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Sada primert pro stanoveni S-alel a alel promotoru genu MGST u tieSné ptaci (Prunus
avium L.) v jediné reakci

Oblast techniky
Reseni se tyka sady primeri navrzenych pro detekci jednotlivych S-alel a alel promotoru genu

MGST zodpovédnych za samosprasnost/cizosprasnost u tfeSné€ ptaci (Prunus avium L.), kdy je tato
detekce provadéna fragmentacni analyzou v jediné reakeci.

Dosavadni stav techniky

Ttesen ptaci (Prunus avium L.), jedna z nejvyznamnéjsich ovocnych plodin v nasem klimatickém
pasu se sklizni statisice tun rocné€, patii primarné mezi cizosprasné rostliny. Cizosprasnost je
systém vyvinuty rostlinami za ucelem zabranéni samoopyleni, aby byla zajiSténa co nejvyssi
vyména gentl v ramci populace. Cizosprasnost tfe$ni v§ak ma dalekosahlé negativni disledky pro
jejich komercni péstovani. Jiz ve Ctyticatych letech minulého stoleti bylo potvrzeno, Ze ne vSechny
odrtdy tfesni je mozné navzajem opylit (Crane MB, 1937). Pro uspe€sné péstovani urcité odriidy
proto byly vzdy uvadény experimentalné zjisténé vhodné opylovaci odriidy, které je nezbytné do
komeré¢nich sadd vysadit, aby bylo dosaZzeno maximalni mozné produkce plodi. Obvykly pocet
stromi opylovaci odridy je 10 % strom, nebo je realizovana vysadba sadu s kombinacemi odrid
v jednotlivych fadach, tedy v poméru 1:1. I v ptipad¢ vysadby vhodné opylovaci odriidy vSak mize
sklizeti ohrozit mimo jiné odlisnost doby kveteni, délky kveteni nebo intenzity kveteni, které jsou
ovlivnény mnoha faktory, at’ jiz biotickymi, nebo abiotickymi. Vysadba dvou odrid tfesni
v komerénim sadu muze byt komplikaci i pro sklizen, kdy obé odridy zpravidla dozravaji
v odlisnou dobu, nebo se plody lisi vyznamné charakteristikami plodu a produkci neni mozné
smichat. Opylovaci odriida navic nemusi mit plody trzni kvality, coz by v duisledku snizovalo
mozny hektarovy vynos. Proto je jednim ztrendd moderniho Slechtitelstvi produkce
samosprasnych odrid, které by zna¢né¢ zjednodusovaly management tieSnovych sadt. Dal§im
Slechtitelskym cilem je kiizeni tfeSni pro zlepSeni jejich kvalitativnich a kvantitativnich znakd.
I zde vSak miize byt cizosprasnost velkou komplikaci, nebot’ fadu odrtid s kvalitnimi $lechtitelsky
zajimavymi parametry nelze navzajem opylit. Identifikovat vhodné opylovaci odridy (poptipadé
prokazat samosprasnost) klasickymi opylovacimi metodami je vSak velmi ¢asoveé naro¢né a pracné,
z tohoto diivodu byly zavedeny laboratorni metody pro usnadnéni nalezeni vhodné opylovaci
odrtdy, ptipadné pro prokazani samosprasnosti.

U tfesni je cizosprasnost primarné¢ dana multialelickym S-lokusem (konkrétni alely se oznacuji
jako S-alely a odliSuji se Cisly), ktery v rdmci nerekombinujiciho haplobloku nese dva geny
kédujici proteiny zodpoveédné za cizosprasnost, tj. gen pro S-RNazu zodpovédny za samici
(pestikovou) ¢ast cizosprasnosti a gen pro S-haplotypové specificky F-box (SFB) zajistujici sam¢i
(pylovou) ¢ast cizospra$nosti (Ushijima K, 2003, Yamane H, 2003).

K uspé€$nému opyleni a oplozeni dojde, pokud je S-alela v genomu haploidniho pylového zrna
odli$na od obou S-alel diploidniho pestiku. Pfesny mechanizmus, ktery brani samoopyleni, neni
dosud znam. Podle v soucasnosti uznavaného modelu (Tao R, 2010, Matsumoto D, 2016a, 2016b
a 2019) se predpoklada existence ,,obecného inhibitoru, ktery mtze inaktivovat vSsechny S-RNazy
pronikajici dovnitt prorustajici pylové la¢ky z pletiv pestiku. Timto obecnym inhibitorem je
pravdépodobné viceproteinovy komplex nazyvany SCF (podle obdobného komplexu z celedi
Solanaceae a Rosaceae) a podili se na ném proteiny PavSLFLs, PavSFBL2, MGST, Dnal-like
protein a dal$i minoritni proteiny (Matsumoto D, 2016b a 2019). SFB protein pylové lacky je pak
podle tohoto modelu schopen selektivné rozpoznat S-RNézu, kterd se s nim vyskytuje v jednom
lokusu, a chranit ji pfed degradaci obecnym inhibitorem. S-RNaza tak mtze vykonavat svoji funkci
— degradovat RNA v prorustajici pylové lacce, coz indukuje zastaveni rdstu pylové lacky jiz
v blizn¢ a zabranuje samoopyleni. Vyznam SFB proteinu pro cizosprasnost je dobfe dokumentovan
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mutacemi/deleci SFB proteinu, kterymi bylo dosazeno samosprasnosti tiesni (viz dale). Kromé
toho byl popsan vyznam genu kodujiciho glutation-S-transferazu z M-lokusu (MGST), jehoz
protein je soucasti vyse uvedeného SCF komplexu, kdy snizenim exprese MGST je také mozné
docilit alespon ¢astecné samosprasnosti tfesni (Ono K, 2018).

Pro uspésné opyleni je znalost S-alel jednotlivych odriid zcela zasadni jak pro péstitele, tak pro
Slechtitele tfesni, nebot’ fada kulturnich odriid nese stejné S-alely a nejsou tak schopné se navzajem
opylit. V soucasnosti kon¢i ¢islovani S-alel alelou S38, n€které z nich vSak byly pozdéji popsany
jako identické (napt. S8=S3, S11=S7, S15=S5; Sonneveld T, 2001, 2003, Wiinsch A, 2004) a fada
z téchto S-alel byla zatim popséana pouze u plan€ rostoucich tfesni (napi. alely S10, S17 az S21, De
Cuyper B, 2005). V roce 2017 bylo v databazi ¢itajici celkem 1203 pfevazné kulturnich odrad
tfeSni identifikovdno 24 riznych S-alel (Schuster M, 2017). U kulturnich odriid se nejcastéji
vyskytuji alely S3, S6, S1 a S4 (poradi dle frekvence vyskytu), které dohromady tvofi cca 65 %
alel vyskytujicich se ve vyse uvedené databazi (Schuster M, 2017). Celkem pak je popsano 60 tzv.
inkompatibilnich skupin odrtd tfe$ni nesoucich stejnou kombinaci S-alel. Nékteré inkompatibilni
skupiny ¢itaji vice jak 100 odrad, které nelze v ramci jejich inkompatibilni skupiny navzajem
vibec uspésné opylit — napt. inkompatibilni skupina III (S3S4, 113 odrud), VI (S3S6, 104 odrid)
nebo II (S1S3, 103 odrid). U odrid se shodnou jednou S-alelou je pak Sance na uspésné opyleni
pouze 50 % oproti odridam s obéma jinymi S-alelami (opyleni je schopné pouze pylové zrno
nesouci S-alelu odlisnou od obou S-alel matetské rostliny). 25 odrtid naopak vykazuje unikatni
S-genotypy a jsou povazovany za univerzalni opylovace vSech odrud.

Také byly popsany samosprasné tiesné, které obsahuji jednu ze tfi dosud publikovanych
samosprasnych S-alel (ozna¢ované s apostrofem jako S3°, S4” a S57). VSechny tyto alely maji
mutovanou SFB slozku inkompatibility. Jedinou alelou, kterd vznikla pfirozené, je alela S5’
(Marchese A, 2007), zbylé dvé vznikly ozatfovanim (Lewis D, 1954). U alely S3” doslo v S-lokusu
k rozsahlé deleci DNA, ktera zatim nebyla presné urcena. U alely S4” nastala delece 4 nukleotidd
v SFB genu vedouci k posunu ¢teciho ramce a pred¢asnému ukonceni vznikajiciho proteinu, ktery
navic obsahuje odlisny C-konec. U alely S5 se v SFB genu bodovou mutaci vytvoftil pfedcasny
stop kodon a dle predpokladu tim dochazi ke zkraceni vznikajiciho proteinu. Samosprasné alely
byly do kiizeni zafazeny relativné nedavno, jsou vsak stale Castéji vyuzivany pro tvorbu modernich
samosprasnych odrid tfeSni (pfevazné alela S4°). Zvlastni skupinu samospras$nych tfe$ni tvoti
skupina pivodné Spanélskych odrid, které neobsahuji zadnou z vySe uvedenych mutovanych
S-alel, ale jejich alespon ¢aste¢na samosprasnost je dana inzerci sekvence podobné transpozdnu do
promotorové oblasti genu pro glutathion-S-transferdzu v M-lokusu (MGST). Pfestoze funkce
tohoto genu pii opyleni neni zcela jasna, funkéni experimenty dokladaji, Ze snizeni exprese MGST
diky této inzerci skute¢né vede k naruseni mechanizmu cizosprasnosti (Ono, 2018). V soucasnosti
je ve vyse uvedené databazi zapsano 72 samosprasnych odrid, jejich trzni potencial je vSak rizny
(Schuster M, 2017).

