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ANOTACE

TieSen ptaci (Prunus avium L.) je cizosprasna rostlina, coz ma dalekosahlé
negativni dusledky pro jeji komeréni péstovani. Pro uspé$né péstovani urcité
odridy je vzdy tfeba uvadét experimentalné zjisténé vhodné opylovaci odrudy,
které je tieba spoleéné vysazet do sadu pro zajiSténi maximalni mozné produkce
plodt. U tfe$ni je cizosprasnost primarn¢ dana multialelickym S-lokusem, ktery
v ramci nerekombinujiciho haplobloku nese dva geny kodujici proteiny zodpoveédné
za cizosprasnost, tj. gen pro S-RNazu zodpovédny za samici (pestikovou) ¢East
cizosprasnosti a gen pro S-haplotypové specificky F-box (SFB) zajistujici samci
(pylovou) ¢ast cizosprasnosti. Dvé odriidy nesouci stejné S-alely se nemohou navzajem
oplodnit, av§ak mutacemi S-alel 1ze docilit velmi vyhodné samosprasnosti tfesni.
Dalsim mechanizmem dosazeni alespoin ¢astecné samosprasnosti tfesni je snizeni
exprese MGST genu, ke kterému u nékterych spané€lskych odrid tfesni doslo inzerci
sekvence podobné transpozonu do promotorové oblasti tohoto genu. Tato metodika
prinasi zcela unikatni postup umoziujici stanovit vSechny znamé S-alely (véetné
samospras$nych S-alel) a alely promotoru genu MGST v jediné reakci, ¢imz dochazi
k vyznamnému zjednoduseni v soucasnosti pouzivanych postupti. Navrzeny postup
analyzu S-alel/alel promotoru MGST znaéné¢ zrychluje, zleviiuje a soucasné snizuje
moznou chybovost. Zaroveni metodika popisuje postup pro testovani opylovacich

pomért v podminkach sadu.

ANNOTATION

Sweet cherry (Prunus avium L.) is a self-incompatible plant, however, self-
incompatibility has extensive negative consequences for its commercial planting. For
successful cultivation of a particular cultivar it is necessary to have experimentally
identified suitable pollination cultivars that have to be co-planted in an orchard for
a maximal fruit production. Self-incompatibility of sweet cherries is primarily given by
a multiallelic S-locus bearing two genes as part of one non-recombinating haploblock —
gene for S-RNase responsible for a female (pistil) part of self-incompatibility and gene
encoding S-haplotype specific F-box (SFB) protein ensuring a male (pollen) part of self-
incompatibility. Two cultivars bearing the same S-alleles cannot be mutually fertilized,
however, a very advantageous self-compatibility trait can be obtained by S-allele

mutations. Another mechanism to attain at least partial self-compatibility is lowering



the MGST expression as it occurs naturally in some Spanish sweet cherry cultivars due
to a transposon-like sequence insertion into the MGST promoter. This methodology
brings a unique procedure allowing the determination of all known S-alleles (including
self-compatible S-alleles) and alleles of the MGST promoter in only one reaction,
and thus highly simplifies currently used methods. The suggested procedure allows
faster, cheaper and concurrently less erring analysis of S-alleles/MGST promoter
alleles. The methodology also describes a process for a pollinating ratio testing in
field conditions.



1. Uvod

TreSen ptaci (Prunus avium L.), jedna z nejvyznamnéjSich ovocnych plodin
v naSem klimatickém pasu se sklizni statisice tun ro¢né, patii primarné mezi cizospra$né
rostliny. Cizosprasnost je systém vyvinuty rostlinami za i¢elem zabranéni samooplozeni,
aby byla zajiSténa co nejvyssi vymeéna geni v ramci populace. Cizosprasnost tiesni vSak
ma dalekosahlé negativni disledky pro jejich komercni péstovani. Jiz ve Ctyficatych
letech minulého stoleti bylo potvrzeno, Ze ne vSechny odridy tfesni je mozné navzajem
oplodnit (Crane MB, 1937). Pro tisp€sné péstovani urcité odrtidy jsou proto vzdy uvadény
experimentalné zjisténé vhodné opylovaci odridy, které je nezbytné do komercnich
sadli vysadit, aby bylo dosazeno maximalni mozné produkce plodi. Obvykly pocet
stroml opylovaci odridy je 10 %, nebo je realizovana vysadba sadu s kombinacemi
odrid v jednotlivych fadach, tedy v poméru 1:1. I v pfipadé vysadby vhodné opylovaci
odridy vsak muze sklizenn ohrozit mimo jiné odlisnost doby kveteni, délky kveteni
nebo intenzity kveteni, které jsou ovlivnény mnoha faktory, at’ jiz biotickymi, nebo
abiotickymi. Vysadba dvou odrid tfesni v komerénim sadu mtze byt komplikaci i pro
sklizen, kdy obé odrudy zpravidla dozravaji v odli$nou dobu, nebo se plody vyznamné
lisi charakteristikami plodu a produkci neni mozné smichat. Opylovaci odruda navic
nemusi mit plody trzni kvality, coz by v duasledku snizovalo mozny hektarovy vynos.
Proto je jednim z trend moderniho Slechtitelstvi produkce samosprasnych odrid, které
by zna¢n¢ zjednodusovaly management tiesnovych sadd. Dalsim Slechtitelskym cilem
je kiizeni tfesni pro zlepSeni jejich kvalitativnich a kvantitativnich znakd. I zde vSak
muze byt cizosprasnost velkou komplikaci, nebot’ fadu odrad s kvalitnimi Slechtitelsky
zajimavymi parametry nelze navzajem oplodnit. Identifikovat vhodné opylovaci odrtdy,
popfipadé prokazat samosprasnost klasickymi opylovacimi metodami je vSak velmi
Casove narocné a pracné. Z tohoto diivodu byly pro usnadnéni nalezeni vhodné opylovaci

odridy, ptipadné pro prokazani samosprasnosti, zavedeny laboratorni metody.

U tfesni je cizosprasnost primarné dana multialelickym S-lokusem (konkrétni
alely se oznacuji jako S-alely a odliSuji se Cisly), ktery v ramci nerekombinujiciho
haplobloku nese dva geny kodujici proteiny zodpovédné za cizosprasnost, tj. gen pro
S-RNazu zodpovédny za samici (pestikovou) Cast cizosprasnosti a gen pro S-haplotypove
specificky F-box (SFB) zajistujici samci (pylovou) ¢ast cizosprasnosti (Ushijima K,
2003, Yamane H, 2003).



K uspésnému opyleni a oplozeni dojde, pokud je S-alela v genomu haploidniho
pylového zrna odlisna od obou S-alel diploidniho pestiku. Pfesny mechanizmus, ktery
brani samooplozeni, neni dosud znam. Podle v soucasnosti uznavaného modelu (Tao
R, 2010, Matsumoto D, 2016a, 2016b a 2019) se v pylové lacce predpoklada existence
,obecného inhibitoru“, ktery mize inaktivovat vSechny S-RNazy pronikajici dovnitf
prorustajici pylové lacky z pletiv pestiku. Timto obecnym inhibitorem je pravdépodobné
viceproteinovy komplex nazyvany SCF podle obdobného komplexu z ¢eledi Solanaceae
a Rosaceae a podili se na ném proteiny PavSLFLs, PavSFBL2, MGST, Dnal-like
protein a dalsi minoritni proteiny (Matsumoto D, 2016b a 2019). SFB protein pylové
lacky je pak podle tohoto modelu schopen selektivné rozpoznat S-RNazu, ktera se s nim
vyskytuje v jednom lokusu, a chranit ji pfed degradaci obecnym inhibitorem. S-RNaza
tak mize vykonavat svoji funkci, tedy degradovat RNA v proristajici pylové lacce, coz
indukuje zastaveni ristu pylové lacky jiz v blizn€ a zabranuje samooplozeni. Vyznam
SFB proteinu pro cizosprasnost je dobie dokumentovan mutacemi/deleci SFB proteinu,
kterymi bylo dosazeno samosprasnosti tfesni (viz dale). Kromé toho byl popsan vyznam
genu kodujiciho glutation-S-transferazu z M-lokusu (MGST), jehoz protein je soucasti
vysSe uvedeného SCF komplexu. Snizenim exprese MGST je také mozné docilit alesponi

Casteéné samosprasnosti tfesni (Ono K, 2018).

Znalost S-alel jednotlivych odrid je zcela zasadni jak pro péstitele, tak i pro Slech-
titele tée$ni, nebot’ fada kulturnich odriid nese stejné S-alely a nejsou tedy schopné se
navzajem oplodnit. V soucasnosti konci ¢islovani S-alel alelou S38, nékteré z nich vSak
byly pozdé&ji popsany jako identické, napi. S8=S3, S11=S7 a S15=S5, (Sonneveld T,
2001, 2003, Wiinsch A, 2004). Rada z téchto S-alel byla popsana u plané rostoucich téesni
(napt. alely S17 az S21, De Cuyper B, 2005). V roce 2017 bylo v databazi ¢itajici cel-
kem 1203 prevazné kulturnich odrtd tfe$ni identifikovano 24 riiznych S-alel (Schuster M,
2017). U kulturnich odrid se v poradi dle frekvence vyskytu nejcastéji vyskytuji alely S3,
S6, S1 a S4, které dohromady tvoii cca 65 % alel vyskytujicich se ve vyse uvedené data-
bazi (Schuster M, 2017). Celkem pak je popsano 60 tzv. inkompatibilnich skupin odrad
tfesni nesoucich stejnou kombinaci S-alel. Nekteré inkompatibilni skupiny Citaji vice jak
100 odrtd, které nelze v ramci jejich inkompatibilni skupiny navzajem vibec Gspésné
oplodnit, napf. inkompatibilni skupina I1I (S3S4, 113 odrad), VI (S3S6, 104 odrad) nebo I1
(S1S3, 103 odrid). U odrud se shodnou jednou S-alelou je pak teoreticka Sance na Gispésné

oplozeni pouze 50% oproti oplozeni odriid s obéma jinymi S-alelami, protoze oplozeni



je schopné pouze pylové zrno nesouci S-alelu odlisnou od obou S-alel matetské rostliny.
25 odrud naopak vykazuje unikatni S-genotypy a jsou povazovany za univerzalni opylo-
vace vSech odrid.

