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ABSTRACT

Segregation of four PCR markers was tested in wosk. There were chosen markers
describing red flesh, softening of flash, resiséattcscab\{enturia inaequalisand resistance
to powdery mildew Podosphaera leucotrichaSegregation of these markers was rategby
test in four F1 progenies: cross 4 — HL 37 (Flooird .robustg x Flordika, cross 22 — HL 39
(Florina x M. robustg x Rubinstep, cross 27 HL 804 (FAW 3566 x A 679%HL 39
(Florina x M. robustg, cross 21 — HL 423 (Florina M .robusta) x Rubinstep. Cross 4 was
already selected by infection tests in a greenhdusthis cross was detected more dominant
homozygotes (51,4 %) and heterozygotes (32,4 %Yfigene, than was expected. By
segregation analysis ®f gene andMd-ACS1gene was found, that variety Rubinstep was not
fatherly component of crosses 21 and 22. In thgseggtion analysis was found, that markers
of genesMdMYB1Q Md-ACS1 VfandPI1 could be used in MAS (marker-assisted selection).
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UvoD

Slecheni jabloni jakoZto viceletychtevin je pondrné narany a dlouhy proces.
Selekce je ztizenaig@devsSim dlouhou juvenilni fazi, ve které neni mozranotit
hospodésky vyznamné vlastnosti. K urychleni a regeéni selekce mohou fispet
molekularrggenetické markery, které detekuji monogerifzené vlastnosti ARTARINI,
2003).

Velké mnozstvi markérvyuzivanych pi selekci souvisi s detekci geraji&ujicich
odolnost wci strupovitosti jabloni Yenturia inaequalis NejvyznamgjSi jsou markery genu
Vi, ktery je odvozen od botanického druMalus floribundaklon 821 (TARTARINI et al,
1999). Tento marker vyuzil k hodnoceni novyskych odiid odvozenych od donoruf
genu zMalus floribundaVeJjL et al (2003). \EJL et al. (2003) také sledoval segregaci tohoto
markeru ve &picich potomstvech, které byly podrobeny selekcippaziti sklenikovych
infekénich tesh. Padli jablaové Podosphaera leucotrichazpisobuje zn&né ekonomickeé
ztraty z divodu sniZzeni produkce u napadenych strosmiZeni kvality a estetické hodnoty
plodi. Cetné studie odhalily vysokou hladinu rezistence suterych botanickych druh
jabloni, a to zejména Malus robustaa Malus zumi(JANICK et al, 1996). MARKUSEN et al
(1995) navrhl RAPD (Random Amplified Polymorphic BNmarker, ktery identifikoval
dominantni alelu genBIl1 odvozeného z botanického drulalus robusta.

Krom¢ rezistence jabloni &¢i vyznamnym patogemm pati mezi zakladni
Slechtitelské cile i kvalita pldgl jejich dobra skladovatelnost a naii hodnotnost @NICK et
al., 1996). Nadrrné neknuti duzniny ma vliv na dalSi senzorické vlastn@sbda, jako
pevnost, gavnatost, kehkost duzniny a zvySenou mimatost duzniny (®AGUZIE et al,
2004). Etylen je kovy regulator procesu zrani jablek a omezeni jebsyntézy je zakladni
mechanismus, zajigjici skladovani jablek v prasdi kontrolované atmosféery ARADA et
al., 2000). Nkteré odtidy produkuji velmi malé mnozstvi etylenshem skladovani a mohou
tak byt skladovany ip nizké teplot az jeden rok, aniz by doSlo ke zhorSeni jejich
kvalitativnich parameir (SUNAKO et al, 1999). SNAKO et al (1999) zjistil, Ze jedna alela
genu pro ACC-syntazuMd-ACS ma v oblasti promotoru inserci. Tuto alelu ofhaJd-
ACS1-2a uvadi, Ze tato inserce v promotoruigpbuje velmi nizkou transkipi aktivitu
tohoto genu. WRADA et al (2000) uéil odrady s homozygotni sestavou aMd-ACS1-2
které produkuji jen velmi malé mnoZstvi etylenu arqvnani s odrdami s homozygotni
sestavou fivodni alelyMd-ACS1-]1 ktera ma normalni transkeipi aktivitu. SINAKO et al
(21999) navrhnul PCR (Polymerase Chain Reactionkenaktery detekuje abalely genu
Md-ACSpro ACC-syntazu. Tento marker je schopny odliSimbaygotni i heterozygotni
sestavu alel. KRADA et al (2000) hodnotil 35 odd, které byly sklizeny a umisty na 12
dni do inkubatoru se stalou teplotou 20 °C. Tytaminky zajistily klimakterickou fazi a
maximalni produkci etylenu. NejvySSi produkce atyledosahla odida Jerseymac
s homozygotni sestavou aMd-ACS1-1 zatimco nejnizsi syntéza etylenu byla zaznamenana
u odifidy Megumi s homozygotni sestavou ad-ACS1-2