Po rozpoznani vyznamu S-lokusu pro cizosprasnost tfesni a moznost jejich uspé$ného opyleni byly
S-alely nejprve identifikovany biochemickymi metodami (Boskovi¢ R, 1996). V novém tisicileti
se postupn¢ zacaly jednotlivé S-alely identifikovat molekuldrné genetickymi metodami, a to
nejprve alelicky specifickymi primery (identifikace sekvence DNA pro prvnich Sest S-alel,
Sonneveld T, 2001). Poté byly z divodu popisu dal$ich S-alel navrzeny univerzalni primery
s rozliSenim jednotlivych S-alel na zakladé délkového polymorfizmu intront v genu pro S-RNézu.

Zdokonalen¢ univerzalni primery pro amplifikaci prvniho intronu v polymerazové fetézové reakci
(PCR) (PaConsl-F + PaConsI-R2, Sonneveld T, 2003, Sonneveld T, 2006) davaji velikosti PCR
fragmentli v rozmezi od 234 do 451 bp, coz je vyhodné rozmezi pro pouziti ve fragmentaéni
analyze vyuzivajici kapilarni elektroforézu, ktera umoziuje velmi pfesné a jednodusSe stanovit
delku fragmentid. Pro analyzu na agar6zovém gelu tyto primery pfili§ vhodné nejsou, protoze
utady S-alel se vysledny PCR produkt 1isi od jiné S-alely pouze o né€kolik malo nukleotidu.
Odliseni velikosti fragmentd vytvofenych pomoci téchto primert na kapilarnim genetickém
analyzatoru vSak nemusi postacovat, jelikoz u n€kterych alel vznikaji stejn¢ dlouhé, nebo téméef
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stejn¢ dlouhé fragmenty (napi. S1 a S34; S2 a S7 a S12; S14 a S23, S22 a S24, respektive
samosprasné S-alely versus piislusné ptivodni cizosprasné S-alely). Navic tyto univerzalni primery
nelze pouzit pro amplifikaci pomérmné hojné se vyskytujici alely S13 (Sonneveld T, 2003), nebot’
davaji (i diky pfitomnosti mikrosatelitu v amplifikovaném tseku) téméf neznatelny, poptipade
nulovy signal (Sonneveld T, 2006, Vaughan SP, 2006).

Univerzalni primery pro PCR amplifikaci druhého intronu (PaConslI-F+PaConslI-R, Sonneveld
T, 2003) jsou problematické hned z n€kolika divodt: 1/ dévaji vznik velkym fragmentiim (577 az
2385 bp), které nejsou vhodné pro fragmentacni analyzu na kapilarnim genetickém analyzatoru,
2/u alel S1 a S13 vznikaji shodné dlouhé fragmenty, 3/ alely S5, S13 a S16 se amplifikuji velmi
slabé, 4/témét u vSech alel vznikaji pfi PCR slabsi nespecifické pruhy a5/ také neodliSuji
samosprasné S-alely od ptvodnich cizosprasnych alel. Z divodu malé odliSnosti mezi nékterymi
PCR produkty je navic nezbytné na agarézovém gelu vzdy analyzovat soucasn¢ i standardy pro
prislusné S-alely, coz analyzu dale prodrazuje. VSechny tyto skute¢nosti komplikuji pouZiti tohoto
paru primert pro analyzu S-alel a v praxi neni analyza délky druhého intronu pfili§ casto
pouzivana.

Z diivodu nemoznosti rozliSit vSechny S-alely podle délkového polymorfizmu intronti v genu pro
S-RNazu byly vhodné délkové se lisici oblasti hledany i v SFB genu jednotlivych S-alel. V 5" UTR
oblasti tohoto genu byl identifikovan kratky intron lisici se délkou mezi mnoha S-alelami (81 az
122 bp). Primery navrzené pro oblast SFB genu vsak nejsou pfili§ pouzitelné pro diskriminaci mezi
jednotlivymi alelami a maji tyto zasadni nevyhody: 1/ amplifikaci mnoha S-alel vzniké pii PCR
naprosto stejn¢ dlouhy fragment (napf. S1, S4, S9 a S19; S5 a S17; S10 a S22, respektive S13
a S14), 2/ rozdily v délkach amplifikovanych fragmenti jsou pfili§ malé pro spolehlivé odliseni i
na kapilarnim genetickém analyzatoru (Casto rozdil pouze jediného nukleotidu, coz mutze byt
problém pro automatické vyhodnocovéni, je vhodné zaradit do soucCasné analyzy patiicné
kontroly), 3/ amplifikace u alel S9 a S14 je slaba/nespolehliva a 4/ navrzené primery jsou natolik
degenerované, ze je PCR amplifikace velmi narocnd a vyzaduje peclivou optimalizaci
amplifikac¢nich podminek. Publikovany protokol pro PCR amplifikaci obsahuje cykly s prabézné
se snizujici teplotou nasedani primert (Vaughan SP, 2006), coZ je pro multiplexovani s dal$imi
primery zcela nevhodné. V praxi tyto primery nejsou samostatné pouzivany, nicméné v kombinaci
s primery pro amplifikaci prvniho intronu S-RNazy byli autofi schopni postupnou analyzou na
kapilarnim genetickém analyzatoru rozlisit jednotlivé S-alely S1 az S22, samosprasné alely vSak
nebyly uvazovany (Vaughan SP, 2006).

Dalsim pfistupem umoziujicim jednoznacnou analyzu S-alel pak byvaji alelicky specifické
primery (napf. 13 parQ primerd specifickych pro alely S1 az S16 podle Sonneveld T., 2001, 2003,
popiipade¢ alelicky specifické primery pro S17 az S19, S21/25, S34 a S37 podle Szikriszt B, 2013).
PCR produkty s alelicky specifickymi primery jsou obvykle analyzovany elektroforeticky na
agarozovych gelech.

Pro identifikaci samosprasné alely S3°, u které neni znam rozsah delece v SFB genu, a jeji odliSeni
od alely S3 byla navrzena detekce pomoci primerti vyskytujicich se v deletované ¢asti SFB genu.
U S3’ tak neni pfislusny 822 bp dlouhy fragment amplifikovan, pficemz amplifikovatelnost
templatové DNA v této reakci je oveéfena na kontrolnim genu. U alely S3 jsou pak v jediné reakci
amplifikovany oba fragmenty — fragment S3 alely i kontrolni fragment (Sonneveld T, 2005).
Analyza vyse popsané PCR reakce elektroforézou na gelu v§ak neni schopna spravné identifikovat
odrtidy s kombinaci alel S3S3".

U samospra$né alely S4” byly rozsah delece v SFB genu a jeji umisténi jednozna¢né identifikovany
(Sonneveld T, 2005) a systém pro jeji detekci a odliSeni od alely S4 byl navrzen napt. v Ikeda K,
2004. Tento systém vyuziva sady dvou part primerd pro tzv. nested PCR (dvoukolovou PCR), kde
tyto primery specificky amplifikuji obé tyto alely. RozliSeni mezi nimi je pak podle této publikace
zajisténo bud elektroforézou v denaturujicim polyakrylamidovém gelu, nebo S$tépenim
restrikénimi enzymy EcoRV nebo Mbol a naslednou elektroforézou v agar6zovém gelu. Oba tyto
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piistupy jsou pomérné pracné a nevhodné pro fragmenta¢ni analyzu. DalSim pfistupem je gPCR
(PCR v realném ¢ase) amplifikace piislusné oblasti s naslednou HRM analyzou (vysokorozliSovaci
analyzou kiivek tani) navrzena v Mufioz-Espinoza et al. (2017). Tato technika v§ak umoziuje
rozlisit pouze alely S4 a S4” a neni mozné ji kombinovat s identifikaci dalsich S-alel v jediné
reakci.

U samosprasné alely S5 je mozné ovéfit pfitomnost bodové mutace naptiklad sekvenovanim, coz
je ale drahé, pracné, a tudiz nevhodné pro analyzu velkého poctu vzorkli. Zaroven bylo
publikovano, Ze je tato mutace ve vazb¢ s odlisSnou délkou SSR markeru nachazejiciho se ve
druhém intronu S-RNdazy oproti délce tohoto SSR markeru u alely S5 (Marchese A, 2007), coz
opét vyzaduje nezavislou analyzu této mutace.

Pro identifikaci inzerce sekvence podobné transpozénu do promotorové oblasti genu MGST byly
navrzeny specifické primery, kdy se forward primer nachdzi v sekvenci této inzerce a reverse
primer v promotoru MGST (Ono K, 2018).

Pro analyzu S-alel u tfesn€ ptaci (Prunus avium L.) je v souasném stavu techniky pouzivano vice
ptistupt. Veskeré pouzivané detekcni systémy pro identifikaci vSech S-alel spocivaji v provedeni
n&kolika nezavislych PCR reakci. Casto jsou vyuzivany obé sady vyse uvedenych univerzalnich
primert pro amplifikaci oblasti kolem prvniho, respektive druhého intronu genu pro S-RNazu
a analyza fragmentl probiha na gelu a pro dourceni/potvrzeni vysledkli se popiipade€ pouzivaji
alelicky specifické primery. Jina pracovisté vyuzivaji pouze alelicky specifické primery. VSechny
tyto pristupy jsou pracné a ¢asoveé a materialoveé naro¢né, s vyssim objemem lidské prace pak také
nartistda moznost chybné identifikace S-alel. Pro nazornost pracnosti postupli nevyuzivajicich
fragmentacni analyzu na kapildrnim sekvenatoru uvadime, ze v publikaci De Cuyper, 2005 bylo
pro identifikaci S-genotypu u 65 planych tfesni (obsahujicich i v té dob€ nepopsané S-alely)
pouzito celkem 220 rGiznych PCR reakci s naslednou elektroforézou na gelu. I pii analyze zndmych
S-alel je vSak podobny systém identifikace S-alel narocny a neni rovnéz vhodny pro analyzu
velkého mnozstvi odrtd tfesni, u kterych neexistuje Zadné informace o jejich mozném S-alelickém
slozeni (Vaughan SP, 2006).

