L., samosprasné odrudy, odriida Stella, S-lokus inkompatibility,

DNA analyza



Study of pollination dynamics of self-compatible varieties of sweet

cherry using DNA analysis

Summary

Self-incompatibility is one of the most important mechanisms used by plants to prevent
self-pollination and consequently inbreeding. It is genetically controlled by the S-locus,
which allows the recognition and rejection of S-phenotypically identical pollen. Genotypes
with identical S-alleles are mutually incompatible and varieties with identical genotypes have

no ability of mutual pollination.

Sweet cherry (Prunus avium L.) in its wild form is naturally self-incompatible plant. The
very most of cultural varieties of sweet cherry belongs to self-incompatible ones. Stella is the
first self-fruitful sweet cherry introduced for commercial planting. It was selected from the
variety Lambert and an autocompatible seedling gained as a result of X-ray irradiation
experiments in Canada. Later it stayed as a parent for other self-compatible varieties of

sweet cherry (Lapins, Sunburst, Czech variety Halka).

Modern methods of DNA extraction and its further analysis, namely PCR amplification,
gel electrophoresis and very precise method of capilar electrophoresis, enable exact
detection of genotypes in individuals tested. In this experiment, DNA was isolated both from
developping embryoes in fruits to detect the genotypes of offspring and from the buds of

the trees for parentage detection.

In this thesis, the rate of self-pollination in self-compatible variety Stella was
determined. Hypothesis declared supposed a high rate of self-pollination and a minor share
of genetic materials of other varieties in Stella’s offsprings. In this experiment, DNA of both
developping embryoes in fruits to detect the genotypes of offspring and from the buds of

the trees for parentage detection was tested.

The results obtained proved the assumption declared in hypothesis and after statistical

evaluation of genotypes percentage in fruits of variety Stella were discussed.

Keywords: Prunus avium L., self-compatible varieties, Stella variety, S-locus of

incompatibility, DNA analysis
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1 Uvod

TreSen obecna (Prunus avium L.) je rozsifena predevsim v mirném pasmu bud’ jako divoce
rostouci strom nebo ve svych nesCetnych odridach jako strom péstovany zejména pro
sklizeri ovoce — tresni, které ma rGznorodé poufziti bud jako ovoce pro primy konzum nebo
pro dalsi zpracovani v potravinarském primyslu. Svétova produkce tfesni byla v roce 2016
2 317 956 tun a vykazuje staly mirny vzestup. NejvétSim producentem bylo Turecko (599 650
t), na 2. mist& USA (288 480 t) na 3. mist& ran (220 393 t), na 4. mist&é Chile (123 224 t), na 5.
misté Uzbekistan (95 267 t). V Ceské republice bylo v tomto obdobi vyprodukovano 2 535
tun (FAO, 2016).

Tresné jsou ovoce celosvétové velmi oblibené pro své chutové vlastnosti i vyZivové
hodnoty, jsou vynikajicim zdrojem Zivin a fytochemickych latek, obsahuji polyfenoly, jako
napf. hydroxycinamaty, flavonoidy, prokyanidiny nebo anthokyany. Mnohé z téchto latek

jsou predmétem vyzkumu pro své predpokladané antioxidacni ucinky.

Péstovani tresni vykazuje specifika predevsim vzhledem k faktu, Ze se jedna o rostlinu
cizosprasnou. Odridy tresni jsou zarazeny do skupin dle schopnosti vzajemného opylovani,
ktera je dana jak genotypem — zastoupenim S alel na lokusu Fidicim inkompatibilitu, tak také
ranosti odridy a tim danou dobou kveteni. Pro zakladatele komercnich produkénich sadu je
tedy dulezité spravné naplanovat sloZeni péstovanych odrld, aby dosSlo k optimdalnimu
opyleni a tim zajisténi maximalniho vynosu. | pro malopéstitele — zahradkare muze byt fakt
autoinkompatibility vybrané odrldy znacné omezujici, nema-li ve svém blizkém okoli

vhodného opylovace a nedisponuje dostatkem prostoru pro vysadbu vice jedinc(.

| proto se jiz mnoho desetileti cilem Slechtiteld vyprodukovat odridy tresni, jejichz
genotyp vykazuje tzv. autokompatibilitu, samosprasnost, a tedy schopnost opyleni vlastnim
pylem, pfip. pylem jedince se stejnym genotypem. Prvni pokusy o produkci samosprasné
tfeSné probéhly v Anglii v 50. letech minulého stoleti. Z tohoto programu pak v Kanadé
v letech 60. vzesla prvni komeréné uvedena samosprasna odrida Stella. V dnesni dobé je na
trhu nékolik dalSich samosprasnych odrid a Usili Slechtiteld se ubirda celosvétové

k vyslechténi dalSich autokompatibilnich variet, které by obohatily ovocnarsky trh.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Naruseni funkénosti mechanismu autoinkompatibility tfeSni vede ktomu, Ze
v potomstvu samosprasnych odrid tfesni v béznych vysadbdch vyznamné prevazuji jedinci
plvodem ze samoopyleni. Prace feSi miru samoopyleni avolného opyleni v potomstvu

vybranych strom( s vyuzitim DNA marker(.

2.2 Cile prace

Cilem teoretické ¢asti prace je podrobné popsat princip autoinkompatibility u druhu
Prunus avium L., princip naruSeni tohoto mechanismu, ktery zpUlsobuje schopnost

samooplozeni, dale pouzité metody analyzy DNA a identifikaci jednotlivych genotyp0.

Cilem experimentalni ¢asti je odebrat vzorky plodid ze strom0 samosprasné odrldy
Stella az nejblizSich okolnich stromG cizosprasnych odrid, z embryi plod( izolovat DNA
a analyzovat ji markery identifikujicimi genotypovou konstituci S-lokusu, ktery vykazuje
dostatecné Siroky polymorfismus pro odhad plvodu potomstev ve vztahu k rodicovskym
rostlindm ainterpretovat polymorfismy v potomstvech vhodnou formou naznacujici

genetické vztahy v populaci.



3 Teoreticka cast — literarni prehled

3.1 Rod Prunus

3.1.1 Taxonomické zarazeni

fiSe Plantae — rostliny

oddéleni Magnoliophyta - rostliny krytosemenné
tfida Rosopsida - vyssi dvoudélozné rostliny

fad Rosales — rliZzotvaré

Celed Rosaceae — rlizovité

podceled Amygdaloideae

(BioLib, 2016)

3.1.2 Charakteristika rodu

Dle Kirschnera (2002) ma rod Prunus (slivon, stfemcha, mandlon, mahalebka, bobkovisen,
tfesen, merunka, broskvon) plvod pravdépodobné v zapadni Asii. Lze jej nalézt predevsim
v mirném pasu severni polokoule. Aredl rodu Prunus dnes zahrnuje témér celou Evropu, ale i
severni Afriku, Blizky i Dalny Vychod, jizni Australii a Novy Zéland, a mirné pasmo amerického
kontinentu (Basanta et al., 2014). Do rodu Prunus (cca 230 druh() patfi mnoho zemédélsky
vyznamnych druhd ovocnych stromi. Ve stfedni Evropé nalezneme 13 vyuZivanych

kulturnich druhd, jen polovina z nich je pavodni.

Do rodu Prunus tadime (témér vidy opadavé, zifidka stalezelené) stromy, kerfe nebo
polokefe s kofenovymi vymladky (Kirschner, 2002). Rapikaté listy jsou st¥idavé, celistvé,
pilovité, vroubkované, nékdy celokrajné nebo laloCnaté. Péticetné oboupohlavni kvéty
vyrastajici na brachyblastech jsou bud samostatné nebo usporadané v okolicich, chocholicich
¢i hroznech. Kali$ni listky za kvétu vétSinou opadavaji (pouze u P. serotina jsou vytrvalé).
Ovalné aZ témér okrouhlé korunni listky maji bilou nebo riZzovou barvu. Na dné miskovité az
lahvicovité ceSule se nachazi jeden svrchni semenik se dvéma vajicky a jedinou prodlouzenou

cnélkou.
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Charakteristickymi plody jsou peckovice s dievnatym endokarpem (Kirschner, 2002).
Tento duZnaty plod, peckovice, ma oplodi rozliSené na blanity exokarp, duznaty a Stavnaty
mezokarp a tvrdy, signifikovany endokarp (pecka). Jedlou ¢asti plodu je mezokarp. Komercéné
se nejvice vyuziva plodl broskvi a nektarinek nalezicich ke druhu Prunus persica L., Svestek
druhu Prunus domestica L. a Prunus salicina Lindl., visni druhu Prunus cerasus L., merunék

druhu Prunus armeniaca L. a tfresni druhu Prunus avium L.

v _vw

Obrazek 1: TfeSiiovy strom v modernim produkénim sadu

Zdroj: http://docplayer.cz/docs-images/61/46004791/images/97-3.png

3.1.3 Opylovaci poméry v ramci rodu Prunus

Jednotlivi zastupci rodu Prunus vykazuji rdzné opylovaci poméry, resp. se lisi v mife
schopnosti samoopyleni. Jak uvadi Watkins (1976), broskvon (P. persica L.) je béiné
samosprasnd, merunka (P. armeniaca L.) je ¢astecné samosprasna, mandlon (P. dulcis L.),
slivonn (P. domestica L.) a tfeSen (P. avium L.) jsou v prevainé vétsiné svych kultivard

cizosprasné.

Autoinkompatibilita je geneticky fizeny reprodukéni mechanismus definovany jako
neschopnost plodné oboupohlavni rostliny produkovat po samoopyleni zygoty (de
Nettancourt, 2001). De Nettancourt (2001) dale uvadi, Ze pfrispiva k diverzifikaci a
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diferenciaci druh( udriovdnim genetické diverzity. Autoinkompatibilita je mezi
krytosemennymi rostlinami Siroce rozsifena, vyskytuje se u cca 60 % krytosemennych (Allen

a Hiscock, 2008).

V pfipadé rodu Prunus se jedna o inkompatibilitu gametofytickou. Ta byla poprvé
popsana Eastem a Mangelsdorfem (1925) u druhu Nicotiana sanderae. V tomto systému je
inkompatibilita zplsobena vzdjemnym plsobenim pylu a pestiku, tedy haploidnim genomem
pylového zrna a diploidnim genomem pletiva ¢nélky, kterou pylova lacka prorlsta do
semeniku k vajecné burice. Jakmile pylové zrno nese shodnou alelu jako pletivo pestiku,

pylova lacka vykazuje neschopnost rlistu a oplodnéni tedy nenastane.

Gametofytickd inkompatibilita u rodu Prunus je determinovéna jednim lokusem S, ktery
je multialelicky a obsahuje alely Sy, S, Ss... Sn. Diploidni sporofyt je vétSinou heterozygotni
(napf. S1S;, S1S3). Kazdé pylové zrno obsahuje pouze jednu z alel S. Ke kompatibilnimu
opyleni dojde pouze vtom pripadé, kdy se dand alela pylu setkd s odliSnymi alelami
v pestiku. Ztoho jasné vyplyva (obr. 2), Ze k plnohodnotnému opyleni (potencialné
stoprocentnimu) je zapotiebi vytvofit podminky tim, Ze mame k dispozici jako opylovace

rostlinu se zcela odliSnou sadou S alel.

$,5,xS,S, S,5,xSS, 55,xSS,

S S, s
S, S S; 15, s, 53 S pylova zrna
] 33 1 3 2
1 blizna
¢nélka
semenik
(o] o)
vajecné buriky
S5, SS SS,
S,S, S,S, S;S,
$S,
5384

Obrazek 2: Schéma oplozeni u riznych matefskych a otcovskych genotypt

Zdroj: https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/js13/genetika/web/pages/05-
generativni-rozvoj-inkompatibilita.html
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3.2 Prunus avium L.

