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Sada primerů pro stanovení S-alel u višně obecné (Prunus cerasus L.) v jediné reakci 

 

 

Oblast techniky 

 5 

Řešení se týká sady primerů navržených pro detekci jednotlivých S-alel zodpovědných za 

samosprašnost/cizosprašnost u višně obecné (Prunus cerasus L.), kdy je tato detekce prováděna 

fragmentační analýzou v jediné reakci. 

 

 10 

Dosavadní stav techniky 

 

Višeň obecná patří mezi nejvýznamnější ovocné plodiny v našem klimatickém pásu. Plody tohoto 

ovocného stromu mají široké využití převážně v potravinářském průmyslu, kde jsou zpracovávány 

na džemy, marmelády, kompoty a různé likéry, případně jsou přímo používány plody, např. jsou 15 

sušeny či nakládány do lihovin. Z plodů višně může být připravováno i přírodní barvivo. Vzhledem 

k oblibě višní dosahuje jejich sklizeň v České republice průměrně 5 000 tun ročně (Sklizen 

ovoce_2021__vcetne_3_a_5letych_srovnani.pdf (eagri.cz)), což je řadí na čtvrté místo mezi 

ovocem sklízeným v sadech po jablkách, hruškách a švestkách + slívách. 

 20 

Višeň obecná vznikla přirozenou hybridizací dvou blízce příbuzných druhů, třešně ptačí (Prunus 

avium L.) a třešně křovité (Prunus fruticosa Pall.). Její genom je tetraploidní, tj. obsahuje 4 sady 

chromozómů (Oldén EJ, 1968). Z hlediska opylení a následného oplození existují cizosprašné 

i samosprašné odrůdy višně. Cizosprašnost je systém vyvinutý rostlinami za účelem zabránění 

samoopylení, aby byla zajištěna co nejvyšší výměna genů v rámci populace (De Nettancourt D, 25 

1997). Cizosprašnost však má dalekosáhlé negativní důsledky pro komerční pěstování višní. Pro 

úspěšné pěstování určité odrůdy jsou vždy uváděny experimentálně zjištěné vhodné opylovací 

odrůdy, které je nezbytné do komerčních sadů vysadit, aby bylo dosaženo maximální možné 

produkce plodů. Obvyklé zastoupení stromů opylovací odrůdy je 10 %, nebo je realizována 

výsadba sadu s kombinacemi odrůd v jednotlivých řadách, tedy v poměru 1:1. I v případě výsadby 30 

vhodné opylovací odrůdy však může sklizeň ohrozit mimo jiné odlišnost doby kvetení, délky 

kvetení nebo intenzity kvetení, které jsou ovlivněny mnoha faktory, ať již biotickými, nebo 

abiotickými. Výsadba dvou odrůd višní v komerčním sadu může být komplikací i pro sklizeň, kdy 

obě odrůdy zpravidla dozrávají v odlišnou dobu, nebo se plody liší významně charakteristikami 

plodu a produkci není možné smíchat. Opylovací odrůda navíc nemusí mít plody tržní kvality, což 35 

by v důsledku snižovalo možný hektarový výnos. Proto je jedním z trendů moderního šlechtitelství 

produkce samosprašných odrůd, které značně zjednodušují management višňových sadů. Již 

v současné době jsou v sadech téměř výhradně pěstovány samosprašné odrůdy, při šlechtění 

nových odrůd jsou obvykle cizosprašní hybridi eliminováni coby neperspektivní. Identifikovat 

vhodné opylovací odrůdy, popřípadě prokázat samosprašnost klasickými opylovacími metodami 40 

je však pracné a velmi časově náročné (obvykle je třeba víceleté ověřování), z tohoto důvodu byly 

pro usnadnění nalezení vhodné opylovací odrůdy, případně pro prokázání samosprašnosti, 

zavedeny laboratorní metody schopné identifikovat samosprašnost během velmi krátké doby 

(i během jednoho dne). 

 45 

U višně, stejně jako u třešně ptačí (Prunus avium L.), je cizosprašnost primárně dána 

multialelickým S-lokem (konkrétní alely se označují jako S-alely a odlišují se čísly, popřípadě 

dalšími znaky). Tento lokus nese v rámci nerekombinujícího haplobloku dva geny kódující 

proteiny zodpovědné za cizosprašnost, tj. gen pro S-RNázu zodpovědný za samičí (pestíkovou) 

část cizosprašnosti a gen pro S-haplotypově specifický F-box (SFB) zajišťující samčí (pylovou) 50 

část cizosprašnosti (Ushijima K, 2003, Yamane H, 2003a). K úspěšnému opylení a oplození dojde, 

pokud jsou obě S-alely v genomu diploidního pylového zrna odlišné od všech čtyř S-alel pestíku, 

popřípadě mohou být jedna nebo obě S-alely pylového zrna nefunkční, tj. samosprašné, pak jejich 

odlišnost od S-alel pestíku není nezbytná a oplození proběhne. U višní bylo zatím identifikováno 

12 funkčních, tj. cizosprašných S-haplotypů (S1, S4, S6, S9, S12, S13, S14, S16 a S34 pocházející 55 

https://eagri.cz/public/web/file/694127/Sklizen_ovoce_2021__vcetne_3_a_5letych_srovnani.pdf
https://eagri.cz/public/web/file/694127/Sklizen_ovoce_2021__vcetne_3_a_5letych_srovnani.pdf
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z třešně ptačí; S26, S33 a S35 z třešně křovité) a 9 nefunkčních S-haplotypů (S1´, S6m, S6m2, 

S13´, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3, žádný z nich nebyl pozorován u třešně ptačí) (Lisek A, 

2017). Samosprašné S-alely pocházející z třešně ptačí nebyly dosud u višní identifikovány. 

 

Co se týče u višní pozorovaných samosprašných S-alel a jejich odlišností od jejich rodičovských 5 

funkčních protějšků, alela S1´ se liší od S1 inzercí 615 nukleotidů v kódující oblasti SFB genu. 

