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Sada pro detekci lokusu sloupcového rustu u jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Oblast techniky

ReSeni se tyka sady primerti a sond pro detekci lokusu sloupcového riistu u jabloné domaci
(Malus x domestica Borkh.), ktera umoziuje soucasné¢ detekovat alelu divokého typu a
mutovanou alelu zptsobujici sloupcovy rust jabloni, kde mutovand alela pochazi z odrady
‘Mclntosh Wijcik’. Uvedena sada je vhodnd pro molekularnimi markery asistovanou selekci
jablong s potencialnim sloupcovym riistem metodou PCR v realném case.

Dosavadni stav techniky

Pfirozena architektura jablon¢ (Malus x domestica Borkh.) je velmi dilezitou charakteristikou
pro péstitele, jelikoz ma vysoky dopad na produkci plodi, nédklady a mnozstvi prace potiebné pro
udrzovani sadii. Pro vysokou produkci plodli na hektar potiebuji stromy s obvyklym habitem
velmi intenzivni péci, zejména fez, a obvykle také vyzaduji opérné systémy, které¢ predstavuji
vysoké ekonomické naklady. Existuje vSak piirozené vznikld mutace, kterd velmi ovliviiuje
architekturu jabloni a navozuje rast témet idealniho sloupcového tvaru stromu. Tato mutace byla
identifikovana v Sedesatych letech minulého stoleti v Kanadé jako spontanni mutantni vyhon na
odrid¢ s normalnim ristem ‘Mclntosh’ a byla nazvana ‘McIntosh Wijcik’ po jejim objeviteli
(Fisher, 1970). Sloupcovy habitus je geneticky dany znak, ktery se projevuje kompaktnim ristem
s kratkymi internodii, omezenym poctem bocnich vyhonii a bohatym obrostem kratkych
plodonost (Fisher, 1970; Petersen, 2013). Tento habitus umoziiuje v sadech velmi hustou
dvoufadou vysadbu stromit ve sponu 0,50 mx 0,50 m x 3,00 m s ptiblizn¢ 10 000 stromy na
hektar, v dusledku ¢ehoz se velmi vyrazné zvySuji vynosy z osazené plochy. Sad osazeny
jablonémi se sloupcovym rastem vyzaduje minimalni fez a neni nutné budovat opérny systém
(Petersen, 2013). Sloupcové jabloné také vykazuji Casnéjsi kveteni, coz umoziuje navratnost
nakladd v krat$i dobé (cca po 4 letech) nez u jabloni s normalnim rdstem (Zhang, 2011; Petersen,
2013). Sloupcové jabloné zaroven produkuji vyssi vyte€zky zjednoho stromu nez standardni
jabloné¢ (Lazar, 2015) a jsou odolng&jsi i vii¢i suchu. Vzhledem k tomu, Ze jsou plody nahloucené
v kratké vzdalenosti od kmene, miiZze byt v sadech pouzita mechanizace pro strojovou sklizen,
coz dale snizuje naklady a pracnost. VySe uvedené vlastnosti proto ¢ini sloupcové odrudy jabloni
velmi atraktivni pro péstitele jablek.

Bohuzel tyto jabloné také velmi Casto vykazuji stiidavou plodnost (Blazek, 2011) a prvni
vyslechténé sloupcové odriidy nebyly vhodné pro péstovani k trznimu acéelu pro $patné chutové
vlastnosti, kratkou skladovatelnost a vysokou citlivost k chorobam (Petersen, 2013).
V soucasnosti registrované sloupcové odridy z druhé generace kiiZeni, jako jsou naptiklad
Cumulus, Rondo, Redcats nebo Pompink, maji mnohem lep$i vlastnosti, avSak pfesto stale
nachdzeji uplatnéni pouze v malych zahradach, uzkych prostorech a nadobach a jejich rozsiteni
do sadid neni bézné. Velkopéstiteli jsou pozadovany vynikajici riistové/plodové vlastnosti,
kterych soucasné sloupcové odrudy zatim nedosahuji. Z téchto divodl jsou kazdoro¢né po celém
svété provadéna nova a nova kiizeni, aby byly vyprodukovany excelentni odriidy sloupcovych
jabloni.

Identifikace sloupcového rlstu u semenact na zaklad¢ jejich fenotypu vSak miize byt spolehlivé
provedena nejdiive po 2 az 3 letech péstovani (Blazek, 1992; Baldi, 2012), pfesto i po této dobe
zustava tada fenotypl s nejednoznaénym rustem (Baldi, 2012; Petersen, 2013), coz pfinasi
nemalé naklady a zbyte¢nou praci vynaloZzené na udrzovani nechténych hybridi. Proto je velmi
potiebny vyvoj jednoduché, spolehlivé a rychlé metody pro molekularnimi markery asistovanou
selekci jabloni se sloupcovym riustem, ktera by umoziovala selekci jiz ve stadiu
nékolikatydennich semenaci.
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Dlouhou dobu byla hledana pfi¢inna mutace sloupcového rustu. Na zakladé kiizeni a segregace
fenotypl bylo uréeno, Ze se jednd o monogenni dominantni alelu nazvanou (Co) (z anglického
»Columnar®), jelikoz mutantni fenotyp segregoval pfiblizné¢ v poméru 1:1 s normalnim rastem
(Lapins, 1969). Conner a kol. (1997) zamapovali odpovidajici lokus na chromozom 10. Bylo
vyvinuto nékolik vice ¢i méné€ spolehlivych molekularnich markerd pro detekci sloupcového
rustu (pro piehled viz Petersen, 2013). Pri¢innou mutaci se podafilo nakonec identifikovat na
zaklad¢é resekvenovani diive identifikované oblasti genomu spojené s timto znakem u odrud
‘Mclntosh’ a ‘McIntosh Wijcik’ a porovnani ziskanych sekvenci. Wolters et al. (2013)
identifikovali 8,2kb (upravena velikost podle corrigendum Wolters, 2015) inzerci nového typu
mobilniho DNA elementu pravdépodobné specifického pro tribus Pyraea. Jelikoz nebyl narusen
zadny gen kodujici protein, byla provedena analyza exprese vybranych genti v okoli této inzerce.
V této studii bylo zji§téno, Ze nejvyrazné€j§i zménou v pupenech odridy ‘Mclntosh Wijcik’ je
14nasobné zvyseni exprese MdCo31 genu kodujiciho domnélou 20G-Fe(Il) oxygenazu
v porovnani s odriidou ‘McIntosh’. Gen MdCo31 pochazejici zodridy ‘Mclntosh Wijcik’
a rostliny s kontrolovanou architekturou stromu transformované timto genem se staly pfedmétem
Evropského patentu EP2754711A1. Nezévislou skupinou bylo potvrzeno, Zze nadmérna exprese
tohoto genu v transgennim tabaku a jablonich navodila fenotypy s kratkymi internodii, podobné
jako u sloupcovych jabloni (Okada, 2016). Sekvence, k jejiz inzerci v tomto lokusu doslo, byla
pozdéji identifikovana jako retrotranspozon Gypsy-44, ktery byl v opacné orientaci vlozen do
dalsiho retrotranspozonu s nazvem Gypsy-33 (Otto, 2014).