Také byly popsany samosprasné tiesné, které obsahuji jednu ze tii dosud
publikovanych samosprasnych S-alel. Pivodni cizosprasné S-alely, ze kterych vznikly,
jsou pak v ptipad¢ samosprasnych variant ozna¢ovany s apostrofem, tj. jako S3°, S4°
a S5’. VSechny tyto alely maji mutovanou SFB slozku inkompatibility. Jedinou alelou,
ktera vznikla pfirozené, je alela S5” (Marchese A, 2007), zbylé dvé vznikly ozafovanim
(Lewis D, 1954). U alely S3" doslo v S-lokusu k rozsahlé deleci DNA, ktera zatim nebyla
presné urcena. U alely S4” nastala delece 4 nukleotidii v SFB genu vedouci k posunu
¢tecitho ramce a pred¢asnému ukonceni vznikajiciho proteinu, ktery navic obsahuje
odlisny C-konec. U alely S5” se v SFB genu vytvofil bodovou mutaci ptedCasny stop
kodon a dle piedpokladu tim dochazi ke zkraceni vznikajiciho proteinu. Samosprasné
alely, ptevazné pak alela S4°, byly do kiizeni zafazeny relativné nedavno, jsou vsak stale
Castéji vyuzivany pro tvorbu modernich samosprasnych odrid tfesni. Zvlastni skupinu
samosprasnych tfesni tvofi skupina puvodné Spanélskych odrid, které neobsahuji
zadnou z vySe uvedenych mutovanych S-alel, ale jejich alespon ¢aste¢na samosprasnost
je dana inzerci sekvence podobné transpozonu do promotorové oblasti genu pro
glutathion-S-transferazu v M-lokusu (MGST). Piestoze funkce tohoto genu pfi opyleni
a oplozeni neni zcela jasna, funkeni experimenty dokladaji, ze snizeni exprese MGST
diky této inzerci skute¢né vede k naruSeni mechanizmu cizosprasnosti (Ono K, 2018).
V soucasnosti je ve vySe uvedené databazi zapsano 72 samosprasnych odrid, jejichz
trzni potencial je v8ak rizny (Schuster M, 2017).

Po rozpoznani vyznamu S-lokusu pro cizospraSnost tfeSni a moznost jejich
uspésného opyleni byly S-alely nejprve identifikovany biochemickymi metodami
(Boskovi¢ R, 1996). V novém tisicileti se postupné zacaly jednotlivé S-alely identifikovat
molekularné genetickymi metodami, a to nejprve alelicky specifickymi primery
(identifikace sekvence DNA pro prvnich Sest S-alel, Sonneveld T, 2001). Poté byly
z duvodu popisu dalsich S-alel navrzeny pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR)
univerzalni primery pro amplifikaci riznych tsekti S-lokusu s rozliSenim jednotlivych

S-alel na zakladé délkového polymorfizmu intront v genu pro S-RNazu, popiipadé SFB.



Zdokonalené univerzalni primery pro amplifikaci prvniho intronu a jeho okoli
PaConsl-F + PaConsI-R2 (Sonneveld T, 2003, Sonneveld T, 2006) davaji velikosti PCR
fragmentl vrozmeziod 234 do 451 bp, cozje vyhodné rozmezi pro pouziti ve fragmentacni
analyze vyuzivajici kapilarni elektroforézu, ktera umoziuje velmi presné a jednoduse
stanovit délku fragment. Odliseni velikosti fragmentd vytvofenych pomoci téchto
primertt vSak nemusi postacovat ani na kapilarnim genetickém analyzatoru, jelikoz
u nékterych S-alel vznikaji stejné dlouhé, nebo témét stejné dlouhé fragmenty, napf.
S1 a S34; S2 a S7 a S12; S14 a S23; S22 a S24, piipadn¢ samosprasné S-alely versus
ptislusné ptivodni cizospras$né S-alely. Navic tyto univerzalni primery nelze za béznych
podminek amplifikujicich ostatni S-alely pouzit pro amplifikaci pomérné hojné se
vyskytujici alely S13 (Sonneveld T, 2003), nebot” davaji téméi neznatelny, poptipade
nulovy signal (Sonneveld T, 2006, Vaughan SP, 2006).

Univerzalni primery pro PCR amplifikaci druhého intronu a jeho okoli PaConslI-F
+ PaConslI-R (Sonneveld T, 2003) jsou problematické hned z nékolika divoda: 1) davaji
vznik velkym fragmentim o délce 577 az 2385 bp, ktere nejsou vhodné pro fragmentacni
analyzu na kapildrnim genetickém analyzatoru; 2) u alel S1 a S13 vznikaji shodné dlouhé
fragmenty; 3) alely S5, S13 a S16 se amplifikuji velmi slabé; 4) témét u vSech alel vznikaji
pii PCR slabsi nespecifické pruhy a 5) také neodlisuji samosprasné S-alely od pivodnich
cizosprasnych alel. Z diivodu malé odlisnosti mezi nékterymi PCR produkty je navic
nezbytné na agar6zovém gelu analyzovat soucasné i standardy pro pfislusné S-alely,
coz analyzu dale prodrazuje. VSechny tyto skutecnosti komplikuji pouziti tohoto paru
primert pro analyzu S-alel a v praxi neni analyza délky druhého intronu prili§ Casto

pouzivéna.

Z dtvodu nemoznosti rozlisit vSechny S-alely podle délkového polymorfizmu
introntl v genu pro S-RNazu byly vhodné délkové se lisici oblasti hledany i v SFB genu
jednotlivych S-alel. V5" UTR oblasti tohoto genu byl identifikovan kratky intron lisici se
délkou mezi mnoha S-alelami. Primery navrzené pro tuto oblast SFB genu vSak nejsou
prilis idealni pro diskriminaci mezi jednotlivymi alelami a maji tyto zasadni nevyhody: 1)
amplifikaci mnoha S-alel vznika pti PCR naprosto stejn¢ dlouhy fragment, napt. S1, S4,
S9aS19;S5aS17;S10a S22, respektive S13 a S14; 2) rozdily v délkach amplifikovanych
fragment( jsou piilis§ malé pro spolehlivé odliseni i na kapilarnim genetickém analyzatoru
a Casto reprezentuji rozdil pouze jediného nukleotidu; 3) amplifikace u alel S9 a S14

je slaba a nespolehliva a 4) navrzené primery jsou natolik degenerované, ze je PCR
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amplifikace velmi naroc¢na a vyzaduje peclivou optimalizaci amplifika¢nich podminek.
Publikovany protokol pro PCR amplifikaci obsahuje cykly s pribézné se ménici teplotou
nasedani primert (Vaughan SP, 2006), coz je pro multiplexovani s dal$imi primery
zcela nevhodné. V praxi tyto primery nejsou samostatné pouzivany, nicméné kombinaci
s nezavislou PCR reakci s primery pro amplifikaci prvniho intronu S-RNazy byly
postupnou analyzou na kapilarnim genetickém analyzatoru rozliseny jednotlivé S-alely
S1 az S22 (Vaughan SP, 2006). Samosprasné alely vSak nebyly opét uvazovany.

Dalsim pfistupem umoziujicim jednoznacnou analyzu S-alel pak byvaji alelicky
specifické primery, napt. 13 part primert specifickych pro alely S1 az S16 (Sonneveld
T, 2001, 2003), poptipad¢ alelicky specifické primery pro S17 az S19, S21/25, S34
a S37 (Szikriszt B, 2013). PCR produkty s alelicky specifickymi primery jsou obvykle

analyzovany elektroforeticky na agar6zovych gelech.

Pro identifikaci samosprasné alely S3’, u které neni znam rozsah delece v SFB
genu, a jeji odliSeni od alely S3 byla navrzena detekce pomoci primert vyskytujicich
se v deletované ¢asti SFB genu (Sonneveld T, 2005). U S3” tak neni pfislusny 822 bp
dlouhy fragment amplifikovan, pti¢emz amplifikovatelnost templatové DNA v této reakci
je ovétena na kontrolnim genu. U alely S3 jsou pak v jediné reakci amplifikovany oba
fragmenty — fragment S3 alely i kontrolni fragment. Analyza vyse popsané PCR reakce
elektroforézou na gelu vSak neni schopna spravné identifikovat odriidy s kombinaci alel
S383".

U samosprasné alely S4” byly rozsah delece v SFB genu a jeji umisténi jednoznacné
identifikovany (Sonneveld T, 2005) a systém pro jeji detekei a odliSeni od alely S4 byl
navrzen napt. v Ikeda K. (2004). Tento systém vyuziva sady dvou parti primert pro tzv.
nested PCR (dvoukolovou PCR), kde tyto primery specificky amplifikuji ob¢ tyto alely.
Rozliseni mezi nimi je pak podle této prace zajisténo bud’ elektroforézou v denaturujicim
polyakrylamidovém gelu, nebo Stépenim restrikénimi enzymy EcoRV nebo Mbol
a naslednou elektroforézou v agar6zovém gelu. Oba tyto pfistupy jsou pomerné pracné
a nevhodné pro fragmentacni analyzu. Dal§im pfistupem je napt. amplifikace ptislusné
oblasti metodou qPCR, tedy PCR v realném Case, s naslednou vysokorozlisovaci analyzou
ktivek tani, tzv. HRM analyzou navrzenou Muiloz-Espinoza et al. (2017). Tato technika
vsak umoznuje rozlisit pouze alely S4 a S4” a neni mozné ji kombinovat s identifikaci

dalsich S-alel v jediné reakci.
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U samosprasné alely S5” je mozné ovéfit pritomnost bodové mutace naptiklad
sekvenovanim, coz je ale drahé, pracné a tudiz nevhodné pro analyzu velkého poctu
vzorkll. Zaroven bylo publikovano, Ze je tato mutace ve vazb¢ s odlisnou délkou SSR
markeru nachazejiciho se ve druhém intronu S-RNazy oproti délce tohoto SSR markeru
u alely S5 (Marchese A, 2007), coz opét vyzaduje nezavislou analyzu této mutace.

Pro identifikaci inzerce sekvence podobné transpozonu do promotorové oblasti
genu MGST byly navrzeny specifické primery, kdy se forward primer nachazi v sekvenci

této inzerce a reverse primer v promotoru MGST (Ono K, 2018).

Pro analyzu S-alel u tfesné ptaci (Prunus avium L.) je v soucasném stavu techniky
pouzivano vice piistupt. VSechny pouzivané detek¢ni systémy pro identifikaci vSech
S-alel spoéivaji v provedeni nékolika nezavislych PCR reakci. Casto jsou vyuzivany
ob¢ sady vySe uvedenych univerzalnich primerti pro amplifikaci prvniho, respektive
druhého intronu genu pro S-RNazu a jejich okoli a analyza fragmenti probiha na gelu.
Pro dourCeni/potvrzeni vysledkl se poptipadé pouzivaji alelicky specifické primery.
Jina pracovisté vyuzivaji pouze alelicky specifické primery. VSechny tyto pfistupy jsou
pracné a Casove i materialové narocné. S vyssim objemem lidské prace pak také nartista
moznost chybné identifikace S-alel. Pro nazornost pracnosti postupti nevyuZzivajicich
fragmentac¢ni analyzu na kapilarnim sekvenatoru uvadime, ze De Cuyper (2005) pouzil
pro identifikaci S-genotypu u 65 planych tfesni obsahujicich i v t¢ dob&é nepopsané
S-alely celkem 220 riznych PCR reakei s naslednou elektroforézou na gelu. I pfi analyze
znamych S-alel je vSak podobny systém identifikace S-alel narocny a neni rovnéz vhodny
pro analyzu velkého mnozstvi odrid tfesni, u kterych neexistuje zadna informace o jejich
mozném S-alelickém slozeni (Vaughan SP, 2006).