Tato inzerce vytváří předčasný stop kodon a zachovává pouze 75 z 375 původních aminokyselin 

SFB proteinu (Hauck NR, 2006). S6m vykazuje přibližně 2 700 bp dlouhou inzerci nacházející se 

přibližně 800 bp před S-RNázou, kdy tato inzerce inhibuje transkripci S-RNázy (Yamane H, 

2003b). S6m2 obsahuje 1 bp deleci v S-RNáze vedoucí k posunu čtecího rámce, takže je vznikající 10 

S-RNáza zkrácena a obsahuje pouze 64 z 223 původních aminokyselin (Tsukamoto T, 2006). S13m 

alela se vyznačuje delecí dlouhou 23 bp, která způsobuje posun čtecího rámce a zkrácení S-RNázy, 

kdy mutovaná verze obsahuje jen 130 z 225 původních aminokyselin (Tsukamoto T, 2006). V alele 

S13´ způsobuje jednonukleotidová substituce v SFB genu předčasný stopkodon, zachováno je 245 

z 376 aminokyselinových zbytků (Tsukamoto T, 2006). Alely S36 se mezi sebou liší bodovými 15 

mutacemi jak v S-RNáze, tak v SFB genu. Jelikož jsou všechny čtyři alely S36 samosprašné 

a funkční alela S36 dosud nebyla identifikována, předpokládá se, že za inaktivitu známých alel 

S36a, S36b, S36b2 a S36b3 jsou zodpovědné záměny aminokyselin v konzervovaných místech 

obou příslušných proteinů (Tsukamoto T, 2010). Ať již je dopad těchto mutací na proteinové úrovni 

jakýkoliv, projevují se všechny tyto mutace schopností samoopylení. 20 

 

Pro úspěšné opylení je znalost S-alel jednotlivých odrůd zcela zásadní, a to jak pro pěstitele, tak 

pro šlechtitele višní, neboť řada kulturních odrůd nese (částečně) stejné S-alely a nejsou tak 

schopné se navzájem opylit, nebo jen v omezené míře. S-alely byly nejprve zkoumány u třešní 

a získané znalosti byly posléze aplikovány na višně. S-alely třešní byly prvotně identifikovány 25 

biochemickými metodami (Bošković R, 1996). V novém tisíciletí se postupně začaly jednotlivé 

S-alely identifikovat molekulárně genetickými metodami, a to buď polymerázovou řetězovou 

reakcí (PCR) s univerzálními primery s rozlišením jednotlivých S-alel na základě délkového 

polymorfizmu intronů v genu pro S-RNázu (Sonneveld T, 2003; Sonneveld T, 2006), případně v 5´ 

UTR genu pro SFB (Vaughan SP, 2006), nebo PCR s S-alelicky specifickými primery (např. 30 

Sonneveld T, 2001; Sonneveld T, 2003; Szikriszt B, 2013). Nejmodernější způsob umožňující 

identifikaci třešňových S-alel včetně samosprašných v jediné reakci, který využívá fragmentační 

analýzu s rozpoznáním fragmentů na kapilárním genetickém analyzátoru, byl nárokován v PUV 

2020-34519, který vlastní přihlašovatel této přihlášky. Sadu primerů z PUV 2020-34519 lze 

kombinovat v jediné reakci i s primery nárokovanými v PUV 2021-34908 přihlašovatele této 35 

přihlášky, aby byla sada pro identifikaci třešňových S-alel kompletní. Co se týče višňových S-alel 

nevyskytujících se u třešně ptačí, běžně jsou pro detekci používány primery specifické pro 

jednotlivé S-alely (Hauck NR, 2006; Tsukamoto T, 2008a; Tsukamoto T, 2008b; Tsukamoto T, 

2010). Po PCR amplifikaci jsou produkty analyzovány elektroforézou na agarózovém gelu, 

popřípadě jsou před tím ještě štěpeny restrikční endonukleázou. Identifikace S-alel u višní tak 40 

vyžaduje hned několik jednotlivých PCR reakcí a následných analýz (Lisek A, 2017), což je velmi 

nepraktické, komplikované a finančně i časově náročné, zejména při neznalosti původu odrůdy 

a možného složení S-alel. 

 

Z tohoto důvodu existuje potřeba vyvinout nový detekční systém pro stanovení S-alel u višní, který 45 

by řešil potřebu jednoduché detekce známých S-alel, ideálně v jediné reakci. 

 

 

Podstata technického řešení 

 50 

Výše uvedené nedostatky současného stavu techniky odstraňuje sada primerů pro stanovení 

známých S-alel u višně obecné (Prunus cerasus L.) v jediné reakci s detekcí příslušných PCR 

produktů fragmentační analýzou s využitím kapilárního genetického analyzátoru. Tato sada 

kombinuje: 1) redukovanou sadu primerů nárokovanou v PUV 2020-34519 doplněnou primery 

nárokovanými v PUV 2021-34908 pro detekci S-alel pocházejících z třešně ptačí, a to i těch, které 55 
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nebyly dosud v literatuře u višní popsány (některé primery byly patřičně upraveny pro 

rozpoznávání i višňových alel, jiné byly pro nadbytečnost ze sady pro analýzu višní vynechány); 

2) sadu primerů vyvinutou pro identifikaci S-alel S1´, S6m, S6m2, S13´, S13m, S26, S33, S35, 

S36a, S36b, S36b2 a S36b3, které se u třešně ptačí nevyskytují. Tato sada umožňuje identifikaci 

všech známých S-alel u višní, kdy jsou tyto alely identifikovány přítomností jednoho nebo více 5 

fragmentů pro danou alelu. Celá sada pro detekci S-alel u višní obsahuje primery, jejichž sekvence 

jsou: 

 

CTTGTTCTTGSTTTYGYTTTCTTC (SEQ ID NO. 1) 

CCATTGTTGCACAAATTGAAA (SEQ ID NO. 2) 10 

GTATCRTTGCCACYTTCCACG (SEQ ID NO. 3) 

TGAACGAAATCTCAACTCATAAATC (SEQ ID NO. 4) 

TCTAATAATGGATCTGCTCATCTAATT (SEQ ID NO. 5) 

GCTAACCCTTACATTTTGACCC (SEQ ID NO. 6) 

CCACAATTTGAACGTCAGAAC (SEQ ID NO. 7) 15 

TCTGTGTTTTCTAAAGGATGGC (SEQ ID NO. 8) 

TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG (SEQ ID NO. 9) 

GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA (SEQ ID NO. 10) 

GCTTGGACAAAATTGACTTGTG (SEQ ID NO. 11) 

GATCACAATCACCCAAAGGAGG (SEQ ID NO. 12) 20 

CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC (SEQ ID NO. 13) 

GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC (SEQ ID NO. 14) 

GACTACCTACAAAGTCCCTCG (SEQ ID NO. 15) 

GCTTAACTTGTAGAACACCTCAC (SEQ ID NO. 16) 

CGGTGCGGTGTAGTGTAAAAC (SEQ ID NO. 17) 25 

ATATTTCACCATTCATGGCCTATGC (SEQ ID NO. 18) 

CGGTTCAACCCGATTTATGGC (SEQ ID NO. 19) 

CATTGACTTGGCAGTTTGACG (SEQ ID NO. 20) 

TTAATGGTTGGGTGTATAATTGCTGTT (SEQ ID NO. 21) 

CTTAACCAATTCCATGTGGATGTC (SEQ ID NO. 22) 30 

ATACTTCGAGCGATCCCACGA (SEQ ID NO. 23) 

GACCGTGTAAGCCATTTTGAGAG (SEQ ID NO. 24) 

