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Sada primeru pro stanoveni alel markeri gent rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 v jedné reakci
metodou SNaPshot u jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primerti vyvinutych pro detekci genti rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 jablong
domaci (Malus x domestica Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, kdy tato
detekce probihd v jedné reakci metodou SNaPshot. Tato sada umozituje soucasnou detekci
senzitivnich alel i rezistentnich alel markert typu jednonukleotidového polymorfizmu (SNP), kdy
jsou tyto markery v tésné vazb¢ s uvedenymi geny rezistence, a to konkrétné SNP W242, ktery je
v tésné vazbe¢ s genem rezistence Rvi2, SNP K146, ktery je v asociaci s genem rezistence Rvi4,
a SNP R156, ktery je v tésné vazbé s genem rezistence Rvi6. Navrzena sada primert je vhodna pro
molekularnimi markery asistovanou selekci jabloné s potencialni rezistenci ke strupovitosti.

Dosavadni stav techniky

Jabloii domaci (Malus x domestica Borkh.) je jednou z nejpéstovanéjsich ovocnych plodin v nasem
klimatickém pasmu, mize vSak trp€t riznymi chorobami, které snizuji produkci komercné
jejimz pivodcem je houbovy patogen Venturia ineaqualis (Cooke) G. Winter. Jedny z prvnich
symptomu jsou skvrny objevujici se zejména na listech a plodech, které maji zpocatku olivove
zelenou barvu a pozdéji tmavnou. V téchto mistech mize dochazet k nekrézam, coz vede az
k opadu napadenych listd a praskani plodd. Praskliny mohou nésledné vést k hnilobé plodu.
Napadené ovoce je neprodejné, vynosnost u neosetfenych sadt tak miize vyrazn€ poklesnout.
Péstovani odriid citlivych vii¢i tomuto patogenu mtze vyzadovat az 20 az 30 postiikii produkénich
sadd fungicidnimi prostfedky rocné (Manktelow et al. 1996), které krom¢ zna¢nych finan¢nich
naklad prinaseji i vysokou zatéz zivotnimu prostiedi a mohou ve formée rezidui zistavat v plodech
uréenych pro lidskou spotiebu. Slechténi odriid rezistentnich vii¢i tomuto patogenu je proto
v popiedi §lechtitelskych programti mnoha zemi svéta, jelikoz kombinace pouziti rezistentnich ¢i
odolnych odrid jabloni s technologickymi opatfenimi v sadech umoznuje velmi vyznamné snizeni
spotieby fungicidu k regulaci tohoto patogenu.

Geneticka rezistence viuci V. inaequalis je dana interakci genu rezistence (R) hostitelské rostliny
a genu avirulence (4vr) pochazejiciho z patogenu (tzv. rezistence gen-pro-gen) (Flor et al. 1971).
V poslednich dvou desetiletich bylo identifikovano vice nez 20 rtznych genti neboli loki
rezistence vaci V. ineaqualis, tzv. geny Rvi (Bus et al. 2011; Soriano et al. 2014). Oznaceni gen se
bézné pouziva, i kdyz samotné pricinné geny rezistence nebyly obvykle identifikovany. Tyto geny
rezistence obvykle pochazeji z planych jabloni a jejich zaclenéni do kulturnich odrid jabloné
s trzni kvalitou plodu je pracné a Casové velmi naro¢né. VéEtSina v soucasnosti dostupnych odrad
jabloni odolnych ke strupovitosti nese gen rezistence vici strupovitosti ziskany z genotypu Malus
Sfloribunda 821. Tento gen rezistence oznaceny Rvi6 (Vf) je vSak v mnoha regionech Evropy
prekonavan urcitymi rasami V. ineaqualis (Parisi et al. 2004). Bohuzel vSak byly na riznych
mistech svéta identifikovany virulentni izolaty tohoto patogenu schopné piekonat 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 pfekonavaji jednotlivé geny rezistence s rtiznou ¢etnosti. Mezi nejvyhodné;si
geny rezistence, které nebyly pfekonany nebo byly piekonavany pouze vzacné, patii Rvi5, Rvill,
Rvil2, Rvil4 a Rvil5. Geny, které byly piekonavany s vyssi frekvenci (Rvi2, Rvi4, Rvi6, Rvi7, Rvi9
a Rvil3), je jiz nyni mozné pouzit k dosazeni trvalé rezistence pouze v kombinaci (Patocchi et al.
2020). Populace V. inaequalis se vSak neustale vyviji a frekvence pfekonani urcitého genu
rezistence se muze b&hem velmi kratké doby zmeénit. Proto je strategie Slechténi jabloni
rezistentnich vuci strupovitosti zaméfena na tzv. pyramidizaci (kumulaci) gent rezistence, kdy je
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rezistence dana dvéma nebo vice rliznymi geny. Krom¢ jiz zminéného genu Rvi6 s nejvice
rozpracovanym kvalitnim Slechtitelskym materidlem s mnoha registrovanymi odrtidami patii
v soucasné dob¢ mezi nejvice vyuzivané geny rezistence vuci V. inaequalis Rvi2 a Rvi4, nasleduji
Rvi5, Rvill, Rvil2, Rvil3 a Rvil5, n¢které z nich se jiz vyskytuji v registrovanych odrtidach (Berra
etal. 2017).