Jedinym zplsobem umoziujicim rychlé zpracovani mnoha vzorkl je vySe uvedeny detekéni
systém Vaughana a kol. (2006) vyuzivajici fragmenta¢ni analyzu na kapilarnim genetickém
analyzatoru jednak s fluorescencné znacenymi primery pro amplifikaci oblasti prvniho intronu
genu pro S-RNézu a jednak oblasti intronu v 5" UTR genu pro SFB. Kombinaci délky obou
fragment je pak urcena vysledna S-alela. Nedostatky pouzivanych primeri byly uvedeny vyse.
Navic byla od doby zvefejnéni této publikace identifikovana fada novych S-alel (od S23 vyse),
u mnoha z nich nebyly publikovany sekvence SFB genti a nebyla publikovana ani délka jejich
fragmentt amplifikovanych s primery pro oblast 5" UTR genu pro SFB. Vzhledem k malé délkové
variabilité tohoto tiseku DNA se da predpokladat dalsi zkomplikovani jednozna¢né identifikace
genotypu S-alel. Sekvence genti pro nové identifikované S-RNazy pak také ztizily ureni S-alel na
zaklad¢ oblasti kolem prvniho intronu tohoto genu, kdyz byly identifikovany S-alely, jejichz
amplifikaci vznikaji stejné dlouhé fragmenty jako u dfive publikovanych S-alel. Vhodnost tohoto
systému pro spravné urceni S-alel se tak v dnesni dob¢ stava velmi diskutabilni. Navic tento systém
naprosto nete$i detekci stale Cast&ji se prosazujicich samosprasnych S-alel, které nelze timto
postupem identifikovat.

Z tohoto divodu existuje potieba vyvinout novy detekéni systém pro stanoveni S-alel u tie$ni,
ktery by fesil potfebu jednoduché detekce co nejvyssiho mnozstvi v soucasnosti znamych S-alel
veetné samosprasnych a alel promotoru genu MGST idealné v jediné reakci.
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Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky soucasného stavu techniky odstranuje sada primert pro stanoveni S-alel
a alel promotoru genu MGST u tfe$né ptaci (Prunus avium L.) v jediné reakci fragmentacni
analyzou s detekci pfislusnych PCR produktt na kapilarnim genetickém analyzatoru. Tato sada
umoznuje dle znamych sekvenci jednoznac¢nou identifikaci cizosprasnych alel S1, S2, S3, S4, S5,
S6,S7,S9, S10,S12, S13, S14, S16, S22, S23, S24, S25 a S38 a samosprasnych alel S37,S4"a S57;
a soucasné i identifikaci alel promotoru MGST, kdy je rozliSovana pfirozen¢ se vyskytujici alela
(MGSTwt, wild type) podminujici cizospraSnost, alela s deleci nejasného vyznamu pro sprasnost
(MGSTdel) a alela s inzerci (MGSTins), ktera zplisobuje ¢astecnou samosprasnost. Tato sada
obsahuje primery, jejichz sekvence jsou:

CTTGTTCTTGSTTTYGYTTTCTTC (SEQIDNO. 1)

CCATTGTTGCACAAATTGAAA (SEQ ID NO. 2)
GTATCATTGCCACYTTCCACG (SEQ ID NO. 3)
TGGTCTCCCTAACATGACCC (SEQ ID NO. 4)
TGAACGAAATCTCAACTCATAAATC (SEQ ID NO. 5)
TCATTTTGTTTTCCACCTACCC (SEQ ID NO. 6)
TCTGTCTGGTTGTTTTGCTGG (SEQ ID NO. 7)
TCTAATAATGGATCTGCTCATCTAATT (SEQ ID NO. 8)
GCTAACCCTTACATTTTGACCC (SEQ ID NO. 9)
ATATGTCTGTCTATCTATCTGTTTTCTCA  (SEQ ID NO. 10)
CCACAATTTGAACGTCAGAAC (SEQ ID NO. 11)
TCTGTGTTTTCTAAAGGATGGC (SEQ ID NO. 12)
TTCATTAAAGGAGTAGCATATCTGTAT  (SEQID NO. 13)
GATTTCGCCATATCTCATGAC (SEQ ID NO. 14)
TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG (SEQ ID NO. 15)
GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA (SEQ ID NO. 16)
GCTTGGACAAAATTGACTTGTG (SEQ ID NO. 17)
GATCACAATCACCCAAAGGAGG (SEQ ID NO. 18)
AAAGCCTTCAAGTGGGAAAG (SEQ ID NO. 19)
ATAAATGGGTCAGTGGTGGG (SEQ ID NO. 20)

TTGCTTACAGGTCATTACTTACACG (SEQ ID NO. 21)

pricemz:

pro identifikaci alely S1 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 4, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich 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. 5, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescenc¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 11,
SEQID NO. 12, SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichz SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 12 a SEQ
ID NO. 13 jsou vhodné fluorescenéné oznaceny pro souc¢asnou detekci dalSich alel v prub&hu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescenéné oznacen pro souc¢asnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;
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pro identifikaci alely S4 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15
a SEQ ID NO. 16, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekci dal$ich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S4” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15
a SEQ ID NO. 16, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescen¢né oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich alel v prubehu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 17
a SEQ ID NO. 18, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 18 jsou vhodn¢ fluorescen¢né oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich alel v pribehu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely S6 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 6, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 7, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 8, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v priibéhu 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. 9, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescenéné oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 10, z nichz SEQ
ID NO. 3 je vhodné¢ fluorescencné oznaCen pro souCasnou detekci dalSich alel v prubéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu 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. 8, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro souc¢asnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;
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pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 6, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescenéné oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescen¢né¢ oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely MGSTins obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 20, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescenéné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prubéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely MGSTwt obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 21, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescencne oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prubéhu
fragmentacni analyzy, a

pro identifikaci alely MGSTdel obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 21, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescen¢n¢ oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prabéhu
fragmentacni analyzy.

Vyse uvedend sada primerti obsahuje primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 11,
SEQ ID NO. 14, SEQ ID NO. 20 a SEQ ID NO. 21 vykazujici homologii vy$s§i nez 90 %
k primerim znamym z dosavadniho stavu techniky (Sonneveld T, 2003, Sonneveld T, 2005,
Sonneveld T, 2006, Ono K, 2018). V téchto dokumentech vSak autoii neuvazovali pouzit primery
k vytvoreni systému pro soucasnou detekci vSech znamych alel S-lokusu (vcetn¢ samosprasnych)
a alel promotoru MGST v jediné reakci; vyse uvedené primery byly navic pouzity v kombinaci
$ jinymi parovymi primery nez v citovanych dokumentech; a mira shody vyse citovanych primerti
s primery dle tohoto vynalezu je koincidenci, nebot’ ve vSech pfipadech je pfislusna genomicka
oblast vyhodna (popfipad¢ jedind mozna) pro navrh primert pro amplifikaci pfislusnych S-alel.

Vyse uvedené kombinace primert pro amplifikaci S-alel a promotorové oblasti MGST jsou vhodné
pro soucasnou nebo individualni identifikaci jednotlivych vySe uvedenych S-alel a alel promotoru
MGST u tiesné ptaci (Prunus avium L.) metodou fragmentacni analyzy. Ve vyhodném provedeni
technického feseni jsou PCR amplikony S-alel detekovany pomoci kapilarni elektroforézy s tim,
ze kazdy amplikon je fluorescencné oznacen. Fluorescencni oznaceni amplikonl je zajisténo
pouzitim fluorescenéné znac¢eného primeru v PCR reakci tak, aby bylo mozné kazdy amplikon
jednoznacné identifikovat podle kombinace pouzitého fluorescencniho oznaceni a jeho velikosti.

Navrh sady primerti podle technického feseni pro stanoveni S-alel a alel promotoru MGST u tie$né
ptaci (Prunus avium L.) byl proveden v nékolika krocich: 1/ porovnani sekvenci genil pro
jednotlivé S-RNdézy, respektive SFB geny u znamych S-alel, respektive sekvenci promotorovych
oblasti genu MGST vyskytujicich se u tfesni; 2/ vytipovani oblasti dostate¢n¢ konzervovanych,
popiipadé 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 a alel promotoru MGST, pricemz byla brana do Givahy potieba univerzalnosti
(SEQ ID NO. 1 az SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 19), respektive specifity jednotlivych primert
(vSechny ostatni primery) dle pozadavka navrhovaného systému, zaroven musela byt zohlednéna
i délka vznikajicich amplikonti a jejich fluorescencni znaceni, aby byla umoznéna soucasna detekce
vSech S-alel a alel promotoru MGST v jedné reakcei; 5/ optimalizace PCR podminek. Univerzalni
podminky, které by mély byt splnény pfi navrhovani primerd pro multiplexni amplifikaci DNA,
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jsou nasledujici: 1/ vysoka specifita primert eliminujici necilené amplifikace; 2/ obdobna teplota
tani v8ech primer(; 3/ eliminace tvorby dimerti mezi jednotlivymi primery.

Pti navrhovani byly brany do tvahy vsechny dostupné sekvence S-alel a promotoru MGST,
popiipadé byly dosud neznamé c¢asti sekvenci S-RNéaz stanoveny na pracovisti prihlasovatele.
Narokovana sada primerd byla navrZena tak, aby bylo mozné jednozna¢né stanovit cizosprasné S-
alely S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12, S13, S14, S16, S22, S23, S24, S25 a S38 a zaroven
samosprasné alely S3’, S4” a S5, tento vycet S-alel obsahuje vSechny alely bézné€ se vyskytujici
v kulturnich tfe$nich. Tato sada také umoziiuje stanoveni cizospras$né alely MGSTwt, samosprasné
alely MGSTins promotoru MGST a alely MGSTdel nejasného vyznamu pro sprasnost, nebot
jediné odrtuda, ve které byla tato alela zatim identifikovana, je samospras$na z diivodu soucasného
vyskytu samosprasné alely S5°.

