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Sada primeri a sond pro stanoveni alel markeru rezistence Rvi2 u jabloné domaci (Malus x
domestica Borkh.)

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primerti a sond vyvinutych pro detekci rezistence typu Rvi2 jabloné domaci
(Malus * domestica Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter. Konkrétné tato
sada umoznuje souCasnou detekci senzitivni alely i1 rezistentni alely pomoci markeru typu
jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) W242, ktery je v tésné vazbé s lokusem rezistence
Rvi2. Navrzena sada primerti a sond je vhodna pro molekularnimi markery asistovanou selekci
jabloné s potencialni rezistenci ke strupovitosti metodou alelické diskriminace pomoci PCR
v realném case.

Dosavadni stav techniky

Jabloii domaci (Malus x domestica Borkh.) je celosvétove tfetim nejvice produkovanym ovocem
po bananech a vodnim melounu (Statista; statista.com) s produkei v roce 2019 pres 87 miliond tun.
Jablon¢ vsak trpi mnoha chorobami, které snizuji produkci komercné uplatnitelnych plodi. Mezi
nejcastejsi patii strupovitost, kterou zplisobuje houbovy patogen Venturia ineaqualis (Cooke) G.
Winter. Péstovani odrid citlivych vii¢i tomuto patogenu mize vyzadovat i 20-30 postiika
produk¢nich sadt fungicidnimi prostfedky rocné (Manktelow et al. 1996), coz piinasi péstitelim
vysoké financni naklady. Pouziti fungicidii se negativn¢ projevuje na zivotnim prostiedi, navic
mohou tyto chemické latky, s obvykle negativnim dtsledkem na lidské zdravi, zistavat ve forme
rezidui v plodech urCenych pro konzumaci ¢i zpracovani. V pfirodé existuje fada jabloni
rezistentnich vi¢i V. inaequalis a jsou intenzivné pouzivany pro Slechténi odrid rezistentnich vici
tomuto patogenu, jelikoz kombinace pouziti rezistentnich nebo odolnych odrid jabloni
s technologickymi opatfenimi v sadech umoznuje velmi vyznamné snizeni spotieby fungicida
k regulaci tohoto patogenu.

