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ABSTRAKT

Mezi aktudlni Slechtitelské cile u jabloni patfi vysokd kvalita plodd, dobré péstitelské
vlastnosti a trvald rezistence vici chorobam jako je strupovitost jabloné (plvodce Venturia
inaequalis), padli jablofiové (plivodce Podosphaera leucotricha) a bakterialni spala riZovitych
(pGvodce Erwinia amylovora) (Kellerhals et al. 2008). Vyslechténi nové odridy ovsem
predstavuje velmi zdlouhavy a narocny proces. Kombinaci klasického Slechténi a poznatkd
zrostlinné genomiky muiZeme dosahnout znacného zjednoduseni tohoto procesu.
Predkladana metodika se zabyva zaclenénim molekularnich metod, konkrétné MAS (Marker-
Assisted Selection), do selekce jabloni v ranych vyvojovych fazich. MAS slouZi k identifikaci
hybridnich semenack(i, vzniklych zdmérnym kfizenim a nesoucich alely pro pozadovany
fenotypovy projev, prostfednictvim marker(, které jsou v tésné vazbé s témito znaky (Banchi
et al. 2013). Selekci pomoci molekularnich markert je mozné vybirat hybridni semenace
z provedeného fizeného ktiZeni jiz v prvnim roce vegetace, coZz muizZe podstatné urychlit
Slechtitelsky proces a snizit ndklady selekce. Z toho divodu se MAS stala velmi vyznamnym
nastrojem Slechtitelll na celém svété.

ABSTRACT

The current breeding objectives for apples are high quality of fruits, good agronomic
characteristic and durable resistance against diseases such as apple scab (Venturia
inaequalis), powdery mildew (Podosphaera leucotricha) and fire blight (Erwinia amylovora)
(Kellerhals et al. 2008). However, breeding of new cultivar is a very long and difficult process.
With the combination of classical breeding and knowledge of plant genomics it can be
achieved a significant simplification of this process. Submitted methodology focuses on
integration of molecular methods, namely MAS (Marker-Assisted Selection), into the early
selection of apple trees. Marker-Assisted Selection is used to identify hybrid seedlings
originated from controlled crosses and carrying alleles for the requested phenotype through
markers that are closely linked with these traits (Banchi et al. 2013). Through selection using
molecular markers seedlings can be selected already in a first year of vegetation which can
considerably speed up breeding process and reduce costs. Consequently MAS has become a
very important tool for breeders all over the world.



1. UvoD

Jabloné patfi v Ceské republice rozlohou péstitelskych ploch a objemem produkce mezi
nejpéstované;jsi ovocny druh. V ramci vysoké produkce je vSak nutné udrZovat i vysokou trzni
kvalitu plod(i. V oblasti péstovdni ovocnych druhi dochazi neustdle ke zménam ze strany
poptavky spotrebitell i v péstebnich podminkach (vykyvy pocasi, vyskyt novych patogent a
skiadcq, intenzifikace péstovani). DaleZitym ukolem Slechtiteld je dosahnout u novych odriid
vlastnosti a znak( odpovidajicich aktualnim pozadavk(m trhu a potfebam péstiteld. Znacnou
prekazku vsak predstavuje velmi dlouhd doba potfebnd pro vyslechténi nové odruady.
Vhodnym doplnénim klasického Slechténi (fenotypového hodnoceni) je zatazeni MAS
(marker-assisted selection — selekce s vyuzitim molekularnich marker() do procesu Slechténi.
VyuZiti molekularnich marker( jako doplnék pro selekci nové vzniklych hybrid( v rané
vyvojové fazi prti fizeném kiizeni nebo pro hodnoceni stavajici kolekce Slechtitelského
materidlu, predstavuje usnadnéni a zkraceni doby potfebné pro vyhodnoceni stdlosti
vlastnosti daného perspektivniho hybridu. V souCasné dobé se Slechtitelé zaméruji na
Slechténi rezistentnich odrid predevSim kvali vysokym finanénim ztratam péstiteld
v disledku vyznamnych chorob jadrovin jako je strupovitost jabloné, padli jabloriové nebo
bakterialni spala rGzovitych a téz kvlli potrebé sniZovani pouziti chemickych pripravka
vintegrované produkci. Pfitomnost genu, fidicich rezistenci vuci témto chorobam, je
detekovatelnd pomoci rlznych molekuldrnich markerd. DNA markery jsou vyvinuty i pro
dalsi ekonomicky vyznamné znaky jabloni jako je sloupcovy rust, ¢ervend barva duzniny,
barva slupky plod a méknuti duzniny.

Jednou 1z nejzavaznéjSich chorob jabloni je strupovitost jabloné, kterd je zpUsobena
patogenem Venturia inaequalis. Odolnost jabloni vic¢i této chorobé je podminéna
pfitomnosti urcitych genl rezistence. Ve Slechténi novych odrlid jsou nejcastéji vyuzivany
lokusy Rvi6 a Rvi7, jejichz donorem je Malus floribunda klon 821, avsak tyto lokusy jsou
v soucasnosti jiz prekonané novymi rasami patogena. DalSimi vyuZivanymi lokusy jsou Rvi2
(donorem je semenac R12740-7A klon TSR34T15), Rvi4 (donorem je semenac R12740-7A
klon TSR33T239; nositelem je napriklad odriida ‘Regia’), Rvi5 (donorem je semenac
9-AR2T193), Rvi8 (donorem je klon GMAL3631-W193B), Rvi9 (donorem je odrida ‘Dolgo’),
Rvi10 (donorem je Antonovka PI172623; nositelem je napfiklad odriida ‘Angold’), Rvi13
(donorem je odrada ‘Durello di Forli’), Rvil4 (donorem je odridda ‘Dilmener Rosen’), Rvil5
(donorem je klon GMAL2473) (Jha et al. 2009). Na zacatku procesu Slechténi novych odrad
se u semenackd vzniklych zamérnym kfizenim vybranych rodi¢ovskych komponent délaji
primarni selekce na odolnost pomoci umélych infekci patogenem V. inaequalis. Nasledné se
u vybranych jedincl provedou detekce pritomnosti gen( rezistence s vyuzitim molekuldrnich
markerQ. Vyuziti molekuldrnich markerl je rovnéz nezbytné pfi tvorbé pyramidalni
rezistence, vzhledem k tomu, Ze detekce kumulace genu rezistence k jednomu patogenu by
byla velmi obtizna jen na zakladé fenotypového projevu po infekci (Peil et al. 2008).

Dalsi chorobou u jabloni je padli jabloriové zplsobené patogenem Podosphaera leucotricha.
Rezistence vUci této chorobé je fizena nékolika majorgeny, nejvice je vyuzivany gen Pl/1
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plvodem z botanického druhu Malus robusta (Markussen et al. 1995). Dale jsou vyuZivany
pozdéji identifikované geny PI-d (Visser a Verhaegh 1977), PI-m (Dayton 1977) nebo gen Pl-w
z asijské odrdy ‘White Angel’ (Gallot et al. 1985). Casteé¢nou odolnost viici chorobé mohou
vykazovat i odrldy bez vyskytu majorgen(i na zakladé pfitomnosti souboru minorgend. Za
zdroje s polygenné fizenou rezistenci se oznacuji odridy ‘Worcester Pearmain’, ‘Golden
Delicious’ a ‘Lord Lambourne’ (Bergendal a Nybom 1966). Zajimavé informace
prineslo porovnavani sekvenci v oblasti P/1 genu se sekvencemi rodu Malus, kdy nejvyssi
maximalni podobnost byl zjisténa se sekvenci, kterd odpovida genu pro flavonoid
3’hydroxyldzu. Mezi geny syntetizujicimi flavonoidy (jako je napfiklad gen MdMYB10) a
rezistenci vlci padli mohou tedy existovat urcité souvislosti. Nasvédcoval by tomu i fakt, ze

vvvvv

U choroby bakteridlni spala rGzovitych, kterd je zplsobena bakterii Erwinia amylovora,
nebyla monogenni rezistence zjisténa. Byli vSak identifikovany QTL (quantitative trait loci)
asociované s odolnosti vici spdle. Rezistenci vici spdle vykazuji nékteré klony Malus robusta
a Malus fusca a odrldy ‘Splendor’ a ‘Winesap’ (Bassil a Lewers 2009). Za vysoce rezistentni
jsou povazovany i odrldy ‘Prima’, ‘Priscilla’, ‘Enterprise’ a ‘Liberty’ (Janick et al. 1996).
Donory nékterych jiz existujicich molekularnich markerd jsou odrldy ‘Kidd’s Orange Red’,
‘Starking Delicious’, ‘Rubinola’, ‘Fiesta’ a ‘Cox’s Orange Pipin’ (Khan et al. 2007).

Sloupcovy rast u jabloni je fizen dominantni alelou Co (recesivni homozygot coco ma
standardni rlst; heterozygot Coco ma kolumnarni rast) (Lapins 1974). Donorem genu Co je
mutant odrady ‘Mcintosh’, kterd byla pojmenovana ‘Mcintosh Wijcik’. Rozpoznat sloupcovy
rast u hybridnich semenack( je velmi obtizné, proto je pro provedeni véasné a presné
selekce velmi vhodné vyuZit molekuldarni marker. Problémem vsak zUstavd, Ze molekularni
markery pro sloupcovy rlst jsou vazbové (nejsou pfimo v genu, jsou s nim jen ve vazbé) a je
mozna jejich rekombinace (vyskyt markerl u genotypl s normalnim ristem nebo naopak
absence marker(i u genotypl se sloupcovym rlstem). Pred aplikaci téchto markerd je tedy
nezbytné vyloucit moznost vyskytu kombinaci markerujicich alel s nemutovanou recesivni
alelou co.

Na méknuti duzniny se ve velké mife podili fytohormon etylén, ktery je u vysSich rostlin
syntetizovan dvéma enzymaticky katalyzovanymi kroky. Prekurzorem etylénu je S-adenosyl-
L-methionin  (SAM). V  prvnim kroku ACC-syntaza (ACS) cyklizuje SAM na
1-aminocyklopropan-1-karboxylovou kyselinu (ACC). Ve druhém kroku dochdzi v dlsledku
pUsobeni ACC-oxidazy (ACO) k oxidativni preméné ACC na etylén (Kende 1993). Tvorba ACS
je u jabloni fizena lokusem Md-ACS1, ktery mizZe nést dvé alely a to plvodni s normalni
transkrip¢ni aktivitou a mutovanou (s inzerci v promotoru) s nizkou transkripéni aktivitou
(Sunako et al. 1999). Podobné tvorba ACO je fizena lokusem Md-ACO1, ktery mize nést dvé
alely, u jedné z alel doslo k deleci v promotorové oblasti genu a je rovnéz zodpovédna za
snizenou produkci etylénu (Costa et al. 2005). Pro vcasné urceni jedinc(, ktefi budou mit
plody spomalym méknutim duZniny je podstatnd detekce mutovanych alel pomoci
molekularnich marker(.



Molekularni markerovani Ize vyuzit i pro véasnou determinaci jedincl s cervené zbarvenou
duzninou plodd, za kterou jsou zodpovédna barviva anthokyany. Reguldtorem exprese genl
bisyntetické drahy anthokyanl je MYB-tfida transkripénich faktor (Ban et al. 2007).
U jabloné byl identifikovan transkripéni faktor MdMYB10 (Chagné et al. 2007). Pomoci PCR
markeru je detekovatelnd dominantni alela MdMYB10 genu. Typickym donorem alely
zodpovédné za Cervené zbarveni duZniny je M. robusta, odridy s vyrazné ¢ervenou duzninou
jsou odvozeny od botanického druhu M. pumila var. niedzwetzkyana (Dvorak et al. 1976),
u ni jsou vsak s ¢ervenym zbarvenim duZniny spojené nékteré nezddouci vlastnosti jako je
mald velikost plodd, rychle méknouci duznina a trpka chut.

