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Sada pro stanoveni genotypu jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Oblast techniky
Reseni se tyka sady primerti pro stanoveni genotypu jabloné doméci (Malus x domestica Borkh.)

v jediné reakci metodou fragmentacni analyzy a zplsobt jejiho pouZiti pro odliSeni jednotlivych
genetickych variant jabloni.

Dosavadni stav techniky

Jablont domaci (Malus x domestica Borkh.) je velmi dilezitou zemédélskou komoditou, ktera
patii mezi 20 nejproduktivnéjsich plodin na svété métfeno vynosem v tundch. Je péstovana
pfevazné v oblastech mirného pasu na severni i jizni polokouli. Nejvetsim svétovym péstitelem je
Cina, nejvétsim exportérem pak Polsko. Na konci minulého stoleti bylo na svété popsano vice
nez 10 000 riznych odriid (Janick J, 1996) a nové neustale pribyvaji z divodu snahy vylepsit
souCasné odrudy at’ uz z hlediska zvySovani rezistence k nejcastéjSim jableCnym patogentm,
nebo z hlediska zlepSovani jakosti plodt a ekonomiky jejich péstovani a skladovani.

Jablon domaci patii mezi cizosprasné rostliny, po opyleni tedy vznika hybridni geneticky
material nesouci DNA pochdzejici od obou rodicti. Oproti tomu jsou odriidy jabloni udrzovany a
mnozeny vegetativné roubovanim, popiipad¢ ockovanim na vhodné podnoze, takze geneticka
informace je pii tomto zptisobu mnozeni odrid zachovavana beze zmény a odpovida ptivodnimu
zdrojovému organizmu. Jednotlivé odridy lze tak jednozna¢né charakterizovat na Grovni DNA
tzv. genotypizaci. Znalost ptislusnych genotypii je pak mozné vyuzit napi. pro ovéfovani pravosti
odrtd jabloni, sledovani segregace v potomstvu, stanoveni rodicovské piibuznosti, fylogenetické
studie aj.

Genom jablon¢ domaci byl poprvé publikovan v roce 2010 (Velasco R, 2010) a poté byl
resekvenovan na dvojitém haploidu v roce 2017 (Daccord N, 2017), kdy doslo ke zptesnéni jeho
sekvence a celkové délky (pfiblizné 650 Mbp). Diky témto pracim bylo zjiSténo, Ze genom
jablon¢ je znacné slozity, a to z divodu pomérné nedavné castecné duplikace genomu, kdy z
navic doslo k rozsahové mensim duplikacim nékterych ¢asti genomu. Z tohoto divodu se velké
useky sekvenci vyskytuji na riznych mistech genomu, coz velmi komplikuje molekularné
genetickou analyzu genomu jabloné. Dalsi komplikaci miize byt nestejny pocet sad chromozomii
vyskytujici se u riznych odrid. Vétsina odrid jabloné je diploidnich, pfiblizn€ 10 % vsak tvori
triploidni odridy, vzacné se vyskytuji dokonce i tetraploidni odridy (Janick J, 1996).

Pro charakterizaci jednotlivych odriid nebo hybridi 1ze s vyhodou vyuzit genotypovani pomoci
SSR markerii (simple sequence repeats), kdy se vyuziva délkového polymorfismu jednotlivych
alel, ktery lze jednodusSe detekovat metodou fragmentacni analyzy (obecné pojednani o SSR
markerech a jejich pouziti pro genotypizaci u rostlin Ize nalézt napt. ve Vieira ML, 2016).
Metoda fragmentacni analyzy sestdva z krokii: 1) izolace DNA testovaného organizmu; 2)
specificka PCR pro jednotlivé SSR markery a 3) stanoveni délky pfislusnych amplikont,
nejcastéji a nejpiesnéji pomoci kapilarni elektroforézy.

Pro jabloné byla nalezena fada SSR markert vhodnych pro genotypizaci, poptipadé jiné ucely,
ale z duvodu srovnatelnosti vysledki mezi jednotlivymi pracovisti je vhodné pouzivat
standardizovanou sadu. Prvni sada vyuzivala 12 SSR markerit amplifikovanych ve tfech
multiplexech, kdy byly v kazdém multiplexu analyzovany 4 SSR markery, avSak pfi pouziti
téchto 12 SSR markerG byla pii analyze 2 162 odrid jabloni péstovanych v East Malling
Research (Velka Britanie) identifikovana fada odrtid se shodnym genotypem. Cast z nich tvotily
zndmé klony ashoda genotypli u nich byla ocekdvana, u dalSich se mohlo jednat o
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neznamé/nezadouci duplicity v genofondu, ale téZ o ndhodnou shodu v danych SSR markerech
bez ohledu na piibuznost. Autofi proto doporucili peclivé fenotypické porovnani a dodatecnou
analyzu dal$ich SSR markerti pro odliSeni téchto odriid (Fingerprinting the National Apple &
Pear Collections, Research Project Final Report, 2010; Fernandez F, 2013). I pies nedostatky
uvedené vyse byla sada téchto 12 SSR markert a postup jejich identifikace schvaleny Evropskym
kooperativnim programem pro rostlinné genetické zdroje (ECPGR;
www.ecpgr.cgiar.org/working-groups/maluspyrus) jako standardizovany protokol pro identifikaci
jabloni pro srovnatelnost vysledkid mezi jednotlivymi pracovisti.