V poslednich dvou dekadach bylo popsano vice nez 20 riiznych lokust rezistence vuci
V. ineaqualis (tzv. lokusy Rvi, pro pichled viz Bus et al. 2011; Soriano et al. 2014; Patocchi et al.,
2020), i kdyz samotné pri¢inné geny rezistence nebyly obvykle identifikovany. Tyto lokusy
rezistence jsou pro Slechténi k dispozici v riznych podobach - od planych jabloni, ze kterych tyto
lokusy casto pochazeji, az po jiz komerén€ uspé$né rezistentni odridy, které vznikly
n¢kolikanasobnym kiiZzenim potomki rezistentni plané jabloné s komercné uspésnymi odridami.
Tyto lokusy rezistence jsou vsak s riiznou frekvenci ptekonavany urcitymi rasami V. ineaqualis
(Bus et al. 2011; Caffier et al. 2015; Peil et al. 2018; Patocchi et al., 2020). Z desetiletého
celosvétového hodnoceni genotypti nesoucich jednotlivé lokusy rezistence provadéného
v geograficky odlisnych oblastech s rozdilnym infek¢nim tlakem (www.vinquest.ch) je ziejmé, ze
se populace patogenu V. inaequalis geograficky vyznamné 1isi a piekonavaji jednotlivé lokusy
rezistence s riznou cetnosti. Mezi nejvyhodnéjsi lokusy rezistence, které¢ nebyly prekonany nebo
byly piekonavany pouze vzacné, patii Rvi5, Rvill, Rvil2, Rvil4 a Rvil5. Lokusy, které byly
ptekonavany s vyssi frekvenci (Rvi2, Rvi4, Rvi6, Rvi7, Rvi9 a Rvil3), je jiZz nyni mozné pouzit
k dosazeni trvalé rezistence pouze v kombinaci, idedln€¢ s lokusy piekondvanymi pouze velmi
ziidka nebo dosud nepiekonanymi. Naopak ze §lechtitelského hlediska se jako v podstaté bezcenné
jevily velmi Casto prekonavané lokusy rezistence Rvil, Rvi3, Rvi8, poptipadé Rvil( (Patocchi et
al., 2020). Populace V. inaequalis se vSak neustéle vyviji a frekvence prekonani urcitého lokusu
rezistence se muze béhem velmi kratké doby zménit. Proto je strategie Slechténi
jabloni rezistentnich vici strupovitosti zaméfena na tzv. pyramidizaci (kumulaci) lokust
rezistence, kdy je rezistence dana dvéma nebo vice riznymi lokusy. Mezi nejcastéji pouzivané
lokusy rezistence vuci V. inaequalis s nejvice rozpracovanym kvalitnim $lechtitelskym materidlem
patii Rvi6 s mnoha registrovanymi odriidami, po ném nasleduji Rvi2, Rvi4, Rvi5, Rvill, Rvil2,
Rvil3 a Rvil5, n¢které z nich se jiz vyskytuji v registrovanych odridach (Berra et al., 2017).
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Pivodné byla rezistence vici strupovitosti testovana inokulaci patogenu na rostlinu a sledovanim
ptiznaki infekce. Tento test vSak nebyl zcela spolehlivy a neumozioval stanovit ani typ lokusu
rezistence, ani homozygotni ¢i heterozygotni vyskyt pfislusné rezistentni alely, coz je velmi
dalezity parametr z hlediska dalsiho Slechténi. V dne$ni dob¢ a pfi snaze o pyramidizaci n¢kolika
lokusii Rvi v jednom genotypu je navic tento test témet bezcenny, protoze na trovni fenotypu je
velmi problematické rozpoznat, zda ke kumulaci skute¢né doslo. Pro testovani by bylo nutné pouzit
vice izolati tohoto patogenu schopnych pfekonat pouze jednotlivé pouzité Rvi lokusy, i tyto izolaty
vSak mohou byt geneticky nestabilni a prolomit rezistenci. Toto testovani je navic pracné a ¢asove
narocné.

Pro prtikaz ptenosu lokusu rezistence vici V. inaequalis jsou proto v soucasnosti vyvijeny mnohem
prikaznéjsi a informativnéjsi molekuldrné genetické markery, které by umoznily jednoduchou
a spolehlivou selekci rezistentnich jabloni (marker assisted selection, MAS). Diky pouziti MAS je
mozné odstranit neperspektivni hybridni potomstvo jiz béhem nékolika tydnt ¢i mésicii po vyseti.
Prvni publikace tykajici se molekularnich markert lokusii Rvi byly zvefejnény jiz na konci
minulého tisicileti, vétSinou se jednalo o rizn¢ spolehlivé markery typu SCAR a SSR (napf.
Tartarini et al. 1999, Vinatzer et al. 2004 a dalsi). V nasledujicich letech byly publikovany
spolehlivéjsi markery typu jednonukleotidovych polymorfizmt (SNP), které jsou vyhodnéjsi pro
MAS z diivodu snazsi analyzovatelnosti vice markerti v jediné reakci.

