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Uvod

PredloZena diplomova prace se zabyva vyvojem metod pro detekci molekularnich
markertt typu SNP (Single-nucleotide polymorphism) ve vazbé s geny
zodpovédnymi za rezistenci jabloni k houbovému patogenu Venturia inaequalis
(Cooke) G. Winter, a to konkrétné geny Rvi2, Rvi4 a Rvi6, pro potieby Slechténi.
Venturia inaequalis je fakultativnim parazitem, jehoZ anamorfni (nepohlavni)
vyvojové stadium parazituje na Zivych pletivech jabloni (rod Malus). Vyskytuje se na
vSech kontinentech a u svého hostitele zplisobuje onemocnéni strupovitost jabloné,
které je hospodarsky nejvyznamnéjSim onemocnénim jabloni. U hostitelskych
stromi se onemocnéni projevuje redukci listové plochy, piipadné aZ opadem listd,
v diisledku ¢ehoZ dochazi ke sniZeni schopnosti asimilace. To se dale odraZi na
kvalité plodl redukci jejich velikosti, horsi chuti a Spatnou skladovatelnosti. JelikoZ
toto onemocnéni vede ke znalnym ekonomickym ztratam, musi se kazdorocné
k potlaceni infekce v produké¢nich vysadbach aplikovat velké mnoZstvi fungicidd,
které mohou mit negativni vliv na Zivotni prostredi a zdravi ¢lovéka.

Celosvétoveé probiha Slechténi odriid jabloni rezistentnich k tomuto patogenu. Toto
Slechténi miiZe byt zna¢né zdlouhavé, finan¢né velmi ndkladné a s nejasnym
vysledkem. Selekce novych rezistentnich kiiZenct je standardné provadéna umélou
infekci jabloriovych semenacki patogenem V. inaequalis v ranych vyvojovych fazich
rostliny. Tento méné spolehlivy, nakladny a dlouhotrvajici zpiisob je dnes
nahrazovan markery asistovanou selekci, ktera vyuZivd molekuldrnich markert
a laboratornich metod k identifikaci rezistentnich kiiZenct s velmi vysokou mirou
jistoty bliZici se mnohdy 100 %. V genomech riiznych odrtid jabloni byla jiZ
identifikovana fada geni rezistence viici V. inaequalis (Rvi) a u nékolika z nich byly
identifikovany i markery typu SNP v asociaci s témito geny. Jednonukleotidové
polymorfismy (SNPs) jsou velmi stabilnim nej¢astéjsim typem DNA polymorfismii
a ideadlnim molekularnim markerem pro ucely markery asistované selekce (MAS).

Cilem praktické ¢asti diplomové prace je detekce tii vybranych geni, zodpovédnych
za rezistenci jabloni k patogenu Venturia inaequalis — Rvi2, Rvi4 a Rvi6é — pomoci
SNPs, které jsou s vybranymi geny v asociaci. Ma hlavni laboratorni ¢innost se tykala
porovnani rtiznych zplisobli izolace DNA a ovérovani detek¢éniho systému pro
genotypovani SNP v asociaci s genem Rvi4. Pro tento ucel byly pouzZity tfi metody
(sekvenace, alelicka diskriminace a SNaPshot), které by mély umoznit nasledné
vyuziti SNPs v markery asistované selekci. Teoreticka ¢ast obsahuje dostupné
vyznamné dosavadni poznatky souvisejici s danou problematikou a zhodnoceni
ekonomickych aspektii jednotlivych metod pro genotypizaci. Tato prace vznikla
vramci projektu & TJ04000389 [podpoien Technologickou agenturou Ceské
republiky (TA CR) v ramci programu ZETA], jehoZ jsem spolufesitelem.



1 Prehled dosavadnich poznatki o problematice
Jabloné (rod Malus) jsou hostiteli celé fady $kiidcti a patogenii zpiisobujicich fadu
onemocnéni ¢i prenaSejicich jiné patogenni organismy. Strupovitost jablong,
zplsobena houbou Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter z oddéleni Ascomycota, je
jednim znejvaznéjSich onemocnéni jabloni (Peil et al, 2017). Ve vSech zemich
péstujicich jabloné, zejména v oblastech se zvySenou vlhkosti (Soriano et al.,, 2014),
zplsobuje zna¢né ekonomické Skody mnohdy vedouci ke ztraté az 70 % ocfekavané
urody (Ogawa et English, 1991).Z tohoto diivodu jsou jabloné v produkénich sadech
Casto oSetirovany fungicidy, nékdy az 30x ro¢né (Soriano et al., 2014). Nicméné ani
takto ¢asta aplikace fungicidii nemusi byt 100% tucinn3, jelikoZ v poslednich letech
klesla biologicka tuc¢innost nékterych fungicidi v diisledku ziskané rezistence viici
urcitym ucinnym latkam fungicidii u nékterych populaci V. inaequalis. P¥i¢inou této
rezistence je nespravng, casta nebo nadmérna aplikace fungicidli (Juroch, 2010).

1.1 Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter

Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter je fakultativni parazit, jehoZ anamorfni
a teleomorfni vyvojové stadium ma znacné odlisSné Zivotni strategie. Anamorfni
(nepohlavni) vyvojové stadium V. inaequalis parazituje na Zivych pletivech
hostitelské rostliny a teleomorfni (pohlavni) vyvojové stadium preckava obdobi
vegetacniho klidu hostitele saprofyticky na jeho opadanych listech (Juroch, 2010).
V. inaequalis patii mezi tak zvané bipolarné heterothalické houby, coZ znamen3, Ze
mycelium obsahuje bud’ sam¢i, nebo samici jadra. K pohlavnimu rozmnoZovani jsou
tedy potreba dvé fyziologicky odlisné stélky. Plodnice jsou kulovitého tvaruy,
negativné geotropni (rostou nad zem), tmavé hnédé az Cerné a bez usti. Velikost
jedné plodnice se pohybuje okolo 90 - 150 um a obsahuje asi 50 - 100 viecek.
Viecka V. inaequalis o velikosti 55 - 75 x 6 - 12 pm jsou cylindrického tvaru,
svazeCkovita a jejich sténa je tenkda a bitunikatni (vicevrstevna, funkcné
dvouvrstevna). Vznikaji z askogennich hyf, které jsou vysledkem plazmogamie
(splynuti cytoplazem) dvou pohlavnich bunék. Askogenni hyfy jsou tvoreny
dikaryotickymi (dvoujadernymi) buiikami. Ke karyogamii (splynuti jader) dochazi
azv samotném mladém viecku (Vavra etal.,, 2015a). Dale ve virecku dochazi nejprve
k meiotickému a poté mitotickému déleni, jejichZ vysledkem je osm dvoubunécnych
askospor (Baudys et al., 1962). Askospory jsou nejprve bezbarvé, poté se zabarvuji
do olivové zelené aZz kourové nahnédlé barvy a velikostné se pohybuji okolo
11-16 x 5 — 7 um (Ackermann, 1992). Jsou dvoubunécné, pricemZ horni buiika
askospory je krat$i a SirSi nez burnlka spodni, od ¢ehoZ se odviji druhovy nazev
patogenu ,inaequalis”, tedy ,nerovny“. Nepohlavné se V. inaequalis rozmnoZuje
pomoci konidii, které postupné vznikaji v konidioforech béhem obdobi sporulace.
Konidie jsou jednobuné¢né nebo dvoubunécné, 20 - 30 um dlouhé, olivové zelené,
kyjovitého (hruSkovitého) tvaru a zaSpicatélé na konci. Kratké a neclankované
konidiofory na povrch listl vyriistaji skrze trhliny v kutikule z hnédého mycelia,

které tvori charakteristické hnédé skvrny na listech napadenych rostlin (Juroch,
2010).
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1.1.1 Taxonomické zaiazeni

Venturia inaequalis patfi do tiSe Fungi, oddéleni Ascomycota, tridy
Dothideomycetes, fadu Pleosporales, celedi Venturiaceae, rod Venturia. Teleomorf
je Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter a anamorf Spilocaea pomi Fries; syn.
Fusicladium dendriticum (Wallr.) Fuckel ¢i Sphaerella inaequalis Cooke (Shafi et al,,
2019).

1.1.2 Geografické rozsireni

Koalescen¢ni analyza migra¢nich modeli (matematickd metoda, kterd slouii
k odhadu rychlosti migrace mezi populacemi s vyuZitim rtznych migracnich
modelll) naznacuje, Ze V. inaequalis pochazi ze stiedni Asie, centra ptvodu rodu
Malus. Je tedy pravdépodobné, Ze patogen se Siril spoletné s domestikovanou
jabloni, ktera byla privazena do Malé Asie, Evropy a na dal$i kontinenty (Amerika,
Afrika, Australie) vlivem lidské migrace na nova uzemi (Harris et al., 2002).
V souladu s timto zjiSténim je také pozorovani, Ze mezi populacemi V. inaequalis
nalezenymi u Malus sieversii (ptedchlidce domestikovaného jablka) (Gladieux et al.,
2010) ve stredni Asii je vétSi geneticka variabilita neZ v evropskych populacich
Malus x domestica a M. sylvestris (Bowen etal., 2011).

1.1.3 Hostitelské rostliny

Houby rodu Venturia infikuji rtizné rody ovocnych drevin. V. inaequalis napada
Siroké spektrum hostitelskych rostlin z ¢eledi Malaceae, predevSim rod jablori
(Malus), V. pirina infikuje evropské hrusné (Pyrus spp.), V. nashicola infikuje asijské
hrusné (Pyrus spp.), V. carpophila broskvoné (Prunus spp.) a V. cerasi tfe$né (Prunus
spp.) (Bowen et al, 2011). Hlavnim hostitelem V. inaequalis je sice
Malus x domestica, patogen vSak napada i zastupce rodi jedb (Sorbus), hlohyné
(Pyracantha), kalina (Viburnum) a druhy, jako napriklad lokvat japonsky
(Eriobotrya japonica), hloh obecny (Crateagus laevigata (oxyacantha)) a skalnik
celokrajny (Cotoneaster integerrimus) (Juroch, 2010). Jednotlivé druhy rodu
Venturia lze rozlisit a rozdélit do vlastnich kladli na zikladé polymorfismi
vyskytujicich se v ribozomalnich internich transkribovanych mezernicich
(angl. spacer; ITS). Topologie fylogramu druhli Venturia Gzce souvisi s topologif
hostitelskych rodti, coZ demonstruje tizky koevolu¢ni vztah mezi patogennimi druhy
Venturia a jejich prisluSnymi hostiteli (ovocné dieviny) (Beck et al., 2005).

1.1.4 Vyvojovy cyklus a zptasob Sifeni

V. inaequalis béhem svého vyvojového cyklu strida fazi parazitického zplisobu Zivota
jakoZto anamorf s fazi saprofytickou jakoZto teleomorf (viz Obr. 1). V priibéhu
saprofytické faze houba pretrvava v pletivech opadanych listi (Juroch, 2010),
konkrétné vytvari své mycelium v mezofylu napadeného listu. Z mycelia v mezofylu
vznika kulovité stroma, ve kterém se vyviji trichogyn s askogonem (Vavra et al,,
2015a). JelikoZ jde v ptripadé V. inaequalis o mycelium heterothalické, antheridium
vytvari hyfa odliSného paru, pronikajici do stromatu (Bowen et al,, 2011). Dochazi
ke spojeni antheridia s askogonem skrz trichogyn a poté k plazmogamii, rlistu
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askogennich hyf, vzniku viecek a presunu jader (Vavra et al, 2015a). Nasledné
vznika vristanim viecek do dutin stromatu pseudoperithecium (Hluchy et al,
1997), k emuz je potreba vlhkost. Askogonia se vyviji pri teplotach okolo 8 - 12 °C,
teploty okolo 16 - 18 °C (Vavra et al,, 2015a). Viecka v dostate¢né vlhkém prostiredi
(destové kapKky, silna rosa) bobtnaji (Kocourek et al., 2015), praskaji pies ostiolum
(hrdlovité zuZena cast pseudoperithecia) (Vavra et al, 2015a) a vymrstuji tak
askospory, které jsou dale unaseny vzdusnymi proudy (Kocourek etal.,, 2015). Prvni
askospory dozravaji v obdobi raseni jabloné a uvoliiovany jsou vétSinou od druhé
poloviny dubna do poloviny ¢ervna. Nejvice askospor dozrava od jablotiové fenofaze
rizové poupé (Juroch, 2010). Z jednoho napadeného listu se miiZe uvolnit aZ
2 miliony askospor (Baudys etal., 1962).

Zavhodnych podminek dochazi na povrchu rostlinného pletiva k vykli¢eni askospor
a vytvoreni apresoria (plochy utvar na hyfach, pritiskly ke sténé hostitele). Hyfy
pronikaji pomoci kutindaznich enzymi skrz kutikulu, mezi kutikulou a epidermis
vytvari mycelium a pomoci haustorii ziskavaji Ziviny z epidermalnich bunék. Zhruba
po 9 - 17 dnech od infekce (v zavislosti na klimatickych podminkach) se na pletivu
hostitele vytvari 1éze, tvorené konidiofory skonidiemi, které jsou zdrojem
sekundarni infekce (Vavra et al, 2015a). Léze skonidiemi maji strupovitou
(korkovitou) strukturu, podle které bylo onemocnéni, které patogen zptlisobuje,
pojmenovano strupovitostjabloné (Bowen etal., 2011). K Sifeni konidii na nové listy
a plody dochazi pomoci desté a vétru. Sifeni patogenu prostfednictvim Konidif
pokracuje az do konce vegetatniho obdobi hostitelské rostliny (Aylor, 1998).
Zpravidla se konidie $ifi z vySe poloZenych ¢asti rostliny niZe (Juroch, 2010). Voda
je pri Sifeni patogenu nezbytna jak z diivodu Siteni, tak pro vykli¢eni askospor
a konidii. Rychlost kliceni je zavisla na vzajemném poméru teploty a vlhkosti.
Napriklad pfi niz8ich teplotach je pro vykliceni nezbytné, aby ovlhceni trvalo déle
(Kocourek et al, 2015). Na rozdil od askospor, které pro kliceni potrebuji svétlo,
miiZe k sekundarni infekci dochazet v priibéhu celého dne (Juroch, 2010). V obdobi
vegetatniho klidu hostitele prechazi patogen do saprofytické faze vyvoje a cely
cyklus se opakuje (Aylor, 1998).
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Obr. 1: Vyvojovy cyklus Venturia inaequalis (Bowen et al,, 2011).

1.1.5 Virulence Venturia inaequalis u jabloni

Virulence V. inaequalis byla doposud popsana u 23 rtiznych izolatd patogenu, jejichZ
GfG (,gene-for-gene”) vztah byl popsan u ¢trnacti rliznych hostiteli (Bus et al,
2011), kteri byli nositeli vzdy odliSného genu rezistence Rvi (Rvil - Rvi10
a Rvil2 - Rvil5) (Caffier et al., 2015). U hostitelli nesoucich gen rezistence Rvi12,
Rvil4 nebo Rvil5 nebyl zaznamenan Zadny virulentni izolat V. inaequalis. VétSina
(87 %) izolatl byla virulentni u nositelli rezistence Rvil = Vg (Golden Delicious)
(Bénaouf et Parisi, 2000). Casto byl piekonavan i gen rezistence Rvi6 = Vf, konkrétné
osmi z 23 izolatd V. inaequalis (Caffier et al, 2015). U nositeli genu Rvi6é dochazi
¢asto k prolomeni rezistence pravdépodobné i z toho diivodu, Ze je tento gen
nejcastéji vyuzivan pri Slechténi rezistentnich odrtd jabloni (Parisi et al., 2004).
Vétsi mnozstvi izolatl se projevovalo virulentné i v piipadé hostitelskych rostlin
nesoucich gen rezistence Rvi8. Gen Rvi8 pochazi z M. sieversii, u niZ se nejspis$
zaroven evolu¢né poprvé objevila V. inaequalis. Z tohoto diivodu je pravdépodobné
gen Rvi8 nékterymi izolaty piekonavan. U nositelti Rvi4 se z 23 izolatl projevily
pouze tri, a to jen zvySenou vnimavosti, ktera se manifestovala mirnou sporulaci.
U Rvi2 se virulentné projevily pouze dva z 23 izolatl V. inaequalis (Caffier et al,,
2015).
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1.2 Strupovitost jabloné

jabloni v celosvétovém méritku (Kocourek etal,, 2015). K onemocnéni jsou nachylna
zvlaSté mlada rostouci pletiva stromi, zejména mladé listy a plody, ale i kvéty.
U napadenych stroml dochdazi ke sniZeni schopnosti asimilace (redukci listové
plochy) aZ opadu listi (Kocourek et al., 2015). Tento negativni vliv na asimilaci se
nasledné odrazi na kvalité plod{, které jsou mensi, maji horsi chut nebo jsou hiife
skladovatelné (Juroch, 2010). Pokud jsou plody napadeny kratce pred sklizni,
objevuji se na nich v dobé skladovani Cerné, kruhové, malé 1éze (Shafi et al, 2019).
Plody nelze prodat jako konzumni ovoce, daji se vyuZit pouze priimyslové, coZ vede
k vyraznym ekonomickym ztratdm. Pokud u stromii dochazi opakované k silnym
infekcim, miiZe dojit k oslabeni daného stromu, v extrémnim ptipadé aZ k uhynuti
vlivem sniZené mrazuvzdornosti (Kocourek et al.,, 2015).

