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SEQID NG, 1 TCTACAACAAAATACCCAATACACK,
SEQ N0, L CTAMAATOCCG '\Ilh.‘l\\h(
SEQ NGO, 3 AGITT

STQDN0, 5 € TTOGTAGH FGTCGGAA AG
LD NG % TAGATCCGGTCACTUTECALT

ATGAAATGTAATTCANATCAA TG
GAGAAAATGGGOOTTOTG
AAGGCTAACAGAAA TGTCAS
SEQID NG, L GOCTTIGTAATCATGGCTOL
SLQID NG 15 GUAAGATAGGTAGATATATLOCA
SEQID NG, 1 AACGAGGOATIGTTTGTGCA
SLQID NG 1T AMAACCTAGOCCCACGGAG
SEQID ARG 18 ACTCICCATOGACTOCAC
SEQID NG, 1% CIGAGGTATTATTITGITICTGUG

SLR 1D NG, 3 GAMCACATITATAGAAANGGAGL
SN
SEQ DN
SO DN 23 GAGAAGAACAACAACAGAGAACG
SEQ DN, 2L GAAATAGGATAGCAGEAGA TG
SEQ DN 24 CAGIGETACCCGECAAATATC
SEQID NG %‘ ATCGGAAGGUGAAAGACTC
SEQ NG, 2T MGGAAMGCTGGTTATCTTGIG
SHOIDNO. 25 CCCTCATGCC TCAC I\u

SEQHD MO, 30 AGGATGACCTTE
SEQIDNG 31 TIGAACTICC
SEQID N0 B2 AUATGRGW TAMAUATAGTCAGG
QD N0, 35 GARAGAL TTGCAGTGOGAGE

SO DN TTTAMGAGIGGGTTTGAGAAA

l\'l“‘“t\
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Sada pro stanoveni genotypu jabloné domaci (Malus x domestica Borkh.)

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

v jediné reakci metodou fragmentacni analyzy a zptsobt jejiho pouZiti pro odliseni jednotlivych
genetickych variant jabloni.

Dosavadni stav techniky

Jablont domaci (Malus x domestica Borkh.) je velmi dulezitou zeméd€lskou komoditou, ktera patii
mezi 20 nejproduktivnéjsich plodin na svété méteno vynosem v tunach. Je péstovana prevazné v
oblastech mirného pasu na severni i jizni polokouli. Nejvét§im svétovym péstitelem je Cina,
nejveétsim exportérem pak Polsko. Na konci minulého stoleti bylo na svété popsano vice nez 10 000
ruznych odrid (Janick J, 1996) a nové neustale pribyvaji z divodu snahy vylepsit souc¢asné odridy,
at’ uz z hlediska zvySovani rezistence k nejcastéjSim jableCnym patogentim, nebo z hlediska
zlepsovani jakosti plodd a ekonomiky jejich péstovani a skladovani.

Jablon domaéci patii mezi cizosprasné rostliny, po opyleni tedy vznika hybridni geneticky material
nesouci DNA pochézejici od obou rodi¢ti. Oproti tomu jsou odridy jabloni udrzovany a mnozeny
vegetativné roubovanim, poptipadé ockovanim na vhodné podnoze, takze geneticka informace je
pii tomto zpisobu mnoZeni odrid zachovavana beze zmény a odpovida pivodnimu zdrojovému
organizmu. Jednotlivé odridy lze tak jednoznacné charakterizovat na trovni DNA tzv.
genotypizaci. Znalost pfislusnych genotypt je pak mozné vyuzit napt. pro ovéfovani pravosti
odrtd jabloni, sledovani segregace v potomstvu, stanoveni rodicovské piibuznosti, fylogenetické
studie aj.