V dosavadnim stavu techniky jsou uvedeny pouze pomérné pracné a ¢asové narocné metody
spoCivajici v amplifikaci cilového useku metodou PCR a nasledné detekci vzniklych fragmentt
elektroforézou na agar6zovém gelu.

Naptiklad ve Wolters et al. (2013) jsou pouzity primery pro detekci levé a pravé hranice inzerce
retrotranspozonu Gypsy-44, specificka amplifikace alely divokého typu (WT) neni v této
publikaci nijak feSena. Tento detekéni systém byl pouzit i v Evropském patentu EP 2754711 Al.
Hlavni nevyhodou tohoto pfistupu je nemoznost odliSeni heterozygotnich jabloni v tomto lokusu
(WT/Co) od homozygotnich (Co/Co). Tato znalost je v§ak pro Slechtitele zasadni, nebot’ oba tyto
druhy genotypi mohou mit odlisny fenotypovy projev, a navic pfi pouziti v dalsim kiizeni je
vyhodné pracovat s genotypy Co/Co, nebot’ vSichni jejich potomci budou vykazovat sloupcovy
rust a molekularné geneticka analyza nebude potiebna.

Otto a kol. (2014) detekovali mutaci pochdzejici z odriidy ‘Mclntosh Wijcik® amplifikaci oblasti
z levé i pravé hranice inzerce retrotranspozonu Gypsy-44. Amplifikace alely divokého typu (WT)
probihala v dal§i PCR reakci. Na obrazku prislusnych agar6zovych gelti v uvedené publikaci je
sice mozné rozliSit genotypy obsahujici sloupcovou alelu a alelu divokého typu, pouZzité primery
vSak vedly ke vzniku nespecifickych fragmentd. Dle znalosti plvodct ptihlasky autofi
nezvefejnili sekvence pouzitych primerd.

Dalsi systém pro detekci lokusu sloupcového rastu jabloni navrhl Okada et al. (2016), kdy
k amplifikaci obou alel dochédzi v jediné PCR reakci. Nevyhody tohoto systému vSak jsou
pomérng slaba amplifikace mutované sloupcové alely (Co) a opét analyza PCR produkti pomoci
agarozové elektroforézy, kterd je pracna a nevhodna pro rychlou rutinni analyzu tisict vzorkd,
které se bézné€ zpracovavaji v rozsahlejsich Slechtitelskych programech.

Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky — u jednotlivych metodik dle soucasného stavu techniky se jedna
o nemoznost odlisit homozygoty Co/Co, nezbytnost dvou PCR reakci pro 1 vzorek, vznik
nespecifickych fragmentl, poptipade slabou amplifikaci sloupcové alely a ve vSech pouzivanych
metodach pouziti pracné a ¢asové naro¢né analyzy pomoci agardézového gelu — odstranuje sada
primerti a sond pro soucasnou PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT) a mutované
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sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového ristu jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)
podle technického feSeni, jehoz podstata spo¢iva v tom, Ze obsahuje primery a znacené
hybridizac¢ni sondy, jejichz sekvence jsou

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)
Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)

Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4)
Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5),

kde hybridizacni sondy jsou vhodné oznaceny pro jejich soucasnou detekci v prubéhu PCR
reakce,

pficemz pro PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT) lokusu sloupcového rtstu
obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4)

a pro PCR detekci mutované sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového riistu obsahuje sada
primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5).

Vyse uvedeny primer SEQ ID NO. 1 se ¢astecné prekryva s primerem z Okada, 2016. Pfislusny
prekryv obou primerti je vSak koincidenci, nebot’ tato genomicka oblast je vyhodna pro navrh
primert pro amplifikaci daného lokusu. Primer SEQ ID NO. 1 byl navrZen tak, aby doslo
k optimalni amplifikaci nemutované alely divokého typu (WT) v kontextu celého detek¢éniho
systému metodou alelické diskriminace pomoci real-time PCR, o které¢ se Okada et al. nezminuji.
Navic je primer SEQ ID NO. 1 pouzit v kombinaci s jinym reverznim primerem. Ostatni primery
vykazuji niz8i nez 85% homologii k primertiim zndmym z dosavadniho stavu techniky, poptipadé
jsou zcela nové. V dosavadnim stavu techniky se sondy nepouzivaly a jejich sekvence jsou nové.

Vyse uvedené kombinace primert pro amplifikaci jednotlivych alel lokusu sloupcového ristu
jsou vhodné pro soucasnou nebo individudlni analyzu vyse uvedenych alel u jabloné domaci
(Malus x domestica Borkh.). Pii analyze mensSiho poc¢tu vzorkt je mozné obé alely detekovat po
klasické (tzv. end-point) PCR elektroforézou na agar6zovém gelu. Ve vyhodném provedeni
technického feSeni jsou PCR amplikony obou piislusnych alel detekovany v pfitomnosti
znacenych sond alelickou diskriminaci metodou PCR v realném case. Ve vyhodném provedeni
technického feseni jsou hybridiza¢ni sondy pro detekci jednotlivych alel znaceny fluorescencné,
ajesté vyhodngji pomoci odlisnych fluoroford pro jednotlivé alely, coz umoznuje jejich
soucasnou detekci v jedné PCR reakeci.
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Navrh sady primert podle technického feSeni pro stanoveni alel lokusu sloupcového ristu
jablon¢ domaci (Malus x domestica Borkh.) byl proveden v nékolika krocich: 1) porovnani
sekvenci alely divokého typu (WT) z odridy ‘MclIntosh’ (GenBank ¢: KF530875, HF968766)
amutované alely (Co) z odridy ‘McIntosh Wijcik’ (GenBank ¢: KF530876, HF968765) pro
definici pfesné pozice inzerce retrotranspozonu Gypsy-44; 2) analyza sekvenci z hlediska
identifikace jednotlivych strukturnich elementi obou retrotranspozoni (Gypsy-44 a Gypsy-33)
a unikatnich sekvenci a vybér vhodnych oblasti pro navrzeni primert a sond; 3) névrh primert
a sond pro soucasnou detekci a rozliSeni obou alel v jedné reakci s ohledem na zajisténi specifity
celého systému v kontextu jablecného genomu. Organizace celého lokusu sloupcového rastu
véetné priblizné polohy navrzeného systému primerti a sond je schematicky zachycena na
Obrazku 1.