Cervené zbarveni duzniny je podleipkumi u konzumerit zadanéCerstvé ovoce
sc¢ervenou pigmentaci, tedy s obsahem anthokygiedstavuje vynikajici zdroj antioxidant
(CHAGNE et al, 2007). Barva duzniny je jedna z pomologickyclarefteristik. Je to znak
mére variabilni nez barva slupky. DuzZnidasto neni jednobarevna a m&tad cévni svazky
mohou byt zbarveny vyrazm (DVORAK et al, 1976). Anthokyanova barviva néleZeji do
skupiny latek sekundarnich metabilitkkteré se také ozwaji jako flavonoidy. U rostlin
zastavaji flavonoidyiznorodé funkce od obrannych, protistresovych akup&ci atraktani
pro opylov&e (ESPLEY et al, 2006). Odiidy s vyrazi ¢ervenou duzninou jsou odvozeny od
botanického druhiyl. pumila var. Niedzwetzkyarf®voRrAK et al, 1976). Hybridy odvozené
od M. pumila var. Niedzwetzkyanaaji scervenym zbarvenim duzZniny spojenékieré
nezadouci vlastnosti jako je mala velikost @lodychle ngknouci duznina a trpka chiu
Ukolem 3lechtitel je ziskat odidy s¢ervenou duzninou, které by postradali dalsi negativ
vlastnosti (BAGNE et al, 2007). GIAGNE et al (2007) vyvinul PCR marker, pomoci kterého
detekoval dominantni alelu gefddMYB1Q ktery zaji¥uje cervené zbarveni duzniny a
testoval jeho segregaci v hybridnich potomstvech.

Cilem této prace bylo hodnoceni segregatg zvolenych marker v hybridnich
potomstvech. Hodnoceny byly markery geviu ktery zaji$uje rezistenci &¢i strupovitosti,
genu PI1 fidiciho rezistenci &i padli jablaiovému, genuMd-ACS1 ktery ma vliv na
meknuti duzniny jablek a gerMdMYB1Q ktery determinuj€ervené zbarveni duzniny phod

MATERIAL A METODIKA

Veskery biologicky material pouzity pro analyzy bgiskan ve Vyzkumném a
Slechtitelském Ustavu ovodisaém v Holovousich. Pro hodnoceni segregace jedydtl
markefi byla vybranatyii hybridni potomstva vznikla zamym kiizenim. Jednalo se o tyto
kiizeni: kombinace 4 — HL 37 (Florina x M .robustajbordika, kombinace 22 — HL 39
(Florina x M. robusta) x Rubinstep, kombinace 27 804 (FAW 3566 x A 679-2) x HL 39
(Florina x M. robusta), kombinace 21 — HL 423 (arx M .robusta) x Rubinstep. Kvalitni
vysokomolekularni DNA byla ziskana pomoci izmigno kitu DNeasy Plant mini kit firmy
Qiagen (SRN). Izolace probihala podle standardpdstupu uvaghého vyrobcem.

