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1. Uvop

Tresen ptaci (Prunus avium L.) patii mezi velmi vyznamné ovocné plodiny mirného
klimatického pasma se stale se zvySujici celosvétovou produkei (1,9 miliond tun v roce 2000
s nartistem na 2,77 miliontl tun v roce 2021, www.fao.org/faostat/en/#data/QCL). Nejvétsimi
pestiteli z pohledu sklizné jsou Turecko, Spojené staty americké a Chile, které zajist'uji zhruba
polovinu celosvétové produkce. V Ceské republice se v letech 2015-2021 sklidilo pramérné
témet 9,2 tis. tun tohoto ovoce za rok (Ovoce 2022 web.pdf (eagri.cz). TreSné se nejcastéji
konzumuji bez Upravy bezprostiedné po sklizni, hojné se vSak vyuzivaji i jako surovina pfi
peceni, kompotuji se, ¢i se z nich vyrabi marmeldda. Tie$né maji vyuziti i ve vyrobé ndpojl, a
to jak nealkoholickych (napf. ovocné stavy), tak i alkoholickych (likéry, destilaty).

Na svéteé existuji nizsi tisice odrid, jen informacéni systém genetickych zdroji pro USA
eviduje 827 rlGznych polozek tfesné ptaci (ars-grin.gov). Jsou vsSak stale Slechtény a
registrovany nové a nové odrudy. Soucasné Slechtitelské programy tfesni se zaméfuji na
produkci novych genotypt, které vykazuji vynikajici vlastnosti v Sirokém rozmezi znakt
preferovanych riznymi prvky produkéniho, zpracovatelského a prodejniho fetézce,
konzumenty nevyjimaje. Mezi tyto vlastnosti patii jak fenologické znaky, jako je doba zrani,
tak plodové charakteristiky, napft. velikost, barva ¢i pevnost plodi.

Vzhledem ke kratké skladovatelnosti plodt hledaji Slechtitelé zptisob, jak prodlouzit
skliziové obdobi tfesni, aby se zvysila jejich dostupnost béhem roku. Obdobi jejich zrani trva
zpravidla 8 tydnd, v prvnich a poslednich dvou tydnech vsak zraje jen velmi malo kvalitnich
odrid. Zatimco zpozdit sklizen 1ze v mirném podnebné pasmu zakladanim sadtl ve vysSich

vvvvvv

Slechténim casné zrajicich odrid, nebot’ péstovani tfesni v teplejSich oblastech ¢asto narazi na
nedostatecnou délkou chladového obdobi (dormance). Zejména jsou pozadovany odridy zrajici
ve stejném obdobi jako ‘Burlat” (tj. v 2. tfe$iovém tydnu), ptipadné ¢asnéji (napt. Malchev,
2016; Quero Garcia, 2019).

Hmotnost sklizenych tfeSni z jednoho stromu je pro péstitele bezpochyby zasadnim
faktorem pro jeho prosperitu, avSak jednim z hlavnich parametr(i urujicich cenu produkce za
kilogram je velikost plodd (Quero Garcia, 2019). Velikost je u tfeSni ¢asto hodnocena jako
primérnd hmotnost jednoho plodu, pfipadné je pro porovnavani pouzivan primérny primér
plodu. Diive obvykld hmotnost plodu byla pfiblizn¢ 5 g (tj. primér plodu tfe$ni byl okolo
20 mm), dne$ni moderni odrtidy maji hmotnost vys$si nez 10 g a primérem se blizi 30 mm (napf.
"Summit”) (Sarisu, 2019).

Velikost plodu neni jedind vlastnost, ktera ovliviiuje spotiebitele ¢i zpracovatele pii
nakupu, velmi dulezita je 1 barva plodu. Preferovanou barvou tiedni je ve vétsin€ oblasti tmave
cervena, v Asii jsou vSak upfednostiiovany pestré az zluté plody (Bujdoso, 2017). Barva ploda
je déna zejména obsahem antokyant, které patii mezi zdravi prospesné latky s antioxida¢nim
ucinkem, selekce tmavé Cervenych plodii tak ma kromé vizualniho efektu i zdravotni piinos
(Antognoni, 2020). Barva plodi je klasifikovana napiiklad subjektivnim porovnanim
hodnocené odriidy s barvou referencnich odriid (napt. Holusova, 2023) nebo mize byt
objektivné méfena chromametrem (napf. Antognoni, 2020).



Velmi dilezitym parametrem plodi je i jejich pevnost, ktera vyznamné ovliviuje velice
kratkou skladovatelnost sklizenych tiesni. Plody s mensi pevnosti duzniny se pii transportu a
manipulaci snadno otlac¢i/poskodi a nasledné podléhaji rychlejsi zkaze. Proto neni ptekvapujici
trend Slechtit tieSné s pevnou duzninou (Quero Garcia, 2019). Pevnost plodi muze byt opét
hodnocena subjektivné porovnanim s referencnimi odridami nebo objektivné pomoci
penetrometru (napi. Holusova, 2023).

Vyslechténi nové odridy tfesni trva obvykle vice jak 20 let, pocitaje od opyleni kvétu po
jeji komeréni dostupnost. Dalsich nékolik let se nove registrovana odriida prosazuje na trhu.
Slechténi tfesni je velice naroény proces s nizkou G&innosti b&hem celého procesu vybéru
nového perspektivniho genotypu. Problematické jsou hned prvni kroky Slechténi — uspésné
opyleni a vypéstovani semendckd. Napt. Quero Garcia (2019) uvadi data ziskand béhem
11 opylovacich sezon, kdy bylo opyleno 266 115 kvétl, z toho bylo ziskano 12 488 plodu
(4,1 %), avsak pouze 2625 hybridnich semenéacii, G¢innost celého procesu tak byla pouze
0,99 %. Mnozstvi opylenych kvéti, ziskanych ploda a nasledné vyprodukovanych semenact
lze zvysit riznymi postupy, napt. pouzitim opylovacich stani s hmyzimi opylovaéi, pouzitim
plodi z volného spraseni kvalitnich odrid, optimalizaci podminek stratifikace vylusténych
semen pied vysevem a nasledného kli¢eni, ¢i pouzitim technik in vitro (tzv. ,.embryo rescue®
u ran¢ plodicich tfe$ni) (Asanica, 2016). Po vykli¢eni semene nasleduje dlouhd juvenilni doba
(obvykle 5-6 let), nez za¢nou tyto hybridni genotypy kvést a plodit. Po tuto dobu je tieba
vSechny tyto nové vytvorené genotypy udrzovat ve vysadbe, coz je finanéné, casove
i prostorové velmi naroc¢né. Neméné pracné je i nasledné viceleté hodnoceni fenologickych a
fenotypovych vlastnosti, které ptedchazi ptihlaSeni vybraného genotypu k registraci coby nové
odrudy.

Jakakoliv metoda, kterd by mohla zlep$it ucinnost Slechténi tfesni, by tedy byla velmi
piinosna a méla by vysoky potencialni ekonomicky dopad. Nejslibnéjsi pFistupy vyuzivaji
techniky molekularni genetiky a identifikované molekularni markery asociované
s vyznamnymi fenologickymi a fenotypovymi znaky v procesu tzv. molekularnimi markery
asistované selekce (Marker-Assisted Selction, MAS). Bohuzel vsak bylo do nedavné doby
identifikovano a pro $lechténi vyuzivano jen n¢kolik molekularnich markerti a kandidatnich
gentl (pro pichled Quero Garcia, 2022, podrobngji viz niZe). Strategie pro vyvoj novych
markert byly omezeny primarné na tradi¢ni mapovani a analyzu lokust kvantitativniho znaku
(QuantitativeTrait Loci, QTL), kdy byly pro mapovani vyuzivany tzv. SSR (Simple Sequence
Repeats) markery nebo tzv. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) markery (viz
dale). V nedavné dobé pak byly vyvinuty Cipy obsahujici jednonukleotidové polymorfizmy
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP) vybrané pro mapovani QTL u tfesni a vi$ni (Peace,
2012; Vanderzande, 2020). I moderng&j$i varianta tohoto ¢ipu s oznacenim 6 +9 K SNP array
vSak obsahuje pouze 3955 spolehlivych polymorfnich SNP pro tfesn€, coz znamend primérnou
hustotu 1 SNP na 86 kb tfesniového genomu. Tyto SNP vSak nejsou v genomu rozmistény
rovnomérné a kazdy chromozom tak obsahuje alesponi jednu oblast vétsi nez 500 kb
neobsahujici Zadny z analyzovanych SNP (Vanderzande, 2020). Pielomova je proto publikace
HoluSova et al. (2023), ve které byly pro identifikaci molekularnich markerti asociovanych
s vyznamnymi vlastnostmi vyuZity celogenomové sekvence 235 odrid tfesni z genofondové
sbirky Vyzkumného a $lechtitelského tstavu ovocnaiského Holovousy s.r.o. (déle jen VSUO
Holovousy). Diky tomu bylo rozliSeni genetické mapy tie$né sniZzeno az na primérné 1 SNP na



cca 200 bp. Pouzitim celogenomové asociac¢ni studie (Genome-Wide Association Study,
GWAS) byly nalezeny nové molekularni markery pro vlastnosti, jako jsou doba skliziiové
zralosti ¢i plodové charakteristiky (velikost, barva a pevnost plodl), které byly nasledné
validovany na 64 diive neanalyzovanych hybridech a modernich odrtidach (HoluSova, 2023).

Dale budou v této metodice popsany dosud znamé molekularni markery pouzivané pro
MAS u tesni spole¢né s identifikovanymi QTL, popiipadé kandidatnimi geny, a to pro znaky,
jako jsou doba skliziiové zralosti, barva, velikost ¢i pevnost plodd. Piehled dosud pouzivanych
markeri 1ze nalézt v Quero Garcia et al. (2022).

Hlavni QTL pro dobu skliziiové zralosti byly nedavno zamapovany do né¢kolika oblasti na
chromozomu 4 (Dirlewanger, 2012; Quero Garcia, 2014; Isuzugawa, 2019; Calle, 2020a) a jako
kandidatni geny byly uvedeny transkripéni faktory NAC nachazejici se v této oblasti. Dalsi
QTL byly nalezeny na chromozomech 1, 2, 3 a 5. Dosud vSak nebyly publikovany zadné
molekularni markery pouzitelné pro MAS. Az v roce 2023 HoluSova et al. identifikovali jako
velmi vyznamné pro predikci doby zrani dva SNP zchromozomu 4, chr4 16353619 a
chr4 4523 736.V jejich blizkosti se nachazeji dva geny s potencidlnim vlivem na zrani plodt -
diacylglycerolkinaza 5, respektive aquaporin N/PI—1.

Molekularni markery pro velikost plodl patii mezi prvni markery, které byly pouzivany pro
MAS u tfesni. QTL asociované s velikosti plodii byly nalezeny na chromozomech 1, 2,3,5a6
(Zhang, 2010, Rosyara, 2013, Campoy, 2015, Calle, 2020b). Nejcastéji pouzivanymi jsou SSR
markery CPSCT038 a BPPCT034 z chromozomu 2, které byly identifikovany v pracich Zhang
et al. (2010) a Rosyara et al. (2013). Oba SSR markery se nachézeji v blizkosti kandidatniho
genu pro velikost plodi PavCNRI12, u néhoz byly popsany tii varianty promotorové oblasti
spojené s ruznou velikosti plodt (De Franceschi, 2013). V této publikaci byl jako diagnosticky
SSR marker analyzovan i G2SSR1566, nachazejici se bezprostiedné za timto kandidatnim
genem. Holusova et al. (2023) identifikovali hned nékolik SNP velmi vyznamné asociovanych
s velikosti plodi na chromozomu 2 (napt. chr2 29776624, chr2 29776725, chr2 29787028,
chr2 31850964), respektive chromozomu 1 (chrl 33914270).
selekci semendcl s urcitou barvou plodi. Sooriyapathirana et al. (2010) objevili hlavni QTL
pro barvu slupky a duzniny tfe$ni na chromozomu 3 s kandidatnim genem PavMYBI10, méné
vyznamné QTL pak na chromozomech 6 a 8. QTL na chromozomu 3 byl potvrzen v Calle et
al. (2021). Pro analyzu barvy je ve Slechténi v USA pouzivan SSR marker Pav-Rf-SSR
(Sandefur, 2016), kde byl tento marker schopen predikovat barvu u vice nez 95 % genotyp1,
pouzitelnost tohoto markeru u mnohem heterogenngjSich evropskych odrid vSak byla
zpochybnéna v Cmejla et al. (2021). Kromé& toho byl objeven polymorfizmus v genu
PavMYBI10.1, kdy byla pfirozené se vyskytujici alela asociovana s ¢ervenou barvou plod, alela
s deleci jednoho adeninu vedouci k pred¢asnému ukonceni syntézy proteinového produktu
tohoto genu byla asociovana s pestrou barvou plodu a v ptipadé delece tohoto genu byly plody
zluté (Jin, 2016). Ptirozené se vyskytujici alela pak méla byt dominantni nad ostatnimi alelami,
alela s deleci jednoho adeninu pak nad deleci celého genu. Tento jednoduchy model vSak byl
pozdéji popsan jako ne zcela ptesny, kdyz byly nalezeny odriidy s barvou plodii neodpovidajici
danému modelu (Cmejla, 2021; Liu, 2023). Celogenomovym sekvenovanim byly
identifikovany velmi siln¢ asociované SNP v dfive identifikované oblasti na chromozomu 3
(napt. chr3 23939472, chr3 19315249, chr3 24544649, chr3_25100670), navic byla u zlutych



tresni identifikovana rozsahla delece této oblasti zahrnujici hned 5 transkripénich faktortit Myb,
které se mohou podilet na syntéze anthokyant (Holusova, 2023). Liu et al. (2023) nasledn¢
popsali u dalsich zlutych odrid tutéz deleci, kromé toho nalezli v daném misté i relativné
kratkou inzerci.

QTL asociované s pevnosti plodi byly nalezeny na vSech chromozomech, pficemz za
nejsignifikantnéjsi z nich se povazuji QTL na chromozomech 1, 4 a 6 (Quero Garcia, 2014;
Campoy, 2015; Cai, 2019; Calle, 2020a; Calle, 2020b). Kandidatni geny spadaji ¢asto do
kategorie enzymu ovliviiyjicich strukturu bunééné stény, piipadné se ucastni signalnich drah
hormont podilejicich se na zrani plodt (Cai, 2019), molekularni markery pro MAS vsak
v téchto pracich nebyly zvetejnény. Prvnimi publikovanymi jsou az SNP popsané v HoluSova
et al. (2023). Porovnanim celogenomovych sekvenci odriid s vétsi a mensi pevnosti ploda byly
tyto markery identifikovany hned na nékolika chromozomech, ty nejsignifikantné;si
se nachazely na chromozomu 4 (napi. chr4 16000421), respektive 1 (napt. chrl _61827812) a
spadaly do diive identifikovanych QTL.

2. CILMETODIKY

Slechténi tiedni je zdlouhavy a finanén& i prostorové naroény proces vyzadujici velky
objem lidské prace. Cilem této metodiky je poskytnuti unikatniho nastroje pro predikci hned
nékolika Slechtitelsky dilezitych vlastnosti, jakymi jsou doba skliziiové zralosti, respektive
velikost, barva a pevnost plodu, kdy pouziti metod molekularni genetiky umozni odstranéni
plodnosti. Analyza markert pro tyto znaky mutze probéhnout v jediné reakci zde popsanou
metodou tzv. Single Base Extension (SBE), kdy pro ni byly vybrany nejvyznamnéjsi SNP
identifikované metodou GWAS zaloZenou na celogenomovém sekvenovani (Holusova, 2023).
Predik¢éni schopnost uvedenych molekularnich markeri je v této metodice porovnana s diive
pouzivanymi markery pro velikost a barvu plodu. I pro tyto markery je v metodice popsan
pracovni postup jejich detekce. V neposledni fad¢ pfindsi metodika popis genotypt
jednotlivych markerti u vybranych odriid vhodnych do Slechtitelskych programii se zaméfenim
na zkvalitnéni uvedenych vlastnosti.

3. VLASTNi POPIS METODIKY

3.1 Uvod

V této cCasti jsou podrobnéji popsany jednotlivé molekuldrni markery pro predikci
skliziiové zralosti, velikosti, barvy a pevnosti plodd, a to véetné popisu jejich
vyhodnych/nevyhodnych alel a referencnich odrid. Uvedeny budou v soucasnosti/nedavné
dobé pouzivané molekularni markery, i kdyz byla jejich vypovidaci hodnota v nékterych
ptipadech zpochybnéna. V nasledujicich pasazich pak jsou podrobné popsany mozné zptisoby
jejich detekce, véetné prikladnych vystupl z jednotlivych analyz. V piipad¢ existence vice
molekuldrnich markerti pro stejnou vlastnost je provedeno porovnani jejich predikénich
schopnosti. Coby referen¢ni genom je pro mapovani pozic jednotlivych molekularnich markerti
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v celé metodice pouzivan genom odrudy "Tieton’, verze 2, ktery byl zvefejnén v publikaci
Wang et al. (2020).