Pro navrzeni Forward primeru 1 pro detekci alely divokého typu (WT) byla vybrana oblast
unikatni v jableéném genomu lezici pfed 5° LTR retrotranspozonu Gypsy-33, coz zajistuje
specifitu tohoto primeru v rdmci jablecného genomu. Bezprostfedné za ni byla navrzena Sonda 1
tak, aby jeji vétSina lezela také v unikatni sekvenci. Pro Reverse primer 1 byla vybrdna oblast 5°
LTR retrotranspozonu Gypsy-33, ktera se u mutované sloupcové alely (Co) nachazi az za mistem
inzerce retrotranspozonu Gypsy-44, aby mohl byt Reverse primer 1 pouzit pro amplifikaci obou
alel. Vzhledem k vysokému vyskytu téchto retrotranspozonli v jablecném genomu bude tento
primer nespecificky a bude rozpoznavat mnoho mist genomu. Specifitu amplifikace a detekce tak
budou zajist'ovat v jablecném genomu unikatni Forward primer 1, poptipadé Sonda 1.

Oblast pro navrzeni Forward primeru 2 pro detekci mutované alely bylo nezbytné vymezit v 3’
LTR Gypsy-44, ztohoto divodu bude tento primer opét nespecificky v kontextu jable¢ného
genomu. Na amplifikaci mutované alely se bude podilet taktéz nespecificky Reverse primer 1.
Spojeni obou retrotranspozontl v této orientaci je vSak v jablecném genomu unikatni, jak bylo
oveéfeno analyzou Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_ TYPE=BlastSearch&
PROG_DEF=blastn&BLAST PROG DEF=megaBlast& BLAST SPEC=OGP_ 3750 12882),
proto je pouziti téchto dvou nespecifickych primert pro amplifikaci mutované sloupcové alely
(Co) v kontextu jable¢ného genomu mozné, i kdyz bude u¢innost amplifikace do ur¢ité miry
snizena nasedanim primerd i na ostatni retrotraspozony téhoz typu. Pro zvySeni specifity pfi
detekci byla navrzena sonda pro detekci mutované sloupcové alely (Co) na rozhrani obou
zicastnénych retrotranspozonil.

Prehled presnych pozic navrzenych primerti a sond vcetné analyzovanych strukturnich elementd
jednotlivych alel lokusu sloupcového rtstu je uveden v Tabulce 1, nasedani primerti a sond na
jednotlivé alely lokusu sloupcového ristu je uvedeno na Obrazku 2A, respektive 2B.

Tabulka 1: Pozice navrZzenych primert asond vcetné strukturnich elementi jednotlivych
retrotranspozonii (jak byly uvedeny autory piislusnych sekvenci) u alely divokého typu (WT)
(GenBank ¢.: HF968766), respektive mutované sloupcové alely (Co) (GenBank ¢.: HF968765)
lokusu sloupcového ristu jabloné. Komponenty navrzené sady primerd a sond jsou uvedeny
tucné.
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Malus domestica, alela divokého typu (WT) (GenBank ¢.: HF968766)
Rys 5’ pozice | 3’ pozice Délka | Poznamka

Forward primer 1 21483 21 505 23 nt | unikatni v jable¢ném genomu
hranice unikatni sekvence a 5’

Sonda 1 21 509 21538 30 nt LTR Gypsy-33

5" LTR Gypsy-33 21532 21 881 350 nt

Reverse primer 1% 21 697 21715 19nt |v5 LTR Gypsy-33

Retrotranspozon | 5y ggy | 25128 | 3247t

Gypsy-33, vnitini Cast

3" LTR Gypsy-33 25129 25478 350 nt

Malus domestica, mutovana sloupcova alela (Co) (GenBank ¢.: HF968765)

Rys 5" pozice | 3 pozice Délka | Poznamka

Forward primer 1 69 302 69 324 23 nt | unikatni v jable¢ném genomu
hranice unikatni sekvence a 5’

Sonda 1 69 328 69 357 30 nt LTR Gypsy-33

S LIROPY 69351 | 69402 | 52t

, 100% homologie s 5" LTR
_AA*

3" LTR Gypsy-44 69 403 71358 1951 nt Gypsy-44

Forward primer 2 71 296 71 321 26 nt | v3 LTR Gypsy-44

Retrotranspozon

Gypsy-44. ynitini &dst* 71359 75 651 4293 nt

, 100% homologie s 3" LTR
_Ad*

5" LTR Gypsy-44 75 652 77 602 1 951 nt Gypsy-44

Forward primer 2 77 540 77 565 26 nt | v5 LTR Gypsy-44
hranice 5" LTR Gypsy-44 a 5~

Sonda 2 77 589 77 618 30 nt LTR Gypsy-33

Reverse primer 1* 77 716 77 734 19nt | v5 LTR Gypsy-33

2. ¢ast 5° LTR Gypsy- 77 603 77 900 298 nt obsa_huje. Snulfles)t.ldovou

33 duplikaci v mist¢ inzerce

Retrotranspozon obsahuje vice TC repetic nez

Gypsy-33, vnitini ¢ast 77901 81159 3259 nt alela divokého typu

3" LTR Gypsy-33 81 160 81509 350 nt

* na komplementarnim fetézci

Z Tabulky 1 a Obrazku 2B vyplyva, ze Forward primer 1 a Sonda 1 jsou schopné rozpoznat
i mutovanou sloupcovou alelu (Co). Nicméné Reverse primer 1 pro piipadnou amplifikaci se
nachazi ve vzdalenosti témet 8,5 kb od mista nasedani Forward primeru 1, amplifikace s témito
dvéma primery pii pouziti dostatecné kratkého ¢asu polymerace tedy nebude G¢inné probihat.
Forward primer 2 bude u mutované sloupcové alely (Co) nasedat na dvou mistech (v 5" LTR
Gypsy-44 a 3" LTR Gypsy-44, nebot’ tyto sekvence vykazuji 100% homologii), primer nasedajici
v 3" LTR (pozice 71296 v HF968765) vsak opét nebude schopen tvofit pfi PCR dostatecné
mnozstvi produktu, jelikoz je vzdalen od Reverse primeru 1 témét 6,5 kb.

