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Sada primeru a sond pro stanoveni alel markeru genu rezistence Rvi6 u jabloné domaci
(Malus x domestica Borkh.)

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primerti a sond navrzenych pro detekci rezistence jablon& doméci (Malus x
domestica Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, konkrétn¢ pro detekci
ptitomnosti alel markeru genu rezistence Rvi6, kdy tato sada umoziiuje soucasné detekovat
senzitivni alelu i rezistentni alelu tohoto genu. Alely jsou detekovany pomoci markeru typu
jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) R156, ktery je v tésné vazbé s genem rezistence Rvi6.
Uvedena sada je vhodna pro molekularnimi markery asistovanou selekci jabloné s potencialni
rezistenci ke strupovitosti metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném case.

Dosavadni stav techniky

Jabloni domaci (Malus x domestica Borkh.) je velmi dilezitou zemédelskou komoditou, trpi vSak
mnoha chorobami, které snizuji produkci komercné uplatnitelnych plodd. Mezi nejzavaznéjsi patii
strupovitost jablon¢, jejimz piivodcem je houbovy patogen Venturia ineaqualis (Cooke) G. Winter.
Péstovani odrud citlivych vii¢i tomuto patogenu mize vyzadovat az 20 az 30 postiikti produkénich
sadt fungicidnimi prostfedky ro¢né (Manktelow et al. 1996), které kromé& znacnych finan¢nich
nakladl piinéseji i vysokou zatéz zivotnimu prostiedi a mohou ve formé rezidui zlstavat v plodech
uréenych pro konzumaci/zpracovani. Slechténi odriid rezistentnich vii¢i tomuto patogenu je proto
v popiedi slechtitelskych programti mnoha zemi svéta, jelikoz kombinace pouziti rezistentnich ¢i
odolnych odriid jabloni s technologickymi opatienimi v sadech umoznuje velmi vyznamné snizeni
spotieby fungicidu k regulaci tohoto patogenu.

V poslednich dvou desetiletich bylo identifikovano vice nez 20 riiznych gend rezistence vuci
V. ineaqualis (geny Rvi, Bus et al. 2011; Soriano et al. 2014). Tyto geny rezistence jsou k dispozici
ve Slechténi v riznych formach (od planych jabloni, ze kterych tyto geny casto pochazeji, po jiz
komeréné uspeésné rezistentni odridy vzniklé n€kolikanasobnym kiizenim potomkil rezistentni
plané jablon¢ s komeréné Gspé€Snymi odriidami). VétSina v soucasnosti dostupnych odrid jabloni
rezistentnich ke strupovitosti nese gen rezistence vaci strupovitosti ziskany z genotypu Malus
floribunda 821. Tento gen rezistence oznacCeny Rvi6 (Vf) je vSak v mnoha regionech Evropy
ptekonavan uréitymi rasami V. ineaqualis (Parisi et al. 2004). Bohuzel vSak byly na rtznych
mistech svéta identifikovany virulentni izolaty tohoto patogenu schopné pickonat i vétSinu
ostatnich genti Rvi (Bus et al. 2011; Caffier et al. 2015; Peil et al. 2018). Z viceletého hodnoceni
genotypd nesoucich jednotlivé geny rezistence provadéného v geograficky odlisSnych regionech
s rozdilnym infek¢nim tlakem (www.vinquest.ch) je evidentni, ze populace patogenu V. inaequalis
se geograficky lisi a piekonavaji jednotlivé geny rezistence s rliznou ¢etnosti. Geny rezistence,
které jsou prekondvany s vyssi frekvenci, je jiz nyni mozné pouzit k dosazeni trvalé rezistence
pouze v kombinaci, idealn€ s geny pfekonavanymi pouze velmi ziidka nebo dosud nepiekonanymi.
Strategie Slechténi jabloni k rezistenci vi¢i strupovitosti je tudiz zaméfena na kumulaci genti
rezistence, kdy je rezistence podminéna dvéma nebo vice riznymi geny. Zda ke kumulaci gent Rvi
doslo, vSak neni na urovni fenotypu téméf mozné rozpoznat, bylo by nutné pouziti vice izolati
tohoto patogenu schopnych ptekonat pouze jednotlivé pouzité Rvi geny, ity vSak mohou byt
geneticky nestabilni a prolomit rezistenci.

