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ABSTRACT

The colour of the skin is one of the most significant qualitative trait of cherries. Therefore, for breeding
purposes, it is good to know the genotype that underlies a specific manifestation of this trait. Based
on the known genetic information it is possible to develop molecular markers, thanks to which we
can determine the skin fruit colour from the first leaves of the offspring of the targeted crossing. Skin
colour genotype determination has so far been carried out by cloning and sequencing because the
translation factor PavMYB10.1 responsible for the cherry fruit colour belongs to the MYB gene family
that is hard to analyse by PCR only. However, this procedure is quite time-consuming and expensive,
so we decided to simplify the process by using real-time PCR allelic discrimination. This method
can determine PavMYB10.1 genotypes very quickly and reliably and in homozygous genotypes it is
possible to accurately determine the fruit skin colour of a certain cultivar or hybrid. This new method
is therefore applicable in the process of MAS (marker assisted selection).
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Barva slupky patfi u tfe$ni mezi velmi vyznamny kvalitativni znak. Pro tcely $lechténi je tedy dobré
znat genotyp, ktery stoji za konkrétnim projevem tohoto znaku. Na zakladé znamé genetické informace
je mozné vyvinout molekularni markery, diky kterym muizeme uz z prvnich listt potomstva cileného
ktizeni urcit, jakou barvu budou mit plody. Ur¢ovani genotypu se u barvy tfesni doposud provadélo
klonovanim a sekvena¢né, protoze transla¢ni faktor PavMYB10.1 zodpovédny za barvu plodu
u tfe$ni patfi do genové rodiny MYB, ktera se obtizné analyzuje pouze pomoci PCR. Tento postup
je vak casové a finan¢né dosti naroc¢ny, proto jsme se rozhodli cely proces zjednodusit vyuzitim
metody alelické diskriminace pomoci real-time PCR. Tato metoda dokdze velmi rychle a spolehlivé
determinovat genotypy PavMYB10.1 a u homozygotnich genotypt je mozné presné uréit barvu plodu
dané odrudy ¢i hybridu. Nami optimalizovana metoda je tedy vyuzitelna v procesu MAS (selekce
pomoci molekularnich markert).

Klicova slova: Prunus avium L., alelickd diskriminace, real-time PCR, barva slupky
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Tre$né (Prunus avium L.) patfi mezi velmi
oblibeny ovocny druh péstovany témért po celém
svété. Plody jsou cenény diky stavnaté a chutné
duzniné, také jako zdroj mnoha Zivin a zdravi
prospésnych latek a kromé toho patfi mezi prvni
dozravajici ovoce v sezoné (Liu et al. 2011).
V soucasnosti existuji tisice odrud tfe$ni
s ruznymi kvalitativnimi vlastnostmi, mezi
které radime i barvu slupky. Barva slupky se
u jednotlivych odrud lii od temné ¢ervené az po
svétle zlutou. Preference konzumenti na barvu
a evropskych zemich je nejvétsi poptavka po
tmavocervené zbarvenych plodech, kdezto
v asijskych zemich naopak upfednostiuji
tresné pestré az svétle zluté. Této poptavce se
prizptisobuji i Slechtitelé a péstitelé a vzhledem
k tomu, Ze v dne$ni dobé neni problém dovazet
ovoce do velkych vzdélenosti, celosvétové se
zvy$uje produkce pestrych a zlutych tfe$ni pravé
prodovoznaasijskytrh (Suranetal. 2018). Ur¢itou
nevyhodou Zlutych a pestrych tfes$ni je, ze jen
malo odriid dosahuje sou¢asnych kvalitativnich
pozadavkll cervenych tfe$ni, problémem je
kuprikladu velkd otlacitelnost plodd nebo
méné kvalitni chutové vlastnosti. Jednim z cila
Slechtitelt tfe$ni je proto tvorba hodnotnych
svétlych odriid. Slechtitelsky proces je vsak velmi
naro¢ny na Cas, proto jsou hledany metody, které
by mohly tento proces zna¢né urychlit. Jednou
z moznosti je pouziti molekularné genetickych
analyz, kdy je pomoci molekularnich markert
mozné genotypy s poZzadovanou vlastnosti (napft.
barva slupky plodu) vyselektovat jiz v prvnim
roce zivota semenace. Neperspektivni jedinci
z hlediska barvy pak nemusi byt udrzovani
a o$etfovani v populaci hybridt az do doby zrani
prvnich plodd, ke kterému dochazi zpravidla po
5 az 6 letech od vysevu pri péstovani na vlastnich
kotenech.

