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Sada pro detekci mutace G143A zpisobujici rezistenci ke Qol fungicidiim

Oblast techniky

Reseni se tykd sady primeri pro PCR detekci mutace G143A v mitochondri4lnim genu cytb
u Venturia inaequalis, kterd zplsobuje rezistenci ke Qol fungicidim.

Dosavadni stav techniky

Strupovitost jablon€ je hospodaisky nejvyznamnéjsi choroba jabloni, ktera je zpiisobena houbo-
vym patogenem Venturia inaequalis [(Cooke) G. Winter 1875]. Tato houba napada listy i plody,
na kterych vytvafi tmavé strupovité skvrny. V téchto mistech dochézi k nekrézam, opadu listt
a praskani plodd, ¢imZ je umoznén vstup pro druhotné infekce a napadené ovoce je triné nereali-
zovatelné. U neoSetfovanych sadi miZe klesnout vynosnost o 40 aZ 80 % nebo i vice.

Zékladni zplisob ochrany je pouZivani fungicidi. Jednim typem Casto pouzivanych fungicidd jsou
fungicidy z chemické skupiny strobilurin, které inhibuji respiracni fetézec, a jsou znamy jako
Quinone-outside Inhibitors (Qol). Strobiluriny cilené inhibuji kliovy protein respiraéniho fe-
tézce, cytochrom b (cytb). PouZivani téchto fungicidi viak Casto vede ke vzniku rezistence
k témto pfipravkim, a to zejména vyselektovanim jednobodové mutace v genu cytb vedouci
k zamén¢ glycinu za alanin v pozici 143 (G143A).

Z hlediska managementu oSetfovani jabloniovych sadii je proto Zadouci v¢as zachytit pritomnost
rezistentnich kmend Venturia inaequalis, a to z mnoha diivodi: 1) zabranit neuCelnému pouZiti
strobilurinovych fungicidnich piipravki tam, kde se jiz vytvofila rezistence patogena k nim;
2) a tim pfedejit ekonomickym ztratdm z pouZiti nespravného pripravku; 3) piedejit zbytedné
environmentalni zat€Zzi; 4) zahajit pouZivani fungicidii z jiné skupiny s odlisnym mechanismem
plsobeni pro zajisténi efektivni ochrany jabloni proti chorobé a pro zachovani kvalitni produkce.
Pro u¢imnou ochranu ovocného sadu je dale vyhodné znat pomér mutovaného, rezistentniho
kmenu Venturia inaequalis, k citlivému,

V souc€asnosti se pro detekci mutace G143A pouZivaji postupy zaloZené na metodé PCR. Fonta-
ine (Fontaine, S., 2009) popisuje kvalitativni metodu detekce s pouZitim alelicky specifickych
primert s udavanou citlivosti 1 %. Sedlék (Sedlak, P., 2013) popisuje detekci mutované varianty
analyzou PCR produktii pomoci metody SSCP (ssDNA Conformation Polymorphism) s vyuZitim
polyakrylamidové gelové elektroforézy. Vybor FRAC (Fungicide Resistance Action Committee)
uvadi dve€ schvalené metody pro detekci mutace G143A v genu cytb — vyuziti RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), respektive pyrosekvenovani pro analyzu PCR produktd.

Nevyhodou vSech postupii je Casova naroénost, nemoZnost piesné kvantifikace zastoupeni muto-
vané rezistentni formy G143 A a nizk4 citlivost.

Podstata technického feseni

Uvedené nedostatky odstraiiuje sada pro detekci mutace G143A zpiisobujici rezistenci ke Qol
fungicidiim, podle technického feSeni, jehoZ podstata spociva v tom, Ze obsahuje primery pro
soucasnou kvalitativni nebo kvantitativni PCR detekci lokusu mitochondridlniho genu cytb
u pivodce strupovitosti jabloné Venturia inaequalis, kdy tento lokus obsahuje bud’ pfirozené se
vyskytujici aminokyselinu glycin v poloze 143 (WT), nebo mutaci G143A zajistujici rezistenci
vii¢i strobilurinovym fungicidiim, a uvedené primery maji nasledujici sekvence:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),
Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3),

piiCemZ pro PCR detekci WT sekvence mitochondrialniho genu cytb u Venturia inaequalis obsa-
huje sada primery, jejichZ sekvence jsou:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),
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Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3),

a pro PCR detekci mutované sekvence G143 A mitochondrialniho genu cytb u Venturia inaequa-
lis obsahuje sada primery, jejichZ sekvence jsou:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).