V dalsi studii prob¢hlé na jablonich byla pro snizeni pravdépodobnosti nahodné shody mezi
odlisnymi odridami tato sada rozSifena na 16 SSR markerit (Urrestarazu J, 2016), takze doslo
k fddovému snizeni moznosti genetické shody mezi odliSnymi vzorky. Nevyhody této sady jsou
vsak nasledujici: 1) Sada 16 SSR markera byla analyzovana ve ¢tyfech multiplexech, kdy byly
v kazdém multiplexu analyzovany 4 SSR markery. Pro charakterizaci jednoho vzorku je tak
nutné provést Ctyfi nezavislé analyzy, coz analyzu znacné prodrazuje, zvySuje se cCasova
narocnost i pracnost celého postupu i pravdépodobnost vzniku chyby. 2) V sad¢ 16 SSR markeri
jsou dva (Hi02¢c07; CH-Vf1), které se nachazeji na stejném chromozomu 1. Pro vylouceni vlivu
vazby mezi jednotlivymi markery je vSak vhodnéjsi, aby kazdy marker pochazel zjiného
chromozomu. 3) Sada 16 SSR markera tak pokryva pouze 15 chromozomt z celkovych 17. Pro
dalsi snizeni pravdépodobnosti nahodné shody mezi odliSnymi vzorky by proto bylo vyhodné
pouzit sadu 17 SSR markerii, znichz kazdy pochazi zjiného chromozomu, a pro omezeni
nakladl, pracnosti a moznosti vzniku chyb by bylo vyhodné provadét analyzu vsech 17 SSR
markeri v jediné reakci.

Podstata technického feSeni

Nedostatky dle soucasného stavu techniky — nevyuzivani markerd, které by lezely kazdy na jiném
chromozomu — odstranuje sada primert pro stanoveni genotypu jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) v jediné reakci metodou fragmentacni analyzy podle technického feseni, jehoz
podstata spoc¢iva v tom, Ze byl vypustén druhy marker z chromozomu 1 (CH-Vf1) a nové byly
zatazeny markery NZ01a6 pro chromozom 4 a CH05e04 pro chromozom 16; ostatni markery
doporuc¢ené ECPGR byly zachovany pro zajisténi zpétné kompatibility vysledk.

Nedostatky dle soucasného stavu techniky — zejména nezbytnost provadét ¢tyti nezavislé analyzy
pro charakterizaci kazdého vzorku a stim souvisejici finan¢ni a ¢asova naro¢nost, pracnost
a potencialné vyssi chybovost — odstrafiuje sada primerti pro stanoveni genotypu jabloné¢ (Malus
x domestica Borkh.) vjediné reakci metodou fragmentacni analyzy podle technického feSeni,
jehoz podstata spociva v tom, Ze obsahuje primery, jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: TCTACAACAAAATACCCAATACACC
SEQ ID NO. 2: CTAAGCATCCCGATTGAAAGG

SEQ ID NO. 3: AGTTTCGTAAGAGAACCTTGATCTC
SEQ ID NO. 4: ATCCACTTACTAAGAACTACCGTTG
SEQ ID NO. 5: TTCTTCTATGAACGGTGATAAAGC
SEQ ID NO. 6: GAATGTGAGGCGTTCCTGAG

SEQ ID NO. 7: ATTCCCTGGCGAGAAAAGC

SEQ ID NO. 8: CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG

SEQ ID NO. 9: TAGATCCGGTCACTCTCCACT

SEQ ID NO. 10: AACACCCCATCAATCAGAAAGA
SEQ ID NO. 11: TGTGAAATGTAATTCAAATCAATGC
SEQ ID NO. 12: TTGAGAAAATGGGGCTTCTG

SEQ ID NO. 13: GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG
SEQ ID NO. 14: GCCTTTGTAATCATGGCTCC

SEQ ID NO. 15: GCAAAGATAGGTAGATATATGCCA
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SEQ ID NO. 16: AAGGAGGGATTGTTTGTGCA