1.2.1 Symptomy onemocnéni

Patogen napada jak listy, tak i kvéty a plody hostitelskych rostlin (Sherbakoff, 1932).
Symptomy onemocnéni jsou vSak nejpatrnéjSi na listech a plodech stromf
(Kocourek et al,, 2015). Na svrchni i spodni strané listi (Juroch, 2010) se nejprve
tvori nepravidelné svétlé skvrny. Po urcité dobé se skvrny zbarvuji do hnédozelena,
jejich tvar je okrouhly, maji sametovou strukturu a rtiznou velikost (Sherbakoff,
1932). Dale se skvrny zbarvuji azZ do ¢erna a tvori lehce vystouply utvar (Shafi et al,
2019). Listové pletivo pod skvrnami miiZe vlivem ndkazy i nekrotizovat, coZ miiZe
ovlivnit riist napadenych listd, které mohou byt nasledné zdeformované (Kocourek
et al, 2015). Silné napadené listy usychaji a nakonec opadavaji (Shafi et al,, 2019).
Stejnymi symptomy se onemocnéni projevuje i u napadenych plod@. Na plodech se
opét objevuji cerné skvrny riizné velikosti a sametové struktury. Plody mohou byt
vlivem onemocnéni zdeformovany, v extrémnich pripadech dochazi az k jejich
praskani (Sherbakoff, 1932), coZ miiZe vést k naslednym sekundarnim infekcim
a hnilobam (Juroch, 2010). Pokud dojde k napadeni plodii kratce ptred sklizni,
tzv. pozdni strupovitost, onemocnéni se projevuje drobnymi ¢ernymi teckami na
povrchu plodl (Kocourek et al.,, 2015). U kvétii se patogen projevuje opét skvrnami
a jejich casnym opadem (Sherbakoff, 1932).

1.2.2 Ochranna opatreni

Ochranna opatreni proti vyskytu strupovitosti jabloné mohou byt pfima a nepfrima.
Mezi pfima opatieni patfi odstrafiovani zdrojii ndkazy, geneticka ochrana, ochrana
biologicka a chemicka, mezi nepfima lze radit zejména agrotechnicka opatieni
a udrzbu vysadeb (Juroch, 2010).

Agrotechnicka opatreni lze rozdélit na opatieni aplikovatelna pri zakladani nové
ovocné vysadby a opatreni, ktera pozitivné ovliviiuji zdravotni stav vysadby. Pri
zakladani novych vysadeb je tieba vybrat vhodné stanovisté, orientaci, vhodny spon
a péstebni tvar vysadeb (Juroch, 2010). Lokalita vysadeb by méla byt kazdy den
vystavena slune¢nimu zareni alesponi 6 hodin (Shafi et al, 2019) a méla by byt
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dostatecné vzdusna (Kocourek et al,, 2015). Pro dobry zdravotni stav je nezbytné
vyrovnané hnojeni, dopliikova zavlaha a spravna péce o korunu stromu. DiileZit4 je
také podpora ptidnich organism#, jako jsou bakterie, houby a ZiZaly, které rozkladaji
organické zbytky, mezi které patfi i opadané listy jabloni. V pripadé aplikace
pesticidii je tedy nutné vybrat takové pripravky, které jsou ekotoxikologicky
nezavadné, nebo alesponl omezit pouZivani pesticidli plisobicich i na necilové
organismy (Juroch, 2010). Opadané listi je také moZné odstrafiovat pomoci
specialnich vysavaci, kompostovanim ¢i shrabovanim a naslednym odvozem nebo
rozdrcenim a zapracovanim do zeminy, a to idealné uZz na podzim, i nejpozdéji
v predjaii (Holb et al, 2006). I kdyZ odstranénim listii neziskdme stoprocentni
kontrolu nad $itenim V. inaequalis ve vysadbé, docilime tak vétSiho ucinku dalSich
biologickych a chemickych opatieni (Sherbakoff, 1932).

Nejvyznamnéjsim zplisobem piimé ochrany, zejména v pripadé vysadeb
v ekologickém reZzimu, je péstovani rezistentnich odriid jabloni. Jabloné mohou nést
nékolik riiznych genii rezistence, v nékterych pripadech idealné kombinaci nékolika
téchto genll (polygenni rezistence) (Shafi et al, 2019). Mezi rezistentni odridy
tuzemského ptivodu patii napiiklad Ametyst, Goldstar, Julia, Kordona, Lipno, Luna,
Melodie, Opal, Otava, Orion, Rajka, Red Topaz, Rezista, Rondo, Rozela, Rubinola,
Selena, Sirius, Topaz, Vysoc¢ina. VSechny zminéné odrlidy jsou nositeli genu
rezistence Rvi6 (Vf), ktery je jiz v dneSni dobé pomérné Casto kmeny V. inaequalis
piekonavan (Kocourek et al,, 2015). Proto jsou Slechtény nové odriidy, u kterych se
vyuziva tzv. pyramidizace jednotlivych genii rezistence, tedy prikiiZeni dalsich genfi
pro rezistenci. Polygenné zaloZenou rezistenci proti strupovitosti jabloné mizeme
pozorovat napfiklad u odriidy Regia, ktera je nositelem jak genu rezistence RviZ, tak
genu Rvi4.

Mezi piima biologickd ochranna opatieni patii napiiklad pouZiti biopreparatd,
které mohou vyuzivat antagonistické (hyperparazitické) mikroorganismy
(MacHardy etal, 2001) (antagonistické druhy hub Athelia bombacina, Chaetomium
sp., atd.) (Juroch, 2010). Testovany a vyuZivany jsou také biopreparaty urychlujici
rozklad infikovanych listli po opadu. Patii sem biopreparaty na bazi enzymi nebo
napriklad rtzné koncentrované kvasnicové extrakty. Kvasnicové extrakty vyrazné
zvySuji mikrobidlni aktivitu uz po trech tydnech od aplikace, zvySuji aktivitu Zizal
a urychluji rozklad opadanych infikovanych listl (Porsche et al,, 2013).

Chemickou ochranu, ktera by se méla uplatiiovat azZ po vycerpani vSech jiz
uvedenych ochrannych opatieni, tvoii chemické postiiky urychlujici rozklad listd,
a pak zejména fungicidy. Velmi ¢asto se jedna o latky s negativhim ucinkem na
Zivotni prostredi a lidské zdravi. Z pripravki urychlujicich rozklad listd je to
napiiklad 5% roztok mocoviny, ktery se aplikuje na podzim a sniZuje produkci
askospor aZ 0 97 % (Burchill et al,, 1965). Rychleji rozkladajici se listy v diisledku
aplikace roztoku mocoviny dale vedou ke zvySeni aktivity Zizal (Porsche et al,
2013). V pripadé fungicidii je velmi diileZité zvladnuti zejména primarni infekce, ke
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které dochazi od dubna do €ervna, a zabranit tak infekci sekundarni (Cervenec az
sklizeti), aby bylo minimalizovdno mnoZstvi aplikovanych fungicidnich postriki
(Bowen et al, 2011). V piipadé primarni infekce se s aplikaci fungicidii za¢ina od
fenofaze pukani pupent@ (mysi ousko). Fungicidni ochranu proti strupovitosti 1ze
ukoncit, pokud se na listech a plodech jabloni do konce Cervna neobjevi Zadné
napadeni. Aplikaci fungicidnich postrikii lze provadét preventivné nebo kurativné
(po vypuknuti infekce). V pripadé preventivniho oSetfeni jsou fungicidy aplikovany
v Sesti- aZ osmidennich intervalech, a to v obdobi silného infek¢éniho tlaku pri
vhodnych podminkach pro infekci. Pokud se vSak jedna o obdob{ intenzivniho riistu
vramci prevence aplikovany fungicidy kontaktni (ftalimidy, chinony, na bazi siry
nebo médi, atd.) a strobilurinové (Kocourek et al, 2015). Kurativni oSetfeni je
provadéno, az kdyZ jsou vhodné podminky pro vznik infekce. Aplikovany jsou
fungicidy s kurativnim dc¢inkem (inhibuji riist mycelia v listu), tedy pouze fungicidy
systémové, které musi bytaplikovany jen par desitek hodin od vzniku infekce (podle
pouzitého fungicidu) (Juroch, 2010). Mezi fungicidy s kurativnim ucfinkem patii
naptiklad Chorus 50 WG (aplikace do 60 hodin od vzniku infekce), Clarinet 20 SC
(do 48 - 60 hodin od vzniku infekce), Score 250 EC (aZ do 96 hodin od vzniku
infekce) a dalSi (Kocourek et al,, 2015). Nejcastéji pouZivané a nejefektivnéjsi jsou
vS8ak preventivni aplikace fungicidi, a to fungicidi kontaktnich a systémovych
zaroven (Shafi et al, 2019).

V. inaequalis si v pribéhu let aplikace fungicidii, ¢asto nespravnym zpiisobem,
vyvinula k nékterym z téchto pripravkil rezistenci. V ramci CR byl v minulosti
zaznamenan pokles ti¢innosti v souvislosti s vyvinutou rezistenci u fungicidti na bazi
triazolovych latek, mezi které patii naptriklad myclobutanil, fenarimol a flusilazole
(Kocourek et al, 2015), a strobilurinG (Jaklova et al, 2020). Ve svété byla
zaznamenana rezistence nékterych kmen@i V. inaequalis  napftiklad
k benzimidazolovym fungicidim a dodinu (Koéller, 1994). Vzniku rezistence lze
zabranit nebo ji alespon oddalit dodrzovanim zasad antirezistentni strategie. Mezi
tyto zasady patii pouzivani strobilurinovych (triazolovych) fungicidii pouze v plné
davce a kombinaci s kontaktnimi fungicidy (Brent et Holloman, 2007), nepouzivat
blokové fungicidy stejné ucinné latky (latek), v pripadé sniZeného ucinku fungicidu
je nezbytné ho na nékolik let vyradit z aplikovanych latek, poptipadé aplikovat
pouze mimo obdobi nejsilnéjsiho infekéniho tlaku (Kocourek et al., 2015). Déle je
dileZité vyvarovat se nadmérné aplikaci fungicidii (Brent et Holloman, 2007).
Mechanismem vzniku rezistence u kmeni V. inaequalis miZe byt mutace, naptiklad
v piipadé rezistence vii¢i benzimidazolu (Koenraadt et al., 1992), u strobilurinovych
pripravkl (Bartlett et al., 2002), nebo v piipadé DMI fungicidl eflux ven z burky
(Palani et Lalithakumari, 1999).

1.3 Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)
Jednonukleotidové polymorfismy (Single-nucleotide polymorphisms) jsou formou
variace DNA mezi jednotlivci, ktera vznika substituci (zaména jednoho nukleotidu
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za jiny). SNPs jsou stabilnim a nejc¢astéjSim typem DNA polymorfismii (Shastry,
2009). VétSina téchto zmén se v genomu DNA vyskytuje v nekddujicich oblastech.
SNPs v kdédujicich oblastech mohou vést k nesynonymnim (missense) mutacim,
popiipadé k mutacim tichym (silent), které na kédované aminokyseliny vliv nemaji
(Halushka et al., 1999). SNPs mohou mit vliv na genovou expresi, stabilitu mRNA
a efektivitu translace, coZ se nasledné miiZe projevit naptiklad v metabolismu
l1éc¢ivych latek a nachylnosti k onemocnénim (Lohrer et Tangen, 2000). SNPs maji
pravdépodobné vliv i na fenotypové projevy, a to i SNPs vyskytujici se
v nekodujicich oblastech (Shastry, 2009). Jednonukleotidové polymorfismy lze
pouZit jako molekuldrni markery. JelikoZ se tento typ polymorfismu miiZe
vyskytovat v asociaci s rtznymi alelami konkrétniho genu, jsou SNPs béZné
vyuzivany pro detekci pritomnosti téchto alel, které ovliviiuji sledovany fenotypovy
projev (Rafalski, 2002).

1.3.1 Vznik SNPs

V ramci vicero studii bylo potvrzeno, Ze SNPs vznikaji v blizkosti strukturalnich
zmén DNA (chromozomové a genové mutace), a to v somatickych i zarode¢nych
burikach (De et Babu, 2010; Guo et al, 2016; Wang et al., 2018). Vznik téchto
polymorfismi je pravdépodobné zplisoben ¢innosti tzv. ,error-prone“ opravnych
polymeraz, které jsou aktivovany v pripadé vzniku strukturadlnich zmén
(jednovldknové nebo dvouvldknové zlomy). Tyto zmény zahrnuji rizné opravné
mechanismy, které jsou casto zavislé na homologni rekombinaci zaloZené na
templatu, ,,crossing-over” zlomené DNA, vytvareni DNA struktur, jako jsou D-loops,
resekci jednoho retézce DNA nukleazami (proces, pfi kterém je odstranéno nékolik
nukleotidli z 5' — konce, ¢imZ vznikne ¢ast jednovlaknové sekvence na 3' — konci),
coZ vyzaduje syntézu sekvence chybéjici oblasti zplisobem zavislym na templatu.
Pravé pri této syntéze se uplatiiuji ,error-prone“ opravné polymerazy, které maji pri
zatfazovani nukleotidl riznou miru chybovosti. Na miru chybovosti ma vliv obsah
nukleotidli G a C a mira rekombinace v regionu (De et Babu, 2010). Vyssi frekvence
SNPs byla zaznamenidna na 5' - konci oblasti syntetizované ,error-prone“
polymerazou (Wang et al., 2018).

1.3.2 Identifikace SNPs

Identifikace SNPs je provadéna napriklad sekvenaci nékolika jedinci a naslednou
analyzou ziskanych sekvenci. Volba metody sekvenace zavisi na mnoha faktorech,
mezi které patii naklady, potfebné vybaveni a obtiZnost metody (Rafalski, 2002).