3.2.1 Charakteristika druhu

TreSen ptaci (Prunus avium L., syn. Cerasus avium (L.) Moench., Prunus cerasus L. (var.)
avium L., Prunus avium (L.) L. a Cerasus nigra Mill.) je druh na nasem Uzemi puvodni. Jedna
se o dosti variabilni strom, zpravidla vysoky 3 — 35 m. V rdmci druhu jsou rozliSovany tfi
vyrazné skupiny, které jsou hodnoceny jako poddruhy nebo odrldy. Jedna se o planou
maloplodou (plody do 10 mm) varietu avium (ptacnici, tfeSen ptaci pravou, tresSen ptaci
planou), ddle o péstované i zplanélé velkoplodé (plody nad 10 mm): varietu juliana (L.)
Pojark. (srdcovku) a varietu duracina (L.) Pojark. (chrupku), (Chrtek, 1992). Vyskytuje se
roztrousené po celém Gzemi Ceské republiky (Chrtek, 1992; Kirschner, 2002), pfedeviim v
termofytiku a nizsich polohdch mezofytika). V Ceské republice je v éetnych kultivarech
péstovana predevSim v ucelenych tresnovych produkénich oblastech, hlavni jsou ve

sttednich Cechach, v Ceském stiedohofi a na jizni Moravé (Chrtek, 1992; Kirschner, 2002).

3.2.2 Hospodarsky vyznam

TreSné jsou hospodarsky nejvyznamnéjsi jako ovocné stromy, poskytujici velmi oblibené
chutné plody, bohaté na mnoho pro lidsky organismus prospésnych latek. Jsou cenény i pro
svoji ranost, po jahodach je to v podstaté prvni ovoce, které je v sezéné k dispozici. Pecky
plané rostoucich druh( jsou vyuzivany jako semena, semendace pak ve Slechtitelstvi i jako
podnozZe pro mnohé uslechtilé odridy tfesni, visni a sladkovisni. Plody tfeSné jsou vhodné
predevsim pro pfimy konzum, ale i pro dalSi potravinarské a konzervdrenské zpracovani,
oblibené jsou zejména ve formé kompotl, dzemQ, ale pouzivaji se i k vyrobé destilat( a

likérd.

3.2.3 Biologicky aktivni latky obsazené v pletivech Prunus avium L.

Plody tfesné jsou bohatym a cenénym zdrojem rliznorodych bioaktivnich latek. Obsahuiji
malé mnoizstvi karbohydratli, predevsim jednoduchych cukrd, jako je glukdza, fruktdza,
sachardza a sorbitol (D-glucitol), dale organické kyseliny, jako je kyselina jable¢na, kyselina
citronova, kyselina jantarova, kyselina mlé¢na a kyselina $tavelova (Ballistreri et al., 2013).
Jsou také velmi dobrym zdrojem vitaminu, prfedevsim vitaminu C (Schmitz-Eiberger a Blanke,
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2012), a dUlezitych mineral(, predevsim drasliku, fosforu, vapniku a hofciku (Yigit et al.,

2009).

TreSné téZz obsahuji nékteré fenolické latky jako fenolové kyseliny (hydroxycinamaty) a
flavonoidy (anthokyany, flavan-3-oly a flavonoly), u kterych jsou predpokladany vyznamné

antioxidacni ucinky (Ballistreri et al., 2013).

Diky vysokému obsahu uvedenych latek je u tfesni pfedpokladan pozitivni efekt zejména
v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, prevenci rakoviny ¢i jinych chorob zplUsobenych
oxidativnim stresem. V neddvnych vyzkumech byl také v extraktech plod( pozorovdn
protirakovinny efekt zejména ve spojeni s fenolickymi latkami (Serra et al., 2011). Také
Bastos et al. (2015) naméfrili signifikantni mnoZstvi zdravi prospésnych latek v plodech a
stopkach tresni (které jsou tradi¢né vyuzivany i v lidovém lécitelstvi), |atek, které vykazovaly

protinddorovy potencial (u bunéénych linii karcinomu tlustého streva).

Jak jiz bylo predeslano, tfesné jsou velmi oblibené ovoce zejména pro své chutové
vlastnosti, pro svoji ranost, a vzhledem k vysledkiim nedavnych vyzkumG maiji diky obsahu
nejriznéjsich pozitivné plsobicich latek dobry potencidl zaujmout i z hlediska zdravé vyZivy.
Jejich péstovani je zajimavé i z ekonomického hlediska (Radicevi¢ et al.,, 2016). To
predstavuje zajimavou vyzvu nejen pro péstitele (at uz v komerénich produkénich sadech ¢i
malopéstitele a zahradkare), ale zejména pro Slechtitele. Jak uvadéji Lisek et al. (2015),
péstovani tfesni je vzhledem k cizosprasnosti druhu Prunus avium L. o néco komplikovanéjsi
nez u ovocnych druhl samosprasnych, architektura ovocnych sadl vyZzaduje dlkladnou
znalost vzajemné kompatibility jednotlivych odrdd, dostupnost kompatibilnich variet,
vhodnost do daného prostredi a obecné vyzaduje respektovani mnoha limitujicich faktoru.
V dnesni dobé roste mnoiZstvi a dostupnost odridd samosprasnych (autokompatibilnich),
které predstavuji dobrou alternativu, kterd planovani sloZeni produkéniho sadu znaéné
usnadnuje. Také pro zahradkare, ktefi mnohdy disponuji velmi omezenym prostorem, je
nabidka samosprasnych odrid vitanym fesenim. Jak velko- tak maloproducenty samoziejmé
zajima predevsim potencialni vynos téchto odrld, ktery Uzce souvisi s jejich schopnosti

samoopyleni.
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3.3 Opylovaci poméry u druhu Prunus avium L. a jeho kulturnich odrad

TreSen ptaci ve své divoké formé je druhem autoinkompatibilnim, tedy neschopnym
samooplozeni. Stejné tak vétsina péstovanych kulturnich odrld. Jak jiz bylo feceno, u tohoto
druhu se jednd o gametofytickou autoinkompatibilitu Ffizenou geneticky multialelickym
S lokusem (Crane a Lawrence, 1929), obsahujicim dva geny — S-RNase (Boskovi¢ a Tobutt,
1996; Tao et al., 1999) a SFB (Yamane et al., 2003). U tohoto druhu je rlst pylové lacky
v €nélce zastaven, pokud je S haplotyp pylu stejny jako S haplotyp totozny s kterymkoliv S
haplotypem pletiva pestiku. Kultivary stejného S genotypu jsou tak vzdjemné inkompatibilni
a jsou zarazeny do stejné skupiny. Toto zarazeni je dlleZité jak pro Slechtitele, tak pro

péstitele, kterym pomaha pfi planovani pouziti jednotlivych odrlid v sadech.

3.3.1 Mechanismus ucinku genu S-RNase a genu SFB

Vyzkumy provadéné od 90. let minulého stoleti identifikovaly dva geny nachazejici se
tésné u sebe na S lokusu, odpovédné za fizeni autoinkompatibility u rodu Prunus. Jak uvadéji
ve svém prehledu Kao a Tsukamoto (2004), jedna se o S-RNase jako gen samici (samici
determinant, gen pestiku) a SFB (S F-box) jako samci gen (samci determinant, gen pylu). Dle
Taa a lezzoni (2010) vedly tyto vyzkumy k rozvoji dalSich molekularnich technik vhodnych
k uréeni S genotypu a dalSimu studiu autokompatibility. Tyto techniky jsou dnes celosvétové

vyuzivany ve Slechtitelskych programech.
3.3.1.1 S-RNase gen

3.3.1.1.1 Historie identifikace

Fyziologie a mechanismus gametofytické autoinkompatibility byla v nejvétSim rozsahu
studovédna u druhd éeledi Solanceae. Useky DNA kéduijici glykoproteiny vazané na S alely byly
poprvé ziskany z Nicotiana alata (Anderson et al., 1986a, 1986b, 1989). Ziskané sekvence
presvédcivé ukazovaly na aktivitu RNazy pletiva ¢nélky v procesu rozpoznani a rejekce. Tyto

a dalsi studie ukazaly u Solanaceae, e produktem Salel pletiva pestiku je zakladni
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glykoprotein zndmy jako S-RNaza (McClure et al., 1989a, 1989b). Na stejném principu

funguje autoinkompatibilita také u celedi Plantaginaceae.

Priblizné ve stejné dobé, kdy genové analyzy u Petunia inflata a Nicotiana prokdazaly
odpovédnost samotného genu S-RNase za rozpoznani a rejekci pylu u Solanaceae (Lee et al.,
1994; Murfett et al.,, 1994), Sassa et al. (1992, 1993, 1996) a Broothaerts et al. (1995)
publikovali vysledky ukazujici, Ze S-RNase je gen odpovédny za inkompatibilitu také u druht

Pyrus a Malus ¢eledi Rosaceae.

Protoze Prunus je téz prislusnikem celedi Rosaceae, existoval predpoklad, Zze i u tfesni je
za autoinkompatibilitu odpovédny tentyZ gen. Presto trvalo nékolik let, neZ byl izolovan.
Dlavodem byla predevsim pomérné nizka podobnost prislusnych DNA sekvenci mezi rody
Prunus a Pyrus/Malus, a také fakt, Ze u rodu Prunus jsou pfitomny i dalsi geny RNase,
nemajici se systémem autoinkompatibility souvislost. Teprve s identifikaci genu u druhu

Prunus dulcis (Tao et al., 1997) bylo umoZnéno ho izolovat i u tfesné (Tao et al., 1999).

3.3.1.1.2 Struktura

Dosavadni analyzy struktury ukazuji, Ze tento gen ma u vsech tti celedi stejny plvod a
velice podobnou strukturu, a to navzdory faktu, Ze se jedna o gen s vysokou mirou
divergence (Tao a lezzoni, 2010). U lilkovitych bylo identifikovano pét stalych oblasti (C1 —
C5) a s vyjimkou oblasti C4 shodnych u rliZovitych a jitrocelovitych (Ushijima et al., 1998).
Oblasti C2 a C3 obsahuji rezidua katalytického histidinu. Ctvrtd oblast, u rdizovitych RC4, se
od C4 oblasti lilkovitych lisi v umisténi a sekvenci aminokyselin. Dalsi odliSnost ve strukture
genu je v pritomnosti hypervariabilni oblasti RHV u rGzZovitych, zatimco u ostatnich dvou
Celedi byla identifikovdna pritomnost dvou hypervariabilnich oblasti HVa a HVb (loerger et
al., 1991; Xue et al.,, 1996). Tyto hypervariabilni oblasti zfejmé hraji klicovou roli
v rozpoznavani vlastniho ¢i ciziho materialu, ovSsem dalsi vyzkumy naznacuji dileZitou roli i

ostatnich oblasti tohoto genu (Zisovich et al., 2004; Ortega et al., 2006; Vieira et al., 2007).

Dalsim rozdilem, ktery odliSuje gen S-RNase u rodu Prunus je pfitomnost dalSiho intronu,
jehoz plvod a vyznam neni zatim objasnén. Pouhd pfitomnost dvou intrond vSak postacuje

k rozliSeni S-RNase genu odpovédného za autoinkompatibilitu od non-S-RNase genu
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v pestiku rodu Prunus, ktery v systému autoinkompatibility nehraje roli. Toto zjisténi bylo
vyuZito k vyvoji molekularnich metod schopnych rozlisit S alely u rodu Prunus (Tao a lezzoni,

2010).

Solanaceae |SP c1 Cc2 Hva Hvb C3 ca C5 ]
Y
Intron commonly found in solanaceous and rosaceous S-RNase
Rosaceae [SP C1 c2 RHV Cc3 RC4 Ccs5 ]
4

Prunus S-RNase has an additional intron

Obrazek 3: Struktura genu S-RNase u Solanaceae a Rosaceae (Prunus)

Zdroj: Tao a lezzoni, 2010

3.3.1.1.3 Funkce

Série experiment( u lilkovitych naznacila, Ze gen S-RNase zpUsobuje cytotoxicky efekt
v €nélce prostrednictvim aktivity RNazy. Huang et al. (1994) dokazali klicovou roli RNazy
v procesu rejekce pylu v Eénélce u Petunia inflata. Kowyama et al. (1994) objevili u
autokompatibilni varianty Lycopersicon peruviana souvislost mezi autokompatibilitou a
nedostatkem aktivity genu S-RNase. McClure et al. (1990) prokdazali degradaci rRNA u

inkompatibilni varianty Nicotiana alata, ale nikoliv u kompatibilni.

