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ANOTACE

Jablon domaci (Malus * domestica Borkh.) je dilezitou zemédélskou komoditou,
muze vsak trpét riznymi chorobami, které snizuji produkci komeréné uplatnitelnych
patogen Venturia ineaqualis. Slechténi odrid rezistentnich vii¢i tomuto patogenu
je proto v popredi Slechtitelskych programid mnoha zemi svéta, jelikoz kombinace
pouziti odolnych odrtd jabloni s technologickymi opatfenimi v sadech umoznuje snizit
spotfebu fungicidl k regulaci tohoto patogenu. Vzhledem k tomu, ze v soucasné dobé je
tato rezistence kodovana tzv. Rvi geny pfekonavéana riznymi rasami patogenu, dosazeni
trvalé rezistence je mozné jen kombinaci riiznych geni Rvi, tzv. pyramidizaci genti. AvSak
zda k této kumulaci genti Rvi doslo, neni na Grovni fenotypu téméf mozné rozpoznat. Pro
prikaz pfenosu genti rezistence vuci V. inaequalis jsou proto vyvijeny genetické markery,
které umoziuji jednoduchou selekci rezistentnich jabloni. Pouzitim markery asistované
selekce je mozné odstranit neperspektivni hybridni potomstvo bez naro¢ného péstovani
a testovani jiz v prvnim roce Zivota. V posledni dobé byly validovany SNP markery pro
lokusy Rvi2, Rvi4 a Rvi6, jejichz detekce je popsana v této metodice. Detekee téchto
markert rezistence byla provedena tfemi metodami, a to sekvenovanim, metodou alelické

diskriminace pomoci real-time PCR a metodou SNaPshot.

ANNOTATION

Domestic apple (Malus x domestica Borkh.) is an important agricultural commodity,
but it suffers from various diseases that can reduce the production of commercially
applicable fruits. One of the most serious diseases is a scab, which is caused by the fungal
pathogen Venturia ineaqualis. Breeding of cultivars resistant to this pathogen is therefore
at the forefront of breeding programs in many countries worldwide. The combination
of resistant apple cultivars usage with technological procedures in orchards makes it
possible to reduce the fungicide consumption to control this pathogen. Due to the fact that
this resistance encoded by so called Rvi genes is currently overcome by different races
of the pathogen, the achievement of durable resistance is possible only by a combination
of different resistance genes, so-called pyramidization of genes. However, whether this
accumulation of Rvi genes has occurred is almost impossible to discern at the phenotype
level. Therefore, genetic markers are being developed to demonstrate the transmission of
V. inaequalis resistance genes to the progeny, which allow easy selection of resistant apple

trees. By using marker-assisted selection, it is possible to remove unpromising hybrid



offspring without demanding cultivation and testing in the first year of life. Recently,
SNP markers for the Rvi2, Rvi4 and Rvi6 resistance genes have been validated and their
detection is described in this methodology. Detection of these resistance markers was
performed by three methods, namely sequencing, allelic discrimination using real-time
PCR, and SNaPshot.



1 UVOD

Houbovy patogen Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter je pivodcem onemocnéni
fady drevitych hostitelli nazyvaného strupovitost jabloné. Jednim z hostitelti je jablon
domaci (Malus x domestica Borkh.), kterd se fadi mezi celosvétové nejpéstované;si
ovocné druhy. Strupovitost jabloné se vyskytuje na listech po primarnich (askosporovych)
infekcich a na vétsich plodech po sekundarnich (konidiovych) infekcich ve vSech
regionech produkujicich jablka. Na listech zpisobuje sazovité, pozdéji nekrotizujici
skvrny, silné napadené listy nasledné opadavaji. Opadavaji i vice postizené kvéty
a mladé plody. Na vétsich plodech se vyskytuji typické cerné strupy, které casto plody
deformuji a zptisobuji i jejich praskani (ptiloha 2). Praskliny jsou pak vstupni branou pro
dalsi patogeny, zejména ty, které zptisobuji hnilobu plodti (napf. moniliovou hnilobu).
Strupovitost se mize vyskytnout i na skladovanych jablkéach, a to v podobé drobnych
tecek. V. inaequalis tak zplsobuje vyrazné ekonomické ztraty komeréné uplatnitelnych
plodi ve vSech stadiich produkce, které v regionech s chladnym a vlhkym jarem
a zaCatkem léta dosahuji az 70 % (Bowen et al., 2011; Bus et al., 2011). Ochrana jabloni
mize béhem jednoho vegetacniho obdobi vyzadovat az 30 preventivnich fungicidnich
postiikti (Manktelow et al., 1996), coz je ekonomicky naro¢né, navic mohou zbytky
pesticidi také zistavat ve formé rezidui v pidé ¢i na konzumovanych plodech, z ¢ehoz
vyplyvaji potencionalni zdravotni rizika. Bohuzel, dlouhodobé vyuzivani fungicidnich
postiikt ptispiva také ke vzniku rezistentnich forem V. inaequalis (Lichtner et al., 2020;
Polat a Bayraktar, 2021). V dnesni dobé se proto ¢im dal vice ptistupuje k Slechténi odrtd

rezistentnich vi¢i tomuto patogenu.

Geneticka rezistence vuci V. inaequalis je dana interakci genu rezistence (R)
hostitelské rostliny a genu avirulence (4vr) pochazejiciho z patogenu (tzv. rezistence
gen-pro-gen), (Flor et al., 1971). Pfi §lechténi novych odrud se proto vyuZziva zaclenovani
gend rezistence vaci V. inaequalis, tzv. Rvi gentd, do genomu jabloni. V dnesni dob¢ je
znamo vice jak 20 raznych Rvi genti vyskytujicich se pfevazné v planych nebo divoce
rostoucich druzich rodu Malus (Bus et al., 2011; Soriano et al., 2014 ; Patocchi et al.,
2020). Z tohoto divodu je vyslechténi nové, komeréné uplatnitelné odridy jabloné
s geny rezistence vuci patogenu V. inaequalis znacné Casové narocné. Nezbytné je
nékolikanasobné zpétné kiizeni k dosazeni pozadované kvality plodd. Nejrozsifengjsim
a Siroce vyuzivanym v $lechtitelskych programech je gen Rvi6 (Khajuria et al., 2018),
pochazejiciz genotypu Malus floribunda 821, ale vyuzivajiseigeny Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvi7,
Rvi9,Rvil0,Rvill,Rvil2, Rvil3, Rvil4aRvil5 (Patocchietal.,2020). Gen Rvi6, ale i fada

dalsich byly ovSem v riznych Castech svéta uz mnohymi rasami V. inaequalis prekonany



(Parisi et al., 2004; Bus et al., 2011; Caffier et al., 2015; Masny, 2017, Peil et al., 2018)
a i z tohoto divodu se v dnesni dobé ¢im dal vice pfistupuje k tzv. pyramidizaci téchto
gend. Pfi pyramidizaci neboli kumulaci gent je rezistence podminéna dvéma nebo vice
ruznymi geny rezistence. K primarni selekci hybridu s rezistenci k patogenu V. inaequalis
jsou pouzivany i v dneSni dobé umélé inokulace semenackt v rané fazi vyvoje (Vavra
et al., 2015). Tato metoda vSak nedokdze odhalit kumulované geny rezistence zajistujici
rezistenci proti rasam patogenu V. inaequalis. V ptipadé §lechténi jabloni s kumulovanymi

geny resistence je selekce s vyuzitim molekularnich markerti nezbytna.

Molekularni neboli geneticky marker je urcitd sekvence DNA, kterou Ize jednoduse
identifikovat a ma konkrétni vyznam. MiZzeme jej popsat jako urcity druh variace, ktery
je dan zménou oproti ptivodni sekvenci, a koreluje s riznymi fenotypy rostliny, napf.
nachylnosti nebo rezistenci k nemoci. Marker se miize nachazet pfimo v genu, nebo je
pouze v té€sné vazbé s urcitym genem, piicemz neni nutna piima znalost pfic¢inného genu
sledovaného znaku. Tato situace nastava i u rezistence k V. inaequalis, kdy nejsou znamy
pfimo geny zodpovédné za rezistenci, pouze oblast neboli lokus, kde by se tyto geny
mély nachazet, a piesto jsou znamy markery, které tuto rezistenci detekuji. V piipade
rezistence k tomuto patogenu jsou vsak v literatufe jednotlivé lokusy pro jednoduchost
oznacovany jako geny rezistence, toto oznaceni proto pouziva i tato metodika. Genetickym
markerem mize byt naptiklad polymorfizmus jednoho paru bazi (SNP marker, z angl.
single nucleotide polymorphism), pfipadné repetitivni usek (SSR marker, z angl. simple

sequence repeats), ¢i mohou byt detekovany kratsi ¢i delsi inzerce/delece v DNA.