Prvnim krokem pro stanoveni alel lokusu sloupcového ristu jabloné domaci (Malus x domestica
Borkh.) je izolace genomové DNA, nasleduje PCR s vyuzitim sady primert a sond pro
specifickou amplifikaci vySe uvedenych alel astanoveni délky amplikoni elektroforézou
v agardzovém gelu, ve vyhodnéj$im provedeni s pouzitim sond analyzou fluorescenc¢niho signalu
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po provedeni PCR v realném case. Findlnim krokem je vyhodnoceni pfitomnosti jednotlivych
alel.

Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zadnym zptisobem
neomezuji rozsah této piihlasky, kterd je vymezena pfipojenym ndrokem a podrobné popsana
v popisu technického feSeni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpisobu PCR, uvedenych primera a sond, vcetn¢ jejich fluorescencniho znaceni, aby nedoslo ke
snizeni specificity PCR detekce jednotlivych alel lokusu sloupcového ristu.

Objasnéni vykresa

Obrazek 1: Schematicky nakres uspofadani retrotranspozoni a systému primert a sond v lokusu
sloupcového rustu jabloné u alely divokého typu (WT) a mutované sloupcové alely (Co).
V piipadé mutované sloupcové alely (Co) se pro amplifikaci u¢inn€ pouzije pouze Forward
primer 2 nasedajici v oblasti 5" LTR Gypsy-44, amplifikace z ostatnich forwardovych primert
nebude probihat z divodu velké vzdalenosti od reverzniho primeru a kratkého ¢asu polymerace
pti PCR.

Obrazek 2: Mista nasedani navrzenych primerd a sond. Reverse primer 1 je uveden v opacné
(forwardové) orientaci. A) Alela divokého typu (WT) lokusu sloupcového ristu (GenBank
¢: HF968766); B-1) az B-3) Mutovana sloupcova alela (Co) téhoz lokusu (GenBank ¢:
HF968765). V ptipadé mutované sloupcové alely (Co) se pro amplifikaci u¢inné pouzije pouze
Forward primer 2 nasedajici v pozici 77540, amplifikace z ostatnich forwardovych primert
nebude probihat z divodu velké vzdalenosti od reverzniho primeru a kratkého ¢asu polymerace
pti PCR.

Obrazek 3: Reprezentativni separace PCR produktii alely divokého typu (WT) a mutované
sloupcové alely (Co) na agardzové gelové elektroforéze. WT/WT = ‘Mclntosh’;
WT/Co = ‘McIntosh Wijcik’; Co/Co = hybrid z kiizeni dvou sloupcovych rodi¢ti nesouci pouze
mutované alely (Co). Paralelné byla amplifikovana negativni kontrola bez ptitomnosti DNA.

Obrazek 4: Priklad analyzy metodou PCR v redlném case. Ktivky s krouzky — HEX fluorescence
(Sonda 1); kiivky bez krouzki — FAM fluorescence (Sonda 2). A) 35 vzorkii homozygotnich pro
alelu divokého typu (WT) lokusu sloupcového ristu jablon€; B) 35 vzorkli heterozygotnich
v tomto lokusu (Co/WT) a C) 6 vzorki homozygotnich pro mutovanou sloupcovou alelu (Co).

Priklady uskuteénéni technického fe$eni

Priklad 1: Navrh sekvenci primerd a sond

Nejprve byly porovnany sekvence alely divokého typu (WT) z odridy ‘Mclntosh’ (GenBank
¢: KF530875, HF968766) a mutované alely (Co) zodridy ‘Mclntosh Wijcik’® (GenBank
¢: KF530876, HF968765) pro definici pfesné pozice inzerce retrotranspozonu Gypsy-44, a to
pomoci nastroje pro porovnavani sekvenci Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).  Analyzou sekvenci =z hlediska identifikace
jednotlivych strukturnich elementi obou retrotranspozont (Gypsy-44 a Gypsy-33) a unikatnich
sekvenci pro zajisténi co nejvyssi specifity byly vybrany vhodné oblasti pro navrzeni primert
asond, aby mohl cely systém s kratkymi reakénimi casy fungovat jak pii klasické PCR
s analyzou na agarézovém gelu, tak pii amplifikaci PCR v redlném case, tj. aby byly fragmenty
pfijateln€ dlouhé pro obé metody (kolem 200 bp).

Pti navrhovani primerti pro multiplexovou PCR analyzu byly zohlednény nasledujici pozadavky:
1) co nejvyssi specificita primert eliminujici necilené amplifikace z diivodu vysokého vyskytu


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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zacCastnénych retrotranspozond v genomu jablon¢; 2) obdobna teplota tani vSech primerd
aktomu pfiméfena teplota tani sond; 3) eliminace tvorby dimert mezi jednotlivymi
komponentami systému.

Konkrétn¢ byly pomoci softwaru Vector NTI Advance vybrany nasledujici sekvence jednotlivych
primerti a sond:

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)

Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4) a

Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5).

Navrzené primery budou pii PCR s ¢asem polymerace 30 sekund, cozZ je vyrobcem polymerazy
¢as doporuceny pro amplifikaci usekli o délce 200 bp, schopné u¢inné davat vznik fragmentim
uvedenym v Tabulce 2, které budou detekovany v ni uvedenymi sondami:

Tabulka 2: Predpoklddané produkty vznikajici pii PCR a jejich detekce u alely divokého typu

(WT) (GenBank ¢.: HF968766), respektive mutované sloupcové alely (Co) (GenBank ¢.:
HF968765) lokusu sloupcového ristu jablong.