SEQ ID NO. 17: AAAACCCTAGCCCCACGGAG

SEQ ID NO. 18: ACTCTCCATCGGGCTCCAC

SEQ ID NO. 19: CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGCG
SEQ ID NO. 20: GAAACACATTTATAGAAAAAGGAGC
SEQ ID NO. 21: GCTCTTCCAAAATGGCGTAC

SEQ ID NO. 22: ATATTTGACATTGGTCATGAGACG
SEQ ID NO. 23: GAGAAGAACAACAACAGAGAACG
SEQ ID NO. 24: GAAATAGGGTAGCAGCAGATGG
SEQ ID NO. 25: CAGTGTTACCCGCCAAATATC

SEQ ID NO. 26: GATCGGAAGGCGAAAGACTC

SEQ ID NO. 27: AGGAAGGCTGGTTATCTTGTG

SEQ ID NO. 28: CCCTCATGCCCTCCACTAAC

SEQ ID NO. 29: CAACTTTGCTAACCTCTCATTGAA
SEQ ID NO. 30: AGGATGACCTTGAGATTGATGC
SEQ ID NO. 31: TTGAACTTCGACCGCAACACCA
SEQ ID NO. 32: ACATGGWTAAGGCATAGTCAGG
SEQ ID NO. 33: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC

SEQ ID NO. 34: TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAGG,

pricemz pro PCR amplifikaci markeru Hi02¢07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: TCTACAACAAAATACCCAATACACC
SEQ ID NO. 2: CTAAGCATCCCGATTGAAAGQG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech marker v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 3: AGTTTCGTAAGAGAACCTTGATCTC
SEQ ID NO. 4: ATCCACTTACTAAGAACTACCGTTG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru GD12 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech marker v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 5: TTCTTCTATGAACGGTGATAAAGC
SEQ ID NO. 6: GAATGTGAGGCGTTCCTGAG,

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru NZ01la6 obsahuje sada primery, z nichZz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 7: ATTCCCTGGCGAGAAAAGC
SEQ ID NO. 8: CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG,

ptficemz pro PCR amplifikaci markeru CHO5f06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 9: TAGATCCGGTCACTCTCCACT
SEQ ID NO. 10: AACACCCCATCAATCAGAAAGA,
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pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH03d07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerl v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 11: TGTGAAATGTAATTCAAATCAATGC
SEQ ID NO. 12: TTGAGAAAATGGGGCTTCTG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH04e05 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 13: GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG
SEQ ID NO. 14: GCCTTTGTAATCATGGCTCC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1h10 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 15: GCAAAGATAGGTAGATATATGCCA
SEQ ID NO. 16: AAGGAGGGATTGTTTGTGCA,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1f03b obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 17: AAAACCCTAGCCCCACGGAG
SEQ ID NO. 18: ACTCTCCATCGGGCTCCAC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c11 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 19: CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGCG

SEQ ID NO. 20: GAAACACATTTATAGAAAAAGGAGC,

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH02d08 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech marker v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 21: GCTCTTCCAAAATGGCGTAC
SEQ ID NO. 22: ATATTTGACATTGGTCATGAGACG,

ptfic¢emz pro PCR amplifikaci markeru CHO1f02 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 23: GAGAAGAACAACAACAGAGAACG
SEQ ID NO. 24: GAAATAGGGTAGCAGCAGATGQG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru GD147 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 25: CAGTGTTACCCGCCAAATATC
SEQ ID NO. 26: GATCGGAAGGCGAAAGACTC,
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pficemz pro PCR amplifikaci markeru CH04c07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerl v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 27: AGGAAGGCTGGTTATCTTGTG
SEQ ID NO. 28: CCCTCATGCCCTCCACTAAC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c09 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 29: CAACTTTGCTAACCTCTCATTGAA
SEQ ID NO. 30: AGGATGACCTTGAGATTGATGC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH05e04 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 31: TTGAACTTCGACCGCAACACCA
SEQ ID NO. 32: ACATGGWTAAGGCATAGTCAGG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1hO1 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 33: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC
SEQ ID NO. 34: TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAGG.

