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Vyvoj nového molekularniho markerti vhodného pro
detekci enchanceru genu MdMYBA zodpovédného za
Cervenou barvu slupky jablek

Souhrn

Jabloné jsou nejdllezitéjSim ovocnym stromem mirného pasma. Plody jabloné
jsou zdrojem vitamind a antioxidantd a jsou soucdsti vyvaieného jidelnicku.
Slechtitelské cile zahrnuji nejen zlep$ovani odolnosti jabloni vii¢i $kiidctim, ale i zlepeni
barvy slupky ploda.

Schopnost jablek syntetizovat a kumulovat pigmenty je predevsim geneticky
fizena. Antokyany — pigmenty zpUsobujici ¢ervené zbarveni slupky, jsou vyznamnym
antioxidantem a jejich biosyntetickd draha je fizena genem pro transkripéni faktor
MdMYBA.

Exprese genu MdMYBA muze byt indukovana vlivem zafeni nebo nizké teploty.
V regulaci exprese MdMYBA se Ucastni také transponovatelny element redTE. Jeho
pritomnost v regulacni oblasti genu MdMYBA indukuje intenzivnéjsi ¢ervené zbarveni
slupky.

Marker Assisted Selection (MAS) je ndstroj pro urychleni Slechtitelského
procesu. MdMYBA a redTE jsou molekularni markery podle kterych je mozné hodnotit
budouci fenotyp slupky plodd v rannych vyvojovych stadiich jabloni.

Béhem reseni diplomové prace byly optimalizovany amplifikacni protokoly pro
oba markery. Rovnéz byly navrzeny nové primery pro presnéjsi identifikaci redTE ve
vybranych odrtdach.

Sekvenaéni analyzou byla potvrzena delece v genu MdMYBA, ktera je spojena se
Zlutym fenotypem slupky.

Sekvenacni analyza redTE potvrdila asociaci fragmentu o velikosti 288 bp
s Cervenym zbarvenim slupky.

Klicova slova: Jablon, Malus domestica, barva plod(, transkripcni faktor MdMYBA, red
enchancer, transpozon



Development of a new molecular marker suitable for
the detection of the enhancer of the MdMYBA gene
responsible for the red colour of apple skin

Summary

Apple trees are the most important fruit tree in the temperate zone. The fruits
of the apple tree are a source of vitamins and antioxidants and are part of a balanced
diet. Breeding targets include not only improving the resistance of apple trees to pests,
but also improving the colouration of the skin of the fruit.

The ability of apples to synthesize and accumulate pigments is mainly genetically
controlled. Anthocyanins, the pigments that cause the red colouration of the skin, are
an important antioxidant and their biosynthetic pathway is controlled by the gene for
transcription factor MdMYBA.

Expression of the MdAMYBA gene can be induced by radiation or low
temperature. Transposable element redTE is also involved in the regulation of MdMYBA
expression. Its presence in the regulatory region of the MdMYBA gene induces a more
intense red colouration of the skin.

Marker Assisted Selection (MAS) is a tool to accelerate breeding process.
MdMYBA and redTE are the molecular markers which allow assessing the future
phenotype of the fruit skin in early developmental stages of apple trees.

During the work on this master thesis, the amplification protocols were
optimized for both markers. Also, new primers were designed for more accurate
identification of redTE in selected cultivars.

A deletion in the MdMYBA gene was confirmed by sequence analysis, which is
associated with a yellow skin phenotype.

Sequence analysis of redTE confirmed the association of a 288 bp fragment with
red skin colouration.

Keywords: Apple, Malus domestica, fruit colour, transcriptional
factor MdMYBA, red enchancer, transposon
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1.Uvod

Jablka jsou celosvétové hojné konzumovanym ovocem, které je dulezitou
soucasti pestré stravy. Barva slupky jablek je klicovym aspektem spotrebitelskych
preferenci a nakupnich rozhodnuti, ktery si spotfebitelé spojuji s uréitymi chutémi a
texturami. Barva slupky jablek je dana akumulaci pigment(, které jsou syntetizovany
biosyntetickou kaskadou zahrnujici rGzné enzymy a regulacni geny a epigenetickou
cestou zahrnujici vliv vnéjsiho prostredi (slunecni zareni, teplota). Vzhledem k tomu, Ze
Cervend jablka jsou castéji asociovana se sladsSi chuti a Stavnatéjsi duzninou, jsou
cervené kultivary u spotrebitelt populdrnéjsi.

Jabloné jsou viceleté stromy s dlouhym juvenilnim vyvojem, ve kterém neni
mozné hodnotit zdkladni hospodarské znaky. Pouziti genetickych molekularnich
markerd, které by jednoznacné identifikovaly Zadouci fenotypy v rannych vyvojovych
stadiich jabloni, by mohlo zna¢né urychlit proces selekce zZaddouciho fenotypu a snizit
naklady na sSlechténi. Markerem urcitého fenotypového projevu mize byt jeden klicovy
gen asociovany s fenotypem, ale také i elementy genomu, jako napfiklad
transponovatelné elementy (TE). Identifikace TE a jejich asociace s fenotypovym
projevem je dalSim uziteénym nastrojem pro efektivné;jsi Slechténi.
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2.1 Védecké hypotézy, ze kterych vychazi feSeni diplomové prace

Tato diplomova prace je zaloZena na tfech védeckych hypotézach, které se

tykaji mechanismu regulace syntézy pigmentu ve slupce jablek na genové Urovni.

Redeni dané diplomové prace vychazi z nasledujicich védeckych hypotéz:

K syntéze Cervenych pigment( ve slupce plod( jabloni dochazi tehdy,
pokud v genu pro transkrip¢ni faktor MdMYBA nedochazi k mutaci (Ban
et al. 2007).

Intenzita cerveného zbarveni slupky je ovlivnéna pritomnosti
retrotranspozonové inzerce s enchancerovou aktivitou redTE (Zhang et
al. 2019).

Neschopnost syntetizovat cervené pigmenty nemusi byt u vSech
Zlutoplodych odrlid zplsobena deleci v genu pro transkrip¢ni faktor
MdMYBA nebo absenci redTE. Tato skute¢nost se mlze tykat novych
odr(id vzniklych spontannimi mutacemi v kultivaru s ptivodni ¢ervenou
barvou slupky ploda.

2.2 Konkrétni cile pro reseni diplomové prace

Konkrétni cile pro feSeni diplomové prace je mozno shrnout do nasledujicich bod(:

i.  Optimalizovat amplifikacni protokoly pro PCR markery pro detekce alelickych

variant genu MdMYBA a enchanceru redTE.

ii.  Provést sekvenacni analyzu genu MdMYBA u vybranych cervenoplodych a

Zlutoplodych odrud.

iii.  Provést sekvenacni analyzu retrotranspozonového elementu redTE u vybranych

cervenoplodych a Zlutoplodych odrtd.

iv.  Navrhnout novy PCR marker, ktery by umoZnoval detekci neporuseného

enchanceru redTE na zakladé délkového polymorfismu a rozliseni alelickych

sestav.
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3. Literarni prehled

3.1 Obecna charakteristika jabloni

Rie: rostliny (Plantae)

PodfiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)

Rad: rGizokvété (Rosales)

Celed: rdzovité (Rosaceae)

Podceled: jablonovité (Maloideae)

Rod: jablon (Malus)

Jabloné jsou stromy nebo kefe s opadavymi listy. Listy jsou celistvé nebo
lalo¢naté s vyrazné pilovitym okrajem a palisty. Kvéty jabloné jsou bilé az karminové
Cervené se Zzlutymi prasniky, 5 cm Siroké s péti korunnimi listky. Plodem je malvice
(jablko), se stavnatou duzninou a drobnymi semeny. Tvar plodu a zbarveni duZniny a
slupky se lisi podle odrady. Jabloné jsou cizosprasné stromy (Praciak, 2022).

Plody jabloné jsou zdrojem vlakniny, energie v podobé cukru (sachardza,
fruktodza, glukdza), vitamind a minerdld (K, Fe, Mg, Ca, P a Na). Jedna porce jablka (200
g) obsahuje do 10% denni normy vitaminu C (kyselin askorbové), ktery je kvalitnim
antioxidantem, v lidském organismu ma predevsim role ve vstfebavani Zeleza a podpory
syntézy kolagenu, v rostlinach se podili na regulace fotosyntézy (Boyer, 2004). Dalsi
antioxidacni latky jsou antokyany, které nejen priddvaji zbarveni slupce a duziné, ale
priznivé ovliviuji zazivani a schopnost vazat tézké kovy (Pehlivan, 2017).

3.2 Systematické zarazeni jabloni

Pfesné botanické zarazeni jabloné neni jednotné, vzhledem ke znaénému
polymorfismu a hybridnimu charakteru druhu. ZjednoduSeny systém uvedeny
Dvorakem et al. (1976), ¢leni jabloné do dvou sekci, do kterych je zahrnovano 30 druhu
jabloni.

Sekce Cylcomeles — jabloné s kalichem neopadavym.

podsekce Eumalus —jabloné pravé (Malus sylvestris Mill., Malus pumila Mill., Malus
sieversii M. Roem)

podsekce Prunifoliae — jabloné slivolisté (Malus prunifolia Borkh., Malus
micromalus Makino)
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podsekce Chloromeles — jabloné zelenoplodé (Malus coronaria Mill., Malus ionensis
Britt.)

podsekce Eriomeles — jabloné se sklerenchymatickymi burikami (Malus formosana
Kawak et Koidz., Malus Prattii Schneid)

Sekce Gymnomeles — jabloné s kalichem opadavym.

podsekce Baccatae — jabloné drobnoplodé drobnoplodé (Malus baccata Borkh.,
Malus floribunda Sieb.)

podsekce Prunifoliae — jabloné jerabovité (Malus sargentii Rehd., Malus fusca
Schneid)

Aktudlné péstované odrlidy jabloné se fadi do hybridniho druhu Malus x
domestica Borkh (jablori domdci). Druhy Malus prunifolia Borkh a Malus floribunda Sieb,
jsou vyuZivané pfi Slechténi mrazuvzdornych a rezistentnich odrtd (Hri¢ovsky et al.
1990).

3.3 Plvod a historie péstovani jabloni

Analyza genetické struktury a mikrosatelitd odhalila, Ze hlavnim predkem
M.domestica byla jablon M.sieversii plvodem ze Stiedni Asie (Velasco, 2010). Pozdéji,
kdyzZ se jabloné Sifily na zdpad podél Velké hedvabné stezky, se ktizily s mistnimi druhy
v rlznych regionech: na Sibifi s M.baccata, na Kavkaze s M.orientalis a v Evropé s
M.sylvestris. Tou samou Hedvabnou stezkou se jablka dostala ke starym Rimanim a
Rekdim. Tam se jablka $itila po cele Evropé roubovanim. Archeologické nalezy dokladaji
o konzumaci jablek v oblasti dnesniho Svycarska od roku 6500 pF. n. I. (Korban, 2021;

Anderson, 2019).

Béhem vlady Karla V. se jabloné rozsifily v ceskych zemich a péstovaly se
v klasternich zahraddch. Na pfelomu 18. a 19. stoleti v Podébradech vznikla prvni
kolekce 260 odrlid ziskanych pomoci mistnich ovocnarl a z ciziny.

V roce 1830 byla zaloZena Ceska Pomologickd spole¢nost, kterd se zabyvala
popisem, $lechté&nim a udrzbou odrid. Ukolem spole&nosti bylo taky i rozsifeni ¢eskych
odrld po Evropé a propagace ovocnarské kultury (Dvordk, 1976).

3.3.1 Soucasna situace péstovani jabloné v Ceské republice

Jablon& v Ceské republice jsou nejduleZitéjsi ovocnou komoditou. Celkova
vyméra ovocnych sadu v CR v roce 2022 &inila 15 419 ha, z toho 11 437 ha produkénich
sad(. Cesky statisticky Ufad zaznamenava meziroéni pokles vymér. Jabloriové produkéni
sady, kde se p&stuji konzumni plody, v CR ¢&ini 6 348 ha (z toho 833 ha patii k produkénim
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sadlim v ekologickém rezimu), v poslednich letech je klesajici tendence péstebnich
plochdch. Necelych 51 % ploch jablonovych sadl spada do prestarlych. Zajem o vysadbu
jabloni se snizuje, ackoli dochazi k narlistu produkce jabloriovych podnozi. Z odrlid jsou
nejvice zastoupeny zimni Golden Delicious, Idared, Sampién, Jonagold, Rubin, Gala,
Topaz, z toho Golden Delicious a Idared jsou na seznamu povolenych odrid k vysadbé
v integrovaném zemédélstvi. ZvySuje se poptavka o rezistentni odridy (Némcova a
Buchtova, 2022).

Nepfiznivé pocasi a nadpriimérné srazky v sezoné 2021/2022 zkomplikovaly
sklizent jadrovin a Skolkafskych vypéstkd. Dlouhotrvajici jarni mrazy poskodily kvéty
jabloné a privedly k propadiim a deformacim plodd (Némcova a Buchtova, 2022).

Rentabilita jablek je pfimo umérna k rentabilité celého ovocnarstvi. Celkova
uroda jablek v Ceské republice v roce 2021 dosahla 297.4 tis. t. Podil jablek na celkové
produkci ovoce v roce 2021 Cinil 82 %, na tribach ovocnarskych podnikd 74 %, ackoli
dlouhodobd zaporna obchodni 13bilance se prohlubuje. Ztrata obchodnich trhi ve
skladovaci sezéné 2021/2022 zpUsobila pokles cen jablek ve stfedni a vychodni Evropé.
Navic doslo k poklesu poptavky, vzhledem k rostoucim cendm na vSechny potraviny.
Trend poklesu cen a sniZeni poptdvky se drzel po celé dobé skladovaci sezény. Ztrata
exportniho potencidlu je problémem pro péstitele jablek po celé EU. V marketingovém
roce 2021/2022 v CR se celkem prodalo 109,2 tis. t, z toho tuzemska konzumace jablek
¢inila 51,6 tis. t. Roste také poptavka po klasickém jable¢ném koncentratu (Némcové a
Buchtova, 2022).

3.4 Prirodni podminky péstovani jabloni

Jablon je ovocna plodina mirného pasma. Primérna letni teplota by se méla v
obdobi aktivniho rlstu pohybovat kolem 21-24 °C. Jablonim se nejlépe dafi v oblastech,
kde maji stromy v zimé nepretrzity odpocinek a dostatek slunec¢niho svitu pro dobry
vyvoj barvy. Lze je péstovat v nadmorské vysce 1500-2700 m n. m. Pro optimalni rGst a
plodnost jabloni jsou nejpfiznivéjsi dobfe rozlozené srazky v rozmezi 1000-1250 mm
béhem celého vegetaCniho obdobi. Jabloni nejlépe rostou na dobfe propustnych,
hlinitych ptdach o hloubce 45 cm a pH v rozmezi 5,5-6,5. Pida by méla byt bez tvrdych
substratld bez zamokieni. Je tfeba se vyhnout pldam s tézkym jilovitym nebo
kompaktnim podloZzim (Musacchi & Serra, 2018).
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3.5 Pomologie vybranych odrud jabloni

V této kapitole je uveden pomologicky popis odrid jabloni z hlediska barvy
slupky pouzitych pfi reSeni této diplomové prace.

‘Angold‘ (kFizenec odrid ‘Antonovka‘ x ‘Golden Delicious’). Zlutozelend slupka
se s jemnym &ervenym pdskovanym lickem. Cervené zbarveni je vyraznéj$i na strané

vystavené slunecnému zareni (Hricovsky et al. 2000).

‘Bohemia‘ (pupenovd mutace odridy ‘Rubin‘). Od plvodni odriady se lisi
vyraznéjsi cervenou celoplo$nou barvou (Hricovsky et al. 2000).

‘Braeburn’ (ndhodny semendc¢ ze Nového Zelandu). Zaklad slupky je zeleny
s tmavé oranZovym prekrytim (Hricovsky et al. 2000).

‘Discovery’ (Semenac odridy ‘Worcesterska parména’). Zaklad krémové Zluty
s rozmytym jasno ¢ervenym lickem (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Fuji (krizenec odrtd ‘Ralls Janet’ x ‘Golden Delicious’). Zakladni barva slupky je
zelenozluta. Zraly plod je prekryty bledym ¢ervenym lickem (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Gala‘ (Kfizenec odrld ‘Kidd’s Orange’ x ‘Golden Delicious’). Slupka ma Zluty
zaklad s ¢ervenym paskovanym pfrikrytim (Hricovsky et al. 2000).

‘Gloser’ (Ktizenec odrid ‘Zvonkove’ x ‘Richard Delicious’). ZelenoZluta slupka,
prekryta tmavé fialovou barvou skoro po celém povrchu (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Golden Delicious’ (Nahodily semendc). Zaklad je zelenoZluty, velmi zfidka ma
rizové licko (Hricovsky et al. 2000).

‘Idared’ (KfiZenec odriid “Wagenerovo’ x ‘Jonathan’). Zakladni barva slupky je
Zlutozelend, kryci barva — karminové Cervena (Hricovsky et al. 2000).

‘Jarka‘ (Kfizenec odrlid ‘Golden Delicious’ x ‘Lord Lambourne‘). Zakladni barva
slupky je Zluta, prekryta cervenym paskovanym (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Jonagold’ (Kfizenec odrid ‘Golden Delicious’ x ‘Jonathan’). Zelenozluta zakladni
barva slupky, prekryta ¢ervenou kryci (Hri¢ovsky et al. 2000).
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‘Julie’ (Kfizenec odrid ‘Quinte’ x ‘Discovery’). Zakladni svétlo zelena barva slupky
prekryta intenzivni cervenou barvou (Hricovsky et al. 2000).

‘Karmina‘ (Kfizenec odrid ‘Lord Lambourne’ x ‘Linda‘). ZelenoZlutd slupka,
prekryta rozmytou karminovou barvou ve formé mramorovani (Hricovsky et al. 2000).

‘Melodie’ (Kfizenec odrid ‘Sampion x ‘OR38 T16‘ (nese gen mf vii&i strupovitosti
jabloni). Slupka zakladné je Zluta, prekryta intenzivni cervenou barvou (Hri¢ovsky et al.
2000).

‘Melrose’ (Kfizenec odrud ‘Jonathan x ‘Red Delicious’). Zakladni barva slupky je
Zlutozelena, krytd hnédocervenou (Hricovsky et al. 2000).

‘Ontario’ (kfizenec odrlid ‘Wagenerovo’ x ‘Northen Spy‘). Slupka s dozravanim
plodu méni barvu ze zelené na sldmovou az Zlutou. Na strané vystavené slunci vznika
karminové Cervené rozmyti licku (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Otava’ (Kfizenec odrdd ‘Sampion‘ x ‘Jolana‘). Zakladni barva Zlutozelena,
prekryta oranzovou (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Rosana‘ (Kfizenec odrid ‘Jolana‘ x ‘Lord Lambourne‘). Zakladni zelenozZluta
barva, s prekryta ¢erveném mramorovym lickem (Hri¢ovsky et al. 2000).

‘Rubinola’ (Kfizenec odrad ‘Prima‘ x ‘Rubin‘). Zakladni barva slupky je Zluta,
prekryta Sirokymi cervenym paskami. Vyraznéjsi cervené zbarveni na plodu vystavenych
intenzivnimu zareni (Hricovsky et al. 2000).