vvvvvv

rostlinu a sledovanim pfiznakt infekce. Tento test vSak neni zcela spolehlivy a neumoziuje
stanovit ani typ genu rezistence, ani homozygotni ¢i heterozygotni vyskyt pfislusné rezistentni
alely, coz je velmi dilezity parametr z hlediska dalSiho Slechténi. Pro prikaz pfenosu gent
rezistence vuci V. inaequalis jsou proto vyvijeny mnohem prikaznéj$i a informativngjsi
molekularné genetické markery, které by umoznily jednoduchou a spolehlivou selekci
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rezistentnich jabloni (marker assisted selection, MAS). Pouzitim MAS je mozné odstranit
neperspektivni hybridni potomstvo bez naro¢ného péstovani a testovani jiz v prvnim roce po vyseti,
coz ptinasi nemalé finan¢ni uspory. Prvni publikace zabyvajici se molekularnimi markery pro geny
Rvi byly zvefejnény jiz na konci minulého tisicileti, kdy se obvykle jednalo o riizné spolehlivé
markery typu SCAR a SSR (napt. Tartarini et al. 1999, Vinatzer et al. 2004 a dalsi). V letech 2015
a 2016 byly publikovany presnéjsi markery typu jednonukleotidovych polymorfizmt (SNP) (pro
Rvi6: R156 - Jansch et al. 2015, Y124 - Jansch et al. 2015; Baumgartner et al. 2016), které jsou
vhodnéjsi pro MAS z diivodu snazsi analyzovatelnosti vice markert v jediné reakci. SNP markery
byly kriticky validovany v nezavislé studii vyuzivajici vice nez 200 riznych genotypl a byly
vybrany SNP se statisticky nejpriikaznéjsi asociaci s rezistenci (p < 0,00001) pro Rvi2, Rvi4 a Rvi6
(Chagné et al. 2019). V této praci byl jako SNP nejtésnéji asociovany s Rvi6 validovan R156
z lokusu MS8S (Jansch et al. 2015). Zavedeni molekularnich metod detekce genii Rvi do Slechténi
vysoce zefektiviiuje a v podstaté jako jediné i umoziuje tvorbu novych prokazatelné rezistentnich
odrtd jabloni, zejména obsahujicich vice geni Rvi.

Prestoze je MAS jiz zhruba deset let v nékterych programech pro Slechténi jabloni komeréné
vyuzivana (Chagné et al. 2019), nebyly publikovany metody pro analyzu pfitomnosti geni Rvi
umoznujici bézné pouzitelnou jednoduchou analyzu Casto velmi pocetného potomstva kiizeni
jabloni. V Jinsch et al. 2015, kde byly tyto SNP popsany, byly amplifikovany a sekvenovany useky
dlouhé 1200 az 1300 bp, sekvenovani vSak nepatfi mezi metody vhodné pro analyzu mnoha
vzorkd, at’ jiz z divodu pracnosti, ¢i ceny. V dal$im ¢lanku vénujicim se SNP asociovanym s geny
Rvi (Baumgartner et al. 2016) byla pouzita metoda KASP™, aviak zminénou metodou byl testovan
jiny SNP asociovany s Rvi6 (Y 124) nez R156 pouzivany v této piihlasce. Tento SNP Y124 ovsem
ve validacni studii vykazoval mensi uspé$nost pfi identifikaci rezistentniho genotypu nez SNP
R156 anebyl tak spolehlivy (Chagné et al. 2019). Chagné et al. (2019) pouzili pro analyzu
a validaci 128 riznych SNP technologii OpenArray®, tato technologie je ov§em vhodnd predevsim
pro analyzu velkého poctu SNP a pro védecké ucely, nikoliv pro rutinni testovani semenacku pii
MAS. Daéle jsou pro jablon¢ komeréné dostupné Cipy pro analyzu 20K 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 ¢ipy jsou z divodu ceny a naro¢nosti na vybaveni a vyhodnocovani vhodné
zejména pro celogenomové genotypovani. Zadna z dosavadnich publikaci tedy nepopisuje
jednoduchy systém, ktery by byl vhodny pro rychlou analyzu konkrétnich SNP u mnoha set ¢i tisic
vzorkd, ktera by byla vyuzitelna v béZzné Slechtitelské praxi pro ovéfovani pfitomnosti jednotlivych
alel genu Rvi6. Proto byla pro jejich detekci vyvinuta nize uvedend metoda, kterd by byla
pouzitelna v kazdé¢ laboratofi vybavené v dnesni dobé béznymi laboratornimi pfistroji.