Hlavnimi pigmenty u vyssich rostlin, které
zodpovidaji za modrou, fialovou a cervenou
barvu, jsou antokyany (He and Giusti 2010).
Rozdil mezi ¢ervenym a zlutym plodem tfesné
je tedy v pritomnosti nebo absenci antokyant
(Jin et al. 2016). U ovocnych plodin je znamo,
ze dtlezitymi regulatory biosyntézy antokyanit
jsou transkripéni faktory R2R3-MYB, které
reguluji expresi dalsich gent zapojenych do této
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biosyntézy (Shen et al. 2014). Prvni takovy gen
identifikovany v celedi Rosaceae byl jable¢ny
MdMYBI0 (Takos et al. 2006) a nésledné
byla klonovana fada homolognich genti, mezi
kterymi byly také geny z tfesné (Lin-Wang et al.
2010). Expresni analyza odlisnych variant genu
MYBI0 izolovanych z tfe$ni ukazala, Ze u odrad
z vysokym obsahem antokyand byla nejvice
exprimovana varianta PaMYB10.1 nachazejici se
v LG3 (Starkevi¢ et al. 2015), coZ naznacuje, Ze
pravé oblast tohoto genu by mohla byt dobrym
molekuldrnim markerem pro uréeni barvy
u plodu tfesni. Jin et al. (2016) provedli studii, ve
které identifikovali tfi alely genu PavMYBI10.1,
které maji pfimou souvislost s barvou tfesni. Tyto
alely pojmenovali PavMYB10.1a, PavMYB10.1b
a PavMYBI10.1c. Alela PavMYB10.1a podle
tohoto ¢lanku determinovala ¢ervené zbarveni
slupky plodu, alela PavMYB10.1b pestré zbarveni
a alela PavMYBI10.1c¢ zluté zbarveni. Pro alelu
PavMYBI10.1a byla urcujicim znakem sekvence
divokého typu (WT) s vyskytem AAAAA
(5A) v inkriminované oblasti, kterd umoznuje
expresi celého predikovaného proteinu. Pro
alelu PavMYBI10.1b byla charakteristicka
jednonukleotidova delece v této sekvenci (vyskyt
AAAA; 4A), ktera vede k posunu ¢teciho ramce
béhem translace a pravdépodobné k tvorbé
nefunkéniho proteinu. Pro alelu PavMYBI10.1cje
typicka rozsahla blize necharakterizovand delece
v kédujici oblasti a vysledny protein tudiz vitbec
nevznikd. Tato studie popsala na souboru 29
odrutd tre$ni (2 zluté, 9 pestrych a 18 ¢ervenych),
ze transkripéni faktor MYB10.1 hraje dilezitou
roli ve vyvoji barevnych znakd u tfe$ni a mize
byt spolehlivym molekularnim markerem pro
selekei na zakladé barvy plodu (Jin et al. 2016).

MATERIAL A METODY

Pro ovéfeni funk¢nosti nového systému analyzy
barvy tfe$ni byly vybrany odrudy vSech barev,
u kterych byl PavMYB10.1 genotyp nejdfive
potvrzen sekvena¢né. Celkem bylo pouzito
101 odrad pochdazejicich z pokusnych vysadeb
a genofondu Vyzkumného a $lechtitelského
ustavu ovocnafského v Holovousich, z ¢ehoz
bylo 66 ¢ervenych, 31 pestrych a 4 zluté odrudy.
Genomova DNA byla izolovana z lyka pomoci
komer¢niho kitu ExgeneTM Plant SV (GeneAll®).
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Koncentrace a cCistota genomové DNA byly
méfeny spektrofotometricky (NanoDrop Lite,
Thermo Fisher Scientific).

