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Sada primerid pro stanoveni alel markeru dilezitych Slechtitelskych znaki v jedné reakci
metodou single-base extension u tieSné ptaci Prunus avium L.

Oblast techniky

Reseni se tyka sady primerti vyvinutych pro detekci markert duleZitych §lechtitelskych znakd
u tfe$né ptaci (Prunus avium L.), kterymi jsou barva plodu, doba zrani, hmotnost a pevnost plodu,
kdy tato detekce probihd v jedné reakci metodou extenze DNA fragmentu o jednu bazi (single-
base extension, SBE). Tato sada umoznuje soucasnou detekci vSech alel markerd typu
jednonukleotidového polymorfizmu (SNP), kdy jsou tyto markery ve vazbé s uvedenymi znaky,
a to konkrétné markeru G/T v oblasti genu PavMyb10 a SNP markeru G/C v pozici chr3 23939472
asociovanych s barvou plodu, SNP markeru A/G v pozici chrd 16353619 ve vazbé s dobou zrani,
SNP markeru A/G v pozici chr2 29787028 predikujiciho hmotnost plodu a SNP markeru A/T
v pozici chr4 16000421 asociovaného s pevnosti plodu. Navrzena sada primert je vhodna pro
molekuldrnimi markery asistovanou selekci (MAS) tfesné pro vyse uvedené duilezité Slechtitelské
znaky.

Dosavadni stav techniky

Ttesen ptaci (Prunus avium L.) patii mezi velmi vyznamné ovocné plodiny mirného klimatického
pasu péstované celosvétoveé. Patii do celedi Rosaceae, je diploidni a oproti jinym druhiim ma
relativné maly genom tvoteny piiblizné 340 Mb (2n = 16) (Shirasawa et al. 2017). Na svété existuje
nekolik malo tisic odrid tfesni a nové odridy jsou neustale Slechtény a registrovany. Poptavka je
po tfesnich, které vykazuji vynikajici vlastnosti v Sirokém rozmezi znakii preferovanych riznymi
prvky produkéniho, zpracovatelského a prodejniho fetézce, konzumenty nevyjimaje. Pro zlepsSeni
odrtd tfes$ni se Slechtitelské programy zaméiuji predevs§im na prodlouzeni skliziiové sezony
a zvyseni velikosti, kvality a atraktivity plodi (Quero-Garcia et al. 2019).

Slechténi novych odrid je u ovocnych stromtl velmi dlouhy proces, od opyleni az po komeré&ni
dostupnost nové odridy uplyne obvykle vice jak 20 let. Po vykli¢eni semene nasleduje dlouha
juvenilni doba (obvykle 5 az 6 let), nez zacnou tyto hybridni genotypy kvést a plodit. Po tuto dobu
je tieba vSechny tyto nové vytvoiené genotypy udrZzovat ve vysadbé, coz je finan¢né, Casove
i prostorové velmi narocné. Neméné pracné je i nasledné vicelet¢é hodnoceni fenologickych
a fenotypovych vlastnosti, které¢ predchazi prihlaseni vybraného genotypu k registraci coby nova
odrlida. Protoze tradi¢ni Slechténi je drahé a Casové naro¢né, kazda strategie, ktera urychli proces
a zlepsi jeho efektivitu, ma vysoky potencialni ekonomicky dopad (Chavoshi et al. 2014).
Nejslibnéjsi pristupy vyuzivaji techniky molekuldrni genetiky a identifikované molekularni
markery asociované s vyznamnymi fenologickymi a fenotypovymi znaky v procesu MAS.
Odhaduje se, ze MAS usetfil ~80000 USD ro¢n¢, kdyz byla odstranéna vice jak polovina
neperspektivnich jedincti z 3 000 az 3 500 semenaci (Edge-Garza et al. 2014; Peace 2017). Piesto
bylo do nedavné doby identifikovano a ve Slechténi vyuzivano pouze nékolik molekularnich
markert a kandidatnich gent (Quero-Garcia et al. 2022). Strategie pro vyvoj novych markert byly
omezeny primarné na tradicni mapovani a analyzu lokusii kvantitativniho znaku (QTL), kdy byly
pro mapovani vyuzivany predev§im tzv. SSR (simple sequence repeats) markery. V nedavné dobé
pak byly vyvinuty Cipy obsahujici jednonukleotidové polymorfizmy nazyvané SNP vybrané pro
mapovani QTL u tfe$ni a visni (Peace 2017; Vanderzande et al. 2020). I moderné;si varianta tohoto
¢ipu s oznaCenim 6 +9 K SNP array vSak obsahuje pouze 3 955 spolehlivych polymorfnich SNP
pro tfesné, coz znamena primeérnou hustotu 1 SNP na 86 kbp tfesiiového genomu. Tyto SNP vsak
nejsou v genomu rozmistény rovnomeérné a kazdy chromozom tak obsahuje alesponi jednu oblast
vétsi nez 500 kb neobsahujici zadnych z analyzovanych SNP (Vanderzande et al. 2020).
Problémem miize byt i fakt, Ze mnoho znamych QTL bylo u tfe$ni popsano po analyze jedné nebo
n¢kolika malo biparentalnich populaci. Pfelomovou je proto publikace HoluSova et al. (2023), ve
které byly pro identifikaci molekularnich markerG asociovanych s vyznamnymi vlastnostmi
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vyuzity celogenomové sekvence vice jak 235 odrid tfesni. Diky tomu bylo rozliSeni genetické
mapy tfeSné snizeno az na prumérné 1 SNP na cca 200 bp. PouZitim analyzy GWAS (genome-
wide association study) byly nalezeny nové molekularni markery pro vlastnosti, jako jsou doba
zrani, hmotnost, barva a pevnost plodl, které byly nasledn¢ validovany na 64 diive
neanalyzovanych hybridech (HoluSov4 et al. 2023).

Vzhledem ke kratké skladovatelnosti tiesni hledaji Slechtitelé zpisob, jak prodlouzit jejich
skliziiové obdobi, aby se zvysila dostupnost tfe$ni béhem roku. Ve Slechténi pro tento znak je
mozné vyuzit molekuldrni markery. Hlavni QTL pro dobu zrani byly neddvno zamapovany do
n¢kolika oblasti na chromozomu 4 (Dirlewanger et al. 2012; Quero-Garcia et al. 2014; Isuzugawa
et al. 2019; Calle et al. 2020a) a jako kandidatni geny byly uvedeny transkripéni faktory NAC
nachdzejici se v této oblasti. Dals$i QTL byly nalezeny na chromozomech 1, 2, 3 a 5. HoluSova et
al. (2023) identifikovali jako velmi vyznamné pro predikci doby zrani dva SNP z chromozomu 4,
chrd4 16353619 a chr4_4523736. V jejich blizkosti se nachazeji dva geny s potencialnim vlivem
na zrani plodu - diacylglycerolkinaza 5, respektive aquaporin NIP1-1.

vvvvvv

I proto byly molekularni markery pro tento vyznamny §lechtitelsky znak mezi prvnimi pouzitymi
v MAS u tfes$ni. QTL asociované s velikosti plodti byly nalezeny na chromozomech 1, 2, 3, 5
a 6 (Zhang et al. 2010; Rosyara et al. 2013; Campoy et al. 2020; Calle et al. 2020b). Nejcast&ji
pouzivanymi jsou SSR markery CPSCTO038 a BPPCTO034 zchromozomu 2, které byly
identifikovany v pracich Zhang et al. (2010) a Rosyara et al. (2013). Oba SSR markery se nachdzeji
v blizkosti kandidatniho genu pro velikost plodd PavCNR12, u n¢hoz byly popsany tfi varianty
promotorové oblasti spojené s riznou velikosti plodt (De Franceschi et al. 2013). V této praci byl
jako diagnosticky SSR marker analyzovan G2SSR1566, nachdzejici se bezprostiedné za timto
kandidatnim genem. HoluSova et al. (2023) identifikovali hned nékolik SNP velmi vyznamné
asociovanych s velikosti plodii na chromozomu 2 (ve stejné oblasti, jako jsou diive vyuzivané
markery, napt. chr2 29776624 pro délku plodu, chr2 31850964 pro $itku plodu, chr2 29776725
pro tloustku plodu a chr2 29787028 pro hmotnost plodu).

