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Abstract

The aim of our work was to analyze applicability of CAPS markers GP21 and SPUD237 linked to
R1 gene and SPLAT marker RIM1 in MAS of potato for resistance against Phytophthora infestans.
Markers linked to R1 gene were detected with unexpected high frequencies in a set of 360 potato
clones. The specificity of RIM1 marker was confirmed by its presence in only 16% of genotypes tested.
Nevertheless RIM1 marker amplification showed low correlation with 32 clones possessing Rl
phenotype. Our results indicate high informativeness of SPLAT RIM1 for potato MAS provided that
conditions of breeding specified below are followed.
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Souhrn

Byla testovana vyuZitelnost vazbovych CAPS markeri GP21 a SPUD237 a specifického markeru
RIMI1 genu R1 ve Slechténi bramboru na rezistenci vici Phytophthora infestans. Vazbové markery
prokazaly vysokou frekvenci vyskytu ve studovaném souboru 360 klon. Marker RIM1 amplifikoval
pouze u 16% genotypli, coz naznacuje jeho pomérné vysokou specifitu, avsak piekvapivé prokazal
nizkou asociaci s R1 fenotypem deklarovanym u 32 odrid. Nase vysledky naznacuji vysokou
vypovidaci schopnost markeru RIMI1 pro MAS bramboru pfi dodrZeni nize definovanych podminek
ktiZeni.

Uvod
Rezistence bramboru vii¢i plisni bramborrové (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary),
fytopatogennim virim a had’atkim rodu Globodera je tizena rliznymi zpusoby. Nejcastéji jsou ve
Slechténi vyuzivany systémy rezistence vychdzejici z existence majorgent fidicich hypersenzitivitu,
které jsou sice vysoce ucinné a pomérné snadno ziskatelné, ale z hlediska evoluce patogena také
nejméné trvanlivé. Tato rasové specifickd rezistence (vertikdlni rezistence) je vSak v soucasném
Slechténi stale velice oblibena. Je to dano dostatkem genovych zdroji bézn¢ dostupnych pro slechténi.

Jako zdroj specifické rezistence vu¢i Phytophthora infestans (Mont.) de Bary pro S$lechténi
Solanum tuberosum ssp. tuberosum byl pouzit hexaploidni botanicky druh Solanum demissum Lindl.
(WASTIE, 1991). Vertikalni rezistence pochazejici ze S. demissum Lindl. je fizena R geny. Tyto geny
poprvé popsal a charakterizoval spolecné s odpovidajicimi geny virulence patogena BLACK et al.
(1953), ktery zalozil jejich analyzu na hypotéze ,,gen proti genu*. Celkové bylo klasifikovano jedenact
R genti (R1 — R11) na zéklad¢ vzajemné kompatibility a inkompatibility specifickych ras patogena a
diferenciac¢nich kloni (MALCOLMSON et BLACK, 1966). Ptesto, Ze dnes pievazuji v evropské i
americké populaci plisné bramborové komplexni rasy patogena piekonavajici vSechny geny vertikalni



rezistence bramboru, je intenzivné studovana rezidudlni uc¢innost jednotlivych R genti a predevsSim
jejich pyramidéalnich kombinaci (VAN ECK, 2000).

Vibec nejrozsifenéjSim a z hlediska molekularni genetiky nejlépe charakterizovanym R genem
bramboru je R1 gen lokalizovany na hornim ramenu chromozému V. Béhem poslednich let byl tento
gen uspeésné mapovan pomoci RFLP (LEONARDS-SCHIPPERS et al. 1992, marker GP21) a AFLP
(MEKSEM et al. 1995, marker AFLP1 a DE JONG et al., 1997, marker SPUD237) technik.
BALLVORA el al. (2002) R1 gen izoloval, identifikoval a pfenesl do nachylné odridy Desireé.
K identifikaci transgenu pouzil specificky PCR marker (nami oznaceny jako R1M1 marker), ktery je
soucasti oblasti genu odpovidajici za rozpoznani patogena na pocatku infekce — LRR (Leucine Rich
Repeats) domény.

