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1. Uvod

Tobamovirusy ako tomato mosaic virus (ToMV), tobacco
mosaic virus (TMV), pepper mild mottle virus (PMMoV) a
paprika mild mottle virus (PaMMV) spOsobuju vyrazné straty
na urode rajciaka a papriky ovplyviiovanim ich rastu a kvality
plodov. Celosvetové rozsirenie tychto virusov vyplyva z ich
vysokej infekénej schopnosti, su velmi lahko mechanicky
prenosné, mnohé aj semenami, prezivaju v péde v rastlinnych
zvyskoch aj niekolko rokov a su stabilné aj za nepriaznivych
podmienok prostredia. Doélezitd je preto tvorba novych
rezistentnych genotypov rastlin, a to najma vyuZitim génov
rezistencie pochdadzajucich z divych pribuznych kultdrnych
plodin. Selekcia rezistentnych linii sa vykonava inokuldciou
patogénom a naslednou vizudlnou selekciou rastlin, ktoré
nemaju $pecifické symptémy. Tento proces je zdlhavy a pracny
a vysledky mozu byt ovplyvnené enviromentalnymi faktormi a
rastovym Stadiom rastlin. Proces $fachtenia moze byt vyrazne
urychleny a spresneny markermi podporenou selekciou
(MAS), teda pozitim molekularnych markerov viazanych ku

génom rezistencie. V pripade rajéiaka a papriky boli DNA



markery UspeSne pouzité pri selekcii na rezistenciu voci

réznym ochoreniam (Foolad & Sharma 2005; Yang et al. 2012).

Rezistenciu odrdd rajéiaka (Lycopersicon esculentum L.) voci
ToMV ovplyvriuje pritomnost resp. nepritomnost génov
rezistencie, ktoré boli prenesené z divych druhov rajciaka

(Pelham 1966; Hall 1980) :

e Lycopersiocon hirsutum f. hirsutum - gén Tm-1

e Lycopersiocon peruvianum L. - gény Tm-2, Tm-2?

Gén Tm-1 zabezpecuje rezistenciu vo¢i ToMV kmenu 0 a 2
(Ohmori et al. 1996; Levesque et al. 1990). Gény Tm-2 a Tm-2?
su povaZované za alelické a alela Tm-2 zabezpecuje rezistenciu
voéi ToMV kmetiu 0 a 1, zatial ¢o alela Tm-2? zabezpeduje
rezistenciu voci ToMV kmenu 0, 1 a 2 (Hall 1989; Lanfermeijer
et al. 2003). V rajéiaku boli oskvenované tri alely Tm-2, Tm-2? a
tm-2 (senzitivna) (GenBank accessions AF536199, AF536200,
AF536201) a na ich rozlisenie boli vyvinuté CAPS (cleaved
amplified polymorphic sequences) markery (Lanfermeijer et
al. 2005). Neskor Shi et al. (2011) vyvinuli Styri alelicky
$pecifické PCR markery pre Tm-2, Tm-22, a dva pre senzitivhu
alelu tm-2. Vyvinuli aj tri Specifické SNP markery pre detekciu

rezistentnych alel Tm-2 a Tm-22.



Rezistenciu voci tobamovirusom v paprike (rod Capsicum)
zabezbeduje L lokus, v ktorom je zndmych pét alel (Tomita et

al. 2011):

e alela L’-senzitivna

e alela L! identifikovana v Capsicum annuum L. (e.g. cv.
Bruinsma Wonder and Verbeterde Glas) -
zabezpecuje rezistenciu vo¢i TMV patotypu Pg

e alela L? identifikovand v Capsicum frutescens L. (cv.
Tabasco)- zabezpecuje rezistenciu voci patotypu Po
a voli PaMMV patotypu P;, ktory prekonava L?
rezistenciu

e alela [ identifikovana v Capsicum chinense Jacq.