Genom jabloné¢ doméci 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 zpfesnéni jeho
sekvence a celkové délky (ptiblizn€ 650 Mbp). Diky t€émto pracim bylo zjisténo, Ze genom jablon¢
je znaéné slozity, a to z divodu pomérné nedavné ¢asteéné duplikace genomu, kdy z pivodnich 9
rozsahoveé mensim duplikacim nékterych ¢asti genomu. Z tohoto divodu se velké useky sekvenci
vyskytuji na riznych mistech genomu, coz velmi komplikuje molekularn¢ genetickou analyzu
genomu jabloné. Dalsi komplikaci mlze byt nestejny pocet sad chromozému vyskytujici se u
ruznych odrid. Vétsina odrid jabloné je diploidnich, ptiblizné 10 % vsak tvofi triploidni odridy,
vzacné se vyskytuji dokonce i tetraploidni odriidy (Janick J, 1996).

Pro charakterizaci jednotlivych odrid nebo hybridi lze s vyhodou vyuzit genotypovani pomoci
SSR markerti (simple sequence repeats), kdy se vyuziva délkového polymorfysmu jednotlivych
alel, ktery lze jednodu$e detekovat metodou fragmentacni analyzy (obecné pojednani o SSR
markerech a jejich pouZiti pro genotypizaci u rostlin 1ze nalézt napt. ve Vieira ML, 2016). Metoda
fragmentacni analyzy sestava z krokti: 1) izolace DNA testovaného organizmu; 2) specificka PCR
pro jednotlivé SSR markery a 3) stanoveni délky pfisluSnych amplikont, nejcasteji a nejpfesnéji
pomoci kapilarni elektroforézy.

Pro jabloné byla nalezena fada SSR markerti vhodnych pro genotypizaci, poptipad¢ jiné ucely, ale
z divodu srovnatelnosti vysledki mezi jednotlivymi pracovisti je vhodné pouzivat
standardizovanou sadu. Prvni sada vyuzivala 12 SSR markeri amplifikovanych ve tfech
multiplexech, kdy byly v kazdém multiplexu analyzovany 4 SSR markery, avsak pfi pouziti téchto
12 SSR markert byla pfi analyze 2162 odrtd jabloni péstovanych v East Malling Research (Velka
Britanie) identifikovana fada odrid se shodnym genotypem. Cast z nich tvofily znamé klony a
shoda genotypti u nich byla o¢ekavana, u dalSich se mohlo jednat o neznamé/nezadouci duplicity
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v genofondu, ale téZ o nahodnou shodu v danych SSR markerech bez ohledu na piibuznost. Autoti
proto doporucili peclivé fenotypické porovnani a dodateCnou analyzu dalSich SSR markert pro
odliseni téchto odrud (Fingerprinting the National Apple & Pear Collections, Research Project
Final Report, 2010; Fernandez F, 2013). I pfes nedostatky uvedené vysSe byla sada téchto 12 SSR
markert a postup jejich identifikace schvéaleny Evropskym kooperativnim programem pro rostlinné
genetické  zdroje  (ECPGR;  www.ecpgr.cgiar.org/working-groups/maluspyrus)  jako
standardizovany protokol pro identifikaci jabloni pro srovnatelnost vysledkli 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 markerd (Urrestarazu J, 2016), takze doslo
k fadovému snizeni moznosti genetické shody mezi odliSnymi vzorky. Nevyhody této sady jsou
vSak nasledujici: 1) Sada 16 SSR markert byla analyzovéana 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 zna¢né prodrazuje, zvySuje se Casova narocnost i
pracnost celého postupu i pravdépodobnost vzniku chyby. 2) V sadé 16 SSR markeri jsou dva
(Hi02c07; CH-VT{1), které se nachazeji na stejném chromozomu 1. Pro vylouceni vlivu vazby mezi
jednotlivymi markery je vSak vhodnégjsi, aby kazdy marker pochéazel z jiného chromozomu. 3) Sada
16 SSR markeri tak pokryva pouze 15 chromozomti z celkovych 17. Pro dal§i sniZeni
pravdépodobnosti nahodné shody mezi odlisnymi vzorky by proto bylo vyhodné pouzit sadu
17 SSR markert, z nichz kazdy pochazi z jiného chromozomu, a pro omezeni nakladi, pracnosti a
moznosti vzniku chyb by bylo vyhodné provadét analyzu vSech 17 SSR markerti v jediné reakci.