Vyse uvedené primery SEQ ID NO. 9, SEQ ID NO. 15 a SEQ ID NO. 33 vykazuji homologii
vyss$i nez 90 % k primerim z Liebhard R, 2002. V tomto dokumentu vSak autofi neuvazovali
pouzit primery k vytvotfeni systému pro soucasnou detekci vSech marker( v jediné reakci; vyse
uvedené primery pro amplifikaci pfislusnych SSR markerii byly navic pouzity v kombinaci
s jinymi parovymi primery nez v citovaném dokumentu; a mira shody vySe citovanych primert
s primery dle tohoto vynalezu je koincidenci, nebot’ ve vSech ptipadech je ptislusna genomicka
oblast vyhodna pro navrh primerti pro amplifikaci ptislusného markeru.

Vyse uvedené kombinace primert pro amplifikaci jednotlivych SSR markerti jsou vhodné pro
souCasnou nebo individualni analyzu vySe uvedenych markerti u jabloné¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) metodou fragmentacni analyzy. Ve vyhodném provedeni technického feSeni
jsou PCR amplikony pfislusnych SSR markert detekovany pomoci kapilarni elektroforézy s tim,
ze kazdy amplikon je fluorescencné oznacen. Fluorescencni oznaCeni amplikonll je zajiSténo
pouzitim fluorescencné znaceného primeru v PCR reakci tak, aby bylo mozné amplikon
identifikovat. V jest¢ vyhodngj$im provedeni technického feSeni jsou amplikony oznaceny
pomoci odlisnych fluorofor pro jednotlivé SSR markery v takové kombinaci, kterd umoznuje
soucasnou detekci a jednoznacnou identifikaci vSech 17 SSR markerii v jedné reakci.

Navrh sady primerti podle technického feSeni pro stanoveni genotypu jabloné¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) byl proveden v né€kolika krocich: 1) analyza sekvenci pouzitych SSR markert,
zejména s ohledem na vyse uvedené duplikace genomu jablon¢; 2) optimalizace kombinace délek
amplikond a fluorescenéniho znaceni fragment, kterd by umoznovala soucasnou detekci vSech
17 SSR markerti v jedné reakci; 3) navrh primert pro detekci jednotlivych SSR markerl; 4)
optimalizace PCR podminek.

Prvnim krokem pro stanoveni genotypu jablon¢ domaci (Malus x domestica Borkh.) je izolace
genomové DNA, nasleduje PCR s vyuzitim sady primert pro specifickou amplifikaci vyse
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uvedenych SSR markerd a stanoveni délky amplikonli pomoci fragmentacni analyzy vyuzivajici
kapilarni elektroforézu. Finalnim krokem je vyhodnoceni pritomnosti jednotlivych alel pro kazdy
SSR marker.

Ptiklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zddnym zptisobem
neomezuji rozsah této piihlasky, ktera je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit riizné modifikace pouzitého
zpisobu PCR, uvedenych primerti a fluorescencniho oznaceni primert tak, aby nedosSlo ke
snizeni specificity PCR detekce jednotlivych SSR markert. Odbornik v oboru bude schopen téz
snizit pocet soucasné¢ detekovanych SSR markerti v jedné reakci, pfipadné vytvofit nové
kombinace detekovanych SSR markerd pomoci uvedenych primerti v jedné reakci.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Priklad 1: Navrh sekvenci primert

Do kolekce SSR markert byly ptidany markery pro chromozom 4 (NZ01a6; Guilford P, 1997)
a chromozom 16 (CHO05e04; Liebhard R, 2002), nebot” jsou velmi polymorfni, a tak vhodné pro
ucely genotypovani.

Pro detekci vSech 17 SSR markerti vjedné reakci byly navrzeny nové primery pro PCR
amplifikaci jednotlivych SSR markerii tak, aby cely systém fungoval ve své komplexnosti
a amplifikované fragmenty mély spravnou délku umoznujici jejich jednozna¢nou identifikaci
pomoci fragmentacni analyzy.

Sekvence jednotlivych SSR markert a jejich okoli byly ziskany z referencniho genomu jablon¢
domaci Malus x domestica Borkh., odrida Golden Delicious, Annotation Version 102; Genome
Reference Number: ASM211411v1.

Na zakladé homologii k dal§im chromozomalnim oblastem jabloné byly jednotlivé SSR markery
rozdéleny do zamyslenych velikostnich pasem amplifikovanych produkti v kombinaci
s prislusnymi fluorofory tak, aby bylo mozné provést specifickou amplifikaci a detekci vSech
17 SSR markert v jedné reakci.

Primery byly navrZzeny pomoci programu Vector NTI Advance. Pfi navrhovani primert pro
multiplexovou PCR analyzu byly zohlednény néasledujici pozadavky: 1) vysoka specificita
primerti eliminujici necilené amplifikace z divodu parcidlni duplikace genomu jabloné; 2)
obdobna teplota tani vSech primert; 3) eliminace tvorby dimerd mezi jednotlivymi primery.

