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ABSTRACT

Sweet cherry (Prunus avium L.) is primarily a self-incompatible plant, however, gene mutations
enabling its self-compatibility exist. Self-compatibility very importantly simplifies management
of commercial orchards and lowers risk of loss/lowering crop yield occurring in self-incompatible
varieties. Self-compatible varieties are therefore a modern trend in a cherry breeding. As only few
commercially successful self-compatible varieties with high quality fruits exists, VSUO Holovousy
focused in one program on their breeding. 105 potentially self-compatible genotypes with mutated
S4’ allele have been prepared. Using molecular methods 77 genotypes carrying this self-compatible
S-allele have been identified.
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Tresen ptaci (Prunus avium L.) je primarné cizosprasnou rostlinou, existuji v§ak genové mutace
umoznujici jeji samosprasnost. Ta velmi vyznamné zjednodusuje management komercnich sadu
a snizuje riziko ztraty/snizeni trody vyskytujici se u cizosprasnych odriid. Z tohoto diivodu jsou
samosprasné odriidy modernim trendem $lechténi. JelikoZ neexistuje mnoho kvalitnich komer¢né
tispésnych samosprasnych odrtad, VSUO Holovousy se v rdmci jednoho programu zaméfil na jejich
Slechténi. Bylo pfipraveno 105 potencialné samosprasnych genotypti nesoucich mutovanou alelu
S4°. Pouzitim molekuldrnich metod bylo identifikovano 77 genotypti nesoucich tuto samosprasnou
S-alelu.

Klicova slova: TreSen ptaci, Prunus avium L., kiizeni, samosprasnost, S-alely, S4°
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TreSen ptaéi (Prunus avium L.), jedna
z  nejvyznamnéj$ich  ovocnych  plodin
v naSem klimatickém pasu se sklizni statisice
tun rocné, patfi primarné mezi cizosprasné
rostliny. Cizosprasnost je systém vyvinuty
rostlinami za ucelem zabranéni samoopyleni,
aby byla zajisténa co nejvys$i vyména genti
v ramci populace. Cizosprasnost tfe$ni vsak
mé dalekosahlé negativni dtsledky pro jejich
komer¢ni péstovani. Jiz ve ¢Ctyticatych letech
minulého stoleti bylo potvrzeno, ze ne vSechny
odrtdy tfe$ni je mozné navzajem opylit (Crane
1937). Pro uspé$né péstovani urcité odridy
proto byly vzdy uvadény experimentalné zjisténé
vhodné opylovaci odriidy, které je nezbytné
do komer¢nich sadtl taktéz vysadit, aby bylo
dosazeno maximalni mozné produkce plodu.
Obvykly pocet stromt opylovaci odridy je
10 % stromd pozadované odridy, nebo je
realizovana vysadba sadu s kombinacemi odrtad
v jednotlivych fadach, tedy v poméru 1 : 1.
I v ptipadé vysadby vhodné opylovaci odridy
v§ak mtize sklizeni ohrozit mimo jiné odli$nost
doby kveteni, délky kveteni nebo intenzity
kveteni, které jsou ovlivnény mnoha faktory,
at jiz biotickymi, nebo abiotickymi. Vysadba
dvou odrtd tfesni v komerénim sadu muze
byt komplikaci i pro agrotechniku a sklizen,
kdy obé odrtudy zpravidla dozravaji v odli$nou
dobu, nebo se plody lisi vyznamné tvarem plodu
a produkci neni mozné smichat. Navic nemusi
mit opylovaci odrtda plody trzni kvality, coz by
v dtsledku snizovalo mozny vynos z jednotky
plochy. Proto je jednim z trend@i moderniho
Slechtitelstvi produkce samosprasnych odrid,
které zna¢né zjednodu$uji ~management
tresnovych sadii. Prvni komeréné zajimavou
samosprasnou odridou tfe$ni byla ‘Stella’,
ktizenec nesamosprasné odriidy ‘Lambert’
a samosprasného klonu "JI2420" (Lapins 1971).
V soucasnosti je ve verejné dostupné databazi
obsahujici celkem 1203 odrid z celého svéta
zapsano 67 samosprasnych odrad s rtiznymi
kvalitativnimi vlastnostmi (Schuster 2017).