Podstata vynalezu

Nedostatky dle soucasného stavu techniky — nevyuzivani markert, které by lezely kazdy na jiném
chromozomu — odstraniuje sada primerti 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
doporucené ECPGR byly zachovany pro zajisténi zpétné kompatibility vysledk.

Nedostatky dle souc¢asného stavu techniky — zejména nezbytnost provadét ¢tyfi nezavislé analyzy
pro charakterizaci kazdého vzorku a s tim souvisejici financni a Casova naroc¢nost, pracnost a
potencialné vyssi chybovost — odstranuje sada primeril pro stanoveni genotypu jablon¢ (Malus x
domestica Borkh.) v jediné 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

7

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
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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 Hi02c07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

pricemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentac¢ni 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 markerd v pribéhu fragmentac¢ni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

pficemz pro PCR amplifikaci markeru NZOla6 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerii v pribéhu fragmentac¢ni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CHO5f06 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v priibéhu 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 markerti v pribéhu fragmentacéni 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 markerti v pribéhu fragmentacéni 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 markerti v prabéhu fragmentacéni 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 markerti v pribéhu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

pticemz pro PCR amplifikaci markeru CHO2c11 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentac¢ni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 19: CTGAGGTATTATTTTGTTTCTGCG
SEQ ID NO. 20: GAAACACATTTATAGAAAAAGGAGC,

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

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

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

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

pficemz pro PCR amplifikaci markeru GD147 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

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

pricemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1hO1 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribéhu fragmentaéni 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 vyssi
nez 90 % k primerim z Liebhard R, 2002. V tomto dokumentu vSak autoifi neuvazovali pouZzit
primery k vytvofeni systému pro soucasnou detekci vSech markerii v jediné reakci; vyse uvedené
primery pro amplifikaci piislusnych SSR markerd 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 pfisluSna genomicka oblast
vyhodna pro navrh primera pro amplifikaci ptislusného markeru.

Vyse uvedené kombinace primert pro amplifikaci jednotlivych SSR markerti jsou vhodné pro
souCasnou nebo individualni analyzu vySe uvedenych markerti u jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) metodou fragmentacni analyzy. Ve vyhodném provedeni technického feSeni
jsou PCR amplikony ptislusnych SSR markert detekovany pomoci kapilarni elektroforézy s tim,
ze kazdy amplikon je fluorescencné oznacen. Fluorescencni oznaCeni amplikonli je zajiSténo
pouzitim fluorescencné znaceného primeru v PCR reakci tak, aby bylo mozné amplikon
identifikovat. V jesté vyhodné&j$im provedeni technického feseni jsou amplikony ozna¢eny pomoci
odli$nych fluorofort pro jednotlivé SSR markery v takové kombinaci, kterd umozniuje soucasnou
detekcei a jednoznacnou identifikaci vSech 17 SSR markert v jedné reakci.

Navrh sady primerti podle technického feSeni pro stanoveni genotypu jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) byl proveden v n¢kolika krocich: 1) analyza sekvenci pouzitych SSR markerd,
zejména s ohledem na vyse uvedené duplikace genomu jablong; 2) optimalizace kombinace délek
amplikont a fluorescen¢niho znaceni fragmentt, ktera by umoznovala sou¢asnou detekcei vSech 17
SSR markert v jedné reakci; 3) ndvrh primerti pro detekci jednotlivych SSR markerd; 4)
optimalizace PCR podminek.
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Prvnim krokem pro stanoveni genotypu jabloné¢ domaci (Malus x domestica Borkh.) je izolace
genomové DNA, nasleduje PCR s vyuzitim sady primert pro specifickou amplifikaci vySe
uvedenych SSR markeri a stanoveni délky amplikonti pomoci fragmentacni analyzy vyuZzivajici
kapilarni elektroforézu. Finalnim krokem je vyhodnoceni piitomnosti jednotlivych alel pro kazdy
SSR marker.