vvvvv

semenacu s urcitou barvou plodi. Sooriyapathirana et al. (2010) objevili hlavni QTL pro barvu
slupky a duzniny tfe$ni na chromozomu 3 s kandidatnim genem PavMYB10, mén¢ vyznamné QTL
pak na chromozomech 6 a 8. QTL na chromozomu 3 byl potvrzen v Calle et al. (2021). Pro analyzu
barvy je ve Slechténi v USA pouzivan SSR marker Pav-Rf-SSR (Sandefur et al. 2016), pouzitelnost
tohoto markeru u mnohem heterogennéjsich evropskych odriid viak byla vyvracena v Cmejla et al.
(2021). Kromé¢ toho byl objeven polymorfizmus v genu PavMYB10.1, kdy byla pfirozené se
vyskytujici alela asociovana s Cervenou barvou plodu, alela s deleci jednoho adeninu vedouci
k pred¢asnému ukonceni syntézy proteinového produktu tohoto genu byla asociovana s pestrou
barvou plodu a v pripadé delece tohoto genu byly plody zluté (Jin et al. 2016). Pfirozené se
vyskytujici alela pak méla byt dominantni nad ostatnimi alelami, alela s deleci jednoho adeninu
pak nad deleci celého genu. Tento jednoduchy model v§ak byl pozd€ji popsan jako ne zcela presny,
kdyz byly nalezeny odrtidy s barvou plodii neodpovidajici danému modelu (Cmejla et al. 2021; Liu
et al. 2023). Celogenomovym sekvenovanim byly identifikovany velmi siln¢ asociované SNP
v diive identifikované oblasti na chromozomu 3, napt. chr3 23939472, navic byla u zlutych tfe$ni
identifikovana rozsahla delece této oblasti zahrnujici hned 5 transkripénich faktori Myb, které se
mohou podilet na syntéze anthokyanti (HoluSova et al. 2023). Liu et al. (2023) nasledné popsali
u dal$ich Zlutych odrud tutéz deleci, kromé toho nalezli v daném misté i relativné kratkou inzerci.

Pevnost plodl ovliviiuje odolnost tfesni vii¢i otlaktim, a tim 1 jejich skladovatelnost a trvanlivost.
Proto i tento znak patii mezi Slechtitelsky velmi vyznamné. QTL asociované s pevnosti plodi byly
nalezeny na vSech chromozomech, pficemz za nejsignifikantnéjs$i z nich se povazuji QTL na
chromozomech 1, 4 a 6 (Quero-Garcia et al. 2014; Campoy et al. 2015; Cai et al. 2019; Calle et al.
2020a; Calle et al. 2020b). Kandidatni geny spadaji ¢asto do kategorie enzymd ovliviiujicich
strukturu bunééné stény, piipadné se podileji na drahdch signalizace hormoni podilejicich se na
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zrani plodt (Cai et al. 2019). Porovnanim celogenomovych sekvenci odriid s vétsi a mensi pevnosti
plodt byly identifikovany SNP na nékolika chromozomech, napt. chr4 16000421, chrl 61827812
achr8 19215607, ty nejvice signifikantni se nachazely na chromozomu 4, respektive 1 a spadaji
do dtive identifikovanych QTL (Holusova et al. 2023).

Popsané molekularni markery jsou analyzovany rtiznymi metodami, napi. SSR markery pomoci
fragmentacni analyzy na kapilarnim genetickém analyzatoru, SNP je mozné osekvenovat, piipadné
pouzit techniky, jako jsou alelickd diskriminace metodou real-time PCR, KASP (Kompetitive
Allele Specific PCR) ¢i vnékterych piipadech CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic
Sequences). V dosavadnim stavu techniky vSak neexistuje zpiisob umoznujici detekci markerti pro
vSechny vyse uvedené, hospodaisky velmi vyznamné znaky v jediné reakci.

Podstata technického fe$eni

Popsany nedostatek, tedy chybéjici rychlou a relativné levnou metodu vyuzitelnou pro MAS tfesni
a proveditelnou v bézné molekularni laboratofi, diky které je mozné analyzovat vétsi mnozstvi
SNP markerti vybranych znakl ve velkém poctu vzorkt, fesi sada primert pro soucasnou detekci
SNP markerti prisluSnych dualezitych Slechtitelskych znakt, konkrétné barvy plodu, doby zrani,
hmotnosti a pevnosti plodu u tiesné ptaci (Prunus avium L.), metodou SBE podle technického
feSeni, jehoz podstata spoc¢iva v tom, ze obsahuje primery, jejichz sekvence jsou:

primery pro znak barva plodu:

indelMyb10.1-PCR-F — pestra/Cervena alela:
GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCAC (SEQ ID NO. 1),

indeIMyb10.1-PCR-F — zluta alela: GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAG (SEQ ID NO. 2),
indeIMyb10.1-PCR-R — CTGCCAAAGACAATAGAAGAGAG (SEQ ID NO. 3),
indelMyb10.1-SBE — pestra/Cervena alela (v orientaci forward):CTGCAGGTTGGCACCATTAC
(SEQID NO. 4),

indeIMyb10.1-SBE — Zluta alela (v orientaci reverse): TTTTTTCCAGGAGGCAGTCCAGCA
(SEQID NO. 5),

chr3 23939472-PCR-F: CCTCCCATTGGGTTTTGCC (SEQ ID NO. 6),

chr3 23939472-PCR-R: AAATTAGAGATAGGAAGAGGAACTG (SEQ ID NO. 7),
chr3 23939472-SBE 1 (v orientaci reverse):
AAAAAAAACAAATCATCATCCAAAACTTGAGAGA (SEQ ID NO. ),

chr3 23939472-SBE 2 (v orientaci reverse):
AAAAAACCAAATTATCATCCAAAACTTAGGAGA (SEQ ID NO. 9),

primery pro znak doba zrani:

chr4 16353619-PCR-F: GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTG (SEQ ID NO. 10),
chr4 16353619-PCR-R: TTTGTTTTTGGCCGATAGGTTCC (SEQ ID NO. 11),
chr4 16353619-SBE (v orientaci forward):
TTTTTTTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAAT (SEQ ID NO. 12),

primery pro znak hmotnost plodu:

chr2 29787028-PCR-F: GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAG (SEQ ID NO. 13),

chr2 29787028-PCR-R: AAGCATATGGGTTTGGGATGC (SEQ ID NO. 14),

chr2 29787028-SBE (v orientaci forward):
AAAAAAAAAAAAAAAAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACA (SEQ ID NO. 15),

primery pro znak pevnost plodu:
chr4 _16000421-PCR-F: CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTC (SEQ ID NO. 16),
chr4 16000421-PCR-R: TCAACTACGTGTATTTGGTTTCGAA (SEQ ID NO. 17),
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chrd 16000421-SBE (v orientaci reverse):
CCCCCCCCTTGATGTTTTACATAGAATACATTGTGATTTAT (SEQ ID NO. 18).