Hodnoceni pitomnosti genu MdMYB10

Pritomnost genuMdMYB10 byla zji¥ovana pomoci dominantniho markeru, ktery
identifikoval CHAGNE et al (2007). Ritomnost markeru je charakterizovana fragmentem o
velikosti 786 bp. Amplifikace tohoto markeru bylgtimnalizovana pomoci teplotniho
gradientu a také bylo upraveno slozeni PCR redkee¢ uvadi GAGNE et al (2007). Do
reakce bylo fidano BSA (bovinni sérum albumin) a PCR Enhancep{Bio, CR), ktery
obsahuje 0,1 M tetramethyl ammonium oxalat. Amidifie byla testovana u botanickych
druhi M. pumila var. Niedzwetzkyana M. robusta ktery byl donorem tohoto genu u
testovanych kombirgmich KiZzeni Tyto botanické druhy jabloni jsou donotgrveného
zbarveni duzniny (EAGNE et al, 2007). SloZzeni PCR reakce pro tento markeridgpjotni
profil je shrnut v tabulkach 1 a 2.



Tab. 1 SloZeni PCR reakce vSech analyzovanych markert v objemu 25 4

Primer | Primer PCR BSA
ufr | (mM M olymeraza
Marker | dspna| P | (MM (M) vy | vy [P mm) | (M9

Fermentas| Top-bio

Fermentas (Litva) | Proligo (USA) (Litva) (CR)

MdMYB10| 50ng | 1x| 0,65/ 100 0,2 0,2 1U 2,4 2,5
Md-ACS1 | 50ng | 1x| 2,5 200 0,2 0,2 12U

Vigen | 50ng | 1x 1,5 200 0,2 0,2 0,6 U

Pllgen | 10ng | 1x 2,5 300 1,2 12U

Analyza Md-ACS1 genu

Pro hodnoceni alelické sestaMd-ACS1genu byl vybran kodominantni specificky
marker. AlelaMd-ACS1-1s normalni transkrini aktivitou je charakterizovanaipmnosti
fragmentu o velikosti 489 bp, aleMd-ACS1-2s omezenou transkgipi aktivitou a nizkou
produkci etylenu je dena gitomnosti fragmentu o velikosti 655 bpufBko et al, 1999).
ORAGUZIE et al. (2004) dale uvadi sloZzeni PCR reakce a jdjbdr, které bylo uZzito i v této
praci a je uvedeno v tabulkach 1 a 2. Teplota rageorimet byla optimalizovana pomoci
teplotniho gradientu.

Detekce genu Vf

Pritomnost genuVf byla ugena pomoci kodominantniho markeru navrzeného
TARTARINI et al (1999). Pro aplikaci tohoto markeru bylo vybr&@tazeni PCR reakce a jeji
prabéh, ktery optimalizoval ¥JL et al (2003). Souhrnny teplotni @sovy profil je uveden
v tabulce 2. Tabulka 1 shrnuje chemické sloZeni R&Rce pro deteksif genu.

Hodnoceni pitomnosti markeru genu PI1

Pro detekci gen®I1 byl zvolen dominantni RAPD marker, ktery navrhARKUSEN et
al. (1995). Pro aplikaci tohoto markeru byl pouziplegni acasovy profil a slozeni PCR
reakce standardnvyuzivané v laboratogenetickych analyz katedry genetiky a Slénhjak
uvadi VEJL et al. (2005). Amplifikace byla testovana u botanickémohu M. robusta ktery
uvadi MARKUSEN et al (1995) jako donor genll. SlozZeni i profil PCR reakce jsou uvedeny
v tabulkach 1 a 2.



Tab. 2 Souhrn profilé PCR reakci pouZzitych pro detekci jednotlivych markerd

Pred- Hlavni cyklus denaturace, annealing, Zavére¢na
Marker
denaturace extenze extentze
1 cyklus 40 cyki 1 cyklus
MdMYB10 94°C| 165s | 94°C | b5s|55,7°C| 55s|72°C| 99s|72°C| 600 s
i 1 cyklus 35 cyki 1 cyklus
Md-ACSL 94°C| 180s| 94°C | 60s| 60°C | 60s|72°C|150s|72°C| 600s
Vf gen 1 cyklus 35 cyki 1 cyklus
9 94°C| 120s | 94°C | 30s| 60°C | 60s|72°C|120s|72°C| 600 s
PI1 gen 1 cyklus 40 cyki 1 cyklus
9 94°C| 180s | 94°C | 20s| 35°C | 45s|72°C|105s|72°C| 360 s

Elekroforeticka separace PCR prodiukt

Pro separaci PCR prodiikbyla pouzita horizontélni agar6zova elektroforéza
(BioRad, USA). Separace probihalé konstantnim nafii 4 V.cm' v prostedi TBE pufru,
v 1,5% gelu po dobu 90 minut. Vizualizace a dokuraem gel byla realizovana pomoci
dokumentaniho zdizeni GelDoc (BioRad, USA) a programu QuantityOB®Rad, USA).