Molekularni markery vyuzivané k detekci gentl rezistence poskytuji informace
nejen o pritomnosti a typu daného genu, ale také o tom, jestli se vyskytuje v homozygotnim
¢i heterozygotnim stavu, coz je dulezitd informace z hlediska dalsiho kiizeni. Pfinaseji
tak mnohem relevantnéjsi informace nez dfive pouzivanad metoda inokulace rostlin
patogeny. Molekularné genetické markery pak umoznuji jednoduchou a spolehlivou
identifikaci jabloni obsahujicich dané geny rezistence (tzv. marker assisted selection,
MAS), navic se vyuzivaji k odstranéni neperspektivniho hybridniho potomstva jiz
v prvnim roce po vyseti a brani tak zdlouhavému, ale i finanéné naroénému péstovani
neperspektivnich jabloni (Liebhard et al., 2003). Zaélenéni MAS do Slechténi ma
tedy potencial snizit naklady vynalozené na Slechtitelsky program, piipadné zlepsit
ekonomickou efektivitu programu, nicméné je nutné brat v potaz porovnani nakladt
spojenych s MAS (naptiklad reagencie, vybaveni a prace) s provoznimi naklady
vynalozenymi pfi konvencnich Slechtitelskych metodach (Wannemuehler et al., 2019).

V této praci bylo zjisténo, ze MAS je pro program $lechténi jabloni nakladove efektivni,



pokud jeji implementace vede k mife odstranéni neperspektivnich genotypti vyssi nez
11,93 %. Pokud mira odstraiiovani semenacku klesne pod tuto prahovou hodnotu, MAS

jiz neni nakladove efektivni.

Jako molekularni markery pro geny Rvi jsou vyuzivany markery typu SCAR
(sequence characterized amplified region), SSR nebo SNP (Tartarini et al., 1999; Vinatzer
et al., 2004; Jansch et al., 2015; Baumgartner et al., 2016; Chagné et al., 2019). Pro
tuto metodiku detekce gent rezistence byly vybrany pravé SNP markery, a to konkrétné
pro geny rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6, které byly nezavisle validovany a byla potvrzena
jejich funkcnost ve studii Chagné et al. 2019. SNP markery Ize analyzovat riznymi
molekularnimi metodami, vyuziva se napt. metoda KASP™ (kompetitive allele specific
PCR) (Baumgartner et al., 2016) ¢i metoda OpenArray® screens firmy Thermo Fisher
Scientific (Chagné et al., 2019), tyto metody maji vSak nékteré nevyhody. Nevyhodou
metody KASP™ je jeji ochrana obchodni znackou firmy LGC Genomics, kdy je
cely detekeni systém syntetizovan jako celek na zakdzku a nenabizi tak jednoduchou
optimalizaci, kdy mohou byt primery pro detekci pfislusného SNP podle potieby
upravovany, popiipad¢ objednavany jednotlivé a u riznych firem. Dal§i nevyhoda
spociva v tom, ze KASP™ analyza je momentalné nabizena pouze se zna¢enim 6-FAM
a HEX, tj. pro identifikaci dvou variant jednoho SNP/reakci. Nelze ji tedy multiplexovat
s dalsimi analyzami. KASP™ nemusi byt proto Gplné¢ vyhodna pro MAS, a to zejména
tehdy, kdyz je rutinné analyzovan velky pocet vzorkl s riznymi sledovanymi znaky.
Metoda OpenArray® screens firmy Thermo Fisher Scientific je zase vhodna predevsim pro
analyzu velkého poctu SNP a pro védecké ucely, nikoliv pro rutinni testovani semenacka
pii MAS. Je nezbytné potizeni finanéné naro¢ného pfistrojového vybaveni a zaroven
zpracovani vysledkl vyzaduje vysoce kvalifikovany personal. Tato prace byla proto
zameéfena na vyvinuti detekce SNP marker pomoci metod, které jsou pomérné bézné
a lze je provést v kazdé laboratofi vybavené v dnesni dobé dostupnymi laboratornimi
pristroji. Zaroven jsou tyto metody proveditelné na velkém pocétu vzorki. Mezi tyto
analyzy patii pfedevsim alelicka diskriminace pomoci PCR v realném case ¢i metoda
SNaPshot (Thermo Fisher Scientific), je popsan i postup sekvenovani jednotlivych
markerd.



2 CIL METODIKY

Cilem této metodiky je zavést molekularnimi markery asistovanou selekci
do klasického Slechtitelského procesu. Za timto ucelem byly optimalizovany tfi rizné
metody detekce markerti typu SNP, které jsou ve vazbé s geny Rvi2, Rvi4 a Rvi6
zodpovédnymi za rezistenci jabloni k urcitym rasam patogenu V. inaequalis, a to
sekvenovani, alelicka diskriminace pomoci real-time PCR a SNaPshot. Pro potieby
Slechténi je mozné pomoci zminovanych markerdi provadét genotypovani vhodnych
rodict jako darcii genti rezistence a nasledné provadét genotypizace potomstev vzniklych
ktizenim téchto rodict s cilem ziskat jedince s jednim nebo idealné s vice rliznymi geny
rezistence (pyramidizace). Diky zavedeni této metodiky do rutinni praxe muze dojit

k zna¢nému zefektivnéni §lechtitelského procesu.

3 VLASTNi POPIS METODIKY

Pro stanoveni rezistence k V. inaequalis u jabloni byly vybrany tii lokusy, které jsou
ve Slechténi nejvice vyuzivany, a to lokus Rvi2, Rvi4 a Rvi6. Z popsanych a validovanych
SNP markeri pro tyto tii geny rezistence (Jansch et al, 2015; Chagné et al, 2019) byly
vybrany nasledujici.

Pro analyzu lokusu Rvi2 byl validovan SNP W242 (Jansch et al., 2015; Chagné et
al., 2019). Tento SNP se nachazi v oblasti nazvané FBsnRvi2-7 a je umistén v maximalni
vzdalenosti 1,2¢M od Rvi2 (Jansch et al., 2015). Detekce lokusu Rvi4 byla provedena
pomoci validovaného SNP K146, ktery se nachazi v oblasti oznacené jako FBsnRvi4-1,
ktera kosegreguje s Rvi4 (Jansch et al., 2015; Chagné et al., 2019). Pro analyzu lokusu
Rvi6 byly validovany tfi SNP (Jansch et al., 2015; Chagné et al., 2019), pficemz dva se
nachazi pred inkriminovanym lokusem a tieti za nim. Tyto SNP se nachazeji v oblasti
nazvané M8S, respektive M18 a vSechny SNP jsou umistény v maximalni vzdalenosti
0,9cM od Rvi6 (Jansch et al., 2015). V oblasti M8S se nachazi dva diagnostické SNP —
SNP R156, respektive SNP R193 a v oblasti M 18 se nachazi jeden diagnosticky SNP, a to
SNP Y32 (Jansch et al., 2015; Chagné et al., 2019).

Detekce téchto markert rezistence byla provedena tfemi metodami, a to sekve-
novanim (metoda byla vyvinuta zejména pro ovéfovani pfislusného SNP a jeho okoli,
kdy byly sekvence vyuzity pro navrh primert, popfipadé sond pro zbylé¢ dvé metody,
ale je mozné tuto metodu vyuzit i pro selekci mensiho poctu vzorkll), metodou alelické
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diskriminace pomoci real-time PCR pro jednotlivé lokusy a metodou SNaPshot, ktera
umoziuje analyzu vSech tii lokust Rvi najednou a potencialné je rozsifitelna o dalsi mar-
kery. Pro vyvoj metod byly pouzity vyhradné diploidni genotypy, odrudy s vyssi ploidii
byly z analyz vylouceny. Metodika je pouzitelna i pro né, je vSak tieba vénovat pozornost
vyhodnocovani vystupt a jejich interpretaci. Prvnim krokem pro vSechny tii metody je
izolace DNA.