Jednou z moZnych metod je sekvenovani nové generace (NGS), které jiZ bylo
uspésné aplikovano pro sekvenaci celych genomi a identifikaci SNPs (Islam et al,,
2014). Tato technologie umoznuje rychle identifikovat velké mnoZstvi SNPs
s nizkymi cenovymi naklady. V ramci NGS jsou soucasné v jednom béhu zpracovany
az miliardy sekvenci, coZ vede k produkci velkého mnozstvi dat. Existuje nékolik
riznych platforem sekvenovani nové generace, mezi které patii napriklad Illumina,
lon Torrenta dal$i (Escalona et al., 2016).
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Daldi sekvenalni metodou, ktera umoziiuje ziskani velkého mnoZstvi dat pro
naslednou identifikaci SNPs, je metoda spoletnosti Oxford Nanopore Technologies
(ONT). V ramci sekvenace ONT prochazi jednovlaknovy retézec DNA proteinovym
nanoporem, ktery je stabilizovan v elektricky odolné polymerové membrané.
V priibéhu sekvenace tedy nedochdazi k syntéze DNA, jako je tomu u jinych metod
(Fengetal, 2015), ale jednotlivé nukleotidy fetézce DNA pouze prochazi skrze tento
por a méni elektricky proud, ktery je zaznamenan senzorem. Dle téchto zmén jsou
rozpoznany jednotlivé nukleotidy. Mezi vyhody této metody patfi ,base calling”
(rozpoznavani bazi) v realném Case, moZnost sekvenace dlouhych tsekii DNA (aZ
2,5 Mbp) a moZnost provedeni i na prenosném zatrizeni. Hlavni nevyhodou je
pomérné vysoka chybovost (5 aZ 20 %) (Kono et Arakawa, 2019). Tuto chybovost
Ize alespoii ¢astecné odfiltrovat pomoci rtiznych pocitacovych skriptli (Cornelis et
al,, 2019).

Z. vySe zminénych metod sekvenace vznika velké mnoZstvi dat, které je i v dneSni
dobé problematické ucinné zpracovat a uchovat. Jsou potreba vysoce vykonné
infrastruktury, jako jsou napriklad cloudy, klastry CPU nebo grafické jednotky (GPU)
(Schmidt et Hildebrandt, 2017). Aplikuji a vyvijeji se stale nové bioinformatické
nastroje, které se tento problém snazi resit (Glaubitz et al., 2014).

1.3.3 Genotypizace znamych SNPs

Genotypizace znamych SNPs je mozna s vyuZitim Sangerovy metody sekvenace,
kterd spociva v syntéze smési rizné dlouhych fragmentli jednoretézcové DNA
zakoncenych fluorescen¢né znacenymi dideoxynukleotidy (ddNTP). K sekvenac¢ni
reakci jsou tedy potieba jeden primer, DNA polymeraza, smés deoxynukleotidii
(dNTP) a fluorescentné znacenych ddNTP. Nasednutim ddNTP (na 3' uhliku
deoxyrib6zy neni -OH skupina) na retézec se ukonci proces elongace (Sanger et
Coulson, 1975). Ziskand smés jednoietézcovych DNA fragmentl je nasledné
analyzovana kapilarni elektroforézou. Pomoci Sangerovy metody je v dneSni dobé
moZné osekvenovat fetézce DNA o délce >1 000 bp (Stranneheim et Lundeberg,
2012). NejvétSim omezenim Sangerovy metody je nekvalitni Cteni prvnich
15aZ40bp sekvence z diivodu nasedani primeru a niZ$i schopnost rozlisit
jednotlivé nukleotidy sekvence po prekonani délky 900 bp (Crossley etal., 2020).

Dal38i metodou vyuZivanou pro genotypizaci SNPs je alelicka diskriminace. Alelicka
diskriminace je metoda, pri které mohou byt vyuZzivany dvé specifické sondy,
pricemz kazda ze sond je specificka pro konkrétni alelickou variantu. Sondy jsou na
5'-konci znaceny odliSnym reportérovym fluoroforem (Livak, 1999) ana 3' - konci
maji navazany tzv. zhasec, ktery eliminuje fluorescencni signal reportéru a blokuje
3' - konec sond. Reakce je nejastéji provadéna pomoci real-time PCR. Cinnosti DNA
polymerazy ve sméru od 5'- konce je v priibéhu real-time PCR sonda vZzdy
roz8tépena, reportér se vzdali od zhasece a dojde ke zvySeni fluorescence po excitaci
svétlem o vhodné vinové délce. Tato fluorescence je nasledné v daném spektru po
kazdém cyklu reakce zaznamenana detektorem uvniti real-time PCR cykleru
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(McGuigan et Ralston, 2002). Alternativné lze pro real-time PCR vyuZit primery
specifické pro konkrétni aleluna 3' - konci v ramci tzv. PCR-ASPE (polymerase chain
reaction-allele specific primer extension), pri které jsou vznikajici dvouretézcové
useky DNA obarveny fluorescen¢nim barvivem SYBR Green a fluorescence je
detekovana v priibéhu PCR (Papp et al,, 2003).

SNaPshot® (Thermo Fisher Scientific) je metoda pfimo vyvinuta pro genotypizaci
SNPs. Nejprve je nezbytné provést pomoci standardni PCR amplifikaci useku, ktery
obsahuje genotypizovany SNP. Amplifikované vzorky jsou nasledné zpracovany
prostiednictvim SNaPshot reakce, ktera vyuZziva specifickych primeri nasedajicich
na sekvenci presné pred analyzovany SNP. V reakci jsou pouzity pouze
fluorescen¢né znatené ddNTP, po inkorporovani prvniho ddNTP je tedy elongace
ukoncena. Vzorky jsou nasledné analyzovany kapilarni elektroforézou. Tato
technika umoZiiuje multiplexni detekci vice SNPs v jedné reakci (Paneto et Careta,
2015).

Existuji i dalsi metody a jejich rtizné modifikace pro genotypizaci SNPs, které byly
ajsou pouzivany. Mezi tyto metody patfi napfiklad Microarray Genotyping,
Molecular Beacon Genotyping, Arrayed Primer Extension, Primer Extension With
Detection by Mass Spectrometry a mnoho dal$ich (Kwok et Chen, 2003).

1.4 Genom jabloné

Genom jabloné byl publikovan poprvé v roce 2010 (Velasco et al.,, 2010) a nasledné
byla zverejnéna resekvenovana presnéjsi verze dvojitého haploidu Golden Delicious
(GDDH13). Velikost haploidniho genomu GDDH13 ¢in{ pribliZzné 651 Mbp (Daccord
etal, 2017). Zhruba pfed 50 miliony let doslo k ¢astecné duplikaci genomu jabloné
a v diisledku toho k navyseni z ptivodnich deviti na dneSnich sedmnéct chromozom
(Velasco et al., 2010). Setkat se nejcastéji mliZeme s diploidnimi odridami, ale
i triploidnimi odrtidami a vzacné tetraploidnimi. Celkem bylo pomoci analyzy
transkriptomu v genomu GDDH13 identifikovano 42 140 gentl kdédujicich proteiny
a 1 965 genl nekédujicich proteiny. 59,5 % genomu tvofi transponovatelné
elementy (TE), z nichZ vétSinu zaujimaji retrotranspozony (74,8 % TE).
Z retrotranspozont jsou to zejména LTR retrotranspozony, ale v mens$im mnoZstvi
i non-LTR retrotranspozony (LINE a SINE). Dale se v genomu vyskytovaly DNA
transpozony a helitrony tvorici 23 % TE (Daccord et al, 2017). Ve srovnani
napriklad s huseni¢ckem rolnim, topolem, hroznovym vinem, ryZi nebo kukufici vSak
Metylace genomu v listech se v kontextech CG, CHG a CHH (H = adenin, thymin nebo
cytosin) pohybuje okolo 49 %, 39 % a 12 %, neni vSak v ramci jednotlivych
chromozom@ rovnomérnd. Jabloné jsou stejné, jako vétSina dalSich ovocnych
stromll rozmnoZovany roubovanim na podnoZe, coZ miZe vést k ziskani a Siteni
epimutaci prostiednictvim rizné metylace DNA. Rozdily v metylomu mohou
nasledné vést k odliSnému fenotypovému projevu (Daccord et al,, 2017), naptiklad
miiZe mit vliv na barvu plodu (El-Sharkawy et al,, 2015).
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1.5 Rvi geny rezistence

Geny rezistence viici kmenlim V. inaequalis predstavuji ve Slechténi jabloni velkou
nadéji v systému piimé ochrany vii¢i tomuto patogenu. Dosud bylo identifikovano
mnoho téchto gent a s nimi souvisejicich molekularnich markert (Khajuria, 2018).
Rlzné kmeny V. inaequalis nesou rlizné geny avirulence (Avr geny), které jsou
nasledné rozpoznavany produkty hostitelskych genii rezistence (R geny), coZ
nasledné vede k aktivaci Fetézce obrannych mechanismi rostliny, které zastavi riist
patogenu. Tato ,gene-for-gene“ interakce (Flor, 1971) znamenda, Ze pro gen
rezistence vétSinou existuje i gen avirulence neseny patogenem (Broggini et al,,
2011). Jednotlivé geny rezistence jsou oznacovany Rvik, kde ,R“ odpovida genu
rezistence, ,vi“ Venturia inaequalis a ,k“ poctu specifickych ,gene-for-gene“
interakci. Stejné tak jsou pojmenovany i odpovidajici geny avirulence (avrRvik) (Bus
et al,, 2011). U rlznych kultivari jabloni bylo jiZ identifikovano okolo dvaceti
riznych lokusii (Rvil aZ Rvi20) téchto genii rezistence. R geny se projevuji odliSnou
fenotypovou reakci a rychlosti reakce na pripadné napadeni patogenem, proto byly
jednotlivé geny rozdéleny do ctyr trid. Prvni tiida je oznaCena jako velmi rezistentni,
druha tiida rezistentni, treti tiida je rozdélena na dvé podtiidy (3a slabé rezistentni
a 3b slabé citlivy) a ¢tvrta trida zahrnuje geny rezistence s citlivou fenotypovou
odpovédi. VétSina Rvi genil je monogenni, fidi se Mendelovymi zdkony dédi¢nosti
(Khajuria, 2018). Dale jsou podrobnéji popsany pouze geny, které byly v ramci této
prace zpracovavany, pricemz byl kladen hlavni dliraz na gen Rvi4.

1.5.1 Rvi2

Gen rezistence RviZ byl plivodné identifikovan v semenaci Malus pumila R12740-7A.
RviZ2 u svého nositele podminuje vznik hvézdicovité nekrdzy, dosahujici casto
nékolika milimetri v priiméru (Bus et al., 2005). Gen se nachazi ve vazbové skupiné
(Linkage Group) LG2 mezi SSR markerem CHO5e03 a SCAR markerem OPL19SCAR
(Jansch et al,, 2015). Pro analyzu genu Rvi2 byl validovan SNP W242 (Chagné etal,,
2019), ktery se nachazi v oblasti nazvané FBsnRvi2-7 ve vzdalenosti 1,2 cM od Rvi2
(Jansch et al, 2015). V pripadé SNP W242 odpovidaji genotypy A/T a A/A
rezistentnimu jedinci (nositel RviZ) a genotyp T/T jedinci citlivému (neni nositelem
Rvi2) (Chagné et al,, 2019). Tento gen rezistence uz vSak byl nékterymi kmeny
V. inaequalis ptekonan (Khajuria, 2018).

1.5.2 Rvi4

Stejné, jako gen RviZ2 i gen Rvi4 byl poprvé identifikovan v genomu semenace Malus
pumila R12740-7A. Rostliny disponujici genem rezistence Rvi4 vykazuji
hypersenzitivni reakci (rychla nekréza v misté napadeni patogenem), u nékterych
rostlin se vSak miiZe objevit i reakce chlorotickd (Bus et al, 2005). Gen se opét
nachazi ve vazbové skupiné LG2, mezi SSR markery Hi22d06 a CHO2a02a (Jansch et
al, 2015). Detekci genu rezistence lze provést pomoci validovaného SNP K146
(Chagné etal., 2019), nachazejiciho se v oblasti oznacené FBsnRvi4-1 v kosegregaci
s Rvi4 (Jansch etal., 2015). Genotypy T/G a T/T SNP K146 odpovidaji rezistentnimu
jedinci (nositel Rvi4) a genotyp G/G citlivému jedinci (neni nositelem Rvi4) (Chagné
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et al., 2019). Tento gen rezistence byl prekonan izolatem V. inaequalis 1797-9
(Khajuria, 2018).

1.5.3 Rvi6

Rvi6 je prvnim identifikovanym, nejprostudovanéj$im a nejpouzivanéjSim genem
rezistence poprvé detekovanym v jabloni Malus floribunda 821 (Soriano et al,
2014). Gen u svého hostitele zplisobuje zastaveni mnoZeni patogenu, coZ déle vede
k chlorotické reakci, ale jsou znamy i odlisné fenotypové reakce charakteristické pro
geny rezistence prvni aZ treti, respektive 3b tridy. Tato variabilita ve vyvolané
fenotypové reakci je pripisovana odliSnému genetickému prostiedi genu rezistence
v ramci riznych kultivari jabloni (Gessler et al,, 2006) a efektu QTL (Quantitative
Trait Locus) (Khajuria, 2018). Rvi6 leZi ve vazbové skupiné LG1 mezi molekularnim
markerem Al07 a molekularnim markerem M18 (Patocchi etal,, 1999).V této oblasti
také lezi tri paralogy tohoto genu, geny Rvi6.1 aZ Rvi6.3 (Bus et al, 2011). Pro
analyzu genu Rvi6 lze vyuzit tfi validované SNPs (Chagné etal., 2019). Tyto SNPs lezi
v oblastech nazvanych M8S a M18 ve vzdalenosti maximalné 0,9 cM od genu
rezistence (Jansch et al, 2015). V oblasti M8S se nachazi SNP R156, ve kterém
genotypy A/G a A/A odpovidaji rezistentnimu jedinci (nositel Rvi6) a genotyp G/G
citlivému jedinci (neni nositelem Rvi6). Dale oblast M8S obsahuje SNP R193, ve
kterém naopak genotypy A/G a G/G odpovidaji rezistentnimu jedinci a genotyp A/A
jedinci citlivému. V ramci druhé oblasti M18 se nachazi SNP Y32, v jehoZ pripadé
genotypy C/T aT/T odpovidaji rezistentnimu jedinci a genotyp C/C citlivému jedinci
(Chagné et al., 2019). JelikoZ je gen Rvi6 ve Slechtitelstvi nejcastéji a nejdéle
pouZivanym zdrojem rezistence vici V. inaequalis, je tento gen v dne$ni dobé Casto
prekonavan (Khajuria, 2018). Vzhledem k tomuto problému je v pripadé vyuziti Rvi6
nezbytné tento gen kombinovat (pyramidizovat) s dalSimi geny rezistence, aby
vznikl rezistentni kultivar jabloné (Soriano etal., 2014).

1.5.4 Pyramidizace

Pyramidizace je metoda kombinovani vicero genii v jednom organismu, coZ vede
k soucasné expresi téchto genli a v pripadé genl Rvi k rezistenci viici SirSimu
spektru kmenti V. inaequalis. Pyramidizace genli tak ma v ramci $lechtitelstvi velky
vyznam. Uspéch pyramidizace je ovlivnén nékolika faktory véetn& pottu
pyramidizovanych genii, vzajemnymi vzddlenostmi mezi témito geny
a molekuldrnimi markery, které je obklopuji, pocty vybranych genotypl
z jednotlivych generaci kiiZeni a mnoha dal$imi (Joshi et Nayak, 2010).

Cilem pyramidizace gent je vySlechtit idealni genotyp, ktery je homozygotni pro
priznivé alely ve vSech sledovanych lokusech (Joshi et Nayak, 2010). Tohoto stavu
lze dosahnout vétSinou az po opakovaném kiiZeni nékolika ziskanych generaci
(Dekkers et Hospital, 2002). Genovou pyramidizaci lze rozdélit do dvou casti.
Vprvni casti je cilem kumulace vSech Zadanych geni do jednoho genotypu
(kofenovy genotyp). Ve druhé casti je cilem fixace téchto cilovych genii do
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homozygotniho stavu, aby bylo moZné odvodit idealni genotyp z jediného genotypu
(Joshi et Nayak, 2010).

1.5.5 Marker-assisted selection (MAS)

»Marker-assisted selection“ (MAS) je metoda selekce, ktera umoziuje detekci
sledovanych alel jizZ v rané fazi vyvoje rostliny (Liebhard et al, 2003). Jedna se
o velmi diileZity néastroj v rdmci soucasnych Slechtitelskych program@ po celém
svété, kde je snaha vySlechtit vylepSené plodiny (Frey et al, 2004). Metoda je
zejména piinosna v pripadé Slechténi vytrvalych rostlin, u kterych se dilezité
sledované znaky casto projevi aZ po mnoha letech nakladné péce o rostliny
(Liebhard et al,, 2003). Je tedy hojné vyuZivana v pripadé Slechténi rezistentnich
odrtid jabloni vici V. inaequalis. MAS funguje spolehlivé zejména pro monogenni
a oligogenni vlastnosti, pro vlastnosti polygenni je vhodnéjsi vyuzit genomovou
selekci (Chagné et al., 2019).