Malus domestica, alela divokého typu (WT) (GenBank ¢.: HF968766)

. . Predpokladana délka
F primer R primer PCR produktu Sonda
Forward primer 1 Reverse primer 1 233 bp Sonda 1
Forward primer 2 Reverse primer 1 0 0
Malus domestica, mutovana sloupcova alela (Co) (GenBank ¢.: HF968765)

. . Predpokladana délka
F primer R primer PCR produktu Sonda
Forward primer 1 Reverse primer 1 8 433 bp* 0
Forward primer 2 (v pozici . «
71296 HF963765) Reverse primer 1 6439 bp 0
Forward primer 2 (v pozici .
77540 HF963765) Reverse primer 1 195 bp Sonda 2

* nepravdépodobny vznik diky kratkému ¢asu polymerace pii PCR

Priklad 2: Detekce alely divokého typu (WT) a mutované sloupcové alely (Co) lokusu
sloupcového rlstu jablon€ metodou PCR v klasickém uspotradani

Pro detekci pfitomnosti alely divokého typu (WT) a mutované sloupcové alely (Co) lokusu
sloupcového ristu jabloné byla izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene Plant SV mini
(GeneAll Biotechnology). Pripravena DNA (2 ul) byla pouzita jako templat pro PCR reakci
v objemu 20 pl s nasledujicimi reakénimi komponentami (uvedeny vysledné koncentrace): 1x
TopBio Blue buffer complete (Top-Bio); 200uM dNTP kazdy (Genaxxon); 1U Combi Taq DNA
polymeréza (Top-Bio); 250nM primery Forward primer 1, Forward primer 2, Reverse primer 1
kazdy, reakce byla doplnéna do 20 pl vodou. PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000
(Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem: Givodni denaturace 98 °C/1 minuta; amplifikace ve
40 cyklech: 40x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s); finalni extenze 72 °C/30 s.
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Pro PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT) lokusu sloupcového ristu jabloné se
v reakci pouzily tyto primery:

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQIDNO. 1) a
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
s o¢ekavanym fragmentem o délce 233 bp.

Pro PCR detekci mutované sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového ristu jabloné se v reakci
pouzily tyto primery:

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2) a
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3).
S ocekavanym fragmentem o délce 195 bp.

Po ukonceni reakce byly vzniklé PCR amplikony analyzovany -elektroforeticky na 3%
agarozovém gelu, vysledky této analyzy jsou zachyceny na Obrazku 3, kde vzniklé fragmenty
délkove odpovidaji ocekavani.

PCR fragmenty ziskané z kontrolnich odrud (‘MclIntosh’; ‘Mclntosh Wijcik’) byly vyfiznuty
z gelu, vyizolovany soupravou ExpinTM Combo GP podle doporuceni vyrobce (GeneAll
Biotechnology). Izolované fragmenty byly osekvenovany soupravou BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) za pouziti amplifikacnich primerti a nasledn¢
analyzovany na genetickém analyzitoru Applied Biosystems 3500 genetic analyzer
(ThermoFisher Scientific). Sekvence byly analyzovany metodou Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  aziskané  vysledky  odpovidaly = amplifikaci
predpokladanych tusekl alely divokého typu (WT) (GenBank c¢.: HF968766), respektive
mutované sloupcové alely (Co) (GenBank ¢.: HF968765).

Piiklad 3: Detekce alely divokého typu (WT) a mutované sloupcové alely (Co) lokusu
sloupcového rastu jablon€ metodou PCR v redlném case

Pro detekci ptitomnosti alely divokého typu (WT) a mutované sloupcové alely (Co) lokusu
sloupcového riistu jabloné byla izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene Plant SV mini
(GeneAll Biotechnology). Pripravenda DNA (2 ul) byla pouzita jako templat pro PCR reakci
v objemu 20 pl s nasledujicimi reak¢nimi komponentami (uvedeny vysledné koncentrace): 1x pl
qPCR Blue Master Mix (Top-Bio); 250nM Forward primer 1, 500nM Forward primer 2, 500nM
Reverse primer 1, 200nM Sonda 1, 250nm Sonda 2, reakce byla doplnéna do 20 ul vodou. PCR
amplifikace probihala v Rotor-Gene Q (Qiagen) real-time PCR cykleru s nésledujicim teplotnim
profilem: uvodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace v 50 cyklech: 50x (94 °C/20 s,
58 °C/20's, 72 °C/30 s).

Pro PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT) lokusu sloupcového ristu jabloné se
v reakci pouzily nasledujici primery a sonda, jejichz sekvence jsou:

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3) a

Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4),


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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kde byla Sonda 1 fluorescen¢né zna¢ena HEX fluoroforem,

a pro PCR detekci mutované sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového ristu jabloné se v reakci
pouzily nasledujici primery a sonda, jejichz sekvence jsou:

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3) a

Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5),

kde byla Sonda 2 fluorescencné€ znacena FAM fluoroforem.

Vysledky byly analyzovany dodanym softwarem k tomuto zafizeni Rotor-Gene Q Series

Software, typicky vystup je zachycen na Obrazku 4.

Prumyslova vyuzitelnost

Navrzena sada primerti a sond pro PCR detekci sloupcového rlistu u jabloni je vyuzitelna pro
molekularnimi markery asistovanou selekci jabloni kifiZzenych pro sloupcovy rist, ato jiz ve
stadiu nekolikatydennich semendcti. Takto rana selekce pfinaSi nemalé finan¢ni Uspory diky
tomu, ze Setfi praci, material i prostor nezbytné pro péstovani semenaci vzniklych z téchto
ktizeni. Konkrétné¢ jsou detekovany 1) alela divokého typu (WT) lokusu sloupcového ristu
jablon¢ domaci (Malus x domestica Borkh.) a?2) mutovana sloupcova alela (Co), kde tato
mutovana alela pochdzi z odridy ‘McIntosh Wijcik’. Ve vyhodném provedeni probiha detekce
v jediné reakci metodou PCR v realném case umoznujici velmi rychlou analyzu velkého poctu
vzorkil. Zaroven tato sada umoznuje rozliSeni heterozygoti WT/Co od homozygotii nesoucich
pouze mutovanou sloupcovou alelu (Co) v jediné reakci, coz je velkym pfinosem pro Slechtitele,
protoze homozygoté Co/Co budou v dal$im kiiZzeni poskytovat jedince nesouci vzdy alespon
jednu mutovanou sloupcovou alelu (Co). V tomto ptipadé tedy nebude nutné semenace vibec
testovat a vSechny budou mit sloupcovy tvar rastu, coz prinese dal$i uspory pii Slechténi
sloupcovych jabloni.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerd a sond pro soucasnou PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT)
a mutované sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového rustu jabloné¢ domaci (Malus x domestica
Borkh.), vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery a znacené hybridiza¢ni sondy, jejichz sekvence
jsou

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)
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Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4)
Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5),

kde hybridizacni sondy jsou vhodné€ oznaceny pro jejich soucasnou detekci v pribéhu PCR
reakce,

pricemz pro PCR detekci nemutované alely divokého typu (WT) lokusu sloupcového rustu
obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer 1: ATTCTAAACGCTATTGTCCTTGG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
Sonda 1: TGCGTCAAGTCTTATGTTAGCTCTGTTTAT (SEQ ID NO. 4)

a pro PCR detekci mutované sloupcové alely (Co) lokusu sloupcového riistu obsahuje sada
primery a znac¢enou hybridizacni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer 2: GGAACTAACTAAGAAAAGACGAGTGA (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 1: TGAGAAGGGGTGAGAAGGC (SEQ ID NO. 3)
Sonda 2: ATATGATCCGATCAAGGACTTAAATGTAAT (SEQ ID NO. 5).