U tie$ni je cizosprasnost primarné dana
multialelickym  S-lokusem, ktery v ramci
nerekombinujiciho haplobloku nese dva geny
koédujici proteiny zodpovédné za cizosprasnost:
gen pro S-RNazu zodpovédny za samici
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(pestikovou) ¢ast cizosprasnosti a gen pro
S-haplotypové specificky F-box (SFB) zajistujici
sam¢i (pylovou) ¢ast cizosprasnosti (Ushijima
2003, Yamane 2003). K uspé$nému opyleni
a oplozeni dojde, pokud je S-alela v genomu
haploidniho pylového zrna odlisna od obou
S-alel diploidniho pestiku. Pfesny mechanizmus,
kterybrani samoopyleni, neni dosud zndm. Podle
v soucasnosti uznavaného modelu (Tao 2010,
Matsumoto 2016a, 2016b a 2019) se predpoklada
existence ,obecného inhibitoru®, ktery muze
inaktivovat vS§echny S-RNézy pronikajici dovnitf
prorustajici pylové lacky z pletiv pestiku. Tento
obecny inhibitor pravdépodobné tvori komplex
proteind nazyvany SCF (podle obdobného
komplexu z celedi Solanaceae a Rosaceae)
a podili se na ném proteiny PavSLFLs, PavSFBL2,
MGST, DnaJ-like protein a dal$i minoritni
proteiny (Matsumoto 2016b a 2019). SFB
protein pylové lacky je pak podle tohoto modelu
schopen selektivné rozpoznat S-RNazu, ktera
se s nim vyskytuje v jednom lokusu, a chranit
ji pred degradaci timto obecnym inhibitorem.
S-RNaza tak miize vykonavat svoji funkci —
degradovat RNA v prortstajici pylové lacce, coz
indukuje zastaveni rastu pylové lacky jiz v blizné
a zabranuje samoopyleni. Vyznam SFB proteinu
pro cizosprasnost je dobfe dokumentovan
mutacemi/deleci SFB proteinu, kterymi bylo
dosazeno samosprasnosti tfesni. Kromé toho byl
popsan i vyznam genu kddujictho glutation-S-
transferazu z M-lokusu (MGST), jehoZz protein
je soucasti vySe uvedeného SCF inhibi¢niho
komplexu. SniZzenim exprese MGST je také
mozné docilit alespon ¢aste¢né samospra$nosti
tre$ni (Ono 2018).

