CESKA REPUBLIKA
URAD PRUMYSLOVEHO VLASTNICTVI

OSVEDCENI

0 ZAPISU UZITNEHO VZORU

Utadu préimystového viastnictvi



Utad priimyslového vlastnictvi

zapsal podle § 11 odst. 1 zakona €. 478/1992 Sb., v platném znéni, do rejstfiku

UZITNY VZOR

36551

na technické feSeni uvedené v priloZeném popisu.

V Praze dne: 14.11.2022 Za spravnost:
Jiri Voracek

oddéleni rejstriki

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjist'uje, zda predmét uZitného vzoru spliiuje podminky
zpusobilosti k ochrané podle § 1 zék. ¢. 478/1992 Sb.



Cislo zapisu: 36551 Datum zapisu:  14.11.2022

Cislo prihlasky: 2022-40301 Datum ptihlaSeni: 03.10.2022
MPT: Cc12Q1/68 (2018.01)
C12Q 1/6858 (2018.01)
C12Q 1/6895 (2018.01)
C12Q 1/6876 (2018.01)
Nazev: Sada primerd pro stanoveni S-alel u viSné obecné (Prunus cerasus L.)

v jediné reakci

Majitel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY
HOLOVOUSY s.r.o0., Holovousy

Pavodce: RNDr. Jana Cmejlové, Ph.D., Vitinéves
prof. Dr. Ing. Boris Krska, Lednice
Ing. Pavol Suran, Pardubice, Zelené Predmésti

Utad primyslového vlastnictvi v zapisném Fizeni nezjist'uje, zda predmét uZitného vzoru spliiuje podminky
zpusobilosti k ochrané podle § 1 zék. ¢. 478/1992 Sb.



CZ 36551 U1

UZITNY VZOR

(19)

CESKA

REPUBLIKA

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo ptihlasky:
(22) Prihlaseno:
(47) Zapsano:

2022-40301
03.10.2022
14.11.2022

(11) Cislo dokumentu:

36 551

(13) Druh dokumentu: Ul

(51) Int. CL.:

CI120 1/68
CI120 1/6858
CI120 1/6895
CI120 1/6876

(2018.01)
(2018.01)
(2018.01)
(2018.01)

(73)  Majitel:

VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV

OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0., Holovousy,

Cz
(72)  Pavodce:

RNDr. Jana Cmejlova, Ph.D., Vitinéves, CZ
prof. Dr. Ing. Boris Krska, Lednice, CZ

Ing. Pavol Suran, Pardubice, Zelené Predmésti, CZ

(54) Nazev uzitného vzoru:

Sada primeri pro stanoveni S-alel u vi$né
obecné (Prunus cerasus L.) v jediné reakci

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 36551 U1

Sada primeri pro stanoveni S-alel u visné obecné (Prunus cerasus L.) v jediné reakci

Oblast techniky
Reseni se tyka sady primerd navrzenych pro detekci jednotlivych S-alel zodpovédnych za

samosprasnost/cizospras$nost u visné obecné (Prunus cerasus L.), kdy je tato detekce provadéna
fragmentacni analyzou v jediné reakci.

Dosavadni stav techniky

Visen obecna patii mezi nejvyznamnéjsi ovocné plodiny v naSem klimatickém pasu. Plody tohoto
ovocného stromu maji Siroké vyuziti pfevazné v potravinatském primyslu, kde jsou zpracovavany
na dzemy, marmelady, kompoty a razné likéry, pfipadné jsou piimo pouzivany plody, napt. jsou
suSeny ¢i naklddany do lihovin. Z ploda vi$né miize byt pfipravovano i ptirodni barvivo. Vzhledem
k oblib& visni dosahuje jejich sklizeti v Ceské republice pramémé 5 000 tun roéné (Sklizen
ovoce 2021 vcetne 3_a Sletych srovnani.pdf (eagri.cz)), coz je fadi na Ctvrté misto mezi

ovocem sklizenym v sadech po jablkach, hruskach a $vestkach + slivach.

Visen obecna vznikla ptirozenou hybridizaci dvou blizce pribuznych druhi, tfesné ptaci (Prunus
avium L.) a tfeSn¢ kiovité (Prunus fruticosa Pall.). Jeji genom je tetraploidni, tj. obsahuje 4 sady
chromozému (Oldén EJ, 1968). Z hlediska opyleni a nasledného oplozeni existuji cizosprasné
i samosprasné odrudy visné. Cizosprasnost je systém vyvinuty rostlinami za ucelem zabranéni
samoopyleni, aby byla zajisténa co nejvyssi vyména genid v ramci populace (De Nettancourt D,
1997). Cizosprasnost vSak ma dalekosahlé negativni diisledky pro komer¢ni péstovani visni. Pro
uspésné péstovani urcité odrudy jsou vzdy uvadény experimentalné zjisténé vhodné opylovaci
odrtdy, které je nezbytné do komercnich sadli vysadit, aby bylo dosazeno maximalni mozné
produkce plodi. Obvyklé zastoupeni stromt opylovaci odridy je 10 %, nebo je realizovana
vysadba sadu s kombinacemi odriid v jednotlivych fadach, tedy v poméru 1:1. I v ptipadé vysadby
vhodné opylovaci odridy vSak muze sklizenn ohrozit mimo jiné odlisnost doby kveteni, délky
kveteni nebo intenzity kveteni, které jsou ovlivnény mnoha faktory, at’ jiz biotickymi, nebo
abiotickymi. Vysadba dvou odrid visni v komer¢nim sadu mtze byt komplikaci i pro sklizen, kdy
ob¢ odrudy zpravidla dozravaji v odliSnou dobu, nebo se plody 1i$i vyznamné charakteristikami
plodu a produkci neni mozné smichat. Opylovaci odriida navic nemusi mit plody trzni kvality, coz
by v disledku snizovalo mozny hektarovy vynos. Proto je jednim z trendi moderniho Slechtitelstvi
produkce samosprasnych odrud, které zna¢né zjednoduSuji management visnovych sadi. Jiz
v soucasné dob¢ jsou v sadech téméf vyhradné péstovany samosprasné odridy, pfi Slechténi
novych odrtid jsou obvykle cizosprasni hybridi eliminovani coby neperspektivni. Identifikovat
vhodné opylovaci odridy, popfipad¢ prokazat samosprasnost klasickymi opylovacimi metodami
je vsak pracné a velmi ¢asove naro¢né (obvykle je tfeba viceleté ovétovani), z tohoto diivodu byly
pro usnadnéni nalezeni vhodné opylovaci odriidy, ptfipadn€ pro prokazani samospraSnosti,
zavedeny laboratorni metody schopné identifikovat samosprasnost béhem velmi kratké doby
(i béhem jednoho dne).

U visné, stejné jako u tfeSné¢ ptaci (Prunus avium L.), je cizosprasnost primarné dana
multialelickym S-lokem (konkrétni alely se oznacuji jako S-alely a odlisuji se ¢isly, poptipadé
dals$imi znaky). Tento lokus nese v ramci nerekombinujiciho haplobloku dva geny kodujici
proteiny zodpovédné za cizosprasnost, tj. gen pro S-RNazu zodpovédny za samici (pestikovou)
¢ast cizosprasnosti a gen pro S-haplotypové specificky F-box (SFB) zajistujici sam¢éi (pylovou)
¢ast cizosprasnosti (Ushijima K, 2003, Yamane H, 2003a). K Gspé€$nému opyleni a oplozeni dojde,
pokud jsou obé¢ S-alely v genomu diploidniho pylového zrna odlisné od vsech ctyt S-alel pestiku,
popiipadé mohou byt jedna nebo ob¢ S-alely pylového zrna nefunkéni, tj. samosprasné, pak jejich
odlisnost od S-alel pestiku neni nezbytna a oplozeni probéhne. U visni bylo zatim identifikovano
12 funk¢nich, tj. cizosprasnych S-haplotypti (S1, S4, S6, S9, S12, S13, S14, S16 a S34 pochazejici


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 tie$né ptaci; S26, S33 a S35 z tfe$né kiovité) a 9 nefunkénich S-haplotypt (S1°, S6m, S6m2,
S13°, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3, zadny z nich nebyl pozorovan u tfe$né ptacéi) (Lisek A,
2017). Samosprasné S-alely pochazejici z tfe$Sné ptaci nebyly dosud u visni identifikovany.

Co se tyce u visni pozorovanych samosprasnych S-alel a jejich odlisnosti od jejich rodi¢ovskych
funk¢nich protéjska, alela S1° se 1isi od S1 inzerci 615 nukleotidii v kodujici oblasti SFB genu.
Tato inzerce vytvari pted¢asny stop kodon a zachovava pouze 75 z 375 plivodnich aminokyselin
SFB proteinu (Hauck NR, 2006). Sém vykazuje ptiblizné 2 700 bp dlouhou inzerci nachdzejici se
ptiblizné 800 bp pied S-RNazou, kdy tato inzerce inhibuje transkripci S-RNéazy (Yamane H,
2003b). Sém?2 obsahuje 1 bp deleci v S-RNaze vedouci k posunu ¢teciho ramce, takze je vznikajici
S-RNaza zkracena a obsahuje pouze 64 z 223 pivodnich aminokyselin (Tsukamoto T, 2006). S13m
alela se vyznacuje deleci dlouhou 23 bp, kterd zptisobuje posun ¢teciho ramce a zkraceni S-RNdazy,
kdy mutovana verze obsahuje jen 130 z 225 ptivodnich aminokyselin (Tsukamoto T, 2006). V alele
S13’ zplsobuje jednonukleotidova substituce v SFB genu pied¢asny stopkodon, zachovano je 245
z 376 aminokyselinovych zbytki (Tsukamoto T, 2006). Alely S36 se mezi sebou li§i bodovymi
mutacemi jak v S-RNdaze, tak v SFB genu. Jelikoz jsou vSechny Ctyti alely S36 samosprasné
a funkc¢ni alela S36 dosud nebyla identifikovana, predpoklada se, Ze za inaktivitu znamych alel
S36a, S36b, S36b2 a S36b3 jsou zodpovedné zameény aminokyselin v konzervovanych mistech
obou pfislusnych proteinti (Tsukamoto T, 2010). At jiz je dopad téchto mutaci na proteinové trovni
jakykoliv, projevuji se vS§echny tyto mutace schopnosti samoopyleni.

Pro uspésné opyleni je znalost S-alel jednotlivych odrid zcela zésadni, a to jak pro péstitele, tak
pro Slechtitele visni, nebot’ fada kulturnich odriid nese (Caste¢né) stejné S-alely a nejsou tak
schopné se navzajem opylit, nebo jen v omezené mife. S-alely byly nejprve zkoumany u tfesni
a ziskané znalosti byly posléze aplikovany na visné€. S-alely tfeSni byly prvotné identifikovany
biochemickymi metodami (Boskovi¢ R, 1996). V novém tisicileti se postupné zacaly jednotlivé
S-alely identifikovat molekuldrné genetickymi metodami, a to bud’ polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) s univerzalnimi primery s rozliSenim jednotlivych S-alel na zakladé délkového
polymorfizmu intronti v genu pro S-RNazu (Sonneveld T, 2003; Sonneveld T, 2006), ptipadné v 5’
UTR genu pro SFB (Vaughan SP, 2006), nebo PCR s S-alelicky specifickymi primery (napf.
Sonneveld T, 2001; Sonneveld T, 2003; Szikriszt B, 2013). Nejmodernéjsi zpisob umoznujici
identifikaci tfeSfiovych S-alel v¢etné samospraS$nych v jediné reakci, ktery vyuziva fragmentacni
analyzu s rozpoznanim fragmentd na kapilarnim genetickém analyzatoru, byl narokovan v PUV
2020-34519, ktery vlastni pfihlasovatel této ptihlasky. Sadu primert z PUV 2020-34519 lze
kombinovat v jediné reakci i s primery narokovanymi v PUV 2021-34908 prtihlaSovatele této
ptihlasky, aby byla sada pro identifikaci tfeStiovych S-alel kompletni. Co se tyce visiiovych S-alel
nevyskytujicich se u tfesné ptaéi, bézné jsou pro detekci pouzivany primery specifické pro
jednotlivé S-alely (Hauck NR, 2006; Tsukamoto T, 2008a; Tsukamoto T, 2008b; Tsukamoto T,
2010). Po PCR amplifikaci jsou produkty analyzovany elektroforézou na agarézovém gelu,
vyzaduje hned n€kolik jednotlivych PCR reakci a naslednych analyz (Lisek A, 2017), coZ je velmi
nepraktické, komplikované a financn€ 1 Casové naro¢né, zejména pii neznalosti pivodu odridy
a mozného slozeni S-alel.

Z tohoto ditvodu existuje potieba vyvinout novy detekeni systém pro stanoveni S-alel u visni, ktery
by fesil potfebu jednoduché detekce znamych S-alel, idedlné v jediné reakci.

Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky soucasného stavu techniky odstranuje sada primert pro stanoveni
znamych S-alel u visn€é obecné (Prunus cerasus L.) v jediné reakci s detekci prislusSnych PCR
produktll fragmentacni analyzou s vyuzitim kapildrniho genetického analyzatoru. Tato sada
kombinuje: 1) redukovanou sadu primerd narokovanou v PUV 2020-34519 doplnénou primery
narokovanymi v PUV 2021-34908 pro detekci S-alel pochézejicich z tfe$n€ ptaci, a to i téch, které
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nebyly dosud v literatufe u viSni popsany (nékteré primery byly patfiéné upraveny pro
rozpoznavani i visfiovych alel, jiné byly pro nadbyte¢nost ze sady pro analyzu vi$ni vynechany);
2) sadu primerti vyvinutou pro identifikaci S-alel S1°, Sém, S6m2, S13°, S13m, S26, S33, S35,
S36a, S36b, S36b2 a S36b3, které se u tfeSn¢ ptaci nevyskytuji. Tato sada umoziuje identifikaci
vSech znamych S-alel u vis$ni, kdy jsou tyto alely identifikovany ptitomnosti jednoho nebo vice
fragmentl pro danou alelu. Cela sada pro detekci S-alel u vi$ni obsahuje primery, jejichz sekvence

jsou:

CTTGTTCTTGSTTTYGYTTTCTTC (SEQIDNO. 1)
CCATTGTTGCACAAATTGAAA (SEQ ID NO. 2)
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)
TCTGTGTTTTCTAAAGGATGGC (SEQ ID NO. 8)
TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG (SEQ ID NO.9)
GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA (SEQ ID NO. 10)
GCTTGGACAAAATTGACTTGTG (SEQID NO. 11)
GATCACAATCACCCAAAGGAGG (SEQ ID NO. 12)
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)
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)
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)
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)
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);
pricemz:

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny

pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;



20

25

30

35

40

45

50

CZ 36551 U1

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 4, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodn¢ fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 7
a SEQ ID NO. 8, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 8 jsou vhodné¢ fluorescen¢n¢ oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodn¢ fluorescencné oznaCena pro souCasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalich S-alel v priabéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 12 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznaCena pro souCasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribcéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekcei dalSich S-alel v pribcéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ
ID NO. 21 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznafena pro souCasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S9 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 5, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;
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pro identifikaci alely S10 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznafena pro souCasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S12 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 6, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné¢ fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23 a SEQ ID NO. 24, z nichz SEQ
ID NO. 24 je vhodn¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prubéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 24 a SEQ ID NO. 25 jsou vhodn¢ fluorescen¢né oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S13m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 22 a SEQ ID NO. 24, z nichz SEQ
ID NO. 24 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescentné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v prabéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S16 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescentné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v prabéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S22 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 5, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné¢ fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S23 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescenéné oznaCena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescenéné oznacena pro soucasnou detekci dal$ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S25 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescenéné oznaCena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prab&hu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S26 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 27, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescenéné oznaCena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prab&hu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S33 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 28, z nichz SEQ
ID NO. 2 je vhodné fluorescenéné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prub&hu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S34 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescenéné oznacena pro soucasnou detekci dal$ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 36551 U1

pro identifikaci alely S35 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 29, z nichz SEQ
ID NO. 3 je vhodn¢ fluorescenéné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prubéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 31 jsou vhodn¢ fluorescencné¢ oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 33 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ
ID NO. 33 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v prabéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 3, SEQ ID
NO. 33 a SEQ ID NO. 36 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-
alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S38 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescentné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v prabéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely STechl obsahuje sada primery SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichz
SEQ ID NO. 13 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy.