‘Rubin’ (Kfizenec odrld ‘Lord Lambourne’ x ‘Coxova raneta‘). Zakladni barva
slupky je zelenozluta, na slunecné strané je Cervené licko (ve pfiznivych rocich cely plod
je ¢erveny) (Hricovsky et al. 2000).

‘Selena’ (Kfizenec odrid ‘Britemac’ x ‘Prima‘, s naslednou selekci hybridniho
osiva). Zakladni barva slupky je zelenozlutd, kryci — oranZzova, na slunecné strané jasné
Cervené licko (Hricovsky et al. 2000).

‘Sampion’ (Kfizenec odrid ‘Golden Delicious’ x ‘Coxova raneta‘). ZelenoZlutd

zakladni barva, s oranzovym pdskovanym lickem s vyraznymi lenticelami (Hri¢ovsky et
al. 2000).
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‘Topaz’ (Kfizenec odrdd ‘Rubin’ x ‘Vanda‘). Zakladni barva slupky je Zlut3,
prekryta tmavé oranZzovym paskovanym az mramorovanym (Hricovsky et al. 2000).

‘Vanda“ (Kfizenec odrid ‘Jolana’ x ‘Lord Lambourne’ a naslednou selekci).
Zelenozluta zakladni barva, prekryta cervenym mramorovanym (Hricovsky et al. 2000).

‘Spartan’ (Kfizenec odrdd ‘McIntosh’ x ‘Yellow Newton Pippin‘). Zakladni barva
zelenozluta, pozdéji Zlutd. Kryci barva je tmavé ¢ervena (Kutina et al. 1991).

Odrddy predstavené na webovych strankach VSUO Holovousy s.r.o., Sempra
Praha a.s. a Databaze odr(id ovocnych drevin.

‘Braeburn’ ('Lady Hamilton” x ‘neznamy’. Nékteré zdroje uvadi Coxovu renetu,
a Granny Smith). Zeleny zdklad slupky, prekryty jasné cervenou barvou (Sempra.cz,
jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Bohemia Gold‘ (pupenova mutace odridy ‘Bohemia‘). ZelenoZluta slupka bez rzivosti
(vySlechténa v Pénciné Josefem Thofem) (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Clijo’ (KFizenec odrad ‘Clivia‘ x ‘Jonalicious’). Zakladni barva zelenozluta, kryci —
cervena, s celoploSnym Zihanim (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Jonathan’ (Semendc¢ odrady 'Esopus Spitzenburg'). Zakladni barva slupky je
zelenavé Zluta, pozdéji Zluta. Kryci barva je oranzové ¢ervena s nepravidelnym Zihdnim
(Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Klara“ (Kfizenec odr(id ‘Hvézdnatd“ x ‘Hajkova reneta‘’). Zakladni barva je
slamové Zlutd, kryci — jasné cervena, rozmytd na vetSi ¢asti plodu (Sempra.cz,

jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Kordona’ (Kfizenec odrld ‘McIntosh Wijcik’ x ‘Florina‘). Zakladni barva slupky
zelenozluta, kryci — ¢ervené licko. (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Meteor’ (Kfizenec odrid ‘Megumi‘ x ‘Melrose’). Jasne purpurové cervena
slupka. (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Miodar’ (Kfizenec odrdd ‘Mio’ x ‘Quinte’). Bélavé zelena zdakladni barva
s rozmytym rQZovym lickem (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).
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‘Orion’ (‘Golden Delicious’ x ‘Otava’‘). Zelenozlutd s nevyraznym oranZovym
lickem. (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Primadela’ (Kfizenec odrlid ‘Primula‘ x selekce z potomstva odrid ‘Starkrimson
Delicious’ x ‘Zvonkové‘). ZelenozZluty zaklad, kryci barva ¢ervena se Zzihdnim (Sempra.cz).

‘Produkta’ (Kfizenec odrlid ‘Antonovka’ x ‘Goldspur’). Zakladni zelenoZluta, ve
zralosti svétlé Zlutd slupka (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Rezista’ (Kfizenec ‘Prima‘ x ‘NJ 56°). Zakladni barva slupky je Zluta, licko bud
chybi nebo jen slabé svétlé oranzové (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz)

‘Rubens’ (KFizenec odriid ‘Elstar’ x ‘Gala‘). Zluty zéklad, oranZové prekryti
(Sempra.cz, jirivyslouzil.cz)

‘Rubimeg’ (Kfizenec odrid ‘Megumi’ x ‘Rubin‘). Bélavé zelena zakladni barva
s celoploSnym cerveném Zihanim (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Rucla’ (Kfizenec odrtd ‘Clivia‘ x ‘Rubin‘). Zakladni barva slupky je zelenozluta s
kryci purpurovou barvou (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).

‘Vysocina’ (Kfizenec hybridu HL75-26-8 s mutantem ‘Mclintosh’). Bélavé zeleny
zaklad, purpurové celoplo$né kryci Zihani (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz)

‘Zuzana’ (Kfizenec odrid ‘Zvonkové’ x ‘James Grieve‘). Zakladni barva zelenavé

Zlutd az Zlutd, s oraniové cervenou az karminovou kryci barvou, ve formé Zihani a
mramorovani (Sempra.cz, jirivyslouzil.cz, vsuo.cz).
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Obrdzek 2: Odrida ‘Zuzana’ (Zdroj: https://www.zahradnictvi-flos.cz)
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Obrdzek 4: Odrida ‘Rezista’ (Zdroj: https://www.zahradnictvi-flos.cz)
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Obrdzek 5: Odruda ‘Golden Delicious’ (Zdroj: https://www.zahradnictvi-flos.cz)

Obrdzek 5: Odrida ‘Bohemia Gold’ (Zdroj: https://www.zahradnictvi-flos.cz)
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3.6 Slechténi jabloni

Slechténi jabloni je zamé&tené predeviim na resistenci v(i¢i chorobdm jako je
padli jablonové (pUvodce Podosphaera leucotricha), strupovitost jabloni (plvodce
Venturia inaequalis) a spala razovitych (plvodce Erwinia amylovora), které maji znaény
vliv na hospoddarsky vynos (Kellerhals et al. 2008).

Mezi dalsi Slechtitelské patfi:

i.  Odolnost vici biotickym a abiotickym faktoriim
ii.  ZlepSenijakosti plodu (struktura duzniny, kyselost a sladkost chuté, Stavnatost)
iii.  Zvyseni plodnosti
iv.  Slechténi novych atraktivnich fenotyp(i plodu (zbarveni slupky a duzniny,
velikost a tvar malvice)
v.  Trvanlivost a delsi skladovatelnost plodu

Existuje nékolik metod vyuZivanych v procesu Slechténi jabloni (Kellerhals et al. 2008):

i.  Selekce jabloni z volného kfizeni: vyuziva cizosprasnost jabloné, nevyhodou je
nemozna kontrola otcovské komponenty a nemoiny odhad charakteru
genetické struktury potomstva. Aktualné se neuplatiuje ve Slechtitelské praxi.

ii. Selekce ze zdmérného kfiZeni, tzv hybridizace — zdmérné opylovani vybrané
materské odrady znamou otcovskou odrtidou. Znamy genotyp obou komponent
umoziuje relativné rychle vyslechtit potomstva s konkrétnimi Zadoucimi
vlastnostmi.

iii.  Slechténi s vyuZitim mutaci — mutace jsou nahodné zmény genotypu dédi¢ného
charakteru. Mutace mUZe vzniknout pfirozenym zplisobem nebo cilenou indukci
Slechtitelem.

iv.  Slechténi s vyuZitim transgendze — selekce na molekularni Grovni, zaloZena na
transformaci struktury DNA. Takovd metoda se uplatiuje pfi Slechténi
rezistentnich odrid vici hospodaiskym chorobam.

Vyslechténi novych odrid je ¢asové ndrocny proces vzhledem k delsi vegetaéni dobé
jabloné. Vyvoj genovych technologii vSak nabizi molekuldrni metody, které umoznuji
identifikaci hybridnich semendacu jiz v prvnim vegetacnim roce, a tim znacné snizuji
dobu Slechténi a finan¢ni naklady (Kellerhals et al. 2008).
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3.6.1 Marker Assisted Selection

MAS (Marker Assisted Selection) neboli selekce pomoci markerq, je molekularni
Slechtitelska technika, kterd kombinuje tradi¢ni Slechtitelské metody s analyzou
markerl DNA za ucelem identifikace a vybéru Zadoucich znakl u rostlin a zvirat
(Kumawat et al. 2021).

MAS zahrnuje identifikaci markerd DNA, které jsou spojeny s urcitym cilenym
znakem, jako je odolnost vici chorobam, tolerance vici suchu nebo urcity fenotyp. Tyto
markery se pak pouZivaji k provéreni populace jedinct s cilem identifikovat jedince s
poZadovanym znakem. Pomoci MAS mohou Slechtitelé urychlit proces selekce tim, ze
identifikuji jedince s poZzadovanym znakem rychleji a presnéji nez tradicni Slechtitelské
metody (Collard & Mackill, 2008).

MAS lze pouzit rdznymi zpUsoby, a to vcéetné:

Mapovani kvantitativnich znakd (QTL): Mapovdni QTL zahrnuje identifikaci
oblasti genomu, které jsou spojeny s uréitym znakem. Tyto informace lze vyuZit k vyvoji
markerd, které lze pouzit k selekci daného znaku v budoucich Slechtitelskych
programech (Ghomi et al. 2013).

Zpétné krizeni s pomoci markerl: Zpétné kfizeni s pomoci markerd zahrnuje
kfizeni elitniho rodice s rodi¢em, ktery nese poZadovany znak, ale nema jiné zadouci
znaky. Vysledné heterozygotni potomstvo se pak zpétné zkfizi s elitnim rodiCem a
provéfi se na pozadovany znak pomoci marker( (Frisch & Melchindger, 2005).

Celkové lze fici, ze selekce pomoci markerd je ucinny nastroj, ktery muze
Slechtiteldm pomoci ucinnéji a efektivnéji vyvijet lepsi hospodarské plodiny.

3.6.2 Molekularni a morfologické markery

Morfologické markery udavaji informace o Zivotnim cyklu, geografickém a
ekologickém rozsiteni a evoluce zkoumaného druhu rostliny. Fenotypické markery u
rostlin jsou omezené na nékolik zakladnich markeru jako je barva, tvar a velikost plodd.
Na rozdil od molekuldrnich markerd, morfologické jsou plné detekovatelné jen v
pozdéjsich vyvojovych stadiich rostliny. Souc¢asné technologie umoznuji Slechtitelim
hodnotit rostliny na drovni genotypu, jiz v juvenilnim stadiu. Molekularni markery
nejsou ovlivnény vnéjsim prostredim a jejich pouziti nezavislé na vegetacné sezoné, a
tim jsou spolehlivym a rychlym nastroje hodnoceni genetické variability (Douaihy et al.
2012).
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Mezi molekuldarni markery patfi (Qi et al. 2014):

i.  Polymorfismus jednotlivych nukleotidu (SNP)
ii.  Polymorfismus délky restrikénich fragmentu (RFLP)
iii.  Variabilni pocet tandemovych repetic (VNTR)

Polymorfismus NK vznikd v dlsledku hromadéni bodovych mutaci, deleci,
inverze a dalsi vétsi prestavby. V podstaté takové mutace mohou byt spojené se zménou
ve expresi genl (ve kterém doslo k mutaci) a tim i zménou fenotypického projevu.
Detekce polymorfismu DNA se da provést na zakladé délkového polymorfismu
restrikénich fragment(, pomoci PCR amplifikace a nasledné elektroforetické separace
nebo sekvenance. Bodova mutace, vznikla v cilovém analyzovaném fragment(, muze
privést ke ztraté nebo ziskani restrikéniho mista. Delece nebo inzerce ovliviiuje délku
fragmentd (Qi et al. 2014).

3.6.3 Vyuzivané markery pro selekce jabloni

Odolnost jabloné vic¢i chorobdm je podminéna pfitomnosti urcitych
rezistentnich gen(. Ve Slechténi odrtd vici strupovitosti jabloné jsou vyuZivané lokusy
Rvi6 a Rvi7 z Malus floribunda. Dalsi lokusy jsou Rvil0 (donorem je Antonovka,
nositelem je Angold) a Rvil4 (donorem je odrlida ‘Diilmener Rosen’) (Jha et al. 2009).

Majorgen PI1 (plvodem z Malus robusta) je markerem rezistence odrady vici
padli jablofiovému. Céste€nou rezistenci mohou mit odriidy, které disponuji jen
souborem minorgenu (polygenné fizena rezistence), naptiklad odriida Golden Delicious
(Markussen et al. 1995).

Molekularni markerovani se vyuZiva i pro determinaci fenotypu plodu jabloné,
zejména barva slupky a duZniny, za které je zodpovédnd rodina transkripcnich faktort
MYB regulujicich syntézu antokyanu. Dominantni alela genil MdMYB10 je markerem
pro Cervené zbarvenou duzZinu (donorem je M.robusta). Spoleénym predkem odrid s
Cervenou duzninou je botanicky druh M. pumila var. Niedzwetzkyana. S ¢ervenym
zbarvenim duZniny mohou byt spojené i nezadouci vlastnosti jako je mald velikost plod
a trpka, nahorkla chut (Chagné et al. 2007).

Dalsi identifikovany marker je MdMYBA, pricemz exprese daného genu je velice
intenzivni u odrdd s cervenou slupkou. MdMYBA muze nést dvé alely, wild-alela je
spojena s Cervenym fenotypem slupky a mutovana alela se Zlutym fenotypem.
Podstatou mutace této alely je delece (Ban et al. 2007).
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3.7 Polymerazova retézcova reakce

Polymerdzova retézovd reakce (PCR) je experimentdlni technika molekularni
biologie, ktera umoznuje vyrazné zvysSeni malych koncentraci urcitych fragment(
nukleovych kyselin v biologickém materidlu. PCR se vyuziva jako metoda amplifikace in
vitro pro definované DNA fragmenty se zndmou nebo ¢aste¢né zndmou sekvenci. Rizné
modifikace PCR umoznuji detekci mikroorganism( a bodovych mutaci (Mullis et al.
1986).

PCR reakce probihd v nékolika cyklech (obvykle 20-30), béhem kterych
exponencidlné narustd pocet specifickych amplikont o urcité délce. Amplifikacni reakce
zajistuje termostabilni zafizeni tzv. termocykler, kde je moiné prednastavit pocet
opakovani cykll, ¢asové intervaly a teploty pro kazdy z krok( amplifikace (Mullis et al.
1986).

K provedeni amplifikace je potfeba vytvofit PCR mix z ddle uvedenych reak¢nich
komponent (Sambrook, 2001):

i. Cilovy vzorek urceny kanalyze, tzv. templat. Templatem je dvouvlaknova
nukleova kyselina, kterd po denaturaci umoznuje nasedani primer( a vytvoreni
specifického amplifikaéniho produktu.

ii.  Primery—uméle syntetizované oligonukleotidy (o velikosti 10 az 30 nukleotid(l),
komplementdrni k cilovém vldknu ve sméru 5' — 3'. Sprdvné navrZené primery
jsou klicovou slozkou k uspésné amplifikaci, pfi navrzeni primer( je treba dbat
na:

a) Specifitu primerU. Primery se musi vazat na presné definované misto na NK,
jinak je moznost vytvoreni vice nespecifickych produktd.

b) Primery nesmi byt vzdjemné komplementdarni. Komplementdrni primery pfi
smichani v premixu mohou vytvaret tzv. dimery.

c) Oblast nasedani primert na templatovém vldkné, nesmi obsahovat mutace
nebo indely.

iii. Polymerdza — enzym zajiStujici pfipojeni nukleotidu od 3' — konce primerd,
Hlavni pozadavky na polymerdzu jsou termostabilita a vysoka procesivita.

iv. Smés dNTP (deoxynukleotidtrifosfatli) — je stavebnim materidlem pro
prodlouzeni komplementarniho vlakna polymerazou.

v.  Pufraéni sloZka, ktera zajisti stabilni reakéni prostredi a katalyzuje polymerizaéni
reakce (KCl, MgCl>).
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Samotny prubéh amplifikace se skladd ze tfi krokd, probihajicich za urcitych
teplotnich podminek (Mullis et al. 1986):

i. Denaturace — naruseni vodikovych mistku mezi komplementarnimi vldkny
cilového vzorku vlivem vysokych teplot (94-96 °C).

ii.  Annealingu (naseddni) — primery nasedaji na jednovlaknové retézce (cca 50—60
°C) a vytvafri kratky dvouretézcovy usek s volnym 3' — koncem.

iii.  Elongace — prodlouzeni komplementarniho vldkna polymerazou (72 °C).

Vysledné amplifikované fragmenty podléhaji dalsi detekci prostfednictvim nékolika
metod: elektroforetické (na agarozévém nebo polyakryamidovém gelu) nebo
hybridiza¢ni (enzymova nebo fluorescencni) (Sambrook, 2001).

3.8 Elektroforeticka separace amplifikovanych fragmentu

Elektroforéza je jednou z nejrozsifenéjSich metod separace molekul NK na
zakladé jejich velikosti. Amplifikované fragmenty se vizualizuji na agarézovém nebo
polyakrylamidovém gelu, ponorfenym v elektroforetickém pufru s pfidanym barvivem
ethidium bromidem. Ztuhly gel se umisti v separacni vani¢ce naplnéné pufrem, ktera je
spojena se zdrojem stejnosmeérného napéti. Zdporné nabita NK se pohybuje od zaporné
nabité katody kladné nabité anodé. KratSi fragmenty se pohybuji v gelu rychleji.
Rychlost pohybu je ovlivnéna koncentraci agardzy, intenzitou napéti elektrického pole,
teplotou a sloZzenim pufru (Alberts et al. 2002).

Agardzovy gel se vyuziva pfi rozdélovani vétsich fragment( (100 az 5000 bp),
zatimco polyakrylamidovy gel se vyuZziva pfi separaci velmi malych fragment( (10 az 100
bp). Velikostné rozdélené fragmenty lze porovndvat se hmotnostnim standardem a
nasledné urdit jejich velikost (Alberts et al. 2002).

3.9 Sekvenovani

Sekvenance je proces determinace poradi nukleotidd v molekule DNA.
Sekvenovani DNA ma Sirokou Skalu vyuZiti v oborech jako je medicina, genetika,
kriminalistika nebo i zemédélstvi. Sekvenovani DNA Ize pouZzit k identifikaci mutaci
zpUsobujicich nemoci, ke sledovani Siteni infekénich chorob, identifikaci uZite¢nych
genetickych znaku (Simpson, 2010).
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Prvni metodu sekvenovani DNA vyvinul Frederick Sanger v roce 1977. Ke
zkoumani DNA pouzival modifikované nukleotidy ddNTP (didedoxynukleotid trifosfat).
Na rozdil od typickych dNTP, ddNTP postradaji OH skupiny na 2. a 3. uhliku ribdzy a tim,
po nasednuti na DNA templat, neumoziiuje dalSim dNTP prodluZzovat komplementarni
fetézec. Vznikne tak rfada fragmentd DNA rlznych délek, z nichZz kazdy je zakoncen
urCitym ddNTP nukleotidem. Po sekvenovani se fragmenty separuji pomoci
elektroforézy v akrylamidovém gelu, a uréuje se poradi koncovych ddNTP. Poradi
nukleotidli se dd zkoumat i prostfednictvim kapildrni elektroforézy, kde specidlni
detektor registruje signal od fluorescencné znacenych ddNTP (Sanger et al. 1977).