Na zéklad¢ znamych sekvenci dalsich S-alel s neosekvenovanym mistem nasedani primeru SEQ
ID NO. 1 (napt. S28, S30, S31, S34, ...) a jejich sekven¢niho porovnani s vySe uvedenymi S-
alelami vSak lze predpokladat tispésnou identifikaci i téchto S-alel. Vznikajici PCR fragmenty by
podle porovnani sekvenci vSech znamych S-alel mély byt délkové unikatni, a tedy jednozna¢né
identifikovatelné narokovanou sadou primerti. Vzhledem k vzacnému vyskytu téchto S-alel vSak
nebylo mozné narokovanou sadu primerti na téchto S-alelach ovérit.

Prvnim krokem pro stanoveni S-alel a alel promotoru genu MGST u tfe$né ptaci (Prunus avium
L.) jeizolace genomové DNA, nasleduje PCR s vyuzitim navrhované sady primert pro specifickou
amplifikaci vy$e uvedenych S-alel/alel promotoru MGST a stanoveni délky amplikond pomoci
fragmentacni analyzy za vyuziti kapilarni elektroforézy. Findlnim krokem je vyhodnoceni
ptitomnosti jednotlivych S-alel/alel promotoru MGST.

Priklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zidnym zpisobem
neomezuji rozsah této ptihlasky, ktery je vymezen pfipojenym narokem a podrobné popsan
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpasobu PCR, uvedenych primert a fluorescen¢niho oznaéeni primera tak, aby nedoslo ke snizeni
specifity PCR detekce jednotlivych S-alel/alel promotoru MGST. Odbornik v oboru bude schopen
téz snizit pocet soucasné detekovanych S-alel v jedné reakci, poptipad¢ vynechat analyzu MGST
promotoru, napf. z divodu uzptisobeni narokované sady primerd pro detekci pouze urcitych S-alel
v potomstvu urcitého kiizeni, a to dle typu rodi¢ovskych S-alel. Poptipadé muize odbornik v oboru
pouzit misto degenerovaného primeru jednotlivé primery se sekvencemi odpovidajicimi
degenerovanému primeru, avSak s odpovidajicimi alternativnimi nukleotidy v mist¢ degenerace.

Objasnéni vykrest

Obr. 1: Schéma lokusu S-alel a promotorové oblasti MGST véetn€ vyznaceni navrzenych primera.
Neni uvedeno v métitku.

Obr. 2: Sekvence amplifikovanych useki u jednotlivych sekvenaéné ovéfenych S-alel/alel
promotoru MGST a mista nasedani primerti na né. Sedivé podbarvené sekvence reprezentuji mista
nasedani primert s uvedenim jejich SEQ ID NO. Piipadné mutace v misté nasedani primerti jsou
bud’ provedeny zamérné (alela S5, SEQ ID No. 17), nebo nejsou piekazkou pro uspéSnou
amplifikaci pfislusné alely.
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Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Priklad 1: Navrh sekvenci primert

Pro detekci S-alel a alel promotoru MGST v jediné reakci byly pomoci programu Vector NTI
Advance 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.

Sekvence jednotlivych S-alel (S-RNazy i SFB genu) a promotorové oblasti MGST genu
a identifikované inzerce byly ziskdny z vefejné dostupné databdze The National Center for
Biotechnology Information, databdze GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide),
pfipadné chyb&jici zacatky genu pro S-RNazu byly sekvenacné oveéfeny na pracovisti
prihlasovatele (tam, kde to bylo mozné diky vyskytu ptislusné S-alely v genofondovych sbirkach
ptihlasovatele, viz Obr. 2). Referen¢ni Cisla jednotlivych sekvenci pro S-RNazu a SFB jsou
uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1 — Referen¢ni sekvence jednotlivych alel S-RNazy pro oblast prvniho az druhého exonu
(pouzity pro navrh primerit SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2); pro oblast druhého a tietiho exonu
(pouzity pro navrh primertt SEQ ID NO. 3 az 10); respektive SFB genu (pouzity pro navrh primera
SEQ ID NO. 11 az 18). Jsou uvedeny vSechny S-alely s publikovanou sekvenci v této oblasti,
prestoze nekteré¢ z nich neobsahuji misto nasedani primeru SEQ ID NO. 1. Kdédy odkazuji na
pristupové Cislo v databazi GenBank.

Referencni sekvence
Cislo S-RNaza S-RNéza SFB
S-alely (Exon 1 az (Exon 2 az
Exon 2) Exon 3)

S1 AJ635282%) AJ635281 AB111518
S2 AJ635284*) AJ635283 AB111519
S3 AY 571663 AJ635285 AY 571665
S37 Viz Obr. 2 *EX)
S4 AJ635288%) AJ635287 AY 649872
S4’ Viz Obr. 2 HAE) AY 649873
S5 AJ635290%) AJ635289 AY805050
S5’ EU077235 EU077235 EU077237
S6 AY 571664 AJ635291 AY 571666
S7 EU035974 AJ635268 EU035976
S9 AJ635271%) AJ635270 DQ422809
S10 JQ280519 AJ635272 AY805053
S12 AY259115 AJ635274 AY805054.1
S13 DQ385842%%*) JQ280526 AY805055.1
S14 AJ635278%) AJ635277
S16 AJ635280%) AJ635279 AY805056.1
S17 AJB62656
S18 AJ862657
S19 AJ862658
S20 AJ862659
S21 AJ863119
S22 EF429142 DQ336138
S23 AY259114 AY259114
S24 AY259112 AY259112
S25 AY259113 AY259113
S28 DQ266440**) DQ266440
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S30 DQ266442%%*) DQ266442
S31 JQ280529**) DQ266443
S34 JQ280525**) JQ280525
S37 JQ280522
S38 JQ280516 JQ280516

*) Referenc¢ni sekvence zacina za mistem nasedani primeru SEQ ID NO. 1. Misto nasedani tohoto
primeru bylo osekvenovano v laboratofi pfihlasovatele, cela amplifikovana sekvence je uvedena
na Obr. 2.

**) Referencni sekvence zacina za mistem nasedani primeru SEQ ID NO. 1, sekvence byla pouZzita
pouze pro navrh primeru SEQ ID NO. 2.

*#%*) Dle publikované literatury by samosprasné alely S3” a S4" mély mit v této oblasti stejnou
sekvenci jako piislusné cizosprasné alely.

V ptipadé€ inzerce v promotoru MGST byla publikovana pouze sekvence predmétné inzerce bez
sirsiho kontextu okolni sekvence (referencni ¢islo v GenBank: LC371380), pro navrh primert byla
proto vyuzita i publikovand referencni genomickd sekvence odridy Satonishiki, PAV rl.0
BDGV01000543.1 (referencni Cislo prislusné ¢asti v GenBank: NW_018921783.1). Cela inzerce
vcetné okoli byla oveéfena sekvenovanim v laboratofi piihlasovatele, amplifikovana sekvence je
uvedena na Obr.2. Nov¢ identifikovana alela MGSTdel byla osekvenovana v laboratofi
ptihlasovatele a je taktéz uvedena na Obr. 2.

Sekvence pro jednotlivé geny byly porovnany  programem  Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo). Na zaklad¢ porovnani sekvenci S-RNaz byly
vytipovany oblasti vhodné pro névrh jednotlivych primert, tedy oblasti dostatecné konzervované
pro navrh univerzalnich primert (SEQ ID NO. 1 az SEQ ID NO. 3) a oblasti specifické pro
jednotlivé S-alely (SEQ ID NO. 4 az 10). Dale byly identifikovany pri¢inné mutace pro
samosprasnost u jednotlivych S-alel a jejich okoli (ndvrh primerd SEQ ID NO. 11 az SEQ ID
NO. 18). Rovnéz byla piesné zamapovana inzerce v promotoru MGST (ndvrh primerta SEQ ID
NO. 19 az SEQ ID NO. 21).

V prvnim kroku névrhu narokované sady primerti byly upraveny stavajici primery pouzivané pro
amplifikaci okoli prvniho intronu (SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2). Vzhledem k velmi kratkému
exonu 1 S-RNazy, ktery je pouze relativné konzervovan a byl pro n¢j v dosavadnim stavu techniky
pouzivan degenerovany primer, bylo nezbytné zachovat forward primer v t¢éméf ptivodni podobe.

Tento primer byl na zakladé novych sekvenci znovu degenerovan a Caste¢né posunut, aby byla
odstranéna jedna z dfive pouzivanych degeneraci forward primeru (SEQ ID NO. 1). Reverse
primer byl taktéz CasteCné¢ posunut, aby vyhovoval vyslednému néavrhu sady primert pro
multiplexni uspotadani celého systému (SEQ ID NO. 2).

Ve druhém kroku byl navrhnut univerzalni primer SEQ ID NO. 3 v oblasti exonu 3 S-RNazy
v reverse orientaci, k nému byly do paru navrzeny alelicky specifické forward primery v oblasti
druhého intronu pro identifikaci S-alel, které nelze dle souc¢asného stavu techniky rozlisit podle
délky PCR fragmentu okoli prvniho intronu S-RNazy (SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5, SEQ ID
NO. 6, SEQ ID NO. 7, SEQ ID NO. 8, SEQ ID NO. 9 a SEQ ID NO. 10).