Anthokyany jsou zodpovédné také za Cervené zbarveni slupky plodu. Vramci MAS byly
identifikovany dva lokusy (Ban et al. 2007). Lokus BC226-STS m{ze nést tfi alely (a1, a2, Al).
Alelické kombinace alal, ala2 a a2a2 predikuji zakladni Zluté zbarveni a alelické kombinace
A1A1, Alal a Ala2 predikuji zakladni ¢ervené zbarveni slupky. Urceni jednotlivych alel ma
vyznam pfi zamérném Slechténi s cilem ziskat naptiklad Zlutoplodou odridu kfizenim dvou
Cervenoplodych odrud, které kromé dominantni Al alely obsahuji jednu z recesivnich alel
al nebo a2. Lokus MdMYBA muze nést dvé alely. Alelu, kterd je nemutovana a je spojena
s ¢cervenou barvou slupky, alelu, ktera ma mutaci v podobé delece a je spojena se Zlutou
barvou slupky. Exprese transkripéniho faktoru MdMYBA je mnohem intenzivnéjsi u odrad
svyraznou Cervenou barvou slupky a je rovnéZ pozitivné ovlivnéna nizsSimi teplotami a
dopadem UV-B zareni, coZ jsou vSeobecné znamé faktory vedouci k vyraznéjSimu
vybarvovani plodu jabloni (Ban et al. 2007).

2. CiL METODIKY

Slechténi ovocnych druh(, tudiz i jabloni (Malus domestica Borkh.), je €asové velmi naro¢né
z dlivodu dlouhé generacni doby, potfeby prostoru pro kazdorocni vysadbu novych kfizencl
jak ve sklenikovych tak v polnich podminkach, a naro¢né rovnéz manualné a z hlediska
nakladd. Tvorba nové odridy zabere nejméné 15 — 20 let svynaloZzenim obrovskych
finan¢nich prostredkl (Flachowsky et al. 2011). Nicméné za posledni dvé desetileti se
pfistupy ke zdokonaleni Slechténi jabloni znacné zménily, a to diky rozvoji molekularnich
metod. Cilem této metodiky je zjednodusSeni klasického Slechtitelského procesu s vyuZitim
molekuldrnich marker( pro selekci vhodnych jedincl jiz v ranych fazich vyvoje. Selekce
pomoci molekuldrnich markerd umozZnuje precizné urcit poZadované znaky hybridnich
semenackl nékolik let pred tim, nez by bylo mozné jejich hodnoceni podle fenotypu
v polnich podminkach. Dale umoznuje véasnou detekci hromadéni rliznych gen( rezistence
v jednom genotypu a sniZuje pocet generaci nutnych pro obnoveni genotypu kulturniho
druhu po kfizeni s exotickym genotypem nebo planym druhem (Dirlewanger et al. 2004).



3. VLASTNi POPIS METODY

3.1. Selekce hybridnich semenackda pomoci umélé infekce patogenem
Venturia inaequalis v ranych vyvojovych fazich

Rostlinny material

V ramci fizeného kfizeni je u vybranych rodicovskych kombinaci opylovano pfiblizné 200
kvétd (u kombinaci, kde se predpokladd SirSi Slechtitelské vyuZiti daného potomstva je
vyjimeéné opylovan vétsi pocet kvétll). Ze sklizenych dozralych plodu jsou vylusténa semena
a pres zimu stratifikovana standardnim postupem (stratifikace po dobu 8 tydn( pfi teploté
5°C). Vunoru aZ bfeznu jsou semena vysévana do bedni¢ek a ty umistény do skleniku.
Inokulace patogenem probihaji na semenaccich ve fazi 2 — 4 pravych list0.

Inokulum

Smésnda vodni suspenze konidii je pfipravena smytim konidii patogena V. inaequalis z |ézi
infikovanych listd nachylnych odrid béhem predchoziho vegetaéniho obdobi. Infikované listy
by mély byt odebirany zrlznych vysadeb, ptipadné péstitelskych lokalit tak, aby
upravena pomoci mikroskopu a Birkerovy potitaci komarky na hodnotu zhruba 5 x 10°
konidii x 1 mI™. Poté je mozné suspenzi az do pouZiti uchovat v mrazicim boxu pfi teploté -
18 °C. Pfed provedenim umeélych inokulaci je po rozmrazeni opét zkontrolovana koncentrace
konidii pod mikroskopem v Biirkerové pocitaci komurce.

Priibéh umélé infekce

Hybridni semendacky ve fazi 2 — 4 pravych listl jsou inokulovany patogenem rozprasenim
vodni suspenze konidii na listy az do skapani ru¢nim rozprasovac¢em. Inokulované semenacky
jsou udrZovany v uzaviené komore s fizenymi podminkami pfi teploté 18 — 20 °C a témér
100% relativni vzdusné vlhkosti po dobu 48 hodin. Tato doba je postacujici ke vzniku infekce.
Po této dobé jsou semenacky premistény zpét do skleniku. Po 21 dnech, kdy jsou symptomy
strupovitosti jabloné jiz dostatecné viditelné, je provedeno hodnoceni fenotypového projevu
napadeni.

Hodnoceni

Pro hodnoceni projevu napadeni bylo pouzito klasifikacni bonita¢ni stupnice (0 — 4) podle
Shay and Hough 1952 (upraveno Chevalier et al. 1991). Semenacky ve tfidach 0 — 3a jsou
povazovany za rezistentni, semendacky zarazené do tfid 3b a 4 jsou povazovany za nachylné
vUci strupovitosti jabloné. Semenacky s reakci ve tfidach 0 a 1 vykazuji hypersenzitivni reakci
k infekcim patogenem V. inaequalis a jsou oznacovany jako skupina rezistentnich jedincd R1
(vysoky stupen rezistence). Semendcky hodnocené ve tfidach 2 a 3a, které indikuji nizsi
stupen rezistence, jsou oznacovany jako skupina rezistentnich jedincl R2 (nizky stupen
rezistence). Semendcky s reakci ve skupiné 3b a 4 jsou oznacovany jako nachylné a jsou
oznacovany pismenem S (nachylné - z anglického slova susceptible).



Tabulka 1: Klasifikacni bonitacni stupnice pro hodnoceni projevu infekce
0 Z3adné makroskopicky pozorovatelné symptomy (imunni reakce)
drobné skvrnky velikosti Spendlikovych hlavic¢ek (asi 0,5 mm v priiméru, “pin-points
1  pits”), bodové skvrny nékdy splyvaji v nepravé 1 —2 mm v priméru velké samostatné
skvrny, nevyskytuji se sporulace (hypersenzitivni reakce)
chlorotické nebo nekrotické skvrny, 2 - 5 mm v prdméru, bez sporulace (stfedné
resistentni reakce)
3a tfida mezi skupinami 2 a 3, smés nekrotickych a chlorotickych nesporulujicich skvrn,
nékolik poskozeni s ohrani¢enou sporulaci (slabé rezistentni reakce)
- omezeny vyskyt nekréz, slabé, ale viditelné konidiové sporulace, posSkozeni
vytvarejici neCetnou a omezenou sporulaci (nizka citlivost)
silny vyskyt nekrdz se sporulaci, infikované listy predcasné opadavaji, klasicka
poskozeni s velmi vysokou sporulaci (vysoce citliva reakce)

3.2. Selekce pomoci molekularnich markert

V predeslych letech byly optimalizovany molekuldrni markery fady gen, které jsou prakticky
vyuzitelné ve Slechténi jabloni. Pomoci téchto marker(i je mozné charakterizovat a nasledné
selektovat pozadované genotypy jiz v ranych fazich vyvoje. V této metodice jsou konkrétné
popsany optimalizované markery nasledujicich genu:

Co sloupcovy rust

Rvi2 rezistence vUci strupovitosti

Rvi4 rezistence v{ci strupovitosti

Rvi6 rezistence vUci strupovitosti

Rvi8 rezistence vUci strupovitosti
Rvil5 rezistence vUci strupovitosti

PI1 rezistence vUci padli jabloriovému

FBF7QTL rezistence vUci spdle razZovitych

lokus nachylnost vici Botryosphaeria dithidea

Md-ACO1  méknuti plodd

Md-ACS1  méknuti plodd

Md-MYB cervené zbarveni duzniny a slupky plod(

Markery jsou zaloZzeny na principu PCR, PCR-RFLP, SSR a SNP. Byly vyvinuty rovnéz postupy
multiplex PCR pro soucasné hodnoceni vétSiho poctu markerd s automatickym
vyhodnocovanim pomoci fragmentacni analyzy na kapilarni elektroforéze.

3.2.1. Molekularni markery Co genu fidiciho sloupcovy rist jabloni

Pro praktickou selekci na sloupcovy rlst jabloni jsou dobfe vyuzitelné dva vazbové markery a
to SSR marker CHO3d11 a marker SCAR287. Podle sestavené vazbové mapy Co genu u
mapovaci populace ‘Telamon’ x ‘Braeburn’, vykazuji tyto markery nejtésnéjsi vazbu s genem
Co, s chybovosti odhadnutou na 2 % (CHO3d11), respektive 3,6 % (SCAR287). Problémem



vazbovych markerd vsak zlstdva moznost jejich vyskytu u genotypll s normalnim rlstem
(napf. odrida ‘Selena’) nebo naopak absence u odrid s rlstem sloupcovym, coZz mize do
urcité miry omezit jejich vyuziti v praktické selekci. Vysledky hodnoceni 212 odrid poukazuji
na skutecnost, Ze existuji odrlidy s normdlnim rlstem, které i presto vykazuji pfitomnost
alely 173 bp markeru CH03d11 (17,9 % odrad) anebo alely 287 bp markeru SCAR287 (18,9 %
odrid). Tuto skutecnost je potfebné brat v vahu a pred aplikaci obou marker( je nezbytné
vyloucit mozny vyskyt rekombinaci markerujicich alel s nemutovanou recesivni alelou co.

Marker SCAR287

Tento marker je odvozeny od plvodniho markeru SCAR682 (Tian et al. 2005), u kterého se
vSak vyskytovaly nespecifické amplifikace, coZ bylo potifeba omezit. Nové navrieny marker
SCAR287 je dominantni (neumozZiiuje vzajemné odlisit genotypy CoCo a Coco) a je pomérné
jednoduse detekovatelny pomoci agardzové elektroforézy. Pfitomnost dominantni alely Co
charakterizuje fragment o velikosti 287 bp.

Tabulka 2: Primery pouzité k amplifikaci markeru SCAR278
Délka

. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
SCAR287-F 5'CGTTAAGTAACACTGCACGATGA3’
; : SCAR682 287 bp 59 °C
SCAR287-R 5°CCGCTGGAGAACACTAATCA3

Podminky PCR amplifikace:

Slozeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par SCAR287-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého z primerQ;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld
(denaturace 95 °C/30 s, annealing 59 °C/30 s, extenze 72 °C/45 s), 1 cyklus extenze 72 °C/5
min. Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru po
dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

SSR marker CHO3d11

Mikrosatelitni marker CHO3d11 (Liebhard et al. 2002) ma kodominantni charakter, umoziuje
tedy rozlisSit homozygoty CoCo a heterozygoty Coco. Pro aplikaci tohoto markeru
doporucujeme vyuzit detekci na principu kapilarni elektroforézy, ktera je citlivéjsi nez
klasickd gelova elektrofréza a dokdaze zachytit i velmi malé rozdily v poctu nukleotida.
Pfitomnost dominantni alely Co charakterizuje amplikon o velikosti 172 bp, amplikony
o velikosti 114 bp, 118 bp resp. 122 bp nejsou markerujici.

