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Sada primeri pro stanoveni nové S-alely
identifikované u genotypu "Téchlovicka I’
tiesné ptacéi (Prunus avium L.)

Utad priimyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda predmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zptisobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Sada primeru pro stanoveni nové S-alely identifikované u genotypu "Téchlovicka 1" tiesné ptaci
(Prunus avium L.)

Oblast techniky
Reseni se tykd sady primerti navrzenych pro detekci nové S-alely identifikované u genotypu

"Téchlovicka 1" ttesné€ ptaci (Prunus avium L.), kdy jsou tento genotyp a jeho potomci nesouci dosud
nezndmou S-alelu univerzalnimi opylovaci ostatnich odrtad tfesni.

Dosavadni stav techniky

TreSen ptaci (Prunus avium L.) patii primarné mezi cizosprasné rostliny. Cizosprasnost je systém
vyvinuty rostlinami za Gc¢elem zabranéni samoopyleni, aby byla zajisténa co nejvyssi vymena genil
v ramci populace. U tfeSni je cizospraSnost zajisténa multialelickym S-lokusem (konkrétni alely se
oznacuji jako S-alely a odlisuji se Cisly), ktery v ramci nerekombinujiciho haplobloku nese dva geny
kédujici proteiny zodpovédné za cizosprasnost, tj. gen pro S-RNazu zodpovédny za samici (pestikovou)
¢ast cizosprasnosti a gen pro S-haplotypove specificky F-box (SFB) zajistujici samci (pylovou) ¢ast
cizosprasnosti (Ushijima K, 2003, Yamane H, 2003). K uspé$nému opyleni a oplozeni dojde, pokud je
S-alela v genomu haploidniho pylového zrna odli$néd od obou S-alel diploidniho pestiku, avsak piesny
mechanizmus, ktery brani samoopyleni, neni dosud zndm (Tao R, 2010, Matsumoto D, 2016a, 2016b
a2019).

Cizosprasnost tfeSni ma dalekosdhlé negativni disledky pro jejich komercni péstovani. Jiz ve
ctyficatych letech minulého stoleti bylo potvrzeno, ze ne vSechny odriidy tfesni je mozné navzajem
opylit (Crane MB, 1937). Pro Gsp&sné péstovani urcité odrady proto byly vzdy uvadény experimentalné
zjisténé vhodné opylovaci odrudy, které je nezbytné do komercnich sadt vysadit, aby bylo dosazeno
maximalni mozné produkce plodi. Obvykly pocet stromt opylovaci odrtidy je 10 %, nebo je realizovana
vysadba sadu s kombinacemi odriid v jednotlivych fadach, tedy v poméru 1:1. Nejkriti¢téjsim
pozadavkem pfi vybéru vhodné opylovaci odrudy je (kromé odlisnosti S-alel) shodnost doby plného
rozkvétu, protoze k uspéSnému opyleni tfesni dochazi zpravidla béhem cca 4 az 5 dnti doby kveteni dané
odridy (Stdsser R, 1983). Obdobi kveteni vSak u riznych odrud tfesni, od nejranéjsich az po nejpozdeji
kvetouci, probiha cca 1 mesic (Vitrup Chl, 1996), proto je ¢asova shodnost kveteni obou odrud zcela
zésadni. Pro naslednou sklizen pak mtize byt problematické, pokud odridy spole¢né vysazené v sadu
dozravaji v odli$nou dobu, nebo se plody lisi vyznamné charakteristikami plodu a produkci neni mozné
smichat. Opylovaci odriida navic nemusi mit plody trzni kvality, coz by v disledku sniZovalo mozny
hektarovy vynos. Proto je snahou péstitelti a §lechtitelti vhodného opylovace pro komercni vysadby
»synchronizovat®™ s péstovanou odriidou nejen z hlediska stejné doby hlavniho kveteni, ale i z hlediska
zrani a kvality plodi, aby byla zaru¢ena maximalni mozna sklizen, a to nejen z hlediska kvantity, ale
také kvality.