Ptiklady provedeni vynalezu jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zZadnym zpisobem neomezuji
rozsah této pfihlasky, kterd je vymezena piipojenym ndrokem a podrobné popsina v popisu
vynalezu. Odbornik v oboru bude schopen ulinit riizné modifikace pouzitého zpisobu PCR,
uvedenych primert a fluorescen¢niho oznaceni primert tak, aby nedoslo ke snizeni specificity PCR
detekce jednotlivych SSR markeri. Odbornik v oboru bude schopen téz snizit pocet soucasné
detekovanych SSR markeri v jedné reakci, pfipadné vytvofit nové kombinace detekovanych SSR
markerd pomoci uvedenych primerti v jedné reakei.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primert

Do kolekce SSR markerti byly ptidany markery pro chromozom 4 (NZ01a6; Guilford P, 1997) a
chromozom 16 (CH05¢04; Liebhard R, 2002), nebot’ jsou velmi polymorfni, a tak vhodné pro ucely
genotypovani.

Pro detekci vSech 17 SSR markert v jedné reakci byly navrzeny nové primery pro PCR amplifikaci
jednotlivych SSR markert tak, aby cely systém fungoval ve své komplexnosti a amplifikované
fragmenty mély spravnou délku umoziujici jejich jednoznacnou identifikaci pomoci fragmentacni
analyzy.

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

Na zakladé homologii k dal§im chromozomalnim oblastem jablon¢ byly jednotlivé SSR markery
rozdéleny do zamySlenych velikostnich pasem amplifikovanych produkti v kombinaci
s ptislusnymi 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 primerti pro
multiplexovou PCR analyzu byly zohlednény nasledujici poZzadavky: 1) vysoka specificita primerti
eliminujici necilené amplifikace z divodu parcialni duplikace genomu jabloné; 2) obdobna teplota
tani vSech primert; 3) eliminace tvorby dimerd mezi jednotlivymi primery.

Prehled sekvenci primert, jejich naseddni na referencni sekvence a o¢ekavané velikosti amplikonii
pro jednotlivé SSR markery pro piislusné chromozomy ukazuje tabulka 1.

Tabulka 1. Souhrnné informace o pouZzitych primerech
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Velikost-

Chro- | SSR ni | SEQID Referenéni Sekvence 5°-3° (dle TUPAC: W
mozom | marker | pazmo NO. sekvence v zaztupuje A nebo T)
GenBank (pozice)
(bp)
N 789
sEQID | CCSITEL e e ACAAAATACCCAATAC
(17459006-
o NO.1 42500 ACC
| mo2e0T | oo 17458982)
cro1p | NC_0417891
Ng ! (17458607- CTAAGCATCCCGATTGAAAGG
-2 17458627T)
N 790.
SEQID | G L e T TCGTAAGAGAACCTTGAT
o (20117320- pecgs
CHO2c06 ] - 20117296)
z o | 400-430 NC_041720.1
SEQID | oldlrs0. ATCCACTTACTAAGAACTACCG
e (20116883- T
- 20116917)
segm | CCUMITLL | rerreTaTeasCGETEATAAS
(16692903-
NO.s 16692931) GC
3| GDl2v | 300-330 _ =
cro1D | NC_0417911
Ng . (16693215- GAATGTGAGGCGTTCCTGAG
- 16693196)
N Ty
sEQIp | NC.0417821
o (29799653- ATTCCCTGGCGAGAAAAGC
NZ01a6 | .. « - 20399640)
4 O 430-300 - -
cro1p | NC_0417921
Ng " (29399153- CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG
- 29399177
croID | NC_0417931
N{? , (22373043- TAGATCCGGTCACTCTCCACT
s |cHE0s6 | o0 s - 22373028)
(551 = .H: - 'J.
sEQID | CCPHITEL | CACCOCATCAATCAGAAAG
RS (22372640- <
: 223726611
. | CHOdD [ - [SEQID | NC 0417941 | TGTGAAATGTAATTCAAATCAA
7o [ 200230 ) ~o. 11 | e3113628-8113604) TGC
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Velikest- Reforonéni sek- | -
Chro- | SSR SEQID | Sekvence 53" (dle IUPAC: W
mozom | marker nl E:;rm NO. H“"“"Tm“ zastupuje A nebo T)
SEQ 1D NC_041795.1 =
. |cHoees | oo | NO.13 | (17314831-17314302) GACANIGEIRAOAGRARTETG
NO. 14 | (17315070-17315081) =
SEQID NC_041796.1
o | CHYINIO | oo oo | NO.15 | 27444006-27444029) GCAAAGATAGG TAGATATATGLCA
. SeQID NC_0417861 |, \GGAGGGATTGTITGTGCA
NO.15 | (27444036-27444079)
[ SEC DD NC_041797.1
| g |cHOMO3B | oo o0 | NO.17 | (9728626.0726644) AMACCCTAGCCCCACGAAG
B SEQ D NC_D31797.1 | ACTCTCCATCGGGCTCCAC
I NO.1B | (9726755-9726737)
SEQ 1D NC_041796.1 —