Pro selekci tfesni na tyto hospodaisky vyznamné znaky byly vybrany nejkvalitnéjsi SNP markery
z prace Holusova et al. (2023), kterou publikovali pfedkladatelé této ptihlasky. Uvedené
fenologické a fenotypové hodnoty asociované s jednotlivymi alelami dale popsanych znaka byly
ziskany na 235 odrtidach udrzovanych v genofondovych sbirkdch Vyzkumného a $lechtitelského
ustavu ovocnatského Holovousy s.r.o. (viz Holusova et al. 2023).

Primery navrzené pro detekci markeru znaku barva plodu se nachazeji na chromozomu 3, pro
urcéeni barvy je tfeba diagnostikovat soucasné dva rizné polymorfizmy — in/del v oblasti genu
PavMybl10 a SNP chr3 23939472 (Cislovani pozic jednotlivych markerti vychazi z referencniho
genomu Tieton v2.0 (Wang et al., 2020), viz Holusova et al. (2023). Fenotypové barva plodu
odpovida devitibodové klasifikacni stupnici, kdy hodnoceni 1 az 1,99 odpovida zluté barve plodu,
hodnoceni 2 az 4,99 je charakteristické pro pestrou barvu a hodnoceni 5 az 9 ur€uje cervenou barvu
plodu. Pro jednoznacné odliSeni pestré/Cervené od zluté barvy ploda slouzi marker nachézejici se
na chromozomu 3 v oblasti genu PavMybl0. V tomto piipad¢ se nejedna o bodovou mutaci, ale
o mutaci v podobé¢ soucasné inzerce (567 bp) a delece o velikosti n¢kolika kb (Holusova et al 2023;
Liu et al. 2023). Detek¢ni primery jsou navrzené v misté zlomu inzerce/delece tak, aby byla mozna
stejna detekce jako u markerd typu SNP. V ptipadé tohoto markeru nukleotid G charakterizuje
zlutou alelu a nukleotid T charakterizuje alelu pro pestrou ¢i Cervenou barvu plodl, ktera je
dominantni nad Zlutou alelou. Homozygotni sestava alel G/G je urcujici vyhradné pro zlutou barvu
plodt, homozygotni sestava T/T a heterozygotni sestava G/T podminuji ¢ervenou a pestrou barvu
(viz Obr. 1 a Obr. 2). Druhy polymorfizmus se nachazi v pozici chr3 23939472 a pomoci vyse
uvedenych primeri je mozné detekovat diagnosticky SNP marker G/C (Holusova et al. 2023), ktery
je se znakem ve vazbe, a na zaklad¢ této jednobodové mutace lze odlisit pestrou barvu plodu od
Cervenych a zlutych tfesni. Pro detekci tohoto SNP je tfeba vyuzit dva rizné detekéni primery
chr3 23939472-SBE z ditvodu dalsich polymorfizmt vyskytujicich se v této oblasti. Homozygotni
sestava alel G/G je urcujici pro pestrou barvu, ostatni alelické sestavy se vyskytuji u tfesni
s Cervenou a Zlutou barvou plodu (viz Obr. 1 a Obr. 2).

Primery navrzené pro detekci markeru znaku doba zrani se nachézeji na chromozomu 4. Pomoci
narokovanych primert je mozné v pozici chrd 16353619 detekovat diagnosticky SNP marker A/G
(Holusova et al. 2023), ktery je se znakem ve vazbé€, a na zaklad¢ této jednobodové mutace Ize
odlisit ¢asné a pozdné zrajici tieSn€. Primérna doba zrani odrid s genotypem A/A byla 11,9 dni
po odrude Kisinévskaja (odrada, kterd zpravidla zraje jako prvni z cca 300 odriid udrzovanych
v genofondu Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnatfského Holovousy s.r.0.). Odridy
s genotypem A/G zraji primérné 18,4 dne po vybrané referen¢ni odridé a odridy s genotypem
G/G pak 29,4 dne po ni. Homozygotni sestava alel G/G je tedy urcujici pro pozdn€ zrajici tfesné,
homozygotni sestava A/A a heterozygotni sestava A/G jsou urcujici pro ¢asné, respektive Casngji

vvvvvv

Primery navrzené pro detekci markeru znaku hmotnost plodu se nachazeji na chromozomu 2.
Pomoci narokovanych primerti je mozné v pozici chr2 29787028 detekovat diagnosticky SNP
marker A/G (HoluSova et al. 2023), ktery je se znakem ve vazbé, a na zaklad¢ této jednobodové
mutace lze odlisit plody, u kterych je predpokladana vyssi hmotnost, a plody, u kterych je
pfedpokladana nizsi hmotnost. Primérna hmotnost odrid s genotypem G/G byla 4,4 g, odridy
s genotypem A/G mély primérnou hmotnost 5,7 g a odridy s genotypem A/A pak 6,9 g.
Homozygotni sestava alel G/G je tedy urcujici pro plody s nizkou hmotnosti, homozygotni sestava
A/A aheterozygotni sestava A/G jsou urcujici pro plody s vysokou, respektive vy$$i hmotnosti
(viz Obr. 1 a Obr. 2).

Primery navrzené pro detekci markeru znaku pevnost plodu se nachdzeji na chromozomu 4.
Pomoci narokovanych primerii je mozné v pozici chr4 16000421 detekovat diagnosticky SNP
marker A/T (Holusova et al. 2023), ktery je se znakem ve vazb¢, a na zakladé této jednobodové
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mutace lze odlisit plody s niz$i pevnosti od plodl s vyssi pevnosti. Fenotypové byla pevnost plodu
hodnocena na zaklad¢ devitibodové klasifikacni stupnice, kdy 1 odpovida mékkym plodim,
5 znamena prumérnou pevnost a 9 odpovidd velmi pevnym plodim. Primérna pevnost odrud
s genotypem T/T byla 4,5, odridy s genotypem A/T mély primérnou hmotnost 5,1 a odridy
s genotypem A/A pak 6,9. Homozygotni sestava alel A/A je tedy urcujici pro plody tieSni
s vysokou pevnosti, homozygotni sestava T/T a heterozygotni sestava A/T jsou urcujici pro plody
ttesni s nizkou, respektive nizsi pevnosti (viz Obr. 1 a Obr. 2).

Nérokovana kombinace primerti je vhodnéd pro soucasnou analyzu vySe uvedenych alelickych
kombinaci jednotlivych markerd ptislusnych Slechtitelskych znakd, jako jsou barva plodu, doba
zrani, hmotnost a pevnost plodu u tfe$né ptaci. Ve vyhodném provedeni technického feSeni jsou
PCR amplikony vSech pfislusnych alel detekovany pomoci specifickych SBE primeri, které maji
vzdy pro konkrétni marker odlisnou délku, aby je bylo mozné identifikovat pomoci SBE analyzy.

Prvnim krokem pro stanoveni alel markert pfislusnych dulezitych Slechtitelskych znakt tfes$ni
(barva plodu, doba zrani, hmotnost a pevnost plodu) je izolace genomové DNA, nésleduje nejprve
PCR s vyuzitim PCR primerti pro amplifikaci konkrétnich fragmentt, které obsahuji analyzované
SNP markery pfislusnych dilezitych Slechtitelskych znakl, a poté je provedena SBE reakce
s vyuzitim detek¢nich SBE primert. PCR amplifikace vSech péti usekil i detekc¢ni SBE reakce
probihaji vzdy pro vSechny markery najednou v jedné reakci. Vzhledem k pfitomnosti pouze
fluorescencné znacenych ddNTP v detekéni SBE reakci dochazi k prodlouzeni kazdého detekéniho
primeru o jediny nukleotid — primery jsou navrzeny tak, aby ptidanym nukleotidem byl detekovany
SNP. Pomoci této metody je ziskana smés rizné¢ dlouhych fragmenti ukoncenych rtznymi
fluorescencné znacenymi ddNTP, ktera je nasledné analyzovana pomoci kapilarniho genetického
analyzatoru.

Priklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zidnym zpisobem
neomezuji rozsah této pfihlasky, kterd je vymezena pfipojenym narokem a podrobné popsana
v popisu technického feSeni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého
zpasobu PCR, uvedenych primert, véetné zptisobu zvyseni ¢i snizeni jejich teploty tani modifikaci
chemické struktury a délky, aniz by doslo ke snizeni specificity detekce jednotlivych alel markerd
ptislusnych dulezitych slechtitelskych znak tiesni (barva plodu, doba zrani, hmotnost a pevnost
plodu). Také je mozné zmenit délku a typ nekomplementarni extenze SBE primert, aniZ by doslo
k odklonu od této prihlasky.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: A) Sekvence amplifikované oblasti (SEQ ID NO. 19), kterd obsahuje SNP marker
nachazejici se v oblasti genu PavMyb1(0 asociovany s in/del lokusem pro barvu a mista nasedani
PCR primerd a SBE primerd. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani jednotlivych
primert s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 3 je v reverzni orientaci). Vyznaceny SNP
marker zastoupeny tyminem (T) reprezentuje pestrou a ¢ervenou alelu. B) Sekvence amplifikované
oblasti (SEQ ID NO. 20), kterd obsahuje SNP marker nachazejici se v oblasti genu
PavMyb10 asociovany s in/del lokusem pro barvu a mista nasedani PCR primerti a SBE primert.
Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani jednotlivych primeri s uvedenim jejich SEQ ID
NO. (SEQ ID NO. 3 a SEQ ID NO. 5 jsou v reverzni orientaci). Vyzna¢eny SNP marker
zastoupeny guaninem (G) reprezentuje zlutou alelu. C) Sekvence amplifikované oblasti (SEQ ID
NO. 21), kterd obsahuje SNP marker G/C v pozici chr3 23939472 asociovany s barvou tiesni
a mista nasedani PCR primerd a SBE primert. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani
jednotlivych primeri s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 7 a SEQ ID NO. 8 jsou
v reverzni orientaci). Vyznaceny SNP marker reprezentuje v sekvenci pismeno S, které podle
nazvoslovi IUPAC zastupuje nukleotidy G a C. D) Alternativni sekvence amplifikované oblasti
(SEQ ID NO. 22), ktera obsahuje SNP marker G/C v pozici chr3 23939472 asociovany s barvou
a mista nasedani PCR primerti a SBE primerti. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani
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jednotlivych primerd s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 7 a SEQ ID NO. 9 jsou
v reverzni orientaci). Vyznaceny SNP marker reprezentuje v sekvenci pismeno S, které podle
nazvoslovi [IUPAC zastupuje nukleotidy G a C. E) Sekvence amplifikované oblasti (SEQ ID
NO. 23), ktera obsahuje SNP marker A/G v pozici chr4 16353619 asociovany se znakem doba
zrani a mista nasedani PCR primerti a SBE primerti. Vyznacené sekvence reprezentuji mista
nasedani jednotlivych primerti s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 11 je v reverzni
orientaci). Vyznaceny SNP marker reprezentuje v sekvenci pismeno R, které podle nazvoslovi
IUPAC zastupuje nukleotidy A a G. F) Sekvence amplifikované oblasti (SEQ ID NO. 24), ktera
obsahuje SNP marker A/G v pozici chr2 29787028 asociovany se znakem hmotnost plodu a mista
nasedani PCR primeri a SBE primerti. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani
jednotlivych primert s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 14 je v reverzni orientaci).
Vyznaceny SNP marker reprezentuje v sekvenci pismeno R, které podle nazvoslovi IUPAC
zastupuje nukleotidy A a G. G) Sekvence amplifikované oblasti (SEQ ID NO. 25), ktera obsahuje
SNP marker A/T v pozici chr4 16000421 asociovany se znakem pevnost plodu a mista nasedani
PCR primertt a SBE primert. Vyznacené sekvence reprezentuji mista nasedani jednotlivych
primert s uvedenim jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 17 a SEQ ID NO. 18 jsou v reverzni
orientaci). Vyznaceny SNP marker reprezentuje v sekvenci pismeno W, které podle nazvoslovi
IUPAC zastupuje nukleotidy A a T.

Obr. 2: Priklady vyhodnocené SBE analyzy. Barevné ramecky vymezuji oblasti pro jednotlivé
alely SNP markert dilezitych slechtitelskych znakt u tiesné ptaci. Primery pouzité pro analyzu
markerd u znak barva plodu v pozici SNP chr3 23939472, 7luté alela v pozici PavMyb10 (in/del
marker) arovnéz pevnost plodu byly vreverzni orientaci, avS§ak vyhodnoceni piislusnych
nukleotidt je u vSech znakd ve forwardové orientaci, aby byly vysledky jednotné s publikovanou
literaturou. A) Jedinec s heterozygotni sestavou ve vSech SNP markerech s genotypem G/T pro
marker znaku barva tfe$né v pozici PavMybl0 a C/G pro marker znaku barva tfe$né v pozici
chr3 23939472, tato kombinace urcuje Cervenou barvu plodi u tiesné, genotyp A/G pro marker
znaku doba zrani v pozici chr4 16353619 je urcujici pro Casnéji zrajici tfesné, genotyp A/G pro
marker znaku hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody s vyssi hmotnosti,
genotyp A/T pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je uréujici pro plody s nizsi
pevnosti; B) Jedinec s homozygotni sestavou ve vSech SNP markerech s genotypem T/T pro
marker znaku barva tfesSné v pozici PavMybl0 a C/C pro marker znaku barva tfeSn¢ v pozici
chr3 23939472, coz je urcujici pro ¢ervenou barvu plodu, genotyp G/G pro marker znaku doba
hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody s nizkou hmotnosti, genotyp A/A
pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je urcujici pro plody s vysokou pevnosti;
C) Jedinec s homozygotni sestavou ve vSech SNP markerech s genotypem T/T pro marker znaku
barva tfeSn¢ v pozici PavMyb10 a G/G pro marker znaku barva tfe$né v pozici chr3 23939472,
coz je urCujici pro pestrou barvu plodu u tfesn€, genotyp A/A pro marker znaku doba zrani v pozici
v pozici chr2 29787028 je urcujici pro plody s vysokou hmotnosti, genotyp T/T pro marker znaku
pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je urcujici pro plody s nizkou pevnosti; D) Jedinec
s genotypem G/G pro marker znaku barva tfe$Sné v pozici PavMyb10 a C/C pro marker znaku barva
tteSné v pozici chr3 23939472, coz je urcujici pro zlutou barvu plodu u tiesné, pripadné marker
znaku barva tfe$né v pozici chr3 23939472 u zlutych tieSni mtze zcela chybét (obrazek E),
genotyp G/G pro marker znaku doba zréni v pozici chr4 16353619 je urcujici pro pozdné zrajici
tfesné, genotyp A/G pro marker znaku hmotnost plodu v pozici chr2 29787028 je urCujici pro
plody s vyssi hmotnosti, genotyp A/A pro marker znaku pevnost plodu v pozici chr4 16000421 je
urcujici pro plody s vysokou pevnosti.
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Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Ptiklad 1: Navrh sekvenci primert