Podstata technického feSeni

Vyse popsany nedostatek, kterym je nedostupnost jednoduché metody bézné pouzitelné v kazdé
laboratoti molekuldrni biologie, diky které by bylo mozné spolehliveé otestovat velké mnozstvi
vzorkll, odstrafiuje sada primerti a sond pro soucasnou PCR detekci SNP markeru rozliSujiciho
senzitivni a rezistentni alelu genu rezistence Rvi6 jablon¢ domaci (Malus x domestica Borkh.)
podle technického feSeni, jehoz podstata spoCiva v tom, Ze obsahuje primery a znacené
hybridizac¢ni sondy, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3)

Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4),
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kde jsou hybridiza¢ni sondy vhodné oznaceny pro soucasnou detekci jednotlivych alel v prib&hu
PCR reakce, pfi¢emz pro PCR detekci senzitivni alely SNP markeru genu rezistence Rvi6 obsahuje
sada primery a znac¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3)

a pro PCR detekci rezistentni alely SNP markeru genu rezistence Rvi6 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4).

Navrzené primery a sondy se nachdzeji v oblasti M8S (Patocchi et al. 1999). Pomoci primert
a hybridiza¢nich sond je mozné v uvedené oblasti detekovat validovany diagnosticky SNP marker
nazvany R156 (A/G) (Jansch et al. 2015 — identifikace; Chagné et al. 2019 — validace), ktery je
v tésné vazb¢ s genem rezistence Rvi6, a na zakladé této jednobodové mutace odliSit senzitivni
a rezistentni alelu, pficemz nukleotid G je urcujici pro senzitivni alelu a nukleotid A je uréujici pro
rezistentni alelu. Vzhledem k tésné vazbé mezi Rvi6 a R156 mohou byt v této piihlasce terminy
»senzitivni a rezistentni alela (SNP) markeru genu rezistence Rvi6* a ,,senzitivni a rezistentni alela
genu rezistence Rvi6* pouzivany jako synonyma, SNP markerem genu rezistence Rvi6 je v celé
ptihlasce minén zde dale specifikovany SNP R156, pokud neni konkrétn€ uvedeno jinak.

Vyse uvedeny primer SEQ ID NO. 2 se ¢astecné piekryva s primerem z Jansch et al., 2015 (11
z 21 nukleotidl je shodnych). Ptislusny piekryv obou primeri je vSak koincidenci, protoze tato
genomicka oblast je vyhodna pro navrh primert pro amplifikaci daného tseku obsahujiciho
diagnosticky SNP R156, nebot neobsahovala u mnoha nami analyzovanych odrid dalsi
polymorfizmy. Primer SEQ ID NO. 2 byl navrzen tak, aby doslo k optimalni amplifikaci daného
useku v kontextu celého Rvi6 detekéniho systému metodou alelické diskriminace pomoci real-time
PCR, o kter¢ se Jansch et al. nezminuji. Navic je primer SEQ ID NO. 2 pouZit v kombinaci s jinym
forwardovym primerem, ktery je zcela nové navrzen. V dosavadnim stavu techniky se sondy pro
PCR v realném ¢ase nepouzivaly, aviak v systému KASP™ byly pro detekci sousediciho SNP
Y124, ktery vsak ve validacni studii vykazoval mensi tispéSnost a spolehlivost pii identifikaci
rezistentniho genotypu, pouzity alelicky specifické znacené primery (Baumgartner et al., 2016).
Vzhledem k tomu, ze SNP Y124 lezi v bezprostiedni blizkosti nami vyuzivaného SNP R156,
dochazi k ¢astecnému prekryvu téchto primert s ndmi navrzenymi sondami SEQ ID NO. 3 a SEQ
ID NO. 4 (9 resp. 10 z 21 nukleotidt je shodnych). Ptislusny prekryv alelicky specifickych primert
z Baumgarner et al., 2016 a sond navrzenych v této ptihlasce je vSak koincidenci, protoze jsou
detekovany rozdilné diagnostické SNP markery (SNP Y124 versus SNP R156) a pouzivané
metody funguji na odliSném principu.