Genotyp "Téchlovickd 1" (také oznacovan jako Ziklova) nese ve svém genomu novou S-alelu, ktera
nebyla dosud popsana, jak bylo zjisténo diky analyze sekvence okoli prvniho intronu
S-RNézy, jak byla amplifikovdna  plvodci  uzitného vzoru, pomoci algoritmu BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Vzhledem k zasadné se lisici sekvenci ji nelze identifikovat
ani sadou primerti narokovanou prihlasovatelem v udéleném uzitném vzoru 34519 s nazvem ,,Sada
primert pro stanoveni S-alel a alel promotoru genu MGST u tfe$né pta¢i (Prunus avium L.)
v jediné reakci®, ani dfive popsanymi univerzalnimi primery pro amplifikaci oblasti kolem prvniho
intronu S-Rnazy (Sonneveld T, 2003, Sonneveld T, 2006). Z divodu zcela nové S-alely je mozné tento
genotyp vyuZit coby univerzalniho opylovace vSech odrid tfesni, u kterych byly dosud S-alely
identifikovany.
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Stejné hodnotni coby univerzalni opylovaci vSak mohou byt i potomei “Téchlovické 1" nesouci tuto S-
alelu, nebot’ pfenosem této S-alely do dalSich genotypt tfesni je mozné rozsitit dobu plného kveteni
univerzalniho opylovace na celé obdobi kveteni tiesni, a tim zajistit vhodné univerzalni opylovace pro
vSechny dosud zndmé odridy. Stejné tak je u téchto potomkd mozné rozsifit dobu zrani na celé
produkeni obdobi tresni. V neposledni fade je mozné ziskat odriidu s kvalitnéjsimi plody pro komercni
uplatnéni, nezZ ma ptivodni genotyp s touto S-alelou "Téchlovicka I".

Pro jednoznacnou identifikaci potomkii genotypu "Téchlovickd 1" nesoucich ve svém genomu nove

identifikovanou S-alelu tak existuje potieba vyvinout molekularné geneticky systém pro rychlou
a spolehlivou detekci této nové S-alely.

Podstata technického feSeni

Vyse uvedenou potiebu identifikace noveé popsané S-alely fesi sada primeril pro stanoveni nové S-alely
identifikované u genotypu ‘Téchlovicka 1" tfeSné ptaci (Prunus avium L.) polymerazovou fetézovou
reakci (PCR) s detekci pfislusného PCR produktu napi. elektroforézou na gelu, nebo pii pouziti
fluorescencné znaceného primeru fragmentacni analyzou na kapilarnim genetickém analyzatoru. Tato
sada obsahuje primery:

CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC (SEQIDNO. 1)
GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC (SEQ ID NO. 2).

Prvnim krokem pro detekci této S-alely tfeSné ptaci (Prunus avium L.) je izolace genomové DNA,
nasleduje PCR s vyuzitim navrzené sady primerti pro specifickou amplifikaci vyse uvedené S-alely
a identifikace ptfitomnosti amplikonu. PCR amplifikaci je vhodné provést za soucasné¢ amplifikace
jakéhokoliv kontrolniho genu s primery poskytujicimi délkové odlisitelny produkt, aby byla potvrzena
amplifikovatelnost DNA z jakékoliv odridy tfesné ptaci v PCR reakci. Finalnim krokem je vyhodnoceni
pritomnosti nove popsané S-alely z genotypu "Téchlovicka I”.

Priklady provedeni technického feSeni jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a zddnym zplsobem
neomezuji rozsah této prihlasky, ktery je vymezen piipojenym narokem a podrobné popsan v popisu
technického feSeni. Odbornik v oboru bude schopen ucinit rizné modifikace pouzitého zptsobu PCR,
uvedenych primerd a fluorescenéniho oznaceni primeru tak, aby nedoSlo ke snizeni specifity PCR
detekce noveé popsané S-alely z odridy ‘Téchlovicka 1. Odbornik v oboru bude schopen vyuzit
jakykoliv kontrolni gen pro dikaz amplifikovatelnosti pouzité DNA v PCR reakci.

Objasnéni vykresu

Obr. 1: Sekvence amplifikovaného useku nové popsané S-alely z odridy "Téchlovickd 1" a mista
nasedani primerdi na ni. Sedivé oznacené sekvence reprezentuji mista nasedani primerd s uvedenim
jejich SEQ ID NO. (SEQ ID NO. 2 je v reverzni orientaci).