V  soucasnosti byly popsany samosprasné
tfesné, které obsahuji bud jednu ze tfi
dosud publikovanych samosprasnych S-alel
(oznacované s apostrofem jako S3°, S4" a S57),
nebo maji mutovany promotor genu MGST.
Vsechny samosprasné S-alely maji inaktivovanou
SEB slozku inkompatibility. Jedinou alelou, ktera
vznikla pfirozené, je alela S5’ (Marchese 2007),
zbylé dvé vznikly ozafovanim (Lewis 1954).
U alely S3” doslo v S-lokusu k rozsahlé deleci,
ktera zatim nebyla pfesné urcena (Sonneveld
2005). U alely S4" nastala delece 4 nukleotida
v SFB genu vedouci k posunu cteciho rdmce
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a pred¢asnému ukonceni vznikajiciho proteinu,
ktery navic obsahuje odlisny C-konec (Sonneveld
2005). U alely S5 se v SFB genu bodovou mutaci
vytvoril pred¢asny stop kodon (Marchese 2007).
U MGST je alespon ¢aste¢nd samospras$nost
déna inzerci transpozénu podobné sekvence
do promotorové oblasti genu MGST. Prestoze
funkce tohoto genu pfi opyleni neni zcela jasna,
i funkéni experimenty dokladaji, Ze sniZeni
exprese MGST, diky této inzerci, vede k naruseni
mechanizmu cizospra$nosti (Cachi 2011).
Samosprasné  S-alely byly do  kfizeni
zafazeny relativné nedavno, jsou vsak stale
Castéji vyuzivany pro tvorbu modernich
samosprasnych odrid tfe$ni (téméf vylucné
alela $47). Z 67 samosprasnych odrtid zapsanych
ve vy$e uvedené databdzi maji 2 odridy alelu
S3’, 53 odrtid obsahuje alelu S4” a 2 odriady
maji S5°, 10 odrid pak md mutovany gen
MGST (skupina ptivodné $panélskych odrid)
(Schuster 2017). Trzni potencidl v soudasnosti
znamych samosprasnych odrud je vSak rtzny
a jejich podil na celosvétové produkei tfesni
zlstava zatim nizky, jelikoz tyto tfe$né stale
nedosahuji nejkvalitnéjich parametru, at jiz se
tykaji vlastnosti stromd, nebo plodi. Rovnéz
co se tyc¢e doby zrani nepokryvaji samosprasné
odridy celé produkéni obdobi tfesni. Proto je
tieba $lechtit nové samosprasné odrtdy a VSUO
Holovousy coby tradi¢ni lechtitel tfesni se této
¢innosti v poslednich letech velmi intenzivné
vénuje. Identifikovat samospra$ny genotyp tfe$ni
v ramci populace potomstva vzniklého ktizenim
samosprasnych odriid s nesamosprasnymi
odriidami tfe$né ptaci (Prunus avium L.)
klasickymi $lechtitelskymi metodami je velmi
pracné. Bez asistence molekularni genetiky
se samosprasnost treSni prokazuje vcasnou
prostorovou izolaci kvétonosnych vétvi/celych
rostlin pred rozkvétem stromu a hodnocenim
nasledné nasady plodi (tzv. test samosprasnosti).
Tento test je vSak mozné provadét nejdfive po
5 az 6 letech od vysevu hybridniho osiva, kdy
se zpravidla na pravokofennych semenacich
objevuji prvni kvéty. Oproti tomu molekularni
metody umozinuji rozpoznat samospra$né
genotypy jiz v prvnim roce Zivota semenace.
Tento c¢lanek popisuje nové  vyvinutou
molekuldrné genetickou metodu identifikace
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samospra$né alely S4° pouzité ve $lechténi pro
zajiSténi samosprasnosti tfe$ni, tato metoda
je vyuzitelnd pri rané selekci $lechtitelského
materidlu. Cilem této prace bylo: 1) oveérit
funkénost a specifitu primert navrzenych
pro budouci komplexni analyzu S-alel
u tre$ni fragmentaéni analyzou na kapilarnim
genetickém  analyzatoru a 2) analyzovat
pripravené potencialné samosprasné genotypy.

MATERIAL A METODY

Pro kiiZzeni byl pouzit pyl samosprasnych
odrud tre$ni ‘Early Star’, "Halka’, ‘Lapins’,
"Newstar’, ‘Sandra Rose’, "Santina’, "Sonata’,
‘Stella” a "Sunburst” pro opyleni komer¢né
uspésnych nesamosprasnych odrid “Aranka’,
‘Kordia’, ‘Regina’, 'Vanda’, 'Merton late’,
‘Krupnoplodnaja’, ’‘Sam’, ‘Starking Hardy
Giant” a "Van'. Toto usporadani (samosprasna
odrtida v roli otce a cizosprasnd odrida
v roli matky) bylo pouzito z divodu zajisténi
zktizeni dvou odrid, nebot ptirozené zabranuje
samoopyleni, ke kterému by mohlo dojit
v pripadé, Ze by byla samosprasnd odrtida
matkou. U samosprasné odridy ‘Symphony’
a potencidlné samosprasného ktizence ‘Van
compact” x ‘Stella compact” byly analyzovany
genotypy z volného spraseni. Z jednotlivych
ktizeni bylo ziskdno celkem 105 genotypt
(viz Tabulka 1), které byly nasledné studovany
molekularné genetickymi metodami. P¥itomnost
samospra$né alely S4° byla analyzovana
i u samosprasnych rodic¢ovskych odrad
pouzitych pro ktizeni.