GATGCGTACCAACAAAAATACCTTA (SEQ ID NO. 25) 

GGCATCTGGTGCTATGAACTAT (SEQ ID NO. 26) 

TTGAATATTTTACCATTCTCTATATTCTGCT (SEQ ID NO. 27) 35 

CAAGTAAGATACCAAACTGACCTAAG (SEQ ID NO. 28) 

CCGATTTAGCAATAGTTTGGTATAAATTC (SEQ ID NO. 29) 

TAAGGTGGACACATGACCATATTTAAG (SEQ ID NO. 30) 

GAATCCATCGATCAGGAAATTTATAA (SEQ ID NO. 31) 

GTCCGTTCCAAGACTAAAAAAC (SEQ ID NO. 32) 40 

AGTACATTTTCTAACGGAGTAGCAT (SEQ ID NO. 33) 

CCTCACAACCATAGAATCTAAAAGG (SEQ ID NO. 34) 

GGACTTGATCTAACGCACCACA (SEQ ID NO. 35) 

GATAAATCCTGATGTTGCTTTATCCCA (SEQ ID NO. 36) 

CCTAGGCTCGCCTCTCAC (SEQ ID NO. 37); 45 

 

přičemž: 

 

pro identifikaci alely S1 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15 

a SEQ ID NO. 16, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodně fluorescenčně označeny 50 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 
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pro identifikaci alely S1´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15 

a SEQ ID NO. 17, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 5 

a SEQ ID NO. 4, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 7 

a SEQ ID NO. 8, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 8 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 10 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S3´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 15 

 

pro identifikaci alely S4 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 9 

a SEQ ID NO. 10, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 20 

pro identifikaci alely S4´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 9 

a SEQ ID NO. 10, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 11 25 

a SEQ ID NO. 12, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 12 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S5´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 30 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S6 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 20 

a SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 35 

 

pro identifikaci alely S6m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 19 

a SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 40 

pro identifikaci alely S6m2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, 

SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 20 a SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ 

ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 45 

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S9 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 50 

a SEQ ID NO. 5, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 
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pro identifikaci alely S10 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S12 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 5 

a SEQ ID NO. 6, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23 a SEQ ID NO. 24, z nichž SEQ 

ID NO. 24 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 10 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S13´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 24, SEQ ID NO. 25 

a SEQ ID NO. 26, z nichž SEQ ID NO. 24 a SEQ ID NO. 25 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 15 

 

pro identifikaci alely S13m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 22 a SEQ ID NO. 24, z nichž SEQ 

ID NO. 24 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 20 

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S16 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 25 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S22 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 

a SEQ ID NO. 5, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 30 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S23 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 35 

 

pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 40 

pro identifikaci alely S25 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S26 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 27, z nichž SEQ ID 45 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S33 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 28, z nichž SEQ 

ID NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 50 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S34 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 55 
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pro identifikaci alely S35 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 29, z nichž SEQ 

ID NO. 3 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 5 

pro identifikaci alely S36a obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 31 

a SEQ ID NO. 32, z nichž SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 31 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S36b obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 33 10 

a SEQ ID NO. 34, z nichž SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 33 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S36b2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, 

SEQ ID NO. 33, SEQ ID NO. 34 a SEQ ID NO. 35, z nichž SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ 15 

ID NO. 33 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S36b3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID 

NO. 33, SEQ ID NO. 34, SEQ ID NO. 36 a SEQ ID NO. 37, z nichž SEQ ID NO. 3, SEQ ID 20 

NO. 33 a SEQ ID NO. 36 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-

alel v průběhu fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely S38 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 25 

fragmentační analýzy; 

 

pro identifikaci alely STěchl obsahuje sada primery SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichž 

SEQ ID NO. 13 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy. 30 

 

Návrh sady primerů podle technického řešení pro stanovení S-alel u višně obecné byl proveden 

v několika krocích: 1) porovnání sekvencí genů pro jednotlivé S-RNázy, respektive SFB geny 

u známých S-alel; 2) vytipování oblastí dostatečně konzervovaných, popřípadě dostatečně 

heterogenních pro návrh univerzálních, resp. alelicky specifických primerů; 3) lokalizace mutací 35 

vyskytujících se u samosprašných S-alel; 4) návrh primerů pro detekci jednotlivých S-alel, přičemž 

byla brána do úvahy potřeba univerzálnosti, respektive specifity jednotlivých primerů dle 

požadavků navrhovaného systému. Současně byla provedena analýza využitelnosti dříve 

nárokovaného systému pro analýzu S-alel u třešně ptačí (PUV 2020-34519 a PUV 2021-34908) 

a nezbytnosti použití všech primerů této sady, kdy některé z primerů mohly být vynechány 40 

z důvodu použití nově navržených primerů detekujících specificky i příslušné samosprašné S-alely 

višní. Při návrhu musela být zohledněna i délka vznikajících amplikonů a jejich fluorescenční 

značení, aby byla umožněna současná detekce všech rozpoznávaných S-alel v jedné reakci; 

5) optimalizace PCR podmínek. Univerzální podmínky, které by měly být splněny při navrhování 

primerů pro multiplexní amplifikaci DNA, jsou následující: 1) vysoká specifita primerů eliminující 45 

necílené amplifikace; 2) obdobná teplota tání všech primerů; 3) eliminace tvorby dimerů mezi 

jednotlivými primery. Při navrhování byly brány do úvahy všechny dostupné sekvence S-alel 

uvedené v databázi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), případně získané v laboratoři 

přihlašovatele užitného vzoru. Nárokovaná sada primerů byla navržena tak, aby bylo možné u višní 

jednoznačně stanovit cizosprašné S-alely S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12, S13, S14, S16, 50 

S22, S23, S24, S25, S34, S38 a STěchl a popřípadě i samosprašné alely S3´, S4´ a S5´, všechny 

pocházející z třešně ptačí, a zároveň cizosprašné S-alely S26, S33 a S35 a samosprašné alely S1´, 

S6m, S6m2, S13´, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3 nevyskytující se u třešně ptačí. Tento výčet 

S-alel zahrnuje nejen všechny S-alely identifikované doposud u višní, ale také další, původně 

třešňové S-alely zatím u višní nepozorované. Primery pro amplifikaci těchto S-alel nebyly 55 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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z původní sady pro amplifikaci S-alel u třešní vynechány, a to z toho důvodu, že byly zatím 

publikovány S-alely pouze u cca 80 odrůd višní (Lisek A, 2017). V genofondových sbírkách 

přihlašovatele však byly u některých odrůd višně identifikovány původně třešňové S-alely, které 

nebyly doposud u višní popsány, proto se jeví ponechání primerů pro detekci všech původně 

třešňových S-alel v sadě pro detekci S-alel u višní jako odůvodněné. Možná je i existence dalších 5 

S-alel, které nebyly dosud popsány, tyto doposud neznámé S-alely by mohly být zachyceny pomocí 

univerzálních primerů v reakci (např. SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2). 