V soucasné dobé je Sangerova metoda nahrazovdna tzv. NGS (Next Generation
Sequencing) vyuzivdjici automatické sekvenatory, které dokazou paralelné sekvenovat
vétSi mnozstvi molekul. K NGS metodam patfi naptiklad pyrosekvenovani—metoda, kde
se pouziva kaskada enzymatickych reakci s naslednou registraci emitovaného zareni pti
kazdém zapojeni daného nukleotidu (Pervez et al. 2022).

V roce 2010 byly vyvinuté NGS technologie sekvenovani umoZziujici sekvenovani
DNA bez fragmentace a amplifikace fragmentu, coZ dovoluje velmi efektivné
sekvenovat celé genomy (Pervez et al. 2022).

NGS sekvenovani zahrnuje nasledujici kroky:

i. Priprava knihovny — DNA urcena k analyze se izoluje a amplifikuje s pfidanim
adaptoru se zndmou sekvenci.

ii.  Vlastni sekvenovani fragmentud knihovny.

iii.  Bioinformatickd analyza dat — hruba sekvenacni data se vyhodnocuiji specialnim
bioinformatickym softwarem. Vysledkem je tzv. konsensus sekvence, které
obsahuji oblasti pro nasednuti R a F primera.

iv. Interpretace dat — konsensus-sekvence se analyzuje z hlediska polymorfisma
véetné bodovych mutaci.

3.10 Chemické slozeni jablek

Jablka obsahuji antioxidanty, vitaminy, vlakninu a fadu dalSich Zivin. Diky svému
rozmanitému obsahu Zivin jsou jablka zdravou soucasti vyvazené stravy (Rop et al.
2011). Konzumace stravy bohata na rtizné druhy ovoce a zeleniny, véetné jablek, mlze
pomoci snizit riziko vzniku fady onemocnéni, jako jsou napfiklad obezita, srdec¢ni
onemocnéni, diabetes i rakovina (Hyson, 2011).
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SlozZeni jablek se u jednotlivych odrid znacné lisi. Na celkové slozeni plodd maji
vliv faktory prostredi, jako je klima, stav pady, misto péstovani a podminky skladovani
po sklizni. Cukry, organické kyseliny a polyfenolové slouéeniny jsou zodpovédné za
hlavni senzorické vlastnosti jablek, kterymi jsou sladkost, kyselost a trpkost. Proces zrani
méni sloZeni jablek, coZ ovliviiuje jejich konzistenci i chut (Velasco et al. 2010).

Obsah vody souvisejici se Stavnatosti jablek se obecné pohybuje v rozmezi 82,5-
86,2 %. Sacharidy tvofi hlavni ¢ast (vice nez 90 %) susiny jablek. Bilkoviny se pohybuji v
rozmezi od 1,42 % do 4,35 %, celkovy obsah lipidd od 0,28 % do 3,62 % a popeloviny od
1,32 % do 2,08 % susiny (Velasco et al. 2010).

Obsah sacharid( v jablkach Ize rozdélit na rozpustné cukry, vldkninu (neskrobové
polysacharidy) a Skrob. Nejrozsifené;jsi slozkou sacharid(i jsou rozpustné cukry, které
tvori az 83 %. Hlavnim cukrem mezi nimi je frukt6za. Obecné se koncentrace cukri
béhem zrani zvySuje (Zhang et al. 2010).

Jablka jsou zdrojem vlakniny. MnoZstvi vlakniny ve slupce jablek je asi 0 30 %
vyssi nez v duzniné. Hlavnimi neSkrobovymi polysacharidy, které tvofi vétsinu vldkniny
v jablkach, jsou pektiny. Uvadéji se hodnoty 8 aZ 24 g pektint/100 g susiny. Pektiny jsou
hlavni slozkou bunécné stény a jsou spojeny s pevnosti plodl. Vzhledem k tomu, Ze
pektiny prochazeji béhem zrani vyraznymi strukturnimi zménami, méni se textura jablek
a obvykle méknou (Rop et al. 2011).

Draslik a fosfor jsou hlavnimi mineralnimi latkami obsazenymi v jablkach. Draslik
se pohybuje mezi 676,91 a 843,96 mg/100 g susiny. Fosfor se pohybuje od 57,97 do
120,83 mg/100 g susiny. Hlavnimi mastnymi kyselinami v jablkach jsou kyselina linolova
a kyselina palmitova (Hyson, 2011).

Celkovy obsah vitaminu C v Cerstvych jablkdch se pohybuje mezi 31,9 a 69,44
mg/100 g susiny. Vitamin C je citlivy na zpracovani a snadno se rozklada. Proto je pfijem
vitaminu C prostfednictvim jablek nejvyssi u nezpracovaného ovoce. Jablka neobsahuji
vyznamné mnozstvi vitaminl rozpustnych v tucich, jako jsou vitaminy A, D a E (Hyson,
2011).

3.10.1 Antokyany

Hromadéni pigmentu v plodech je dullezity faktor kvality plodu. Pigmenty ve
slupce zajiStuji pro spotrebitele zdkladni rozliseni odrid. Barva slupky jablek je jednim
z rozhoduijicich faktorl preference spotrebitel(i. Obecné jsou spiSe preferované ¢ervené
odrtdy (Boyer, 2004).

Antokyany (také antokyanidiny) jsou ve vodé rozpustné pigmenty patfici do
skupiny flavonoidnich polyfenold. Antokyany v rostlindch mohou mit funkci pigmentd,
antioxidantU i antimikrobialnich latek. Antokyany slouzi k pfildkani hmyzu, ochrané pred
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poskozenim od UV zafeni a jsou soucdasti obranného mechanismu pred biotickymi a
abiotickymi stresy (Zhao et al. 2014). Kromé fyziologickych funkci v rostlinach se
ukazalo, Ze antokyany maji fadu zdravotnich pfinost pro clovéka. Antokyany maji
antioxidaéni a protizanétlivé vlastnosti a mohou pfispivat k ochrané pred
kardiovaskuldrnimi chorobami, rakovinou a dalSimi chronickymi onemocnénimi (Blesso,
2019).

Koncentrace antokyant se muze liSit v zavislosti na druhu, kultivaru a
podminkach péstovani rostliny a také na fazi vyvoje a zralosti ovoce nebo zeleniny.

Dulezitou roli v syntéze a akumulaci antokyanu hraji i genetické faktory (Blesso, 2019).

3.10.2 Biosyntéza antokyanu

Antokyany jsou syntetizovany obecnou flavonoidni cestou. Molekuly malonyl-
CoA a 4—kumaroyl-CoA, odvozené od fenylalaninu nebo tyrozinu, jsou kondenzované
chalkonsyntazou (CHS) za vzniku chalkon naringeninu. Enzym flavonoid 3‘ — hydroxylaza
(F3’H) hydroxyluje naringenin za vzniku raznych dihydroflavonol(i. Dehydroflavonol—-4—
reduktdza (DFR) redukuje dihydroflavonoly na leukoantokyanidin, ktery je
antokyanidinsyntazou (ANS) oxidovanany na antokyanidiny (nestabilni kationty
flavonoidl). Antokyanidiny se vdZou na monosacharidovy zbytek prostfednictvim
glykosylace katalyzované glukosyltransferazou (FGT). Monosacharidovou slozkou muze
byt glukdéza, galaktéza nebo xyldéza. Syntetizované antokyany jsou prenaseny a
skladovany ve vakuolach, kde pH ve vakuole ovliviiuje stabilitu antokyan( a jejich barvu
(Kim et al. 2003).
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Obrazek 7: ZjednodusSena biosyntetickad cesta flavonoidd (Kim et al. 2003).

3.11 Hodnoceni pfitomnosti gent Fidicich barvu slupky a duzniny

Barva slupky jablek urcuje jejich ekonomickou hodnotu, protozZe, jak bylo
popsdano drive, spotrebitelé preferuji Cervené odridy. MozZnost selekce fenotypu jesté
v rannych vyvojovych stadiich je pro Slechtitele velice vyhodna. Vzhledem k tomu Ze
barva slupky je zavisla na akumulaci antokyanu, studium genetickych a epigenetickych
mechanismu, které mohou ovlivnit syntézu pigmentu je esencidlni (Ban et al. 2007,
Takos et al, 2006).

Prvni hypotéza tykajici se fizeni barvy slupky byla predstavena Crane &
Lowrence (1933), ktefi predpokladali existenci jediného dominantniho genu
kontrolujiciho syntézu antokyanu. Schmidt (1988), predpokladal, Ze modifikujici geny
za urcitych podminek mohou anulovat efekt lokus Rf zodpovédného za Cervené
zbarveni slupky. White & Lespinasse (1986) navrhli model dvou kodominantnich genf
A a B, kdy za Zlutozeleny fenotyp byla zodpovédna homozygotné recesivni sestava
gen(.

Cheng et al. (1996) se pokusili identifikovat kodominantni RAPD marker, ktery
by byl tésné spojen s urcitym fenotypem slupky. Random Amplified Polymorfic DNA
(RAPD) metoda spocivajici v pouziti nékolika nespecifickych primert (10-12
nukleotid(), které by se vazou na fragmentovany DNA templat a amplifikujici ndhodné
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rizné veliké fragmenty. Tato metoda nevyZaduje definovany DNA templat. Po
amplifikaci vznika relativné unikatni vzor jednotlivého genotypu, ktery se porovnava
s dalSimi profily.

Cheng et al. (1996) navrhli 350 nespecifickych primer(, které testovali na
populaci kfizencd odrid ‘Rome Beauty’ (Cervenoplodé) x ‘White Angel’ (Zlutoplodé).
Jeden primer primérné amplifikoval 11 az 12 band(. Jeden z primer(i (anotovany jako
BC226), amplifikoval 2 fragmenty pfitomné jenom v odrtdach s ¢ervenou slupkou —
1160 a 1180 bp. Fragment velky 1230 bp byl asociovan se Zlutym fenotypem. Nékolik
fragmentd bylo asociovano scervenym i Zlutym fenotypem slupky. Sekvenace
vybranych fragmentU objevila jejich vysokou homologii s nékolika kratkymi delecemi,
na jejichz zakladé byly navrzeny specifické primery. Opétovnd analyza kfizencl odrad
‘Rome Beauty’ x ‘White Angel’ s novymi primery odhalila pfesnéjsi asociace uvedenych
fragmenta s prislusSnymi fenotypy.
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Obrdzek 8: Amplifikace pomoci RAPD markeru (Cheng et al. 1996)
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3.11.1 Rodina transkripcnich faktori MYB

Zbarveni slupky a duZniny jablek je zplsobeno akumulaci antokyan( a
podminéno predevsim geneticky. Genetické studie zamérené na danou problematiku
odhaluji vyznamnou roli rodiny transkrip¢nich faktordi MYB.

MYB je rozsahld rodina transkripénich faktorl (TF) majici dllezité funkce
v regulaci biosyntézy rostlinnych sekundarnich metaboliti. Mezi biologické procesy, na
kterych se funkéné podili MYB TF patfi obranné a stresové reakce, diferenciace a funkce
bunék, vyvoj semen a kvétl, regulace primarniho a sekundarniho metabolismu.
Charakteristickym znakem MYB TF jsou dobre zachovana vazebnd mista pro DNA, tzv.
doménu MYB, a kaidy protein MYB obsahuje jedno, dvé, tfi nebo Ctyfi opakovani
domén MYB. Na zakladé téchto opakujicich se domén se déli do rliznych tfid (Dubos et
al. 2010).

Prvni identifikovany gen — C1 (Paz-Ares et al. 1987), kddujici MYB, byl objeven
vgenomu kukutice (Zea spp.), kde se podili na biosyntetické draze antokyanu
v aleuronové vrstvé zrn. MYB TF jsou nalezeny ve Chrysanthemum morifolium
(CmMYB1) (Zhu et al. 2013) a Panicum virgatum (PvMYB4a) (Shen et al. 2011), kde
pusobi jako represory tvorby ligninu. U Arabidopsis thaliana, AtMYB111, AtMYB12 a
AtMYB11 nezdvislé na sobé fidi aktivaci rady gent urcujicich obsah flavonoll. U jablek
geny MdMYB3, MdMYBA (MdMYB1) a MdMYB10 (mimo jiné homologni formy
jable¢nych MYB) fidi biosyntézu antokyanu ve slupce, duzniné a listech (Misra et al.
2010; Pandey et al. 2012; Pandey et al. 2014).

Geny MdMYB10, MdMYBA (MdMYB1) jsou homology transkripcnich faktoru
genl regulujicich syntézu antokyanu u Arabidopsis thaliana. Nejvétsi podobnost
vykazuje gen AtMYB 113 (Jaakola, 2013). V databazi NCBI a v nékterych starsich studiich
transkrip¢ni faktory MdMYB mohou byt uvedeny jako myb-113 like.

3.11.2 Gen pro transkripcni faktor MdMYB10 fidici ¢cervené zbarveni duzniny plodu
jabloni

Espley et al. (2006) charakterizovali gen MdMYB10, ktery vykazoval vyraznou
expresi u jabloni s Cervenou duzninou a je sekvencné podobny zndmym antokyanovym
transkripénim faktorim. Méreni Urovné exprese byla provedena na genotypech
s Cervenou duZninou a na modifikované odridé ‘Red Field".

Changné et al. (2007) identifikovali lokus Rni, ktery je hlavnim genetickym
faktorem pro Cervené olisténi a zbarveni duzniny jablek a popsal kosegregace MdMYB10
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s danym lokusem. Celkem mezi pét kandidatnich genu, ve kterych byly objeveny
polymorfismy, jenom MdMYB10 mél mutace typu delece o délce 4 nukleotid(
v intronové oblasti, ktery souvisel s cervenou duzninou. K teto sekvenci byl navrzen PCR
primer, ktery tvoril 786 bp dlouhy fragment, ktery ukazal 100 % kosegregaci s ¢ervenou
duZninou u hybridnich fenotypa.

3.11.3 Gen pro transkripcni faktor MdMYBA Fidici ¢ervené zbarveni slupky plodu
jabloni

Ban et al. (2007) provedli izolaci a charakterizaci genu MdMYBA. Exprese
MdMYBA je intenzivnéjsi u kultivar( s ¢ervenou slupkou nez u necervenych kultivar(,
coz ukazuje na specifickou regulaci tohoto TF v zavislosti na genotypu a pletivu.

TF MdMYBA se specificky vaze do promotorové oblasti genu pro enzym
antokyanidin syntaza. Jeho exprese, stejné jako exprese antokyaninovych
biosyntetickych gen(, véetné MdCHS, MdF3H, MdANS a MdUFGT, je indukovana UV-B
zarenim a sniZzenou teplotou (Ban et al. 2007).

Geny MdMYB1 (Takos et al. 2006) a MdMYBA (Ban et al. 2007) byly objeveny
priblizné ve stejnou dobu a dalsi studia ukazala na to, Ze sekvence obou genl jsou
naprosto identické. Navic MdMYBA a MdMYB10 sdili 98 % sekvenc¢ni identity (Lin —
Wang et al. 2010). Takze MdMYBA ma vysokou podobnost s MYB transkripénimi faktory
popsanymi u jinych plodin (Zimmermann et al. 2004).

Mapovani MdMYBA ukazuje na jeho tésnou vazbu s markerem BC226 — STS
(Cheng et al. 1996), ktery je asociovan s Cervenou slupkou plodl jabloni. Vzdalenost
mezi TF MdMYBA a markerem je 1,5 cM (1,7 % rekombinaci). Spole¢na lokalizace genu
MdMYB10 a MdMYBA ve vazebné skupiné 9 je ukazkou, Ze tyto geny jsou alelické
(Espley et al. 2007; Chagné et al. 2013). Telias et al. (2011) uvadi, Ze MdMYBA a
MdMYBL1 jsou alely predstavujici lokus MdMYB10. Podobnost genl z rodiny TF MYBA,
ukazuje na to, Ze syntézu a akumulaci pigmentu v plodu reguluji vice gen(, ale gen
MdMYBA je klicovy zejména pro barvu slupky (Ban et al, 2007).

Charakterizace markeru MdMYBA provedena Ban et al. (2007) ukazuje na
délkovy polymorfismus mezi alelami MdMYBA. Elektroforetickd analyza amplikont
vykazuje segregaci delSiho fragmentu (723 bp) s éervenym fenotypem a kratsiho
fragmentu (656 bp) s neCervenym, coz naznacuje, Zze v genu MdMYBA doslo k deleci,
ktera ptispéla ke ztraté jeho funkénosti.
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MdMYBA ma nejméné 3 alely: MdMYBA - 1, MdMYBA - 2 a MdMYBA — 3, kde
alela MdMYBA — 1 je jedina dominantni alela kontrolujici syntézu antokyanu. Alely
MdAMYBA — 2 a MdMYBA — 3 v neCervenych kultivarech demonstruji nizkou uroven
exprese i po osetreni UV — zafenim a nizkymi teplotami (Telias et al. 2011).

V ramci dané diplomové prace je pro prehlednost pouzivdno oznaceni MdMYBA
podle Ban et al. (2007).

Rada genetickych studii poukazuje na vliv transponovatelnych elementd
v rostlindch na regulaci exprese transkripénich faktort. Napfiklad retrotranspozony
v genomu Zea mays spp. a tzv. bloody orange (Citrus x sinensis) maji vliv na geny
zodpovédné za biosyntézu antokyanu a odolnost proti stresu vyvolanému nizkymi
teplotami (Ito, 2013).

3.11.4 Geny rodiny transkripcnich faktorti MYB a jejich funkce v jinych rostlinach

Geny rodiny MYB jsou hojné zastoupeny v rostlinach a pini v rizné regulacni
funkce.

Gen AtMYB96 (Arabidopsis thaliana) indukuje odolnost vici patogenim, je
soucasti signalni drahy ABA (Seo et al. 2009; Seo & Park, 2010) Geny AtMYB15 a
AtMYB44 se podileji na uzavirani prlduchl listu, ¢imz se zlepsSuje suchovzdornost
rostliny (Jung et al. 2008; Ding et al. 2009).

Inhibice genu GbMYB5 (Gossypium barbadense) naopak prispéla ke snizeni
suchovzdornosti snizenou aktivitou antioxida¢nich enzym( a snizenym obsahem
prolinu. Nadmérna exprese téhoz genu u tabaku dospéla k opaénym vysledkdim, navic
byla indukovana exprese dalSich gen(i (SOD, CAT, SAMDC) (Chen et al. 2015).

Rostliny s nadmérnou expresi genu AtMYB20 vykazuji lepsi odolnost vUci
solnému stresu. Rada MYB TF reaguje na indukci svételnym, teplotnim nebo
osmotickym stresem (AtMYB18, OsMYB4) (Yang et al. 2009; Soltész et al. 2012).
Arabidopsis thaliana obsahujicigen MdMYB10 zjabloné vykazuje lepSi toleranci
k osmotickému stresu (Guo et al., 2011).

3.12 Transponovatelné elementy

Transponovatelné elementy (transpozony, TE) jsou genetické sekvence, které
maji schopnost presouvat se v ramci genomu z jednoho mista na druhé. Transpozony
hraji signifikantni roli v evoluci a adaptaci rostlinnych genomu. Jsou jednim z hlavnich
zdrojli genetické variability rostlin (Lisch, 2013). Vyvolavaji mutace a chromozomové
prestavby, které mohou vést ke zméné v Urovni exprese genl (zde TE maji role
enchanceru nebo inhibitoru) a ke zméné fenotypl. Transpozony tvofi vyznamnou ¢ast
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rostlinného genomu (> 80 % genomu kukufice) (Schnable et al. 2009) a maji velky vliv
na jeho strukturu a velikost (Mhiri et al. 2022).