Pro vlastni molekuldrné genetickou analyzu R1 genu byly v této praci aplikovany CAPS markery
GP21 a SPUD237 a SPLAT marker RIM1 (BALLVORA e/ al. 2002). Konverzi RFLP markeru GP21 a
AFLP markeru SPUD237 na technicky méné naro¢né a snadno detekovatelné CAPS markery popsal
MEKSEM et al. (1995), respektive DE JONG ef al. (1997). Marker GP21 se nachazi 2,1cM a marker
SPUD237 0,1cM proximaln¢ od genu RI, RIM1 marker je na gen Rl vadzan uUpln¢ a nami
neanalyzovany marker AFLP1 lezi 0,1cM distaln€ od genu R1 (Obréazek 1).

Obrazek 1: Mapa Casti chromozomu V u Solanum tuberosum ssp. tuberosum L. s lokalizaci alely R1
a markerit AFLPI1, RIM1, SPUD237 a GP21 (upraveno podle DE JONG et al., 1997 a BALLVORA
el al. 2002)
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Vzhledem ke slozitosti genomu bramboru lze obecné fici, Ze jakdkoliv metoda, kterd pii Slechténi
vstoupi do selekéniho procesu, mize ptinést pozitivni efekt, zejména z hlediska urychleni a spravného
posouzeni sledované vlastnosti. Cilem ptfedkladaného ptispévku je zhodnoceni vySe zminénych DNA
markert, které byly uvedenymi autory charakterizovany a pro svou vysoku vypovidaci schopnost nami
testovany s cilem jejich brzkého a uspésného zavedeni do podminek Ceského Slechténi, které ma o
genetické markery zajem.

Metodika

Zakladnim materidlnem pro celou analyzu bylo Siroké spektrum genotypii bramboru a piibuznych
druhti rodu Solanum. Celkové se jednalo o 360 klont. Genotypy byly ziskany jako etiolizované 10 cm
rostlinky z in vitro z genové banky pii Vyzkumném ustavu bramboraiském v Havlickoveé Brod¢. Tento
soubor byl rozdélen do nékolika kolekci, podle charakteru rezistence, kterou jednotlivé klony vykazuji.
Fenotypové tidaje byly laskavé poskytnuty VUB Havlickiv Brod, ptipadné doplnény z veiejné
pristupnych databdzi (europotato.org a genres.de/eva ). Izolace DNA byla provedena pomoci kitu
»2DNeasy plant Mini Kit“ (Qiagen, SRN) podle instrukci vyrobce. Kvalita izolované DNA byla
potvrzena elektroforeticky. VSechny genotypy byly testovany pomoci tfech PCR markert, které byly
studovany v souvislosti s genem R1. CAPS markery GP21 a SPUD237 byly amplifikovany u vSech
genotypi za reakénich podminek a teplotniho a ¢asového profilu amplifikace a digesce PCR produkta
probihala podle MEKSEM et al. (1995), DE JONG et al. (1997) a ROUPPE et al. (1998)
v termocykleru T-gradient (Biometra WhatmanGmbH, SRN). Pro amplifikaci R1M1 markeru
(BALLVORA el al., 2002) bylo pouZzito nami optimalizované slozeni reakéni smési a upraven teplotni a
casovy prubéh amplifikace. CAPS markery byly separovany elektroforeticky ve 2,5% agardézovém gelu,
R1M1 marker pak v 1,5 % agar6zovém gelu. Separovana DNA byla barvena ethidium bromidem.



Vysledky

Markery GP21, SPUD237 a R1IMI pro detekci R1 genu byly testovany na souboru 320 odrid
Solanum tuberosum ssp. tuberosum a souboru 40 botanickych druhti rodu Solanum.

Vzorovy elektroforeogram (obrazek 2) znédzornuje detekci CAPS markeru SPUD237 po
restrikénim Stépeni Alul u sady 19 odrid bramboru. Podle DE JONG et al. (1997) je pfitomnost tii z6n
(400bp, 280bp, 170bp) v cis tazi vazby s alelou R1 a pfitomnost jednoho fragmentu (400bp) detekuje
recesivniho homozygota v genu R1. Z obrdzku je patrné, ze pouze u tii odrid nebyl detekovan
polymorfizmus markeru (tfi zony). Celkové byl polymorfizmus markeru SPUD237 popsany DE
JONGEM et al. (1997) pti restrikénim Stépeni SPUD237 PCR produktu restrikéni endonukledzou A/ul
detekovéan u 190 z 320 testovanych odriid brambor, tj. témét u 60% testovanych odriid. Obdobné CAPS
marker GP21 (4 fragmenty po restrikénim $tépeni A/ul podle MEKSEM et al. (1995), DE JONG et al.
(1997) a ROUPPE et al. (1998) v cis fazi vazby s R1 genem) byl detekovan u 56% z 320 testovanych
odrid brambor. Digesci PCR produktu markeru GP21 pomoci restriktazy A/ul byl zjistén dodatecny
polymorfizmus, ktery nebyl vySe zminénymi autory publikovan (vysledky nejsou prezentovany).