Ve tretim kroku byly navrzeny primery pro specifické odliSeni samosprasnych alel S3” (SEQ ID
NO. 11 az SEQ ID NO. 14), S4° (SEQ ID NO. 15 a SEQ ID NO. 16), respektive S5 (SEQ ID
NO. 17 a SEQ ID NO. 18). Primery pro odliseni S3 a S3" (SEQ ID NO. 11 a SEQ ID NO. 14) byly
pouzity podle Sonneveld T, 2005, nebot rozsah delece u alely S3” nebyl identifikovan a z literatury
nevyplyvalo, zda v pfislusné sekvenci S3” chybi oba primery, nebo pouze jeden z nich. K obéma
primerim vsak byly navrzeny nové primery pro amplifikaci pfislusné oblasti s takovou velikosti,

-10 -
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aby vyhovovala pozadavkiim fragmenta¢ni analyzy. Primery pro odliSeni S4 a S4" (SEQ ID NO. 15
a SEQ ID NO. 16) obklopuji misto ¢tyinukleotidové delece zpiisobujici samosprasnost a vznikajici
PCR fragmenty lze na zaklad¢ velikosti jednoznacné pfitadit k t€émto alelam. Pro rozliSeni alel S5
a S5’ byl navrZen specificky primer rozpoznavajici pfimo misto pfi¢inné mutace (SEQ ID NO. 17).
Tento primer obsahuje ve dvacatém nukleotidu od 5" konce destabilizaéni mutaci pro zvyseni
specifity, aby rozpoznaval pouze Cast&ji se vyskytujici alelu S5.

Ve ¢tvrtém kroku byly navrzeny primery pro amplifikaci jednotlivych alel promotoru MGST (SEQ
ID NO. 19 az SEQ ID NO. 21). Pro amplifikaci vSech alel byl navrzen spolecny reverse primer
SEQ ID NO. 19, ktery pro amplifikaci alely s inzerci vyuziva forward primer SEQ ID NO. 20 a pro
amplifikaci prirozené se vyskytujici alely a alely s deleci vyuziva spolecny forward primer SEQ
ID NO. 21.

Piehled mist nasedani navrzenych primera pro jednotlivé alely vcetné amplifikovanych sekvenci
ukazuje Obrazek 2. Piipadné mutace v misté nasedani primerd jsou bud’ provedeny zamérné (alela
S5, SEQ ID No. 17), nebo nejsou piekazkou pro uspésnou amplifikaci piislusné alely a ptipadna
degenerace prislusnych primerti by nebyla pro cely systém piinosem.

Predpokladané délky jednotlivych PCR amplifikovanych fragmentli podle analyzy referencnich
sekvenci jsou uvedeny v Tabulce 2 pro S-alely (pouze S-alely s osekvenovanymi misty nasedani
obou primert pro amplifikaci piislusného fragmentu) a Tabulce 3 pro alely promotoru genu MGST.
Ptehled mist nasedani navrzenych primeril na jednotlivé alely uvedené v Tabulce 2 a Tabulce 3
vcetné amplifikovanych sekvenci ukazuje Obrazek 2.

Tabulka 2 - Predpokladané délky jednotlivych PCR amplifikovanych fragmentii podle analyzy
referencnich sekvenci - uvedeno v nukleotidech ve sloupcich s pfislusnym fluorescenénim
znacenim, véetné primeri pouzitych pro amplifikaci ptislusného fragmentu (forward + reverse).

S-

alela Barva

Modra

Modr4 (FAM)

Modr4 (FAM)

(FAM)

Cervena (PET)

Cerna (NED)

S1

377
(SEQ ID NO.
1+
SEQ ID NO.
2)

240
(SEQ ID NO. 4
J’_

SEQ ID NO. 3)

S2

342
(SEQ ID NO.
1+
SEQ ID NO.
2)

303
(SEQIDNO. 5
J’_

SEQ ID NO. 3)

S3

232
(SEQ ID NO.
1+
SEQ ID NO.
2)

99
(SEQ ID NO.
11+
SEQ ID NO.
12)

125
(SEQ ID
NO. 13 +
SEQ ID
NO. 14)

S3’

232
(SEQ ID NO.
1+
SEQ ID NO.
2)
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S-
alela Barva
. . Modra x . > .
Modra (FAM) | Modra (FAM) (FAM) Cervena (PET) | Cerna (NED)
449 184
(SEQ ID NO. (SEQ ID NO.
S4 1+ 15+
SEQ ID NO. SEQ ID NO.
2) 16)
180
449
(SEQ ID NO.
S4’ (SEQ I]J?NO. 1 15+
SEQ ID NO. 2) SEQ 11?) NO.
90
391
(SEQ ID NO.
35 (SEQ I]i NO. 1 17 +
SEQ ID NO. 2) SEQ 1118)) NO.
390
S5’ (SEQ I]J? NO. 1
SEQ ID NO. 2)
441 225
(SEQIDNO. 1 (SEQID NO. 6
S6 . .
SEQ ID NO. 2) SEQ ID NO. 3)
343 250
(SEQIDNO. 1 (SEQ ID NO. 7
S7 . .
SEQ ID NO. 2) SEQ ID NO. 3)
354 267
(SEQIDNO. 1 (SEQ ID NO. 8
59 + +
SEQ ID NO. 2) SEQ ID NO. 3)
362
310 (SEQ er) NO. 1
SEQ ID NO. 2)
343 148
S12 (SEQID NO. 1 (SEQ HJ? NO.9
J’_
SEQ ID NO. 2) SEQ IDNO. 3)
121
313 (SEQ I]?FNO. 10
SEQ ID NO. 3)
329
314 (SEQ I]f NO. 1
SEQ ID NO. 2)
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S-
alela Barva
. . Modra x . > .
Modra (FAM) | Modra (FAM) (FAM) Cervena (PET) | Cerna (NED)
411
316 (SEQ I]J? NO. 1
SEQ ID NO. 2)
420 260
(SEQID NO. 1 (SEQID NO. 8
S22 . .
SEQ ID NO. 2) SEQ ID NO. 3)
329
323 (SEQ I]J? NO. 1
SEQ ID NO. 2)
420 225
(SEQIDNO. 1 (SEQID NO. 6
S24 . .
SEQ ID NO. 2) SEQ ID NO. 3)
373
325 (SEQ I]J? NO. 1
SEQ ID NO. 2)
308
338 (SEQ I]J? NO. 1
SEQ ID NO. 2)

Tabulka 3 — Pfedpokladané délky jednotlivych PCR amplifikovanych fragmentd podle analyzy
referencnich sekvenci uvedenych na Obr. 2 - délky jednotlivych amplifikovanych fragmentd
v nukleotidech, véetn¢ primerl pouzitych pro amplifikaci piislusného fragmentu (forward +
reverse).

Alela promotoru MGST Modra (FAM) Délka (nt)
MGSTins SSEEQQHI)DNI\% ??; 197
MGSTwt SS]EQQI]I:)DNI\IOO? 119+ 145
MGSTdel S;EEQQHI)DNN% ?119+ 137

Odbornikovi v oboru je znamo, ze velikost analyzovanych PCR fragmentli vyhodnocena pfi
kapilarni elektroforéze zavisi kromé skute¢né délky sekvence i na sekvencnich vlastnostech
amplifikovaného fragmentu, pouzitém fluorescencnim znaceni, pouZzitém piistroji a podminkach
elektroforézy (viz také www.thermofisher.com). MiizZe se tedy liSit od délek uvedenych v Tabulce 2
a3 aje vhodné systém vzdy ovéfit na referencnich odridach, poptipadé sekvenovanim
jednotlivych PCR fragmentt.

Ptiklad 2: Stanoveni S-alel a alel promotoru genu MGST u odrad tiesSné ptaci (Prunus avium L.)
Pro amplifikaci S-alel byla pouzita DNA izolovana z 1yka tfe$né ptaci (Prunus avium L.) soupravou

Exgene Plant SV (GeneAll) podle navodu vyrobce. Pfipravena DNA byla pouzita jako templat pro
PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-
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Fidelity PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), primery v koncentracich a fluorescen¢né
oznacené dle Tabulky 4, PCR voda do celkového objemu 10 pl.

Tabulka 4 - Koncentrace a fluorescenéni znaceni pouzitych primerd

Primer Fluorescen¢ni znaceni Vysledna koncentrace (nM)
SEQ ID NO. 1 FAM 1000
SEQ ID NO. 2 - 1000
SEQ ID NO. 3 PET 200
SEQ ID NO. 4 - 250
SEQ ID NO. 5 - 250
SEQ ID NO. 6 - 150
SEQ ID NO. 7 - 250
SEQ ID NO. 8 - 1500
SEQ ID NO. 9 - 250
SEQ ID NO. 10 - 250
SEQID NO. 11 - 170
SEQ ID NO. 12 FAM 170
SEQ ID NO. 13 FAM 350
SEQ ID NO. 14 - 350
SEQ ID NO. 15 NED 150
SEQ ID NO. 16 - 150
SEQ ID NO. 17 - 225
SEQ ID NO. 18 FAM 225
SEQ ID NO. 19 FAM 110
SEQ ID NO. 20 - 110
SEQ ID NO. 21 - 110

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 26x (98 °C/10 s, 60 °C/10 s, 72 °C/15 s); zaveérecna extenze 72 °C/15 s.

Fragmenta¢ni analyza amplikond byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru AB3500
(ThermoFisher Scientific). Detekce S-alel v daném vzorku byla provedena pomoci GeneMapper®
Software 5 (ThermoFisher Scientific) na zakladé tabulky 2 pro vyhodnoceni S-alel, respektive
tabulky 3 pro vyhodnoceni alel promotoru MGST (viz vyse). VSechny PCR amplifikované
fragmenty u pozorovanych S-alel/alel promotoru genu MGST byly navic ovéfeny sekvenovanim
s primery pouzitymi pro amplifikaci jednotlivych fragmentt.