Rezistence vici strupovitosti je klasicky u jabloni testovana inokulaci ptivodcovského patogenu na
rostlinu a sledovanim ptiznakl infekce. Tento test v§ak nemusi byt zcela spolehlivy, a predevsim
neumoziuje stanovit, ktery gen rezistence vici strupovitosti rostlina nese, ani homozygotni ¢i
heterozygotni vyskyt ptislusné rezistentni alely, coz je velmi dulezity parametr z hlediska dalsiho
Slechténi. Neni tudiz vhodny ani pro testovani kumulace geni Rvi v jednom genotypu. Pro
testovani na zakladé fenotypovych projevil by bylo nutné pouzit vice izolatt tohoto patogenu
schopnych prekonat pouze jednotlivé pouzité Rvi geny, i tyto izolaty vSak mohou byt geneticky
nestabilni a prolomit rezistenci. Toto testovani je navic pracné a ¢asove narocné.

Pro pritkaz prenosu gent rezistence vici V. inaequalis jsou proto vyvijeny mnohem prikaznéjsi
a informativnéjsi genetické markery, které by umoznily jednoduchou a spolehlivou selekci
rezistentnich jabloni. Molekularnimi markery asistovana selekce (MAS) umoznuje detekci
sledovanych alel jiz v rané fazi vyvoje rostlin (Liebhard et al. 2003) a neperspektivni hybridni
potomstvo je mozné odstranit bez narocného péstovani a testovani jiz v prvnim roce po vyseti.
Zaclenéni MAS do Slechténi ma tedy potencial vyrazné zefektivnit Slechtitelsky program. Prvni
publikace tykajici se molekularnich markert geni Rvi byly zvefejnény jiz na konci minulého
tisicileti, vétsinou se jednalo o rizné spolehlivé markery typu SCAR a SSR (napft. Tartarini et al.
1999, Vinatzer et al. 2004 a dalsi). V nasledujicich letech byly publikovany markery typu
jednonukleotidovych polymorfizmti (SNP), které se jevi jako velmi vyhodné pro MAS z divodu
relativné snadné analyzovatelnosti i vice markert v jediné reakci. Dosud vSak byly identifikovany,
a predevsim nezavisle validovany, markery pouze pro nekteré Rvi geny, napi. Rvi2, Rvi4 a Rvi6
(Jansch et al. 2015; Chagné et al. 2019).

Prestoze je MAS jiz zhruba deset let v nekterych programech pro Slechténi jabloni komercné
vyuzivana (Chagné et al. 2019), nejsou publikovany vhodné metody pro analyzu piitomnosti gend
Rvi a pouzivané metody detekce byvaji firemnim tajemstvim. SNP markery lze analyzovat riznymi
molekularnimi metodami, vyuziva se napt. metoda KASP™ (kompetitive allele specific PCR)
(Baumgartner et al. 2016) ¢i metoda OpenArray® screens firmy Thermo Fisher Scientific (Chagné
et al. 2019), tyto metody vSak maji n&které nevyhody. Nevyhodou metody KASP™ je jeji ochrana
obchodni znackou firmy LGC Genomics, kdy je cely detekéni systém syntetizovan jako celek na
zakazku a nenabizi tak jednoduchou optimalizaci, kdy mohou byt primery pro detekci ptislusného
SNP podle potieby upravovany, popiipadé objednavany jednotlivé a u riznych firem. Dalsi
nevyhoda spo¢iva v tom, ze KASP™ analyza je momentalné nabizena pouze se zna¢enim 6-FAM
a HEX, tj. pro identifikaci dvou variant jednoho SNP/reakci. V soucasnosti tedy neni mozné
multiplexovani KASP™ analyz vice markert, proto nemusi byt KASP™ uplné vyhodna pro MAS,
a to zejména v situaci, kdy je tfeba rutinné analyzovat velky pocet vzorkl s riznymi sledovanymi
znaky. Metoda OpenArray® screens firmy Thermo Fisher Scientific je zase vhodné pfedevsim pro
analyzu velkého poctu SNP a pro védeckeé cely, nikoliv pro rutinni testovani semenackii pti MAS.
Je nezbytné pofizeni finanéné naro¢ného piistrojového vybaveni a zaroven zpracovani vysledku
vyzaduje vysoce kvalifikovany personal. Dalsi vyuzitelnou metodou je alelickd diskriminace
pomoci PCR v redlném case (tato metoda je popsand v uzitnych vzorech patticich pfihlasovateli
této piihlasky: CZ 35890, CZ 35780 a CZ 35603). Vyhodou této metody je jeji rychlost,
jednoduchost a nizka cena. Nevyhodou je skute¢nost, Ze je mozné testovat pouze jeden SNP marker
v reakci, maximalné dva SNP markery na analyzu. V ptipadé vice nez dvou sledovanych markerd
jiz tato metoda neni tak vyhodna z divodu zvySujici se pracnosti a ¢asové naro¢nosti.
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Podstata technického fe$eni