3.12.1 Klasifikace DNA transpozonl a retrotranspozonti

Existuji dvé hlavnich tfidy transpozon(. Tfida | neboli retrotranspozony (RT) a
tfida Il neboli DNA transpozony (Orozco-Arias et al. 2019):

Retrotranspozony (RT) jsou elementy, které vyuZivaji mechanismus "copy and
paste" transpozice. Nejprve se transkribuji DNA sekvence do RNA, ktera je poté zpétné
prepsana z RNA do DNA a vloZena na nové misto v genomu.

RT I. tfidy vyZaduji pro prepis z RNA do DNA enzym reverzni transkriptazu, kterou
kdduji sami nebo vyuzivaji enzym kédovany jinymi retrotranspozony, tzv. autonomni a
neautonomni retrotranspozony. Proces transpozice je nachylny k chybam, tedy nové
vytvorena kopie mUze obsahovat mutace, které ji inaktivuji.

LTR retrotranspozony (LTR — RT) — maji dlouhé repetitivni sekvence na koncich
(tzv. Long Terminal Repeat). LTR sekvence, lemujici retrotranspozony, obvykle kédujici
enzymy reverzni transkriptdzy a integrdzy, které zprostredkuji ,,copy and paste”
mechanismus (Orozco-Arias et al. 2019).

LTR — RT mGzZeme rozlisit na 2 skupiny na zakladé vnitfniho usporadani kédujici
domény: gypsy a copia (Gao et al. 2012):

Gypsy LTR — RT: Dlouhé kolem 10 kilobazi, strukturné slozitéjsi, maji do péti ORF,
které kdduji proteiny potfebné pro transpozici a také regulacni oblasti, které ridi jejich
aktivitu. Gypsy retrotranspozony se v genomu vyskytuji také ve vysokém poctu kopii.

Copia LTR —RT: relativné kratké (asi 5 kilobazi) a maji jednoduchou organizaci se
dvéma otevienymi cCtecimi ramci (ORF), které koduji proteiny potiebné pro
retrotranspozice. Maji také pomérné vysokou miru mutaci a v genomu se obvykle
vyskytuji ve vysokém poctu kopii.

Non — LTR retrotranspozony — retrotranspozony, které nemaji repetitivni
sekvence na koncich. Rozlisuji se LINE (dlouhé rozptylené jaderné elementy) a SINE
(kratké rozptylené jaderné elementy).

DNA transpozony jsou elementy, které pouzivaji mechanismus transpozice "cut
and paste". Pro svoje transpozice vyuZivaji enzym transpondza. DNA transpozony
mohou kddovat vlastni transpondzu nebo vyuZivat transpondzu produkovanou jinym
DNA transpozonem, rozliSujeme autonomni a neautonomni DNA transpozony
(Makatowski et al. 2019).
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3.12.2 Vliv transpozoni na regulace rostlinnych geni

Delece a inzerce transpozonu vede ke strukturnim zménam genomu rostlin,
takové zmény se tykaji nejen nekddujicich oblasti, ale i funkénich strukturnich gen.
Inzerce TE vregulaéni oblasti genu nebo v samotném genu vede ke zméné v
jeho expresi. Transpozony mohou mit enchancerovou nebo inhibitorovou funkci. U
rostlin ¢asto nastdva zména fenotypu, kdyz se transponovatelny element zacleni do
genu regulujiciho syntézu i akumulaci pigmentu (Ramakrishnan et al. 2021).

Prvni TE a jejich funkce v rostlinném genomu byly objeveny a popsany Barbarou
McClintockovou v 50. letech 20. stoleti, kterd sledovala nestabilni pigmentace
kukufi¢nych zrn. McClintockovda popsala dva transponovatelné elementy Ac (aktivator)
a Dc (disociator), které svou transpozici zpisobuji mozaikovité zbarveni zrn a listl u
kukufice (McClintock, 1950).

U Arabidopsis thaliana retrotranspozon anotovany jako ONSEN mUZe ovliviiovat
regulaci blizkych gent. Domény ONSEN jsou za normalnich podminek utlumeny, ale
mohou byt aktivovany stresem vyvolanym vysokymi teplotami. ONSEN inzerovany do
regulacni oblasti genll vykazuje zvySenou expresi v podminkach tepelného stresu v
porovnani s nemodifikovanou variantou (Ito et al. 2013).

V tzv. bloody orange (Sinesis x citrus), lokus Ruby, ktery kéduje transkripcni
faktor syntézy antokyanu MYB, obsahuje LTR — retrotranspozonovou inzerci v regula¢ni
oblasti. Exprese Ruby je fizena promotorem, ktery se nachdzi uvnitf LTR — RT. Studie
uvadi, Ze aktivace LTR — RT je zpUsobena reakci na stres nizkymi teplotami (Butelli et al.
2012).

V genomu Malus domestica byl objevem LTR — RT, ktery md enchancerovou
aktivitu v upstreamové oblasti genu MdMYBA, anotovany jako redTE. Jeho uloha
spociva ve zvySovdani exprese genu a tim i syntézy pigmentu ve slupce (Zhang et al.
2019).

3.13 Mapovani a charakterizace LTR retrotranspozonu — redTE Zhang et
al. (2019)

V roce 2019 Zhang et al. provedli celogenomické sekvenovani jabloné u odrady
Hanfu a provedli analyzu jeji genetické struktury, ¢imzZ odhalili roli retrotranspozonu
v syntéze a akumulaci pigment( ve slupce plodu.

Porovnanim genomu Golden Delicious (GDDH13) a Hanfu (HFTH1) bylo objeveno
celkem pres 30 tisic mutaci typu inzerce/delece (indel) zpUsobenych aktivitou
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transponovatelnych elementd. Analyza vSech LTR — retrotranspozond, které tvofi 75 %
od vSech transponovatelnych element(, objevila 7313 neporusenych LTR — RT v HFTH1
(o primérné délce 7868 bp). V genomu GDDH13 bylo nalezeno 62 % podobnych LTR —
RT (Zhang et al. 2019).

PFiblizné 31 % z celkového mnozstvi LTR — RT v HFTH1 se vyznacuje specifickou
TSD sekvenci z obou stran od LTR, ktera byla nalezena jenom v genomu odrady Hanfu.
Jedna zdvou TSD sekvenci byla nalezena v GDDH13 na odpovidajici pozici. Tato
skute¢nost naznacuje, Ze na tomto misté v genomu Golden Delicious mohlo dojit ke
deleci jednoho LTR — RT s TSD a zbyl zde jen pozlstatek TSD sekvence (Zhang et al.
2019).

Tento specificky, pro HFTH1 genom, gypsy — like LTR — RT sdvéma TSD
sekvencemi (‘CATAT’) je anotovan Zhang et al. (2019) jako redTE, a nachazi se
v upstreamové oblasti genu MdMYBA a je asociovan s Cervenym fenotypem slupky
plodu jabloni.

Porovnani sekvence MdMYBA v obou genomech ukazalo na jeden SNP
v intronové oblasti, patnact SNP a pét indell v upstreamu MdMYBA. V genomu HFTH1,
ve vzdalenosti 3297 bp pred ATG inicia¢nim kodonem genu MdMYBA, se nachazi inzerce
dlouhd 4097 bp. Jedna se o redTE. Obé doprovodné LTR sekvence o velikosti 1274 bp
jsou zcela identické, coz mlze naznacovat na relativné nedavnou inzerci (Zhang et al.
2019).

Celkem ze 3913 gypsy — like LTR retrotranspozoni nalezenych v genomu HFTH1,
jenom jeden mél 96 % podobnosti s redTE (anotovany jako redTE — like), ostatni byly
podobné priimérné v 75 %. RedTE — like transpozon ma vice mutaci v LTR sekvencich,
které ukazuji, Ze je starSi nez redTE. RedTE byl nalezen jenom v genomu HFTH1, a nikoliv
v GDDH13. V genomu GDDH13 byla nalezena jedna 501 bp inzerce, také v upstreamové
oblasti genu MdMYBA (3394 bp od iniciacniho kodonu ATG). Gen MdMYBA u GDDH13
se nachdzi na negativnim vldkné, kde vznikla mutace typu chromozomové prestavby,
kterd vedla ke ztraté redTE (501 bp dlouhd inzerce je pozUstatkem TSD sekvence a malé
Casti redTE) (Zhang et al. 2019).

Specifické primery pro redTE navrZené Zhang et al. (2019) ukazaly dokonalou
segregaci s cervenym fenotypem. Zadny redTE nebyl nalezen v kultivarech
s neCervenou slupkou. Naslednd analyza 75 kfizencl obou kultivarli Huayue
(necervenych) a Honeycrisp (Cervenych) dokazuje Uplnou segregace redTE s ¢ervenym
fenotypem, ktera podporuje hypotézu o jediné dominantni mutaci ovliviujici fenotyp.
Analyza odrld s ¢ervenou duzninou na segregaci se specifickym redTE markerem,
neukazala zddné vysledky, to naznacuje, Ze exprese genu MdMYB10 na redTE neni
zavisla.
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Zhang et al. (2019) provedli transgenni pfenos redTE do listd Nicotiana
benthamiana pro ovéreni enchancerového ucinku redTE na expresi genu tzv. firefly
luciferase. Vysledky ukdzaly na zvySenou expresi genu luciferazy v porovnani s Urovni
exprese s béZnym promotorem tohoto genu.

|ﬁ| | | 1 kb
— . ﬁ____ [E—
-___-_-_--____' "'_____-_-_-_- ATG MdMyB1-1
HFTH1 "_ " _"
S - T’ ATG MdMYEB1-2 g
oo —a
S ) b

Obrazek 9: Molekuldrni struktura alel MdMYB1-1 a MdMYB1-2 s doprovodnymi

sekvencemi. Mista inzerce pred alelami MdMYB1-1 a MdMYB1-2 jsou oznacena

Cervené (HFTH1) a zlatozZluté (GDDH13). Mista inzerce pred alelami MdMYB1-1 a
MdMYB1-2 jsou oznacena Cervené (HFTH1) a zlatoZluté (GDDH13) (Zhang et al. 2019)
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

4.1.1 Odrady jabloni

Pro analyzy bylo pouzito 49 odrlid jabloni se znamou barvou slupky plodu.
Jednalo se o stromy, které prochazely ze VSUO Holovousy s.r.o. Pro extrakci DNA byly
pouzité listové Cepele mladych listu, které byly odebrany z polni vysadby v letnich
mésicich.

4.1.2 Hybridni kombinace

Pro hodnoceni segregace markerd byly pouZité 3 hybridni kombinace -
potomstva zamérnych kfizeni ndsledujicich odrid: ‘Herald x ‘Cumulus’, ‘Herald’ x
‘Kordona‘, ‘Rubinola‘ x Kordona’. U kazdé hybridni kombinace bylo hodnoceno celkem
50 jedincli z ndhodné vybranych semenackd a byla vidy odebranad listova cCepel, ktera
byla pouzita pro izolaci DNA. Odbér listl byl proveden na zacatku léta.

4.2 Extrakce genomické DNA a hodnoceni kvality a kvantity DNA

Odebrané listy odrid semendackt byly umistény do mobilniho chladiciho boxu a
prevezené do laboratofe. Z kazdého vzorku bylo odebrdno 100 mg cerstvého
biologického materialu, ktery byl nasledné zmrazen v kapalném dusiku a do izolace byl
uchovavan pri—80°C.

Pro extrakce DNA byl pouzit komercni kit DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN). Pred
extrakci byl rostlinny material homogenizovdn pomoci sklenéné tycéinky do praskové
formy. Pro extrakci byl pouZit nezménény postup, ktery je pfimo doporucen vyrobcem
kitu (QIAGEN). lIzolovand DNA byla rozpusténa v 50 ul eluéniho pufru. Kvantita
extrahované DNA byla hodnocena spektrofotometricky na pristroji NanoPhotometr
(Implen). Pomoci tohoto pfistroje byly hodnoceny poméry absorbanci A260/A280 a
A260/A230, které slouZi k posouzeni potencidlni kontaminace extrahované DNA
rdznymi organickymi slouceninami. Vzhledem k tomu, Ze cilem prace nebylo hodnoceni
variability vytéZinosti extrahované DNA, nebyla tato data nasledné statisticky
vyhodnocovana.
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4.3 Detekce alelickych variant genu MdMYBA podle Ban et al. (2007)

O schopnosti genotypu jabloni syntetizovat cervené pigmenty ve slupce
rozhoduje na prvnim misté pfitomnost dele¢ni mutace v genu MdMYBA, kterou popsali
Ban et al. (2007). Pro amplifikaci byla pouzita dvojice primerl, MdMYBA F (5'-
ATTCTAGGTGTCTTTCTGGAGTGTA-3') MdMYBA R (5'-AGGTCCAATTTCCGTACAATG-3’),
kterou popsali vyse uvedeni autofi. Velikost amplikond u nemutovanych genotypt s
cervenou barvou slupky byla 723 bp. Velikost amplikon(i u mutované alely typické pro
genotypy se Zlutou barvou byla 656 bp. Pro detekci inzeréné — deleéniho polymorfismu
MdMYBA byl pouzit postup uvedeny v certifikované metodice (Vavra et al. 2015).

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par MdMYBA-F/R: 50 ng genomové
DNA; 0,7 U Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pug/12,5 pl; 10 mM Tris-
HCl (pH 8,8); 50 mM KCI; 0,08 % Nonidet P40; 1,5 mM MgClz; 200 uM dNTP; 0,4 uM
kazdého z primer(i; 4 mM tetramethylamonium oxdlat (Top Bio). Teplotni a ¢asovy
prabéh PCR: 1. cyklus poc¢atecni denaturace 95 °C/3 min, nasleduje 35 cyklG (denaturace
94 °C/30s, annealing 63,5 °C/50 s, extenze 72 °C/50 s), zavérecna extenze 72 °C/10 min.
Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5 % agarézovém gelu v 1xTBE pufru
po dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem (Vavra et al.
2015).

4.3.1 Ovéreni sekvencni specifity amplikoni genu MdMYBA pomoci Sangerovy
sekvenance

Byly vybrany 2 odriddy se Zlutou barvou slupky (‘Rezista‘, ‘Otava‘), a dvé
s Cervenou barvou slupky (‘Topaz‘ a ‘Karmina‘). Na zakladé predchoziho metodického
postupu bylo zjisténo, Ze odridy s Cervenou barvou jsou v homozygotni sestavé
s obéma nemutovanymi alelami, a naopak obé Zlutoplodé odrlidy nesou obé mutované
alely. U téchto ¢tyr odrud byly ziskany PCR amplikony, které byly separované ve 2 %
agardzovém gelu v 1xTBE pufru po dobu 90 minut, pfi napéti 120 V. Amplikony byly
vizualizovdny pomoci ethidium bromidu na agorézovém gelu. Nasledné byly, pomoci
skalpelu, vyfiznuty blocky s pozadovanym amplikonem. Z agarézovych blockd byly
vyizolovany PCR fragmenty pomoci kitu GenelET Gel extraction kit (Thermo Fisher
Scientific). Pri extrakci byl dodrZzen postup doporuceny vyrobcem kitu. Na zavér byly
vzorky rozpustény v 20 pul ddPCR HO (pH 8,0). Eluovand DNA byla kvantifikovana
spektrofotometricky na pristroji NanoPhotometr (Implen). Sekvenance byla u kazdého
amplikonu provedena vidy podle F i R primer(. Pro Sangerovu sekvenaci byla pouzita
sluzba firmy Eurofins Genomics (eurofinsgenomics.eu) a sloZeni sekvenacni reakce je
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popsdno na internetovych strankach (eurofinsgenomics.eu). Vlastni sekvenance byla
provedena pomoci genetického analyzeru ABI Prism 3730XL. Ziskana hruba sekvenacni
data byla nasledné zpracovand v programu Bioedit 7.2 (www.nucleics.com).

4.4 Detekce retrotranspozonu redTE podle Zhang et al. (2019)

Dalsi geneticky faktor rozhodujici o intenzité cervené barvy ve slupce plodu
jabloni, respektive o intenzité exprese vySe uvedeného genu MdMYBA, je pfitomnost
retrotranspozonu s enchancerovou aktivitou, ktery Zhang et al. (2019) oznacili jako
redTE.

4.4.1 Bionformaticka analyza enchanceru redTE

V databdzi NCBI (National Center for Biotechnology Information) byly vybrany
dva referencni genotypy, respektive jejich celogenomicka sekvence. Jednalo se o
cervenoplody genotyp ‘Hanfu’ (ASM411538v1). Tento genotyp ve své prace pouzili
Zhang et al. (2019). Druhym genotypem byl dihaploid odridy ‘Golden Delicious’
(ASM211411v1) se Zlutou barvou plodu. U obou referencnich genotypl byla
identifikovand pozice transkripéniho faktoru MdMYBA, ktery se nachdzi na 9.
chromozomu. Byla identifikovana pozice exonu a intronu a v exonu 1 byl nalezen start
kodon AUG. U obou referenénich genotypt byla vybrana oblast nachdazejici se pred start
kodonem. U genotypu ‘Hanfu’ byla identifikovand pozice obou LTR sekvenci a vlastni
redTE enchancer. Tato sekvence s retrotranspozonem u genotypu ‘Hanfu’ byla pomoci
programu BioEdit porovnand se sekvenci predchazejici start kodon AUG u odrady
‘Golden Delicious’.

4.4.2 Identifikace pozice primerl navrzenych Zhang et al. (2019)

Pomoci programu BioEdit byla provedena identifikace primerového paru, ktery
podle Zhang et al. (2019) amplifikoval 750 bp fragment u ¢ervenoplodého genotypu
‘Hanfu’, a primerového paru amplifikujicich podle Zhang et al. (2019) 501 bp amplikon
u odrady ‘Golden Delicious’. Specifita obou vySeuvedenych pard primer( podle Zhang
et al. (2019) byla in silico ovéfena podle aplikace Primer — Blast, ktera je soucasti online
dostupné aplikace Blast (blast.ncbi.nlm.nih.gov). Pro vyhodnoceni specifity byly pouzity
jako referenéni genotypy celogenomické sekvence, které pouzivali rovnéz Zhang et al.
(2019).

40


http://www.nucleics.com
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

4.4.3 Optimalizace amplifikace specifickych markerl navrzenych Zhang et al. (2019)

Pro amplifikaci 750 bp fragmentu u cervenoplodych genotypl byly pouzité
nasledujici primery — F1 (5-GGTCACCCAACCCACACTGGGCCTTG-3) a R1 (5'-
CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA-3'), navrzené Zhang et al. (2019). U Zlutoplodych
genotypl byly pro ziskani 501 bp fragmentu pouzité primery — F2 (5
GGATACATGCACTATTGATGCGCT-3') a R2 (5'-GGGAGTGTGATATCCGACAGTGTGTCT-3’'),
navrzené Zhang et al. 2019. Vzhledem k tomu, Ze Zhang et al. (2019) neuvadéji zadné
informace o podminkach amplifikace, byla provedena optimalizace annelacni teploty
pomoci gradientové PCR. Pro oba primerové pary bylo pouZzito ndsledujici sloZzeni: 20 ng
genomické DNA ve 10 pl reakci, 500 nM F primer a 500 nM R primer. Pro amplifikace
byl pouzit amplifikacni kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Vlastni
amplifikace probihala v termocykleru CFX Connect™ (BioRad). Amplifikacni program a
teplotni gradient je uvedeny na ndsledujicim obrazku (obrazek 10). Ziskané amplikony
byly separované v 1,5 % agardzovém gelu pfi napéti 120 V po dobu 120 minut.
Fragmenty byly vizualizované pomoci ethidium bromidu. Pro archivaci
elektroforeograml byl pouzit dokumentacni systém Quantity One 1-D Analysis
Software (BioRad).