Na zaklad¢ znamych sekvenci oblasti s misty vyskytu diagnostickych SNP pro detekci markert
dalezitych slechtitelskych znakt u tfesné ptaci (Prunus avium L.), konkrétné barvy plodu, doby
zrani, hmotnosti a pevnosti plodu, které byly ziskany pomoci celogenomového sekvenovani
(HoluSova et al. 2023), byly prostfednictvim softwaru Geneious Prime (Biomatters Ltd.) navrhnuty
sekvence jednotlivych primerd. Nejprve byla provedena analyza sekvenci ziskanych
celogenomovym sekvenovanim cca 300 riznych genotypil tiesni z diivodu identifikace dalSich
moznych polymorfizmi v této oblasti, které by mohly interferovat s vlastni PCR ¢i detekci SNP.
Pro ndvrh primert nachazejicich se v oblasti genu PavMyb10 byly vyuzity sekvence publikované
Shirasawa et al. (2017) pro pestrou/¢ervenou alelu a sekvence publikované Liu et al. (2023) pro
zlutou alelu. Forward PCR primer pro detekci tohoto markeru byl vzdy specificky pro ptislusnou
alelu, reverse PCR primer byl koncipovan jako spolecny pro ob¢ alely. Pro navrzeni PCR i SBE
primera byly vybrany co nejkonzervovanéjsi useky, aby bylo minimalizovano potencialni snizeni
ucinnosti celého systému. Specifické primery pro metodu SBE vzdy obsahuji na svém 3 konci
sekvenci, ktera konci tésné pred diagnostickym SNP markerem, a na druhé strané primeru mize
byt pfipojena nekomplementarni extenze tvorena sledem urcitych nukleotidd. Diky této extenzi je
mozné primer prodlouzit na pozadovanou délku tak, aby bylo mozné jednotlivé fragmenty pro
ruzné SNP rozlisit na zakladé délky jako pfi fragmentacni analyze.

Pro analyzu znaku barva plodu byly vybrany dva lokusy. Detek¢éni SBE primery pro lokus v oblasti
genu PavMyb10 byly navrzeny v misté¢ zlomu inzerce/delece. Byly navrzeny dva SBE primery,
pro zlutou a pro pestrou/Cervenou alelu zvlast. Pro Zlutou alelu byly navrzeny primery s vyslednou
délkou 24 nukleotidi a pro cervenou alelu byly navrzeny primery s vyslednou délkou
20 nukleotidd, pricemz primer pro ¢ervenou alelu neobsahoval extenzi a v piipad¢ primeru pro
zlutou alelu predstavovala extenze sled Sesti tyminil (Ts). Pro detekci SNP markeru v pozici
chr3 23939472 asociovaného s druhym lokusem pro barvu byly navrzeny dva SBE primery, a to
z toho divodu, Ze v této oblasti je vice jednonukleotidovych polymorfismi a bylo potieba
obsahnout vSechny alely. Tyto primery byly navrzeny na vyslednou délku 33 a 34 nukleotidi
vCetné nekomplementarni extenze, piicemz v pfipadé primeru s délkou 33 nukleotidl
pfedstavovala extenze sled Sesti adeninii (A¢) a v pfipade¢ primeru s délkou 34 nukleotidl
piedstavovala extenze sled osmi adeninti (As). SBE primer pro detekci SNP markeru v pozici
chr4 16353619 pro znak doba zrani byl navrzen s vyslednou délkou 35 nukleotidd, pficemz
nekomplementarni extenze predstavovala sled Sesti tymint (Ts). SBE primer pro detekéni SNP
marker v pozici chr2 29787028 pro znak hmotnost plodu byl navrzen na vyslednou délku
43 nukleotidd, pficemz nekomplementarni extenze predstavovala sled patnacti adeninl (Ais)
a SBE primer pro detekéni SNP marker v pozici chr4 16000421 pro znak pevnost plodu byl
navrzen na vyslednou délku 41 nukleotidt, pfi¢emz nekomplementarni extenze piedstavovala sled
osmi cytosinl (Cg). Délky extenzi bylo tfeba stanovit experimentalné a byly vyvinuty pro analyzu
v POP7 polymeru na kapilarnim genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 (oboji Thermo Fisher
Scientific). Pouzita délka SBE primeri zcela nekoresponduje s velikosti detekovaného fragmentu,
jak bylo predem ocekavano podle navodu vyrobce kitu pro SBE (Thermo Fisher Scientific), a to
zejména u kratSich délek primert. Pfislusnost jednotlivych vrcholi k danému markeru byla
ovéiena v reakcich obsahujicich primery pro pouze jediny marker. Pii pouziti jiného polymeru je
tteba patfi¢né upravit délku extenzi, aby byly jednotlivé markery od sebe odlisitelné a jasné
identifikovatelné.

Pro identifikaci obou alel diagnostického in/del markeru v oblasti genu PavMybi0 pro detekci
znaku barva plodu byly navrhnuty nasledujici primery:

indeIMyb10.1-PCR-F — pestra/Cervena alela:
GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCAC (SEQ ID NO. 1),
indeIMyb10.1-PCR-F — zlut4 alela: GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAG (SEQ ID NO. 2),
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indelMyb10.1-PCR-R — CTGCCAAAGACAATAGAAGAGAG (SEQ ID NO. 3),
indelMyb10.1-SBE — pestra/¢ervena alela (v orientaci forward):
CTGCAGGTTGGCACCATTAC (SEQ ID NO. 4),

indeIMyb10.1-SBE — zluta alela (v orientaci reverse): TTTTTTCCAGGAGGCAGTCCAGCA
(SEQ ID NO. 5).

Pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr3 23939472 pro detekci znaku
barva plodu byly navrhnuty nasledujici primery:

chr3_23939472-PCR-F: CCTCCCATTGGGTTTTGCC (SEQ ID NO. 6),

chr3 23939472-PCR-R: AAATTAGAGATAGGAAGAGGAACTG (SEQ ID NO. 7),
chr3 23939472-SBE 1 (v orientaci reverse):
AAAAAAAACAAATCATCATCCAAAACTTGAGAGA (SEQID NO. ),

chr3 23939472-SBE 2 (v orientaci reverse):
AAAAAACCAAATTATCATCCAAAACTTAGGAGA (SEQ ID NO. 9).

Pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr4 16353619 pro detekci znaku
doba zrani byly navrhnuty nésledujici primery:

chrd_16353619-PCR-F: GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTG (SEQ ID NO. 10),
chr4 16353619-PCR-R: TTTGTTTTTGGCCGATAGGTTCC (SEQ ID NO. 11),
chr4 16353619-SBE (v orientaci forward):
TTTTTTTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAAT (SEQ ID NO. 12).

Pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr2 29787028 pro detekci znaku
hmotnost plodu byly navrhnuty nasledujici primery:

chr2 29787028-PCR-F: GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAG (SEQ ID NO. 13),

chr2 29787028-PCR-R: AAGCATATGGGTTTGGGATGC (SEQ ID NO. 14),

chr2 29787028-SBE (v orientaci forward):
AAAAAAAAAAAAAAAAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACA (SEQ ID NO. 15).

Pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr4 16000421 pro detekci znaku
pevnost plodu byly navrhnuty nasledujici primery:

chr4_16000421-PCR-F: CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTC (SEQ ID NO. 16),

chr4 16000421-PCR-R: TCAACTACGTGTATTTGGTTTCGAA (SEQ ID NO. 17),

chr4 16000421-SBE (v orientaci reverse):
CCCCCCCCTTGATGTTTTACATAGAATACATTGTGATTTAT (SEQ ID NO. 18).