7 vykresi

-11 -
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2. ¢ast5' LTR

5'LTR

Gypsy-33

3'LTR

Forward primer 2 = wemm <= Reyerse primer 1

i

Alela divokého typu (WT)
5 LTR Gypsy-33 3'LTR
Forward primer 1 ¢IT* “= Reverse primer 1
Sonda 1
Inzerce
Mutovana sloupcova alela (Co)
1.¢ast5" LTR
3'LTR Gypsy-44 (~ 8,2 kb)
Forward primer 1 === g )
| Forward primer 2
Sonda 1

Obr. 1
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Alela divokého typu (WT) - HF968766

21481
21541
21601
21661

Forward primer 1

Sonda 1

[

>

galattcrtaaa

cgctattgtc

cttggetytg

cgtcaagtct

tatgttagct

ctgtttatac

catacttagg
atgtaataaa
tcctcacect

gcctccogtat

gaaaggggca
cacaattagg

ttagatctcg
aatatgtasat
ggaggccaat

Obr. 2A
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tacaaatact
aaatgaggag

cggaggactt
cccttattet

aaatgtaatt
ataaasggac

tcctaggcect

tctcacccecet

tctcaaaget

-l

-

Reverse primer 1
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Mutovana sloupcova alela (Co) - HF968765

69301
€9361
€9421
69481
€9541
69601
€9661
69721
€9781
69841
€9901
69961
70021
70081
70141
70201
70261
70321
70381
70441
70501
70561
70621
70681
70741
70801
70861
70921
70981
71041
71101
7116l
71221

71281
71341
71401
71461
71521
71581
71641
71701
71761
71821
71881
71941
72001
72061
72121
72181
72241
72301
72361

Forward primer 1

Sonda 1

[

>

slattctaaac

gctattgtcc

trggrtttgc

gtcaagtctt

atgttagctc

tgtttagacc

atacttaggg
aactagcaca
cgttctagge
taaaaatatt
acacacttaa
ggacggaaat
taatgggtagg
gacaaaaaca
cacacatgac
tctcaatact
tattgaattg
gtgaaaagca
tgacgagaca
attgtgacta
acttatattc
cacaaatcag
accgaaggta
aaataaattt
ccgagagaga
tCctttctece
cctgtctcte
cccttctece
ttcttttgtyg
cggactctec
ctggatccaa
tgacctctta
TtLttcttta
tgctttctcet
Tttctttgte
aaccatcatg
atttaattta
cttgttctat

agctcaaaaa
ataaatatga
aagaaaacta
agaatttcat
acattcatct
gtgtgagata
actagtaacc
tcgctcaaag
cagtcataat
agagggttat
tcttttettt
acacccttaa
Cttttttttt
accgcccacac
gacaatttcg
acatatctgg
gatatcattt
tatcatttcc
tagagatgta

cctccgtatt
caaattaaac
cggggattag
aaacaagact
aatgactcaa
taaattaaaa
gtgtttggtt
taaaattaag
acatatgcaa
ccagattaac
gacggaaaaa
caatagcgat
ttcgtaacta
gcaaccttta
tagcatcaaa
tttttatacg
atcaattcat
aattacacat
aggcagcttg
cgccagcetgt
cgtttctgac
gtgcgcaccg
ctgtcacatt
tacaaagcce
gaaaagaatc
gctgtcaaag
ttttattatt
gttttccagt
caactctttc
atgatgtttec
aaagctgatc
LLttatttte

tagatctcgt
cctctttttg
gagggcrtgc
caaggacaca
aataataaaa
gactaacaat
ttgatgaaaa
gtgaaaggat
cctaaattga
cgtgaacagc
cgcatacaac
acaatcaaag
tgaaaagcat
ctacttgtga
ttcatgcatg
aacggataag
attacaaata
tattaacaca
ctgcttctgt
ctctcaagct
ctctgtttet
ccttattccc
tctcttecce
ccctatcagce
atagggctcyg
gcagctccca
cttttatttt
cctccccgea
tttccaccgt
aaacatcatc
tacacagaca
tttgcataac

acaaatactc
tcaattgtag
taaaacctet
aaactaggct
acaatcaaaa
aaagaaaact
gtaaattaaa
aaatgacgga
ttttcagttg
acttttttaa
aattcaaaac
atcattaaac
gatactcttg
aaataagttc
taaattaagc
taaattgaaa
tattcatggc
aaaataaaat
ctttcaaggc
gccaaaggcea
gtctcctctg
ccttttcttt
tgctcaagcet
tctctectee
tcgcaagtgg
atcctcttee
gccatcecca
tctacteccte
LLLCLLLCtL
acgacttatc
gttttgacga
aaatcctata

Forward primer 2

ggaggactga
tataagtata
taaaaacata
aaaaactcta
tagacactag
aactaaataa
cttaattaaa
ctagctagag
Ttctttcaat
tcttcaagtt
attcttcaaa
tttgtgaaaa
ccaagaattt
ataacgatta
gtgcactctc
tcacaactta
tttgaattaa
2gEagtttgog
tgcaagggca
gcttccatce
cgaactgccc
cctatatttc
gccaaatggce
agcttttctt
cgagagctgg
ctccttecat
cttctettgg
ttttgeccttg
TLTTttTttc
attattaaat
atttattaca
aacacazaaa

[

tatasfggaac

taactaagaa

aagacgagtg

gattcgaagt

tccgatcaaa
gaataagaag
tcgagaaaac
tccttattca
gccatgctaa
ttctcacggg
aatcaaatgt
tgcaaaactt
tgaaacgaaa
agatttataa
actgazaactt
tttttttttt
ttattctttt
cattgctcge
tgataagaaa
ttctTttggga
aagttcatgc
tatcacataa

tacccccaca
taacaagaaa
aaatcatcaa
aatattagca
tgcaatttca
atatacactc
gaaatttcta
aaatcaagag
gaataggaaa
aaactcaagc
Ta388aCTTT
tttttttttt
gccaaacacc
ttggaaaggg
taaaaggttc
aacatggtta
aatcaatgac
gttcatcaca

cttaactttt
aacattagct
gaaccatagc
gtaatctttg
agtttttatt
aatcacatat
ccataagctt
gacttttatt
acacaagttc
tctccaacga
TTATTTTCTT
tttttttttt
ttcacagtac
taaggaszaaa
aacatacaca
tttgggccat
aaacaattcg
cataaaaaaa