4.4.4 Navrzeni nového PCR markeru pro detekci redTE

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedené markery, publikované Zhang et al. (2019)
nevykazovaly patfi¢nou specifitu, bylo pfistoupeno k navrzeni vlastniho PCR markeru.
Pro navrZeni markeru se vychazelo z hypotézy, Zze v genomu cervenoplodych jablek
(‘Hanfu’) i Zlutoplodych jablek (‘Golden Delicious’) se budou nachazet sekvence
identické oblasti vhodné pro umisténi F a R primerQ, které budou amplifikovat PCR
produkt s variabilni délkou v zavislosti na barvé slupky. Pro tyto ucely byla pouzZita data
vySe popsané bioinformatické analyzy. Pomoci funkce Primer — Blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) byla navriena dvojice primerd MalMYB s nasledujicimi
sekvencemi MalMYB F4 (5'-CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTT-3') MalMYB R4 (5'-
CATTGCCTGCTGAAAGTACGATGA-3').

Dle vysledk( bioinformatické analyzy byla predpokladand velikost amplikond u
cervenoplodych odrid (‘Hanfu‘) 288 bp a u Zlutoplodych odrid (‘Golden Delicious’) 788
bp. Pro amplifikaci nové navrzeného markeru byl pouzit rovnéz amplifikacni kit FastStart
Essential DNA Green Master (Roche) a reakéni smés o objemu 10 ul obsahovala 20 ng
genomické DNA, koncentrace primerd MalMYB F4 a MalMYB R4 byla 500 nM. Pro
amplifikace byl pouzit rovnéz termocykler CFX Connect™ (BioRad). Volba optimalni
annelacni teploty byla provedena pomoci gradientu, ktery je uveden na obrazku 10.
Jako optimalni byla zvolena annelacni teplota 62 °C. Ziskané amplikony byly separované
v 2 % agardzovém gelu v 1xXTBE pufru, po dobu 90 minut pfinapéti 120 V. PCR amplikony
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byly vizualizované pomoci ethidium bromidu a digitalizovany pomoci systému Quantity
One 1-D Analysis Software (BioRad).
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Obrdzek 10: Optimalizace annelacni teploty pomoci gradientové PCR (CFX Maestro;
BioRad)

4.4.5 Optimalizace protokolu pro amplifikaci nové navrzeného markeru MalMYB

Prvnim stupném pro hodnoceni specifiénosti byla tzv. melting analyza, ktera je
soucasti postamplifikacniho programu. Vysledek melting analyzy je znazornén kfrivkou
(obrazky 24 a 25), kterd je soucdsti vystupu programu CFX Maestro (BioRad). Druhym
stupném ovéreni specifity bylo vyhodnoceni velikosti amplikonll v agardzové
elektroforéze. Posledni a nejpresnéjsi zplisob vyhodnoceni specifity byla sekvenacni
analyza. Pro sekvenacni analyzu byl pouzit sekvenacni protokol popsany v kapitole 4.3.1.

4.4.6 Vyhodnoceni segregace nové navrzeného markeru MalMYB

Nové navrzeny kodominantni marker (primerovy par MalMYB F4 R4), byl
amplifikovan u vSech hybridnich kombinaci (‘Herald‘ x ‘Cumulus’, ‘Herald’ x ‘Kordona’,
‘Rubinola‘ x Kordona“.). PGvodni nemutovand alela s funkénim redTE (288 bp) byla
oznacena pismenem W (wild) a mutovana (788 bp), typicka pro Zlutoplodé odrudy, byla
oznaCena M (mutation). JelikoZz rodicovské odridy vySe uvedenych hybridnich
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kombinaci byly timto markerem genotypizovany, byly urceny teoreticky ofekavané
$tépné poméry, které byly porovndny se skutecnymi $tépnymi poméry alelickych
kombinaci navrzeného markeru. Pro porovnani byl pouZit neparametricky Person(v x2

test a program Statistica 12 (Statsoft).
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5. Vysledky

5.1 Hodnoceni fenotypl barvy slupky u kolekce modelovych odriid a u
hybridnich kombinaci

Vzhledem k tomu, Ze listové Cepele byly odebirany v letnich mésicich, kdy se
hodnocené odrldy nachazely ve fazi rlstu a vybarvovani plodd, nebylo mozné hodnotit
fenotyp ve vysadbach VSUO Holovousy s.r.o. Proto pro popis odriid byly pouZité literarni
prameny. Popis zbarveni slupky je prezentovan v kapitole 3.5. Tento popis povaZuji za
presnéjsi, protozZe v literarnich pramenech je uvedena standardni barva slupky typicka
pro dané odrady, zatimco literarni prameny soucasné uvadéji vliv vnéjsich podminek
(slunedni zareni, teplota) na intenzitu vybarveni a na typicky pomér mezi ¢ervenou a
Zlutou barvou slupky. U semendcku tfech hodnocenych hybridnich kombinaci nebylo
mozné provést hodnoceni barvy, protoze se jednalo o rostliny staré nékolik mésict.

5.2 Hodnoceni kvality a kvantity izolované genomické DNA

V metodické casti diplomové prace jsem uvedla, Ze cilem experimentu nebyla
optimalizace izolace DNA, presto povaZzuji za vhodné ve vysledkové ¢asti uvést, Ze
extrahovana DNA dosahovala vytéZnosti i Cistoty, které jsou vhodné pro PCR analyzu.
Pramérna vytéZznost genomické DNA ziskané z jednoho gramu cerstvé hmoty listové
Cepele byla 47 ug DNA. Variac¢ni koeficient byl roven 5,3 %. Primérna hodnota poméru
absorbance A260/A280 dosahla hodnoty 1,97 a variacni koeficient byl roven 6,3 %.
Priimérna hodnota poméru absorbance A260/A230 byla rovna 2,08, variacni koeficient
byl roven 5,7 %. Oba poméry absorbance svédci o vysoké Cistoté extrahované DNA,
respektive o minimdlné kontaminaci organickymi slou¢eninami.

5.3 Vysledky identifikace alelickych variant genu MdMYBA podle Ban et
al. (2007)

Na zdkladé vysledk( uvedenych v certifikované metodice Véavra et al. (2015),
jsem predpokladala, Ze pouzitd dvojice primerd bude schopna detekovat inzeréné —
delec¢ni polymorfismus. Jinymi slovy, u kolekce hodnocenych odrid se budou vyskytovat
dvé alelické varianty, kterym odpovidaji PCR produkty o velikosti 723 bp a 656 bp. Tento
predpoklad byl potvrzen skuteéné u vSech hodnocenych odrid. U semenackl
hybridnich kombinaci byly zjiStény pouze dva PCR produkty s vySe uvedenymi
velikostmi. Tento vysledek je dokumentovan na obrazku 11, ktery znazornuje segregaci
pouzitého markeru v hybridni kombinaci ‘Herald’ x ‘Cumulus’. Vzhledem k tomu, Ze

evolucéné plvodni alela (723 bp) neobsahovala delece, budu tuto alelu v diplomové
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praci oznacovat pismenem W (wild) a mutovanou (656 bp) alelu s deleci budu oznacovat
M (mutation). Pro heterozygoty budu pouZivat oznaceni W/M.

Semenacky

Obrdzek 11: Semendcky z kfizeni odrid ‘Herald’ x ‘Cumulus’. S — velikostni standard
(GeneRuler 100bp DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific)

5.3.1 Genotypizace kolekce odriid pomoci markeru podle Ban et al. (2007)

V nasledujici tabulce (Tabulka 1: Odrldy) je uveden prehled odrid a prehled
detekovanych alelickych kombinaci markeru genu MdMYBA podle Ban et al. (2007). Z
této tabulky je patrné, Ze z celkového poctu 49 odrlid bylo detekovano 41 odrid s
alelickou kombinaci W/W, 2 odrtdy s kombinaci M/M a 6 s kombinaci W/M.

Jediné dvé odrldy, které vykazovaly homozygotni sestavu mutovanych alel byly
‘Otava’ a ‘Rezista’, pro které je charakteristickd Zlutd barva a které maji v obou
ptripadech oranZzové licko. U ostatnich odrld, které nesly aspon jednu nemutovanou
alelu, se predpokladalo, Ze budou mit funkéni gen MdMYBA a budou vytvaret ¢ervené
zbarveni. Jedinou vyjimkou je odrida ‘Bohemia Gold’, ktera je typicka Zlutou barvou,
ale jeji genotyp odpovida nemutovanému homozygotovi. Pfi¢ina této vyjimky bude
diskutovana v kapitole diskuse.
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Odrida
Angold
Blanik
Bohemia Gold
Braeburn
Clijo
Cumulus
Discovery
Florina
Frosta

Fuji

Gala
Gloster
Golden Delicious
Golida
Herald
Idared
Jarka

Julie
Karmina
King Jonagold
Klara
Kordona
Lady Silvia
Melodie
Melrose
Meteor
Miodar
Ontario
Ontario Red
Orion
Otava
Primadela
Produkta
Rezista
Rosana
Rubens

Markery
MdMYBA
W/wW
W/wW
W/W
W/W
W/W
W/W
W/wW
W/wW
W/W
W/W
W/W
W/W
W/M
W/wW
W/M
W/W
W/W
W/W
W/wW
W/M
W/W
W/W
W/W
W/W
W/wW
W/wW
W/W
W/W
W/W
W/M
M/M
W/wW
W/M
M/M
W/W
W/W

Tabulka 1: Odridy

redTE

W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
M/M
W/W
W/M
W/W
W/W
W/W
W/W
W/M
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
W/W
M/M
M/M
W/W
M/M
M/M
W/W
W/W

Barva slupky

Zlutozelena, cervené licko
razova, cervené prekryti
zelenozluta bez rzivosti

zelena, oranzové prekryti
zelenozZluta, cervené zihani
Zlutozelend, cervené prekryti
Zlutd, cervené licko

zelen3, fialové prekryti

Zluta, cervené skvrny
zelenozluta, cervené licko

Zluta, cervené prekryti
zelenoZlutd, tmavé fialové prekryti
zelenozluta, rizové licko
Zlutozelena, Cervené prekryti
Zlutozelend, cervené prekryti
Zlutozelend, karminové prekryti
Zluta, cervené pdaskovani

zelend, Cervené paskovani
zelenozluta, karminové mramorovani
zelenozZluta, cervené prekryti
Zluta, cervené prekryti
zelenozZluta, cervené licko
Zlutozelena, Cervené prekryti
Zluta, cervené prekryti
Zlutozelena, hnédocervené prekryti
Cervena az purpurova

zelen3, razové licko

zelen3, Cervené licko

zelen3, Cervené licko

zelenozZluta, oranzové licko
Zlutozelena, oranzové prekryti
zelenozluta, cervené zihani
zelenozluta, cervené licko
zelenozZluta, svétlé oranzové licko
zelenozluta, ¢ervené licko

zluta, oranzové prekryti
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Rubimeg wW/W W/W zelend, ¢ervené Zihani

Rubin wW/W W/W  zelenoZlutd, ¢ervené licko

Rubinola W/W W/W  zelenoZlutd, Cervené paskovani
Rubinstep W/W W/W  Zlutd, oranZové prekryti, Cervené Zihani
Rucla W/wW W/W  zelenoZlutd, purpurové prekryti
Sampion W/M W/M  zelenoZlutd, oranzové licko

Selena W/W W/W  zelenoZlutd, oranzové prekryti, Cervené licko
Spartan W/W W/W  zelenoZlutd, tmavé Cervené prekryti
Topaz W/W W/W  Zlutd, oranZové mramorovani

Vanda W/W M/M  zelenoZlutd, éervené mramorovani
Vysocina W/wW W/W  zelend, purpurové Zihani

Zuzana W/W W/W zelenozluta, oranzové az Cervené zihani

5.3.2 Sekvenovani genu MdMYBA

Z obrazku 11 je patrné, Ze na zdakladé porovnani s velikostnim standardem
pribliznd velikost amplikonU je 723 bp a 656 bp. Je to jasny dlikaz, Ze dvojice primerd,
navrzenych Ban et al. (2007), specificky amplifikuje ¢ast genu MdMYBA. Pro ovéreni
bylo provedeno Sangerovo sekvenovani u dvou odrid se Zlutou barvou slupky ‘Otava‘ a
‘Rezista’ a u dvou odrud s ¢ervenou barvou slupky ‘Topaz‘ a ‘Karmina‘. Na nasledujicim
obrazku (obrazek 14) jsou uvedeny ziskané konsensus sekvence, které byly
vyhodnoceny v programu BioEdit. Tento obrazek zndzorfuje vzajemné porovnani
téchto sekvenci, ze kterého je patrna sekvence s deleci.

5.3.3 Porovnani sekvence markeru MdMYBA podle Ban et al. (2007) s databazi NCBI

Pro sekvenacni analyzy byly pouzity dvé Zlutoplodé odridy (‘Otava’ a ‘Rezista‘)
a dvé Cervenoplodé (‘Topaz‘ a ‘Karmina‘.). U vSech ¢tyr odrid byly ziskany konsensus
sekvence. Pocty nukleotidd jednotlivych amplikond plné souhlasily s vysledky, které
publikoval Ban et al. (2007). Bylo zjisténo, Ze obé cervenoplodé odridy maiji zcela
identickou sekvenci markeru a stejné jako Zlutoplodé odridy jsou zcela shodné. Ziskané
sekvence byly porovnany s NCBI databazi. Porovnani bylo provedeno vidy pro
Zlutoplodé a ¢ervenoplodé odridy. Vysledky porovndani jsou uvedeny na obrazcich 12 a
13. Z obrdazku je patrné, Ze sekvence u obou ¢ervenoplodych odrtd vykazovala 100 %
homologii s publikovanou sekvenci ¢asti genu MdMYBA u Cervenoplodych odrlid jako
jsou ‘Rall‘s” a ‘Royal Gala“.

Sekvence markeru u Zlutoplodych odrld ‘Otava’ a ‘Rezista‘ vykazovaly rovnéz
vysokou miru podobnosti se sekvencemi publikovanymi NCBI databazi (vice nez 99 %).
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Job Title Karmina Topaz Filter Results

RID 2D415BR0O013 Search expires on 04-01 15:47 pm Download All v
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Database nt  See details v | Type common name, binomial, taxid or group name |
<+ Add organism

Query ID IcllQuery_73463

Description None Percent Identity Evalue Query Coverage

o e i

Query Length 727

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show ]
select all 33 sequences selected GenBank Graphics Distance free of results = MSA Viewer
Deseription Scientific Name | 2% | Total |Query | E PE | pcc. Len Accession

Score Score |Cover  walue Ident
- - - v

Malus domestica genome assembly,_chromosome: 8 Malus domestica 1343 2053 100% 0.0 100.00% 35819836 OUT44896.1
Malus domestica genome assembly,_chromosome: 9 Malus domestica 1343 2053 100% 0.0 10000% 35512811 0OUT44881.1
Malus domestica genome assembly, chromosome: 9 Malus domestica 1343 2053 100% 0.0 100.00% 36124330 OUT44550.1
Malug x cultivar Ralle MYB1 transcription factor gene, complete cds Malus domestica 1343 1343 100% 0.0 100.00% 7242 HO259417.2
Malus x cultivar Royal Gals MYB10 (WMYB10) gene, promoter region and complete cds Malus domestica 1343 1343 100% 0.0 100.00% 7147 EUS18245.2
Malus x WY B transcription factor (MYB1}) gene, MYB1-2 allsle, promoter region and com... Malus domestica 1343 1343 100% 0.0 100.00% 6245  DQOB8BG415.1
Malus x WYB transcription factor (MYB1) gene, MYB1-1 allele, promoter region and com... Malus domestica 1343 1343 100% 0.0 100.00% 6246  [D0OB8BG414.1
alus domestica genome asseml hromesome; 9 Malus domestica 824 2038 100% 0.0 98.50% 37073583 QUB96685.1
Malus x MYB transcription factor (MY'B1) gene, MYB1-3 allele,_promoter region and com .. Malus domestica 737 1160 91% 0.0 57 69% 6176  DQO3B8416.1
PREDICTED: Malus domestica transcription factor M8 113-like (LOC103421848), transcript variant Malus domestica 381 633 47% 3e-103 100.00% 1198 XM _0289107484 1
PREDICTED: Malus domestica transcription factor MB113-like (LOC103421548), transcript variant Malus domestica 374 626 46%  4e-101 100.00% 195 XM _029107483.1

Obrazek 12: Porovndni sekvence cevenoplodych odrid ‘Topaz’a ‘Karmina‘s databdzi
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Query ID Icl|Query_30645

Description None Percent Identity Evalue Query Coverage

Molecule type  dna | | to | | | ‘ to | | ‘ ‘ to | |

Query Length 656

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Selectcolumns ~ Show (2]
select all 33 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
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Malus x domestica MYB transcription factor (MYB1) gene WYB1-3 allele, promoter region and com... Malus domestica 1166 1166 99% oo 98.93% 6176 D0OB86416.1
halus domestica genome chr g Malus domestica 776 1862 99% oo 99.30% 358198356 QUT44999.1
Malus domestica genome chre ] Malus domestica 776 1862 99%% 0.0 99.30% 35912611 QU7449611
halus domestica genome chr g Malus domestica 776 1862 99% oo 99.30% 36124330 QUT44550.1
Malus x domestica cultivar Ralls MYB1 transcription factor gene, complete cds Malus domestica 776 1184 99% 0.0 99.30% 7242 HQ259417.2
Malus x domestica cultivar Royal Gala MYB10 (MYB10) gene, promoter region and complete cds Malus domestica 776 1184 99% oo 99.30% 7147 EU518248 2
Malus x domestica MY'B transcription factor (M'YB1) gene, MYB1-2 allele, promoter region and com... Malus domestica 776 1184 99%% 0o 98.30% 6245  DOBEB415.1
Malus x domestica MY'B transcription factor (MYB1) gene WYB1-1 allele,_promoter region and com... Malus domestica 776 1184 99% oo 99.30% 6246 DOBB6414 1
Malus domestica genome chr g Malus domestica 492 1881 99% 1e-136 99.63% 37073583 QUESEGES.1

Obrazek 13: Porovndni sekvence Zlutoplodych odrud ‘Otava’ a ‘Rezista’s databdzi NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Dlkaz toho, Ze rozdil mezi alelou W (Cervenoplodé odridy) a alelou M
(Zlutoplodé odrldy) je zpGsoben deleci, vyplyvd i z porovnani sekvenci markerd u odrad
‘Otava’, ‘Rezista’, ‘Topaz‘ a ‘Karmina’, ktery je uveden na obrazku 14. Z tohoto obrdzku
je patrna nejen delece o velikosti 67 bp, ale i 4 SNP, kterymi se dané Zlutoplodé a
Cervenoplodé a odrudy lisi.
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Obrdzek 14: Porovndni oskenovanych cervenoplodych a Zlutoplodych odrid vuci sobé
(BioEdit)