Popsany nedostatek, tedy chybéjici rychlou a relativné levnou metodu proveditelnou v bézné
molekularni laboratofi, diky které je mozné analyzovat vétsi mnozstvi SNP markerti vybranych
znakt ve velkém poctu vzorkl, fesi sada primerti pro soucasnou detekci SNP markert rozlisujicich
senzitivni a rezistentni alely gent rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 jablon¢ domaci (Malus x domestica
Borkh.) metodou SNaPshot podle technického feseni, jehoz podstata spociva v tom, Ze obsahuje
primery, jejichz sekvence jsou:

primery pro FBsnRvi2-7 SNP W242:

Rvi2 PCR forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1)

Rvi2 PCR reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2)

Rvi2 SNaPshot primer 1: ATCATTTATYTAATTTGGCCAAATAATAAA (SEQ ID NO. 3)
Rvi2 SNaPshot primer 2: ATCATTTATCTAATTTGGCCAGATAATAAA (SEQ ID NO. 4)

primery pro FBsnRvi4-1 SNP K145:

Rvi4 PCR forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 5)

Rvi4 PCR reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 6)

Rvi4 SNaPshot primer: CCCCCCCCCCCCATGTTACAYCTGCATCTAAACACT (SEQ ID
NO. 7)

primery pro Rvi6_ M8S SNP R156:

Rvi6 PCR forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 8)

Rvi2 PCR reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO. 9)

Rvi6 SNaPshot primer: CCCCCCCCCCCCTGAGTAATYTGGAACTATATGAAATAATAA
(SEQ ID NO. 10),

kde dle ndzvoslovi IUPAC zastupuje Y v sekvenci primert nukleotidy C a T a K zastupuje
nukleotidy G a T. VSechny SNaPshot primery byly navrzeny v reverzni orientaci.

Primery navrzené pro detekci markeru genu rezistence Rvi2 se nachazeji v oblasti FBsnRvi2-7
(Jansch et al. 2015). Pomoci vySe uvedenych primert 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 t€sné vazb¢ s genem rezistence Rvi2, a na zaklad¢ této
jednobodové mutace odliSit senzitivni a rezistentni alelu. Nukleotid T je urcujici pro senzitivni
alelu a nukleotid A je urcujici pro rezistentni alelu (viz Obr. 1 a Obr. 2). Primery navrzené pro
detekci markeru genu rezistence Rvi4 se nachazeji v oblasti FBsnRvi4-1 (Jénsch et al. 2015).
Pomoci narokovanych primerti je mozné v uvedené oblasti detekovat validovany diagnosticky SNP
marker nazvany K146 (G/T) (Jansch et al. 2015 — identifikace; Chagné et al. 2019 — validace),
ktery je v asociaci s genem rezistence Rvi4, a na zaklad¢ této jednobodové mutace odliit senzitivni
a rezistentni alelu, pfi¢emz nukleotid G je urCujici pro senzitivni alelu a nukleotid T je urcujici pro
rezistentni alelu (viz Obr. 1 a Obr. 2). Primery navrzené pro detekci markeru genu rezistence Rvi6
se nachazeji v oblasti M8S (Patocchi et al. 1999). Pomoci primert této pfihlasky 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 zaklad¢ této jednobodové mutace odlisit senzitivni a rezistentni alelu, pficemz nukleotid
G je urcujici pro senzitivni alelu a nukleotid A je urCujici pro rezistentni alelu (viz Obr. 1 a Obr. 2).
Vzhledem k tésné vazbé mezi zde zminovanymi geny rezistence a jejich SNP markery mohou byt
v této piihlaSce terminy ,senzitivni a rezistentni alela (SNP) markeru genu rezistence
Rvi2/Rvi4/Rvi6* a ,,senzitivni a rezistentni alela genu rezistence Rvi2/Rvi4/Rvi6* pouzivany jako
synonyma, SNP markerem genu rezistence Rvi2 je v celé¢ piihldSce minén SNP W242, SNP
markerem genu rezistence Rvi4 je v celé piihlaSce zamyslen zde specifikovany SNP K146 a SNP
markerem genu rezistence Rvi6 je v celé ptihlaSce minén zde dale specifikovany SNP R156, pokud
neni konkrétné uvedeno jinak. Alelou je v této piihlaSce zamyslena senzitivni, respektive
rezistentni alela konkrétniho uvedeného SNP markeru, v principu vSak miiZe existovat vice variant
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amplifikovanych sekvenci senzitivni, respektive rezistentni alely na zéklad¢ ptfitomnosti dalsich
nukleotidovych zmén, které nemusi byt ve vztahu s rezistenci vi¢i V. inaequalis.