Obr. 2B-1

-14 -

gctagtcctc
tccccctatg
tagcatcaag
aatcatcctt
tttaaaatca
gtgtttagtt
gcataaagat
ggatgtaatg
caagctacat
ttcttctgaa
tgratacaat
tttaaataca
ttcaccaacg
tgtttcaggt
gctcaaattg
agtggtaaac
aaagatcgtt
taggagtgta

tgcgagaatt
agtagggtat
aaaacaaagt
ataattcgaa
gaattgaaat
tataatttaa
ttacagaatt
ggttcttcte
aaattgtgaa
ttccttaagt
agtcccctac
ctataagcat
acttaacgtg
ggtgaaattc
aaccaacata
tgaaatcaca
cctctagcca
maggatttaa
gcctttcttc
gtccctcact
aaagggcagt
ttcttttttt
agcctttcce
tttacatcct
acccagcggce
ctgacagtcc
ctgtcecegtt
gattctttce
tacaaaacaa
ataattttta
taaaatttca
taacgtaaat

aaaaatatat
gagcaaaaca
tgaccctcat
gaactaaacc
caagtgtagt
tcatatgcaa
ttaatgtgtt
cacttctcca
aggcttaggg
tTgcaagcaat
acctccaacc
CCTTCTLTLT
aatatgaaat
tttctcataa
ataagggtag
gcaaactaat
ctaatgcctce
acgcaagttc
tgaaaaatgc



72421
72481
72541
72601
72661
72721
72781
72841
72901
72961
73021
73081
73141
73201
73261
73321
73381
73441
73501
73561
73621
73681
73741
73801
73861
73921
73981
74041
74101
74161
74221
74281
74341
74401
74461
74521
74581
74641
74701
74761
74821
74881
74941
75001
75061
75121
75181
75241
75301

acacactttc
tgaagcttta
aagatggtca
aactaagttc
ctaacaaaaa
aatttttatt
agaacacaaa
cacttaaact
taaataaata
taaaatcaag
ctaaaagttc
aaaaaatgca
aatcattggt
ctttttacta
cttattcgtt
gctgggttga
catgctgctg
tttggaagta
ggttagaaca
tcaaccttta
ggaatgagga
gaggtgttga
cttataggac
atgggtgaag
tgattcctca
gtagcatgtg
agcttttgag
ggtgcttcga
acgtctggac
cagcctttaa
ctcctctttt
agaggacgct
ttgttccaca
cttgatcatt
tcgtcgtttt
gcggccatce
tgacatgacc
cgcaaggcgg
gggttccgta
ggtggctgaa
attgcacaag
ggacaccgat
tctgectteg
gcctcctect
agtttacatt
ttaattttta
aaatttaaaa
Tttt
Taagraatac

aataggctca
agtcatactt
aacatgtaca
ttgatgatca
atctaattca
TCLttttttt
aaaa=zacaac
tgacattgtc
aataagaaac
cgatgacccc
ctgcaaagas
aacgaaaaat
cgtgcttgtt
tttgatgata
ctccaagcag
ttgtacgagc
gtatcatttt
catcagcagt
aagacaagga
tgatatgaaa
acacagagtg
gagggtgtgc
ttgtcttcac
aatacaaatt
ttgatatctg
acacgtgcgg
aaagctagceg
caaattgccce
zaattgatct
gaaatgaaac
gagaaaagaa
tctctgagga
acacacttga
ccgactctct
gacttgaacc
ttcatatccc
gctgcggtgg
tctgatgaat
tccaacatgg
atacagagtc
ctcgcacaca
ggtcaaattt
tcttctggag
tctgtggcce
attgtaaaas
aatttttttt
tttttccect
ttgtaaatta
aaactcacag
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aaaactcaca
tagtttcacg
aaactaacaa
tggttcaaat
aaacaataag
| AAAAAARRAA
aacacagaga
cccaatgtca
aaaataaaac
caagctaaaa
aagasataat
tgaaaattac
gactttccac
ttgtacggcg
atgtggcagc
tgcattcttc
cgcttgectt
ggaagacgag
aaaggacatg
tacttttgct
actcgagagg
tgagagagtg
aaccggaact
acgcgctttce
taatcggcge
ataaatctgg
tgtctttgac
gagatttccg
tttgaaatce
gcctcttttg
tcagacgttt
gcgcctcttt
gctccctcct
tctttcttca
gtggtgaaga
ctaccggtce
tggcccgaaa
tggcggtcaa
cccaacgcct
tcaagcaaga
gctatgccac
tacttgatca
cggcaccgcg
cgccgactgce
tatttgcatt
CLLTLCtttttt
ttcteettet
atgtaaagag
aaatcaacca

taggatgtat
ttaacaaggc
gagaataagg
tttatccaat
ggaaacaaga
ttttttttta
caaatgaaat
gaaaacacta
aattggactg
ttctgcaatc
tcagttaagt
gataaaagat
agctttecte
gagctttgct
ttctctagtt
tctgocttgrt
atctgttett
tactcgagag
gagaatgcat
ttgaatgggt
attctttggg
tgcttttget
gttctctcac
tgacaaagct
ttcgagetet
aaaagaagat
tgttgaattt
caaagcaatt
ggggttcggce
agaaaagaat
gagaacggag
gatttcttce
gtaaacactc
ccacctctga
ggcagctccg
ccttaccgtg
ccttgtcact
ggagtctctg
atatgcccga
gattaaaggg
cagcatgaag
tcggaggttt
tagtgaagct
tgaagcacca
tttttttttt
(A AAAAAAA]
tttttttaaa
actttggtta
aataacacaa
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atggtcacta
tatgtgcatt
aatttcacaa
tatatcattg
caatattttt
aaagaaaaca
tctggagatt
taatgcaaat
asaacttccce
aacttcaagg
acgcaagaaa
aatgaataaa
ttgaacaggq
ctttgggaat
cttcagttcg
tcttctgtac
caggtagatg
caatttctce
gatatgagat
tgttcgcagg
aatgcatttt
gtggaaggcg
ttagtgtcgg
gcccgtaatt
gagcatcgtc
tttccecgtgg
ccctcttcga
tgcgtgtgac
tcgtggttte
ccggecttttg
ccccgactet
tttttataga
ccttcttgca
aaaatgtctg
ccttcaccag
ggggattcga
cccagagata
gctctcagtg
acccgtcacg
ctcaagcatg
2ggaagattyg
gtgggtTttgt
ccaactgatc
cccgaccaat
tttttttttt
tgtaattttt
ttaaattttt
accttcccce
ctaactaaac