Obrazek 2: PCR marker SPUD237 po digesci restrikénim enzymem Alul

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 S

1 Szignal 5 Troll 9 Mariella 13 Baraka 17 Isola

2 Vivax 6 Aguti 10 Rotkelchen 14 Corine 18 Juliver
3 Resy 7 Tondra 11 Kennebec 15 Provita 19 Draga
4 llona 8 Kristalla 12 Charlotte 16 Escort

S - hmotnostni standard
Lambda DNA/Eco471 (Avall)

Pozn.: U genotypii oznacenych sipkou nedoslo k detekci polymorfizmu markeru SPUD237

Detekce markeru SPUD237 u botanickych druhli rodu Solanum byla druhové specificka. Jeden
fragment (400bp) byl stanoven u Solanum phureja, S. bulbocastanum, S. pinnatisectum (vysledky
nejsou prezentovany). Polymorfizmus markeru SPUD 237 (tfi fragmenty v souladu s DE JONG et al.
(1997) byl specificky pro S. demisum, S. microdontum, S. verrucosum, S. vernei, S. stoloniferum a
S. olyadenium (vysledky nejsou prezentovany). Polymorfizmus markeru GP21 nebyl u testovaného
souboru botanickych druhti rodu Solanum narozdil od markeru SPUD237 druhové specificky.

Vysledek amplifikace SPLAT PCR markeru RIMI1 (sekvenéni marker genu R1 podle
BALLVORA et al. (2002)) u sady 19 odriid bramboru je znadzornén na obrazku 3. Z elektroforeogramu
je patrné, ze u nékterych odrid doslo k vyrazné amplifikaci markeru R1M1. Délka amplifikované¢ho
produktu byla v souladu s BALLVORA et al. (2002) 1,4 kb. V souboru testovanych odrid bramboru
(320 odrud) byla frekvence vyskytu markeru RIM1 15,8%. Frekvence markerd SPUD237 (3 zo6ny) a
GP21 (4 zony) v ramci stejného souboru testovanych odriid brambor byla 60%, respektive 56%, tedy
mnohem vétsi nez frekvence markeru R1M1.

V ramci hodnoceni botanickych druhti rodu Solanum byl detekovan marker R1M1 pouze u
S. demissum (P1 160220), tj. druhu, ze které¢ho byl R1 gen pienesen do S. tuberosum ssp. tuberosum.
U dalsich dvou testovanych klonti S. demissum (P1 275209, 8LO) nedoslo k amplifikaci markeru R1M1
(vysledky nejsou prezentovany).



Obrazek 3: Amplifikace markeru RIM1 u vybranych odritd brambor
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1 Aguti 6 Gloria 11 Saphir 16 Arran Peak
2 Assia 7 Heidrun 12 Ute 17 Atleet

3 Barbara 8 Moni 13 Wega 18 Bally doon
4 Forelle 9 Nicola 14 Fanal 19 Bintje

5 Franzi 10 Roeslau 15 Bison

S - hmotnostni standard
Lambda DNA/Eco471 (Avall)