Navrhovana sada primerd byla ovéfena na referencnich odriidich uvedenych v Tabulce 5
predstavujicich vybér odrad s jednotlivymi identifikovanymi alelami a zarovein na celé
genofondové sbirce piihlasovatele.

Pomoci narokované sady primeri byly ur€ené S-alely a alely promotoru genu MGST u vSech odrud
ve shodé¢ s publikovanymi daji ve vefejné databazi odrdd tées$ni (Schuster M, 2017), nebo byly

konfirmovany sekvenac¢né na pracovisti ptihlaSovatele.

Tabulka 5 — Odridy tresné ptaci (Prunus avium L.) pouzité pro ovéteni navrzené sady primerQ

-14 -
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Dle databaze Identifikovana Dle Ono, 2018 Identifikovana
(Schuster, 2017)

Referenéni | S-alela1 | S-alela?2 | S-alela 1 | S-alela 2 — o o o

odrida s8l=agp| =8| 525

LEI2EQI 2 EQIZEQ

<g|l<gc=|<c=|<gc=

8. 8 = a8 = 8 =

Adélka S1 S6 S1 S6 - - MGST | MGST
wt wt

Sam S2 S4 S2 S4 - - MGST | MGST
wt wt

Axel S3 S3’ S3 S3’ - - MGST | MGST
wt wt

Stella S3 S4’ S3 S4’ - - MGST | MGST
wt wt

Ptacka =z S5 S16 S5 S16 - - MGST | MGST
Plzné wt wt

Kronio S5’ S6 S5’ S6 - - MGSTd | MGST
el wt

Cristobalin S3 S6 S3 S6 MG | MGSTi | MGST | MGSTi
a STw ns wt ns

t

Charger S1 S7 S1 S7 - - MGST | MGST
wt wt

Horka S9 S13 S9 S13 - - MGST | MGST
wt wt

Margit S4 S12 S4 S12 - - MGST | MGST
wt wt

Mora di S3 S14 S3 S14 - - MGST | MGST
Cazzano wt wt

Rita S5 S22 S5 S22 - - MGST | MGST
wt wt

Prumyslova vyuzitelnost

Narokovana sada primerti vyrazné zjednodusSuje stanoveni S-alel/alel promotoru MGST u odrid
tfesni, protoze umoziuje identifikaci S-alel/alel promotoru MGST metodou fragmentacni analyzy
s analyzou na kapilarnim genetickém analyzatoru v jediné reakci. Je velmi dobfe pouzitelnd i pro
tzv. molekularnimi markery asistované slechténi (MAS). V pfipad¢ analyzy hybrida ze Slechténi
zaméfeného na produkci samosprasnych odrud tiesni totiz umoznuje velkokapacitni testovani
produkovanych hybridi s moznosti vyselektovat perspektivni samosprasné semenace jiz po
nekolika tydnech rdstu, a to ve stadiu prvnich listd. 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 polni zkousky samosprasnosti. Takto rana selekce slechtitelského
materidlu piind$i nemalé finan¢ni Gspory diky tomu, ze Setfi praci, materidl i prostor nezbytné pro
péstovani semenacut tfesni. S-alely je vSak dilezité stanovovat i u cizosprasnych tfesni z diivodu
vybéru vhodnych opylovacich odrid, a to jak pro Gcely Slechténi, tak pro komercni produkcei tiesni.

Navrhovana sada primert tak jednoznacn€ pifinasi zdokonaleni dosavadniho stavu techniky, kdy

doposud probihala analyza S-alel/alel promotoru MGST u tfe$ni v nékolika reakcich, aje
pramyslové vyuzitelna jak ve Slechtitelské, tak péstitelské praxi.
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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, S23, 824, S25 a S38, samosprasSnych alel S3°, S4" a S5” a alel promotoru genu
MGST MGSTwt, MGSTdel a MGSTins u tiesné ptaci (Prunus avium L.) v jediné reakci metodou
fragmentacni analyzy, vyznacujici se tim, zZe obsahuje primery, jejichz sekvence jsou

pricemz:

CTTGTTCTTGSTTTYGYTTTCTTC (SEQ ID NO. 1)
CCATTGTTGCACAAATTGAAA (SEQ ID NO. 2)
GTATCATTGCCACYTTCCACG (SEQ ID NO. 3)
TGGTCTCCCTAACATGACCC (SEQ ID NO. 4)
TGAACGAAATCTCAACTCATAAATC (SEQ ID NO. 5)
TCATTTTGTTTTCCACCTACCC (SEQ ID NO. 6)
TCTGTCTGGTTGTTTTGCTGG (SEQ ID NO. 7)
TCTAATAATGGATCTGCTCATCTAATT (SEQ ID NO. 8)
GCTAACCCTTACATTTTGACCC (SEQ ID NO. 9)
ATATGTCTGTCTATCTATCTGTTTTCTCA  (SEQ ID NO. 10)
CCACAATTTGAACGTCAGAAC (SEQ ID NO. 11)
TCTGTGTTTTCTAAAGGATGGC (SEQ ID NO. 12)
TTCATTAAAGGAGTAGCATATCTGTAT  (SEQ ID NO. 13)
GATTTCGCCATATCTCATGAC (SEQ ID NO. 14)
TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGG (SEQ ID NO. 15)
GATCTCCTATGCCCCTAGAGAA (SEQ ID NO. 16)
GCTTGGACAAAATTGACTTGTG (SEQ ID NO. 17)
GATCACAATCACCCAAAGGAGG (SEQ ID NO. 18)
AAAGCCTTCAAGTGGGAAAG (SEQ ID NO. 19)
ATAAATGGGTCAGTGGTGGG (SEQ ID NO. 20)
TTGCTTACAGGTCATTACTTACACG (SEQ ID NO. 21),

pro identifikaci alely S1 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 4, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich 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. 5, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 11,
SEQ ID NO. 12, SEQ ID NO. 13 a SEQ ID NO. 14, z nichz SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 12 a SEQ
ID NO. 13 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro soucasnou detekci dalSich alel v prubehu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S3” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely S4 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15

a SEQ ID NO. 16, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekci dal$ich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;
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pro identifikaci alely S4" obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 15
a SEQ ID NO. 16, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 15 jsou vhodn¢ fluorescenéné oznaceny
pro soucasnou detekci dal$ich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S5 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 17
a SEQ ID NO. 18, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 18 jsou vhodn¢ fluorescen¢né¢ oznaceny
pro soucasnou detekci dalSich alel v prubehu fragmentac¢ni analyzy;

pro identifikaci alely S5” obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely S6 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 6, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢n¢ oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S7 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3
a SEQ ID NO. 7, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalSich 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. 8, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescencné oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v pritbéhu 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. 9, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢n¢ oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S13 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 10, z nichz SEQ
ID NO. 3 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prubéhu
fragmentacni analyzy;

pro identifikaci alely S14 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné¢ fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dal$ich alel v pribéhu 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. 8, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely S24 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1, SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3

a SEQ ID NO. 6, znichz SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 jsou vhodné fluorescen¢né oznaceny pro
soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni analyzy;
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pro identifikaci alely S25 obsahuje sada primery SEQ ID NO. 1 a SEQ ID NO. 2, z nichz SEQ ID
NO. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich 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. 1 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalsich alel v pribéhu fragmentacni
analyzy;

pro identifikaci alely MGSTins obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 20, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prubehu
fragmentacni analyzy,

pro identifikaci alely MGSTwt obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 21, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v prubehu
fragmentacni analyzy, a

pro identifikaci alely MGSTdel obsahuje sada primery SEQ ID NO. 19 a SEQ ID NO. 21, z nichz
SEQ ID NO. 19 je vhodné fluorescencné oznacen pro soucasnou detekci dalSich alel v pribehu

fragmentacni analyzy.

9 vykrest
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S-RNaza S1, AJ635282 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTITGCTTTCTTCTTTTGTTACGTTATG
AGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTCTGCTATATCCTATATGCATATAATCAGATTGCAT
TTTTCACTTATATATTTTGTTCAGAGAACTATTGTGTGTATTCGATGATATATCACATGACA
TGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTTTCTTTGGA
TGAGTAAGTATTTGGGGATTGTTTTTICTGCATGTCCTTTTTATATTTTCATCCTCTTTTGTT
CTTTCTGATATTTGTTTTAATAAGTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTA
TGACTACTTTCAATTTGTGCARCAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 4 (forward)TGGTCTCCCTARACATGACCCTTATAATAATGGATATCCTC
CAATTARAGGACCTACTATTATTCTGTATGTATATATTCAAAATACTGTACCAAAATTAARA
TTAAATTTAATAATCAGGGTTAACGAAGAGAAAAACAAATTTATCCAATAATGTCTACATTG
TTTGCATGTCTCAGTACCCTAAATTGCGATCCAAACTGAAGAGATCTTGGCCCGACGTGGAA
AGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S2, AJ635284 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATG
AGCACTGGTGATGGTGGGETTGCATTACAATCCTTTGCTCTATATATCCTACATGCGTATAAT
CAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTTTTGTTCAGAGAAACTATTGTGCGTGTTCGATGA
TATATCACATGGCATGCGGTGTATTGACTTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCAC
AACTTTCTTTGGATAAGTAAGTATTGGGAATTGCTTTTTCTGCATGTCCTCAATTTATTTTC
ATCCTCTTTTTATTTGGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID
NO. 2 (reverse)

S-RNaza S2, AJ635283

SEQ ID NO. 5 (forward) TGAACGAAATCTCAACTCATAAATCAAATTATTTTTAAG
ARTCCTATAGATGGCATGAGTAGACATAAATATCCCCCACGAGAGGCACCTGCTTACTTTGT
CACGCAATTGAATGTATCCTTGAATTGTGGTAGGTATTAAACTACAGGCAGAGATCGAATTA
ATTTATCACTCATAATCTAACTATCGCTTAAGTTTGTACTTTCTCTCAAAATATTTATATAT
TGCTTGGATGTCTCAGTCACCTCAGTTGCGAGCCARACTGAAGAGATCTTGGCCCGACGTGG
AAAGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S3, AY571663