NeZ byla pro ucely selekce rezistentnich hybridnich semenackii po predeslém
rizeném krizeni aplikovana metoda MAS, bylo vyuZivano umélé infekce patogenem
V. inaequalis v ranych vyvojovych fazich. V ramci rizeného ktiZeni bylo opylovano
pylem vhodné otcovské rostliny vice kvétii matei'ské rostliny a nasledné byla ze
ziskanych plodii vyluSténa semena, ktera se nechala stratifikovat. Semena byla dale
od Unora do biezna vysévana a ve fazi 2 azZ 4 pravych listi byly semenacky
inokulovany patogenem prostiednictvim vodné suspenze konidii V. inaequalis
v rozprasovaci (Vavra et al,, 2015b). Zhruba po 21 dnech bylo provedeno hodnoceni
fenotypového projevu dle klasifika¢ni bonita¢ni stupnice (Chevalier et al., 1991).

VSechny vySe zminéné kroky nasledujici po vysevu semen lze svyuZzitim MAS
preskoCit a odebranim 1 aZ 3 listli semenackli s naslednou analyzou okamZité
a presné urcit vysledky provedeného kiiZeni. V ramci MAS lze vyuZit rtzné
laboratorni metody pro analyzu molekularnich markerti (SSR, SNP, SCAR, atd.)
vasociaci s poZadovanym znakem, mezi které patii rtzné modifikace PCR,
fragmentacni analyza a sekvenovani (Jansch et al., 2015). Kvantitativni PCR (qPCR)
je vsak zlatym standardem mezi metodami vyuzZivanymi v MAS, zejména kvili
reprodukovatelnosti a finan¢né stale vyhodnéjSimu genotypovani (Chagné et al,,
2019).
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2 Materialy a metody

2.1 Material

Nejprve bylo sekvenovanim testovano celkem 111 vzorkd, z kterych jiZ byla drive
izolovana DNA. Déle byly v rdmci celého projektu odebrany vzorky z 330 kiiZenct,
z nichz 111 bylo potencidlnimi nositeli genu Rvi4 v heterozygotnim stavu.
Zpracovano bylo také 26 slepych vzorki{ odebranych mimo vysadby VSUO.

V priibéhu experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pro porovnani vyzkouSeno
celkem Sest komerc¢né dostupnych kit pro izolaci genomové DNA. Izolace DNA ze
vzorkil byla provedena kity Exgene Plant SV mini firmy GeneAll; GenElute™ Plant
Genomic DNA Miniprep firmy Sigma-Aldrich; GeneJET Plant Genomic DNA
Purification Mini firmy Thermo Fisher Scientific; WizPrep™ Plant DNA Mini firmy
Wizbiosolutions; NucleoSpin Plant II firmy Macherey-Nagel a QuickExtract Plant
DNA Extraction Solution firmy Biosearch Technologies. Pro purifikaci PCR
fragmentli z agarézového gelu byl vyuzit kit WizPrep Gel/PCR Purification Mini
firmy Wizbiosolutions. V ramci sekvenac¢ni reakce byl primarné pouzivan BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit firmy Thermo Fisher Scientific, ¢ast vzorkt
byla zpracovana pomoci Gerbera Sequencing Kit v3.1 firmy SEQme. Nasledna
purifikace sekvenatni reakce byla provedena kitem BigDye XTerminator
Purification firmy Thermo Fisher Scientific a pro SNaPshot reakci byl vyuZzit
SNaPshot Multiplex Kit firmy Thermo Fisher Scientific.

2.1.1 Odbér vzorki

Vzorky byly odebirany z jednoletych rostlin kiiZenctli pripravenych ve Vyzkumném
a Slechtitelském tustavu ovocnarském Holovousy s.r.o. v roce 2020 (viz Tab. 1).
Odebirany byly vzdy 2 - 3 listy z kazdé rostliny. Listy byly nasledné ihned
zpracovany, popripadé zamraZeny v 2ml mikrozkumavkach v -80 °C.

Tab. 1: Tabulka s poctem jednotlivych odebranych variant kiiZeni. (sloup. = sloupcovy
vzrist)

KriZeni Pocet semenackil
Herald (sloup. + Rvi6) x Regia (RviZ2, Rvi4) 83
Rubinstep x Regia (Rvi2, Rvi4) 30

HL191 * (sloup.) x Herald (sloup. + Rvi6) 174
Cumulus (sloup. + Rvi6) x 9AR2T196 (Rvi5) 43
Celkem 330

2.2 Pristrojové vybaveni
Cela experimentalni ¢ast diplomové prace byla provadéna v Laboratori molekularni
biologie Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o.
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Vramci vSech niZe popsanych postupli bylo vyuZivano uvedené pristrojové
vybaveni.

Vaha - RADWAG PS 210.R2

Vortex - Genius 3; PV-1 Vortex Mixer

Oscila¢tni mlynek - Retsch MM 400

Termoblok - myBlock I - digital dry bath with 1 Quick-Flip; Omni Bio tepelny blok
Centrifuga - BOECO M-24 A Microlitre

Mikroobjemovy spektrofotometr - Thermo Scientific™ NanoDrop Lite
Minicentrifuga - MyFuge Mini

PCR box - Passive Aura PCR Cabinet

PCR cykler - Bio-Rad C1000 Touch Thermal Cycler

Real-time PCR cykler — Rotor-Gene Q 5plex HRM Platform
Elektroforéza (zdroj) - Pharmacia EPS 500/400

Elektroforéza (nadoba) - Owl B

UV transluminator — Biometra TI 1; Bio-Imaging Systém MiniLumi
Osmikapilarovy Sangertiv sekvenator - AB3500 Genetic Analyzer
Pipety

Lednicka

Mrazak (-20 °C a -80 °C)

Mikrovlnna trouba

2.3 Izolace DNA

Celkova DNA jabloné byla z odebranych listli v rdmci srovnani izolovana pomoci
Sesti riznych komerc¢né dostupnych kitii. Vybér vhodného kitu pro izolaci rostlinné
DNA vybraného rostlinného druhu zriznych pletiv (biochemické sloZeni napric¢
rostlinami se liSi) je naprosto klicovy. Problematické jsou zejména polysacharidy,
proteiny a polyfenoly, které mohou inhibovat enzymatické reakce ¢i sniZovat
vytéZek a Cistotu izolované rostlinné DNA.

V ramci izolace DNA pomoci kolonkovych kit (Exgene Plant SV mini; GenElute™
Plant Genomic DNA Miniprep; Gene]ET Plant Genomic DNA Purification Mini;
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WizPrep™ Plant DNA Mini; NucleoSpin Plant II) byly pouzity uvedené nastroje
areagencie:

e Sterilni kovové Spachtlicky

e Sterilni tfeci misky a tloucky

e Sterilni 2ml a 1,5ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Tekuty dusik

e Suchy led

e Etanol (96 - 100%)

e Spicky s filtrem

e Bunicita vata

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

V ramci izolace DNA pomoci QuickExtract Plant DNA Extraction Solution byly
pouZzity uvedené nastroje a reagencie:

e Sterilni 1,5ml a 0,5ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
(polystyrenovy stojanek na 0,5ml zkumavky)

e Sterilni kovové Spachtlicky

e Spicky s filtrem

e Bunicita vata

e Dvé polystyrenové nadoby

e Teplomér

e Izolepa a nlizky

¢ Kovova pinzeta

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

2.3.1 Postup izolace DNA pomoci Kitu Exgene Plant SV mini (GeneAll)

VSechny centrifugacni kroky v ramci nasledujiciho postupu izolace, byly provadény
pii otackach 13 500 RPM. Casti pletiva vSech listii jedné rostliny byly nejprve
pomoci tekutého dusiku a sterilni treci misky s tlou¢kem rozetieny na jemny prasek.
Alternativné byly listy zamraZené na -80 °C (v suchém ledu) homogenizovany
pomoci kovové kulicky a oscilatniho mlynku. Po vyprchani tekutého dusiku bylo co
nejrychleji pomoci sterilni kovové $pachtlicky navazeno 100 mg prasku do sterilni
a popsané 2ml mikrozkumavky. K navazenému prasku se pridalo 400 pl pufru PL
a 3 ul RNasy A. Obsah zkumavky se nasledné promichal intenzivnim vortexovanim
avzorek se nechal inkubovat 15 minut pii 65 °C v termobloku (kaZdych 5 minut bylo
vortexovani opakovano). Nasledné se pridalo 140 ul pufru PD, vzorek se opét
vortexoval a nechal inkubovat, tentokrat 5 minut na ledu. Ziskany homogenat se
prenesl sterilni kovovou Spachtlickou na EzSep kolonku a nechal se centrifugovat po
dobu 2 minut. Lyzat, ktery skrz filtr kolonky protekl, se opatrné pomoci pipety
prenesl do sterilni 1,5ml mikrozkumavky (zhruba 420 pl), aniZ by byla narusena
peleta na dné sbérné zkumavky. K lyzatu byl pfidan 1,5nasobek pufru BD a obsah
mikrozkumavky byl okamZité dikladné promichdn otd¢enim zkumavky. 700 pl
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vzniklé smési bylo preneseno na zelenou SV kolonku se sbérnou zkumavkou
a nechalo se 1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina se ze sbérné zkumavky vylila
a hrany zkumavky se otfely bunicitou vatou. Krok byl zopakovan i se zbytkem smési.
Nasledné se na SV kolonku ptidalo 700 pl pufru CW a opét se nechala centrifugovat
1 minutu, protekla tekutina se vylila a hrany sbérné zkumavky byly otfeny bunicitou
vatou. Predesly krok byl zopakovan tentokrat s 300 pl pufru CW a po otfeni hran
sbérné zkumavky se nechala kolonka ve sbérné zkumavce centrifugovat po dobu
1 minuty prazdna. Po tomto finalnim odstranéni pufru CW byla kolonka vsunuta do
sterilni 1,5ml mikrozkumavky a do stiedu kolonky bylo pipetovano 100 pl pufru AE.
Po pétiminutové inkubaci pri pokojové teploté se zkumavka s kolonkou nechala
centrifugovat 1 minutu. Kvalita (koncentrace a Cistota) izolované DNA byla ovérena
na pristroji Thermo Scientific™ NanoDrop Lite. Pomér A260/A280 musel byt
v rozmezi 1,65 - 2,1. Takto ptripravena DNA byla ihned zpracovana, nebo skladovana
pii <-20°C.

2.3.2 Postup izolace DNA pomoci Kitu GenElute™ Plant Genomic DNA
Miniprep (Sigma-Aldrich)
VSechny centrifugacni kroky v ramci nasledujiciho postupu izolace, byly provadény
pii otdckdach 13 500 RPM. Rostlinny material byl rozmélnén identicky, jako je
popsano u izola¢niho kitu Exgene Plant SV mini. Do 2ml mikrozkumavky se 100 mg
natireného vzorku bylo pfidano 350 ul pufru Lysis buffer, 50 pl pufru Lysis Solution
Part B a cely obsah zkumavky byl diikladné promichan pomoci vortexu. Vzorek byl
nasledné umistén na 15 minut do termobloku vyhi-atého na 65 °C a kazdych 5 minut
byl kratce vortexovan. Po 15 minutach bylo k homogenatu ptridano 130 pl pufru
Precipitation solution, obsah mikrozkumavky byl promichan ota¢enim zkumavky
a smés byla umisténa na 5 minut na led. Homogenat byl pomoci kovové Spachtlicky
prenesen na filtra¢ni kolonku modré barvy a nechal se 1 minutu centrifugovat.
Maximum proteklého lyzatu bylo pipetou pfeneseno do Cisté 2ml mikrozkumavky,
pripipetovalo se 700 pl pufru Binding solution a obsah mikrozkumavky byl opét
radné promichan otacenim zkumavky. Do nové sterilni 2ml mikrozkumavky byla
umisténa vazebnda kolonka Nucleic Acid Binding Column, ktera byla aktivovana
pridanim 500 pl aktiva¢niho roztoku. Mikrozkumavka s kolonkou se nechala
1 minutu centrifugovat, protekla tekutina byla vylita a hrany zkumavky byly otfeny
bunicitou vatou. Na aktivovanou vazebnou kolonku bylo naneseno 700 pl
pripravené smési vzorku s pufrem Binding solution, kolonka se nechala 1 minutu
centrifugovat, protekla tekutina byla vylita a hrany zkumavky otieny bunicitou
vatou. Predesly krok byl zopakovan i se zbytkem smési vzorku s pufrem Binding
solution a kolonka byla po centrifugaci vloZena do nové sterilni 2ml
mikrozkumavky. Na vazebnou kolonku bylo pipetovano 500 ul pufru Wash solution,
kolonka se nechala 1 minutu centrifugovat, protekla tekutina byla vylita a hrany
zkumavky otfeny bunicitou vatou. Na vazebnou kolonku bylo opét naneseno 500 pl
pufru Wash solution, tentokrat se vS8ak kolonka nechala centrifugovat 3 minuty a po
vyliti proteklé tekutiny byla prazdna kolonka opét centrifugovana po dobu 1 minuty,
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aby byl pufr Wash solution z vazebné kolonky zcela odstranén. Vazebna kolonka
byla vloZena do nové sterilni 2ml mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 100 pl
pufru TE Buffer vyhratého na 65 °C. Kolonka se s pufrem nechala inkubovat
1 minutu pri pokojové teploté, a poté byla 1 minutu centrifugovana. Kvalita
(koncentrace a Cistota) izolované DNA byla ovérena na pristroji Thermo Scientific™
NanoDrop Lite. Pomér A260/A280 musel byt v rozmezi 1,65 - 2,1. Takto pfipravena
DNA byla ihned zpracovana, nebo skladovana pfi < -20 °C.