Prehled sekvenci primerti, jejich nasedani na referencni sekvence a ocekavané velikosti
amplikont pro jednotlivé SSR markery pro pfislusné chromozomy ukazuje Tabulka 1.

Tabulka 1. Souhrnné informace o pouZitych primerech

Velikost- Referencni sek-
Chro- SSR ni SEQ ID Sekvence 5°-3" (dle IUPAC: W
. vence v GenBank .
mozom | marker | pasmo NO. . zastupuje A nebo T)
(bp) (pozice)
SEQ ID NC_041789.1 TCTACAACAAAATACCCAATAC
NO. 1 (17459006- ACC
Hi02c07 ) 17458982)
1 2 400-450
SEQ ID NC 041789.1
NO. 2 (17458607- CTAAGCATCCCGATTGAAAGG
’ 17458627)
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Velikost- Referencni sek-
Chro- SSR ni SEQ ID vence v GenBank Sekvence 5°-3" (dle IUPAC: W
mozom | marker | pasmo NO. . zastupuje A nebo T)
(bp) (pozice)
SEQID | NCOHT0L ) ) G TTCGTAAGAGAACCTTGAT
NO. 3 (20117320- oTC
) CH(1)2CO6 400-450 20117296)
SEQ ID NC_041790.1 ATCCACTTACTAAGAACTACCG
NO. 4 (20116893- TTG
20116917)
SEQ ID NC_041791.1 TTCTTCTATGAACGGTGATAAA
(16692908-
NO.3 16692031y |9
3 GDI129 | 300-350
SEQIp | NC_04179L1
NO. 6 (16693215- GAATGTGAGGCGTTCCTGAG
16693196)
SEQ ID NC 041792.1
NO. 7 (29399658- ATTCCCTGGCGAGAAAAGC
4 NZ01a6 450-500 29399640)
9 SEQ ID NC 041792.1
NO. 8 (29399158- CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG
’ 29399177)
SEQ ID NC 041793.1
NO. 9 (22373048- TAGATCCGGTCACTCTCCACT
5 CH(I)’)5f06 400-450 22373028)
SEQ ID NC_041793.1 AACACCCCATCAATCAGAAAG
NO. 10 (22372640- A
22372661)
SEQ ID NC 041794.1 TGTGAAATGTAATTCAAATCAA
6 CHOb3)dO 200-250 NO. 11 | (8113628-8113604) | TGC
7 SEQ ID NC 041794.1
NO. 12 | (8113416.8113435) | TTOAGAAAATGGGGCTTCTG
SEQID N(?%) ﬂ g g f_l GAGAAGGCTAACAGAAATGTG
S |cHodeos| oo | V0T 17314902) | ©
b SEQ ID NC 041795.1
NO. 14 (17315070- GCCTTTGTAATCATGGCTCC
: 17315051)
SEQ ID NC_041796.1 GCAAAGATAGGTAGATATATGC
NO. 15 (27444006~ CA
3 CHO1h1 100-150 27444029)
ov SEQ ID NC 041796.1
NO. 16 (27444098- AAGGAGGGATTGTTTGTGCA
27444079)
SEQ ID NC 041797.1
9 CHOI})fOS 100-150 NO. 17 | (9725625-9725644) AAAACCCTAGCCCCACGGAG
b SEQID NC 041797.1
NO. 18 | (9725755-9725737) ACTCTCCATCGGGCTCCAC
10 CHO02cl11 400-450 SEQID NC_041798.1 CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGC
b) - NO. 19 (24261652- G
24261675)
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Velikost- Referenéni sek-
Chro- SSR ni SEQ ID vence v GenBank Sekvence 5°-3" (dle IUPAC: W
mozom | marker | pasmo NO. . zastupuje A nebo T)
(bp) (pozice)
SEQID | NC 047981 | 5 ) AACACATTTATAGAAAAAG
NO. 20 (24262091- GAGC
: 24262067)
SEQ ID NC 041799.1
[ | cHO2d0 | | NO.21 | (9734418-9734437) GCTCTTCCAAAATGGCGTAC
8 SEQ ID NC 041799.1 ATATTTGACATTGGTCATGAGA
NO. 22 | (9734728-9734705) | CG
SEQ ID NC_041800.1 GAGAAGAACAACAACAGAGA
NO. 23 (23630441- ACG
CHO1102 : 23630419)
12 b 300-350 NC_041800.1
SEQ ID = ) GAAATAGGGTAGCAGCAGATG
NO. 24 (23630139- G
‘ 23630160)
?\?(? ;15) 81119(: 4—(;)(;‘ 1;;219;2 0 CAGTGTTACCCGCCAAATATC
13 GD1479 | 300-350 SE(i ID ( NC 04-1801 1 )
NO. 26 (81497_30—814971 1 GATCGGAAGGCGAAAGACTC
SEQ ID NC 041802.1
NO. 27 (24205365- AGGAAGGCTGGTTATCTTGTG
CHO04c07 : 24205385)
14 b) 200-250
SEQ ID NC 041802.1
NO. 28 (24205581- CCCTCATGCCCTCCACTAAC
’ 24205562)
SEQ ID NC_041803.1 CAACTTTGCTAACCTCTCATTG
NO. 29 (50159446- AA
CHO02c09 : 50159469)
SEQ ID NC 041803.1
NO. 30 (50159680- AGGATGACCTTGAGATTGATGC
: 50159659)
SEQ ID NC 041804.1 TTGAACTTCGACCGCAACACC
NO. 31 | (4351657-4351678) | A
Pro A:
CHO05e04
16 b) 100-150 SEQID NC_041804.1 ACATGGWTAAGGCATAGTCAG
(4351789-4351768)
NO. 32 , G
Pro T: vlastni
sekvence
SEQ ID NC 041805.1
17 CHO1hO 100-150 NO. 33 | (6601384-6601365) GAAAGACTTGCAGTGGGAGC
|2 SEQ ID NC 041805.1 TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAG
NO. 34 | (6601260-6601281) | G