Podle fenotypovych charakteristik ziskanych z VUB Havli¢kav Brod a databazi (europotato.org a
genres.de/eva) byly odridy rozdéleny do néckolika skupin: deklarovand pfitomnost genu RI,
deklarovana pritomnost jinych genil rezistence vici plisni (R3,R4 a R10) a tedy absence genu R1 a
deklarovand absence gent rezistence vici plisni - r odridy. Podle pedpokladu mélo dojit k amplifikaci
markeru R1IM1 pouze u prvni skupiny odrid. Nicméné marker amplifikoval s vysokou frekvenci u
druhé skupiny (18 amplifikaci na 27 genotypt) i tfeti skupiny (3 amplifikace na 7 genotypt). Doslo
vsak i k opacnému fenoménu, absenci amplifikace markeru R1IM1 u prvni skupiny odrid. Frekvence
absence amplifikace byla v prvni skupiné tedy o néco nizsi (10 absenci markeru na 32 genotypii), nez
vyskyt amplifikace markeru v druhé a tieti skupiné. Vysledky detekce GP21, SPUD237 a R1IM1 u
vybranych odrid s deklarovanou pfitomnosti R1 genu a jinych geni R jsou shrnuty v tabulce 1.
V tabulce je psano tu¢nym pismem vSech 10 odrid s absenci amplifikace RIM1 markeru. Amplifikace
RIM1 markeru, ktery byl navrzen BALLVORA et al. (2002) na zakladé sekvence R1 genu, tak
navzdory ocekavani prokazala nizky konsenzus s R1 fenotypem. Vzhledem k nespecifickému vyskytu
markert GP21 a SPUD237 vramci testovan¢ho souboru klonii nebyla hodnocena jejich asociace
s fenotypovymi charakteristikami rezistence jednotlivych odrtd.

Diskuse

Cilem této prace bylo zhodnotit vyuzitelnost dvou vazbovych (GP21 a SPUD237) CAPS markerti a
SPLAT PCR markeru R1IM1 genu R1, ktery udili bramboru hypersenzitivni rezistenci vii¢i v§em rasam
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, kromé ras s virulenci 1, v procesu MAS (markery asistovana
selekce) brambor. Vyhody MAS proti klasickym S$lechtitelskym metodam shrnuje napt. VEJL et al.
(2001).

Detekce vyse uvedenych markert u rozsahlého souboru 320 odrtid brambor a 40 piibuznych druht
rodu Solanum ptekvapivé prokazala velice nizky konsensus mezi vyskytem polymorfizmu vazbovych
markert GP21 (4 fragmenty) a SPUD237 (3 fragmenty) asociovaného s rezistenci R1 podle
LEONARDS-SCHIPPERS et al. (1992), MEKSEM et al. (1995), respektive DE JONG et al. (1997) a
amplifikaci R1 specifického markeru RIM1 (BALLVORA et al. 2002). Polymorfizmus markert GP21
a SPUD237 asociovany s R1 byl u vSech testovanych klonl stanoven né¢kolikanidsobné c¢astéji nez R1
specificky marker R1IM1, coz naznacuje vysokou sekvenéni homologii v obou vazbovych markerech
vramci celého rodu Solanum. To potvrzuje i1 skutecnost, Ze k amplifikaci GP21 a SPUD237 PCR
markerd doslo prakticky u vsech testovanych odrid a botanickych druhti rodu Solanum. Vliv
rekombinaci markeri a R1 genu v pribéhu tvorby odrid piispél k ¢astému vyskytu polymorfismu
markert SPUD237 a GP21 pravdépodobné jen velmi malo vzhledem k malym genetickym
vzdalenostem markeri od genu RI1. O specifit¢ RIM1 markeru svéd¢i, Zze k jeho amplifikaci doslo



pouze u jednoho klonu S. demisum Lindl. (PI 160220) ze vSech testovanych botanickych druht rodu
Solanum. Detekce RIM1 markeru u S. demissum koresponduje s pouzitim tohoto botanického druhu ve
Slechténi na vertikalni rezistenci bramboru vii¢i plisni bramborové (WASTIE, 1991).

Tabulka 1: Detekce markerit GP21, SPUD237, RIM1 v zavislosti na fenotypovych charakteristikdach
odriid Solanum tuberosum ssp. tuberosum

. Detekovan | Detekovan | Detekovan
V’Deklarovana o Odridy marker marker marker
pritomnost R genu GP21 | SPUD237 | RIMI
Maris Peer * * *
Clivia - * *
Kennebec * * *
Troll * * *
Prior * * -
R1 Mariella * * *
Karmona - - -
Milva * - -
Morene - -
Apta * * *
Atleet * * *
Breza - * *
Marijke * * -
Resy * * *
R1, R3 Rotkehlchen * * -
Adretta * * -
Schwalbe * * -
R1, R4 Olev - - -
Virginia *
Magyar Rozsa * * *
Szignal * * *
L, 20 [ Fresco - %* -
Pentland Crown - - -
R1, R2, R3, R4 Tondra - * *
R1, R2, R3, R10 Escort * - *
Jaerla - - *
Premiere - * -
Draga * * *
R10 Kristélla * * *
Provita * * *
Corine - * *
Anosta * * *
Vivaks * * -