(P1159236)- zabezpecuje rezistenciu voci patotypu Po,



P: a vo¢i PMMoV patotypu P1,, ktory prekonava L?
rezistenciu,

e alela L? identifikovand v Capsicum chacoense Hunz.
(P1260429) - zabezpecuje rezistenciu voci patotypu Po,

P1, P1y, a voli PMMoV patotypu P13 , ktory

prekonava L? rezistenciu

Neskér bol identifikovany patotyp P34 virusu PMMoV, ktory
prekonava L rezistenciu (Antignus et al. 2008; Genda et al.
2007). Vyvinuté boli rozne molekuldrne markery viazané k L
lokusu, napr. RAPD (Sugita et al. 2004), AFLP (Tomita et al.
2008), SCAR odvodené z RAPD a AFLP markerov (Kim et al.
2008; Matsunaga et al. 2003), a SNP (Yang et al. 2009; Yang et
al. 2011).



Detekcia DNA markerov viazanych ku génom rezistencie
rajCiaka jedlého a papriky rocnej voc¢i TMV (Tobacco Mosaic
Virus), ToMV (Tomato Mosaic Virus) a PMMoV (Pepper Mild
Mottle Virus) a overenie ich funkénosti pre selekciu v procese

Slachtenia rezistentnych genotypov.

Overenie funkénosti DNA markerov viazanych ku génom
rezistencie a ich zavedenie do procesu selekcie Slachtitel'ského
materidlu umozni vyssiu efektivnost tvorby novych genotypov
rajCiaka jedlého a papriky ro¢nsj odolnych voci

tobamovirusom.

2. Vlastna metodika
2.1.1zolacia DNA

Zrastlin raj¢iaka a papriky sa odoberie cca 0,05 - 0,1 g Cerstvych
mladych listov, ktoré sa homogenizuju v plastovych
skimavkach o objeme 1,5 ml pomocou tekutého dusika,
malého mnozstva sterilizovaného morského piesku a sklenej
tyCinky. Ndsledne sa DNA izoluje pomocou kitu Dneasy Plant

Mini Kit (Qiagen):



pridat 400 ul Buffer AP1 a 4 ul Rnase A. Vortexovat

a inkubovat 15 min pri 652C. Prevratit 2-3 krat pocas
inkubacie.

pridat 130 ul Buffer AP2. Premiesat a inkubovat 5 min
na lade. Centrifugovat 5 min pri 14000 rpm.
prepipetovat lyzat — roztok do QlAshredder Mini spin
column s 2 ml skimavkou (cca 400 pl) . Centrifugovat
2 min pri 14000 rpm.

premiestnit tekutd frakciu do novej 2 ml skimavky
bez zvirenia sedimentu. Pridat 1.5 objemu (teda
600ul) Buffer AP3/E, premiesat pipetovanim.
premiestnit 650 pl zmesi do Dneasy Mini spin column
s 2 ml skimavkou tube. Centrifugovat 1 min pri viac
ako 8000 rpm. Roztok vyliat. Opakovat tento krok so
zostavajlcou vzorkou.

umiestnit spin column (filter) do novej 2 ml
skimavkya. Pridat 500 ul Buffer AW, centrifugovat 1
min pri viac ako 8000 rpm. Roztok vyliat.

pridat znovu 500 pl Buffer AW. Centrifugovat 2 min
pri 14000 rpm. Upozornenie: odstranit filter zo
skimavky tube opatrne tak aby sa filter nedotkol

roztoku.



8. premiestnit filter do novej 1,5 ml skimavky, pridat
100 pl Buffer AE na vyplavenie DNA. Inkubovat 5 min
pri izbovej teplote. Centrifugovat 1 min pri viac ako
8000 rpm. Tento krok zopakovat.

Koncentracia a Cistota izolovanej DNA sa kontroluje
spektrofotometricky pomocou pristroja Nanodrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific Inc.). Nasledne
sa vzorky nariedia na rovnaku vyslednu koncentraciu 20 ng/pl

a uskladnia sa v mrazaku alebo hlbokomraziacom boxe.