Vy3e uvedené sady primeri jsou vhodné pro kvalitativni nebo kvantitativni detekci WT sekvence
(varianty) nebo mutované sekvence (varianty) G143A mitochondridlniho genu cytb u Venturia
inaequalis metodou PCR. Kombinaci vysledkd kvantitativni analyzy obou variant lze ziskat
pfesné zastoupeni mutované varianty G143A mitochondrialniho genu cytb ve sledované popu-
laci, a to s vysokou citlivosti nejméné 0,1 % vzhledem k WT variant¢.

Metodou PCR se rozumi klasické usporadani PCR reakce s detekei amplikoni pomoci gelove
elektroforézy nebo digitalni PCR nebo real-time PCR vyuzivajici k detekei interkalani barviva
a dal3i varianty metody PCR znamé odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni technického
feseni je PCR produkt detekovan v realném Case pomoci real-time PCR s vyuzitim interkala¢niho
barviva, kdy v oddélenych zkumavkach probih4 analyza daného vzorku s primery pro WT sek-
venci, respektive mutovanou sekvenci G143A.

Detekce WT sekvence nebo mutované sekvence G143A mitochondridlniho genu cytb u Venturia
inaequalis miZe byt dle provedeni technického Feeni provedena z jakékoliv €asti organizmu,
s vyhodou se jedna o konidie, askospory, nebo jinou &ast houbového organizmu.

Prvnim krokem detekce WT sekvence nebo mutované sekvence G143A mitochondridlniho genu
cytb u Venturia inaequalis je izolace celkové DNA z houbového organizmu metodami zndmymi
v oboru. Izolovana DNA je nasledné analyzovana na pfitomnost WT a/nebo mutované sekvence
G143A mitochondrialniho genu cytb u Venturia inaequalis metodou PCR sadami primert podle
technického feSeni.

Priklady provedeni technického feseni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a Zadnym zplsobem
neomezuji rozsah této piihlasky, kterd je vymezena piipojenymi nroky a podrobn€ popsana
v popisu technického fedeni. Odbornik v oboru bude schopen u¢init rizné modifikace pouZité¢ho
zptisobu PCR a uvedenych primert tak, aby nedoglo ke sniZeni specificity a senzitivity PCR de-
tekce. Modifikaci primerd se rozumi zejména zkrdceni nebo prodlouZeni na 3¢ a/nebo 5° konci
nebo zéména nukleotidd nebo kombinace tdchto modifikaci, které zachovavaji alespol 80%
identitu k uvedenym sekvencim.

Ptiklady uskute¢néni technického feseni

Piiklad 1: Stanoveni senzitivity metody detekce WT varianty a mutované varianty G143A mito-
chondriglniho genu cytb u Venturia inaequalis

Pro stanoveni senzitivity metody byly pouZity syntetické standardy typu Ultramer®, ktere jsou
identické se sekvencemi WT a mutované G143A varianty. Byly pfipraveny smési téchto stan-
dard#i tak, aby obsahovaly standardy v riznych pomérech dle Tabulky 1:

Zastoupeni standardi ve smési
Varianta WT Varianta MUT
100% 0%
99,9% 0,1%
99% 1%
90% 10%
50% 50%
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10% 90%
1% 99%
0,1% 99,9%
0% 100%

Pfipravené kombinace standardii byly pouzZity jako templat pro real-time PCR reakci s nasleduji-
cimi reakCnimi podminkami: 2 pl smés standardt; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM
MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi Tag DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery
kazdy; 1x EvaGreen (interkala¢ni barvivo, Biotium). Kazdd kombinace standardi byla otesto-
vana v triplikitu na pfitomnost sekvence WT a mutované sekvence G143A mitochondrialniho
genu cytb pomoci real-time PCR.

Pro real-time PCR detekci WT sekvence mitochondridlniho genu cytb Venturia inaequalis byly
pouZity tyto primery:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),

Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).
Pro real-time PCR detekci mutované sekvence G143A mitochondridlniho genu cytb Venturia
inaequalis byly pouzity tyto primery:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),

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

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s néasledujicim teplotnim pro-
filem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/2 s, 72 °C/10 s (50x), s odeétem fluorescence
v HRM kanalu.