3.1.1 Molekularni markery pro predikci skliziové zralosti

3.1.1.1 SNP chr4_ 16353619

Pro predikci doby skliziové zralosti je mozné pouzit nove identifikovany molekularni
marker typu jednonukleotidového polymorfizmu nachézejici se na chromozomu 4 v pozici
16353619 (Holusova, 2023) dle referencniho genomu. Homozygotni genotyp A/A SNP
chr4 16353619 je signifikantné asociovan s ¢asnym zranim tfe$ni, zatimco odridy zrajici
v pozd&j$im obdobi nesou genotyp G/G. Primérnad doba zrani odrid s genotypem A/A byla
11,9 dni po odrud¢ ‘Kisinévskaja“ (odrida, ktera zpravidla zraje jako prvni z cca 300 odrud
udrzovanych v genofondové sbirce tiesni VSUO Holovousy). Odrady s heterozygotnim SNP
chrd 16353619, tj. A/G, zraji primérné 18,4 dne po vybrané referen¢ni odride, odrudy
s genotypem G/G tohoto markeru pak 29,4 dne po ni. Pfi analyze lze coby referencni pouzit
napf. odridy "Burlat’, ‘Rivan’, "Adélka” pro genotyp A/A, "Jacinta’, "Kasandra” ¢i "Aranka’
pro heterozygotni uspotadani A/G a odridy "Kordia’, "Felicita” a "Tamara” pro genotyp G/G.

3.1.2 Molekularni markery pro predikci velikosti plodu

3.1.2.1 SSR marker CPSCT038

Tento molekularni marker byl poprvé popsan v roce 2010 (Zhang, 2010), podrobnéji pak
v praci Rosyara et al. (2013). V genomu odridy "Tieton” ho lze najit v oblasti 30,3 Mb na
chromozomu 2 (referen¢ni sekvence v databazi GenBank: AY426223.1). S velikosti plodi byly
asociovany 4 alely ze 7 publikovanych (Ordidge, 2021), zbyl¢ tii alely jsou pomérné vzacné.
Za nejpriznivéjsi pro velikost plodu se povazuje alela s délkou pii fragmentacni analyze
190 nukleotidd (nt). Tuto alelu v homozygotnim stavu nese fada modernich odrid, napft.
"Kordia’, "Tamara” nebo "Tim’. Za méné vyhodnou, asociovanou spiSe se stiedni velikosti
plodt, se povazuje alela s délkou 204 nt, kterou Ize v homozygotni sestavé nalézt naptiklad
u odridy "Lapins’. Heterozygotné v kombinaci s alelou 190 nt se vyskytuje u fady odriid, napf.
"‘Regina’, "Stella’, "Van’ ¢i "Sonata’. Za jiz nepiiznivou pro velikost plodi se poklada vzacna
alela 202 nt, ta se vyskytuje naptiklad u tfe$ni se zlutymi plody "Donissenova’ ¢i “~ Stark Gold
Sweet Cherry’. S velmi malou velikosti plodi byva asociovéna alela 192 nt, kterou lze
v homozygotnim stavu nalézt u tfeSni "Ladeho pozdni” nebo "Charger’”.

3.1.2.2 SSR marker BPPCT034

Molekularni marker BPPCT034 byva obvykle analyzovan spole¢né s vyse uvedenym
markerem CPSCTO038 a stejné tak byl popsan v pracich Zhang et al. (2010) a Rosyara et al.
(2013). V genomu te$né ptaci se nachazi nedaleko CPSCTO038, v genomu "Tietonu” je to oblast
priblizn¢ 33,3 Mb (referen¢ni sekvence v GenBank: AF374945.1). U tohoto markeru bylo
pozorovano 20 rtiznych alel (Ordidge, 2021), vétSina znich je vSak vzacnych a vliv
jednotlivych alel na velikost plodi byl hodnocen pouze u n¢kolika malo znich. Ty jsou
v nasledujicim textu fazeny od alely predikujici nejvétsi plody po alelu asociovanou obvykle
s malymi plody. V ptipadé¢ tohoto markeru je alelou predikujici nejvetsi plody pomérné vzacna
alela s délkou 237 nt, kterou nesou spolecné s alelou 255 nt odridy "Aranka” ¢i "Helga'.



Vyskytuje se i u odriidy ‘Burlat’, zde v kombinaci s alelou 223 nt. Dalsi velmi vyhodnou alelou
pro velikost plodu je naopak velmi hojna alela 255 nt, referenc¢nimi odridami s homozygotni
sestavou mohou byt "Kordia“, “Tamara” nebo "Tim". Dalsi v pofadi jsou alely 235 nt a 225 nt
asociované jiz se stfedni az malou velikosti plodt. Alela 235 nt v kombinaci s alelou 255 nt se
vyskytuje napt. u odrid "Rainer’, ‘Bing’, "Lapins’, "Sonata” ¢i "Emperor Francis’, naopak alelu
s délkou 225 nt, 1ze nalézt spole¢né s alelou 255 nt u odrid "Lambert’, "Kasandra’, "Abundance’
¢i tfe$né se Zlutymi plody ~ Stark Gold Sweet Cherry”. Homozygotné se pak vyskytuje u tfe$né
s velmi malymi plody "Ladeho pozdni’. S jesté o néco mensi velikosti plodi byla asociovana
pomérné vzacna alela 225 nt, jako kontrolni Ize v tomto ptipadé pouzit odridy “Windsor” nebo
"Mona Cherry’, kde se tato alela vyskytuje v kombinaci s alelou 255.

3.1.2.3 Alely promotoru PavCNR12

Gen PavCNR12 (Cell Number Regulator gene 12, gen regulujici pocet bunck 12) byl
asociovan s velikosti plodi tfesni v publikaci De Franceschi et al. (2013). Gen PavCNRI12 se
nachazi mezi dfive identifikovanymi SSR markery CPSCT038 a BPPCT034, ve verzi 2 genomu
"Tietonu” v oblasti 31,9 Mb. Uvedena prace popisuje 3 alely promotoru tohoto genu lisici se
nékolika nukleotidy (obrazek 1) - PavCNRI12-1 (Cislo v databazi GenBank: KC139086),
PavCNR12-2 (KC139087) a PavCNRI12-3 (KC139088), kdy s nejvétsimi plody je asociovana
alela PavCNRI12-1 (homozygotné napf. u odrid "Kordia’, "Tamara” nebo "Tim’), naopak
s nejmensimi tfeSnémi alela PavCNRI2-3 (homozygotné u odrid 'Ladeho pozdni” nebo
"Seneca’). Alela PavCNR12-2 se vyskytuje v kombinaci s alelou PavCNR12-1 napt. u odrad
‘Rainer’, ‘Bing’, "Van’, "Sonata’” ¢i "Emperor Francis’.

-
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Obrazek 1: Schéma rozdilt jednotlivych alel promotoru genu CNR 12 (De Franceschi, 2013).

3.1.2.4 SSR marker G2SSR1566

Také marker G2SSR1566 byl analyzovan v souvislosti s velikosti plodi u tfe$ni (De
Franceschi, 2013), jelikoZ se nachazi bezprostiedn¢ za genem PavCNRI2 (rovnéz 31,9 Mb).
Byly popsany tii délkové alely — 225 nt asociovana s alelou promotoru PavCNR12-1 a nejvetsi
velikosti plodd, 250 nt ve vazbé s PavCNR12-2 a stiedni velikosti plodu, respektive u malych
plodt 228 nt vyskytujici se spolecné s alelou PavCNR12-3. Kontrolnimi odridami pro alelu
225 nt mohou byt "Kordia’, "Tamara” nebo "Tim” (v§echny homozygotni), pro alelu 250 nt pak
heterozygoté 'Rainer’, '‘Bing” ¢i 'Emperor Francis” (druhd alela 225 nt). 228 nt lze
homozygotné¢ nalézt u odridy "Ladeho pozdni” a “Seneca’, v kombinaci s alelou 225 nt se pak
vyskytuje u odrid "Lambert’, "Abundance” ¢i ~ Stark Gold Sweet Cherry”.



3.1.2.5 SNP chr2 29787028

Nejnovéji popsany molekularni marker SNP chr2 29787028 asociovany s hmotnosti plodt
se nachazi v pfiblizn¢ stejné oblasti tfesiového genomu jako vySe zminované molekuldrni
markery analyzované v souvislosti s velikosti plodi (Holusova, 2023). Odridy s vysokou
hmotnosti plodii mivaji alelickou sestavu tohoto markeru A/A, jako napiiklad "Kordia’,
"Tamara” nebo "Felicita". Stfedni hmotnost plodi vykazuje kombinace A/G tohoto markeru, tu
lze nalézt u odrid ‘Rainer’, ‘Bing’, "Van’, 'Lambert” ¢i "Halka". Odridy s kombinaci G/G
(‘Feldes Friithe Schwarze’, " Reidler” ¢i "Ladeho pozdni”) mivaji nizkou hmotnost plodi.

3.1.3 Molekularni markery pro predikci barvy plodu

3.1.3.1 Delece adeninu (A) v genu PavMYB10.1

Jin et al. (2016) identifikovali tfi varianty genu PavMYBI10.1 — 1/ alelu ptirozené se
vyskytujiciho typu (wild type), ktera byla asociovana s ¢ervenou barvou plodu, 2/ alelu s deleci
jednoho adeninu v pozici 23995550 (chromozom 3), kterda vede k posunu ¢teciho rdmce a
pfedcasnému ukonceni syntézy kodovaného proteinu, kdy tato alela byla asociovana s pestrou
barvou plodi, a 3/ variantu s rozsahlejsi, avsak neidentifikovanou deleci v této oblasti, ktera se
v homozygotnim uspoiadani vyskytuje u Zlutych tiesni. Podle modelu publikovaného v Jin et
al. (2016) je alela ptirozené se vyskytujiciho typu dominantni a zptisobuje ¢ervenou az tmave
¢ervenou barvu plodd, i kdyz se vyskytuje v kombinaci s alelou s deleci adeninu, nebo alelou
s rozsahlejsi deleci. Stejné tak alela s deleci adeninu m& dominantni G¢inek vzhledem k alele
s rozsahlejsi deleci a tfe$né obsahujici tyto dvé alely jsou pestré. Tento model vSak neplati zcela
univerzalng, jak pozdgji zjistili Cmejla et al. (2021) a Liu et al. (2023). Coby piiklady odrtd
s homozygotni sestavou alely pfirozené se vyskytujictho typu lze uvést napiiklad odridy
"Kordia“, "Horka” ¢i "Sam’, deleci adeninu v obou aleldch nesou napt. odridy "Charger” a
‘Rainer’. Heterozygoty obsahujicimi tyto dvé alely jsou pak napt. ‘KareSova’, "Jacinta” nebo
"Tim". Homozygotni delece celé oblasti byla pozorovana u téesni se zlutymi plody ~ Stark Gold
Sweet Cherry” nebo ‘Droganova’.

3.1.3.2 Pav-Rf-SSR

Jako velmi spolehlivy marker pro predikei barvy plodu u tfe$ni byl popsan Pav-Rf-SSR
(chr3 23875906—23876253 v genomu odrudy "Tieton”) (Sandefur, 2016), ktery byl tspésné
vyuzit u vice jak 95 % severoamerickych kultivara tfe$ni. Takto vysoké procento Uspé$nosti
predikce barvy plodd viak nebylo potvrzeno u evropskych odrid (Cmejla, 2021). Podle
puvodni prace (Sandefur, 2016) byly alely s délkou 351 a 361 nukleotidii asociovany
s mahagonovou barvou tfe$ni a byly dominantni. Naopak alela s délkou 357 nukleotidii byva
v homozygotnim stavu asociovana s pestrou barvou plodi. Jako neinformativni byly popsany
alely s délkou 355 a 359 nukleotidli. Kombinaci alel 351+357 je mozné najit napt. u odriidy
"Tamara’, naopak "Sam’ obsahuje alely 355+361 a "Sonata’ alely 359+361. Kombinaci
3574357 predikujici pestrou barvu plodl 1ze nalézt u odriid "Rainer’, "Charger” ¢i "Abundance’,
ale také "KareSova’ ¢i "Jacinta” s ¢ervenou barvou plodu.

3.1.3.3 SNP chr3 23939472
Holusova et al. (2023) popsali jednonukleotidovy polymorfismus na chromozomu 3
v pozici 23939472, ktery se nachazi mezi diive pouZivanymi markery Pav-Rf-SSR a delece A
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v PavMYBI10.1. Alela obsahujici v dané pozici guanin (G) byla asociovana s pestrou barvou
plodi, naopak alela s cytosinem (C) se vyskytovala u ¢ervenych a Zlutych tfesni a dominovala
nad alelou G. Ptiklady odriid s kombinaci G/G mohou byt 'Ladeho pozdni’, "Merpet” nebo
"Rainer’, naopak C/C obsahuji napt. odriady Kordia“, "Aranka’, "Felicita” ¢i "Vanda“. Mezi
heterozygoty s kombinaci alel G/C patii odriidy "Burlat, "Halka” nebo "Jacinta’.

3.1.3.4 Delece casti chromozomu 3

U tfesni se zlutymi plody byla v praci Jin (2016) predikovana delece oblasti obsahujici
PavMYBI10 o neznamé délce. Rozsah delece v této oblasti byl nasledné identifikovan
v HoluSova et al. (2023) a potvrzen v Liu et al. (2023), kde je ve skutec¢nosti deletovano 5 gent
pro rizné varianty transkripéniho faktoru MYB10, které maji stejnou doménovou strukturu a
jsou vysoce homologni (Holusova, 2023). Alela bez delece je dominantni (homozygotné se
vyskytuje napf. u odrid "Felicita’, "'Kordia” nebo "Tamara’), v Evropé velmi vzéacna alela
sdeleci se homozygotné vyskytuje napf. u odridy "Stark Gold Sweet Cherry” nebo
"Droganova’.

3.1.4 Molekularni markery pro predikci pevnosti ploda

3.1.4.1 SNP chr4d_16000421

Jedinymi konkrétnimi dosud popsanymi markery pro predikci pevnosti plodu jsou SNP
popsané v praci Holusova et al. (2023). S pevnosti plodl, a to jak slupky, tak duzniny, byl
nejvice asociovan SNP chr4 16000421. Genotypy s homozygotni kombinaci A/A vykazuji
vysokou pevnost plodl a jsou to napiiklad odridy "Kordia“, "Felicita” nebo "Vanda’. Naopak
nejmekei plody se vyskytuji u genotypt s kombinaci T/T, ty reprezentuji napiiklad odridy
"Adélka’, ‘Rivan” nebo 'Helga’. Piikladem stfedné pevnych tfesni s kombinaci A/T mohou byt
"Jacinta’, ‘Burlat” a "Aranka’.

3.2 Material a metody

JelikoZ jsou vysSe uvedené markery riznych typt, jsou pro n¢ vyuzivany rtizné detekeni
postupy. SSR markery jsou analyzovany fragmentac¢ni analyzou, idedlné provadénou na
kapilarnim genetickém analyzatoru. Jednonukleotidové polymorfizmy je mozné analyzovat
sekvenovanim (zde popséano pro analyzu alel promotoru genu CNR12, kde je tfeba analyzovat
hned né€kolik blizkych SNP, aby byly jednotlivé alely rozliSeny), poptipad¢ levnéjsi alelickou
diskriminaci pomoci PCR. Pokud je analyzovano vice SNP markert, avSak kazdy pochazi
z jiného lokusu, lze s vyhodou pouzit techniku prodluzujici fragment o jeden nukleotid
oznacovanou SBE. At jiz je pro analyzu piislusnych markerti pouzita jakakoliv technika,
prvnim krokem je vzdy izolace DNA z rostlinného materialu.

3.2.1 Rostlinny material

Vychozim materidlem pro DNA analyzy je zpravidla ¢ast listu semenacku tfe$né odebrana
ve stadiu 2-3 pravych listtl, izolace DNA vyZaduje pouze priblizn¢ 100 mg jemné nadrceného
materialu. Pro analyzu star$ich stromkt je vhodnéjsi pouzit pro izolace DNA lyko.
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3.2.2 Fenotypové hodnoceni

Pro fenotypové hodnoceni a nasledny vyvoj molekuldrnich markerti byla v praci Holusova
et al. (2023) pouzita data z hodnoceni deviti po sobé jdoucich let (2012-2020), kdy byly
hodnoceny 2-3 stromy od kazdého genotypu v plodném véku. V piipad¢ potieby provést
fenotypové hodnoceni se doporucuje sledovat analyzované znaky alesponl po dvé vegetacni
sezony.

