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Abstrakt

Genetické markery vyuzivajici polymorfismu nukleovych kyselin mohou
vyrazné zkratit a zefektivnit dlouhodoby Slechtitelsky proces u jabloni. Jablka patii
mezi klimakterické; ovoce zrani je zptisobeno predevSim zvySenim poméru mezi
dychanim a produkei plynného fytohormonu etylénu. Etylén je klicovy regulator
procesu zrani jablek, a omezeni jeho biosyntézy je zdkladni mechanismus zajistujici

dlouhodobé skladovani jablek v prostiredi kontrolované atmosféry.

U vyssich rostlin je syntéza etylénu z aminokyseliny L- metionu zajisténa
dvéma enzymaticky katalyzovanymi kroky. Prvnim prekurzorem etylénu
je S-adenosyl- L-metionin (SAM), ktery je dale preménén na Kkyselinu
1-aminocyklopropan-1-karboxylovou (ACC) a metyltioadenosin za Géasti enzymu
1-aminocyklopropan-1-karboxylsyntazy (ACS). V druhém kroku dochazi v disledku
pusobeni 1-aminocyklopropan-i-karboxyl oxidazy (ACO) k oxidaci ACC za vzniku
etylénu, oxidu uhlic¢itého a kyanovodiku. Méknuti duziny je nevratnym procesem

starnuti plodi, zptisobujici snizovani délky trvanlivosti a skladovatelnosti jablek.

Gen Md-ACSL, ktery je zodpovédny za biosyntézu etylénu obsahuje variabilitu
v promotorové oblasti. Alela Md-ACS1-2 nesouci inzerci je zodpovédna za snizenou
transkripéni aktivitu tohoto genu. Odrtady jabloni, které maji homozygotni kombinaci
alel Md-ACS1- 2/2 produkuji mensi mnozstvi etylénu v porovnani s odriidami
s homozygotni sestavou ptvodni alely Md-ACS1-1. Druhy gen Md-ACO1, ktery
se spolupodili na tvorbé etylénu syntézou ACC-oxidazy, obsahuje polymorfismus
v lokusu Md-ACO1, alela obsahujici deleci Md-ACO-b se vyrazné podili na zpomaleni
méknuti duziny u odrtd jabloni pii kombinaci s Md-ACS1-2/2, ale nevyznamné

se projevuje v kombinaci s genotypem Md-ACS1-1/2.

Pomoci molekularnich markert genit Md-ACS1 a Md-ACOl bylo z 133
hodnocenych odrtd jabloni uréeno 27 odrid s homozygotni sestavou alel Md-ACS1-2
s redukovanou transkripéni aktivitou, ktera zajistuje velmi nizkou produkeci etylénu.
Pouze u odriidy Fuji byly detekovany obé kauzalni mutace vlokusech Md-ACOL1 i
Md-ACS1, které zptisobuji velmi dlouhou skladovatelnost plodi.

Kli¢ova slova: jablon, Md-ACS1 gen, Md-ACO1gen, produkce etylénu, méknuti

duziny, skladovatelnost



Abstrakt

DNA molecular markers can be used in apple breeding programmes to increase
breeding efficiency. Apple is a climacteric fruit; ripening is characterized by
an increase in respiration accompanied by production of gaseous phytohormone
ethylene. Ethylene is the key regulator of apple fruit ripening process, and
suppression of the synthesis is the key mechanism by which controlled atmospheres

extend the storage life of apples.

In higher plants the ethylene synthesis happens in two steps: The first step
generates 1-aminocyclopropane-icarboxylic acid (ACC) from S-adenosyl-L-
methionine (SAM) by ACC synthase (ACS). The second stepconverts ACC to ethylene
by the action of ACC oxidase (ACO). Fruit softening is an irreversible process

of senescence, which resultsin short shelf - life and storability of apple fruit.

Gene Md-ACSI, which is responsible for ethylene biosynthesis, has two alleic
forms: Md-ACS1-1 and Md-ACS1-2. Allele Md-ACS1-2 generally confers low ethylene
production. Genotypes homozygous for Md-ACS 1-2/2 allele produce less ethylene
than Md-ACS1-1 genotypes. The other gene Md-ACOL1 also has its role in ethylene
biosynthesis. There is a close relationship among ethylene biosynthesis and fruit
storability. Allele Md-ACO-b strongly reduces fruit softening in combination with
Md-ACS1-2/2, but hardly works in combination with genotype Md-ACS1-1/2.

With help of molecular markers of genes Md-ACS1 and Md-ACOl1, of 133
cultivars/selections evaluated, 27 were marked to be homozygous Md-ACS1-2 with
reduced transcription activity, which guarantees very low ethylene production. It was
only cultivar Fuji that was detected homozygous for both, Md-ACO1 and Md-ACS]1,

which cause a very long storability of apple fruit.

Key words: apple tree, Md-ACS1 gene, Md-ACOl gene, etylene production,

softening mass, storage potential.
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1. Uvod

Jabloné jsou nejrozsitenéj$im ovocnym druhem v mirném péasu obou polokouli,
tedy i v klimatickych podminkach Ceské republiky. Ovocné sady se v Cesku rozkladaji
na plose cca 18 000 hektari, z toho je zhruba 9 000 hektari jabloniovych (obr. 1.).
V roce 2009 byla celkova produkce jablek 151 000 tun. Nejpéstovanéjsimi odriidami
jabloni jsou Golden Delicious, Idared, Sampién a Bohemia, coZ jsou jablka s celkem

uspokojivou dobou trvanlivosti, ale vysokou nachylnosti k houbovym chorobam.

Za Polskem jsou nejvétsimi producenty jablek v Evropské unii (EU) Italie,
Francie a Némecko. Produkce c¢eskych péstitelti jablek je v porovnani s vyrobou celé
EU zanedbatelnd. Na cdeském trhu se dovozova jablka podileji priblizné 40%,
kazdorocné se v ¢eské obchodni siti proda priblizné 120 000 tun jablek. Jablka se

do Ceska dovazeji predevsim z Polska, Italie, Némecka, Belgie a Nizozemska.

Obr. 1. Vyméra jablotiovych sadti v CR (Cesky statisticky ti¥ad, 2008)

Vyméra ovocnych sadu a zastoupeni nejvice péstovanych druhi ovoce
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and more

Velkou vyhodou a prednosti jablek je moznost jejich dlouhodobého skladovani,
jimZ se daji plody udrzet ve svézim syrovém stavu a zajistuji tak pfisun nutri¢né
vyznamnych latek po témér celou ¢ast roku. Trvanlivost je zakladni odrtidovou
vlastnosti, avSak mtize byt ovlivnéna celou fadou ciniteld, jako jsou napt. klimaticko-

ptdni podminky stanovisté, pouzita podnoz, vyziva, zptisob a doba sklizné a zejména



technika skladovani. Délka skladovani plodi jabloni je zavisla na odolnosti jablek
viaci predcéasnému méknuti. K méknuti plodi dochézi nejen v pribéhu skladovani,
ale predevS§im béhem vyskladnéni v priibéhu prodeje konzumentim. Nadmeérné
méknuti plodi negativné ovliviiuje fadu senzorickych i chutovych vlastnosti a snizuje

trzni hodnotu.

Jabloné patii mezi vytrvalé rostliny s dlouhou ontogenezi. Slechtitelské cile je
mozné hodnotit priblizné ve tretim roce péstovani, kdy dosahuji jabloné plodnosti,
tato skutecnost znaéné€ komplikuje jejich Slechténi. Pomoci molekularnich markeri
lze charakterizovat i velmi rana ontogeneticka stadia, coz umoznuje zna¢né urychlit
a zefektivnit Slechtitelsky proces. DNA markery se pouzivaji pro hodnoceni rady
kvalitativnich vlastnosti u jabloni jako napi. rezistence vii¢i patogentim a skiidctim,

ristovy typ, barva slupky plodi a skladovatelnost.

V této diplomové praci se zabyvdm pravé molekularni detekei markert genii
Md-ACS1 a Md-ACO1, které jsou zodpovédné za meéknuti duziny ploda jabloni,

coz vyrazné ovliviiuje jejich trvanlivost.



2, Cile prace

Cilem této prace bylo charakterizovat kolekce odrtid jabloni z hlediska vyskytu
mutovanych alel lokust Md-ACS1 a Md-ACO1, které jsou zodpovédné za sniZenou
tvorbu etylénu béhem skladovani plodi. Dale jsem meéla za tkol zhodnoceni
segregace markeri v hybridnich potomstvech a ovéreni vlivu homozygotnich
¢i heterozygotnich sestav mutovanych alel na prodlouzeni doby skladovatelnosti

u jednotlivych odriid v zavislosti na obdobi sklizné.
Cile prace je mozné shrnout do nésledujicich bodii:
e Izolace DNA z vybranych odrtid a potomstev hybridnich kombinaci.

e Optimalizace PCR detekce mutace v promotorech gentt Md-ACS1
a Md-ACOa1.

e Hodnoceni kolekce vybranych odrtd a Stépicich potomstev.
¢ Studium segregace markert véetné statistického vyhodnoceni.

e Posouzeni vztahu mezi vyskytem markeri a dobou skladovatelnosti

u vybranych odrtid jabloni.

e Zavérecni zpracovani vysledkd.



3. Literarni pirehled

3.1 Systematické zairazeni jabloni

Dle botanické klasifikace patii jabloné do oddéleni krytosemennych
(Magnoliophyta), tiidy vyssich dvoudéloznych rostlin (Rodopsida), fadu rtzotvarych
(Rosales), celedi razovitych (Rosaceae), podceledi jablkovitych (Maloideae) a rodu
Malus (Dvorak et al., 1976; Blazek, 2001). Do tohoto rodu se radi asi 25 - 30
ptvodnich druhii a nékolik desitek druhi hybridnich. Systematika rodu Malus neni
jednoznac¢na, pocet samostatnych druht kolisa v zavislosti na autorovi od 11 do 36

druht (Dvorak a Vondracéek 1969; Dvorék et al., 1976; Blazek, 2001).
Rod Malus se déli do péti sekei:

e FEumalus predstavuje evropské a asijské druhy slisty s cepeli
neoddélenou napt. podsekce Pumilae ma kalich neopadavy a vétsi plody,

podsekce Baccalae mé opadavy kalich a malé plody.

e Sorbomalus zahrnuje predevsim plané jabloné Japonska a Ciny s malymi

plody a s listy ¢asto délenymi.

e Chloromeles, kam patii druhy Severni Ameriky s velkymi zelenymi nebo

zlutymi nepozivatelnymi, ale aromatickymi plody.
e Eriolobus s druhem M. trilobata Schneid. rostoucim v Malé Asii.

e Docyniopsis zahrnuje nékteré druhy na Dalném vychodé (Dvorak

a Vondracek, 1969).

Vsechny kulturni odrtdy jabloni se nyni zafazuji do hybridniho druhu Malus x
domestica Borkh. (Blazek et al., 1998). Na vzniku evropskych kulturnich odrtad se
podilely hlavné druhy pattici do sekce Eumalus - M. sylvestris (L) Mill., M. pumila
Mill., M. prunifolia Borkh., M. sieversii Roem. a M. baccata (L) Borkh. Pravé hybridy
pochazejici z M. baccata Borkh. byvaji zejména v Americe nazyvany ,crab“, maji
drobné plody a nakyslou chut. Pii rezistentnim Slechténi se pouzivaji jako zdroj
rezistence k strupovitosti odrtiidy M. floribunda Sieb., ve §lechténi mrazuvzdornych
odrid M. prunifolia Borkh. (Dvorak a Vondracek, 1969; Dvorak et al., 1976; Blazek,

2001).



Malus floribunda Sieb. vétSina typovych podnozi je odvozena od Malus pumila
Mill.,, kterd se vyskytuje na Balkané, na Kavkaze, vjihovychodnim Rusku,
v Kavkazsku, Iranu, Turkestanu az po pohori Altaj. Malus sylvestris (L) Mill.
je roz$ifena v Evropé, v Zakavkazsku a zapadnim Turkestanu, ¢asto byva Spatné
rozpoznatelna od M. pumila Mill. Plody téchto jabloni jsou velmi rozmanité
a pripominaji kulturni odridy. V Turkestanu a na Kavkaze je mozné sledovat cely

vyvojovy proces zavedeni plané jabloné do péstovani (Dvorak et al., 1976).

3.2 Charakteristika jabloni

Jabloné rostou jako dlouhoveké stromy nebo kete, do vysky 6 az 10 m. Kulturni
odridy se znacné lisi od planych predev§im beztrnnymi vétvemi, vétSimi listy,
velkymi a jakostnimi plody. Listy maji vesmés opadavé, usporadané do vzestupné
genetické spirdly, ned€lené, celistvé nebo laloénaté. Morfologie listti je odriidové
podminéna. Cepel miiZe byt elipsoidni, vejéita, srd¢ita az okrouhla. Povrch listd miize

byt leskly, matny, hladky nebo plstnaty (Blazek, 2001; Dvorak et al., 1976).

Druhy rodu Malus i kulturni odridy jsou diploidni (maji 34 chromozont),
triploidni (s 51 chromozony) i tetraploidni (s 68 chromozoény). Vétsina botanickych
druht je diploidni, az na sekci Chloromeles, kde jsou kromé diploidnich druht
M. ioensis Alph. a M. angustifolia Ait. pouze formy polyploidni. VSechny péstované
odridy jsou cizosprasné a vyzaduji vhodného opylovace. Nékteré odriidy mohou mit
v teplych oblastech sklon k samosprasnosti. Vyznamna je pylova inkompatibilita bud’
morfologického, fyziologického nebo anatomického utvareni, kterad je soucdasné

geneticky podminéné (Blazek, 2001; Dvorék et al, 1976).

Oboupohlavné kvéty v chocholicich jsou bilé, nartzovélé az cervené. Kalich
prirostly k Sesuli se sklada z péti listkdi, koruna z péti platkd. Tycinek se Zlutymi
prasniky je zpravidla 20 az 25 a jsou usporadany ve trech kruzich. Pétipouzdry
semenik je spodni se srostlymi, na hornim konci volnymi ¢énélkami. Podet vajicek
v semeniku kolisd mezi 10 - 20. Doba kvétu je zavisla na odride, stanovisti i klimatu.
U nas kvetou jabloné po hrusnich. V dobé rozkvétu je nejdrive a nejlépe vyvinut

terminalni kvét (Dvorak a Vondracek, 1969; Walter, 1997).

Na vzniku plodu se podili semenik a ¢aste¢né kalich. Malvice obsahuji obycejné

v péti pouzdrech po dvou hnédych semenech (jadrech). Triploidni odriidy maji $patné

7V 72

vyvinutd semena, ktera rovnéz Spatné Kkli¢i. Jablka neobsahujici jadra jsou



partenokarpicka. Duzina obklopujici jadfinec vznikla zduznaténim céesule. Z kazdého
kvétu se vyvine plod. Pri prvnim opadu (po odkvétu) opadavaji kvéty, v cervnu

5 % kvétli, byva troda jesté velmi dobra (Blazek, 2001; Dvorak et al., 1976).

Velikost plodii je zavisla jednak na druhu a odridé€, jednak na zptisobu osetreni.
Maji specifickou vahu 0,75 az 0,9. Obsahuji kolem 84 % vody, 8 % invertniho cukru,
4 % titinového a fepného cukru, 0,9 % buniciny, 0,5 % pentosanti, 0,4 % ligninu,
0,6 % volnych kyselin predevsim jableéné a citronové, 0,2 % vazanych kyselin,
0,3 % pektinovych latek, 0,3 % tuku, 0,1 %trislovin, 0,3 % popelovin
a 0,4 % dusikatych latek (Dvorak a Vondracek, 1969).