5.4 Vysledky detekce retrotranspozonu redTE podle Zhang et al. (2019)

5.4.1 Vysledky ovéreni specifity nasedani primerl navrienych Zhang et al. (2019)

Specifita naseddani primerovych paru F1 R1 a F2 R2, které jsou detailné popsané
v kapitole 4.4.3, byla ovérena pomoci volné dostupného online nastroje Primer — Blast
(blast.ncbi.nlm.nih.gov). Vzhledem k tomu, Ze Zhang et al. (2019) ve své praci uvadél
referenéni genotypy, pro navrzeni primerd a ostatni analyzy, byla pouZzita dihaploidni
odriida ‘Golden Delicious’ (ASM211411vl) a cervenoplodd odrdda ‘Hanfu’
(ASM411538v1). Tyto 2 genotypy jsem zvolila jako referencni a pomoci vyse uvedeného
programu jsem predikovala, kde tyto primerové pdary nasedaji. Z prace Zhang et al.
(2019) vyplyva, Ze dvojice primertd F1 R1 by méla nasedat pouze u ¢ervenoplodého
genotypu (ASM411538v1) a naopak dvojice F2 R2 by méla nasedat u Zlutoplodého
‘Golden Delicious’ (ASM211411v1). Vysledky této in silico analyzy dokumentuji
nasledujici obrazky (obrazek 15 a 16 (a, b)).
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Primer pair 1

Sequence (5->37)
Forward primer GGTCACCCAACCCACACTGGGCCTTG
Reverse primer CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA

Products on target templates
>CM014057.1 Malus domestica cultivar HFTH1 chromosome 9, whole genome shotgun sequence

product length = 758
Forward primer 1 GGTCACCCAACCCACACTGGGCCTTG 26
Template FITEBITE it i a s 31758351

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 31757627 i s 31757649

>CM014067.1 Malus domestica cultivar HFTH1 chromosome 13, whole genome shotgun sequence

product length = 938
Reverse primer 1 COGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 33861794 e 33861772

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 33BOOBOS L. 33868887

product length = 589
Reverse primer 1 COGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 5042263 ..., T..... A.... 5942241

Reverse primer 1 COGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 5941755 L. A.... 5941777

=CMO014063.1 Malus domestica cultivar HFTH1 chromosome 15, whole genome shotgun sequence

product length = 614
Reverse primer 1 COGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 2030248 ... 2636218

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 2635627 L e 2635649

Obrdzek 15: Ovéreni specifity nasedani dvojice primert F1 R1 u odridy Hanfu
podle Zhang et al. (2019) v databdzi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Z obrazku 15 vyplyva, Ze dvojice primer(i navrzend Zhang et al. (2019) F1 R1 ma
skute¢né u genotypu ‘Hanfu’ amplifikovat produkt 750 bp. Nicméné in silico analyza
ukazala, Ze tato dvojice primerl naseda i na dalSich mistech, a tudiz tato dvojice primeru
bude poskytovat nespecifické amplikony.

Primer pair 1

Sequence (5'->37)
Forward primer GGTCACCCAACCCACACTGGGCCTTG
Reverse primer CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA

Products on target templates
>NC_041801.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 13, ASM211411v1

product length = 93@

Features flanking this product:
7934 bp at 5' side: zinc finger protein constans-like 5-like
243712 bp at 3" side: (r)-mandelonitrile lyase 3-like

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 34185843 ... 34185821

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 34184914 ... 34104936

>NC_041805.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 17, ASM2114711v1

product length = 823

Features flanking this product:
2551@ bp at 5° side: uncharacterized protein loc183426221
15933 bp at 3' side: probable acyl-activating enzyme 6

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 33545427 L 33545485

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 33544685 ... 33544627

>NC_041790.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 2, ASM211411v1

product length = 759

Features flanking this product:
53412 bp at 5° side: low quality protein: disease resistance protein rpp4-like
2465 bp at 3" side: uncharacterized protein loc114822620

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template A4452526 T.ooioiiiiiiii i A. 4452584

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 4451768 L. 4451798

Obrdzek 16 (a): Ovéreni specifity nasedani dvojice primerd F1 R1 u odridy
‘Golden Delicious’ podle Zhang et al. (2019) v databdzi NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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>NC_041804.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 16, ASM211411v1

product length = 564

Features flanking this product:
3816 bp at 5° side: folate synthesis bifunctional protein, mitochondrial-like
21869 bp at 3' side: uncharacterized protein loc163426541

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 38289625 ....... Covineeeaes T... 38289663

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 38289862 ....iiiiiienniiiainaaas 38289084

=NC_0D41795.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 7, ASM211411v1

product length = 611

Features flanking this product:
12014 bp at 5' side: cysteine-rich receptor-like protein kinase 18
13732 bp at 3' side: cysteine-rich receptor-like protein kinase 18

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 1293658 T...T............ T..... 1293628

Reverse primer 1 CGGCCGCAATCGCAAGACGCAGA 23
Template 1203848 ... .. T..A..A.... 1203862

Obrdzek 16 (b): Pokracovdni ovéreni specifity nasedani dvojice primer( F1 R1 u
odrtdy ‘Golden Delicious’ podle Zhang et al. (2019) v databdzi NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Z obrazku 16 (a, b) je patrné, Ze dvojice primerd F1 R1 naseda i na ‘Golden
Delicious’ a vytvari vétsi pocet amplikon(. Tento vysledek je v rozporu s predpoklady
Zhang et al. (2019), ktefi uvadéji, Ze primery F1 R1 jsou specifické pro ¢ervenoplodé.

Podle Zhang et al. (2019) by se dvojice primerli F2 R2 neméla hybridizovat u

cervenoplodé odrlidy ‘Hanfu’, presto in silico analyza poukazala, Ze primery F2 R2 tvofi
amplikon velky 60 bp (obrazek 17).
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Primer pair 1

Sequence (5->3')
Forward primer GGATACATGCACTATTGATGCGCT
Reverse primer GGGAGTGTGATATCCGACAGTGTGTCT

Products on target templates
=CM014057.1 Malus domestica cultivar HFTHT chromosome 9, whole gemome shotgun sequence

product length = 61
Forward primer 1 GGATACATGCACTATTGATGCGCT 24
Template = C 31757919

Reverse primer 1 GOGAGTGTGATATCCGACAGTGTGTCT 27
Template i 31757988

Obradzek 17: Ovéreni specifity naseddni dvojice primert F2 R2 u odridy ‘Hanfu’
podle Zhang et al. (2019) v databdzi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Dalsi vyrazny rozpor ze zavéry Zhang et al. (2019) je patrny z obrazku 18, kde F2
R2 dvojice primer( méla poskytovat 501 bp velky produkt. Avsak podle in silico analyzy
F2 R2 primery u ‘Golden Delicious’ nenachazeji adekvatni misto pro hybridizaci.

Input PCR template none
specificity of primers No targst templates were found in selectsd database: Malus domestica ASM211411v1 [GCF_002114115.1] chromasomes plus unplaced and unlocalized scaffolds

Other reports b Search Summary
== Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length Tm GCR Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer GGATACATGCACTATTGATGCGCT 24 6163 4583 6.00 2.00
Reverse peimer GGGAGTGTBATATCCBACAGTGTGTCT 27 6566 5185 600 300

Obrdzek 18: Ovéreni specifity nasedani dvojice primeru F2 R2 u odridy ‘Golden
Delicious’ podle Zhang et al. (2019) v databdzi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

5.4.2 Vysledky optimalizace specifickych primerd redTE podle Zhang et al. (2019)

Hlavnim cilem optimalizace bylo uréeni optimalni teploty, kterd méla vést
k amplifikaci specifickych fragment(, které uvadéji Zhang et al. (2019) a které jsem blize
charakterizovala v kapitole 5.4.1.

Pomoci gradientové PCR byla vybrdna jako annelacni teplota 62 °C, a to proto,
Ze pri této teploté cervenoplodé odridy amplifikovaly intenzivné 750 bp a u
Zlutoplodych odrud byla intenzita amplifikace nespecifickych fragmentl nejnizsi. Tento
vysledek optimalizace je uvedeny na obrazku 19.
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Obrdzek 19: Optimalizace amplifikace primert F1 R1 podle Zhang et al. (2019). S —
velikostni standard (GeneRuler 100bp DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific)

Na obrdazku 20 je vidét neuspésny vysledek optimalizace F2 R2 primerd podle
Zhang et al. (2019) In silico analyza specifi¢nosti primerd F2 R2 zndzornénd na obrazku
17 predpoklada, Ze F2 R2 dvojice primert by méla poskytovat amplikon o velikosti 60
bp; tento produkt je patrny i z obrazku 20.

In silico analyza nasedani primerl F2 R2 u ‘Golden Delicious’ predpoklada, ze
tyto primery u Zlutoplodych odriid nebudou amplifikovat 501 bp velky fragment, ktery
uvadéji Zhang et al. (2019). Vysledek in silico analyzy byl potvrzen i experimentdlné, na
obrazku 20 jsou zndzornény dvé Zlutoplodé odridy (‘Otava‘ a ‘Rezista‘), u kterych
k amplifikaci produktu 501 bp nedochazi.
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Obrdzek 20: Optimalizace amplifikace primert F2 R2 podle Zhang et al. (2019). S —
velikostni standard (GeneRuler 100bp DNA Ladder; Thermo Fisher Scientific)

5.4.3 Vysledky navrzeni nového markeru MalMYB

Z ptedchozich kapitol je jednoznacéné patrné, ze dvé primerové dvojice (F1 R1 a
F2 R2) navriené Zhang et al. (2019) neni moZné Uspésné pouzit pro detekci
polymorfismu redTE enchanceru, a to zejména z téchto dlivodu:

i.  Dvojice primer( F1 R1 amplifikuji i u Zlutoplodych odr(id, jedna se o nespecifické
amplifikace, které mohou znesnadniiovat genotypizace.

ii.  DalSim davodem je situace tykajici se primer( F2 R2, které u Zlutoplodych odrtd
nevytvareji pozadovany PCR produkt o velikost 501 bp.

Z téchto dlivodu bylo provedeno navrzeni vlastniho markeru, ktery predstavuje
primerovy par MalMYB F4 R4(uveden na obrazku 21), ktery bude amplifikovat odlisné
velké fragmenty u ¢ervenoplodych a Zlutoplodych odrld. In silico analyza specifity nové
navrzeného primeru je uvedena na nasledujicich obrazcich, stejné jako v pfipadé
primerd Zhang et al. (2019) jsem zvolila jako referen¢ni genotyp ‘Hanfu‘ a ‘Golden
Delicious’ (ASM411538v1, ASM211411v1).
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Primer pair 1

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTT 23 60.49 43.48 7.00 2.00
Reverse primer CATTGCCTGCTGAAAGTACGATGA 24 61.68 4583 4.00 2.00

Products on target templates
>CM014057.1 Malus domestica cultivar HFTH1 chromosome 9, whole genome shotgun sequence

product length = 288
Forward primer 1 CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTT 23
Template b7 d = L R e PN PSSP P S 31758105

Reverse primer 1 CATTGCCTGCTGAAAGTACGATGA 24
Template 31757840 .vuvhsvshia iR TR 31757863

4

Obrdzek 21: Ovéreni specifity nasedani primeri MalMYB F4 R4 u genotypu ‘Hanfu
(ASM411538v1) v databdzi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length m GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTT 23 60.49 43.48 7.00 2.00
Reverse primer CATTGCCTGCTGAAAGTACGATGA 24 61.68 4583 4.00 2.00

Products on target templates
>NC_041797.1 Malus domestica cultivar Golden Delicious isolate X9273 #13 chromosome 9, ASM211411v1

product length = 788

Features flanking this product:
47697 bp at 5' side: utp--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
3321 bp at 3' side: transcription factor mybl13-like

Forward primer 1 CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTT 23
Template 35611375 .. 35611397

Reverse primer 1 CATTGCCTGCTGAAAGTACGATGA 24
Template 35612162 ...t 35612139

Obrdzek 22: Ovéreni specifity nasedani primeri MalMYB F4 R4 u genotypu ‘Golden
Delicious’ (ASM211411v1) v databdzi NCBI (https.//www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Z téchto obrazkid vyplyva, Ze navrzena dvojice primerd F4 R4 u cervenoplodych
odrtid by méla amplifikovat pouze jeden amplikon o velikosti 288 bp, u Zlutoplodych
odrtd 788 bp.

Z obrazk( 22 je patrné, Ze navrzena dvojice primerl naseda v oblasti 3321 bp
pred genem MdMYBA TF (myb-113 like). Tento vysledek je shodny se Zhang et al.
(2019).

5.4.4 Vysledny optimalizovany protokol pro amplifikaci nové navrzeného markeru
MalMyYB

Pro dvojici primeru F4 R4 byla pomoci gradientové PCR stanovena optimalni

annelacni teplota 62°C. SloZeni reakce i teplotni a ¢asovy profil byl stejny jako profil

optimalizovany pro primerové dvojice F1 R1, F2 R2 podle Zhang et al. (2019) (obrazek

Cislo 10).
Vysledky amplifikace jsou prezentované na elektroforeogramu 23.
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Obradzek 23: Elektroforeogram zndzorriuje amplikony, které tvori dvojice primert
MalMYB F4 R4. S — velikostni standard (GeneRuler 100bp DNA Ladder; Thermo Fisher
Scientific)

Zvyse uvedeného obrazku je patrné, Ze nové navrienda dvojice primerd
poskytovala pouze dva amplikony, které se liSily svoji velikosti. Na zdkladé porovnani
ziskanych amplikonud s velikostnim standardem bylo odhadnuto, Ze krat$i amplikon
odpovida velkosti 288 bp, tato velikost by méla predstavovat ¢ast funkéniho redTE
enchanceru vyskytujiciho se u odrtd s ¢ervenou barvou slupky. Tento amplikon je
oznacen jako alela W a z vySe uvedeného obrazku 23 a z tabulky 1, kde je prezentovana
genotypizace vSech odrid je patrné, Ze tato W alela je charakteristickd pro
cervenoplodé odrudy. Jedinou vyjimkou je odrlida ‘Bohemia Gold’, ktera je Zlutoploda
a soucasné u ni dochdzi k amplifikaci alel typickych pro cervenoplodé. In silico
bioinformatickd analyza prezentovana obrazkem 22 predpokladala, Ze u Zlutoplodych
odrlid (‘Golden Delicious’) by amplikon tvoreny primery F4 R4 mél byt velky 788 bp.
Z vyse uvedeného elektroforeogramu je patrné, Zze amplikon Zlutoplodych odrid ma
vétsi velikost, nez amplikon cervenoplodych odr(id (288 bp), ale zcela jisté jeho velikost
neodpovida 788 bp. Specificnost amplifikace nové navrieného paru byla ovérena
melting analyzou. Na nasledujicich obrazcich (24 a 25) je zobrazena amplifikacni kfivka
znazornujici melting analyzu a melting peak predstavujici jeden jasny symetricky pik
charakterizujici specifickou amplifikaci — syntézu jednoho produktu.
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Obrdzek 24: Amplifikacni kfivky RT — PCR, melting analyza (CFX Maestro; BioRad)
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Obrdzek 25: Amplifikacni krivky RT — PCR, melting peak (CFX Maestro; BioRad)
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5.4.5 Vysledky sekvenacni analyzy nové navrzeného markeru

Z bioinformatické analyzy vyplynulo, Ze navrzenda dvojice primer(i by méla u
cervenoplodych odrad vytvaret produkt o velikosti 288 bp. Velikost tohoto produktu
byla orientacné ovérena elektroforetickou separaci (obrazek 23). Rovnéz sekvenacni
analyza potvrdila, Ze u obou hodnocenych odrid (‘Karmina‘ a ‘Topaz‘) byl produkt
skutecné velky 288 bp. Tyto dvé Cervenoplodé odridy se vzajemné sekvenci nelisily.
Ziskané sekvence ¢ervenoplodych odrid jsou na obrazku 26 oznaceny jako ‘Query’ tato
sekvence byla porovnana s Udaji v NCBI databdzi a vykazala 100 % identitu s referenéni
sekvenci ¢ervenoplodych genotypl ‘Hanfu’. Sekvence genotypu ‘Hanfu’ je na obrazku
oznacena jako ‘Sbjct’.

Malus domestica cultivar HFTH1 chromosome 9, whole genome shotgun sequence
Sequence ID: CM014057.1 Length: 34800404 Number of Matches: 1

Range 1: 31757840 to 31758127 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

532 bits(288) 6e-150 288/288(100%) 0/288(0%) Plus/Minus

Query 1 CCCAAAATTTGAAACGGGAGCTTAAGAATTTTTACTCTGAATTAAAtgaaaaagtacaa 68
|||I||II|I||I||II|I|||I||I||II|I||I|||I|III|I||T|| ITIIIIII

Sbjct 31758127 CCCAAﬂATTTGAﬂACGGGﬂGCTTAAGAﬂTTTTTﬂCTCTGAATTAA#TG&#AAAGTACﬁAA 31758068

TGTAAGGATGCTCATTACTAAACAGTGCATGGTTCCACTTTTTGGACAATGGTTA 120

o
Ny
GTGTAAGGATGCTCATTACTAAACAGTGCATGGTTCCACTTTTTGGACAATGETTA 31758008

Query 51 tata

||I
Sbjct 31758067 TATA
Query 121 TCTGTCATATTATTCAATTTTCTTCTACATAAATATTTATTG

t
CLLELEELLEELEEE L L Lt L Lr Ll
Sbjct 31758007 TCTGTCATATTATTCAATTTTCTTCTACATAAATATTTATTGTA

acga 4aateaataaaa 130
LETTLEELLELT LT

GA

Query 181 TT GATACATGCACTATTGATGCGCCTTCACATATAAGACACACTGTCGGATATCAC 248

gtag
I
TTGTAGGATACATGCACTATTGATGCGCCTTCACATATAAGACACACTGTCGGATATCAC 31757888

111

CGATAAATAAATAAAA 31757948
|
Sbjct 31757947
Query 241 ACTCCCTTCTCTTTCTAGTCCTACTCATCGTACTTTCAGCAGGCAATG 288

Sbjct 31757887 ACTCCCTTCTCTTTCTAGTCCTACTCATCGTACTTTCAGCAGGCAATG 31757340

Obrdzek 26: Porovndni odrid ‘Karmina“a ‘Topaz’s referencni odridou ‘Hanfu’
(ASM411538v1) v databdzi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Dvojice primert F4 R4 by podle bioinformatické analyzy méla u Zlutoplodych
odrid (‘Golden Delicious‘) vytvaret produkt o velikosti 788 bp, elektroforeticka analyza
ale ukazala jiny vysledek. Amplikon u Zlutoplodych odriid vykazoval pfibliznou velikost
315 bp, tento vysledek byl potvrzen rovnéz sekvenacni analyzou. Nebyla sekvenovana
odriida ‘Golden Delicious’ prochazejicich z VSUO Holovousy s.r.o., ale dvé odligné
Zlutoplodé odrlidy, u kterych nebyly doposud publikovany Zzadné genomické sekvence
(‘Rezista‘ a ‘Otava‘). U téchto dvou Zlutoplodych odrid bylo na zdkladé sekvenance
zjisténo, Ze amplikon je velky 315 bp. Obé Zlutoplodé odridy mély zcela identickou
sekvenci tohoto markeru. Tyto vysledky jsou patrné z obrazku 27, kde je sekvence
markeru F4 R4 u odrid ‘Rezista’ a ‘Otava‘ porovnana s referencni sekvenci zlutoplodé
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odridy ‘Golden Delicious’, ktera by dle databdze NCBI méla skute¢né poskytovat
amplikon o velikosti 788 bp. Z porovnani sekvenci vyplyva, ze rozdily mezi zjisténymi
sekvencemi u odrlid ‘Rezista’ a ‘Otava‘ jsou zpuUsobeny inzerci o velikosti 27 bp
v genomu odrlid ‘Rezista’ a ‘Otava‘. Ddle byla nalezena delece o velikosti 500 bp
v amplikonech odrid ‘Rezista’ a ‘Otava’. Posledni rozdily jsou zpUsobeny tfemi SNP,
kterymi se lisi odridy ‘Rezista‘ a ‘Otava‘ od referencniho genotypu ‘Golden Delicious’.
Odrida ‘Golden Delicious’ z VSUO Holovousy s.r.o., kterd byla analyzovdna v rdmci
diplomové prace, sice nebyla sekvenovana, ale na zakladé elektroforetické separace byl
u této odrady detekovan amplikon o velikosti 315 bp. Proto Ize vyslovit domnénku, Ze
sekvence amplikond mnou hodnocené odridy ‘Golden Delicious’ bude stejnd nebo
velice podobna jako sekvence u odridy ‘Golden Delicious’ (ASM211411v1) dostupné
v databazi NCBI. Priciny zjisténych rozdilt budou diskutované v kapitole diskuse.