Po ukonceni reakce bylo provedeno kvantitativni vyhodnoceni obou variant pomoci Rotor-Gene
Q softwaru. Ve vSech kombinacich standardi byla nalezena shoda mezi ofekavanym a identifi-
kovanym pomérem obou variant. Senzitivita metody pro detekci mutované sekvence G143A
mitochondrialniho genu cytb Venturia inaequalis ve smési je <0,1% vzhledem k WT varianté.

Piiklad 2: Kvalitativni detekce WT a mutované varianty G143A mitochondrialniho genu cytb
u Venturia inaequalis metodou PCR v klasickém uspofadani

Pro detekci pfitomnosti WT a rezistentni mutované varianty G143 A mitochondridlniho genu cytb
byla ze smési konidii Venturia inaequalis izolovana celkovda DNA pomoci soupravy Exgene
Plant SV mini (GeneAll). Pfipravend DNA byla pouZita jako templat pro PCR reakci s nasleduji-
cimi reak¢nimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl;
200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy.
Kazdy vzorek byl v oddélenych zkumavkach otestovan na pfitomnost sekvence WT a mutované
sekvence G143 A mitochondrialniho genu cytb pomoci PCR.
Pro PCR detekci WT sekvence mitochondridlniho genu cytb u Venturia inaequalis byly pouzity
tyto primery:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),

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

Pro PCR detekei mutované sekvence G143 A mitochondridlniho genu cytb u Venturia inaequalis
byly pouzity tyto primery:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),

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

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/2 s, 72 °C/10 s (50x).
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Po ukon&eni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 3% agar6zo-
vém gelu. U vzorkd, které byly pozitivni pouze na pfitomnost WT sekvence a neobsahovaly 7ad-
nou mutovanou variantu G143A mitochondrialniho genu cytb, byl identifikovan prouzek o veli-
kosti 105 bp pouze u PCR reakce detekujici WT variantu. U vzorki, které obsahovaly pouze
mutovanou variantu G143A mitochondridlniho genu cytb a neobsahovaly Zadnou WT variantu,
byl identifikovan prouzek o velikosti 105 bp pouze u PCR reakee detekujici mutovanou variantu
G143A mitochondrialniho genu cytb. Vzorky, které byly smésné a obsahovaly jak WT variantu,
tak mutovanou variantu G143A mitochondridlniho genu cytb, vykazovaly prouzky o velikosti
105 bp v obou PCR reakcich s riiznou intenzitou podle pomérdi obou variant ve vzorku.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym sekvenovanim PCR amplikonll. Ve
viech piipadech byl potvrzen nalez WT sekvence nebo mutované sekvence G143 A mitochondri-
alniho genu cytb ve shod€ se zavéry z gelové elektroforézy.

Piiklad 3: Kvalitativni a kvantitativni detekce WT a mutované varianty G143A mitochondriél-
niho genu cytb u Venturia inaequalis metodou real-time PCR

Pro detekei pritomnosti WT a rezistentni mutované varianty G143A mitochondridlniho genu cytb
byla ze smési konidii Venturia inaequalis izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene
Plant SV mini (GeneAll). Ptipravené DNA byly pouZity jako templét pro real-time PCR reakci
s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl smés standardd; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-
-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio),
500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (interkalaéni barvivo, Biotium). Kazdy vzorek byl v od-
délenych zkumavkach otestovan na piitomnost sekvence WT a mutovane sekvence G143A
mitochondridlniho genu cytb pomoci real-time PCR.

Pro real-time PCR detekci WT sekvence mitochondrialniho genu cytb Venturia inaequalis byly
pouZity tyto primery:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).

Pro real-time PCR detekci mutované sekvence G143A mitochondrialniho genu cytb Venturia
inaequalis byly pouZity tyto primery:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nésledujicim teplotnim pro-
filem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/2 s, 72 °C/10 s (50x), s odedtem fluorescence
v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s urenim cha-
rakteristické k¥ivky tani specifickych PCR amplikont a pfimym sekvenovanim PCR amplikonu.
Ve viech piipadech byl potvrzen nalez WT sekvence nebo mutované sekvence G143A mito-
chondrialniho genu cytb ve shodé se zavéry z real-time PCR.

Ve vyhodném provedeni technického feeni byla piitomnost WT nebo mutované sekvence
G143A mitochondrialniho genu cytb Venturia inaequalis stanovena kvantitativng. Do real-time
PCR b&hu byly ptidény ¢tyfi standardy pro WT sekvenci a Ctyfi standardy pro mutovanou sek-
venci G143A mitochondrialniho genu cytb o zndmé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestro-
jeni kalibraéni kiivky. U pozitivnich vzorkd byla pouZita kalibratni kiivka pro stanoveni abso-
lutni koncentrace WT sekvence nebo mutované sekvence G143A mitochondrialniho genu cytb
Venturia inaequalis.