Nasedani jednotlivych primera na piislusné sekvence je uvedeno na Obr. 1.

Priklad 2: Detekce alel SNP markert dulezitych §lechtitelskych znakl u tfe$né ptaci (Prunus avium
L.) metodou SBE:

Nejdiive byla z lyka rliznych genotypu tfeSné ptaci (Prunus avium L.) izolovana celkova DNA
pomoci soupravy Exgene Plant SV mini (GeneAll Biotechnology) dle ndvodu vyrobce. DNA byla
pfed amplifikaci genomovych usekli s pozadovanymi SNP nafedéna na koncentraci 10 ng/pl.
Takto pripravena DNA (1 ul) byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi
slozkami (uvedeny vysledné koncentrace primerit): 10 pl gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio);
1 ul premix primerd: 350nM indelMyb10.1-PCR-F — pestra/Cervena alela (SEQ ID NO. 1), 150nM
indeIMyb10.1-PCR-F — Zluta alela (SEQ ID NO. 2), 250nM indelMyb10.1-PCR-R (SEQ ID NO.
3), 350nM chr3_23939472-PCR-F (SEQ ID NO. 6), 350nM chr3 23939472-PCR-R (SEQ ID NO.
7), 150nM chr4 16353619-PCR-F (SEQ ID NO. 10), 150nM chr4 16353619-PCR-R (SEQ ID
NO. 11), 200nM chr2 29787028-PCR-F (SEQ ID NO. 13), 200nM chr2 29787028-PCR-R (SEQ
ID NO. 14), 250nM chr4 _16000421-PCR-F (SEQ ID NO. 16), 250nM chr4_16000421-PCR-R
(SEQ ID NO. 17); reakce byla doplnéna do 20 pl vodou. Amplifikace fragmentti probihala
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v cykleru C1000 (Biorad) s nastavenym teplotnim profilem: uvodni denaturace 94 °C/5 minut;
amplifikace ve 40 cyklech: 94 °C/30 s, 58 °C/30 s, 72 °C/30 s; zavére¢na extenze 72 °C/5 minut.

Amplifikované fragmenty byly purifikovany pomoci HT ExoSAP-IT™ High-Throughput PCR
Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific) tak, ze k 5 ul PCR produktu byly pfidany 2 pl
Ex0SAP-IT™, Takto ptipravena smés byla 20 minut inkubovana v termocykleru C1000 pii 37 °C
a poté 20 minut pii 80 °C (inaktivace enzymu). Purifikované amplifikované fragmenty (1 pl) byly
poté pouzity jako templat pro SBE reakci s ndsledujicimi reakénimi slozkami (uvedeny vysledné
koncentrace primerti): 5 pl SnaPshot Multiplex Ready Reaction Mix (Thermo Fisher Scientific);
1 pl premix primerd: 600nM indelMyb10.1-SBE — pestra/Cervena alela (SEQ ID NO. 4), 300nM
indelMyb10.1-SBE — zluté alela (SEQ ID NO. 5), 500nM chr3 23939472-SBE 1 (SEQ ID NO. 8),
500nM chr3 23939472-SBE 2 (SEQ ID NO. 9), 400nM chr4 16353619-SBE (SEQ ID NO. 12),
150nM chr2_29787028-SBE (SEQ ID NO. 15), 250nM chr4_16000421-SBE (SEQ ID NO. 18);
reakce byla doplnéna do 10 pl vodou. Reakce probihala v termocykleru C1000 s nastavenym
teplotnim profilem: amplifikace v 4 cyklech: 96 °C/10 s, 50 °C/5 s, 60 °C/30 s. Po dokonceni
reakce byly opét amplifikované fragmenty purifikovany, kdy byl do kazdé zkumavky, ve které
bylo 10 pl produktu z detekeéni SBE reakce, pfidan 1 pl enzymu SAP (Thermo Fisher Scientific).
Takto pripravena smés byla v termocykleru inkubovana 1 hodinu pii 37 °C a poté 15 minut pfi
75 °C. Nasledné byly vzorky ptipraveny pro analyzu pomoci genetického analyzatoru tak, ze byl
nejdiive pripraven mix 9 pl Hi-Di formamidu a 0,2 pl velikostniho standardu GeneScan 120 LIZ
dye (oboji Thermo Fisher Scientific) a k nému byl pfidan vzdy 1 pl analyzovaného vzorku.
Ptipravené vzorky byly pted samotnou analyzou denaturovany 5 minut pii 95 °C v termocykleru
C1000. SBE analyza byla provadéna na genetickém analyzatoru ABI PRISM 3500 dle doporuceni
vyrobce (Thermo Fisher Scientific).

Vysledek SBE analyzy byl vyhodnocen pomoci softwaru GeneMapper v5.0 (Thermo Fisher
Scientific). Vystupem je elektroforeogram obsahujici vrcholy v barvé konkrétniho nukleotidu
v misté¢ SNP a zaroven jsou tyto vrcholy rozd€leny na zakladé délky (Obr. 2). Elektroforeogramy
jednotlivych odrid byly vyhodnoceny podle nasledujiciho klice. V ptipad€ markeru indelMyb10.1
nukleotid G charakterizuje Zlutou alelu a nukleotid T charakterizuje pestrou ¢i ¢ervenou alelu, ktera
je dominantni. Homozygotni sestava alel G/G je urcujici vyhradné pro Zlutou barvu plodd,
homozygotni sestava T/T a heterozygotni sestava G/T podmiiiuji Cervenou a pestrou barvu.
V ptipad€ markeru chr3 23939472 predikuje homozygotni sestava alel G/G pestrou barvu, alelické
sestavy G/C a C/C se vyskytuji u tfe$ni s Cervenou a zlutou barvou plodu, pfipadné muize tento
marker u tfesni se Zlutymi plody chybét. U markeru chr4 16353619 jsou homozygotni sestava alel
A/A a heterozygotni sestava A/G urcujici pro €asné, respektive ¢asnéji zrajici tfeSné€, kdy odrady
s genotypem A/A zraji vpriméru 11,9 dni po referenéni odridé KisSinévskaja a odridy
s genotypem A/G primérné 18,4 dne po ni. Homozygotni sestava alel G/G je urcujici pro pozdné
zrajici tfesn€, kdy odridy s timto genotypem zraji v priméru 29,4 dne po vybrané referencni
odrtdg. V piipad¢€ markeru chr2 29787028 homozygotni sestava alel A/A a heterozygotni sestava
A/G predikuji u tfesni plody s vysokou, respektive vys$si hmotnosti, kdy odriidy s genotypem A/A
maji primérnou hmotnost plodu 6,9 g a odriidy s genotypem A/G primémé 5,7 g. Homozygotni
sestava alel G/G je urcujici pro plody s nizkou hmotnosti, kdy odridy s timto genotypem mély
pramérnou hmotnost plodu 4,4 g. V ptipadé markeru chr4 16000421 homozygotni sestava alel
T/T a heterozygotni sestava A/T jsou charakteristické pro plody tfesni s nizkou, respektive nizsi
pevnosti, kdy odridy s genotypem T/T maji pevnost plodu prumérne 4,5 a odridy s genotypem
A/T prumérné 5,1 na devitibodové skale hodnoceni. Homozygotni sestava alel A/A je uréujici pro
plody s vysokou pevnosti, kdy odridy s timto genotypem mély pevnost plodu primérmne 6,9.