Ackoliv tyto experimenty probihaly prevdiné u Solanaceae, pravé pritomnost
katalytického histidinu v oblastech C2 a C3 genu S-RNase i u dalSich celedi napovidala, zZe

stejnou funkci ma gen i u Rosaceae.

Byly navrieny dva modely funkcionality S-RNase genu. Model ,gatekeeper”, ktery
predpokladal rozpoznavaci mechanismus, jenZz umoziuje vstup do ¢nélky pouze shodnému
genu S-RNase (Thompson a Kirch, 1992). Druhy model (McCubbin a Kao, 2000) pocital
s pfitomnosti inhibitoru, ktery deaktivoval vSe kromé shodného genu S-RNase.
Imunochemické studie provadéné u Solanum chacoense prokazaly, Zze S-RNaza je schopna
vstoupit do ¢nélky jak u kompatibilniho S haplotypu, tak u nekompatibilniho, a inhibitorovy
model tak byl obecné pfijat (Luu et al. 2000, 2001). Avsak po zjisténi, Ze S alely pylu koduji F-

box protein, ktery miZe byt soucasti proteolyzy, byl degradacni model S-RNase genu
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povaZovan za pravdépodobnéjsi nez inhibi¢ni (Ushijima et al., 2003; Hua et al., 2008; Zhang
et al., 2009). Pro Rosaceae je tento model v procesu rozeznani genotypu pylu a pestiku také

pokladan za pravdépodobnéjsi (Tao a lezzoni, 2010).

s? pollen tube s1.RNase s3 pollen tube

S2.RNase

4

absence of S-RNase

RNA degradation

cessation of pollen tube growth continuous pollen tube growth

st pollen protein c 3 s3 pollen protein

Obrazek 4: Model ,gatekeeper”.

Zdroj: Tao a lezzoni, 2010

st pollen tube s3 pollen tube
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s2.RNase

S-RNase inhibition

cessation of pollen tube growth continuous pollen tube growth

S haplotype-specific interaction domain

Ve ~a
st pollen protein e\ g s3 pollen protein

general interaction domain

Obrazek 5: Model inhibitor.

Zdroj: Tao a lezzoni, 2010
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3.3.1.2 SFB gen

3.3.1.2.1 Historie identifikace

Pylovy (samci) determinant gametofytické autoinkompatibility byl objeven o mnoho let
pozdéji nez samici (pestikovy) — S-RNase gen. Prvni zndmky pfitomnosti pylové S alely se
objevily u Slokusu u Plantaginaceae. DNA analyza S lokusu u Antirrhinum hispanicum
odhalila pfitomnost F-box genu v pylu, umisténého 9 kpb pod genem S-RNase (Lai et al.,

2002).

S lokus rodu Prunus je daleko mensi nez u Solanaceae a Plantaginaceae. Nezavisle na
sobé jej zkoumaly japonské tymy, predevsim u mandloné. Zjisténé vlastnosti SFB genu u
mandloné jako vysokd uroven polymorfismu, specifickd exprese v pylu a nizkd fyzicka
vzdalenost od genu S-RNase, podporovaly hypotézu, Zze se jedna o samdci determinant
autoinkompatibility (Matsumoto et al., 2008). Yamane et al. (2003) objevili béhem
experimentu, pfi kterém porovndvali S-RNase alely u kompatibilnich a inkompatibilnich

tfesni a visni, tentyZ SFB gen.

Primy dlkaz, Ze SFB gen fidi alelickou specificitu pylu byl ziskan z transgenového

experimentu u Petunia inflata (Sijacic et al., 2004).

3.3.1.2.2 Struktura

SFB obsahuje u rodu Prunus jediny intron, u ¢eledi Solanaceae a Plantaginaceae nebyl
identifikovan Zadny. Dale obsahuje dvé variabilni oblasti V1 a V2 a dvé hypervariabilni oblasti
HVa a HVb (lkeda et al.,, 2004a). Tyto oblasti jsou pravdépodobné hydrofilni, resp. nikoliv
silné hydrofobni, coz naznacuje, Ze mohou byt exponovény na povrchu a Ucastnit se procesu

rozpoznani specificity alel.

3.3.1.2.3 Funkce

Aminokyselinové sekvence pylového SFB vsech funkénich autoinkompatibilnich
S haplotypld uchovavaji F-box motiv na N-konci, coz naznacuje, Ze funguji jako F-box
proteiny. F-box protein je znama slozka E3 ubiquitin-ligdzy (SCF komplex), ktera reguluje

degradaci protein(i v systému ubiquitin/proteasomové proteolyzy (Deshaies, 1999). F-box
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protein funguje jako receptor proteint uréenych k polyubiquitinaci v SCF komplexu. Tyto
proteiny jsou degradovany 26S proteasomem. Pivodnim predpokladem tedy bylo, Ze SCF
komplex obsahujici SFB muZe polyubiquitinovat vSechny neshodné S-RNase geny
k degradaci, ale specificky interagovat se shodnym S-RNase genem, aby byla zachovana jeho
aktivita a rust pylové lacky v énélce byl zastaven (Ushijima et al.,, 2003, 2004; Kao a
Tsukamoto, 2004). Tyto hypotézy byly potvrzeny u Solanaceae a Plantaginaceae, ale dalsi
experimenty naznacily, Ze u rodu Prunus je substratem pro SCF komplex jind molekula nez S-

RNase (Tao a lezzoni, 2010).

Komplexni fungovani mechanismu autoinkompatibility fizené S lokusem stédle ¢ekd na
objasnéni, mimo jiné i proto, Zze poruseni tohoto mechanismu, tedy autokompatibilita, se

rGzni nejen u jednotlivych druhl rodu, ale i u jednotlivych kultivar( v ramci druhd.

3.3.2 Princip autokompatibility u rodu Prunus

Autokompatibilita byla popsdna u vice druhl rodu Prunus a za jeji pfi¢inu jsou obecné
pokladany mutace, z nichZz vétsina byla nalezena na S lokusu. Pfedevsim se jednd o mutace
na sam¢im determinantu (SFB gen), i kdyZz byly popsany mutace i na sami¢im (S-RNase gen)
(Yamane a Tao, 2009; HegedUs et al., 2012). Byly popsany i mutace genetického materialu
pylu nesouvisejici s S lokusem (Wiinsch a Hormaza, 2004a; Vilanova et al., 2006; Wiinsch et

al., 2010; Cachi a Wiinsch 2011; Wu et al., 2011; Zuriaga et al., 2012, 2013).

U tfresné byly prvni autokompatibilni mutantni rostliny ziskany v institutu Johna Innese.
Jednalo se o mutanty JI12420 a JI2434, ziskané opylenim pylem ozafenym rentgenovymi
paprsky (Lewis a Crowe, 1954). U JI12420 se jednalo o mutaci typu posun ¢teciho ramce na
SFB4 genu, u JI12434 o kompletni deleci SFB; genu (Ushijima et al., 2004; Sonneveld et al.,
2005). JI2420 je jednim z predk( prvni komeréné uvedené samosprasné odrudy Stella, ktera

se stala zakladem pro dalsi Slechténi autokompatibilnich odrad.
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Obrazek 6: Schéma neporuseného a mutovaného genu SFB u rGznych druhti rodu Prunus, u
kterych byla zjisténa autokompatibilita. Sedé oblasti znazorriuji chybéjici &asti genu, u P. avium
také kompletni deleci SFB;.

Zdroj: Tao a lezzoni, 2010

Kromé toho byly popsany i dalsi, tentokrat spontanné vzniklé, samosprasné odrudy.
Spanélskou odriidu Cristobalina popsal Hugard (1978), dalsi, Kronio, popsali Calabrese et al.
(1984) wvltalii. U obou byla zjisténa kompatibilita zplsobena dysfunkci samciho
determinantu, tedy v genetickém materidlu pylu. U Kronia je autokompatibilita zplsobena
deleci na genu SFBs, ktery tak generuje zkraceny protein (Marchese et al., 2007). Naopak u
Cristobaliny bylo zjisténo, Ze dysfunkce pylu je zplsobena v jiné oblasti a neni spojena s
S lokusem (Wiinsch a Hormaza, 2004a; Wiinsch et al., 2010). Cachi a Wiinsch (2011) posléze
genetickym mapovanim prokazaly, Ze zmény u odridy Cristobalina se nachazeji ve stejné
chromosomové oblasti jako u samosprasné odridy merunky Katy (Zuriaga et al., 2012,
2013). Podobné Vilanova et al. (2006) popsali stejny princip autokompatibility u odridy

merunky Canino, i kdyZ neni zfejmé, zda je pavodcem stejny gen.

21



Cachi a Wiinsch (2014) podrobily experimentiim dalsi dvé Spanélské odrady, u kterych
byla predpokladana autokompatibilita — Son Miré a Talegal Ahin. Jejich vyzkumy nejen
potvrdily tento predpoklad, ale podrobnymi pokusy kfizenim i genetickym mapovanim
poodhalily principy samosprasnosti u obou odrd. Kultivar Talegal Ahin je pravdépodobné
geneticky spfiznén s odridou Cristobalina, nebot vykazoval stejné rysy dysfunkce samciho
determinantu (pylu) a zdroven i pravdépodobné plsobeni jesté dalsiho mechanismu
nespojeného s S lokusem. Tyto dvé odrldy spojuje i pfitomnost stejného S haplotypu (alely

Se), navic pochéazeji ze stejného regionu ve Spanélsku.

Naproti tomu u odridy Son Mird bylo zjisténo, Ze autokompatibilita ma zfejmé putvod
v mutacich jak saméiho, tam samiciho determinantu. Pokusy navic ukdazaly, Ze tento typ
autokompatibility je odliSny od téch typld mutaci popsanych u odrid Kronio (Marchese et al.,

2007), JI12420 nebo J12434 (Ushijima et al., 2004; Sonneveld et al., 2005).

Z vyse uvedeného je tedy ziejmé, Ze autokompatibilita u jednotlivych druh( rodu Prunus
i jednotlivych kultivarG druhu Prunus avium L. mlze byt zpUsobena rldznymi mechanismy,
témér vidy se vSak jednd o mutace nebo delece predevsim na sam¢im determinantu, nékdy i
na determinantu samicim, a v nékterych pfipadech zasahuji i genetické zmény kdédované

v jinych chromosomovych oblastech nez na S lokusu.

3.4 Metody analyzy genetického materialu

3.4.1 Extrakce DNA

Pro extrakci rostlinné DNA je mozno vybrat z mnoha existujicich protokold k tomu
uréenych, at uZ se jedna o klasické protokoly — fenol-chloroformovou extrakci a rGzné jeji
modifikace, extrakci s vyuzitim magnetickych castic, extrakci na principu adsorpce na silikat,
nebo vyuzit komercnich kitQ, kterych je na trhu dostatecné mnozstvi. Jejich poutZiti je velice
jednoduché a casové nenarocné, pfi zpracovani velkého mnoizstvi vzork( vsak mlze byt
limitujici jejich vy$si cena. Pokud je nutno zpracovat vzorky v fadu desitek, je pouZiti téchto

kitd s velkou vyhodou.
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3.4.2 Elektroforéza

3.4.2.1 Gelova elektroforéza

Pro déleni makromolekul DNA a orientacni zjiSténi velikosti rozdélenych ¢&asti je
nejprakti¢téjsi metodou gelova elektroforéza. Je zaloZena na principu pohybu makromolekul
(v tomto pripadé fragmentl DNA) v poréznim gelu. Diky svému zdpornému ndaboji se
molekuly DNA v gelu pohybuji smérem ke kladné elektrodé a podle své velikosti prochazeji
»sitem” gelu. Hustota tohoto ,sita” se voli prostfednictvim koncentrace gelu zdavislé na

predpokladané velikosti fragment( DNA.