Néavrh sady primerti podle technického feSeni pro stanoveni S-alel u visné obecné byl proveden
v nékolika krocich: 1) porovnani sekvenci gent pro jednotlivé S-RNazy, respektive SFB geny
uznamych S-alel; 2) vytipovani oblasti dostate¢n¢ konzervovanych, popfipad¢ dostatecné
heterogennich pro navrh univerzalnich, resp. alelicky specifickych primert; 3) lokalizace mutaci
vyskytujicich se u samosprasnych S-alel; 4) navrh primert pro detekci jednotlivych S-alel, pticemz
byla brana do uvahy potfeba univerzalnosti, respektive specifity jednotlivych primerd dle
pozadavkd navrhovaného systému. Soucasné byla provedena analyza vyuzitelnosti diive
narokovaného systému pro analyzu S-alel u tfesné ptaci (PUV 2020-34519 a PUV 2021-34908)
a nezbytnosti pouziti vSech primeri této sady, kdy nékteré z primerd mohly byt vynechany
z diivodu pouziti noveé navrzenych primera detekujicich specificky i pfislusné samosprasné S-alely
vi$ni. Pfi navrhu musela byt zohlednéna i délka vznikajicich amplikonti a jejich fluorescencni
znaceni, aby byla umoZnéna souCasna detekce vSech rozpoznavanych S-alel v jedné reakci;
5) optimalizace PCR podminek. Univerzalni podminky, které by mély byt splnény pti navrhovani
primera pro multiplexni amplifikaci DNA, jsou nasledujici: 1) vysoka specifita primert eliminujici
necilené amplifikace; 2) obdobna teplota tani vSech primert; 3) eliminace tvorby dimerti mezi
jednotlivymi primery. Pfi navrhovani byly brany do uvahy vSechny dostupné sekvence S-alel
uvedené v databazi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), pfipadné ziskané v laboratofi
ptihlasovatele uzitného vzoru. Narokovana sada primera byla navrzena tak, aby bylo mozné u visni
jednoznaéné stanovit cizosprasné S-alely S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12, S13, S14, S16,
S22, S23, S24, S25, S34, S38 a STéchl a popiipadé i samosprasné alely S3°, S4” a S5°, vSechny
pochézejici z tfeSné ptaci, a zaroven cizosprasné S-alely S26, S33 a S35 a samosprasné alely S1°,
S6m, Sém2, S13°, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3 nevyskytujici se u tfesné ptaci. Tento vycet
S-alel zahrnuje nejen vSechny S-alely identifikované doposud u visni, ale také dalsi, pavodne
tteSniové S-alely zatim u viSni nepozorované. Primery pro amplifikaci téchto S-alel nebyly
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z puvodni sady pro amplifikaci S-alel u tfe$ni vynechany, a to z toho duvodu, Ze byly zatim
publikovany S-alely pouze u cca 80 odrud visni (Lisek A, 2017). V genofondovych sbirkach
ptihlasovatele vsak byly u nekterych odriid visné€ identifikovany ptivodné tiesiové S-alely, které
nebyly doposud u visni popsany, proto se jevi ponechani primerd pro detekci vSech ptivodné
treSilovych S-alel v sadé pro detekci S-alel u visni jako odiivodnéné. Mozna je i existence dalSich
S-alel, které nebyly dosud popsany, tyto doposud neznamé S-alely by mohly byt zachyceny pomoci

univerzalnich primerti v reakci (napi. SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2).

Prvnim krokem pro stanoveni S-alel u vi§né obecné je izolace genomové DNA, nasleduje PCR
s vyuzitim navrzZené sady primerd pro specifickou amplifikaci vyse uvedenych S-alel a stanoveni
délky amplikoni pomoci fragmentacni analyzy za vyuziti kapilarni elektroforézy. Findlnim
krokem je vyhodnoceni ptitomnosti jednotlivych S-alel. Piiklady provedeni technického fesSeni
jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zadnym zplisobem neomezuji rozsah této prihlasky, ktery
je vymezen pfipojenym narokem a podrobné popsan v popisu technického feseni. Odbornik
v oboru bude schopen ucinit rtizné modifikace pouzitého zpisobu PCR, uvedenych primera
a fluorescen¢niho oznaceni primert tak, aby nedoslo ke sniZeni specifity PCR detekce jednotlivych
S-alel. Odbornik v oboru bude schopen téZ snizit pocet soucasné detekovanych S-alel v jedné
reakci, napt. z ditvodu uzplsobeni narokované sady primerii pro detekci pouze urcitych S-alel
v potomstvu ur€itého kiizeni, a to dle typu rodi¢ovskych S-alel. Poptipadé miize odbornik v oboru
pouzit misto degenerovanych primerti jednotlivé primery se sekvencemi odpovidajicimi
prislusnému degenerovanému primeru, avsak s odpovidajicimi alternativnimi nukleotidy v misté
degenerace.

Objasnéni vykresta

Obr. 1-1 az 1-24: Vyseky sekvenci, popiipad¢ porovnani vyseki piibuznych sekvenci jednotlivych
S-alel (S-RNazy, v ptipadé jeho amplifikace i SFB) obsahujici mista nasedani narokovanych
primerd. Vyznacené sekvence (tucné€, podtrzen€) reprezentuji mista nasedani primeri s uvedenim
jejich SEQ ID NO., reverzni primery jsou znazornény v reverzné¢ komplementarni orientaci.
Pfipadné mutace v misté nasedani primerti jsou bud’ provedeny zamérn¢, nebo nejsou prekazkou
pro uspésnou amplifikaci ptislusné alely. V ptipad€ prevzatych sekvenci je kromé jejich SEQ ID
NO. uvedeno 1 jejich identifikacni ¢islo v databazi GenBank, zbylé tuseky byly sekvenovany
v laboratofi ptihlasovatele.

Piiklady uskuteénéni technického feSeni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primerii

Pro detekci S-alel visné obecné v jediné reakci byly pomoci programu Geneious Prime® navrzeny
primery pro PCR amplifikaci tak, aby cely systém fungoval ve své komplexnosti a amplifikované
fragmenty mély spravnou délku umoziujici jejich jednoznacnou identifikaci pomoci fragmentacni
analyzy na kapilarnim genetickém analyzatoru. Genové sekvence jednotlivych S-alel (S-RNazy
i SFB) byly ziskany z vefejn¢ dostupné databaze The National Center for Biotechnology
Information, databaze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide), pfipadné nezbytné
chybéjici iseky genti pro S-RNazu a SFB byly sekvenovany na pracovisti piihlasovatele (tam, kde
to bylo mozné diky vyskytu ptislusné S-alely v genofondovych sbirkach tfesni, respektive visni
ptihlaSovatele). Referencni cisla jednotlivych sekvenci pro S-RNazu a SFB jsou uvedena
v tabulce 1, v¢etné puvodu uvedené sekvence.

Tabulka 1 — Referencni sekvence (kody dle piistupového ¢isla v databazi GenBank) jednotlivych
alel S-RN4zy pro promotorovou oblast, oblast prvniho az druhého exonu; pro oblast druhého az
tretiho exonu; respektive SFB genu. Jsou uvedeny vSechny S-alely s publikovanou sekvenci v této
oblasti, prestoze nékteré z nich neobsahuji misto nasedani nékterého primeru. V piipadé potieby
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Referencni sekvence Organizmus
S-alela Promotor S- S-RNaza S-RNaza SFB P, avium L.
RNazy (Exon 1 az (Exon 2 az
Exon 2) Exon 3)
S1 AJ635282 AJ635281 ABI111518 P, avium L.
DQ827715 P, cerasus L.
S1° DQ827716 P. cerasus L.
S2 AJ635284 AJ635283 ABI111519 P, avium L.
S3 AY 571663 AJ635285 AY 571665 P, avium L.
S3’
S4 AJ635288 AJ635287 AB111521 P avium L.
S4’ AY 649873 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 AY 805053 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 AJB62656 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 JQ280525 P, avium L.
EU054326 EU054326 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 pochazejici z tfeSné pta¢i a visné obecné byly porovnany
programem Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Na zaklad¢ porovnani
sekvenci S-RNaz byla zrevidovana mista nasedani primerd pro identifikaci S-alel pochazejicich
z tfesné ptaci (narokovany v PUV 2020-34519 a PUV 2021-34908) a piipadné nekomplementarity
byly feSeny degeneraci puivodnich primert. Poté byly vytipovany oblasti vhodné pro navrh
jednotlivych primerti pro odliSeni vSech S-alel vyskytujicich se ve visnich, tedy oblasti dostatec¢né
konzervované pro navrh univerzalnich primera a oblasti specifické pro jednotlivé S-alely. Dale
bude popsana identifikace jednotlivych S-alel vyskytujicich se u visni, pfipadné s moznym
vyskytem u visni, a zptisob jejich rozliSeni. Nasedani v§ech primeri je zachyceno na Obr. 1-1 az
1-24 v tomto dokumentu.

Samosprasna alela S1° (SEQ ID NO. 40 pro S-RNazu, resp. SEQ ID NO. 41 pro SFB) se lisi od
cizosprasné alely S1 (SEQ ID NO. 38 pro S-RNazu, resp. SEQ ID NO. 39 pro SFB) inzerci 615 nt
v SFB genu (Hauck, 2006), pro jejich rozliSeni byl navrzen spole¢ny fluorescencné znaceny
forward primer nachézejici se pred touto inzerci (SEQ ID NO. 15), reverzni primery jsou specifické
pro S1’ (primer se nachazi v inzerci, SEQ ID NO. 17), respektive S1 (primer se nachazi za inzerci,
tj. ve spolecné oblasti alel S1 a S1° SFB, nicméné pii amplifikaci S1° by vznikal pfili§
dlouhy fragment pro detekci na kapilarnim genetickém analyzatoru, tj. >600 bp, SEQ ID NO. 16)
(Obr. 1-1). Ob¢ tyto alely jsou amplifikovany i univerzalnimi degenerovanymi primery (SEQ ID
NO. 1 a SEQ ID NO. 2).

Alela S2 (SEQ ID NO. 42 pro oblast prvniho intronu S-RNazy, resp. SEQ ID NO. 43 pro oblast
druhého intronu S-RNazy) je detekovana univerzalnimi degenerovanymi primery (SEQ ID NO. 1
a SEQ ID NO. 2) a univerzalnim primerem SEQ ID NO. 3 v kombinaci se specifickymi primerem
SEQ ID NO. 4 (Obr. 1-2).

Alela S3” (SEQ ID NO. 46 pro S-RNazu) se 1isi od S3 (SEQ ID NO. 44 pro S-RNazu, SEQ ID
NO. 45 pro SFB) deleci v SFB genu neznamého rozsahu. Ob¢€ jsou detekovany univerzalnimi
degenerovanymi primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2), pro identifikaci S3 jsou pouzity
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-RNazu, SEQ ID NO. 50 pro SFB) obsahuje deleci 4 nukleotidi
v SFB genu, kterou se 1i8i od matefské alely S4 (SEQ ID NO. 47 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 48
pro SFB) (Sonneveld T, 2005). Také obé tyto alely jsou amplifikovany univerzalnimi
degenerovanymi primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2), rozliSeni mezi nimi zajist'uji primery
SEQ ID NO. 9 a SEQ ID NO. 10 navrzené pied, respektive za touto deleci (Obr. 1-4).

Alela S5’ (SEQ ID NO. 53 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 54 pro SFB) se oproti sekvenci S5 (SEQ
ID NO. 51 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 52 pro SFB) vyznacuje bodovou mutaci v SFB genu, ktera
vede k tvorbé stopkodonu (Marchese A, 2007). Po amplifikaci univerzalnimi degenerovanymi
primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2) se alely S5 a S5" 181 o jeden nukleotid, pro jednoznacnost
jejich rozliseni je pfidan par primerd SEQ ID NO. 11 a SEQ ID NO. 12, schopny amplifikovat
pouze alelu S5 (Obr. 1-5).

Alela S6 se vyskytuje ve viSnich ve tfech riznych formach — ptivodné tfesnova alela S6 (SEQ ID
NO. 55 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 56 pro promotorovou oblast S-RNazy) je cizosprasna, visSiové
alely S6m (SEQ ID NO. 57 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 58 pro promotorovou oblast S-RNazy)
a S6m?2 (SEQ ID NO. 59 pro S-RNazu, SEQ ID NO. 60 pro promotorovou oblast S-RNazy) vznikly
jejimi mutacemi a umoziuji samosprasnost, potencialné tak muze dojit k vyskytu vice alel
odvozenych od S6 v jednom genotypu. Navrhovana sada primert tak musi byt schopna odlisit
i kombinace téchto S-alel. Alela S6m se lisi inzerci sekvence podobné transpozonu o délce cca
2 700 nt v promotorové oblasti genu pro S-RNazu (Yamane, 2003b). Pro amplifikaci S6m byl
navrzen forward primer v inzertované sekvenci (SEQ ID NO. 19), reverzni se pak nachazi ve
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spole¢né ¢asti vSech tii S6 alel (SEQ ID NO. 21). Pro odliSeni zbylych dvou alel S6 byl navrzen
i specificky primer umoznujici detekci promotorové oblasti alel S6 a S6m2 (SEQ ID NO. 20).
Tento primer rozpoznava i alelu S6m, amplifikovany usek by vSak byl pfili§ dlouhy pro detekci na
kapilarnim genetickém analyzatoru, tj. >600 bp (Obr. 1-6). Alela S6m2 se lisi od obou zbyvajicich
S6 alel deleci 1 bp v kddujici sekvenci S-RNazy (Tsukamoto, 2006). Specificky forwardovy primer
(SEQ ID NO. 18) pro amplifikaci pouze alely S6m?2 byl navrzen v oblasti této delece, reverznim
primerem je univerzalni primer ze tfetiho exonu S-RNazy (SEQ ID NO. 3) (Obr. 1-6). Pouziti
specifickych primerti pro amplifikaci S6m a Sém?2 v jediné reakci umozituje piimou identifikaci
1 genotypi nesoucich ob¢ tyto samosprasné S-alely. Alela S6 je detekovana pouze spole¢nym
fragmentem vzniklym po amplifikaci univerzalnimi degenerovanymi primery (SEQ ID NO. 1
a SEQ ID NO. 2), nevykazuje zadny pro ni specificky fragment. Soucasny vyskyt cizosprasné alely
S6 ajedné ze samosprasnych alel t¢hoz druhu neni vzhledem k pfedpokladanému mechanizmu
cizosprasnosti pravdépodobny.

Alely S7 (SEQ ID NO. 61 pro S-RNézu), S9 (SEQ ID NO. 62 pro oblast prvniho intronu S-RNazy,
SEQ ID NO. 63 pro oblast druhého intronu S-RNézy), S10 (SEQ ID NO. 64 pro S-RNazu) a S12
(SEQ ID NO. 65 pro S-RNazu) jsou detekovany univerzalnimi degenerovanymi primery (SEQ ID
NO. 1 aSEQ ID NO. 2) (Obr. 1-7 az 1-10), pficemz vyskyt alely S9 je potvrzen fragmentem
vznikajicim z primertt SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 5. Alela S12 je dourcena amplifikaci z primert
SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 6.