SSR markery popsany v: a) Silfverberg-Dilworth E, 2006; b) Liebhard R, 2002; ¢) Hokanson SC,
1998; d) Guilford P, 1997

Priklad 2: Stanoveni genotypu jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Pro amplifikaci SSR markerti byla pouzita DNA izolovand z listl jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) soupravou Exgene Plant SV (GeneAll) podle navodu vyrobce. Pfipravena
DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul
DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific),
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primery v koncentracich a fluorescenéné oznacené dle Tabulky 2, PCR voda do celkového
objemu 10 pl.

Tabulka 2. Koncentrace a fluorescencni znaceni pouzitych primert

Primer SEQ Fluorescenéni Vysledna
ID NO. znacdeni koncentrace nM

SEQ ID NO. 1 - 625
SEQ ID NO. 2 PET 625
SEQ ID NO. 3 VIC 750
SEQ ID NO. 4 - 750
SEQ ID NO. 5 VIC 625
SEQ ID NO. 6 - 625
SEQ ID NO. 7 NED 250
SEQ ID NO. 8 - 250
SEQ ID NO. 9 NED 375
SEQ ID NO. -
10 375
fiﬂQ ID NO. FAM 500
SEQ ID NO. -
12 500
SEQ ID NO. -
13 312,5
il;lQ ID NO. VIC 312.5
SEQ ID NO. VIC 312.5
15
SEQ ID NO. -
16 312,5
SEQ ID NO. PET 87.5
17
SEQ ID NO. -
18 87,5
SEQ ID NO. FAM 750
19
SEQ ID NO. -
20 750
SEQ ID NO. FAM 250
21
SEQ ID NO. -
2 250
SEQ ID NO. NED 212.5
23
SEQ ID NO. -
24 212,5
SEQ ID NO. PET 312.5
25
SEQ ID NO. -
2 312,5
;;EQ ID NO. PET 187.5
SEQ ID NO. - 187,5
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28

SEQ ID NO. NED 250
29

SEQ ID NO. -

30 250
SEQ ID NO. FAM 1875
31

SEQ ID NO. -

P 187,5
SEQ ID NO. NED 162.5
33

SEQ ID NO. -

24 162,5

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 23x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s); zaveérena extenze 72 °C/15 s.

Fragmenta¢ni analyza amplikonti byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific), vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GeneMapper® Software 5
(ThermoFisher Scientific).

Vysledkem je ziskani spektra alel pro kazdy SSR marker, které je unikatni pro danou genetickou
variantu jablong.

Ptiklad 3: Ovéteni shodnosti dvou odrtd jabloné domdci (Malus x domestica Borkh.)

Bylo provedeno porovnani dvou neznamych vzorki jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)
s cilem zjistit, zda se jedna o stejnou odrtadu.

Z listl obou vzorkt byla provedena izolace DNA soupravou Exgene Plant SV (GeneAll) podle
navodu vyrobce. Piipravena DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi
reakénimi podminkami: 2 ul DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific), primery v koncentracich a fluorescenéné oznacené dle Tabulky 2
v Prikladu 2, PCR voda do celkového objemu 10 pl.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 23x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s); zavere¢na extenze 72 °C/15 s.