 

Prvním krokem pro stanovení S-alel u višně obecné je izolace genomové DNA, následuje PCR 

s využitím navržené sady primerů pro specifickou amplifikaci výše uvedených S-alel a stanovení 10 

délky amplikonů pomocí fragmentační analýzy za využití kapilární elektroforézy. Finálním 

krokem je vyhodnocení přítomnosti jednotlivých S-alel. Příklady provedení technického řešení 

jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a žádným způsobem neomezují rozsah této přihlášky, který 

je vymezen připojeným nárokem a podrobně popsán v popisu technického řešení. Odborník 

v oboru bude schopen učinit různé modifikace použitého způsobu PCR, uvedených primerů 15 

a fluorescenčního označení primerů tak, aby nedošlo ke snížení specifity PCR detekce jednotlivých 

S-alel. Odborník v oboru bude schopen též snížit počet současně detekovaných S-alel v jedné 

reakci, např. z důvodu uzpůsobení nárokované sady primerů pro detekci pouze určitých S-alel 

v potomstvu určitého křížení, a to dle typu rodičovských S-alel. Popřípadě může odborník v oboru 

použít místo degenerovaných primerů jednotlivé primery se sekvencemi odpovídajícími 20 

příslušnému degenerovanému primeru, avšak s odpovídajícími alternativními nukleotidy v místě 

degenerace. 

 

 

Objasnění výkresů 25 

 

Obr. 1-1 až 1-24: Výseky sekvencí, popřípadě porovnání výseků příbuzných sekvencí jednotlivých 

S-alel (S-RNázy, v případě jeho amplifikace i SFB) obsahující místa nasedání nárokovaných 

primerů. Vyznačené sekvence (tučně, podtrženě) reprezentují místa nasedání primerů s uvedením 

jejich SEQ ID NO., reverzní primery jsou znázorněny v reverzně komplementární orientaci. 30 

Případné mutace v místě nasedání primerů jsou buď provedeny záměrně, nebo nejsou překážkou 

pro úspěšnou amplifikaci příslušné alely. V případě převzatých sekvencí je kromě jejich SEQ ID 

NO. uvedeno i jejich identifikační číslo v databázi GenBank, zbylé úseky byly sekvenovány 

v laboratoři přihlašovatele. 

 35 

 

Příklady uskutečnění technického řešení 

 

Příklad 1: Návrh sekvencí primerů 

 40 

Pro detekci S-alel višně obecné v jediné reakci byly pomocí programu Geneious Prime® navrženy 

primery pro PCR amplifikaci tak, aby celý systém fungoval ve své komplexnosti a amplifikované 

fragmenty měly správnou délku umožňující jejich jednoznačnou identifikaci pomocí fragmentační 

analýzy na kapilárním genetickém analyzátoru. Genové sekvence jednotlivých S-alel (S-RNázy 

i SFB) byly získány z veřejně dostupné databáze The National Center for Biotechnology 45 

Information, databáze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), případné nezbytné 

chybějící úseky genů pro S-RNázu a SFB byly sekvenovány na pracovišti přihlašovatele (tam, kde 

to bylo možné díky výskytu příslušné S-alely v genofondových sbírkách třešní, respektive višní 

přihlašovatele). Referenční čísla jednotlivých sekvencí pro S-RNázu a SFB jsou uvedena 

v tabulce 1, včetně původu uvedené sekvence. 50 

 

Tabulka 1 – Referenční sekvence (kódy dle přístupového čísla v databázi GenBank) jednotlivých 

alel S-RNázy pro promotorovou oblast, oblast prvního až druhého exonu; pro oblast druhého až 

třetího exonu; respektive SFB genu. Jsou uvedeny všechny S-alely s publikovanou sekvencí v této 

oblasti, přestože některé z nich neobsahují místo nasedání některého primeru. V případě potřeby 55 
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byla patřičná oblast osekvenována v laboratoři přihlašovatele. Sekvence pocházející z višně obecné 

jsou uvedeny tučně. 

 

 Referenční sekvence Organizmus 

S-alela Promotor S-

RNázy 

S-RNáza 

(Exon 1 až 

Exon 2) 

S-RNáza 

(Exon 2 až 

Exon 3) 

SFB P. avium L. 

S1  AJ635282 AJ635281 AB111518 

DQ827715 

P. avium L. 

P. cerasus L. 

S1´    DQ827716 P. cerasus L. 

S2  AJ635284 AJ635283 AB111519 P. avium L. 

S3  AY571663 AJ635285 AY571665 P. avium L. 

S3´      

S4  AJ635288 AJ635287 AB111521 P. avium L. 

S4´    AY649873 P. avium L. 

S5  AJ635290 AJ635289 AB111520 P. avium L. 

S5´  EU077235 EU077235 EU077237 P. avium L. 

S6 
AB270744 

AY571664 AJ635291 AY571666 P. avium L. 

P. cerasus L. 

S6m AB270745 KY965070   P. cerasus L. 

S6m2  KY965069   P. cerasus L. 

S7  EU035974 AJ635268 EU035976 P. avium L. 

S9  AJ635271 AJ635270 DQ422809 P. avium L. 

S10  JQ280519 AJ635272 AY805053 P. avium L. 

S12  AY259115 AJ635274 AY805054 P. avium L. 

S13  JQ280526 JQ280526 DQ385844 P. avium L. 

S13m  DQ385843 DQ385843  P. cerasus L. 

S13´    DQ385845 P. cerasus L. 

S14  AJ635278 AJ635277  P. avium L. 

S16  AJ635280 AJ635279 AY805056 P. avium L. 

S17   AJ862656  P. avium L. 

S18   AJ862657  P. avium L. 

S19   AJ862658  P. avium L. 

S20   AJ862659  P. avium L. 

S21   AJ863119  P. avium L. 

S22  EF429142 DQ336138  P. avium L. 

S23  AY259114 AY259114  P. avium L. 

S24  AY259112 AY259112  P. avium L. 

S25  AY259113 AY259113  P. avium L. 

S26  EU035975 EU035975 EU035977 P. cerasus L. 

S28  DQ266440 DQ266440  P. avium L. 

S30  DQ266442 DQ266442  P. avium L. 

S31  JQ280529 DQ266443  P. avium L. 

S33  EU054325 EU054325 EU054328 P. cerasus L. 

S34  JQ280525 

EU054326  

JQ280525 

EU054326 

 P. avium L. 

P. cerasus L. 

S35  EU054327 EU054327 EU054330 P. cerasus L. 

S36a  EU042127 EU042127 EU042131 P. cerasus L. 