10



Tabulka 3: Primery pouzité k amplifikaci markeru CHO3d11

Délka .,
. o Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO3d11-F 5 ACCCCACAGAAACCTTCTCC3 , CHO3d11 172 bp 62 °C
CHO3d11-R 5'CAACTGCAAGAATCGCAGAG3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 pl) pro primerovy par CH03d11-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 75 mM Tris-HCI (pH 8,8);
20 mM (NH4),S04; 0,01% Tween 20; 5,0 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého
z primer(; 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio). Teplotni a ¢asovy pribéh PCR: 1
cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykll (denaturace 95 °C/30 s, annealing
62 °C/30 s, extenze 72 °C/45 s), 1 cyklus extenze 72 °C/5 min.

Polymorfismy SSR markeru CH03d11 byly vyhodnoceny pomoci ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied BiosystemsTM) s POP-4 polymerem (Applied BiosystemsTM). Bylo pouzito
fluorescenéni znaceni F-primeru (CHO3d11-F-NED). Pro vyhodnoceni velikosti SSR alel byl
pouZit GeneScanTM-600LIZ® Size Standard (Applied BiosystemsTM). Stanoveni velikosti
amplikoni bylo provedeno programem GeneMapper® ver. 4.1 (Applied BiosystemsTM).

Obrazek 1: Vzorovy chromatogram mikrosatelitniho markeru CHO3d11

000

CHO3d11

122 bp /122 bp

2000

1000
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3.2.2. Molekularni markery geni Md-ACO1 a Md-ACS1 ovliviiujicich méknuti
plodu jabloni

U genu Md-ACS1, ktery je zodpovédny za biosyntézu ACC-syntazy, byla nalezena variabilita
v promotorové oblasti. Alela nesouci inzerci v promotoru byla oznacena jako Md-ACS1-2 a je
zodpovédna za vyrazné snizenou transkripcni aktivitu tohoto genu. Odridy s homozygotni
sestavou alel Md-ACS1-2 produkuji jen velmi malé mnozstvi etylénu v porovnani s odridami
s homozygotni sestavou plvodni alely Md-ACS1-1, kterda ma normalni transkripcni aktivitu.
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lu genu Md-ACO1, ktery fidi syntézu ACC-oxidazy, byla charakterizovana variabilita
v promotorové oblasti. Alela nesouci tuto deleci byla oznadena jako Md-ACO1-1 a byla
rovnéZz zodpovédnd za snizenou produkci etylénu. Na méknuti plodd spoluptsobi oba
hodnocené geny ACS1 i ACO1 a statisticky bylo potvrzeno, Zze mutace genu Md-ACS1 pusobi
na snizeni produkce etylénu vyrazné intenzivnéji oproti mutaci genu Md-ACO1.

Pro selekci genotypl s predpoklddanou snizenou produkci etylénu byly navrieny PCR
markery detekujici inzerci v lokusu Md-ACS1 a deleci v lokusu Md-ACO1. V hodnocenych
genotypech se mlzou vyskytovat rizné kombinace obou téchto marker(i. Napfiklad obé
kauzalni mutace v lokusech Md-ACO1 i Md-ACS1 byly detekovany u odrldy ‘Fuji’, pro kterou
je typické pomalé méknuti plodli. Homozygotni sestava mutované alely pouze v lokusu Md-
ACO1 byla detekovana u odrid ‘Meteor’ a ‘Red Delicious’. Homozygotni sestava mutované
alely pouze v lokusu Md-ACS1 byla detekovana u odrlid ‘Gala, ‘Gloster’, ‘Gold Bohemia’,
‘Melrose’, ‘Rubin’, ‘Rubinstep’ a ‘Rucla’.

Marker Md-ACS1

Pfitomnost inzerce v lokusu Md-ACS1 byla detekovana pomoci kodominantniho PCR
markeru (Sunako et al. 1999). Alela s normalni transkripéni aktivitou je charakterizovana
pritomnosti fragmentu o velikosti 489 bp, mutovana alela s omezenou transkripéni aktivitou
je urcena pritomnosti fragmentu o velikosti 655 bp. Pfi amplifikaci dochazi k vytvoreni
rovnéz dalSiho nespecifického fragmentu o velikosti kolem 590 bp, ktery vSak nema zadny
vliv na Uspésnou detekci obou markerujicich fragmentu.

Tabulka 4: Primery pouzité k amplifikaci markeru Md-ACS1-CZU

Délka .,
. ., Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
ACS1-5°F 5'AGAGAGATGCCATTTTTGTTCGTAC3’ 655 bp .
- - ~ Md-ACS1 60 °C
ACS1-5'R 5°'CCTACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT3 489 bp

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakcni smési (25 pl) pro primerovy par ACS1-5'-F/R: 50 ng genomové DNA; 1 x PCR
pufr (Thermo Fisher Scientific); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP; 0,2 uM kazdého z primerQ;
1,2 U Taqg polymerdzy (Thermo Fisher Scientific). Teplotni a ¢asovy prabéh PCR: 1 cyklus
pocatecni denaturace 94 °C/3 min, 35 cykll (denaturace 94 °C/30 s, annealing 60 °C/1 min,
extenze 72 °C/2 min), 1 cyklus extenze 72 °C/10 min.

Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agardozovém gelu v 1xTBE pufru po
dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.
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Obrazek 2: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru Md-ACS1-CZU

489 bp

Marker Md-ACO1-CZU

Experimentalné bylo zjisténo, Ze plvodné navrieny PCR marker pro detekci delece v lokusu
Md-ACO1 (Costa et al. 2005) vykazoval nespecifické amplifikace. Proto byl navrieny novy
PCR marker a oznacen jako Md-ACO1-CZU. Alela s normalni transkripcni aktivitou je
charakterizovana pritomnosti fragmentu o velikosti 512 bp, mutovand alela s omezenou
transkripcni aktivitou je uréena pritomnosti fragmentu o velikosti 450 bp.

Tabulka 5: Primery pouzité k amplifikaci markeru Md-ACO1-CZU
Délka

5 . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CZU-ACO1-F 5°CCAGTTACCCGACTACCCATT3’ 450 b
, : Md-ACO1 o 63,4 °C
CZU-ACO1-R 5'TTCAAATCTTGGCTCCTTGG3 512 bp

Podminky PCR amplifikace:

Slozeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par CZU-ACO1-F/R: 50 ng genomové DNA;
0,7 U Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH
8,8); 50 mM KCI; 0,08% Nonidet P40; 1,5 mM MgCly; 200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého
z primer(; 4 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld
(denaturace 95 °C/30 s, annealing 63,4 °C/50 s, extenze 72 °C/50 s), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Amplifikované PCR produkty byly separovény v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE
pufru po dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

Obrazek 3: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru Md-ACO1-CZU
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450 bp
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Obrazek 4: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru Md-ACO1-CZU u vybranych
odrld jabloni

L0000 bp
700 bp
500 bp

300 bp

8 - 0"GeneRuler TM 100 bp DMNA Ladder (Fermentas)

3.2.3. Molekularni marker lokusu MdMYB10, zodpovédného za cervené zbarveni
duzniny plodu jabloni

Na cerveném zbarveni duzniny u plodl jabloni se podili gen MdMYB10, ktery patfi do MYB-
tfidy transkripcnich faktor( regulujicich exprese gend biosyntetické drahy anthokyand. Pro
selekci genotypl s Cervené zbarvenou duzninou byl navrzen dominantni PCR marker, pomoci
kterého Ize detekovat dominantni alelu genu MdMYB10 (Chagné et al. 2007). Pfitomnost
markeru je charakterizovana fragmentem o velikosti 786 bp.

Tabulka 6: Primery pouzité k amplifikaci markeru MdMYB10

Délka ..,
X . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
MdMYB10-F 5'CGAGTGCTAATAGCAACC3 .
- - MdMYB10 786 bp 55,7 °C
MdMYB10-R 5'CCTCTGTTGGCCGAATACAC3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 pl) pro primerovy par MdMYB10-F/R: 50 ng genomové DNA;
0,5 U Tag polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH
8,8); 50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,3 mM MgCl,; 100 uM dNTP; 0,2 uM kazdého
z primerU; 2,4 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a ¢asovy prabéh PCR: 1 cyklus pocateéni denaturace 94 °C/2 min 45 s, 40 cykl{
(denaturace 94 °C/55 s, annealing 55,7 °C/55 s, extenze 72 °C/1 min 39 s), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Amplifikované PCR produkty byly separovény v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE
pufru po dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.
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Obrazek 5: Vzorovy elektroforeogram dominantniho markeru MdMYB10 u vybranych

genotypl jabloni
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5 - O GeneRuler 100 bp Plus Ladder (Fermentas})

3.2.4. Molekularni markery lokusd MdMYBA a BC226-STS, zodpovédnych za
cervené zbarveni slupky plodt jabloni

Gen MdMYBA stejné jako MdMYB10 patfi do MYB-tfidy transkripcnich faktor( a také jejich
translacéni produkty jsou si sekvenéné podobné. Lokus MdMYBA muize nést dvé alely:
dominantni alelu a odpovidajici nezmutované sekvenci MdMYBA, ktera vytvari puvodni
formu transkripéniho faktoru spojenou s ¢ervenou barvou slupky a recesivni alelu b, u které
doslo k mutaci v podobé delece a je spojena se Zlutou barvou slupky. U lokusu BC226-STS
byly identifikovany tfi alely (al, a2, Al), které se vzdjemné odliSuji nékolika inzercemi a
delecemi. Recesivni homozygoti (alelické kombinace alal, ala2 a a2a2) vykazuji Zluté
zbarveni slupky, zatimco dominantni homozygoti nebo heterozygoti (alelické kombinace
A1A1, Alal a Ala2) vykazuji Cervené zbarveni slupky. Odrady se zelenou barvou slupky, jako
napriklad ‘Granny Smith’, vSak tento marker detekovat neumoznuje.