Jedinym zptisobem umoznujicim rychlé zpracovani mnoha vzorkd je vyse uvedeny
detekeni systém Vaughana et al. (2006) vyuzivajici fragmentacni analyzu na kapilarnim
genetickém analyzatoru s fluorescencné znacenymi primery pro amplifikaci jednak
oblasti prvniho intronu genu pro S-RNézu a jednak oblasti intronu v 5" UTR genu pro
SFB. Kombinaci délky obou fragmentd je pak urcena vysledna S-alela. Nedostatky
pouzivanych primeri byly uvedeny vyse. Navic byla od doby zvefejnéni této publikace
identifikovana fada novych S-alel, a to od S23 vyse. U mnoha z nich nebyly publikovany
sekvence SFB geni a nebyla publikovana ani délka jejich fragmenti amplifikovanych

s primery pro oblast 5" UTR genu SFB. Vzhledem k malé délkové variabilité tohoto
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useku DNA se da predpokladat dalsi zkomplikovani jednoznacné identifikace genotypu
S-alel. Vhodnost tohoto systému pro spravné urceni S-alel se tak v dne$ni dobé stava
velmi diskutabilni. Navic tento systém nefesi detekci stale Castéji se prosazujicich

samosprasnych S-alel, které nelze timto postupem identifikovat.

Z téchto diivodu existuje potieba vyvinout novy detekéni systém pro stanoveni
S-alel/alel promotoru MGST u tiesni, ktery by fesil potiebu jednoduché detekce co
nejvyssiho mnozstviv souCasnosti zndmych S-alel véetné samosprasnych a alel promotoru
genu MGST, idealn¢ v jediné reakci. Identifikace S-alel/alel promotoru MGST totiz
usnadiiuje Slechtiteliim a péstiteliim nalezeni vhodné opylovaci odriidy, poptipadé urcit

samosprasnost analyzovaného genotypu.

Stanovenim kompatibility odrid dle S-alel vSak vybér odrid pro vzajemné
opylovani nekonéi, nebot’ pfislusnost do riznych inkompatibilnich skupin jesté neni
zarukou tspésného oplozeni v polnich podminkach. Dalsim velmi dilezitym faktorem,
ktery ovlivituje opyleni a nasledné oplozeni, je termin kveteni jednotlivych odrid.
Nejkritictéjsim pozadavkem pii vybéru vhodné opylovaci odrudy je kromé odlisnosti
S-alel pravé shodnost doby plného rozkvétu, protoze k tspésnému opyleni a oplozeni
dochazi u tfes$ni zpravidla béhem cca 4-5 dnt doby kveteni dané odridy (Stosser R,
1983). V nekterych chladnéjsich letech a u nékterych odriid k nému mize dochazet az
maximalné béhem 13 dnt (Roversi A, 1998). Obdobi kveteni vSak probiha u riznych
odrad tfesni, od nejrangjsich az po nejpozdéji kvetouci, béhem zhruba jednoho mésice
(Vitrup CJ, 1996). Proto je Casova shodnost kveteni obou odrid zcela nezbytna a je
stanovovana nékolikaletym fenologickym pozorovanim kveteni v sadech. V ptipadé,
ze je termin kveteni shodny, je dal$im limitujicim faktorem geneticka a fyziologicka
stranka blizny a pylovych zrn (Brant BA, 1999; Hedhly A, 2004). Casto se stava, Ze
nejen vlivem teploty a vlhkosti pylové zrno na blizné nevykli¢i, nebo lacka kliciciho
pylového zrna neproroste pestikem az k vajicku (Hedhly A, 2003; Hedhly A, 2004).
Dalsi pficiny mohou byt genetické, kdy mize dochazet ke kumulaci letadlnich mutaci
snizujici vysledné procento oplozeni. S ohledem na existenci vyse zminénych piekazek
uspésného opyleni a oplozeni je nedilnou soucasti ur€ovani kompatibility odrid také

ovéteni opylovacich pomért odrid opylovacim testem v polnich podminkach.
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2. Cil metodiky

Cilem této metodiky je vyrazné zjednoduseni molekularné genetickych metod
charakterizace cizosprasnosti/samosprasnosti u tfesné ptaci (Prunus avium L.). Tato
metodika, na rozdil od diive pouzivanych technik, umoznuje jednozna¢nou identifikaci
S-alel/alel promotoru MGST metodou fragmentacni analyzy s analyzou na kapilarnim
genetickém analyzatoru v jediné reakci. Byla ovéfena na nejcastéji se vyskytujicich
S-alelach a vsech znamych alelach promotoru MGST. Zaroven uvadi postup pro testovani

opylovacich poméri v podminkéach sadu.

3. Vlastni popis metodik

3.1 Popis navrzeného systému primeri

Pro tuto metodiku byl navrzen systém primert umoznujici detekci S-alel/alel
promotoru MGST v jediné multiplexni reakci. Systém vyuziva: 1) upravené primery pro
amplifikaci prvniho intronu genu pro S-RNazu nachézejici se v prvnim (forward primer)
a druhém exonu S-RNazy (reverse primer); 2) alelicky specifické primery navrzené
ve druhém intronu genu pro S-RNazu (forward primer) vyuzivajici pro amplifikaci
univerzalni reverse primer v oblasti tfettho exonu genu pro S-RNazu spole¢ny pro vice
S-alel; 3) primery pro rozliseni alel S3 a S3” v oblasti rozsahlé delece SFB genu; 4) primery
pro rozliSeni alel S4 a S4” obklopujici ¢tyinukleotidovou deleci v SFB genu; 5) primery
pro rozliseni alel S5 a S5, kdy je forward primer navrzen tak, aby byl zcela specificky
pro detekci alely S5 a nerozpoznaval alelu S57; 6) pro identifikaci alel promotoru genu
MGST vyuzivé navrzena sada primerti spolecny reverse primer a dva specifické forward
primery, jeden pro amplifikaci alely s inzerci sekvence podobné transpozénu (MGSTins),
druhy pro amplifikaci pfirozené se vyskytujici alely promotoru (MGSTwt), respektive
nove identifikované alely s deleci 8 nukleotidd (MGSTdel).

Schéma pozice jednotlivych primeri je uvedeno na Obrazku 1.



1. ¢ast detekéniho systému - detekce vSech S-alel

S-RNéza SFB
L LL »ssﬁu:}uu;agn» ISWS'?R
Intron ntron v
é—---ﬁ---------ﬁ ............. Y unnnr q.----q
SEQIDNO2 SEQIDNO3

2. ¢ast detekéniho systému - odliSeni samosprasnych alel $3°, S4', respektive S5 od jejich cizosprasnych protéjsku

A) alela S3" (rozsahla neznama delece v SFB genu)

S-RNéza SFB
Intron
SEQIDNO: SEQIDNQ:1t :
@ ! Intron 1 Intron 2 Q 5 V5 UTR gOIDNOJS
« ; ;

SEQIDNO:2 SEQID NO:12 SEQID NO:14

" aar u 83’ delece 0 neznamé velikosti
amplifikace S3i 83
se stejnou délkou fragmentu u 83'se neamplifikuje ani jeden z fragmenti SFB genu

B) alela S$4” (piima detekce 4nt delece )

S-RNéza SFB
Intron ’
SEQIDNO: SEQIDNO:15
Intron 1 Intron 2 VE'UTR »
..-4.-.....-.9 .............. Y T 9_..-»
<« uS4’ delece 4nt <«
SEQIDNO2 SEQIDNO:16

amplifikace S4 i 84" s délkou

amplifikace $4 i 4 fragmentu lisici se o 4 nukleotidy

se stejnou délkou fragmentu

C) alela S5° (pfiméa detekce mista s bodovou mutaci)

S-RNéza SFB
4 Intron 1 Intron 2 v I‘,:].trﬁ.rr'.R ﬁszun?u:‘ée\:i‘;%'
e G SRR P —" gy
u S5 delece 1 nt s?q DNO2 u S5’ predZasny stop kodon :EQ N0
amplifikace S5i S5 s délkou u 85" nedochézi k amplifikaci

fragmentu liSici se o 1 nukleotid

3. ¢ast detekéniho systému - detekce alel promotoru MGST

MGSTins
promotor Inzerce promotor
MGST genu 1848bp "% MGSTgenu

<«
SEQIDNO: 19

MGSTwt

promotor MGST genuSEmDNoﬁ'

< ]
SEQ D NO: 19

MGSTdel

SEQIDNO:21
promotor MGST genu >

>

=)
delece8nt
SEQID NO: 19

Obrazek 1. Schéma S-lokusu obsahujiciho geny pro S-RNazu a SFB, respektive M-lokusu
obsahujiciho gen MGST. Uvedena pfiblizna pozice nasedani jednotlivych primert, v ptipadé
analyzy samosprasnych S-alel i princip jejich odliSeni od ptivodnich cizosprasnych alel. Obrazek
neni uveden v méfitku.
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Timto systémem budou pravdépodobné identifikovany vSechny znamé S-alely,
prestoze jsou nékteré z nich velmi vzacné a nebylo je mozné ovétit z divodu nepfitomnosti
dané S-alely v genofondovych sbirkach VSUO Holovousy. Pro detekei S-alel jsou viak
pouzity univerzalni primery pro amplifikaci okoli prvniho intronu S-RNazy, které byly
téméf v nezménéné podobé pouzity pro identifikaci téchto vzacnych S-alel. Na zékladé
analyzy pfislusnych sekvenci Ize predpokladat, ze timto systémem primert bude mozné
jednoznacné identifikovat i neovétené S-alely. Zaroven by na zdkladé znamych sekvenci

meély byt identifikovany vSechny alely promotoru MGST.

Specifita navrzeného systému byla ovéfena sekvenovanim vSech PCR

amplifikovanych fragmentt pro jednotlivé S-alely/alely promotoru MGST.

Metodika byla testovana a validovana s pouzitim konkrétnich reagencii, souprav
a pfistroju (viz nize). Odbornici v oboru vsak budou schopni metodiku verifikovat pro
konkrétni vybaveni laboratofe a pouzivané laboratorni reagencie. Také budou moci
ucinit rizné modifikace pouzitého zpusobu PCR, uvedenych primeri a fluorescenéniho
oznaceni primerd tak, aby nedoslo ke snizeni specificity PCR detekce jednotlivych
S-alel/alel promotoru MGST. Odbornici v oboru budou téz schopni snizit pocet soucasné
detekovanych S-alel v jedné reakci, poptipadé vynechat analyzu alel promotoru MGST,
napt. z diivodu uzplsobeni pouzité sady primert pro detekci pouze urcitych S-alel

v potomstvu ur¢itého kiizeni, a to dle typu rodi¢ovskych S-alel.

Vlastni metodika pro pouziti v praxi sestava z nékolika kroki: izolace DNA,
multiplexni PCR, fragmentacni analyza, vyhodnoceni vysledku, a to jak pro S-alely, tak
pro alely promotoru MGST, a ovéfeni opylovacich pomérti v polnich podminkéch.

3.2 Izolace DNA

Z odebranych vzorkt rostlinného materialu (lyko, listy) byla izolovana celkova
DNA izola¢nim kitem Exgene™ Plant SV mini (GeneAll) dle navodu vyrobce.
Homogenizace vzorkt byla provadéna v tekutém dusiku, navazka vzorku ¢inila 100 mg.
Koncentrace DNA ve vzorku byla stanovena pomoci spektrofotometru NanoDrop
Lite (ThermoFisher Scientific), pro standardizovanou analyzu byla fedéna PCR vodou

na koncentraci 10 ng/pl.