S36b  EU042128 EU042128 EU042132 P. cerasus L. 

S36b2  EU042129 EU042129 EU042133 P. cerasus L. 

S36b3  EU042130 EU042130 EU042134 P. cerasus L. 

S37   JQ280522  P. avium L. 

S38  JQ280517   P. avium L. 
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Sekvence pro jednotlivé geny pocházející z třešně ptačí a višně obecné byly porovnány 

programem Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Na základě porovnání 

sekvencí S-RNáz byla zrevidována místa nasedání primerů pro identifikaci S-alel pocházejících 

z třešně ptačí (nárokovány v PUV 2020-34519 a PUV 2021-34908) a případné nekomplementarity 5 

byly řešeny degenerací původních primerů. Poté byly vytipovány oblasti vhodné pro návrh 

jednotlivých primerů pro odlišení všech S-alel vyskytujících se ve višních, tedy oblasti dostatečně 

konzervované pro návrh univerzálních primerů a oblasti specifické pro jednotlivé S-alely. Dále 

bude popsána identifikace jednotlivých S-alel vyskytujících se u višní, případně s možným 

výskytem u višní, a způsob jejich rozlišení. Nasedání všech primerů je zachyceno na Obr. 1-1 až 10 

1-24 v tomto dokumentu. 

 

Samosprašná alela S1´ (SEQ ID NO. 40 pro S-RNázu, resp. SEQ ID NO. 41 pro SFB) se liší od 

cizosprašné alely S1 (SEQ ID NO. 38 pro S-RNázu, resp. SEQ ID NO. 39 pro SFB) inzercí 615 nt 

v SFB genu (Hauck, 2006), pro jejich rozlišení byl navržen společný fluorescenčně značený 15 

forward primer nacházející se před touto inzercí (SEQ ID NO. 15), reverzní primery jsou specifické 

pro S1´ (primer se nachází v inzerci, SEQ ID NO. 17), respektive S1 (primer se nachází za inzercí, 

tj. ve společné oblasti alel S1 a S1´ SFB, nicméně při amplifikaci S1´ by vznikal příliš 

dlouhý fragment pro detekci na kapilárním genetickém analyzátoru, tj. >600 bp, SEQ ID NO. 16) 

(Obr. 1-1). Obě tyto alely jsou amplifikovány i univerzálními degenerovanými primery (SEQ ID 20 

NO. 1 a SEQ ID NO. 2). 

 

Alela S2 (SEQ ID NO. 42 pro oblast prvního intronu S-RNázy, resp. SEQ ID NO. 43 pro oblast 

druhého intronu S-RNázy) je detekována univerzálními degenerovanými primery (SEQ ID NO. 1 

a SEQ ID NO. 2) a univerzálním primerem SEQ ID NO. 3 v kombinaci se specifickými primerem 25 

SEQ ID NO. 4 (Obr. 1-2). 

 

Alela S3´ (SEQ ID NO. 46 pro S-RNázu) se liší od S3 (SEQ ID NO. 44 pro S-RNázu, SEQ ID 

NO. 45 pro SFB) delecí v SFB genu neznámého rozsahu. Obě jsou detekovány univerzálními 

degenerovanými primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2), pro identifikaci S3 jsou použity 30 

primery SEQ ID NO. 7 a SEQ ID NO. 8, které nejsou schopné amplifikovat S3´ (Sonneveld T, 

2005) (Obr. 1-3). 

 

Alela S4´ (SEQ ID NO. 49 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 50 pro SFB) obsahuje deleci 4 nukleotidů 

v SFB genu, kterou se liší od mateřské alely S4 (SEQ ID NO. 47 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 48 35 

pro SFB) (Sonneveld T, 2005). Také obě tyto alely jsou amplifikovány univerzálními 

degenerovanými primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2), rozlišení mezi nimi zajišťují primery 

SEQ ID NO. 9 a SEQ ID NO. 10 navržené před, respektive za touto delecí (Obr. 1-4). 

 

Alela S5´ (SEQ ID NO. 53 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 54 pro SFB) se oproti sekvenci S5 (SEQ 40 

ID NO. 51 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 52 pro SFB) vyznačuje bodovou mutací v SFB genu, která 

vede k tvorbě stopkodonu (Marchese A, 2007). Po amplifikaci univerzálními degenerovanými 

primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2) se alely S5 a S5´ liší o jeden nukleotid, pro jednoznačnost 

jejich rozlišení je přidán pár primerů SEQ ID NO. 11 a SEQ ID NO. 12, schopný amplifikovat 

pouze alelu S5 (Obr. 1-5). 45 

 

Alela S6 se vyskytuje ve višních ve třech různých formách – původně třešňová alela S6 (SEQ ID 

NO. 55 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 56 pro promotorovou oblast S-RNázy) je cizosprašná, višňové 

alely S6m (SEQ ID NO. 57 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 58 pro promotorovou oblast S-RNázy) 

a S6m2 (SEQ ID NO. 59 pro S-RNázu, SEQ ID NO. 60 pro promotorovou oblast S-RNázy) vznikly 50 

jejími mutacemi a umožňují samosprašnost, potenciálně tak může dojít k výskytu více alel 

odvozených od S6 v jednom genotypu. Navrhovaná sada primerů tak musí být schopna odlišit 

i kombinace těchto S-alel. Alela S6m se liší inzercí sekvence podobné transpozonu o délce cca 

2 700 nt v promotorové oblasti genu pro S-RNázu (Yamane, 2003b). Pro amplifikaci S6m byl 

navržen forward primer v inzertované sekvenci (SEQ ID NO. 19), reverzní se pak nachází ve 55 
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společné části všech tří S6 alel (SEQ ID NO. 21). Pro odlišení zbylých dvou alel S6 byl navržen 

i specifický primer umožňující detekci promotorové oblasti alel S6 a S6m2 (SEQ ID NO. 20). 

Tento primer rozpoznává i alelu S6m, amplifikovaný úsek by však byl příliš dlouhý pro detekci na 

kapilárním genetickém analyzátoru, tj. >600 bp (Obr. 1-6). Alela S6m2 se liší od obou zbývajících 

S6 alel delecí 1 bp v kódující sekvenci S-RNázy (Tsukamoto, 2006). Specifický forwardový primer 5 

(SEQ ID NO. 18) pro amplifikaci pouze alely S6m2 byl navržen v oblasti této delece, reverzním 

primerem je univerzální primer ze třetího exonu S-RNázy (SEQ ID NO. 3) (Obr. 1-6). Použití 

specifických primerů pro amplifikaci S6m a S6m2 v jediné reakci umožňuje přímou identifikaci 

i genotypů nesoucích obě tyto samosprašné S-alely. Alela S6 je detekována pouze společným 

fragmentem vzniklým po amplifikaci univerzálními degenerovanými primery (SEQ ID NO. 1 10 

a SEQ ID NO. 2), nevykazuje žádný pro ni specifický fragment. Současný výskyt cizosprašné alely 

S6 a jedné ze samosprašných alel téhož druhu není vzhledem k předpokládanému mechanizmu 

cizosprašnosti pravděpodobný. 