2.3.3 Postup izolace DNA pomoci Kkitu GeneJET Plant Genomic DNA
Purification Mini (Thermo Fisher Scientific)

Rostlinny material byl rozmélnén identicky, jako je popsano u izola¢niho kitu
Exgene Plant SV mini. Do 2Zml mikrozkumavky se 100 mg natfeného vzorku bylo co
nejrychleji pridano 350 pl pufru Lysis Buffer A a smés byla intenzivné vortexovana.
K homogenatu bylo ptiddno 50 pl pufru Lysis Buffer B, 20 ul RNasy A a celda smés
byla opét promichana vortexovanim. Nasledné se vzorek nechal 15 minutinkubovat
v termobloku vyhiatém na 65 °C. KaZdych 5 minut byl vzorek promichdn pomoci
vortexu. Po dokonc¢eni inkubace bylo do mikrozkumavky pipetovano 130 ul pufru
Precipitation Solution, obsah byl ihned promichan ota¢enim zkumavky a 5 minut se
nechal inkubovat na ledu. Smés se poté nechala 5 minut centrifugovat pfi
14 000 RPM a maximum lyzatu bylo bez naruseni pelety pieneseno do sterilni 1,5ml
mikrozkumavKky. K lyzatu bylo pridano 400 pl pufru Plant gDNA Binding Solution,
400 pl 96% etanolu a obsah mikrozkumavky byl okamzité otacenim zkumavky
dikladné promichan. 700 pl smési bylo preneseno na kolonku se sbérnou
zkumavkou a nechala se centrifugovat 1 minutu pti 8 000 RPM. Protekla tekutina
byla ze sbérné zkumavky vylita a hrany byly otfeny bunicitou vatou. Krok byl
zopakovan i se zbytkem smési. Nasledné bylo na kolonku pipetovano 500 ul pufru
Wash Buffer I a smés se nechala 1 minutu centrifugovat ptri 10 000 RPM. Protekla
tekutina byla vylita, hrany sbérné zkumavky otreny bunicitou vatou a kolonka se
opét vsunula do sbérné zkumavky. Na kolonku bylo pipetovano 500 pl tentokrat
pufru Wash Buffer Il a smés se nechala 3 minuty centrifugovat ptfi 14 000 RPM.
Protekla tekutina byla vylita, hrany sbérné zkumavky otfeny bunicitou vatou
a kolonka se opét vsunula do sbérné zkumavky. Centrifugace (1 minuta pfi
14 000 RPM) byla opakovana s prazdnou kolonkou, aby byl z kolonky zcela
odstranén pufr Wash Buffer II. Po stoceni byla kolonka vsunuta do nové sterilni
1,5ml mikrozkumavky a do stiedu kolonky bylo naneseno 100 pl pufru Elution
Buffer. Kolonka s pufrem se nechala 5 minut inkubovat pfi pokojové teploté, poté
byla 1 minutu centrifugovana pri 10 000 RPM a kvalita (koncentrace a cistota)
izolované DNA byla ovérena na pristroji Thermo Scientific™ NanoDrop Lite. Pomér
A260/A280 musel byt v rozmezi 1,65 - 2,1. Takto pripravena DNA byla ihned
zpracovana, nebo skladovana pfi < -20 °C.
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2.34 Postup izolace DNA pomoci Kkitu WizPrep™ Plant DNA Mini
(Wizbiosolutions)

VSechny centrifugacni kroky v ramci nasledujiciho postupu izolace, byly provadény
pii otdckdach 13 500 RPM. Rostlinny material byl rozmélnén identicky, jako je
popsano u izola¢niho kitu Exgene Plant SV mini. Do 2ml mikrozkumavky se 100 mg
natireného vzorku bylo pipetovano 400 ul pufru GP1, 5 ul RNasy A a smés byla
diikladné promichéana vortexovanim. Dale se homogenat nechal 15 minutinkubovat
v termobloku vyhratém na 65 °C a kaZdych 5 minut byl kratce vortexovan.
K homogenatu bylo pfidano 100 pl pufru GP2, smés byla promichana pomoci
vortexu a nechala se 5 minut inkubovat na ledu. Homogenat byl po inkubaci
prenesen pomoci kovové Spachtlicky na fialovou kolonku ve sbérné zkumavce
anechal se 2 minuty centrifugovat. Maximalné 400 pl proteklého lyzatu bylo bez
naruSeni pelety preneseno do nové sterilni 2ml mikrozkumavky. K lyzatu byl
pipetovan 1,5nasobek pufru GP3 a obsah mikrozkumavky byl diikladné promichan
otacenim zkumavky. Takto pripravena smés byla prenesena na Zlutou kolonku ve
sbérné zkumavce a nechala se 1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita
a hrany sbérné zkumavky otreny bunicitou vatou. Na kolonku bylo naneseno 400 pl
pufru PW1 a nechala se 1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita a hrany
sbérné zkumavky otfeny bunicitou vatou. Dale bylo na kolonku naneseno 600 pl
pufru PW2 a nechala se 1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla opét vylita,
hrany sbérné zkumavky otreny bunicitou vatou a prazdna kolonka se nechala
centrifugovat 3 minuty. Po centrifugaci byla sbérna zkumavka vyhozena a kolonka
byla vsunuta do sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Na stfed kolonky bylo pipetovano
100 pl pufru Elution Buffer, ktery se na kolonce nechal inkubovat 1 minutu pfi
pokojové teploté. Po dokonceni inkubace se vzorek 1 minutu centrifugoval. Kvalita
(koncentrace a Cistota) izolované DNA byla ovérena na pristroji Thermo Scientific™
NanoDrop Lite. Pomér A260/A280 musel byt v rozmezi 1,65 - 2,1. Takto pfipravena
DNA byla ihned zpracovana, nebo skladovana pfti < -20 °C.

2.3.5 Postup izolace DNA pomoci kitu NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel)

VSechny centrifugacni kroky v ramci nasledujiciho postupu izolace, byly provadény
pfi otackach 11 000 RPM. Rostlinny material byl rozmélnén identicky, jako je
popsano u izola¢niho kitu Exgene Plant SV mini. Do 2ml mikrozkumavky se 100 mg
natreného vzorku bylo pridano 300 pl pufru PL2, 10 pl roztoku RNasy A a smés byla
diikladné promichdna pomoci vortexu. Ziskany homogenat se nechal 15 minut
inkubovat v termobloku vyhidtém na 65 °C a kaZdych 5 minut byl promichan
kratkym vortexovanim. Po dokonceni inkubace bylo k homogenatu pridano 75 pl
pufru PL3, obsah se diikladné promichal vortexovanim a nechal se 5 minut
inkubovat na ledu. Nasledné byl obsah mikrozkumavky prenesen pomoci kovové
Spachtlicky na NucleoSpin filtr kolonku (fialova barva) a nechal se 2 minuty
centrifugovat. Protekly lyzat byl bez naruseni pelety prenesen do nové sterilni 1,5ml
mikrozkumavky. K lyzatu bylo pipetovano 450 pl pufru PC a obsah byl okamzité
promichan pomoci vortexu. 700 pl ziskané smési bylo preneseno na NucleoSpin
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Plant II kolonku (zelena barva) ve sbérné zkumavce a nechalo se 1 minutu
centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita a hrany sbérné zkumavky otfreny
bunicitou vatou. Krok byl zopakovan i se zbytkem smési v 1,5ml mikrozkumavce.
Nasledné bylo na kolonku pipetovano 400 pl pufru PW1 a kolonka se nechala
1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita a hrany sbérné zkumavky
otfeny bunicitou vatou. Na kolonku bylo naneseno 700 pl pufru PW2 a nechala se
1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita a hrany sbérné zkumavky
otfeny bunicitou vatou. Poté bylo na kolonku naneseno 200 pl pufru PW2 a nechala
se centrifugovat 2 minuty. Po dokonceni centrifugace byla kolonka opatrné vloZena
do popsané sterilni 1,5ml mikrozkumavky. Na sti‘ed kolonky bylo pipetovano 100 pl
pufru PE predehiratého na 65 °C a nechal se 5 minut inkubovat pii pokojové teploté.
Po dokonceni inkubace se vzorek 1 minutu centrifugoval. Kvalita (koncentrace
a Cistota) izolované DNA byla ovérena na pristroji Thermo ScientificTM NanoDrop
Lite. Pomér A260/A280 musel byt v rozmezi 1,65 - 2,1. Takto pripravena DNA byla
ihned zpracovana, nebo skladovana pfi < -20 °C.

2.3.6 Postup izolace DNA pomoci kitu QuickExtract Plant DNA Extraction
Solution (Biosearch Technologies)

Z listu byl vickem 0,5ml mikrozkumavky vyfiznut jeden listovy tercik, ktery byl déle
ru¢né nebo pomoci sterilni kovové Spachtlicky prenesen dovniti stejné 0,5ml
mikrozkumavky. K ter¢iku bylo pridano 125 upl QuickExtract DNA Extraction
Solution, aby byl cely listovy ter¢ik ponofen. 0,5ml mikrozkumavka byla poté
vloZena do polystyrenového stojanku a prilepena izolepou. Ve vhodné nadobé byla
pripravena voda o teploté 65 °C. Vzorek v polystyrenovém stojanku byl kovovou
pinzetou vloZen do nadoby a nechal se inkubovat 6 minut. Mezitim se pripravila
druha nadoba s vodou o teploté 98 °C. Po 6 minutach byl polystyrenovy stojanek se
vzorky z prvni nadoby prenesen pomoci kovové pinzety do nadoby s vodou 98 °C,
ve které se nechal inkubovat 2 minuty. Po vytaZeni byla 0,5ml mikrozkumavka
kratce stoCena a maximum roztoku bez necistot bylo preneseno do sterilni 1,5ml
mikrozkumavky.

Takto izolovanou DNA se doporucuje okamzité pouzit v planovanych analyzach.
V ptipadé zamrazeni v < -20 °C jiZ neni garantovana 100% funk¢nost analyzované
DNA.

2.4 Sekvenace

Genotypizace SNPs pomoci sekvenace se skldda z nékolika dil¢ich krokii, mezi které
patii PCR amplifikace, gelova elektroforéza, purifikace PCR amplikonti z gelu,
sekvenacni reakce, purifikace sekvenacni reakce, puSténi béhu v genetickém
analyzatoru a analyza ziskanych dat. Metoda byla vZdy provadéna vcetné gelové
elektroforézy, aby byla potvrzena uspéSna amplifikace sekvence DNA. Sekvenovany
byly primarné vzorky odebrané z odriid vyuzivanych pti kiiZeni v rodi¢ovské linii
a vzorky slepé.
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2.4.1 PCR amplifikace
Béhem PCR byl amplifikovan usek genomové DNA, v kterém se nachazel prisluSny
SNP.

V ramci PCR amplifikace byly pouZity uvedené nastroje a reagencie:

e Sterilni 1,5ml a 0,2ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Spicky s filtrem

e PCRkomponenty (qPCR 2x Blue Master Mix, PmxII)

e PCRvoda

e Dekontaminacni sprej ROTI Nucleic Acid-free

Nejprve byl uvnitt PCR boxu pripraven premix Rvi4 PmxII (viz Tab. 2). VSechny
komponenty byly pred za¢atkem prace promichany pomoci vortexu a stoCeny.

Tab. 2: Rozpis pro namichani premixu Rvi4 PmxII.

Komponenty: Objem:
Rvi4-FB-F (100 uM) 5ul
Rvi4-FB-R (100 uM) 5ul
Voda 90 ul
Celkem 100 pl

Nasledné byly v PCR boxu pripraveny a popsany sterilni 0,2ml mikrozkumavky
a jedna sterilni 1,5ml mikrozkumavka, do které byl ptripraven mastermix (viz Tab.
3) pro zpracovavané mnozstvi vzorki. VSechny komponenty byly pred pripravou
mastermixu promichany pomoci vortexu a stoc¢eny. Dale byl promichan a stocen i
samotny mastermix, ktery byl rozpipetovan po 18 pl do jiz pripravenych 0,2ml
mikrozkumavek.

Tab. 3: Rozpis pro namichani mastermixu (PCR).

Komponenty: 1 rce:
PCR voda 7 ul
2x Blue Master Mix | 10 ul
Rvi4 PmxII 1 ul
+ DNA 2 ul
Celkem 20 pl

Mimo PCR box byly do kazdé 0,2ml mikrozkumavky napipetovany 2 ul DNA a obsah
zkumavky byl promichan propipetovanim. Mikrozkumavky se nasledné kratce
stocily, byly umistény do PCR cykleru a spustil se prednastaveny program (viz Tab.
4). Takto pripravené vzorky byly okamzité zpracovany v ramci gelové elektroforézy
nebo kratkodobé skladovany pri < -20 °C.
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Tab. 4: Teplotni podminky PCR.

Faze: Teplota: | Doba: | Pocet cyklii:
Vicko 105 °C

Denaturace 95°C | 5 min 1
Denaturace 95 °C 30s

Nasedani primert 58 °C 30s 40
Extense 72 °C 30s

Finalni extense 72°C | 5min 1
Drzet 8 °C o)

2.4.2 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza slouZi jako kontrolni metoda, pro ovéreni uspéSné amplifikace
useku, ktery obsahuje genotypizovany SNP. Elektroforéza zahrnuje negativni
(netemplatovanou) kontrolu, ktera slouZi k ovéreni, Ze béhem pripravy PCR nedoslo
ke kontaminaci. Tento krok tedy v pripadé jiZ zavedené metodiky lze vynechat
a pokracovat purifikaci PCR produktu.

V ramci gelové elektroforézy byly pouzity uvedené nastroje a reagencie:

e Erlenmeyerova baiika

e Odmérny valec

e Agaroza (Agarose SERVA for DNA electrophoresis)

e 5x TBE pufr

e Spicky bez filtru

e UVvizualizatni ¢inidlo SafeView

e GeneRuler Low Range DNA Ladder

e TriTrack DNA Loading Dye

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Vramci priprav gelové elektroforézy bylo nejprve nezbytné pripravit pracovni
koncentraci 0,5x TBE desetinasobnym fedénim zasobniho 5x TBE roztoku.
Smichdanim 100 ml 5x TBE s 900 ml destilované vody byl tedy pripraven
11 pracovniho roztoku.

JelikoZ byl PCR reakci amplifikovan tsek o délce 184 bp, pro detekci byl pfipravovan
3% agarozovy gel. Gel byl pripravovan ve vanic¢ce o objemu cca 100 ml (pripadné
vmensi o objemu cca 50 ml). V Erlenmeyerové baiice byly pomoci mikrovinné
trouby rozvareny 3 g agarézy v 100 ml 0,5x TBE. Po dokonalém rozvateni (¢ira
tekutina bez viditelnych partikuli) bylo pridano vizualiza¢ni ¢inidlo pro DNA
(SafeView) v koncentraci 1 pl na 20 ml gelu (v ptipadé 100 ml, 5 ul SafeView). Obsah
kadinky byl ochlazen pod tekouci vodou a nasledné byl gel nalit do pripravené
elektroforetické vanicky s hebinky pro poZzadovany pocet jamek. Gel se takto nechal
tuhnoutalespon 1 hodinu pri pokojové teploté (1ze urychlit umisténim do lednicky).
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Tuhy gel se po odstranéni ¢el vanicky a hirebink vlozil do elektroforetické nadoby,
kterda byla naplnéna 0,5x TBE tak, aby byl gel zcela ponofen. K analyzovanym
vzorklim (vcetné negativni kontroly) byly ptridany 4 ul TriTrack DNA Loading Dye
a pred nanaSenim jednotlivych vzorkli na gel byl vZdy cely objem dokonale
promichan propipetovanim. Na agar6zovy gel byl nanasen celkovy objem 20 pl
vzorku. Do prvni a posledni jamky gelu byl napipetovan velikostni standard
GeneRuler Low Range DNA Ladder, elektroforeticka nadoba byla uzaviena a zapnul
se zdroj nastaveny na napéti 120 V po dobu cca 50 minut.

Po rozdéleni vzork byl zdroj odpojen, gel s vanickou vyjmut a vysledek
zkontrolovan na UV transluminatoru Biometra TI. Gel byl vyfocen pomoci Bio-
Imaging Systém MiniLumi. Ziskany snimek byl popsan a vyhodnocen.

2.4.3 Purifikace DNA z gelu

Pti purifikaci DNA z gelu s vyuZzitim kitu WizPrep Gel /PCR Purification Mini se DNA
uvniti kolonek vaze na matrici ze skelnych vlaken, ze které je po dokonceni
promyvani eluovana pomoci pufru Elution Buffer do cisté mikrozkumavky.
Centrifugace byla ve vSech krocich provedena pri otackach 13 000 RPM.

V ramci purifikace DNA z gelu byly pouZity uvedené nastroje a reagencie:

e Skalpelova rukojet s jednorazovou ¢epelkou

e Sterilni 1,5ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky

e Spicky bez filtru

e Bunicita vata

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Jednotlivé amplikony byly z gelu na UV transluminatoru rychle vyriznuty skalpelem
oSetfenym dezinfek¢nim prostiedkem Desprej s co nejmensim mnoZstvim okolniho
gelu. Gelové blocky byly vloZeny do sterilnich a popsanych 1,5ml mikrozkumavek
a co nejrychleji zakdpnuty 500 pl pufru GP. Takto pripravené blo¢ky se nechaly
roztat pri pokojové teploté (cca 60 minut) nebo byl proces urychlen vloZenim
mikrozkumavek do termobloku vyhiatého na 50 °C (cca 10 minut). Vzorky byly
v pribéhu tani kontrolovany a oblas vortexovany. JelikoZ byl amplifikovan usek
o délce 184 bp, ke kazdému vzorku bylo pridano 100 pl isopropylalkoholu pro
zvySeni vytézku DNA. Smés (700 pl) byla prepipetovana na kolonku ve sbérné
zkumavce a nechala se 1 minutu centrifugovat. Protekla tekutina byla vylita a hrany
sbérné zkumavky utfeny bunicitou vatou. Na kolonku bylo pfidano 700 pl pufru
Wash Buffer a opétbyla spusSténa centrifugace na 1 minutu. Tekutina byla ze sbérné
zkumavky vylita a jeji hrany utfeny buniCitou vatou. Byla spuSténa zavérecna
centrifugace (1 minuta), aby byl z filtru kolonky zcela odstranén pufr Wash Buffer.
Kolonka byla vsunuta do sterilni a popsané 1,5ml mikrozkumavky. Na filtr kolonky
bylo naneseno 50 pl pufru Elute Buffer a nechal se inkubovat 1 minutu pti pokojové
teploté, poté se vzorek centrifugoval 1 minutu. Takto precisténa DNA byla ihned
analyzovana nebo uskladnéna pri < -20 °C.
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2.4.4 Sekvenacnireakce

Pomoci sekvenac¢ni reakce, pri které je pouZzit pouze jeden primer, smés dNTP
a ddNTP, byl ziskdn roztok obsahujici rtizné dlouhé jednotetézcové tseky DNA
ukoncené fluorescentné znacenym ddNTP.