SNP markery byly publikovany i pro lokus rezistence Rvi2 pochézejici ptivodné z ruského
semenace oznacovaného R12740-7A (Bus et al., 2005). V dnesni dobé jsou jako donor této
rezistence vyuzivany hybrid TSR34T15, poptipadé jiz uznané odridy Realka, Reka ¢i Regia.
Prestoze ani zde nebyl pfic¢inny gen identifikovan, bylo pro detekci lokusu Rvi2 navrzeno hned
nekolik SNP markerd, napt. W242 z amplikonu ozna¢ovaného FBsnRvi2-7 a R243 z amplikonu
FBsnRvi2-8 (Jansch et al. 2015), poptipadé FBsnRvi2-1 M417 a FBsnRvi2-4 R590
(Baumgartner et al. 2016). Pouze marker W242 z amplikonu ozna¢ovaného FBsnRvi2-7 byl v§ak
nezavisle validovan jako dostatecné predikujici rezistentni alelu lokusu Rvi2 (p <0,00001) (Chagné
et al., 2019, zde oznaCovan také jako AHIISIL). Pro tento marker dosud nebyly publikovany
jednoduché, rychlé a levné detekéni metody pro vyuziti pro MAS, které by umoziovaly analyzu
casto velmi pocetného potomstva kiiZeni jabloni s Rvi2 lokusem. V Jénsch et al. 2015, kde byl
tento SNP marker identifikovan, byl v tomto pfipadé amplifikovan a sekvenovan usek o délce cca
750 bp. Sekvenovani je vSak pracné a finanéné naro¢né, z téchto diivodii ho neni vhodné pouzivat
pro analyzu mnoha vzorkt. Pfi validaci tohoto markeru Chagné et al. (2019) pouzili technologii
OpenArray®, jelikoz soucasné analyzovali a validovali 128 riznych SNP. Tato technologie je
pfedevs§im vhodna pro analyzu vétsiho poctu SNP a pro védecké ucely, nikoliv pro rutinni testovani
semenackt pti MAS. Dale jsou pro jablon¢ komercné dostupné Cipy pro analyzu 20 000 riiznych
SNP
(https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/product _informa
tion_sheets/infinium-arrays-summaryagrigenomics-1370-2015-008.pdf), jejichz cena se postupné
snizuje, avsak tyto Cipy jsou z divodu ceny a naroc¢nosti na vybaveni a vyhodnocovéani vhodné
zejména pro celogenomové genotypovani.

Z4dna z dosavadnich publikaci tedy nepopisuje jednoduchy systém, ktery by byl vhodny pro
rychlou analyzu SNP markeru W242 asociovaného s lokusem rezistence Rvi2 u mnoha set €i tisict
vzorkl, ktery by byl vyuzitelny v bézné slechtitelské praxi pro ovéfovani pritomnosti jednotlivych
alel lokusu Rvi2. Proto byla pro jejich detekci vyvinuta nize uvedena metoda, kterou lze pouzit
v kazdé laboratofi vybavené v dnesni dobé béznymi laboratornimi pfistroji.

Zavedeni molekularnich metod detekce lokusti Rvi do Slechténi vysoce zefektiviluje a v podstaté
jako jediné iumoznuje tvorbu novych, prokazatelné rezistentnich odrid jabloni, zejména
obsahujicich vice lokust Rvi. Vybér rezistentnich semenacti jabloné a odstranéni neperspektivniho
potomstva ki¥izeni jiz b€hem prvnich mésict zivota rostlin pfinasi pfi Slechténi novych odrad
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zna¢né finan¢ni, personalni, ¢asové a prostorové uspory. Je tedy vhodné ho rutinné provadét pii
kazdém kiiZeni jabloni s pfisluSnym lokusem rezistence.

Podstata technického feSeni

Nedostupnost jednoduché metody bézn¢ pouzitelné v kazdé laboratoti molekularni biologie, diky
které by bylo mozné spolehlivé otestovat velké mnozstvi vzorkt, fesi sada primerii a sond pro
soucasnou PCR detekci SNP markeru W242 rozliSujiciho senzitivni a rezistentni alelu lokusu
rezistence Rvi2 jablon¢ domaci (Malus % domestica Borkh.) podle technického feSeni, jehoz
podstata spociva v tom, Ze obsahuje primery a znacené LNA hybridizacni sondy, jejichz sekvence
jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: TTH+TTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3)