Jablka maji nizkou kalorickou hodnotu, obsahuji maéalo bilkovin a tukd,
nejvyssich obsahovych hodnot dosahuji tedy cukry. Cukry podléhaji v plodech
neustalym zménam. Béhem dozravani plodt v nich témér tplné mizi skrob a rychle
se zvySuje obsah sacharézy, ktera vlivem enzymi prechazi ve fruktozu, takze plody
sladnou. Prezravanim se obsah cukrt opét snizuje. Odrtudy, které dozravaji pozdéji,
maji zpravidla vyssi obsah cukrti nez odrtdy dozravajici drive, velky vliv na obsah
cukrii mé i stanovisté. Z cukri je nejvice obsaZena vjablkach sacharéza, fruktéza
a glukoza, cukernatost kolisa mezi 6 - 16 % (Dvorak et al., 1976). Sladkost plodi neni
ale podminéna mnozstvim cukrli, nybrz pomérem kyselin k cukriim. Trisloviny
zptisobuji trpkou chut plodi, zvlasté pri nizsi cukernatosti, ovliviiuji procesy traveni
a zpusobuji hnédnuti duziny. Pii dozravani plodi se obsah tfislovin snizuje. Jablka
obsahuji daleko vys$i hodnoty cukrli nez hrusky. Obsah celulézy a pentozanii je
pon€kud nizsi nez u hrusek, zatimco pektini je vice nez v hruskach. Z vitamint je
nejvice zastoupen vitamin C, ve 100 gcerstvé duZiny se jeho obsah pohybuje
vrozmezi 1,5 - 50 mg, ostatni vitaminy jsou obsazeny mnohem méné (Dvorak

a Vondracek, 1969; Dvorak et al., 1976).

Semena obsahuji vétsinou asi 25 % oleje. Tvar plodi je velmi rozmanity. Existuji
odridy splody kulovitymi, zplostélymi, plochymi, valcovitymi, soudkovitymi,
kuZelovitymi, zvonkovitymi a Zebernatymi. Také povrchova textura slupky mtize byt
rizné - hladka, zdrsnéna, mastna, sucha, leskla. Barva slupky byva zelena, zluta az
cervend s riznymi prechody a zabarvenim. Charakter slupky se u riiznych odrtd lisi
pevnosti, tuhosti, jemnosti apod. Také struktura, chut, aroma, stavnatost a barva

duziny jsou charakteristickymi znaky odriid. Struktura duziny byva jemna, chruplava,



mékka, tuha, hruba. Chut byva sladka, navinule nebo vyrazné sladka, aromaticka,

navinula, kysela, trpka, nahorkla (Dvorak a Vondracek, 1969).

3.3 Slechténi jabloni

Prvotnim mistem vzniku kulturnich jabloni je nejspiSe oblast Zakavkazi, Iranu
a zapadniho Turkestanu. Odtud se tyto kvalitnéjsi druhy Sitily hlavné na jihozapad
Malé Asie a dale pies Recko a Itlii do ostatnich ¢asti Evropy (Dvofak a Vondracek,

1969; Dvorak et al., 1976).

Prvni pisemné doklady o péstovani odriid jabloni se objevuji jiz ve starovekém
Recku asi 287 pi.nl. a v Rimé. Rimané také jiz ve starovéku znali roubovéni

a rozSitovali tak uslechtilé odridy i severné od Alp (Dvorak a Vondracek, 1969).

Slované zadali péstovat jabloné po vzoru Rekdi, Rimani a Keltd
prostiednictvim poznatkli od vérozvéstli Cyrila a Metodéje, predev§im v klasternich
zahradach. Teprve béhem vlady Karla IV. nastdva vnaSich zemich rozkvét

ovocnarstvi. Nové odrtdy vznikaly pfedev§im vybérem z nahodného spraseni.

V roce 1670 jiz bylo zndmo 153 odriid. Na konci 18. stoleti byla u nas zalozena
Matéjem Rosslerem prvni sbirka ovocnych odrtid, ztoho bylo 266 odrtd jabloni.
Pliivodné se péstoval v ovocnych zahradach a sadech velky pocet odrid. V 19. stoleti se
vSsak u nas zacal uplatniovat pozadavek obchodniki na mens$i pocet odrid,
pochopitelné nejlépe vyhovujicich pozadavkiim konzumenta. Vroce 1830 vznikla
v Cech4ach Pomologicka spole¢nost, jejimz tkolem bylo udrzet znamé osvédéené
odrtidy, vyhledat a vyzkouSet nové, spravné je oznacdit, pojmenovat a pecovat

VIV ’

o vSeobecné rozsiieni (Dvorak a Vondracek, 1969; Dvorak et al., 1976).

Jablka jsou vnaSich zemich tradi¢nim ovocem, aproto se jejich vyzkumem
vsoucasné dobé zabyva nékolik veédeckych pracovist. Slechténi jabloni bylo
zaméfeno piedevSim na zlepSeni kvality plodd a na dosazeni vys$siho vynosového
potencidlu v mistnich ekologickych podminkéch. Slechténi s vyuzitim genetického
inZenyrstvi miize doplnit tradiéni metody, které maji nevyhody jako je vysoce
heterozygotni charakter genomu jabloni a dlouhy reprodukéni cyklus (Blazek, 2001;

Tartarini, 2002; Walter, 1997).

Zaméreni genetickych modifikaci v poslednich letech je predevsim na odolnost
proti chorobam a Sktidctim napft. k rezistenci proti strupovitosti, ¢i k odolnosti proti

mraziim. Dochazi k rozvoji intenzivnich péstitelskych systémi, uplatiuji se nizké
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tvary stromil stejnomérného ristu ve vétSich hustotach, které jsou vhodné pro
velkovyrobni technologii péstovani a mechanickou kultivaci i sklizen. Dochéazi
k zvySovani pozadavki, jak na tvar, velikost, atraktivni zbarveni slupky a duZziny, tak

na trvanlivost a skladovatelnost jablek (Dvorak et al., 1976).

Jabloné se mnozi vegetativné, pomineme-li mutace, vznikaji dcefiné rostliny
geneticky shodné sptivodni matefskou rostlinou - klony. Genotypy se udrzuji
predevsim xenovegetativnim mnozeni - roubovdnim a ockovanim na vhodné
podnoZe. Proto se v poslednich desitkach let vénuje vyrazni pozornost i Slechténi

podnozi (Blazek et al., 1998; Blazek, 2001; Walter, 1997).

V Slechténi jabloni se vyuziva predevSim selekce semenaci ze zamérného
kombinaéniho kiiZeni, selekce spontanni ¢i idukované mutace nebo selekce
transgennich rostlin (Ondfej a Drobnik, 2002) vzniklych metodami genetického
inZenyrstvi.

Na rozdil od jinych zemeédélskych plodin se Slechténi ovocnych dievin
vyznacuje zna¢nou dlouhodobosti. U jabloni trva Slechtitelsky cyklus minimélné 10
let, je limitovan délkou juvenilni faze, ktera konci generativni dobou. Proto je snaha
co nejvice zkracovat juvenilni fazi. Ktomu acelu se pouzivaji rtizné péstitelské
postupy, technické prostredky i geneticka variabilita, a vSak ne vzdy jsou vysledky
uspokojivé (Blazek et al., 1998; Blazek, 2001). Vhodné rodi¢ovské vlastnosti se
z diivodil heterozygotniho charakteru genomu jabloni v potomstvech $tépi, proto je
snaha o rozvoj novych technik zajistujicich véasnou selekci semenaci (Janick et al.,

1996; Walter, 1997).

V poslednich letech dochazi k rozvoji technik genového inzZenyrstvi, predevsim
k markerovani vyznamnych genti. Vyhodou je moznost rychlé selekce jiz béhem

juvenilni faze. Diky tomu se cely proces tvorby novych odriid podstatné zrychluje.

3.4 Genetické markery

Se wvzriistajici trovni poznatkli voblasti analytickych metod, molekularni
genetiky a mapovani genomu kulturnich rostlin dochazi krozvoji aplikace
genetickych markert v selekénich postupech. Molekularni markery, které jednoduse
a stabilné signalizuji pritomnost nékteré mnohem komplexnéji zaloZené vlastnosti
v genotypu sledovaného jedince, stale castéji doplnuji klasické metody genetickych

analyz. Drive byly vyuzZivany predev§im markery bilkovinné povahy- zasobni
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bilkoviny a izoenzymy. Neptiznivou vlastnosti téchto bilkovinnych markeri je jejich
ontogenetickad specificnost, ztohoto hlediska jsou velice naroéné na vcasnost
a presnost stanoveni. Charakteristické pro jejich analyzu je nutnost zachovani
enzymatické aktivity. Pouzivaji s vodriidovém zkuSebnictvi, semenérské kontrole

a pri oveérovani pravosti odrtd (Soltis a Soltis, 1989).

Dnes jsou markery zaloZeny predev§im na prirozeném vyskytu polymorfismu
sekvenci DNA a mohou charakterizovat cely genom. Vyvoj metod pro detekci
polymorfismu DNA a jeho vyuziti pro fyzikdlni mapovani, populaéni genetiku ¢i
Slechténi je jednim z nejdtlezité€jsich meznikdi molekularni genetiky (Janick et al,

1996).

Pro ucely molekularnich markert se hodi predevsim sekvence vyznacujici se
vysokym stupném polymorfismu, ¢astym a rovnomérnym vyskytem v celém genomu,
které generuji mnohocetné, nezavislé a spolehlivé markery s vysokou
reprodukovatelnosti. =~ Musi poskytovat adekvatni rozlisSeni, rychlé a financéné

nenarocné testovani a mély by byt nezavislé na vnéjsich podminkach (Henry, 1997).

Mezi nejstarsi typy markert patii anatomicko-morfologické, které jsou zalozené
na morfologickych zvlastnostech, které neptimo signalizuji skrytou kvalitu napft.
fialova barva kvétti hrachu ¢i bobu koreluje s vysokym obsahem antinutri¢nich latek,
nebo velikost a pocet chloroplastii svéracich buné€k priduchi koreluji se stupném
ploidie sledované rostliny. Dalsi skupinou jsou fyziologické markery zalozené na
sledovani produktu urcité biochemické drahy, napt. exprese gentit GUS nebo gent
rezistence k herbicidiim koreluje s pritomnosti transgenu v pletivech. Nejpokrocilejsi
a nejvariabilnéjsi skupinou jsou biochemicko-genetické markery zaloZené na analyze
produktli exprese gent- proteinové markery nebo RNA analyza, nebo pfimo gent
samotnych - DNA markery, zalozené na analyze polymorfismu bilkovin nebo

fragmentti nukleovych kyselin pomoci elektroforetické separace (Glick a Thompson,

1993; Henry, 1997; Tanksley, 1983).

Existuje cela fada rtznych typt molekularnich markert a rozdily v metodach
jejich charakterizace vyzaduji peclivy vybér vhodného postupu. Nutné je zvazit
dostupnost metody pro danou laborator, technickou, finanéni a ¢asovou naroc¢nost,
dostupnost DNA z hlediska jeji kvality i kvantity a vneposledni fadé charakter
dédiénosti znaku ¢i predpokladanou aroven polymorfismu ve studované populaci.

Molekularni markery obvykle nekoreluji s fenotypem, zato jsou stabilni a detekované
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ve vSech pletivech a organech rostliny bez ohledu na jeji vyvojové stadium a vlivy
prostredi, pleiotropii ucinky ¢i genové interakce, epistaze (Glick a Thompson, 1993;

Janick et al., 1996).

Metody detekce polymorfismu DNA lze rozdélit na dvé skupiny. Prvni jsou
metody, které nejsou zalozené na PCR (Polymerase Chain Reaction), ale na
hybridizaci DNA - DNA profily jsou vizualizovany hybridizaci fragmentii genomické
DNA stépené restrikéni endonukleazou se znac¢enou sondou. Druha skupina metod
zaloZenych na PCR - in vitro amplifikace pomoci specifickych nebo nespecifickych

primert (Glick a Thompson, 1993; Henry, 1997)

Mezi monogenné Fizené vlastnosti jabloni, které lze detekovat pomoci PCR,
muZeme zaradit napriklad: resistenci vii¢i strupovitosti fizenou Vf genem, A-alely
urcujici zbarveni slupky plodu, typ S-alel, které jsou odpovédné za
autoinkompatibilitu jabloni, gen Co markerujici sloupcovy riist jabloni a marker genu
Md-ACS1, ktery ma vliv na produkei etylénu a tedy na zrani a méknuti duzniny plodi

(Vejl et al., 2005; Zoufala et al., 2009).

3.4.1 Markery zaloZzené na polymorfismu DNA

Polymorfni DNA je takovad sekvence DNA, ve které lze v populaci nalézt
jakoukoliv strukturni alternativu, prvotné danou substituci béaze v DNA.
Polymorfismus lze definovat jako vyskyt vice nez dvou genetickych variant - alel genu
vramci jednoho druhu. Primarni pri¢inou vzniku polymorfismu nukleovych kyselin
je bodova mutace, ktera miize zménit pouze jednu bazi, nebo sekvenci nékolika
nukleotid. V priméru dochazi k mutaci nukleové kyseliny na kazdou 100. bézi,
strukturni gen obsahuje tisic az tfi tisice bazi, v kazdém strukturnim genu je tedy
nékolik desitek mutaci. Existuji v§ak repara¢ni mechanismy, které snizuji vyskyt
vzniklych chyb. Enzymy endonukleazy vyrazné redukuji vyskyt chyb v genomu, az na
jednu setinu ptivodniho vyskytu (Hruban et al., 1999; Vejl et al., 2002, Watson et al.,
1988).

Restrikéni endonukleazy se pouzivaji k detekci bodového polymorfismu, jsou
schopné najit specifické misto, kde DNA rozstépi. Vzniklé rizné dlouhé fragmenty se

oddéluji pomoci gelové elektroforézy (Glick a Thompson, 1993; Henry, 1997).

Aktuilné nejpouzivan€jsim prostiedkem identifikace variability a vzniku

polymorfni DNA je pouziti genetickych markert. Hlavni funkei genetickych markert
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je schopnost detekce alelickych variant v sekvenci nukleotidi (Glick a Thompson,
1993; Henry, 1997; Tanksley, 1983). Princip DNA markert je zaloZen na specifickém
restrikénim Stépeni analyzované DNA, nasledné hybridizaci se znacenou sondou,
amplifikaci specifickych fragmentii in vitro podminkéch a na rtiznych kombinacich
restrikéniho stépené a amplifikace. Vysoky polymorfismus DNA umoznuje detekovat
konkrétni genovy klastr, gen, konkrétni tisek genu nebo i jednotlivé bodové mutace,
které mohou, ale i nemusi mit funkéni dtsledky ve stavbé proteinti. Pomoci DNA
markerti 1ze charakterizovat i velmi rani ontogenetickd stadia pfi minimalnim
mnozstvi biologického materialu. Hlavnim nedostatkem téchto markert je, Ze zatim
neumoznuji popsat slozité vztahy geni a genovych komplexti, dokazou pouze
detekovat geny. Projev geni ve fenotypu je potom jiz uréovan piipadnou interakci
genu s genovym pozadim a u kvantitativnich znakid s vnéj$im prostfedim. Mezi
nejcéastéji pouzivané metody analyzy DNA patii metody oznaéené zkratkami RFLP,
PCR, RAPD a AFLP (Hruban et al., 1999; Vejl et al., 2002)

3.4.1.1 Délkovy polymorfismus restrikénich fragmenti - RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism)

Princip této metody spocivd vdetekci délkového polymorfismu fragmenti
vzniklych Stépenim pomoci restrikénich enzymii. Izolovanda DNA se rozstépi
restrikénimi endonukledzami a ziskané fragmenty se podle velikosti oddéli na gelové
elektroforéze. Z gelu se rozdélené fragmenty pirenesou na nitrocelulozovy filtr, ktery
se vlozi do nadoby s roztokem obsahujicim radioaktivné znacenou sondu. Sonda se
komplementarné navaze na fragmenty DNA, ¢imz umozni jejich detekci. RFLP
markery jsou kodominantni, umoznuji odlisSit dominantniho homozygota,
heterozygota a recesivniho homozygota, vyuzivaji se ke studiu kvalitativné

i kvantitativné determinovanych znakt (Ondiej, 1992; Vejl et al., 2002).
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Obr. 2. Schéma metody RFLP- upraveno podle Ellison (1997)
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3.4.1.2 Polymerazova retézova reakce - PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Objeveni termostabilni DNA polymerazy a nasledné namnozeni tseku DNA v in
vitro podminkach v 80. letech minulého stoleti znamenalo rychly rozvoj PCR
markert, umoznujicich amplifikaci jediné molekuly DNA a detekci jedné kopie genu
(Innis a Gelfand, 1990). Tento zautomatizovany proces simulujici replikaci DNA
probihajici ve zkumavce ve velmi malém objemu reakéni smési ma za tkol
syntetizovat pozadované pomeérné kratké fragmenty DNA vybrané zcelkového
genomu. V burice je replikace provadéna za spotfeby ATP enzymatickym komplexem
(Glick a Thompson, 1993). Naproti tomu PCR vyuzivd jediny enzym - DNA
polymerazu. Pocet kopii templatové DNA zavisi na poc¢tu cykla amplifikace, 1ze tedy
dosahnout namnozeni libovolného mnozstvi DNA (Saiki a Gelfand, 1989; Sambrook

et al., 1989; Innis a Gelfand, 1990).