Fragmentacni analyza amplikonil byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific), vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GeneMapper® Software 5
(ThermoFisher Scientific).

Na zaklad€ porovnani spektra alel pfislusnych SSR markerti u obou vzork jabloni bylo zjisténo,
ze oba vzorky vykazuji stejné alely ve vSech SSR markerech a jsou tedy geneticky shodné — oba
vzorky jsou tedy stejna odriida jablong.

Priklad 4: Ovéfeni identity odrudy jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

Bylo provedeno ovéteni identity neznamych vzorka jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.),
o kterych se majitel domnival, Ze se jedna o odriidy ,,Fragrance* a ,,Golden Delicious*.

Z listli obou vzorkii byla provedena izolace DNA soupravou Exgene Plant SV (GeneAll) podle

navodu vyrobce. Pfipravena DNA byla pouzita jako templdt pro PCR reakci s nésledujicimi
reakénimi podminkami: 2 ul DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix

-10 -
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(ThermoFisher Scientific), primery v koncentracich a fluorescenéné oznacené dle Tabulky 2
v Prikladu 2, PCR voda do celkového objemu 10 pl.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 23x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s); zaveére¢na extenze 72 °C/15 s.

Fragmentacni analyza amplikonil byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific), vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GeneMapper® Software 5
(ThermoFisher Scientific).

Na zaklad€ porovnani spektra alel piislusnych SSR markert s databazi referencnich odriid bylo
zjisténo, Ze vzorek oznaceny jako odriida , Fragrance* neodpovida referencni odride ,,Fragrance*
uchovévané v genofondech jabloni pfihlasovatele; naopak vzorek oznaceny jako ,,Golden
Delicious* vykazoval spektrum alel, které bylo identické s referencni odridou ,,Golden
Delicious*.

Ptiklad 5: Urceni neznamé odriidy jabloné doméaci (Malus x domestica Borkh.)

Bylo provedeno ur¢eni odridy u neznamého vzorku jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.),
u které nebyly znamy dalsi informace.

Z listi neznamého vzorku byla provedena izolace DNA soupravou Exgene Plant SV (GeneAll)
podle nadvodu vyrobce. Pripravend DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi
reakénimi podminkami: 2 pl DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
(ThermoFisher Scientific), primery v koncentracich a fluorescencné oznacené dle Tabulky 2
v Ptikladu 2, PCR voda do celkového objemu 10 pl.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 23x (98 °C/10 s, 58 °C/10 s, 72 °C/15 s); zaveérena extenze 72 °C/15 s.

Fragmentacni analyza amplikonil byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific), vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GeneMapper® Software 5
(ThermoFisher Scientific).

Na zéklad¢é porovnani spektra alel pfislusSnych SSR markert s databazi referen¢nich odrid bylo

zjisténo, Ze neznamy vzorek vykazoval spektrum alel, které bylo identické s referencni odriidou
,,Boskoopské*.

Prumyslova vyuzitelnost

Noveé navrzené primery byly optimalizovany pro stanoveni genotypu jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) v jediné reakci metodou fragmentaéni analyzy s vyuzitim 17 SSR markerd.
Rozsitena sada SSR markerti a nova sada primert oproti dosavadnimu stavu techniky zptesiuji,
zrychluji a zleviiuji genotypovani jabloni, které je vyuzitelné jak pro ovéfovani pravosti odrud
jabloni (napt. ovéfovani Skolkafského materidlu, proveéfovani identity registrovanych odrad
jabloni, testovani odriidové pravosti prodavanych jablek), tak pro védecké tcely (napf. cilené
Slechténi).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerQ pro stanoveni genotypu jablon¢ (Malus x domestica Borkh.) v jediné reakci

metodou fragmentacéni analyzy, vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery, jejichz sekvence jsou
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SEQ ID NO. 1: TCTACAACAAAATACCCAATACACC
SEQ ID NO. 2: CTAAGCATCCCGATTGAAAGG

SEQ ID NO. 3: AGTTTCGTAAGAGAACCTTGATCTC
SEQ ID NO. 4: ATCCACTTACTAAGAACTACCGTTG
SEQ ID NO. 5: TTCTTCTATGAACGGTGATAAAGC
SEQ ID NO. 6: GAATGTGAGGCGTTCCTGAG