Hodnoceni segregace marker hybridnich potomstvech

Segregace byla statisticky hodnocena pomoci negdriakéhoy” testu. Tento test se
vyuziva pro owfeni shody nalezenychépnych porndra s teoreticky dekavanymi Stpnymi
pongry. Pro vypdet je pouzivana Pearsonova hodnota, ktera je déeengm vzorcem 1
(BRABENEC et al., 2000).

Vypaet ¥° testu
o &
X =— (1)
€
d - diference kazdé jednotlivéidy proti teoreticky dekadvané hodnsttéto ridy
e - teoreticky dekdvana hodnotditly - prepaiitand, tj. skutény celkovy pdet jeding

je nutno rozdlit dle teoreticky pedpokladaného &ného pordru.



VYSLEDKY A DISKUZE

Optimalizace amplifikace marketi@rveného zbarveni duzniny (MdMYB10)

Marker vyuzity pro detekcéerveného zbarveni duzniny je dominantniitdnost
dominantni alely genMdMYB10je charakterizovana fragmentem o velikosti 786Tmgplota
nasedani primér byla optimalizovana pomoci teplotniho gradientakal optimalni byla
zvolena annebmi teplota 55,7 °C. EAGNE et al( 2007) gidaval do PCR reakce 0,72 %
formamid. Tato latka je silny denaturantize napomahat lepSi denaturaci templatové DNA a
zamezuje tvord sekundarnich struktur DNA. Tento efekt popisujpifidad KOLAROVA &
DRABNER (2000). Ri optimalizaci chemického sloZzeni PCR reakce bytwivizeno, ze
formamid nezlepSoval vysledek amplifikace. Jakopilgici prvek byla vybrana latka
tetramethyl ammonium oxalat (PCR Enhancer, Top-8R) a BSA (bovinni sérum albumin)

(SwITH et al, 1995). Tyto d¥ komponentyast&né omezily vznik nespecifickych fragmeint
Obr. 1 Elektroforeogram amplifikace markeru MdMYB10

(M - hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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Detekce genu ACS1 zodpdrého za @knuti duzniny

Marker pro detekci tohoto genu je kodominantni BSage aleluACS1-1se standardni
transkrigni aktivitou, kterou pedstavuje fragment o velikosti 489 bp a ala@S1-2 ktera
ma transkripni aktivitu omezenou inzerci v promotoru a jéama fragmentem o délce 655
bp (SUNAKO et al, 1999). Teplota nasedani tohoto primerového phlga take
optimalizovana pomaoci teplotniho gradientdii #nplifikaci dochazelo k vyti@ni dalSiho
nespecifického fragmentu o velikostilgizné 590 bp, ktery 8NAKO et al (1999) neuvadi.



Amplifikace tohoto fragmentu nefla Zadny vliv na usfnou detekci obou markerujicich
fragmenti. Tuto skuténost dokumentuje vzorovy elektroforeogram na ohuézk

Obr. 2 Vzorovy elektroforeogram segregace markeru ACS1 u kombinaéniho kfizeni 27

(M - hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)

635 bp
489 bp

Hodnoceni alelické sestavy genu Vf

Pro detekci kodominatniho markeru charakterizugidifi gen byla pouzita metodika
podle \EJLet al (2003). Ritomnost dominantni alely charakterizuje fragmenebkosti 466
bd, recesivni alela je zastoupena fragmentem dosadli 724 bp. Heterozygotni genotyp je
uréen @itomnosti obou fragmeint

Obr. 3 Vzorovy elektroforeogram segregace markeru Vf u kombinacniho kfizeni 4
(M- hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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Detekce genu PI1

Detekce genu PI1 byla realizovana pomoci dominbhatRAPD markeru navrzeného
MAKRUSEN et al. (1995). Pro dominantni alelu je charakteristickéopnost fragmentu o
velikosti 450 bp. Na obrazku 4 je zobrazen vzorelektroforeogram markeru gemld.