Z odebranych vzorki byla z lyka izola¢nim kitem
Plant SV mini (GeneAll) dle navodu vyrobce
izolovana celkova DNA. Homogenizace vzorka
byla provadéna v tekutém dusiku, navazka
vzorku ¢inila 100 mg. Koncentrace DNA ve
vzorku byla stanovena pomoci spektrofotometru
NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific).

Pro amplifikaci samosprasné alely S4° byly
pomoci programu Vector NTT Advance navrzeny
specifické primery amplifikujici alely S4/S4" SFB
genutak, aby SFB ostatnich S-alel nerozpoznavaly.
Nejprve bylo provedeno porovnani sekvenci SFB
genu jednotlivych znamych S-alel nalezenych
v databézi na serveru NCBI (https://www.ncbi.
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nlm.nih.gov/nuccore), byly v nich vyhledany
oblasti s nizkou homologii obklopujici misto
s inkriminovanou deleci 4 nukleotidu a zde byly
navrzeny specifické primery pro amplifikaci
S4/S4"alel. Specifita navrzenych primert byla
ovérena na kontrolnich odridach, které obsahuji,
respektive neobsahuji S4/S4 alely. Pro kontrolu
pritomnosti amplifikovatelné DNA byly pouzity
navrzené kontrolni primery pro MGST gen.
Pripravend DNA byla pouzita jako templat
pro multiplexovou PCR reakei s nasledujicimi
reakénimi podminkami: 2 ul DNA (10 ng/ml);
250nM primery (kazdy ze 4 primerti uvedenych
v Tabulce 2), 10 pl Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific),
do 20 ul doplnéno vodou. PCR amplifikace
probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad)
s nasledujicim teplotnim profilem: 98 °C/1
minutu; cyklovani: 40x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s,
72 °C/15 s); zavéretna extenze 72 °C/30 s.

Po wukonceni reakce byly vysledné PCR
amplikony analyzovany elektroforeticky na
4% agarézovém gelu s patficnymi kontrolami
(Obrazek 2) a prislusné prouzky pro S-alely
byly vyfezany z gelu. DNA byla izolovana z gelu
kitem ExpinTM Combo GP (GeneAll) podle
navodu vyrobce a nasledné osekvenovéana kitem
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems™). Ziskané sekvence byly
programem Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi) porovnany s databazi GenBank.

VYSLEDKY A DISKUSE

Detekce mutované samosprasné alely S4°
probihala PCR amplifikaci oblasti SFB genu
s prislusnou mutaci, kdy byly pro analyzu
S4/S4" alel navrzeny nové primery, které
umoznuji  specifickou amplifikaci  oblasti
s Ctyrnukleotidovou deleci v S4 SFB genu
s délkou analyzovaného fragmentu vyhodnou
pro planovanou fragmenta¢ni analyzu na
kapilarnim genetickém analyzatoru. Totoznost
amplifikovanych S4/S4" alel byla ovéfena
sekvenovanim (ukazka sekvenac¢niho vystupu
na Obrazku 1), ziskané sekvence byly ovéreny
v databazi GenBank. Specifita primerti pro alely
S4/S4" byla prokazana na kontrolnich odradach
s jinymi zndmymi S-alelami (nulové amplifikace
u odrid neobsahujicich S4/54" nenf ukazana).
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Celkem bylo analyzovano 105 genotypt
vzniklych z ktfizeni samosprasnych odrid
tfesni s komeréné uspé$nymi nesamospras$nymi
odrtidami, poptipadé z volného spraseni
(potencialné) samosprasnych genotypl. Ze
vSech vzorku byla izolovina DNA, ktera byla
amplifikovana v multiplexové PCR reakci.
Tato reakce obsahovala jednak primery pro
amplifikaci kontrolniho genu, ktery by se mél
amplifikovat u vSech DNA (MGST, 145 bp),
a jednak primery pro specifickou amplifikaci S4/
S4’alel. V pripadé nemutované alely S4 vznika
produkt o délce 184 bp, u mutované alely S4°
o délce 180 bp, u ostatnich S-alel zadny produkt
nevznika. Vysledky prikladné analyzy fragmenta
na gelu jsou ukazany na Obrazku 2, jiz zde lze
identifikovat, které vzorky obsahuji mutovanou
a které nemutovanou alelu. Pro ovéfeni byly
amplifikované fragmenty S-alel osekvenovany.