3.1 Izolace DNA

Pro izolaci DNA za ucelem MAS byly jako rostlinny material pouzity mladé listy
stromu, popfipadé semenackt, odebrané co nejdiive to bylo mozné (stadium cca 3—4 pra-
vych listl). Do izolace se navazovalo 100 mg rostlinného materialu a homogenizace byla
provadéna v tekutém dusiku. Izolace probihala pomoci DNA izola¢niho kitu Exgene™
Plant SV mini (GeneAll), a to podle navodu vyrobce. Celkovou genomickou DNA je vSak
mozn¢é izolovat jakymkoli zplisobem umoznujicim dosdhnout takovou vytéznost DNA,
aby bylo mozné detekovat diagnostické SNP zplisoby popsanymi v nasledujicich kapito-
lach. Koncentrace [ng/pl] a Cistota (pomér absorbanci pii vinovych délkach 260/280 nm)
ziskané DNA byly stanoveny pomoci spektrofotometru NanoDrop Lite (Thermo Fisher
Scientific). Koncentrace ziskané DNA se typicky pohybovala v rozmezi 10 az 60 ng/ul
a Cistota by se méla pohybovat v rozmezi 1,8 az 2,2. DNA ziskana timto zptisobem byla

vyuzita pro nasledné analyzy, pfipadn¢ uchovavana pii teploté -20 °C.
3.2  Detekce markeru rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 pomoci sekvenovani

DNA vyizolovana postupem popsanym v piedchozi kapitole byla pouzita jako
templat pro PCR reakci, kdy byl amplifikovan fragment genomové DNA obsahujici
pfislusny SNP. Primery byly navrzeny pomoci softwaru Vector NTI (Thermo Fisher
Scientific) ptipadné Geneious prime (https://www.geneious.com) tak, aby byly jejich
sekvence unikatni v ¢aste¢né¢ duplikovaném jable¢ném genomu (Velasco et al., 2010).
Byla zvolena strategie amplifikovat pomérné kratké sekvence, a to z toho divodu, ze
je v literatufe popisovana velka sekvencni heterogenita analyzovanych lokust (Jansch
et al., 2015; Baumgartner et al., 2016) a v pfipadé posunovych mutaci by byla analyza
sekvenci velmi ztizena. Pro lokus Rvi2 v§ak musel byt amplifikovan fragment s mnohem
vétsi délkou nez pro zbylé dva lokusy, a to z dGvodu vyskytu nulové alely pii sekvenaci
kratkého PCR produktu, kterd byla eliminovana az pouzitim nize popsanych primerd.
Pro lokus Rvi2 byl amplifikovan tisek o celkové délce 1357 bp, ve kterém se nachazi
diagnosticky SNP W242, a pro lokus Rvi4 byl amplifikovan usek o celkové délce
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184 bp, ve kterém se nachazi diagnosticky SNP K145. Pro lokus Rvi6 byl v oblasti M8S
amplifikovan Usek o celkové délce 209 bp, ve kterém se nachazeji diagnostické SNP
R156 a R193. V oblasti Rvi6 M18, ve které se nachazi diagnosticky SNP Y32, by mél
usek odpovidat délce 243 bp, ale vzhledem k tomu, Ze se v této oblasti nachazi posunova

mutace, mohou se jednotlivé alely od sebe liSit az o 16 nukleotidt.

Tabulka 1. Primery navrzené pro amplifikaci fragmentu ureného pro sekvenaci oblasti
obsahujici pozadované SNP markery lokust rezistence.

Amplifikovany fragment F-primer a R-primer

AGAGTAAGCGAGAGTTTAAGAGG
TCCTCGTCTTAATATAATCGAAGC

FBsnRvi2-7 SNP W242

ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT
AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG

FBsnRvi4-1 SNP K145

TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC

Rvi6_M8S SNP R156 a R193
- TTTCCCATCAAGTTTGGAGC

CAAAACAAATATGCTATCGCTGA

Rvi6_M18 SNP Y32
- CCAATAATAAAAAATAACTTCAAAAAA

Pro sekvenovani FBsnRvi2-7 SNP W242 byl pouzit specificky navrzeny vnitini
primer (CCAGCTCCAACCAATATGTCA), ktery se nachazi 70 bp pred SNP W242
(délka primeru neni zapoctena). Fragment oblasti FBsnRvi4-1 obsahujici SNP K145 je
doporuceno sekvenovat z R-primeru, a to z toho diivodu, ze mezi F-primerem a SNP K145
dochazi v ptipadé nékterych vzorkil u jedné z alel k inzerci/deleci jednoho nukleotidu T,
a tim k posunu této sekvence o jeden nukleotid. Pii sekvenovani z F-primeru je sekvence
v oblasti diagnostického SNP tedy hufe Citelna. Fragment oblasti Rvi6 M8S obsahujici
SNP R156 a SNP R193 je doporuceno sekvenovat z F-primeru, a to z toho divodu, Ze
R-primer je vzdalen jen 30 bp od diagnostického SNP R193, ktery by nemusel byt v piipade
pouziti tohoto primeru osekvenovan. Fragment oblasti Rvi6_M18 obsahujici SNP Y32 je
doporuceno sekvenovat z F-primeru, a to proto, ze mezi diagnostickym SNP a R-primerem
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se nachazi rozsahlejsi posunova mutace a sekvence by byla v tomto ptipadé velmi Spatné
¢itelna. U rezistentni alely se mezi F-primerem a SNP Y32 nachazi inzerce/delece jednoho
nukleotidu T, a tim dochazi rovnéz k posunu této sekvence, avsak pouze o jeden nukleotid,

coz je snaze analyzovatelné nez v pfipadé sekvenovani z R-primeru.

Amplifikacni reakce probihala u jednotlivych SNP za mirn¢ odlisnych podminek.
Pro amplifikaci tseku obsahujiciho detekéni SNP W242 (Rvi2) byly reakéni podminky
stanoveny nasledovné: 2 ul DNA, 10 pl 2x Phusion Flash High-Fidelity PCR master mix
(Thermo Fisher Scientific), 1 pul kazdého primeru o koncentraci 5uM, a 6 ul PCR vody
do celkového objemu 20 ul. Amplifikace fragmentl probihala v cykleru C1000 (Biorad)
s nastavenym teplotnim profilem: uvodni denaturace 98 °C/1 minuta; amplifikace
ve 40 cyklech: 98 °C/15 s, 52 °C/15 s, 72 °C/120 s; zavérecna extenze 72 °C/30 s. Pro
amplifikaci iseku obsahujiciho detekéni SNP K146 (Rvi4), respektive SNP R156 + SNP
R193 (Rvi6 lokus MS8S) byly reakéni podminky stanoveny nasledovné: 2 ul DNA, 10 pul
2% Blue Master Mix (Top-Bio), 1 pl smés obou primerti, kazdy o koncentraci 5SuM, a 7 pl
PCR vody do celkového objemu 20 pl. Amplifikace fragmentii probihala v cykleru C1000
(Biorad) s nastavenym teplotnim profilem: ivodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace
ve 40 cyklech: 94 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/30 s; zavéretna extenze 72 °C/5 minut.
Pro amplifikaci Gseku obsahujiciho detekéni SNP Y32 (Rvi6 lokus M18) byly reakéni
podminky stanoveny nasledovné: 2 ul DNA, 10 pl 2x Blue Master Mix, 1 pl smés
obou primert, kazdy o koncentraci 5uM, a 7 pl PCR vody do celkového objemu 20 pl.
Amplifikace fragmentt probihala v cykleru C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim
profilem: tivodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace ve 40 cyklech: 94 °C/30 s,
52 °C/30s, 72 °C/30 s; zavérecna extenze 72 °C/5 minut.

Amplifikované produkty byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Pro
amplifikované fragmenty obsahujici marker genu rezistence Rvi2 byl pouzit 1,5%
agar6zovy gel v 0,5% TBE pufru, barven SafeView™ Classic (abm) a jako velikostni
standard pro ureni spravné velikosti amplifikovaného produktu byl pouzit GeneRuler™
DNA Ladder Mix, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). Pro amplifikované fragmenty
obsahujici markery gent rezistence Rvi4 a Rvi6 byl pouzit 3% agarézovy gel v 0,5% TBE
pufru, barven SafeView™ Classic (abm) a jako velikostni standard pro urceni spravné
velikosti amplifikovaného produktu byl pouzit GeneRuler Low Range DNA Ladder,
ready-to-use (Thermo Fisher Scientific). K produktim bylo pfed nanaSenim na gel
pridano 4 pl 6x TriTrack DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific). Produkty byly
vizualizovany pomoci UV transiluminatoru. Pfislusné fragmenty byly identifikovany

u vSech vzorka.
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Velikostni
marker Rvi2 — 1357 bp

Velikostni
marker Rvi4 — 184 bp Rvi6_M8S —209 bp Rvi6_MI18 — 243 bp

Obrazek 1. Ukéazka elektroforeogramt amplifikovanych fragmenti obsahujicich pozadované
markery pro lokusy Rvi2, Rvi4 a Rvi6.

