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Sada primeri a sond pro stanoveni alel SNP markeru asociovaného s genem rezistence Rvi4
u jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Oblast techniky

ReSeni se tyka sady primerti a sond navrzenych pro detekci rezistence u jabloné domaci
(Malus x domestica Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, konkrétné pro
detekci alel markeru genu rezistence Rvi4, kdy tato sada umoziuje soucasné detekovat senzitivni
alelu 1irezistentni alelu tohoto genu. Alely jsou detekovany pomoci markeru typu
jednonukleotidového polymorfismu (SNP) K146, ktery je v asociaci s genem rezistence Rvi4.
Uvedena sada je vhodnd pro molekularnimi markery asistovanou selekci genotypt jabloni
s potencialni rezistenci ke strupovitosti metodou alelické diskriminace pomoci PCR v realném
Case.

Dosavadni stav techniky

Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter je houbovy patogen zptsobujici hospodaisky
nejvyznamngéj$i onemocnéni jabloni, kterym je strupovitost. Mezi symptomy onemocnéni,
objevujici se zejména na listech a plodech, patii tmavé vystouplé skvrny. V misté vzniku skvrn
¢asto dochazi k nekr6zadm, coz mtze nasledné vést az k opadu napadenych listi a praskani ploda,
¢imz vznika vstup pro druhotné infekce (Kocourek et al., 2015). Napadené ovoce je neprodejné,
vynosnost miiZze u neoSetienych sadi klesnout o 40 az 80 %. Napadeni timto patogenem lze
eliminovat v€asnymi opakovanymi postfiky fungicidy. Jejich pouziti se vSak negativné projevuje
na Zivotnim prostiedi, navic mohou tyto chemické latky, s obvykle negativnim diisledkem na lidské
zdravi, zGstavat ve formé rezidui v plodech uréenych pro konzumaci & zpracovani. Slechténi odrid
rezistentnich vii¢i tomuto patogenu je proto v popiedi Slechtitelskych programt mnoha zemi svéta,
jelikoz kombinace pouziti rezistentnich ¢i odolnych odrid jabloni s technologickymi opatfenimi
v sadech umoznuje velmi vyznamné snizeni spotieby fungicidl k regulaci tohoto patogenu.

V poslednich dvou desetiletich bylo identifikovano vice nez 20 riiznych gend rezistence vuci
V. ineaqualis (geny Rvi, Bus et al. 2011; Soriano et al. 2014; Patocchi et al., 2020). Geny rezistence
jsou pro $lechténi k dispozici u planych jabloni, ze kterych tyto geny Casto pochazeji, nebo ve
formé jiz komeréné uspéSnych rezistentnich odrid vzniklych nékolikandasobnym kiizenim
potomkl rezistentni plané jablon¢€ s komercné uspé€snymi odriidami. Na riznych mistech svéta
vSak byly identifikovany virulentni izolaty patogenu V. ineaqualis schopné s riznou Cetnosti
piekonat jednotlivé geny rezistence. Geny rezistence, které byly piekonavany s vyssi frekvenci, je
jiz nyni mozné pouzit k dosazeni trvalé rezistence pouze v kombinaci, idedlné s geny
piekonavanymi pouze velmi ziidka nebo dosud nepfekonanymi. Gen Rvi4 byl plvodné
identifikovan v genomu semenace Malus pumila R12740-7A. Tento gen byl dosud piekonan pouze
jednim izolatem V. inaequalis 1797-9 (Khajuria, 2018).

Strategie Slechténi jabloni pro rezistenci vici strupovitosti je tudiz zaméfena na kumulaci gent
probihalo hodnoceni rezistence vici strupovitosti na irovni fenotypu, a to inokulaci patogenu na
rostlinu a sledovanim pfiznakt infekce. Tento test vSak neni zcela spolehlivy a neumoznuje
stanovit ani typ genu rezistence, ani homozygotni ¢i heterozygotni vyskyt piislusné rezistentni
alely, coz je velmi diilezity parametr z hlediska dalSiho §lechténi. Neni vhodny ani pro testovani
kumulace gend Rvi, v tomto pfipadé by bylo nutné pouzZiti vice izolatd tohoto patogenu schopnych
piekonat pouze jednotlivé pouzité Rvi geny, i tyto izolaty vSak mohou byt geneticky nestabilni
a prolomit rezistenci.