Sonda 2: TT+TTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4),

kde dle nazvoslovi IUPAC zastupuje Y v sekvenci primeru nukleotidy C a T a K zastupuje
nukleotidy G a T; kde + pfed nukleotidem v sekvenci sond oznacuje tzv. uzamcenou bazi, tj. bazi
obsahujici methylenovy miistek mezi 2” kyslikem a 4" uhlikem pent6zového kruhu, a kde jsou
hybridiza¢ni sondy vhodné oznaceny pro soucasnou detekci jednotlivych alel v pribéhu PCR
reakce. Pro PCR detekci senzitivni alely SNP markeru lokusu rezistence Rvi2 obsahuje sada
primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: TTH+TTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3)

a pro PCR detekci rezistentni alely SNP markeru lokusu rezistence Rvi2 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 2: TT+TTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4).

Navrzené primery a sondy se nachéazeji v oblasti FBsnRvi2-7 (Jdnsch et al. 2015). Pomoci vyse
uvedenych primerl a hybridiza¢nich sond je mozné v uvedené oblasti detekovat validovany
diagnosticky SNP marker nazvany W242 (A/T) (Jansch et al. 2015 — identifikace; Chagné et al.
2019 — validace), ktery je v tésné vazb¢ s genem rezistence Rvi2, a na zaklad¢ této jednobodoveé
mutace odliSit senzitivni a rezistentni alelu. Nukleotid T v pozici 7 sondy 1 je urCujici pro senzitivni
alelu a nukleotid A v téZe pozici sondy 2 je urcujici pro rezistentni alelu (viz Obr. 1). Vzhledem
k tésné vazbé mezi Rvi2 a W242 mohou byt v této piihlasce terminy ,,senzitivni a rezistentni alela
(SNP) markeru lokusu rezistence Rvi2*“ a ,,senzitivni a rezistentni alela lokusu rezistence Rvi2*
pouzivany jako synonyma, SNP markerem lokusu rezistence Rvi2 je v celé prihlasce minén SNP
W242 7z Jansch ef al. 2015, pokud neni konkrétn€ uvedeno jinak.
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NavrZzena kombinace primerd pro amplifikaci markeru lokusu rezistence Rvi2 je vhodna pro
souCasnou analyzu vySe uvedenych alel u jabloné¢ domaci (Malus x domestica Borkh.). Ve
vyhodném provedeni technického feSeni jsou PCR amplikony obou pfislusnych alel detekovany
pomoci znacenych sond metodou alelické diskriminace pomoci PCR v redlném Case. Ve vyhodném
provedeni technického feSeni jsou hybridiza¢ni sondy pro detekci jednotlivych alel znaceny
fluorescencné, a jest¢ vyhodnéji pomoci odlisnych fluorofort pro jednotlivé alely, coz umoznuje
jejich soucasnou detekci v jedné PCR reakci.

Prvnim krokem pro stanoveni alel markeru lokusu rezistence Rvi2 jabloné domaci
(Malus * domestica Borkh.) je izolace genomové DNA, nésleduje PCR v realném Case s vyuzitim
sady primert a sond pro specifickou amplifikaci vySe uvedenych alel. Findlnim krokem je
vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych alel na zaklad¢ analyzy fluorescencniho signélu.

Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zddnym zptisobem
neomezuji rozsah této pfihlasky, kterd je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpasobu PCR, uvedenych primer( a sond, véetn¢€ zplisobu zvyseni jejich teploty tani modifikaci
chemické struktury a fluorescencniho znaceni, aby nedoslo ke sniZeni specificity PCR detekce
jednotlivych alel markeru lokusu rezistence Rvi2.

Objasnéni vykrest

Obr. 1: Sekvence amplifikovaného useku FBsnRvi2-7, ktery obsahuje SNP W242 marker pro lokus
rezistence Rvi2, a mista nasedani primert a sond na ni. Sedé vyznaéené sekvence reprezentuji mista
nasedani primerd, respektive sond s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 2 je v reverzni
orientaci). A) uvadi sekvenci z Malus x domestica genotypu Golden Delicious (pfistupové ¢islo
GenBank KM105013.1) a homozygotni senzitivni alelu SNP W242 markeru pro rezistenci Rvi2;
B) zachycuje sekvenci z Malus x domestica genotypu TSR34T15 (piistupové Cislo GenBank
KM105014.1) a kombinaci senzitivni a rezistentni alely SNP W242 markeru tohoto lokusu.
Prislusny SNP W242 polymorfizmus je oznacen tucné a podtrZzenim.