Nejcastéji se uzivaji dva typy gelu a elektroforézy:

e agardzova gelova elektroforéza, a to bud horizontalni, nebo vertikalni. Tento typ je
vhodny pro fragmenty o velikosti v rozmezi 10 bp — 20 kbp. Dle predpokladané velikosti
fragment( se voli koncentrace gelu (od 0,4% aZ po 5% roztok). Pro srovnani a kalibraci se
ke zkoumanym vzorklm pfiddva smés fragmentl DNA o zndmé velikosti. Vzorky se na
start nanaseji po obarveni barvou viditelného spektra (napf. bromfenolova modr).
Rozdélené frakce je mozné bud prenést na specialni membrdany (félie) tzv. blotovanim a
podrobit hybridizaci nebo pomoci fluorescencénich barviv napf. ethidiumbromidem
interkalaci mezi nukleotidy vizualizovat na transilumindtoru v UV svétle s naslednou
fotodokumentaci (Prtsa, 1997).

e polyakrylamidova gelova elektroforéza je druhym nejcastéji pouzivanym zpusobem.
Elektroforetickym médiem je zde polyakrylamidovy gel (denaturacni, obvykle s ureou,
nebo nedenaturacni). Jednd se o vertikdIni elektroforézu. Smés akrylamidu a
bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté v pufru (TAE — Tris-baze, acetat, EDTA)
pomoci volnych radikal(. PouZitd koncentrace akrylamidu se lisi podle velikosti
separovanych fragmentl DNA od 3,5% (fragmenty 1 - 2 kbp) aZ po 20% gely pro separaci
malych fragment( 10 - 100 bp (Prdsa, 1997).
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3.4.2.2 Kapilarni elektroforéza

S daleko vétsi presnosti Ize velikost fragmentl nukleovych kyselin zmérit metodou tzv.
kapilarni elektroforézy, kdy lze dostat vysledky s presnosti v fadu jednotek bp (part bazi).
Kapildrni elektroforéza vyziva elektrokinetickych principl elektroforézy a elektroosmodzy k
separaci latek uvnitf kfemenné kapilary. Tomuto zplsobu elektroforézy se fika vysokoucinna
kapilarni elektroforéza (HPCE) a provadi se nékolika zpUsoby - jako volna elektroforéza,
gelova elektroforéza, ale i jako izoelektricka fokusace. Pro analyzu nukleovych kyselin se

pouziva kapilarni elektroforéza gelova (CGE).

Metoda vyuZziva pohybu elektricky nabitych latek v elektrickém proudu rozpusténych ve
vodivém médiu — kapilare naplnéné elektrolytem nebo gelem. Doprovodnym jevem je
elektroosmoticky tok. Na vnitfnim povrchu kapilary v misté styku s vodivym roztokem vznika
elektricka dvojvrstva. Pevna ¢ast (sténa kapilary) je nabitd nepohyblivym ploSnym zdpornym
elektrickym nabojem. Z kapalné ¢asti se kladné ionty ptipoji ke sténé kapildry (dvojvrstva) a
ionty se pohybuji ke katodé. Pohybliva vrstvicka se Zene kapildrou a strhne s sebou cely
prarez kapaliny v kapilare. Roztok putuje kapildrou cely najednou, zatimco u klasické

elektroforézy putuji jen ionty (Murray et al., 2002).

3.4.3 PCR

Princip PCR spocivd v amplifikaci (namnozeni) libovolné malého Useku vldkna DNA.
Pivodni dvouvlaknovd DNA (dsDNA) je za pomoci vysoké teploty (rozmezi 92 -98 °C)
denaturovana na dvé jednovlaknové DNA (ssDNA), doba denaturace se rizni podle velikosti
fragment(, byva v desitkach sekund. V druhém kroku nasleduje za snizené teploty (50 - 60
°C) pripojeni nebo nasednuti primer( (tzv. annealing) na tyto jednovldknové templatové
DNA. Doba se opét rlzni dle délky primerd, od desitek sekund po minuty. Ve tfetim,
poslednim kroku se syntetizuji nové fetézce (faze elongace). Jedna se o extenzi pfipojenych
primerd DNA polymerazou, kterd musi byt termostabilni. V této fazi jsou pfipojovany
jednotlivé deoxynukleotidy ve sméru 53", Teplota je v této fazi dana teplotnim optimem

pouzité DNA polymerazy. Cely cyklus se opakuje v priméru 30x, pocet opakovani zavisi na
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koncentraci vychozi templatové DNA, teoreticky se muzZe opakovat ad infinitum (Mullis,

1990). Uspéch metody zavisi na vhodném vyb&ru DNA polymerazy a primerd.

3.4.4 Genotypizace

Na zakladé vysledk(i gelové a kapilarni elektroforézy a jejich porovnani se znamymi
hodnotami velikosti alel Ize presné stanovit genotypy S lokusu jednotlivych vzork(. Schuster
(2012) sumarizoval dosavadni vysledky genotypizace a referoval 734 funkcnich genotypl
tfesnovych kultivarl, zafazenych do 47 skupin (tzv. incompatibility groups, 1G), do skupiny
univerzalnich darct a do skupiny autokompatibilnich. V kazdé skupiné (IG) jsou zarazeny
kultivary se stejnym genotypem a jsou vzdjemné inkompatibilni. Univerzalnimi darci jsou

kultivary s jedine¢nou kombinaci S alel (Sharma et al., 2015).

S alely byly pGvodné identifikovany biochemickymi metodami analyzou proteint pestiku
(BoSkovi¢ et al., 1997). Vyvoj molekularnich metod umoznil identifikaci S alel pomoci PCR
amplifikace genu S-RNase (Wiersma et al., 2001; Gisbert et al., 2008). Identifikace S alel
tfesné je mozna amplifikaci intronu | a Il genu S-RNase za pouziti obecnych primeru a také
amplifikaci genu S-RNase za poufziti specifickych primer0. Tyto specifické primery vyvinuli pro
alely S; — S35 Sonneveld et al. (2001, 2003) a pro alely S17 — S19, So1 — S5, S34 a S37 Szikriszt et
al. (2013). Efektivita vyuziti obecnych i specifickych primerd pak byla potvrzena mnoha
studiemi (Békefi et al., 2003; De Cuyper et al., 2005; Schuster et al., 2007; lpek et al., 2011;
Ercisli et al., 2012; Szikriszt et al., 2013).

Analyzou genu S-RNase metodami zalozenymi na PCR amplifikaci bylo identifikovano
Sest nejcastéji se vyskytujicich S alel tresné, S; — S¢ (Sonneveld et al., 2001; Wiersma et al.,
2001). Nasledné byly Sonneveldem et al. (2003) identifikovany dalsi alely, S; — S16. V pribéhu
téchto analyz bylo zjiSténo, Ze alely Sg, S11 a Si5 jsou identické s alelami S3, S; a Ss (Sonneveld
et al., 2001, 2003; Wiinsch a Hormaza, 2004b). V dalsich letech pak byly identifikovany dalsi
S alely v tfes$ni ptaci a v kulturnich varietdch tfesné v mnoha regionech Evropy. De Cuyper et
al. (2005) objevili v tfesni ptaci v Belgii alely Si7 — Sy,. Alely Si9 a Sy, byly nalezeny také

v lokalnich kulturnich odridach v jihozdpadnim Némecku (Schuster et al., 2007), alela S,,
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byla identifikovana také v mistnich kultivarech v jihovychodnim Spanélsku (Gisbert et al.,
2008). DalSich Sest alel, s oznatenim S,; — Ss3;, bylo identifikovano v divokych tfesnich
rostoucich v pralese v anglickém Kentu (Vaughan et al.,, 2008). Szikriszt et al. (2013)
identifikovali alelu S3; v kulturnich odr@idach v oblasti Cerného mote, a také alelu Ssa, jejiz

vyskyt byl predtim znam u visné (Prunus cerasus L.).

V nasledujicich tabulkdch je uveden prehled nékterych kulturnich odrid tredni
(svétovych i ¢eskych) vcetné jejich zartazeni do skupin (IG) a jejich S genotypu (tab. 1, pro
ilustraci je uvedeno pouze prvnich 30 skupin). Tab. 2 pak ukazuje nékteré znamé zastupce
tzv. donord, kultivard nalezZejicich do skupiny 0, kultivar(i s jedine¢nym sloZzenim S alel, které

mohou fungovat jako univerzalni opylovaci.

IG Alely |zZastupci Zastupci CR
| S1|S2 |Sparkle, Starking Hardy Giant, Early Rivers [Kastanka
I S1|S3 |Van, Regina, Cristalina Aranka, Justyna, Marta, KareSova
11 S3|S4 |Bing, Lambert, Napoleon Amid, Sandra
v S2|S3 |Sue, Vega, Velvet, Rychlice HL 15361
\% S4|S5 |Late Black Bigarreau, Turkey Heart, Carmen [Tim
VI S3|S6 |Merton Heart, Hartland, Kordia Kordia, Granat, Téchlovan
VI S3|S5 |Moreau, Hooker’s Black, Hedelfingen Chlumecka pozdni
VIl S2|S5 |Malling Black Eagle, Vista, Balzams
IX S1|S4 |Sylvia, Chinook, Black Giant Halka

X S6|S9 |Krupnoplodnaja, Ferobi, Folfer

Xl S2|S7 |Guigne d’Annonay, Early Purple (Hinode)
Xl S1|S6 |Noble, Buholzer, Turca
X1l S2|S4 |Vic, Sam, Patricia
XIv S1|S5 |Bianca, Seneca, Valera

XV S5|S6 |Elfrida, Erianne, Zweitfrihe
XVI S3|S9 |Burlat, Mona, Nalina

XVII | S4|S6 |Heidi, Merton Glory, Nutberry Black Debora, Irena
XVIII | S1|S9 [Smoky Dun, Valerij Cskalov, Zoe Tamara

XIX | S3|S13 |Reverchon, Sir Tom, Wellington A

XX S1|S6 |Hertford, Noble, Mermat Fabiola, Vanda

XXI S4|S9 |Inge, Merpet, Summer Sun
XXII | S3|S12 [Linda, Princess, Schneiders
XXIII [ S3|S16 [San Pritisa A, Strawberry Heart
XXIV | S6|S12 |Aida, Flamentiner, Segorbina
XXV | S2|S6 [Fercer, Kirdar, Luke Livia, Vilma, Early Korvik
XXVI | S5|S13 |Ferbolus, Goodnestone Black, Unterlander
XXVII | S4|S12 [Katalin, Kavics, Margit
XXVIIlI| S1|S7 |Charger, Ortenauer, Paulis
XXIX | S4|S7 |Nigde, Stolzer, Sultan
XXX | S6|S7 |Brennkirsche Doll, Schwarze Schuttler

Tabulka 1: Pfehled nékterych svétovych a ¢eskych odrid, jejich genotyp a zafazeni do I1G

Zdroj: Schuster, 2012; Sharma et al., 2016

26



Odrtda S - genotyp
Caddusa S13|S22
Grosszweiete S6|S14
Halbhaslacher S5|S7
Moscatella S$17|S22
Nucigliara S14|S16
Orleans 171 S10|S11

Tabulka 2: Kultivary — univerzalni opylovaci a jejich genotypy

Zdroj: Schuster, 2012

V tabulce 3 jsou prehledné uvedeny nékteré autokompatibilni odrlidy. V kazdé z nich je
prfitomna alela mutovaného genu, nesouci oznaceni S;” k odliSeni od standardni alely S,.
Vyjimku tvofi kultivary J12434 (ve dvou varietdch, AH a EM) a kultivar JI2538, u kterych je

pfitomna mutovana alela S3’, a také odr(ida Kronio s mutovanou alelou Ss’.