Metoda PCR je zaloZena na cyklickém opakovani tii teplotnich fazi - denaturace
DNA, nasedani primeri ,annealing“ a prodluZovani nové vzniklého fetézce DNA

(Griffin a Griffin, 1994; Innis a Gelfand, 1990). Z dtivodi vysokych teplot (94 - 95 °C),
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které se pouzivaji pro denaturaci dvoutretézcové nukleové kyseliny, je jedinym
enzymem schopnym si zachovat vysokou polymerazovou aktivitu nejvice pouzivana
termostabilni polymeraza Tag DNA polymeraza izolovana zbakterie Thermus
V soucasné dobé se pouziva Tag DNA polymeraza, ktera je produktem genového
inZenyrstvi, ma specifickou aktivitu 200000 U.mg?! organismi a molekulovou
hmotnost 93310 Da (Vejl et al., 2002). Denaturaci, ktera trva 15 - 30 sekund ziskame
diky rozvolnéni vodikovych miistkii jednotetézcovou DNA. Jednotetézcové molekuly
DNA jsou nezbytnym substratem pro enzymy DNA polymerazy (Glick a Thompson,
1993; Watson et al., 1988).

Dalsim krokem je hybridizace primert. Pozadované fragmenty jsou vybirany
pomoci specifickych ssDNA molekul - primert o velikosti 8 - 25 bp které se na
zakladé komplementarity vazi na templatové vldkno. Nasedini primert je
oznacovano terminem ,annealing“ a probih4 podle jednotlivych modifikaci PCR pfti
teplotich od 35 °C do 65 °C (Hruban a Majzlik, 2005). Ochlazeni roztoku
denaturované templatové DNA umozni vytvoreni kratkého dvouretézcového
fragmentu s volnou 3 hydroxylovou skupinou, nutného pro zahajeni prodluzovaci
faze - extenze (Glick a Thompson, 1993; Innis a Gelfand, 1990; Sambrook et al.,

1989).

Zabudovani volnych nukleotidi do nové vznikajiciho vldkna pomoci enzymu
Taqg DNA polymerazy obvykle pii 72 °C zacina od jednoho primeru a délka retézce je
vymezena druhym primerem (Gelfand a White, 1990; Sambrook et al., 1989). Pocet
cykli je zavisly na optimalizaci konkrétni rekce a na mnozstvi templatové molekuly
DNA, obvykle 25 - 45 cykla (Vejl et al., 2002). Detekovanym markerem je potom
fragment nebo smés fragmenti DNA, které po elektroforetické separaci zanechavaji

charakteristicky elektroforeticky profil.

VySe popsand metoda se obvykle oznacuje jako SPLAT-PCR (Specific
Polymorphic Locus Amplification Test), synonymum pro tento postup je STS marker
(Single Tagged Site). Metod zalozenych na PCR je cela fada a lze je kombinovat
i srestrikénim Stépenim. Metoda se potom nazyva CAPS (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) oznacovana rovnéz jako PCR-RFLP. Dalsi metodou
vyuzivajici restrikéni Stépeni je AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism).
Lze amplifikovat i nadhodné fragmenty pomoci metody RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA) neboli ndhodn4 amplifikace polymorfni DNA, kdy je pouZit pouze
jeden nahodny primer nejcastéji o velikosti 10 nukleotidi. Modifikovany postup RT-
PCR - zpétné neboli reverzni PCR je urceny pro amplifikaci RNA. Prepis molekuly
RNA do molekuly cDNA je zajiStén reverzni transkriptazou (Glick a Thompson, 1993;
Hruban a Majzlik, 2005; Innis a Gelfand, 1990; Vejl et al., 2002).

Genetické markery mohou byt jak dominantni, tak kodominanci povahy.
Kodominantni markery dokazou odliSit jednotlivé genotypy, kdezto dominantni
marker pouze informuje o pritomnosti nebo absenci dominantni alely (Glick

a Thompson, 1993; Hruban a Majzlik, 2005; Innis a Gelfand, 1990).

Obr. 3. Schéma metody PCR - upraveno podle Vierstraete (2001)

denaturace templatove DINA (teplota 94°C)

ﬂb«lﬂ‘*ﬂb«ﬂ"‘lﬂbﬂl"ﬁ»ﬂ“ﬂb Bt
WWWWWWWWWWWHTH
M M g g 24

hybridizace templatové DINA s primery na zakladé
komplemetarity - annealing (teplota 35°C - 65°()

Wmvﬁmﬂﬂmmmmmmmmmﬂ y

T
Wﬁm

prudluznvam extenze amplifikovanych fragmentii DINA (tepluta T29C)

FrmmﬂﬂTrrﬂTWTmTl—lT |

|\||f| /-_ 1\I||\'~L

7
-“f'mTffrrmrrﬂ}'Hr'rrrrr-" S

3.5 Meéknuti duziny jablek

Méknuti duZiny je nevratnym procesem starnuti plodi, zptsobujici snizovani
délky trvanlivosti a skladovatelnosti jablek. Méknuti duziny ma vliv na senzorické

vlastnosti plodi, jako je pevnost, barva slupky, konzistence, Stavnatost, kiehkost,
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chut i zvySenou moucnatost duziny (Giovannoni, 2004; Harker et al., 1997; Harker et
al., 2002; Jaeger et al., 1998; Picton et al.,, 1995). Doba trvanlivosti jablek je
predevsim geneticky podminéna odrtidou, ale i stupen zralosti pfi sklizni a podminky
skladovani ji vyrazné ovliviiuji (Defilippi et al., 2005; Johnston et al., 2002; Saftner

et al., 2002; Zhu a Barritt, 2008).

Doba zrani je dédi¢né zaloZzena odridova vlastnost, ovliviiovana klimatickymi
a stanovistnimi podminkami i zptisobem péstovani. RozliSujeme dospivani plodi tj.
proces zrani na stromé, ktery kon¢i skliziiovou (fyziologickou) zralosti, a vlastni zrani,
ke kterému dochazi az po sklizni a které konc¢i konzumni zralosti. V dobé skliziiové
zralosti se plody zpravidla lehce odd€luji od plodonose a maji hnédé zbarvena
semena. Pouze letni odridy pii skliznové zralosti nemaji semena obvykle jesté
vybarvena (Dvorak a Vondracek, 1969; Dvorak et al., 1976). Childers (1969) uvadi, ze
plody sklizené v optiméalni skliziiové zralosti trpi nejméné fyziologickymi skladkovymi
chorobami béhem skladovani. Naproti tomu zralost konzumni je stupném vyzravani

plodi, ve kterém maji jablka nejvyssi chutovou hodnotu a nejlepsi vzhled.

Nejvhodnéjsi doba sklizné je z péstitelského a zvlasté obchodniho hlediska velmi
vyznamnad, ale neexistuje dosud jednoznaénd metoda urcovani sklizniové zralosti,
ktera by byla pouzitelnd ve vSech oblastech a u vSech odriid. Zralost skliziiova
a konzumni se casové témér kryje pouze u letnich odrid, které maji vSeobecné
kratkou skladovatelnost. Podzimni a zimni odridy konzumné dozravaji teprve po
uskladnéni i nékolik mésict po sklizni (Defilippi et al., 2005; Dvorak a Vondracek,

1969; Golias, 2009).

Odrtidy jablek maji riizné naroky na podminky skladovani, rozhodujici je teplota
a vlhkost. Piiznivé podminky skladovani prodluzuji uchovatelnost plodi zejména
u odrtd podzimnich a zimnich. Obvykle se skladuji pii teploté o az +1 °C pfi relativni
vlhkosti 80 - 90 %. Vtéchto podminkach jsou ztraty na vaze velice malé, po
Sestimési¢nim uloZeni nepresahuji 5 % a Sifeni chorob je omezeno. Nékteré odrtdy
vSak pri nizkych teplotach trpi hnédnutim duziny, a proto se musi skladovat pri vyssi
teploté nad +3°C, optimalni vlhkost zlistavd kolem 80 - 90 %. Pii optimalnim
skladovani je trvanlivost u zimnich odrid o 2 - 3 mésice vyssi (Dvorak a Vondracek,
1969; Dvorak et al., 1976). Ideélni jsou sklady s upravenou atmosférou, v nichz se
reguluje teplota, vlhkost i sloZeni vzduchu - zvySena koncentrace oxidu uhli¢itého

a snizena koncentrace kysliku (Costa et al., 2005; Dvorak a Vondracek, 1969; Golias,
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2009)). Nékteré odridy produkuji velmi malé mnoZstvi etylénu a mohou byt
skladovany pri nizkych teplotach az jeden rok, aniz by doSlo k zhorSeni jejich

kvalitativnich parametrt (Harada et al., 2000; Sunako et al., 1999).

Jablka patii mezi klimakterické ovoce, zrani je zptisobeno zvySenim poméru
mezi dychanim a produkci etylénu. Etylén je nejen zrajicim plodem uvoliiovan do
vzduchu, ale sAm jeho zrani zpétné urychluje a to i u plodf sousednich. Rada dalsich
biochemickych zmén doprovazi tzv. klimakterium, dochazi napft. k zesileni respirace,
prestavbé bunééné stény - hydrolyze pektinii v bunécénych sténach a preménam
skrobu na cukr (Defilippi et al., 2005; Jobling et al., 1991; Kende, 1993; Powell et
al., 2003; Prochéazka et al.,, 1998). Komplexni prestavba bunéénych stén béhem
dozravani probiha c¢innosti enzymt napt. polygalakturonaz, endo-1,4-B-glukonéz,
pektin - methylesteraz, pektinovych hydrolaz a glykosidaz (Dong et al., 1992;
Brummell a Harpster, 2001; Powell et al., 2003; Rose et al., 1997). Prave etylén vSak
hraje klicovou roli v procesu zrani a je povazovan za hlavni pficinu méknuti duziny

plodt (Dong et al., 1992; Giovannoni, 2004; Harada et al., 2000).

3.5.1 Biosyntéza etylénu

Etylén je nejjednodussi uhlovodik sdvojnou vazbou a jediny plynny
fytohormon. Jiz v roce 1901 byly popsany u¢inky etylénu (jako slozky svitiplynu) na
vyvoj a rust rostlin. Ve tricatych letech bylo prokazano, Ze etylén syntetizovany
v rostlinach je zodpovédny za zrychlené dozravani ploda. Intenzivni vyzkum etylénu
zac¢ina az v Sedesatych letech minulého stoleti diky plynové chromatografii. Etylén je
znacné€ reaktivni, snadno se oxiduje za vzniku etylénoxidu, etylénglykolu az

formaldehydu (Kende, 1993; Lustinec a Zarsky, 2003; Prochazka et al., 1998).

Etylén v malych koncentracich inhibuje prodluzovaci riist a stimuluje radialni
rist, dochazi tak ke ztraté gravitropické reakce a inhibici ristu kofenti. Redistribuce
ristu ze sméru podélného do priéného je spojena se zménou roviny bunécéného
déleni, reorientaci mikrotubulti a celul6zovych mikrofibril podélné ke sméru ristu.

U vodnich rostlin dochazi k opa¢nému uacinku, prodluzovaci rist stonku
a Tapiki stimuluje. Jedna se o adaptaci, diky které se ponotené listy hromadénim
etylénu navrati nad hladinu. Také urychluje starnuti pletiv a vyvolava opadavani listd,

kvétd a plodd. (Lustinec a Zarsky 2003; Prochazka et al., 1998). Je mozné, Ze se

18



etylén tcastni i regulace gravitropismu pti kliceni semen nékterych dvoudéloznych

rostlin a pri epinastii listti (Prochazka et al., 1998).

Tento plynny fytohormon vznika ve vysSich rostlinach a ve vétSiné nizsich
z aminokyseliny L- metionu. Jako prvni meziprodukt vznika S-adenosyl- L-metionin
(SAM), ktery je dale preménén na kyselinu 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou
(ACC) a metyltioadenosin (obr. 4.). ACC je pak oxidovana za vzniku etylénu, oxidu
uhli¢itého a kyanovodiku. Koncentrace etylénu v bunce je velmi nizka, coz je dano
jeho difundaci do intracelular a odtud do atmosféry. Ale témér ve vSech pletivech
rostlin se nachdzi konjugovanid forma prekurzori etylénu- kyselina
1-aminocyklopropan-1-karboxylova s kyselinou malonovou, N-malonyl-ACC (MACC),
jeho obsah vyrazné stoupa v podminkach, ve kterych vzriista syntéza ACC napft. pri
zrani ovocnych plodi a zejména pfti plisobeni stresovych reakci. Konjugat MACC je
fyziologicky neaktivni a jen vmalé mire je Stépen zpét na ACC (Kende, 1993;

Prochéazka et al., 1998).

Pfeména SAM na ACC je katalizovana dvéma enzymy 1-aminocyklopropan-i-
karboxyl syntazou (ACS) a 1-aminocyklopropan-1-karboxyl oxidazou (ACO). Enzym
ACS je lokalizovan v cytoplazmé a jako kofaktor vyzaduje pyridoxalfosfat. Ma kratkou
zZivotnost a in vitro je zna¢né€ nestaly, jeho syntéza de novo je indukovana mnoha
vnéjsimi faktory - zarenim, teplotou, koncentraci kysliku, oxidu uhlic¢itého a také
auxiny. Aplikace prirozenych ¢i syntetickych auxini vyrazné zvysuje tvorbu etylénu.
ACC-syntazu lze specificky inhibovat reakcemi, které vyzaduji pyridoxalfosfat jako
kofaktor, napt. kyselinou aminooxyoctovou nebo aminoetoxyvinylglycinem. (Bleecker

a Kende, 2000; Kende, 1993; Prochazka et al., 1998).
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Obr. 4. Syntéza etylénu (Prochazka et al., 1998)
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Mezi antagonisty etylénu patii ionty Ag* a nékteré cykloalkany, znichz
nejznaméjsi je 5- norbornadien nebo 1-methylcyklopropen. Tyto latky rusi
fyziologické ucinky etylénu, tim Ze ho vytésnuji kompetitivné z vazby, nebo obsazuji
jeho funkéni vazebni mista na receptoru (Smith et al., 1990). Potlaceni biosyntézy
etylénu je hlavnim mechanismem uchovavani ploda v iizené atmosfére (Gorney
a Kader, 1996). V poslednich letech se i na ¢eském trhu objevila nova perspektivni
metoda pro skladovani jablek ,SmartFresh®. Systém je zaloZen na jednorazové
aplikaci inhibitoru etylénu MCP (1-metylcyklopropenu). Je to latka netoxicka, ktera
brani dozravani plodt a pouziva se ve velmi malych koncentracich. MCP se aplikuje
do 6 dnti po sklizni na dobu 24 hodin, poté proces skladovani pokracuje jako obvykle.
Tato metoda umoziuje péstitelim a distributortm udrzet vysokou kvalitu v priibéhu
skladovani, ale jeji efekt je patrny i po vyskladnéni a u konec¢ného spotrebitele.