Pro ovéfeni navrzeného systému detekce S-alel/alel promotoru MGST byly pouzity
genotypy uchovavané v genofondovych sbirkach VSUO Holovousy a zde vyslechténé
genotypy. Vzorek odridy “Cristobalina” nesouci bézné se nevyskytujici alelu MGSTins
byl darem od dr. Mirka Schustera z Julius Kiihn-Institut, Pillnitz, Némecko. Vzorek
odridy ‘Kronio” obsahujici bézné se nevyskytujici samosprasnou alelu S5 a nové
identifikovanou alelu MGSTdel byl darem od prof. Tiziana Carusa z Universita degli

Studi di Palermo, Palermo, Italie.

3.3 Multiplexni PCR a fragmentac¢ni analyza

Piipravena DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi
reakénimi podminkami: 2 pl DNA; 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix (ThermoFisher Scientific), primery v koncentracich a fluorescenc¢né oznacené dle
Tabulky 1, PCR H,O do celkového objemu 10 pl.
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PCR amplifikace probihala v  PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim
teplotnim profilem: 98 °C/30 s; cyklovani: 26x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s);
zaveérecna extenze 72 °C/15 s. Pro fragmentac¢ni analyzu byl smichan 1 ul PCR produktu
s 15 pl Hi-Di™ formamidu a 0,5 pl velikostniho standardu GeneScan™ 600 LIZ™ dye
Size Standard v2.0 (oboji od ThermoFisher Scientific). Vzorky byly denaturovany pfi
95 °C/5 min a fragmentacni analyza amplikoni byla provedena s vyuzitim genetického
analyzatoru AB3500 (ThermoFisher Scientific).

3.4 Vyhodnoceni vysledkii

Vysledky byly analyzovany softwarem GeneMapper™ (ThermoFisher Scientific),
ktery je schopen vyhodnotit délky jednotlivych fragmentt v nukleotidech, a nalezy byly
interpretovany podle Tabulky 2 pro stanoveni S-alel, pfipadné Tabulky 3 pro urceni alel
promotoru MGST. Je znamo, Ze velikost analyzovanych PCR fragmenti vyhodnocena
pri kapilarni elektroforéze zavisi kromé skutecné délky sekvence i na sekvenénich
vlastnostech amplifikovaného fragmentu, pouzitém fluorescenénim znaceni, pouzitém
pristroji a podminkach elektroforézy (viz napi. www.thermofisher.com). Muze se
tedy lisit od délek zjisténych na zakladé realné sekvence. Proto jsou v Tabulce 2 a 3
uvedeny kromé piedpokladanych délek fragmenti oznacenych kurzivou i délky
stanovené pii fragmentacni analyze dle vySe uvedeného postupu oznacené tu¢né, jak
byly ovéfeny na genotypech udrzovanych v genofondovych sbirkiach VSUO Holovousy
a vyslechténych tamtéz. Z diavodu nékdy i pomérné velkych rozdild je vhodné
systém vzdy ovéfit na referen¢nich odriidach se znamymi S-alelami/alelami MGST,
popiipadé sekvenovanim jednotlivych PCR fragmentl. V piipad¢ vyskytu fragmenti
neptifaditelnych na zaklad¢ délek uvedenych v Tabulkach 2 a 3 se doporucuje tento
fragment identifikovat sekvenovanim. Pfi analyze cca 350 polozek genofondovych sbirek
a nckolika set genotypil vzniklych kiizenim vSak nebyl zadny neocekavany fragment
identifikovan kromé dfive neznamé alely promotoru MGST u odridy "Kronio’. Tento
fragment byl sekvenovanim identifikovan jako nova alela promotoru MGST s deleci
8 nukleotidl nejasného vyznamu pro mechanismus opyleni tfesni, nebot’ tato odrida je

samosprasna diky alele S5°.
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Tabulka 3. Vyhodnoceni fragmentacnich analyz pro promotor MGST. Délky jednotlivych
amplifikovanych fragmenti jsou uvedeny v nukleotidech, v zavorce uvedeny primery pouzité pro
amplifikaci pfislusného fragmentu (forward + reverse). Délky alel kurzivou: predpokladané délky
podle analyzy referencnich sekvenci v databazi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), popfi-
padé¢ dle vlastniho sekvenovani. Délky alel tu¢nym pismem: délky stanovené pii fragmentacni
analyze dle vyse uvedeného postupu.

Barva fragmentu pii
Alela promotoru MGST | fragmentacni analyze: modra
(FAM)
191 (197)
MGSTins (SEQ ID NO: 20 +
SEQ ID NO: 19)
145 (139)
MGSTwt (SEQID NO: 21 +
SEQ ID NO: 19)
137 (131)
MGSTdel (SEQID NO: 21 +
SEQ ID NO: 19)

Vysledky analyzy genofondové sbirky a vybranych genotypu §lechtitelské kolekce
Vyzkumného a $lechtitelského tstavu ovocnafského Holovousy, s.r.o0. jsou uvedeny

v Piiloze 1.

3.4.1 Piiklady vyhodnoceni S-alel

Jelikoz je tfeSen ptaci (Prunus avium L.) primarné cizosprasny diploidni
organizmus, o¢ekava se identifikace dvou odlisSnych S-alel s tim, Ze v ptipadé homozygotné
samosprasnych odrid mohou byt ob¢ alely stejné, a identifikace az dvou riznych alel
promotoru MGST. Ukazky fragmentacnich analyz pro vSechny identifikované S-alely,
respektive alely promotoru MGST nalezené v genofondovych sbirkach VSUO Holovousy

jsou uvedeny na Obrazku 2.
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Obriazek 2. Ukazka fragmentacni analyz s riznymi S-alelami/alelami promotoru MGST

Zvlastni pozornost je tieba vénovat vyhodnoceni genotypt s ur¢itymi kombinacemi
S-alel. Pokud je identifikovana pouze jedina S-alela jina nez S3, S3°, S4" nebo S5°, mize
se jednat o vyskyt nové S-alely, kterou nelze identifikovat navrzenou sadou primerd.
Pokud je nalezena pouze alela S3, S3°, S4" nebo S5, je nutné krom¢ moznosti nalezu
nove alely také pocitat s moznosti, ze se mize jednat o kombinace S-alel S3S3°, S3'S3’,
S4'S4’, ptipadné S5'S5°.

Vyskyt S-alely, kterou nelze identifikovat navrZenou sadou primeri

U genotypu s oznacenim "Téchlovicka I” byla vystupem z fragmentacni analyzy
identifikace pouze alely S4 (Obrazek 3). Vzhledem k tomu, ze kombinace alel S4S4 by
neméla byt z genetického hlediska mozna, 1ze ocekavat, ze druhou S-alelou je S-alela,
kterou nelze amplifikovat ani univerzalnimi primery obklopujicimi prvni intron. Pfi
pokusu o jeji identifikaci je mozné pouzit primery amplifikujici druhy intron S-RNazy,

poptipadé intron v 5" UTR SFB genu a ptipadny produkt osekvenovat.
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Obrazek 3. Fragmentacni analyza u genotypu "Téchlovicka I” pouze s identifikovanou alelou
S4

U genotypu s oznacenim "Téchlovicka I” byla nasledné skutecné identifikovana

S-alela, ktera nebyla dosud popsana, a je dale analyzovana.

Kombinace alel S3S3”

Kombinace alel S3S3” bude na vystupu z fragmentacni analyzy vypadat nasledovné
(Obrazek 4a).

H
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Obrazek 4a. Fragmentacni analyza u genotypu "16/45" s alelami S3S3”

Na Obrazku 4a lze identifikovat pouze vrcholy charakteristické pro S-alelu S3
a fragment o délce 139 nukleotidli alely MGSTwt. Kombinace alel S3S3 by neméla
byt z genetického hlediska mozna. Muze se tedy jednat bud’ o kombinaci alely S3
s S-alelou, kterou nelze identifikovat navrzenou sadou primert, nebo o kombinaci alel
S3S3’, nebot’ alela S3” poskytuje pfi amplifikaci vrchol o délce 231 nukleotidl stejné
jako alela S3 a zadny jiny fragment. Ob¢ tyto moznosti v§ak lze od sebe pomérné snadno
odlisit vzhledem k tomu, ze vyska vrcholu je imérna mnozstvi vstupni DNA pro jeho
amplifikaci. V idealnim pfipadé se 100% ucinnosti amplifikace by dvojnasobné mnozstvi
vstupni DNA znamenalo dvakrat vyssi signal amplifikovaného fragmentu. Ve vyse
uvedeném piipadé se fragmenty o délce 94 a 122 nukleotidii amplifikuji pouze u alely

S3. Oproti tomu fragment o délce 231 nukleotidi se bude amplifikovat u alely S3 i S3".
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Pokud by tedy dany genotyp obsahoval pouze alelu S3, bude vyska vrcholu o délce
231 nukleotidt pfiblizné dvakrat nizsi, nez by tomu bylo pii soucasné amplifikaci alel
S3 a S3” v témze vzorku. Pro porovnani riznych vzorkt v§ak nelze pracovat s absolutni
vysi signalu fragmentu o délce 231 nukleotidd, jelikoz je tato vySe dana mnozstvim
DNA vstupujicim do reakce, popfipadé dalsimi faktory ovliviiujicimi celkovou
amplifikovatelnost DNA. S vyhodou vSak lze vyuzit pomér vySek signalt ostatnich
fragmentl ve fragmentacni analyze a vysky signalu fragmentu o délce 231 nukleotidt
u srovnavacich vzorkl obsahujicich alelu S3 v kombinaci se zndmou S-alelou jinou nez
S3” (viz napi. Obrazek 4b).
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Obrazek 4b. Fragmentac¢ni analyza u odridy "Namare” s alelami S3S4

Jiznaprvnipohled je ziejmé, Ze zatimco na Obrazku 4a je vyska v§ech vrcholt témét
identicka, na Obrazku 4b ma vrchol fragmentu o délce 231 nukleotidi priblizné poloviéni
vysku signalu ve srovnani s fragmenty o délce 94 nukleotidi a 122 nukleotidu, které jsou
typické pouze pro alelu S3. Nasledujici Tabulka 4 ukazuje vysky signali a pomér mezi
nimi u fragmentt o délce 94, 122 a 231 nukleotidd, které vznikaji amplifikaci alely S3,
respektive S3” (zde pouze 231 nukleotidil). Nezbytnym piedpokladem pro porovnavani
téchto pomért je vSak pouziti stejného premixu primerd pouzitych pro PCR amplifikaci.
Vzhledem k citlivosti fragmenta¢ni analyzy by i mala zména koncentrace jednotlivych
primerti velmi vyznamné ovlivnila vystup fragmentacni analyzy a vysledky by nebyly

porovnatelné.
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Tabulka 4. Poméry vysek signali fragmenti o délce 94, 122 a 231 nukleotidd u riznych
genotypu s alelou S3.