Odriada S - genotyp
Blackgold S4'|S6
Blaze Star S4'|S6
Celeste S1|s4'
Glacier S4'|S9
112420 S4|s4"
J1 2434 AH S3|S3'nebo S3|S3
JI1 2434 EM S3'|s4
J12538 S1|Ss3'
Kronio S5'|S6
Lapins S1|s4'
Pal S4'[S9
Newstar S3|S4'
Paulus S4'|S9
Petrus S4'|S9
Sandra Rose S3|s4'
Santina S1|s4'
Selah S3|s4'
Skeena S1|s4'
Sonata S3|s4'
Stardust S1|s4'
Starkrimson S3|S4'
Sumesi S3|S4'
Staccato S3|s4'
Stella S3|S4'
Sunburst S3|S4'
Sweetheart S3|S4'
Tehranivee S3|S4'
Vandalay S3|S4'
Waiyin No.7 S3|s4'

Tabulka 3: Autokompatibilni kultivary a jejich genotypy

Zdroj: Schuster, 2012

27



3.4.5 Stella

Odrida Stella byla prvni samosprasnou tresni, kterd byla uvedena na trh.
Autokompatibilita byla u tfesni vyvoldna ozarenim rentgenovymi paprsky, tyto experimenty
byly provadény v institutu Johna Innese (Norwich, Anglie) a jejich vysledkem byla produkce
nékolika autokompatibilnich semendcld. Potomkem jednoho z nich byla i Stella (Lapins,
1970). Jako odrlda byla vyselektovana v roce 1964 z potomkl kfizence odrlidy Lambert a

semendace J12420.

X-ray

b 4

Emperor Francis % Napiﬂﬁﬂﬂ
(s7sh | (s7s%)

Lambert % J[2420

Stella
PR T
Bing X Stella Van X Stella
(3% | (s35%) (s7s%) | (§%5%)

2MN-60-07 ¥ 2N-38-32 Lapins ¥ 2N-39-5 2C-61-18 X Sunburst  Van X Newstar

(5’5 (s3s% {5*’5-‘}' (35
Skrcn_u Sonata Sandra lexc Cclcﬁtlc Swwthqurl
(5’57 (5757 (5757 is's?y (575

Obrazek 7: Rodokmen odridy Stella a jejich vybranych potomk

Zdroj: Ushijima et al., 2004

Stella byla jako prvni samosprasnd odrlida pouzita v Slechtitelskych programech
uréenych k produkci dalSich autokompatibilnich odrid a stala se tak prapredkem vétsSiny
z nich. Genotyp odrid vyslechténych ze Stelly obsahuje mutovanou S alelu S;” genu SFB,
zatimco potomci dalSiho ze semendacl vyprodukovanych v institutu Johna Innese, 112434
nesou mutovanou alelu S;° taktéZz vgenu SFB. Existuji i dalsi, jiz zminéné, genotypy
autokompatibilnich odrad. Sicilsky kultivar Kronio nese mutaci na alele Ss° genu SFB,

Spanélsky kultivar Cristobalina pak mda standardni vybavu Salel S3Sg, presto je
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autokompatibilni, nebot princip jeji samosprasnosti neni svazan s S lokusem SFB genu (Folta

et Gardiner, 2009).

Stella je, jak jiz bylo rfec¢eno, odriidou pIné autokompatibilni a mlze také pulsobit jako
univerzalni opylovac. Tato prace mapuje podil samoopyleni této odrlidy u stromu, v jehoz

bezprostiedni blizkosti rostou dvé dalsi neznamé kulturni odridy a jeden nahodny semenac.
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4 Experimentalni cast
4.1 Material a metody

4.1.1 Material

4.1.1.1 Rostlinny material

Ze tfi strom( tfesné (odrlda Stella, nezndma kulturni odrida a nahodny semenad
»ptacnice”) byly odebrany nezralé plody. Do dalSiho zpracovani byly uloZeny pfi -20 °C.
Z odrudy Stella (vzorky S) bylo odebrano 50 kus(, z neznamé odrldy (vzorky M) 24 kusq,
z ndhodného semenace (vzorky P) pak bylo odebrano 33 kusl. Ze vsech nezralych plodi byla
vypreparovana a opét zmrazena embrya, tyto vzorky byly oznaéeny S1 — S50, M1 — M24, P1
- P33.

Dale byly z dostupnych stromd v blizkém okoli odebrany 2- 3 pupeny pro uréeni
genotypl potenciadlnich otcd. Tyto vzorky nesou oznaceni S, M, P, Z. Jejich rozmisténi a

vzdalenosti mezi nimi schematicky znazornuje obr. 7.

N
S ‘ W4—l—>£
N,
~
| P
T 14 m/ 4\
/ 20 m
M
| ‘\Sm
Ny
| 2

Obrazek 8: Schematické znazornéni rozmisténi a vzdalenosti stromii

30



4.1.1.2 Soupis chemikalii

4.1.1.2.1 Kity pro extrakci a analyzu DNA

e Kit pro extrakci DNA zrostlinného materidlu Invisorb” Spin Plant Mini Kit (Stratec
Molecular GmbH, Berlin, Némecko)

e Kit pro PCR reakce QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit (QIAGEN, Venlo, Nizozemsko)

4.1.1.2.2 Chemikalie pro elektroforézu

e agardza
e pufr (Tris, EDTA, kyselina borita), TBE pufr
e DNA standard (ThermoScience, Litva)

e ethidiumbromid (zasobni roztok 1mg/ml, vysledna koncentrace 0,5 pug/ml)

4.1.1.2.3 Chemikalie pro kapilarni elektroforézu

e Standard LIZ 600 (Life Technologies, USA)

e Formamide Hi-Di (Life Technologies, USA)

4.1.1.3 Pristroje a pomtcky

e vortex TechnoKartell TK 3S (Hertz, Némecko)

e termoblok TDB-120 (Biosan, Litva)

e centrifuga Eppendorf 5415 D (Eppendorf, Némecko)
e centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf, Némecko)
e thermocycler T-gradient (Biometra, SRN)

e dokumentacni systém Gel-Doc (Bio-Rad, USA)

e pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e centrifugaéni mikrozkumavky (Schoeller, Némecko)

e  ABI PRISM 310 (Life Technologies, USA)
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4.1.2 Metody

4.1.2.1 Priprava rostlinného materialu

e Znezralych plodu tfi strom( (odriida Stella, nezndma kulturni odriida a semenac) byla za
aseptickych podminek (nGz byl pokazdé opalen, aby se zabranilo kontaminaci)
vypreparovana embrya, pfenesena do centrifuga¢nich  mikrozkumavek a
homogenizovana. Jednalo se o vzorky S1 - S50, M1 — M24, P1 — P33, tedy celkem 107
vzorkd.

e Zletorostu Ctyr stroml (odridda Stella, dvé neznamé kulturni odriidy a semenac) byly
odebrany 2-3 pupeny, v mikrocentrifugacnich zkumavkach v prostfedi tekutého dusiku

nadrceny na co nejjemné;jsi prasek.

Z takto pfipravenych vzorkd byla extrahovana DNA kitem Invisorb” Spin Plant Mini Kit.

4.1.2.2 Extrakce DNA

e Ke vzorkim do zkumavek bylo pfidano 400 ul lyzacniho pufru P a 20 pl proteinazy K,
protfepano na vortexu a prevracenim promichano. Vzorky byly inkubovany v termobloku
pfi 65 °C po dobu 30 minut.

e Supernatant byl pfenesen do pfipravené filtraéni zkumavky, které byly centrifugovany po
dobu 1 min. pfi 11000 rpm. Poté byl odstranén prefiltr a pfidany 4 ul RNazy A (100
mg/ml). Dale bylo pfidano 200 pl vazaciho pufru A.

e Roztok byl prenesen do vazaci kolonky a inkubovédn po dobu 1 minuty. Kolonky byly
centrifugovany po dobu 2 minut. Vazaci kolonky byly premistény do novych zkumavek.

e V dalSim kroku bylo pfiddno 550 pl promyvaciho roztoku I. Vazaci kolonky byly po dobu 1
minuty centrifugovany, poté byl filtrat odstranén a kolonky opét premistény do novych
zkumavek.

e Do viazaci kolonky bylo pridano 550 pl promyvaciho roztoku Il, po dobu 1 minuty byly
kolonky centrifugovany, poté byl filtrdt znovu odstranén. Tento krok byl jesté jednou
opakovan. Na zavér byly kolonky centrifugovany po dobu 4 minut k odstranéni zbylého

promyvaciho roztoku.
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e Vazaci kolonky byly opét pfemistény do novych zkumavek a bylo pfiddno 100 pl eluéniho

roztoku predehratého na 65 °C a kolonky centrifugovany po dobu 1 min.

4.1.2.3 Podminky PCR

Byly pfipraveny dvé nezdvislé PCR reakce, jedna pro amplifikaci markeru S-RNase, druhd
pro marker SFBoxu. Pouzit byl dle navodu Kit pro PCR reakce QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit
(QIAGEN, Venlo, Nizozemsko).

Pro amplifikaci genu S-RNase 10ul reakce obsahovala:

e 5 pul Multiplex PCR Master Mix

e 1 ulprimeru (1 uM) PaConsl-F-FAM 5'MCT TGT TCT TGS TTT YGC TTT CTT C3’
e 1 ulprimeru(1uM) PaCons1-R2 —5°GCC ATT GTT GCA CAA ATT GA3’

e 3 pulDNA

Pro amplifikaci genu SFBox 10ul reakce obsahovala:

e 5 pul Multiplex PCR Master Mix

e 1 plprimeru (1 uM) 6-NED-FBOX5'A — NED 5'TTK SCH ATT RYC AAC CKC AAA AG3’
e 1 ulprimeru(1uM) F-BOX intron-R—5CWG GTA GTC TTD SYA GGA TG3’

e 3 ulDNA

Teplotné casovy profil: 1x 95 °C 5 min, 5x 95 °C 305,58 °C90's, 72°C30s, 23x 95 °C 30 s,
56 °C90s,72°C30s, 1x 72 °C 50 min (thermocycler T-gradient Biometra, SRN).

4.1.2.4 Elektroforéza

Pro otestovani kvality amplifikace bylo 5 ul vzorku smichano s nandseci barvou (1 pl)
slozenou z 40% vodného roztoku sacharézy a 0,05% pridavku bromfenolové a
xylencyanolové modfi. Vzorky byly separovany v 2% agarézovém gelu (Serva) v

elektroforézovém pufru 1xTBE (Sambrook et al., 1989) pfi 120 V 30 minut a vizualizovany
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pomoci dokumentacniho systému GelDoc (Bio-Rad). Velikost PCR produkt( byla odhadnuta

na zakladé velikostniho standardu GeneRuler 100bp plus (Thermo Fisher).

4.1.2.5 Kapilarni elektroforéza

Vzorky S-RNase byly pro silnéjsi amplifikaci 10x fedény deionizovanou vodou. Vzorky
SFBox byly fedény 3x. Do zkumavek stripu byla nanesena smés fedénych amplikonl (1 + 1 pl)
a zakapnuta smési HiDi formamidu (Life Technologies)) a standardu LIZ600 (Life
Technologies). (10 pl formamidu + 0,5 pl LIZ standardu). Stripy byly umistény do robotického
ramene kapilarni elektroforézy ABI PRISM 310 a analyzovany. Modul Standard Microsatelitte
byl modifikovan z hlediska napéti a doby nastfiku (injection), pouzité parametry byly 10 kV

po dobu 5 sekund. Doba separace vzorku byla 28 minut.

4.1.2.6 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly graficky zpracovany a statisticky vyhodnoceny v programu MS Excel 2007.
Byly také pouzity metodiky vypoltu heterozygotnosti ocekdvané (Hg — heterozygosity
expected) dle Nei a Li (1979), a vypoctu polymorfniho informaéniho obsahu PIC (Polymorfism

Information Content) dle Botsteina et al. (1980).

4.2 Vysledky

4.2.1 Vysledky PCR amplifikace

Vysledky PCR amplifikace byly znacné nevyrovnané z hlediska kvality. Zatimco u
potomstva odrldy Stella (S) a u potomstva semendce P amplifikace vétSinou vykdzala kvalitni
a dobre Citelné vysledky, vzorky potomstva odridy M byly zietelné pouze v cca poloviné
pripadd.