~SmartFresh zlepsuje fyziologické vlastnosti a vzhled plodid, jejich svéZest,
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Stavnatost, vyvazenost kyselin a také pevnost duziny (Husikova, 2009). Jablka
oSetfena 1-methylcyklopropenem vykazuji snizenou syntézu etylénu a dochazi u nich
k zpomaleni procesti senescence v porovnani skontrolnimi neoSetfenymi plody

(Defilippi et al., 2004; Watkins et al., 2000).

Inhibice tvorby etylénu mtize byt zplisobena i snizenou hladinou CO.
vuzavieném prostoru. Produkce etylénu podléha zpétnovazebné regulaci,
autokatalyze i autoinhibici. Autokatalyza se projevuje predev§im pii inkubaci
preklimakterickych ovocnych plodii v atmosféfe tohoto plynného hormonu, ktera
indukuje prudky vzriist vlastni syntézy etylénu v plodech. Jako priklad autoihibice lze
uvést tvorbu stresového etylénu, ktera je inhibovana preinkubaci v atmosfére etylénu

(Abeles a Biles, 1991, Jobling et al., 1991; Oraguzie et al., 2004; Prochazka et al.,
1998).

3.5.2 Geny zodpovédné za méknuti duziny

Enzymy zajistujici katalyzu biosyntézy etylénu a jeho akumulaci v organech
jsou kddovany dvéma velkymi genovymi rodinami ACS a ACO se vyskytuji v riznych
pletivech a ontogenetickych fazich u vyssich rostlin, ale ne vSechny se ucastni jeho
uvolnovani v pritbéhu dozravani plodii a méknuti duziny (Barry et al., 2000; Bleecker

a Kende, 2000; Binnie et al., 2009; Hunter et al., 1999)
U jabloni bylo identifikovano nékolik gent Gcastnicich se méknuti duziny.

Geny Md-ACS1 jsou zodpovédné za expresi enzymu ACC-syntazy, diky kterému
dochazi k syntéze ACC z SAM, geny Md-ACO1 se Gcastni premény ACC na etylén
(Dong, et al., 1992; Harada et al., 1997; Harada et al., 2000; Oraguzie et al., 2004;
Rosenfeld et al., 1996; Sunako et al., 1999). Costa et al. (2008) identifikovali dalsi
geny Md-Exp, které by se mohly podilet na méknuti plodi.

Diky rozvoji molekularnich metod a vypocetni techniky se v posledni dobé dari
nalézat na chromozomech lokusy, které maji pri¢inny vztah k vyvoji kvantitativnich
znakd. Tyto lokusy, u kterych se predpoklada, Ze obsahuji polymorfismy majici vliv na
vyvoj kvantitativniho znaku, se oznacuji jako QTL (Quantitavie Trait Loci; lokusy
kvantitativnich znaki). U jabloni byly zmapovany dilezité QTL pro méknuti duziny

v oblasti LGo1, LG08, LG10 a LG15 (King et al., 2000; Maliepaard et al., 2001).

Md-ACS1 byl zmapovan v rdmcei LG15 (obr. 5.) u odridy Prima a Fiesta (Costa et
al., 2005). Byly identifikovany tti alelické kombinace Md-ACS1-1/1, Md-ACSi1-1/2
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a Md-ACS1 2/2 , které determinuji vysokou, stfedni a nizkou produkci etylénu (Costa
et al., 2005; Harada et al., 2000; Oraguzie et al., 2004; Sunako et al., 1999; Wakasa
et al., 2006). U nékterych odrtad jabloni byla zjisténa velmi mal4 produkce etylénu
béhem skladovani pri pokojové teploté, tyto odrtidy vykazovaly homozygotni sestavu
alel Md-ACS1-2/2. Alela Md-ACS1-2 obsahuje inzerci v oblasti promotoru, ktera
zptisobuje velmi nizkou transkripéni aktivitu tohoto genu v porovnani s odridami
s homozygotni sestavou ptivodni alely Md-ACS1-1 (Costa et al., 2008; Harada et al.,
2000; Melounova et al.,, 2009; Oraguzie et al., 2004; Sunako et al., 1999; Zhu
a Barritt, 2008). Harada et al. (2000) hodnotil produkci etylénu u 35 odriid, béhem
12 dni pri pokojové teploté kolem 20 °C. Tato teplota zajistila maximalni produkeci
etylenu béhem Kklimakterické faze. Nejvyssi produkce etylenu dosdhla odrida
Jerseymac s homozygotni sestavou alel Md-ACSi-1/1, zatimco nejniz§i syntéza
etylenu byla zaznamenéna u odriidy Megumi s homozygotni sestavou alel Md-ACS1-
2/2. Oraguzie et al. (2007) dosli ke stejnym zavérim v pokusech, ve kterych se

skladovali jablka pti nizkych teplotach kolem 2 °C, odridy s homozygotni sestavou

*VVv/

Md-ACO1 byl zmapovan vramci LG10 (obr. 5.) u kultivaru Fiesta a Mondial
Gala (Costa et al., 2005), je zodpovédny za 5 % fenotypovou variabilitu v pevnosti

duziny (Costa et al., 2005; Wakasa et al., 2006).

Costa et al. (2005) u gentit Md-ACO1 prokéazali relativné malou roli v produkei
etylénu, ale homozygoti Md-ACO1-b/b jeSté snizuji tvorbu etylénu u alelické
homozygotni kombinace Md-ACS1-2, napt. odriida Fuji s homozygotni kombinaci
Md-ACS1-2/2 a Md-ACO1-b/b muze byt skladovana 8 mésict pti teploté o °C - 4 °C,

aniz by u ni dochéazelo k méknuti duziny (Fan et al., 1999).
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Obr. 5. Geneticka mapa gentt Md-ACS1 u odriidy Prima a Fiesta, Md-ACO1 u odriid Fiesta a Mondial
Gal (Costa et al., 2005)
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Gen Md-Exp7 byl zmapovan v oblasti LG10 u odriidy Prima (obr. 6.) (Costa et
al., 2008). U kombinace alel genu Md-Exp7 s normalni transkripéni aktivitou dochazi
k zvySené syntéze etylénu, u odrid s mutaci v genu Md-Exp7 je syntéza tohoto
plynného fytohormonu skoro o 73% nizsi. Vysledky Costa et al. (2008) poukazuji na
vétsi vliv Md-Expy a Md-ACO1 v kontrole méknuti duzniny u jablek nez u Md-ACS1.
U homozygotni alely Md-ACSi-1/1 pozorovali v priméru pouze o 17 % zlepSeni
skladovatelnosti oproti nevyhodnym genotypim Md-ACS1-1/2 a Md-ACS1-2/2.
V piipadé Md-ACO1 se v priméru snizila syntéza etylénu az o 60 % u homozygotniho
genotypu Md-ACO1-b/b oproti nevyhodnym alelam (Costa et al., 2008).

Obr. 6.: Genetickd mapa genli Md-Exp7 u odriidy Prima (Costa et al., 2008)
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3.5.3 Markery pro geny zodpovédné za méknuti duziny

Sunako et al. (1999) navrhli vhodny PCR marker pro Md-ACS1, ktery detekuje
homozygotni a heterozygotni sestavu alel. Md-ACS1 marker byl vyvinut na zikladé
zjiSténé inzerce v oblasti promotoru u alely ACS1-2 genu ridiciho syntézu ACC-
syntazy, ktera nejspis zptisobuje nizkou expresi tohoto genu a tim i nizkou biosyntézu
etylénu. Velikost markeru Md-ACS1-1/1 je pouze 489 bp , zatim co velikost markeru
Md-ACSi-2/2 je 655 bp. Sekvence specifickych markerit Md-ACS-1-F je 5"-AGAGA
GATGCCATTTTTGTTCGTAC-3" a Md-ACS1-R je 5" -CCT ACAAACTTGCGTGGGGAT
TATAAGTGT-3" (Harada et al., 2000; Sunako et al., 1999).

Kodominantni Md-ACO1 marker byl navrhnut na zakladé polymorfismu 62
paru bazi ve tretim intronu Md-ACO1, ktery je pravdépodobné pricinou nizké
transkripce tohoto genu (Costa et al., 2005). Alela nesouci deleci byla oznacena jako
Md-ACO1-b a je zodpovédna za snizenou produkci etylénu. Amplikony alel Md-
ACO1-b a Md-ACO1-a maji fragment velikosti 525 a 587 bp. Sekvence specifickych
markert Md-ACO1-F je 5°-TCCCCC CAATG ACCACTCCA-3" a Md-ACO-1-R je 5°-
GATTCCTTGGCCTTCATAGCTTC-3” (Costa et al., 2005).

Na zakladé sekvence NCBI DQ439791, byly navrzeny primery CZU-ACO-1-F 5’ -
CCAGTTACCCGACTACCCATT-3" a CZU-ACO-1-R 5 -TTCAAATCTTGGCTCCTTGG-
37, tento marker byl oznacen jako Md-ACO1-CZU (Melounova et al., 2009; Zoufal4 et
al., 2009). Marker CZU-ACO-1 vykazuje na rozdil od markeru navrzeného Costa et
al. (2005) specifickou amplifikaci fragmenti o velikosti 450 bp (Md-ACO1-a) a 512
bp (Md-ACO1-b) (Melounova et al., 2009).
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

Veskery rostlinny material pouzity pro analyzy DNA byl odebran ve Vyzkumném
a Slechtitelském ustavu ovocnarském v Holovousich. V genové bance bylo odebrano
133 odriid, vSechny analyzované odrtidy jsou uvedeny v souhrnné vysledkové tabulce
1. Byla hodnocena i jedna hybridni kombinace Telamon x Breaburn, kter4 je uvedena
v tabulce 2. Odebrany byly 3 plné vyvinuté listy z kazdého stromu, které byly uloZeny
do uzaviratelnych plastovych sackl a popsany. Pri prepraveé byl material uchovavan
v prenosném chladicim boxu pfti teploté 10 °C. V laboratori byl material uchovavan

pri -20°C do doby, nez se pristoupilo k samotné izolaci DNA z jednotlivych vzorki.

4.2 Izolace DNA z rostlinného materialu

Zakladni podminkou pro uspésné vyuziti DNA markeri je ziskani
vysokomolekularni neznecisténé DNA v dostatecném mnozstvi. Pro tuto praci byla
pouzita metoda izolace kitem od firmy Qiagen (SRN) DNeasy Plant mini kit. Kit
je dodavan se vSemi potfebnymi roztoky i specidlnim sterilnim plastovym
materidlem. Pfi izolaci je nutné strikiné dodrzovat navod, ktery je soucasti baleni

kitu. Izolace probihala v nasledujicich krocich:

e Polypropylenovd mikrozkumavka s100 mg navazeného rostlinného
materialu byla premisténa do nadoby s kapalnym dusikem, kde doslo
k homogenizaci vzorku a poté byl rostlinny material rozdrcen sklenénou

tyc¢inkou.

e Khomogenizovanému vzorku byl priddn 400 pl roztoku AP1 a 4 ul
RNazy. Smés se diikladné promichala na vibrac¢ni trepacce (Kartell, USA)
a zkumavky byly vloZzeny do vodni ldzn€ (Techne, Velk4 Britanie)
predehtaté na 65 °C, kde byly ponechany 10 minut. BEhem inkubace ve

vodni lazni byl roztok nékolikrat ruéné promichan obracenim zkumavek.

e Po vyjmuti zkumavek z vodni l4zné bylo ke smési pridano 130 pul roztoku
AP2 a zkumavky byly po lehkém ruénim promichani uloZeny na 5 min do

mraziciho boxu s teplotou - 20°C.
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Poté byly zkumavky s roztokem odstredény (Eppendorf, SRN) pii

otackach 13200 za minutu po dobu 5 minut.

Doslo k oddélené pevné a kapalné faze, kapalna faze vzorku byla prelita
do zkumavek s fialovou kolonou - QIAshreder mini spin column a opét

odstredéna po dobu 2 minut pfi 13200 otackach za minutu.

Prefiltrovany roztok byl opét preveden do novych mikrozkumavek
o objemu 1,5 ml (Eppendorf, SRN) a pridan 1,5 nasobek ziskaného
objemu roztoku AP3 - 675 ul. Po ptidani byl roztok opatrn€ promichan

naklanénim zkumavek.

700 ul smési bylo pirevedeno do zkumavek s bilou kolonou DNeasy mini
spin column a odstfedén 1 minutu pfi 8000 otd¢kach za minutu

a prefiltrovana frakce se ze zkumavky odlita.

Zbyvajici mnozstvi roztoku bylo nasledné také prevedeno do téchto

zkumavek a znovu odsttredéno.

BildA kolona snaviazanou DNA byla premisténa do nové sterilni
zkumavky, bylo pridano 500 pl promyvaciho roztoku AW. Cela smés byla
centrifugovana 1 minutu pti 8000 otackach za minutu. Po odstiedéni byl

filtrat odstranén.

Tento krok byl jesté jednou zopakovan, pouze odstfedéni probihalo

2 minuty pfi 13200 otackach za minutu a filtrat byl znovu odstranén.

Kolona byla premisténa do sterilni mikrozkumavky a objemu 2 ml
(Deltalab, SRN) a navazana DNA se rozpustila pridanim 100 ul roztoku
AE pufru, ktery musi byt predehtaty na teplotu 65 °C. Po pridani se
nechal roztok 5 minut ptisobit a po inkubaci ptilaboratorni teploté se

odstredil 1 minutu pti 8000 otaékach za minutu.

Cely krok byl jesté jednou opakovan, kolona se odstranila a eluat

obsahujici izolovanou DNA byl uschovan.
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4.3 Hodnoceni kvality a kvantity DNA

Mnozstvi a kvalita ziskané DNA byla hodnocena mérenim absorbance UV zareni
na spektrofotometru (Eppendorf, SRN). Koncentrace DNA zavisi na absorbanci
zareni pri vinové délce 260 nm. Z poméra absorbanci pti 260 a 280 nm se odecte

Cistota ziskané DNA.

Vysokomolekularita DNA byla zjistovina pomoci testovaci agardzové
elektroforézy. Jednotlivé vzorky se separovaly v 1,5 % agar6zovém gelu s ethidium
bromidem na horizontalni elektroforéze v prostiedi trisboratového pufru (Bio-Rad,
USA) prii konstantnim napéti 4 V.em a byly vizualizovany na UV transiluminétotu.
Po ozateni UV paprsky emituje DNA s interkalarné navazanym ethidium bromidem
oranzové svétlo. Testovaci elektroforeogramy byly vyfotografovany pomoci

dokumentacniho systému GelDoc (Bio Rad, USA).

4.4 Analyza Md-ACS1 genu

Md-ACS1 marker byl vyvinut na zikladé zjisténé inzerce v oblasti promotoru
u alely ACS1-2 genu tidiciho syntézu ACC-syntazy, ktera zptisobuje nizkou expresi
tohoto genu a tim i nizkou biosyntézu etylénu. Velikost amplikonu alely Md-ACS1-1 je
pouze 489 bp, zatimco alela Md-ACS1-2 s omezenou transkripéni aktivitou a nizkou

produkci etylénu je uréena pritomnosti fragmentu o velikosti 655 bp (Sunako et al.,

1999)

Pro hodnoceni alelické sestavy Md-ACS1 genu byly vybrany kodominantni
specifické primery Md-ACS-1-F je 5" -AGAGAGATGCCATTTTTGTTCGTAC-3" a Md-
ACSi1-R je 5 -CCT ACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT-3” (Harada et al., 2000;
Sunako et al., 1999). Pro amplifikaci byl pouzit modifikovany postup podle Zoufala
(2008). Reakéni roztok byl pripraven v mnozstvi 12,5 pul a obsahoval: 50 ng
templatové DNA, 1,25 U taq polymerazy (Fermentas, Litva), 1x PCR pufr, 1,25 mM
MgCl,, 100 uM DTP, 0,2 uM primer F a 0,2 uM primer R.