Pro priikaz prenosu gent rezistence vici V. inaequalis jsou proto vyvijeny mnohem prikazné&jsi
a informativnéjsi molekularné genetické markery, které by umoznily jednoduchou a spolehlivou
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selekci rezistentnich jabloni (marker assisted selection, MAS). MAS umoznuje detekci
sledovanych alel jiz v rané fazi vyvoje rostlin (Liebhard et al., 2003) a neperspektivni hybridni
potomstvo je mozné odstranit bez ndro¢ného péstovani a testovani jiz v prvnim roce po vyseti, coz
ptinasi nemalé financni Gispory. Prvni publikace tykajici se molekularnich markerti lokusti Rvi byly
zvetejnény jiz na konci minulého tisicileti, vétSinou se jednalo o rizné spolehlivé markery typu
SCAR a SSR (napt. Tartarini et al. 1999, Vinatzer et al. 2004 a dalsi). V nasledujicich letech byly
publikovany spolehlivéjsi markery typu jednonukleotidovych polymorfismi (SNP), které jsou
vyhodnéjsi pro MAS z divodu snazsi analyzovatelnosti vice markert v jediné reakci. Dosud vSak
byly identifikovany a nezavisle validovany markery pouze pro n€které Rvi geny, napt. Rvi2, Rvi4
a Rvi6 (Chagné et al., 2019).

Prvotni SSR a SCAR markery byly vyuzivany pro detekci genu Rvi4 prostfednictvim PCR
a nasledné gelové elektroforézy (Karapetsi et al., 2020), poptipadé byl tento gen také detekovan
v multiplexni PCR nasledované fragmentacni analyzou pomoci fluorescencné zna¢eného primeru
pro amplifikaci ptislusného SSR (Kellerhals et al., 2011). V soucasnosti se prechdzi k analyze SNP
markerd, pro Rvi4 byl jako jediny identifikovan a nezévisle validovan marker K146 (Jansch et al.
2015; Chagné et al. 2019). Po identifikaci tohoto SNP sekvenovanim (Jénsch et al. 2015) byla pro
jeho genotypizaci nejprve vyuzita metoda KASPTM (kompetitive allele specific PCR)
(Baumgartner et al., 2016). Ta spociva v pouziti jednoho univerzalniho reverse primeru a dvou
ruznych forward primert specifickych pro konkrétni alelu, které nesou na svém 5'— konci unikatni
sekvenci odpovidajici jedné ze dvou univerzalnich FRET (fluorescence resonant energy transfer)
kazet. Dale byla genotypizace tohoto SNP provaddéna pomoci metody OpenArray® screens firmy
Thermo Fisher Scientific (Chagné et al., 2019).

Dosavadni metody pouzivané pro analyzu markerd asociovanych s Rvi4 v§ak maji fadu nevyhod.
U metod vyuzivajicich SSR a SCAR markery je obtizné zpracovani velkého mnozstvi fadove
n¢kolika set az tisicti vzorkt, problémem je i vy$si cena metod. Totéz plati pro metody vyuzivajici
sekvenovani. Nevyhodou metody KASPTM je jeji ochrana obchodni znackou firmy LGC
Genomics, kdy je cely detekéni systém syntetizovan jako celek na zakazku a nenabizi tak
jednoduchou optimalizaci jako alelickd diskriminace, u které mohou byt primery a sondy
upravovany, popiipad¢ objednavany jednotlivé a u riznych firem. Zaroven je mozné pro alelickou
diskriminaci pouzit vice barev pro ptipadné multiplexovani né€kolika analyz do jedné reakce,
KASPTM analyza byla vyvinuta pouze pro analyzu jednoho SNP/reakci. Zaroven mulze mit
alelicka diskriminace vyssi specifitu, jelikoz spociva ve vyuziti tfi konkrétnich sekvenci (oblast
nasedani forward primeru, oblast nasedani reverse primeru a oblast nasedani sond).