Obr. 3 Vzorovy elektroforeogram segregace markeru PI1 u kombinaéniho kfizeni 4
(M - hmotnostni standard GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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Hodnoceni segregace jednotlivych marker

Pro analyzu segreai schopnosti vybranych markebyla vyuZzita potomstva prvni
filialni generace, ktera vznikla z&mym kizenim ve VSUO v Holovousich. U kombinaci
21, 22 a 27 bylo vybrano pro hodnoceni 40 jedlickombin&niho Kizeni 4 bylo odebrano
pouze 37 jedint protoZe u této kombinace bylded odkrem materialu pro genetické
analyzy provedena selekce na rezisterig¢i gtrupovitosti jabloni, ktera se provadi pomoci
sklenikovych infeknich test.

Pro Slechtitelskou praxi je povazovana shoda mg&icaym S€pnym pongrem a
teoreticky @ekavanym, pokud pra¥gdodobnost shody dosahuje alesp®05 (ZDINA &
JERMOLEV, 1976). Této prawipodobnosti nebylo dosaZzeno pouze u kombinace 4rkema
genuVf a kombinace 21 u markeru geRllL. Nizka pravdpodobnost shody u markeru genu
Vf v kombinaci 4 je prawpodobrt zpisobena selekci semehké na rezistenci &i
strupovitosti jabloni za pomoci sklenikovych infakch test. Tyto testy se &n¢ provadi ve
VSUO v Holovousich, nejsou v3ak stoprocentismsné. Selekce citlivych semetka,
recesivnich homozygdt zagicinila vysSi vyskyt dominantnich homozygo{51,4 %) a
heterozygat (32,4 %). Tento fakt se naopak neprojevil u korataiich Kizeni 21, 22 a 27, u
kterych byly infekni testy a selekce citlivych jedia@rovedeny az po odhu materialu pro
genetické analyzy. V kombitaim kiizeni 21 byla nalezena heterozygotni sestava gdnu P
pouze u ftech semen&ka. Toto zjiSEni miZze byt zg@isobeno malym rozsahem testovaného



potomstva. Nizky piet semené&l s heterozygotni sestavou gepid by mohl zapicinit také
nekulturni habitus rostlin, ktery byl spolu s gengi@dan donorer. robustou

Pfi hodnoceni segregace markarf a Md-ACS1byly zjiSttny u kombinaci 21 a 22
rozpory mezi detekovanymeéginym pongrem a Spnym pongrem odvozenym na zaklad
detekovanych genotyp rodicovskych komponent. U obou kombinaci byli detekovani
dominantni homozygoti, recesivni homozygoti a hetegoti v genuVf, akoliv odrida
Rubinstep, kter4 vznikla jakotikenec odid Clivia a Rubin, je v genWf recesivni
homozygot. Ob matéské komponenty HL 39 a HL 423 disponuji heterozggsestavou
genuVf. Také v markerltACS1S&pila ok¢ potomstva, &oliv odrida Rubinstep mé genotyp
2/2, tedy ob alely s nizkou transkrémi aktivitou a ob rodicovské komponenty vykazovaly
genotyp 1/1, to znamenda ®lalely s normalni transkrfpi aktivitou. Touto analyzou bylo
zjisttno, Ze mohlo dojit k chybna rekolika mistech v fipraw tohoto KiZeni, napiklad
mohlo dojit k cizospraSeni, z&n& pylu, chybného ozrani Kizeni, chybného oztani
semen i stratifikaci, nebo Spatného ozmami @i vysevu. U kombinaci 21 a 22 byl otcovsky
genotyp pro dely vypaitu x? testu nahrazenredpokladanym genotypem, tak aby odpovidal
genoty@m nachazejicim se v potomstvu.