SEQ ID NO. 7: ATTCCCTGGCGAGAAAAGC

SEQ ID NO. 8: CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG

SEQ ID NO. 9: TAGATCCGGTCACTCTCCACT

SEQ ID NO. 10: AACACCCCATCAATCAGAAAGA
SEQ ID NO. 11: TGTGAAATGTAATTCAAATCAATGC
SEQ ID NO. 12: TTGAGAAAATGGGGCTTCTG

SEQ ID NO. 13: GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG
SEQ ID NO. 14: GCCTTTGTAATCATGGCTCC

SEQ ID NO. 15: GCAAAGATAGGTAGATATATGCCA
SEQ ID NO. 16: AAGGAGGGATTGTTTGTGCA

SEQ ID NO. 17: AAAACCCTAGCCCCACGGAG

SEQ ID NO. 18: ACTCTCCATCGGGCTCCAC

SEQ ID NO. 19: CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGCG
SEQ ID NO. 20: GAAACACATTTATAGAAAAAGGAGC
SEQ ID NO. 21: GCTCTTCCAAAATGGCGTAC

SEQ ID NO. 22: ATATTTGACATTGGTCATGAGACG
SEQ ID NO. 23: GAGAAGAACAACAACAGAGAACG
SEQ ID NO. 24: GAAATAGGGTAGCAGCAGATGG
SEQ ID NO. 25: CAGTGTTACCCGCCAAATATC

SEQ ID NO. 26: GATCGGAAGGCGAAAGACTC

SEQ ID NO. 27: AGGAAGGCTGGTTATCTTGTG
SEQ ID NO. 28: CCCTCATGCCCTCCACTAAC

SEQ ID NO. 29: CAACTTTGCTAACCTCTCATTGAA
SEQ ID NO. 30: AGGATGACCTTGAGATTGATGC
SEQ ID NO. 31: TTGAACTTCGACCGCAACACCA
SEQ ID NO. 32: ACATGGWTAAGGCATAGTCAGG
SEQ ID NO. 33: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC

SEQ ID NO. 34: TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAGQG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru Hi02¢07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,

a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 1: TCTACAACAAAATACCCAATACACC
SEQ ID NO. 2: CTAAGCATCCCGATTGAAAGQG,

ptic¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH02c06 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,

a jejichz sekvence jsou
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SEQ ID NO. 3: AGTTTCGTAAGAGAACCTTGATCTC

SEQ ID NO. 4: ATCCACTTACTAAGAACTACCGTTG,

pricemz pro PCR amplifikaci markeru GD12 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 5: TTCTTCTATGAACGGTGATAAAGC
SEQ ID NO. 6: GAATGTGAGGCGTTCCTGAG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru NZO1la6 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 7: ATTCCCTGGCGAGAAAAGC
SEQ ID NO. 8: CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO5f06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 9: TAGATCCGGTCACTCTCCACT
SEQ ID NO. 10: AACACCCCATCAATCAGAAAGA,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH03d07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech marker v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 11: TGTGAAATGTAATTCAAATCAATGC
SEQ ID NO. 12: TTGAGAAAATGGGGCTTCTG,

ptfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH04e05 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 13: GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG
SEQ ID NO. 14: GCCTTTGTAATCATGGCTCC,

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru CHO1h10 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 15: GCAAAGATAGGTAGATATATGCCA
SEQ ID NO. 16: AAGGAGGGATTGTTTGTGCA,

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru CHO1f03b obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 17: AAAACCCTAGCCCCACGGAG
SEQ ID NO. 18: ACTCTCCATCGGGCTCCAC,

ptic¢emz pro PCR amplifikaci markeru CHO2c11 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné

fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou
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SEQ ID NO. 19: CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGCG
SEQ ID NO. 20: GAAACACATTTATAGAAAAAGGAGC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH02d08 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 21: GCTCTTCCAAAATGGCGTAC
SEQ ID NO. 22: ATATTTGACATTGGTCATGAGACG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1f02 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech marker v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 23: GAGAAGAACAACAACAGAGAACG
SEQ ID NO. 24: GAAATAGGGTAGCAGCAGATGQG,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru GD147 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 25: CAGTGTTACCCGCCAAATATC
SEQ ID NO. 26: GATCGGAAGGCGAAAGACTC,

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CH04c07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 27: AGGAAGGCTGGTTATCTTGTG
SEQ ID NO. 28: CCCTCATGCCCTCCACTAAC,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c09 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 29: CAACTTTGCTAACCTCTCATTGAA
SEQ ID NO. 30: AGGATGACCTTGAGATTGATGC,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CH05¢04 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 31: TTGAACTTCGACCGCAACACCA
SEQ ID NO. 32: ACATGGWTAAGGCATAGTCAGQG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1hO1 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerd v pribéhu fragmentacni analyzy,
a jejichz sekvence jsou

SEQ ID NO. 33: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC
SEQ ID NO. 34: TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAGG.
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