Oproti tomu KASPTM vyuziva pouze dvé specifické sekvence (oblast nasedani forward primert
a oblast nasedani reverse primeru), coz se muze v pripadé jabloni sjejich zvelké casti
duplikovanym genomem ukazat jako problematické. Metoda OpenArray® screens firmy Thermo
Fisher Scientific je vhodna piedevsim pro analyzu velkého poctu SNP a pro védecké tcely, nikoliv
pro rutinni testovani semenackd pii MAS. Navic je nezbytné pofizeni financné naro¢ného
ptistrojového vybaveni a zaroven zpracovani vysledkil vyzaduje vysoce kvalifikovany personal.

Proto byla pro detekci validovaného markeru asociovaného s Rvi4 vyvinuta nize uvedena metoda,

kterou Ize pouzit v kazdé laboratofi vybavené v dnesni dob€ béznymi laboratornimi piistroji. Tato
metoda je velmi levnd, rychla a proveditelna na velkém poctu vzorki.

Podstata technického fe$eni

Vyse popsané nedostatky dosavadniho stavu techniky odstrafiuje sada primert a sond pro PCR
detekci SNP markeru K146 rozliSujiciho senzitivni a rezistentni alelu genu rezistence Rvi4
u jablon€¢ domaci (Malus % domestica Borkh.) podle technického feSeni, jehoZz podstata spociva
v tom, ze obsahuje primery a zna¢ené hybridiza¢ni sondy, jejichZ sekvence jsou:
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Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3)

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

kde jsou hybridiza¢ni sondy vhodné oznaceny pro soucasnou detekci jednotlivych alel v pribéhu
PCR reakce, pticemz pro PCR detekci senzitivni alely SNP markeru K146 genu rezistence Rvi4
obsahuje sada primery a znacenou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3),

apro PCR detekci rezistentni alely SNP markeru K146 genu rezistence Rvi4 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 2: TTGCTAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 4).

Navrzené primery a sondy se nachazeji v oblasti FBsnRvi4-1 (Jansch et al. 2015). Pomoci
narokovanych primert a hybridiza¢nich sond je mozné v uvedené oblasti detekovat validovany
diagnosticky SNP marker nazvany K146 (G/T) (Jansch et al. 2015 — identifikace; Chagné et al.
2019 —validace), ktery je v asociaci s genem rezistence Rvi4, a na zakladé této jednobodové mutace
odlisit senzitivni a rezistentni alelu, pficemz nukleotid G je urcujici pro senzitivni alelu a nukleotid
T je urCujici pro rezistentni alelu. Vzhledem k tésné vazbé mezi Rvi4 a K146, kde udavana
vzdalenost je 0 cM (Jansch et al. 2015), mohou byt v této pfihlasce terminy ,,senzitivni a rezistentni
alela (SNP) markeru genu rezistence Rvi4* a ,,senzitivni a rezistentni alela genu rezistence Rvi4*
pouzivany jako synonyma, SNP markerem genu rezistence Rvi4 je v celé ptfihlaSce minén zde
specifikovany SNP K146, pokud neni konkrétné uvedeno jinak.

Vyse uvedeny primer SEQ ID NO. 1 se ¢astecné prekryva s primerem z Baumgartner et al., 2016
(12 z 22 nukleotidt je shodnych). Ptislusny piekryv obou primert je vsak koincidenci, protoze tato
genomicka oblast je velmi vyhodna pro navrh primert pro amplifikaci daného tseku obsahujiciho
diagnosticky SNP K146, nebot’ neobsahovala u mnoha ndmi analyzovanych odrid dalsi
polymorfismy. Primer SEQ ID NO. 1 byl navrZen tak, aby doslo k optimalni amplifikaci dané¢ho
useku v kontextu celého Rvi4 detekéniho systému metodou alelické diskriminace pomoci real-time
PCR, o které se Baumgartner et al. nezminuji. Navic je primer SEQ ID NO. 1 pouzit v kombinaci
s jinym reverznim primerem (SEQ ID NO. 2), ktery je zcela nové navrzen. V dosavadnim stavu
techniky se sondy pro PCR v realném ¢ase nepouzivaly.