V ramci sekvenacdni reakce a nasledné purifikace byly pouZzity uvedené nastroje
areagencie:

e Sterilni 1,5ml a 0,2ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Spicky s filtrem a $pi¢ky bez filtru

e PCRkomponenty (5uM Rvi4-FB-R)

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Pied sekvenacni reakci bylo nutné ptipravit 5uM Rvi4-FB-R primer ze zdsobniho
100uM roztoku. Dale byly uvnitt PCR boxu pripraveny a popsany sterilni 0,2ml
mikrozkumavky a jedna 1,5ml mikrozkumavka. VSechny komponenty byly pied
zaCatkem prace promichdany pomoci vortexu a sto¢eny. Do 1,5ml mikrozkumavky
byl pro zpracovavané mnoZstvi vzorki a podle zvoleného kitu pripraven mastermix
(viz Tab. 5), poté promichén a kratce stocen.

Tab. 5: Rozpis pro namichani mastermixu (sekvenac¢ni reakce).

Komponenty: 1 rce:
Terminator RR v3.1 (Gerbera Mix v3.1) 2ul
Seq buffer 5x (5x Dilution Buffer) 1l
Rvi4-FB-R (5 uM) 1l
+ DNA 6 nl
Celkem 10 pl

Mastermix byl rozpipetovan po 4 pl do pripravenych 0,2ml mikrozkumavek, které
byly uzavieny a preneseny do Post-PCR mistnosti, kde bylo do kazdé
mikrozkumavky pipetovano 6 pl purifikované DNA. Vzorky byly promichany
propipetovanim a kratce stoCeny. Nasledné byly vzorky opét preneseny do PCR
mistnosti a umistény do PCR cykleru, na kterém byl spustén prednastaveny
program (viz Tab. 6). Po dokonceni reakce byla ihned provedena purifikace
sekvenacni reakce.
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Tab. 6: Teplotni podminky sekvenacni reakce.

Faze: Teplota: | Doba: | Pocet cyklii:
Vicko 105 °C

Denaturace 95°C | 5min 1
Denaturace 95 °C 30s

Nasedani primerd | 55°C | 20s 35
Extense 60 °C | 4 min

DrZet 8 °C )

2.4.5 Purifikace sekvenacni reakce a pusténi béhu v genetickém analyzatoru
Purifikaci jsou z produktu odstranény neinkorporované komponenty sekvenacni
reakce, jako jsou ionty soli, nukleotidy a dalsi.

V ramci purifikace sekvenalni reakce a pusSténi genetického analyzatoru byly
pouzity uvedené nastroje a reagencie:

e Stojanky na mikrozkumavky

e Spicky bez filtru

e Sterilni $pic¢ky s odstriZenou Spickou

e Sekvenaclni desticka

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Po dokonceni sekvenacni reakce je nezbytna purifikace ziskaného produktu, ktera
byla provedena v Post-PCR mistnosti. Ke kazdému vzorku bylo ptriddno 45 pl SAM
solution a Spitkami s ustfiZenou Spickou 10 pl BigDye XTerminator Solution. Takto
pripravena smés se nechala 30 minut vortexovat pfi priblizné 1 200 RPM (smés
musela byt homogenni). Mikrozkumavky s homogenni smési byly staceny 2 minuty
na minicentrifuze. Poté bylo vZdy 25 pl vzorku bez XTerminator ¢astic a bez bublin
pipetovano do sekvenacni desticky. Takto pripravené vzorky byly nasledné
analyzovany na genetickém analyzatoru AB3500. Ziskané sekvence byly dale
zpracovany pomoci softwaru SeqAnalysis, Chromas a Geneious Prime.

2.5 Alelicka diskriminace

Alelicka diskriminace je dvoukrokova metoda genotypizace SNPs, ktera se sklada
z pripravy samotné reakce a nasledné analyzy ziskanych dat. Pro detekci genu Rvi4
pomoci alelické diskriminace byly pouzity sondy Rvi4-Res-Pr04 (znacena
fluoroforem HEX a detekovana v kanale ,Yellow“) pro rezistentni variantu a Rvi4-
Sens-Pr04 (znacena fluoroforem 6-FAM a detekovana v kanale ,Green“) pro
senzitivni variantu. Jako pozitivni kontroly byly v ramci kazdé reakce pouZity
ultramery (syntetické jednoretézcové sekvence DNA) o koncentraci 1 pg/ul, které
byly navrzeny tak, aby simulovaly rezistentniho a senzitivnhiho homozygota.

V ramci alelické diskriminace byly pouZity uvedené nastroje a reagencie:
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e Sterilni 1,5ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky

e PCRstripy do Rotor-Gene Q, stojanek na PCR stripy

e Spicky s filtrem

e PCRvoda

e PCRkomponenty (qPCR 2x Blue Master Mix, PmxII)

e Ultramery (Rvi4_Res_Ctrl; Rvi4_Sens_Ctrl)

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Pred zatatkem michani alelické diskriminace byl v PCR boxu pripraven premix Rvi4-
AD PmxII (viz Tab. 7). Premix obsahoval forward (Rvi4-FB-F) a reverse primer
(Rvi4-FB-R), sondu pro detekci rezistentni alely (Rvi4-Res-Pr04) detekovanou na
Zlutém kanalu a sondu pro detekci senzitivnich alely (Rvi4-Sens-Pr04) detekovanou
na zeleném kanalu. VSechny komponenty byly pred zacatkem prace promichany
pomoci vortexu a stoCeny.

Tab. 7: Rozpis pro namichani premixu Rvi4-AD PmxII.

Komponenty: Objem:
Rvi4-FB-F (100 uM) 5ul
Rvi4-FB-R (100 uM) 5ul

Rvi4-Res-Pr04 (100 uM) 5ul
Rvi4-Sens-Pr04 (100 uM) 5ul
Voda 80 ul
Celkem 100 pl

Dle rozpisu (viz Tab. 8) byl nasledné do sterilni 1,5ml mikrozkumavky uvnitr PCR
boxu pripraven mastermix pro aktudlné zpracovavané mnoZstvi vzorkl vcetné
netemplatované kontroly a ultramerli (Rvi4_Res_Ctrl; Rvi4_Sens_Ctrl). VSechny
komponenty byly pred za¢atkem prace promichany na vortexu a stoCeny.

Tab. 8: Rozpis pro namichani mastermixu (alelicka diskriminace).

Komponenty: 1 rce:
PCR voda 7 ul
2x Blue Master Mix | 10 ul
Rvi4-AD PmxII 1ul
+ DNA 2 ul
Celkem 20 pl

Do kovové desticky byl pripraven potiebny pocet sterilnich 0,1ml PCR stripii véetné
mikrozkumavek pro netemplatovanou Kkontrolu a ultramery. Do stripti byl
mastermix rozpipetovan po 18 pl a mimo PCR box byly pipetovany 2 ul DNA
kazdého vzorku. Po uzavreni vSech zkumavek, vtetné netemplatované kontroly,
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byly v Post-PCR mistnosti do prislusnych zkumavek pipetovany 2 pl ultramerd.
Stripy byly nasledné vloZeny do real-time PCR cykleru Rotor-Gene Q, ve kterém byl
zvolen prednastaveny teplotni profil (viz Tab. 9).

Tab. 9: Teplotni podminky real-time PCR.

Faze: Teplota: | Doba: | Pocet cyklii:
Denaturace 94°C | 5min 1
Denaturace 94 °C 20's

Nasedani primert 58 °C 20 s 50
Extense 72 °C 20's

DrZet 50 °C 5s 1

Ziskané produkty real-time PCR byly po analyze vyhozeny, pripadné kratkodobé
skladovany pri < -20 °C. Analyza alelické diskriminace byla provedena pomoci
softwaru Rotor-Gene Q Series Software, ve kterém byly pouZity nasledujici
parametry:

Dynamic Tube: ANO
Slope Correct: ANO
Threshold: 0,08

Outlier Removal: 10 %

2.6 SNaPshot

Genotypizace SNPs pomoci SNaPshot se sklada z nékolika dil¢ich krokli, mezi které
patii PCR amplifikace, purifikace PCR, vlastni SNaPshot reakce, purifikace SNaPshot
reakce a analyza na genetickém analyzatoru. Genotypizace byla provadéna vzdy
vCetné pozitivni a negativni (netemplatované) kontroly, pro které byly vyuZzivany
reagencie dodavané, jako soucast kitu (Multiplex Control Primer Mix a Multiplex
Control Template). Pomoci této metody je ziskdna smés primert ukoncenych
riznymi fluorescen¢né znacenymi ddNTP, ktera je nasledné analyzovana pomoci
genetického analyzatoru.

2.6.1 PCR amplifikace

Prvnim krokem metody SNaPshot je amplifikace useku DNA, ktery obsahuje
detekovany SNP. PouZité nastroje a reagencie jsou spole¢né s postupem identické
s jiz popsanou PCR reakci (viz bod 2.4.1).

2.6.2 Purifikace

Purifikace PCR produktu je provadéna, aby bylo zabranéno ucasti komponentii PCR
(primery, dNTP, enzymy a jednotlivé slozky pufru) v nasledné extenzi specifickych
primertt navrZenych pro SNaPshot. Purifikaci lze provést pomoci komerc¢né
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dostupného purifikacniho kitu nebo pomoci SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)
a Exo | (Exonuclease I). SAP je rekombinantni a termolabilni alkalicka fosfataza,
kterou lze vyuzit pro defosforylaci biomolekul a odstranéni neinkorporovanych
dNTP. Exo I je enzym, ktery $tépi jednovlaknové retézce DNA od 3' - konce.

V ramci purifikace byly pouZity uvedené nastroje a reagencie:

e Sterilni 0,2ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky

e Spicky bez filtru

e PCRvoda

e ExoSAP-IT™ Express PCR Product Cleanup Reagent

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

V Post-PCR mistnosti byl pripraven a popsan potrebny pocet sterilnich 0,2ml
mikrozkumavek. Do popsané mikrozkumavky bylo preneseno 5 pl PCR produktu
a 2 pl ExoSAP-IT™ Express PCR Product Cleanup Reagent. Smés byla promichana
propipetovanim a kratce stoCena pomoci minicentrifugy. Takto pfipravena smés se
v termocykleru nechala 4 minuty ikubovat pti 37 °C, a poté 1 minutu pti 80 °C

(inaktivace enzymii). Piecisténé PCR produkty byly pied zpracovanim uchovany
v lednicce pri 4 °C, popripadé dlohodobé skladovany pri < -20 °C.

2.6.3 SNaPshot reakce
Produktem SNaPshot reakce byla smés SNaPshot primert prodlouZenych o jeden

fluorescentné znaceny ddNTP a neinkorporovanych fluorescentné znacenych
ddNTP.

V ramci SNaPshot reakce byly pouzity uvedené nastroje a reagencie:

e Sterilni 1,5ml a 0,2ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Spicky bez filtru

e PCRvoda

e Primery specifické pro detekci vybraného SNP (Rvi4-SNP-36nt-R01)
e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Po celou dobu pripravy SNaPshot reakce byly reagencie uchovavany na ledu. Pred
SNaPshot reakci bylo nutné pripravit roztok, ve kterém byly v§echny pouzivané
primery 2uM. Dale byly pripraveny a popsany sterilni 0,2ml mikrozkumavky a jedna
1,5ml mikrozkumavka. VSechny komponenty byly pred za¢atkem prace promichany
pomoci vortexu a stoCeny. Dle rozpisu (viz Tab. 10) byl nasledné do sterilni 1,5ml
mikrozkumavky pripraven mastermix pro aktualné zpracovavané mnozstvi vzorkd.
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Tab. 10: Rozpis pro namichani mastermixu (SNaPshot).

Komponenty: 1 rce:
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5ul
SNaPshot detek¢ni primery (2 uM) 1pl
PCR voda 1ul
+ Templat (preciStény PCR produkt) 3 ul
Celkem 10 pl

V pripadé potreby byla pripravena i pozitivni a negativni kontrola dle rozpisu (viz
Tab. 11). Obsah zkumavek byl promichan a stocen.

Tab. 11: Rozpis pro namichani pozitivni a negativni kontroly pro SNaPshot.

Komponenty: Pozitivni: | Negativni:
SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 5ul 5ul
SNaPshot Multiplex Control Template 2 ul 0 pl
SNaPshot Multiplex Control Primer Mix 1ul 1l
PCR voda 2 ul 4 ul
Celkem 10 ul 10 ul

Pripraveny mastermix byl dikladné promichdn pomoci vortexu, sto¢en a po 7 pl
rozpipetovan do pripravenych 0,2ml mikrozkumavek. Do kazdé z téchto zkumavek
byly pipetovany 3 pl pripraveného templatu (v jedné SNaPshot reakci ma byt 0,01
az 0,40 pmol templatu), obsah byl diikladné promichan propipetovanim a stocen.
Nasledné byly vzorky preneseny do PCR mistnosti a umistény do PCR cykleru, na
kterém byl spustén prednastaveny templat (viz Tab. 12). Po dokonceni reakce byla
ihned provedena purifikace SNaPshot reakce.

Tab. 12: Teplotni podminky SNaPshot reakce.

Faze: Teplota: | Doba: | Pocet cyklii:
Vicko 105 °C

Denaturace 96 °C 10s

Nasedani primerii 50 °C 5s 25
Extense 60 °C 30s

DrZet 4°C o)

2.6.4 Purifikace SNaPshot reakce
Purifikace SNaPshot reakce je nezbytna z diivodu odstranéni neinkorporovanych
fluorescen¢né znacenych ddNTP, které by interferovaly pfi analyze dat.

V ramci purifikace SNaPshot reakce byly pouZity uvedené nastroje a reagencie:
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e Stojanky na mikrozkumavky

e Spicky bez filtru

e SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase)

o Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

K ziskanym produktiim SNaPshot reakce byla v Post-PCR mistnosti pipetovana
1jednotka (1 pl) SAP. Vznikla smés byla promichana pomoci vortexu, sto¢ena
a nechala se 1 hodinu inkubovat v termobloku vyhiatém na 37 °C. Poté nasledovala
15minutova inkubace pti 75 °C, kterd deaktivovala SAP. Ziskané vzorky byly ihned
zpracovany nebo skladovany pii < -20 °C, popripadé kratkodobé (24 hodin)
skladovany v lednicce.

2.6.5 Analyza na genetickém analyzatoru

Pripravend smés fretézcii DNA ukoncenych riznymi fluorescen¢né znacenymi
ddNTP byla pomoci kapilarni elektroforézy podle délky rozdélena spoletné
s velikostnim standardem pro determinaci jednotlivych fragmentd.