 

Alely S7 (SEQ ID NO. 61 pro S-RNázu), S9 (SEQ ID NO. 62 pro oblast prvního intronu S-RNázy, 15 

SEQ ID NO. 63 pro oblast druhého intronu S-RNázy), S10 (SEQ ID NO. 64 pro S-RNázu) a S12 

(SEQ ID NO. 65 pro S-RNázu) jsou detekovány univerzálními degenerovanými primery (SEQ ID 

NO. 1 a SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-7 až 1-10), přičemž výskyt alely S9 je potvrzen fragmentem 

vznikajícím z primerů SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 5. Alela S12 je dourčena amplifikací z primerů 

SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 6. 20 

 

Alelu S13 je možné najít u višní taktéž ve třech různých formách. Původní třešňová alela S13 (SEQ 

ID NO. 66 pro SFB, SEQ ID NO. 67 pro S-RNázu) je cizosprašná, alely S13´ (SEQ ID 

NO. 68 pro SFB, SEQ ID NO. 69 pro S-RNázu) a S13m (SEQ ID NO. 70 pro SFB, SEQ ID NO. 71 

pro S-RNázu) jsou pak specifické pro višně a umožňují samosprášení. I v tomto případě existuje 25 

potenciální možnost nalézt více typů alely S13 v jednom genotypu, navrhovaná sada primerů tak 

musí umožnit identifikaci i jejich kombinací. Mutovaná alela S13m se vyznačuje delecí v exonu 3 

o délce 23 bp v genu pro S-RNázu. Pro její rozpoznání je navržen specifický forward primer 

překlenující tuto deleci, tj. začíná před touto delecí a končí za ní (SEQ ID NO. 22). Pro alely S13 

a S13´ je navržen forwardový primer nacházející se uvnitř této deletované oblasti (SEQ ID 30 

NO. 23), reverzní primer je schopen rozpoznávat všechny tři varianty S13 (SEQ ID NO. 24) 

(Obr. 1-11). Alela S13´ vznikla bodovou mutací v SFB genu, která způsobuje předčasný stop 

kodon (Tsukamoto, 2006). Pro odlišení S13´ od S13 a S13m je navržen v oblasti této mutace 

specifický reverse primer rozpoznávající pouze alelu S13´ (SEQ ID NO. 26). Z důvodu dostatečné 

specifity je do primeru umístěna destabilizující mutace. Navržený forwardový primer rozpoznává 35 

všechny tři varianty S13 (SEQ ID NO. 25) (Obr. 1-11). Použití specifických primerů pro 

identifikaci obou samosprašných alel S13´ a S13m v jediné reakci umožňuje přímou identifikaci 

genotypů nesoucích obě tyto samosprašné S-alely. Alela S13 je detekována pouze společným 

fragmentem, nevykazuje žádný pro ni specifický fragment. Současný výskyt cizosprašné alely S13 

a jedné ze samosprašných alel téhož druhu není předpokládán. 40 

 

Původně třešňové S-alely S14 (SEQ ID NO. 72 pro S-RNázu), S16 (SEQ ID NO. 73 pro S-RNázu), 

S22 (SEQ ID NO. 74 pro S-RNázu), S23 (SEQ ID NO. 75 pro S-RNázu), S24 (SEQ ID NO. 76 

pro S-RNázu), S25 (SEQ ID NO. 77 pro S-RNázu), S34 (SEQ ID NO. 80 pro S-RNázu) a S38 

(SEQ ID NO. 92 pro S-RNázu) jsou všechny určeny amplifikací univerzálními degenerovanými 45 

primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-12 až 1-17, 1-20, respektive 1-23), alela S22 je 

potvrzena i fragmentem vznikajícím z primerů SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 5. 

 

Alely S26 (SEQ ID NO. 78 pro S-RNázu), S33 (SEQ ID NO. 79 pro S-RNázu) a S35 (SEQ ID 

NO. 81 pro S-RNázu) pocházejí z třešně křovité a jsou plně funkční, tj. cizosprašné, všechny tři 50 

S-alely jsou rozpoznávány specifickými primery. Alela S26 je amplifikována kombinací 

specifického primeru navrženého v prvním intronu S-RNázy (SEQ ID NO. 27) a univerzálního 

reverzního primeru z exonu 2 tohoto genu (SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-18). Alela S33 je také 

amplifikována kombinací specifického primeru navrženého v prvním intronu S-RNázy (SEQ ID 

NO. 28) a univerzálního reverzního primeru z exonu 2 tohoto genu (SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-19). 55 
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Pro identifikaci alely S35 byl navržen specifický primer v druhém intronu S-RNázy (SEQ ID 

NO. 29), který se v reakci použije v kombinaci s univerzálním reverzním primerem z exonu 3 

tohoto genu (SEQ ID NO. 3) (Obr. 1-21). 

 

Alela S36 je u višní reprezentována 4 typy S-alel lišícími se navzájem převážně 5 

bodovými mutacemi v S-RNáze i SFB genu, a to S36a (SEQ ID NO. 82 pro SFB, SEQ ID NO. 83 

pro S-RNázu), S36b (SEQ ID NO. 84 pro SFB, SEQ ID NO. 85 pro S-RNázu), S36b2 (SEQ ID 

NO. 87 pro SFB, SEQ ID NO. 86 pro S-RNázu) a S36b3 (SEQ ID NO. 88 pro SFB, SEQ ID NO. 89 

pro S-RNázu). Všechny tyto S-alely jsou samosprašné a může se tedy vyskytovat více různých S36 

alel v jednom genotypu, jak bylo popsáno např. v Lisek, 2017. Je tedy nezbytné věnovat velkou 10 

pozornost návrhu primerů pro specifickou detekci těchto S-alel i jejich kombinací, vzhledem k typu 

mutací je pro jejich jednoznačnou identifikaci nezbytné použít více párů primerů (Obr. 1-22). 