Amplifikované produkty byly z gelu purifikovany pomoci izolacniho kitu
WizPrep™ Gel/PCR Purification Mini Kit (Wizbiosolutions). Eluovand DNA byla
sekvenovana kitem BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific), ptipadné kitem Gerbera Sequencing Kit v3.1 (SEQme). Sekvenacni reakce
byla provedena za nasledujicich podminek v termocykleru C1000 (Biorad): tvodni
denaturace 95 °C/5 min; nasledné 95 °C/30 s, 55 °C/20 s, 60 °C/4 min v 40 cyklech;
finalni chlazeni 8 °C. Nasledna purifikace sekvenanéni reakce byla provedena ptidanim
45 ul SAM Solution a 10 pl BigDye XTerminator Solution (Thermo Fisher Scientific)

14



a vortexovanim 30 minut pii cca 1200 RPM. Po kratké centrifugaci bylo do sekvenacni
desticky napipetovano 25 pl kazdého vzorku bez kulicek a desticka byla analyzovana
na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 (Thermo Fisher Scientific). Vysledky
byly analyzovany softwarem Sequence Analysis Software 6 od téze firmy a nasledné
vyhodnocovany a editovany pomoci softwaru Chromas (Technelysium Pty Ltd).
Alignment ziskanych sekvenci pro urceni detekéniho SNP byl sestaven pomoci softwaru
Geneious Prime (Biomatters Ltd). Doporucuje se rovnéz kontrola ziskanych sekvenci
pomoci nastroje BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Primery pouzité pro PCR za mirnych podminek se 40 cykly amplifikace jsou obvykle
schopné amplifikovat pfislusny tisek DNA 1 v piipadé vyskytu nckolika zaménnych
mutaci v mist¢ nasedani primeru. Nelze vSak vyloucit, Ze byl primer navrzen v oblasti
s delecemi/inzercemi ¢i rozsahlejSimi pfestavbami, které znemoziuji nasednuti primeru,
v tomto piipadé¢ by dany usek nebyl amplifikovan. Vyskyt této tak zvané nulové alely Ize
odhalit bud’ diky vyskytu odrid s nulovou amplifikaci dané¢ho lokusu pfi soucasné analyze
kontrolniho genu (tj. pfislusna odriida obsahuje 2 nulové alely), nebo analyzovanim
hybridd z kiizeni senzitivni odridy (s 1 nulovou alelou, pfipadné 2 nulovymi alelami,
pokud nebyla tato rodicovska odrida s témito primery analyzovana) s odridou nesouci
rezistentni alelu, kdy dojde k identifikaci rezistentniho homozygota. V tomto pfipadé je
vhodné vzorky amplifikovat opakované pomoci dal$ich para primerd, dokud neni nulova
alela osekvenovana. Timto zpusobem bylo postupovano rovnéz pii analyze lokusu Rvi2,
kde byly diky analyze potomstva kiizeni senzitivni odridy (s 1 nulovou alelou) s odriidou
nesouci rezistentni alelu identifikovany rozsahlejsi ptestavby uvedeného lokusu, ptivodni
nulova alela byla nakonec uspésné amplifikovana. Vzhledem k velké diverzité jabloni
v inkriminovanych lokusech vSak neni mozné vyloucit vyskyt dalsich vzacnych nulovych
alel i ptes peclivé provedenou analyzu a v pfipadé podezieni na vyskyt nulové alely je

doporuceno postupovat podle vyse uvedené¢ho navodu.

Vysledky sekvenovani pro lokus Rvi2

Pro SNP W242, ktery je markerem genu rezistence Rvi2, genotyp T/T odpovida
senzitivnim jedinctim ¢i jedincm nesoucim jiny typ rezistence a genotypy A/T a A/A
odpovidaji rezistentnim jedincim. Rezistentni genotyp A/A vSak nebyl v souboru
testovanych odriid zaznamenan ani v nasi praci (viz Ptiloha 1), ani v publikaci Chagné
etal., 2019.
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Obriazek 2. Sekvence oblasti FBsnRvi2-7 senzitivni odridy (a.) a sekvence rezistentni odrady

s heterozygotnim genotypem (b.) s vyznacenou pozici validovaného SNP W242.

Vysledky sekvenovani pro lokus Rvi4

Pro SNP K146, ktery je markerem genu rezistence Rvi4, odpovida genotyp G/G

senzitivnim jedinctim ¢i jedincim nesoucim jiny typ rezistence a genotypy T/G a T/T

rezistentim. Rezistentni genotyp T/T nebyl v souboru testovanych odriid zaznamenan ani

v nasi praci (viz Pfiloha 1), ani v publikaci Chagné et al., 2019.
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Obriazek 3. Chromatogram senzitivniho (a.) a rezistentniho (b.) jedince s vyznacenou pozici

validovaného SNP K 146.

Vysledky sekvenovani pro lokus Rvi6é

Pro SNP R156 (nukleotid 70 v sekvenci na obrazku 4), nachazejici se v oblasti

Rvi6MS8S, genotyp G/G odpovida senzitivnim jedinctim ¢i jedincim nesoucim jiny typ

rezistence a genotypy A/G a A/A odpovidaji rezistentim. Rezistentni genotyp A/A nebyl

v souboru testovanych odriid zaznamenan (viz Pfiloha 1). Pro SNP R193 (nukleotid 107

v sekvenci na obrazku 4), nachazejici se v oblasti Rvi6 M8S, genotyp A/A odpovida

senzitivnim jedinctim ¢i jedincim nesoucim jiny typ rezistence a genotypy A/G a G/G

odpovidaji rezistentim. Rezistentni genotyp G/G vsak nebyl v souboru testovanych

odrud zaznamenan.
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Obrazek 4. Sekvence oblasti M8S senzitivni odridy (a.), sekvence rezistentni odridy
s heterozygotnim genotypem (b.). Diagnostické SNP R156 a R193 jsou vyznaceny rameckem.

Pro SNP Y32, nachazejici se v oblasti Rvi6 M18, genotyp C/C odpovida
senzitivnim jedincim ¢i jedincim nesoucim jiny typ rezistence a genotypy C/T a T/T
odpovidaji rezistentim. Rezistentni genotyp T/T vSak nebyl v souboru testovanych odrad

zaznamenan.
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Obriazek 5. Sekvence oblasti Rvi6 M18 v misté diagnostického SNP u senzitivni odrady (a.)

a sekvence rezistentni odrudy, kdy dochazi k vzajemnému posunu sekvenci o 1 nukleotid. (b.).
Diagnosticky SNP Y32 je vyznacen rameckem.

3.3 Detekce markeru rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 metodou alelické
diskriminace pomoci real-time PCR

Alelickadiskriminace je v podstaté multiplexni reakce, ktera detekuje riizné varianty
cilové sekvence DNA. Pfitomnost dvou fluorescenéné znacenych sond v kazdé reakci
umoznuje genotypizaci dvou moznych variant v misté jednonukleového polymorfismu
(SNP) v cilové templatové sekvenci. Kazda sonda je znacena jinou fluorescenéni barvou
aje komplementarni k dané varianté SNP a okolni sekvenci. Pomoci alelické diskriminace
je tedy mozné urcit konkrétni alelickou skladbu zkoumaného jedince a rozliSovat

homozygoty a heterozygoty.

Na zékladé porovnani sekvenci nami vybranych vzorkt odrid byly pro SNP W242
markerujici gen Rvi2, SNP K145 markerujici gen Rvi4 a SNP R156 markerujici gen Rvi6
navrzeny sondy pro detekci senzitivnich (Sens) a rezistentnich (Res) alel a byly vybrany

nejvhodnéjsi kombinace primeru (tabulka 2). Cela metoda byla navrzena tak, aby ji bylo
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mozné rutinné pouzit pro MAS v laboratofich, které jsou vybaveny standardnim real-
-time PCR cyklerem. Jako templat pro real-time PCR reakci byla vyuzita DNA izolovana

zptisobem popsanym v kapitole 3.1.