Alelu S13 je mozné najit u visni taktéz ve tfech riiznych formach. Pivodni tiestiova alela S13 (SEQ
ID NO. 66 pro SFB, SEQ ID NO. 67 pro S-RNazu) je cizosprasna, alely S13" (SEQ ID
NO. 68 pro SFB, SEQ ID NO. 69 pro S-RNézu) a S13m (SEQ ID NO. 70 pro SFB, SEQ ID NO. 71
pro S-RNézu) jsou pak specifické pro vi§né a umoznuji samospraseni. I v tomto piipadé€ existuje
potencialni moznost nalézt vice typt alely S13 v jednom genotypu, navrhovana sada primerti tak
musi umoznit identifikaci 1 jejich kombinaci. Mutovana alela S13m se vyznacuje deleci v exonu 3
o délce 23 bp v genu pro S-RNazu. Pro jeji rozpoznani je navrzen specificky forward primer
preklenujici tuto deleci, tj. zac¢ina pted touto deleci a konci za ni (SEQ ID NO. 22). Pro alely S13
aS13" je navrzen forwardovy primer nachazejici se uvniti této deletované oblasti (SEQ ID
NO. 23), reverzni primer je schopen rozpoznavat vSechny tfi varianty S13 (SEQ ID NO. 24)
(Obr. 1-11). Alela S13” vznikla bodovou mutaci v SFB genu, kterd zpiisobuje pfedcasny stop
kodon (Tsukamoto, 2006). Pro odliSeni S13” od S13 a S13m je navrZen v oblasti této mutace
specificky reverse primer rozpoznavajici pouze alelu S13” (SEQ ID NO. 26). Z divodu dostate¢né
specifity je do primeru umisténa destabilizujici mutace. Navrzeny forwardovy primer rozpoznava
vSechny tfi varianty S13 (SEQ ID NO. 25) (Obr. 1-11). Pouziti specifickych primerti pro
identifikaci obou samosprasnych alel S13” a S13m v jediné reakci umoziuje pfimou identifikaci
genotypl nesoucich obé tyto samosprasné S-alely. Alela S13 je detekovana pouze spole¢nym
fragmentem, nevykazuje zadny pro ni specificky fragment. Soucasny vyskyt cizosprasné alely S13
a jedné ze samosprasnych alel téhoz druhu neni pfedpokladan.

Pivodné tiesnové S-alely S14 (SEQ ID NO. 72 pro S-RNazu), S16 (SEQ ID NO. 73 pro S-RNazu),
S22 (SEQ ID NO. 74 pro S-RNazu), S23 (SEQ ID NO. 75 pro S-RNdazu), S24 (SEQ ID NO. 76
pro S-RNazu), S25 (SEQ ID NO. 77 pro S-RNazu), S34 (SEQ ID NO. 80 pro S-RNazu) a S38
(SEQ ID NO. 92 pro S-RNézu) jsou vSechny urceny amplifikaci univerzalnimi degenerovanymi
primery (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-12 az 1-17, 1-20, respektive 1-23), alela S22 je
potvrzena i fragmentem vznikajicim z primert SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 5.

Alely S26 (SEQ ID NO. 78 pro S-RNézu), S33 (SEQ ID NO. 79 pro S-RNazu) a S35 (SEQ ID
NO. 81 pro S-RNazu) pochazeji z tiesné kiovité a jsou plné funkéni, tj. cizosprasné, vSechny tii
S-alely jsou rozpoznavany specifickymi primery. Alela S26 je amplifikovana kombinaci
specifického primeru navrzené¢ho v prvnim intronu S-RNazy (SEQ ID NO. 27) a univerzalniho
reverzniho primeru z exonu 2 tohoto genu (SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-18). Alela S33 je také
amplifikovana kombinaci specifického primeru navrzeného v prvnim intronu S-RNazy (SEQ ID
NO. 28) a univerzalniho reverzniho primeru z exonu 2 tohoto genu (SEQ ID NO. 2) (Obr. 1-19).

-10 -
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Pro identifikaci alely S35 byl navrzen specificky primer v druhém intronu S-RNazy (SEQ ID
NO. 29), ktery se v reakci pouzije v kombinaci s univerzalnim reverznim primerem z exonu 3
tohoto genu (SEQ ID NO. 3) (Obr. 1-21).

Alela S36 je u visni reprezentovdna 4 typy S-alel liSicimi se navzajem pievazné
bodovymi mutacemi v S-RNaze i SFB genu, a to S36a (SEQ ID NO. 82 pro SFB, SEQ ID NO. 83
pro S-RNazu), S36b (SEQ ID NO. 84 pro SFB, SEQ ID NO. 85 pro S-RNazu), S36b2 (SEQ ID
NO. 87 pro SFB, SEQ ID NO. 86 pro S-RNazu) a S36b3 (SEQ ID NO. 88 pro SFB, SEQ ID NO. 89
pro S-RNézu). VSechny tyto S-alely jsou samosprasné a mtize se tedy vyskytovat vice riznych S36
alel v jednom genotypu, jak bylo popsano napft. v Lisek, 2017. Je tedy nezbytné vénovat velkou
pozornost navrhu primert pro specifickou detekci téchto S-alel i jejich kombinaci, vzhledem k typu
mutaci je pro jejich jednoznacnou identifikaci nezbytné pouzit vice part primeri (Obr. 1-22).
Pro prvotni odliseni alel S36a a S36b od alel S36b2 a S36b3 je navrzen primer v druhém intronu
S-RNazy amplifikujici v§echny alely S36 (SEQ ID NO. 30). Ten je v reakci pouzit v kombinaci
s univerzalnim primerem navrZzenym v exonu 3 tohoto genu (SEQ ID NO. 3). Alely S36b2 a S36b3
v této oblasti vykazuji deleci 2 bp, kterd je pfi fragmentacni analyze na kapilarnim genetickém
analyzatoru jasné odliSitelna. Pro dourceni alely S36a se vyuziji specifické primery pro amplifikaci
¢asti SFB genu (SEQ ID NO. 31 a SEQ ID NO. 32). Alela S36b je identifikovana na zékladé délky
fragmentu S-RNazy amplifikovaného prvnim uvedenym parem primerii pro alely S36 (SEQ ID
NO. 3 + SEQ ID NO. 30) a specifickych primera pro amplifikaci vSech tfi alel s ozna¢enim S36b
v oblasti SFB genu (SEQ ID NO. 33 + SEQ ID NO. 34). Pfitomnost S36b2 Ize jednozna¢né stanovit
pomoci specifického primeru v oblasti prvniho intronu S-RNazy (SEQ ID NO. 35) v kombinaci
s univerzalnim primerem z exonu 2 téhoz genu (SEQ ID NO. 2). S36b3 je pak amplifikovana
pouzitim specifického reverzniho primeru (SEQ ID NO. 37) v kombinaci s forward primerem
schopnym rozpoznat alely S36a, S36b a S36b3 (SEQ ID NO. 36). V pfipadé detekce
jednonukleotidovych zdmén mezi jednotlivymi alelami S36 jsou do sekvence primerd zamérné
umistény destabilizujici mutace, aby byla detekce ptislusné S-alely specificka.

Pro potvrzeni alely STéchl (SEQ ID NO. 91) se v reakci pouziji primery SEQ ID NO. 13 a SEQ
ID NO. 14 (Obr. 1-24).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, mutace v misté nasedani primerti mohou byt provedeny zdmérné pro
zvySeni specifity, pfipadn€é nejsou prekazkou pro uspéSnou amplifikaci pfislusné alely.
Predpokladané délky jednotlivych PCR amplifikovanych fragmentti podle analyzy referencnich
sekvenci jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 - Pfedpokladané délky jednotlivych PCR amplifikovanych fragmentii podle analyzy

referencnich sekvenci - uvedeno v nukleotidech ve sloupcich s pfislusSnym fluorescen¢nim
znacenim, véetné primerd pouzitych pro amplifikaci ptislusného fragmentu (uvedeny v zavorce).
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Odbornikovi v oboru je znamo, ze velikost analyzovanych PCR fragmenti vyhodnocena pfi
kapilarni elektroforéze zavisi krom¢ skute¢né délky sekvence i na sekvencnich vlastnostech
amplifikovaného fragmentu, pouzitém fluorescencnim znaceni, pouZzitém pfistroji a podminkach
elektroforézy (viz www.thermofisher.com). MiiZe se tedy lisit od délek uvedenych v Tabulce 2 a je
vhodné systém vzdy ovéfit na referencnich odridach, popiipadé sekvenovanim jednotlivych PCR
fragmentli. RovnéZ je vhodné osekvenovat fragmenty s neznamou délkou, mtize se jednat o dosud
nepopsané S-alely.

Priklad 2: Stanoveni S-alel u odriid vi§né obecné (Prunus cerasus L.)

Pro amplifikaci S-alel byla pouzita DNA izolovana z lyka visn€¢ obecné soupravou Exgene Plant
SV (GeneAll) podle navodu vyrobce. Pfipravend DNA slouzila jako templat pro PCR reakci
s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl DNA (10 ng/ul); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity
PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. F548S), primery v koncentracich
a fluorescencné oznacené dle Tabulky 3, PCR voda do celkového objemu 10 pl.

Tabulka 3 - Koncentrace a fluorescencni znaceni pouzitych primerti

Primer Fluorescenéni znaceni Vysledna koncentrace (nM)

SEQID 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
SEQID 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
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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 probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 24x (98 °C/10 s, 60 °C/10 s, 72 °C/15 s); zavérecna extenze 72 °C/15 s. Po
amplifikaci byl 1 pul PCR reakce pfidan k 15 pl Hi-Di™ Formamide (ThermoFisher Scientific, kat.
¢.4311320) a0,5 pl velikostniho markeru GeneScan™ 600 LIZ™ Dye Size Standard
(ThermoFisher Scientific, kat. ¢. 4366589). Vzorky byly pfed fragmentacni analyzou denaturovany
2 minuty pii 95 °C v PCR cykleru C1000 (Biorad).

Fragmenta¢ni analyza amplikonii probéhla s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific) podle doporuceni vyrobce. Detekce S-alel v daném vzorku byla
provedena pomoci GeneMapper® Software 5 (ThermoFisher Scientific) na zaklade€ tabulky 2 pro
vyhodnoceni S-alel (viz vyse). VSechny PCR amplifikované fragmenty u pozorovanych S-alel byly
navic ovéfeny sekvenovanim s primery pouzitymi pro amplifikaci jednotlivych fragmentu.

Navrhovana sada primert byla ovéfena na referencnich odridach s S-alelami znamymi z literatury,
které jsou uvedeny v Tabulce 4. VSechny alely byly identifikovany a shodovaly se s idaji znamymi
z literatury. Zarovein byla navrhovana sada primeri pouzita pro identifikaci S-alel v celé

genofondové sbirce ptihlaSovatele a byly nalezeny i dalsi ptivodné tfeSiiové S-alely, které nebyly
dosud u visni popsany.

- 18 -
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Prumyslova vyuzitelnost

Narokovana sada primerd vyrazné zjednodusuje stanoveni S-alel u odriid visné obecné, protoze
umoznuje identifikaci S-alel v jediné reakci, a to metodou fragmenta¢ni analyzy s analyzou na
kapilarnim genetickém analyzitoru. Navrhovana sada primerit tak jednoznacné piinasi
zdokonaleni dosavadniho stavu techniky, kdy doposud probihala analyza S-alel u vi$ni v nékolika
reakcich, coz bylo pracné a financné i Casoveé narocné. Kromé rutinniho stanoveni S-alel
u jednotlivych odrid visné pro urCeni jejich samosprasnosti, respektive cizosprasnosti je
narokovana sada primertt velmi dobife pouzitelnd i pro tzv. molekuldrnimi markery asistované
Slechténi (MAS) visni. V pfipadé analyzy hybridi ze S$lechténi zaméfeného na produkci
samosprasnych odrid visni totiz umoziuje velkokapacitni testovani produkovanych hybridi
s moznosti vyselektovat perspektivni samosprasné semenace jiz po nékolika tydnech rtstu, a to ve
stadiu prvnich listl. Bez molekularnich analyz je tfeba veskeré potomstvo obsahujici i nezadouci
cizosprasné genotypy udrZovat ve vysadbé po dobu cca 6 let, kdy je teprve mozné provést prvni
polni zkouSky samospra$nosti, jejichz vysledky vSak obvykle byva nezbytné v ndsledujicich letech
overit. Takto rané selekce Slechtitelského materidlu piindsi nemalé financni uspory diky tomu, ze
Setii praci, material i prostor nezbytné pro péstovani semenaci tfesni. S-alely je vSak dilezité
stanovovat i u cizosprasnych visni z diivodu vybéru vhodnych opylovacich odrtid, a to jak pro
ucely Slechténi, tak pro komer¢ni produkci visni. Narokovana sada primeru je tedy primyslove
vyuzitelna jak ve Slechtitelské, tak i v péstitelské praxi.
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Seznam sekvenci

- genomické sekvence primert, jednotlivych S-RNaz a SFB genil jsou shodné se sekvencemi
soucasn¢ podaného elektronického souboru dle standardu WIPO ST.26 piipojeného k této
prihlasce

<8EQ ID NO. 1-primer; DNA; Prunus avium L=
CTTGTTCTTGSTTTYGYTTTCTTC

=SEQ ID NO. 2-primer; DNA; Prunus avium L >
CCATTGTTGCACAAATTGAAA

=8EQ ID NO. 3-primer; DNA; Prunus cerasus L =
GTATCRTTGCCACYTTCCACG

<8EQ ID NO_ 4-primer; DNA; Prunus avium L=
TGAACGAAATCTCAACTCATAAATC

=SEQ ID NO. 5-primer; DNA; Prunus avium L >
TCTAATAATGGATCTGCTCATCTAATT

=8EQ ID NO. 6-primer; DNA; Prunus avium L >
GCTAACCCTTACATTTTGACCC

<8EQ ID NO. 7-primer; DNA; Prunus avium L=
CCACAATTTGAACGTCAGAAC

=SEQ ID NO. 8-primer; DNA; Prunus avium L >
TCTGTGTTTICTAAAGGATGGC

=<8EQ ID NO. 9-primer; DNA; Prunus avium L >
TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG

<8EQ ID NO. 10-primer; DNA; Prunus avium L =
GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA

<8EQ ID NO. 11-primer; DNA; Prunus avium L >
GCTTGGACAAAATTGACTTGTG

=<8EQ ID NO. 12-primer; DNA; Prunus avium L >
GATCACAATCACCCAAAGGAGG

<8EQ ID NO. 13-primer; DNA; Prunus avium L =
CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC

=8EQ ID NO. 14-primer; DNA; Prunus avium L >
GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC

=<8EQ ID NO. 15-primer; DNA; Prunus cerasus L=

-22 -
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GACTACCTACAAAGTCCCTCG

<5EQ ID NO. 1§-primer; DNA; Prunus cerasus L.>
GCTTAACTTGTAGAACACCTCAC

<SEQ ID NO. 17-primer; DINA; Prunus cerasus L=
COGTGCGGTGTAGTGTAAAALC

<SEQ ID WO, 18-primer; DINA; Prunus cerasus L=
ATATTTCACCATTCATGGCCTATGC

<SEQ ID NO. 19-primer; DINA; Prunus cerasus L=
COGTTCAACCCGATTTATGGC

ZSEQ ID NO. 20-primer; DNA; Prunus cerasus L=
CATTGACTTGGCAGTTTGACG

ZSEQ IDNO. 21-primer; DNA; Prunus cerasus L=
TTAATGGTTGGGTGTATAATTGCTGTT

<5EQ ID NO. 22-primer; DNA; Prunus cerasus L.>
CTTAACCAATTCCATGTGGATGIC

=SEQ ID NO. 23-primer; DNA; Prunus cerasus L=
ATACTTCGAGCGATCCCACGA

=SEQ ID NO. 24-primer; DNA; Prunus cerasus L=
GACCGTGTAAGCCATTTITGAGAG

ZSEQ ID NO. 25-primer; DNA; Prunus cerasus L=
GATGCGTACCAACAAAAATACCTTA

<5EQ ID NO. 2§-primer; DNA; Prunus cerasus L.>
GGCATCTGGTGCTATGAACTAT

<5EQ ID NO. 27-primer; DNA; Prunus cerasus L.>
TTGAATATTTITACCATTCTCTATATTCTGCT

=SEQ ID NO. 28-primer; DINA; Prunus cerasus L=
CAAGTAAGATACCAAACTGACCTAAG

<SEQ ID NO. 29-primer; DNA; Prunus cerasus L=
COGATTTAGCAATAGTTTGGTATAAATTC

<SEQ ID NO. 30-primer; DNA; Prunus cerasus L=
TAAGGTGGACACATGACCATATTTAAG

<5EQ ID NO. 31-primer; DNA; Prunus cerasus L.>
GAATCCATCGATCAGGAAATTITATAA

=SEQ ID WO, 32-primer; DINA; Prunus cerasus L=
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GTCCGTTCCAAGACTAAAAAAC

<3EQ ID NO. 33-primer; DNA; Prunus cerasus L=
AGTACATTTTCTAACGGAGTAGCAT

=ZZEQ ID NO. 34-primer, DNA; Prunus cerasus L>
CCTCACAACCATAGAATCTAAAAGG

<3EQ ID NO. 35-primer; DNA; Prunus cerasus L=
GGACTTGATCTAACGCACCACA

<3EQ ID NO. 36-primer; DNA; Prunus cerasus L >
CGATAAATCCTGATGTTGCTTTATCCCA

=ZZEQ ID NO. 37-primer, DNA; Prunus cerasus L>
CCTAGGCTCGCCTCTCAC

=5EQ ID NO. 38-partial sequence of 5-BENase 51 (Easteénd sekvence 3-RNazy 51); DNA; Prunus
aviom L=
CTAAGTATGGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGCTTTCCTIGITCTTGCTITIGCTTTCT
TCTTTTGTTACGTTATGAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTCTGCTATATCCTAT
ATGCATATAATCAGCATTGCATTTITCACTTATATATTTTGTICAGAGAACTATTGTG
TOTATTCGATGATATATCACATGACATGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTIT
CATTTAATCTAACGCACAACTITCTITGGATGAGTAAGTATTITGGGGATTGTITITICT
GUATGTCCTTTITATATTIITCATCCTCTTTIGTTCTITCTGATATTTGTITTAATAAGTG
CAGTCTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACTACTTTCAATTTGTGCAA
CAATGGCCACC

=3EQ ID NO. 39-partial sequence of SFB 51 (fastetna sekvence SFB 51); DNA; Prunus cerasus
L=
ATGGCATTTACAATACGTAAGAAAGAAATCTTAATCGACATCCTGGTGAGACTACCT
ACAAAGTCCCTCGTTCGATTTCTGTGTACATGCAAGTCATGGAGTGATTTTATTIGGCA
GCTCGAGTTTTGTTAGCACACACCTTGATAGGAATGTCACAAAACATGCCCATGTCT
ATCTACTCTGCCTCCACCACCCAAATTTITGAATGTCACGTCGACCCTGATGACCCATA
TOTTAAAAAAGAATTTCAATGGTCTCTTTTTCCCAATCAAACATGTGAGGTGTTCTAC
AAGTTAAGCCATCOCTTAGGGAACACAGAACATTATGGGATATATGGTTCAAGCAAT

<3EQ ID NO. 40-partial sequence of 3-FlNase 517 (Castefna sekvence 5-BNazy S17); DNA;
Prunus cerasus L=
CTAAGTATGGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGCTTITCCTTGITCTTGCTITTIGCTTTCT
TCTTTTGTTACGTITATGAGCAGTGGTIGGGTTGCATTACAATCTTCTGCTATATCCTAT
ATGCATATAATCAGCATTGCATTTITCACTTATATATTTTGTICAGAGAACTATTGTG
TGTATTCGATGATATATCACATGACATGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTIT
CATTTAATCTAACGCACAACTITCTITGGATGAGTAAGTATTITGGGGATTGTTITICT
GCATGTCCTTITITATATITITCATCCTCTTTTIGTTCTITCTGATATTTGTITTAATAAGTG
CAGTCTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACTACTTTCAATTTGTGCAA
CAATGGCCACC
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<SEQ ID WO, 41-partial sequence of SFB 517 (tasteina selvence SFB 517); DINA; Prunus cerasus L=
ATGGCATTTACAATACGTAAGAAAGAAATCTTAATCGACATCCTGGTGAGACTACCTACAAA
GTCCCTCGTTCGATTTCTGTGTACATGCAAGTCATGGAGTGATTTTATTGGCAGCTCGAGTTTT
GTTAGCACACACCTTGATAGGAATGTCACAAAACATGCCCATGTCTATCTACTCTGCCTCCAC
CACCCAAATTTTGAATGTCACGTCGACCCTGATGACTAGGGGTGGGCATCGGGACCGGAAAA
COGGAACACCGAACCGAATCGGTCAAAAAAAACCGGAAAAAAAACCGGTTGACCAAAAAAG
TCAACAAACCGGACCGGACCGGACCGAACCGGTTCCAACCGGTTCCGGTTCCGGTTTTACACT
ACACCGCACCGGACCGGACCGAACCGGACCGGTCATATTTITTTITATTTITTITITATITTITTI
ATTTTTTATT TACAAATTTTTAAAATATAATCTCATATTTTAAATGTTATAATCACTATAGTTCA
ACTTCAAA A ATTTCTAAATGTATGAATTGGATTATTTGTTAATTTITAAGCCAAAAANATAA
GTTATTTATTATAAATTTTTAATTAAAAAAATAAAAAALAAABANATTTTTAAAAALATAAAA
AAATAATTAAAAAATAAAAAATTAATAAACCGGTTCAAAACCGGAACCGGTCAGAACCGGALC
COGAACCGGTCAGAACCGAACCGGUCGGTTTTTGAATTITTTTTTTACTTAAACCGGACCGAAC
COGACCGGTTAAATAGTACCGATTTCGGTTCCGGTTITAAGGTCAGAACCGGACCGAACCGGA
COGOGCCCACCCCTACTGATGACCCATATGTTAAAAA AGAATTTCAATGGTCTCTTTTITCCCA
ATCAAACATGTGAGGTGTTCTACAAGTTAAGCCATCCCTTAGGGAACACAGAACATTATGGG
ATATATGGTTCAAGCAAT

<3EQ ID NO. 42-partizl sequence of 5-FMNase 52-the first intron region (£astefna zelovence 3-BNazy 52-
oblast primiho introna); DMNA; Prunus aviuom L =
TCTAAGTATGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGCTITCCTTGTICTTGCTTITGCTTTCTICTTGT
GTTTCATTATGAGCACTGGTGATGGTGGGTTGCATTACAATCCTTTGCTCTATATATCCTACAT
GUOGTATAATCAGCATTGOGTITTTCTACTTGTATTTITTIGTICAGAGAAACTATTGTGCGIGT
TOGATGATATATCACATGGCATGCGGTGTATTGACTTCACCCACATATTTTITCATTTAATCTAAL
CGCACAACTTTCTITGGATAAGTAAGTATTGGGAATTGCTTTITCTGCATGTCCTCAATTTATT
TTCATCCTCTTTITATTTGGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCG
ACCAACTGCAGAGTTCGCATCAAGCGACCTTGCTC

<3EQ ID NO. 45-partial sequence of 5-FNase 52-the second intron region (Eastedna sekvence S-BINazy 52-
eblast druheho intromu); DINA; Pronus avium L=
ATCATATGAGCCACTICTTGACATGCGCTCACTCTACCCTCTAAAAATTGAACGAAATCTCAA
CTCATAAATCAAATTATTTITAAGAATCCTATAGATGGCATGAGTAGACATAAATATCCCCCA
CGAGAGGCACCTGCTTACTITGTCACGCAATTGAATGTATCCTTGAATTGTGGTAGGTATTAA
ACTACAGGCAGAGATCGAATTAATTTATCACTCATAATCTAACTATCGCTTAAGTTTGTACTTT
CTCTCAAAATATTTATATATTGCTTGGATGTCTCAGTCACCTCAGTIGUGAGCCAAACTGAAG
AGATCTTGGCCCGACGTGOAAAGTGGCAATGATACAAGATTITG

<3EQ ID NO. 44-partial sequence of S-FNase 53 (Zisteéns selovence S-BINazy 53); DNA; Prunus avium
L=
GTTGAAATCGTCACTCTCTTTCCTTGTICTIGGTTTTGCTTITCTICTTGTGTITCATTATCAGCG
CTGGTGATGGTGGGTTGOCTTACAATCTITTGCTCTATATATCCTATATGCATATAATCAGCAT
TGCGTTTITCTACTTGTATTTTT TG T TCAGAGAAACTATATTGTGTGTGTIGCAATAAGTGCAG
TCTATTCATCACAATAATTTTCGCAGGATCTTATGTCTATTTITCAATTTGTGCAACAATGGCCA
COGACCACCTGCAGAGTACAGAAGAAATGCTCTAAACCCCGGC

<SEQ ID NO. 45-partial sequence of SFB 53 (fastetna selovence 3FB 53); DNA; Prunus avium L=
ATGCTCATGTCTATCTACTITGCCTTCACCACCCACAATTTGAACGTCAGAACGACAATGATG
ACCCATATGATATAGAAGAACTTCAGTGGTCACTTTTTTCCAATGAAAAGTTTGAGCAGTTCT
CCAATTTAAGCCATCCTITAGAAAACACAGAGCATTTTAGAATATATGGTTCAA

<3EQ ID NO. 46-partial sequence of 3-FI¥aze 33" (fdstetna sekvence 3-FNazy 337); DNA; Prunus avium
L=
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GITGAAATCGTCACTCTCTTTCCTTGTICTTGGTITIGCTITCTTCTTGTGTTTCATTATCAGCG

CTGGTGATGGTGGGTTGOCTTACAATCTTTTGCTCTATATATCCTATATGCATATAATCAGCAT
TGCGTTITTCTACTTGTATTTTTTGT TCAGAGAAACTATATTGTGTGTGTTGCAATAAGTGCAG
TCTATTCATCACAATAATTTTOCGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCA
CCGACCACCTGCAGAGTACAGAAGAAATGCTCTAAACCCCGGC

<3EQ ID NO. 47-partial sequance of 5-FINase 34 (22stefnd selvence 5-FNdzy 84); DNA; Prunus avium
L=
GTATGGCGATGTTGAAATCCACACTCGCTTTCCTTGTTCTIGCTITCGCTTTCTTCATTTGTITAC
GTTATGAGCAGTGGTGGEGT TGCATTACAATCTICTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCA
GCATTGCGTTTTTCTACGTGTATTTTTTTGT TCAGAGGAACTGTTGTGTGCOGTTCAATGATATA
TCACATGAACATGCOGTGTATCGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTT
TCTTCGGATGAGTAAGTATTTGGGGATTGTATTTITGCATGTCCTCTTITTTATTTITCATCCTCTTT
ACTTTTGT T TATTCTGATAATTGTTACAATAAGTTCAGCCTACTGGAAAGCTAAAGTTATATGT
TCTTTATTCT TGAAATCCTTATT TATGATAGCATTAACATTCTCACAATAATTTTGGCAGGATC
TTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGUCACCGACCAACTGCAGAGTTCGCAATAAACC
TTGTACCAAACCCCGGUCATTACAAAR

<3EQ ID NO. 43-partial sequence of SFB 54 (£asteing selovence SFB 34); DMNA; Prunos avium L=
AGGAACAAATTTGCTTGCTTTCTAGCTTTTATTCTTGUGAGGAGAAGGGTATGUGAAAAATTG
ACTTCTGGGTTCTGCAAGAAAAACGETGGAAACAATTGTGTCCTTTTATTTATCCTTCTCATTA
TTATGGTACACTCGGTATTAGTAAAGATAACGAACTCTTAATGGAAAAGAGAGATTTCTCTAG
GOGCATAGGAGATCTGCATTTGTGTAATTACGAATCCAAGCAAGTTCTTG

<3EQ ID NO. 49-partial sequence of 53-FNaze 547 (Castetna sekvence 5-FNazy 547); DNA; Pnmus avium
L=
GTATGGCGATGTTGAAATCCACACTCGCTTTCCTTGTTCTIGCTITCGCTTTCTTCATTTGTITAC
GTTATGAGCAGTGGTGGGT TGCATTACAATCTICTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCA
GCATTGCGTTTTTICTACGTGTATTTTTTTGT TCAGAGGAACTGTTGTGTGCGTTCAATGATATA
TCACATGAACATGCCGTGTATCGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTT
TCTTCGGATGAGTAAGTATTTGGGGATTGTATTTITGCATGTCCTCTTTTTATTITTCATCCTCTTT
ACTTTTGT I TATTCTGATAATTGTTACAATAAGTTCAGCCTACTGGAAAGCTAAAGTTATATGT
TCTTTATTCT TGAAATCCTTATTTATGATAGCATTAACATTCTCACAATAATTTITGGCAGGATC
TTATGACTATTTITCAATTITGTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAGTTCGCAATAAACC
TTGTACCAAACCCCGGCCATTACARAR

<3EQ ID NO. 50-partial sequence of 5FB 54 (£astefna sekvence SFB 547); DNA; Prunus avium L=
AGGAACAAATTTGCTTGCTTTCTAGCTTTTATTCTTGUGAGGAGAAGGGTATGUGAAAAATTG
ACTTCTGGGTTCTGCAAGAAAAACGETGGAAACAATTGTGTCCTTTTATCCTTCTCATTATTAT
GOTACACTCGGTATTAGTAAAGATAACGAACTCTTAATGGAAAAGAGAGATTTCTCTAGGGG
CATAGGAGATCTGCATTTGTGTAATTACGAATCCAAGCAAGTTCTTG

<3EQ ID NO. 51-partial sequence of 5-FINase 35 (Estefnd selvence 5-FMNdzy 33); DNA; Prunus avium
L=

CTTGTTICTTGCTTTCGCTTITCTTCTTI T TGTTATGTTATGAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCT
TTTCCTCTTTATATCCTATAAATGTGCATATAATCAGCATTGOGTTTTTCTGCTTTTATATTTITG
TTTATAGAAACTATTGTGTGTGTTAGATGATATATATCAAACGACATGCGGTGTATTGAATTC
ACCCACATATTTTGCAT T TAATCTAACGCACAACTTTCCTTGGATGAGTAAGTATTTTGGTGAT
TGTTTTTCTGCATGTCCTCTTT T TAT TTTCATAATCTTTTGTTTATTCTGGTAATTGTTTGCAATA
AGCGCAGTCTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACA
ATGGCCACCGACCAACTGCAGAGTTCGAACGAA
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<3SEQ ID NO. 52-partial sequence of SFB 55 (Castetna selovence SFB 53); DNA; Prunus avium
L=
CAATGACCAAATTTGCTTGCTITCTGGATTITATGGTTGTGAGGATGAGGGCTTGGAC
AAAATTGACTTATGGGTITTGCAAGAAAAACAGTGGAAAGAATTGTGTCOCTGTTATT
TTTCCTCCTTTG GG TGATTGTGATCGTATAATCGGGATTAGTATAGGTATTGAACTCT
TAATGGA