Pro prvotní odlišení alel S36a a S36b od alel S36b2 a S36b3 je navržen primer v druhém intronu 

S-RNázy amplifikující všechny alely S36 (SEQ ID NO. 30). Ten je v reakci použit v kombinaci 

s univerzálním primerem navrženým v exonu 3 tohoto genu (SEQ ID NO. 3). Alely S36b2 a S36b3 15 

v této oblasti vykazují deleci 2 bp, která je při fragmentační analýze na kapilárním genetickém 

analyzátoru jasně odlišitelná. Pro dourčení alely S36a se využijí specifické primery pro amplifikaci 

části SFB genu (SEQ ID NO. 31 a SEQ ID NO. 32). Alela S36b je identifikována na základě délky 

fragmentu S-RNázy amplifikovaného prvním uvedeným párem primerů pro alely S36 (SEQ ID 

NO. 3 + SEQ ID NO. 30) a specifických primerů pro amplifikaci všech tří alel s označením S36b 20 

v oblasti SFB genu (SEQ ID NO. 33 + SEQ ID NO. 34). Přítomnost S36b2 lze jednoznačně stanovit 

pomocí specifického primeru v oblasti prvního intronu S-RNázy (SEQ ID NO. 35) v kombinaci 

s univerzálním primerem z exonu 2 téhož genu (SEQ ID NO. 2). S36b3 je pak amplifikována 

použitím specifického reverzního primeru (SEQ ID NO. 37) v kombinaci s forward primerem 

schopným rozpoznat alely S36a, S36b a S36b3 (SEQ ID NO. 36). V případě detekce 25 

jednonukleotidových záměn mezi jednotlivými alelami S36 jsou do sekvence primerů záměrně 

umístěny destabilizující mutace, aby byla detekce příslušné S-alely specifická. 

 

Pro potvrzení alely STěchl (SEQ ID NO. 91) se v reakci použijí primery SEQ ID NO. 13 a SEQ 

ID NO. 14 (Obr. 1-24). 30 

 

Jak již bylo uvedeno výše, mutace v místě nasedání primerů mohou být provedeny záměrně pro 

zvýšení specifity, případně nejsou překážkou pro úspěšnou amplifikaci příslušné alely. 

Předpokládané délky jednotlivých PCR amplifikovaných fragmentů podle analýzy referenčních 

sekvencí jsou uvedeny v Tabulce 2. 35 

 

Tabulka 2 - Předpokládané délky jednotlivých PCR amplifikovaných fragmentů podle analýzy 

referenčních sekvencí - uvedeno v nukleotidech ve sloupcích s příslušným fluorescenčním 

značením, včetně primerů použitých pro amplifikaci příslušného fragmentu (uvedeny v závorce). 

 40 
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Odborníkovi v oboru je známo, že velikost analyzovaných PCR fragmentů vyhodnocená při 

kapilární elektroforéze závisí kromě skutečné délky sekvence i na sekvenčních vlastnostech 

amplifikovaného fragmentu, použitém fluorescenčním značení, použitém přístroji a podmínkách 

elektroforézy (viz www.thermofisher.com). Může se tedy lišit od délek uvedených v Tabulce 2 a je 

vhodné systém vždy ověřit na referenčních odrůdách, popřípadě sekvenováním jednotlivých PCR 5 

fragmentů. Rovněž je vhodné osekvenovat fragmenty s neznámou délkou, může se jednat o dosud 

nepopsané S-alely. 

 

Příklad 2: Stanovení S-alel u odrůd višně obecné (Prunus cerasus L.) 

 10 

Pro amplifikaci S-alel byla použita DNA izolovaná z lýka višně obecné soupravou Exgene Plant 

SV (GeneAll) podle návodu výrobce. Připravená DNA sloužila jako templát pro PCR reakci 

s následujícími reakčními podmínkami: 2 μl DNA (10 ng/μl); 5 μl Phusion Flash High-Fidelity 

PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, kat. č. F548S), primery v koncentracích 

a fluorescenčně označené dle Tabulky 3, PCR voda do celkového objemu 10 l. 15 

 

Tabulka 3 - Koncentrace a fluorescenční značení použitých primerů 

 

Primer Fluorescenční značení Výsledná koncentrace (nM) 

SEQ ID NO. 1 - 210 

SEQ ID NO. 2 FAM 210 

SEQ ID NO. 3 PET 240 

SEQ ID NO. 4 - 210 

SEQ ID NO. 5 - 450 

SEQ ID NO. 6 - 150 

SEQ ID NO. 7 - 200 

SEQ ID NO. 8 FAM 200 

SEQ ID NO. 9 NED 190 

SEQ ID NO. 10 - 190 

SEQ ID NO. 11 - 200 

SEQ ID NO. 12 FAM 200 

SEQ ID NO. 13 PET 130 

SEQ ID NO. 14 - 130 

SEQ ID NO. 15 FAM 90 

SEQ ID NO. 16 - 90 

SEQ ID NO. 17 - 75 

SEQ ID NO. 18 - 200 

SEQ ID NO. 19 - 120 

SEQ ID NO. 20 - 110 

SEQ ID NO. 21 VIC 110 

SEQ ID NO. 22 - 170 

SEQ ID NO. 23 - 75 

SEQ ID NO. 24 VIC 75 

SEQ ID NO. 25 VIC 180 

SEQ ID NO. 26 - 180 

SEQ ID NO. 27 - 180 

SEQ ID NO. 28 - 220 

SEQ ID NO. 29 - 160 

SEQ ID NO. 30 - 500 

SEQ ID NO. 31 FAM 180 

SEQ ID NO. 32 - 180 

SEQ ID NO. 33 FAM 175 

http://www.thermofisher.com/
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SEQ ID NO. 34 - 175 

SEQ ID NO. 35 - 170 

SEQ ID NO. 36 VIC 90 

SEQ ID NO. 37 - 90 

 

PCR amplifikace probíhala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s následujícím teplotním profilem: 

98 °C/30 s; cyklování: 24x (98 °C/10 s, 60 °C/10 s, 72 °C/15 s); závěrečná extenze 72 °C/15 s. Po 

amplifikaci byl 1 μl PCR reakce přidán k 15 μl Hi-Di™ Formamide (ThermoFisher Scientific, kat. 

č. 4311320) a 0,5 μl velikostního markeru GeneScan™ 600 LIZ™ Dye Size Standard 5 

(ThermoFisher Scientific, kat. č. 4366589). Vzorky byly před fragmentační analýzou denaturovány 

2 minuty při 95 °C v PCR cykleru C1000 (Biorad). 

 

Fragmentační analýza amplikonů proběhla s využitím genetického analyzátoru AB3500 

(ThermoFisher Scientific) podle doporučení výrobce. Detekce S-alel v daném vzorku byla 10 

provedena pomocí GeneMapper® Software 5 (ThermoFisher Scientific) na základě tabulky 2 pro 

vyhodnocení S-alel (viz výše). Všechny PCR amplifikované fragmenty u pozorovaných S-alel byly 

navíc ověřeny sekvenováním s primery použitými pro amplifikaci jednotlivých fragmentů. 

 

Navrhovaná sada primerů byla ověřena na referenčních odrůdách s S-alelami známými z literatury, 15 

které jsou uvedeny v Tabulce 4. Všechny alely byly identifikovány a shodovaly se s údaji známými 

z literatury. Zároveň byla navrhovaná sada primerů použita pro identifikaci S-alel v celé 

genofondové sbírce přihlašovatele a byly nalezeny i další původně třešňové S-alely, které nebyly 

dosud u višní popsány. 