10 ICHmm1 00450 | NO.19 | (24281652-24281875) CTGAGGTATTA BTTTCTGCG
| B SEQID | = NCOMT6.1 | GasaCACATTTATAGAAAAAGGAGE
; NO.20 | (24262081-24262067) |
! - SECID NC_D41796.1
4 |cHozame | . | NO.Z1 | (e73ediserasasy) |CCTCTTCCAMATGGCGTAC

o] SEQID NC_0417961 | ~
| NO.22 | (9734726.9734705) | ATATTTGACATTGGTCATGAGACG
ﬁgﬁg 2363070+ sansos0) | SAGAAGAACAACAACAGAGAACS

12 |CHOMIN2% | 300380 [~ e e '

NO. 24 _1?3&3-01-19-?333;01501 | GAAATAGGETAGCAGCAGATGG
| No'28 (314640 b1aaze) CACTGTTACCCGCCAAATATC

13 | eD147 | 30030 “sEq o NC_0418011 | ooy p—

NO.26 | (8149730-8149711) CARAAAGA
SEQID NC_0418021 | i
v | rokor | Lo | NouZT | 24205305 saz0s0sn) AGGAAGGCTGGTTATCTIGTG
" (SEQID T NCOS1B02T | cocrcATacceTceacTAAC
NO.28 | (24205681.24205562) C
SEQ ID NGC_041803.1 -
s | crozeon | oo | NO.20 | (sotsedss.sisass) | CAACTTTGCTAASCTCTOATTGAA |
’ ) S KX NC_041803.1 | AGGATGACCTTGAGATTGATGC
NO. 30 | (50159680-50150658) | ' '
SEQID NC_041804.1 |
NO.31 | ($351857-4351678) Immmmmmm
5 | CHOSeOM | Lo Pro A: NC_041804.1
° SEAL | IDITEAITII00 | ACATGGWTAAGGCATAGTCAGE
gekvence
SEQ ID NC_04" 805. " 5
CHO1NDA ND.33 | (8601384.8601385) | CAASACTTGCAGTGEEAGC
Ly " 100183 —SEq D NG, 04806.1
ND.34 | (8601260-6601281) | CTEAGEABTEEEELT S EAAGE

SSR markery popsany v: a) Siifverberg-Ditworth E, 2008, b) Llebhard R, 2002, ¢) Hokanson SC, 1898,

d) Guilferd P, 1097

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

Pro amplifikaci SSR markerdt byla pouzita DNA izolovand z listl jablon¢ domaci (Malus x
domestica Borkh.) 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, PCR voda do celkového objemu 10 pl.
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Tabulka 2. Koncentrace a fluorescencni znaceni pouzitych primert