Obr. 2: Priklady analyzy metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném case. Kiivky bez
teCek — 6-FAM fluorescence (Sonda 1; SEQ ID NO. 3); kiivky s teCkami — HEX fluorescence
(Sonda 2; SEQ ID NO. 4). A) detekce heterozygota genotypu jabloné nesouciho rezistentni
1 senzitivni alelu pro lokus rezistence Rvi2; B) detekce homozygota genotypu jabloné nesouciho
pouze senzitivni alely pro lokus rezistence Rvi2; a C) detekce homozygota genotypu jabloné
nesouciho pouze rezistentni alely pro lokus rezistence Rvi2.

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primerti

Na zakladé znamé sekvence oblasti FBsnRvi2-7 (GeneBank, KM105013.1, respektive
KM105014.1) a mista vyskytu diagnostického SNP W242 pro detekci lokusu rezistence Rvi2
u jabloné byly pomoci softwari Vector NTI Advance (ThermoFisher Scientific) a Geneious Prime
(Biomatters Ltd.) navrhnuty sekvence jednotlivych primerti a sond. Nejprve byla provedena
analyza sekvenci cca 150 riznych rezistentnich a senzitivnich odrtd jabloné z diivodu identifikace
dalsich moznych polymorfizmu v této oblasti, které by mohly interferovat s vliastni PCR. Nasledn¢
byly vybrany co nejkonzervovanéjsi useky pro navrzeni primerd a sond, aby bylo minimalizovano
potencidlni snizeni ucinnosti celého systému. Jelikoz se jednd o velmi heterogenni oblast
jable¢ného genomu s pouze kratkymi tiseky vhodnymi pro navrzeni primera a sond, bylo nezbytné
pro reverzni primer vybrat sekvenci se dvéma degenerovanymi nukleotidy. Vzhledem
k analyzovanému markeru a okolni sekvenci bylo tfeba navrhnout velmi kratké sondy, u kterych
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bylo nezbytné zvysit teplotu tdni pomoci modifikace chemické struktury sondy. Byly zvoleny
sondy obsahujici tzv. uzamcené neboli LNA nukleotidy (z angl. Lock Nucleic Acid), kdy
modifikace kruhu pentézového sacharidu methylenovym mistkem zvySuje teplotu tani
sondy, a umoziiuje tak pouziti kratSich sond. LNA nukleotidy jsou v sekvenci oznaceny
znaménkem + pied uvedenim piislusné baze.

Pti navrhovani primerti a sond pro analyzu pomoci PCR v realném case byly zohlednény
nasledujici pozadavky: 1) co nejvysSi specificita primerti eliminujici necilené amplifikace
z ditvodu parcidlni duplikace genomu jabloné€; 2) obdobna teplota tani obou primerd a k tomu
pfimétena teplota tani sond; 3) eliminace tvorby dimerl mezi jednotlivymi komponentami
systému; 4) zcela diskriminujici sondy pro jednozna¢né odliSeni senzitivni a rezistentni alely.

Pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP W242 pro detekci lokusu
rezistence Rvi2 byly navrhnuty nasledujici primery a hybridiza¢ni sondy:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1) pro detekci obou alel,
Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2) pro detekci obou alel,

Sonda 1: TT+TTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3) pro detekci senzitivni alely,

Sonda 2: TT+TTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4) pro detekci rezistentni alely.
Nasedani primerd a sond je uvedeno na Obrazku 1.