3.2.2.1 Skliziiova zralost

Doba skliziiové zralosti velmi zavisi na klimatickych podminkéch v jednotlivych letech,
a proto byla vztazena k prvni zrajici odradé v genofondové sbirce VSUO Holovousy, co? je
odrtida ‘Kisinévskaja“. Den jeji skliziiové zralosti byl definovan jako den 0, hodnoty pro dalsi
odrtdy pak udavaji, o kolik dni pozd¢ji dozraly oproti této odriidé. 'Kisinévskaja“ obvykle zraje
0-2 dny pied dobfe znamou odridou "Friiheste der Mark” (syn. "Kriippers Friihkirsche” nebo
‘Rychlice némecka’).

3.2.2.2 Velikost plodii

U tiedni se zpravidla stanovuji tii rozméry — Sitka (w), vyska (1) a tloustka (t) (obrazek 2,
Holusova, 2023). Méfeni probihé u deseti plodii posuvnym métitkem, vysledek se zpriméruje.
Hmotnost plodli se stanovuje véetné stopek u 100 plodu digitdlnimi vahami s rozliSenim
alesponi 0,1 g, vysledek se zpriméruje.

[— L
w
Obrazek 2: Jednotlivé rozméry méfené u plodu tfesné.

3.2.2.3 Barva plodii
Barvu plodi hodnoti zku$eny hodnotitel podle devitibodové klasifika¢ni stupnice.
Orienta¢ni fota plodii jsou uvedena na obrazku 3, referen¢ni odridy pak v tabulce 1 (oboji

ptevzato z HoluSova, 2023).
4 6 8 9

Obrazek 3: Devitibodova klasifika¢ni stupnice pro stanoveni barvy plodi.
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Tabulka 1. Piiklady referen¢nich kultivarti pro barvu plodu

Pfiklady referenénich kultivaru podle deskriptoru®

Hodnoceni Popis a podle CPVO?

y 1uta Gold Sweet Cherry", Bigarreau d’Or?, Dénnissens
Gelbe?

2 Zluta s rozmytim Vega?

3 Zluta s lickem (pestra) Napoleonova®), Tardif de Vignola?

4 svétle ¢ervena Krupnoplodnaya?

5 cervena Montmorency"), Alex?), Sunburst?

6 hnédocCervena Burlat?), Kordia?), Lapins?

7 tmavé Cervena Kare$ova®), Hedelfinger Riesenkirsche?, Stella?

8 nacernala Annabella?, Namosa?

9 ¢erna Knauffs Schwarze"

)

1

Paprstein et al (1992); 2 UPOV (2006)

3.2.2.4 Pevnost plodii

Pevnost plodi hodnoti zkuseny hodnotitel jako pevnost slupky a duzniny podle
devitibodové klasifikacni stupnice (1 — velmi mékka, 9 — velmi pevnd). Pfiklady odrad
s jednotlivymi hodnocenimi jsou uvedeny v tabulce 2 (Holusova 2023)

Tabulka 2. Piiklady referen¢nich kultivarti pro pevnost plodi

Priklady referencnich kultivari podle

Vlastnost Hodnoceni Popis deskriptoru”) a podle CPVO?
> 1 velmi mékka
s 3 mékka Merpet
% 5 stfedni Rivan, Merton Heart, Merton Glory
% 7 pevna Summit, Rainier, Sweetheart
e 9 velmi pevna Bianca, Lambert, Giorgia, Droganova
> 1 velmi mékka Kralovna Hortenzie!)
§ 3 mékka Early Rivers'?
g 5 stfedni Toprichterova®), Kordia?), Sunburst?
§ 7 pevna Bigarreau cherries’), Reverchon?, Van2
o 9 velmi pevna Moser", Kavics?, Sumtare?

U Paprstein et al (1992); 2 UPOV (2006)

3.2.3 Priprava DNA

DNA byla extrahovana s vyuzitim komeréné¢ dodavaného DNA izola¢niho kitu Exgene
Plant SV mini (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.) na bazi kolon, postupuje se podle ndvodu
vyrobce.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

. Rostlinny material (list, skalpelem naSkrabané lyko po odstranéni kiiry) se nadrti

najemno v tfeci misce za pfitomnosti tekutého dusiku.

Standardné¢ se cca 100 mg dobfe zhomogenizovaného vzorku pienese sterilni
Spachtlickou do 2ml zkumavky.

Prida se 400 pul pufru PL a 3 pl roztoku RNazy A (100 mg/ml). Provede se intenzivni
zvortexovani. (Pozn.: Pti zpracovavani vétsiho mnozstvi vzorki je mozné prichystat si
potiebny objem roztoku PL. a RNazy A doptedu a ke vzorku jiz ptidavat 403 pl smési.)
Pokud se zpracovava pouze jeden vzorek, pokracuje se naslednym krokem. Pokud se
zpracovava veétsi mnozstvi vzorkl, nechaji se jiz ptipravené vzorky v PL pufru
inkubovat pii pokojové teploté do okamziku, nez jsou vSechny vzorky pievedeny do PL
pufru podle bodi 1-3. Pak se pokracuje nasledujicim krokem €. 5.

Vzorky se inkubuji 15 minut pii 65 °C ve vyhiivaném bloku, kazdych 5 minut se
provede zvortexovani.

K homogenatu se prida 140 pl pufru PD. Vzorky se zvortexuji a inkubuji se 5 minut na
ledu.

Homogenat se pienese pomoci tenké kovové Spachtlicky nebo 1ml $picky s filtrem
s ustfizenou Spickou na EzSep filtr (modra barva) a centrifuguje se 2 minuty.

Protekly lyzat se opatrné bez naruSeni pelety pienese Spickou s filtrem do nové 1,5ml
zkumavky; typicky se jedna o 420 pl lyzatu.

K lyzatu se ptida pufr BD v mnozstvi 1,5 ndsobku objemu lyzatu (k 420 pl lyzatu se
pfida 630 pl); roztoky je nutné okamzité promichat ota€enim zkumavky nebo
propipetovanim.

700 pl smési z kroku 7 se ptenese Spickou s filtrem na zelené SV kolony se sbérnou
zkumavkou. Centrifuguje se 1 minutu. Proteklad tekutina se vyleje, hrany sbérné
zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

Na kolonu se nanese Spi¢kou s filtrem zbytek lyzatu. Centrifuguje se 1 minutu. Protekla
tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou buni¢itou vatou. SV kolona se opét
vsune do sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 700 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se
vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV kolona se opét vsune do
sbérné zkumavky.

Na SV kolonu se ptida 300 ul pufru CW, centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se
vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV kolona se opét vsune do
sbérné zkumavky. Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil CW pufr z filtru. Po
stoceni se SV kolona opatrné vsune do ¢isté 1,5ml zkumavky.

Na SV kolonu se pfida 100 ul pufru AE. Nechd se inkubovat 5 minut pfi pokojové
teploté, poté se staci 1 minutu.

Orientacni urCeni Cistoty a mnozstvi izolované DNA se provadi spektrometricky pfi
vlnovych délkach 260 nm (kvantita) a 280 nm (¢istota jako pomér naméefenych hodnot
pti vinovych délkach 260/280 nm). 1zolovand DNA by me¢la mit ¢istotu piiblizne 1,8.
Pokud je ¢istota nizsi, nelze vyloucit negativni dopad na provadéné analyzy.
Eluovanou DNA je mozné pouzit pro dalsi aplikace nebo zamrazit v <-18°C.
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3.2.4 Fragmentacni analyza

Fragmenta¢ni analyzou mohou byt podle této metodiky hodnoceny ¢Etyfi SSR markery
soucasng: tfi pro velikost plodi (G2SSR1566, CPSCT038 a BPPCT034) a jeden SSR marker
asociovany s barvou plodii (Pav-Rf-SSR). Prvnim krokem je provedeni polymerazové fetézové
reakce (PCR), pti¢emz vzdy jeden z paru primeri je fluorescencné znacen (6-FAM); nasledné
se vzorek pfipravi pro fragmentaéni analyzu.

1. 'V PCR boxu se do stojanku ptipravi potfebny pocet 0,2ml PCR zkumavek véetné zkumavek
pro kontrolni vzorky (napft. kontrola bez ptidané DNA, extrakéni kontrola).

2. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakei pfipravi
adekvatni mnoZzstvi Primer master mixu (tabulka 3):

Tabulka 3. Rozpis pro 100 pl Primer master mixu pro fragmentacni analyzu

Analyzovany marker

Primer (100pM) (znak) Sekvence Objem
6-FAM-G2SSR1566-F G2SSR1566 CGCAGCCAATCTCACTTCGG 2,5l
G2SSR1566-R (velikost plodi) GGAGCTATTCGAGTCGTCA"Y 2,5yl
6-FAM-CPSCTO038-F CPSCT038 CAGGAACCCTATTCCCACAA2 10 pl
CPSCT038-R (velikost plodi) TCAATGGCACCCATTTTACA? 10
6-FAM-BPPCTO034-F BPPCTO034 CTACCTGAAATAAGCAGAGCCAT? 2,5l
BPPCT034-R (velikost plod) CAATGGAGAATGGGGTGC? 2,5l
6-FAM-Pav-Rf-SSR-F Pav-Rf-SSR ATGCTGCATTGTGAAAGTGG? 2,5l
Pav-Rf-SSR-R (barva plodu) GGTGTCTACCCCAGTTAAAAACG? 2,5l
voda 65 pl
Celkem 100 pl

Y De Franceschi et al. (2013); ? Rosyara et al. (2013); ¥ Sandefur et al. (2016)

V ptipad¢ analyzy mensiho poctu markeri se odpovidajici par primerd nahradi v Primer
master mixu stejnym objemem vody. Primer master mix je mozné skladovat pii -20 °C ve
tmé po dobu minimalné pil roku.

3. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakci piipravi
adekvatni mnozstvi PCR master mixu (tabulka 4).

Tabulka 4. Rozpis pro PCR master mix pro fragmenta¢ni analyzu

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 2l
Primer master mix 1l
Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) 5ul
Celkem 8 ul

4. Piipraveny PCR master mix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.
5. PCR master mix se rozpipetuje do 0,2ml PCR zkumavek po 8 pl/zkumavku.
6. K master mixu se postupné pipetuji 2 ul izolované DNA o koncentraci 10 ng/pl.
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10.

Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad) s nasledujicim cyklem:
uvodni denaturace — 98 °C, 30 s; 24 cykll (98 °C 10 s; 55 °C 10 s; 72 °C 15 s); zavérecné
dosyntetizovani neuplnych fragmenti — 72 °C, 15 s; finalni chlazeni 8 °C.

PCR produkty se piimo pouziji pro fragmentacni analyzu, nebo je mozné je uchovavat pti
teploté < -18 °C ve tmé po dobu minimaln¢ jednoho roku.

Pro fragmenta¢ni analyzu se smicha 1 pul 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) pfimo v desti¢ce urené pro analyzu vzorkd v pfislusném
kapilarnim genetickém analyzatoru. Vzorky se denaturuji v cykleru pii 95 °C/5 min a
fragmenta¢ni analyza amplikon se provede napi. s vyuzitim genetického analyzatoru
AB3500 (ThermoFisher Scientific) s tovarnim nastavenim piistroje.

Vysledky se analyzuji napt. softwarem GeneMapper (ThermoFisher Scientific), ktery je
schopen vyhodnotit relativni délku jednotlivych fragmentd v nukleotidech. Vzhledem
k moZnému vlivu znaceni primert ¢i podminek elektroforézy pii fragmentacni analyze na
vyslednou velikost fragmentu je naprosto nezbytné analyzovat kontrolni odridy pro kazdou
alelu kazdého markeru, aby bylo mozné provést piepocet na velikosti alel publikované
v literatufe. Odridy obsahujici jednotlivé alely byly popsany vyse pro kazdy marker.

3.2.5 Sekvenovani

Sekvena¢ni analyza se pouziva pro urceni alel promotoru genu PavCNRI2, jehoz

jednotlivé alely byly asociovany s velikosti plodd. Pro sekvenovani ur¢itého tiseku DNA je
tteba tento usek nejprve amplifikovat pomoci PCR, gelovou elektroforézou rozdélit
amplifikované tiseky DNA podle velikosti a vytiznout ptislusny amplikon z gelu. Amplikon se

z gelu vyizoluje, provede se sekvenacni reakce, produkt se pieCisti a analyzuje pomoci
genetického analyzatoru. Podle ptivodni prace (v De Franceschi, 2013) se promotor amplifikuje
coby dva ¢astecné se prekryvajici fragmenty C1 a C2.

3.2.5.1 PCR amplifikace

1.

V PCR boxu se do stojanku ptipravi pottebny pocet 0,2ml PCR zkumavek véetné zkumavek
pro kontrolni vzorky (napft. kontrola bez ptidané DNA, extrakéni kontrola).

Do stojanku se ptipravi dvé 1,5ml mikrozkumavky (prvni pro amplifikaci useku C1, druha
pro amplifikaci tiseku C2), do kterych se dle poctu reakci pfipravi adekvatni mnozstvi PCR
master mixu (tabulka 5):

Tabulka 5. Rozpis pro PCR master mix

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 6 pl
For primer (5uM) 1ul
Rev primer (5uM) 1ul
gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio) 10 ul
Celkem 18 ul

Pro PCR se pouziji nasledujici PCR primery publikované v De Franceschi, 2013:
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CNR12-Cl-for: 5'-AGTGGCAACATAACTGGATG a
CNR12-Cl-rev: 5'-AAGTTTGGTGTTGAACTTGTCT, respektive

CNR12-C2-for: 5'-TTGCCATAAATAGATATCCAAAA a
CNR12-C2-rev: 5'-GATTTCCATCAGCCATCTG).

AN

Pripraveny PCR master mix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.

PCR master mix se rozpipetuje do 0,2ml PCR zkumavek po 18 pl/zkumavku.

K PCR master mixu se postupné pipetuji 2 pl izolované DNA o koncentraci cca 10 ng/pl.
Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad) s nésledujicim cyklem:
uvodni denaturace — 94 °C, 5 min; 40 cykla (94 °C 10's; 55 °C 10 s; 72 °C 1 min); zavérecné
dosyntetizovani neuplnych fragmenti — 72 °C, 7 min; finalni chlazeni 8 °C.

PCR produkty se analyzuji gelovou elektroforézou, nebo je mozné je uchovavat pii teploté
<-18 °C ve tmé& po dobu minimalné jednoho roku.

3.2.5.2 Gelova elektroforéza

1.

Agardzovy gel se piipravi v mikrovinné troubé rozvatenim agardzy (2 g agardzy/100 ml
gelu) v ptislusném objemu 0,5x TBE pufru (VWR) v kadince/Erlenmeyerové barice.

Po tplném rozvareni se gel ochladi na cca 40-50 °C (kadinku lze udrZet v ruce bez
popéleni), ke gelu se pfidd UV vizualizaéni ¢inidlo pro DNA, napt. SafeView (ABM)
v koncentraci 1 pl na 20 ml gelu.

Ochlazeny gel se nalije do -elektroforetické vanicky s pfichystanymi hiebinky
o pozadovaném poctu zubi. Po ztuhnuti se gel vlozi do elektroforetické vany a zalije se
stejnym pufrem, z kterého je pfipraven.

K 20 ul PCR produktu se pridaji 4 pl nandseciho pufru, napt. 6X TriTrack DNA Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific), a vzorek se opatrné nanese na gel tak, aby nepietekl do
sousednich jamek.

Dale se na gel nanese velikostni standard dle velikosti o¢ekavaného produktu (fragment C1:
743 bp, fragment C2: 917 bp), napi. GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific) dle doporuceni vyrobce.

Elektroforéza probihd pti konstantnim napéti cca 10 V/lem délky gelu podle potieby.
Vlastni béh je nutné opticky kontrolovat na UV transiluminatoru; zpravidla trva 30 minut
az 1 hodinu.

3.2.5.3 Eluce DNA fragmentu 7 gelu

Pro izolaci DNA fragmentd z gelu byl vyuzit DNA izola¢ni kit Expin Combo GP od firmy

GeneAll dle nasledujiciho postupu:

1.

Na UV prosvétlovaci se z gelu pomoci skalpelu vyfiznou pozadované fragmenty s co
nejmensim mnozstvim okolniho gelu a vlozZi se do oznacenych 1,5ml mikrozkumavek. Je
nezbytné, aby doba prosviceni gelu UV svétlem byla co nejkratsi.

Do kazdé zkumavky se ptida 500 pl pufru GB.
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. Vyftiznuté gelové blocky se nechaji zcela roztat pii pokojové teploté (zpravidla 30-60 min),
nebo pro urychleni postupu lze zkumavky temperovat na 50 °C v termobloku (zpravidla
5-10 min.).