Tabulka 2. Primery a sondy navrzené pro detekci SNP markeru gent rezistence Rvi2, Rvi4
a Rvi6 metodou alelické diskriminace pomoci real-time PCR. Y v sekvencich zastupuje C nebo
T; K predstavuje G nebo T. 6-FAM a HEX znamena fluoroforové znaceni jednotlivych sond.
+ pied nukleotidem oznacuje LNA (locked nucleic acid) nukleotid.

Amplifikovany

fragment F-primer a R-primer Sondy

F: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG | 6-FAM-
TT+TTT+T+T+TTTA+T+TA
FBsnRvi2-7 TYTGGC (Sens)

SNPW242 | R. ATACCATATGAY CACAKAGATCATT | HEX
TT+TTT+T+A+TTTA+T+TA
TTTGGC (Res)

F: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT 6-FAM-
TTGCGAGTGTTTAGATGC
FBsnRvi4-1 AG (Sens)

SNPKI145 | R- AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG | HEX-
TTGCTAGTGTTTAGATGC
AG (Res)

F: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC 6-FAM-
ATAACTGCTAAGGTGATT

Rvi6_MSS GTG (SCI’IS)

R156 R: AAGTTTGGAGCACACATAAGG HEX-
ATAATTGCTAAGGTGATT
GTG (Res)

Analyza jednotlivych markert genl rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 probiha
v samostatnych reakcich. Amplifika¢ni reakce o vysledném objemu 20 pl byla ptipravena
smichanim 1 pl premixu pozadovanych primert a sond (podle tabulky 3), 10 ul gPCR
2x Blue Master Mix a 7 ul PCR vody.
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Tabulka 3. Rozpis pro premix primerii a sond pro jednotlivé markery genti rezistence na 100 reakci

Komponenty: Pro Rvi2: Pro Rvi4: Pro Rvi6:
F-primer (100uM) 10 pl Sul Sul
R-primer (100puM) 10 pl Sul Sul
Res-sonda (100pM) Sul S5ul 4,5l
Sens-sonda (100uM) Sul Sul Sul
Voda 70 pl 80 pl 80,5 pl
Celkem 100 pl 100 pl 100 pl

Do kazdé reakce byly jako vstupni material pro provedeni PCR amplifikace pridany

2 ul izolované genomové DNA. Pro spolehlivé vyhodnoceni analyzy je vhodné vzdy

pridat jako vzorek i pozitivni kontroly, a to rovnéz o objemu 2 pl/reakce. Jako pozitivni

kontrola slouzi syntetické ultramery pfipravené jak pro rezistentni, tak pro senzitivni

alelu jednotlivych genti rezistence (tabulka 4). Zaroven je analyzovana negativni kontrola
bez ptidaného DNA templatu.
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Tabulka 4. Sekvence ultramert pouzivanych jako pozitivni kontrola pro metodu alelické
diskriminace pomoci real-time PCR. Sens — senzitivni alela, Res — rezistentni alela. Piislusny
SNP je vyznacen barevné.

Ultramer | Sekvence

Rvi2_Sens | GTTAAATTTGACATATGAGAATGTGATGTCAATTTTTTTTTTTATTATTTG
GCCAAATTAGATAAATGATCTATGTGGTCATATGGTAT

Rvi2_Res | GTTAAATTTGACATATGAGAATGTGATGTCAATTTTTTTATTTATTATTTG
GCCAAATTAGATAAATGATCTATGTGGTCATATGGTAT

Rvi4_Sens | ACAAAGAAGGGGAATGTTGACTGGATTAAGTTTATGGATTACATATTTTG
GATTCTATATTGGTGAACAGCTTGCGAGTGTTTAGATGCAGGTGTAACAT
TGATGAAATATAAGTGTTATCTAAAATTCATTTTGATTTTCAGACTCTCAA
ACTTTCTGCACCTATTGCGACTGGTCTTATCTT

Rvi4_Res | ACAAAGAAGGGGAATGTTGACTGGATTAAGTTTATGGATTACATATTTTG
GATTCTATATTGGTGAACAGCTTGCTAGTGTTTAGATGCAGGTGTAACAT
TGATGAAATATAAGTGTTATCTAAAATTCATTTTGATTTTCAGACTCTCAA
ACTTTCTGCACCTATTGCGACTGGTCTTATCTT

Rvi6_Sens | TGGTTTAATCTCATGTTCCTCACCAATATTGGGTTGAAGCCTTCACGACTG
CACTATATCTCATTAATAGATTGCCAATCTCTGGGATTTCACAATCACCTT
AGCAGTTATTATTTCATATAGTTCCAGATTACTCAAGGCTCAAAGTCTTTG
GTTGTTTGTACTTTCCATGGTTAAAACCTTATGTGTGCTCCAAACTT

Rvi6_Res | TGGTTTAATCTCATGTTCCTCACCAATATTGGGTTGAAGCCTTCACGACTG
CACTATATCTCATTAATAGATTGCCAATCTCTGGGATTTCACAATCACCTT
AGCAATTATTATTTCATATAGTTCCAGATTACTCAAGGCTCGAAGTCTTTG
GTTGTTTGTACTTTCCATGGTTAAAACCTTATGTGTGCTCCAAACTT

PCR amplifikace byla provedena béznym postupem v real-time PCR cykleru
(pouzit Rotor-Gene Q (Qiagen)) s nasledujicim teplotnim profilem stejnym pro
vSechny tfi amplifika¢ni reakce: 94 °C/5 min; cyklovani: 50x (94 °C/20 s, 58 °C/20 s,
72 °C/20 s); zavér 50 °C/S s. Snimani fluorescence musi byt aktivni pro kanaly 6-FAM
a HEX, Gain pro fluorescen¢ni kanal ,,green® byl nastaven na hodnotu 5,67 a Gain pro
fluorescencni kanal ,,yellow* byl nastaven na hodnotu 6. Vysledek PCR amplifikace
byl vyhodnocen metodou alelické diskriminace. Grafické vystupy a ptiklady vysledki
alelické diskriminace u semenact z kiizeni riznych odrud (rezistentni x rezistentni nebo

senzitivni) jsou uvedeny na obrazcich 6 az 8.
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Obrazek 6. Priklady analyzy genu rezistence Rvi2 metodou alelické diskriminace pomoci PCR
v realném case. Kiivky bez tecek — 6-FAM fluorescence (sonda pro senzitivni alelu); kiivky
s teCkami — HEX fluorescence (sonda pro rezistentni alelu). a) Vysledek alelické diskriminace
pro soubor testovanych vzorki; b) detekce dvou heterozygotnich genotypti jabloné nesoucich
rezistentni i senzitivni alelu pro lokus rezistence Rvi2 — na vysledném grafu je mozné vidét dvé
ruzné vysky fluorescencnich kiivek pro senzitivni alelu. To je zptsobeno tim, Ze v sekvenci
sondy se nachazi degenerovany nukleotid (viz. tabulka 2 — nukleotid Y odpovida T nebo C)
a varianty sondy maji mirné odlisnou teplotu tani (Tm). Kfivka, ktera je vys, patii vzorku,
ktery obsahuje alelu s nukleotidem C; kiivka, ktera je niz, patii vzorku, ktery obsahuje alelu
snukleotidem T (ovéfeno sekvenovanim, vliv degenerace primert byl experimentalné vyloucen);
¢) detekce dvou homozygotnich genotypt jabloné nesoucich pouze senzitivni alely pro lokus
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rezistence Rvi2 — na vysledném grafu je mozné vidét dvé rizné vysky fluorescencnich kiivek
pro senzitivni alelu, to je zpisobeno tim, ze v sekvenci sondy se nachazi i nediagnosticky SNP,
ktery je feSen degenerovanym nukleotidem (viz. tabulka 2 — nukleotid Y odpovida T nebo C)
a varianty sondy maji mirné€ odliSnou teplotu tani (Tm). Kf¥ivka, ktera je vys, patii vzorku, ktery
obsahuje jednu alelu s nukleotidem T a jednu alelu s nukleotidem C a ktivka, ktera je niz, patii
vzorku, ktery obsahuje dv¢ alely s nukleotidem T, vzorek, ktery by nesl obé¢ alely s nukleotidem
C, nebyl zaznamenan, ale da se pfedpokladat, ze by tento genotyp vytvoril jeste tfeti, nejvyse
polozenou kitivku; d) detekce homozygotniho genotypu jabloné nesouciho pouze rezistentni
alely pro lokus rezistence Rvi2.
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Obrazek 7. Ptiklad analyzy genu rezistence Rvi4 metodou alelické diskriminace pomoci PCR