Primer SEQ ID | Fluorezcencmi Yyzledna
NO. znaceni koncentrace nhi
SEQIDNO.1 - 6235
SEQIDNG. 2 FET 6235
SEQIDNG. 3 VIC 130
SEQIDNG. 4 - 750
SEQIDNG. 5 VIC 623
SEQIDNOG. & - 6235
SEQIDNG. 7 MWED 230
SEQIDNO. 8 - 230
SEQIDNG. & MWED 373
SEQID NO. 10 - 373
SEQID NO. 11 FAN 500
SEQID NO. 12 - 300
SEQID NG, 13 - 3125
SEQID NO. 14 VIC 3123
SEQID NO. 12 VIC 3125
SEQID NG, 16 - 3125
SEQID NO. 17 FET B7.5
SEQID NG, 18 - B7.5
SEQID NO. 19 FAM 750
SEQIDNO. 2 - 750
SEQIDNG. 2 FAN 230
SEQIDNO. 2 - 25
SEQIDNO. 2 MWED 2123
SEQIDNO. 2 - 2125
SEQID NO. 25 FET 3123
SEQIDNO. 2 - 3125
SEQIDNO. 2 FET 1875
SEQID NO. 2 - 187 5
SEQIDNG. 2 HED 250
SEQID NO. 30 - 250
SEQID NO. 31 FAM 1875
SEQID NG, 32 - 1875
SEQID NO. 33 WED 1625
SEQID NO. 34 - 1625

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); zavérecna extenze 72 °C/15 s.

Fragmentacni analyza amplikond 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 odriid jabloné doméci (Malus x domestica Borkh.)

Bylo provedeno porovnani dvou neznamych vzorkd jablon€ domaci (Malus x domestica Borkh.)
s cilem zjistit, zda se jedna o stejnou odridu.

Z listi obou vzorkid byla provedena izolace DNA soupravou Exgene Plant SV (GeneAll) podle
navodu vyrobce. Piipravena DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi
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reakénimi podminkami: 2 pl DNA (10 ng/ml); 5 ul 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); zavérecna extenze 72 °C/15 s.

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

Na zékladé€ porovnani spektra alel piisluSnych SSR markerti u obou vzorka 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.

Ptiklad 4: Ovéteni identity odriidy jabloné doméaci (Malus x domestica Borkh.)

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

Z list obou vzorkid byla provedena izolace DNA soupravou Exgene Plant SV (GeneAll) podle
navodu vyrobce. Pripravena 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 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); zavérecna extenze 72 °C/15 s.

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

Na zaklad€ porovnani spektra alel ptislusSnych SSR markert s databazi referencnich odrud bylo
zjisténo, ze vzorek oznaceny jako odrida ,,Fragrance™ neodpovida referen¢ni odriide ,,Fragrance*
uchovavané v genofondech jabloni pfihlaSovatele; naopak vzorek oznaceny jako ,,Golden
Delicious® vykazoval spektrum alel, které bylo identické s referenéni odriidou ,,Golden Delicious®.

Ptiklad 5: Urceni neznamé odrady jablon€¢ domaci (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 navodu vyrobce. Pipravena 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); zavérecna extenze 72 °C/15 s.

Fragmentacni analyza amplikond byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500

(ThermoFisher Scientific), vyhodnoceni bylo provedeno pomoci GeneMapper® Software 5
(ThermoFisher Scientific).

-10 -
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Na zaklad¢ porovnani spektra alel pfisluSnych SSR markert s databézi referencnich odrid bylo
zjisténo, ze neznamy vzorek vykazoval spektrum alel, které bylo identické s referenc¢ni odridou
,,Boskoopské*.

Prumyslova vyuzitelnost

Nové navrzené primery byly optimalizovany pro stanoveni genotypu jablon¢ domdaci (Malus x
domestica Borkh.) v jediné reakci metodou fragmentacni analyzy s vyuzitim 17 SSR markert.
Rozsitena sada SSR markerti a nova sada primerti oproti dosavadnimu stavu techniky zptesiuji,
zrychluji a zlevitji genotypovani jabloni, které je vyuzitelné jak pro ovéfovani pravosti odrad
jabloni (napt. ovéfovani Skolkatského materidlu, provéfovani identity registrovanych odrid
jabloni, testovani odrtidové pravosti prodavanych jablek), tak pro védecké ucely (napt. cilené
Slechténi).

Seznam pouzité literatury

Daccord N, Celton JM, Linsmith G, Becker C, Choisne N, Schijlen E, van de Geest H, Bianco L,
Micheletti D, Velasco R, Di Pierro EA, Gouzy J, Rees DJG, Guérif P, Muranty H, Durel CE,
Laurens F, Lespinasse Y, Gaillard S, Aubourg S, Quesneville H, Weigel D, van de Weg E, Troggio
M, Bucher E. High-quality de novo assembly of the apple genome and methylome dynamics of
early fruit development. Nature Genetics (2017) 49, 1099-1106.