Z tohoto davodu byla amplifikace opakovana s pozménénou koncentraci DNA (misto 3 pl

DNA bylo pouzito 1 pl DNA + 2 ul vody). Jednalo se o vzorky S5, S22, S27, S31 S33, S38, S42,
S45, S48, S49, M1 - M14, M17 u amplifikace genu S-RNase a o vzorky S22, S42, S46, M1 —
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M14, P4, P5, P10 a P18 u amplifikace genu SFB. Ani zména koncentrace DNA kvalitu

amplifikace, zejména u vzork( rady M, nezlepsila.

Na niZze uvedenych elektroforeogramech jsou pouze pro ilustraci uvedeny nékteré

vysledky amplifikace.

Obrazek 9: Elektroforeogram — amplifikace genu S-RNase, vzorky S1 — S50, M1 - M8

2P M S P33 P32 P31 P30 P29 P28 P27 P26 P25 P24 P23

Obrazek 10: Elektroforeogram — amplifikace genu S-RNase, vzorky Z, P, M, S, P23 — P33, opakovana
amplifikace vzorki M1 - M14, M17, S5, S22, S27, S31 S33, S38, S42, S45, S48, S49
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4.2.2 Vysledky kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza umoznila detekovat presné délky amplifikovanych marker( a ty
bylo moZno u jednotlivych sledovanych embryi porovnat se znamymi hodnotami S alel.
Tabulka 4 obsahuje prehled délkovych polymorfismd marker( genli pro S-RNasu a F-Box
protein, jejichz kombinace je urcujici pfi urCovani S alel (genotypl) testovanych jedinc(.

Tucné jsou oznaceny alely kulturnich odrad.

Salela S-RNase (l. intron) SFB (5'UTR intron)
S1 379 188
S2 342 N/A
S3 232 200
sS4 449 187
S5 394 187
S6 442 178
S7 342 178
S9 354 N/A
S10 364 175
S12 344 183
S14 330 188
S16 412 175
S18 339 181
S19 425 188
S20 324 169
S21 374 191
S22 420 172
S28 367 183
S31 207 182

Tabulka 4: Standardy alel

Zdroj: Sharma et al., 2017

4.2.2.1 Rodicovské genotypy

V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky kapildrni elektroforézy, uréeni genotypl a zarazeni do

skupin testovanych stromu pro urceni paternity, vzorky S, M, P, Z.
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vzorek strom SRnasel SRnase2 Fbox1 Fbox2 Genotyp Sl-group

S Stella 232 450 187 200 S3s4 SC

M 232 450 187 200 S3S4 SCnebol lll
P ptacnice 232 421 200 N/A S3Sn neuréeno
Z 232 380 187 200 S1S3 I

Tabulka 5: Vysledky kapilarni elektroforézy pro testované stromy, vzorky S, M, P, Z

Vysledky u vzorku S potvrdily genotyp odridy Stella (S3S4), u vzorku M byl zjistén
genotyp S3S4, vzorek tedy bud reprezentuje také odriidu Stella, nebo se jedna o cizosprasnou

odradu z Sl skupiny IlI.
Vzorek Z odpovidal genotypové nékteré z odrid z Sl skupiny Il (S;S3).

Genotyp ndhodného semenace, ,ptacnice”, dle vysledkli neodpovidal Zzadné ze znamych
odrld. Kapilarni elektroforéza vzorku P ukdzala dva jasné vrcholy odpovidajici haplotypu S3
(232 bp pro S-RNase a 200 bp pro SFB) a jeden samostatny vrchol (421 bp) pro S-RNase,
ktery neodpovidd zddnému zndmému haplotypu. Ve vysledcich je tento neznamy haplotyp

oznacen jako S,.

4.2.2.2 Genotypy potomstva stromu S

V tabulce 6 jsou popsany genotypy potomstva stromu S, odrddy Stella. Z 50 vzorki
amplifikovalo 49. Devét plodl nepochazelo ze samoopyleni, otcovsky pyl téchto plod(
pochézel ze stromu P. Sestndct plod(i bylo homozygotnich S,Ss, 24 plodi mélo stejny

genotyp jako matka SsS,.
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vzorek embryo

S1
S2
S3
sS4
S5
S6
S7
S8
S9
S10
S11
S12
S13
S14
S15
S16
S17
S18
S19
S20
S21
S22
S23
S24
S25
S26
S27
S28
S29
S30
S31
S32
S33
S34
S35
S36
S37
S38
S39
S40
S41
542
543
S44
S45
S46
S47
548
549
S50

Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella
Stella

DNA (matka x otec)

Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptéacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S3S4
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S3S4
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptéacnice (S3Sn)
Stella S354 X ptéacnice (S3Sn)
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X ptacnice (S3Sn)
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354

Stella S354 X Stella S354
Stella S354 X Stella S354
Stella $354 X Stella S354

SRnasel SRnase2 Fboxl Fbox2 Genotyp

232
450
232
232
232
232
232
450
232
232
232
232
232
450
232
232
232
232
232
450
450
450
450
421
450
232
232
232
232
232
450
232
232
232
450
232
232
232
450
232
232
232
232
450
450
450
N/A
232
450
450

450
450
421
450
450
450
450
450
450
450
421
450
450
450
450
450
450
421
421
450
450
450
450
450
450
450
421
421
421
450
450
421
450
450
450
450
450
450
450
450
450
450
450
450
450
450
N/A
450
450
450

187
187
200
187
187
187
187
187
187
187
200
187
187
187
187
187
187
200
200
187
187
187
187
187
187
187
200
200
200
187
187
200
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
187
N/A
187
187
187

200
187
N/A
200
200
200
200
187
200
200
N/A
200
200
187
200
200
200
N/A
N/A
187
187
187
187
N/A
187
200
N/A
N/A
N/A
200
187
N/A
200
200
187
200
200
200
187
200
200
200
200
187
187
187
N/A
200
187
187

$3s4
$4s4
S3Sn
S3s54
S3s54
$354
$354
$4s4
$3s54
S3s54
S3Sn
$354
S354
$4s4
S3s54
S354
$3s54
$3Sn
$3Sn
$4s4
$4s4
$4s4
$4s4
$4Sn
$4s4
S354
$3Sn
S3Sn
S3Sn
$3s54
$4s4
$3Sn
S354
S3s54
$4s4
S3s54
$354
$354
$4s4
$3s4
$354
S3s54
$354
$4s4
$4s4
$4s4

S354
$4s4
5454

Sl-group

SC

SC
neuréeno

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC
neurcéeno

SC

SC

SC

SC

SC

SC
neurcéeno
neuréeno

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC
neuréeno
neuréeno
neuréeno

SC

SC
neuréeno

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC

SC
SC
SC

Tabulka 6: Vysledky kapilarni elektroforézy potomstva stromu S
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4.2.2.3 Genotypy potomstva stromu M

Tabulka 7 popisuje zastoupeni genotypl v potomstvu stromu M. Z 24 vzorkl fady M
amplifikovalo pouze 13, statisticky je tedy vzorek pfilis maly. | pfesto je zde znatelnd vyrazné
vysSi heterogenita potomstva v porovnani s potomstvem stromu S, a to prestoze oba

materské stromy maji stejny genotyp. MozZné pficiny jsou predmétem diskuse.

Pouze dva plody (M3 a M21) stromu M byly homozygotni S4S4, u péti plodl byl zjiStén
genotyp S;1S4 (M15, M18, M19, M24), resp. S1S3 (M23), kde otcovsky pyl pochdzel ze stromu
Z, tti plody pochazely z opyleni stromem P (2 plody [M2, M17] s genotypem S;S,, 1 plod
[M20] s genotypem S3S,)). U dvou plod(i (M9, M16) bylo zaznamendno opyleni pylem s alelou
S12, kterd pravdépodobné pochazi z neidentifikované kulturni odridy z okoli (v jednom
pripadé byl urcéen genotyp S3Si,, vdruhém pripadé nebyla identifikovdna materska alela).
Posledni plod (M22) byl opylen haplotypem Si z opét neidentifikovaného stromu a byl u néj

zjiStén genotyp S3Sis.

vzorek embryo DNA (matka x otec) SRnasel SRnase2 Fbox1l Fbox2 Genotyp Sl-group
M1 M
M2 M M S354 X ptacnice (S3Sn) 421 450 187 N/A S4Sn neurcéeno
M3 M M S354 X Stella S354 450 450 187 187 $4s4 e
M4 M
M5 M
M6 M
M7 M
M8 M
M9 M M S354 X neurceno 344 N/A N/A 183  S3,4512 XXl nebo XXVII
M10 M
M11 M
M12 M
M13 M
M14 M
M15 M M S354 X ZS1S3 379 450 187 187 S154 IX
M16 M M S3S4 X neurceno 232 344 200 N/A $3512 XXII
M17 M M S3S4 X ptacnice (S3Sn) 421 450 187 N/A S4Sn neurceno
M18 M M S3S4 X Z S1S3 379 450 187 187 S154 IX
M19 M M S3S4 X ZS1S3 379 450 187 187 S154 IX
M20 M M S3S4 X ptacnice (S3Sn) 232 421 200 N/A S3Sn neuréeno
M21 M M S3S4 X Stella S354 450 450 187 187 $4s4 e
M22 M M S3S4 X neurceno 232 412 175 200 $3516 XXIII
M23 M M S3S4 X ZS1S3 232 N/A 189 200 $1S3 Il
M24 M M S3S4 X Z S1S3 380 450 187 187 $154 IX

Tabulka 7: Vysledky kapilarni elektroforézy potomstva stromu M
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4.2.2.4 Genotypy potomstva stromu P

V tabulce 8 je uveden prehled genotypl potomstva stromu P. Z 33 vzork( amplifikovalo

31, ztoho u jednoho vzorku (P1) amplifikovala pouze 1 alela Ss;. U jedenacti plodl byl

identifikovan genotyp S4S,, u deviti plodd genotyp Ss3Ss4, u Ctyf plodd genotyp S1,S,, u dvou

plodi genotyp Si6Sn. Vidy u jednoho plodu byly identifikovany genotypy SsSn SiSs, S3S12 a

genotyp s ojedinélym vyskytem alely S3S44.

vzorek embryo

P1
P2

P3

P4

PS5

P6

P7

P8

P9

P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29
P30
P31
P32
P33

ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice
ptacnice

DNA (matka x otec)

ptacnice S3Sn X neurceno
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X neurceno
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X neurcéeno
ptacnice S3Sn X neurcéeno
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X neurceno
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X ZS1S3
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X neurceno
ptacnice S3Sn X neurcéeno
ptacnice S3Sn X neurceno

ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X neurcéeno
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S354
ptacnice S3Sn X S3S4
ptacnice S3Sn X S3S4

ptacnice S3Sn X S354

232
232
232
232
411
232
421
344
232
421
421
344
232
421
421
232
421
344
232
412

232
232
421
344
232
421
232
232
421
421

421

N/A
450
450
450
421
450
450
421
331
450
450
421
450
450
450
379
450
421
344
421

450
450
450
421
450
450
450
421
450
450

450

200
187
187
175
187
187
187
173
200
187
187
183
187
187
187
187
187
183
183
175

187
187
187
173
187
187
187
200
187
187
187
187

N/A
200
200
200
200
200
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
200
200
N/A
N/A
200
N/A
200
200
N/A

200
200
N/A
187/200
200
N/A
200
N/A
N/A
N/A
187
200

SRnasel SRnase2 Fboxl Fbox2 Genotyp

S3s?
S3s4
S3s54
S354
$16Sn
S3s54
S4Sn
$12Sn
$3514
S$4Sn
$4Sn
S$12Sn
S3s4
S$4Sn
S4Sn
$1S3
$4Sn
$12Sn
$3512
$16Sn

S3s54
S3s4
$4Sn
S$12Sn
S3s4
$4Sn
S3s54
S3Sn
$4Sn
$4Sn

S4Sn

Sl-group

neurceno
Il nebo SC
Il nebo SC
Il nebo SC
neuréeno
Il nebo SC
neurcéeno
neurceno
XXXIV
neuréeno
neurceno
neurcéeno
Il nebo SC
neurceno
neurcéeno
Il
neurceno
neuréeno
XXII
neurceno

Il nebo SC
Il nebo SC
neurceno
neurceno
Il nebo SC
neurceno
Il nebo SC
neuréeno
neurceno
neurcéeno

neuréeno

Tabulka 8: Vysledky kapilarni elektroforézy potomstva stromu P
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4.2.2.5 Cetnost genotypt a S alel v jednotlivych subpopulacich

4.2.2.5.1 Cetnost genotypti potomstev

Genotypova frekvence potomstva stromu S je zndzornéna na grafu 1. Je zde patrna
vyrazné nizs$i mira heterogenity genotypl nez u potomstva stromd M a P (grafy 2 a 3). To je
pravdépodobné dano samosprasnosti a tedy vysokou mirou samoopyleni u odrady Stella,

blize jsou pak frekvence genotypl a jejich pravdépodobné pfriciny rozebrany v diskusi.