Amplifikace probihala v termocykleru T- Gradient (Biometra, SRN) podle
nasledujiciho schématu: 1x (94°C, 3 minuty), 25x (94 °C, 30 sekund; 62,5 °C, 35
sekund; 72 °C, 90 sekund), 1x (72 °C, 5 minut).
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4.5 Analyza Md-ACO1 genu

Pritomnost delece vlokusu Md-ACO1 byla detekovana PCR kodominantnim
Md-ACO1-CZU markerem, ktery byl navrhnut na zakladé polymorfismu 62 paru bazi
ve tretim intronu Md-ACO1, ktery pravdépodobné pricinou nizké transkripce tohoto
genu. Velikost amplikonu alely s normalni transkripéni aktivitou ACO1-a je 450 bp.
Alela nesouci deleci byla ozna¢ena Md-ACO1-b je zodpovédna za snizenou produkci

etylénu mé amplikon o velikosti 512 bp (Melounova et al. 2009)

V této praci byly pouzity primery, které navrhla Melounova et al. (2009) CZU-
ACO-1-F 5 -CCAGTTACCCGACTACCCATT -3° a CZU-ACO-1-R 5 -TTCAAATC
TTGGCTCCTTGG-3 . Reakéni smés Md-ACO1-CZU markeru o objemu 12,5 pl
obsahovala 50 ng templatové DNA, 0,7 U Taq polymerazy (Fermentas) a 5 ug BSA.
Koncentrace ostatnich komponent PCR reakce byla nasledujici: 10 mM Tris-HCI (pH
8,8), 50 mM KCl, 0,08%, Nonidet P40, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM primer
F, 0,4 uM primer R a 4 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio). Amplifikace
probihala v termocykleru T- Gradient (Biometra, SRN) podle nésledujiciho
schématu: 1x (95°C, 3 minuty), 35x (94°C, 30 sekund; 63,4°C, 50 sekund; 72°C ,50
sekund), 1x (72°C, 10 minut).

4.6 Elektroforeticka separace

Pro separaci PCR produktti byla pouzita horizontalni agarova elektroforéza Sub
Cell (Bio Rad, USA). Separace probihala pii konstantnim napéti 4 V.cm v prostiedi
TBE pufru. Oba markery byly separovany v 1,5 % agar6zovém gelu 1,5 hodiny.

4.6.1 Priprava gelu

Gel pro elektroférezu byl pripravovan v celkovém objemu 200 ml. Navazka
agarodzy byla promichiana s200 ml 1x TBE pufru a roztok byl dobfe rozvaren
v mikrovlnné troubé. Po ochlazeni smési asi na 60 °C bylo pridano 12,5 pl zasobniho
roztoku ethidium bromidu. Nosi¢ gelu byl upevnén do odlévaciho stojanu. Na nosi¢
byly umistény hrebinky s potfebnym mnoZstvim zoubkl pro tvorbu nanésecich
jamek. Smés byla nalita do pripravené elektroforetické vany s htebinky a ponechana

na 30 min v klidu pro polymeraci.
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4.6.2  Priprava roztokii pro separaci
Do mikrozkumavky o objemu 0,5 ml s 12,5 pl testovaného PCR produktu bylo
pridano 1,7 ul nanaseciho pufru (Fermentas, Litva) a vznikla smés byla promichéna.
4.6.2.1 Roztoky pouzité pro elektroforézu
10x TBE pufr (Sambrook et al., 1989)
e 450 mM Tris kyselina borit4 (Penta, CR), pH 8,0
e 10 mM EDTA (Penta, CR)
1x TBE pufr (Sambrook et al., 1989)
Naredit 10x TBE pufr 1x deionizovanou vodou
Elektroforeticky pufr
e pripravit 1x TBE pufr o objemu 1,51
e pridat 75 pl ethidium bromidu
Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., 1989)
e 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
¢ 1 ml sterilni 2x deionizované H.O
e pripripravé a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

e uchovavat ve tmée pri teploté 4°C

4.6.3  Vizualizace a dokumentace gelt

Kvizualizaci jednotlivych elektroforeogramti byl pouzit UV-transiluminator,
ktery prosviti agar6zovy gel UV zafenim. UV zafeni je pohlceno ethidium bromidem,
ktery se interkalarné vaze do dvousroubovice molekuly DNA a po absorpci UV zareni
o vinové délce 302 - 366 nm emituje oranzové svétlo. Vizualizace a dokumentace gelt

byla realizovana pomoci dokumentac¢niho zarizeni GelDoc (BioRad, USA).

Velikost jednotlivych fragmenti byla porovnana s hmotnostnim standardem
GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Litva) (obr. 7.) pri detekci
amplikont PCR markeru Md-ACS1 a s hmotnostnim standardem GeneRuler 100bp
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DNA Ladder (Fermentas, Litva) (obr. 8.) pii detekci amplikoni PCR markeru Md-
ACO1-CZU.

Obr. 7. Hmotnostni standard GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus (Fermentas, Litva)

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
#SM0321/2/3
0'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use
#SM1153
bpng/05ug % bp___
3000 280 56
2000 280 56 g 0%
1500 280 56 2000
1200 280 56 — 1500
S/ 1000 800 16.0 0
o’ 000 270 54 — 188
= 4
= S - 800 270 54 — 800
S PN 700 270 54 — 700
G Rl — 600 270 54 — 600
e — 500 80.0 16.0
C R 400 300 60 — 500
% S 300 300 60 e
W = 200 300 6.0
= — 100 300 60 e
= :
2
X e I
0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5V/cm, 1 h 3
e
£
= — 100
(=1
o
0.5 pg/lane, 20 cm length gel,
1X TAE, 8 V/cm, 3 h
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Obr. 8. Hmotnostni standard GeneRuler 100bp DNA Ladder (Fermentas, Litva)

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
#SM0241/2/3 '
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use
#SM1143
bpng/0.5ug % g
1000 450 9.0
900 450 9.0 1000
- 800 450 90 388
> 700 450 9.0
S 600 450 9.0 700
3 500 1150 23.0 600
8 400 400 8.0 560
8, 300 40.0 8.0
<r
& 200 400 8.0 400
l._l.‘J.
= 100 400 8.0 _—
=
E
3=
e 200
0.5 pg/tane, 8 cm length gel,
1X TBE, 5V/cm, 1 h 2
S
5
o
=1 — 100
(=9
=2
u .
0.5 py/lane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8V/em, 3 h

4.7 Statisticka analyza

Pro statistické zhodnoceni byl pouzit program Statistica CZ 9, Statsoft. Pomoci
¥2 testu byla hodnocena zavislost distribuce alel a genotypt u gent Md-ACS1 a Md-
ACO1 na zarazeni odriid do skupin podle konzumni zralosti, dle skladovatelnosti od
konzumni zralosti a podle celkové skladovatelnosti od sklizné. Segregace znaki obou

gent Md-ACS1 a Md-ACO1 byla hodnocena rovnéz programem Statistica CZ 9 x2

testem segregace.

Podle konzumni zralosti v tydnech od doby sklizné bylo rozdéleno vSech 133

odrtd do tri skupin, skupina A zahrnuje letni jablka, ktera dosahuji konzumni zralosti

31



v dobé sklizné az do 3 tydnid po sklizni. Skupina B obsahuje odridy s konzumni
zralosti od 4 az do 8 tydnii po sklizni. Skupina C zahrnuje odridy s konzumni zralosti

del$i nez 8 tydnti po sklizni.

Dle skladovatelnosti od konzumni zralosti byly také rozdéleny vsSechny
analyzované odriudy do tii skupin, skupina A obsahuje odriidy se skladovatelnosti 1 az
5 tydny od sklizné. Skupina B zahrnuje jablka s 6 aZ 12 tydenni skladovatelnosti od
konzumni zralosti. Skupina C obsahuje nejdéle skladovatelné podzimni a zimni jablka

se skladovatelnosti 13 a vice tydnii od konzumni zralosti.

Podle celkové skladovatelnosti od doby sklizné bylo opét rozdéleno vsech 133
odrtd jabloni do tii skupin. Skupina A obsahuje jablka s nejkratsi skladovatelnosti od
sklizné do 12 tydnd. Skupina B zahrnuje odridy sprimérnou celkovou
skladovatelnosti od 13 tydnt po 22 tydni od sklizné. Nejdéle skladovatelné jablka se
nachazeji v posledni skupiné C, ktera obsahuje odrtidy s 23 az 32 tydnti dlouhou

skladovatelnosti.

Dvouvybérovym t-testem byly hodnoceny rozdily mezi primérnymi hodnotami
konzumni zralosti, skladovatelnosti od konzumni zralosti a celkové skladovatelnosti
od doby sklizn€ u odriid s jednotlivymi alelickymi kombinacemi gentt Md-ACS1 a Md-
ACO1. Pro analyzu byl opét pouzit program Statistica CZ 9. Hodnoty rozdili mezi
primérnou konzumni zralosti, skladovatelnosti od konzumni zralosti a celkovou
skladovatelnosti od sklizné v tydnech u jednotlivych genotypt genu Md-ACS1 a Md-
ACO1 byly nasledné graficky zpracovany pomoci krabicovych graft.

Pomoci programu TFPGA (Tools for Population Genetic Analysis ) verze 1.3
(Miller, 1998) byly hodnoceny frekvence alel véetné poctu heterozygoti nesoucich
alely geni Md-ACS1 a Md-ACO1 u jednotlivych skupin - konzumni zralost,
skladovatelnost od konzumni zralosti, celkova skladovatelnost od sklizné, které byly
rozdéleny do podskupin A, B, C podle doby v tydnech. Data byla dale zpracovana na
zakladé UPGMA (Unweighted Pair Group Metod Using Aritmetic Averages —
nevazené parovani skupin za pouziti aritmetickych primért). Tato program je
schopny na zakladé nékolika riznych metod shlukové analyzy vytvorit dendrogram,
ktery znazornuje graficky genetickou vzdalenost mezi porovnavanymi skupinami

odrtid uréenou pomoci koeficientu podle Roger (1972).
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5. Vysledky

5.1 Izolace DNA

DNA pouzita pro veskeré analyzy byla izolovana pomoci izola¢niho kitu DNeasy
Plant mini kit firmy Qiagen (SRN). Izolaci bylo z1 gramu cerstvé hmoty listi
primérné ziskano 30 pg DNA. Pro hodnoceni mnozstvi izolované DNA v roztoku

bylo pouzito UV spektrofotometrie.

Pomoci testovaci elektroforézy byla hodnocena kvalita DNA. Byla ziskana

vysokomolekularni DNA, jak dokumentuje obrazek 9.

Obr. 9. Vzorovy elektroforeogram testovaci elektroforézy

5.2 Detekce alel Md-ACS1 a Md-ACO1

Velikost amplikonu alely Md-ACS1-1 je pouze 489 bp, zatimco alela Md-ACS1-
2 s omezenou transkripéni aktivitou a nizkou produkei etylénu je urcena pritomnosti

fragmentu o velikosti 655 bp.

Obr. 10. Vzorovy elektroforeogram detekce genu Md-ACS1, S - velikostni standard GeneRuler 100bp
DNA Ladder Plus (Fermentas, Litva)

3000 bp

1000 bp
500 bp

200 bp

Pritomnost delece vlokusu Md-ACO1 byla detekovidna kodominantnim Md-
ACO1-CZU markerem. Velikost amplikonu alely ACO1-a s normaélni transkripéni
aktivitou je 450 bp. Alela nesouci deleci Md-ACO1-b jenz je zodpovédna za sniZenou

produkci etylénu ma amplikon o velikosti 512 bp.
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Obr. 11. Vzorovy elektroforeogram detekce genu Md-ACO1, S - velikostni standard GeneRuler 100bp

DNA Ladder (Fermentas, Litva)

1000 bp

700 bp
500 bp

300 bp

_— e —
_

Vysledkova tabulka 1. ¢ast 1. - 5. obsahuje 133 odrtd jabloni hodnocenych
Md-ACS1

U jednotlivych odrid je uveden tyden v mésici a mésic sklizné, konzumni zralost od

pomoci

vybranych  molekularnich markert

a

Md-ACO1-CZU.

sklizné v tydnech, skladovatelnost jednotlivych jablek od konzumni zralosti v tydnech

a celkova skladovatelnost od sklizné taktéz v tydnech, podle téchto tii kriterii byly

jednotlivé odrtidy rozdéleny do skupin A, B, C.