  20 
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Tabulka 4 – Odrůdy višně obecné (Prunus cerasus L.) použité pro ověření navržené sady 

primerů 

 

 
 5 
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Průmyslová využitelnost 

 

Nárokovaná sada primerů výrazně zjednodušuje stanovení S-alel u odrůd višně obecné, protože 

umožňuje identifikaci S-alel v jediné reakci, a to metodou fragmentační analýzy s analýzou na 

kapilárním genetickém analyzátoru. Navrhovaná sada primerů tak jednoznačně přináší 5 

zdokonalení dosavadního stavu techniky, kdy doposud probíhala analýza S-alel u višní v několika 

reakcích, což bylo pracné a finančně i časově náročné. Kromě rutinního stanovení S-alel 

u jednotlivých odrůd višně pro určení jejich samosprašnosti, respektive cizosprašnosti je 

nárokovaná sada primerů velmi dobře použitelná i pro tzv. molekulárními markery asistované 

šlechtění (MAS) višní. V případě analýzy hybridů ze šlechtění zaměřeného na produkci 10 

samosprašných odrůd višní totiž umožňuje velkokapacitní testování produkovaných hybridů 

s možností vyselektovat perspektivní samosprašné semenáče již po několika týdnech růstu, a to ve 

stádiu prvních listů. Bez molekulárních analýz je třeba veškeré potomstvo obsahující i nežádoucí 

cizosprašné genotypy udržovat ve výsadbě po dobu cca 6 let, kdy je teprve možné provést první 

polní zkoušky samosprašnosti, jejichž výsledky však obvykle bývá nezbytné v následujících letech 15 

ověřit. Takto raná selekce šlechtitelského materiálu přináší nemalé finanční úspory díky tomu, že 

šetří práci, materiál i prostor nezbytné pro pěstování semenáčů třešní. S-alely je však důležité 

stanovovat i u cizosprašných višní z důvodu výběru vhodných opylovacích odrůd, a to jak pro 

účely šlechtění, tak pro komerční produkci višní. Nárokovaná sada primerů je tedy průmyslově 

využitelná jak ve šlechtitelské, tak i v pěstitelské praxi. 20 
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Seznam sekvencí 

 

- genomické sekvence primerů, jednotlivých S-RNáz a SFB genů jsou shodné se sekvencemi 

současně podaného elektronického souboru dle standardu WIPO ST.26 připojeného k této 

přihlášce 5 
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NÁROKY NA OCHRANU 

 

1. Sada primerů pro stanovení cizosprašných S-alel S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12, 

S13, S14, S16, S22, S23, S24, S25, S26, S33, S34, S35, S38 a STěch a samosprašných alel S1´, 

S3´, S4´, S5´, S6m, S6m2, S13´, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3 u višně obecné 5 

(Prunus cerasus L.) v jediné reakci metodou fragmentační analýzy vyznačující se tím, že 

obsahuje primery, jejichž sekvence jsou 

 

 

přičemž: 10 

pro identifikaci alely S1 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15 a 

SEQ ID NO. 16, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S1´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15 a 

SEQ ID NO. 17, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodně fluorescenčně označeny 15 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 
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pro identifikaci alely S2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a 

SEQ ID NO. 4, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 7 a 

SEQ ID NO. 8, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 8 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 5 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S3´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S4 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 9 a 10 

SEQ ID NO. 10, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S4´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 9 a 

SEQ ID NO. 10, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 15 

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 11 a 

SEQ ID NO. 12, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 12 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S5´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 20 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S6 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 20 a 

SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S6m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 19 25 

a SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny 

pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S6m2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, 

SEQ ID NO. 18, SEQ ID NO. 20 a SEQ ID NO. 21, z nichž SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ 

ID NO. 21 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 30 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S9 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a 35 

SEQ ID NO. 5, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S10 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 40 

pro identifikaci alely S12 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a 

SEQ ID NO. 6, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23 a SEQ ID NO. 24, z nichž SEQ 

ID NO. 24 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 45 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S13´ obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23, SEQ ID NO. 24, SEQ ID NO. 

25 a SEQ ID NO. 26, z nichž SEQ ID NO. 24 a SEQ ID NO. 25 jsou vhodně fluorescenčně 

označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S13m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 22 a SEQ ID NO. 24, z nichž SEQ 50 

ID NO. 24 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 55 

pro identifikaci alely S16 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 
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pro identifikaci alely S22 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a 

SEQ ID NO. 5, z nichž SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro 

současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S23 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 5 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S25 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 10 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S26 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 27, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 15 

pro identifikaci alely S33 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 28, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S34 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 20 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S35 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 29, z nichž SEQ ID 

NO. 3 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S36a obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 25 

31 a SEQ ID NO. 32, z nichž SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 31 jsou vhodně fluorescenčně 

označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S36b obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 

33 a SEQ ID NO. 34, z nichž SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 33 jsou vhodně fluorescenčně 

označeny pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu fragmentační analýzy; 30 

pro identifikaci alely S36b2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 

30, SEQ ID NO. 33, SEQ ID NO. 34 a SEQ ID NO. 35, z nichž SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a 

SEQ ID NO. 33 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-alel v 

průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S36b3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO. 35 

33, SEQ ID NO. 34, SEQ ID NO. 36 a SEQ ID NO. 37, z nichž SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 33 a 

SEQ ID NO. 36 jsou vhodně fluorescenčně označeny pro současnou detekci dalších S-alel v 

průběhu fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely S38 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichž SEQ ID 

NO. 2 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 40 

fragmentační analýzy; 

pro identifikaci alely STěchl obsahuje sada primery SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichž 

SEQ ID NO. 13 je vhodně fluorescenčně označena pro současnou detekci dalších S-alel v průběhu 

fragmentační analýzy. 

 45 

38 výkresů 
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Obr. 1 – 2 
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Obr. 1 – 3 
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Obr. 1 – 4 
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Obr. 1 – 5 
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Obr. 1 – 6 
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Obr. 1 – 7 
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Obr. 1 – 8 
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Obr. 1 – 9 
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Obr. 1 – 10 
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Obr. 1 – 11 
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Obr. 1 – 12 
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Obr. 1 – 13 
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Obr. 1 – 14 
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Obr. 1 – 15 



CZ 36551 U1 

- 69 - 

 

 

 
Obr. 1 – 16 
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Obr. 1 – 17 
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Obr. 1 – 18 
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Obr. 1 – 19 
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Obr. 1 – 20 
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Obr. 1 – 21 
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Obr. 1 – 22 
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Obr. 1 – 23 
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