Vysky signalu u jednotlivych « s
Genotyp S-alely y %/raggmen tit ;lely 3 y Poméry vySek signali
94 nt 122 nt | 231 nt | 231/94 | 231/122 | 94/122

Pivovka S3S7 8267 6237 4854 0,59 0,78 1,33
Schneiderova S3S12 2838 2156 1404 0,49 0,65 1,32
17010 S3S4° 2249 1505 1227 0,55 0,82 1,49
Rossii de Bistrita S3S9 3406 2468 1696 0,50 0,69 1,38
Grevenbroicher S3S13 3401 2543 1875 0,55 0,74 1,34
Namare S3S4 6490 4709 3129 0,48 0,66 1,38
16/45 S383° 6810 4619 7096 1,04 1,54 1,47
Axel S383° 3819 2578 3389 0,89 1,31 1,48

Jak ukazuje Tabulka 4, pomér mezi vyskami signalu fragmentti o délce 94, respektive
122 nukleotidd, a vyskou signalu vrcholu o délce 231 nukleotidti neni ovlivnén absolutni
hodnotou signalu. Z Tabulky 4 je patrné, ze u genotypti "Axel” s diive zndmou kombinaci
alel S3S3" a "16/45" doslo ke zvyseni poméru vysek signald fragmentl o délce 231/94, re-
spektive 231/122 na zhruba dvojnasobek, zatimco pomér 94/122 ztistal zachovan. Je tomu
tak proto, Ze jsou oba tyto fragmenty amplifikovany pouze z jediné S-alely (S3), zatim-
co fragment o délce 231 nukleotidd se amplifikuje z alely S3 i S3". Poméry mezi vyse
uvedenymi fragmenty se u jednotlivych kombinaci S-alel mirng lisi. Utinnost amplifikace
jednotlivych fragmentt je totiz ovlivnéna dals$imi faktory, napt. sou¢asnou amplifikaci ostat-
nich fragmentt v reakci, pfipadnou fragmentaci vstupni DNA, pfitomnosti inhibitord DNA
polymerazy v reakei, které mohou upfednostiiovat syntézu kratsich fragmentt, a dal$imi.

Kombinace dvou stejnych samosprasnych S-alel

U genotypt s kombinaci dvou stejnych samosprasnych S-alel (S3°S3", S4'S4’,
respektive S5°S5") budou pii fragmentaéni analyze identifikovany fragmenty odpovidajici

jedinému typu S-alely, viz Obrazek Sa pro kombinaci alel S4°S4".
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Obrazek 5a. Fragmentacni analyza genotypu "16781" s alelami S4"S4”
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I v tomto pfipadé lze pro identifikaci, ze se jedna o kombinaci dvou stejnych
samosprasnych S-alel a nikoliv o kombinaci samosprasné S-alely s S-alelou, kterou
nelze identifikovat uvedenou sadou primert, vyuzit poméry vysek signala fragmenti
amplifikovanych v reakci obdobné jako pri identifikaci kombinace S3S3’. Zde bude
nezbytné pouzit jako kontrolni fragment, ke kterému bude vyska signalu fragmentu
specifického pro samosprasnou S-alelu poméfovana, fragment vznikajici amplifikaci
promotoru MGST, obvykle MGSTwt. Pro porovnani je tfeba vybrat odriidy s alelou S4°
ajakoukoliv jinou identifikovanou S-alelou, u kterych se piedpoklada ptitomnost stejného
poctu alel MGSTwt (viz dale). V uvedeném ptikladu lze vyuzit poméry signalt fragmentii
o délce 177 a 450 nukleotidd vznikajicich amplifikaci alely S4” viici signalu fragmentu
o délce 139 nukleotidt (MGSTwt). Jejich pomér by mél byt priblizné dvojnasobny oproti
pomeéru ziskanému pii amplifikaci odridy pouze s jedinou samosprasnou alelou S4° (viz
Obrazek 5b).
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Obrazek 5b. Fragmentacni analyza genotypu "17014" s alelami S4'S6

Tabulka 5. Poméry vysek signala fragmenti o délce 139, 177 a 450 nukleotidli u riznych
genotypu s alelou S4°.

Vysky sigfnélu u je(}notlivych Poméry vySek signali
ragmentu
Genotyp | S-alely ™ " " T 177nt | 450 nt
(MGSTwt) | (s4) s4) 177/139 | 450/139 | 177/450

Lapins S1S4’ 1342 588 1328 0,44 0,99 0,44
Grace Star | S4'S9 5929 2800 5948 0,47 1,00 0,47
16689 S4'S6 842 353 817 0,42 0,97 0,43
16948 S284° 2211 1015 2375 0,46 1,07 0,43
17010 S3s4’ 2070 905 1946 0,44 0,94 0,47
17014 S4'S6 2497 1160 2504 0,46 1,00 0,46
16781 S4'S4” 2299 2155 4674 0,94 2,17 0,46
16946 S4'S4” 4155 4118 8529 0,99 2,05 0,48
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Z Tabulky 5 je zfejmé, ze u genotypt "'16781" a "16946" doslo ke zvyseni poméru
vysek signald fragmentt o délce 177/139, respektive 450/139 na zhruba dvojnasobek,

zatimco pomér 177/450 zistal zachovan.

Analogicky by se postupovalo i pfi identifikaci genotypt S3°S3" a S5'S5’, kdy
lze v pripadé genotypu S3°S3” pouzit pomér vysek signalti fragmentu o délce 231
nukleotidt specifického pro S3 i S3” a fragmentu specifického pro alelu promotoru
MGST. V piipadé genotypu S5'S5" lze pouzit pomér vysek signald fragmentu o délce
391 nukleotidt specifického pro alelu S5 a fragmentu specifického pro alelu promotoru
MGST. Genotypy S3°S3" a S5'S5” vsak nebyly pro analyzu k dispozici.

Ve vsech pripadech genotypl se dvéma stejnymi samosprasnymi S-alelami je
tfeba pouzit jako kontrolu odriidy se stejnou samosprasnou alelou a jakoukoliv jinou
identifikovanou S-alelou (kromé kombinace S3S3"), ukterychse predpoklada pritomnost
stejného poctu alel porovnavané alely MGST. Pfipadné je mozné do fragmentacni
analyzy zaradit jakykoliv jiny referen¢ni gen misto MGST. Ani zde vSak neni jisté,
kolik kopii alely daného kontrolniho genu jednotlivé genotypy ve skutecnosti obsahuji.
Z tohoto duvodu se doporucuje pouzivat vice kontrolnich odriid a kontrolni odridu
s pfipadnymi zjevnymi diskrepancemi z analyzy vyloucit. Mohla by totiz obsahovat
jiny pocet dané alely kontrolniho genu nez analyzovany vzorek. Analyza v§ech poméra
opét vychazi z predpokladu, ze byl pro analyzu porovnavanych vzorkt vyuzit stejny

premix primerd.

3.4.2 Priklady vyhodnoceni alel promotoru MGST

Hlavnim d@vodem pro zatazeni analyzy promotoru MGST do navrzené sady
primert je identifikace alely promotoru MGST s inzerci sekvence podobné transpozonu
(MGSTins) zodpovédné za alespoil ¢aste€nou samosprasnost tiesni (Ono K, 2018)
s délkou amplifikovaného fragmentu 197 nukleotidii. Pokud nejsou identifikovany dvé
rizné alely promotoru MGST, ptedpoklada se, ze dany genotyp nese dvé shodné alely.
I kdyz samoziejmé nelze vyloucit pfitomnost jinych alel MGST promotoru, které neni
mozné amplifikovat navrzenou sadou primert, jejich vyskyt neni na zakladé publikované
literatury ocekavan. Z divodu korektnosti je vSak na vystupech z fragmentacnich
analyz uvadéno pouze MGSTwt a nikoliv MGSTwt/MGSTwt. U odridy "Kronio” byla

identifikovana zcela nova alela s deleci 8 nukleotidll (oznacovana zde MGSTdel) oproti
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prirozené se vyskytujici sekvenci MGSTwt. Vyznam této delece pro mechanismus opyleni
vSak neni ziejmy, jelikoZ je tato odriida samosprasna z divodu pfitomnosti samosprasné
alely S5” a potomci této odrudy, ktefi by méli pfitomnou pouze alelu MGSTdel a nikoliv
S5, nebyli pro testy samosprasnosti k dispozici. Ukazka vystupll z fragmentacnich
analyz odrud s riznymi alelami promotoru MGST je uvedena na Obrazku 6.
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Obrazek 6. Fragmentacni analyza genotypu "10364" a odrid "'Kronio” a "Cristobalina’, které
obsahuji rizné alely promotoru MGST.

3.5 Ovéreni opylovacich poméria v polnich podminkach

Pro otestovani opylovacich pomérti dvou odrid je nejdiive nutné ziskat pyl
z genotypu tfe$né, kterym bude opylovan mateisky strom. Zacina se tedy odbérem
vétvi ve fenofazi uzavienych kvétih BBCH 55 (stadia kvétt jsou uvedena podle Meier
U, 1994) ze stromu a jejich prenesenim do vnitfnich podminek s fizenou teplotou. Zde
se nechaji nakvést do stddia BBCH 57-59, kdy jsou kvéty stale jesté uzaviené. V tomto
stadiu se kvéty odeberou z vétvi a mechanicky se z nich vyjmou prasniky. Ty se ulozi
do prodysnych izolac¢nich obali a vysusi bud’ v susicce, nebo plsobenim jiného zdroje
tepla. Teplota suseni by méla byt v rozmezi 30 az 40 °C. Doba suseni zavisi na mnozstvi
prasnikil, obvykle se pohybuje kolem 48 hodin. Po suseni se prasniky rozdrti v hmozditi

a sesypou do hermeticky uzaviratelné nadoby a ulozi do -20 °C.
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Veétve matetfského stromu s neotevienymi kvéty ve vyvojovém stadiu BBCH 57
je nutné peclivé zaizolovat prodysnou textilii tak, aby byl zcela zamezen piistup hmyzu
a jinych vektort, ktefi by matefské kvéty kontaminovali nezdédoucim pylem. K samotné
zkousce vzajemné kompatibility, tedy k opylent, se pfistupuje ve fazi plného kveteni BBCH
65 matefského stromu. Pfed samotnym opylenim se prenese pyl do mikrozkumavky
s objemem 2ml, z které bude pyl nanasen na blizny mateiskych kvéti. Pro opylovani se
pouzije dievénd tyCinka s pryzovou hadickounasazenounajednom konci. Pfed odstranénim
ochranné textilie z izolovanych vétvi si osoba provadéjici opyleni vydezinfikuje ruce
etanolemaprfed samotnym opylovanim dezinfekcizopakuje. Opyleni se provede ponofenim
pryzoveé ¢asti ty¢inky do mikrozkumavky s pylem a ptenesenim pylu na rozkvetlé kvéty
matefského stromu s odhalenymi bliznami. PryZova ¢ast s ulpénym pylem se jemné otre
o bliznu tak, aby nedoslo k poskozeni pestiku. Béhem opylovani se pocitaji opylené
kvéty a konecny pocet se zaeviduje. Doporu¢ovany minimalni pocet opylenych kvéti je
150. Po opyleni se vétve opét zaizoluji ochranou textilii, aby se zabranilo kontaminaci
nezadoucim pylem. V pfipadé, ze doslo k oplozeni, se zacnou z opylenych kvéti vyvijet
pladky. Izola¢ni textilie se odstrani ve fazi BBCH 71-72, kdy uz jsou viditelné zelené
pladky. Zralé plody ve vyvojové fazi BBCH 87 se sklidi a zaznamena se jejich pocet.
Nasledné se vypocte uspesnost oplozeni podle vzorce: (SP/KV)*100, kde SP je pocet
sklizenych zralych ploda a KV znamena pocet opylenych kvéta.