Marker MdMYBA

Pro selekci genotypUl s Cervené zbarvenou slupkou byl navrzen kodominantni PCR marker,
pomoci kterého Ize detekovat ¢erveno-zluty polymorfismus barvy slupky jabloni (Ban et al.
2007). Pomoci navrienych primer( dochazi k amplifikaci dvou fragmentld. Nemutovanou
alelu, charakterizujici cervené zbarveni slupky, definuje fragment o velikosti 732 bp.
Mutovanou alelu, charakterizujici zluté zbarveni slupky, definuje fragment o velikosti 656 bp.
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Tabulka 7: Primery pouzité k amplifikaci markeru MdMYBA

Délka L.
i o Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
MdMYBA-F 5’ATTCTAGGTGTCTTTCTGGAGTGTA3’ 732 bp .
; ; MdMYBA 63,5 °C
MdMYBA-R 5’AGGTCCAATTTCCGTACAATG3 656 bp

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par MdMYBA-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého z primerQ;
4 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a ¢asovy pribéh PCR: 1 cyklus pocateéni denaturace 95 °C/3 min 10 s, 30 cykll
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 63,5°C/50 s, extenze 72 °C/50 s), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Amplifikované PCR produkty byly separovény v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE
pufru po dobu 60 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

Obrazek 6: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru MdMYBA

ab aa ab ab aa ab aa ab aa aa ab ab aa ab aa ab ab aa S

alelaa- 732 bp

\\_
alela b - 656 bp -~

5 - 0'GeneRuler TM 100 bp DNA Ladder (Fermentas)

Marker BC226-STS

Pavodni specifické PCR markery lokusu BC226-STS byly konvertovany z RAPD markeru, ktery
charakterizoval Cerveno-zluty polymorfismus barvy slupky jabloni (Cheng et al. 1996). Avsak
nevyhodou konvertovanych RAPD markerd je tvorba nespecifickych amplikond.
Problematicka byla rovnéz identifikace alel, protoZe markerujici fragmenty vykazovaly malé
velikostni rozdily a pfi velikosti amplikon nad 1100 bp jsou tyto diference pomoci agarézové
elektroforézy obtizné identifikovatelné. Proto byly navrzeny dva nové primerové pary Barva-
al-F/R a Barva-a2-F/R. Tyto nové PCR markery jiz vykazuji vysokou specificnost. Primerovy
par Barva-al-F + Barva-al-R poskytoval u alely al predpokladany fragment o velikosti 215
bp. U alel A1 a a2 byl amplikon velky 138 bp. Primerovy pdar Barva-a2-F + Barva-a2-R
poskytoval u alely a2 fragment o velikosti 286 bp, u alel Al a al byla velikost amplikonu 123
bp. V nasledujici tabulce je znazornéna velikost amplikoni u jednotlivych alelickych
kombinaci.
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Tabulka 8: Velikost amplifikovanych fragmentu u jednotlivych alelickych kombinaci
s pouZitim primerti Barva-al a Barva-a2

- Barva-al-F + Barva-al-R Barva-a2-F + Barva-a2-R

215 bp

155 bp nemarkerujici fragment
155 bp nemarkerujici fragment
138 bp

215 bp

155 bp nemarkerujici fragment
138 bp

155 bp nemarkerujici fragment
138 bp

215 bp

155 bp nemarkerujici fragment 123 bp
138 bp

155 bp nemarkerujici fragment 286 bp
138 bp 123 bp

123 bp
286 bp

286 bp
123 bp

123 bp

Tabulka 9: Primery pouzité k amplifikaci markeru BC226-STS

Primer

Barva-al-F
Barva-al-R
Barva-a2-F
Barva-a2-R

Sekvence

5'GGGCGTGTGGAGAGTATCAT3’
5’ TGGTGTGGATCATTTGTTGG3’
5°ATTACATCAGTACCAAAACAGGC3’
5'TCGTAAACAAATGGTGGTGCT3’

Podminky PCR amplifikace:

Lokus

BC226-STS

Délka
markerujiciho
fragmentu
215 bp
138 bp
286 bp
123 bp

Annelacni
teplota

50 °C

49,2 °C

SloZeni reakéni smési (12,5 pl) pro primerovy par Barva-al-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8);
50 mM KCI; 0,08% Nonidet P40; 1,8 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého z primerd(;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy prlbéh PCR: 1 cyklus pocate¢ni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykll
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 50 °C/30 s, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze 72 °C/7
min. Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru po

dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

17



Obrazek 7: Vzorovy elektroforeogram markeru BC226-STS s pouZitim primerd Barva-al
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Obrazek 8: Vzorovy elektroforeogram markeru BC226-STS s pouzitim primerd Barva-a2

3.2.5. Molekularni marker genu PI1, fidici rezistenci vuci padli jablonovému

Markery vyuzivané pro studium rezistence k padli jablonovému (Podosphaera leucotricha) se
zaméruji predevsim na detekci jednotlivych majorgen(i. Nejvyznamnéjsim DNA markerem,
ktery se poprvé uplatnil v selekci genotypl vykazujicich rezistenci vici padli jabloriovému a
postihoval pritomnost nebo absenci majorgenu PI1 plivodem z botanického druhu Malus
robusta, byl RAPD marker OPAT 20 (Markussen et al. 1995). OPAT 20 je vazbovy marker,
ktery se nachdzi 4,5 cM od genu PI/1. Pozdéji byl tento RAPD marker konvertovan do SCAR
PCR markeru AT20-450 (Frey et al. 2004). Nicméné, jak jiz bylo zminéno vyse, castou
nevyhodou konvertovanych RAPD marker( je tvorba nespecifickych amplikonu, které m{zou
ovlivnit sprdvné urceni genotypu. Také SCAR marker AT-20-450 opakované poskytoval pfi
testovani radu nespecificky amplifikujicich fragmentl. Ztoho dlvodu byl navrien a
optimalizovan novy PCR marker PI1C(CZU).

Vazebni PCR marker PI1C

Nové navrzeny PI1C marker vykazuje mendelistickou segregaci, je specificky a spolehlivé
amplifikujici a lze jej tudiz povaZovat za vhodny v procesu MAS. Pfitomnost markeru je
charakterizovana fragmentem o velikosti 170 bp.
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Tabulka 10: Primery pouzité k amplifikaci markeru PI1C

Délka .,
. o Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
PI1C-F 5,TGG'I'I'CGGATAGCTGI ICC3, pi1 170 bp 64 °C
PI1C-R 5°CTCGTCGGATCCCACAATAT3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par PI1C-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U Taq
polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM
KCl; 0,08% Nonidet P40; 2 mM MgCly; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého z primer(; 2 mM
tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy prlbéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykll
(denaturace 95 °C/30 s, annealing 64 °C/30 s, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze 72 °C/7
min. Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agardzovém gelu v 1xTBE pufru po
dobu 90 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

Obrazek 9: Vzorovy elektroforeogram dominantniho markeru PI11C

3.2.6. Molekularni QTL marker lokusu FBF7, asociovany s odolnosti vuci spale
ruzovitych
Pro charakterizaci QTL FBF7 asociovaného s odolnosti vici spale rlZovitych (plvodce Erwinia
amylovora) byly navrzeny molekuldrni markery AE10-375, GE-8019 a CHF7-Fb1 (Khan et al.
2007). Markery AE10-375 a GE-8019 byly konvertované z RAPD na SCAR markery a marker
CHF7-Fb1 je mikrosatelitni.

SCAR marker AE10-375
Marker AE10-375 je dominantni a jeho pfitomnost charakterizuje fragment o velikosti 375

bp.

Tabulka 11: Primery pouZité k amplifikaci markeru AE10-375

Délka .,
. Y, Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
AE10-375-F , 5°CTGAAGCGCACGTTCTCC3 , F7QTL 375 bp 60 °C
AE10-375-R 5'CTGAAGCGCATCATTTCTGATAG3
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Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par AE10-375-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,2 uM kazdého z primerQ;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy prlbéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 94 °C/3 min, 35 cykll
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 60 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/6 min. Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE
pufru po dobu 60 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

SCAR marker GE-8019
Marker GE-8019 je dominantni a jeho pfitomnost charakterizuje fragment o velikosti 397 bp.

Tabulka 12: Primery pouzité k amplifikaci markeru GE-8019

Délka ..,
. o Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
GE-8019-F 51 TTGAGACCGAT'ITI'CGTGTG3, F7QTL 397 bp 60 °C
GE-8019-R 5'TCTCTCCCAGAGCTTCATTGT3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 pl) pro primerovy par GE-8019-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,2 uM kazdého z primerQ;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy prlbéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 94 °C/3 min, 35 cykll
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 60 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/6 min. Amplifikované PCR produkty byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE
pufru po dobu 60 minut. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.
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Obrazek 10: Vzorovy elektroforeogram dominantniho markeru GE-8019 u vybranych odrid
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SSR marker CHF7-Fb1
Mikrosatelitni marker CHF7-Fb1 je kodominantni a markerujici alelu charakterizuje fragment
o velikosti 201 bp. Druhy amplifikovany nemarkerujici fragment ma velikost 163 bp.

Tabulka 13: Primery pouzité k amplifikaci markeru CHF7-Fb1

Délka ..
. o, Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHF7-Fb1-F 5 ,‘i‘GCCAGATCACATGI TT ICATC.,% F7QTL 201 bp 66,4 °C
CHF7-Fb1-R 5°ACAACGGCCACCAGTTTATC3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par CHF7-Fb1-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taqg polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 75 mM Tris-HCl (pH 8,8);
20 mM (NH4),S04; 0.01% Tween 20; 5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého z primer(;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio). Teplotni a ¢asovy prubéh PCR: 1 cyklus
pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykll (denaturace 95 °C/30 s, annealing 66,4 °C/30 s,
extenze 72 °C/45 s), 1 cyklus extenze 72 °C/5 min.

Polymorfismy SSR markeru CH-F7-Fb1 byly vyhodnoceny pomoci ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied BiosystemsTM) s POP-4 polymerem (Applied BiosystemsTM). Bylo pouZito
fluorescenéni znaceni F-primeru (CHF7-Fb1-F-FAM). Pro vyhodnoceni velikosti SSR alel byl
pouzit GeneScanTM-600LIZ® Size Standard (Applied BiosystemsTM). Stanoveni velikosti
amplikoni bylo provedeno programem GeneMapper® Version 4.1 (Applied BiosystemsTM).
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Obrazek 11: Vzorovy chromatogram mikrosatelitniho markeru CHF7-Fb1
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3.2.7. Molekularni markery genu fidicich rezistenci vuci strupovitosti

V ramci selekce genotypl rezistentnich vUici strupovitosti (plvodce Venturia inaequalis) jsou
vyvinuty molekuldrni markery pro lokusy Rvi2, Rvi4, Rvi6, Rvi8 a Rvil5.

Ve Slechténi rezistentnich odrld je nejvice vyuzivany lokus Rvi6 (Vf). Pro tento lokus bylo jiZ
navrzeno nékolik molekularnich marker(, naptiklad kodominantni vazebny SCAR marker
lokusu ALO7 a dominantni vazebni SCAR marker AM19 (Tartarini et al. 1999). Dale bylo
zjiSténo, Ze uvnitf lokusu Rvi6 se nalézaji 4 paralogy tohoto rezistentniho genu, oznacené
jako Vfal, Vfa2, Vfa3 a Vfa4 (Xu a Korban 2002). Tyto jednotlivé geny vykazuji velmi silnou
homologii, ale liSi se dobou exprese. Geny Vfal, Vfa2 jsou exprimovany v mladych
nevyvinutych listech, zatimco exprese genu Vfa4 probiha ve vyspélych listech. Strukturnim
charakterem patfi do skupiny R genu, které koduji extracelularni LRR a transmembranové
domény. Transkript genu Vfa3 je nefunkéni (Malnoy et al. 2007). Pro praktickou selekci
rezistentnich genotypll se jako nejvhodnéjsi jevi pouZziti mikrosatelitniho markeru CHVf1
(Vinatzer et al. 2004), ktery byl pouzit pro hodnoceni pfitomnosti ortologu Vf1I a nové
navrzeného PCR markeru VfAD, ktery byl pouzit pro hodnoceni pfitomnosti ortologu Vf4.

Pro identifikaci genotypl nesoucich gen rezistence Rvi4 byl navrzen molekularni marker
AD13-SCAR (Boudichevskaia et al. 2006). Jedna se o vazebni SCAR marker vznikly konverzi
RAPD markeru. Sila vazby zjisténa mezi markerem AD13-SCAR a lokusem Rvi4 byla pfiblizné
8 cM. PYi analyzach rGznych genotypl jabloni vSak dochazelo k tvorbé fady nespecifickych
amplikond, které znesnadnovaly spravnou genotypizaci. Z téchto divodd byl navrien novy
primerovy par, ktery umoznuje amplifikaci kratSiho fragmentu DNA a soucasné postihuje
inzerécné dele¢ni polymorfismus. Byl tedy vytvofren novy PCR marker AD13-SCAR-CZU2,
u kterého je jiz tvorba nespecifickych amplikon(i zna¢né omezena.