<SEQ ID NO. 53-partial sequence of 5-RNase 537 (fastetnd sekvence S-ENazy 857); DNA;
Prumz avium L=

CTTGTTCTTGCTTICGCTTTCTICTI I TGTI TATGTTATGAGCAGTGGTGGGTTGCATTA
CAATCTTITGCTCTITATATCCTATAAATGTGCATATAATCAGCATTIGCGITTTICTGE
TITTATATTTTGT I TATAGAAACTATTGTGTGTGITAGATGATATATATCAAATGACA

TGOGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTGCATTTAATCTAACGCACAACTTTCTIT

GOATGAGTAAGTATTITGGTGATTGTTITICTGCATGTCCTCTITITATITTCATAATCT
TITGTITATICTGGTAATTGTITIGCAATAAGCGUAGTCTATTCATCACAATAATTITG

GCAGGATCTTATGACTATITTCAATTTGTGCAACAATGGOCACCGACCAACTGCAGA
GTTCGAACGAS

<SEQ IDNO. 54-partial sequence of SFB 557 (astecna sebvence SFB 557); DNA; Prunus avium
L=
CAATGACCAAATTTGCTTGCTITCTGGATTTTATGGTTGTGAGGATGAGGGCTTGHAC
AAAATTGACTTATAGGTTITTGCAAGAAAAACAGTGGAAAGAATTGTGTCOCTGTTATT
TTTCCTCCTTTGGGTGAT IGTGATCGTATAATCGGGATTAGTATAGGTATTGAACTCT
TAATGGA

<SEQ ID NO. 535-partial sequence of S-FNase 56 promoter (Zdstefna sekvence promotom S-
BMazy 56); DNA; Prmus cerasus L=
ACCGCAATACCATCATTCCATGTGGCCATTGACTTGGCAGTITGACGTCTTAGCCTGA
ATAGCATAAAGGAACTATTACAACTCTATCACAAAAGGTAATTITTGATCGGTATGA
AAACTTTACTACTTCGTTCTAAAAGATCTAAAAGATAGGATGCTTCCAATCGGAACT
TTTTGCTCACCATGCAATTGCTITTAACCATTTGATTACAACGTTCTTATTACCATTTG
ATTACAAATTTCTTATTATTACATTCCTCTITAGTTCAAATCTAGTGATACCTACTCTT
TAAATTTATTTCCTTGAACTATCTAGATGACTAGCTCAAAAACATTTTATAGTGAATA
TAATTATGTCCCACTTAATTTAAGTATGTAATAAATTTGGATTITCCCCTTTAATAGC
AACAAACTTTTGTTAACAGCAATTATACACCCAACCATTAAAGGTTAAGTGGTGTCT
T

<3EQ ID NO. 36-partial sequence of 3-FNase 36 (Castecnd sekvence 5-ENazy 56); DNA; Prumus
aviom L=
GCTTTCCTIGTTCTTGCTTTTGCTTITCTTCTIGTGTITCATTATGAGCAATGGTGGGET
TGCATTGCATTACAATCTITIGCTCTITATAATATGTGCATACAATTGATTCTAAAAA
AATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTTCTACTICTATTTTATGTITGGATAAATATT
GTIGTGTGT TCGATGATATATATATCATGTAACGGAGGATTTTGATCTAGCGCACAAC
CTTCTTTGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTITICTGCATGTGTTTICTTTCGTITA
CTCTAGTIGTTGTTGCAATAAGTGCAGOGGAAATTATGTTCTCTATACATCAAATCCT
TATTTAAGATCTTTTAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTTTGG
CAGGATCTTATGICTATTTTCAATTITGTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAG
TTCGCATCAAGCGACCTTIGCTCCAGTCCCCGGCCATTACAATATTTCACCATTICATGG
CCTTTGGCCAAGTAATTATTCAAACCCGAGGATGCCCAGTAATTGCACTGGACCGCA
ATTTAAGCGAATATTGGTATGTATTGTTTCATTTTGTITTCCACCTACCCTTTAGCTTT
TAGTTTTTACCAAATTAGATTGT TAGTATGAACATATATAATATACTCTTTITITATA
ACATTCGTCATCTGGTTAGGCACACACATTATCTTGAATATATATCTAAGTACAAAAT
TGCTTGGATGTCTCAGTCCCCTCAACTGCGATCCAAACTGCAGACATCTTGGCCGGA
COTGGAAAGTGGUAATGATACAAAG
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<3EQ ID NO.57-partial sequence of 5-F1Naze 36m promoter (£dsteina sekvence promotorn 5-FNazy S6m);
DNA; Prunus cerasus L=
ACCGCAATACCATCATTCCATGTGGCCATTGACTTGGCAGTITGACGTCTTAGCCTGAATAGC
ATAAAGGAACTATTACAACTCTATCACAAAAGGTAATTITTIGATCGGTATGAAAACTTTACTA
CTTCGTTCTAAAAGATCTAAAAGATAGGGGTGAACACGGGTCGGGTCGGGTCGGGTATAGGC
CCARACCGCTCTCCGAACCGACTATGTCGGCAGGUCCATTGGGCAAACCGTACACTGCACTTT
TAGGCCCAATTTCGAATGAAATCGAAACCCGATATGTCGGGTCGGETIGGGICGGCCTGCGE
GTTTTCTACCGAGGCCCAAAAACAGCAACTGGAGTTGGTTTTITCTAAAAATATTTCCATGCA
CATTTTITITGGGGTCAGATTTCTAGGCCCATTCAAGTTTAGGACTCCTGTATATTCTTCCAGTT
TATGTACTTCTGCATAATTITAGCACATATCATTICAAATACAAATAAAAMCTTGAAAATCATA
AACCATCACATGTCCAAATTCACAGAAATATATATTACAGACCAAGCAAATTGTGAGAGTAL
TCTCAATCACAATTTGCATACCTGCAAAGTTAAAAACCTAAGAAAATCATCATCCATCACACA
AGTCCAAATTCACAGAAATTATTACAGACCATAACAGAAAATCAAATCAAAACAAGTAAATT
TICATTACATATAGAAATAAAATTCCATGAGTTTCATACTCCTCCCTCAAATCAAATTAGCAC
CTCTGCATAAAGAAAAALAAGGTTAATALATATATGAATAATAGGTGTAAACAAGTTAALGG
TGGAAGAAAAGCACAGAGGGCATAGAGAACAAGTGACTCACATGGCACTAGTAGTCCAGGT
AAGGTCCTGAACAATATCCAGAGCAGCATGTAATATGAACTGATGCAGTTGAGCAGCATCTT
CTCTCTGTCAAGTGTCAACCCCATTATTAAGACATAAGTATTTAGCCATATAAATTATATATTT
TGATGAATTTAAAAGTTATTAACAAACCCCATAACAGAAATTGAACAAAGCATTGCAGATGC
AGAGATTGCCAAGAAATGAAGAAACCCATTTTAATTAATTGCAAATGGATGCATTTTGGCATA
AAAATAAARAATTACACTAATGGAAAAGCATTTGAATGTTACAAGTCTGAATCTTTGAGICTC
TAAACACACAAGTAACAAAAAATGOGCATTGCAGATGAATATGGAAATCAGAAAAATGCARA
TTGAAATTAGAAATTACAAAGGAAAAGGAACTGATGCAATATCCAGAGCAGCATGTAATATG
AACTGATGCAGCTGAGCAGCATCTICTCTCTGTCAAGTGTCAACCCATTATTAAGATATAAGT
ATTTAGCCATATAAATTATATATTITGATGAATTITAAAAGTTATTAACAAACTCCATAACAGA
AATTGAACAAAGCATTGCAGATGCAGAGATTGCCAAGAAATGAAGAAACCCATTTTAATTAA
TTIGCAAATGGATGCATTITGGCATAAAAATTACACTAATGGAAAAGCATTTGAATGTTACAAG
TCTGAATCTTTGAGTCTCTAAACACACAAGTAACAAAAAATGGGCATTGCAGATGAATATGG
AAATCAGAAAAATGCAATTGAAATTAGAAATTACAAAGGAAAAGGAGAAGGAAAAGGALCG
ATACTTACTTITGGCAGCGGATCCGACTTCAGGTTCOTAAATAGGGATGTCGITICTGCTGACG
ATGACGAAACATGCTGTGGTTGCCAGCTGCTGCTATTTITACCTGCTATGCCTICCACTTCCGGT
GACTCTCTCTCACAGAGATGATGAAAGATCTICTAGTTITCTGCCTTCCACTTCCTCAAAAACTT
TAGTAACCTTITIGTAACCTTCAGAAATTITACCGGAAATAAAAGCACAACCGGCAACTAARAA
TAACAACTTCCACAAGAACCAAAAMAATACAGAAATTITACCAGAAATAARAGCACGGCCAGC
AGCAACTAAAATTAACAACTAAACCAAGAACCAAAAAAATACAGAAATTTACCAAAAATAA
AAGCGCGACCAGCAGCAACTAACTTCCTTTCCTITGCCTTCAAAATCAATCTGTCCAGAAATA
AAAAAAAATCACAACATAGTCAGACTCGTGAAATCACAACCAGAATAATCAATCTGTCCATA
ATARAAATCACAACCAGCAGCCCTAAATTTTTGGAATCAAGTTTITCGAGATATTAGTACCTCA
AAGCCCTAACTCOTGAAATGAGAATTTGCGGCTCAATTTGACAGTGAGAGAGAGTGACCGETG
AGAGAGAGTGAGAGTGACAGAGAGAGAGCGAGAGTGACCGTGAGAGAGAGCAGAGAGAGA
GAGCCACGCTGCGACTTTGCGAGAGTGACTGAGAGAGAGAGGGAGCGACAGTGACTCGAAG
AAGGAAGAAGAAGTCGACGGATTTIGETCGGGGAGAGGAGGTTCAGTGAGAGGCAGATCTGA
TGGAGAGAAGAGAAGAGACTCGAAGAAGGAAGAAGTGAAGAGAAAAAALLAATCGAGCGG
CTGAATGAATGITAGGGTITICGCGAGCAATCAAGTGTGGCAAGGCGTATACTTGGGATAAAL
TGGACGAATCCGCCGOTGUCACGTATATTAATTTATTTTTAAATAATATAATTITTAAAATGTICG
GTCCOGTCCGGTTTTCGCCGGTTTTGAGAAAATTAAACCGGTICAACCCGATTTATGGCCGGT
TCGGCCGGGTTTITTACCGATTTTITGGATTTTTAATTATAAAAACCGAACCAAACCACCAAAL
ACGGTCCAGTTCGGTCGGTICGGTCGGGTITICGOTAATAATGCCCACCOCTAAAAGATAGGA
TGCTTCCAATCGGAACTTTITTGCTCACCATGCAATTGCTTTTAACCATTTGATTACAACGTTCT
TATTACCATTTGATTACAAATTTCTTATTATTACATTCCTCTITAGTICAAATCTAGTGATACCT
ACTCTTTAAATTTATTTCCTTGAACTATCTAGATGACTAGCTCAAAAACATTTTATAGTGAATA
TAATTATGTCCCACTTAATTTAAGTATGTAATAAATTTGGATTTTCCCCTTTAATAGCAACAAA
CTTTTGTTAACAGCAATTATACACCCAACCATTAAAGGTTAAGTGGTGICTITT
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<SEQ ID WO, 38-partial zequence of 3-ElNase S6m (Eastetnd sekvence S-ENazy S6m); DNA;
Prunus cerasus L=
CTTGTTCTITGCTTITGETTTICTICTTGTGTTTCATTATGAGCAATGGTGGGGTTGCATT
GCATTACAATCTITTGCTCTITATAATATGTGCATACAATTGATTCTAAAAAAATATG
CATATAATTITGCATTGTATITITCTACTICTATITTATGTITGGATAAATATTGTGTGT
GITCGATGATATATATATATCATGTAACGGAGGATTITTGATCTAGCGCACAACCTICT
TTGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTITTCTGCATGTGTTTTICTTTCGTTITACTCTA
GITGTIIGTTGCAATAAGTGCAGCGGAAATTATGTICTCTATACATCAAATCCTTATIT
AAGATCTTITAGATAATTTITGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTITGGCAGG
ATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAGTTCGC
ATCAAGUGACCTIGCTCCAGTCCCCGGUCATTACAATATTTCACCATICATGGCCTTIT
GGUCAAGTAATTATTCAAACCCGAGGATGCCCAGTAATTGCACTGGACCGCAATITA
AGCGAATATTGGTATGTATTGTTTCATITIGTITITCCACCTACCCTTTAGCTITTAGTT
TITACCAAATTAGATTGTTAGTATGAACATATATAATATACTCTTTTTTTATAACATT
COTCATCTGGTTAGGCACACACATTATCTTGAATATATATCTAAGTACAAAATTGCTT
GGATGTCTCAGTCCCCTCAACTGCGATCCAAACTGCAGACATCTTGGCCGGACGTGG
AAAGTGGCAATGATACAAAG

<3EQ ID NO. 39-partial sequence of 5-RlNase 36m2 promoter (Castedna sekovence promotors S-
FNazy S6m2); DNA; Prunus cerasus L=
ACCGCAATACCATCATTCCATGTGGCCATTGACTTGGCAGTTTGACGTCTTAGCCTGA
ATAGCATAAAGGAACTATTACAACTCTATCACAAAAGGTAATTITTIGATCGGTATGA
AAACTTTACTACTTCGTTCTAAAAGATCTAAAAGATAGGATGCTTICCAATCGGAACT
TITTGCTCACCATGCAATTGCTITTAACCATTTGATTACAACGTTCTTATTACCATTTG
ATTACAAATTTCTTATTATTACATTCCTCTTTAGTTCAAATCTAGTGATACCTACTCTT
TAAATTTATTTCCTTGAACTATCTAGATGACTAGCTCAAAAACATTITTATAGTGAATA
TAATTATGTCCCACTTAATTITAAGTATGTAATAAATTTGGATTTTCCCCTTITAATAGC
AACAAACTTITIGTITAACAGCAATTATACACCCAACCATTAAAGGTTAAGTGGTGTICT
T