Tab. 1. ¢ast 1. Vysledkova tabulka analyzovanych odrid jabloni
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Akane 2/2 a/a 1 zat 1 8 9
Albrechtovo 1/1 a/a 3 |zar 5 17 22
Alkmene 2/2 a/a 2 | zar 2 11 13
Ananasova reneta 2/2 a/b 2 |fijen 7 20 27
Aneta 2/2 a/a 1 zari 7 9 16
Angold 1/2 a/a 4 | zar 6 16 22
Antonovka 1/1 a/a 3 | zar 1 7 8
Antonovka kamenicka 1/1 a/a 2 | zar 0
Astrachan bily 1/1 a/a 4 |Cervenec |1 2 3
Astrachan c¢erveny 1/2 a/a 4 |cCervenec |1 2 3
Auralia 1/2 a/a 1 fijen 9 12 21
Bancroft 1/2 a/a 2 |fijen 10 14 24
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Tab. 1. ¢ast 2. Vysledkova tabulka analyzovanych odriid jabloni
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Baumanova reneta 1/2 a/a 3 | zar 11 16 27
Beforest 1/2 a/a 3 |Tijjen 3 8 11
BioGolden 1/2 a/a fijen 13 8 21
Blahovo oranzové 1/2 a/a 1 fijen 9 12 21
Blanik 1/2 a/a 4 | zad 10 8 18
Boskopské 1/2 a/a 2 |fijen 11 12 23
Braeburn 1/2 a/b 3 fijen 19 8 27
Breuhahnovo 12 a/a 1 fijen 9 14 23
Britemac 1/1 a/a 4 | zad 2 12 14
Carola 1/2 a/a 3 Zari 2 5 7
Clijo 1/2 a/a 2 |fijen 5 15 20
Clivia 1/2 a/a 2 |fjen 4 8 12
Cornwallské hiebic¢kové 2/2 a/a 2 |fijen 8 11 19
Cortland 1/1 a/a 2 |fijen 4 11 15
Cox’s Orange Pipin 1/1 a/b 4 | zari 1 16 17
Daria 1/1 a/a 1 |srpen 2 3 5
Diadém 1/1 a/a 2 | zar 0 8 8
Dima 2/2 a/a 3 | cCervenec |2 4 6
Discovery 2/2 aja 2 |srpen 1 4 5
Dublet 2/2 a/a 3 srpen 2 3 5
Dukat 2/2 a/a 2 |fijen 5 15 20
Early Blaze 1/1 a/a 1 zari 0 4 4
Elise Rathke 1/1 a/a 4 | zari 2 12 14
Empire 1/2 a/b 4 | zari 2 12 14
Fantasie 1/2 a/a 4 zari 0 14 14
Fany 1/2 a/b 2 |fijen 8 8 16
Fiesta 2/2 a/b 2 |fijen 8 19 27
Flordika 1/2 a/a 4 | zar 6 12 18
Freedom 1/2 a/a 1 |Tijen 5 7 12
Fuji 2/2 b/b 2 |fijen 13 19 32
Gala 2/2 a/b 2 srpen 4 15 19
Gloster 2/2 a/b 2 |fijen 11 12 23
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Tab. 1. ¢ast 3. Vysledkova tabulka analyzovanych odriid jabloni
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Gold Bohemia 2/2 a/a 2 | zar 4 16 20
Golden Delicious 1/2 a/a 3 |fijen 3 19 22
Golden Delicious
Smoothe 1/2 a/a 3 |fijen 3 19 22
Goldstar 1/2 a/a 1 fijen 13 11 24
Golida 2/2 a/a 3 fijen 3 19 22
Granny Smith 1/2 a/a 4 |fijen 19 20 39
Hedvabné pozdnékvété 1/1 a/a 3 |zari 0 6 6
Hladikovo pretrodné 1/1 a/a 1 |Tijen 5 8 13
Holovouské Malinové 1/2 a/a 1 |Tijen 9 8 17
Honey Gold 2/2 a/a 1 |fjen 7 16
Idared 1/2 a/b 2 |fijen 8 19 27
James Grieve 1/1 a/a 3 |srpen 2 4 6
James Grieve Compact 1/1 a/a 3 |srpen 2 4
James Grieve Red 1/1 a/a 2 | zar 1 3
Jantar 1/2 a/b 2 |fijen 12 11 23
Jarka 2/2 aja 1 |Tijen 6 17 23
Jerseymac 1/1 a/a 1 |srpen 6 8
Jonadel 1/2 b/b 2 |fijen 4 8 12
Jonalicious 1/2 a/b 2 |fijen 12 11 23
Jonalord 2/2 a/b 2 |fijen 12 11 23
Jonamac 1/2 a/b 2 |fijen 10 9 19
Jonathan 1/1 a/b 2 |fijen 12 11 23
Julia 1/2 a/a 4 |Cervenec |O 2 2
Kandil Sinap 1/1 a/a 1 |Tijen 8 14 22
Karmina 2/2 a/b 3 |Tijen 7 11 18
Katka 1/1 a/a 2 |fijen 7 11 18
Kids Orange 1/2 a/b 1 |fjen 6 16 22
King Jonagold 1/2 a/a 1 |fijen 9 11 20
Klara 1/1 a/a 4 fijen 9 13 22
Kordona 1/1 a/a 1 |Tijjen 9 8 17
Liberty 1/1 a/b 2 | zar 3 8 11
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Tab. 1. ¢ast 4. Vysledkova tabulka analyzovanych odriid jabloni
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Lobo 1/1 a/a 2 | zar 3 13 16
Lodi 1/1 a/a 1 srpen 0 1 1
Lord Lambourne 1/2 a/a zAri 2 7 9
Macoun 1/1 a/a 1 fijen 4 13 17
Matéino 1/1 a/a 4 | zar 2 8 10
McInosh Wijcik 1/1 a/a 4 zari 2 12 14
McIntosh 1/1 a/a 4 | zari 2 12 14
Melba 1/1 a/a 2 |srpen 2 4
Melodie 1/2 a/b 4 | zar 10 14
Melrose 2/2 a/b 2 |fijen 12 11 23
Meteor 1/1 b/b 4 | z&ri 6 19 25
Mikra 1/2 a/a 4 | zar 6 12 18
Mio 1/1 a/a 4 |srpen 0 2 2
Miodar 1/1 a/a 2 |cCervenec |O 3 3
Mivibe 1/1 a/a 1 srpen 3 3 6
Nabella 1/1 a/a 1 zat 5 8 13
Nela 1/2 a/a 1 srpen 0 3 3
Northern Spy 1/1 a/a 1 |fijen 9 11 20
Oldenburgovo 1/2 a/a 2 | zari 2 6 8
Oldenburgovo ¢ervené 2/2 a/a 3 | zari 2 6 8
Ontario 1/2 a/a 3 |fijen 11 15 26
Orin 1/2 a/b 1 fijen 7 10 17
Otava 2/2 a/a 2 |fijen 8 11 19
Ozark Gold 1/2 a/b 1 |fjen 9 17
Pidi 1/2 a/a 1 zar 5 9
Pom Pink 1/2 a/a 4 | zar 6 15 21
Prima 1/2 a/a 2 | zar 4 4 8
Primadela 1/1 a/b 2 |fijen 8 11 19
Priol’s Delicious 1/1 a/a 1 fijen 6 11 17
Produkta 1/2 a/a 1 fijen 9 10 19
Priusvitné letni 1/1 a/a 4 |Cervenec |1 1 2

37



Tab. 1. ¢ast 5. Vysledkova tabulka analyzovanych odriid jabloni
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Quen’s Cox 1/2 a/a 2 | zar 8 12 20
Rajka 2/2 a/a 4 | zar 2 16 18
Red Delicious 1/2 b/b 2 |fijen 4 12 16
Red Wealthy 1/2 a/b 2 |z 2 9 11
Rezista 1/2 a/a 4 |Tijen 2 12 14
Rome Beauty 1/2 a/a 2 fijen 8 15 23
Rosana 1/2 a/a 1 fijen 5 11 16
Rubimeg 2/2 a/a 1 |fijen 5 11 16
Rubin 2/2 a/a 4 | zar 6 8 14
Rubinola 1/2 a/a 2 | zar 8 15 23
Rubinstep 2/2 a/a 1 |fijen 9 8 17
Rucla 2/2 a/a 1 fijen 4 11 15
Selena 1/1 a/a 1 zari 5 11 16
Sparjon 1/2 a/b 1 |zari 15 8 23
Spartan 1/1 a/b 3 zar 7 12 19
Spencer 1/2 a/a 2 |fijen 8 12 20
Spigold 1/2 a/a 2 |fijen 12 8 20
Starking Delicious 1/2 b/b 2 fijen 4 15 19
Starkrimson 1/2 b/b 3 fijen 7 12 19
Sudetska reneta 1/2 a/b 1 |Tijjen 9 12 21
Sampién 1/2 a/a 4 | zai 6 16 22
Tabor 1/2 a/a 4 | zari 6 12 18
Tydeman’ s Worcester 1/1 a/a 3 |srpen 0 2 2
Vanda 1/2 a/a 2 | zari 3 12 15
Zita 1/1 a/a 3 cervenec |2 3 5
Zuzana 1/2 a/a 2 |fijen 8 11 19
Zvosa 1/2 a/a 2 |fijen 8 15 23
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Segregace markeri Md-ACS1 a Md-ACO1-CZU v hybridnich potomstvech
Telamon x Breaburn je znazornéna v tabulce 2. Teoreticky ocekavany Stépny pomeér u
genu Md-ACS1 pro typ kriZzeni 1/2 x 1/2 je 1:2:1. Skuteény S$tépny pomér byl 33
jedincti s homozygotni alelickou kombinaci 1/1, 112 heterozygotii a 56 jedinct
s homozygotni kombinaci 2/2. Pomoci 2 - testu byla zjisténa prikazna
pravdépodobnost shody teoretickych a skute¢nych stépnych poméri. Pro kiiZzeni
homozygotii a/a x a/a genu Md-ACO1 byl teoreticky st€pny pomér 0:1, dle oc¢ekavani

nedoslo ke stépeni v hybridnim potomstvu.

Tab. 2. Segregace markert Md-ACS1 a Md-ACO1-CZU v hybridnich potomstvech Telamon x Breaburn

Telamon x teoreticky skuteény stépny
Breaburn Stépny pomeér pomeér X2 P
gen kfti}iqe)ni 1/1|1/2 | 2/2 | 1/1 1/2 2/2
ACS1 1/2x1/2 | 1 2 1 33 112 56 7,896 [(0,01;0,025)
a/b| a/a a/b | a/a
ACO1 a/axa/a | o 1 0 201 0] 1

5.3 Vliv genotypu genu Md-ACS1 a Md- ACO1 na
aritmetické praméry hodnot konzumni zralosti a

skladovatelnosti

Rozdily mezi primérnou konzumni zralosti u jednotlivych genotypt genu Md-
ACS1 a Md-ACO1 v tydnech jsou zobrazeny vtabulce 3. Na hladiné vyznamnosti
a=0,05 existuje statisticky priikaznd rozdilnost v primeérné konzumni zralosti
u homozygoti Md-ACS1 -1/1 s norméalni transkripéni aktivitou a u homozygoti
¢i heterozygott nesoucich alelu Md-ACS1-2. Pro gen Md-ACO1 byly priikazné rozdily
v primérné dobé konzumni zralosti pouze u genotypti Md-ACO1-a/a a Md-ACO1-a/b
(tab. 3.).
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Tab. 3. Vysledky parametrického t-testu porovnavajiciho vliv genotypti u gentt Md-ACS1 a Md- ACO1
na primeérnou konzumni zralost.

AT | seraim prameérna é?’glzlt;l)rnni zralost : é)&)i(;:le:ﬁ t-test p
1/1x1/2 1/1 3,372 43 -4,9273% 0,0000
1/2 7,064 63
1/1x2/2 1/1 3,372 43 -3,0877* 0,0029
2/2 5,852 27
1/2x2/2| 1/2 7,064 63 1,3154 0,1918
2/2 5,852 27
SO0 | s primeérna (l;ggfll;gnm zralost : 61})(;);;:3(2[{1 t-test P
a/axa/b| a/a 4,842 101 -4,3550% 0,0000
a/b 8,500 26
a/axb/b| a/a 4,842 101 -3,0877 0,3421
b/b 6,333 6
a/bxb/b| a/b 8,500 26 1,1791 0,2476
b/b 6,333 6

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost mezi genotypy

Rozdily mezi primérnou skladovatelnosti od konzumni zralosti u jednotlivych

genotypit genii Md-ACS1 a Md-ACO1 v tydnech jsou zobrazeny v tabulce 4.

Na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky priikaznd rozdilnost mezi

homozygoty Md-ACS1 -1/1 s normalni transkripéni aktivitou a homozygoty ¢i

heterozygoty nesoucich mutovanou alelu Md-ACSi1-2. U genu Md-ACO1 byly

statisticky prikazné rozdily v primérné dobé skladovatelnosti od konzumni zralosti

u homozygott s alelou Md-ACO1-a/a u homozygotu ¢i heterozygoti nesoucich alelu
s deleci Md-ACO1-b (tab. 4.).
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Tab. 4. Vysledky parametrického t-test porovnavajiciho vliv genotypii u gentt Md-ACS1 a Md- ACO1 na
primeérnou skladovatelnost od konzumni zralosti.

ACS1 |genotyp prumernat ts}}fk(i}illc}ll())vatelnost : g)(;)i;e:ﬁ t-test p

1/1x1/2 1/1 8,093 43 -3,2677% | 0,0015
1/2 10,984 63

1/1x2/2 1/1 8,003 43 -3,0177% | 0,0036
2/2 11,667 27

1/2x2/2 1/2 10,984 63 -0,6745 | 0,5018
2/2 11,667 27

ACO1 | genotyp prumerna( ts},}gillc}i,())vattelnost : 6E)(;)i(rzle(::ﬁ t-test P

a/axa/b| a/a 9,584 101 -1,9908% | 0,0487
a/b 11,615 26

a/axb/b| a/a 9,584 101 -2,2747% | 0,0250
b/b 14,167 6

a/bxb/b| a/b 11,615 26 -1,4278 | 0,1637
b/b 14,167 6

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost mezi genotypy

Rozdily mezi primeérnou celkovou skladovatelnosti od sklizné u odrad
s jednotlivymi alelickymi kombinacemi gentt Md-ACS1 a Md-ACO1 v tydnech jsou
zobrazeny vtab. 5. Na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prikazna
rozdilnost v priimérné celkové skladovatelnosti od sklizné mezi homozygoty Md-
ACS1 -1/1 s normélni transkripéni aktivitou a homozygoty ¢i heterozygoty
obsahujicimi alelu Md-ACS1-2. Pritkazné rozdily primérné celkové skladovatelnosti
u genu Md-ACO1 byly pouze pii porovnavani homozygoti Md-ACO1-a/a
a heterozygott Md-ACO1-a/b.
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Tab. 5. Vysledky parametrického t-test porovnavajiciho vliv genotypii u gentt Md-ACS1 a Md- ACO1 na
primeérnou celkovou skladovatelnost od sklizné.

ACS1 |genotyp | primérna celkova sklad. (tydny) jg(?i;ectﬁ t-test P

1/1x1/2 1/1 11,465 43 -4,9200% | 0,0000
1/2 18,048 63

1/1x2/2 1/1 11,465 43 -3,5338* | 0,0007
2/2 17,519 27

1/2x2/2| 1/2 18,047 63 0,3474 | 0,7291
2/2 17,519 27

ACO1 |genotyp | primérna celkova sklad. (tydny) jé)(?i(rzlectﬁ t-test P

a/axa/b| a/a 14,426 101 -3,7001* | 0,0003
a/b 20,115 26

a/axb/b| a/a 14,426 101 -1,0430 | 0,0547
b/b 20,500 6

a/bxb/b| a/b 20,115 26 -0,1646 | 0,8703
b/b 20,500 6

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost mezi genotypy.

Hodnoty rozdil mezi primérnou konzumni zralosti v tydnech, skladovatelnosti

od konzumni zralosti v tydnech a celkovou skladovatelnosti od sklizné u jednotlivych

genotypt genu Md-ACS1 a Md-ACO1 byly nasledné zpracovany pomoci krabicovych

grafi1— 6.
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Graf. 1. Znazornéni primeérnych hodnot konzumni zralosti vtydnech u jednotlivych alelickych
kombinaci genu Md-ACS1 pomoci krabicovych graft.
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Graf. 2. Znazornéni primérnych hodnot konzumni zralosti vtydnech u jednotlivych alelickych
kombinaci genu Md-ACO1 pomoci krabicovych grafii.
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Graf. 3. Znizornéni primérnych hodnot skladovatelnosti od konzumni zralosti v tydnech
u jednotlivych alelickych kombinaci genu Md-ACS1 pomoci krabicovych grafii.
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Graf. 4. Znazornéni primérnych hodnot skladovatelnosti od konzumni zralosti v tydnech
u jednotlivych alelickych kombinaci genu Md-ACO1 pomoci krabicovych grafi.
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Graf. 5. Znazornéni primérnych hodnot celkové skladovatelnosti od sklizné v tydnech u jednotlivych
alelickych kombinaci genu Md-ACS1 pomoci krabicovych grafii.
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Graf. 6. Zn4zornéni primérnych hodnot celkové skladovatelnosti od sklizné v tydnech u jednotlivych
alelickych kombinaci genu Md-ACO1 pomoci krabicovych grafi.
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5.4 Frekvence genotypu u genia Md-ACS1 a Md-ACO1

Pomoci ¥2 testu byla hodnocena zéavislost distribuce genotypti u gentt Md-ACS1
a Md-ACO1 na zatrazeni odrid do skupin podle konzumni zralosti, podle

skladovatelnosti od konzumni zralosti a podle celkové skladovatelnosti.

Z tabulek 6. az 8. je patrné, zZe frekvence jednotlivych genotypi u genu Md-ACS1
byla priikazné rozdilna u porovnavani skupin A se skupinami B a u porovnavani
skupin A se skupinami C a to jak zhlediska konzumni zralosti (tab. 6.)
a skladovatelnosti od konzumni zralosti (tab. 7.), tak z hlediska rozdéleni odrad do

skupin podle celkové skladovatelnosti od sklizné (tab. 8.).

Na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtkazna rozdilnost
v distribuci genotypt u genu Md-ACO1 mezi skupinami odrid rozdélenych podle
konzumni zralosti (tab. 6.) pfi porovnavani skupiny A se skupinou B a také pri
porovnavani skupiny A se skupinou C. U skupin rozdélenych podle skladovatelnosti
od konzumni zralosti (tab. 7.) se statisticky odliSily v distribuci genotypt genu Md-
ACO1 pouze odriidy jabloni ze skupiny A a B. U skupin rozdélenych podle celkové
skladovatelnosti od sklizné byla statisticky prtikaznd rozdilnost na hladiné
vyznamnosti a=0,05 v distribuci genotypti u odrtid ze skupiny C a zbylych dvou
skupin A , B (tab. 8.).