Vyskyt mutované alely S4° byl potvrzen celkem
u 77 genotypu. Na prvni pohled jsou zajimavé
vysledky kiizeni ‘Lapins” x "Vanda’, respektive
‘Sonata” x Aranka’. V prvnim piipadé
bylo ziskano 25 samosprasnych genotypu
z 25 analyzovanych hybridd, ve druhém 12
samosprasnych genotypi z 12 analyzovanych
hybrida, je zde tedy 100% ucinnost prenosu
mutované alely S4°. Nepritomnost druhé
S-alely otce v potomstvu vSak neni prekvapujici,
nebot pylové zrno s nesamosprasnou alelou
(S1 v pripadé 'Lapins’, respektive S3 v pripadé
‘Sonaty’) neni schopné opylit pestik nesouci
tutéz alelu ("Vanda’ ma S-alely S1S6, "Aranka’
pak S1S3) a vsichni potomci z téchto ktizeni by
tedy méli byt samosprasni. V nasledujicich letech
budou u v$ech samosprasnych genotypt ovéreny
mira samosprasnosti, fenotypické/fenologické
vlastnosti stromd a kvalita ploda.

V tomto ¢lanku bylo popsdno podrobné
ovéfeni navrhované sady primert pro detekci
samosprasné alely S4°, kde tato sada bude
v budoucnu pouzita spole¢né s dal$imi primery
pro amplifikaci ostatnich S-alel v komplexni
fragmentadni analyze na kapilarnim genetickém
analyzatoru, coz je velmi ekonomicky a presny
zpusob analyzy délky kratkych fragmentt.
V nedivné dobé bylo publikovano nékolik
systému pro detekci mutované alely S4°, které
véak nevyhovuji nasim budoucim potfebam.
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Napriklad systém vyvinuty v lkeda et al,
2004 popisuje pomérné pracné dvoukrokové
tzv. nested PCR s naslednou analyzou na
polyakrylamidovém gelu, poptipadé se §tépenim
amplifikovaného produktu restrikénimi enzymy
a analyzou na agarézovém gelu, tento systém
je pro planovanou fragmenta¢ni analyzu zcela
nevyhovujici. Zhu et al. (2004) sice vyvinuli
specifické primery pro rozpoznani mutovaného
S4° SFB genu, amplifikovany fragment je vSak
pro pomérné dlouhy (449 bp) a takto dlouhé
useky se ve srovnani s obvykle pouZivanymi
krat$imi tseky (100 az 200 bp) pri multiplexové
fragmenta¢ni analyze hiife amplifikuji a detekuji.
Nejnovéjsim systémem detekce samosprasné
alely S4° je vysokorozliSovaci analyza ktivek
tani (Muioz-Espinoza 2017), tato analyza vSak
funguje na zcela jiném principu a nelze ji vyuzit
pfi planované fragmenta¢ni analyze. Z divodu
vy$e uvedenych nevyhod dosavadnich postupt
detekce alely S4° byl vyvinut novy systém pro
identifikaci této alely splnujici pozadavky naseho

PODEKOVANI

cilového zaméru komplexni analyzy vSech S-alel
obvykle pouzivanych ve $lechténi tfesni.