Narokovana kombinace primerd je vhodna pro soucasnou analyzu vyse uvedenych alel gent
rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 u jablon¢ domaci (Malus * domestica Borkh.). Ve vyhodném
provedeni technického feseni jsou PCR amplikony vSech pfislusnych alel detekovany pomoci
specifickych SNaPshot primert, které maji pro konkrétni gen rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6
rozdilnou délku, aby je bylo mozné odlisit pomoci SNaPshot analyzy.

Prvnim krokem pro stanoveni alel markerti gent rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 jablon¢ domaci
(Malus *x domestica Borkh.) je izolace genomové DNA, nasleduje nejprve PCR s vyuzitim PCR
primert pro amplifikaci konkrétnich fragmentt, které¢ obsahuji analyzované SNP markery genti
rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6, a poté je provedena detekcni SNaPshot reakce s vyuzitim SNaPshot
primerd. PCR amplifikace vSech tii useki i detekéni SNaPshot reakce probihaji vzdy pro vSechny
tfi geny najednou v jedné reakci. Vzhledem k pritomnosti pouze fluorescencné znacenych
ddNTP v detekéni SNaPshot reakci dochdzi k prodlouzeni kazdého detekéniho primeru o jediny
nukleotid - primery jsou navrzeny tak, aby pfidanym nukleotidem byl detekovany SNP. Pomoci
této metody je ziskana smés fragmentd ukoncenych riznymi fluorescenéné znacenymi ddNTP,
ktera je nasledn€ analyzovana pomoci genetického analyzatoru.

Priklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zddnym zplisobem
neomezuji rozsah této piihlasky, ktera je vymezena pfipojenym narokem a podrobné¢ popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit riizné modifikace pouzitého
zpasobu PCR, uvedenych primert, véetné zptisobu zvyseni ¢i snizeni jejich teploty tani modifikaci
chemické struktury a délky, aniz by doslo ke snizeni specificity detekce jednotlivych alel markerd
genu rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6. Také je mozné zmenit délku a typ nekomplementarni extenze
SNaPshot primert, aniz by doslo k odklonu od této prihlasky. Degenerované primery mohou byt
nahrazeny kombinaci jednotlivych primera s prislusnymi jednotlivymi nukleotidy vyplyvajicimi
z typu degenerace, tj. primer obsahujici v urcité pozici Y muze byt nahrazen primery obsahujicimi
ve stejném misté sekvence C, respektive T. Taktéz je mozné snizit pocet pouzitych primera v reakci
takovym zplsobem, aby byly detekovany pouze jednotlivé geny Rvi2, Rvi4 a Rvi6, poptipadé
kombinace pouze dvou z téchto tii gent.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: A) Sekvence amplifikované oblasti, ktera obsahuje SNP marker W242 pro gen rezistence
Rvi2 (SEQ ID NO. 11, odvozena od sekvence KM105014.1, GenBank) a mista nasedani PCR
primeri a SNaPshot primerd. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani jednotlivych
primera s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 4 jsou
v reverzni orientaci). Vyznaceny SNP marker W242 reprezentuje v sekvenci pismeno W, které
podle nazvoslovi IUPAC zastupuje nukleotidy A (tento nukleotid je charakteristicky pro rezistentni
alelu) a T (tento nukleotid je charakteristicky pro senzitivni alelu). B) Sekvence amplifikované
oblasti, kterd obsahuje SNP marker K146 genu rezistence Rvi4 (SEQ ID NO. 12, odvozena od
sekvence KM105043.1, GenBank) a mista nasedani PCR primerti a SNaPshot primeru. Vyznacené
sekvence reprezentuji mista naseddni jednotlivych primerii s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ
ID NO. 6 a SEQ ID NO. 7 jsou v reverzni orientaci). Vyznaceny SNP marker K146 reprezentuje
v sekvenci pismeno K, které podle nazvoslovi IUPAC zastupuje nukleotidy T (tento nukleotid je
charakteristicky pro rezistentni alelu) a G (tento nukleotid je charakteristicky pro senzitivni alelu).
C) Sekvence amplifikované oblasti, ktera obsahuje SNP marker R156 genu rezistence Rvi6 (SEQ
ID NO. 13, odvozena od sekvence KM105074.1, GenBank) a mista nasedani PCR primert
a SNaPshot primeru. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani jednotlivych primert
s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 9 a SEQ ID NO. 10 jsou v reverzni orientaci).
Vyznaceny SNP marker R156 reprezentuje v sekvenci pismeno R, které podle nazvoslovi [IUPAC
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zastupuje nukleotidy A (tento nukleotid je charakteristicky pro rezistentni alelu) a G (tento
nukleotid je charakteristicky pro senzitivni alelu).