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGGTTTTGCITTCTTCTTGTGTTTCATTATC
AGCGCTGGTGATGGTGGGTTGCCTTACAATCTTTTGCTCTATATATCCTATATGCATATAAT
CAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTTTGTTCAGAGAAACTATATTGTGTCTGTTGCAAT
AAGTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTTCGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCA
ACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

Obr. 2-1
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SFB S3, AY571665

SEQ ID NO. 11 (forward) CCACAATTTGAACGTCAGAARCGACAATGATGACCCAT
ATGATATAGAAGAACTTCAGTGGTCACTTTTTTCCAATGAARAGTTTGAGCAGTTCTCCAAT
TTAAGCCATCCTTTAGAAAACACAGA SEQ ID NOC. 12 (reverse)

SEQ ID NO. 13 (forward) TTCATTAAAGGAGTAGCATATCTGTATTTGTGTAATT
ACGAATCCAAGCAAGTTCTTGAAACAGGAATTCAATTGGCCGTCATGAGATATGGCGAAATC
SEQ ID NO. 14 (reverse)

S-RNaza S3 - vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGGITTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATC
AGCGCTGGTGATGGTGGGTTGCCTTACAATCTTTTGCTCTATATATCCTATATGCATATAAT
CAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTTTGTTCAGAGARACTATATTGTGTGTGTTGCAAT
AAGTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTTCGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCA
ACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

S-RNaza S4, AJ635288 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTITGTTCTTGCTTTCGCTTTCTTCATTTGTTACGTITATG
AGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTCTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCAGCAT
TGCGTTTTTCTACGTGTATTTTTTTGTTCAGAGGAACTCTTCTGTGCGTTCAATGATATATC
ACATGAACATGCCGTGTATCGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTT
TCTTCGGATGAGTAAGTATTTGGGGATTGTATTTTGCATGTCCTCTTTTTATTTTCATCCTC
TTTACTTTTGTTTATTCTGATAATTGTTACAATAAGTTCAGCCTACTGGAAAGCTAAAGTTA
TATGTTCTTTATTCTTGAAATCCTTATTTATGATAGCATTAACATTCTCACAATAATTTTGG
CAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SFB S4, AY649872

SEQ ID NO. 15 (forward) TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGGAGAAGGGTATGCGAA
AAATTGACTTCTGGGTTCTGCAAGAAARAACGGTGGAAACAATTGTGTCCTTTTATTTATCCT

TCTCATTATTATGGTACACTCGGTATTAGTAAARGATAACGARCTCTTAATGGAAARGAGAGA

TTTCTCTAGGGGCATAGGAGATC SEQ ID NO. 16 (reverse)

S-RNaza S4° - vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGITCTTGCTTTCGCTTTCTTCATTTGTTACGTTATG
AGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTCTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCAGCAT
TGCGTTTTTCTACGTGTATTTTTTTGTTCAGAGGAACTGTTGTGTGCGTTCAATGATATATC

Obr. 2-2
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ACATGAACATGCCGTGTATCGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTT
TCTTCGGATGAGTAAGTATTTGGGGATTGTATTTTGCATGTCCTCTTTTTATTTTCATCCTC
TTTACTTTTGTTTATTCTGATAATTGTTACAATAAGTTCAGCCTACTGGAAAGCTAAAGTTA
TATGTTCTTTATTCTTGAAATCCTTATTTATGATAGCATTAACATTCTCACAATAATTTTGG
CAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SFB S4°, AY649873

SEQ ID NO. 15 (forward) TCTAGCTTTTATTCTTGCGAGGAGAAGGGTATGCGAAA
ARTTGACTTCTGGGTTCTGCAAGARARACGGTGGARACAATTGTGTCCTTTTATCCTTCTCA
TTATTATGGTACACTCGGTATTAGTARAGATAACGAACTCTTAATGGAAAAGAGAGATTTCT
CTAGGGGCATAGGAGATC SEQ ID NO. 16 (reverse)

S-RNaza S5, AJ635290 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTITCTTGCTTITTGCTTTCTTCTTTTGTTATGTTATG
AGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTCCTCTTTATATCCTATAAATGTGCATATAATCA
GCATTGCGTTTTTCTGCTTTTATATTTTGTTTATAGAAACTATTGTGTGTGTTAGATGATAT
ATATCARACGACATGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTGCATTTAATCTAACGCACA
ACTTTCCTTGGATGAGTAAGTATTTTGGTGATTGTTTTTCTGCATGTCCTCTTTTTATTTTIC
ATARATCTTTTGTTTATTCTGGTAATTGTTTGCAATAAGCGCAGTCTATTCATCACAATAATT
TTGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2
(reverse)

SFB S5, AB111520

SEQ ID NO. 17 (forward) GCTTGGACAAARATTGACTTATGGGTTTTGCAAGAAARA
CAGTGGAAAGAATTGTGTCCTGTTATTTTTCCTCCTTTGGGTGATTGTGATC SEQ ID
NO. 18 (reverse)

S-RNaza S5°, EU077235

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTCGCTTTCTTCTTTTGTTATGTTATG
AGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATATCCTATAAATGTGCATATAATCA
GCATTGCGTTTTTCTGCTTTTATATTTTGTTTATAGAAACTATTGTGTGTGTTAGATGATAT
ATATCAARATGACATGCGGTGTATTGAATTCACCCACATATTTTGCATTTAATCTAACGCACA
ACTTTCTTTGGATGAGTAAGTATTTGGTGATTGTTTTTCTGCATGTCCTCTTTTTATTTTCA
TAATCTTTTGTTTATTCTGGTAATTGTTTGCAATARAGCGCAGTCTATTCATCACAATAATTT
TGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2
(reverse)

Obr. 2-3
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S-RNaza S6, AY571664

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTAT
GAGCAATGGTGGGGTTGCATTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATAATATGTGCATACAATT
GATTCTAAAAAAATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTTCTACTTCTATTTTATGTTTGGA
TARATATTGTGTGTGTTCGATGATATATATATCATGTAACGGAGGATTTTGATCTAGCGCAC
AACCTTCTTTGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTTTTCTGCATGTGTTTTCTTTCGTTTA
CTCTAGTTGTTGTTGCAATAAGTGCAGCGGAAATTATGTTCTCTATACATCAAATCCTTATT
TAAGATCTTTTAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTTTGGCAGGATC
TTATGTCTATTTTCAATTTGTGCAARCAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 6 (forward) TCATTTTGTTTTCCACCTACCCTTTAGCTTITTAGTTTTT
ACCAAATTAGATTGTTAGTATGAACATATATAATATACTCTTTTTTTATAACATTCGTCATC
TGGTTAGGCACACACATTATCTTGAATATATATCTAAGTACARARATTGCTTGGATGTCTCAG
TCCCCTCAACTGCGATCCAAACTGCAGACATCTTGGCCGGACGTGGAAAGTGGCAATGATAC
SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S7, EU035974

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATG

AGCACTGGTGGGTTGCATTACAATATTTTCCTCTTTTATCCTATATGCATGTAATTCGAATT

GCAATTTTCTACATCTGTTTTATGTTTAGAAARATATTGTGCGTGTTCAATGATATATCAAG

TAACGGAGGACTTGATCTATCCCACAACTTCTCCGGATGAGTAARCTATTTGGGAATTACTTT

TTCGATAGTTGTTGCTAAAATTATGTTCTCTATACATCAAATACTTAAGATACCATTAAACC

TTCTCACARACAATTTTGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID
NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 7 (forward) TCTGTCTGGTTGTTTTGCTGGCTGTTTTTTCTCCTTTTA
TTGAAGTATTTTCGGACAARACAAAARCAARAATTGACGCTAATAGTCAGAATCAAAATTAG
ARTTCAATTTCATTGTCGGGTTTAATGAGARAACCAAAATCTATACCTACGTTTTACTTTTT
CTCACAATATCCTTGGATGTCTCAGTATCCTCATATGCGATCCAAACTGAAGATATCTTGGC
CAGACGTGGAAAGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S9, AJ635271 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTITCTTTTGTTACGTTATG
AGCAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTARAATATCCTATAATCAGCATTGC
GTTTFTCTACTTGTGCTTTTTGTTCATAGAAACAATTGTGTGTCTGATGATAGATCACATGA
CATGTTGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCAAACGCACAACTTTATATGGATGAGTA
AGTATTCGGGGATTGCTTTCGTGCATGTCCTCTTTTGTTTATTCTGATAATTGTTGCAATAR
GTGCAGTCTATTCATCACAATAATTTTCGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAAC
AATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

Obr. 2-4
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S-RNaza S9, AJ635270

SEQ ID NO. 8 (forward) TGTAATAATGGATCTGCTCATCTAATTGAAGGACCTGCG
TATATTCARAATATTGTACATAATGARAGGTTTAAAACCARAACGCAGTTTAATACTCAGGT
TTAGTGAAGAAAAAARACAATCTTGTTCAARAAATGAARATTGAAGTACCCCTARATTTGTTT
CGTTTTTATCAAAATATGTATATATTGTTTGGATGTCTCAGTACCCTARATTGCGATCCAAA
CTGARAGAGATCTTGGCCGGACGTGGAARAGTGGCAATGATACA SEQ ID NO. 3
(reverse)