V  amplifikaéni  reakci  byly  pouzity
specifické primery pro vybranou oblast
genu  PavMYBI10.1. Forwardovy  primer

(GGTGGTCATTGATTGCTGGA) byl prevzat
z publikace Jin et al. (2016), reverzni primer
(CCGTTTGAATATGGTCCAAAA) byl nové
navrzen, vzhledem k tomu, Ze reverzni primer
ze zminéné publikace nebyl dostate¢né
specificky pro tento gen a amplifikoval i jiné
¢leny této genové rodiny. Amplifikaéni reakce
probihala  prostfednictvim  klasické PCR,
amplifikované produkty byly rozdéleny pomoci
gelové elektroforézy na 3 % agarézovém gelu.
Tyto fragmenty byly z gelu nasledné vyfezany
a purifikovany komer¢nim kitem ExpinTM
Combo GP (GeneAll®). Precisténé fragmenty
slouzily jako templat v sekvenacni reakci,
pro kterou byl pouZit BigDye™ Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit a nasledné BigDye
XTerminator Kit (oba Thermo Fisher Scientific).
Poté byly vzorky zanalyzované na genetickém
analyzatoru Applied Biosystems 3500 (Thermo
Fisher Scientific). Osekvenovano bylo v$ech 101
vybranych odriid. Fragmenty byly sekvenovany
z reverzniho primeru, nebot oblast delece se
nachdzi v blizkosti forwardového primeru.
Sekvence byly analyzovany a komplementarné
prevedeny do forward orientace v programu
Chromas.

Byla zoptimalizovina novd metoda detekce
barvy tresni, a sice alelickd diskriminace
pomoci real-time PCR. V multiplexni reakci
byla pouzita Combi Taq DNA polymeraza
1U/ul, 10x TopBio Blue pufr complete (oboji
Top-Bio), ANTP Mix 10 mM (Genaxxon)
a specificky premix, ktery obsahoval nové
navrzenou sestavu primertt pro amplifikaci
useku PavMyb10.1 (viz vySe) a specifické sondy
pro alely PavMYBI10.la (WT genotyp 5A;
ATGTGAAAAATTATTGGAACACTC) znacena
fluoroforem HEX, PavMYBI0.1b (genotyp 4A;
ATGTGAAAATTATTGGAACACTC)  znaend
fluoroforem FAM. Ddle obsahoval primery
(CGGACGGGAAGTGGTGTTTC;
ACGCGAGCCCCTCCTCGG) a sondu
(CCGTAGGCTGAGGAGCAAAAGGAGGAATC)
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pro chloroplastovou DNA slouzici jako pozitivni
kontrola pritomnosti amplifikovatelné DNA,
tato sonda byla znacena fluoroforem IRDye700.
Pro real-time PCR bylo vyuzito zafizeni Rotor-
Gene Q (Qiagen). Byly nastaveny nasledujici
podminky amplifikace: aktivace polymerazy
a denaturace genomové DNA (94 °C/5 minut)
a ttfkrokova amplifikace se 40 cykly (94 °C/20 s;
58 °C/20 s; 72 °C/20 s). Moznost analyzy vzorki
metodou alelické diskriminace je soucasti
softwaru zatizeni Rotor-Gene Q (Qiagen).

VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci  sekvenace a metody alelické
diskriminace v real-time PCR usporddani byla na
101 vzorcich tfe$ni potvrzena piitomnost véech
tfi alel popsanych v praci Jin et al. (2016): alela
PavMYBI10.1a byla charakteristickad sekvenci 5A
a alelu PavMYB10.1b charakterizovala sekvence
4A. Alela PavMYBI10.1c se neamplifikovala
v disledku rozsédhlé delece v kodujici oblasti,
pfitomnost amplifikovatelné DNA v reakci vSak
byla potvrzena prostednictvi kontrolniho genu
(chloroplastovy 16S rRNA gen). Na zakladé vyse
popsanych alel byly u analyzovanych diploidnich
tre$ni identifikovany 4 genotypy: homozygotni
genotyp 5A/5A, typicky pro Cervené zbarvené
tfe$né; homozygotni genotyp 4A/4A, typicky
pro pestré tfe$né; homozygotni nulovy genotyp
PavMYBI10.1c, typicky pro zZluté zbarvené
tre$né; heterozygotni genotyp 4A/5A, ktery se
vyskytoval jak u ¢ervenych, tak u pestrych tfesni.
Obrazek 1 a) - d) ukazuje porovnani sekvenci
jednotlivych genotypti s vystupem pouzité
metody alelické diskriminace. Celkem bylo
otestovano 35 homozygotil 5A, 43 heterozygott
4A/5A, 19 homozygoti 4A a 4 homozygoti
s nulovymi alelami. U vSech analyzovanych
vzorkil poskytla metoda alelické diskriminace
v real-time PCR uspordddni 100% identické
vysledky jako sekvenovéni. Tato nova metoda
je tedy spolehlivd a vhodnad pro identifikaci
PavMYBI0.1 genotypu.