Lokusy Rvi2 a Rvi8 se zabyval jiz Bus et al. (2005), ktery se ve své praci domniva, Ze gen Rvi8
je v tésné genové vazbé s Rvi2 lokusem a dokonce nevylucuje, Ze tyto dva geny mohou byt
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vzajemné alelické. Pro tyto dva lokusy navrhl vazebné SCAR markery vzniklé konverzi RAPD
markerd: marker lokusu Rvi2 OPL19-SCAR a marker lokusu Rvi8 OPB18-SCAR. Pro praktické
vyuziti téchto markertd je nutné brat v potaz jejich charakter, a sice Ze se jednd o vazebné
typy marker(, které u vybranych kontrastnich rodi¢li mohou Uspésné markerovat segregaci
potomkd. Jejich aplikace mize byt Uspésna pouze za predpokladd, Ze jako jeden z rodica
bude pouZit fenotypové ovéreny rodi¢ s rezistenci vici konkrétnim rasam Venturia
inaequalis, nebo standardni, literaturou popsany, donor lokust Rvi2 a Rvi8. U tohoto rodice
bude existovat cis vazba mezi konkrétnim lokusem a markerem. Druhy rodi¢ musi vykazovat
nachylnost vUici strupovitosti a souc¢asné absenci PCR marker(.

Rovnéz pro gen Rvil5 byla sestavena pfesna geneticka mapa, na zakladé které bylo navrieno
nékolik vazebnich molekuldrnich marker( (Galli et al. 2010). Jedna se o dva mikrosatelitni
markery CH02f06 a CH02c02a a o tfi SNP markery ARGH17, ARGH37 a GmTNL1. Vzhledem
k tomu, Ze genotypy GMAL2473 a R1274-7A nesouci gen Rvil5 se na vzniku odr(id podilely
jen minimalné, je v Siroké odridové kolekci jen relativné mald frekvence SSR a SNP marker(
lokusu Rvil5. Tato skutecnost mlze byt vyhodna pro pfipadné vyuziti donor( genu Rvil5 ve
Slechténi s vyuzitim MAS.

SSR marker CH-Vf1 lokusu Rvi6

Mikrosatelitni marker CH-Vf1 je kodominantni a vykazuje tésnou vazbu s Vf1 ortologem.
Markerujici alelu charakterizuje amplikon o velikosti 155 bp, amplikony o velikosti 136 bp,
164 bp resp. 169 bp nejsou markerujici. Mezi CH-Vfl markerem a Rvi6 genem se
nepredpoklada vznik rekombinaci (Vinatzer et al. 2004).

Tabulka 14: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH-Vf1

Délka ..
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CH-Vf1-F 15 ATCACCACCAGCAGCAAAG3 ’ RVi6 155 bp 66,9 °C
CH-Vf1-R 5°CATACAAATCAAAGCACAACCC3

Podminky PCR amplifikace:

Slozeni reakéni smési (12,5 pl) pro primerovy par CH-Vf1-F/R: 50 ng genomové DNA; 0,7 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 75 mM Tris-HCI (pH 8,8);
20 mM (NH4),S04; 0.01% Tween 20; 5 mM MgCl,; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého z primerd(;
2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio). Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus
pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld (denaturace 95 °C/30 s, annealing 66,9 °C/30 s,
extenze 72 °C/45 s), 1 cyklus extenze 72 °C/5 min.

Polymorfismy SSR markeru CH-Vfl byly vyhodnoceny pomoci ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (Applied BiosystemsTM) s POP-4 polymerem (Applied BiosystemsTM). Bylo pouZito
fluorescenéni znaceni F-primeru (CH-Vf1-F-VIC). Pro vyhodnoceni velikosti SSR alel byl pouzit
GeneScanTM-600LIZ® Size Standard (Applied BiosystemsTM). Stanoveni velikosti amplikon(
bylo provedeno programem GeneMapper® Version 4.1 (Applied BiosystemsTM).
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Obrazek 12: Vzorovy chromatogram mikrosatelitniho markeru CH-Vf1
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PCR marker VfAD lokusu Rvi6

Marker byl navrzen na zakladé uplné kédujici sekvence HerVf4 genu Malus floribunda klonu
M18-6Cs (Broggini et al. 2009), jedna se tudiz o typ genového dominantniho markeru
detekujiciho pfimo vlastni Rvi6 gen. U genotypu s pfitomnosti Rvi6 genu poskytuje dvojice
primer( VfAD specificky produkt o velikosti 1100 bp. Jistou nevyhodou genového markeru
muZe byt, Ze genotypy s absenci detekovaného genu jsou charakteristické vyskytem tak
zvanych nulovych alel.

Tabulka 15: Primery pouzité k amplifikaci markeru VfAD

Délka ..
. ., Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
VA 5 GC?TGGTAAGATAAATCCTTCTTTG'C?: Ri6 1100 bp 66,8 °C
ViD 5°’AAATGCCAGGAATCCAGATG3

Podminky PCR amplifikace:

Slozeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par VfAD: 50 ng genomové DNA; 0,7 U Tag
polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pug/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM
KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,5 mM MgCly; 200 uM dNTP; 0,48 uM kazdého z primer(; 2 mM
tetramethylamonium oxaldt (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocdatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykl{
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 66,8 °C/30 s, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/7 min. Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru po
dobu 1 hodiny. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.
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PCR marker AD13-SCAR-CZU2 lokusu Rvi4

U vazebného PCR markeru AD13-SCAR-CZU2 jsou elektroforetickou separaci detekovany
rozdily typu delece. Markerujici alelu genu Rvi4 charakterizuje amplikon o velikosti 237 bp.
Dalsi dva amplikony o velikosti 559 bp a 377 bp charakterizuji nemarkerujici alely.

Tabulka 16: Primery pouzité k amplifikaci markeru AD13-SCAR-CZU2
Délka

. Y, Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
AD13-SCAR-CZU2-F 5'CATCTGTTGGGTGAAGTGGTAGG3 Rvid 237 bp 53 °C

AD13-SCAR-CZU2-R 5'AAATAAGAAAAACGCACAGTTCCC3’

Podminky PCR amplifikace:

Slozeni reakcni smési (12,5 pl) pro primerovy par AD13-SCAR-CZU2-F/R: 50 ng genomové
DNA; 0,6 U Tag polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCI
(pH 8,8); 20 mM (NH4),SO4; 0,08% Nonidet P40; 1,5 mM MgCl,; 100 uM dNTP; 0,2 M primer
AD13-F; 0,2 M primer AD13-R; 4,8 % DMSO.

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 94 °C/3 min, 40 cykld
(denaturace 94 °C/40 s, annealing 58 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru
po dobu 1 hodiny. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

Obrazek 13: Vzorovy elektroforeogram kodominantniho markeru AD13-SCAR-CZU2

SCAR marker OPL19 lukusu Rvi2
OPL19-SCAR je konvertovany vazebny RAPD marker lokusu Rvi2 (Bus et al. 2005). Amplifikaci
dochazi k tvorbé dvou fragment(l. Fragment o pfiblizné velikosti 1120 bp je nemarkerujici a

vyskytoval se u vSech hodnocenych genotypll. Fragment o velikosti 433 bp je potencidlnim
markerem, jelikoZz se vyskytoval jen u genotypl, kterych plivod je odvozen od klonu
TSR34T15 ruského semenace R12740-7A.
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Tabulka 17: Primery pouzité k amplifikaci markeru OPL19

Délka ..,
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
OPL19-F 5, ACCTGCACTACAATCTTCACTAATC3 , Rvi2 433 bp 55 °C
OPL19-R 5°'GACTCGTTTCCACTGAGGATATTTG3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par OPL19-F/R: 30 ng genomové DNA; 0,6 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,3 mM MgCly; 100 uM dNTP; 0,1 uM kazdého z primerQ;
4,8 % DMSO.

Teplotni a ¢asovy pribéh PCR: 1 cyklus pocateéni denaturace 94 °C/2 min 45 s, 40 cykl{
(denaturace 94 °C/55 s, annealing 55 °C/55 s, extenze 72 °C/1 min 39 s), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agarézovém gelu v 1xTBE pufru
po dobu 1,5 hodiny. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.

SCAR marker OPB18 lukusu Rvi8

OPB18-SCAR je rovnéz konvertovany vazebny RAPD marker lokusu Rvi8 (Bus et al. 2005).
Amplifikaci dochazi k tvorbé az 6 razné velkych amplikont. Markerujici fragment velikosti
799 bp byl detekovan pouze u minoritniho poctu genotypl. Jednd se o odridy Antonovka,
Antonovka tézka, Borovinka a Bogajevskij Charvanskij, které byly ziskany z byvalého SSSR a
novozélandska odriida Wellington. Podobné jako u mnoha dalSich SCAR marker( i u markeru
OPB18-SCAR je velkym problém tvorba nespecifickych fragment.

Tabulka 18: Primery pouzité k amplifikaci markeru OPB18

Délka ..
. ., Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
OPB18-F 5,CCACAGCAGTCATTGGGA3, Ri8 799 bp 59 °C
OPB18-R 5'CCACAGCAGTGCATAAAC3

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par OPL19-F/R: 30 ng genomové DNA; 0,6 U
Taq polymerazy (Thermo Fisher Scientific); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8);
50 mM KCl; 0,08% Nonidet P40; 1,3 mM MgCly; 100 uM dNTP; 0,1 uM kazdého z primerQ;
4,8 % DMSO.

Teplotni a ¢asovy pribéh PCR: 1 cyklus pocateéni denaturace 94 °C/2 min 45 s, 40 cykl{
(denaturace 94 °C/55 s, annealing 59 °C/55 s, extenze 72 °C/1 min 39 s), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min. Produkty amplifikace byly separovany v 1,5% agardozovém gelu v 1xTBE pufru
po dobu 1,5 hodiny. Produkty PCR byly vizualizovany ethidium bromidem.
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SSR marker CH02f06 lokusu Rvil5

Mikrosatelitni marker CH02f06 je ve vzdalenosti 4,1 cM od genu Rvil5 (Galli et al. 2010).
Markerujici alelu lokusu CHQ02f06 charakterizuje fragment o velikosti 142 bp. Tento
molekuldrni marker byl optimalizovdan jako soucdst multiplex PCR a podminky jeho
amplifikace a fragmentacni analyzy jsou popsany nize.

Tabulka 19: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH02f06

Délka .
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO2f06-F 5°CCCTCTTCAGACCTGCATATG3 . 56 °C
. ) Rvi15 142 bp .
CHO02f06-R 5'ACTGTTTCCAAGCGCTCAGG3 (multiplex)

SSR marker CH02c02a lokusu Rvi15

Mikrosatelitni marker CH02c02a je ve vzdalenosti 2 cM od genu Rvil5 (Galli et al. 2010).
Markerujici alelu lokusu CH02c02a charakterizuje fragment o velikosti 172 bp. Tento
molekuldrni marker byl rovnéz optimalizovan jako soucdst multiplex PCR a podminky jeho
amplifikace a fragmentacni analyzy jsou popsany nize.