Smés (maximalné 700 pl) se prepipetuje na SV kolonu ve sbérné zkumavce, centrifuguje
se 1 min. Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV
kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

. Na SV kolonu se pfida 700 pl pufru NW, necha se stat 1-5 min. Centrifuguje se 1 min.
Protekla tekutina se vyleje, hrany sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. SV kolona se
opét vsune do sbérné zkumavky.

Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil NW pufr z filtru. Po stoc¢eni se SV kolona
opatrné vsune do €isté 1,5ml mikrozkumavky.

. Na SV kolonu se ptidd 50 pl pufru EB (ptipadné¢ 30-200 pl podle potieby). Nechd se
inkubovat 1 minutu pfi pokojové teplote, poté se staci 1 minutu.

. Eluovanou DNA je mozné pouzit v dalsim kroku nebo zamrazit v <-18 °C.

3.2.5.4 Sekvenovani

. Podle po¢tu vzorkl se ve stojanku ptipravi potiebny pocet 0,2ml zkumavek. Jako templat
slouzi PCR amplikony piecisténé z gelu, tj. fragment C1 a fragment C2 pro kazdou odrtadu.

2. Slozeni premixu pro sekvenaéni reakci uvadi nasledujici tabulka 6:

Tabulka 6. Rozpis pro sekvenovani

Slozka Na 1 vzorek
PCR purifikovany produkt 6 ul
Sekvenaéni primer CNR12-C1-rev nebo CNR12-C2-for (5uM) 1l
BigDye Terminator RR kit v3.1 2 ul
BigDye Seq buffer 5x 1yl
Celkem 10 ul

Pro sekvenovani se pouziji primery CNR12-C1 rev pro fragment C1, respektive CNR12-
C2 for pro fragment C2, sekvence primerti jsou uvedeny vyse v odstavci PCR amplifikace.
. Podminky PCR byly optimalizovany pro cykler C1000 (Bio-Rad) s nasledujicim cyklem:
uvodni denaturace — 95 °C, 5 min; 35 cykla (95 °C 30 s; 55 °C 20 s; 60 °C 4 min); finalni
chlazeni 8 °C.

. Po dokonceni sekvenacni PCR se k sekvenacni reakci ptida 45 ul SAM Solution (Thermo
Fisher Scientific). Spi¢kami s ustfizenou $pi¢kou se ptidd 10 ul BigDye XTerminator
Solution (Thermo Fisher Scientific). Smés se vortexuje 30 minut pii piiblizné 1 200 RPM.
. Nasledn¢ se smes sto¢i 1-2 minuty ve stolni minicentrifuze.

. Do sekvenacni desti¢ky az na dno se napipetuje 25 pl vzorku bez XTerminator partikuli a
bez bublin. Vzorky se poté analyzuji na genetickém analyzatoru GA3500 (Thermo Fisher
Scientific) dle navodu vyrobce.

3.2.6 Alelicka diskriminace pomoci real-time PCR

Alelicka diskriminace je analyza, v ramci které jsou detekovany rizné varianty cilové

sekvence DNA, z nichz kazda je detekovana jinak fluorescencné znac¢enou sondou, a to béhem
PCR reakce v redlném case. Tento postup se pouziva pro analyzu delece adeninu (A) v genu
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PavMYB10.1 pro predikci barvy plodd. Sonda znadena 6-FAM detekuje v navrZzeném
uspoiadani reakce ptirozené se vyskytujici (WT) variantu genu PavMyb10.1 obsahujici klastr
péti adeninti (5A), sonda znacend HEX se vadze na alelu s deleci jednoho adeninu (4A), ktera
zpiisobuje patrné ¢aste€nou inaktivaci proteinu a méla by byt asociovana s pestrou barvou
plodt. Do reakce je pfidan i systém pro detekci kontrolniho genu (aktin 7), jelikoz v ptipadé
homozygotni delece genu PavMYBI10.1, kterd byla pozorovana u Zlutych tfesni, nedochazi
k detekei signalu ani 6-FAM, ani HEX. Amplifikace aktinu 7 (sonda IRDye700) tak potvrzuje
piitomnost amplifikovatelné DNA v reakci. Metoda byla optimalizovana pro real-time PCR
cykler Rotor-Gene Q (Qiagen).

1. Do stojanku se ptipravi pottebny pocet 0,1ml strip véetné mikrozkumavek pro NTC
(netempléatovand kontrola) a pozitivni kontrolu.

2. Do stojanku se ptipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakci napipetuje
adekvatni mnozstvi Primer master mixu (tabulka 7):

Tabulka 7: Rozpis pro 100 pl Primer/sonda master mixu pro alelickou diskriminaci

Analyzovany

Primer/sonda (100pM) gen Sekvence Objem
PavMyb10.1-F GGTGGTCATTGATTGCTGGA"Y 5ul
PavMyb10.1-R PavMyb10.1 CCGTTTGAATATGGTCCAAAA2) 5ul
6-FAM-PavMyb10.1-5A(WT) ' ATGTGAAAAATTATTGGAACACTC? 5ul
HEX-PavMyb10.1-4A(mut) ATGTGAAAATTATTGGAACACTC? 5ul
Aktin7-F Aktin 7 CAGATCATGTTTGAGACATTCAATGT? 5ul
Aktin7-R (kontrola CATCACCAGAGTCCAGCACAAT? 5ul
IRDye700-aktin7 amplifikace) ~ ATGGGAAGCTCATTCAATGCCAGAA?) 4 ul
voda 66
Celkem 100l

D Jin et al. (2016); ? Cmejla et al. (2020); > Marini et al. (2017)

3. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se napipetuje adekvatni
mnozstvi PCR master mixu dle nasledujici tabulky (tabulka 8).

Tabulka 8. Rozpis pro PCR master mixu pro alelickou diskriminaci

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 7 ul
Primer/sonda master mix 1ul
gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio) 10 ul
Celkem 18 ul

4. Do 0,1ml stript se pipetuje 18 ul PCR master mixu.

5. K premixu se mimo PCR box postupné pipetuje 2 ul vzorku DNA.

6. Pro real-time PCR se vyuzije zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicimi
podminkami amplifikace: aktivace polymerazy a denaturace genomové DNA
(94 °C/5 minut); 40 cykla (94 °C/20 s; 58 °C/20 s; 72 °C/20 s) s paralelnim ¢tenim
v zeleném (510 nm), Zlutém (555 nm) a karminovém (710 nm) kandlu. Vysledky se
analyzuji softwarem Rotor-Gene Q pii pouziti nasledujicich parametrti: Dynamic tube:
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ANO; Slope correct: ANO; Ignore first: Fakultativné; Threshold: 0,01 a Eliminate
cycles before: Dle potieby. Vysledek je validni, pokud jsou pozitivni kontroly pozitivni
v ocekdvaném rozmezi pro piislusnou pozitivni kontrolu a negativni kontrola je
negativni.

3.2.7 SBE analyza

SBE (Single Base Extension — extenze DNA fragmentu o jednu bazi) analyza je
multiplexni reakce, kterou lze uplatnit pfi genotypovani vice znakl najednou. V SBE analyze
jsou pro detekci obvykle vyuzivany markery typu SNP, nicméné je mozné ji pouzit pro detekci
inzerci ¢i deleci, pak byvaji navrzeny na rozhrani mezi ptivodni sekvenci a uvedenou mutaci.
Pro kazdy marker je navrzen specificky detekéni primer, jehoz 3” konec bezprostfedné naseda
pred diagnosticky SNP. Na 5" konci primeru mize byt pfipojena nekomplementarni extenze.
Diky této extenzi je mozné primer prodlouzit na pozadovanou délku tak, aby bylo mozné
fragmenty pro rtizné SNP rozlisit na zaklad¢ jejich délky. V reakéni smési jsou piitomny jen
dideoxyribonukleotidy (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), pficemz kazdy je oznaen jinou
fluorescencni barvou. Zaclenénim takto znaceného ddNTP za primer je polymerace ukoncena.
Ziskana smés fragmentt prodlouZenych piesné o jeden fluorescenéné znaceny ddNTP, ktery
odpovida piislusnému SNP, je nasledné separovana pomoci kapilarni elektroforézy
v genetickém analyzatoru, kde je detegovana fluorescence a délka jednotlivych fragmenta.

Do SBE analyzy byly zaclenény vSechny Ctyfi vybrané znaky, a to barva plodl, doba
sklizniové zralosti, hmotnost plodt a pevnost plodi (dle pofadi vrcholl ve vystupu SBE). Tato
analyza umoziuje soucasnou detekci vSech alel markerti ve vazbé s uvedenymi znaky, a to
konkrétn¢ markeru G/T v oblasti delece 5 genti PavMyb10 s kratkou inzerci (ozna¢ovano jako
in/del 5x Myb) a SNP markeru G/C v pozici chr3 23939472 asociovanych s barvou plodu, SNP
markeru A/G v pozici chr4_16353619 ve vazbé s dobou skliziiové zralosti, SNP markeru A/G
v pozici chr2 29787028 predikujiciho hmotnost plodu a SNP markeru A/T v pozici
chr4 16000421 asociovaného s pevnosti plodu. Na zékladé celogenomového sekvenovani byly
navrzeny amplifika¢ni primery pro oblast, kde se vyskytuji tyto analyzované markery. Déle
byly navrzeny specifické SBE primery, které detekuji nukleotid v pozici vybranych markert
(zelené je u primeru na 5” konci oznacena extenze):

in/del5xMyb10-b+r-PCR-F (pestra/Cervena alela):
GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCAC

in/del5xMyb10-y-PCR-F (zluta alela): GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAG
in/del5xMyb10-y+b+r-PCR-R: CTGCCAAAGACAATAGAAGAGAG
in/del5xMyb10-b+r-SBE-F (pestra/Cervena alela): CTGCAGGTTGGCACCATTAC
in/del5xMyb10-y-SBE-R (zluta alela): TTTTTTCCAGGAGGCAGTCCAGCA

chr3 23939472-PCR-F: CCTCCCATTGGGTTTTGCC

chr3 23939472-PCR-R: AAATTAGAGATAGGAAGAGGAACTG

chr3 23939472-SBE-R1: AAAAAAAACAAATCATCATCCAAAACTTGAGAGA
chr3 23939472-SBE-R2: AAAAAACCAAATTATCATCCAAAACTTAGGAGA
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chr4 16353619-PCR-F: GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTG
chr4 16353619-PCR-R: TTTGTTTTTGGCCGATAGGTTCC
chr4 16353619-SBE-F: TTTTTTTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAAT

chr2 29787028-PCR-F: GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAG

chr2 29787028-PCR-R: AAGCATATGGGTTTGGGATGC

chr2 29787028-SBE-F:
AAAAAAAAAAAAAAAAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACA

chr4 16000421-PCR-F: CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTC
chr4 16000421-PCR-R: TCAACTACGTGTATTTGGTTTCGAA
chr4 16000421-SBE-R: CCCCCCCCTTGATGTTTTACATAGAATACATTGTGATTTAT

Pro predikci znaku barva plodu byly vybrany dva lokusy. Detekéni SBE primery pro lokus
v oblasti genti PavMyb10 byly navrzeny v misté zlomu inzerce/delece. Byly navrzeny dva SBE
primery, pro Zlutou a pro pestrou/¢ervenou alelu zvlast. Pro Zlutou alelu byly navrZeny primery
s vyslednou délkou 24 nukleotidli a pro ¢ervenou alelu byly navrzeny primery s vyslednou
délkou 20 nukleotidd. Pro detekci SNP markeru v pozici chr3 23939472 asociovaného
s druhym lokusem pro barvu byly navrzeny dva SBE primery, a to z toho divodu, Ze v této
oblasti je vice jednonukleotidovych polymorfismil a bylo potfeba obsdhnout vSechny alely.
Tyto primery byly navrZeny na vyslednou délku 33 a 34 nukleotidii. SBE primer pro detekci
SNP markeru v pozici chr4 16353619 pro znak doba skliziiové zralosti byl navrzen s vyslednou
délkou 35 nukleotidti. SBE primer pro detekci SNP markeru v pozici chr2 29787028 pro znak
hmotnost plodu byl navrZen na vyslednou délku 43 nukleotidti a SBE primer pro detekci SNP
markeru v pozici chr4 16000421 pro znak pevnost plodu byl navrzen na vyslednou délku 41
nukleotidii. Potfebné délky extenzi, aby byly jednotlivé fragmenty snadno pfifaditelné
jednotlivym markertim, byly stanoveny experimentaln¢.

Pro analyzu byl pouzit nasledujici postup:

1. Vzorky DNA se pted amplifikaci nafedi na koncentraci 10 ng/pl.

2. Do stojanku se ptipravi potiebny pocet 0,2ml mikrozkumavek pro PCR reakci véetné
mikrozkumavek pro NTC (netemplétovana kontrola) a pozitivni kontrolu.

3. Do stojanku se pfipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poctu reakci napipetuje
adekvatni mnozstvi PCR Primer master mixu (tabulka 9):

Tabulka 9: Rozpis pro 100 pul PCR Primer master mixu pro SBE analyzu

Primer (10uM) Analyzovany znak Objem
indel5xMyb10-b+r-PCR-F barva: pestra/Cervena alela 7 ul
indel5xMyb10-y-PCR-F barva: zluta alela 3ul
indel5xMyb10-y+b+r-PCR-R barva: obé alely 5ul
chr3_23939472-PCR-F barva plodu 7 ul
chr3_23939472-PCR-R 7l
chr4_16353619-PCR-F sKlizitova zralost 3ul
chr4_16353619-PCR-R 3ul
chr2_29787028-PCR-F hmotnost plodu 4 ul
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chr2_29787028-PCR-R 4 ul

chr4_16000421-PCR-F 5l
chr4_16000421-PCR-R pevnost plodu 5l
voda 47 ul
Celkem 100 pl

4. Do stojanku se ptipravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se napipetuje adekvatni
mnozstvi PCR master mixu dle nasledujici tabulky (tabulka 10).

Tabulka 10. Rozpis pro PCR master mixu pro SBE analyzu

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 8 ul
PCR Primer master mix 1l
gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio) 10 ul
Celkem 19 ul

4. Do 0,2ml mikrozkumavek se pipetuje 19 ul PCR master mixu.

K premixu se mimo PCR box postupné pipetuje 1 pl vzorku DNA.

6. Amplifikace DNA fragmenti probihd v termocykleru C1000 (Biorad) s nastavenym
teplotnim profilem: pocateéni denaturace (94 °C/5 minut); amplifikace ve 40 cyklech
(95 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/30 s); zaveérecna extenze (72 °C/5 minut).

7.  Amplifikované fragmenty se purifikuji pomoci HT ExoSAP-IT™ High-Throughput PCR
Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific) pfidanim 2 pl HT ExoSAP-IT™ k 5 ul
produktu PCR.

8. Tato smés se inkubuje v termocykleru C1000 (Biorad) po dobu 20 minut pii 37 °C a poté
po dobu 20 minut pti 80 °C.

9. Do stojanku se ptipravi potiebny pocet 0,2ml mikrozkumavek pro SBE reakci véetné
mikrozkumavek pro NTC (netemplatovana kontrola) a pozitivni kontrolu.

10. Do stojanku se pripravi 1,5ml mikrozkumavka, do které se dle poc¢tu reakci napipetuje
adekvatni mnozstvi SBE Primer master mixu (tabulka 11):

W

Tabulka 11: Rozpis pro 100 pul SBE Primer master mixu pro SBE analyzu

Primer (10uM) Analyzovany znak Objem
indel5xMyb10-b+r-SBE-F barva: pestra/Cervena alela 6 ul
indel5xMyb10-y-SBE-R barva: Zluta alela 3l
chr3_23939472-SBE-R1 barva plodu 5ul
chr3_23939472-SBE-R2 5ul
chrd_16353619-SBE-F sklizriova zralost 4 ul
chr2_29787028-SBE-F hmotnost plodu 1,5 ul
chr4_16000421-SBE-R pevnost plodu 2,5l
voda 73 ul
Celkem 100 pl

5. Do stojanku se ptipravi 1,5 ml mikrozkumavka, do které se napipetuje adekvatni
mnozstvi SBE master mixu dle nasledujici tabulky (tabulka 12).
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Tabulka 12. Rozpis pro SBE master mixu pro SBE analyzu

Slozka Na 1 vzorek
PCR voda 3 ul
SBE Primer master mix 1ul
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Thermo Fisher Scientific) 5 ul
Celkem 9ul

11. Do 0,2ml mikrozkumavek se pipetuje 9 ul SBE master mixu.

12. K premixu se mimo PCR box postupné pipetuje 1 pl purifikovaného amplifikovaného
fragmentu.

13. Reakce probihd v termocykleru C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim profilem:
amplifikace ve 4 cyklech (96 °C/10 s, 50 °C/5 s, 60 °C/30 s).

14. Po ukonceni reakce se produkty znovu purifikuji tak, Ze se 1 ul enzymu SAP (Thermo
Fisher Scientific) pfida k 10 pl produktu SBE reakce.