Tab. 3 Segregace markerd u kombina¢niho kfizeni 4 : HL 37 (Florina x M. robusta) x

Flordika
Markerovany | Matersky | Otcovsky Ocve lf avany SB lftect'y > Pravdep9 dob,nost
Stépny Stépny X shody S€pnych
gen genotyp | genotyp > » < o
pomér pomeér pomeér a
9,25 VfVf 19 ViVf
Vf Vivf Vivf 18,5 Vfvf 12 vivf | 13,7 P<0.01
9,25 vivf 6 vivf
ACS1 1/1 2/2 40 1/2 40 1/2 P=1

18,5Mdmd | 16 Mdmd

MdMYB10 | Mdmd mdmd | 6’5 mdmd | 21 mdmd

0,68/ PUO<0,5;0,3

18,5PI1pll | 16PI1pll

Pl1 Pl1pl1 PIIPIL | 38 5pl1pl1 | 21pliplt

0,68/ PUO<0,5;0,3

Tab. 4 Segregace markerd u kombinaé¢niho kfizeni 27 : HL 804 (FAW 3566 x A 679-2) x HL
39 (Florina x M. robusta)

Markerovany | Matersky | Otcovsky Oc;lgaxgny Slgéte;r)y 2 Psrﬁ\égepéoﬁd%t{r;?t
gen genotyp | genotyp Py Py X y S-pny
pomér pomér pomér i
20 Vivf 25 Vivf _
\%i vivf Vivf 20 Vfyf 15 vivf 25| PO<03;0,
201/2 14 1/2 _
ACS1 1/2 1/1 20 1/1 26 1/1 16| PO<0,3;0,>

20Mdmd | 15Mdmd

MdMYB10 mdmd Mdmd 20mdmd | 25mdmd

25| PO<0,3;0,F

20Pl1pl1 | 22PI1pll

[1pl1l Pllpl1
PI1 plip P 20 d1pll | 18plipil

04| PO<0,7;05




Tab. 5 Segregace markerd u kombinacniho kfizeni 22 : HL 39 (Florina x M. robusta) x

Rubinstep, respektive neznamy otec

. ... | PFedpokladany| Oé¢ekavany| Skute¢ny Pravdépodobnost
Markerovany | Matersky . e Coxo 2 » .
otcovsky Stépny Stépny | x° | shody S€pnych
gen genotyp genotyp pomér pomér pomér i
10 Vivf 6 VIVF
Vi Vivf Vivf 20 Vivf 18Vivf |3,4| PO<0,3;0,b>
10 vivf 16 vivf
ACSL 11 1/2 o2 | 5 o4l o705
MdMYB10 | Mdmd mdmd ggxg”r;g i‘émgm‘; 16| P0<0,3:0,b
PI1 PI1pl1 ol1pl1 éggl'igl'i %E:ig& 01 PO<09:0%

Tab. 6 Segregace markerd u kombinacniho kfizeni 21 : HL 423 (Florina x M. robusta) x

Rubinstep, respektive neznadmy otec

Markerovany | Matefsky Predpoklad,any Ocvelfavgny SE(ljtectly , Pravdepvodob,nost
otcovsky Stépny Stépny | x° | shody S€pnych
gen genotyp . . N
genotyp pomér pomér pomeér a
10 Vivf 8 VIVf
Vf Vivf Vivf 20 Vivf 14Vvivf | 3,7| PO<0,3;0,b>
10 vivf 15 vivf
20 1/2 18 1/2 _
ACS1 1/1 1/2 20 1/1 22 1/1 04| PO<0,7;05%
MdMYB10 mdmd mdmd 40 mdmd | 40mdmd P=1
20PI1pl1 | 3PI1pll
Pllpl1 1pl1l 2
i P PP | 20 p1pin |a7piapn 230 P00
ZAVER

Segregani analyzou byla atfena funknostctyi zvolenych PCR markér Jednalo se
o markery genw/f, ktery zaji$uje rezistenci &¢i strupovitosti, genwPI1 ridiciho rezistenci
vaci padli jabloiovému, genuMd-ACS1 ktery ma vliv na réknuti duzniny jablek a genu
MdMYB1Q ktery determinuj€ervené zbarveni duzniny phod

Tyto markery je mozné vyuZitiipSlech&ni novych odiid v procesu MAS (markery
asistovana selekce). Zardvge pomoci nich mozné hodnotit genetické zdrojerétsou ve
Slechtni jabloni vyuzivany. Zarowebylo prokadzano, Ze tyto markery mohou slouZito pr
testovani paternity u n&ghych novoslechini, ktera vznikla zagrnou hybridizaci, stefntak i
k potvrzeni jivodu starSich odd, u kterych jsou znamé r@édivské komponenty.
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