Ptiklad 2: Detekce senzitivni alely a rezistentni alely SNP markeru W242 lokusu rezistence Rvi2
u jabloné domaci metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném Case

Pro detekci pfitomnosti senzitivni alely a rezistentni alely markeru W242 lokusu rezistence Rvi2
u rtiznych odriid jabloné¢ domaci byla z listii izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene
Plant SV mini (GeneAll Biotechnology dle navodu vyrobce). Pripravena DNA (2 ul) byla pouzita
jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi slozkami (uvedeny vysledné koncentrace):
1x qPCR Blue Master Mix (Top-Bio); 250nM Forward primer (SEQ ID NO. 1), 250nM Reverse
primer (SEQ ID NO. 2), 250nM Sonda 1 (SEQ ID NO. 3), 200nM Sonda 2 (SEQ ID NO. 4), reakce
byla doplnéna do 20 pl vodou. PCR amplifikace probihala v Rotor-Gene Q (Qiagen) real-time PCR
cykleru s nasledujicim teplotnim profilem: tvodni denaturace 94 °C/5S minut; amplifikace
v 50 cyklech: 50x (94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/30 s). Pro PCR detekci senzitivni alely markeru
lokusu rezistence Rvi2 u jabloné se v reakci pouzily nasledujici primery a sonda, jejichz sekvence
jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: TTHTTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3),

kde byla Sonda 1 fluorescenéné znacena fluoroforem 6-FAM, a pro PCR detekci rezistentni alely
markeru lokusu rezistence Rvi2 u jabloné se v reakci pouzily nasledujici primery a sonda, jejichz
sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 2: TTHTTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4),
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kde byla Sonda 2 fluorescen¢né znac¢ena fluoroforem HEX. Vysledky byly analyzovany dodanym
softwarem k tomuto zafizeni Rotor-Gene Q Series Software, typicky vystup je ukazan na
Obrazku 2.

Prumyslova vyuzitelnost

Navrzenou sadu primert a sond pro PCR detekci rezistence jabloné domaci (Malus % domestica
Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, konkrétné pro detekci piitomnosti
jednotlivych alel markeru W242 pro lokus rezistence Rvi2, je mozné pouzit pro molekularnimi
markery asistovanou selekci jabloni kiizenych pro rezistenci k strupovitosti, a to jiz ve stadiu
n¢kolikatydennich semenacd. Takto rana selekce pfinasi nemalé finan¢ni uspory diky tomu, Ze
Setii praci, material i prostory nezbytné pro péstovani semenacl vzniklych z téchto kiizeni.
Konkrétné jsou detekovany 1) senzitivni alela markeru pro lokus rezistence Rvi2 a 2) rezistentni
alela markeru pro lokus rezistence Rvi2. Ve vyhodném provedeni probiha detekce v jediné reakci
metodou alelické diskriminace pomoci PCR v redlném case, ktera umoziuje velmi rychlou analyzu
velkého poctu vzorkli. Zaroven tato sada umoznuje identifikaci homozygotl nesoucich pouze
rezistentni alely Rvi2, coz je velkym piinosem pro Slechtitele, protoZze rezistentni homozygoti
budou v dalsim kiizeni poskytovat jedince nesouci vzdy alespon jednu rezistentni alelu tohoto
lokusu. V tomto ptipadé tedy nebude nutné semenace viibec testovat a vSechny budou nést lokus
rezistence Rvi2, coz pfinese dalsi Gispory pii Slechténi rezistentnich jabloni. Déle je narokovana
sada primerd a sond pro stanoveni rezistence Rvi2 vyuzitelna v kombinaci s obdobnymi sadami
pro detekci dalSich lokust rezistence vici V. inaequalis pti testovani kumulace piislusnych lokust
rezistence, kterou v podstaté nelze detekovat jinak, nez analyzou molekularnich marker. Slechténi
jabloni rezistentnich vici strupovitosti je modernim trendem tvorby novych odriid této oblibené
ovocné plodiny, jelikoz umoziuje sniZzeni ekologické zatéze, ke které dochazi pii péstovani
nerezistentnich odrid.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerd a sond pro detekci senzitivni alely a rezistentni alely markeru W242 rezistence
Rvi2 jabloné domaci (Malus * domestica Borkh.) metodou alelické diskriminace pomoci PCR
v redlném case, vyznacujici se tim, ze obsahuje primery a znacené hybridiza¢ni sondy, jejichz
sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: TTH+TTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3)