Piiklad 4: Stanoveni zastoupeni mutované varianty G143A mitochondrilniho genu cytb v popu-
laci Venturia inaequalis metodou real-time PCR

Pro stanoveni zastoupeni rezistentni mutované varianty G143A mitochondridlniho genu cytb
v populaci byla ze smési konidii Venturia inaequalis izolovéna celkovda DNA pomoci soupravy
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Exgene Plant SV mini (GeneAll). Pfipravené DNA byly pouzity jako templat pro real-time PCR
reakei s nasledujicimi reak¢énimi podminkami: 2 pl smés standardd; 1x PCR Blue reakéni pufr
(Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeréza (Top-Bio);
500 nM primery kaZzdy; 1x EvaGreen (interkalatni barvivo, Biotium). Kazdy vzorek byl
v oddélenych zkumavkach otestovan v triplikatu na pfitomnost sekvence WT a mutované sek-
vence G143A mitochondridlniho genu cytb pomoci real-time PCR. Do real-time PCR béhu byly
pfidany Ctyti standardy pro WT sekvenci a ¢tyfi standardy pro mutovanou sekvenci G143A mito-
chondridlniho genu cytb o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibraéni
ktivky.

Pro real-time PCR detekci WT sekvence mitochondrialniho genu cytb Venturia inaequalis byly
pouZity tyto primery:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).

Pro real-time PCR detekci mutované sekvence G143A mitochondridlniho genu cytb Venturia
inaequalis byly pouZity tyto primery:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim pro-
filem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/2 s, 72 °C/10 s (50x), s odeétem fluorescence
v HRM kanalu.

Po ukonceni béhu byly pomoci Rotor-Gene Q softwaru sestrojeny kalibraéni kfivky pro absolutni
kvantifikaci varianty WT a mutované varianty G143A mitochondridlniho genu cytb v testované
populaci Venturia inaequalis. Z absolutnich koncentraci jednotlivych variant bylo po provedené
normalizaci vypo€teno zastoupeni mutované varianty G143A mitochondridlniho genu cytb jako
procento v testované populaci Venturia inaequalis.

Primyslova vyuZitelnost

Nova sada primerti pro PCR detekci mutace G143A v mitochondrialnim genu cytb u Venturia
inaequalis, které zpusobuje rezistenci ke Qol fungicidim, odstraiiuje oproti dosavadnimu stavu
techniky nizkou senzitivitu, umozZiiuje provést soucasnou pfesnou kvantifikaci i kvalifikaci za-
stoupeni mutované varianty v populaci a zkracuje Cas potiebny k analyze. Tato sada primert tak
zrychluje, zpfesiuje a zleviiuje monitoring vyskytu mutovaného kmene houby Venturia inaequa-
lis a umoZiuje tak operativnéjsi management ochrany zejména sadd jabloni s pozitivnim ekono-
mickym dopadem.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada pro detekci mutace G143 A zpiisobujici rezistenci ke Qol fungicidiim, vyzna¢u-
jici se tim, Ze obsahuje primery pro soucasnou kvalitativni nebo kvantitativni PCR detekci
lokusu mitochondridlniho genu cytb u pivodce strupovitosti jabloné Venturia inaequalis, kdy
tento lokus obsahuje bud’ pfirozen€ se vyskytujici aminokyselinu glycin v poloze 143 (WT), nebo
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mutaci G143A zajistujici rezistenci vii¢i strobilurinovym fungicidiim, a uvedené primery maji
nasledujici sekvence:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQIDNO. 1),
Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3),

pti¢emz pro PCR detekci WT sekvence mitochondrialniho genu cytb u Venturia inaequalis obsa-
huje sada primery, jejichZ sekvence jsou:

Forward primer 1: ATGGTCAAATGAGCCTAGGTGGT (SEQ ID NO. 1),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3),

a pro PCR detekci mutované sekvence G143A mitochondrialniho genu cytb u Venturia inaequa-
lis obsahuje sada primery, jejichZ sekvence jsou:

Forward primer 2: ATGGTCAAATGAGCCTAGTGGCT (SEQ ID NO. 2),
Reverse primer 1: AAGCCTCCCCACAGAAATTCG (SEQ ID NO. 3).
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