Kvli vyskytu nulové alely (alela PavMYB10.1c)
nelze zcela vyloudit moZnost, Ze néktery
domnéle homozygotni genotyp mize tuto alelu
obsahovat. Analyze heterozygotnich genotypt,
které obsahuji nulovou alelu PavMYBI0.Ic,
se budeme vénovat v dalsi praci, a to vyuzitim
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cileného kiiZzeni za ucelem vytvofeni téchto
genotypu, které nejsou momentalné k dispozici.
Problém molekularniho vyhodnocovani barvy
plodu predstavuje fakt, ze heterozygotni genotyp
4A/5A se vyskytuje u Cervenych i u pestrych
tre$ni, tuto kombinaci alel v8ak ptavodni ¢lanek
Jin et al. (2016) u pestrych tfesni nepopisuje.
Z celkového poctu 66 cervené zbarvenych odrid
byl heterozygotni genotyp nalezen u 31 vzorkd,
coz predstavuje 47 %, a z celkového poctu
31 pestrych odrtid byl heterozygotni genotyp
nalezen u 12 vzorkt, coz predstavuje 38,7 %.
Nage vysledky tedy nepotvrzuji zavéry z prace
Jin et al. (2016), Ze alela PavMYB10.1a dominuje
alele PavMYB10.1b. Podle nasich vysledkii musi
mit u heterozygotniho genotypu na determinaci
barvy vliv jesté¢ dalsi faktor, ktery se doposud
nepodafilo  objasnit. Tuto nepriikaznost
MYBI10.1 markeru u heterozygotniho genotypu
jsme se pokusili fesit pouzitim publikovaného
SSR markeru Pav_Rf SSR, pomoci kterého
se povedlo uspésné odlisit naprostou vétsinu
¢ervenych a pestrych tfesni v populaci vybranych
severoamerickych odrtd (Sandfur et al. 2016).
Avsak v kolekci nasich a dal$ich svétovych odrid
se nepovedlo tento marker uspésné aplikovat
vzhledem k tomu, Ze neinformativni alely tvorily
36,3 % analyzovanych alel a u 48,4 % odrud
neslo na zakladé tohoto molekularniho markeru
o barvé rozhodnout (nepublikovana data).
Z téchto diivodii neni ani tento marker v nasich
podminkach zcela pouzitelny pro selekci pomoci
molekuldrnich markerd a pouziti alelické
diskriminace stanoveni genotypu PavMYB10.1
se jevi pti urcovani barvy v nasich podminkach

PODEKOVANI

jako spolehlivéjsi (stanoveny genotyp tohoto
genu v 584 % odrtd determinoval barvu
plodd). V kazdém pripadé bude tfeba dalsi
vyzkum faktord ovliviujicich barvu plodu
tfesné, aby mohlo byt zbarveni plodii spolehlivé
identifikovano u vSech genotypt.

ZAVER

Uréovani genotypu u velkého poctu vzorki
pomoci sekvenace je nejen ¢asové, ale i finan¢éné
naro¢né. Z toho divodu byl za udelem uréeni
tak dtlezitého kvalitativniho znaku, jako je
barva tfe$ni, zoptimalizovan postup metody
alelické diskriminace pomoci real-time PCR,
ktery cely proces vyrazné zjednodusi, zrychli
a zlevni. Prostfednictvi této metody je mozné
otestovat 70 PavMYB10.1 genotypt v jednom
béhu, vysledky jsou znamy za cca 80 minut.
Celkem bylo otestovano 35 homozygotid 5A,
43 heterozygotii 5A/4A, 19 homozygoti 4A
a 4 homozygoti s nulovymi alelami. Ve vSech
ptipadech potvrdila novda metoda s vyuzitim
alelické diskriminace sekvena¢ni nélez, a je tedy
100% spolehliva pro identifikaci PavMYB10.1
genotypu. U odrtid s homozygotnim genotypem
je mozné jednoznaéné urcit barvu plodu, a to
¢ervenou, zlutou anebo pestrou. Pfi vyskytu
heterozygotntho genotypu 5A/4A vsak nelze
odlisit cervenou a pestrou barvu plodu.
Nicméné, i pres tuto skute¢nost Ize konstatovat,
ze tento marker je vyuzitelny v MAS (molecular
assisted selection) a mize prispét k racionalizaci
$lechtitelského procesu tfe$ni.