Tabulka 20: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH02c02a

Délka ..,
. o, Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO02c02a-F 5'CTTCAAGTTCAGCATCAAGACAA3’ . 56 °C
, , Rvi15 172 bp .
CHO2c02a-R 5'TAGGGCACACTTGCTGGTC3 (multiplex)

SNP marker ARGH17 lokusu Rvil5

Marker ARGH17 je vazebni a nachazi se ve vzdalenosti 0,3 cM od genu Rvil5 (Galli et al.
2010). Detekce polymorfizmu probihala na zakladé sekvence a nasledné na zakladé metody
PCR-RFLP. SNP, ktery rozliSuje rezistentni a nachylné genotypy se nachazi v rozpoznavacim
palindromu AG|CT pro restrikéni endonukleazu Alul. U rezistentniho genotypu doslo v tomto
misté k vyméné C bdze za bazi A, tudiz restriktdza Alul dané misto nerozstépi. PCR marker
ARGH17 ma pred Stépenim délku 378 bp. Po restrikci enzymem Alul vznikaji u rezistentni
alely genu Rvil5 fragmenty o velikosti 321 bp, 49 bp a 8 bp. U alely zodpovédné za
nachylnost vznikaji fragmenty o velikosti 227 bp, 56 bp, 49 bp, 38 bp a 8 bp.

Tabulka 21: Primery pouzité k amplifikaci markeru ARGH17
Délka

. o Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
ARGH17-F 5 TTGCCGACGTTCGTGATGCT3 , RVil5 321 bp 59 °C
ARGH17-R 5'GATATCCTTTGTTTGGACAACC3
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Podminky PCR amplifikace

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par ARGH17-F/R: 2 ng genomové DNA; 1 U Taq
polymerazy (Roche); BSA 0,5 pug/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8); 50 mM KCl; 2 mM MgCly;
200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého z primert’; 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 59 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min.

Obrazek 14: Vzorovy elektroforeogram markeru ARGH17 pred Stépenim

378 bp

Purifikace a sekvenace amplikont

Purifikace: Amplikony byly separovany v 1% agarézovém gelu v 1x TBE pufru pfi konstantnim
napéti 120 V po dobu 130 minut. Vyfiznuté blocky s amplikony byly purifikovany pomoci
MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen). Extrakce probéhla podle postupu doporuceného
vyrobcem kitu. Ziskana DNA byla kvantifikovana UV spektrofotometricky a narfedéna na
koncentraci 5 ng . pl™.

Sekvenacni reakce: Pro sekvenaci PCR produktu byl pouZit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Life Technologies). Slozeni sekven¢ni reakce uvadi tabulka 22.

Tabulka 22: SloZzeni sekvencni reakce

Slozka Objem Koncentrace

PCR produkt (5 ng . ul-1) 4 ul 20 ng. 20 pl™

5x Sequencing Buffer (Life Technologies) 4 ul 1x

Primer F resp. R (1 pikomol . pI™) 32ul 3,2 pikomold. 20 pl™
Terminator Ready Reaktion Mix (Life Technologies) 2 ul 2 pl. 20 pl?

Purifikace produktu sekvencni reakce

Produkt sekvenacni reakce (objem 20 pl) byl doplnén 2 ul roztoku glykogenu (koncentrace
20 ng. pl-1, Thermo Fisher Scientific), 2 ul 3M octanu sodného a 50 pl 96% cCistého etanolu.
Po 15 minutové inkubaci pti laboratorni teploté byla provedena centrifugace (13200
otacek/min) po dobu 30 minut. Supernatant byl odstranén pipetou. Pelet byl proplachnut
250 pul 70% cistého etanolu. Vzorky byly nasledné odstiedény pfi 13200 otacek/min po dobu
15 minut. Oplachovaci proces byl jesté jednou zopakovan. Pelet byl po odsati supernatantu
vysusen ve vyhtivaném bloku Bio TDB-120 (Biosan) pfi teploté 50 °C po dobu 45 minut.
VysuSeny pelet byl ndsledné rozpustén v 15 pl Hi-Di formamidu. Takto pfipravené vzorky
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byly denaturovany v polypropylenovych stripech v termocykleru C1000TM Thermal Cycler
(BioRad) pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Po denaturaci byly vzorky ochlazeny na teplotu
0 °C.

Vlastni sekvenace: Sekvenace byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM
310 Genetic Analyser (Life Technologies). Podminky sekvenace jsou uvedeny v tabulce 23.

Tabulka 23: Podminky kapilarni elektroforézy pri sekvenaci markert

Parametry separace Hodnoty

Délka kapilary (cm) 36

Modul P4StdSeq(1ml)E
Polymer POP4

Virtualni filtr E

Doba nastfiku (s) 30

Napéti pfi nastriku (kV) 1
Teplota pri separaci (°C) 50
Napéti pri separaci (kV) 11,3
Doba separace (minuty) 28

Ziskané sekvence byly vyhodnoceny pomoci programu DNA Sequencing Analysis (Life
Technologies).

Obrazek 15: Porovnani sekvence markeru ARGH17 u nachylné odridy ‘Golden Delicious’

(Query) a rezistentniho genotypu GMAL 2473 (Sbjct).

GMAL2473
Sequence ID: Ic|26355 Length: 378 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 278 Graphics

Score Expect Identities o Gaps Strand

693 bits(375) 0.0 377/378(99%) 0/378(0%) Plus/Plus

Query 1 TTGCCGACGTTCGTGATGCTACAAGTARACATCGGTCTGCGTTGATTTGCARAAACAAGCTTA 60
FEETRLRR R et e et e et et e e e et et eet ettt eetinntl

sbjet 1 TTGCCGACGTTCETEATGCTACARCTARACATCEGTCTGETTGATTTCCARARCARGCTTA &0

Query 61 TTTCTGACATCTTCGARARAAACAAGCCTGARATAACCTRTCTTCATGAACCGTATCCTTATGA 120
0 I O O O O O O R

Sbjct 61 TTTCTGACATCTTGARARARAGAAGCCTGARATAAGATGTETTGATGAAGGTATCSTTATGA 120

Query 121 TAARACAACAATTTCGACATARAAGGGTACTTGTCATCATGGACAACATAGACGAAGTAG 180
L N N N NN AN RN
Sbjct 121 TAARACAACAATTTCGACATARARGGGTACTTGTCATCATGGACRACATAGACGRAGTAG 180

Query 181 AACERATTGGATGCAATAGTTGGARATCATGATTGGTTTGGTCCAGGGAGTAGAATTATCC 240
I I T e R
Sbjct 181 AACRATTGGATGCAATAGTTGGARATCATGATTGGTTITGGTCCAGGGAGTAGAATTATCC 240

Query 241 TARCARCRAAGAGATGRACATTTACTARRGCGAGGGRARGTGCACAARCATATATCCGECTC 300
EUEELREE BDERLREEDLER TR EREPEERDERDLERRLEEEREL R DEL R
sbict 241 TAACARCRAGAGATGRACATTITACTARAGCGAGGGRAARGTGCACARCATATATCCGECTC 300

Query 301 AGARATTCAATGAAGGAGARGCTCTGGAGCTCTTTAGTTGGCATGCCTTTGGAARTGGTT 360
B B O L A B0 R B T RV P
Sbjct 301 AGRABATTCAATGRAGGAGAAGCTCTGGAGCTCTTTAGTTGGCATGCCTTTGGARATGGTT 360

Query 361 GTCCRAACARACGATATC 378

FLRETEEERErirntl
sbjct 361 GICCARACABRAGGATATC 378
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Podminky restrikéniho Stépeni:

Slozeni reakéni smési: 5,15 pl PCR produktu; 1,2 ul pufru Tango (Thermo Fisher Scientific);
0,5 pl enzymu Alul (Thermo Fisher Scientific); 5,3 pl vody. Teplotni a ¢asovy pribéh: stépeni
probihd pfi teploté 37 °C po dobu 10 hodin. Polymorfismy jsou detekovany na zakladé
elektroforetické separace v 2% agarézovém gelu v prostfedi 1xTBE pufru.

Obrazek 16: Vzorovy elektroforeogram markeru ARGH17 po restrikénim Stépeni u vybranych
odrid jabloni

MclIntosh Wijeik
Golden Delicious

o
&
et 8
3
= 5
o o

Herald
Kordona
Jonathan
Clijo

SNP marker ARGH37 lokusu Rvil5

Marker ARGH37 je vazebni a nachazi se ve vzdalenosti 1,2 cM od genu Rvil5 (Galli et al.
2010). Detekce polymorfizmu probihd na zdkladé sekvence. Amplifikaci vznika produkt
o velikosti 397 bp. Rezistentni alelu genu charakterizuje polymorfismus na pozici 332 od
F primeru, kde doslo k vyméné baze T za C bazi. Baze T se nachazi i u vSech genotypl s
pozitivni pfitomnosti markeru ARGH17 (‘Jerseymac’, ‘Julyred’, D2249, R1274-7A, GMAL 2473
a TSR33T239; navic rovnéz u odrlid ‘James Grieve Compact’, ‘Lord Lambourne’ a ‘Rubin’).

Tabulka 24: Primery pouzité k amplifikaci markeru ARGH37

Délka .,
X . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
ARGH37-F 5 TGCACGACATTAGCAACACTG3 ' Rvil5 397 bp 59 °C
ARGH37-R 5°'GAAACAACTTCTTTTGAGAGTTC3
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Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par ARGH37-F/R: 2 ng genomové DNA; 1 U Taq
polymerazy (Roche); BSA 0,5 pug/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8); 50 mM KCl; 2 mM MgCly;
200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého z primert’; 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 59 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze
72 °C/10 min.

Purifikace a sekvenace amplikona

Pro purifikaci amplikonl, sekvenacni reakci a vyhodnoceni byly pouZity zcela identické
postupy, jako pfi sekvenaci markeru ARGH17.

Obrazek 17: Porovnani sekvence markeru ARGH37 u citlivé odridy ‘Golden Delicious’
(Query) a rezistentniho genotypu GMAL 2473 (Sbjct).

GMAL2473
Ssequence ID: Icl|57179 Length: 397 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 297 Graphics

‘Score Expect Ident'rl:'re.sw i Gaps Strand

17 bitS_.l:388) 0.0 394;’139?(_.99‘:!}0). qug?l;UDfu) P|USI{P|US

Query 1 TGCACGACATTAGCARCACTGCAAGTARACATGGTCTAGTTTATITGCAAGRAAARCTTA 60
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Shick: 1 TGCACGACATTA CTGCARGT CATGGTCTAGTITATTT TTA &O

RQuery &1 TTICTGACATCTTARAR R CCGRACTCTARARTAMGCACTCTTGATGARGETATCGGTICTGA 120

LRdRdi it iidiitigatiareeaaniiiqittagtiaqnpidgntinininii
Sbjet 61 TTTCTGACATCTIARARACGRAAGTCTARRATARGCAGTGTTGATGRAGGTATCGETCTGRE 120

Query 121 TAGAAGATCAATTTCGACATAGRAGGETACTTGTCATCATGGRCRACATAGATGRAGTGE 180
LREERER R e e i e e e el
Sbjct 121 TAGAAGATCAATTTCGACATAGAAGGGTACTTGTCATCATGGACAACATAGATGAAGTGG 180

Query 181 GCCAATTGGATGCAATAGCTGGAARTCATGATTGSTITTGETCCAGGAAGTAGAATTATCA 240

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 181 CCRAT TGCAATAGCTGGARATCATGA TGGICCAGGARGTAGRATTATCA 240

Query 241 TRAARCARCARGAGATGRACATITACTRAARACAAGTGGATRAGACATATCCGGCTCGGRRAT 300
NN N Ny
Sbjet 241 TAACRAACARGAGATGRACATITACTAAAGCARGTGGATRAGACATATCCGGCTCGGARAT 300

IRGCTGRCATGCCCTTGGARATARTTGGCCTA 360
il tigiirtegitiinniiggiiainiiag
TRGTTGRCATGCCCTTGRARATARTTGGCCTE 360