Obr. 2: Piiklady vyhodnocené SNaPshot analyzy. Cerné barva oznacuje nukleotid G, Eervena barva
nukleotid A a zelend barva nukleotid T. Oranzové vrcholky reprezentuji velikostni marker.
Ramecky vymezuji oblasti pro jednotlivé SNP markery genti rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6. A)
Senzitivni jedinec ve vSech tiech locich, a tedy jedinec s genotypem T/T pro SNP W242 (Rvi2),
G/G pro SNP K146 (Rvi4) a G/G pro SNP R156 (Rvi6); B) jedinec, ktery je v locich Rvi2 a Rvi4
senzitivni a v loku Rvi6 homozygotné rezistentni, a tedy jedinec s genotypem T/T pro SNP W242
(Rvi2), G/G pro SNP K146 (Rvi4) a A/A pro SNP R156 (Rvi6); C) jedinec, ktery je v locich Rvi2
a Rvi4 heterozygotné rezistentni a v loku Rvi6 senzitivni, a tedy jedinec s genotypem A/T pro SNP
W242 (Rvi2), T/G pro SNP K146 (Rvi4) a G/G pro SNP R156 (Rvi6); D) heterozygotn¢ rezistentni
jedinec ve vSech tfech locich, a tedy jedinec s genotypem A/T pro SNP W242 (Rvi2), T/G pro SNP
K146 (Rvi4) a A/G pro SNP R156 (Rvi6).

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primert

Na zéakladé znamych sekvenci oblasti s misty vyskytu diagnostickych SNP pro detekci genti
rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 u jabloné (pristupova ¢isla databaze Genbank: KM105014.1 (SEQ ID
NO. 11), KM105043.1 (SEQ ID NO. 12), respektive KM105074.1 (SEQ ID NO. 13)) byly pomoci
softwaru Geneious Prime (Biomatters Ltd.) navrhnuty sekvence jednotlivych primer. Nejprve
byla provedena analyza sekvenci cca 100 riznych rezistentnich a senzitivnich odrid jabloné
z ditvodu identifikace dalSich moznych polymorfizmi v této oblasti, které by mohly interferovat
s vlastni PCR. Nasledné byly vybrany co nejkonzervovanéjsi useky pro navrzeni primerd, aby bylo
minimalizovano potencialni snizeni U¢innosti celého systému. Specifické primery pro metodu
SNaPshot vzdy obsahuji na svém 3" konci sekvenci, kterd kon¢i tésné pied diagnostickym SNP
markerem, ana druhé strané primeru muize byt pfipojena nekomplementdrni extenze tvorena
sledem urcitych nukleotidt. Diky této extenzi je mozné primer prodlouzit na pozadovanou délku
tak, aby bylo mozné jednotlivé fragmenty pro riizné SNP rozliSit na zaklad¢ délky jako pfi
fragmentacni analyze. Pro SNP W242 markerujici gen rezistence Rvi2 byly navrzeny dva
SNaPshot primery, a to z toho diivodu, ze v této oblasti je vice jednonukleotidovych polymorfismt
a bylo potfeba obsahnout vSechny varianty senzitivni a rezistentni alely. Tyto primery byly
navrzeny na vyslednou délku 30 nukleotidi a neobsahuji extenzi. Primer pro SNP K145
markerujici gen rezistence Rvi4 byl navrZzen na vyslednou délku 36 nukleotidl, z c¢ehoz
12 nukleotidii piedstavuje extenze, a primer pro SNP R156 markerujici gen rezistence Rvi6 byl
navrzen na vyslednou délku 42 nukleotidl, z ¢ehoz 12 nukleotidli pfedstavuje extenze. Pro
nekomplementarni extenzi byl v obou ptipadech zvolen sled 12 cytosinti (Ci2).

Pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP W242 pro detekci genu rezistence
Rvi2 byly navrhnuty nasledujici primery:

Rvi2 PCR forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1),

Rvi2 PCR reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2),

Rvi2 SNaPshot primer 1: ATCATTTATYTAATTTGGCCAAATAATAAA (SEQIDNO. 3) a
Rvi2 SNaPshot primer 2: ATCATTTATCTAATTTGGCCAGATAATAAA (SEQ ID NO. 4).

Pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP K146 pro detekci genu rezistence
Rvi4 byly navrhnuty nasledujici primery:

Rvi4 PCR forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 5),

Rvi4 PCR reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQID NO. 6) a

Rvi4 SNaPshot primer: CCCCCCCCCCCCATGTTACAYCTGCATCTAAACACT (SEQ ID
NO. 7).
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Pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP R156 pro detekci genu rezistence
Rvi6 byly navrhnuty nasledujici primery:

Rvi6 PCR forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 8),

Rvi6 PCR reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQID NO.9) a

Rvi6 SNaPshot primer: CCCCCCCCCCCCTGAGTAATYTGGAACTATATGAAATAATAA
(SEQ ID NO. 10).

Nasedani jednotlivych primerti na piislusné sekvence je uvedeno na Obr. 1.

Ptiklad 2: Detekce alel SNP markert geni rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 jabloné domaci metodou
SNaPshot:

Nejdiive byla z listt riznych odrid jabloné¢ doméci izolovdna celkovd DNA pomoci soupravy
Exgene Plant SV mini (GeneAll Biotechnology) dle navodu vyrobce. DNA byla pted amplifikaci
genomového useku s pozadovanym SNP nafedéna na koncentraci 10 ng/pl. Takto pfipravena DNA
(1 ul) byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nésledujicimi reakénimi slozkami (uvedeny
vysledné koncentrace primeri): 10 pl gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio); 500nM Rvi2 PCR
forward primer (SEQ ID NO. 1), 500nM Rvi2 PCR reverse primer (SEQ ID NO. 2), 350nM Rvi4
PCR forward primer (SEQ ID NO. 5), 350nM Rvi4 PCR reverse primer (SEQ ID NO. 6), 150nM
Rvi6 PCR forward primer (SEQ ID NO. 8), 150nM Rvi6 PCR reverse primer (SEQ ID NO. 9),
reakce byla doplnéna do 20 pl vodou. Amplifikace fragment probihala v cykleru C1000 (Biorad)
s nastavenym teplotnim profilem: Gvodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace ve 40 cyklech:
94 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/30 s; zavérecna extenze 72 °C/5 minut.

Amplifikované fragmenty byly purifikovany pomoci ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent
(Thermo Fisher Scientific) tak, Ze k 5 ul PCR produktu byly pfidany 2 ul ExoSAP-IT™., Takto
ptipravena smes byla 4 minuty inkubovéana v termocykleru pii 37 °C a poté¢ 1 minutu pti 80 °C
(inaktivace enzymu). Purifikované amplifikované fragmenty (1 pl) byly poté pouzity jako templat
pro SNaPshot reakci s nasledujicimi reakénimi slozkami (uvedeny vysledné koncentrace primert):
5 pl SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (ThermoFisher Scientific); 100nM Rvi2 SNaPshot
primer 1 (SEQ ID NO. 3); 100nM Rvi2 SNaPshot primer 2 (SEQ ID NO. 4); 50nM Rvi4 SNaPshot
primer (SEQ ID NO. 7); 250nM Rvi6 SNaPshot primer (SEQ ID NO. 10), reakce byla doplnéna
do 10 pl vodou. Reakce probihala v termocykleru C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim
profilem: amplifikace v 10 cyklech: 96 °C/10 s, 50 °C/5 s, 60 °C/30 s. Po dokonceni reakce byly
opét amplifikované fragmenty purifikovany, kdy byl do kazdé zkumavky, ve které bylo 10 ul
produktu z detekéni SNaPshot reakce, pfidan 1 pl enzymu SAP (Thermo Fisher Scientific). Takto
pfipravena smeés byla v termocykleru inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C a poté 15 minut pii 75 °C.
Nasledné byly vzorky ptipraveny pro analyzu pomoci genetického analyzatoru tak, ze byl nejdiive
pfipraven mix 9 ul Hi-Di formamidu a 0,2 pl velikostniho standardu GeneScan 120 LIZ dye (oboji
Thermo Fisher Scientific) a k nému byl ptidén vzdy 1 pl analyzovaného vzorku. Ptipravené vzorky
byly pfed samotnou analyzou denaturovany 5 minut pti 95 °C v termocykleru. SNaPshot analyza
byla provadéna na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 dle doporuceni vyrobce (Thermo
Fisher Scientific).