15. Ptipravend smés se inkubuje v termocykleru 1 hodinu pti 37 °C a poté 15 minut pii 75 °C.

16. Vzorky se pripravi k analyze pomoci genetického analyzatoru tak, zZe se nejprve vytvori
smés 9 ul Hi-Di formamidu a 0,2 pl velikostniho standardu GeneScan 120 LIZ dye (oba
Thermo Fisher Scientific) a k této smesi se ptidd 1 pl analyzovaného vzorku.

17. Piipravené vzorky se pied samotnou analyzou denaturuji po dobu 5 minut pii 95 °C
v termocykleru, SBE analyza se provede na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500
(Thermo Fisher Scientific) s firemnim nastavenim.

3.3 Vyhodnoceni a interpretace dat

Pro spravnou interpretaci dat je nezbytné vyuzit kontrolni odridy, a to zejména v ptipadé
fragmentac¢nich analyz. Vyhodnoceni vysledkii bude provedeno nejprve podle pouZzitych metod
pro analyzu jednotlivych markerti, jelikoZ nékteré pfistupy analyzuji markery pro vice
vlastnosti najednou. Nasledn¢ bude ucinéno shrnuti vysledkd podle jednotlivych
analyzovanych znakl a doporuceni pro vybér vhodného markeru a metody jeho analyzy. Pokud
bylo provedeno statistické porovnani fenotypi alelickych kombinaci daného markeru, byl
proveden nejprve test shodnosti rozptyl (F-test) a nasledné studentiiv t-test v programu Excel
(verze 2013).

3.3.1 Vyhodnoceni fragmentacni analyzy

Fragmenta¢ni analyzou mohou byt najednou hodnoceny tii diive publikované SSR
markery pro velikost plodi (G2SSR1566, CPSCT038 a BPPCT034) a jeden SSR marker
asociovany s barvou plodi (Pav-Rf-SSR). Do vyhodnoceni byly zatazeny pouze odridy
s alelami, ke kterym byla dfive piifazena velikost plodi. VSechny SSR markery jsou odecitany
v modrém kanélu a ve vystupu se mulize objevit az 8 majoritnich vrcholt. Nekteré tyto SSR
markery vykazuji pomérné vysoky tzv. ,stutter, tj. fragmenty krat$i o 2 nt zpravidla s nizsi
vyskou signalu. Ty vznikaji skluzem polymerazy pti PCR. Hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje
vznik stutteru, je délka repetice a jeji sekvence, tento fenomén nelze reakénimi podminkami
prilis ovlivnit. Ukazky vystupu fragmentaéni analyzy jsou na obrazku 4.
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Obrazek 4: Piiklady vystupu fragmentacni analyzy u dvou odrid, modry kandl. Marker
G2SSR1566 se odecte v analyzované oblasti cca 115 az 160 nukleotidi (nt), CPSCT038 spada
do oblasti cca 180 az 200 nt, BPPCT034 ma velikost v rozmezi cca 215 az 255 nt a Pav-Rf-SSR
lze identifikovat ve velikostnim pasmu cca 340-355 nt. Oranzové vrcholky predstavuji
velikostni marker.

Na zaklad¢ analyzy kontrolnich odrtd (viz kapitola 3.1) se provede pievod vystupnich
hodnot z fragmentac¢nich analyz na publikované velikosti pfislusnych markert, aby bylo mozné
predikovat fenotyp sledovaného znaku (uvedeno v tabulkach nize). Jelikoz o zméne délky
fragmentli rozhoduji podminky kapilarni elektroforézy ¢i pouzity typ znaceni primeru, jsou tyto
posuny individudlni pro kazdou laboratof a nelze se tedy spoléhat na hodnoty uvedené v této
metodice. Tyto posuny nemusi byt pro analyzovany marker konstantni a mohou se li$it 1
s délkou jednotlivych alel.

Pro zhodnoceni vlivu alelickych sestav jednotlivych marker na patfi¢ny fenotyp byla
provedena analyza vice jak 100 odriid z genofondové sbirky VSUO Holovousy, které nesly
alely jednotlivych markert asociované s fenotypovou hodnotou pfislusného znaku. Odrady
nesouci alely s nejasnym vlivem na fenotyp byly z analyzy vyfazeny.

Statistické vyhodnoceni markeru G2SSR1566 — velikost plodit

Byla zkouména asociace markeru G2SSR1566 s Sitkou a hmotnosti plodd. V testované
kolekei odriid byly nalezeny alely 225; 228 a 250 dfive spojené s urcitou velikosti plodu, a to
v nasledujicich kombinacich: 225/225; 225/250; 225/228; 250/250; 228/250 a 228/228.
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Tabulka 13: Analyza Sitky plodi (mm) podle markeru G2SSR1566

Alelické kombinace G2SSR1566

Délka (nt) dle

publikované 225/225 225/250 225/228 250/250 228/250  228/228
literatury”

Délka (nt)dle | 454,499 120/154 120/128 154/154 128/154  128/128
této metodiky

Pocet vzorkl 54 34 16 1 5 1
Pramér (mm) 24,09 22,24 22,21 19,99 18,51 19,4
SD 2,27 1,90 1,68 0 1,64 0
Variacni 0,09 0,09 0,08 0 0,09 0
koeficient

Minimum (mm) 18,28 18,58 19,47 19,99 16,59 19,4
Maximum (mm) | 28,05 27,176 26,69 19,99 20,74 19,4
) De Franceschi et al. (2013)
Tabulka 14: Analyza hmotnosti plodi (g) podle markeru G2SSR1566

Alelické kombinace G2SSR1566

Délka (nt) dle

publikované 225/225 225/250 225/228 250/250 228/250  228/228
literatury”

Délka (nt) dle | 454,450 120/154 120/128 154/154 128/154  128/128
této metodiky

Poget vzorkl 54 34 16 1 5 1
Pramér (g) 6,95 5,67 5,59 4,39 3,77 3,77
SD 1,63 1,27 0,97 0 1,07 0
Variacni 023 022 017 0 028 0
koeficient

Minimum (g) 3,17 3,88 413 4,39 2,55 3,77
Maximum (g) 10,98 9,82 8,19 4,39 5,63 3,77

) De Franceschi et al. (2013)

Zaver pro analyzu G2SSRI1566: Na zékladé provedenych analyz a udaju z literatury se
doporucuje pozitivni selekce semenaci obsahujicich alespon jednu alelu s velikosti 225 nt,

idedln¢ homozygoth 225/225. Ti vykazuji v primeéru témét o 2 mm (témét 1,3 g) vetsi Sitku
(hmotnost) neZ heterozygoti obsahujici alelu 225 v kombinaci s jinou alelou (p=1,53 x 10 pro
velikost a p=1,16 x 10~ pro hmotnost). Tito heterozygoti jsou pak v priméru o vice nez 2 mm
Sir$i a o 1-2 gramy t€z8i nez ostatni kombinace alel, ty vSak byly zastoupeny pouze malym
poc¢tem vzork.

Statistické vyhodnoceni markeru CPSCT038 — velikost plodii

Marker CPSCTO038 je také mozné vyuzit pro predikci $itky a hmotnosti plodi.
V analyzovanych odrtidach byly nalezeny ¢tyfi alely diive asociované s velikosti ploda (190;
192; 202 a 204) a jejich nasledujici kombinace: 190/190;190/192; 190/202; 190/204; 204/204
a 192/204.
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Tabulka 15: Analyza $itky plodt (mm) podle markeru CPSCT038
Alelické kombinace CPSCT038

Délka (nt) dle

publikované 1901190  190/192  190/202  190/204  204/204  192/204
literatury?-2)

qultﬁ.(l?yt) dieteto | 1ga/184  184/186  184/196  184/198  198/198  186/198
Pocet vzorku 49 18 3 33 3 5
Prameér (mm) 24,26 22,22 22,35 22,02 21,53 19,53
) 2.3 1,81 114 2.09 165 172
Variaéni koeficient 0,09 0,08 0,05 0,1 0,08 0,09
Minimum (mm) 18.28 194 21,24 16,59 19,99 167
Maximum (mm) 28,05 26,69 23,91 27,18 23,83 21,72

D Rosyara et al. (2013)

Tabulka 16: Analyza hmotnosti plodil (g) podle markeru CPSCTO038
Alelické kombinace CPSCT038

Délka (nt) dle

publikované 190/190 190/192 190/202 190/204 204/204 192/204
literatury®)

Délka (nt) dle této | 154184  184/186  184/196  184/198  198/198  186/198
metodiky

Pocet vzorkl 49 18 3 33 3 5
Pramér (g) 71 5, 65 4,91 5,59 4,99 4,23
SD 1,63 1,06 0,65 1,36 0,86 0,93
Variaéni koeficient 0,23 0,19 0,13 0,24 0,17 0,22
Minimum (g) 3,17 3,77 4,13 2,55 4,37 2,98
Maximum (g) 10,98 8,19 5,72 9,82 6,21 5,63

D Rosyara et al. (2013)

Zaver pro _analyzu CPSCT038: Na zékladé provedenych analyz a udaju z literatury se

doporucuje pozitivni selekce semenaci obsahujicich alesponi jednu alelu s velikosti 190 nt,
ideéalné homozygoti 190/190. Tito homozygoté jsou v priméru o 2 a vice mm $ir8i nez ostatni
kombinace s alelou 190 (p=1,66 x 10°°) a zaroveii jsou o témé&F 1,5 a vice g t&8i (p=6,43 x 107).

Statistické vyhodnoceni markeru BPPCT034 — velikost plodu

Byla vyhodnocena asociace SSR markeru BPPCTO034 s §itkou plodi a hmotnosti.
V testované kolekci odrtid byly pozorovany alely 223; 225; 235; 237 a 255 difive asociované
s velikosti plodid, a to v nasledujicich kombinacich: 223/237; 237/255; 255/255; 235/235;
223/255; 235/255; 225/255; 235/237; 225/235 a 223/235.
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Tabulka 17: Analyza $itky plodt (mm) podle markeru BPPCT034

Alelické kombinace BPPCT034

Délka (nt)

ﬁ(')evgr‘:g“' 223/237 237/255 255/255 235/235 223/255 235/255 225/255 235/237 225/235 223/235
literatury?)

Délka (nt)

dletéto | 217/220 2201251 251/251 227/227 217/251 227/251 219/251 227/229 219/227 217/227
metodiky

Pocet 2 2 39 2 23 30 5 1 1 6
vzork(

Fr:rlnn;er 248 2472 2456 22,93 22,4 22 21,42 20,77 20,62 19,62
SD 0,63 0 2,12 2,93 1,95 1,97 0,62 0 0 2,64
Variacni 0,03 0 0,09 0,13 0,09 0,09 0,03 0 0 0,13
koeficient

mrr‘r']r;‘“m 2417 2471 187 1999 194 1828 2024 20,77 2062 16,59
?fnar’r‘]')m”m 2543 2472 2805 2586 2669 27,18 22,06 20,77 20,62 23,68

D Rosyara et al. (2013)

Tabulka 18: Analyza hmotnosti plodi (g) podle markeru BPPCT034

Alelické kombinace BPPCT034

Délka (nt)

ﬁ'oevgﬁg“' 223/237 237/255 255/255 235/235 235/255 223/255 225/255 235/237 225/235 223/235
literatury!

Délka (nt)

dietéto | 217/229 229/251 251/251 227/227 217/251 227/251 219/251 227/229 219/227 217/227
metodiky

Pocet

uzorkil 2 2 39 2 30 23 5 1 1 6

Pramér (g)| 7,21 7,02 7,28 6,20 5,55 5,72 5,28 4,37 4,94 4,38
SD 0,06 0,77 1,62 1,81 1,26 1,18 0,56 0 0 1,65
Variatni 0,01 0,11 022 029 023 021 0,11 0 0 0,38
koeficient

?gj')”'m“m 716 624 317 439 343 377 439 437 494 255
J'\g';’x'm”m 727 7,79 1098 802 982 819 601 437 494 7,29

D Rosyara et al. (2013)

Zavéer pro analyzu BPPCT034: Na zakladé¢ provedenych analyz a udaji z literatury se

doporucuje pozitivni selekce semenacu obsahujicich alespon jednu alelu s velikosti 237 nebo
255 nt. Ideédlni zpohledu tohoto markeru jsou homozygoté 237/237 (neidentifikovano
v analyzovaném souboru) a 255/255, poptipadé heterozygoté 237/255, kteti praimérné vykazuji
alespoii o 1,5 mm vétsi $itku (p=1,02 x 10®) a 1 gram vétsi hmotnost neZ vechny ostatni
alelické varianty (p=1,27 x 10™®). Nejvétsi primér plodi a druhou nejvyssi hmotnost vykazuje
v téchto vysledcich kombinace 223/237, hodnoceny vsak byly pouze dva vzorky s touto
kombinaci alel a nelze tak u ni ¢init rozsahlejsi zavery.
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Statistické vyhodnoceni markeru Pav-Rf-SSR — barva plodii

Pro statistické vyhodnoceni asociace barvy plodu a SSR markeru Pav-Rf-SSR byly pouzity
alely 351; 357 a 361 dtive asociované s ur¢itou barvou plodi, ostatni alely jsou neinformativni.
Hodnoceny byly kombinace obsahujici alesponi jednu alelu 351 nebo 361, druhd byla libovolna
(dominance alel 351 a 361), respektive kombinace 357/357 nezbytnd pro pestrou az svétle
cervenou barvu tfesni.

Tabulka 19: Analyza barvy plodti podle markeru Pav-Rf-SSR
(stupnice 1-9: 1: zluté; 1,01-5: pestré az svétle Cervené; 5,01-9: tmavé Cervené az cerné)
Alelické kombinace Pav-Rf-SSR

Ef tlﬁi?(cg\r/lgncge 351/ 361/x (351/x) * 357/357 ostatni
literatury") (361/x)" kombinace
t':;fc')k;gg dﬂli 343/ 353/x (:(”ggé’/‘))()" 349/349 ostatni
Pocet vzorkt 14 40 50 26 70
Pramér 7.96 7.98 7.96 472 6,19
) 0,55 12 11 2,21 2.41
?(/c?;‘?;g:]t 0,07 0,15 0,14 0,47 0,39
Minimum 7 3 3 3 1
Maximum 9 9 9 8,75 9

D Sandefur et al. (2016)
*) Souhrnna kategorie zahrnujici podle dostupné literatury (Sandefur, 2016) vSechny Cervené tfesné.
x=libovolna alela

Prestoze je barva plodii hodnocena subjektivné, existuji hranice rozdélujici jednotlivé
barevné typy tfesni (hodnoceni Skalou 1-9: 1=zluté tfesn¢; 2-5=pestré az svétle Cervené tresne;
6-9=tmavé Cervené az Cerné tfe$né, vice viz Holusova, 2023). Proto je u tohoto znaku mozné
krom¢ statistického vyhodnoceni jednotlivych markerd provést i analyzu spolehlivosti predikce
jednotlivych markert.

Vyhodnoceni spolehlivosti predikce barvy podle Pav-Rf-SSR
Tabulka 20: Korelace alelické kombinace Pav-Rf-SSR a barvy plodu — absolutni pocty

Barva vs. genotyp (n=146)

2luté pestre az svetle tmavé cervené az
gervené gerné
(351/x) + (361/x)" 0 2 48
357/357 0 17 )
ostatni kombinace 4 20 46
Celkem 4 39 103

*) Souhrnna kategorie zahrnujici podle dostupné literatury (Sandefur, 2016) vSechny ¢ervené tfesné.
x=libovolna alela

28



Tabulka 21: Korelace barvy plodu a alelické kombinace Pav-Rf-SSR — relativné

Podminénost barvy plodu alelickou kombinaci Pav-Rf-SSR (%)

Sluté pestré az svétle tmavé Cervené az
n=4 Cervené Cerné
n=39 n=103
(351/x) + (361/x)" 0 513 46,6
357/357 0 43,59 8,74
ostatni kombinace 100 51,28 44,66
Celkem 100 100 100

*) Souhrnna kategorie zahrnujici podle dostupné literatury (Sandefur, 2016) vSechny ervené tfesné.
x=libovolna alela

Tabulka 22: Korelace alelické kombinace a barvy plodu Pav-Rf-SSR — relativné
Alelické kombinace Pav-Rf-SSR — predikovatelnost barvy (%)

(351/x) + (361/x)" 357/357 ostatni kombinace

n=50 n=26 n=70
Zluté 0 0 5,71
E>estre gz sveétle 4 65.38 28.57
Servené
tmave cervene az 96 34,62 65,72
gerné
Celkem 100 100 100

*) Souhrnna kategorie zahrnujici podle dostupné literatury (Sandefur, 2016) viechny Cervené tfesné.
x=libovolna alela

Zaver pro analyzu Pav-Rf-SSR: Marker je vhodny pro selekei tfesni s cervenou barvou ploda
(vyskyt dominantni alely 351 a 361), kde v genofondové sbirce VSUO vykazal 96%

o 4

351, pfi jejim vyskytu byla barva plodi daného genotypu hodnocena nejméné hodnotou 7.
Naopak podminénost genetické predeterminace pestré barvy plodi homozygotnim vyskytem
357/357 (Sandefur, 2026) nebyla potvrzena, jedna tietina vzorki s touto alelickou kombinaci
vykazovala ¢ervenou barvu tfesni a naopak pouze 43,59 % tie$ni s pestrymi plody mélo tuto
alelickou kombinaci pfedpokladanou pro pestré tiesné. Navic nebylo u téméf poloviny vzorkt
mozné podle tohoto markeru barvu predikovat, nebot’ v nich obsazené alely nebyly asociované
s zadnou barvou plodu.