<8EQ ID NO. 60-partial sequence of 5-BNase S6m2 (Eastefnd sekvence 5-FlNdzy S6m2); DINA;
Prunus cerasus L=
GCTTTCCTTGTTCTTGCTTTTGCTITCTICTTGTGTTTCATTATGAGCAATGGTGGGET
TGCATTGCATTACAATCTTTITGCTCTTITATAATATGTGCATACAATTGATTCTAAAAA
AATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTITCTACTICTATTITTATGTTTGGATAAATATT
GIGTGTGTITCGATGATATATATATCATGTAACGGAGGATTTTGATCTAGCGCACAAC
CTTCTTTGACTGAGTAACTACTIGGGAATTACTTITCTGCATGTGTTTTCTITCGTTTA
CTCTAGTTGTTGTTGCAATAAGTGCAGCGGAAATTATGTTICTCTATACATCAAATCCT
TATTTAAGATCTTTTAGATAATITTGGCAGGATCTTATGTCTATTTITCAATAATTTTGG
CAGGATCTTATGICTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAG
TTCGCATCAAGCGACCTTGCTCCAGTCCCCGGCCATTACAATATTTICACCATTCATGSG
CCTTTGCCAAGTAATTATTCAAACCCGAGGATGCCCAGTAATTGCACTGGACCGCAA
TTTAAGCGAATATTGGTATGTATTGTTTCATTTIGTITTCCACCTACCCTTTAGCTTTT
AGTTITTACCAAATTAGATTGTTAGTATGAACATATATAATATACTTITITITITATAA
CATTCGTCATCTGGTTAGGCACACACATTATTTTGAATATATATCTAAGTACAAAATT
GCTTGGATGTCTCAGTCCCCTCAACTGCGATCCAAACTGCAGACATCTTGGCCGGAC
GTGGAAAGTGGCAATGATACAAAG
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<5EQ ID NO. §1-partial sequence of 5-RNase 57 (fasteéna sekvence 5-ENazy S7); DNA; Prunus
avium L >
CGTCACTCGCTTTCCTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCACTG
GTGGGTTGCATTACAATATTTTCCTCTTTTATCCTATATGCATGTAATTCGAATTGCA
ATTTTCTACATCTGTTTTATGTTTAGAAAAATATTGTGCGTGTTCAATGATATATCAA
GTAACGGAGGACTTGATCTATCCCACAACTTCTCCGGATGAGTAACTATTTGGGAAT
TACTTTTTCGATAGTTGTTGCTAAAATTATGTTCTCTATACATCAAATACTTAAGATA
CCATTAAACCTTCTCACAACAATTTTGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGC
AACAATGGCCA

=S5EQ ID NO. 62-partial sequence of S-ENase $9-the first intron region (Castefna sekvence S-
FNazy 59-oblast prvniho intronu); DNA; Prunus avium L.>
CTAAGTATGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGCTTTCCTTGTTCTTGCTTGTGCTTTCTT
CTTTTGTTACGTTATGAGCAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTITGCTCTTTAAA
TATCCTATAATCAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTGCTTTTITGTTCATAGAAACAATTGT
GTGTCTGATGATAGATCACATGACATGTTGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATC
AAACGCACAACTTTATATGGATGAGTAAGTATTCGGGGATTGCTTITCGTGCATGTCC
TCTTTTGTTTATTCTGATAATTGTTGCAATAAGTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTT
CGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCGCCGACCAACTGCAG
AGCTCGAAAGAGA

<5EQ ID NO. 63-partial sequence of 5-RNase 59-the second intron region (fastecna sekvence S-
RNazy 59-oblast druhého mntromu); DNA; Prunus avium L=
TATTATTTTGATTATATACCGAAAGTATAAATTTGTTAATACATTTACATTTGTATCA
ATGTAATAATGGATCTGCTCATCTAATTGAAGGACCTGCGTATATTCAAAATATTGT
ACATAATGAAAGGTTTAAAACCAAAACGCAGTTTAATACTCAGGTTTAGTGAAGAA
AAAAAACAATCTTGTTCAAAAATGAAAATTGAAGTACCCCTAAATTTGTTTCGTTTTT
ATCAAAATATGTATATATTGTTTGGATGTCTCAGTACCCTAAATTGCGATCCAAACTG
AAGAGATCTTGGCCGGACGTGGAAAGTGGCAATGATACAAGGTTTTGGGAAGGCGA
ATGGAACAAACATGGTA

<5EQ ID NO. 64-partial sequence of S-RNase S10 (Fastecna sekvence 5-RNizy 510); DNA;
Prunus avium L >
ACTTGTTCTTGCTTTCGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCACTGGTGAGTTGCATT
ACAATCTTTCGCTCTTTATAATATGCGTATAATTTGCATTGTATTITTTCTACTTCTCTT
TTATGTTTGGAGAAATATTATGTATGTTCGATTCGATGATATCTAGCGCATAACTTTC
TTTGGCCGAGTAACTACTTGGGCATTACTTTTCTGCATGCTTTCTTTCGTTTACTCTGA
TAGTTATTGCAATAAGTGCTGCGGAAATTATGTTCTTTATACATCAAATTCTTATTTA
AGATACCATTAACCTTCTCACAATAGTTTTCGCAGGATCTTATGTTTATTTTCAATTT
GTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAGTTCGCAACAAGCGACCTTGCTCCAAT
CCCCGGCCATTA
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<SEQ ID NO. 65-partial sequence of 5-FEINaze 512 (Eastefna selovence 5-RNazy 312); DNA; Prunus avium
L=
TATGGGGATGCTGAAATCGTCACTCGCTTITCCTTGTTCTTGCTTTITGCTTTCTICTIGTGTTTICA
TCATGAGCGCTGGCGATGGTGAGTTGCGTTACAATCTTTTGCTCTATATATCCTCTATGCATAT
AATCAGCATTGCGTTTITCTACTTGTATTTTITGTI TCAGAGAAACTATTGTGTATGTTCGATGA
TATATCACATGACATGCGGTGTATTGACTTCACCCACATATTTTTGATITAATAATCTAACGCA
CAACTTTCTTTGGATAAGTAAGTATTGGGAATTGCTITTICTGCATGTCCTCTTTTTATTITTICATC
CTCTTTTTACTTGGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCAAC
TGCAGAGTTCGCATCAAGCGACCTTGCTCCAACCCCCGGCCATTACAATATTCCACCATCCAT
GGCCTATGGCCAAGTAATTATTCAAACCCAACGAAGCCCAGTAATTGCAATGGGTTGAAATTT
GAGGCAAAGAAATTGGTAAGTACTAATTACTTCGTTTTAGGTTATTTTITATTATAGGGATTTT
AGGTTAATTTGGAACAATGACCTCTGAATTTATTGCGAGTTACATTITTATTCTCTCAACTCAAT
TITTAAGTTCTCTCATTAAAAATGAAACCCTCAATTTATAGTCCATGTAGTCCTTTAAAATAAA
AACTAAAGAACCAAAAAACAAAACATTAAATAAAGTAAAAAGCAATGGGAAAACATTATTC
TCTCAACCCCAACTGGOGGACCTAGTAGCTTITICTTTITGGGGGGAGTAGTACCATAATTTCAA
GOTTATATATATTTATATTTAAACTGATATTGTAGCAGCTGCTTAAGAGTAATGGTTTTTTCAT
GGAGCTTGGGGCCATGGCCATTGCAGGTATGTATGTGGCTCCGCCCCCTAAGCCACTACAAAC
ATTCACACCTCCACTGCAAACTTGCACCTCCTCCGTCTAGCTTTITACCTCGAGCAACCCCACTC
ACCCACAACCTITTTITCCTACACCTGCCAAAGTGTAACCAAGTCAAGCTCGTCGAAGAAGTCG
TCACCAGTACCTCTGTCACCTCCCAAGCCCACAAACACCGCAATCTCTAATCTCCCACCCTCC
CCAGCCATGAAACCACCCTCACCCTCCCTCACCGCTCATGAAACGCACCACCAAACCCACACC
CTCTCCTCAAAGTCTCTGATTCCCAATCACCCCTCACTCTTGTTITCAGTTTITTGITTGTITTGT
TATGTTTTATT I TTAAATTTTITGAAGGACTACATCAACTAAAACGAGTTGACGAACTAAAATT
TAACTCGTITAATAAGTTCAGGAACCATCTATCCAAACAAGCCATTAATTTITAAAGATGTGAG
GTGAAATTCTTAATTTAACCCTAAGATTAACAGAAAAATTAGAAGTGACGAAAACTAAACGT
ACAACACATGATCGAGTTAAAGGCATTTAGGAACTAAAAAAAAATTATGGGACTAAAATATA
ATTCGCGGACAAGTICATAGATCATTTACTCCAAATTGACCTTCATTTITATTITTCATAGTCTCT
AGCATTTITATTAACATAATATACTTITTTTCAATAAACCTTIGGGTATTATATAAAATTCTGATGC
TGGTCCTATAGTTAGGCATATATTGTTTITGAATTTATACAAAAGTATAATTAAGGGACCTATA
TTGTATACAATAAAATGACCACAATTAAAATTAAATTTAATACTCAGTITAATTGAAGAAAAC
AATCTTGTCCAAGAATGAAAATCCAGCTAACCCTTACATTTTGACCCAAAAAAAAAAATACTT
ACGTTTTACTTTITICTCAAAATATGTATATATTGCTTGGGTGTCTCAGTCCCCTGAAATGCAAA
CCAAACTGAAGAAATCTTGGCCGGACGTGGAAAGTGGCAATGATACAAAATTTITGGGAAGGC
GAATGGAACAAAC

<SEQ ID NO. 66-partial sequence of SFB 513 (Edstetna selovence SFB 313); DNA; Prunus avium L =
TETAAGGATGATGCGTACCAACAAAAATACCTTAGCGGTTGAGGTTITATAGTCTTAAAACAG
ACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTIGGTTAAAATGCACTTGGCAGCATCTTAAGG
GTACAATTTITAATGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTATATTCAGCATTATGT
CTTTTGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCACCAGATGCCAT

<SEQ ID NO. 67-partial sequence of 5-FEINaze 513 (Eastefna selovence 5-RNazy 313); DNA; Prunus avium
L=
GGCGAATGGAACAAACATGGTAAATGTTCCGAACAGACACTTAACCAATTCCAATACTTCGA
GUGATCCCACGACATGTGGATGTCGTACAATATTACTGAGGTCCTTAAAAACGCTTCAATCGT
ACCAAATGCAAAACAAAGATGGAAGTACTCGGACATAGTATCACCCATTAAAGGGGCAACTG
GAAGAACACCCCTCCTTCGTTGCAAACGTGATCCGGCAACTAATACCGAGTTGTTACATGAAG
TGGTATTTTGTTATGAATATAATGCGTTAAAGCAGATTGACTGTAATCGAACAGCAGGATGCA
AAAATCAACGAGCCATCTCCTITCAATAAAATTATAGCTTTCTAATTAAGTCATAATAAAGCC
GTATGGTTCAGTATGGTACAAGTGTAATAAAACAAAAGGCTTCTTAGGAGCTATGGTITTCTGA
ACTTCGTGTCACTTTACTTITAGTCCCGCAACTCTCAAAATGGCTTACACGGTCCCTCAACTCC
ACTTTCTTITAGTAGCAAAAATCCTAGAGTAACTTICTC
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<SEQ ID WO, 63-partial zequence of SFB 5137 (£astetna zebovence SFB 5137); DINA; Prunus cerasus L >

TETAAGGATGATGCGTACCAACAAAAATACCTTAGCGGTTGAGGTITATAGTCTTAAAACAG

ACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAAAATGCACTTGGCAGCATCTTAAGG
GTACAATTTTTAATGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTATATTCAGCATTATGT
CTTTTGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAATAATTCATAGCACCAGATGCCAT

<3EQ ID NO. £9-partial sequence of S-EINase 513" (Castetna selovence 5-FNazy 5137); DINA; Prunus
cerasus L=
GGUGAATGGAACAAACATGGTAAATGTTCCGAACAGACACTTAACCAATTCCAATACTTCGA
GOGATCCCACGACATGTGGATGTCGTACAATATTACTGAGGTCCTTAAAAACGCTTCAATCGT
ACCAAATGCAAAACAAAGATGGAAGTACTCGGACATAGTATCACCCATTAAAGGGGCAACTG
GAAGAACACCCCTCCTTOGTTGCAAACGTGATCCGGUAACTAATACCGAGTTGTTACATGAAG
TEGTATTTTGT TATGAATATAATGCGTTAAAGCAGATTGACTGTAATCGAACAGCAGGATGCA
AAAATCAACGAGCCATCTCCTTTCAATAAAATTATAGCTTTCTAATTAAGTCATAATAAAGCC
GTATGGTTCAGTATGGTACAAGTGTAATAAAACAAAAGGCTTICTTAGGAGCTATGGTTTCTGA
ACTTCGTGTCACTTTACTTTTAGTCCCGCAACTCTCAAAATGGCTTACACGGTCCCTCAACTCC
ACTTTCTTTAGTAGCAAAAATCCTAGAGTAACTTCTC

<3EQ ID NO. 70-partial sequenca of SFB 513m (Edstefns selovence SFB 513m); DNA; Prunus cerasus L=
TGETAAGGATGATGCGTACCAACAAAAATACCTTAGCOGGTTGAGGTTTATAGTCTTAAAACAG
ACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCTCCTTGGTTAAAATGCACTTGGCAGUCATCTTAAGG
GTACAATTTTTAATGGAGTAGCATACCACATCATTCAGAAAGGTCCTATATTCAGCATTATGT
CTTTTGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCACCAGATGCCAT

<5EQ ID NO. Tl-partizl sequence of 5-FINase 513m (astefnd sekvence 5-ENazy 513m); DINA; Prunns
cerasus L=
GGUGAATGGAACAAACATGGTAAATGTTCCGAACAGACACTTAACCAATTCCATGTGGATGT
COTACAATATTACTGAGGTCCTTAAA A ACGCTTCAATCGTACCAAATGCAAAACAAAGATGG
AAGTACTCGGACATAGTATCACCCATTAAAGGGGCAACTGOAAGAACACCCCTCCTTICGTITGC
AAACGTGATCCGGCAACTAATACCGAGTTGTTACATGAAGTGGTATTITGTTATGAATATAAT
GOGTTAAAGCAGATTGACTGTAATCGAACAGCAGGATGCAAAAATCAACGAGCCATCTCCTT
TCAATAAAATTATAGCTTTCTAATTAAGTCATAATAAAGOCGTATGGTTCAGTATGGTACAAG
TETAATAAAACAAAAGGCTTCTTAGGAGCTATGGTTTCTGAACTTCGTGTCACTTTACTTITAG
TCCCGCAACTCTCAAAATGGCTTACACGGTCCCTCAACTCCACTTTCTITAGTAGCAAAAATC
CTAGAGTAACTTCTC

<5EQ ID NO. 72-partial seque,'lce of 3-FMaze 514 (Easteéns sekvence 5-FNazy 514); DNA; Prumus avium
L=
TCTAAGTATGGCGATGTTGAAATCGACACTCGCTITCCTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTTT
GTTACGTTATGAGCAGTGGTGGGTGGUATTACAACCTTTTGCTCTTITATATCCTATATGCATAT
ATATATATAATCAGCACTGCGTTTTACTACTTGTATTTITTGTTCACAGAACTATTGTGTGTGT
TOGATGATATATCATATGACATGCGGTGTATTTGGTGATTGTTTTITCTGCCTGTCCTCTTTTTAT
TTTCATCATCTTTOGTTTATTCTGATAACTGTTTGCAATAAGTGCAGTCTATTGATCACAATAA
TITTGGCAGGATCTTATGACTATTITTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCAACTGCAGAG
TTCGCATCAAGCGACCTTGCTCCAATCCCCGGCCA