V ramci analyzy na genetickém analyzatoru byly pouzity uvedené nastroje
areagencie:

e Sterilni 1,5ml a 0,2ml mikrozkumavky, stojanky na mikrozkumavky
e Spicky bez filtru

e Hi-Di formamide

e GeneScan 120 LIZ dye Size Standard

e Dekontaminacni sprej Desprej nebo ROTI Nucleic Acid-free sprej

Jednotlivé komponenty (Hi-Di formamide, GeneScan 120 LIZ dye Size Standard,
SNaPshot produkty) byly nejprve promichany pomoci vortexu a sto¢eny. Nasledné
byla pripravena 1,5ml mikrozkumavka, do které bylo pipetovdno 9 ul Hi-Di
formamide spole¢né s 0,25 pl velikostniho standardu GeneScan 120 LIZ dye Size
Standard na kaZzdy zpracovavany vzorek. Ziskana smés byla promichana pomoci
vortexu a kratce stoCena. Dale byla rozpipetovana do sekvenacni desti¢cky po 9,25 pl.
Do prislusnych jamek byl poté pridan 1 pl SNaPshot produktu. Desti¢ka se vzorky se
nechala 5 minut inkubovat v termocykleru vyhiatém na 95 °C. Takto pripravené
vzorky byly ihned analyzovany pomoci ptistroje AB3500 Genetic Analyzer. Data
byla vyhodnocena pomoci softwaru GeneMapper.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Srovnani izola¢nich kiti

V ramci praktické casti diplomové prace bylo vyzkouSeno vicero komercné
dostupnych izola¢nich kit. Hlavnimi divody testovani izola¢nich kit bylo najit
spolehlivy kit pro izolaci DNA z listli jabloné a potieba najit rychlejsi a finan¢né
vyhodnéjsi zptisob izolace DNA pro potieby MAS, kterou by bylo moZné aplikovat
v kombinaci s vyvijenymi metodami genotypizace SNPs v asociaci s geny Rvi.
Testovano bylo celkem Sest rliznych kitd, jelikoZ vysledky izolace rostlinné DNA
mohou byt silné ovlivnény i jen drobnymi odliSnostmi v postupu izolace. Vysledky
jednotlivych izolacnich kiti se mohou vyrazné lisit i napfi¢ riiznymi rostlinnymi
druhy. Pri izolaci rostlinné DNA jsou problematické zejména polysacharidy,
proteiny a polyfenoly, které mohou inhibovat enzymatické reakce ¢i sniZovat
vytéZek a Ccistotu DNA. V Laboratofi molekularni biologie Vyzkumného
a Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o., kde byla cela prakticka ¢ast
provadéna, je béZzné pouzivan jiz zavedeny izola¢ni kit Exgene Plant SV mini, ktery
byl pouzit jako referencni.

Po finan¢ni strance vychazi z testovanych kit jednoznacné nejvyhodnéji izolace
pomoci QuickExtract Plant DNA Extraction Solution (viz Tab. 13). Jedna se o velmi
hrubou extrakci DNA, ktera se nijak nepreciStuje a musi byt zpracovana idealné
v den provedenti izolace, jelikoZ dochazi k jeji velmi rychlé degradaci a nasledujici
den uZ nemusime ziskat o¢ekavané vysledky. Z tohoto dlivodu predstavuje tento
pristup vhodnou variantu v pripadé izolace DNA za ucelem vyuziti v MAS, kdy je
nezbytné, co nejrychleji a levné izolovat a vyhodnotit velké mnoZstvi vzorkl. Pro
ucely akreditované laboratore je vSak kvalita takto pripravené DNA nedostacujici
a QuickExtract Plant DNA Extraction Solution tedy neni pro tyto ucely vhodny. Po
financ¢ni strance je vhodnéj$i nahradou kitu Exgene Plant SV mini pro diagnostické
ucely mimo MAS izola¢ni kit GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini (viz Tab.
13).

Tab. 13: Cena izolace jednoho vzorku pro kazdy testovany izola¢ni kit. Ceny jsou
uvedeny bez DPH a zahrnuji i potfebny etanol.

Izolacni Kit Jeden vzorek
Kity na bazi kolonek
GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep 90,20 K¢
WizPrep™ Plant DNA Mini 82,20 K¢
NucleoSpin Plant 1 74,70 K¢
Gene]ET Plant Genomic DNA Purification Mini 63,50 K¢
Exgene Plant SV mini 50,30 K¢
Kit pro hrubou extrakci DNA
QuickExtract Plant DNA Extraction Solution 21,80 K¢
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7Zadny z nové testovanych izolaénich kitli neposkytl vysledky srovnatelné
s ptivodnim kitem Exgene Plant SV mini. Ve vSech pripadech doslo k sniZeni hodnot
RFU (relative fluorescence units) popiipadé k naméreni niZ$i koncentrace ¢i Cistoty
izolované DNA, coZz by svédcilo o niz$i ucinnosti purifikace a/nebo zbytkové
pritomnosti PCR inhibitorti. Piiklad srovnani Kkitu Exgene Plant SV mini
a NucleoSpin Plant Il prostrednictvim real-time PCR ukazuje nasledujici obrazek
(viz Obr. 2).

Exgene Plant SV mini

= NucleoSpin Plant I

z %
5 -
5

Obr. 2: Vysledek real-time PCR srovnani dvou paralelné izolovanych vzorkil kity
Exgene Plant SV mini a NucleoSpin Plant Il zobrazen pomoci softwaru Rotor-Gene Q
Series (PCR cil: chloroplastova DNA).

3.2 Sekvenace

Metoda genotypizace pomoci sekvenace je vhodna zejména pro analyzu malého
mnoZstvi vzorkll (jednotek aZ desitek) za tucelem ovéfreni pritomnosti nebo
upresnéni pozice vybraného SNP. Tento krok byl tedy nezbytny pro vyvoj dalSich
vybranych metod genotypizace. Oblast Rvi4 byla osekvenovana celkem u 111
vzorkl jabloni pouZivanych pfi kiiZeni v rodi¢ovské linii (viz Tab. 14). Byla tak
ovérena pritomnost vybraného SNP K146 (nukleotid T odpovida rezistentni alele)
na pozici 54 sekvenované oblasti (viz Obr. 3), a také bylo zmapovano okoli SNP, ve
kterém byly detekovany dalsi &ty¥i SNPs na pozicich 35, 37, 43 a 70. Zadny z téchto
dalSich ¢tyr detekovanych SNPs vSak nebyl v asociaci s rezistentnim genem Rvi4.
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Obr. 3: Chromatogram senzitivniho (homozygot G/G) a rezistentniho (heterozygot
T/G) jedince s vyznacenou pozici SNP K146.

Tab. 14: Vybrané odréidy jabloni VSUO s uréenym genotypem pro Rvi4 SNP K146.

Odrida SNP K146 |Odriida SNP K146
Akane G G | Krasokvét zluty G G
Aneta G G |Liberty G G
Antonovka G G |[Limburské G G
Ariane G G |Lipno G G
Ariwa G G |Lobo G G
Aurora G G |[Lord Lambourne G G
Bananové zimni G G |Lotos G G
Baujade G G |Luna G G
Baya Marisa G G | Megumi G G
Benet G G |Melodie G G
Best Ever G G |[Melrose G G
Biogolden G G | Meteor G G
Blahovo Pozdékvété G G |Ontario G G
Blanik G G |[Otawa 341 G G
Britemac G G |Petra G G
Burgundy G G |Pinova G G
Cactus G G |Prima G G
Cameo Caudle G G |[Primadela G G
Camuzat G G |Priscilla G G
Cardinal G G |Produkta G G
Carola G G |Rajka G G
Clear Heart G G |Realka T G
Clivia G G |Reanda G G
Cox Orange Pippin G G |Red Cap G G
Crimson Gold G G |Red Topaz G G
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Cesky Granat G G | Red van Buren G G
Cistecké Lahtidkové G G |Regia T G
Dakota G G |Reglindis G G
Dark Topaz G G |Resista G G
Delor G G | Retina G G
Democrat G G |Rewena G G
Diadém G G | Rome Beauty G G
Diamant G G |Rosana G G
Discovery G G |Rozela G G
Dukat G G | Rubin G G
Elstar G G | Shalimar G G
Empire G G |[Sirius G G
Fantasie G G |Slendera G G
Nikoleta G G | Sonet G G
Fiesta G G |Spalord G G
Flordika G G | Starkresa G G
Florina G G | Starkrimson G G
Gala Schniga G G | Sungold G G
Gloster G G |Sampion G G
Gold Bohemia G G |Tabor G G
Golida G G | Vltava G G
Granny Smith G G | Wealthy G G
Heliodar G G | Wolfriver G G
Idared G G | Wondernot G G
James Grieve G G |Yarlington G G
Jerseymac G G |Zabergau G G
Jolana G G |Zarja Altau G G
Juno G G |Zita G G
Karmina G G |Zuzana G G
Katka G G | Zvonkové G G
Krasokvét Kitajka G G

Z Tab. 14 je patrné, Ze gen rezistence Rvi4 nesou pouze dvé odridy péstované ve
VSUO (Regia a Realka). Proto bylo analyzovano jesté 26 slepych vzorki (viz Tab. 15),
které byly dodany $lechtiteli mimo VSUO. U 10 z 26 vzorki byl potvrzen genotyp
T/G (rezistentni heterozygot). Vysledky sekvenovani byly nasledné potvrzeny
Slechtiteli, ¢cimZ byla ovéfena funk¢énost metody. V souboru analyzovanych vzorki
nebyl nalezen ani jeden rezistentni homozygot (T/T).
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Tab. 15: Slepé vzorky s ur¢enym genotypem pro SNP K146.

Slepé vzorky | SNP K146 |Slepé vzorky | SNP K146
Vzorek 1 G G |Vzorek 14 T G
Vzorek 2 G G |Vzorek 15 G G
Vzorek 3 G G |Vzorek 16 G G
Vzorek 4 G G |Vzorek 17 T G
Vzorek 5 G G |Vzorek 18 T G
Vzorek 6 G G |Vzorek 19 T G
Vzorek 7 G G |Vzorek 20 T G
Vzorek 8 G G |Vzorek 21 T G
Vzorek 9 G G |Vzorek22 G G
Vzorek 10 G G |Vzorek 23 T G
Vzorek 11 G G |Vzorek 24 G G
Vzorek 12 T G |Vzorek 25 T G
Vzorek 13 T G |Vzorek 26 G G

Vdalsim kroku bylo ze ziskanych sekvenci pomoci softwaru Geniuse Prime
sestaveno porovnani sekvenci (tzv. ,alignment”), ktery byl vyuzit ptfi navrhovani
sond pro alelickou diskriminaci a primerti pro SNaPshot.

Vyhodou sekvenace je moznost vizualni kontroly amplifikovaného tseku a nasledna
prace se sekvencemi. Mezi nevyhody této metody, vzhledem k nékolika dil¢im
kroklim a drahym komponentlim, patii finan¢ni a ¢asova narocnost.

3.3 Alelicka diskriminace

Metoda alelické diskriminace je vhodna, jako velmi rychla metoda genotypizace
SNPs umoznujici detekci az dvou SNPs v jedné multiplexni reakci, a to zejména
v kombinaci s rychlou extrakci DNA pomoci QuickExtract Plant DNA Extraction
Solution. Pro sestaveni funk¢ni alelické diskriminace pomoci sond je nezbytné
navrhnout funkéni primery a samotné sondy. JelikoZ bylo mozné vyuzit primery
pouzivané pro PCR amplifikaci v rdmci metody sekvenace, bylo nutné navrhnout
pouze funké¢ni sondy. Alelicka diskriminace byla tedy dal$im krokem po ziskani dat
pomoci sekvenace. Nejprve byly navrzeny dvé sady sond pro senzitivni a rezistentni
variantu (Rvi4-Res-Pr01; Rvi4-Sens-Pr01; Rvi4-Res-Pr02; Rvi4-Sens-Pr02), které se
od sebe lisily pouze v délce. Sondy Pr02 byly o jeden nukleotid na 5' — konci dels{
neZ sondy PrOl. Prvni sady sond nevykazovaly dostate¢nou fluorescenci pro
odliSeni jednotlivych variant SNP, a proto byly navrZeny nové dvé sady sond (Rvi4-
Res-Pr03; Rvi4-Sens-Pr03; Rvi4-Res-Pr04; Rvi4-Sens-Pr04). Sondy Pr03 a Pr04 byly
nejprve testovany v simplexni reakci pti 53 °C pomoci ultramert pfripravenych ve
tifech rtznych koncentracich (1 pg/ul, 1 fg/ul a 100 ag/ul), které simulovaly
rezistentni a senzitivni homozygoty. Po potvrzeni funk¢nosti sond byla teplota
nasedani zvysSena na 58 °C, aby byla zajiSténa vétsi specificita sond. Dle hodnot RFU
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(relative fluorescence units) byly jako nejvhodnéjsi sondy vybrany Rvi4-Res-Pr04
a Rvi4-Sens-Pr04. Sondy Pr04 byly dale testovany v multiplexni reakci s ultramery
o trech rtznych koncentracich (1 pg/ul, 1 fg/ul a 100 ag/ul) a jiZ zndmymi
heterozygotnimi a dostupnymi homozygotnimi vzorky (viz Obr. 4).

Alelic Discrimination Analysis - Page 1 - Cycling A.Green, CychingA... | < 5 ] - Altelic Discrimination Analysis - Page 1 - Cycling A.Green, Cycling A.. S ™ Analysis - Page 1 - Cyciing AGreen, Cycling A... | < | (=) jmam
&8 Genotypes... | g Slope Comect | [2] Outlier Removal... | Save Defaults ?| 88 Genol “ C S

ect | () Outlier Removal.. b Save Defaults *| 88 Genotypes.. |G ect | (2] Outher Removal... b Save Defaults

Cycing A

| Senzitivni homozygot *“| Rezistentni homozygot "*| Rezistentni heterozygot

°°°°°°ooooooooooo
o0

Obr. 4: Srovnani vyslednych variant v Rotor-Gene Q Series Software. Kfivka bez
tetek odpovida senzitivni alele a kfivka s teCkami odpovida rezistentni alele.

Nasledné byly pomoci tohoto systému testovany jiz sekvenované slepé vzorky
a nékolik sekvenovanych jedincli z rodicovské linie. Ziskané vysledky se 100%
shodovaly s vysledky sekvenovani. Pristoupilo se tedy k testovani 113 kiiZenct,

znichZ ¢ast by méla byt heterozygotnim nositelem genu Rvi4. V ramci tohoto
souboru bylo detekovano celkem 26 rezistentnich heterozygott (viz Tab. 16).

Tab. 16: Vysledky testovani 113 pravdépodobnych heterozygotnich nositelti genu
Rvi4.

KriZeni Senzitivni (genotyp G/G) | Rezistentni (genotyp T/G)
Herald (Rvi6) x Regia (Rvi2, Rvi4) 62 (75 %) 21 (25 %)
Rubinstep x Regia (Rvi2, Rvi4) 25 (83 %) 517 %)

Alelicka diskriminace pomoci fluorescen¢né znacenych sond umoziuje v pripadé
vyuziti real-time PCR cykleru Rotor-Gene Q 5plex HRM Platform genotypizaci
maximalné dvou rhznych SNPs v jedné multiplexni reakci. Schopnost
multiplexovani je zavisla na mnoZstvi barev, které je vyuZzivany real-time PCR cykler
schopen detekovat.

Vyhodou alelické diskriminace je nenaroc¢né provedeni metody genotypizace, jak po
¢asové, tak finan¢ni strance, kdy lze pro tuto metodu vyuZit béZny real-time PCR
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cykler. Pomoci této metody tedy lze zpracovat i stovky vzorkii denné. Mezi
nevyhody patii omezena schopnost multiplexni detekce SNPs, ktera je urCena
vlastnostmi pouZivaného real-time PCR cykleru.

Dle aktualné dostupnych publikaci dosud nebyla sestavena metodika genotypizace
SNPs v asociaci s genem rezistence vii¢i patogenu Venturia inaequalis Rvi4 pomoci
alelické diskriminace s vyuzitim fluorescen¢né znacenych sond.