Vyse uvedeny postup se pouzije jak pro ovéfovani cizosprasnosti mezi dvéma
riznymi odridami, tak pro testy miry samosprasnosti u genotypu s piedpokladem

samosprasnosti.

V prvni fadé je ucinnost oplozeni ovlivnéna typem S-alel rodict. Pii ovéfovani
inkompatibility u 14 kombinaci odrid se stejnymi S-alelami a promotorem MGST
prirozené se vyskytujiciho typu nebyl z celkem 2 100 opylenych kvéth ziskan zadny
plod. Inkompatibilita mezi danymi odridami tak byla potvrzena, nebyla pozorovana
pritomnost jiného mechanismu umoziujiciho spraseni (jako napt. u alely MGSTins).
U 10 kombinaci cizosprasnych odrid s riznymi S-alelami a promotorem MGST pfirozené
se vyskytujiciho typu bylo dosazeno t¢innosti oplozeni 0,5 az 14 %. Jak ukazuje Tabulka 6,
u 8 rliznych genotypi s identifikovanou samosprasnou alelou S4” a promotorem MGST

pfirozené se vyskytujiciho typu bylo dosazeno G¢innosti samospraseni od 7,1 do 40,8 %.
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Tabulka 6. Ovéfovani samosprasnosti novych genotypu tfesni

Genotyp S-alely Opyle(lll((;)kvétﬁ Sklize(lll((;)plodﬁ op?:zi::io(s:/o)
16865 S4'S6 49 20 40,8
16695 S4°S6 82 31 37,8

v 22/19 S384° 105 36 34,3
16649 S4'S6 122 40 32,8
16686 S4°S6 95 11 11,6

vC 22727 S1S4’ 170 18 10,6
14613 S4'S9 138 10 7,2

v 23/69 S284° 112 8 7,1

Utinnost opyleni a nasledného oplozeni je viak vzdy tieba sledovat n&kolik let,
aby byl omezen vliv biotickych a abiotickych faktord, které mohou velmi vyznamné
ovlivnit vysledny pocet sklizenych plodi. Za dostate¢nou je povazovana minimalné 10%
ucéinnost oplozeni (Skiivanova A, 2015), at’ jiz se jedna o samooplozeni, nebo oplozeni
cizim pylovym zrnem. Velmi vysoka procenta oplozeni vSak také nejsou zcela zadouci,
nebot’ miize dochézet k takzvanému pieplozovani a zdrobnéni plodi. Pokud dany genotyp
vykazuje znamky mozného pfeplozovani, je vhodna probirka plodi. Alternativné je
v nékterych piipadech mozné fesit preplozovani volbou vhodnéjsi podnoze, v piipadé
cizospras$nych odrid i vybérem jiného opylovace.

4. Srovnani novosti postupi

Pro analyzu S-alel je v soucasném stavu techniky pouzivano mnoho pfistupt.
Z4dny z nich vak neumoziiuje identifikaci viech nejéastgji se vyskytujicich S-alel/alel
promotoru MGST v jediné multiplexni reakci. Ve vétSiné dosavadnich postupt jsou
pro amplifikaci v prvnim kroku obvykle pouzivany univerzalni primery amplifikujici
prvni intron S-RNazy a jeho okoli. Nékteré S-alely vSak davaji pii amplifikaci s t€mito
primery délkové shodné fragmenty. Tyto S-alely je pak tfeba dourcit, a to zpravidla dalsi
PCR amplifikaci s primery specifickymi pro jednotlivé S-alely. Nékteré laboratofe pak

rovnou vyuzivaji alelicky specifické primery. To vSak neni vhodny pfistup pii analyze
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genotypu se zcela neznamym S-alelickym slozenim. I v ptipadé, Ze jsou mozné S-alely
predpokladany, napt. jsou pii kiizeni znamy S-alely obou rodicu, nelze vyloucit volné
spraseni misto cileného kiizeni a dourceni S-alel pak muze byt velmi pracné. O analyze
promotoru MGST genu existuje jedind publikace (Ono K, 2018), ktera identifikuje
pfi¢innou inzerci zodpovédnou za alespon CasteCnou samosprasnost tiesni. Rutinni

diagnostika tohoto lokusu neni v piislusné publikaci fesena.

Postup popsany v této metodice je tak zcela unikatni v tom, ze dokéze v jediné
multiplexni reakci identifikovat v§echny nej¢astéji se vyskytujici S-alely/alely promotoru
MGST, a to véetné samosprasnych S-alel. Umoziiuje tak velmi rychlou a nenaro¢nou
identifikaci genotypu tfeSné¢ z pohledu cizosprasnosti/samosprasnosti bez ohledu na

plvod analyzovaného genotypu.

5. Popis uplatnéni metodiky

Vzhledem ke stanoveni molekularni podstaty cizosprasnosti/samosprasnosti
v jediné reakci je tato metodika vhodna pii kazdé analyze S-alel/alel promotoru MGST
tfesni. Jeji vyhody se uplatni zejména pii velkokapacitnim pouziti. Je totiz aplikovatelna
pro tzv. molekularnimi markery asistované §lechténi (MAS), napt. pfi selekci genotypii
pochazejicich ze Slechténi zaméfeného na produkei samosprasnych odrid tesni, kdy
umoziuje vyselektovat perspektivni samosprasné semenace jiz po nékolika tydnech ristu.
Bez molekularnich analyz je tieba veskeré potomstvo obsahujici i nezadouci cizosprasné
genotypy udrzovat ve vysadbé po dobu cca 6 let a vice, kdy je teprve mozné provést
polni zkousky samosprasnosti zalozené na fenotypu. Takto rana selekce $lechtitelského
materialu pfinasi nemalé financni uspory diky tomu, ze Setii praci, material i prostor,
které jsou nezbytné pro péstovani semenact treSni. S-alely je vSak dulezité stanovovat
iu cizosprasnych tfesni z divodu vybéru vhodnych opylovacich odrtd, a to jak pro ucely

Slechténi, tak pro komercni produkei tfesni.

Vzhledem k vyse popsanému moznému vyuziti je tato metodika urcena zejména
Slechtiteliim pro rutinni stanovovani molekularni podstaty cizosprasnosti/samosprasnosti,
poptipadé pro komeréni péstitele tfesni pro stanoveni opylovacich poméri. Dale je
tato metodika vyuzitelna pro stanoveni S-alel/alel promotoru MGST jako soucast

charakterizace genotypu tfesni v evropskych i svétovych genofondovych sbirkach.



6. Ekonomické aspekty

Ekonomické aspekty aplikace metodiky stanoveni S-alel/alel promotoru MGST
v jediné reakci do praxe 1ze rozdélit dle predpokladané rychlosti zavedeni na ty s brzkym
efektem a na ty s efektem pozd&jsim.

Zavedeni této metodiky do praxe mize mit okamzité ekonomické dopady do Ctyt
oblasti — 1) uspora materialovych nékladi a ¢asu v laboratotich, které se stanoveni S-alel/
alel promotoru MGST vénuji; 2) vynosy z prodeje jiz predpfipravenych souprav pro
urcovani S-alel/alel promotoru MGST; 3) vynosy z laboratorniho stanoveni S-alel/alel
promotoru MGST provadénych na zakazku; a 4) uspory ve $lechtitelskych programech,

nebot’ nebude nutné stanovovat S-alely/alely promotoru MGST pomoci polnich pokust.

Doposud neexistuje zadna jind metodika, pomoci které by bylo mozné stanovit
S-alely, véetné vSech samosprasnych S-alel, a soucasné také alely promotoru MGST
v jediné reakci. Existuje mnoho separatnich metod pro stanoveni kazdé komponenty
zvlast. Cena za takovéto stanoveni se muze pohybovat v tisicich korun a délka
analytického procesu muze ptresahnout pii analyze zcela neznamych genotypid tyden
i vice podle kombinace S-alel/alel promotoru MGST a dle zplsobu jejich detekce
(viz kapitola 3. Srovnini novosti postuptl). Cisté materialové néklady na provedeni
navrhované metodiky se pohybuji okolo 150 K¢/genotyp, nemluvé o uspote Casu, ktery

mize laboratof vénovat jinym aktivitadm, protoze analyza trva jen jeden den.

Metodika sice velmi podrobné popisuje postup stanoveni S-alel/alel promotoru
MGST vcetné pouzitych reagencii, l1ze vSak predpokladat, ze nekteti uzivatelé metodiky
budou chtitradéji vyuzitjiz predmichanych sad primert pro jejich detekci. Vynos z prodeje
téchto sad pak bude pifjmem pro VSUO Holovousy. Piedpoklada se cena v rozmezi
8000 az 10 000 K¢ za ovétenou predmichanou sadu primerti véetné kontrolnich DNA
pro jednotlivé S-alely/alely MGST vystacujici pro analyzu 100 vzorkti DNA, v zavislosti
na odebraném objemu. Dalsi pfijem muze laboratof generovat provadénim analyz
S-alel/alel promotoru MGST formou sluzby pro externi zakazniky. Cena za analyzu bude
stanovena se zohlednénim vsech faktoru, které ovliviiuji naklady na provedeni testu,
tedy vcetné prace, energie a amortizace vyuzivanych pfistroju, a na zakladé aktualniho

zajmu ze strany zakazniku.
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V ramci Slechtitelskych programt budou Uspory realizovany diky tomu, Ze
bude mozné pomoci této metodiky stanovit kombinaci S-alel/alel promotoru MGST
a potencial samosprasnosti jiz ve fazi malého semenacku. Odpadne tak nékolikaleté
péstovani neperspektivnich genotypti a polni pokusy, které jsou jinak nutné ke stanoveni
inkompatibilni skupiny ¢i samosprasnosti. Pti vyuziti této metodiky ve srovnani s klasickym
postupem zjistovani podminek opylovacich pomért se odhaduje uspora v fadech stovek
tisic korun ro¢né¢ na materialnich a hlavné personalnich nakladech pii provedeni selekce
na péti stech kusech semenaci ro¢né ve spojeni s hledanim samosprasnych jedincti.
Materialni naklady zahrnuji snizeni ndkladl pro dopéstovani semenacli ve skleniku
(substrat, sadbovace, hnojivo, ptipravky na ochranu rostlin, odpisy budovy skleniku aj.),
dopéstovani vysadbového materidlu v ovocné skolce (podnoze, hnojivo, vyvazovaci
material a pomucky, pfipravky na ochranu rostlin, amortizace mechanizace potiebné
k udrzbé ovocné skolky atd.) a vysadbu a péstovani genotypl na trvalém stanovisti
selekéniho sadu (opérna konstrukce sadu, hnojivo, ptipravky na ochranu rostlin, naradi pro
provedeni fezu, amortizace mechanizace potiebné k tidrzbé sadu aj.). Personalni naklady
jsou dany naro¢nou udrzbou a provedenim vsech praci spojenych s kultivaci a evidenci
semenact do faze plodnosti. Dale zahrnuji provedeni opakovanych opylovacich testi
(priblizné 10 let kultivace kazdého ro¢niku semenact) a také praci spojenych s odbornym
vyhodnocenim opylovacich testi a naslednym provedenim selekce. Nedilnou soucasti

jsou i naklady na likvidaci desetiletého porostu sadu genotypt po provedené selekci.