3.3.2 Vyhodnoceni sekvenovani promotoru genu PavCNRI12

Metoda sekvenovani se vyhodné pouziva pro charakterizaci jednotlivych variant
promotoru genu PavCNRI2, které byly asociovany s velikosti plodi. Jednotlivé alely
promotoru genu PavCNR 12 se totiz 1isi nékolika bodovymi mutacemi, pro zjisténi typu alely je
tteba zhodnotit vice polymorfnich mist (obrazky 5-8). Ve vzacnych piipadech nelze vyloudit
pfitomnost i1 dal§ich mutaci, jejich vliv na velikost plodii v§ak nebyl stanoven (vytazeny
z analyzy). Jako referen¢ni pro oba sekvenované fragmenty C1 a C2 jsou pouzivany sekvence
z databaze GenBank s ¢isly KC139086 (PavCNRI2-1), KC139087 (PavCNRI12-2) a
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KC139088 (PavCNR12-3).| Polymorfizmy mezi témito sekvencemi jsou uvedeny v tabulce 23
nize.

Tabulka 23: Polymorfizmy v jednotlivych alelach promotoru genu PavCNRI2 (nukleotid
odlisujici danou alelu od ostatnich je uveden tuénym Cervenym pismem).

Nukleotid PavCNR12-1 PavCNR12-2 PavCNR12-3
394 T T Cc
395 C C A
470 T T Cc
482 G A G
844 G T T
953 G T G
954 A Cc A
1049 A T T
1169 G C C
1194 C T T

Jak vyplyvé ztabulky 23 vySe, jednozna¢nou ptitomnost alely PavCNRI2-1 lze zjistit
analyzou nukleotidt 844 (G), 1049 (A), 1169 (G), respektive 1194 (C). Alela PavCNR12-2 se
vyznacuje nukleotidem A v pozici 482, respektive sekvenci TC v pozici 953-954. Alelu
PavCNR12-3 je pak mozné diagnostikovat na zakladé vyskytu nukleotidii CA v pozici 394+395
a C coby nukleotidu 470. Pro identifikaci alely promotoru genu PavCNR12 je pti hodnoceni
vhodné vyuzivat vice nukleotidi ve vySe uvedenych pozicich, na vSech obrazcich nize jsou
uvedeny sekvence ve sméru forward, prestoze nékteré byly sekvenovany z reverzniho primeru.
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Obrazek 5: Sekvenace fragmentu PavCNR12-C1 — nukleotidy 394+395, 470 a 482 (Cervené
obdélniky). Polymorfismus Ize nalézt v nukleotidech 3944395, 470, respektive 482 sekvenci
jednotlivych alel promotoru PavCNRI2 (Cisla v databazi GenBank KC139086, KC139087 a
KC139088 pro alely PavCNRI2-1, PavCNRI2-2, respektive PavCNRI2-3). Alela
PavCNR12-1 vykazuje v pozicich 394 a 395 nukleotidy tymin (T) a cytosin (C), v pozici 470
obsahuje T a nukleotid 482 se prezentuje jako guanin (G). Alela PavCNR12-2 ma stejné jako
varianta PavCNRI12-1 v pozicich 394 a 395 nukleotidy T a C a v pozici 470 T, odliSuje se
v pozici 482 piitomnosti adeninu (A). Naopak alela PavCNR12-3 se odlisuje od zbylych dvou
alel v pozicich 394 a 395, které tvoii nukleotidy CA, a v pozici 470, kterd vykazuje C, nukleotid
482 je G stejné jako u alely PavCNR12-1. Kombinace PavCNR12-2/PavCNR12-2 nebyla pro
sekvenaci k dispozici.
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Obrazek 6: Seckvenace fragmentu PavCNR12-C2 — nukleotidy 844 a 953+954 (Cervené
obdélniky). Je zndzornén polymorfismus v nukleotidech 844, respektive 953+954 sekvenci
jednotlivych alel promotoru PavCNRI12 (Cisla v databazi GenBank KC139086, KC139087 a
KC139088 pro alely PavCNRI2-1, PavCNRI2-2, respektive PavCNRI2-3). Alela
PavCNRI2-1 mav pozici 844 nukleotid G a v pozicich 953+954 obsahuje GA. Alela
PavCNR12-2 vykazuje v pozici 844 nukleotid T a nukleotidy 953+954 jsou na rozdil od
ostatnich variant TC. Konecné alela PavCNR12-3 ma v pozici 844 nukleotid T, v pozicich 394
a 395 se shoduje s PavCNRI2-1 (nukleotidy GA). Kombinace PavCNRI2-2/PavCNR12-2
nebyla k dispozici.
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Obrazek 7: Sekvenace fragmentu PavCNR12-C2 — nukleotid 1049 (Cerveny obdélnik).
Polymorfismus nukleotidu 1049 sekvenci jednotlivych alel promotoru PavCNRI2 (Cisla
v databazi GenBank KC139086, KCI139087 a KC139088 pro alely PavCNRI2-1,
PavCNR12-2, respektive PavCNRI12-3). Alela PavCNRI2-1 ma v pozici 1049 nukleotid A,
varianty PavCNR12-2 a  PavCNRI2-3 zde maji nukleotid T. Kombinace
PavCNR12-2/PavCNR 12-2 nebyla k dispozici.
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Obrazek 8: Sekvenace fragmentu PavCNRI12-C2 — nukleotidy 1169 a 1194 (Cervené
obdélniky). Polymorfismus nukleotidd 1169 a 1194 sekvenci jednotlivych alel promotoru
PavCNRI2 (¢isla v databdzi GenBank KC139086, KC139087 a KC139088 pro alely
PavCNR12-1, PavCNRI2-2, respektive PavCNR12-3). Alela PavCNR12-1 obsahuje v pozici
1169 nukleotid G a v pozici 1194 nukleotid C, varianty PavCNR12-2 a PavCNR12-3 vykazuji
v té€chto pozicich nukleotid C, respektive T. Kombinace PavCNRI2-2/PavCNR12-2 nebyla
k dispozici.

Pro zhodnoceni vlivu alelické sestavy promotoru genu PavCNR12 na velikost plodu byla
provedena analyza 111 odriid z genofondové sbirky VSUO Holovousy. Pouzity byly stejné
odrtdy jako pro analyzu SSR markerti asociovanych s velikosti ploda.

Statistické vphodnoceni markeru promotor CNR12 — velikost plodii

Pro statistické vyhodnoceni byly pouzity pouze odridy vykazujici alely promotoru
PavCNRI12-1 (predikovéany nejvétsi plody), PavCNR12-2 a PavCNR12-3 (nejmensi plody).
Velmi vzacné (zejména plané tie$n€) byly v sekvenovanych fragmentech nalezeny i dalsi
mutace, tyto genotypy byly ze vSech analyz vylouceny.
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Tabulka 24: Analyza $itky plodt (mm) podle markeru CNR12
Alelické kombinace promotoru CNR12 (dle de Franceschi, 2013)

1/1 1/2 1/3 2/2 3/3 2/3
Podet
Uzorki 55 33 16 1 1 5
Prumér 2418 22,13 21,77 19,99 19,40 18,51
(mm)
SD 2.29 1.82 1.28 0 0 1,64
Variacni 0,09 0,08 0,06 0 0 0,09
koeficient
Minimum 18,28 18,58 19,47 19,99 19,40 16,59
(mm)
Maximum 28,05 27,18 23,65 19,99 19,40 20,74
(mm)

Tabulka 25: Analyza hmotnosti plodil (g) podle markeru CNR12
Alelické kombinace promotoru CNR12 (dle de Franceschi, 2013)

111 1/2 1/3 2/2 3/3 213
Podet 55 33 16 1 1 5
vzorkl
Pramér (g) 6,99 5,62 5,37 4,39 3,77 3,77
) 1,66 1,19 0,75 0 0 1,07
Variacni 0,24 0,21 0,14 0 0 0,28
koeficient
Minimum (g) 3,17 3,88 4,13 4,39 3,77 2,55
gj‘x'm“m 10,98 9,82 6,48 4,39 3,77 5,63

Zaver pro analyzu promotoru CNRI2: Na zakladé provedenych analyz a udaji z literatury se
doporucuje pozitivni selekce semendct obsahujicich alespon jednu alelu PavCNR12-1, idedlni
je vybirat semenace s homozygotni sestavou PavCNR12-1/PavCNR12-1, které maji pramerné

o 2 mm $irsi plody (p=4,11 x 107) a téméf o 1,4 g t&78{ plody (2,51 x 107) neZ druha nejlepsi
kombinace PavCNR12-1/PavCNR12-2.

3.3.3 Vyhodnoceni alelické diskriminace PavMyb10.1

Ptitomnost dele¢ni mutace v genu PavMybl0.1 je vyuzivana pro predikci barvy plodi
a je jednoduse detekovana metodou alelické diskriminace. Ta byla popsana v publikaci Cmejla
etal. (2021).

Alelickd diskriminace je vyhodnocena podle relativnich hodnot fluorescence
dosazenych v jednotlivych detek¢nich kandlech. Pokud amplifikacni kiivka piekona
nastavenou hranici pouze v kandlu pro detekci 6-FAM, pak vzorek obsahuje PavMyb10.1 pouze
ve variant¢ WT a dle prvotni publikované literatury by se mélo jednat o tfeSeni s Cervenymi
plody (Jin, 2016). Detekce pouze amplikonii zna¢enych HEX znaci pfitomnost vyhradné alely
s deleci jednoho adeninu, plody by podle primarniho zdroje popisujiciho tuto mutaci mély byt
pestré. V ptipadé nulové detekce signalu 6-FAM 1 HEX je tfeba provétit detekéni kanal pro
IRDye700, ve kterém je detekovan amplikon kontrolniho genu PavAct-7. Pokud amplifikace
prekonala nastavenou hranici, pak vzorek obsahuje pouze DNA s deletovanou oblasti, ve které
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se nachazi analyzovany gen PavMybl0.1, a plody této tfesné budou zluté. V kombinaci
s metodou relativni kvantifikace umoznuje postup 1 stanoveni deletované alely
v heterozygotnim uspoiadani. Vyhodnoceni je zalozeno na porovnani rozdild hodnot Ct pro
6-FAM — IRDye700 (v ptipadé mozné kombinace InDel alely s 5A alelou naznacuje rozdil
vy$$i nebo roven 2,79 heterozygota), respektive HEX - IRDye700 (v pfipadé moZné kombinace
InDel alely s 4A alelou predikuje rozdil vyssi nebo roven 2,36 heterozygota), spolehlivost
uréeni spravného genotypu je cca 90 % (Cmejla, 2021). V piipadé, Ze je IRDye700 negativni,
je tfeba analyzu zopakovat, nebot’ tento vzorek neobsahoval detekovatelnou DNA. Ukazky
vystupt alelické diskriminace jsou na obrazku 9.

T TWT(5A)/Mut(4A)

e

InDel/InDel PavAct7 "

Obrazek 9: Vystupy z alelické diskriminace alel PavMybl0.1. Hladké kiivky reprezentuji
fluorescenci 6-FAM, tedy WT alelu s SA, kiivky s krouzky pak fluorescenci HEX znacici
pritomnost alely s deleci 1 adeninu (4A). Obrazek vlevo nahofe tak reprezentuje vzorky
s potencialné Cervenymi plody, vlevo dole s pestrymi plody. Vpravo nahofe jsou zachyceni
heterozygoté 4A/5A, vpravo dole pak vzorky neobsahujici ani alelu 4A, ani alelu 5A a
s usp&$nou amplifikaci aktinu 7 (ve vyiezu), u téch je piedpokladana Zluta barva ploda (Cmejla,
2021).

Statistické vyhodnoceni markeru PavMyb10.1- barva plodi

Marker PavMybl10.1 se podle dostupné literatury (Jin, 2016) ve vysledném hodnoceni
prezentuje ve tfech moznych formach: 1/ zcela dominantni alela SA asociovana s ¢ervenou
barvou plodu, 2/ alela 4A, kterd by méla v homozygotnim uspotadani, piipadné v kombinaci
s dele¢ni variantou, predikovat pestrou barvu tiesni a 3/ nulova amplifikace PavMyb10.1, ktera
je v homozygotni sestavé podminkou zluté barvy tfesni, nezbytna je vSak soucasna amplifikace
kontrolniho genu PavAct-7. Odhaleni kombinaci alel 4A, respektive 5A s deletovanou alelou
je problematické.
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Tabulka 26: Analyza barvy plodt podle markeru PavMybl10.1

(stupnice 1-9: 1: zluté; 1,01-5: pestré az svétle Cervené; 5,01-9: tmave Cervené az Cerné, pouzity
stejné vzorky jako pro fragmentacni analyzu Pav-Rf-SSR)

Alelické kombinace Myb10.1

Negativni pro 4A i

4A 4A/5A 5A 5A
Pocet vzorkd 21 60 61 4
Pramér 3,36 6,47 8,02 1
SD 1,06 2,03 0,89 0
Variacni koeficient 0,32 0,31 0,11 0
Minimum 3 3 3 1
Maximum 8,25 8,75 9 1

Vzhledem k jasn¢ dané hranici mezi jednotlivymi hodnocenimi barvy plodi byla i u tohoto

markeru provedena analyza spolehlivosti predikce.

Vyhodnoceni spolehlivosti predikce barvy podle PavMyb10.1

Tabulka 27: Korelace alelické kombinace a barvy plodu podle PavMyb10.1- absolutni pocty

Barva vs. genotyp (n=146)

pestré az svétle

tmaveé cervené az

Zlute Cervené cerné
negativni pro 4A a 5A 4 0 0
4A 0 20 1
4A/5A 0 18 42
5A 0 1 60
Celkem 4 39 103

Tabulka 28: Korelace barvy plodu a alelické kombinace podle PavMyb10.1 — relativné

Podminénost barvy plodu alelickou kombinaci PavMyb10.1 (%)

pestré az svétle

tmavé Cervené az

zluté N . .
n=4 Cervené cerné
n=39 n=103
negativni pro 4A a 5A 100 0 0
4A 0 51,29 0,97
4A/5A 0 46,15 40,78
5A 2,56 58,25
Celkem 100 100 100
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Tabulka 29: Korelace alelické kombinace a barvy plodu podle PavMyb10.1 — relativné
Alelické kombinace PavMyb10.1 — predikovatelnost barvy (%)

Negativni

4A 4A/5A 5A

pro 46 a 5A n=21 n=60 n=61
n=4

Zluté 100 0 0 0
pestré az svétle
gervené 0 95,24 30 1,64
tmavé Cervené az
cerné 0 4,76 70 98,36
Celkem 100 100 100 100

Zaver pro analyzu alelické diskriminace PavMybl(.1: Na zékladé provedenych analyz je
mozné tuto analyzu pouzit se 100% spolehlivosti pro selekci semendch se zlutymi plody
(negativni pifi amplifikaci PavMybl0.1, pozitivni aktin 7). Vice jak 95 % genotypl
vyhodnocenych jako 4A bude mit pestrou barvu, naopak vic jak 98 % tiesni diagnostikovanych
jako 5A bude mit ¢ervenou barvu plodii. Problematické jsou vSak genotypy s alelickou sestavou
4A/5A, téméf tietina z nich v genofondové sbirce méla pestrou barvu, vice jak dvé tietiny mély
¢ervenou barvu plodt. Kvili nemoznosti predikovat barvu u heterozygotl se tento molekularni
marker spiSe nedoporucuje pro predikci barvy, a¢ bylo publikovano, Ze piitomnost jedné alely
5A je dostacujici pro ¢ervenou barvu ploda (Jin, 2016). Taktéz odhaleni kombinaci alely SA,
respektive 4A s InDel alelou neni zcela spolehlivé, i kdyz by to bylo zddouci — tyto genotypy
s ¢ervenymi, respektive pestrymi plody by pfi vzajemném kiiZeni mohly dat vznik i potomstvu
se zlutymi tfe$némi, pokud by doslo k sou¢asnému vyskytu dvou deletovanych alel.