Fingerprinting the National Apple & Pear Collections, Research Project Final Report, 2010,
http://sciencesearch.defra.gov.uk/Default.aspx?Menu=Menu&Module=More&Location=None&
Completed=0&ProjectID=15150.

Fernandez FF. Common set of ECPGR SSR markers for Malus characterization. In: Lateur M.,
Ordidge M., Engels J. and Lipman E. Report of a Working Group on Malus/Pyrus. Fourth Meeting,
7-9 March 2012, Weggis, Switzerland. Biodiversity International, Rome, Italy (2013) 26-27.

Guilford P, Prakash S, Zhu JM, Rikkerink E, Gardiner S, Bassett H, Forster R. Microsatellites in
Malus X domestica (apple): abundance, polymorphism and cultivar identification. Theoretical and
Applied Genetics (1997) 94(2), 249-254.

Hokanson SC, Szewc-McFadden AK, Lamboy WF, McFerson JR. Microsatellite (SSR) markers
reveal genetic identities, genetic diversity and relationships in a Malus x domestica Borkh. core
subset collection. Theor Appl Genet. (1998) 97, 671-83.

Janick J, Moore JN. Fruit breeding. Volume I: Tree and Tropical Fruits. New York: Wiley (1996).

Liebhard R, Gianfranceschi L, Koller B, Ryder CD, Tarchini R, van de Weg E, Gessler C.
Development and characterisation of 140 new microsatellites in apple (Malus x domestica Borkh.).
Mol Breed. (2002) 10(4):217-41.

Silfverberg-Dilworth E, Matasci CL, van de Weg WE, van Kaauwen MPW, Walser M, Kodde LP,
Soglio V, Gianfranceschi L, Durel CE, Costa F, Yamamoto T, Koller B, Gessler C, Patocchi A.
Microsatellite markers spanning the apple (Malus x domestica Borkh.) genome. Tree Genet
Genomes. (2006) 2, 202-24.

Urrestarazu J, Denancé C, Ravon E, Guyader A, Guisnel R, Feugey L, Poncet C, Lateur M, Houben
P, Ordidge M, Fernandez-Fernandez F, Evans KM, Paprstein F, Sedlak J, Nybom H, Garkava-
Gustavsson L, Miranda C, Gassmann J, Kellerhals M, Suprun I, Pikunova AV, Krasova NG,

-11 -


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Celton%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Linsmith%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Becker%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choisne%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schijlen%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20de%20Geest%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bianco%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Micheletti%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Velasco%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Pierro%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gouzy%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rees%20DJG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%C3%A9rif%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Muranty%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durel%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laurens%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lespinasse%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaillard%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aubourg%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quesneville%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weigel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20de%20Weg%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Troggio%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Troggio%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bucher%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28581499
http://sciencesearch.defra.gov.uk/Default.aspx?Menu=Menu&Module=More&Location=None&Completed=0&ProjectID=15150
http://sciencesearch.defra.gov.uk/Default.aspx?Menu=Menu&Module=More&Location=None&Completed=0&ProjectID=15150