Query 301 TGAATGARACARGRAGCTTTIGGAGCICTI
Lipdiiagniteniiaantng 11
Sbijct 301 TGRAATGAACARGRAGCTTIGGGGEC

TCTT
1111
TICTT

Query 361 ATGAAGRATATCTTGAACTCTCARAAGARGTTGITIC 397
LELRRER R ettt
Sbjct 36l ATGAAGRATATCTIGAACTCTCARAAGARGTTGITIC 397

SNP marker GmTNL1 lokusu Rvil5

Marker GmTNL1 je vazebni a nachazi se ve vzdalenosti 0,5 cM od genu Rvil5 (Galli et al.
2010). Detekce polymorfizmu probihd na zakladé sekvenovani. Amplifikaci vznikaji dva
produkty o velikosti 439 bp a 451 bp (v pozici 381 az 392 byla zjiSténa delece 12 bp).
Rezistentni alelu genu charakterizuje polymorfismus na pozici 263 od F primeru, kde doslo
kvyméné bdze T za G bdzi. Baze T se nachazi u genetickych zdroji D2249, R1274-7A,
GMAL2473, TSR33T239, kde byl prokdzan i marker ARGH17 a ARGH37, tento polymorfizmus
se vSak nenachazi u Zadné z odrud.
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Tabulka 25: Primery pouzité k amplifikaci markeru GmTNL1

Primer

GmTNL1-F
GmTNL1-R

Délka
Sekvence Lokus markerujiciho
fragmentu
5'CGATACCTTCATCAACACAGC3 RVi15 439 bp

5'AGAAAGAAAATTGTACATGTACTG3’

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro primerovy par ARGH37-F/R: 2 ng genomové DNA; 1 U Taq
polymerazy (Roche); BSA 0,5 pg/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM KCI; 2 mM MgCly;

Annelacni
teplota

59 °C

200 uM dNTP; 0,4 uM kazdého z primert’; 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy pribéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/3 min, 35 cykld
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 59 °C/1 min, extenze 72 °C/1 min), 1 cyklus extenze

72 °C/10 min.

Purifikace a sekvenace amplikon(

Pro purifikaci amplikonl, sekvenacni reakci a vyhodnoceni byly pouZity zcela identické

postupy, jako pfi sekvenaci markeru ARGH17.

Obrazek 18: Porovnani sekvence markeru GmTNL1 u citlivé odrlidy ‘Golden Delicious’

(Query) a rezistentniho genotypu GMAL 2473 (Sbjct).

GMALZ2473
Sequence ID: Icl|62875 Length: 439 Humber of Matches: 1

Range 1: 1 to 439 Graphics

Score

795 bits(430)

Query
Ebjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbijct
Query

Sbict

1

X

Expect Idenl‘itieslu N Gaps Strand
0.0 436/439(99%) 0/429(0%]) Plus/Plus

AGLAAGRA AL TTGTACATGTIGTGATATTTCCTACAGAGCCATCATTGAGTCCCAATAAT

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 111
AGRAL R TTGTACATGTIGTGATATTTCCTACAGAGCCATCATTGRAGTCCCACTRAT

GCCTACGAATTCAATTTTICAGGCGCGRAGCAGAGTTCATTARRAATATTGTTGATGAGAT

LELERR R R R R i it
GCCTACGAATTCAATTTTCAGGCGCGARGCAGAGTTCATTAALAATATTGTTGATGAGAT

GRTTTGGGARTGGCTCTCCAGRRCAR M TGARTTACATGTGGCCALGTACCTAGTTGGRAT

N N N N NN NN R NN RN
GATTTGGGRATGGCTCTCCAGRRCARATGARTTACATGTGGCCARGTACCTAGTTGGARRT

GETGEATCARATGATGTICT
| | AENNE
T GTICT

CATGGTTGGRATTTGGGGGHTGGET FGATTGGGTARALCALCAGTTGCCARAGCCATTTA
LLEEEErneereeeeereegel pipeieertet i eenein il
CRTGGTTGGRAATTIGGEGEHRTGIGT FGATTGEGTARRACAACAGTTGCCARAGCCATTTA

CRACCRRATTCATCATGAGTTTGAATTCARRAGTITCCTTGCCGACATTAGCGACGCTAL
PLRTRR PR R i it
CAACCRRATTCATCATGAGTTTGAATTCARRAGTITCCTTGCCARCATTAGCGACGCTAC

AL CTAR AT CETCITACA L A CTTATTICTCGRCETCTTGARRRATAAGTTITGRALATALG

L N N NN NN R RN NN
AAGTARACATGGTCTTACAARACTTATTTCTGACGTCTTGARRAATAAGTTTGARATARG

CIGTGTITGATGAAGGTATC 439

LR RLRRRL Rl
CIGTGTTGATGAAGGTATC 439
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3.2.8. Molekularni markery predikujici nachylnost vuci krouzkovité hnilobé
plodt

Krouzkovitd hniloba plodl je zplGsobena polyfagni houbou Botryosphaeria dothidea (Moug.
ex Fr.) Ces. & De Not.. Pro vyuZiti v rdmci MAS byly nalezeny nasledujici SSR markery spojené
s nachylnosti jabloni v(i¢i houbé B. dothidea (Zhuang et al. 2011):

CHO04d02 (vazba 8,2 cM od predpokladaného genu nachylnosti vic¢i Mx1 izoldtu houby
B. dothidea) — markerujici alela je charakterizovana fragmentem o velikosti 142 bp.

Tabulka 26: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH04d02

Délka ..,
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO04d02-F 5'CGTACGCTGCTTCTTTTGCT3’ e 56 °C
CHO04d02-R 5°CTATCCACCACCCGTCAACT3’ P (multiplex)

CHO01e01 (vazba 16,9 cM od predpokladaného genu ndachylnosti vici Lsl izolatu houby
B. dothidea) — markerujici alela je charakterizovdna fragmentem o velikosti 108 bp.

Tabulka 27: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH01e01

Délka . .
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO1e01-F 5'GGTTGGAGGGACCAATCATT3’ 108 b 56 °C
CHO1e01-R 5'CCCACTCTCTGTGCCAGATC3’ > (multiplex)

CHO02c02b (vazba 8,4 cM od predpokladaného genu nachylnosti vaci Lsl izolatu houby
B. dothidea) — markerujici alela je charakterizovana fragmentem o velikosti 110 bp.

Tabulka 28: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH02c02b

Délka ..
. ., Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO02c02b-F 5 TGCATGCATGGAAACGAC3’ 110 b 56 °C
CHO02c02b-R 5" TGGAAAAAGTCACACTGCTCC3’ P (multiplex)

CHO03a03 (vazba 13,4 cM od predpokldadaného genu nachylnosti vici Lw048 izolatu houby
B. dothidea) — markerujici alela je charakterizovdna fragmentem o velikosti 153 bp.

Tabulka 29: Primery pouzité k amplifikaci markeru CH03a03

Délka ..,
. . Annelacni
Primer Sekvence Lokus markerujiciho
teplota
fragmentu
CHO03a03-F 5'GTGGTGGTAATGACGAGAACCT3’ = 56 °C
CH03a03-R 5'AAGCAAAGTAGCCAAACTGCAT3’ P (multiplex)
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Tyto molekularni markery byly optimalizovany jako soucast multiplex PCR, podminky jejich
amplifikace a fragmentacni analyzy jsou popsany nize.

Mezi odrady, u kterych nebyl detekovdn Zadny z potencidlnich markerd a nemély by tudiz
byt nachylné vici krouzkovité hnilobé plodl zptisobené houbou Botryosphaeria dothidea,
patti napfiklad ‘Herald’, ‘Kordona’, ‘Pom Pink’, ‘Pom For You’, ‘Goldcats’, ‘Redcats’, ‘Suncats’,
‘MclIntosh Wijcik’.

3.2.9. Systém Multiplex-PCR pro detekci SSR markert vybranych znaku

Multiplex amplifikace predstavuje systém, kdy béhem jedné PCR je soucasné amplifikovano
nékolik mikrosatelitnich lokus(, jejichz polymorfismus je nasledné detekovan na zdakladé
odlisné fluorescencné znacenych primerd pomoci kapilarni elektroforézy. Tento zpUsob
analyzy umoznuje automatické identifikace polymorfismd velkého poctu lokusd v relativné
kratkém case.

U vSech mikrosatelitnich lokusi byly pro amplifikaci pouzity fluorescenéné znacené
F-primery.

Tabulka 30: Primery pouZzité pro multiplex PCR |

Primery Sekvence (5" > 3°) Barva Gen Znak
CH-Vf1-F PNEACENEE G EEh i 6-FAM  Rvi6  rezistence vi&i strupovitosti
CH-Vf1-R CATACAAATCAAAGCACAACCC
CHO3d11-F ACCCCACAGAAACCTTCTCC .
NED Co sloupcovy rlst
CHO3d11-R CAACTGCAAGAATCGCAGAG
CHO4g10-F CAAAGATGTGGTGTGAAGAGGA .
PET - polymorfismus
CHO4g10-R GGAGGCAAAAAGAGTGAACCT
Tabulka 31: Primery pouZité pro multiplex PCR Il
Primery Sekvence (5" > 3°) Barva Gen Znak
CHO04d02-F CGTACGCTGCTTCTTTTGCT SiEAN nachylnost vici krouzkovité
CHO04d02-R CTATCCACCACCCGTCAACT skvrnitosti (izolat MxI)
CHO1e01-F GGTTGGAGGGACCAATCATT viC nachylnost vici krouzkovité
CHO1e01-R CCCACTCTCTGTGCCAGATC skvrnitosti (izolat Lsl)
CHO4e03-F TTGAAGATGTTTGGCTGTGC .
NED - polymorfismus
CHO4e03-R TGCATGTCTGTCTCCTCCAT
Tabulka 32: Primery pouzité pro multiplex PCR III
Primery Sekvence (5" > 37) Barva Gen Znak
CHO2DFE CCCTCTTCAGACCTGCATATG 6-FAM  Rvil5 rezistence viiCi strupovitosti
CHO2f06-R ACTGTTTCCAAGCGCTCAGG
CLINZENZ s CIMRE A TEAEIEITE /O VIC Rvil5 rezistence vUci strupovitosti
CHO2c02a-R TAGGGCACACTTGCTGGTC
CHO03a03-F GTGGTGGTAATGACGAGAACCT NED nachylnost vici krouzkovité
CHO03a03-R AAGCAAAGTAGCCAAACTGCAT skvrnitosti (izolat Lw048)
CH02c02b-F TGCATGCATGGAAACGAC PET nachylnost vici krouzkovité
CHO02c02b-R TGGAAAAAGTCACACTGCTCC skvrnitosti (izolat Lsl)
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Tabulka 33: Primery pouzité pro multiplex PCR IV

Primery Sekvence (5" - 3°) Barva Gen Znak
CH-F7-Fb1-F AGCCAGATCACATGTTTTCATC 6-EAM FBF7QT  rezistence VUi
CH-F7-Fb1-R ACAACGGCCACCAGTTTATC L spale rdZovitych

CH-Vf1-F ATCACCACCAGCAGCAAAG viC Rvi6 rezistence vuci

CH-Vf1-R CATACAAATCAAAGCACAACCC strupovitosti
CHO3d11-F ACCCCACAGAAACCTTCTCC P

NED Co sloupcovy rlst
CHO03d11-R CAACTGCAAGAATCGCAGAG
CHO4g10-F CAAAGATGTGGTGTGAAGAGGA .
PET - polymorfismus
CHO4g10-R GGAGGCAAAAAGAGTGAACCT
Md-ACS1-F AGAGAGATGCCATTTTTGTTCGTAC Md- . , .
6-FAM méknuti plodd
Md-ACS1-R CCTACAAACTTGCGTGGGGATTATAAGTGT ACS1
CZU-ACO1-F CCAGTTACCCGACTACCCATT Md- . , .
6-FAM méknuti plodd
CZU-ACO1-R TTCAAATCTTGGCTCCTTGG ACO1