2.2.Detekcia DNA markerov pre alely tm-2 a Tm-2
2.2.1. Amplifikacia PCR produktov

Pritomnost alebo nepritomnost senzitivnej alely tm-2
v rajéiaku jedlom sa deteguje dominantnym alelicky
Specifickym PCR markerom, ktory sa amplifikuje
pomocou dvoch parov primer - Tm2S-f1/Tm2S-r1 a Tm2S-
f2/Tm2S-r2 navrhnutych z nukleotidovej sekvencie
GenBank accessions AF536199 (Shi et al 2011).
Pritomnost alebo nepritomnost rezistentnej alely Tm-2 sa

deteguje dominantnym alelicky Specifickym PCR



markerom, ktory sa amplifikuje pomocou paru primerov
Tm2R-f1c/Tm2R-r3 navrhnutych zo sekvencii GenBank
accessions AF536200 a AF536201 (Shi et al., 2011).

Nazov primeru Sekvencia (5’ -> 3’) Tm (°C)
Tm2S-f1 CAGTGATCCGAGTGAGCAAA 60
Tm2S-r1 TTCCGATAAACTGATTCCGC 60
Tm2S-f2 CTTCCTTCTGGTGTTTGGGA 60.1
Tm2S-r2 CAGAACCTTTAGCGCCTTTG 60
Tm2R-flc CTCCTTCTGGTGTTTGGGAG 59.7
Tm2R-r3 CGGTCTACCGTAAAGTTGGC 59.6

Polymerazové retazové reakcie (PCR) — amplifikacie PCR
produktov sa uskuto€riuju na pristroji PTC-200 thermal

cycler (MJ-Research).

ZloZenie 25 pl PCR reakénej zmesi:
e 1 x PCR pufor (Invitrogen™),
e 1,5 mM MgCl; (Invitrogen™),
e 0,5 uM kazdého primeru (forward a reverse),
e 0,2 mM dNTP (Invitrogen™),
e 0,6 Uof Tag DNA polymeraza (Invitrogen™),
o 1 ultemplate DNA.



Podmienky PCR pre pary primerov - Tm2S-f1/Tm2S-r1 a Tm2S-
f2/Tm2S-r2:

e Uvodnd denaturdcia pri 94°C, 4 min.
¢ 36 cyklov : 94°C, 15 s.

56°C, 25 s.

72°C, 40 s.
e zaverecny krok : 72°C, 5 min.

Podmienky PCR pre par primerov - Tm2R-f1c/Tm2R-r3:

e Uvodnd denaturdcia pri 94°C, 4 min.
® 36 cyklov : 94°C, 20 s.

56°C, 25 s.

72°C, 55s.
e zavereény krok : 72°C, 5 min.

2.2.2. Separacia a vizualizacia PCR produktov
Po ukonceni amplifikacie sa nanese 20 pl reakénej zmesi do
1,5% agardzového gélu s pridanou farbi¢ckou GelRed Nucleic

Acud Gel Stain (Biotium). Nasleduje elektroforeticka



separacia amplifikovanych fragmentov v horizontalnych
elektroforetickych aparatirach GNA-100 a GNA-200
(Pharmacia-Biotech) v timivom systémeTBE (90 mmol.I!
TRIS-HCI, pH 8,0; 90 mmol.I"* H3BOs3; 2 mmol.I* EDTA, pH
8,0). Separacia prebieha pri 2-4 V/cm dizky gélu. Ako $tandard
velkosti DNA fragmentov sa pouziva DNA A-fagu Stiepend
s EcoRl a Hindlll. Fragmenty sa deteguju na UV lampe
(Pharmacia-LKB) pri 254 nm a zaznamenaju sa Vo

fotografickej forme.
2.2.3. Vyhodnotenie vysledkov

Odrody rajciaka Moperou a Monalbo sa pouzivaju ako
kontrolné genotypy nesuce rezistentnu alelu Tm-2 resp.
senzitivnu alelu tm-2. Jednotlivé pary primerov pouzité
pre detekciu tychto alel amplifikuju fragment DNA
v genotypoch, ktoré nesu alelu v homozygotnom aj
heterozygotnom stave. Jednotlivo teda nedokazu rozlisit
homozygotov od heterygotov, avSak kombindcia tychto
dominantnych markerov — jedného pre senzitivnu alelu

a druhého pre rezistentnu alelu to umoznuje.