Tato prace byla realizovana za finanéni podpory MSMT v rdmci programu NPU I - LO1608

»Vyzkumné ovocnarské centrum®
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TABULKY A GRAFY
Obrazek 1. Detekce PavMYB10.1 genotypii pomoci alelické diskriminace v real-time PCR usporadani

Figure 1. Detection of PavMYBI10.1 genotypes using allelic discrimination real-time PCR assay

Cycling A Green - No Markers.
Cycing Avelow - Circles

020 M.n—'-"".

.=.
=
L

‘"

Marm. Fluara

- x
0.10 | Threshold| /'f"
4
Fd
0,05 /'
E 4
"__'_.t”/
R . e o e e e e o S T T T W N W S b -
5 10 15 20 F=l 30 5 40
Cyclke
0,6
TS Pm—
/ -
ns / ot
0,4 //

Thresheld S

Morm. Fluora
=
[]

™

;//;
0,1 A
//
-
_f-_/
5 10 15 20 25 ki) 1 40
Cycle
54 € ki ] 1] £
Illllllllllllllllllllllll-llllllIlillllllllllllllllllll
T 6 T GpAa A AT T A T TG 6G A 2 C a2 €T C G A C TG C GG A C G C 6 CC TG » &

(Hf ‘5 r‘l \ r J‘ H

\
\
(“ H\ ||f\\ }| f . ﬂﬁ_ | \;Q \
Ilulj J‘H \WHH/J“H\ |J|||\ H}Iﬁ fﬁﬁj\:l.(\ J{ || \N\( 5..

a) Genotyp 5A/5A (alela PavMYBI10.1a; WT): Na obrazku vlevo je V}'fsledek alehcke dlskrlmmace,
vedle je obrazek amplifikovaného kontrolniho genu a na spodnim obrazku je sekvence ptislusné
oblasti obsahujici 5A. Na spodnim obrazku je zobrazena rovnéz odpovidajici proteinova sekvence
WT proteinu.

a) Genotype 5A/5A (allele PavMYBI10.1a; WT): The picture on the left shows the result of allelic
discrimination assay, the next picture shows the amplified control gene, and the bottom picture shows
the sequence of the region containing 5A as well as related translation of WT protein.
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b) Genotyp 4A/4A (alela PavMYBI10.1b; mutovand): Na obrazku vlevo je vysledek alelické
diskriminace, vedle je obrazek amplifikovaného kontrolmho genu a na spodnim obrazku je sekvence
ptislusné oblasti obsahujici 4A. Na spodnim obrazku je zobrazena rovnéz odpovidajici proteinova
sekvence mutovaného proteinu, kdy dochazi k posunu ¢tectho rdmce a tvorbé predc¢asného stop
kodonu (oznacen *).

b) Genotype 4A/4A (allele PavMYB10.1b; mutated): The picture on the left shows the result of allelic
discrimination assay, the next picture shows the amplified control gene, and the bottom picture shows the
sequence of the region containing 4A as well as related translation of mutated protein. The deletion leads
to reading frameshift and premature stop codon formation (indicated by *).
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c) Genotyp 5A/4A (alely PavMYB10.1a/PavMYB10.1b; WT/mutovana): Na obrazku vlevo je vysledek
alelické diskriminace, vedle je obrazek amplifikovaného kontrolniho genu a na spodnim obrazku je
sekvence prislu§né oblasti obsahujici smésnou sekvenci 5A/4A.
¢) Genotype 5A/4A (alleles PavMYBI10.1a/PavMYBI10.1b; WT/mutated): The picture on the left shows
the result of allelic discrimination assay, the next picture shows the amplified control gene, and the bottom
picture shows the sequence of the region containing a mixed sequence of 5A/4A.
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d) Nulovy genotyp (alela PavMYBI0.Ic; deletovana): Na obrazku vlevo je vysledek alelické
diskriminace, kdy nevznikd Zadny amplikon, ale kontrolni gen je jasné amplifikovan (obrazek vedle).
Alela PavMYB10.1c je charakterizovana rozsahlou deleci, nelze ji tedy amplifikovat pomoci PCR ani
sekvenovat, a protein tudiz vitbec nevznika.

d) Null genotype (allele PavMYBI10.1c; deleted): The picture on the left shows the result of allelic
discrimination assay with no amplicons, but the control gene is clearly amplified (picture on the right).
Since the PavMYBI10.1c allele is characterized by a large deletion, it cannot be PCR amplified nor
sequenced, and the protein is not produced at all.
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