1;2%

8;16%

115354

24;49% Ls4s4

4 S3Sn
i 54Sn

Ls1s4
115454
L154Sn
L1S1S3
53512
k4 S3516
i S3Sn
H53,4512

Graf 2: Procentualni zastoupeni genotypl v potomstvu stromu M

1;3% 1;3% 13%

1;3%
1;3%

L4 54Sn
15354

ES125n
11;36%

M S16Sn
L1S3Sn

k4S1S3

153512

153514
N,
N 9:29% m$35?

Graf 3: Procentualni zastoupeni genotypl v potomstvu stromu P
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4.2.2.5.2 Cetnost S alel v potomstvech

Salely jsou vpotomstvu stromu S pfitomny tfi (Ss, S; a S,), prvni dvé jsou
pravdépodobné predevsim produktem samoopyleni, jen v malé mire je zde jako otcovska
alela zastoupena alela S,, ktera je plivodem ze stromu P. Jejich frekvence jsou znazornény
v grafu 1. V grafech 2 a 3 je znazornéno zastoupeni S alel u potomstev strom( M a P, kde je
zfetelné vidét i vétsi pocet pfitomnych S alel (6 v potomstvu stromu M, resp. 7 v potomstvu

stromu P).

Lsa

|
{32;33% Hs3

MSn

Graf 4: Procentualni zastoupeni S alel v potomstvu stromu S

1;4%

Ls4
sl

10;40%

43
i Sn
Es12
L1Ss16

Graf 5: Procentualni zastoupeni S alel v potomstvu stromu M

1;2%
2%
o g i ol

sS4
M Sn
20;33%

s3
ES12
L1516
s1

E@s14

Graf 6: Procentualni zastoupeni S alel v potomstvu stromu P
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4.2.2.6 Statistické vyhodnoceni frekvence S alel v subpopulacich

Pozorovand cetnost vSech Salel vpotomstvech sledovanych stromd je souhrnné
uvedena v tabulce 9. V tabulce 10 je pak uvedena vypocitana ¢etnost o¢ekdvana pro xz (chi-

kvadrat) test.

S1 S3 sS4 Sn S12 S14 S16
S 0 32 57 9 0 0 0
M 5 4 10 3 2 0 1
P 1 13 20 18 5 1 2

Tabulka 9: Pozorovana cetnost S alel v potomstvech

s1 s3 s4 Sn s12 S14 S16
S 3,213 26,240 46,590 16,066 3,749 0,536 1,607
M 0,820 6,694 11,885 4,098 0,956 0,137 0,410
P 1,967 16,066 28,525 9,836 2,295 0,328 0,984
x? 56,924
p - value 0,0000000816

Tabulka 10: O¢ekavana cetnost S alel v potomstvech, xz ap-value

Kritickd hodnota pfi stupni volnosti 12 a na hladiné vyznamnosti 0,05 je 21,03. Hodnota
xz je pro dané subpopulace 56,924, je tedy vyrazné vyssi nez kriticka hodnota, zaroven p-
value 0,0000000816 < 0,05. MlZzeme tedy zamitnout nulovou hypotézu shodnosti frekvenci

alel a predpokladat zavislost poc¢tu haplotyp( na materské rostliné.

Dale byla v subpopulacich vyhodnocena (tab. 11) heterozygotnost pozorovana (Ho) a
heterozygotnost ocekdvana (Hg) (Nei a Li, 1979) a také polymorfni informacéni obsah

(Polymorfism Information Content — PIC) (Botstein et al., 1980).
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heterozygotnost pozorovana (HO) heterozygotnost ocekavana (HE) PIC

S 0,67 0,55 0,467
M 0,85 0,75 0,7186
P 1,00 0,74 0,7002
2
X 0,131
p - value 0,99795

Tabulka 11: Hodnoty Hg He a PIC

Hodnota xz je pro Ho a He vdanych potomstvech 0,131 a je tedy mensi nez kriticka
hodnota 5,99 pfi stupni volnosti 2 a hladiné vyznamnosti 0,05. P-value 0,998 > 0,05 téz

potvrzuje platnost nulové hypotézy a tedy nezdvislosti heterozygotnosti ocekdvané a
pozorované.

Vysledky této analyzy koresponduji s predpoklady opylovaci dynamiky u samosprasnych

i cizosprasnych kultivar( a jsou podrobné diskutovany v nasledujici kapitole.
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5 Diskuse

Pfesna znalost opylovacich pomérl u samosprasnych odrid, tedy znalost podilu
samospraseni a cizospraseni, mize byt vyznamny faktorem pti designu produkénich i
semennych sad(l. Stejné tak je klicovad znalost principl autoinkompatibility a zarazeni
jednotlivych autoinkompatibilnich kultivard druhu Prunus avium L. do tzv. Sl skupin (SIG, IG —
self-incompatible groups), jak je prehledné prezentuje napt. Schuster (2012). S postupuijici
dobou pribyva nové popsanych haplotypd, nové vyslechténych odrid a pribyvaji i nové Sl
skupiny. Stejné tak pribyvaji i nové samosprasné odruidy, které jsou vitanym zjednodusenim

pfi navrhovani zminénych sadu.

Tato prace se zabyvala opylovacimi poméry u samosprasné odrldy Stella, potazmo i
volnym opylenim dalSich stromi v tésné blizkosti tohoto autokompatibilniho jedince. Byla
metodicky feSena s vyuZitim standardnich ndstrojl, pouzivanych v poslednich letech
vyzkumnymi pracovisti na celém svété (Winsch a Hormaza, 2004a, 2004b; Marchese et al.,
2007; Vaughan et al., 2008; Cachi a Winsch, 2011; Lisek et al., 2015; Sharma et al. 2016,
2017).

Analyza DNA u stromu S potvrdila, Ze se jedna o samosprasnou odridu (S3Ss, resp. S3S4°).
Strom S také vykazoval nejvétsi homogenitu potomstva. Mala pestrost alel (pouze 3) a jejich
frekvence v potomstvu (S4 — 58 %, S3 - 33 %, S, — 9 %) také poukazuje na samosprasnost.
Stejné tak statistické vysledky — hodnota PIC (Polymorfism Information Content) 0,467 znaci
u kodominantnich alel nizsi miru polymorfismu (Chesnokov a Artemyeva, 2015). Také
vypocet hodnoty heterozygotnosti ocekavané (0,55) s porovnanim s heterozygotnosti

pozorovanou (0,67) vypovida o samosprasnosti odrtdy.

Na tomto misté je ovSsem nezbytné si uvédomit, Zze hodnota Hg je konstruovana pro
vypocet ocekdvané heterozygotnosti v panmiktické populaci dle Hardy — Weinbergova
zakona, kde jednou z podminek jeho platnosti je nepfitomnost mutaci. V pripadé druhu,
ktery je pfi nepfitomnosti mutaci striktné cizosprasny (heterozygotnost pozorovana je tedy
vyhodnocovdni parametrl Hg a Ho vidy brat do Uvahy. Proto je moZno pfitomnost 33 %

homozygotl v potomstvu stromu S povaZovat za potvrzeni jeho autokompatibility.
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DalSim zajimavym zjisténim, vychdazejicim z analyzy genotypl potomstva stromu S, je
mira samoopyleni. 82 % potomkd mélo genotyp S3S4 nebo homozygotni genotyp S4S4, které
pochazely ze samoopyleni. Jen 18 % plodl pochazelo z opyleni pylem z jiného stromu, ve
vSech ptipadech, vzhledem k pfitomnosti alely S, ze stromu P (,,ptacnice”). Teoreticky by téz
otcovska alela S4 mohla pochazet ze stromu M, ale, jak je podrobnéji diskutovano déle, tato

alela je pravdépodobné nemutovana a nemiZe tak stat v roli opylovace.

Tyto vysledky ve srovndni s ostatnimi testovanymi potomstvy poukazuji na vysokou miru
samoopyleni u autokompatibilni odrlidy. 82 % procent potomk( pochazejicich ze
samoopyleni je pomérné vysoka hodnota, napt. Granger (1997) popsal u odrlidy Stella miru
samoopyleni pouze 30 %. Priciny takto vysoké miry samoopyleni mohou byt rdzné,
nejpravdépodobnéjsi jsou zfejmé mistni podminky — vzdalenost moznych dalSich opylovacq,
jejich genotypova sestava, ale tfeba i klimatické podminky (smér prevladajicich vétra, které
do jisté miry pomdhaji ¢i naopak znesnadnuji véeldm a jinym vektorim pylu jejich dlohu).
V tomto pfipadé byl v tésné blizkosti (cca 7 m) pouze jeden mozny opylovac (strom P), jeho
alela S, se v potomstvu stromu S objevila devétkrat, a ve vzdalenosti pfes 20 m druhy (strom
Z), u kterého vsak jako otcovska prichdzela v ivahu pouze jedna alela z jeho genotypu (S;).
Strom M s genotypem S3S,4 (vzdaleny cca 12 m) jako opylovac pravdépodobné nemohl byt
funkcni, nebot jeho S4 alela zfejmé neni mutovana S;’, jak je tomu v pripadé Stelly a neni s ni
tedy kompatibilni. Dalsi z alel nezndmého plvodu, které byly vtomto experimentu

identifikovany (S12, S14 a S16), se v potomstvu stromu S neuplatnily.

Analyza DNA urcila genotyp stromu M jako S3S4. Jedna se tedy bud také o samosprasnou
odriddu nebo o néktery z kultivarG SI skupiny Il s genotypem SsS; kde alela S; neni
mutovand. ProtoZe tento typ analyzy neni schopen odlisit, zda je v haplotypu S; pfitomen
gen normalni nebo zmutovany, nelze ani s jistotou potvrdit, zda se jednd o alelu S4 nebo S;” a
tedy o samosprasny nebo cizosprasny kultivar. Vzhledem ke stati stromu (minimalné 30 let)
by se mohlo v pfipadé samosprasné odridy jednat také o Stellu, nebo v pripadé cizosprasné
odrldy by pfichazel v uvahu kultivar Napoleonova. Pfesnéjsi rozliseni by bylo mozné bud na
zakladé fenotypovych charakteristik, nebo samoziejmé nejpresnéji za pomoci analytickych
metod, které mohou identifikovat a rozlisit jednotlivé alely. Ushijima et al. (2004) pouzili k

popsani alel S5 a S;4” metodu shotgun sekvenovani, lkeda et al. (2004b) vyuzili nested PCR.
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Potomstvo stromu M vykazovalo vyrazné vyssi heterogenitu, co se tyce vyskytu jednak
genotypl v potomstvu (7, resp. 8 genotypU, u jednoho z nich nebyla identifikovana materska
alela), jednak vyskytu S alel (6 S alel — v poradi ¢etnosti S4 [40 %], S1[20 %], S3[16 %], S, [12
%], S12 [8 %], Si6 [4 %]). Hodnota PIC 0,7186 znaci vysokou miru genetické diverzity, také
nejvyssi zjisténé hodnoty He a Hg (0,75, resp. 0,85) naznacuji, Zze matersky strom M je kultivar
cizosprasny. V potomstvu byl zaznamendn vyskyt pouze dvou homozygotl S;S4, presnéji
pravdépodobné S;S4°, které zifejmé nepochdzeji ze samoopyleni a donorem pylu s alelou S, je

zfejmé strom S, nachdzejici se cca 12 m severnim smérem.