ZAVER

Molekularné genetickd analyza sice neni
schopna celkové zrychlit proces vyslechténi
nové samospras$né odriidy, protoze je stale tieba
klasickymi postupy zhodnotit kvalitu nového
hybridu, umoziiuje vSak velmi zintenzivnit
Slechtitelsky proces zaméfeny na samospra$né
odridy. Po molekularné genetické analyze
potomstva vzniklého kfizenim samospra$nych
odrid tfe$ni s nesamosprasnymi odriidami
jsou v populaci novych genotypti udrZovani
a testovani pouze samosprasni jedinci. Eliminace
nesamospra$nych jedinci z této populace
pfinasi znadénou casovou i finanéni usporu,
nebot u nich nejsou zbyte¢né provadény testy
na samospra$nost a odpadd starost o jejich
dal$i péstovani a hodnoceni fenotypovych
a fenologickych znaki.

Tato price vznikla za finanéni podpory projektu MZe CR QK1910290. Vyuzito bylo rovnéz

infrastruktury projektu CZ. 1.05/2.1.00/03.0116.
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TABULKY A GRAFY
Tabulka 1. KtiZeni samosprasnych odrad tfe$ni s komercéné Gspé$nymi nesamosprasnymi odriadami
(samosprasné odriidy jsou uvedeny tu¢né kurzivou)

Table 1. Crossing of self-compatible cherry varieties with commercially successful self-incompatible
varieties (self-compatible varieties are in bold and italics)

Otec (S-alely) Matka (S-alely) ? Pocet potomkir® Poeet;::::;féf el
Early Star (S4°S9) Kordia (S3S6) 2 0
Early Star (§4°S9) Aranka (S1S3) 4 4
Halka (S184°) Kordia (S3S6) 4 2
Halka (S184°) Sam (S254) 1 0
Halka (S184°) Regina (S1S3) 1 1
Lapins (S184°) Kordia (S3S6) 1 0
Lapins (S184°) Regina (S1S3) 1 1
Lapins (S154°) Vanda (51S6) 25 25
Newstar (S354°) Regina (S1S3) 2 2
Sandra Rose (8354 ") Regina (S1S3) 1 0
Santina (S154°) Kordia (S3S6) 30 15
Sonata (S354°) Aranka (S1S3) 12 12
Stella (S354°) Kordia (S3S6) 3 1
Stella (S354°) Krupnoplodnaja (S559) 4 3
Stella (S354°) Merton Late (S154) 1 1
Stella (S354°) S.H.Giant (S1S2) 1 1
Stella (S354°) Van (S1S3) 1 1
Stella (S354°) Vanda (51S6) 1 0
Sunburst (S354°) Aranka (S1S3) 1 1
volné spraseni Van C. (S1S3) x Stella C. (58354°) 3 2
volné spraseni Halka (S184°) 1 1
volné sprasent Symphony (S1S4°) 5 4
Celkem 105 77

1) Father (S-alleles), 2) Mother (S-alleles), 3) Offspring number, 4) Self-compatible offspring number
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Tabulka 2. Primery pouzité pro amplifikaci

Table 2. Primers used for amplification

Primer? Sekvence ?

S4/S4'SFB-F 5" TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG
S4/54°'SFB-R 5" GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA
MGST-F 5" AAAGCCTTCAAGTGGGAAAG
MGST-R 5" TTGCTTACAGGTCATTACTTACACG

1) Primer, 2) Sequence

OBRAZKY
Obrazek 1. Sekvence nemutované alely S4 a mutované alely S4°
Figure 1. Sequences of non-mutated allele S4 and mutated allele S4°

Sekvence nemutované alely 54 1
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1) Sequence of non- mutated allele S4 2) Sequence of mutated allele S4 with 4 nucleotzde deletzon

Obrazek 2. Analyza S4/54 "alel
Figure 2. Analysis of S4/S4 alleles

M 54" 54 peg 547 547 847 847 54 847 84 54 547 547 54

200 .
o - S4/54°

% b
150 bp - - MGST

M - velikostni marker, neg. - negativni kontrola bez DNA
M - size marker, neg. — negative control without DNA
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