Podminky PCR amplifikace:

SloZeni reakéni smési (12,5 ul) pro SSR multiplex I: 14 ng genomové DNA; 0,5 U Tag
polymerazy (Roche); BSA 0,5 ug/12,5 pl; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM KCI; 1,5 mM MgCls;
200 uM dNTP; 0,16 uM CHVf1-F(6-FAM)/R primer(; 0,2 uM CHO03d11-F(NED)/R primer(;
0,2 uM CHO04g10-F(PET)/R primerd; 2 mM tetramethylamonium oxaladt (Top Bio). SloZeni
reakéni smési (12,5 pl) pro SSR multiplex II: 14 ng genomové DNA; 0,5 U Tag polymerdazy
(Roche); BSA 0,5 pg/12,5 pl; 10 mM Tris-HCl (pH 8,8); 50 mM KCl; 1,5 mM MgCly; 200 uM
dNTP; 0,12 uM CH04d02-F(6-FAM)/R primertd; 0,2 uM CHO01e01-F(VIC)/R primer(; 0,2 uM
CHO04e03-F(NED)/R primerd; 2 mM tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Slozeni reakéni smési (12,5 ul) pro SSR multiplex lll: 14 ng genomové DNA; 0,5 U Tag
polymerazy (Roche); BSA 0,5 ug/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM KCI; 1,5 mM MgCly;
200 puM dNTP; 0,2 uM CHO2f06-F(6-FAM)/R primer(; 0,26 uM CH02c02a-F(NED)/R primer(;
0,2 pM CHO3a03-F(PET)/R primerd; 0,2 uM CHO02c02b-F(VIC)/R primerl; 2 mM
tetramethylamonium oxalat (Top Bio).

Slozeni reakéni smési (12,5 pl) pro SSR multiplex 1IV: 14 ng genomové DNA; 0,5 U Tag
polymerazy (Roche); BSA 0,5 ug/12,5 ul; 10 mM Tris-HCI (pH 8,8); 50 mM KCI; 1,5 mM MgCly;
200 pM dNTP; 0,25 uM CHF7Fb1-F(6-FAM)/R primert; 0,16 uM CHVf1-F(VIC)/R primerQ;
0,2 uM CHO03d11-F(NED)/R primert; 0,2 uM CHO04g10-F(PET)/R primerd; 0,25 uM Md-ACS1-
F(6-FAM)/R primer(; 0,25 uM CZU-ACO1-F(6-FAM)/R primer(; 2 mM tetramethylamonium
oxalat (Top Bio).

Teplotni a casovy prabéh PCR: 1 cyklus pocatecni denaturace 95 °C/15 min, 35 cykl{
(denaturace 94 °C/30 s, annealing 56 °C/1 min, extenze 72 °C/30 s), 1 cyklus extenze 72 °C/1
hod.

Podminky fragmentacni analyzy pomoci kapilarni elektroforézy byly optimalizovany
s vyuzitim pfistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Pfiprava vzorku
pro fragmentaéni analyzu spocivd v jeho naredéni apyrogenni ddH,O, pfidani Hi-DI
formamidu pro kapildrni elektroforézu (Applied Biosystems), velikostniho standardu
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GeneScanTM - 600 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems). Nasledné byly vzorky
v termocykleru denaturovany pfi teploté 95 °C a ochlazeny na teplotu 0 °C. Denaturace
vzorkd probiha v polypropylénovych stripech zakrytych PCR félii. Takto pfipravené vzorky
byly vioZzeny do podavace ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Tabulka 34: Redé&ni PCR amplikon( a pfiprava vzorkd multiplexé

Multiplex Redéni PCR Vzorek pro fragmentacni analyzu
PCR produkt H,O (ul) Redény PCR  LIZ 600 (pl) Hi-DI
(l) produkt (ul) formamid (ul)
| 1 g 1 0,2 12
| 1 49 1 0,2 12
1} 1 19 1 0,2 12
v 1 19 1 0,2 12

Denaturace produktl (v termocykleru): denaturace probihd pfti teploté 95 °C po dobu 10
minut, nasledné byly vzorky ochlazeny na teplotu 0 °C na dobu 10 minut.

Tabulka 35: Podminky pro fragmentacni analyzu multiplexu

Parametry separace Multiplex
| 1l ]| v
Délka kapilary (cm) 36 36 36 36
Modul GSSTRPOP4 (1 GSSTRPOP4(1 GSSTRPOP4(1 GSSTRPOP4 (1
ml) G5 ml) G5 ml) G5 ml) G5
Polymer POP4 POP4 POP4 POP4
Virtualni filtr G5 G5 G5 G5
Doba nastfiiku (s) 5 5 5 5
napéti pfi nastriku 15 15 15 15
(kV)
teplota pfi separaci 60 60 60 60
(°C)
Napéti pri separaci 15 15 15 15
(kv)
Doba separace 20 24 20 30
(minuty)

Na nasledujicich obrdzcich jsou uvedeny chromatogramy programu GeneMapper 4.1
(Applied Biosystems), které dokumentuji vystupni charakterizaci polymorfnich alel
jednotlivych SSR lokust multiplexd I, I, [l a IV.

Multiplex I:
e CHVf1 markerujici alela 154 bp, nemarkerujici 136 bp, 163 bp, 169 bp
e CHO03d11 markerujici alela 172 bp, nemarkerujici 114 bp, 118 bp
e (CHO04d10 alela 133 bp a dalsi
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Multiplex Il:
CHO04d02 markerujici alela 142 bp, nemarkerujici 115 bp, 117 bp, 129 bp

CHO01e01 markerujici alela 108 bp, nemarkerujici 106 bp, 114 bp
CHO4e03 alela 180 bp, 206 bp a dalsi

Multiplex IlI:
CHO2f06 markerujici alela 142 bp, nemarkerujici 134 bp, 142 bp, 148 bp, 154 bp

CHO2c02a markerujici alela 172 bp, nemarkerujici 138 bp, 152 bp, 160 bp, 179 bp
CHO03a03 markerujici alela 153 bp, nemarkerujici 149 bp, 165 bp, 177 bp

CHO02c02b markerujici alela 110 bp, nemarkerujici 114 bp, 120 bp

Multiplex IV:

CHF7Fb1 markerujici alela 201 bp, nemarkerujici 163 bp

CHVf1 markerujici alela 154 bp, nemarkerujici 136 bp, 164 bp
CHO03d11 markerujici alela 172 bp, nemarkerujici 114 bp, 118 bp
CHO04g10 alela 133 bp a dalsi

Md-ACS1 markerujici alela 655 bp, nemarkerujici 489 bp
CZU-ACO1 markerujici alela 450 bp, nemarkerujici 512 bp

Obrazek 19: Vzorovy chromatogram multiplexu |
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Obrazek 20: Vzorovy chromatogram multiplexu Il
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Obrazek 21: Vzorovy chromatogram multiplexu Il
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Obrazek 22: Vzorovy chromatogram multiplexu IV
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4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Slechtitelské strategie se neustdle pFizplsobuji novym metodam a zahrnuiji jak klasické tak
molekuldrni techniky selekce. Doplnéni klasického Slechténi o tyto molekularni metody vede
k Uspore prostoru i ¢asu a nasledné rovnéz k uspore financnich prostfedkl, coz je v dnesni
dobé rozhodujici faktor. Metodika, ktera by souhrnné popisovala cely proces selekce jabloni
s vyuZitim modernich molekuldrnich metod v ranych fazich vyvoje, nebyla dosud v Ceské
republice vyddna. Vtéto metodice je nejvétsi dlraz kladen na prehledné zobrazeni
jednotlivych molekuldrnich markerd aktualné poZadovanych znak(l jabloni, vcetné
podrobného popisu metody jejich detekce.

5. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je urcena Slechtitelim, ktefi maji zajem o zarazeni modernich molekularnich
metod do procesu Slechténi jako vhodny doplnék fenotypového hodnoceni. Vzhledem
k tomu, Ze jsou zde podrobné popsany optimalizované laboratorni postupy a metody
detekce jednotlivych molekularnich markerd, je tato metodika vhodna rovnéz pro univerzity
a vyzkumné Ustavy, které se touto problematikou zabyvaji.

6. EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuzivani molekularnich markerl pro selekci poZzadovanych genotypl jiz v ranych stadiich
vyvoje ma radu prinost a prispiva k zefektivnéni Slechtitelského procesu. Genotypy, které
nenesou pozadovany znak, jsou vyrazeny jiz ve stadiu semenackd, ¢imz dochazi k nemalé
Uspore prostoru potiebného pro vysazovani stromk( ve Skolce a nasledné téz v hybridnim
sadu. Diky snizeni poctu hybrid( dochazi k nemalym Gsporam i z asového hlediska, jak pfi
vysazovani, roubovani ¢i ockovani, tak pfi nasledujicim hodnoceni a oSetfovani pokusnych
vysadeb. Celkové tak dochazi k vyraznému zkraceni Slechtitelského procesu. K finanénim
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usporam dochazi napriklad diky sniZzeni spotfeby podnozi, ochrannych postfikd a dalSich
provoznich ndkladd. Nemalou vyhodou molekuldrnich marker( je rovnéz schopnost rozlisit
genotypy s pyramidalni rezistenci v(i¢i patogendm, coz by pouhym fenotypovym
hodnocenim bylo hodné ¢asové narocné, pfipadné by nebylo mozné vibec.
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MINISTERSTVO ZEMEDELSTViI CESKE REPUBLIKY

ODBOR ROSTLINNYCH KOMODIT
Sidlo: Tésnov 65/17, 110 00 Praha 1

vydava
OSVEDCENI

69248/2015-MZE-17221

o uznani uplatnéné certifikované metodiky
v souladu s podminkami ,,Metodiky hodnoceni vysledkt vyzkumu a vyvoje*

Ndzev: Selekce jabloni v rané vyvojové fazi s vyuzitim molekularnich
markeru

Autorsky tym: Ing. Radek Vévra, Ph.D., Ing. Ivona Zdarskd, Ing. Veronika
Kadlecova Ph.D., Ing. Jan Blazek CSc., doc. Dr. Ing. Pavel Vejl, Ing. Petr
Sedlak, Ph.D., Mgr. Martina Melounova Ph.D.

Ndzvy organizaci:

Vyzkumny a Slechtitelsky tstav ovocnaisky Holovousy s.r.o.,

Ceska zemédélska univerzita v Praze.

Misto vyddni metodiky: neuvedeno.

Vypracovano v ramci FeSeni projektu Ministerstva zemédélstvi CR &islo
QHS81142 Sloupcové jabloné s odolnosti proti chorobam. V prabéhu zpracovani

metodiky byla rovnéz vyuzita infrastruktura projektu CZ.1.05/2.1.00/03.0116.

V Praze dne 23. prosince 2015

(Razitko odborného orgdnu statni spravy):

(Jméno a funkce zdstupce odborného vitvaru statni spravy): Ing. Zdenék Tynka
Reditel Odboyu rostlinnych komodit

(Podpis zdstupce odborného iitvaru stdtni spravy):
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Selekce jabloni v rané vyvojové fazi s vyuzitim molekularnich markeru

Autofri: Radek Vavra a kol.
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Pocet kopii: 500

e-mail: vavra@vsuo.cz
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