Pozn.:

* detekovan marker v cis fazi s R1 podle drive publikovanych praci (viz text, ¢ast vysledky)

- detekovan fragment (SPUD237), respektive 3 fragmenty (GP21) nebo absence amplifikace (R1M1) markerujici senzitivitu podle drive
publikovanych praci (viz text, cast vysledky)



Piekvapiva nespecifi¢nost amplifikace markeru R1IM1 vzhledem k fenotypovym charakteristikdm
odrud (cast vysledky) nas vedla k navrzeni a testovani né€kolika hypotéz vysvétlujicich oba fenomény,
tedy vyskyt amplifikace RIM1 u odrid s deklarovanou absenci R1 genu a absenci amplifikace RIM1
v ramci souboru R1 odrad.

Fenomén 1 (amplifikace markeru R1M1 u odriid s danou absenci genu R1)

Prvni testovanou hypotézou byla nespecificnost amplifikace. Ta byla malo pravdépodobna
vzhledem k amplifikaci markeru pouze u jednoho klonu S. demissum Lindl., ze Ctyficeti testovanych
botanickych druhti rodu Solanum a nizké frekvenci markeru mezi vSemi analyzovanymi klony.
Hypotéza nebyla pfijata na zakladé testovani variaci iprav chemického sloZzeni PCR reakce a teplotniho
profilu amplifikace, které vzdy vedly ke stejnym vysledkiim.

Druhou hypotézou byla nespecificnost amplifikace RIM1 markeru vzhledem k pfitomnosti R genti
(v naSem pripad¢ geny R1, R3 a R10). Hypotéza byla formulovdna na zakladé¢ znamé sekvencni
homologie genl rezistence v ramci vysSich rostlin (LEISTER et al.,1996). Tuto hypotézu s velkou
pravdépodobnosti vyvratil restrikénim $tépenim R1M1 PCR produktu SEDLAK et al. (2005)

Nejvice pravdépodobnou hypotézou je inhibice exprese R1 genu (v naSem piipadé u R3 aR10 ar
odriid) prostfednictvim inhibitoru, pro kterou existuji experimentalni diikazy (EL KHARBOTLY et al.
1995). ORDONE-Z et al. (1997) na zaklad¢ vysledku segregacnich analyz tetraploidnich odrad brambor
predpoklada, Ze R geny jsou inhibovany dominantnim supresorem, jehoz aktivace je rasové specificka.

Fenomén 2 (absence amplifikace R1M1 markeru v ramci souboru R1 odrud)

Ptesto, Ze k k absenci amplifikace RIM1 doslo v mensi mife nez byl vyskyt fenoménu 1, jedna se o
dostate¢nou frekvenci a nelze tedy ptijmout hypotézu o chybé laboratorniho stanoveni ptipadné o
dil¢ich nespolehlivostech fenotypovych udaji.

Jako pravdépodobna se jevi existence dosud neidentifikované alely, nebo paralog R1 genu,
ktera/ktery tidi stejnou rasove specifickou rezistenci jako sekvence popsanda BALLVORA et al. (2002).
To, ze se skutecné mize jednat o nezndmou alelu R1 genu naznacuji aktualni trendy studia botanickych
druhti rodu Solanum jako potencialnich donort Sirokospektralni rezistence vici P. infestans. Nedavno
byly nezavisle na sob& klonovany dva geny Sirokospektralni rezistence S. bulbocastanum vuci
P. infestans, gen RB (SONG et al., 2003) a gen Rpi-blbl (VAN DER VOSSEN et al., 2003) jejichz
funkce byla GspéSné potvrzena transformaci nachylnych odriid. Oba geny jsou lokalizovany na stejném
lokusu chromozému 8 a jsou naprosto identické v kodujici sekvenci, lisi se pouze bodovymi mutacemi
a inzercemi v lemujicich oblastech a jediném spolecném intronu. Vzhledem k vyskytu
jednonukleotidového polymorfizmu byly geny RB a Rpi-blbl oznafeny jako alely (VAN DER
VOSSEN et al., 2003). Zpétny primer RIM1 markeru nasedd na templat v 3" lemujicim regionu a je
proto mozné, ze u odrid s fenoménem 2 bodové mutace nevedly k “annealingu” zpétného primeru.
Obdobn¢ hypervariabilni LRR doména R1 genu, oblast annealingu vedouciho primeru, miize byt
nositelem synonymnich mutaci (VAN DER VOSSEN et al., 2003) a tedy polymorfizmu templatu pro
vedouci primer. Z téchto divodi navrhneme v budoucnu primery pro 5°, 3" lemujici sekvence R1 genu
a jeho konzervativni oblasti. Tyto markery pak budou amplifikovany u odrtid s vyskytem fenoménu 2
pro detekci neznamé alely s fenotypem R1.