Vysledek SNaPshot analyzy byl vyhodnocen pomoci softwaru GeneMapper v5.0 (Thermo Fisher
Scientific). Vysledkem je elektroforeogram obsahujici vrcholy v barvé konkrétniho nukleotidu
v mist¢ SNP a zdrove jsou tyto vrcholy rozdéleny na zakladé délky. Vysledky SNaPshot analyzy
jsou zndzornény na Obr. 2.

Prumyslova vyuzitelnost

Navrzenou sadu primerti pro detekci rezistence jabloné¢ domaci (Malus *x domestica Borkh.)
k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter pomoci metody SNaPshot, konkrétné
pro detekci pritomnosti jednotlivych alel markerd gend rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6, je mozné
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pouzit pro molekularnimi markery asistovanou selekci jabloni kiizenych pro rezistenci
k strupovitosti, a to jiz ve stddiu nékolikatydennich semenacd. Takto rana selekce pfinasi nemalé
finan¢ni uspory diky tomu, ze Setii praci, material i prostory nezbytné pro péstovani semenact
vzniklych z téchto kiizeni. Konkrétné jsou detekovany senzitivni a rovnéz rezistentni alely markert
genu rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6, kdy detekce téchto markerd probiha metodou SNaPshot, ktera
umoziuje velmi rychlou analyzu nékolika SNP markera dtlezitych znak u velkého poctu vzorkda.
Zarove tato sada umoziiuje identifikaci homozygotl nesoucich pouze rezistentni alely genii Rvi2,
Rvi4, ptipadné Rvi6, coz je velkym ptinosem pro Slechtitele, protoze rezistentni homozygoti budou
v dal$im kiiZeni poskytovat jedince nesouci vzdy alespon jednu rezistentni alelu tohoto genu.
Velkou vyhodou navrzené sady primert je moznost v jediné reakci stanovit kumulaci pfislusnych
genu rezistence, kterou v podstaté nelze detekovat jinak nez analyzou molekularnich markert.
Soucasna analyza 3 SNP markert v jediné reakci ptinasi dalsi uspory jak financni, tak casové diky
tomu, Ze neni nutné provadét analyzu pro kazdy znak zvIast. VSechny tfi testované rezistence jiz
byly jednotlivé implementovany do komercné uspé$nych odrtd, jejich vzajemnym kfiZenim je tak
mozné jiz v prvni generaci vyslechtit kvalitni nové hybridy, jejichz rezistence nebude prolamovana
rasami V. inaequalis schopnymi obejit jednotlivé typy rezistence. Slechténi jabloni s kumulaci
gent rezistence vuci strupovitosti je modernim trendem tvorby novych odrid této oblibené ovocné
plodiny, jelikoz umoziuje sniZeni ekologické zatéze, ke které dochazi pii péstovani nerezistentnich
odrtd, popfipadé odrid s pouze jedinym genem rezistence Rvi, ktery je pfi¢innym patogenem
prolamovan.

Seznam sekvenci

- sekvence primert a jednotlivych gent rezistence jsou shodné se sekvencemi souc¢asn¢ podaného
elektronického souboru dle standardu WIPO ST.26 ptipojeného k této ptihlasce

<SEQ ID NO. 1- Rvi2 PCR forward primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG

<SEQ ID NO. 2- Rvi2 PCR reverse primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
ATACCATATGAYCACAKAGATCATT

<SEQ ID NO. 3- Rvi2 SNaPshot primer 1; DNA; Malus < domestica Borkh.; genomic DNA>
ATCATTTATYTAATTTGGCCAAATAATAAA

<SEQ ID NO. 4- Rvi2 SNaPshot primer 2; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
ATCATTTATCTAATTTGGCCAGATAATAAA

<SEQ ID NO. 5- Rvi4 PCR forward primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT

<SEQ ID NO. 6- Rvi4 PCR reverse primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG

<SEQ ID NO. 7- Rvi4 SNaPshot primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
CCCCCCCCCCCCATGTTACAYCTGCATCTAAACACT

<SEQ ID NO. 8- Rvi6 PCR forward primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC

<SEQ ID NO. 9- Rvi6 PCR reverse primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
AAGTTTGGAGCACACATAAGG