3.3.4 Vyhodnoceni analyzy SBE

Vysledek SBE analyzy se vyhodnocuje pomoci softwaru GeneMapper v5.0 (Thermo
Fisher Scientific). Vysledkem je elektroforeogram obsahujici vrcholy v barvé konkrétniho
nukleotidu v mist¢ SNP a zaroven jsou tyto vrcholy rozdéleny na zaklad¢ délky (obrazky
10a-¢). Ve vsSech ptipadech doslo k posunu v délce n€kolika nukleotidl oproti predpokladané
pozici (tabulka 30).

Tabulka 30: Vyhodnoceni analyzy SBE — zména délky detekovanych fragmentti oproti délce
detekéniho SBE primeru — teoreticky by mely byt detekovany fragmenty o 1 nt del$i, nez je
pouzity SBE primer, v praxi jsou vSak pozorovany pomérné velké zmény délky oproti
predpokladu (popis markerd odpovida elektroforeogramim).

Marker — alela Délka SBE primeru (nt) Pfiblizna detekovana délka (nt)
Barva plodu-in/del - G 24 33
Barva plodu-in/del = T 20 35
Barva plodu—-C 33+34 37,75
Barva plodu - G 33+34 38,25
Doba zrani — G 35 41
Doba zrani — A 35 42,25
Hmotnost plodu — G 43 44,75
Hmotnost plodu — A 43 45
Pevnost plodu — T 41 47,5
Pevnost plodu — A 41 49
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Nesoulad mezi skutecnou délkou fragmentu a délkou fragmentu pozorovanou pii
fragmentacni analyze je vSak bézné popisovany jev. Tento posun muize byt zpiisoben pouzitim
jak fluorescenéni znacky, kterd ma vliv na mobilitu ziskaného produktu, tak sekvenci
analyzovaného oligonukleotidu. Posun z téchto diivodu je patrny i u analyz pro konkrétni SNP,
kde se jednotlivé alely nezobrazuji piesné¢ pod sebou, ale s posunem jednoho az nékolika
nukleotid. Cim je oligonukleotid krat3i, tim byva tento posun vétsi, vliv na vyslednou délku
fragmentu genotypizovaného SNP ma také polymer pouzity pii praci na genetickém
analyzatoru (Goodwin et Alimat, 2017). V uvedeném piipad¢ byl pouzit polymer POP7
(Thermo Fisher Scientific) a kapilary o délce 50 cm. I pies tyto posuny jsou vsak jednotlivé
SNP v ptipadé multiplexni reakce dobie velikostné rozlisitelné, jednotlivé vrcholy byly ovéteny
pouzitim jednotlivych primerd v reakci. V rdmci nékterych analyzovanych SNP je mozné
pozorovat, Ze jedna alela ma oproti druhé pomérné nizky signdl. Je to pravdépodobné déno
sekvenci daného lokusu, nizkou prioritou inkorporace jednoho nukleotidu oproti druhému za
prislusny primer a rtiznou svitivosti jednotlivych fluorescenénich znacek. Ptipadné sekvenéni
odli$nosti v misté nasedani primerd byly vylouceny.

Analyza SBE umoziuje detekci vice jednonukleotidovych polymorfizmi nachazejicich se
v riznych ¢astech genomu v jediné reakci. V analyze podle této metodiky jsou detekovany
alelické sestavy celkem péti SNP (zleva doprava: 2 SNP pro barvu plodl: inzerce/delece
5 transkripcnich faktort Myb/WT sekvence této oblasti (v elektroforeogramech oznaceno
souhrnn¢ jako Barva plodu-in/del) + SNP chr3 23939472 (oznaceno jako Barva plodu); 1x
SNP pro dobu skliziiové zralosti (oznaceno jako doba zrani): SNP chr4 16353619; 1x SNP pro
velikost plodti: SNP chr2 31850964 a 1x SNP pro pevnost plodi: chr4 16000421). U vsech
analyzovanych SNP se pfedpokladd ptitomnost maximalné¢ dvou variant SNP, jak bude
popsano dale na obrazcich 10a-e.
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Obrazek 10: Priklady vyhodnocené SBE analyzy. Barevné ramecky vymezuji oblasti pro
jednotlivé alely SNP markert dilezZitych Slechtitelskych znakt u tfesné ptaci. Primery pouzité
pro analyzu markerd u znakt barva plodu v pozici SNP chr3 23939472, zluta alela v pozici
PavMyb10 (in/del marker) a rovnéz pevnost plodu byly v reverzni orientaci, avSak vyhodnoceni
ptislusnych nukleotidl je u vSech znakl ve forwardové orientaci, aby byly vysledky jednotné
s publikovanou literaturou (HoluSova, 2023). a) Jedinec s heterozygotni sestavou ve viech SNP
markerech s genotypem G/T pro marker znaku barva plodu—in/del a C/G pro marker znaku
barva plodu v pozici chr3 23939472, tato kombinace uréuje Cervenou barvu plodi, genotyp

vvvvvv

genotyp A/G pro marker znaku hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody
s vy$8i hmotnosti, genotyp A/T pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je
urcujici pro plody s nizsi pevnosti; b) Jedinec s homozygotni sestavou ve vSech SNP markerech
s genotypem T/T pro marker znaku barva plodu-in/del a C/C pro marker znaku barva plodu
v pozici chr3 23939472, coz je urcujici pro Cervenou barvu plodu, genotyp G/G pro marker
pro marker znaku hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody s nizkou
hmotnosti, genotyp A/A pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je urcujici
pro plody s vysokou pevnosti; ¢) Jedinec s homozygotni sestavou ve vSech SNP markerech
s genotypem T/T pro marker znaku barva plodu-in/del a G/G pro marker znaku barva plodu
v pozici chr3 23939472, coz je urCujici pro pestrou barvu plodu, genotyp A/A pro marker

vvvvvv

marker znaku hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody s vysokou
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hmotnosti, genotyp T/T pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je urcujici
pro plody s nizkou pevnosti; d) Jedinec s genotypem G/G pro marker znaku barva plodu-in/del
a C/C pro marker znaku barva plodu v pozici chr3 23939472, coz je ur€ujici pro Zlutou barvu
plodu, ptipadné marker znaku barva tfesné v pozici chr3 23939472 u zlutych tieSni mtze zcela
chybét (obrazek e), genotyp G/G pro marker znaku doba zrani v pozici chr4 16353619 je
uréujici pro pozdné zrajici tfesn€, genotyp A/G pro marker znaku hmotnost plodu v pozici
chr2 29787028 je urcujici pro plody s vyssi hmotnosti, genotyp A/A pro marker znaku pevnost
plodu v pozici chr4 16000421 je urcujici pro plody s vysokou pevnosti.

Statistické vyhodnoceni markerii in/del 5x Myb+SNP chr3 23939472 — barva plodit

Pro predikcei barvy plodu je tfeba hodnotit dva markery. Jako prvni se vyhodnocuje marker
in/del 5x Myb, ktery vykazuje alely G a T. Detekce pouze guaninu u tohoto markeru predikuje
zlutou barvu plodi, a to bez ohledu na alelickou sestavu SNP marker chr3 23939472.
Heterozygotni kombinace G/T a detekce pouze T u markeru in/del 5x Myb znaéi pestrou az
¢ernou barvu plodl, pro rozliSeni mezi témito fenotypy je tieba vyhodnotit SNP marker
chr3 23939472. Ten vykazuje alely C a G, kdy guanin v této pozici tfesnového genomu
predikuje pestrou az svétle ¢ervenou barvu plodu, naopak cytosin tmave ¢ervené az ¢erné plody.

U zlutych tfe$ni nemusi byt tento marker detekovan.

Tabulka 31: Analyza barvy plodii podle markerti in/del 5x Myb+SNP chr3 23939472

(stupnice 1-9: 1: zluté; 1,01-5: pestré az svétle ¢ervené; 5,01-9: tmave Cervené az Cerné; pro

analyzu pouzity pouze vzorky analyzované ostatnimi markery asociovanymi s barvou plodi)
Alelické kombinace in/del 5x Myb+SNP chr3 23939472

in/del 5x Myb TIT TIT TIT GIT GIT GIT G/G GIG
chr3 23939472 C/C C/G G/IG C/C C/G G/G C/C -/-
Pocet vzorkl 41 65 31 2 2 1 1 3
Primer 8,04 7,57 3,30 8,36 3 3 1 1
SD 0,93 1,2 0,47 0,64 0 0 0 0
Variaéni koeficient 0,12 0,16 0,14 0,08 0 0 0 0
Minimum 3,33 3 3 7,71 3 3 1 1
Maximum 9 9 4,83 9 3 3 1 1

Vyhodnoceni spolehlivosti predikce barvy podle in/del 5x Myb+SNP chr3 23939472 —
v tomto hodnoceni jsou vSechny genotypy s alelickou kombinaci GG markeru in/del 5x Myb
spojeny do jedné kategorie, nebot’ tato kombinace predikuje Zlutou barvu tfesni bez ohledu na
alelickou sestavu markeru SNP chr3 23939472. Zbylé genotypy jsou pak spojeny do jedné
kategorie podle vysledku analyzy SNP chr3 23939472, nebot’ ostatni alelické kombinace
markeru in/del 5x Myb (G/T a T/T) nejsou relevantni pro urceni vysledné barvy plodu.
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Tabulka 32: Korelace alelické kombinace a barvy plodu — absolutni pocty

Barva vs. genotyp (n=146)

in/del 5x Myb + SNP

pestré

tmaveé Cervené

chr3_ 23939472 Zluté a2 svétle Gervené az cemé
GIG+x/X) 4 0 0
yIy+GIG) 0 33 0
yly+C/G" 0 5 61
yly+C/C") 0 1 42
Celkem 4 39 103

*) x/x=jakakoliv kombinace, ¢i tento SNP neni detekovan; y/y=jakékoliv kombinace kromé

G/G

Tabulka 33: Korelace barvy plodu a alelické kombinace — relativné

Podminénost barvy plodu alelickou kombinaci in/del 5x Myb+SNP chr3 23939472 (%)

: N pestré tmavé Cervené
in/del 5x Myb + SNP ZIL_lte az svétle Cervené az ¢erné
chr3_23939472 n=4 _ _

n=39 n=103
G/G+x/x) 100 0,00 0,00
TIT+G/IG 0 84,62 0
T/T+C/G 0 12,82 59,22
T/T+C/C 0 2,56 40,78
Celkem 100 100 100

*) x/x=jakakoliv kombinace, ¢i tento SNP neni detekovan; y/y=jakakoliv kombinace kromé

G/G

Tabulka 34: Korelace alelické kombinace a barvy plodu — relativné

Alelické kombinace in/del 5x Myb+SNP chr3_23939472 - predikovatelnost barvy (%)

in/del 5x Myb +

SNP G/G+x/x") yly+G/G yly+C/G yly+C/C
chr3 23939472 n=4 n=33 n=606 n=43
Slute 100 0 0 0
f:’:f\ffnzz svetle 0 100 758 233
;Ti‘g’; Gervens 0 0 92.42 97,67
Celkem 100 100 100 100

*) x/x=jakakoliv kombinace, ¢i tento SNP neni detekovéan; y/y=jakékoliv kombinace kromée

G/G

Zavér pro SBE analyzu barvy plodi: Kombinace dvou molekularnich markerti pfinasi velmi

ptesnou predikci barvy plodt. 100 % tresni se Zlutymi plody vykazovalo u analyzy in/del 5x
Myb genotyp G/G, coz je nezbytna podminka pro tuto barvu. SoucCasna analyza SNP
chr3 23939472 ukéazala bud genotyp C/C, nebo tento SNP neni detekovan, vzhledem
k soucasné literatute vSak neni alelickda kombinace SNP chr3 23939472 rozhodujici pro Zlutou
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barvu tie$ni (Holusova, 2023). Genotyp T/T+G/G u 100 % vzorkl odpovidal pestrym téeSnim.
Naopak genotypy T/T+C/G a T/T+C/C, korespondovaly s ¢ervenou barvou plodi, a to v téméf
94 %, respektive 98 %.

Statistické vphodnoceni markeru SNP chr4_16353619 — doba sklizriové zralosti
SNP marker chr4 16353619 vykazuje alely A a G, kdy adenin v této pozici tfeSiiového
genomu predikuje ¢asnou skliziiovou zralost, naopak guanin pozdni zrani.

Tabulka 35: Analyza skliziiové zralosti podle markeru SNP chr4 16353619
(den po skliziiové zralosti referenc¢ni odridy ‘KiSinévskaja’; pro analyzu pouzity vSechny
vzorky z Holusova, 2023)

Alelické kombinace SNP chr4_16353619

A/A AIG GIG
Pocet vzork 23 77 135
Primer 11,86 18,24 29,36
SD 6,57 6,57 4,91
Variaéni koeficient 0,55 0,36 0,17
Minimum 1,67 0,00 13,00
Maximum 29,00 37,50 50,75

Zaver pro SBE analyzu doby zrani: Vyhodna alelicka kombinace tohoto markeru se stanovi

podle cile slechténi — genotypy A/A budou dozravat ¢asné (primérna doba zrani v genofondové

.....

.....

A/A vs A/G 1,05 x 10, A/A vs G/G 1,32 x 102" a A/G vs G/G 4,17 x 1072,

Statistické vphodnoceni markeru SNP chr2 29787028 — velikost plodii
Marker SNP chr2 29787028 byl detekovan ve variantach A a G, kdy pfitomnost adeninu
byla asociovana s vétsi velikosti plodl nez alela G.

Tabulka 36: Analyza Sitky plodt (mm) podle markeru SNP chr2 29787028
(pro analyzu pouzity pouze vzorky analyzované ostatnimi markery asociovanymi s velikosti
plodt)

Alelické kombinace SNP chr2_ 29787028

AJA AIG G/G
Pocet vzorkl 44 53 13
Prdmeér (mm) 24,75 22,09 20,06
SD 1,87 1,86 1,94
Varia¢ni koeficient 0,08 0,08 0,1
Minimum (mm) 18,28 18,58 16,59
Maximum (mm) 28,05 27,18 21,72

43



Tabulka 37: Analyza hmotnosti plodii (g) podle markeru SNP chr2 29787028
(pro analyzu pouzity pouze vzorky analyzované ostatnimi markery asociovanymi s velikosti
plodl)

Alelické kombinace SNP chr2_29787028

A/A AIG G/G
Pocet vzorkl 44 53 13
Pramér (g) 7,43 5,54 4.4
SD 1,39 1,19 0,97
Variaéni koeficient 0,19 0,21 0,22
Minimum (g) 3,17 3,88 2,55
Maximum (g) 10,98 9,82 5,63

o4

markeru, kdy v analyzovaném souboru mély plody s touto kombinaci alel primérné o vic jak
2,5 mm $irsi plody a byly primérné o témeft 2 g téZsi nez plody s heterozygotni kombinaci A/G.
Statistickd vyznamnost rozdilu $ifky plodii mezi jednotlivymi genotypy byla pro A/A vs A/G
5,51 x 1071% A/A vs G/G 1,05 x 107 a A/G vs G/G 2,31 x 107!, Statistickd vyznamnost rozdilu
hmotnosti mezi jednotlivymi genotypy byla pro A/A vs A/G 1,74 x 10'°, A/A vs G/G 2,45 x
102 a A/G vs G/G 1,57 x 107,

Statistické vyhodnoceni markeru SNP chr4_16000421 — pevnost plodii

SNP marker chr4 16000421 byl u analyzovanych vzorka identifikovan jako thymin,
popiipad¢é adenin, kdy pfitomnost alely T byla asociovana s meékéimi plody, naopak plody
s alelou A byly hodnoceny jako pevnéjsi.

Tabulka 38: Analyza pevnosti slupky podle markeru SNP chr4 16000421
(stupnice 1-9: 1=nejmekei; 9=nejpevnéjsi; pro analyzu pouzity vSechny vzorky z HoluSova,
2023)

Alelické kombinace SNP chr4_16353619

TT AT A/A
Pocet vzorkl 22 75 138
Primer 5,66 5,99 7,4
SD 0,69 0,59 0,46
Variaéni koeficient 0,12 0,10 0,06
Minimum 3,71 3,71 5,75
Maximum 7,00 7,50 8,25
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Tabulka 39: Analyza pevnosti duzniny podle markeru SNP chr4 16000421
(stupnice 1-9: 1=nejmekéi; 9=nejpevnéjsi; pro analyzu pouzity vSechny vzorky z HoluSova,
2023)

Alelické kombinace SNP chr4_16353619

TT AIT A/A
Pocet vzorki 22 75 138
Primer 4,52 5,12 6,91
SD 0,9 0,93 0,62
Variaéni koeficient 0,2 0,18 0,09
Minimum 2,71 2,43 4,63
Maximum 6,13 6,57 8,67

Zaver pro SBE analyzu pevnosti plodii: Z hlediska pevnosti plodi, a to jak slupky, tak duzniny,
je vhodné provadét selekei genotypti A/A, které vykazuji u polozek genofondu VSUO o cca
1,5 vyssi bodovou hodnotu pevnosti na devitibodové stupnici hodnoceni. Tento rozdil je
statisticky vysoce signifikantni, kdy byla pro genotyp A/A stanovena vyznamnost odliSnosti
(p-value) 6 x 107 oproti genotypu A/T a 5 x 10! oproti T/T pro pevnost slupky, pro duzninu
pak 3 x 10, respektive 2 x 10!, Odlisnost heterozygoti A/T od homozygotii T/T je pak
statisticky pomérné mala (p-value 0,027 pro slupku, 0,009 pro duzninu).