<S3EQ ID NO. 73-partial sequenca of 5-FNaze 516 (Bdsteéns sebvence 5-FENazy S16); DNA; Prunus avium
L=
CTAAGTATGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGGTTATCTTGTTICTTGCTITTIGCTTITCTICTIGTG
TITCATTATGAGCACTGGTGATGGTGGGTTGCATTACAATCTITTGCTCCTTATTTICTATATG
CATAAA AT TAGCATTGCATTTGTCTACTTITATGTTATGTTTAGAGAAATGTTGTGTIGTGITCG
ATGATATATATATATAGGTAATGGAGGACTTGATCTAGCGCACAACTTITCTTTGGATGAGTAA
CTATTTGGGAACTTTITAGTCCGCATGGTTTCTITCGTITACTCTGATAGTTGTTGCCATAAGT
GAGTATTCATTATTGGTAGCTACGATTATGTTCTITATACATCAAATCCTTATTTAAGATACC
ATCAACCTTCTCACAATTATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTITGTGCAACAATGGC
CACCGATCACCTGCAGATTTAGCCGGAAACCT
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<5EQ ID NOQO. 74-partial sequence of 5-RNase 522 (Eastefna sekvence S-RNazy 522); DNA;
Prunus avium L=
CGTCACTCGCGTTCCTTGTTCTTGCTTTTGTTTTCTICTTGTGTTTCATTATGAGCACT
GGTGGGTTGCATTACAATCTTTTITCTCGTTATATCCTATACGCTAATTAGCATGAATT
GCATTTTTCTACTTCTAATGTTTAGAGAAATATCATGTGTATTAGATGATACAGGTGG
CATGCGCTGTATTGAATCAGCCCATATTTTTCATTTGATCTATCGCATAACTTTGTTTG
GATGAGTAACTATTTTGGGAATTATTTTTCTGCATGGTTTCTTTCGTTTACTCTGAAA
GTTGTACCGATAAGTGCAGTATTCATCATTGGAAGCTAAAAATATGTTATTTATACAT
CACATACTTATTTAAGATACCATTAACCTTCTCACAATAATTCTGGCAGGATCTTATG
TCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGGCCACCTGCATACGTAGCAACAAAC
CTTGCTCCAAACACCGGCCATTACAAATTTTCACCATTCATGGCCTATGGCCAAGCA
ATTATTCAAACCCAAAGATGCCCAGTACTTGCACGGGGGCGUGATTTAACTTTACTA
AAGTGGTATGTATTGTTTCTTTTTTCACTTACTATTTAGCATTTAGTTCTGGAAAATTA
GACTGTCATTTGAAAGTCCTCAAACTCACAAGTGGACCCTAAATTTTTGTCCAATATA
GGTCCCTACATTTTCTATTTCCTAGACATATACCCACTCTATAAATCTATGTGTAAAA
TCCGATTTCAAATTTAAATAACCAGTAGGATATAAGAGGCCATAGTATTTCTATGTTT
TTACATCGTTGCCATTAGACTTCATATTTTATTTATAATTTATTTCAAGCATTTCATTA
ACTGCCATAATTGTAATTAATACTCCCTATTAATGGCATATCAATCACCCCATTTCTT
TTGGTTGCCATTCCCTCTAACAAATAGCCCACTAAAATTGCAAAAAAAAAAGAAAMA
AGCAAATTACATATCCAATAATGTACCTATGAAAAATATAAATAAATAAATAAATGT
ATATATATATATTAAATTTGGAAATTGGTATAAATAAAAGGAAATAAATAAGCTATC
AATTTGAAAATTAAAATACGAATTGATCAAGTAGTCAAATTTGAAAAAAAAACCGA
GTATATTATTGGTTTTTAAAGGAACAACGACTAGATTCAAACCAAACGGCAGTAATT
ACACCAAGCTTTAATTACTTTTTTAAAAAATAAGGAAAAAACTGACCCATTAAATCT
TTGGAATCTATACAAAATTGAAACACAATTAATCGGCATTGAATTGTAGCTAATTTC
TTAAACAAATCACGTTTAAAATGTCATTAAGGGTATTATAGGAATTTAAAAAATATA
ACATTTAACACATTAAGCTTGATTAGGAAATTTGATGAGTTGGATCCTAGTCATTGG
GTTTTATTTATAGAAAAATAAAACGATGGETTGTAGGTAAGAAAAAATTAATTTGAA
GGGGAAGAGTCAAATTTACTAATTTTAAAAAGTCATCATTTTAATTCTCAAGCTCTCA
AATCAATCAATATGGTGCTTTATCTTTGGGCACATCAATTTGATCCTATTGTTGCATT
ATGACAATTTTTTTTTATTAAATTTGGTCATATGTCATCACGTAACCAACTTTATAGG
GATATTCTCATTAAAATATAGCTCGTCTGAGTCCTAAAGCTCACGTGTTTGCTCAACA
GTATCATATTCTCCCTATTTAGGGTTTCGCATTGGGGTCCCATTCAAAAGAGTAAATA
GCCTTATTGAGCAAAAGACTTGAGCTTTACTTTGTGTCATGGATGGATAGGTTGTATT
TTGATGAAAATATCGCATTAAAGTTGGTCACATGTCATACATTACCAATTTTAACGA
AGATTTTGATGGAATGGAACGAGAGGGACCAACCTGATGTGTGAACTAGAAAATTA
AAGACCACATTGATTGATTTGAAAGTTTGAGGACTCAATTAAATACTTTTAATTTGA
AAAGTTCAAGAACCCTTCGTCATAAAAACATAAAATAAAATAAAAACCAAACAAAG
TTACAAAAAATAGTAAGAACTGAACATATTCATTAAGTAAGGGTAATATAGTAAATT
ACTAATAATAAATAAATAAAACCCAATTGGCAAGGGGCTAGTATACTTAAAGTATA
AATTTGTAATACATTTATATTCGTATGTATATTAATGTACTATATATTTCTAATAATG
GATCTGCTCATCTAATTAAAGGACCTGTTATTTTGTACTTGCGTATATAGTCAAAGGA
TTATACATAGTGGAAGGATTAAAATTAATATTCAAGTTTAATTTAAAATTTTTATTTG
TTTGTGTTGGAATTACAAAATATTATTCAAAAATGAAAATTAAGCATCCCTAAATTT
ATTTATTTTTCTCAGTACCCTCAATTGCGAAAAGATCTGAAGAAATCTTGGCCCGACG
TGGAAAGTGGCAATGATACAAAATTTTGGGAAGGCGAATGGAACAA
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<3EQ ID NO. 75-partial sequence of 5-FNase 523 (fastecna selvence S-FENazy 523); DNA; Pnmus avium
L=
ATGGCGATTTTGAACTCGACACTCGCTTITCCTTGTTCTTGCTTITTGCTTTICTICTTTTGTTACGT
TATGAGCAGTGGTGGGTGGCATTACAACCTTTTGCTCTTITATATCCTATATGCATATATATATA
TAATCAGCATTGCGT T TTACTACTTIGTATTTTTTGTTCACAGAACTATTIGTGTGTGTTCGATGA
TATATCATATGACATGOGGTGTATTTGGTGAATGTTTITCTGCCTGTCCCCTTITTATTTTCATC
ATCTTTCGT T TATTCTGATAACTGT TTGCAATAAGTGCAGTCTATTGATCACAATAATTTTGGC
AGGATCTTATGACTATTTITCAATTITGTGCAACAATGGC

<3EQ ID NO. 78-partial sequence of 5-FNase 524 (Zastecna selvence S-FENazy 524); DNA; Pnmus avium
L=
CACTCGCGTTCCTTGTICTTGCTITIGTTTTICTTCTIGTGTITTCATTATGAGCACTGGTGGGTTG
CATTACCCTCTTTTTCTCGTTATATCCTATACGCTAATTAGCATGAATTGCATTTITCTACTTCT
AATGTTTAGAGAAATATCATGTGTATTAGATGATACAGGTGGCATGCGCTGTATTGAATCAGC
CCATATTTTTCATTTGATCTATCGCATAACTTITGTTITGGATGAGTAACTATTTITGGGAATTATTT
TTCTGCATGGTTTCTTITOGTTTACTCTGAAAGTTGTACCGATAAGTGCAGTATTCATCATTGGA
AGCTAAA A A TATGTTATTTATACATCACATACTTATTTAAGATACCATTAACCTTCTCACAATA
ATTCTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGGCCACCTGCATAC
GTAGCAACAAACCTTGCTCCAAACACCGGC

<3EQ ID NO. 77-partial sequence of 5-FNase 525 (Easteini selvence S-ENazy 523); DNA; Pnmus avium
L=
TCTAAGTATGGGGATGTTGAAATCGTCAGTCGCTTTCCTIGTICTTGCTTTTGCTTTICTTCTTTT
GTTACGTTATGAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTITATATCCTATATGCATGT
AATCAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTITATTCAGAGAAACTATTGTGTGTGTTGGATGA
CATGCAGTGTATTGAATTCACCCACATATTITTCATTTAATCTAACGCACAACTTTGTTTGGAT
GAGCAAGTATTTGGTGATTGTITTTCTGCATGTCCTCTTTTTATTTTICTTAATCTTITGTTTATTC
TGATAATTGTTTGCAATAAGTGCAGTCTTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACT
ATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCCACCGACCA

<3EQID NO. 78-partial sequence of 5-FNase 526 (Casteina sekvence 5-ENazy 326); DNA; Prumus cerasus
L=
TGCATTAACCAAGAGCATTTTCTGGTATTTITGAATATTTTACCATTCTCTATATTCTGCTITATA
TATATAGATTAAGATACCATTAACCTTCTCACAATAATTTITGGCAGGATCTTATGTCTATTTTC
AATTTGTGCAACAATGGOCAACGACCACCTGCATACTTCGCAAGAAATGCT

<3EQID NO. 79-partial sequence of 5-FINaze 535 (Casteina sekvence 5-FNazy 533); DNA; Prumus cerazus
L=
TTTAATTTATAAAATTGAATTCAAGTAAGATACCAAACTGACCTAAGTATTCGAGATTGTTITTT
CTGCATTTCGTCTTTTTATTTGCATCCTTTTTGTTITATTCTGATAATTGTIGCAATAAGTGCAGT
CTGTTCATCACAATATAATTTTGGCAGGATCTTATAACTATTTTICAATTTGTGCAACAATGGCC
ACCGACCACCTGCACAGTICGCAAGAAATGCTCCAAAGCCCGGCCAT

<SEQ D NO. 80-partial sequence of 5-FNass 534 (Easteénd sekvence 5-BNazy 834); DNA; Prumus cerasus
L=
TATTCTCTAAGTATGGCGATGTTGAAATCGTCACTCGCCTGCCTTGTTCTTGCTITTGCTTICTT
CTTTTGT TACGTTATGAGCAGTGGTGGGT TGCATTACAATCTTITTGCTATATATGCTATATGTA
TATAATCAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTITTGT TCAGAGAAACTATTGTGAGTTGGATG
ATATATCACATGACATGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTITGGCATTTAATCTAACGCAC
AACTATTTITGGATGAGTATITGGTGATTGTTTTTCTGCATGTCCTCTTTITATTTTATTAATCT
TTTGT T TATTTTGATAATTGT T TGCAATAAGTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTITGGCAGGA
TCTTACGAGTATTTTCAATTTGTGCAACAATGGCC
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<3EQ ID NO. 81-partial sequence of 5-FNase 535 (Castetna sekvence 5-FNazy 533); DNA;
Prummus cerasus L=
TTGGGETGGCTAATTGCAATGGGACCCGATTTAGCAATAGTTTGGTATAAATTCTCTTIG
CTTTTCTGTTTACCTTTTITGTITITITGTITITGTCACAAAATATATTITGTTIGCTTGGAT
GTCTCAGTCTCCTGCACTGGAGTCCAAACTGAAGAAATCTTGGCCCGACGTGGAAAG
TGGCAACGATACAGACTTTTGGGGACGTGAATGGAACAAACACGGTACATGTTCCG
AACAMACAC

<3EQ ID) NO. 32-partial sequence of SFB 536a (fastefnd selvence SFB 536a); DNA; Prunus
cerasus L=
ATGGCTTAGTITGCATTTCGGATGAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATG
GAATCCATCGATCAGGAAATTTAGAACCCCTCCAATGAGCACCGACATTAACATTAA
ACATAGTTATGTTGCTCTCCAATTOGGGTTOCACCCCCGGGTTAATGACTACAAGATT
GTAAGAATGATGCGTACCAACAAAGATGCCTTCGCCGTTGAGTTTITTITAGTCTTGGA
ACGGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCGCCTTGGTTAAAATGCACTTGGCAG
CATCAAATGAGTATATTTTCTAACGGAGTAGCGTACCACCTCCTTAGGAAAGGTCCT
ATATTCAGCATTATGTCATTOGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCA
CCAGATGCCATTTGCAGTTCATGGGGGTTATGTATTGACGTITACAAGGAACACATA
TGCTTGCTTTITAGATTCTATGGTTGTGAGGAGGAGGGCATGGAACAAGTTGACTTA
TGGGTCCTAAAAGAAAAACGGTGGA

<SEQ ID NO. B3-partial sequence of 5-FINase 536a (£astecna sebvence S-ENazy 536a); DNA;
Prumus cerasus L=
TCCTATTTTATGTITAGGGAATATTGTGAGTGTCOGATGAAATATCAGGTAACGAAG
GACTTGATCTAACGCACTAGTCTTTGGGAATTATTTTTCTGCAATAAGTGCAGTATTIC
ATCATTGGAAGCCAAAATTATGTTCTTTATACATAAAAAAATCCTTATTTTAGATACC
ATTTCCTTCTTACAATATATAATTTTCGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCA
ACAATGGUCACCGGCTACCTGCAGTCTTAGCAGGACACCTTGCTACAAACCCCGGCT
ACCTCAAATCTTCACCATCCATGGCCTATGGCCAAGTAACTATTCAAACCCAAAGAG
GCCCAGTAATTGCAGGGGGTOGCTATTTGATTCAAGGAAAGTGGTATGTATTGATTT
TTTTCTCACTTACTCTTTAGCATTTAGTTTAAAAAAAAGTTAGATTGTCATATGAAGA
CAGTACACTCTTTCGATAAAACCTTGGGTGTTAGATAAATCCTGATGTTGCTTTATCC
CAACATAGGGGGAGGAGGGETGGTTGTATGTTAGGAAATTCTCTCCACTCTTTTTICT
TTGATACAAGGGGAGGGGEAGGTGAGCCTAGGACATCGGOTGUATAGATAAATGCC
TTTAACTACTTATTTGAAAGTCCTTTCCTTTTTAATTTAAGTTTTTCACTTTTATAATTT
TATTTCATAAGATAAAAATTAAGTAATTAGTCCAGCTGTAAAAAATAAATTTTTITIT
TTTAAGGTGGACACATGACCATATTTAAGTGGGAGTACCATTATTGTTACATATTTTA
TTATTGTAAATCAAAATCACTAATTCAGTATAGTACTCAGGTTTAACGTAAAMATTAT
CTTATTCAAGAACGGAAATCTCTCTCTTAAGTTTTTACTATTCCTTAAAATATGTATG
AATTGCTTGGATGTCTCAGTACCCTCAGTTGCGATTGAATCTGAAGATATCTTGGCCC
AACGTGAAAAGTGGCAATGATACAGAATTTTGGG

<SEQ ID NO. 84-partial sequence of SFB 536b (Zastecnd selkvence SFB S36b); DNA; Prumus
cerasus L=
ATGGCTTAGTITGCATTTCGGATGAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATG
GAATCCATCGATCAGGAAATTTAGGACCCCTCCAATGAGCACCGACATTAACATTAS
ACATAGTTATGTTGCTCTCCAATTOGGGT TOCACCCCOGGETTAATGACTACAAGATT
GTAAGAATGATGCGTACCAACAAAGATGCCTTCGCCGTTGAGGTTTTTAGTCTTGGA
ACGGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCGCCTTGGTTAAAATGCACTTIGGCAG
CATCAAATGAGTACATTTTCTAACGGAGTAGCATACCACCTCCTTAGGAAAGGTCCT
ATATTCAGCATTATGTCATTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCA
CCAGATGOCATTTGCAGTTCATGGGGGTTATGTATTGACGTITACAAGGAACACATA
TGCTTGCCTTTTAGATTCTATGGTTGTGAGGAGGAGGGLATGGAACAAGTTGACTTA
TGGGTCCTAAAAGAAAAACGETGEA
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<5EQ ID MO, &3-partial sequence of 5-FI¥ase 536b (Zistetna selovence 5-FINazy 536b); DMNA;
Prumus cerasus L=