Navrzena kombinace primerd pro amplifikaci jednotlivych alel markeru genu rezistence Rvi6 je
vhodna pro soucasnou nebo individudlni analyzu vyse uvedenych alel u jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.). Ve vyhodném provedeni technického feSeni jsou PCR amplikony obou
ptislusnych alel detekovany v pfitomnosti znacenych sond metodou alelické diskriminace pomoci
PCR v realném c¢ase. Ve vyhodném provedeni technického feseni jsou hybridizacni sondy pro
detekci jednotlivych alel znaceny fluorescencné, a jest€¢ vyhodnéji pomoci odlisnych fluoroforti
pro jednotlivé alely, coZz umoznuje jejich soucasnou detekci v jedné PCR reakei.
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Prvnim krokem pro stanoveni alel markeru genu rezistence Rvi6 jabloné¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) je izolace genomové DNA, nasleduje PCR v realném case s vyuzitim sady
primert a sond pro specifickou amplifikaci vyse uvedenych alel. Finalnim krokem je vyhodnoceni
pritomnosti jednotlivych alel na zéklad¢ analyzy fluorescen¢niho signalu.

Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zadnym zptisobem
neomezuji rozsah této prihlasky, ktera je vymezena ptipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpusobu PCR, uvedenych primert a sond, véetné jejich fluorescenéniho znaceni, aby nedoslo ke
snizeni specificity PCR detekce jednotlivych alel markeru genu rezistence Rvi6.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Sekvence (odvozeno od sekvence KM105074, GeneBank) amplifikovaného useku SNP
markeru genu rezistence Rvi6 a mista nasedani primeri a sond na ni. Vyznafené sekvence
reprezentuji mista nasedani primerd, respektive sond s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID
NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 4 jsou v reverzni orientaci). A) uvadi sekvenci a senzitivni
alelu SNP markeru Rvi6, B) zachycuje sekvenci a rezistentni alelu SNP markeru tohoto genu.
Ptislusny SNP polymorfizmus je oznacen jako SNP R156.

Obr. 2: Priklad analyzy metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném case. Kiivky bez
krouzkti — 6-FAM fluorescence (Sonda 1; SEQ ID NO. 3); kfivky s krouzky — HEX fluorescence
(Sonda 2; SEQ ID NO. 4). A) detekce heterozygota nesouciho rezistentni i senzitivni alelu genu
rezistence Rvi6 ujablon¢ s genotypem Res/Sens; B) detekce homozygota nesouciho pouze
senzitivni alely s genotypem Sens/Sens a C) detekce homozygota nesouciho pouze rezistentni alely
s genotypem Res/Res.

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primerti

Na zaklad¢ znamé sekvence oblasti M8S (GeneBank, KM105074) a mista vyskytu diagnostického
SNP pro detekci genu rezistence Rvi6 u jabloné byly pomoci softwarti Vector NTI Advance
(ThermoFisher Scientific) a Geneious Prime (Biomatters Ltd.) navrhnuty sekvence jednotlivych
primeri asond. Nejprve byla provedena analyza sekvenci cca 100 riznych rezistentnich
a senzitivnich odrid jablon€ z ditvodu identifikace dalSich moznych nespecifickych polymorfizmu
v této oblasti. Nasledn¢ byly vybrany vhodné useky pro navrzeni primert a sond, aby nemusela
byt provedena jejich degenerace potencialné snizujici u¢innost celého systému.

Pfi navrhovéni primerti a sond pro analyzu pomoci PCR vredlném case byly zohlednény
nasledujici pozadavky: 1) co nejvyssi specificita primerti eliminujici necilené amplifikace
z divodu parcialni duplikace genomu jablon¢; 2) obdobna teplota tani obou primerd a k tomu
pfiméfend teplota tini sond; 3) eliminace tvorby dimerl mezi jednotlivymi komponentami
systému; 4) zcela diskriminujici sondy pro jednoznacné odliseni senzitivni a rezistentni alely.
Byly vybrany nasledujici primery a hybridiza¢ni sondy:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3) - pro senzitivni alelu Rvi6
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Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4) - pro rezistentni alelu Rvi6.
Nasedani primerd a sond je uvedeno na Obrazku 1.