v realném Case. Kiivky bez krouzki — 6-FAM fluorescence (sonda pro senzitivni alelu); kiivky

s krouzky — HEX fluorescence (sonda pro rezistentni alelu). a) Vysledek alelické diskriminace

pro soubor testovanych vzorki; b) detekce heterozygota nesouciho rezistentni i senzitivni alelu

pro lokus rezistence Rvi4 u vybraného genotypu jablong; ¢) detekce homozygota nesouciho dvé

senzitivni alely pro lokus rezistence Rvi4 u vybraného genotypu jabloné a d) detekce homozygota

nesouciho dvé rezistentni alely pro lokus rezistence Rvi4 u vybraného genotypu jabloné.
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Obrazek 8. Piiklady oc¢ekavanych vystupt alelické diskriminace diagnostického SNP R156
pro lokus Rvi6. Kiivky bez tecek — 6-FAM fluorescence (sonda pro senzitivni alelu); kiivky
s teckami — HEX fluorescence (sonda pro rezistentni alelu). a) Vysledek alelické diskriminace
pro soubor testovanych vzorkid; b) detekce heterozygotniho genotypu jabloné nesouciho

rezistentni i1 senzitivni alelu pro lokus rezistence Rvi6; c) detekce homozygotniho genotypu

jablon¢ nesouciho pouze senzitivni alely pro lokus rezistence Rvi6; d) detekce homozygotniho

genotypu jabloné nesouciho pouze rezistentni alely pro lokus rezistence Rvi6.
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3.4 Detekce markeru rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 metodou SNaPshot

Metoda SNaPshot vyuzivana v SNP genotypovani probiha jako multiplexni reakce,
ve které je mozné sledovat vice SNP markert najednou. Pro kazdy sledovany SNP je
navrzen specificky detekéni primer. Tyto primery maji na 3" konci sekvenci bezprostiedné
predchazejici diagnostickému SNP markeru, takze je ve SNaPShot reakci tento primer
prodlouzen pravé o nukleotid diagnostického SNP. Na 5 konci primeru mtize byt pfipojena
nekomplementarni extenze. Diky této extenzi je mozné primer prodlouzit na pozadovanou
délku tak, aby bylo mozné fragmenty pro rizné SNP rozliSit na zakladé jejich délky
jako pfi fragmentacni analyze. V reakéni smési jsou pritomny jen dideoxyribonukleotidy
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), pficemz kazdy je oznacen jinou fluorescencni barvou.
Zaclenénim takto zna¢eného ddNTP za primer je polymerizace ukoncena. Ziskana smés
fragmentd prodlouzenych piesné o jeden fluorescenéné znaceny ddNTP, ktery odpovida
prislusnému SNP, je nasledné separovana pomoci kapilarni elektroforézy v genetickém

analyzatoru, kde je detegovana fluorescence a délka jednotlivych fragmentt.

SNaPshot analyza se sklada z né€kolika dil¢ich kroku, a to PCR amplifikace,
purifikace PCR produktt, vlastni SNaPshot reakce, purifikace produktt SNaPshot reakce
a vysledné analyzy na genetickém analyzatoru. Pro PCR amplifikaci pfislusné oblasti
obsahujici detekéni SNP pro jednotlivé geny rezistence byly pouzity stejné primery
jako v pfipadé metody alelické diskriminace pomoci real-time PCR (viz. tabulka 2 —
F a R-primery). Dale byly na zakladé provedeného porovnani sekvenci v programu

Geneious Prime navrzeny specifické primery pro metodu SNaPshot (tabulka 4).

Pro SNP W242 markerujici lokus Rvi2 byly navrzeny dva primery, a to z toho
davodu, ze v této oblasti je vice jednonukleotidovych polymorfismt a bylo potieba
obsahnout vsechny alely. Tyto primery byly navrzeny na vyslednou délku 30 nukleo-
tidd. Primer pro SNP K145 markerujici lokus Rvi4 byl navrzen na vyslednou délku
36 nukleotidi a primer pro SNP R156 markerujici lokus Rvi6 (konkrétné lokus M8&S)

byl navrzen na vyslednou délku 42 nukleotida.
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Tabulka 4. Specifické detekéni primery navrzené pro detekci SNP markeru genti rezistence
Rvi2, Rvi4 a Rvi6 metodu SNaPshot. Y v sekvencich znamena nukleotid C nebo T.

Amplifikovany

R156

fragment Primer Extenze na 5'- konci
FBsnRvi2-7 5'-ATCATTTATYTAATTTGGCCAAATAATAAA-3" | Bez extenze

SNP W242 5"-ATCATTTATCTAATTTGGCCAGATAATAAA-3" | Bez extenze
FBsnRvi4-1 5-ATGTTACAYCTGCATCTAAACACT-3" Ccccecececececececece
SNP K145

Rvi6 M8S SNP| 5'-TGAGTAATYTGGAACTATATGAAATAATAA-3" | CCCCCCCCCCCC

Vzorky DNA (byly vyuzity stejné vzorky jako v pfipadé sekvenovani nebo alelické

diskriminace) byly pted amplifikaci genomového useku s pozadovanym SNP nafedény

na koncentraci 10 ng/ul. Amplifika¢ni reakce o vysledném objemu 20 pl byla pfipravena

smichanim 1 pl premixu primert pfipraveného podle tabulky 5, 10 pl qPCR 2% Blue

Master Mix a 8 ul PCR vody a do kazdé reakce byl jako vstupni material pro provedeni

PCR amplifikace pfidan 1 pl fedéné DNA. Amplifikace fragmentl probihala v cykleru

C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim profilem: uvodni denaturace 94 °C/5 minut;
amplifikace ve 40 cyklech: 94 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/30 s; zavérecna extenze

72 °C/5 minut.

Tabulka 5. Rozpis pro premix primerti na 100 PCR reakci.

Premix primert Objem (pl)
Rvi6_MSS primer-F (100puM) 7
Rvi6_MS8 primer-R (100uM) 7

Rvi4_FB primer-F (100uM) 3

Rvi4_FB primer-R (100puM) 3

Rvi2-FB7 primer-F (100uM) 10
Rvi2-FB7 primer-R (100puM) 10

Voda 60

Celkem 100
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Amplifikované fragmenty byly purifikovany, aby byly odstranény komponenty
PCR (predevsim nevyuzité primery a dNTP) v nasledné extenzi specifickych detekénich
primert navrzenych pro SNaPshot. Purifikace byla provadéna pomoci ExoSAP-IT™
PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) tak, ze k 5 ul PCR produktu
byly pfidany 2 pl ExoSAP-IT™. Takto pfipravend smes se v termocykleru nechala
4 minuty inkubovat pfi 37 °C a poté 1 minutu pii 80 °C (inaktivace enzymu). Purifikované
amplifikované fragmenty byly ndsledné pouzity jako templat pro SNaPshot reakci, ktera
byla pfipravena podle tabulky 6.

Tabulka 6. Rozpis pfidavanych reagencii pro SNaPshot reakci o celkovém objemu 10 pl.