TCCTATTTITATGT T TAGGGAATATTGTGAGTGTCCGATGAAATATCAGGTAACGAAG
GACTTGATCTAACGCACTAGTCTTTGGGAATTATTITTTICTGCAATAAGTGCAGTATTC
ATCATTGGAAGOCAAAATTATGTTCTTTATACATAAAAAAATCCTTATTTTAGATACC
ATTTCCTTC T TACAATATATAATTTTOGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTIGCA
ACAATGGCCACCGGCTACCTGCAGTCTTAGCAGGACACCTTGCTACAAACCCOGGCT
ACCTCAAATCTTCACCATCCATGGCCTATGGCCAAGTAACTATTICAAACCCAAAGAG
GUCCAGTAATTGCAGGGGGTOGCTATTTGATTCAAGGAAAGTGGTATGTATTGATTT
TITTCTCACT TACTCTITAGCATTTAGTTTAAAAAAAAGTTAGATTGTCATATGAAGA
CAGTACACTCTITCGATAAAACCTTGGGTGT TAGATAAATCCTGATGTTGCTTTATCC
CAACATAGGGGGAGGAGGGGTGGTTGTATGTTAGGAAATTCTCTOCACTCTTTTITICT
TTGATACAAGGGGAGGGGGAGGTGAGCCTAGGACATCOGGETGCATAGATAAATGCC
TTTAACTACTTATTTGAAAGTCCTTTCCTITITAATTTAAGTITTTCACTTTTATAATTT
TATTTCATAAGATAAAAATTAAGTAATTAGTCCAGCTGTAAAAAATAATTTTTITITITT
TTTAAGGTGGACACATGACCATATTTAAGTGGGAGTACCATTATTGTITACATATTTTA
TTATTGTAAATCAAAATCACTAATTCAGTATAGTACTCAGGTTTAACGTAAAAATTAT
CTTATTCAAGAACGGAAATCTCTCTCTTAAGTTITITACTATTCCTTAAAATATGTATG
AATTGCTTGGATGTCTCAGTACCCTCAGTTGCGATTGAATCTGAAGATATCTTGGCCC
AACGTGAAAAGTGGCAATCGATACAGAATTTTGGG

<3EQ ID NO. 86-partial sequence of 5-FENase 536b2 (Cdstetna selovence 5-FMazy S36b2); DNA;
Prumus cerasus L=

TOCTATTTTATGT T TAGGGAATATTGTGAGTIGTCCGATGAAATATCAGGTAACGAAG
GACTTGATCTAACGCACCACAGTCTITGGGAATTATTITICTGCAATAAGTGCAGTAT
TCATCATTGGAAGCCAAAATTATGTICTITATACATAAAAMAATCCTTATITTAGATA
CCATTTCCTTCTTACAATATATAATTITOCGCAGGATCTTATGACTATTITCAATTIGTG
CAACAATGGCCACCGGCTACCTGCAGTCTTAGCAGGACACCTTGCTACAAACCCCGG
CCACCTCAAATCTTCACCATCCATGGCCTATGACCAAGTAACTATTCAAACCCAAAG
AGGCCCAGTAATTGCAGGGGGTCGCTATTTGATTCAAGGAAAGTGGTATGTATTGAT
TITTTICTCACTTACTCTTTAGCATITAGT TTAAAATAAAAGTTAGATTGTCATATGA
AGACGTACACTCTITCGATAAAACCTTGGGTGTTAGATAAATCATGATGTTIGCTTITAT
CCAACATAGGGGGAGGAGGGGTGGITGTATGTITAGGAAATTICTCTCOCACTCTTTTIT
CTTIGATACAAGGGGAGGGGGAGGUGAGCOCTAGGACATCOGGGGCATAGATAAATG
CCTTTAACTACTTATTTGAAAGTCCTTTCCTITITAATTITAAGTTITICACTTITATAA
TITTATTTCATAAGATAAAAATTAAGTAATCAGTCCAGCTGTAAAAAATAATTTAATT
TITTTTAAGGTGGACACATGACCATATTTAAGTGOGAGTACCATTATTGTTACATATT
TTATTATTGTAAATCAAAATCACTAATTCAGTATAGTACTCAGGTITAACGTAAAAAT
TATCTTATTCAAGAACGGAAATCTCTCTTAAGTTTTTACTATTCCTTAAAATATGTAT
GAATTGCTTGGATGTCTCAGTACCCTCAGT TGO GATTGAATCTGAAGATATCTTGGCC
CAACGTGAAAAGTGGUCAATGATACAGAATTITGGG

<SEQ ID NO. 87-partizl seqhem:e of SFB 536b2 (Zastefnd sekovence SFB 5336b2); DNA; Prmus
cerasus L=
ATGGCTTAGTTTGCATTICGGATGAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATG
GAATCCATCGATCAGGAAATTTAGGACCCCTCCAATGAGCACCGACATTAACATTAA
ACATAGTTATGTTGCTCTCCAATTCGGGTTCCACCCCCGGOTTAATGACTACAAGATT
GTAAGAATGATGCGTACCAACAAAGATGCCTTCGCCGTITGAGGTTTTITAGTCTTGGA
ACGGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCOGCCTTGGTTAAAATGCACTTGGCAG
CATCAAATGAGTACATTTTCTAACGGAGTAGCATACCACCTCCTTAGGAAMAGGTCCT
ATATTCAGCATTATGTCATTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCA
CCAGATGCCATTTGCAGTTCATGGGGGTTATGTATTGACGTTTACAAGGAACACATA
TGCTTGCCTTTTAGATTCTATGGTTGTGAGGAGGAGGGCATGGAACAAGTTGACTTA
TGGGTCCTAAAAGAAAAACGGTGGA
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<SEQ ID WNO. 8%-partial sequence of SFB 336b3 (Edstetnd selvence SFB 336b3); DNA; Prunus
cerazus L=
ATGGCTTAGTTTGCATTTCGGATGAGATATTGAATTTCGATAGTCCTATACACATATG
GAATCCATCGATCAGGAAATTITAGGACCCCTCCAATGAGCACCGACATTAACATTAA
ACATAGTTATGTTGCTCTCCAATTCGGGTTCCACCCCCGGGTTAATGACTACAAGATT
GTAAGAATGATGCOGTACCAACAAAGATGCCTTCGCCGTTGAGGTTTTTAGTCTTGGA
ACGGACTCTTGGAAGATGATTGAAGCAATTCCGCCTTGGTTAAAATGCACTTGGCAG
CATCAAATGAGTACATITICTAACGGAGTAGCATACCACCTCCTTAGGAAAGGTCCT
ATATTCAGCATTATGTCATTCGATTCAGGCAGTGAAGAATTCGAAGAATTCATAGCA
CCAGATGCCATTTGCAGTTCATGGGGGTTATGTATTGACGTTTACAAGGAACACATA
TGCTTGCCTTTTAGATTCTATGGTTGTGAGGAGGAGGGCATGGAACAAGTTGACTTA
TGGGTCCTAAAAGAAAAACGGTGGA

<SEQ ID NO. 808-partial sequence of 5-RNase 53603 (£astetna sekvence 5-RINazy 536b3); DINA;
Prunus Cerasus L=
TCCTATITTATGTITTAGGGAATATTGTGAGTGTCCGATGAAATATCAGGTAACGAAG
GACTTGATCTAACGCACTAGTCTITGGGAATTATTTITCTGCAATAAGTGCAGTATTC
ATCATTGGAAGCCAAAATTATGTICTITATACATAAAAAAATCCTTATTTTAGATACC
ATTTCCTTCTTACAATATATAATTTTCGCAGGATCTTATGACTATTITICAATTTGTGCA
ACAATGGCCACCGGCTACCTGCAGTCTTAGCAGGACACCTTGCTACAAACCCCGGCC
ACCTCAAATCTTCACCATCCATGGCCTATGGCCAAGTAACTATTCAAACCCAAAGAG
GCCCAGTAATTGCAGGGGGTCGCTATTTGATTCAAGGAAAGTGGTATGTATTGATTT
TITTCTCACTTACTCTITAGCATTTAGTTTAAAAAAAAGTTAGATTGTCATATGAAGA
CAGTACACTCTTTCGATAAAACCTTGGGTGTTAGATAAATCCTGATGTTGCTTTATCC
CAACATAGGGGGAGGAGGGGTGGTIGTATGTTAGGAAATTCTCTCCACTCTTTITICT
TIGATACAAGGGGAGTGGGAGGUGAGCCTAGGACATCGGGTGCATAGATAAATGCC
TITAACTACTTATTTGAAAGTCTITICCTTTTTAATTTAAGTTTTTCACTTTTATAATIT
TATTTCATAAGATAAAAATTAAGTTATTAGTCCAGCTGTAAAAAATAATTTAATTTTIT
TITAAGGTGGACACATGACCATATTTAAGTGGGAGTACCATTATTGTTACATATTTTA
TTATTGTAAATCAAAATCACTAATTCAGTATAGTACTCAGGTTTAACGTAAAAATTAT
CTTATTCAAGAACGGAAATCTCTCTTAAGTTTTTACTATTCCTTAAAATATGTATGAA
TIGCTTGGATGTCTCAGTACCCTCAGTTGCGATTGAATCTGAAGATATCTTIGGCCCAA
COTGAAAAGTGGCAATGATACAGAATTTTGGG

<SEQ ID NO. 90-partizl sequence of 3-FElNaze 538 (Castena selovence S-ENazy 538); DINA;
Prunus avium L=
ACTTGTTCTTGGTTTCGCTTTCTTCCTITGTTACGTTATGAGCAGTGGTGGGTTGCATT
ACATTCTTTTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCAACATTGTGTTTTTCTACTTG
TATTTTTTGGGGATTGTATTCTGCATGTCCTCTTITTGTTTATTCTGATAATTGTTACAA
TAACTGCAGCCTACTGGAAACCTAAAGTTAATTATGTTCTITATTCTTCAAATCCTTA
TITATGATAGCATTAATATTCTCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACTATTTITCA
ATTTGTGCAACAATGGCCACCAACCAACTGCAAATTTCGTAAATGCTCCAAACCCCG
GCCTTITACAA

<SEQ IDNO. 91-partial sequence of 3-EINaze 3Techl (Eastetna sekvence 5-BEINazy STéchl); DINA;
Prunus avium L=

CTAAGTATGGCGATGT TGAAATCGTCACTCGCTTTCAATATTCTCTCTITGGTICTICTT
CTTGTGCTTCATTATGAGCGCTGGTGGGTAAAATGTGTGCTCTATGGTATATTAAATT

TAGTITATTATTGTTAACGCACGACTTTGTTITTICTITGGATCAAGTAACTATTTGTAGT
AGTTGAAATAAATGCAGTTTATTTACAATCAGCAAGCTAAAATTATGTTTTTTACGCA
GGATCT
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerd pro stanoveni cizosprasnych S-alel S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12,
S13, S14, S16, S22, 823, 824, S25, S26, S33, S34, S35, S38 a STéch a samosprasnych alel S1°,
S37, 847, S5°, Sém, S6m2, S13°, S13m, S36a, S36b, S36b2 a S36b3 u visn¢ obecné

(Prunus cerasus L.) v jediné reakci metodou fragmentacni analyzy vyznacujici se tim, Ze

10

obsahuje primery, jejichz sekvence jsou

CTTGTTCTTGSTITYGYTTICTTIC (SEQ ID NO. 1)
CCATTGTTGCACAAATTGAAA (SEQ ID NO. 2
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)
TCTGTGTTTICTAAAGGATGGC (SEQ ID NO. 8)
TCTAGCTTTTATICTTGCGAGG (SEQ ID NO. 9)
GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA (SEQ ID NO. 10)
GCTTGGACAAAATTGACTTGTG (SEQ IDNO. 11)
GATCACAATCACCCAAAGGAGG (SEQ ID NO. 12)
CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTIGTGC (SEQ ID NO. 13)
GCTTGCTGATTIGTAAATAAACTGC (SEQ ID NO. 14)
GACTACCTACAAAGTCCCTCG (SEQ ID NO. 15)
GCTTAACTTGTAGAACACCTCAC (SEQ ID NO. 16)
CGGTGCGGTGTAGTGTAAAAC (SEQ ID NO. 17)
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
ATACTTCGAGCGATCCCACGA (SEQ ID NO. 23)
GACCGTGTAAGCCATTTTGAGAG (SEQ ID NO. 24)
GATGCGTACCAACAAAAATACCTTA (SEQ ID NO. 25)
GGCATCTGGTGCTATGAACTAT (SEQ ID NO. 26)
TTGAATATTTTACCATTICTCTATATTCTGCT (SEQ ID NO. 27)
CAAGTAAGATACCAAACTGACCTAAG (SEQ ID NO. 28)
CCGATTTAGCAATAGTTTGGTATAAATIC (SEQ ID NO. 29)
TAAGGTGGACACATGACCATATTTAAG (SEQ ID NO. 30)
GAATCCATCGATCAGGAAATTTATAA (SEQ ID NO. 31)
GTCCGTTCCAAGACTAAAAAAC (SEQ ID NO. 32)
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);
pricemz:

pro identifikaci alely S1 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 15 a
SEQ ID NO. 16, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescencn¢ oznaceny
pro soucasnou detekci dalich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S1” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 15 a
SEQ ID NO. 17, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodné¢ fluorescencn¢ oznaceny
pro soucasnou detekci dalich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;
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pro identifikaci alely S2 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 3 a
SEQ ID NO. 4, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich S-alel v prib¢hu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 7 a
SEQ ID NO. 8, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 8 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3" obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodn¢ fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 9 jsou vhodné fluorescenné oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 11 a
SEQ ID NO. 12, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 12 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny
pro soucasnou detekci dalich S-alel v priabéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 21 jsou vhodné¢ fluorescen¢né oznaceny
pro soucasnou detekci dalich S-alel v priabéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a SEQ
ID NO. 21 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pritbéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S9 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a
SEQ ID NO. 5, z nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodn¢ fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S10 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 23 a SEQ ID NO. 24, z nichz SEQ
ID NO. 24 je vhodn¢ fluorescenéné oznac¢ena pro soucasnou detekci dalsich S-alel v prib&hu
fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 24 a SEQ ID NO. 25 jsou vhodné¢ fluorescencné
oznaceny pro soucasnou detekci dal$ich S-alel v pribéhu fragmentacéni analyzy;

pro identifikaci alely S13m obsahuje sada primery SEQ ID NO. 22 a SEQ ID NO. 24, z nichz SEQ
ID NO. 24 je vhodné fluorescencn¢ oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pritbéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S16 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;
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pro identifikaci alely S22 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQID NO. 3 a
SEQ ID NO. 5, znichz SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné¢ fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich S-alel v prib¢hu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S23 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S25 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné¢ fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S26 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 27, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S33 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 2 a SEQ ID NO. 28, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S34 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S35 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 29, z nichz SEQ ID
NO. 3 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dal§ich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S36a obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 30, SEQ ID NO.
31 a SEQ ID NO. 32, znichz SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 31 jsou vhodn¢ fluorescen¢né
oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 33 jsou vhodn¢ fluorescen¢né
oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

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 nichz SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3 a
SEQ ID NO. 33 jsou vhodné¢ fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich S-alel v
prabéhu fragmentacni analyzy;

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, znichz SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 33 a
SEQ ID NO. 36 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalsich S-alel v
prabéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S38 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 2 je vhodné fluorescencné oznacena pro soucasnou detekci dalSich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely ST&chl obsahuje sada primery SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichz
SEQ ID NO. 13 je vhodné fluorescenén¢ oznacena pro soucasnou detekci dalich S-alel v pribéhu
fragmentacni analyzy.
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