Amplifikuju sa tri typy fragmentov :

e fragment s velkostou 393 bp pre senzitivnu alelu
tm-2 amplifikovany pomocou primerov Tm2S-

f1/Tm2S-r1 (obr. 1),

e fragment s velkostou 284 bp pre senzitivnu alelu
tm-2 amplifikovany pomocou primerov Tm2S-

f2/Tm2S-r2,

e fragment s velkostou 444 bp pre rezistetnu alelu
Tm-2 amplifikovany pomocou primerov Tm2R-

flc/Tm2R-r3 (obr. 2).

Obr. 1. Amplifikovany fragment s velkostou 393 viazany
k senzitivnej alele tm-2 v rajéiaku jedlom (M - Standard
velkosti, 1 — negativna kontrola, 2 — cv. Monalbo, 3 — cv.

Moperou, 4-21 — testované slachtitel'ské linie rajciaka)
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Obr. 2. Amplifikovany fragment s velkostou 444 bp viazany
k rezistentnej alele Tm-2 v rajciaku jedlom (M - Standard
velkosti, 1 — negativna kontrola, 2 — cv. Monalbo, 3 — cv.

Moperou, 4-21 — testované slachtitel'ské linie rajciaka)
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2.3.Detekcia DNA markera pre alely génu L3
2.3.1. Amplifikdcia PCR produktu

Pritomnost rezistentnej a senzitivnej alely génu L3
v paprike ro¢nej sa deteguje kodominantnymi SCAR
markermi PMFR11269 @ PMFR11583 , ktoré su odvodené z
RAPD markerov E18;7; a E183s6, a ktoré sa amplifikuju

pomocou paru primerov PMF1/PMR1 (Sugita et al. 2004).

Nazov primeru Sekvencia (5’ -> 3’)

PMF1 CTGCAGAACAACAATGGCACG

PMR1 GGACTGCAGAGGAGGAAGC




Polymerazové retazové reakcie (PCR) — amplifikacie PCR

produktov sa uskuto€nuju na pristroji PTC-200 thermal

cycler (MJ-Research).

ZloZenie 20 ul PCR reakcnej zmesi:

1 x PCR pufor (Invitrogen™),

1,5 mM MgCl; (Invitrogen™),

0,2 uM kazdého primeru (forward a reverse),
0,2 mM dNTP (Invitrogen™),

1 U of Tag DNA polymeraza (Invitrogen™),

1 ul template DNA.

Podmienky PCR pre par primerov - PMF1/PMR1 :

e (lvodnd denaturdcia pri 95°C, 1 min.
¢ 35 cyklov : 94°C, 30 s.

55°C, 20s.

72°C,40ss.

e zaverecny krok : 72°C, 7 min.



2.3.2. Separdcia a vizualizacia PCR produktov

Po ukonceni amplifikdcie sa produkty separuju v 6%

polyakrylamidovom géli (31 cm x 38 cm x 0,4 mm)

denaturovanom mocovinou.

Priprava gélového roztoku :

11 ml 40 % akrylamid/bis (19 : 1)

3ml 10 x TBE (107,8 g Tris - bazy, 7,44 g EDTA a 55
g kyseliny boritej v 1 litri roztoku, pH 8,3)

12 ml vody

doplnit hortdcim roztokom mocoviny na objem 60
ml

pridat 50 ul TEMED a 500 pl 10 % persiranu

amonneho

Po naliati a polymerizacii gélového roztoku sa gélovy

povrch zahreje pri 40 W na teplotu priblizne 50 °C.