§10IX A+ EFRINPES #T S PuB e il

Obrdzek 27: Porovnani odrid ‘Rezista’a ‘Otava‘s referencnim genotypem ‘Golden
Delicious’ (ASM211411v1) (BioEdit)

5.4.6 Vysledky segregace nové navrzeného markeru MalMYB

V dané diplomové praci byly uspésné optimalizovany a navrieny dva markery
pro detekce polymorfismu typu inzerce-delece. Prvniz marker( byl lokalizovany pfimo
v genu pro TF MdMYBA, druhy z markerU charakterizoval variabilitu redTE enchanceru.
Z hlediska klasické genetiky je moZné oba markery charakterizovat mendelistickou
dédic¢nosti. Oba markery jsou kodominantni, to znamen3, Ze na zakladé elektroforetické
separace jsme schopni odlisit vSechny alelické kombinace (W/W, M/M, W/M). Pro
ovéreni segregace téchto markerud byly vybrany hybridni kombinace.

Prvni predstavovala potomstvo z kfizeni odrid ‘Rubinola‘ x ‘Kordona’‘, obé
odridy jsou z pohledu obou hodnocenych markerd W/W, jinymi slovy soucasné
predpokladame, Ze potomstvo nebylo ovlivnéno cizim pylem a jednotlivé semenacky by
mély mit genotyp W/W u obou hodnocenych markerd. Tento vysledek byl skute¢né
potvrzen a potomstvo bylo u pouzitych genetickych marker( uniformni.

Druha hybridni kombinace vznikla kfizenim ‘Herald’, kterd je heterozygot (W/M)
z hlediska obou marker(i. Druhym partnerem pro kfizeni byla odrida ‘Cumulus’, ktera
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je vobou markerech W/W homozygot. Z hlediska klasické genetiky se v potomstvu
predpokladal vyskyt 50 % potomk( s genotypem W/M a 50 % s W/W. Tento predpoklad
platil pro oba hodnocené markery. Celkem bylo analyzovano 50 potomkU a u markeru
MdMYBA bylo zjisténo 27 potomkl sgenotypem W/M a 23 potomkd s
genotypem W/W. Hodnota X? byla rovna 0,16 a hodnota p=0,6889 (hladina
vyznamnosti a=0,05). U markeru F4 R4 bylo zjisténo 22 potomki s genotypem W/M a
28 potomku s genotypem W/W. Hodnota X? byla rovna 0,36, hodnota p=0,5478 (hladina
vyznamnosti a=0,05). Z vysledk( statistické analyzy je patrné, Ze skutecné ziskané
Stépné pomeéry je moiné povazovat u obou markerl za shodné s teoretickym
mendelistickym Stépnym pomérem.

Posledni hybridni kombinace predstavovala potomstvo vzniklé kfizenim odrad
‘Herald’ (W/M) a ‘Kordona‘ (W/W). Z hlediska klasické genetiky i vtomto pfipadé by
méli potomci $tépit v poméru 1:1. U markeru MdMYBA bylo ziskano 26 potomkd s W/M
a 24 s W/W. Hodnota X? byla rovna 0,04, hodnota p=0,8415. U markeru F4 R4 bylo
ziskano 29 potomku s genotypem W/M a 21 s genotypem W/W. Hodnota X2 byla rovna
0,64, p=0,4222 (hladina vyznamnosti a=0,05). Z vysledk( neparametrického X? testu
vyplynulo, Ze i u této hybridni kombinace je mozné ziskané Stépné poméry obou
markerd povaZovat za shodné s teoretickym mendelistickym Stépnym pomérem.
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6. Diskuse

6.1 Vyznam molekularnich marker( ve slechténi jabloni

Pro fe$eni diplomové prace bylo vybrano 49 odrid z VSUO Holovousy s.r.o., z
toho je 45 odrad s ¢ervenou barvou slupky. Nejzadanéjsi jsou jablka s celoploSnym
¢ervenym prekrytim a s jasnym &ervenym lickem nebo Zihanim. Cervend jablka jsou
vnimana jako vizualné atraktivn&jsi. Cervend barva slupky je asociovéna se zralosti
ovoce, sladkou chuti a stavnatéjsi duZinou, a to nejen u jablek, ale také u rlizného
exotického ovoce (Boyer, 2004; Prokop a Fancvi¢ovd, 2012). Proto se domnivam, Ze
potvrdit geneticky mechanismus tvorby ¢erveného pigmentu ve slupkdch jablek je
velice dulezité, a to nejen z hlediska molekularni genetiky, ale zejména z praktickych
$lechtitelskych ddvodd. Slechtitelé v soucasné dobé vyuZivaji pfi selekci velice ¢asto
rdzné typy molekuldrnich markert. Nékteré z téchto markerU jsou zaloZené na existenci
genové vazby mezi pfitomnosti markeru a alelickou variantou genu, ktery mnohdy neni
znam na sekvencni drovni. Ve své diplomové praci jsem ale pouzila odlisné typy
markert, které jsou zaloZzené na hledani presné definovanych zmén nukleotid(
v plivodnich a mutovanych alelach. U markeru MdMYBA se jednd o inzeréné — delecni
polymorfismus (Ban et al. 2007). U markeru redTE (Zhang et al. 2019) se jednd o zménu
sekvence zpusobenou retrotranspozici. Ztéchto dlvodU povaZuji nové navriené
markery za vysoce spolehlivé a pfesné. Alelické varianty jsem jasné doloZzila sekvenaéni
analyzou. Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o vazebné markery, zde neexistuje zadné
riziko vzniku rekombinaci mezi pritomnosti markerd a fenotypovym projevem.
Domnivam se, Ze tyto typy markeru Slechtitelé preferuji pravé z divodu jejich vysoké
spolehlivosti.

Vyvoj a poutziti molekuldrnich marker(, které by zajiStovaly rychlou a relativné
levnou selekci jabloni vrannych vyvojovych stadiich, je dlleZitou soucasti
Slechtitelského procesu. Vzhledem ktomu, Ze v rlznych ¢astech svéta se vyskytuji
unikatni kultivary jabloni's odliSnymi genotypy, ne kazdy navrzeny marker pro konkrétni
vlastnost bude uplné specificky pro kazdou existujici odriidu. Svou diplomovou praci
jsem zaméfila na studium genetickych mechanisma kontrolujicich barvu slupky jabloni.
Domnivam se, Ze pravé tento znak je z hlediska jeho variability typickym vysledkem
Slechtitelského procesu. Barva plodu jabloni je typicky odridovy znak (Kutina et al.
1991; Hri¢ovsky et al. 2000). Barva plodu je zcela jisté genetické zalozen3, ale soucasné
musime brat v potaz i vliv vnéjsSich podminek, které rozhoduji o intenzité barvy a o
poméru zastoupeni jednotlivych barev na povrchu plodu (Takos et al. 2006). V literarni
reSersSi jsem se zaméfila zejména na genetické a biochemické mechanismy kontrolujici
zbarveni plodU. Napfiklad Ban et al. (2007) a Zhang et al. (2019) kladou velky ddraz na
pritomnost transkripénich faktord a zesilovac (enchancer) transkripce transkripénich
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faktord, které rozhoduji o intenzité zbarveni. Domnivam se, Ze intenzita transkripce
genl zodpovédnych za syntézu enzymU biochemické drahy cervenych pigment( jablek
je typickym prikladem fenotypového projevu s vyraznym vlivem vnéjsich faktor(. Jablon
domaci, respektive jeji domestikace jasné dokazuje, Ze se jedna o ovocny druh vykazujici
vysokou variabilitu nejenom barvy plodl, ale i jejich tvaru, chuti a dalSich
pomologickych znak(. Pri¢inu této variability lze hledat v rekombinacich genu, ke
kterym dochazi na zakladé zamérnych i nezamérnych kfizeni. Rekombinacemi by vSak
nemohly vznikat nové alelické varianty zpusobujici bud” zvySenou intenzitu tvorby
Cerveného pigmentu nebo naopak ztratu schopnosti ¢ervené pigmenty syntetizovat.
Tyto mechanismy vedouci k variabilité plodU popisuji napfiklad (Cheng et al. 1996; Ban
et al. 2007; Zhang et al. 2019). Ve své diplomové praci jsem zvolila modelovou kolekci
odrud s variabilitou barvy plodu, ktera byla zpisobena kombinaci riznych mechanismu
—inzeréné — dele¢ni mutace a existenci funkéniho ¢i nefunkéniho redTE enchanceru.

Proto vyvoj specifickych a funkénich molekuldrnich markerl vyzaduje
dostupnost vétsiho mnozstvi osekvenovanych genotyput rliznych odr(id jabloni (Masoj¢,
2002). Zejména je dlleZité mapovani gen(, které tidi syntézu a kumulaci pigment0
v rliznych ¢astech rostlin. Vzhledem k tomu, Ze barva duzniny a slupky jablek je fizena
polygenné (Ban et al. 2007), pouZiti jen dvou marker(i nemusi byt zcela dostatecné. Ve
spolupraci s VSUO Holovousy s.r.o. byly pro hodnoceni vybrané takové odridy, kde
fenotypova kategorizace byla zcela jednoznacnd, a to z pohledu znak(, které jsem
charakterizovala nasledovné: odriida neni schopna syntetizovat Zadny ¢erveny pigment
a ve findle se jevi jako Zlutoploda. Druhou kategorii byly odrldy, které byly schopny
cerveny pigment syntetizovat, a to bez ohledu na to, jak velka ¢ast povrchu plodl byla
cervenym pigmentem prekryta. Z popisu odrid uvedenych v kapitole 3.5 je patrné, ze
intenzita prekryti plodi cervenou barvou, intenzita ¢ervené barvy, zplUsob vytvareni
licka a Zihani byla mezi ¢ervenoplodymi odrldy velice variabilni. Domnivam se, Ze i timto
zpUusobem vyjadreny fenotyp je v souladu s tvrzenim Ban et al. (2007), Ze barva plod(
podléha polygenni dédi¢nosti. Nicméné se domnivam, Ze mnou studovany gen pro TF
MdMYBA (Ban et al. 2007) a pfitomnost neporuseného redTE enchanceru (Zhang et al.
2019) hraji klicovou roli ve schopnosti odrid syntetizovat Cerveny, respektive Zluty
pigment ve slupce ploda.

Fenotypovy projev odrid, které vznikaji spontannimi mutacemi, se muze
neshodovat s jejich alelickou sestavou. To naznacuje, Ze pro presnéjsi genotypizaci
takovych odrid je potreba vetsi mnozstvi specifickych markerll. Na zacatku reSeni
diplomové prace jsem vyslovila védeckou hypotézu, Ze mohou existovat odridy u
kterych m{iZe byt zjiStén nesoulad mezi detekovanymi alelami mnou pouzitych markerf
a detekovanym fenotypem — barvou slupky. Oba typy marker( pozitych v diplomové
prace (MdMYBA, redTE) vychazeji z prvotnich molekuldrnich studii Ban et al. (2007) a
Zhang et al. (2019), vzhledem k tomu, Ze oba markery predstavuji jasné definované
polymorfismy Ize u nich predpokladat mendelistickou dédi¢nost. To znamen3, Ze
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vysledny fenotyp je dan kombinaci rodi¢ovskych alel, které odrlida ziskala od matky a
otce. Mendelistickou dédi¢nost obou markeru jsem pfi Feseni diplomové préace dolozila
segregacni analyzou u tfech potomstev vzniklych zamfenym kfizenim (kapitola 5.4.6).
Dvé kombinace pouzitych rodicovskych komponent poskytly potomstva, kterd
z hlediska mendelistické genetiky odpovidaji testovacimu zpétnému kfizeni a metoda X?
test potvrdila shodu ziskanych Stépnych poméru s teoreticky ocekdvanym pomérem
1:1. Pouze jedna hybridni kombinace predstavovala kfizeni homozygotnich jedincu, a
tudiz u potomstva se oCekavala uniformita. Tato uniformita byla potvrzena i molekularni
genetickou analyzou. Vavra et al. (2015) popisuji celou fadu molekularnich markera,
které jsou ve vétSiné pripadl zaloZené pravé na mendelistické dédicnosti. Proto se
domnivam, Ze zejména molekuldarni marker charakterizujici variabilitu redTE
enchanceru by mohl byt s Uspéchem pouzit pro selekci semendckl s poZzadovanou
¢ervenou barvu plodd v juvenilni fazi vyvoje.

V predchazejici ¢asti diskuse jsem se zminila o tom, Ze variabilita zbarveni plodt
muze byt z hlediska genetického vysvétlovdna celou fadou zmén genomu. Domnivam
se, Ze ke vzniku identického fenotypového projevu — ke Zluté barvé plodd, muze vést
vétsi pocet odlisnych genetickych mechanismu. Za tyto genetické mechanismy povazuji
rdzné typy mutaci. Mlze se jednat o rlizné mutace jediného genu, nebo o mutace zcela
jinych mnohdy neznamych genu. Ve své diplomové préci jsem se zaméfila na dvé zndmé
kauzalni mutace. Ale vysledky genotypizace potvrdily, Ze zcela jisté ke Zluté barvé plod(
zfejmé povede vétsi pocet kauzalnich mutaci.

Prikladem vyse uvedené skutecnosti jsou dvé odrady pouzité pro feSeni této
diplomové prace ‘Bohemia Gold* a ‘Golden Delicious’. Obé odr(idy jsou charakteristické
Zlutou barvou slupky, ackoli provedena genotypizace pomoci dvou marker (MdMYBA
a redTE) ukazuje na pfitomnost dominantnich alel odpovidajicich ¢ervenému zbarveni
slupky. Odrida ‘Bohemia Gold’, kterd je typicky Zlutoplodd, se jevi jako dominantni
homozygot v obou markerech (MdMYBA a redTE). Lze tudiZ predpokladat, Ze béhem
Slechténi odrlidy ‘Bohemia Gold‘ nastala kumulace bodovych mutaci, které neovliviuji
velikost amplifikovaného fragmentu, ale mohou mit vliv na funkénost klicovych gent (Qi
et al. 2014). Tuto skutecnost Ize také vysvétlit tim, Ze mohly vzniknout mutace v genech,
které produkuji transkripéni faktory pro dalsi geny syntetizujici enzymy pro
biosyntetickou drdhu antokyant, které nebyly doposud popsany. Odrida ‘Bohemia
Gold’ vznikla jako ndhodna pupenovd mutace odridy ‘Bohemia’, kterd je typicky
cervenoplodda. Samotna odrlida ‘Bohemia‘ je pupenova mutace odridy ‘Rubin’. ‘Rubin’
je odrlida se zelenoZlutou zakladni barvou slupky a cervenym lickem, jeji barevny
mutant ‘Bohemia‘ je charakteristicky vyraznym celoploSnym ¢ervenym zbarvenim.

Odruda ‘Golden Delicious’ se podle markeru MdMYBA jevi jako heterozygot,
ale je typickou Zlutoplodou odridou. Marker redTE u ‘Golden Delicious’ se vyskytuje
v homozygotni recesivni sestavé, coz odpovida zlutému fenotypu. U této odrudy je
jasné, Ze zluta barva vznikd z dlvodu nefunkénosti redTE elementu (Zhang et al. 2019).
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Jinymi slovy, tato genetickda zména ma tak velky uUcinek, Ze musi vyrazné inhibovat
expresi vlastniho genu pro transkrip¢ni faktor MdMYBA, jehoz gen u odridy ‘Golden
Delicious’ zcela jisté neni poskozen dele¢ni mutaci popsanou Ban et al. (2007). MUzeme
tudiz predpokladat, Ze intenzita exprese MdMYBA podléha velice ptisné kontrole redTE
elementu. Jelikoz redTE element se u odridy ‘Golden Delicious’ nenachazi
v neporusené formé je i exprese MdMYBA genu vyrazné utlumena. Vyrazné utlumena
vSak neznamena, Ze k expresi MdMYBA zcela nedochdzelo. To, Ze odrida ‘Golden
Delicious’ je schopna vytvaret pomérné nendpadné licko je popisovano radou autort
(Kutina et al. 1991; Hricovsky et al. 2000). | pres tuto skutecnost je odrida ‘Golden
Delicious’ chapana jako odrlida Zlutoploda. Vzhledem k tomu, Ze i Zhang et al. (2019) ve
svych analyzach poutzili jako referencni odridu ‘Golden Delicious’, pouzivala jsem tuto
odrldu i pfi feSeni své diplomové praci. Zhang et al. (2019) své vysledky konfrontovali
s publikovanou celogenomickou sekvenci ‘Golden Delicious’ (ASM211411v1). Rovnéz
v mé diplomové praci byla odrida ‘Golden Delicious’ pouZita jako referen¢ni genom, a
to zejména v Casti prace zamérené na bioinformatickou analyzu vstupnich dat. Z této
analyzy vyplynulo, Ze v genomu odrldy ‘Golden Delicious’ jsem identifikovala gen
MdMYBA bez typické delece pro nékteré jiné Zlutoplodé odrldy. Zjistila jsem vsak, ze
narozdil od Cervenoplodé odrldy (‘Hanfu‘ (ASM411538v1)) analyzované Zhang et al.
(2019), je gen MdMYBA transkribovan z negativniho vlakna. Je zajimavé, Ze tuto zasadni
informaci Zhang et al. (2019) ve své praci viibec nezminuji. Mohu se tudiz domnivat, Ze
pri domestikaci jabloni mohlo dojit k velké fadé rlzné velkych genomickych zmén, které
mohly byt mimo jiné zplsobeny rdznymi chromozomovymi piestavbami.
Celogenomické sekvenovani dihaploida odriady ‘Golden Delicious’ mliZze mit tudiz Zlutou
barvu plodd zplUsobenou kombinaci chromozomové aberace a zmény struktury
transponovatelného elementu obsahujiciho redTE enchancer.