Narokovana kombinace primert pro amplifikaci jednotlivych alel markeru genu rezistence Rvi4 je
vhodna pro soucasnou nebo individudlni detekci vySe uvedenych alel ujabloné domaéci
(Malus * domestica Borkh.). Ve vyhodném provedeni technického feSeni jsou PCR amplikony
obou pfislusnych alel detekovany v pritomnosti znacenych sond metodou alelické diskriminace
pomoci PCR v realném case. Ve vyhodném provedeni technického feSeni jsou hybridizacni sondy
pro detekci jednotlivych alel znaceny fluorescenéné, a jesté vyhodnéji pomoci odlisnych fluorofori
pro jednotlivé alely, coZz umoznuje jejich soucasnou detekci v jedné PCR reakei.

Prvnim krokem pro stanoveni alel markeru genu rezistence Rvi4 jabloné¢ domaci
(Malus * domestica Borkh.) je izolace genomové DNA, nasleduje PCR v realném ¢ase s vyuzitim
sady primert a sond pro specifickou amplifikaci vySe uvedenych alel. Findlnim krokem je
vyhodnoceni ptitomnosti jednotlivych alel na zakladé analyzy fluorescencniho signalu.
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Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zadnym zplisobem
neomezuji rozsah této pfihlasky, kterd je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit riizné modifikace pouzitého
zpisobu PCR, uvedenych primerii a sond, v¢etn¢ jejich fluorescencniho znaceni, aby nedoslo ke
snizeni specificity PCR detekce jednotlivych alel markeru genu rezistence Rvi4.

Objasnéni vykrest

Obr. 1: Sekvence (odvozeno od sekvence KM105043, GeneBank) amplifikovaného iseku SNP
markeru genu rezistence Rvi4 a mista nasedani primert a sond na ni. Vyznacené sekvence
reprezentuji mista nasedani primerd, respektive sond s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID
NO. 2 je vreverzni orientaci). A) uvadi sekvenci senzitivni alely SNP markeru Rvi4, B) zachycuje
sekvenci rezistentni alely SNP markeru tohoto genu. Ptislusny SNP polymorfismus je oznacen jako
SNP K146.

Obr. 2: Priklad analyzy genu rezistence Rvi4 metodou alelické diskriminace pomoci PCR
v redlném Case. Kiivky bez krouzkli — 6-FAM fluorescence (Sonda 1; SEQ ID NO. 3) — detekce
senzitivni alely; kiivky s krouzky — HEX fluorescence (Sonda 2; SEQ ID NO. 4) — detekce
rezistentni alely. A) detekce heterozygota nesouciho rezistentni i senzitivni alelu u vybraného
genotypu jablong; B) detekce homozygota nesouciho dvé senzitivni alely u vybraného genotypu
jablon¢ a C) detekce homozygota nesouciho dvé rezistentni alely u vybraného genotypu jabloné.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1: Navrh sekvenci primerii a sond pro detekci SNP markeru K146 pro gen Rvi4

Na zédklad¢ znamé sekvence oblasti SNP markeru K146 pro gen Rvi4 (FBsnRvi4-1; GeneBank,
KM105043) byla nejprve provedena analyza této oblasti u 100 riznych rezistentnich a senzitivnich
odrtd jabloné z diivodu identifikace dalSich moznych polymorfismi v této oblasti. Nasledn¢ byly
vybrany vhodné useky pro navrzeni primert a sond, aby nemusela byt provedena jejich degenerace
potencidlné snizujici Gcinnost celého systému. Navrh sekvenci primertt a sond byl proveden
pomoci softward Vector NTI Advance (ThermoFisher Scientific) a Geneious Prime (Biomatters
Ltd.).