Ekonomické aspekty s dlouhotrvajicim efektem jsou predevsim ve vyuziti metod
k vyslechténi novych odrid tfesni se zadanou kombinaci S-alel ¢i samosprasné odrudy.

Slechtitelsky program tiesni VSUO Holovousy, s.r.0. je v sougasnosti povazovan
za svetovou Spicku ve Slechténi tfesni, coz potvrzuji zajemci o péstovani tiesni z fad
velkych svétovych komercnich korporaci obchodujicich s tfeSnémi. Jedinecnost Slech-
titelského programu Ize spatfit i v samotném umisténi Slechtitelské stanice. Nachdzi se
v oblasti na pomezi vyskytu ptimotského a kontinentalniho klimatu. Selektované odriidy
tak maji potencial vyborné se vyrovnat s riznymi a zna¢né€ rozdilnymi klimatickymi
podminkami péstitelskych stanovist. Slechténi ovocnych druht jako zastupcii plodin
tzv. trvalych kultur je zna¢né zdlouhavy proces, kdy k registraci nové odriidy dochazi
pramérné po 25 letech od zahajeni ¢innosti a dalSich minimalné 10 let trva, nez se odrida
prosadi na trhu. Z tohoto diivodu je zna¢nou vyhodou vice nez padesatileta nepierusena

slechtitelska ¢innost VSUO Holovousy. Molekularni biologie umozni efektivné zrychlit
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Slechténi a rychleji se tak ptizpusobit napt. zménam klimatu, poptavce zakazniku, rezis-

tencim na choroby, problémum s opylovaci, zajisténi samosprasnosti odridy apod.

Odridy tiesni VSUO Holovousy se proslavily piedeviim prostiednictvim
dokonceni selekce a registraci odridy "Kordia“ a vyslechténim odriidy “Tamara’. Odrida
"Kordia” se od své registrace v CSSR v roce 1981 stala svétové uznavanou standardni
odridou péstovanou v mnohamilionovych partiich stromkd a setkala se s vysokou
oblibou u konzumentt ovoce. Odriida "Tamara’ registrovana v CR v roce 2015 za&ini
zaujimat vyznamnou pozornost péstitelil tfeSni ve svété, ma udélenu pravni ochranu v EU,
Svycarsku, USA, Australii a bylo pozadéno o pravni ochranu i v Chile a Cing. Jeji mnoZeni
je v soucasnosti v desitkach tisic stromkl ro¢né s exponencidlnim riistem produkce
stromki i ovoce. To dokazuje, ze VSUO Holovousy je schopen isp&iné komercionalizovat
vysledky svého Slechtitelského programu a zejména zaméteni jedné Casti slechtitelského

programu na samosprasné tiesné je do budoucnosti velmi progresivnim krokem.

Ekonomickym efektem v piipadé vyslechténi novych samosprasnych odrid nebo
odrud se specifickymi S-alelami jsou licen¢ni poplatky za vyuziti pravné chranénych
odrud. Licenéni poplatky lze v tomto piipade realizovat jako pauséalni ¢astku za prodany
stromek odriidy anebo za ¢ast trzeb z prodaného ovoce z nové vyslechténé odrudy. Volba
typu licen¢niho poplatku a jeho vyse se stanovuje smluvné a ma sva specifika vzhledem
k oblasti péstovani na svété. Redlnym predpokladem je vyslechténi jedné nové odridy
tfe$né s potencialem celosvétového tspéchu za deset let. Volba licenéniho poplatku
podporujiciho mnozeni odridy bude vzhledem k soucasnému stavu cen zvolena na realné
pramérné trovni 1 EUR, tj. 26 K¢ za prodany stromek. Doba platby licencnich poplatkii
je prumémé 25 let od udé€leni ochrannych prav k odridé. Pocet rozmnozenych stromi
od odriidy stoupd v prvnich letech exponencidlné a po deseti letech pak zpravidla linearni
mérou. Na zakladé mnozeni odrad tfe$ni “Tamara’” (komercializace od roku 2011) a "Irena’
(komercializace od roku2016) 1ze usoudit na mnozstvi prodanych stromti. Odrida “Tamara’
dosahla mnoZzeni po osmi letech komercializace poctu pies 45 tis. kusi za rok. Odrida
tfesné ‘Irena’ dosahla mnozeni po tfech letech komercializace poctu pres 12 tis. kust
za rok. V prvnich deseti letech lze tedy u nové odrudy predpokladat mnozeni primérné
v tadech 12,5 tis. kusti rocné, v dalsich patnacti letech pak vzrostou na primérnou hodnotu
60 tis. kust ro¢né. Pro vypocet lze pocitat s rozmnozenim 1 milionu stromkd za dobu
25 let. Ekonomicky potencial pii vysSlechténi nové odridy i s vyuzitim této metodiky l1ze

tedy odhadnout na 26 milionti korun pfi uvazeni souc¢asnych cen.
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9. Pilohy

Priloha 1. S-alely a alely promotoru MGST stanovené u genotypt genofondové sbirky
a vybranych genotypi §lechtitelské kolekce udrzovanych ve VSUO Holovousy (nazvy genotypt
jsou uvedeny podle databaze GRIN Czech, verze 1.10.3, https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/

search.aspx, popfipadé bez diakritiky).

Odriida S-alela 01 | S-alela 02 mﬁs(;l; all\:l(;'?)z .
72 S5 S9 MGSTwt
I NDR S3 S6 MGSTwt
1/23-4 S3 S9 MGSTwt
1032 NDR S2 S3 MGSTwt
133-3-13 S3 S4 MGSTwt
13S-22-8 S3 S4 MGSTwt
135-5-22 S1 S4’ MGSTwt
16/45 S3 S3” MGSTwt
19 NDR S1 S13 MGSTwt
219 NDR S1 S3 MGSTwt
24 NDR S3 S4 MGSTwt
27/74 S3 S12 MGSTwt
29 NDR S3 S12 MGSTwt
29/74 S3 S12 MGSTwt
2D 28-31 S3 S4’ MGSTwt
35 NDR S3 S5 MGSTwt
4C17-31 S1 S4 MGSTwt
4 NDR S3 S9 MGSTwt
41/1 S1 S3” MGSTwt
41/2 S1 S3” MGSTwt
437 NDR S7 S9 MGSTwt
45 NDR S3 S4 MGSTwt
478 NDR S3 S9 MGSTwt
6/38-3 S3 S9 MGSTwt
620 NDR S3 S9 MGSTwt
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Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Abesse de Moulins S1 S4 MGSTwt
Abundance S1 S3 MGSTwt
Adelka S1 S6 MGSTwt
Adlerkirsche von Bartschi S3 S4 MGSTwt
Alfa S1 S6 MGSTwt
Allers Spaecte S1 S5 MGSTwt
Alma S1 S5 MGSTwt
Amid S3 S4 MGSTwt
Angela S3 S4 MGSTwt
Annabella S1 S5 MGSTwt
Aranka Sl S3 MGSTwt
Asenova rana S3 S9 MGSTwt
Axel S3 S3° MGSTwt
Bada S2 S4 MGSTwt
Badaconska cerna S3 S4 MGSTwt
Badeborner S3 S4 MGSTwt
Baltavarska S3 S4 MGSTwt
Barbara S3 S4 MGSTwt
Basler Adler Sl S5 MGSTwt
Basler Langstieler S1 S2 MGSTwt
Beta S1 S5 MGSTwt
Bianca Sl S5 MGSTwt
Bigareau Oratovskeho S3 S4 MGSTwt
Bigarreau de Schrecken S1 S3 MGSTwt
Bing Cherry S3 S4 MGSTwt
Bladorozova S4 S13 MGSTwt
Blankensburg 39 S3 S4 MGSTwt
Bleyhls Braune S3 S5 MGSTwt
Boambe de Cotnari S3 S4 MGSTwt
Boppardska rana S3 S5 MGSTwt




Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Branauer S1 S5 MGSTwt
Buetners Spaete Knorpelkirsche S3 S4 MGSTwt
Buketova S2 S16 MGSTwt
Burbank Sl S3 MGSTwt
Burlat S3 S9 MGSTwt
Burlat Spur 69-120-A3 S3 S9 MGSTwt
Cerna Sl S6 MGSTwt
Cerna spicka S5 S14 MGSTwt
Cerna z Horan S4 S12 MGSTwt
Crispin (NY 8182) S1 S6 MGSTwt
Cristimar S6 S12 MGSTwt
Cristobalina S3 S6 MGSTwt | MGSTins
Deacon S2 S4 MGSTwt
Debora S4 S6 MGSTwt
Dekanka Sl S6 MGSTwt
Delta S5 S6 MGSTwt
Dneprovka S6 S9 MGSTwt
Doenissenova S3 S6 MGSTwt
Droganova S1 S5 MGSTwt
Durone di Vignola II. S6 S13 MGSTwt
Durone Nero I. S3 S13 MGSTwt
Ebony S2 S4 MGSTwt
Emperor Francis S3 S4 MGSTwt
Erika S3 S4 MGSTwt
Esperens Knorpelkirsche S3 S4 MGSTwt
F19,3,21 S1 S4 MGSTwt
Fabiola S1 S6 MGSTwt
Farnstaedter Schwarze S3 S5 MGSTwt
Faw 1092 S1 S4 MGSTwt
Faw 132.75 S3 S4’ MGSTwt
Faw 13444 S1 S14 MGSTwt
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Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Faw 1352 S3 S5 MGSTwt
Feldes Fruehe Schwarze S1 S14 MGSTwt
Felicita S4° S9 MGSTwt
Fruehe Meckenheim Sl S4 MGSTwt
Fruehe Rote Knorpel S2 S3 MGSTwt
Gamma Sl S6 MGSTwt
Garnns Bunte Sl S3 MGSTwt
Gaucher S3 S5 MGSTwt
Gaucher S3 S5 MGSTwt
Gehrdener S3 S4 MGSTwt
Gel S3 S5 MGSTwt
Georgia S1 S13 MGSTwt
Germ 3 S3 S12 MGSTwt
Germersdorf 1 S3 S12 MGSTwt
Germersdorfer S3 S12 MGSTwt
Gil Peck S2 S3 MGSTwt
Gimsdon S3 S6 MGSTwt
Gloria Sl S13 MGSTwt
Grace Star S4° S9 MGSTwt
Granat S3 S6 MGSTwt
Grevenbroicher S3 S13 MGSTwt
Grollova chrupka S3 S4 MGSTwt
Groll‘s Weisse S1 S3 MGSTwt
H 11/4 S4 S12 MGSTwt
H 15/25 S3 S13 MGSTwt
H 15/31 S4 S13 MGSTwt
H 15/36 S4 S6 MGSTwt
H21/16 S3 S5 MGSTwt
H 21/40 S1 S6 MGSTwt
H41/15 S3 S5 MGSTwt




Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Halka S1 S4’ MGSTwt
Hedelfingenska S3 S5 MGSTwt
Helga S1 S3 MGSTwt
H-111-7-2 S5 S12 MGSTwt
Hildesheim S1 S3 MGSTwt
Holovouska chrupka S3 S5 MGSTwt
Horka Sl S6 MGSTwt
Hudson S1 S4 MGSTwt
Huldra S3 S6 MGSTwt
Charger S1 S7 MGSTwt
Chebros S2 S3 MGSTwt
Chery Self Fer 46 S1 S3° MGSTwt
Chlumecka cerna S3 S5 MGSTwt
Ijunskaja Rannaja S3 S9 MGSTwt
Italia 14 S13 S14 MGSTwt
Italia 2 S13 S14 MGSTwt
Italia 4 S3 S5 MGSTwt
Italia 9 S3 S5 MGSTwt
Jacinta S3 S4 MGSTwt
Jubilee S1 S5 MGSTwt
Justyna Sl S3 MGSTwt
Karesova S1 S3 MGSTwt
Karesova Horicka S1 S3 MGSTwt
Kasandra S1 S3 MGSTwt
Kassins Auslese S2 S3 MGSTwt
Kassins Fruehe S2 S3 MGSTwt
Kastanka S1 S2 MGSTwt
Katalin S4 S12 MGSTwt
Kisinevskaja S2 S6 MGSTwt
Kitajevskaja S3 S4 MGSTwt

a7



48

Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Knauffs Schwarze S2 S6 MGSTwt
Konservnaja S6 S9 MGSTwt
Kordia S3 S6 MGSTwt
Korned S4 S13 MGSTwt
Korvik/2/66 S2 S6 MGSTwt
Korvik/2/74 S3 S6 MGSTwt
Kristin S3 S4 MGSTwt
Kronio S5° S6 MGSTwt | MGSTdel
Kunces Kirsche S2 S4 MGSTwt
Ladeho pozdni S1 S3 MGSTwt
Ladzanska L-1 S5 S13 MGSTwt
Lambert S3 S4 MGSTwt
Lamida S1 S3 MGSTwt
Lapins S1 S4’ MGSTwt
Leopoldova S2 S4 MGSTwt
Libejovicka rana S4 S22 MGSTwt
Linda H-156 S3 S12 MGSTwt
Livia S3 S4 MGSTwt
Lotka Trzebnicka S2 S3 MGSTwt
Lyonska rana S6 S9 MGSTwt
Magda S1 S3 MGSTwt
Mamutka S2 S4 MGSTwt
Margit S4 S12 MGSTwt
Marta S1 S3 MGSTwt
Mednanska S4 S5 MGSTwt
Merchant S4 S9 MGSTwt
Merla S1 S6 MGSTwt
Mermat S1 S6 MGSTwt
Merpet S3 S4 MGSTwt
Merton 11/45 S3’ S4 MGSTwt
Merton 3/45 S4 S4’ MGSTwt




Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Merton bigarreau S1 S3 MGSTwt
Merton Bounty S1 S3 MGSTwt
Merton Favourite S1 S3 MGSTwt
Merton Glory S4 S6 MGSTwt
Merton Grane S1 S3 MGSTwt
Merton Heart S3 S6 MGSTwt
Merton Late Sl S4 MGSTwt
Merton Premier S2 S3 MGSTwt
Merton Reward S1 S4 MGSTwt
Mohrenkirsche von Haase S4 S14 MGSTwt
Moldavskaja cernaja S1 S6 MGSTwt
Mona Cherry S3 S6 MGSTwt
Moravska Rychlice S2 S3 MGSTwt
Moreau S3 S9 MGSTwt
Moretta di Cazzano S3 S6 MGSTwt
Moser S6 S13 MGSTwt
Mramorovana chrupka Sl S5 MGSTwt
Muencheberger Fruehernte S3 S4 MGSTwt
Nalina S3 S9 MGSTwt
Namare S3 S4 MGSTwt
Namosa S3 S4 MGSTwt
Nanni S2 S4 MGSTwt
Napoleonova S3 S4 MGSTwt
Napoleonova Comp. SE 5046 S3 S4 MGSTwt
Nemecka rychlice S2 S3 MGSTwt
Nero 1. S3 S13 MGSTwt
Nero I1 C1 S6 S13 MGSTwt
New York S3 S4 MGSTwt
Noble S1 S3 MGSTwt
Noir de Guben S1 S5 MGSTwt
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Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Nordwunder S3 S12 MGSTwt
NY 1193 S1 S3 MGSTwt
NY 1495 S1 S4 MGSTwt
NY 3308 S3 S6 MGSTwt
NY 55365 S1 S4 MGSTwt
Oktavia S1 S3 MGSTwt
Picanlon S6 S13 MGSTwt
Pivka S1 S3 MGSTwt
Pivovka S3 S7 MGSTwt
Pollux S2 S3 MGSTwt
Precoce Nero di Vignole Sl S3 MGSTwt
Preurodna srdcovka S3 S6 MGSTwt
Pumra SE 5009 S3 S12 NT

R 17-327 S1 S5 MGSTwt
Rainer S1 S4 MGSTwt
Rana cerna Edra SI 5068 Sl S2 MGSTwt
Rana Laskovka S1 S5 MGSTwt
Rebekka Sl S3 MGSTwt
Regina S1 S12 MGSTwt
Reidler S2 S6 MGSTwt
Rekord S3 S12 MGSTwt
Rita S5 S22 MGSTwt
Rivan S1 S2 MGSTwt
Rossii de Bistrita S3 S9 MGSTwt
Roundel S1 S2 MGSTwt
Rube S3 S12 MGSTwt
Rusalka S1 S3 MGSTwt
Sakvicka S6 S13 MGSTwt
Salmo S1 S4 MGSTwt
Sam S2 S4 MGSTwt




Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Sandra S3 S4 MGSTwt
Sandra Rose S3 S4° MGSTwt
Santina S1 S4’ MGSTwt
Semenac c. 13 Sl S4 MGSTwt
Semenac z Vrsovky S2 S3 MGSTwt
Seneca Sl S5 MGSTwt
Schauenburger S1 S5 MGSTwt
Schmidt S2 S4 MGSTwt
Schneiders Spaete Knorpelkirsche S3 S12 MGSTwt
Schoene von Marienhoehe S1 S2 MGSTwt
Schubacks Fruehe Schwarze S1 S3 MGSTwt
Schwarze von Loberot S5 S13 MGSTwt
Simonis S2 S4 MGSTwt
Skeena Sl S4’ MGSTwt
Skierniewice 1 S2 S3 MGSTwt
Skierniewice 3 S2 S3 MGSTwt
Skorospeielka S2 S3 MGSTwt
Sofijskaja Rannaja S1 S4 MGSTwt
Solimavi S3 S4 MGSTwt
Solnecnyj sar S3 S13 MGSTwt
Sonata S3 S4’ MGSTwt
Spansche Knorpel S3 S6 MGSTwt
Sparkle IR-476-1A S1 S2 MGSTwt
Spitze Braune S3 S14 MGSTwt
Star S3 S4 MGSTwt
Stark Gold Sweet Cherry S3 S6 MGSTwt
Stark Hardy Giant S1 S2 MGSTwt
Starkrimson Cherry S3 S4’ MGSTwt
Stella S3 S4’ MGSTwt
Stella compact S3 S4’ MGSTwt
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Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Sue S2 S3 MGSTwt
SUE IR 494-119 S2 S3 MGSTwt
Summit S1 S2 MGSTwt
Sunburst S3 S4° MGSTwt
Svestickova S1 S7 MGSTwt
Sweet Early S1 S9 MGSTwt
Sweet Haest Sl S4’ MGSTwt
Sweetheart S3 S4° MGSTwt
Sylvana S1 S6 MGSTwt
Sylvia S1 S4 MGSTwt
Symphony Sl S4’ MGSTwt
Szomoyai F S2 S4 MGSTwt
Szwecja S1 S2 MGSTwt
Tamara Sl S9 MGSTwt
Tavriscanka S4 S6 MGSTwt
Techlovan S3 S6 MGSTwt
Techlovicka I S4 S-Techl MGSTwt
Teickners Schwarze Herzkirsche S2 S3 MGSTwt
Tilledaer Schwarze Princes S1 S3 MGSTwt
Tim S4 S5 MGSTwt
Timpurii de Bystrita S5 S6 MGSTwt
Troprichterova S1 S3 MGSTwt
Trusenskaja SS S13 MGSTwt
Ulster S3 S4 MGSTwt
Unterlaender S5 S13 MGSTwt
Uriase de Bystrita S5 S12 MGSTwt
Valerij Tschakalov S1 S9 MGSTwt
Valeska S1 S3 MGSTwt
Van S1 S3 MGSTwt
Van 2D-14-11 S1 S3 MGSTwt




Odriida S-alela 01 | S-alela 02 zll\l/iﬁs(;rl all\;[lgfg .
Van Spur S1 S3 MGSTwt
Vanda S1 S6 MGSTwt
Vega S2 S3 MGSTwt
Velka cerna chrupka S6 S13 MGSTwt
Velvet S2 S3 MGSTwt
Venus S1 S3 MGSTwt
Vic S2 S4 MGSTwt
Viktoria S3 S14 MGSTwt
Vilma S2 S6 MGSTwt
Vineland S1 S5 MGSTwt
Viola S4 S12 MGSTwt
Vista S2 S5 MGSTwt
Viva S2 S3 MGSTwt
Vlachuv semenac S3 S4 MGSTwt
Vogue S2 S3 MGSTwt
Voltragende Knorpel S3 S4 MGSTwt
Vosenka S3 S9 MGSTwt
Walpurigiskirsche S3 S5 MGSTwt
Werdersche Braune S3 S6 MGSTwt
Wessel Hoefst S1 S3 MGSTwt
Windsor S1 S3 MGSTwt
Winklerova rana S3 S22 MGSTwt
Zalanka S1 S4 MGSTwt
Zukunft S1 S3 MGSTwt
Zweitfruehe S5 S6 MGSTwt

* Vzhledem k tomu, Ze neni mozné vyloucit pritomnost alely MGST promotoru, ktera se
neamplifikuje navrzenou sadou primerii, je v pripadé identifikace pouze alely MGSTwt z ditvodu
korektnosti uvedena tato alela pouze jednou. Vzhledem k tomu, zZe v literature nebyly jiné alely
promotoru MGST popsany (kromé alely MGSTins), Ize viak predpokladat, ze se bude jednat
o kombinaci alel MGSTwt/ MGSTwt.
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