Tab. 6. Porovnani distribuci genotypt mezi skupinami odriid rozdélenych podle konzumni zralosti na
zakladé y2 testu.

Al
sku(i)sirlly X2 P
AxB |10,9261* 0,0043
BxC 3,0064 0,1418
AxC |17,1328* 0,0002
ACO1
skupiny
AxB 6,6787* 0,0355
BxC 5,9380 0,0514
AxC |12,5473% 0,0019

* oznaCuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky priikazna rozdilnost v distribuci
genotypi
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Tab. 7. Porovnani distribuci genotypti mezi skupinami odriid rozdélenych podle skladovatelnosti od

konzumni zralosti na zakladé 2 testu.

ACS1
skupiny X2 P
AxB |8,0832*% 0,0176
BxC 0,9597 0,6189
AxC |9,5996* 0,0082
ACO1
skupiny
AxB 6,9710* 0,0306
BxC 1,6373 0,4410
AxC 5,3433 0,0692

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky priikazna rozdilnost v distribuci

genotypi

Tab. 8. Porovnani distribuci genotypi mezi skupinami odrid rozdélenych podle celkové
skladovatelnosti od sklizné na zaklad€ 2 testu.

ACS1
skupiny X2 P
AxB | 6,8449* 0,0326
BxC 4,1100 0,1281
AxC |13,3577% 0,0001
ACO1
skupiny
AxB 4,1890 0,1231
BxC 8,2866* 0,0159
AxC |17,2695* 0,0002

* oznaCuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky priikazna rozdilnost v distribuci
genotypi

5.1 Frekvence alel u genti Md-ACS1 a Md-ACO1

Zavislost distribuce alel gentt Md-ACS1 a Md-ACO1 u skupin odrid rozdélenych
podle konzumni zralosti, podle skladovatelnosti od konzumni zralosti a podle celkové

skladovatelnosti byla taktéz hodnocena 2 testem.

Na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazni rozdilnost
v distribuci alel u skupiny A ve srovnani se skupinou B a C jak u genu Md-ACS1, tak
i u genu Md-ACO1 u skupin odrid rozdélenych dle konzumni zralosti i podle
skladovatelnosti od konzumni zralosti (tab. 9. a 10.). Distribuce alel u skupin odrtd
rozdélenych podle celkové skladovatelnosti od sklizn€ byla statisticky priikazné

rozdilni opét u skupiny A v porovnani se skupinou B i C u genu Md-ACS1 (tab. 11.).
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U genu Md-ACO1 byla priitkazna odlisnost frekvence alel u skupiny C v porovnavani

se skupinou A a B (tab. 11.)

Tab. 9. Porovnani distribuci alel mezi skupinami odrtd rozdélenych podle konzumni zralosti na

zakladé y2 testu.

skupiny| P
AxB 7,6634* 0,0056
BxC 0,0021 0,9638
AxC 5,7623* 0,0164

ACO1

skupiny
AxB 9,0945% 0,0026
BxC 0,5360 0,4641
AxC |12,4109* 0,0004

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost v distribuci alel

Tab. 10. Porovnani distribuci alel mezi skupinami odrid rozdélenych podle skladovatelnosti od

konzumni zralosti na zakladé 2 testu.

ACS1
skupiny X2 P
AxB | 6,1509* 0,0131
BxC 0,9132 0,3393
AxC | 8,61209* 0,0034
ACO1
skupiny
AxB |7,2660* 0,0070
BxC 0,1640 0,6860
AxC |5,5030*% 0,0190

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost v distribuci alel

Tab. 11. Porovnani distribuci alel mezi skupinami odrtd rozdélenych podle celkové skladovatelnosti od
sklizné na zakladé y2 testu.

ACS1
skupiny X2 P
AxB | 5,9724% 0,0145
BxC 2,7976 0,0944
AxC |11,7278*% 0,0006
ACO1
skupiny
AxB 1,7053 0,1916
BxC |7,5409* 0,0062
AxC |11,8731* 0,0006

* oznacuje, Ze na hladiné vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtikazna rozdilnost v distribuci alel
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5.2 Frekvence alel a heterozygotu

Frekvence alel v jednotlivych skupinich odrid - A, B, C, vietné poctu
heterozygotli nesoucich alely genti Md-ACS1 a Md-ACO1 byly ziskdny pomoci
populaéni genetické analyzy - TFPGA. Zastoupeni poctu alel, alelickou frekvenci,
pocet heterozygotti a frekvenci heterozygoti u obou hodnocenych genii zobrazuje pro
jednotlivé skupiny odrid - A, B, C rozdélenych na zadkladé hodnot konzumni zralosti
tabulka 12., skladovatelnosti od konzumni zralosti tabulka 13. a u skupin odrad

rozdélenych dle skladovatelnosti od sklizn€ jsou data v tabulce 14.

Dendogramy vyjadiujici rozdilnost mezi genotypy zarazenymi do jednotlivych
skupin odrid A, B, C rozdélenych opét podle doby konzumni zralosti v tydnech, podle
skladovatelnosti od konzumni zralosti vtydnech a podle celkové skladovatelnosti

v tydnech jsou uvedeny v obr. 12 - 14.

Tab. 12. Frekvence alel a heterozygoti u skupin A, B, C odrid rozdélenych dle konzumni
skladovatelnosti.

skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotii | heterozygotii
A ACS1| 1 68 0,6939 14 0,2857
2 30 0,3061 14 0,2857
ACO1| a 94 0,9592 4 0,0816
b 4 0,0408 4 0,0816
skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotti [ heterozygotti
B ACS1| 1 50 0,4808 26 0,5000
2 54 0,5192 26 0,5000
ACO1| a 86 0,8269 8 0,1538
b 18 0,1731 8 0,1538
skupina alela | potet alel alelicka pocet Frekvence
P P frekvence heterozygotti [ heterozygotti
ACS1| 1 31 0,4844 23 0,7188
2 33 0,5156 23 0,7188
ACO1| a 50 0,7813 12 0,3750
b 14 0,2188 12 0,3750
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Obr. 12. Dendrogram u jednotlivych skupin odrtid rozdélenych dle konzumni zralosti, uréeny pomoci
metody UPGMA, koeficientu podle Roger (1972).
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Tab. 13. Frekvence alel a heterozygotti u skupin A, B, C odrud rozdélenych dle skladovatelnosti od

konzumni zralosti.

skupina alela | potet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotti [ heterozygotti
A ACS1 37 0,7400 7 0,2800
2 13 0,2600 7 0,2800
ACO1| a 49 0,9800 1 0,0400
b 1 0,0200 1 0,0400
skupina alela | potet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotti [ heterozygotti
B ACS1 8o 0,5405 38 0,5135
2 68 0,4595 38 0,5135
ACO1| a 123 0,8311 19 0,2568
b 25 0,1689 19 0,2568
skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotti [ heterozygotti
ACS1 32 0,4706 18 0,5294
2 36 0,5294 18 0,5294
ACO1| a 56 0,8235 6 0,1765
b 12 0,1765 6 0,1765
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Obr. 13. Dendrogram u jednotlivich skupin odrtid rozdélenych dle skladovatelnosti od konzumni
zralosti, uréeny pomoci metody UPGMA, koeficientu podle Roger (1972).

-2,0

1]

1936

I
|
15

-1,0

I
I
0,5

0,0

0,0388

Tab. 14. Frekvence alel u jednotlivych skupin odriid rozdélenych dle celkové skladovatelnosti od

sklizné.
skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygott heterozygott
A ACS1 55 0,7051 13 0,3333
2 23 0,2949 13 0,3333
ACO1| a 74 0,9487 0,0513
b 4 0,0513 0,0513
skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotii | heterozygotii
B ACS1 75 0,5357 35 0,5000
2 65 0,4643 35 0,5000
ACO1| a 121 0,8643 13 0,1857
b 19 0,1357 13 0,1857
skupina alela | pocet alel alelicka pocet frekvence
P P frekvence heterozygotti | heterozygotii
ACS1 19 0,3958 15 0,6250
2 29 0,6042 15 0,6250
ACO1| a 33 0,6875 11 0,4583
b 15 0,3125 11 0,4583
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Obr. 14. Dendrogram u jednotlivych skupin odriid rozdélenych dle skladovatelnosti od sklizné, uréeny
pomoci metody UPGMA, koeficientu podle Roger (1972).
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6. Diskuze

6.1 Amplifikace markeru Md-ACS1

Pomoci kodominantniho Md-ACS1 markeru, ktery byl vyvinut Sunako et al.
(1999) na zakladé zjisténé inzerce v oblasti promotoru u alely ACS1-2 genu ridiciho
syntézu ACC-syntazy, byl hodnocen soubor 133 odrtid jabloni. Shodné s Costa et al.
(2008), Harada et al. (2000) a Sunako et al. (1999) byly identifikovany tti alelické
kombinace Md-ACS1-1/1, Md-ACS1-1/2 a Md-ACS1 2/2, které determinuji vysokou,
stredni a nizkou produkci etylénu. Pti amplifikaci dochéazelo k vytvoreni dalsiho
nespecifického fragmentu o velikosti priblizné 590 pb, ktery jiz byl zjistén Zoufalou
(2008). Amplifikace tohoto fragmentu vSak neméla vliv na tspésnou detekci obou

markerujicich fragmentt jak uvadi i Melounova et al. (2009).

Velikost amplikonu alely Md- ACSi-1 byla pouze 489 bp, zatimco alela Md-
ACS1-2 s omezenou transkripéni aktivitou byla uréena pritomnosti fragmentu
o velikosti 655 bp, ke stejnym zavérim dosli Costa et al. (2008), Harada et al. (2000)
a Sunako et al. (1999). Homozygotni kombinaci alel Md-ACS1-2/2, ktera zpiisobuje
nizkou expresi tohoto genu a tim i nizkou biosyntézu etylénu vykazovalo 27 odrtad

z celkového analyzovaného souboru 133 jabloni (tab. 1. ¢ast 1 - 5).

6.2 Amplifikace markeria Md-ACO1

Pro detekci genu Md-ACO1 u 133 odrid jabloni byl pouzit kodominantni primer
Md-ACO1-CZU navrzeny Melounovou et al. (2009) na zakladé delece 62 paru bazi ve
tretim intronu Md-ACO1, ktera je pravdépodobné pri¢inou nizké transkripce tohoto
genu. Alela nesouci deleci Md-ACO1-b je zodpovédna za snizenou produkeci etylénu
byla uréena fragmentem o velikosti 512 pb. Alela Md-ACOz1-a s normalni transkripéni
aktivitou byla uréena fragmentem o velikosti 450 bp, coZ odpovida zjiSténim

Melounové et al. (2009)

Homozygotni sestavu alel Md-ACSOi1-b/b, ktera zpisobuje nizkou expresi
tohoto genu a tim i nizkou biosyntézu etylénu vykazovalo pouze 7 odrtid: Meteor,

Jonadel, Red Delicious, Starking Delicious, Starkrimson a Fuji (tab. 1. ¢ast 1 - 5).
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6.3 Detekce alelickych sestav genu Md- ACS1 a Md-ACO1

Clanky publikované Costa et al. (2005), Harada et al. (2000), Oraguzie et al.
(2004, 2007) poukazuji na skute¢nost, Ze oba geny Md-ACS1 a Md-ACO1 se podili na
produkei etylenu béhem dozravani plodi do konzumni zralosti a béhem skladovani
maji vliv na méknuti duziny. Vzhledem k tomu, Ze na méknuti plodt se spolupodili
oba hodnocené geny Md-ACS1 a Md-ACO1, bylo u kolekce 133 odrtid provedeno
hodnoceni kombinace obou markerti. Vysledek hodnoceni je patrny z nésledujiciho

grafu 7.

Graf. 7. Poéty odrid s riznymi alelickymi kombinacemi u markera Md-ACS1 a Md-ACO1-CZU
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Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu Md-ACOi1-b/b byla
detekovana v kombinaci s genotypem Md-ACS1-2 u odrid: Jonadel, Red Delicious,
Starkrimson a Starking Delicious. Odrida Jonadel ma celkovou skladovatelnost
okolo 12 tydnii. Red Delicious, Starkrimson a Starking Delicious jsou blizce pribuzné
odrtdy, mohou byt skladovany priblizné 18-19 tydnt od sklizné. Jablka Meteor majici
homozygotni genotyp Md-ACO1-b/b a Md-ACS1-1/ 1 mohou byt skladovana az 25
tydnti po sklizni. Pomérné dlouhodoba skladovatelnost téchto péti odrtid, prestoze
obsahuji delece vobou alelach Md-ACO1-b se da vysvétlit zjisténim Zhu a Barritt
(2008), kteri hodnotili méknuti duziny béhem 60 dni skladovani pti teplotach kolem
0°C u 60 kultivarii, zaznamenali vyznamny vliv genotypti Md-ACO1- b/b a Md-ACO1-
a/b pri kombinaci s genotypem ACS1-2/2, ale nevyznamné se projevovaly
v kombinaci s genotypem ACS1-1/2. I Costa et al. (2005) dospéli k zavéru, ze delece
valele Md-ACO1-b ma relativné maly vliv na biosyntézu etylénu, pokud se

nevyskytuje v kombinaci s alelou obsahujici inzerci Md-ACS1-2.
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Velmi dlouha skladovatelnost priblizné 32 tydni od sklizné je typickd pro
odrtidu Fuji, u které byly detekovany obé kauzalni mutace v lokusech Md-ACO1 i Md-
ACS1. Toto zjisténi se shoduje s tdaji Costa et al. (2005) a Zhu and Barritt (2008).
Odrtidu Fuji bych doporuéila jako nejvhodnéjsi pro slechténi jabloni s dlouhodobou

skladovatelnosti plodt.

Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu Md-ACS1-2 vykazovalo 19
odrid: Akane, Alkmene, Aneta, Cornwallské hiebi¢kové, Dima, Discovery, Dublet,
Dukat, Gold Bohemia, Golida, Honey Gold, Jarka, Oldenburgovo cervené, Otava,
Rajka, Rubimeg, Rubin, Rubinstep a Rucla. U letnich odriid Dima a Discovery byla
detekovan homozygotni kombinace alel Md-ACS1-2/2, ale fenotypovy projev mutace
v tomto genu na delsi skladovatelnost nebyl zaznamenén. Tuto skutec¢nost zjistili také
Oraguzie et al. (2007), ktefi hodnotili vnitini koncentraci etylenu a méknuti duziny
u plodti 68 odriid jabloni béhem 10 a 50 dni skladovani pti teplotach kolem 0°C.
Inhibi¢ni efekt mutované alely Md-ACSi-2 se dle jejich méreni projevil pouze u
zimnich odrid, ale u letnich odrtd, které maji diivéjsi terminy sklizné, sniZenou
syntézu etylénu nezaznamenali. Coz miize byt zptisobeno i nizkym zastoupenim
letnich odrid v hodnoceném souboru odriid, které by obsahovaly genotyp Md-ACS1-
2/2, jak v této praci, tak i v pokusech Oraguzie et al. (2007). Studie Watkins et al.,
(2000) méné komercéné vyuzivanych odrtd také prokazuji vyssi syntézu etylénu

u letnich odriid nez u odrid s pozdni skliziiovou zralosti.

Letni odriidy obecné vykazuji vyssi stupenn méknuti duziny v obdobi skliziiové
zralosti nez zimni odrtidy (Oraguzie et al., 2004; Johnston et al., 2002). Vincent
(1989) zaznamenal jiz na pocatku skliziiové zralosti u letnich a ranych podzimnich
odrid meékéi strukturu duziny, zptsobenou pravdépodobné parenchymatickymi
buiikami s vét§imi mezibunéénymi prostory, nez u odrtid pozdnich podzimnich
a zimnich. Velka variabilita vpevnosti duZiny plodi jednotlivich odrid po
dlouhodobém skladovani se da tedy vysvétlit i rozdilnym utvarenim stavby

parenchymatického pletiva b€hem riistu jablek.