SNaPshot reakce Objem (ul)

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Thermo | 5
Fisher Scientific)

SNaPshot detekéni primer Rvi2 ROL (2uM) 0,5
SNaPshot detek¢ni primer Rvi2 R02 (2uM) 0,5
SNaPshot detekéni primer Rvi4 (1uM) 0,5
SNaPshot detekéni primer Rvi6 (SpM) 0,5
Voda 2

Templat po piecisténi pomoci ExoSAP-IT™ 1

Celkem 10

Reakce probihala v termocykleru C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim profilem:
amplifikace v 10 cyklech: 96 °C/10 s, 50 °C/5 s, 60 °C/30 s. Po dokonceni reakce bylo
potieba opét purifikovat amplifikované fragmenty z divodu odstranéni nevyuzitych
primert a ddNTP. Do kazdé zkumavky, ve které bylo 10 pl SNaPshot produktu, byl pfidan
1 ul enzymu SAP (Thermo Fisher Scientific). Takto pfipravena smés byla v termocykleru
inkubovana 1 hodinu pti 37 °C a poté 15 minut pii 75 °C. Nasledné byly vzorky ptipraveny
pro analyzu pomoci genetického analyzatoru tak, ze byl nejdfive pfipraven mix 9 pl
Hi-Di formamidu a 0,2 pl velikostniho standardu GeneScan 120 LIZ dye (oboji Thermo
Fisher Scientific) a k nému byl pfidan vzdy 1 pl analyzovaného vzorku. Pfipravené
vzorky byly pfed samotnou analyzou denaturovany 5 minut pii 95 °C v termocykleru,
SNaPshot analyza byla provadéna na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 (Thermo
Fisher Scientific).
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Vysledek SNaPshot analyzy byl vyhodnocen pomoci softwaru GeneMapper v5.0
(Thermo Fisher Scientific). Vysledkem je elektroforeogram obsahujici vrcholy v barvé
konkrétniho nukleotidu v mist¢ SNP a zaroven jsou tyto vrcholy rozdéleny na zakladé
délky. Vysledky SNaPshot analyzy jsou zndzornény na obrazku 9. Ve vsech ptipadech
doslo k posunu v délce ne¢kolika nukleotidti oproti pfedpokladané pozici (ptivodni délka
pro fragment obsahujici SNP W242 byla 31 nukleotidi, pro fragment obsahujici SNP
K146 byla 37 nukleotidli a pro fragment obsahujici SNP R156 byla 43 nukleotidi),
nesoulad mezi skuteCnou délkou fragmentu a délkou fragmentu pozorovanou pfi
fragmentacni analyze je vSak bézné popisovany jev. Tento posun muze byt zpisoben
pouzitim jak fluorescen¢ni znacky, kterd ma vliv na mobilitu ziskaného produktu,
tak sekvenci analyzovaného oligonukleotidu. Posun z téchto divoda je na Obrazku 9
patrny i u analyz SNP pro Rvi2 a Rvi6, kde se jednotlivé alely nezobrazuji presné pod
sebou (jako v pfipadé Rvi4), ale s posunem cca 1 nukleotidu. K celkovému posunu
i 0 nékolik nukleotidl oproti predpokladu také ¢asto dochazi u kratsich oligonukleotida.
Vliv na vyslednou pozici genotypizovaného SNP muze také mit polymer pouzity pfi
praci na genetickém analyzatoru (Goodwin et Alimat, 2017). V uvedeném ptikladu
byla analyza provadéna v polymeru POP7 (Thermo Fisher Scientific) a na kapilarach
o délce 50cm. I pres tyto posuny by vsak mély byt jednotlivé SNP v pfipadé multiplexni
reakce dobfe velikostné rozlisitelné, spravné prifazeni jednotlivych vrchold bylo ovéfeno
SNaPShot analyzou probihajici pouze s jednim typem primert pro SNaPShot. U analyzy
Rvi4 je mozné pozorovat, ze alela G ma oproti ostatnim vrchollim pomérn¢ nizky signal.
Je to pravdépodobné dano sekvenci daného lokusu a nizkou prioritou inkorporace G
za prislusny primer, pfipadné sekvencni odliSnosti v misté nasedani vSech tii primerd pro

analyzu Rvi4 byly vylouceny.
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Obrizek 9. Piiklady vysledkii SNaPshot analyzy. Cerna barva oznaduje nukleotid G, Eervena
barva predstavuje nukleotid A a zelend barva patii nukleotidu T. Oranzové vrcholky reprezentuji
velikostni marker. Fialové ramecky vymezuji oblast pro jednotlivé SNP Rvi2, Rvi4 a Rvi6.
a) Senzitivni jedinec ve vSech tfech lokusech s genotypem T/T pro SNP W242 (Rvi2), G/G
pro SNP K146 (Rvi4) a G/G pro SNP R156 (Rvi6); b) jedinec, ktery je v lokusech Rvi2 a Rvi4
senzitivni a v lokusu Rvi6 rezistentni s genotypem T/T pro SNP W242 (Rvi2), G/G pro SNP
K146 (Rvi4) a A/A pro SNP R156 (Rvi6); c) jedinec, ktery je v lokusech Rvi2 a Rvi4 rezistentni
a v lokusu Rvi6 senzitivni s genotypem A/T pro SNP W242 (Rvi2), T/G pro SNP K146 (Rvi4)
a G/G pro SNP R156 (Rvi6); d) rezistentni jedinec ve vSech tfech lokusech s genotypem A/T pro
SNP W242 (Rvi2), T/G pro SNP K146 (Rvi4) a A/G pro SNP R156 (Rvi6).
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4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pro analyzu genu rezistence k V. inaequalis se v dnes$ni dob& vyuziva detekce
markerd typu SCAR, SSR ¢i SNP. Metody vyuzivané k detekcei téchto markert jsou vSak
v soucasnosti bud’ finanéné narocné, nebo nejsou vhodné pro analyzu velkého mnozstvi
vzorkd, které je potieba zanalyzovat pfi selekci jabloni, a to zejména z divodu pracnosti
a casove narocnosti. V této metodice jsou proto piedstaveny metody detekce validovanych
SNP markert pro geny rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6, ato sekvenovani, alelicka diskriminace
pomoci real-time PCR a SNaPshot. Zatimco sekvenovani je vyuzivano zejména pro
ovétovani a navrh zbylych metod, alelickd diskriminace predstavuje velmi rychlou
detekci SNP markert pro geny rezistence k V. inaequalis. SNaPshot umoziuje analyzu
vice SNP markert najednou v jedné reakci a v budoucnu mize byt tento systém jesté
rozsiten o dalsi slechtitelsky zajimavé SNP markery. Popsané metody zajist'uji pfesnou
charakterizaci gent rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 u jabloni a jsou vhodné k vyuziti pfi
MAS vyuzivané v §lechtitelskych procesech.

5 POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika je uréena predevsim Slechtitelim jabloni, ktefi vyuzivaji molekularné-
-genetické metody v procesu slechténi, protoZe ty jsou v soucasnosti nejucinnéjsi metodou
charakterizace jednotlivych genotypt. Jejich velkym pfinosem je moznost uplatnéni
v ranych fazich vyvoje rostlin, kdy je mozné vyselektovat genotypy perspektivné odolné
k V. inaequalis jiz po nékolika tydnech ristu. Nezastupitelnou roli hraje molekularnimi
MAS zejména pfi pyrimidizaci genti rezistence. Pomoci genetickych analyz je mozné
analyzovat kumulaci nékolika genl rezistence k V. inaequalis v jednom genotypu,
coz u fenotypového pozorovani projevi po infekci patogenem je jen velmi obtizné
proveditelné, proto je tato metodika i€innym nastrojem pro zefektivneéni slechtitelského
procesu. Dalsi vyhodou MAS oproti testovani rostlin inokulaci je moznost zjisténi
homozygotniho/heterozygotniho vyskytu jednotlivych alel rezistence. Metodika mize
byt zajimava i pro vyzkumné laboratofe, které nabidnou vyvinuté metody $lechtitelim
formou sluzby, nebo pro vyzkumné tstavy ¢i univerzity, které se zabyvaji kromé Slechténi

jabloni i dal$i analyzou geni rezistence v jablonich.
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6 EKONOMICKE ASPEKTY

Vyuziti molekularné-genetickych markert rezistence k V. inaequalis vede k presné
charakterizaci genovych zdroju rezistence jabloni, coz pfispiva ke zvyseni efektivnosti
Slechtitelského procesu. Zvlasté u MAS, kde jsou genotypy, které nenesou pozadovany
znak, vylouceny jiz ve stadiu semenacku, dochazi k isporam prostoru, ktery je potieba pro
péstovani vzorkd, isporam casu a jinych prostiedku, které jsou potfeba na obhospodarovani
danych stromkd, a tedy k usporam také finan¢nim. Uvadi se, ze je MAS u jabloni nakladové
efektivni, pokud je béhem selekce ve skleniku eliminovano alespon 11,93 % semenack
(parametry analyzy viz Wannemuehler et al., 2019), pfi dominantnim typu dédi¢nosti
genu rezistence uvedenych v této metodice tak staci selektovat pti MAS na piitomnost
jednoho markeru. Teoreticky pii kiizeni senzitivni odridy s rezistentni odriidou s 1 alelou
rezistence bude mozné odstranit jiz ve skleniku 50 % potomstva bez pozadovaného znaku.
V pripadé pyramidizace vice gent rezistence bude procento eliminovaného materialu
jesteé vyssi. Odstranénim neperspektivnich hybrida tak dochazi k vyraznému zefektivnéni
Slechtitelského procesu. Dalsim piinosem je moznost identifikace §lechtitelsky velmi
cennych genotypu se dvéma rezistentnimi alelami téhoz genu, které v dal$im kiizeni
budou poskytovat 100 % rezistentniho potomstva. Pii pouziti téchto rezistentl v kiizeni

pak MAS nebude nutné provadét, coz ptinese dalsi ekonomické tispory.