CZ 309548 B6

Torutaeva E, Dondini L, Tartarini S, Laurens F, Durel CE. Analysis of the genetic diversity and
structure across a wide range of germplasm reveals prominent gene flow in apple at the European
level. BMC Plant Biol. (2016) 16(1):130. Velasco R, Zharkikh A, Affourtit J, Dhingra A, Cestaro
A, Kalyanaraman A, Fontana P, Bhatnagar SK, Troggio M, Pruss D, Salvi S, Pindo M, Baldi P,
Castelletti S, Cavaiuolo M, Coppola G, Costa F, Cova V, Dal Ri A, Goremykin V, Komjanc M,
Longhi S, Magnago P, Malacarne G, Malnoy M, Micheletti D, Moretto M, Perazzolli M, Si-
Ammour A, Vezzulli S, Zini E, Eldredge G, Fitzgerald LM, Gutin N, Lanchbury J, Macalma T,
Mitchell JT, Reid J, Wardell B, Kodira C, Chen Z, Desany B, Niazi F, Palmer M, Koepke T, Jiwan
D, Schaeffer S, Krishnan V, Wu C, Chu VT, King ST, Vick J, Tao Q, Mraz A, Stormo A, Stormo
K, Bogden R, Ederle D, Stella A, Vecchietti A, Kater MM, Masiero S, Lasserre P, Lespinasse Y,
Allan AC, Bus V, Chagné D, Crowhurst RN, Gleave AP, Lavezzo E, Fawcett JA, Proost S, Rouzé
P, Sterck L, Toppo S, Lazzari B, Hellens RP, Durel CE, Gutin A, Bumgarner RE, Gardiner SE,
Skolnick M, Egholm M, Van de Peer Y, Salamini F, Viola R. The genome of the domesticated apple
(Malus x domestica Borkh.). Nat. Genet. (2010) 42, 833-839.

Vieira ML, Santini L, Diniz AL, Munhoz Cde F. Microsatellite markers: what they mean and why
they are so useful. Genet Mol Biol. (2016) 39(3):312-28.

S12-



10

15

20

25

30

35

40

CZ 309548 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Sada primert pro stanoveni genotypu jablon¢ Malus x domestica Borkh. v jediné reakci
metodou fragmentaéni analyzy, vyznacujici se tim, 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
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,

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru Hi02c07 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v pribehu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 1: TCTACAACAAAATACCCAATACACC

SEQ ID NO. 2: CTAAGCATCCCGATTGAAAGG,

ptfic¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH02c06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vsech markert v prub¢hu 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 markert v pribehu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 5: TTCTTCTATGAACGGTGATAAAGC

SEQ ID NO. 6: GAATGTGAGGCGTTCCTGAG,
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pficemz pro PCR amplifikaci markeru NZ01a6 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prib&hu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 7: ATTCCCTGGCGAGAAAAGC

SEQ ID NO. 8: CTTGGTAGGTGTCGGAGCAG,

pricemz pro PCR amplifikaci markeru CHO5f06 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vsech markerti v prub&hu 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 markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 11: TGTGAAATGTAATTCAAATCAATGC

SEQ ID NO. 12: TTGAGAAAATGGGGCTTCTG,

pricemz pro PCR amplifikaci markeru CH04e05 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 13: GAGAAGGCTAACAGAAATGTGG

SEQ ID NO. 14: GCCTTTGTAATCATGGCTCC,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1h10 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodng
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prib&hu fragmentaéni 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 markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 17: AAAACCCTAGCCCCACGGAG

SEQ ID NO. 18: ACTCTCCATCGGGCTCCAC,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CH02c11 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v pribehu fragmentaéni 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 markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 21: GCTCTTCCAAAATGGCGTAC

SEQ ID NO. 22: ATATTTGACATTGGTCATGAGACG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru CHO1f02 obsahuje sada primery, z nichZ jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 23: GAGAAGAACAACAACAGAGAACG

SEQ ID NO. 24: GAAATAGGGTAGCAGCAGATGG,

pficemz pro PCR amplifikaci markeru GD147 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markert v prib&hu fragmentaéni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 25: CAGTGTTACCCGCCAAATATC

SEQ ID NO. 26: GATCGGAAGGCGAAAGACTC,

pfic¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH04c07 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vsech markert v prub¢hu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

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

pfi¢emz pro PCR amplifikaci markeru CH02¢09 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 29: CAACTTTGCTAACCTCTCATTGAA

SEQ ID NO. 30: AGGATGACCTTGAGATTGATGC,

pricemz pro PCR amplifikaci markeru CH05e04 obsahuje sada primery, z nichz jeden je vhodné
fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci vSech markerti v prubehu 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 markerti v prubehu fragmentacni analyzy, a
jejichz sekvence jsou:

SEQ ID NO. 33: GAAAGACTTGCAGTGGGAGC

SEQ ID NO. 34: TTTAGGAGTGGGTTTGAGAAGG.
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