Kombinace genotyptt Md-ACS1-2/2 a Md-ACOz1-a/b byla detekovana u 7 odrid:
Ananasova reneta, Fiesta, Gala, Gloster, Jonalord, Karmina a Melrose, které maji

dlouhou skladovatelnost od sklizné v priblizné 23 tydnt.

Rozdily mezi jednotlivymi genotypy genti Md-ACS1 a Md-ACO1 hodnocené

pomoci parametrického t-testu u souboru 133 odrtiid v primérné konzumni zralosti
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v tydnech, v primérné skladovatelnosti od konzumni zralosti v tydnech a v celkové
skladovatelnosti od sklizné v tydnech jsou zobrazeny vtab. 3. - 5. Na hladiné
vyznamnosti a=0,05 existuje statisticky prtkazna rozdilnost jak v primérné
konzumni zralosti, primérné skladovatelnosti od konzumni zralosti, tak v primérné
celkové skladovatelnosti od sklizné u homozygoti Md-ACS1 -1/1 s normalni
transkripéni aktivitou a u homozygotii ¢i heterozygoti obsahujicimi alelu Md-ACS1-2.
Homozygotni sestavu alel Md-ACS1-1 maji dle zjiSténych vysledkt predevs§im letni
a ¢asné podzimni odridy jabloni, které maji velmi kratkou skladovatelnost od
konzumni zralosti cca 6 az 8 tydni. Letni odridy dosahuji konzumni zralosti béhem
sklizné nebo nékolik tydnl po sklizni, jsou uréeny k piimé distribuci a prodeji
konzumentim, v praxi se témér vibec nezaskladiiuji. Zimni a nékteré podzimni
odridy, které maji dlouhou primérnou skladovatelnost, vétSinou obsahuji
homozygotni genotyp Md-ACS1-2/2 nebo heterozygotni Md-ACSi-1/2 s inserci
v oblasti promotoru, ktera zptisobuje velmi nizkou transkripéni aktivitu tohoto genu

v porovnani s odrtidami letnimi s homozygotni sestavou ptivodni alely Md-ACSi-1.

V primérné konzumni zralosti, skladovatelnosti od konzumni zralosti a celkové
skladovatelnosti od sklizné existovala statisticky prtikazni rozdilnost na hladiné
vyznamnosti a= 0,05 u homozygoti Md-ACO1-a/a a u heterozygotii s alelickou
sestavou Md-ACOi1-a/b, pravdépodobné z diivodu nizké frekvence alel Md-ACO1-b
u hodnoceného souboru 133 odrtid a nizsiho vlivu genu Md-ACO1 oproti Md-ACS1 na

produkei etylenu béhem skladovani.

Z dendograml vyjadrujicich rozdilnost mezi genotypy jednotlivych skupin
jablek A, B, C rozdélenych opét podle doby konzumni zralosti vtydnech, podle
skladovatelnosti od konzumni zralosti v tydnech je patrna vétsi geneticka vzdalenost
mezi skupinou A, ktera obsahuje piredevsim letni a ¢asné podzimni odridy a nez mezi
skupinami B a C, které zahrnuji vétSinou pozdni podzimni a zimni odridy s vyssi
frekvenci mutované alely Md-ACS1-2, jenz zptsobuje pomalejsim méknutim jablek

a tedy i delsi skladovatelnost plodi.

6.4 Prodluzovani trvanlivosti jablek

Z hlediska hodnoceni vlivu jednotlivych genotypti gentt Md-ACS1 a Md-ACO1
na skladovatelnost a uchovavani jednotlivych odriid nelze opomenout, Ze pro

dlouhodobou skladovatelnost jablek je stéZejni kvalita a stupen zralosti pri sklizni.
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Optimélni skliziiové obdobi trva 7-20 dni a zavisi na odridé a povétrnostnich
podminkach. Pokud je plod predéasné sklizen ma horsi chutovou nebo nutri¢ni
hodnotu, protoze obsahuje méné cukru a aromatickych latek. Predéasné sklizené
plody trpi vice fyziologickymi poruchami, zejména vadnutim a spalou slupky. Prilis
pozdni sklizen méa za nasledek vyrazné zkraceni doby uchovatelnosti i plodi
s vyhodnou alelickou sestavou gentit Md-ACS1 a Md-ACO1 a zvySeni jejich citlivosti,
vlivem mensi pevnosti duziny, k otlaceni. Pii opozdéné sklizni se zvySuje riziko
vzniku sklovitosti duziny, vnitfniho rozpadu duziny a dalSich fyziologickych poruch
bez vétsiho vlivu vyhodnych sestav mutovanych alel Md-ACSi-2 a Md-ACOzi-b.
Je proto diilezité, aby péstitel presné stanovil zacatek skliziové zralosti u jednotlivych
odrid snadnou odlucitelnosti stopky od podnose, obsahem skrobu, nebo zménou
zakladni ¢i kryci barvy. Nejpresn€jsi metody pro urcovani zacatku sklizinové zralosti
jsou biochemické, modernimi prenosnymi plynnymi chromatografy lze ur¢it rtst
tvorby etylénu v plodech. Ru¢nimi penetrometry lze ziskat informace o pevnosti
duziny, penetrometrické hodnoty se vS§ak méni s velikosti plodi, zptisoby péstovani
a klimatickymi podminkami. Proto bych spiSe tuto metodu doporucila jako méritko

pro posouzeni vhodnosti plodii pro dlouhodobé skladovani.

Dalsim faktorem, ktery vyznamné ovliviiuje dobu skladovatelnosti je technika
sklizné a ttidéni. Pri sklizni by mélo Setrné manipulovat s plody, aby nedochazelo
k otlaklim, které se projevi véts§inou béhem transportu a ve skladé jako hnédé skvrny,
které mohou byt pri¢inou hniti. Pokud chceme, aby jablka byla co nejdéle
uchovavatelna, neméla by se porusit zadsada, ze se musi vSechna sklizen4 jablka jesté
téhoz dne dopravit do skladu. Ttridéni plodi podle velikosti umoziuje jejich dobré
baleni, chrani je pred poskozenim béhem dopravy a dalsi manipulaci. Letni a ranné
podzimni odridy se tfidi ihned po sklizni. Pozdné podzimni a zimni odrady se zatim
v CR vétsinou tidi aZ po vyskladiiovani, v této skute¢nosti vidim negativni vliv na
dlouhodobé skladovani. Ideélni je, kdyz se jablka rozttidi podle velikosti a kvality
pred skladovanim, vylouci se ze skladovani plody prili§ zrald nebo s prognézou
kratkodobé skladovatelnosti ¢i vyskytu skladkovych chorob a poruch. Timto
zptsobem lze prodlouzit skladovatelnost az o nékolik tydnt. Citovana literatura vSak
neuvadi, zda byly plody jednotlivych odrtidy pfed hodnocenim miry zmékéeni duziny
béhem skladovani sklizeny v optimalni sklizniové zralosti, ¢i jaka technologie sklizné a
tridéni byla pouzita. Pro presnéjsi posouzeni vlivu genti Md-ACS1 a Md-ACO1 by bylo

zapottebi sledovat vSechny faktory, které ovliviiuji dobu skladovatelnosti.
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6.5 Vliv technologie skladovani na dlouhodobé uchovani
jablek

Zasadni vliv na méknuti duziny a syntézu etylenu ma zajisté samotné
skladovani. Prevazny podil ceské ovocnarské produkce se uskladnuje
v chladirenskych komorach, i kdyZ predni ovocnarské firmy se v poslednich péti
letech zadsadné preorientovaly na technologii chlazeni s dopliiujicim téinkem zvolené
plynné smési, jedné se predevsim o skladovani v atmosfére ULO (Ultra low oxygen)
s velmi nizkym obsahem kysliku 1,5 - 2%. Upravuje se i koncentrace CO. v rozmezi
0-5 % vzavislosti na odridé. Firmy, které vyuzivaji tuto technologii, se staly
marketingové srovnatelné sdovozci z Evropské unie, protoze mohou zvladnout
prodej jablek v obdobi po cely rok. Velmi nizky obsah kysliku hloub€ji zpomaluje
latkové premény, plod méné dycha, a tim spotrebovava méné zasobnich latek, snizuje

tak skladovaci ztraty, priznive pisobi i na inhibici epifytni mikrofléry (Golias, 2009).

Jablka patfi mezi turgescenci plody, ztrata vody neni béznym pozorovanim
viditelna, presto vyzaduji béhem skladovani vyssi relativni vlhkost vzduchu (priblizné
80- 90%. Pokud se ma dosahnout nejnizsi ztraty vlhkosti, musi mit okolni atmosféra
vysokou relativni vlhkost a teplota nesmi byt nizsi, nez je teplota produktu (Blazek,

2001).

Pro jednotlivé odrady se pouzivaji rtizné skladovaci teploty v rozmezi od o do
5°C . Vétina odrtid jablek jako napi. Golden Delicious, Sampion, Jonagold, Idared,
rubin, Spartan, Starkrimson Delicious a ostatni odriidy této skupiny dobte snasi
skladovani pri teploté o - 2°C. Angold, Boskoopské cervené, Melrose, Jame Grieve
Red, Jonathan a vétSina letnich a rané podzimnich odrad vyzaduje teplotu 3 - 4°C ,
nebot tyto odridy trpi fyziologickymi poruchami z chladu, které se projevuji
hnédnutim duziny. Odridy Angold, Boskoopské cervené, Coxova reneta, Jonathan
a Zvonkové béhem zaskladnovani vyzaduji postupné zchlazovani, pro ostatni je
akceptovatelna doba zchlazovani tfi az ¢tyri dny. Kazdé kolisani teploty okolni
atmosféry nebo kolisani teploty plodu zvySuje hmotnostni ztraty, proto je nutné
udrzovat béhem skladovani co nejstdlejsi podminky. Pouziti fizené atmosféry
prodluzuje uchovatelnost jablek témér na dvojnasobek (Blazek et al., 1998; Blazek,

2001; Blazek, 2001; Husakova, 2009).
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Domnivam se, Ze ziskani vice vysledki hodnoceni méknuti duziny a trvanlivosti
jednotlivych hybridnich potomstev odrtid s mutaci v genech Md-ACS1 a Md-ACO1
v optimalnich skladovacich podminkach, by byly pro péstitelskou praxi prinosem.
V poslednich letech se jiz objevuji prace napi. Jobling et al. (1991), Oraguzie et al.
(2007) nebo Zhu a Barritt (2008) zabyvajici se hodnocenim koncentrace etylénu
uplodi skladovanych pfii teplotich okolo 0°C. Costa et al. (2008) mérili
penetrometry meéknuti duziny u jablek skladovanych pri teplotach 2 - 4° C. Gorney et
al. (1996) a Saftner, et al. (2002) se jako jedni z mala autorti zabyvali skladovanim

jablek v podminkéach rizené atmosféry.

V ramci této diplomové prace by bylo vhodné vyhodnocovat koncentraci etylénu
pomoci plynného chromatografu ¢i méfit miru méknuti duziny penetrometrem jak
pii skliziiové zralosti, tak i po dlouhodobém skladovani plodt jednotlivych odrid,
u kterych byla provedena detekce markerti genti Md-ACS:1 a Md-ACO1, pii
optimalnich nizkych teplotdch v zavislosti na odrtide, idealné v rizené atmosfére.
Pripadné provést pokusy s aplikaci inhibitort typu MCP. Z ¢asovych, prostorovych

a ekonomickych divodi to vsak nebylo mozné.
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7.

Zavér

Pomoci zvolenych markerti byla charakterizovana kolekce 133 odriid jabloni,

které jsou vyuzivany jako genetické zdroje pii Slechténi novych odrtd. S adaji

ziskanymi aplikaci téchto dnou markert byly porovnavany u jednotlivych odrtad

hodnoty konzumni zralosti, skladovatelnosti od konzumni zralosti a celkové

skladovatelnosti od sklizné. Skladovatelnost jablek i jejich uchovavani u spottebitele

jsou dulezitym kritériem pti vybéru vhodné odrtdy.

Pro detekci gentt Md-ACS1 a Md-ACO1, které maji vliv na méknuti, byly
pouzity vybrané kodominantni markery. Homozygotni sestava mutované
alely pouze v lokusu Md-ACO1 byla detekovana u 6 odrtd: Jonadel,
Meteor, Red Delicious, Starkrimson a Starking Delicious. Homozygotni
sestavu mutované alely pouze v lokusu Md-ACS1-2 vykazovalo 19 odrud:
Akane, Alkmene, Aneta, Cornwallské hrebickové, Dima, Discovery,
Dublet, Dukat, Gold Bohemia, Golida, Honey Gold, Jarka, Oldenburgovo
cervené, Otava, Rajka, Rubimeg, Rubin, Rubinstep a Rucla. U odridy
Fuji, ktera je typickd pomalym meéknutim plodd byly detekovany obé
kauzalni mutace v lokusech Md-ACO1 i Md-ACS1.

Inhibi¢ni efekt mutované alely Md-ACSi-2 na produkci etylenu
a nasledné meéknuti duziny se projevil predevS§im u zimnich odrid,

u kterych se tato alela vyskytovala s vy$si frekvenci nez u letnich odrad.

Gen Md-ACS1 mél vétsi vliv na prodlouzeni skladovatelnosti nez gen Md-
ACO1, presto vsak vyskyt alely Md-ACO1-b s nizkou transkripéni funkei
priznivé ovliviioval homozygotni genotyp Md-ACS1-2/2 ve zpomaleni

procesu méknuti duziny.

Pomoci parametrického t-testu byla prokazana rozdilnost, v primérnych
hodnotach skladovatelnosti, homozygoti Md-ACS1 -1/1 s normaélni
transkripéni aktivitou a homozygott ¢i heterozygoti obsahujicimi alelu
Md-ACSi1-2.

Zimni a nékteré podzimni odrtidy s dlouhou primérnou skladovatelnosti,

které vétSinou obsahovaly homozygotni genotyp Md-ACSi-2/2 nebo
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heterozygotni Md-ACS1-1/2 mély vétsi genetickou vzdalenost od odrtad
letnich s homozygotni sestavou ptivodni alely Md-ACSi-1.

Selekce v hybridnim potomstvu Telamon x Breaburn nebyla provedena,
¢emuz nasvédcéuje vysoka pravdépodobnost shody ocekavaného stépného

pomeéru se skutecné zjisténym.

Pro Slechténi jabloni zhlediska dlouhodobého skladovani plodd bych

doporucdila odridu Fuji.
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8. Seznam zkratek

ACC - kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
ACO - 1-aminocyklopropan-1-karboxyl oxidaza
ACS - 1-aminocyklopropan-1-karboxyl syntaza

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism, délkovy polymorfismus

amplifikovanych fragmenti
ATP - Adenosintrifosfat

CAPS -Cleaved Amplified Polymorphic Sequence, délkovy polymorfismus
restrikéné stépené amplifikované DNA = PCR-RFLP

c¢DNA - Komplementarna DNA vznika reverzni transkripci z m-RNA
DNA - deoxyribonukleové kyselina

MACC - N-malonyl-1-aminocyklopropan-1-karboxylovéa kyselina
MCP - 1-metylcyklopropen

PCR- Polymerase Chain Reaction, polymerazova retézova reakce
QTL - Quantitavie Trait Loci, lokusy kvantitativnich znaka

RAPD -Random Amplified Polymorphic DNA, ndhodné amplifikovana
polymorfni DNA

RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism, Délkovy polymorfismus

restrik¢énich fragmentt
RNA- ribonukleové kyselina
RT-PCR - Reverse Transcription PCR, reverzni (zpétna) polymerazova reakce
SAM - S-adenosyl- L-metionin

SPLAT-PCR - Specific Polymorphic Locus Amplification Test, amplifikace
specificického polymorfniho lokusu = STS-PCR

STS-PCR - Single Tagged Site, amplifikace jednoho cilového mista

Tag DNA polymeraza - polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus
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