Obr. 2: Elektroforéza PCR produkti amplifikovanych se specifickymi primery pro S-alelu z genotypu
"Téchlovicka I" (171 bp) a primery rozpoznavajicimi promotor genu MGST, ktery byl u vSech genotypt
pouzit jako gen pro kontrolu amplifikovatelnosti DNA v reakci (145 bp). Vzorky jsou naneseny na
agarozovy gel v nasledujicim pofadi (v zavorce jsou uvedeny jejich S-alely): negativni kontrola bez
ptidané DNA, 'Téchlovicka I” (S4STéchl), "Téchlovan” (S3S6), "Halka'(S1S4"), "HL 18187  (S2S3"),
"Uriase de Bystrita” (S5S12), 'Rita” (S5S22), 'Italia 2" (S13S14), '437 NDR" (S7S9).

Obr. 3: Fragmentacni analyza PCR produkti amplifikovanych se specifickymi primery pro S-alelu
z genotypu "Téchlovicka 1" (169 bp) a primery rozpoznavajicimi promotor genu MGST, ktery byl
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uvSech genotypt pouzit jako gen pro kontrolu amplifikovatelnosti DNA v reakci (139 bp).
Fragmentaéni analyza byla provedena na kapilarnim genetickém analyzatoru AB3500, pro PCR byl
v kazdém paru primerti pouzit jeden primer znaceny 6-FAM. Uvedeny jsou vystupy fragmentacni
analyzy u genotypti "T&chlovicka 1" (S4STechl), "Téchlovan” (S3S6), "Halka'(S1S4"), "HL 18187’
(S2S3"), "Uriase de Bystrita” (S5S12), 'Rita” (S5S22) a Ttalia 2" (S13S14).

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Priklad 1: Navrh sekvenci primerQ

Pro detekci nové popsané S-alely z genotypu "Téchlovicka 1" byly pomoci programu Vector NTI
Advance navrzeny primery pro PCR amplifikaci tak, aby amplifikované fragmenty mély vhodnou délku
umoziujici jejich jednoznac¢nou identifikaci jak na agar6zovém gelu, tak fragmentacni analyzou. Jejich
specifita byla ovéfena algoritmem Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) proti sekvencim
pochéazejicim z tfesné ptaci (Prunus avium L.).

Byly vybrany nasledujici primery:

CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC (SEQIDNO. 1) a
GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC (SEQ ID NO. 2).

Navrzené primery nerozpoznavaji zadnou znamou sekvenci S-RNazy z tiesné ptaci (Prunus avium L.).

Ptiklad 2: Detekce nové popsané S-alely z genotypu "Techlovicka 1" tfesné ptaci (Prunus avium L.)
metodou elektroforézy v agar6zovém gelu

Pro amplifikaci S-alel byla pouzita DNA izolovana z lyka tfesné ptaci (Prunus avium L.) soupravou
Exgene Plant SV (GeneAll) podle ndvodu vyrobce. Byly pouzity DNA z genotypu "Téchlovicka I’
(S4STéchl) a kontrolnich genotypti "Téchlovan” (S3S6), "Halka'(S1S4"), "HL 18187 (S2S3"), "Uriase
de Bystrita” (S5S12), 'Rita” (S5S22), 'Italia 2° (S13S14) a "437 NDR" (S7S9) obsahujicich jiné, a to
velmi casto se vyskytujici S-alely. Pfipravenda DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci
s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl DNA (10 ng/ml); 5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific), nize uvedené primery SEQ ID NO. 1 az SEQ ID NO. 4, kazdy ve
vysledné koncentraci 500nM, PCR voda do celkového objemu 10 pl. Jako kontrola amplifikovatelnosti
pridané DNA byly pouzity primery pro amplifikaci promotoru genu MGST (nenarokované SEQ ID NO.
3 a SEQ ID NO. 4). Negativni kontrola neobsahuje pfidanou DNA.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 40x (98 °C/10's, 60 °C/10s, 72 °C/15 s); zavérecna extenze 72 °C/15s. Po
ukonceni reakce byly vzniklé PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 3% agarozovém gelu,
vysledky této analyzy jsou zachyceny na Obrazku 2.
Pro PCR detekci noveé popsané S-alely z genotypu "Téchlovicka I” tfeSné€ ptaci se v reakcei pouzily tyto
primery:
CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC (SEQIDNO. 1)a
GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC (SEQ ID NO. 2)
a tyto primery poskytly ocekavany fragment o délce 171 bp.
Pro PCR detekci kontrolniho genu MGST se v reakci pouzily tyto primery:

AAAGCCTTCAAGTGGGAAAG (SEQIDNO. 3) a
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TTGCTTACAGGTCATTACTTACACG (SEQ ID NO. 4)
a tyto primery poskytly ocekavany fragment o délce 145 bp.