Pfi navrhovani primerii a sond pro analyzu pomoci PCR v realném c¢ase byly zohlednény
nasledujici pozadavky: 1) co nejvyssi specificita primerll eliminujici necilené amplifikace
z diivodu parcidlni duplikace genomu jablon€; 2) obdobna teplota tani obou primerti a k tomu
piiméiend teplota tani sond; 3) eliminace tvorby dimerl mezi jednotlivymi komponentami
systému; 4) zcela diskriminujici sondy pro jednozna¢né odliSeni senzitivni a rezistentni alely.

Byly vybrany nasledujici primery a hybridiza¢ni sondy:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)

Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3) - pro senzitivni alelu Rvi4
Sonda 2: TTGCTAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 4) - pro rezistentni alelu Rvi4.

Nasedani primerd a sond je uvedeno na Obrazku 1.

Ptiklad 2: Detekce senzitivni alely a rezistentni alely SNP markeru K146 genu rezistence Rvi4
u jabloné domaci metodou alelické diskriminace pomoci PCR v redlném case
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Pro detekci pfitomnosti senzitivni alely a rezistentni alely markeru K146 genu rezistence Rvi4
u riznych odrid jabloné domaci byla z listt izolovana celkova DNA pomoci soupravy Exgene
Plant SV mini (GeneAll Biotechnology) dle navodu vyrobce. Piipravena DNA (2 ul) byla pouzita
jako templat pro PCR reakci v objemu 20 ul s nasledujicimi reak¢énimi komponentami (uvedeny
vysledné koncentrace): 1x qPCR Blue Master Mix (Top-Bio); 250 nmol/l Forward primer,
250 nmol/l Reverse primer, 250 nmol/l Sonda 1, 250 nmol/l Sonda 2, reakce byla doplnéna do
20 ul vodou. PCR amplifikace probihala v Rotor-Gene Q (Qiagen) real-time PCR cykleru
s nasledujicim teplotnim profilem: tivodni denaturace 94 °C/5 minut; amplifikace v 50 cyklech:
50x (94 °C/20's, 58 °C/20 s, 72 °C/30 s). Pro PCR detekci senzitivni alely markeru genu rezistence
Rvi4 u jablong se v reakci pouzily nasledujici primery a sonda, jejichZ sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3),

kde byla Sonda 1 fluorescen¢né znacena 6-FAM fluoroforem, a pro PCR detekci rezistentni alely
markeru genu rezistence Rvi4 u jabloné se v reakci pouzily nasledujici primery a sonda, jejichz
sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 2: TTGCTAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 4),

kde byla Sonda 2 fluorescen¢né zna¢ena HEX fluoroforem. Vysledky byly analyzovany pomoci
Rotor-Gene Q Series 1.5 Software, typicky vystup je ukdzan na Obrazku 2.