Prokézali jsme, ze markery GP21, SPUD237 a dokonce ani specificky marker RIM1, které byly
navrzeny pro mapovani vazbové skupiny R1 genu (LEONARDS-SCHIPPERS et al. 1992, MEKSEM et
al. 1995, DE JONG et al. 1997, BALLVORA et al. 2002) nelze ptimo pouzit ke stanoveni pifitomnosti
genu u odrid s nezndmym genotypem. Nicméné markery jsou vysoce informativni pro MAS potomstva
kiizeni rodice s fenotypem R1 a pfitomnosti polymorfizmu markeru asociovaného s rezistenci (GP21,
SPU237), nebo RIM1 z6ny s ndchylnym rodi¢em, nebo rodi¢em s jinymi geny R nez R1 pokud u nich
nedoslo k amplifikaci RIM1 markeru. Pro selekci nachylného rodice je urCujici absence amplifikace
R1M1 markeru a fenotypové charakteristiky. Vazbové markery (GP21, SPUD237) nemohou byt k této
selekci pouzity vzhledem k jejich vysoké frekvenci vyskytu vramci rodu Solanum. Ptitomnost



polymorfizmu vazbového markeru asociovaného s rezistenci R1 u odriidy s fenotypem r, nebo R, krom¢
R1 (n&chylné v R1) vede k vylouceni vybraného genotypu z kiizeni vzhledem k ptedpokladu, ze se
jedna o inhibici R1 genu dominantnim supresorem (ORDONEZ et al., 1997). Genotyp je tak vyloucen
kvili ptfedpokladu pfitomnosti dominantniho supresoru, ktery neni cilem vnaset do genotypli potomstva
kiizeni. Pokud vSak u stejného genotypu nebude detekovana zona R1MI jedna se o nachylny klon bez
pfitomnosti R1 genu a tento 1ze ke kiizeni pouzit (absence dominantniho supresoru). Genotyp senzitivni
v R1 s pfitomnosti polymorfizmu vazbového markeru a s absenci zony R1 je mozno oznalit jako
falesné pozitivum vzhledem k piedpokladané piitomnosti dominantniho supresoru (mylné stanoven
pritomnosti polymorfizmu vazbového markeru). Tato faleSna pozitiva jsou zdivodnénim, proc
s ohledem na vysokou frekvenci vyskytu polymorfizmu markerd GP21 a SPUD237 asociovaného
s rezistenci R1 v ramci rodu Solanum nelze tyto markery pouzit k selekci nachylnych genotypi. RIM1
marker tak umoziuje MAS mezi nachylnymi genotypy s mnohem rozséhlejSiho spektra odrid
s pozadovanymi agrotechnickymi vlastnostmi nez vazbové markery GP21 a SPUD237. Predevsim
z tohoto divodu, ale i1 z divodu mozné rekombinace mezi vazbovymi markery a r alelou u potomstva
ktfizeni ma pro MAS brambor na vertikalni rezistenci vii¢i plisni bramboru nejvétsi vypovidaci hodnotu
R1MI1 marker. RIM1 marker je tedy vysoce informativni a ptinosny pro kfizeni za vysSe definovanych
podminek.

Pfitomnost dominantniho supresoru u odriud, kde doslo k amplifikaci RIM1 s nachylnym
fenotypem nebo prezenci jinych genli R nez R1 by mélo byt dale testovdno kiizenim s nachylnymi
odridami, u kterych nedoslo k amplifikaci markeru R1M1.
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