aattcacata
tggtttttca
aacacatgtt
ggtcgggaaa
ggatttttta
aaactaatta
tctaccccca
aaaaataaaa
taatttgcag
gtggaaataa
attaattaaa
actaataagt
tgacacttag
gttgcagttc
gactccttgt
gttgtctcca
tggcagette
atgtcctgca
actcttgcett
agtatcccaa
cggagatgaa
aaggtagaaa
cagccggatgg
tccgcaaage
gattgtagag
gttgaagccc
tttctgaatt
aagtgacgac
tgagcaagec
agaaaggaaa
tcgatttgeg
gacgttaagc
cttgtttaat
gccecttecga
acaacatatg
tgatgaaaaa
acagactgct
tgcagtgtge
ttgaatcctt
agaataagga
accagatgca
tccaacegea
aacctctgcce
gaatactatt
tttttttttt
TtLttttcatt
tEELLtELtL
acacttaaac
aaaacaaaat



75361
75421
75481
75541
75601
75661
75721
75781
75841
75901
75961
76021
76081
76141
76201
76261
76321
76381
76441
76501
76561
76621
76681
76741
76801
76861
76921
76981
77041
77101
77161
77221
77281
77341
77401
77461

77521

77581
77641
77701

gaaagcagca
ctcecettegt
ggacgcatct
aaataaatca
aaaataaaag
aattaactag
gtatcgttct
aagttaaaaa
cgaaacacac
aaatggacgg
ttaataatgg
aattgacaaa
tctccacaca
tgaatctcaa
aagttattga
ctacgtgaaa
gcattgacga
cgtgattgtg
attcacttat
catacacaaa
cacaaccgaa
gccaaaataa
ttaaccgaga
cttctcttte
cactcetgte
cagtcecctte
ttttttcttt
tccccggact
tcctetggat
cggctgacct
gtccttttte
cgtttgcttt
ttcctttctt
acaaaaccat
tttaatttaa
ttcacttgtt

aaatagctca

2agataaggg
tgaatgcttyg
ttcctttaaa
aatatcaaaa
gattagcaaa
cacacaaatt
aggccgggga
tattaaacaa
ttaaaatgac
22ATTAaaTT
gtgggtgtte
aacataaaat
tgacacatat
tactccagat
attggacgga
agcacaatag
gacattcgta
actagcaacc
attctagcat
tcagttttta
ggtaatcaat
atttaattac
gagaaggcag
tccecegecag
tctecgttte
tccogtgege
tgtgctgtca
ctcctacaaa
ccaagaaaag
cttagctgtce
tttattttat
ctctgttttc
tgtccaactc
catgatgatg
tttaaaagct
ctatttttat
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tgrtazaaatg
ggttgectece
tttccctcag
gtaaaataca
gttactaatc
aaaccctctt
ttaggagggc
gactcaagga
tcaaaataat
zzaagactasa
ggttttgatg
taaggtgaaa
gcaacctaaa
taaccgtgaa
aaaacgcata
cgatacaatc
actatgaaaa
tttactactt
caaattcatg
tacgaacgga
tcatattaca
acattattaa
cttgctgett
ctgtctctea
tgacctctgt
accgccttat
catttctctt
gccccoctat
aatcataggg
aaaggcaget
tattctttta
cagtcctcce
TLTtctttcca
tttcaaacat
gatctacaca
tttctttgca

Caaatcrgat
caagaagcgce
ctccatttga
caaacaccaa
cccggcaacg
tttgtcaatt
ttgctaaaac
cacaaaacta
aaaaacaatc
caataaagsaa
aaaagtaaat
ggataaatga
ttgattttca
cagcactttt
caacaattca
aaagatcatt
gcatgatact
gtgaaaataa
catgtaaatt
taagtaaatt
aatatattca
cacaaaaata
ctgtctttca
agctgccaaa
ttctgtctec
tcccectttt
cccctgctca
cagctctcte
ctcgtcgeaa
cccaatccete
ttttgccatc
cgcatctact
ccgttttctt
catcacgact
gacagttttg
taacaaatcc

Forward primer 2

tgggttagcg
ttgatttaac
acctaaaatc
tataaacata
gcgccaaaat
gtagtataag
ctcttaazaa
ggctaaaaac
aaaatagaca
aactaactaa
taaacttaat
cggactagct
gttgttcttt
ttaatcttca
B23CATTCTT
asactttgtg
cttgccaaga
gttcataacg
aagcgtgcac
gaaatcacaa
tggctttgaa
aaatagaagt
aggctgcaag
ggcagcttce
tctgcgaact
ctttcctata
agctgccaaa
ctccagcttt
gtggcgagag
ttcecctectt
cccacttcte
cctcttttge
HiAAARAAAA
tatcattatt
acgaatttat
tataaacaca

-

aaaatatagg

gaactaacta agaaaagacg

agtgattceg

Sonda 2

-

L

atatataalt

atgatccgat

caaggactta

aatgtaatfta

atatgtaatca
gaggccaatt

aatgaggagc

ccttattcta

taaaaggact

ctcacccctt

ctcalaagete

cctaggcctt
<l

-«

Reverse primer 1
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tgtaataaag
cctcaccctc
tcattctcag

attccaaagt
gtctttagee
zaagaaagaa
zacaaaaaca
ttgatgcgag
tataagtagg
cataazaaca
tctaataatt
ctaggaattg
ataatataat
taaattacag
agagggttct
caataaattg
agttttcctt
caaaagtcce
saaactataa
atttacttaa
attaggtgaa
tctcaaccaa
cttatgaaat
ttaacctcta
ttggaaggat
ggcagccttt
atccgtcect
gcccaaaggqg
Tttcttcttt
tggcagcctt
Tctttttaca
ctggacccag
ccatctgaca
ttggectgtee
cttggattct
tttctacaaa
aaatataatt
tacataaaat
Zaaataacgt

aagtaaaaat

aaaggggcaa
2caattaggg
agctctctet
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Velikosti MNegativni Velikostri
marker kontrola WTMT WTACo Co/Co  marker

300 bp

200 bp

150 bp

Obr. 3
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