4. ZAVERECNE SHRNUTI DOPORUCENI PRO MAS

Pro dobu zrani je znam pouze jediny marker chr4 16353619, jevi se vsak jako velmi
spolehlivy a umoziiuje predikovat, zda bude analyzovany genotyp zrat ¢asné (kombinace A/A),
respektive pozdné (G/G).

Pro analyzu barvy plodu byly pouzity tfi markery znamé z literatury — Pav-Rf-SSR
analyzovany fragmentacni analyzou, mutace v genu PavMybl0.1 testovand alelickou
diskriminaci a dvojice dopliujicich se markert in/del 5x Myb + SNP chr3 23939472
analyzovana technikou SBE. Zcela jednozna¢né nejlep$§im molekularnim markerem je dvojice
in/del 5x Myb + SNP chr3 23939472 umoziujici 100% predikci zlutého fenotypu, 97%
spolehlivost ur€eni pestré barvy plodi a ptesnost predikce Cervené barvy plodi byla
v analyzovaném souboru 95 %. Tato kombinace molekularnich markerti tak umoziuje velmi
presné predikovat vSechny tii kategorie barvy plodl, od Zlutych, ptes pestré az po tmavé
Cervené/Cerné. Marker Pav-Rf-SSR je vSeobecné pouzitelny pouze pro selekci tfes$ni s cervenou
barvou plodi (pfitomnost dominantni alely 351 a 361), kde v genofondové sbirce VSUO
vykazal 96% spolehlivost predikce této barvy. Pro selekci tiesni se Zlutou nebo pestrou barvou
plodt vSak neni pfinosny. Naopak analyzu promotoru genu PavMybl0.1 1ze velmi spolehlivé
vyuzit pii MAS zamétené na Slechténi Zlutych tfesni. Teoreticky ji lze aplikovat pii vybéru
rodict, kdy jsou pro Slechténi vybrani rodice se stejnou homozygotni kombinaci (bud’ SA/SA,
nebo 4A/4A), pak bude ,,zarucena™ i uniformni barva plodli potomstva (stejna jako u rodict).
Tento marker v§ak neni mozné pouzit na predikei barvy tfesni u heterozygoti 4A/5A.
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Co se tyce velikosti plodu, ta patii k nejcastéji testovanym vlastnostem pomoci MAS a
existuje pro ni hned nékolik markerdt — SSR markery G2SSR1566, CPSCT038 a BPPCT34
analyzované fragmentaéni analyzou; promotor PavCNR12, ktery byl sekvenovan, a konec¢né
SNP chr2 29787028 analyzovany metodou SBE. VSechny tyto markery se jevi jako velmi
spolehlivé, nejlepsi alelické sestavy pro kazdy marker umoznuji vybrat tie$né s potencialné
nejvetsimi plody.

Tabulka 40: Porovnani markerti pouzivanych pro analyzu velikosti ploda

Pocet
Primeérna Primeérna vysels:gc:vagych
Nejlepsi alelicka velikost plodu hmotnost plodl g yp’
Marker . L L (z celkového
kombinace s touto kombinaci s touto kombinaci .
alel (mm) alel (g) poctu 111
g analyzovanych
vzorkl)
G2SSR1566 225/225 24,08 6,94 56
CPSCT038 190/190 24,24 7,08 50
237/255 a
BPPCTO034 255/255 24,55 7,25 42
Promotor
PavCNR12 11 24,16 6,97 57
SNP
chr2_29787028 AA 24,75 7,43 44

Za nejlep$i marker se tak povazuje SNP chr2 29787028, ktery dokaze vyselektovat
genotypy s nejvétsimi plody, rozdily fenotypld mezi jednotlivymi markery vSak nejsou piili§
velké. VSechny markery jsou tak velmi kvalitni, pro zvyseni spolehlivosti Ize analyzovat vice
téchto markert najednou, aby byla vylouc¢ena mozna rekombinace mezi markerem a pricinnym
genem.

Posledni analyzovanou vlastnosti je pevnost plodi, pro kterou existuje pouze jediny
molekularni marker pouzitelny pro MAS, a to SNP chr4 16353619. Piedstavuje vSak velmi
silny nastroj pro selekci pevnéjSich plodud s potencidlem delsi skladovatelnosti.

U vSech analyzovanych hospodéisky vyznamnych znakt tak byly vybrany jako markery s
nejlepsi predikéni schopnosti SNP/indel markery popsané v HoluSova et al. (2023). Pro
vyhodnou soucasnou analyzu vSech téchto markerti byla vyvinuta sada primerti pro SBE. Je
samoziejm¢ mozné snizit pocet analyzovanych znakii ¢i jednotlivé markery analyzovat
samostatné, naptiklad sekvenovanim za pouziti primerti pro PCR amplifikaci téchto markera
pouzivanych pti SBE, zalezi pouze na zaméteni §lechtitelského programu.

5. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Tato metodika pifinasi jako prvni srovnani vyuzitelnosti jednotlivych molekularnich

vvvvv

pouzivanych, tak nove identifikovanych v ramci projektu, béhem jehoz feSeni vznikla i tato
metodika. Bylo popséno velmi omezené pouziti diive pouzivanych markert pro predikci barvy
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plodt, naopak se potvrdila efektivita diive pouzivanych markerd asociovanych s velikosti
plodt. Jako nejpiesnéjsi se pro predikci barvy a velikosti plodd jevi nové identifikované
markery in/del 5x Myb + SNP chr3 23939472, respektive SNP chr2 31850964 (HoluSova,
2023). Kromé¢ toho se tato metodika zabyva jako prvni detekci molekuldrnich markeri
asociovanych s pevnosti plodu tfesni a jejich dobou skliziiové zralosti popsanych v HoluSova
etal. (2023). Uvadi rovné€z metodické postupy pro detekci jednotlivych molekuldrnich markerd,
zcela nova je pak analyza SBE, ktera v popsaném uspofadani umoziuje testovani 5 markera
pro 4 hospodaisky velmi dulezité znaky v jediné reakci.

6. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika je ur¢ena dvéma okruhim uzivateld: 1) Slechtiteliim tfesni, kterym
muze pomoci pii rozhodovani o vybéru vhodnych rodi¢ovskych kombinaci pro zamyslené
ktiZeni; 2) pracovnikiim laboratofe molekuldrni biologie, kteti mohou vyuzit podrobny navod
pro zavedeni selekce pomoci popsanych molekuldrnich markerti do svych laboratofi.

V tabulce 41 jsou uvedeny Slechtitelsky zajimavé odrudy a jejich alelické kombinace pro
vybrané markery, které byly asociovany se skliziiovou zralosti, barvou, velikosti (hmotnosti) a
pevnosti plodt. Jedna se o markery typu SNP/indel, které je mozné testovat v jedné reakci
pomoci metody SBE (viz kapitoly 3.2.7 a 3.3.4). Odbornici v oboru molekularni biologie vSak
budou schopni ve své praxi vyuzit i ostatni vySe popsané jednotlivé markery a metody jejich
detekce, pokud jim a slechtiteliim budou vice vyhovovat.

Homozygotni kombinace zpravidla predstavuji mezni fenotypové projevy, heterozygotni
kombinace vedou k praimérngjdim fenotyptim. Slechtitelské usili tak vétsinou cili na ziskani
vyhodnych homozygotnich kombinaci ze tfech divodi: i) maximalizovat dany fenotypovy
projev; ii) vytvorit dalsi generaci potencialnich rodici, kteti budou potomstvu vzdy predavat
jen vyhodnou alelu; iii) pfi vybéru vhodnych rodi¢ovskych homozygotnich kombinaci se
zjednodusi a zlevni navazujici molekularné-genetické analyzy (potomstvo rodicl se stejnou
homozygotni sestavou daného markeru nebude nutné testovat). Kombinaci znalosti obou
zainteresovanych skupin uzivateld, Slechtiteld a pracovniki laboratofe, tak dojde
k jednozna¢nému synergickému efektu, ktery povede k zintenzivnéni a zefektivnéni stavajicich
i novych slechtitelskych programd.
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Tabulka 41. Ptehled alelickych kombinaci vybranych SNP markerti pro skliziiovou zralost, barvu, velikost (hmotnost) a pevnost plodi

u Slechtitelsky zajimavych odrid pouzivanych ve $lechtitelskych programech. Barevné jsou vyznaceny homozygotni kombinace, které zarucuji,

7e potomstvo vzdy ponese piislusnou alelu.

Hmotnost
Znak | Skliziiova zralost Barva plodu ploda Pevnost plodi
Marker chr4_16353619 chr3_23939472 chr2_29787028 chr4_16000421
Alela pro up lela pro Alela pro velké Alela pro
ran&j&i zrani Cervenou ¢ plody A pevné plody A
barvu
Odruda tbn,v_Nma__ﬂM_.% G Alela pro Alela pro malé G 5 >_.m_m pro T

Zrani pestrou barvu plody mékké plody
Naresa AIG CiCc AIG AT
Celeste GIG CIG A/A A/A
Sweet heart GIG CIG A/G A/A
Naprumi AIG C/iC AIG AT
Nabigos AIG C/G AIG AT
Adélka ciC AIA TT
Amid GIG ciC AIA AIA
Aranka AIG ciCc AIA AT
Asenova Rana AIG AIG AT
Axel GIG C/IG AIG AIA
Bing GIG C/G AIG AIA
Burlat CIG A/A AT
Elza GIG ciC AIA AIA
Fabiola GIG C/G A/IA A/A
Felicita GIG ciC AIA AIA
Halka GIG C/IG AIG AIA
Helga C/G AIA TIT
Horka GIG ciC AIA AIA
Hudson GIG C/G AIG AIA
Huldra GIG C/IG AIG A/A
Irena GIG CIG AIA AIA
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Jacinta

Justyna
Kasandra
Katalin

Kordia

Ladeho pozdni
Lambert

Linda

Margit

Merchant

Merpet

Merton bigarreau
Merton Glory
Regina

Rivan

Sandra

Stark Hardy Giant
Starkrimson cherry
Stella

Summit

Sylvana

Sylvia

Tamara
Téchlovan

Van

Vanda

AIG
GIG
AIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
AIG

GIG
AIG
GIG

GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG
GIG

CIG
CIG
CIG
CIG
cic

CIG
ciC
CIG
CIG

CIG

CIG
CIG
CIG
CIG
CIG
CIG
CIG
ciC
CciC
CIG
CciC
CIG
CiC

AIA
AIA
AIA
AIA
AlA
GIG
AIG
AIG
AIG
AIA
AIA
AIA
AlA
AIG
AIG
AlA
AIA
AIA
AIG
AIA
A/A
AIA
A/A
AIA
AIG
AlA

AT
A/A
AT
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AT
TIT
A/A
AT
A/A
TIT
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
A/A
AlA

Poznamka: Vsechny uvedené odridy vykazuji v markeru in/del 5x Myb kombinaci alel TT.
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7. EKONOMICKE ASPEKTY

Pti klasickém Slechténi je nezbytné ¢ekat nékolik let po provedeném kiizeni na fenotypovy
projev, ktery je nutné nékolik let hodnotit. Studie z posledni doby a tato metodika vsak ptinaseji
revoluci do klasického Slechténi vyuzitim molekularnich marker pro informované a cilené
Slechténi vyhodnych znaki, které jsou stémito markery asociovany (MAS). MAS sice
nedokéaze zkratit dobu vyslechténi odridy — neovlivni délku doby do plodnosti stromt, ale
brzkou eliminaci neperspektivnich hybridii dojde k zefektivnéni procesu Slechténi.

Ptinos MAS se bude lisit podle jednotlivych pracovist a s ohledem na rozsah a cile
Slechtitelskych programti. Washington State University odhadla, ze pouzitim MAS usettila
vletech 2010 a 2011 celkem 75-80 000 USD odstranénim vice jak poloviny z téméf
3 000 tfesnovych semenacd coby neperspektivnich, tspora tedy byla cca 1200 K¢ na
odstranény semenacek (Peace, 2017; Sebolt, 2011). V nasledujicich dvou letech to bylo vice
jak 80 000 USD, kdyZ bylo zachovano pouze 15 % perspektivnich semendcti z cca 3 400 rostlin
(tspora cca 620 K¢&/semenad; Edge-Garza, 2014). Uspory z pouziti MAS ve $lechténi ovocnych
drevin byly kalkulovany i pro jablon¢, kdy bylo publikovano, Ze MAS je v programu jejich
Slechténi nakladove efektivni, pokud je odstranéno vice nez 12 % neperspektivnich hybridi
(Wannemuehler, 2019).

Lze piedpokladat, Ze naklady na udrzovani semena¢t budou obdobné i v Ceské republice.
Materialni naklady zahrnuji ndklady pro péstovani semenaci ve skleniku (substrat, sadbovace,
hnojivo, ptipravky na ochranu rostlin, odpisy budovy skleniku aj.), dopéstovani vysadbového
materialu v ovocné Skolce (podnoze, hnojivo, vyvazovaci materidl a pomucky, pfipravky na
ochranu rostlin, amortizace mechanizace potfebné k udrzbé ovocné skolky atd.) a vysadbu a
péstovani genotypul na trvalém stanovisti selekéniho sadu prvniho stupné (hnojivo, piipravky
na ochranu rostlin, nafadi pro provedeni fezu, amortizace mechanizace potiebné k udrzb¢ sadu
aj.), vSechny stupné kultivace pak vyzaduji i zavlazovani. Persondlni ndklady jsou dany
naro¢nou udrzbou a provedenim vSech praci spojenych s kultivaci a evidenci semenact do faze
plodnosti a ndslednym minimaln¢ tiiletym hodnocenim semenéct v plné plodnosti. Nedilnou
soucasti Slechténi novych odrid ovocnych stromi jsou i ndklady na likvidaci desetiletého
porostu sadu genotyptl po provedené selekci prvniho stupné.

Za predpokladu, Ze by do kiiZeni vstupovali rodice, ktefi by byli heterozygotni v jednom
markeru, bude cilena homozygotni kombinace zastoupena ve 25 % potomstva, tedy % hybridi
mohou byt ihned eliminovany jako neperspektivni. Pfi kiizeni na dva znaky ponese cilenou
homozygotni kombinaci 6,25 % potomstva, u tfech znakid 1,56 % a u vSech ¢tyt popsanych
znaktl pouze 0,4 % (!) potomstva, tedy vice jak 90 % semenaci nebude muset byt v ptipadé
casné selekce dale péstovano a misto nich mohou byt péstovany jiné vyselektované hybridy.
Néklady na dopéstovani 500 semendcti tieSné€ z fizeného opyleni dvou rodict do konce prvniho
selekéniho cyklu (tedy 12 let kultivace) se v podminkach Ceské republiky pohybuji kolem
1,5 mil. K¢, tj. primérné cca 125 000 K¢&/rok. Pii vyuziti MAS podle této metodiky pro selekci
péti set semenacu ve srovnani s klasickym $lechtitelskym postupem se odhaduje priimérna ro¢ni
uspora v fadech vysSich desitek tisic korun ro¢né (mize dosdhnout i 100 000 K¢/rok) na
materialnich a hlavné personalnich nakladech, a to v zavislosti na procentu odstranénych
semenacu (zefektivnéni Slechtitelského procesu).
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Druhym efektem vyuziti MAS je zintenzivnéni $lechtitelského procesu. Kone¢nym cilem
Slechténi je vytvofeni odriidy snovymi, komeréné zajimavymi znaky, kterd by se trzné
prosadila. Ekonomicky pfinos pro Slechtitele je pak realizovan formou licen¢nich poplatkt za
vyuziti pravné chranénych odrid, které 1ze smluvné sjednat jako pausalni ¢astku za prodany
stromek, roub ¢i ocko odridy anebo za ¢ast trzeb z prodaného ovoce z nove vyslechténé odriidy.
Jak bylo uvedeno vyse, pomoci MAS Ize eliminovat vyznamnou c¢ast neperspektivniho
potomstva jiz na zacatku Slechtitelského procesu a vyuzit tak nenaplnéné/uvolnéné kapacity
(zejména prostorové) pro dalsi Slechtitelské programy, které mohou byt s vétsi intenzitou
provadény paralelné. Na zaklad& zkusenosti VSUO s komercializaci vlastnich odrad tfesni se
odhaduje ekonomicky potencidl komeréné uspésné odriidy ve vysi cca 1 mil. EUR.
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