S-RNaza S10, JQ280519

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTCGCTTTCTTCTTGTGTTITCATTATG
AGCACTGGTGAGTTGCATTACAATCTTTCGCTCTTTATAATATGCGTATAATTTGCATTGTA
TTTTTCTACTTCTCTTTTATGTTTGGAGARATATTATGTATGTTCGATTCGATGATATCTAG
CGCATAACTTTCTTTGGCCGAGTAACTACTTGGGCATTACTTTTCTGCATGCTTTCTTTCGT
TTACTCTGATAGTTATTGCAATAAGTGCTGCGGAAATTATGTTCTTTATACATCAAATTCTT
ATTTAAGATACCATTAACCTTCTCACAATAGTTTTCGCAGGATCTTATGTTTATTTTCAATT
TGTGCAACRATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

S-RNaza S12, AY259115

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATCATG
AGCGCTGGCGATGGTGAGTTGCGTTACAATCTTTTGCTCTATATATCCTCTATGCATATAAT
CAGCATTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTTTGTTCAGAGARACTATTGTGTATGTTCGATGAT
ATATCACATGACATGCGGTGTATTGACTTCACCCACATATTTTTGATTTAATAATCTAACGC
ACAACTTTCTTTGGATAAGTAAGTATTGGGAATTGCTTTTCTGCATGTCCTCTTTTTATTTT
CATCCTCTTTTTACTTGGCAGGATCTTACGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID
NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 9 (forward) GCTAACCCTTACATTTTGACCCAAAAAAAAAAATACTTA
CGTTTTACTTTTTCTCAAAATATGTATATATTGCTTGGGTGTCTCAGTCCCCTGARATGCAR
ACCAAACTGAAGAAATCTTGGCCGGACGTGGAARGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3
(reverse)

S-RNaza S13, JQ280526

SEQ ID NO. 10 (forward) ATATGTCTGTCTATCTATCTGTTTTCTCAAAATATGAA
TATATTGCTTGGATGTCTCAGTACCCTGATTTGCGATCCGATCTGARAAAGATCTTGGCCCGA
CGTGGAAGGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S14, DQ266445 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTTTGTTACGTTATG
AGCAGTGGTGGGTGGCATTACAACCTTTTGCTCTTTATATCCTATATGCATATATATATATA

Obr. 2-5
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ATCAGCATTGCGTTTTACTACTTGTATTTTTTGTTCACAGAACTATTGTGTGTGTTCGATGA
TATATCATATGACATGCGGTGTATTTGGTGATTGTTTTTCTGCCTGTCCTCTTTTTATTTTC
ATCATCTTTCGTTTATTCTGATAACTGTTTGCAATAAGTGCAGTCTATTGATCACAATAATT
TTECCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2
(reverse)

S-RNaza S16, AJ635280 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATG
AGCACTGGTGATGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCCTTATTTTCTATATGCATAAAAT
TAGCATTGCATTTGTCTACTTTTATGT TATGTTTAGAGARATGTTGTGTGTGTTCGATGATA
TATATATATAGGTAATGGAGGACTTGATCTAGCGCACAACTTTCTTTGGATGAGTRAACTATT
TGGGAACTTTTTAGTCCGCATGGTTTCTTTCGTTTACTCTGATAGTTGTTGCCATAAGTGCA
GTATTCATTATTGGTAGCTACGATTATGTTCTTTATACATCAAATCCTTATTTAAGATACCA
TCAACCTTCTCACAATTATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG
SEQ ID NO. 2 (reverse)

S-RNaza S22, EF429142

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGTTTTCTTCTTGTGTTTCATTATG
AGCACTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTTCTCGTTATATCCTATACGCTAATTAGCATGAA
TTGCATTTTTCTACTTCTAATGTTTAGAGAAATATCATGTGTATTAGATGATACAGGTGGCA
TGCGCTGTATTGAATCAGCCCATATTTTTCATTTGATCTATCGCATARCTTTGTTTGGATGA
GTAACTATTTTGGGAATTATTTTTCTGCATGGTTTCTTTCGTTTACTCTGAAAGTTGTACCG
ATAAGTGCAGTATTCATCATTGGAAGCTARAAAATATGTTATTTATACATCACATACTTATTT
AAGATACCATTAACCTTCTCACRATAATTCTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTG
CAACRATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 8 (forward) TCTAATAATGGATCTGCTCATCTAATTAAAGGACCTGTT
ATTTTGTACTTGCGTATATAGTCAAAGGATTATACATAGTGGAAGGATTAAAATTAATATTC
AAGTTTAATTTAAAATTTTTATTTGTTTGTGTTGGAATTACAAAATATTATTCARAAATGAA
ARTTAAGCATCCCTAAATTTATTTATTTTTCTCAGTACCCTCAATTGCGAARAAGATCTGAAG
ARATCTTGGCCCGACGTGGAARGTGGCAATGATAC SEQ ID NO. 3 (reverse)

S-RNaza S23, AY259114

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTTTTGCTTTCTTCTITTTGTTACGTTATG
AGCAGTGGTGGGTGGCATTACAACCTTTTGCTCTTTATATCCTATATGCATATATATATATA
ATCAGCATTGCGTTTTACTACTTGTATTTTTTGTTCACAGAACTATTGTGTGTGTTCGATGA
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TATATCATATGACATGCGGTGTATTTGGTGAATGTTTTTCTGCCTGTCCCCTTTTTATTTTC
ATCATCTTTCGTTTATTCTGATAACTGTTTGCAATAAGTGCAGTCTATTGATCACAATAATT
TTGGCAGGATCTTATGACTATTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2
(reverse)

S-RNaza S24, AY259112

SEQ ID NO. 1 (forward) CITETTCTTGCTT ITTGTTTTCTTCTTGTGTTTCATTAT
GAGCACTGGTGGGTTGCATTACCCTCTTTTTCTCGTTATATCCTATACGCTARATTAGCATGA
ATTGCATTTTTCTACTTCTAATGTTTAGAGAAATATCATGTGTATTAGATGATACAGGTGGC
ATGCGCTGTATTGAATCAGCCCATATTTTTCATTTGATCTATCGCATAARCTTTGTTTGGATG
AGTAACTATTTTGGGAATTATTTTTCTGCATGGTTTCTTTCGTTTACTCTGAAAGTTGTACC
GATAAGTGCAGTATTCATCATTGGAAGCTAAAAATATGTTATTTATACATCACATACTTATT
TAAGATACCATTAACCTTCTCACAATAATTCTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATTTGT
GCAACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

SEQ ID NO. 6 (ferward) TCATTTTGTITTTCCACCTACCCTTTAGCTTTTAGTITTTT
ACCAAATTAGATTGTTAGTATGAACATATATAATATACTTTTTTTTTATAACATTCGTCATC
TGGTTAGGCACACACATTATTTTGAATATATATCTAAGTACARRATTGCTTGGATGTCTCAG
TCCCCTCAACTGCGATCCARAACTGCAGACATCTTGGCCGGACGTGGAAAGTGGCAATGATAC
SEQ ID NC. 3 (reverse)

S-RNaza S25, AY259113

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTTCTTGCTITTTGCTTTCTTCTTTTGTTACGTTAT
GAGCAGTGGTGGGTTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATATCCTATATGCATGTAATCAGCA
TTGCGTTTTTCTACTTGTATTTTTTATTCAGAGAAACTATTGTGTGTGTTGGATGACATGCA
GTGTATTGAATTCACCCACATATTTTTCATTTAATCTAACGCACAACTTTGTTTGGATGAGC
AAGTATTTGGTGATTGTTTTTCTGCATGTCCTCTTTTTATTTTCTTAATCTTTTGTTTATTC
TGATAATTGTTTGCAATAAGTGCAGTCTTATTCATCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGA
CTATTTTCAATTTGTGCAACARATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

S-RNaza S38, JQ280518

SEQ ID NO. 1 (forward) CTTGTICTTGGTTTIGCTTTCTTCTTTTGTTACGTTAT
GAGCAGTGGTGGGTTGCATTACATTCTTTTGCTCTTTAAATCTTATATGCATATAATCAACA
TTGTGTTTTTCTACTTGTATTTTTTGGGGATTGTATTCTGCATGTCCTCTTTTGCTTATTCT
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GATAATTGTTACAATAACTGCAGCCTACTGGAAACCTAAAGTTAATTATGTTCTTTATTCTT
CAAATCCTTATTTATGATAGCATTAATATTCTCACAATAATTTTGGCAGGATCTTATGACTA
TTTTCAATTTGTGCAACAATGG SEQ ID NO. 2 (reverse)

MGSTins, LC371380 + vlastni sekvence

SEQ ID NO. 19 (forward) AAAGCCTTCAAGTGGGAAAGGGAAAAGARAATAARRR
ARACAATTGAAAACGTTGAAGGCCACAAGGTATCCTAGGGGTGGCAATTTCCGACTCGACCC
GTTACACGACTCGAAACCCGCACGGGAARAACACGACCCARRCACGACCCATTAATARAATGG
GTAATTTTCGGGTCAACCCACCACTGACCCATTTAT SEQ ID NO. 20 (reverse)

MGSTwt, NW_018921783.1

SEQ ID NO. 19 (forward) AAAGCCTTCAAGTGGGAAAGGGAAAAGAARATARARAA
BAACAATTGAAAACGTTGARGGCCACAAGGTATCCGTAACCCTCTCTCCTCCAAGTGGCAGG
CAGCCTGCACTCATTTATGGACGCTGTAAGTAATGACCTGTAAGCAA SEQ ID NO. 21
(reverse)

MGSTdel, vlastni sekvence

SEQ ID NO. 19 (forward) AAAGCCTITCAAGTGGGAAAGGGAARRGARAATARARA
AARRCAATTGARARACGTTGAAGGCCACAAGGTATCCGTAACCCTCTCTCCTCCAAGTGGCTGC
ACTCATTTATGGACGTGTAAGTAATGACCTGTAAGCAA SEQ ID NO. 21 (reverse)

Obr. 2-8

-29.-



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