Tato metodika uvadi né€kolik rznych metod pro detekci gent rezistence ke
strupovitosti, které jsou aplikovatelné v molekularné genetické laboratofi vybavené bud’
PCR cyklerem pro analyzu v realném Case, nebo kapilarnim genetickym analyzatorem.
Alespoii jeden z pfistroju je jiz v dne$ni dobé pomérné standardnim vybavenim téchto

laboratofi, popiipad¢ lze provedeni téchto analyz zadat komer¢nim firmam.

Byla stanovena cena genotypizace jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek, a to
pro reagencie, které jsou vyuzivané v popsané metodice. Ceny zahrnuji pouze naklady
nezbytné pro pofizeni vSech reagencii bez DPH, nezahrnuji spotiebni material, rezijni
naklady ani samotnou praci zaméstnance laboratofe. Finanéné vyrazné nejvyhodnéjsi
metodou pro genotypizaci jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek je alelicka
diskriminace, kde se cena analyzy pohybuje na hodnoté cca 60 K¢, nasleduje metoda
SNaPshot s cenou pod 500 K¢ a nakonec sekvenovani s cenou piiblizné 650 K¢ (vy¢isleno
pro reagencie popsané v metodice). Alelicka diskriminace se tedy z finanéniho hlediska
jevi jako nejvhodnéjsi metoda pro genotypizaci, avsak metodu SNaPshot je jako jedinou
z vyse uvedenych mozné mnohonasobné multiplexovat, vyrobcem kitu je uvedeno, zZe je

mozné sledovat az 10 SNP najednou. V piipadg, ze v procesu Slechténi je sledovano vicero
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znak, je tato metoda urcité také dobie uplatnitelnd, nebot’ bude rychlejsi nez postupna
analyza nékolika alelickych diskriminaci. Analyzou nékolika markerd v jedné reakci
se zaroven snizi naroky na vyuziti PCR cykleru pro analyzu v redlném case. Taktéz
vysledky analyz vSech markerti jsou pro jeden vzorek pii pouziti SNaPshot dostupné
najednou, odpada jejich slucovani z n€kolika analyz alelickou diskriminaci, kdy mize
dojit k chyb¢. Sekvenovani je z finan¢niho hlediska vyuzitelné spisSe pro védecké ucely

a neni vhodné pro rutinné provadénou selekci pomoci molekularnich markert.

Zavedeni metodiky do laboratorni praxe pak mize vést k vynosim z detekce
gend rezistence provadeéné na zakazku, které by se odvijely podle aktualniho zdjmu ze
strany zakaznikt. Uzivatelé by mohli eventualné vyuzivat predpfipravené sady primert
pro detekci gent rezistence poskytované za Uplatu. Predpokladand cena za ovéfenou
predmichanou sadu primerti a sond véetné kontrolnich DNA pro jednotlivé markery
rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 vystacujici pro analyzu 100 vzorktt DNA by se mohla
pohybovat kolem 7000 K¢.

Tato metodika ma slouzit ke zjednoduseni §lechténi odrid jabloné odolnych vici
strupovitosti, dal§im ekonomickym piinosem je tak nizsi spotieba pesticidii potiebnych
k obhospodatovani sadu s t€émito odriidami. Diky tomu dochazi i ke snizeni ekologické
zatéze pro zivotni prostiedi a klesa riziko vyskytu zdravi skodlivych rezidui pesticidi

v potravnim fetézci se vSemi dusledky pro zdravotnicky systém.
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9 PRILOHY

Piiloha 1. Seznam analyzovanych odriid a potvrzeni jejich nachylnosti, ptipadné
rezistence podle pritomnosti jednotlivych gent rezistence. Pro kazdy gen rezistence je
v prvnim sloupci zaznamenan vyskyt nukleotidu pro dany SNP marker v obou alelach
zjistény pomoci sekvenovani a ve druhém sloupci je zaznamenan genotyp jednotlivych
odrid zjistény metodou alelické diskriminace pomoci real-time PCR (Sens — senzitivni
alela; Res — rezistentni alela). Vysledky obou metod jsou ve vzéjemné shod¢ a odpovidaji
dlouhodobé pozorovanym fenotypovym projeviim/tdajim v literatufe. Pro analyzu byly
vybrany pouze diploidni odriidy jabloné.

Rvi2 Rvi4 Rvi6
Odrida SNP | Genotyp SNP | Genotyp SNP | Genotyp
W242 | Rvi2 K146 | Rvi4 R156 | Rvi6
Akane /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Aneta T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Antonovka T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Ariane T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Ariwa T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Aurora T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Bananové zimni T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Baujade T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Baya Marisa T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Benet /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Best Ever T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Biogolden /T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G | Res/Sens
Blahovo Pozdekvété - - G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Blanik T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Britemac T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Burgundy T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
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Rvi2 Rvi4 Rvi6
Odrida SNP | Genotyp SNP | Genotyp SNP | Genotyp
W242 | Rvi2 K146 | Rvi4 R156 | Rvi6

Cactus T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Cameo Caudle T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Camuzat T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens - -
Cardinal T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Carola /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Clear Heart T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Clivia T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Cox Orange Pippin T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Crimson Gold /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Cesky Granat T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Cistecké Lahtidkové | T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Dakota T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Dark Topaz T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Delor T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Democrat /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Diadém T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Diamant T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Discovery /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Dukat /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Elstar T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Empire /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Fantasie T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Fiesta T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Flordika T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Florina T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
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Rvi2 Rvi4 Rvi6

Odrida SNP | Genotyp SNP | Genotyp SNP | Genotyp
W242 | Rvi2 K146 | Rvi4 R156 | Rvi6
Gala Schniga T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Gloster T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Gold Bohemia T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Golida T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Granny Smith - - G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Heliodar T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Idared T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
James Grieve T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Jerseymac /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Jolana T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens | A/G | Res/Sens
Juno T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Karmina T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Katka T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens

Krasokvét Kitajka T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens

Krasokvét zluty T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Liberty T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Limburské T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Lipno T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G | Res/Sens
Lobo /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Lord Lambourne /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Lotos /T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Luna T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Megumi T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Melodie T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Melrose T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
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Rvi2 Rvi4 Rvi6
Odrida SNP | Genotyp SNP | Genotyp SNP | Genotyp
W242 | Rvi2 K146 | Rvi4 R156 | Rvi6
Meteor T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Nikoleta T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Ontario T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Otawa 341 T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Petra /T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Pinova T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Prima T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Primadela T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Priscilla T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Produkta T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Rajka T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens | A/G | Res/Sens
Realka A/T Res/Sens T/G Res/Sens G/G Sens/Sens
Reanda T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Red Cap T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Red Topaz T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Red van Buren T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Regia AT Res/Sens T/G Res/Sens G/G Sens/Sens
Reglindis /T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G | Res/Sens
Resista /T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Retina T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Rewena T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Rome Beauty T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Rosana T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Rozela T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Rubin T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
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Rvi2 Rvi4 Rvi6
Odrida SNP | Genotyp SNP | Genotyp SNP | Genotyp
W242 | Rvi2 K146 | Rvi4 R156 | Rvi6
Shalimar T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Sirius T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Slendera T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Sonet T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Spalord T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Starkresa T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens A/G Res/Sens
Starkrimson T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Sungold T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Sampion /T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Tabor T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens | A/G | Res/Sens
Vltava T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Wealthy T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Wolfriver T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Wondernot T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Yarlington T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Zabergau T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Zarja Altau T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Zita T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Zuzana T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
Zvonkové T/T Sens/Sens G/G Sens/Sens G/G Sens/Sens
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Priloha 2. Projevy infekce patogenem Venturia inaequalis.

Plod a listy napadené patogenem V. inaequalis.




Silné napadeni plodu patogenem V. inaequalis.

Prvni symptomy napadeni patogenem V. inaequalis po primarnich infekcich na listech
stromt ve vysadbe.
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Listy semenacku napadené patogenem V. inaeqalis po umélé infekci znaci vysokou nachylnost.
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