Priprava vzoriek DNA :

K 5 ul PCR vzorky pridat v pomere 1 : 0,8 timivy
roztok (4,8 g mocoviny, 10 ml  vody, 0,05 g



bréomfenolovej modrej, 10 ul 10 mmol.dm3
hydroxidu sodného)
e Vzorky denaturujeme zahriatim na 100°C, 2 min.
a ihned prenesieme do ladu.
Do gélu nanasame 5 pl pripravenych vzoriek. Do prvej
linie kazdého gélu nandSame 4,5 ul STR 3X roztoku
(marker) obsahujiceho 10 mmol.dm3 NaOH, 95%
formamid, 0,05% brémfenolovej modrej, 0,05% xylén
cyanol FF. Separdacia amplifikovanych produktov prebieha
v elektroforetickej aparature SCIE-PLAS pri 40 W v
timivom systéme 0,5 x TBE 3-4 hodiny. Po ukondeni
elektroforetickej separacie oddelime sklené platne a gél

fixovany na malej sklenej platni farbime striebrom.
Farbenie DNA striebrom podla Bassama et al. (1991) :

e sklenu platfiu s gélom ponorime do fixaéného
roztoku 10 % kyseliny octovej minimalne na 20
min. za intenzivneho premieSavania pri
laboratdrnej teplote

e premyjeme 2-3 krat v ultracistej vode po 5 minut



e ponorime do cerstvo pripraveného farbiaceho
roztoku (2 g dusi¢nan strieborny, 3 ml 37 %
formaldehydu a 2 000 ml vody) na 30 minuat
a znova intenzivne premieSavame

e v chladiacej miestnosti prelozime gél do vody
maximalne na 10 — 15 sekdnd a intenzivne
vymyvame

e gél preloZzime do nadoby s vyvojkou a po 2-10 min.
sa objavia DNA fragmenty

e gél prenesieme do fixacného roztoku a nakoniec
suSime pri laboratérnej teplote.

Ako Standard velkosti DNA fragmentov sa pouZiva DNA A-fagu
Stiepena s EcoRl a HindIll. Fragmenty sa deteguju na lampe
(Hoefer Macro Vue VIS-45) a zaznamenaju sa vo

fotografickej forme.
2.3.3. Vyhodnotenie vysledkov
Amplifikuju sa dva typy fragmentov (obr. 3) :

e fragment s velkostou 283 bp (PMFR11,s3) pre

senzitivnu alelu génu L3



e fragment s velkostou 269 bp (PMFR11269) pre

rezistetnu alelu génu L3

Odroda papriky Hurricane sa pouziva ako kontrolny genotyp
nesuci rezistentnu alelu génu L3 . Odrody papriky Piperade
a Yolo wonder sa pozivaju ako kontrolné senzitivne genotypy.
Pouzité kodominantné markery amplifikované pomocou paru
primerov.  PMF1/PMR1  rozlisujd  homozygotov  od

heterozygotov.

Obr. 3. Fragmenty DNA amplifikované v paprike ro¢nej —
283 bp viazany k senzitivnej alele génu L* a 269 bp viazany
k rezistentnej alele génu L3 (M1 a M2- $tandardy velkosti,
1-11 — testované Slachtitelské linie papriky, 12 — cv.
Hurricane, 13 — cv. Yolo Wonder, 14 — cv. Piperade)
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Sugita et al. (2004) vsak zistili obmedzenie pouzitia tychto
markerov, nakolko fragment PMFR11,6 nebol detegovany
v niektorych genotypoch papriky nesucich gén rezistencie L3.
Pri¢inou mdze byt iny zdroj génu L3 (iny neZ P1159236) alebo

rekombinacia medzi markerom PMFR11,6 a L’génom.

3. Zaver

V metodike pouzité DNA markery na detekciu génu rezistencie
Tm-2 voli ToMV kmeriu 0 a 1 v rajéiaku jedlom a na detekciu
génu rezistencie L3 vo&i TMV patotypu Po, PaMMV patotypu Py
a vo¢i PMMoV patotypu P1, v paprike rocnej sa mozu vyuzit
v Slachtitelskych programoch. Tieto markery umoziuju
identifikovat genotypy, ktoré by sa mohli pouzit ako donory
pre prenos efektivnych génov rezistencie voci tomabovirusom
do elitnych odrod rajciaka a papriky a zaroven umozniuju
skrining stoviek krizencov na pritomnost génov rezistencie
v procese selekcie, ¢o znacne urychluje tvorbu novych
rezistentnych odréd. Zavedenim tychto metodik sa zvySuje
konkurencieschopnost slovenskych Slachtitelov

v medzindrodnom meradle.
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