<SEQ ID NO. 10- Rvi6 SNaPshot primer; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
CCCCCCCCCCCCTGAGTAATYTGGAACTATATGAAATAATAA
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<SEQ ID NO. 11- KM105014.1, GenBank; DNA; Malus % domestica Borkh.; genomic DNA>
CTCTCTCCCTCCCTGTCTCTCTTCTCTCTCTGCTCGCTCGCTCTCTCTGTCCCGACGRC
ATGGTCTCAGRCTCTGTCTGCCTGAAAGACGTAAGACRTCAAATCCAATATCCAATA
TGGAATGTCACGTAATCAAATTTGTGTGTAGGATCCAGCTCCAACCAATATGTCAAT
TTTACGTGGATTAACATGAGTTTTCATATGTTAAATTTGACATATGAGAATGTGATGT
CAATTTTTTTWTTTATTATTTGGCCAAATTARATAAATGATCTATGTGGTCATATGGT
ATYCGGAATATAGCCTATATGCTAAAAAAACTCGAATTTAAACCCTTGTGGTGTACT
CTGTTAGCAAATTTAGTCCAAAAATGATTTTTTCGTTAACTATMTGTTAATACATGGT
AAAATTGTACTTTGACATTTTTACTAGGATTGGGGTTTTRCTAGGATTTTGGTTTAAA
TGCTATCTGAGTTTTCAATTTCTGATCGGTTAGAATTCTATTAGAGTTGGCAAGCAAC
ATGAATGGATTCTTGYTGTGTGGCTTTGAAAAACATCCATTTGAGAAGACCAAGTGG
TTTCTGCAATGGTGGTTCTGGGTTTTTGGGGGAGAGGGTTAGAGGGAGTTTCAATAA
CAGGCTTTGGGCTAATCAATTGAGAAYTAACAAGAGGAAGGTGATACCTGGAGCTG
TTCTTGCTGTTCTTACCTCAAAAGATGCCGAGGCTGTCGTAAGTTAATCCTTT

<SEQ ID NO. 12- KM105043.1, GenBank; DNA; Malus % domestica Borkh.; genomic DNA>
TTACTCAATTCAGACTTTAGCCAAAAAATCTCATGTTTACTGCCAGTGTTTGAAGATC
TTCTCTTCTATTACAAAGAAGGGGAATGTTGACTGGATTAAGTTTATGGATTACATAT
TTTGGATTCTATATTGGTKAACAGCTTGCKAGTGTTTAGATGCAGGTGTAACATTGAT
GAAATATAAGTGTTATCTAAAATTCATTTTGATTTTCAGACTCTCAAACTTTCTGCAC
CTATTGCGACTGGTCTTATCTTGGT

<SEQ ID NO. 13- KM105074.1, GenBank; DNA; Malus x domestica Borkh.; genomic DNA>
TGTGTGGAAAGGAAACATCGTCATCTAGTTGAGACAGCTAGAACTTTATTGGTTTAA
TCTCATGTTCCTCACCAATATTGGGTTGAAGCCTTCACGACTGCACTATATCTCATTA
ATARATTGYCAATCTCTGGGATTTCACAATCACCTTAGCARTTATTATTTCATATAGT
TCCAGATTACTCAAGGCTCRAAGTCTTTGGTTGTTTGTACTTTCCATGGTTAAAACCT
TATGTGTGCTCCAAACTTGATGGGAAA
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primert pro soucasnou detekci SNP markert rozliSujicich senzitivni a rezistentni alely
genu rezistence Rvi2, Rvi4 a Rvi6 jablon¢ domaci Malus * domestica Borkh. k patogenu Venturia
inaequalis (Cooke) G. Winter metodou SNaPshot, vyznacujici se tim, ze obsahuje nasledujici
primery:

Rvi2 PCR forward primer: GTTAAATTTGACATATGAGAATGTG (SEQ ID NO. 1),

Rvi2 PCR reverse primer: ATACCATATGAYCACAKAGATCATT (SEQ ID NO. 2),

Rvi2 SNaPshot primer 1: ATCATTTATYTAATTTGGCCAAATAATAAA (SEQID NO. 3) a
Rvi2 SNaPshot primer 2: ATCATTTATCTAATTTGGCCAGATAATAAA (SEQ ID NO. 4)

pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP W242 pro detekci genu rezistence
Rvi2,

Rvi4 PCR forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 5),
Rvi4 PCR reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 6) a

Rvi4 SNaPshot primer; CCCCCCCCCCCCATGTTACAYCTGCATCTAAACACT (SEQ ID
NO. 7)

pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP K146 pro detekci genu rezistence
Rvid,

Rvi6 PCR forward primer: TGGTTTAATCTCATGTTCCTCAC (SEQ ID NO. 8),
Rvi6 PCR reverse primer: AAGTTTGGAGCACACATAAGG (SEQ ID NO.9) a

Rvi6 SNaPshot primer: CCCCCCCCCCCCTGAGTAATYTGGAACTATATGAAATAATAA
(SEQ ID NO. 10)

pro identifikaci senzitivni a rezistentni alely diagnostického SNP R156 pro detekci genu rezistence
Rvi6,

kdy podle nazvoslovi IUPAC zastupuje Y v sekvenci primeru nukleotidy C a T a K zastupuje
nukleotidy G a T.

7 vykresi
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