Ptiklad 2: Detekce senzitivni alely a rezistentni alely SNP markeru genu rezistence Rvi6 u jabloné
domaci metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném cCase

Pro detekci pfitomnosti senzitivni alely a rezistentni alely markeru genu rezistence Rvi6 u riznych
odrtd jablon€ domaci byla z listi izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene Plant SV mini
(GeneAll Biotechnology), pfipadn& rychlejsi metodou pomoci QuickExtract™ (Lucigen) dle
navodil vyrobct. Pfipravena DNA (2 ul) byla pouZita jako templat pro PCR reakci v objemu 20 pl
s nasledujicimi reakénimi komponentami (uvedeny vysledné koncentrace): 1x qPCR Blue Master
Mix (Top-Bio); 250nM Forward primer, 250nM Reverse primer, 250nM Sonda 1, 200nm
Sonda 2, reakce byla doplnéna do 20 ul vodou. PCR amplifikace probihala v Rotor-Gene Q
(Qiagen) real-time PCR cykleru s néasledujicim teplotnim profilem: uvodni denaturace
94 °C/5 minut; amplifikace v 50 cyklech: 50x (94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/30s). Pro PCR
detekcei senzitivni alely markeru genu rezistence Rvi6 u jabloné se v reakci pouzily nasledujici
primery a sonda, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3),

kde byla Sonda 1 fluorescen¢né znacena 6-FAM fluoroforem, a pro PCR detekci rezistentni alely
markeru genu rezistence Rvi6 u jabloné se v reakci pouZzily nasledujici primery a sonda, jejichz
sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4),

kde byla Sonda 2 fluorescencn¢ znacena HEX fluoroforem. Vysledky byly analyzovany dodanym

softwarem k tomuto zafizeni Rotor-Gene Q Series 1.5 Software, typicky vystup je ukazan na
Obrazku 2.

Prumyslova vyuzitelnost

Navrzena sada primert a sond pro PCR detekci rezistence jabloné domaci (Malus x domestica
Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, konkrétné pro detekci pfitomnosti
jednotlivych alel markeru R156 genu rezistence Rvi6, je vyuzitelnd pro molekularnimi markery
asistovanou selekci jabloni ki#izenych pro rezistenci k strupovitosti, ato jiz ve stadiu
n¢kolikatydennich semenacd. Takto rana selekce pfinasi nemalé finanéni aspory diky tomu, Ze
Setfi praci, material i prostory nezbytné pro péstovani semenaci vzniklych ztéchto kiizeni.
Konkrétn¢ jsou detekovany 1) senzitivni alela markeru genu rezistence Rvi6 a 2) rezistentni alela
markeru genu rezistence Rvi6. Ve vyhodném provedeni probiha detekce v jediné reakci metodou
alelické diskriminace pomoci PCR v realném case umoziujici velmi rychlou analyzu velkého
poctu vzorkl. Zaroven tato sada umoziuje rozliSeni heterozygotli od homozygotl nesoucich pouze
rezistentni alely Rvi6, coz je velkym pifinosem pro Slechtitele, protoze rezistentni homozygoté
budou v dalsim ki¥izeni poskytovat jedince nesouci vzdy alespon jednu rezistentni alelu tohoto
genu. V tomto pfipad¢ tedy nebude nutné semenace vibec testovat a vSechny budou nést gen
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rezistence Rvi6, coz prinese dalsi Gspory pii Slechténi rezistentnich jabloni. Dale je narokovana
sada primert a sond pro detekci Rvi6 vyuzitelnd v kombinaci s obdobnymi sadami pro detekci
dalsich gent rezistence vu¢i V. inaequalis pro testovani kumulace prislusnych gen rezistence,
kterou nelze detekovat jinak, neZ analyzou molekularnich markert. Slechténi jabloni rezistentnich
vuci strupovitosti je modernim trendem tvorby novych odrtd této oblibené ovocné plodiny, jelikoz
umoziuje snizeni ekologické zatéze, ke které dochazi pti péstovani nerezistentnich odrid.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primert a sond pro detekci senzitivni alely a rezistentni alely markeru genu rezistence
Rvi6 jabloné doméaci 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: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3)

Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4),

kde hybridizac¢ni sondy jsou ozna¢eny pro jejich souc¢asnou detekci v prubéhu PCR reakce, pricemz
pro PCR detekci senzitivni alely SNP markeru genu rezistence Rvi6 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: ATAACTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 3)

a pro PCR detekci rezistentni alely SNP markeru genu rezistence Rvi6 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 2: ATAATTGCTAAGGTGATTGTG (SEQ ID NO. 4).

2 vykresy
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