3.4 SNaPshot

SNaPshot je metoda vhodna pro genotypizaci vicero SNPs v jedné multiplexni reakci
s mozZnosti genotypizace aZ deseti rliznych SNPs zaroveii. Metoda byla nejprve
vyzkouSena pomoci dodané pozitivni kontroly. Po ovéreni byl navrzen specificky
primer (Rvi4-SNP-36nt-R01) na zakladé pripraveného sekven¢niho srovnani
v programu Geneious Prime. JelikoZ se v blizkosti SNP K146 nachazi dalsi
jednonukleotidové polymorfismy, byl detek¢ni primer navrzen jako reverzni, aby
tyto polymorfismy neobsahoval. Primer byl navrzen na vyslednou délku 36
nukleotidli, z nichZ 24 bylo komplementarnich k templatu a zbylych 12 tvofrila
extenze z cytosinovych nukleotidli. Z ¢asovych diivodil byl detek¢ni primer Rvi4-
SNP-36nt-R01 vyzkouSen pouze na Ctyrech jiz znamych vzorcich reprezentujicich
rezistentni heterozygoty a jednoho senzitivniho homozygota. Vysledky vSech
rezistentnich heterozygotii vysly identicky, vrcholek odpovidajici rezistentni alele
je v8ak vyrazné vysSi neZ u alely odpovidajici senzitivnimu genotypu, coZ pro
analyticky software (GeneMapper v. 5) neni problém (viz Obr. 5). U vzorki byl téz
pozorovan artefakt odpovidajici nukleotidu G, ale i ten byl pfi analyze softwarové
odfiltrovan. V obou ptipadech doslo k posunu priblizné o 4,5 nukleotidu oproti
piredpokladané pozici SNP K146 (37. nukleotid). Tento posun mohl byt zptisoben
pouzitou fluorescen¢ni znackou, ktera ma vliv na mobilitu ziskaného produktu nebo
sekvenci analyzovaného oligonukleotidu. K posunu nejc¢astéji dochazi u kratSich
oligonukleotidi o délce okolo 36 nukleotidi. Vliv na vyslednou pozici
genotypizovaného SNP mohl také mit polymer pouZzity pri praci na genetickém
analyzatoru AB3500 Genetic Analyzer. Na moZné posuny v piipadé pouZiti
vyrobcem doporuc¢eného polymeru POP-7 upozornili Goodwin et Alimat (2017),
kteri uvedli, Ze presnéjSich vysledkli bylo dosaZeno s pouZitim polymeru POP-6.
Metoda je tedy funkeni, neni vSak prozatim optimalizovana pro soucasnou detekci
vSech diagnostickych SNPs.

46



Rezistentni heterozygot

10 20 30 40 50 60 70

a000|
6000 | |

4000

Al
2000 'NC

Senzitivni homozygot

10 20 30 40 50 B0 70

4200

3500

2800

2100

1400

0

Obr. 5: Vysledky genotypizace rezistentniho heterozygota (A/C) a senzitivniho
homozygota (C/C) pomoci kitu SNaPshot Multiplex Kit. Oranzové vrcholky
predstavuji velikostni standard; modré vrcholky jsou technické artefakty, které jsou
pfi analyze softwarové odfiltrovany (osa x = relativni velikost fragmentu; osa y = vyska

signalu)

Vyhodou metody SNaPshot je moZnost genotypizace aZ deseti rtiznych SNPs v jedné
multiplexni reakci. Genotypizace maximalnitho mnoZstvi SNPs povede k menSi
pristrojové vytiZenosti a moZnosti zpracovat aZ stovky vzorkdi denné. Mezi
nevyhody patfi v pfipadé genotypizace mensiho mnoZstvi SNPs vy$si cena metody
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usekili obsahujicich genotypizované SNPs v jedné multiplexni reakci.

Dle aktualné dostupnych publikaci dosud nebyla sestavena metodika genotypizace
SNPs v asociaci s genem rezistence vii¢i patogenu Venturia inaequalis Rvi4 pomoci
metody SNaPshot.

3.5 Financ¢ni analyza metod detekce SNPs

V ramci diplomové prace byla zpracovana finan¢ni analyza ptipravovanych metod
genotypizace vybranych SNPs. Byla stanovena cena genotypizace jednoho SNP na
jeden analyzovany vzorek, a to pro izolaci DNA pomoci kitu Exgene Plant SV mini
a QuickExtract Plant DNA Extraction Solution. Metoda sekvenace byla analyzovana
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ve dvou variantach (s gelovou elektroforézou a bez gelové -elektroforézy)
a s vyuzitim dvou rtiznych kit pro sekvenacni reakci (BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit a Gerbera Sequencing Kit v3.1). Sekvenaci bez gelové elektroforézy
lze provést pouze v pripadé, Ze na daném pracovisti jde o jiZ zavedenou metodu.
Ceny zahrnuji pouze naklady nezbytné pro porizeni vSech reagencii bez DPH,
nezahrnuji pouZzivané plasty, rukavice a samotnou praci zaméstnance laboratore.

Ze ziskanych vysledki vyplyv4, Ze finan¢né vyrazné nejvyhodnéjsi metodou pro
genotypizaci jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek je alelicka diskriminace (viz
Obr. 6 a Obr. 7). Tato metoda je o 434,1 K¢ levnéjsi nez druha nejlevnéjsi metoda
genotypizace SNaPshot. Ve finalni cené alelické diskriminace se také nejvyraznéji
projevi pripadné pouziti QuickExtract Plant DNA Extraction Solution pro hrubou
extrakci DNA, které cenu genotypizace jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek
sniZi 0 28,5 K¢, coZ je 48,8 % plivodni ceny v pripadé pouZiti kitu Exgene Plant SV
mini (viz Obr. 7). V pripadé pouZiti levnéjsiho kitu pro sekvenacni reakci Gerbera
Sequencing Kit v3.1 v kombinaci s izolaci DNA pomoci QuickExtract Plant DNA
Extraction Solution a vynechanim gelové elektroforézy lze cenu genotypizace
jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek pomoci sekvenace sniZit aZ na 549,1 K¢
z ptivodnich 801,5 K¢. Cena sekvenace je tedy v tomto pripadé pouze o 85,1 K¢
(18,3 %) draz8i nez SNaPshot v kombinaci s QuickExtract Plant DNA Extraction
Solution (viz Obr. 7).

1 vzorek (Exgene Plant SV mini)
1000,0 K¢

801,5 K& 5
800,0 K& 736,2Ke

642,9 K¢ N
577,6 K¢
492,5 K¢
58,4 K¢
|

M Sekvenace s GE (BigDye) B Sekvenace bez GE (BigDye) Sekvenace s GE (Gerbera)

600,0 K¢

Cena

400,0 K¢

200,0 K¢

0,0 K¢

B Sekvenace bez GE (Gerbera) ® Alelicka dikriminace SNaPshot

Obr. 6: Ceny genotypizace jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek pfi izolaci DNA
kitem Exgene Plant SV mini. (GE = gelov4 elektroforéza)
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1 vzorek (QuickExtract Plant DNA Extraction Solution)

1000,0 K¢

773,0 K¢
800,0 K¢ o 707,7 K¢

BLAAKE 5191 ke
464,0 K&
29,9 K&

M Sekvenace s GE (BigDye) M Sekvenace bez GE (BigDye) Sekvenace s GE (Gerbera)

600,0 K¢

Cena

400,0 K¢

200,0 K¢

0,0 K¢

B Sekvenace bez GE (Gerbera) m Alelicka dikriminace SNaPshot

Obr. 7: Ceny genotypizace jednoho SNP na jeden analyzovany vzorek pfi izolaci DNA
pomoci QuickExtract Plant DNA Extraction Solution. (GE = gelov4 elektroforéza)

Alelicka diskriminace se z finan¢niho hlediska jevi jako nejvhodnéj$i metoda
iv pripadé genotypizace vicero SNPs v ramci jednoho vzorku (viz Tab. 17).
V pripadé vyuZiti real-time PCR cykleru Rotor-Gene Q 5plex HRM Platform Ize v§ak
v jedné multiplexni reakci genotypizovat maximalné dva SNPs soucasné, pro tri
avice SNPs by tedy byly zapotiebi dva ¢i vice riiznych béhti na tomto cykleru.
Z pohledu pristrojového vytiZeni a vynaloZené prace se tedy, jako vhodnéjsi varianta
jevi metoda SNaPshot, jejiZ cena by v pripadé navySovani genotypizovanych SNPs
v multiplexni reakci stoupala minimalné, zvlasté v pripadé amplifikace nékolika
riznych sekvenci DNA poti‘ebnych pro tuto metodu v jedné multiplexni PCR (cena
by stoupala pouze o cenu primeri) (Tab. 17 uvadi ceny metody SNaPshot pro
variantu amplifikace kazdé poZadované sekvence zvlast). Dle pokynii vyrobce lze
pomoci kitu SNaPshot Multiplex Kit genotypizovat soucasné aZ deset rtiznych SNPs,
proto byla vypracovana kalkulace i pro toto maximalni mnozstvi. [ v tomto ptripadé
vychazi po finan¢ni strance nejvyhodnéji alelickda diskriminace, muselo by vSak byt
provedeno pét riiznych béhi, aby takové mnoZstvi SNPs mohlo byt analyzovano. Je
tedy velmi pravdépodobné, Ze v pripadé zapocCteni ceny vynaloZené prace,
spotfebniho plastu a rukavic by cena genotypizace pomoci alelické diskriminace
prekonala cenu metody SNaPshot. JelikoZ metoda sekvenace nema moZnost
multiplexni reakce, je tato metoda pro detekci vice neZ jednoho SNP pro ucely MAS
finan¢né naprosto nevhodna (viz Tab. 17). Vhodné pouziti zpracovavanych metod
genotypizace bylo shrnuto v pfehledném diagramu (viz Obr. 8).
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Tab. 17: Ceny genotypizace vysSiho poctu SNPs v jednom vzorku izolovaném pomoci

kitu Exgene Plant SV mini. (GE = gelova elektroforéza)

Potet Sekvenace | Sekvenace | Sekvenace | Sekvenace Alelicka
SNPs s GE bez GE s GE bez GE diskriminace SNaPshot
(BigDye) | (BigDye) | (Gerbera) | (Gerbera)
1 801,5K¢ | 736,2K¢ | 6429K¢ | 577,6 K¢ 58,4 K¢ 492,5 K¢
2 1552,7K¢|1422,1Ke|12355Ke|1104,9KE 66,1 K¢ 524,6 K¢
3 2303,9Kc¢|21080K¢|1828,1 KE|1632,2Ke 74,2 K¢ 556,7 K¢
10 7512K¢ | 6859KE | 5926 K¢ | 5273 K¢ 129,3 K¢ 781,4 K¢

Tato finan¢ni analyza nezahrnuje pouZzivané plasty, rukavice a samotnou praci
zaméstnance laboratore. Lze vSak po vyzkouSeni vSech tfi metod shrnout, Ze
v pripadé sekvenace je spotfebovano nejvétSi mnoZstvi spotifebniho plastu

Vv

SNaPshot je tasové mnohem privétivéjSi neZz sekvenace a spotieba rukavic se
spotfebnim plastem je také vyrazné nizsi. I z tohoto kritéria (Casového a spottreby
rukavic se spotfebnim plastem) je vSak alelicka diskriminace z téchto tiif metod
nejvyhodnéjs$i moZnosti genotypizace maximalné dvou riiznych SNPs pro ucely

MAS.

Analyza malého

mnoZstvi vzorkd
(jednotky az
desitky)

Analyza velkého
mnoZzstvi vzorkd
(desitky az

tisice)

Analyza sekvenci /
navrzeni novych

Genotypizace
vice nez

Genotypizace
tii az deseti

metod jednoho SNP SNPs
Sekvenace | | Alelicka diskriminace SNaPshntl

Obr.
zpracovavanych vzorki a SNPs.
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3.6 Srovnani s dals$imi metodami genotypizace Rvi4

SNPs v asociaci s Rvi4 byly dosud genotypizovany pomoci metody SNP-based
KASP™ (competitive allele specific PCR) (Baumgartner et al,, 2016), ktera spociva
v pouZiti dvou ritiznych forward primert specifickych pro konkrétni alelu, které
nesou unikatni barevné znacenou sekvenci na svém 5' - konci a jednoho
univerzalniho reverse primeru. Po nasednuti spravného forward primeru nasleduje
elongace, pri které je dosyntetizovan i komplementarni retézec k unikatnimu
barevné znatenému konci neseném forward primerem. Diky tomu se FRET
(fluorescence resonant energy transfer) sonda pripoji k nové syntetizovanym
Fetézclim DNA a dochdzi k emitaci fluorescen¢niho zarenti, které je detekovano. Dale
byly SNPs detekovany metodou OpenArray® screens firmy Thermo Fisher Scientific
(Chagné et al, 2019), ktera vyuziva TagMan sond a QuantStudio 12K Flex
OpenArray desticky s 3072 mikroskopickymi otvory v real-time PCR. V ptipadé
obou vySe uvedenych studii byly vzorky vzdy zaslany k analyze do externich
laboratori. Metoda KASP je navic chranéna obchodni znackou firmy LGC Genomics
Ltd. Dale byl gen Rvi4 detekovan s vyuzitim SSR a SCAR markerl prostirednictvim
PCR a nasledné gelové elektroforézy (Karapetsi et al., 2020), popripadé s vyuZzitim
fluorescen¢né znacenych SSR primert v multiplexni PCR a nasledné fragmentacni
analyzy (Kellerhals et al, 2011). Z dosavadnich publikaci tedy zatim Zadna
nepopisuje levnou a rychlou metodu genotypizace vybranych SNPs u nékolika set €i
tisicti vzorkd. Proto byly v ramci projektu vyvijeny metody detekce SNPs pouZitelné
pro rutinni analyzy pfi asistovaném S$lechténi, které je mozné aplikovat témér
v kazdé laboratori molekularni biologie vybavené nyni jiz béZnymi laboratornimi
pristroji, jako je real-time PCR cykler.

3.7 Rvi2 a Rvié6
Metody pro genotypizaci SNPs v asociaci s geny RviZ a Rvi6 byly zpracovavany
ostatnimi c¢leny reSitelského tymu. Prace na obou genech je nyni ve stadiu
optimalizace metody alelické diskriminace a navrhovani detek¢nich primeri pro
metodu SNaPshot.
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Zavér

V ramci diplomové prace jsem vyvijel nové metody detekce genu Rvi4 pomoci SNP
K146, které by byly finan¢né vyhodné pro Slechtitele a pristupné vétSiné laboratori.
Metody byly vyvijeny ve spolupraci s ostatnimi feSiteli v ramci projektu
¢. TJ04000389, kteri se soustredili na dalSi dva vybrané geny RviZ a Rvi6. Zaroven
jsem se zabyval studiem SNPs, ostatnich Rvi genli a samotného patogenu Venturia
inaequalis v€etné onemocnéni, které zpiisobuje. Vysledkem tohoto studia je reSersni
¢ast diplomové prace. Prakticka ¢ast diplomové prace byla soustfedéna zejména na
sestaveni funk¢nich metod genotypizace SNP K146. V dalSi ¢asti diplomové prace
bylo testovano vicero izola¢nich kith a byla vypracovana finan¢ni analyza
zpracovavanych metod genotypizace SNPs. Nejprve byla zpracovana metoda
sekvenace, pomoci které byla ovérena pritomnost SNP K146 a zaroven bylo
vytvoreno srovnani sekvenci (alignment), které poslouZzilo k navrzeni dalSich dvou
metod genotypizace. Dale byly navrzeny funk¢ni sondy a byla testovana metoda
real-time PCR alelicka diskriminace pomoci hybridiza¢nich sond. Jako posledni byla
zpracovana metoda SNaPshot, pomoci které bylo testovano pouze nékolik malo
vzorkd, jelikoZ je pro zamyslené pouZiti (soucasna detekce SNPs pro vSechny Rvi
geny) nutné zkoordinovat vystupy celého reSitelského tymu.

JelikoZ byl v dlisledku nové objevenych mutaci a SNPs prlibéh prace na genech Rvi2
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v ramci metod, které to umoznuji (alelicka diskriminace a SNaPshot). Po dokonceni
diplomové prace vSak budu na projektu dale pracovat, a i této faze projektu se budu
ucastnit.
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