Také absence genotypu S3S; v potomstvu a jiz zminéna vyrazné vyssi variabilita
genotypl a pfitomnych S alel v porovnani s potomstvem stromu S mlze napovidat potiebu
cizospraseni a Ze se tedy v pripadé stromu M nejedna o kultivar Stella, ale spiSe o néktery
z kultivarG SI skupiny 1l s genotypem S3S; kde alela S; neni mutovana. Vysledky analyzy
potomstva tedy také ukazuji spiSe na oblibenou a dfive béiné na trhu dostupnou a
péstovanou odridu Napoleonova, jak jiz byla zminéna vyse. Vzhledem k nizkému poctu
uspésné amplifikovanych vzorkl tohoto potomstva, a tedy statistické neprlikaznosti, jde vsak
pouze o odhad, ktery by mohl byt potvrzen pouze detailnimi analyzami DNA matefského

stromu.

Genotyp stromu P neodpovidal Zadné ze zndmych odrid, jednd se tedy skutecné o
nahodny semenac, nikoliv napf. o korenovy vymladek nékterého z okolnich strom(. Kapilarni
elektroforézou byl prokazan haplotyp Ss; a ddle haplotyp, jehoZ profil neodpovidal Zddnému
dosud znamému (v této préci je oznaCovany jako S,). Stejny haplotyp popsali Sharma et al.
(2017) ve studii, zabyvajici se genotypovou diverzitou u plané rostoucich tie$ni v Ceské
republice. Jimi popsany haplotyp byl nalezen v lokalité Doupovskych hor, testovany jedinec,
jehoi stafi je priblizné 15 let, se nachazi vokrese Praha — Zapad, vobci Cernosice —

Mokropsy, tedy v jiné geografické lokalité, byt stale v ramci Ceské republiky.

V potomstvu stromu P byla vysokda genotypova heterogenita ocekavana vzhledem
k pfirozené autoinkompatibilité studovaného druhu. Hodnota PIC (0,7002) a hodnoty Hg a Ho
(0,74, resp. 1,0) toto ocekdvani potvrdily. Zde je namisté pfipomenout, Ze hodnota Hg je
samoziejmé hodnotou teoretickou, a Ze realnou hodnotou vzhledem k cizosprasnosti jedince
je Ho, tedy heterozygotnost pozorovana. V potomstvu byla potvrzena pfitomnost 8, resp. 9

(jeden zgenotypl nebyl pIné identifikovan) genotypl. Pozoruhodna je pfitomnost
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matefského genotypu S35, u jednoho z testovanych plod(, s ohledem na to, Ze se vyskytl

pouze v jediném pripadé, jedna se pravdépodobné o chybu bud méfeni, nebo zapisu.

Vysokou variabilitu zaznamenaly i pfitomné S alely, v této subpopulaci se objevilo vSech
sedm, které byly vtomto experimentu identifikovany. Hojné se zde uplatnila otcovska alela
Ss4 (33 %), kterd mohla pochazet jak z autokompatibilni Stelly (strom S) nebo ze stromu M,
které jsou také oba nejblize. Z nejvzddlenéjsiho identifikovaného stromu Zse alela S;
uplatnila pouze ve 2 % (jediny vyskyt). Neni bez zajimavosti, Ze v8 % (5 vyskytl) zde byla
zastoupena alela Sy, jejiz plvod je neznamy a strom, ze kterého pochazela, se musel
nachdzet ve vyrazné vétsi vzdalenosti. Obdobné alela Si6, ktera byla identifikovdna ve 2
pripadech (4 %) a alela Si4 (jediny vyskyt v potomstvu stromu P i v celém experimentu).
Vyluéné materska alela S, byla zastoupena 30%, alela S3, kterd také pochdzi ze samiciho

determinantu, 22 %.

Haplotyp S, navic vykazal pomérné vysokou miru Uspésnosti jako opylovac, v potomstvu
autokompatibilni Stelly se vyskytoval jako jediny cizi opylova¢, budeme-li predpokladat, ze

nemutovana alela S4 stromu M se u ni nemohla uplatnit.

Analyza vzorku Z ukdzala genotypovou pfislusnost stromu do SI skupiny Il (S1S3). Pfesné
urceni odrady by bylo mozné blizsim studiem fenotypu, pro ucely této prace vsak presna
znalost odridy neni zcela podstatna. Vzhledem k tomu, Ze se jednd o starsi strom (cca 30
let), Ize predpokladat, Ze jde o nékterou v té dobé v tuzemsku dostupnou a béZznou odradu,

zejména pfipada v Uvahu KareSova, pfip. Troprichterova.

Haplotyp S; pochazejici ze stromu Z se jako opylovac uplatnil predevsim v potomstvu
stromu M (5 vyskyt(i, coZ predstavovalo 20 % pfitomnych alel). V potomstvu stromu P,

vzdaleném cca 20 m, byla tento haplotyp identifikovan pouze v jediném pripadé.

Potomstvo stromu Z nebylo predmétem tohoto experimentu, jeho plody nebyly

k dispozici.

Vysledky predstaveného experimentu tak prinesly nékolik zajimavych zjisténi. Vyskyt
nového haplotypu, ktery byl poprvé popsan v roce 2017 Sharmou et al. v severozapadnich
Cechéach, v oblasti jizné od Prahy. Sharma et al. ho popsali u dvou jedinc(i z 20 zkoumanych
v Doupovskych horach a jisté by mohlo byt uZitecné pokusit se zmapovat vyskyt tohoto

haplotypu i v regionu Dolni Berounka, popf. i v dalSich oblastech. Dalsim logickym krokem by

48



pak mélo byt i pfesné popsani jeho genetické struktury za pomoci mikrosatelitnich markerd
nebo jiz zminénych metod (lkeda et al, 2004b, Ushijima et al., 2004). Tento haplotyp by tak

mohl byt dobfe vyuzitelnym opylovacem.

Ve stejné studii Sharmy et al. (2017) je téZ popsan vyskyt haplotypu Si4, ktery
identifikovali ve 13 % ze 123 vzorkl, coZz predstavovalo nejvétsi frekvenci v nekulturnim
genofondu. V nasem experimentu byl zaznamenan v ojedinélém vyskytu. Tento haplotyp se
vyskytuje u kulturnich tfedni virdnu a vzacné v Evropé (Schuster, 2012). V genetickém
materidlu planych tfesni na nasem Uzemi je vSak zfejmé hojnéjsi a jeho mapovani by také
mohlo pfinést vysledky vyuZzitelné ve Slechtitelskych programech, zejména tfesni pro lesni
vysadby a rekultivace. Stejné jako haplotyp S, muize haplotyp Si4 fungovat jako spolehlivy

opylovac.

Mapovani a udrzovani genetické diverzity u planych tfesni by tak mohlo pfedstavovat

zajimavy ukol napt. v lesnictvi.

Ziskand data také potvrdila predpoklad vysoké miry samoopyleni u samosprasnych
odrld, prestoze existuji studie (Granger, 1997; Brandt et al., 1999) popisujici vyssi procento
(71 %) cizospraseni u samosprasnych kultivard (konkrétné u Stelly). Dalsim poznatkem
ziskanym v tomto experimentu je fakt, Ze samosprasné odridy mohou fungovat také jako
velice dobry univerzalni opylovac. Granger (2004) identifikoval Stellu jako opylovace u 8 z 11
zkoumanych odrtd (u dvou z nich dokonce jako opylova¢ 100%), v nasem experimentu byla
Stella pravdépodobné prevaZujicim opylovacem pro strom M (40% zastoupeni alely Sy, za
predpokladu, Ze by byla potvrzena cizosprasnost stromu M), u stromu P také prevazovala
alela S4, i kdyZz v tomto pripadé by pro jasné tvrzeni, Ze opylovatem byla Stella, byly nutné

dalsi analyzy odlisujicialely S4 a S;” v potomstvu stromu P.

Prestoze autokompatibilni odrlidy jsou schopny produkovat ovoce i bez opyleni dalSimi
odrtidami, nékteré studie potvrzuji, Ze lepsi vysledky sklizné Ize dosahnout, je-li v dosahu

samosprasné odrudy i dalsi opylovac (Granger, 1997; Choi a Andersen, 2001).

Pro praktické vyuziti samosprasnych odrld v sadovnictvi ¢i zahradkarstvi je vidy
zapotiebi brat zietel na Ucely a moznosti péstovani. Drobny zahradkar, nedisponujici mistem

pro vysadbu vice neZ jednoho stromu, mulZe v soucasné dobé vyuzit nabidky mnoha
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samosprasnych odr(id tfeSni a docka se solidni Urody. Pti rekonstrukcich starych sadd nebo
pfi zakladani novych produkénich sadd je dnes mozno vyuZzit veskerych poznatk(l o samo- i
cizosprasnych odradach, a s ohledem na mistni podminky je vhodné kombinovat. Vzdy je
samoziejmé nutné respektovat pozadavky jednotlivych kultivarl na pldu a klimatické
podminky, jejich fenotypové charakteristiky (velikost koruny, charakteristiky plodd se
zfetelem na vlastnosti senzorické, odolnost pfi skladovani ¢i transportu), vhodnost pouZiti
podnozi s ohledem na prostor (bujné ¢i malo rostouci), ranost sklizné i ranost kveteni.
Samosprasné kulturni odridy druhu Prunus avium L. maji a v budoucnosti budou mit
dllezité misto v portfoliu kultivar( tfesni, protoZze mohou znacné zjednodusit rozhodovani o

vybéru vhodnych odrid a tim byt i ekonomicky vyhodnéjsi.

Na druhou stranu je zapotfebi nezapominat na velice prospéSnou a potiebnou
biologickou a genetickou diverzitu u kteréhokoliv planého ¢i kulturniho druhu, potfebnou
z hlediska konkurenceschopnosti i z hlediska napf. odolnosti proti chorobdam ¢i Skidciim, a
nenechat rozhodovat pouze ekonomicka hlediska. Mapovani, udrzovani, a kde je to mozné i
rozSifovani genetické variability by mélo byt jednim ze zakladnich ukoll vyzkumnika. Pokud
se tyto cile dafi skloubit s pozadavky na efektivnost (zejména financni) komercéniho péstovani

jakychkoliv plodin, tim lépe.
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6 Zaver

. Prvnim cilem této diplomové prace bylo v dostupné literatufe zmapovat a popsat
princip autoinkompatibility u druhu Prunus avium L., popsat princip naruseni tohoto
mechanismu a popsat metody analyzy DNA, které umoznuji studium a identifikaci genotypt
potomstev i rodicovskych rostlin. Literatura na toto téma je pomérné rozsahla, dostupné
studie byly zmapovéany, presto je vtéto problematice stdle mnoho konkrétnich princip(

neobjasnénych. Stejné tak jsou stale nové identifikovany dalsi nezndmé alely S lokusu.

. Druhym cilem bylo experimentdlné ovéfit miru samoopyleni u autokompatibilni
odriidy Stella. Ztéto odridy a z nejblizSich okolnich strom( cizosprasnych odrid byly
odebrany vzorky nezralych plod(, z embryi byla izolovdna DNA a analyzovdna markery, které
identifikuji genotypovou konstituci S lokusu. Ddle byly z téchto odebrany pupeny, z nichz
byla rovnéz izolovana DNA, a byly identifikovany jejich genotypy k uréeni paternity. Ziskané

vysledky byly zaznamendny a statisticky vyhodnoceny. Cil prace byl spinén.

° Vysledky po statistickém vyhodnoceni potvrdily vyslovenou hypotézu, kterd
predpokladala statisticky vyznamné vysokou miru samoopyleni u autokompatibilni odridy

Stella.
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