V této diplomové praci pro sekvenovani byly vybrany odrtidy s jednoznacnou
korelaci mezi alelami obou marker( a barvou slupky plodd. Vzhledem k tomu, Ze odridy
‘Rubin’, ‘Bohemia‘ a ‘Bohemia Gold’ zminéné v predeslé casti diskuse maji stejny
geneticky zaklad, doporucovala bych jejich osekvenovani pro presnéjsi porovnani
sekvence genu MdMYBA. Pro tyto analyzy bych doporucila osekvenovat cely gen
MdMYBA a soucasné osekvenovat i oblast pfed genem MdMYBA, kde by teoreticky
mohla byt nalezena variabilita v regula¢nich oblastech tohoto genu. Primery navriené
Ban et al. (2007) jsou vhodné pro amplifikace jen casti genu MdMYBA, proto
predpokladam, Ze rozdily se mohou nachazet mimo oblast naseddni primer( u odrtd
‘Bohemia Gold‘ a ‘Golden Delicious’.
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6.2 Hodnoceni markeru MdMYBA Ban et al. (2007)

Pri feSeni této diplomové prace jsem se zaméfila na optimalizaci amplifika¢niho
protokolu pro jiz existujici marker pro barevny polymorfismus slupky zplsobeny genem
MdMYBA (Ban et al. 2007).

Primery naviené Ban et al. (2007) poskytuji kvalitni a specifickou amplifikaci
dvou fragmentt (723 bp a 656 bp). Oba fragmenty jsou dokonale asociovany s pavodni
nemutovanou alelou W (723 bp) u ¢ervenoplodych genotypl a mutovanou alelou M u
Zlutoplodych genotypl (656 bp). Dvojice primerl navrzenych Ban et al. (2007) byla
otestovana na 49 odrldach, které predstavuji vSechny mozné varianty genotypu (WW,
WM, MM). Tyto primery umoznuji nejen odlisit od sebe homozygotni sestavy alel, ale i
sestavy heterozygotni.

Z obrazku 12 je patrné, ze sekvence genu MdMYBA u Zlutoplodych odrld
‘Otava’ a ‘Rezista’ vykazuje jen 99 % shodu. Ban et al. (2007) pro navrzeni primer( vyutzili
odriidy ‘Tsugaru’ a ‘Jonathan’. Predpokladam, Ze mezi témito odrlidami a mnou
osekvenovanymi odridami ‘Otava’ a ‘Rezista’ mohou existovat sekvencni rozdily, které
ovliviiuji presnost shody. Z genetického hlediska tyto rozdily mohly byt zplsobeny
existenci rznych mikromutaci, které jsou typické pro vegetativné mnozené rostlinné
druhy.

6.3 Hodnoceni markeru redTE Zhang et al. (2019)

Podle mnou provedené bioinformatické analyzy dvojice primer( F1 R2 a F2
R2 navrzenych Zhang et al. (2019) se nepodatilo prokazat jejich funkénost a specifitu.
Dukazy jejich nespecifity jsou prezentovany v kapitoladch 5.4.1 a 5.4.2.

Cervenoplodd odrGda ‘Hanfu’ pouZitd Zhang et al. (2019) neni ziejmé
v Evropé dostupnd pro Slechténi ani pro komeréni péstovani. Proto jsem nemohla ji
vyuZit ani v experimentalni ¢asti a skutec¢né ovérit amplifikaci produktl pomoci primert
F1 R1 navrZenych Zhang et al. (2019). Nicméné jsem méla k dispozici cely osekvenovany
genom ‘Hanfu’ (Zhang et al. 2019), zverejnény v databdzi NCBI. V této databazi jsem
pomoci funkce Primer — Blast ovéfila, Ze primery F1 R1 v genotypu ‘Hanfu‘ nasedaji zcela
nespecificky (obrazek 15) a mohou tvofit vice nespecifickych fragment(, ackoli dana
dvojice primera by podle Zhang et al. (2019) by méla tvofit jeden specificky fragment o
velikosti 750 bp. Dvojice primer(i F2 R2, kterd podle Zhang et al. (2019) je specificka pro
odrlidy se Zlutou slupkou, tvofi u cervenoplodé odrlidy ‘Hanfu’ jeden fragment o
velikosti 60 bp.

Druha odrada pouzita Zhang et al. (2019) byla ‘Golden Delicious’. Tato odr(ida
je celosvétové rozsifena a jednoduse dostupnd. Podle Zhang et al. (2019) F1 R1 dvojice
primert by neméla u ‘Golden Delicious’ amplifikovat Zadny fragment, ackoli analyza
nasedani primerl pomoci Primer — Blast ukazala vyskyt nékolika nespecifickych
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fragment( (obrazek 16 a, b). Primerova dvojice F2 R2, kterou Zhang et al. (2019) uvadi
jako specifickou pro ‘Golden Delicious’ tvofici fragment o velikosti 501 bp, podle Primer
— Blast analyzy vSak zadny fragment netvofi (obrazek 18).

Pficiny znacnych rozdild mezi vysledky Zhang et al. (2019) a mnou
provedenou in silico analyzou mohou spocivat v tom, Ze Zhang et al. (2019) ve své praci
vibec neuvadéji protokol amplifikace navrzenych primer(. Referen¢ni odriida ‘Hanfu’
byla doposud sekvenovdna jenom Zhang et al. (2019) a neni mozné hodnotit kvalitu
zpracovani sekvenacnich dat. Nicméné, podle vysledk(l bioinformatické analyzy
specifity dvojic primer( F1 R1 a F2 R2 navrzenych Zhang et al. (2019) pro obé referencni
odridy mohu hodnotit dané primery jako nespolehlivé.

Dale jsem experimentdlné ovéfila funkénost a specifitu primerd navrzenych
Zhang et al. (2019). Po provedeni optimalizace amplifikacni teploty byly primery
otestovany na 49 odridddch zahrnujici vSiechny mozné alelické sestavy (Tabulka 1).
Primery F1 R1 zcela intenzivné amplifikovaly fragmenty o velikosti 750 bp u
¢ervenoplodych odrld, cozZ pIné souhlasi ze Zhang et al. (2019), ale navic amplifikovaly
nespecifické fragmenty jak u ¢ervenoplodych, tak i u Zlutoplodych odrid (obrazek 19),
coz jen potvrzuje vysledky mnou provedené bioinformatické analyzy. Predpokladam, ze
provedeni optimalizace teploty nasedani F1 R1 primerd zvlast pro Zluté odridy, by
mohlo zvyraznit amplifikaci nespecifickych fragmentli nebo naopak zpusobit jejich
uplny zanik.

Funkcnost dvojice primertd F2 R2 navrZenych Zhang et al. (2019) byla také
ovérena experimentdlné. Byly pouZité odrldy predstavujici rizné genotypy, véetné
dvou Zlutoplodych odr(id ‘Rezista’ a ‘Otava’, u kterych by dané primery mély
amplifikovat specificky 501 bp velky fragment (Zhang et al. 2019). Nicméné vysledky
experimentl jen potvrzuji vysledky mnou provedené bioinformatické analyzy (obrazek
20).

Z jiz uvedenych dlivod( jsem navrhla novy kodominantni marker (kapitola
5.4.3) predstavovany dvojici primerG F4 R4. Jako referenéni odrldy pro
bioinformatickou analyzu byly pouZité stejné odridy jako u Zhang et al. (2019) — ‘Hanfu’
a ‘Golden Delicious’ (ASM411538v1, ASM211411v1) nachazejici se v NCBI databazi.
Z vysledk( uvedenych v kapitole 5.4.3 je patrné, Ze primery F4 R4 nasedaji na referencni
genotypy specificky a amplifikuji dva fragmenty (788 bp u Zlutoplodych a 288 bp u
cervenoplodych odrlid). ProtoZe F4 R4 primery nasedaji v oblasti 3321 bp pred genem
MdMYBA, coz je shodné s vysledky Zhang et al. (2019), se da usoudit, Ze primery budou
amplifikovat redTE marker navrzeny Zhang et al. (2019)

Pro amplifikaci byl optimalizovan amplifika¢ni protokol a pouzité odrudy,
které predstavuji riizné alelické sestavy, véetné ‘Golden Delicious’ z VSUO Holovousy
s.r.o. Podle analyzy naseddni primer( F4 R4 v programu Primer — Blast bylo stanoveno,
Ze dané primery tvofi u referen¢ni odrlidy ‘Golden Delicious’ (ASM211411v1) fragment
velky 788 bp. Ale u odriidy ‘Golden Delicious’ (VSUO Holovousy s.r.0.) skute¢né doslo
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k amplifikaci fragmentu o velikosti 315 bp, coZ zfejmé potvrzuje existujici rozdily mezi
genotypem odrldy ‘Golden Delicious’ dostupné v databdzi NCBI a genotypem odridy
‘Golden Delicious’ péstovanym v VSUO Holovousy s.r.o. Vzhledem k tomu, Ze u zddného
z hodnocenych genotypll se Zlutou barvou slupky plodl se nevyskytoval amplikon
s o¢ekavanou velikosti 788 bp, vyslovila jsem hypotézu, Ze skutecna detekovana velikost
315 bp nemlZe odpovidat nespecifické ndhodné zméné genomu. Amplifikovany
fragment o velikosti 315 bp byl detekovan nejenom u referenéniho genotypu ‘Golden
Delicious’ ale i u dalSich odrld, a to jak v homozygotni kombinaci, tak i heterozygotni
kombinaci. Domnivdm se, Ze tato alela (315 bp) byla jednoznacné predavana
prostfednictvim gamet pfi vzniku hodnocenych odrlid. Nemohlo se tudiz jednat o
nahodnou dele¢ni mutaci (788 bp vs. 315 bp), ke které by doslo neocekdvatelné a
nepredvidatelné u jediné odridy. Domnivam se, Ze Zlutd barva u hodnocenych odrid
s vyjimkou, jiz vySe diskutované odridy ‘Bohemia Gold’ je zplisobena existenci alelické
varianty redTE enchanceru, ktera ve vSech pfipadech odpovidala amplikonu o velikosti
315 bp. Jinymi slovy u Zddného genotypu nebyl ziskan oéekdvany amplikon o velikosti
788 bp. Alely nové navrzeného markeru redTE enchanceru byly sekvenovany. Alela
markeru o velikosti 288 bp byla identickd se sekvenci kterou pod oznadenim
(ASM411538v1) v databdazi NCBI publikovali Zhang et al. (2019) u ¢ervenoplodé odrady
‘Hanfu’. Osekvenovala jsem rovnéz i alely s nepredpoklddanou velikosti 315 bp. Z
obrazku 27 je patrné, Ze mnou ziskana sekvence vykazovala homologie s referenc¢ni
odrGdou ‘Golden Delicious’ (ASM211411v1) z databaze NCBI. Homologie byla potvrzena
s negativnim vlaknem této sekvence. Tento vysledek byl predpokladany, protoze i
samotny gen MdMYBA v referen¢ni odrlidé ‘Golden Delicious’ je lokalizovany pravé na
negativnim vlakné. Zhang et al. (2019) predpoklddaji, Ze cely redTE, respektive c¢ast
redTE enchanceru se u odrlidy ‘Hanfu’ respektive ‘Golden Delicious’ nachazi pred start
kodonem genu MdMYBA. Tento vysledek jsem svou sekvenalni a bioinformatickou
analyzou potvrdila s jedinym rozdilem oproti predpoklddanému vysledku Zhang et al.
(2019). Timto rozdilem byla existence inzeréné — dele¢niho polymorfismu u mnou
hodnoceného amplikonu o velikosti 315 bp, ktery byl elektroforeticky potvrzen rovnéz
pFi genotypizace odridy ‘Golden Delicious’ z VSUO Holovousy s.r.o. Kombinace inzerce
a delece byla potvrzena skutecnd velikost amplikonu (315 bp), kterad korespondovala
s vysledky elektroforetické separace. Vysledky sekvenancni analyzy, zejména jejich
porovnani s publikovanou referen¢ni odriddou ‘Golden Delicious’ pak mohly byt
ndpomocné pro zodpovézeni otdzky, proc¢ primery publikované Zhang et al. (2019)
nebyly funkcni u odridy ‘Golden Delicious’. Je zajimavé, Ze Zhang et al. (2019) se ve své
praci odkazuji na zcela identickou sekvence genomu ‘Golden Delicious’ jakou jsem
pouzila ja pri feseni své diplomové prace. Tyto autofi vlibec nezminuji Zddné problémy,
které by u odr(idy ‘Golden Delicious’ s amplifikaci nastaly. Vzhledem k tomu, Ze odr(ida
‘Golden Delicious’ je masové celosvétové péstovand, jeji reprodukce probihd pomoci
klonovani — roubovani, je vysoce pravdépodobné, Ze pravé u odrady ‘Golden Delicious’
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muze dochazet ke kumulaci riiznych typd somatickych mutaci. Vysledkem je cela fada
klonG odrldy ‘Golden Delicious’ (Kaserovic et al. 2004). Jaké typy genetickych zmén jsou
zodpovédné za odliseni téchto klonl neni pfesné zndmo. Teoreticky by se mohlo jednat
i 0 zménu v sekvenci pred genem MdMYBA, kterd je zodpovédna za amplifikaci
produktu o velikosti 315 bp. Jinymi slovy v databazi NCBI je uvedena sekvence jiného
klonu, nez ktery byl hodnocen v mé diplomové préci. Toto vysvétleni vSak nepovaZuji za
ptilis pravdépodobné, a to z nasledujiciho dlivodu. Amplikon o velikosti 315 bp byl
ziskdn nejen u odridy ‘Golden Delicious’ z VSUO Holovousy s.r.o., ale i u daldich
Zlutoplodych odrad a v heterozygotni kombinaci byl ziskan i u ¢ervenoplodych odrid.
Jednoznacné nelze tvrdit, Ze tyto odridy s amplikonem o velikosti 315 bp by mély svij
puavod jednoznacné odvozeny od jediného klonu ‘Golden Delicious’. S mnohem vétsi
pravdépodobnosti se tato alela o velikosti 315 bp do mnou hodnocenych odrid dostala
prenosem zvétsSiho poctld donord (rodicl). Proto se domnivdm, Ze mnohem
pravdépodobnéjsi vysvétleni je, Ze u Zlutoplodych odrtd s nefunkénim redTE se nachazi
mnou definovana sekvence s velikosti 315 bp a nikoliv 788 bp alela predikovdna na
zakladé porovnani s referencni sekvenci ‘Golden Delicious’ (ASM211411vl). Je
teoreticky mozné, ze pfi findlnim skladani dat publikované celogenomické sekvence na
chromozomové urovni mohlo dojit u referenéni sekvenci (ASM211411v1) k chybé.
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7. Zavér

Diplomova prace byla zaméfena na nalezeni a optimalizaci dvou

molekuldrnich marker( genetickych mechanism( zodpovédnych za syntézu ¢ervenych

pigmentd ve slupce jablek. Zavéry diplomové préci je mozné formulovat jako odpovédi

na vytyCené védecké hypotézy:

Prvni védeckd hypotéza predpoklddala, Ze k syntéze cCervenych pigmentl ve
slupce plodl jabloni dochazi tehdy, pokud v genu pro transkripéni faktor
MdMYBA nedochazi k mutaci (Ban et al. 2007). Tato védeckd hypotéza byla
jednoznacné potvrzena. U vSech odrid s ¢ervenou barvou slupky byl detekovan
gen pro funkéni TF MdMYBA. PFi pouZiti optimalizovaného markeru byly vsechny
cervenoplodé odruady typické tim, Ze u nich nebyla detekovana kauzalni delece
vedouci k nefunkcnosti TF.

Druha védecka hypotéza predpokladala, Ze intenzita cerveného zbarveni slupky
plodu je ovlivnéna pfitomnosti funkCni retrotranspozonové inzerce
s enchancerovou aktivitou (redTE), ktera je lokalizovdna pred start kodonem
MdMYBA (Zhang et al. 2019). Pro detekci kompletniho redTE enchanceru, ktery
ma transpozonovy puvod, byl navrien a validovdn novy molekuldrni marker,
ktery je zaloZen na inzeréné — deleénim polymorfismu. U odrid s rlznou
intenzitou cervené barvy byla detekovana sekvence odpovidajici funkénimu
redTE enchanceru cervenoplodé odridy ‘Hanfu’, ktery popsal Zhang et al.
(2019). Platnost druhé hypotézy byla tudiz potvrzena.

Treti védeckd hypotéza predpokladala, Zze mohou existovat Zlutoplodé odrudy,
u kterych je absence cerveného pigmentu zplsobena jinymi mutacemi nez
polymorfismy popsané u genu MdMYBA (Ban et al. 2007) a redTE enchanceru
(Zhang et al. 2019). Jinymi slovy tato hypotéza predpokladala, Zze mohou
existovat doposud nezndme de novo vzniklé pupenové mutace zodpovédné za
vznik Zlutoplodych genotypU. Platnost této hypotézy je mozné rovnéz prijmout,
a to diky molekularnim analyzam odrady ‘Bohemia Gold‘. Tato odr(ida je typicky
Zlutoplodd, presto genotypizovani pomoci obou molekularnich markert
(MdMYBA, redTE) prokdzalo u teto odrldy pfitomnost puavodnich
nemutovanych alel, které jsou teoreticky zodpovédné za tvorbu cervenych
pigmentl. Jinymi slovy kauzalni mutace zodpovédné za Zlutou barvu plodu
nebyly u odriidy ‘Bohemia Gold‘ detekovany. Neschopnost syntetizovat ¢ervené
pigmenty u této odrlidy mohou byt zplsobeny jinymi mutacemi studovanych
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genll nebo mutacemi dalSich gen, které hraji rovnez kli¢ovou roli v biosyntéze
pigment slupky jablek.

Z praktického Slechtitelského hlediska byla pfi reSeni této diplomové prace
ovérena funkénost markeru MdMYBA podle Ban et al. (2007) a soucasné byl navrien
zcela novy funkéni marker, ktery umoznuje charakterizovat alelické varianty redTE
enchanceru. Tento novy marker spolehlivé amplifikuje u vSech hodnocenych genotypt
a koreluje s fenotypovym projevem. Jedna se o kodominantni marker, ktery umozniuje
odlisit vSechny tri alelické kombinace. Marker vykazuje mendelistickou dédi¢nost.
Mendelisticka segregace markeru byla statistické potvrzena u vybranych hybridnich
kombinaci. Rozdily mezi alelami tohoto nové navrieného markeru jsou inzercné
dele¢niho typu a je moZné je bez problému detekovat pomoci agarézové elektroforézy.
Nové navrieny marker redTE enchanceru dle mého nazoru spliiuje vSechny pozadavky
kladené na molekuldrni markery a ma tudiz aplikacni potencial pro vyuZiti pfi selekci
juvenilnich semendacki s cervenou, respektive Zlutou barvou ploda.
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9. Seznam pouzitych zkratek

bp — base pair (pdri bazi)

ddNTP — dideoxynukleotid trifosfat

ddPCR — droplet digital PCR

dNTP — deoxynukleotid trifosfat

F primer — primer vymezujici sekvenci z levé strany
ORF — Open Reading Frame (otevieny ¢teci ramec)
R primer — primer vymezujici sekvenci z pravé strany
SNP —Single Nukleotide Polymorfims

TSD — Target Site Duplication

TBE — Tris-borat-EDTA, elektroforeticky pufr

TF — transkripcni faktor
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