Prumyslova vyuzitelnost

Navrzena sada primerti a sond pro PCR detekci rezistence jablon¢ domaci (Malus x domestica
Borkh.) k patogenu Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter, ptivodci strupovitosti, konkrétné pro
detekci pritomnosti jednotlivych alel markeru K146 genu rezistence Rvi4, je vyuzitelnd pro
molekularnimi markery asistovanou selekci jabloni kiizenych za ucelem cilené introdukce tohoto
genu do potomstva. Sada je vyuzitelna pro detekci rezistence ke strupovitosti jiz ve stadiu
praci, materidl i prostory nezbytné pro péstovani semenact vzniklych z té€chto kiizeni. Konkrétné
jsou detekovany senzitivni a rezistentni alela markeru genu rezistence Rvi4. Ve vyhodném
provedeni probiha detekce obou alel v jediné reakci metodou alelické diskriminace pomoci PCR
v realném case umoziujici velmi rychlou analyzu velkého poctu vzorkd. Zaroven tato sada
umoznuje rozliSeni heterozygotti od homozygotli nesoucich pouze rezistentni alely Rvi4, coz je
velkym pfinosem pro S$lechtitele, protoze rezistentni homozygoté budou v dalSim kiiZeni
poskytovat jedince nesouci vzdy alespon jednu rezistentni alelu tohoto genu, coz pfinese dalsi
uspory pii Slechténi nasledné generace rezistentnich jabloni (vSechny budou rezistentni). Dale je
narokovana sada primerd a sond pro detekci Rvi4 vyuZzitelna v kombinaci s obdobnymi sadami pro
detekci dalSich gend rezistence vi€i V. inaequalis pro testovani kumulace prislusnych genti
rezistence, kterou v podstaté nelze detekovat jinak ne analyzou molekularnich markert. Slechténi
jabloni rezistentnich vi¢i strupovitosti je modernim trendem tvorby novych odrid této oblibené
ovocné plodiny, jelikoz umoziuje sniZzeni ekologické zatéze, ke které dochazi pii péstovani
nerezistentnich odrid.
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NAROK NA OCHRANU

1. Sada primerQ a sond pro detekci senzitivni alely a rezistentni alely SNP markeru K146 genu
rezistence Rvi4 u jabloné domaci Malus % domestica Borkh. metodou alelické diskriminace
pomoci PCR v redlném case, vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery a znacené hybridizacni
sondy, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3)

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

kde hybridizac¢ni sondy jsou oznaCeny pro jejich souc¢asnou detekci v prubéhu PCR reakce, pricemz
pro PCR detekci senzitivni alely SNP markeru K146 genu rezistence Rvi4 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 1: TTGCGAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 3),

a pro PCR detekci rezistentni alely SNP markeru K146 genu rezistence Rvi4 obsahuje sada primery
a zna¢enou hybridiza¢ni sondu, jejichz sekvence jsou:

Forward primer: ACAAAGAAGGGGAATGTTGACT (SEQ ID NO. 1)

Reverse primer: AAGATAAGACCAGTCGCAATAGG (SEQ ID NO. 2)
Sonda 2: TTGCTAGTGTTTAGATGCAG (SEQ ID NO. 4).

2 vykresy
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A)
Forward primer (SEQ ID NO. 1)
ACARAGAAGGGGAATGTTGACTGGATTAAGTTTATGGATTACATATTTTGGATTCTATATTG
Sonda 1 (SEQ ID NO. 3)
GTKAACAGCTTGCGAGTGTTTAGATGCAGGTGTAACATTGATGAAATATAAGTGTTATCTAA
SNP K146 Reverse primer (SEQ ID NO. 2)
AATTCATTTTGATTTTCAGACTCTCAAACTTTCTGCACCTATTGCGACTGGTCTTATCTT

B)
Forward primer (SEQ ID NO. 1)
ACAAAGAAGGGGAATGTTGACTGGATTAAGTTTATGGATTACATATTTTGGATTCTATATTG
Sonda 2 (SEQ ID NO. 4)
GTKAACAGCTTGCTAGTGTTTAGATGCAGGTGTAACATTGATGAAATATAAGTGTTATCTAA
SNP K146 Reverse primer (SEQ ID NO. 2)
AATTCATTTTGATTTTCAGACTCTCAAACTTTCTGCACCTATTGCGACTGGTCTTATCTT

Obr. 1



Cz 35780 U1

A)

Crimy o v i
Cremg i vt - i

(1
wm
Senzitivei llrh__d_____—— |
o /_,
e e e .

-
gt

i e Rexistentni alels
- L /'/‘
vt

[T
L ’./'.—-'
e
[ B
o ' - " n = " = = - =
Eyom

B)

]
iy i vl . G
u-

Senritivaialla

. -—— = D T T T T,

Ly & % ¥ & B 5 B & 8 B @

) A A S

El ] " W [] ] " = - » [

Obr. 2

-10 -



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