Sonda 2: TT+TTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4),

kde Y zastupuje v sekvenci primeru nukleotidy C a T a K zastupuje nukleotidy G a T, kde + pted
nukleotidem v sekvenci sond oznacuje uzamcenou bazi - bazi obsahujici methylenovy mistek mezi
2’ kyslikem a 4" uhlikem pent6zového kruhu, a kde jsou hybridizacni sondy vhodn€ oznaceny pro
soucasnou detekci jednotlivych alel v pribéhu PCR reakce, pricemz pro PCR detekci senzitivni
alely markeru rezistence Rvi2 obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TT+TTT+T+T+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 3)

a pro PCR detekcei rezistentni alely markeru rezistence Rvi2 obsahuje sada primery a znacenou
hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Sonda 2: TT+TTT+T+A+TTTA+T+TATTTGGC (SEQ ID NO. 4).

2 vykresy
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A)

CTCTCTCCCTCCCTGTCTCTCTTCTCTCTCTGCTCGCTCGCTCTCTCTGTCCCGACGGCATGGTCTCAGA
CTCTGTCTGCCTGAAAGACGTAAGACGTCAAATCCAATATCCAATATGKAATGTCACGTAATCARATTTG

TGTGTARGATCCAGCTCCAACCAATATGTCAATTTTACGTGGATTARCATGAGTTTTCATATET!

pnmar SEQIDNO.1)

TAGCAAATTTAGTCCAAAAATRATTTTTTCGTTAACTATCTGTTAATRCATGGTAAAATTGTACTTTGAC
ATTTTTACTAGGATTGGGGTTTTRCTAGGATTTTGGTTTAAATGCTATCTGAGTTTTCAATTTCTGATCG
GTTAGAATTCTATTAGAGT TGGCAAGCAACATGAATGGATTCTTGCTGTGTGGCTTTGARAAACATCCAT
TTGAGAAGACCAAGTGGTTTCTGCAATGGTGGTTCTGGGTTTTTGGGGGAGAGGGT TAGAGGGAGTTTCA
ATAACAGGCTTTGGGCTAATCAAT TGAGAATTAARCARGAGGAAGGTGATACCTGGAGCTGTTCTTGCTGT
TCTTACCTCAAAAGATGCCGAGGCTRTCGTAAGTTAATCCTTT

B)

CTCTCTCCCTCCCTGTCTCTCTTCTCTCTCTGCTCGCTCGCTCTCTCTGTCCCGACGRCATGGTCTCAGR
CTCTGTCTGCCTGARAGACGTAAGACRTCAAATCCAATATCCAATATGGAATGTCACGTAATCAAATTTG

TAGCAAATTTAGTCCAAAAATGATTTTTTCGTTAACTATHTGTTAATACRTGGTRAAATTGTACTTTGAC
ATTTTTACTAGGATTGGGGTTTTRCTAGGATTTTGGTTTAAATGCTATCTGAGTTTTCRAATTTCTGATCG
GTTAGAATTCTATTAGAGTTGGCAAGCAACATGAATGGATTCTTGY TGTGTGGCT T TGAAAAACATCCAT
TTGAGAAGACCAAGTGGTTTCTGCAATGGTGGTTCTGGGT TTTTGGGGGAGAGGGTTAGAGGGAGTTTCA
ATAACAGGCTTTGGGCTAATCAATTGAGARYTARCAAGAGGAAGGTGATACCTGGAGCTGTTCTTGCTGT
TCTTACCTCAARAGATGCCGAGGCTGTCGTAAGTTAATCCTTT

Obr. 1
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