Prumyslova vyuzitelnost

Néarokovanou sadu primerd pro detekci markert dulezitych Slechtitelskych znakt u tfeSné ptaci
(Prunus avium L.), konkrétn¢ barvy plodu, doby zrani, hmotnosti a pevnosti plodu, je mozné pouzit
pro molekularnimi markery asistovanou selekci tfesni kiizenych pro tyto Slechtitelské znaky, a to
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jiz ve stadiu nékolikatydennich semenaci. Bez pouziti molekularnich markerd by bylo mozné tyto
vyznamné hospodaiské znaky hodnotit aZ po nastupu semenaci do plodnosti, tj. po 5 az 6 letech.
Takto rana selekce tedy zefektivituje Slechtitelsky proces a pfinasi nemalé financni uspory diky
tomu, ze Setii praci, materidl i prostory nezbytné pro péstovani semenact vzniklych z téchto
ktizeni. Metoda SBE umoziiuje velmi rychlou analyzu nékolika SNP markert dalezitych znaki
najednou, ato uvelkého poctu vzorkil. Zaroven tato sada umoziuje detekci obou alel vyse
uvedenych SNP markert, a tim identifikaci a odliSeni homozygotli a heterozygott, coz je vyhodné
pro proces dalSiho kfizeni. Soucasnd analyza vSech 5 SNP markera v jediné reakci piinasi dalsi
uspory jak finan¢ni, tak ¢asové diky tomu, zZe neni nutné provadet analyzu pro kazdy znak zvlast.

Seznam sekvenci

— sekvence primerd a jednotlivych amplifikovanych oblasti jsou shodné se
sekvencemi soucasn¢ podaného elektronického souboru dle standardu WIPO ST.26
ptipojeného k této ptihlaSce

<SEQ ID NO. 1: indeIMyb10.1-PCR-F_blush/red allele; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCAC

<SEQ ID NO. 2: indeIMyb10.1-PCR-F_yellow allele; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAG

<SEQ ID NO. 3: indelMyb10.1-PCR-R; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
CTGCCAAAGACAATAGAAGAGAG

<SEQ ID NO. 4: indeIMyb10.1-SBE _blush/red allele; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
CTGCAGGTTGGCACCATTAC

<SEQ ID NO. 5: indeIMyb10.1-SBE_yellow allele; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
TTTTTTCCAGGAGGCAGTCCAGCA

<SEQ ID NO. 6: chr3 23939472-PCR-F; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
CCTCCCATTGGGTTTTGCC

<SEQ ID NO. 7: chr3 23939472-PCR-R; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
AAATTAGAGATAGGAAGAGGAACTG

<SEQ ID NO. 8: chr3 23939472-SBE 1; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
AAAAAAAACAAATCATCATCCAAAACTTGAGAGA

<SEQ ID NO. 9: chr3 23939472-SBE 2; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
AAAAAACCAAATTATCATCCAAAACTTAGGAGA

<SEQ ID NO. 10: chr4 16353619-PCR-F; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTG

<SEQ ID NO. 11: chr4 16353619-PCR-R; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
TTTGTTTTTGGCCGATAGGTTCC

<SEQ ID NO. 12: chr4 16353619-SBE; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
TTTTTTTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAAT

<SEQ ID NO. 13: chr2 29787028-PCR-F; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAG
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<SEQ ID NO. 14: chr2 29787028-PCR-R; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
AAGCATATGGGTTTGGGATGC

<SEQ ID NO. 15: chr2 _29787028-SBE; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
AAAAAAAAAAAAAAAAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACA

<SEQ ID NO. 16: chr4 _16000421-PCR-F; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTC

<SEQ ID NO. 17: chr4_16000421-PCR-R; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>
TCAACTACGTGTATTTGGTTTCGAA

<SEQ ID NO. 18: chr4 16000421-SBE; DNA; Prunus avium L.; other DNA>
CCCCCCCCTTGATGTTTTACATAGAATACATTGTGATTTAT

<SEQ ID NO. 19: amplified region contains marker indeIMyb10.1 blush/red allele; DNA; Prunus
avium L.; genomic DNA>

GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCACTCTTCCTCAACTGCTTTGTCCTATTGT
TCTTGGATTTTTTTAGTTAGTTTGATTTGAAACCAATCTAGTTTTTCAACTAGACTATT
GATATCCTTTGATATTAACACAGATAATTTCATTTAGACACTTGAGTTAATAACTGAG
TCTTTTTCTGCAGGTTGGCACCATTACTTTTATTTCCTTGGCAGGCCTCCTGGTCTTCA
TGCTTTTCTTCCTGGCAGCGACTCTCAATGCAATAATCATCTCTCTTCTATTGTCTTTG
GCAG

<SEQ ID NO. 20: amplified region contains marker indelMyb10.1 yellow allele; DNA; Prunus
avium L.; genomic DNA>

GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAGTTGAAGGAGAAGTTTGATGGACTCTGCAAGGTTGT
GAAGGATGTTTTGGGTGACAGAGTGGAGAAGGTTGTGGTGTCTGACCGTCTGACCGT
GCTGGACTGCCTCCTGGTCTTCATGCTTTTCTTCCTGGCAGCGACTCTCAATGCAATA
ATCATCTCTCTTCTATTGTCTTTGGCAG

<SEQ ID NO. 21: amplified region contains marker chr3 23939472 and primer chr3 23939472-
SBE 1; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>

CCTCCCATTGGGTTTTGCCTTTCCCTCTTCTTGACCTAAGTCCCGAGCACCAAAGAGC
TCCCTAGAATCTTGACTAGAAAGTCTCATATTTTATTACCAATAACAATTGGGACAA
AAAATAAASTCTCTCAAGTTTTGGATGATGATTTGGTTGATAAAATTTTAACAGTTCC
TCTTCCTATCTCTAATTT

<SEQ ID NO. 22: amplified region contains marker chr3 23939472 and primer chr3 23939472-
SBE 2; DNA; Prunus avium L.; genomic DNA>

CCTCCCATTGGGTTTTGCCTTTCTTTCTTCTTGACCTAATTCCTAAGCACCAAAGAGCT
CCCTTGAATCTTGACCAGAAAGTCTTAGATTTCATTACTAATAACAATTGGGACAAA
AAATAAASTCTCCTAAGTTTTGGATGATAATTTGGTTGATAACATTTTAACAGTTCCT
CTTCCTATCTCTAATTT

<SEQ ID NO. 23: amplified region contains marker chr4 16353619; DNA; Prunus avium L.;
genomic DNA>

GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTGATTTAATATATAAAACTAGATTATGAAAGACATATT
TTCTACTATTTGTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAATRATACCCACACATGTTC
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TTTGGTATATGTCACGTCAACTTGTGGAGTATACCTGCATAGGAACCTATCGGCCAA
AAACAAA

<SEQ ID NO. 24: amplified region contains marker chr2 29787028; DNA; Prunus avium L.;
genomic DNA>

GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAGTCAACAATGTGTACGAAACTTAAGAAAAAAATKCC
TAATATTGCCAACCTGGAATCATGTATTTTAGTTGGAGTGAAGCATGAGCAAAGCAT
GTTTCTAYGAGAGTAACATCTCAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACARAAGCTT
GTCTGGTTGCATCCCAAACCCATATGCTT

<SEQ ID NO. 25: amplified region contains marker chr4 16000421; DNA; Prunus avium L.;
genomic DNA>

CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTCAAGAAACAAACATTACAAAGAAAATTCTCGAGG
AATATTTACACCAWATAAATCACAATGTATTCTATGTAAAACATCAATTGGAAAATT
TCGAAACCAAATACACGTAGTTGA
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primert pro soucasnou detekci alel SNP markeri Slechtitelskych znakt u tie$né
ptaci, Prunus avium L., kterymi jsou barva plodu, doba zrani, hmotnost a pevnost plodu, metodou
SBE, vyznacujici se tim, Ze obsahuje nasledujici primery:
indelMyb10.1-PCR-F — pestra/Cervena
alela: GAATAATAATTAATCACAAAAGACTATGCAC (SEQ ID NO. 1),
indelMyb10.1-PCR-F — 7luta alela: GAGGCAAAGAAGAAGGAAGAG (SEQ ID NO. 2),
indelMyb10.1-PCR-R — CTGCCAAAGACAATAGAAGAGAG (SEQ ID NO. 3),
indeIMyb10.1-SBE — pestra/Cervena alela (v orientaci
forward): CTGCAGGTTGGCACCATTAC (SEQ ID NO. 4),
indelMyb10.1-SBE — zlut4 alela (v orientaci reverse): TTTTTTCCAGGAGGCAGTCCAGCA
(SEQID NO. 5)
pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v oblasti genu PavMyb10 pro detekci
znaku barva plodu,
chr3 23939472-PCR-F: CCTCCCATTGGGTTTTGCC (SEQ ID NO. 6),
chr3 23939472-PCR-R: AAATTAGAGATAGGAAGAGGAACTG (SEQ ID NO. 7),
chr3_23939472-SBE 1 (v orientaci
reverse): AAAAAAAACAAATCATCATCCAAAACTTGAGAGA (SEQ ID NO. 8),
chr3 23939472-SBE 2 (v orientaci
reverse): AAAAAACCAAATTATCATCCAAAACTTAGGAGA (SEQ ID NO. 9)
pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr3 23939472 dle referencniho
genomu Tieton v2.0 pro detekci znaku barva plodu,
chr4 16353619-PCR-F: GATTGTCTTGTCGTTTAGGGTG (SEQ ID NO. 10),
chr4 16353619-PCR-R: TTTGTTTTTGGCCGATAGGTTCC (SEQ ID NO. 11),
chr4 16353619-SBE (v orientaci
forward): TTTTTTTTTTATTTGAGATCACGATCACAGTTAAT (SEQ ID NO. 12)
pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr4 16353619 dle referencniho
genomu Tieton v2.0 pro detekci znaku doba zréni,
chr2 29787028-PCR-F: GCCTCTGTTGTCAAAGAATGAG (SEQ ID NO. 13),
chr2 29787028-PCR-R: AAGCATATGGGTTTGGGATGC (SEQ ID NO. 14),
chr2 29787028-SBE (v orientaci
forward): AAAAAAAAAAAAAAAAGCATTTGTATTGGGATCAAAATATACA (SEQ
ID NO. 15)
pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr2 29787028 dle referencniho
genomu Tieton v2.0 pro detekci znaku hmotnost plodu,
chr4 _16000421-PCR-F: CCGCCATTTTTGAATTTTTGGGTC (SEQ ID NO. 16),
chr4 16000421-PCR-R: TCAACTACGTGTATTTGGTTTCGAA (SEQ ID NO. 17),
chr4 16000421-SBE (v orientaci
reverse): CCCCCCCCTTGATGTTTTACATAGAATACATTGTGATTTAT (SEQ ID NO. 18)
pro identifikaci obou alel diagnostického SNP markeru v pozici chr4 16000421 dle referencniho
genomu Tieton v2.0 pro detekci znaku pevnost plodu.

12 vykresi

- 14 -



Cz 37383 U1

61 "ON (1 OAS

e TR - T e T Y T T T, e T N e T e T e FY ED. N R IR BN R R R SRR N B R P S O, R e TR RS S - T e T TSN s S T N e T BB e B

K
e

s A

[

R O TR e S [ RN P TR e TN Y W T TN MR, R R A T R S B N N TN A I e S O PR N TR R S e T e B e TR R O NP o N SR SR e L

£ - i |

- A B TSI R S O I T SR SRR TR (RS T P T e e I e R R, ER T e I T b RE L IR S TR S R TR B I e B s R R R R Rl A R S TN N N

v

AN o i R B O B el W PO S, e I R RN K e MR S O e Bl N e i T 1 [ S IS 1 P B e B3 R i W s Rl POl B W T K

A T By N T B NS N T N LN RN T g W E

iy b

ﬂ & o X L

Obr. 1A)

-15-



Cz 37383 U1

07 "OxN a1 O3S

= TR N T Y T W P Y T O™ T P Y P - Y e L s TR L~ - O I s 7 e S e - |

I T T T e 2.
II¥DLILOIIYVBLILDAODLOLIDEYYSYBDLo

2 T T 0 T R T TN s S TS T e T RO . - M= TP A TR T W T T e T T e T, T e T T

B W W .O-8 W W ON YO Y8040

SV IV LOS T L0 1R LW O8NS LSl R Y- 8L S W S s WO L LR BT N B B

Obr. 1B)

-16 -



Cz 37383 U1

YY¥PYLYBLLD

Ll

120N a1 Oas

W

=& 4L

YV AY Y P YR P2V RO RLALY Y IV AV P I VYALATVLLAAVAYILILD

Obr. 1C)

-17-



Cz 37383 U1

70N a1 O3S
B e 51, N e e W N el P R e e B R TR el T S P Y L S I, . TR SN RN

NS

[

Yol el LS -0l DL NUL YIS LS L L Sy T L YW RLYEYYY RIS LLYYINY LY YWLIY LLW 3L L LW EYL L2108

¥ ¥yw W

i i ]
i bk —Brl_ . L 1 Ll 11 "

YYYENY2IIVELLILYYERLLYDXLIENNDNFNIIVIIYNYIIIALALYY LIIND-L1 3L L0310 430 L4 -3 80 Lol 188909 L. )00 1 )

da [ i ] ir L @ s i

Obr. 1D)

-18 -



Cz 37383 U1

€£7°ON a1 OIS

FRYINNF YN IAFIDFILNLITFYEAY LV IBLA I LY LRSS LS LA FILGIVILOLYVLYALADDLL L IA LS LY ININIID

b 2 =l E|

DLODBYLLLDILELLILDLLYD

WA AL LN D AN B I AN SR L LAY Ll A LY LIV AP LA LAY LY IO VE L VALY VLI N YV VALY LYY LLLY

Obr. 1E)

-19 -



Cz 37383 U1

T oN dl O3S

S I T o T T ok e T e e e O TR e T I R R S N

_..__
PA LI EYY EYIN LY LYYYYOILY DD L LY LELZLLYIDY JLILYINVYALADRYRVYVIRAY LJLALDLY FRYYYIDRYR LY 2UOYYVFID ABYDSDLLDY L

N v = v ¥ 7 7 v v v 7 v 7 ¥l

& Ei il i i h )

] L1}

LALYLEOAMIANM YDA N IIBLLN LYY LIFH LAYV Y ¥y ¥ vOW W LAV v B IVLELOLYYIVY I LD WG LY VO Y ¥ IL0LLDL3L330
N D TR ey

Obr. 1F)

-20 -



Cz 37383 U1

223 INALLALY

i

w

¥ ¥ O

YR LDALLYYY VDY

$TON (a1 Das

¥yoBDLLVY

IV ALLYIVVEIVWSN

¥ O ¥W

Obr. 1G)

221 -



CZ 37383 U1

EZRERD

Obr. 2A)

-22 -



CZ 37383 U1

ERREE

Obr. 2B)

-23 -



CZ 37383 U1

H
At
TR EEEET

Obr. 2C)

-4 -



CZ 37383 U1

EEERREEN

Obr. 2D)

-25-



CZ 37383 U1

TEREIEESC

Obr. 2E)

-26 -



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