PCR fragment odpovidajici S-RNaze z genotypu "Téchlovickd 1" (171 bp) byl identifikovan pouze
u tohoto genotypu, u ostatnich genotypt s jinymi S-alelami nebyl pozorovan. K amplifikaci kontrolniho
genu MGST (145 bp) vsak doslo ve vSech reakcich, primery pro amplifikaci S-RNazy z "Téchlovicka
I” jsou tedy zcela specifické pro tento genotyp.

PCR fragment ziskany z genotypu "Téchlovicka 1" odpovidajici délkoveé S-RNaze byl vytiznut z gelu
a vyizolovdn ExpinTM Combo GP kitem podle doporuceni vyrobce (GeneAll Biotechnology).
Izolovany fragment byl dle navodu vyrobce osekvenovan kitem BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) za pouziti amplifika¢nich primerti a nasledn¢ analyzovéan na
genetickém analyzatoru Applied Biosystems 3500 genetic analyzer (ThermoFisher Scientific).
Sekvence byla oveéfena metodou Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), kdy jako sekvence
s nejvyssi identitou byla identifikovdna S22 S-RNaza ze slivoné skvélé (Prunus speciosa) pochazejici
z Japonska s procentem identity 77,2 % v ramci 96 % délky sekvence uvedené na Obrazku 1. Nejbliz§im
homologem z tfeS$né ptaci (Prunus avium L.) byla S7 S-RNaza s homologii 88,2 %, avSak pouze v rdmci
25 % délky sekvence uvedené na Obrazku 1. Ziskana sekvence naopak plné odpovidala amplifikaci
unikatni sekvence identifikované diive na pracovisti ptihlasovatele (Obr. 1).

Ptiklad 3: Detekce nové popsané S-alely z genotypu "Téchlovicka 1" tfesné ptaci (Prunus avium L.)
fragmentacni analyzou

Pro amplifikaci S-alel byla pouzita DNA izolovana z lyka tfesné ptaci (Prunus avium L.) soupravou
Exgene Plant SV (GeneAll) podle ndvodu vyrobce. Byly pouzity DNA z genotypu "Téchlovicka I’
a kontrolnich genotypt "Téchlovan” (S3S6), "Halka’(S1S4"), "HL 18187  (S2S3"), "Uriase de Bystrita’
(S5S12), 'Rita” (S5522), 'Italia 2" (S13S14) obsahujicich S-alely uvedené v zavorce. Pfipravena DNA
byla pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reak¢nimi podminkami: 1 pl DNA (10 ng/ml);
5 pl Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific), vySe uvedené primery
SEQ ID NO. 1 a 2, kazdy ve vysledné koncentraci 120nM, vyse uvedené primery SEQ ID NO. 3 a SEQ
ID NO. 4, kazdy ve vysledné koncentraci 90nM, PCR voda do celkového objemu 10 pl. Primery SEQ
ID NO. 1 a SEQ ID NO. 3 byly fluorescen¢né¢ znaceny na svém 5" konci fluoroforem 6-FAM.

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
98 °C/30 s; cyklovani: 28x (98 °C/10 s, 60 °C/10 s, 72 °C/15 s); zaverecna extenze 72 °C/15 s.

1 ul PCR produktu byl smichan s 15 ul Hi-Di™ formamidu a 0,5 pl velikostniho standardu GeneScan™
600 LIZ™ dye Size Standard v2.0 (oboji od ThermoFisher Scientific). Vzorky byly denaturovany pti
95 °C 5 min a fragmentacni analyza amplikont byla provedena s vyuzitim genetického analyzatoru
AB3500 dle navodu vyrobce (ThermoFisher Scientific). Detekce amplifikovanych fragmentt v daném
vzorku byla provedena pomoci GeneMapper® Software 5 (ThermoFisher Scientific), vystup
z fragmentacni analyzy je uveden na obrazku 3.

Odbornikovi v oboru je zndmo, ze velikost analyzovanych PCR fragmentd vyhodnocena pfi kapilarni
elektroforéze zavisi kromé skuteéné délky sekvence i na sekvencnich vlastnostech amplifikovaného
fragmentu, pouzitém fluorescen¢nim znaceni, pouZzitém piistroji a podminkach elektroforézy (viz také
www.thermofisher.com). Muze se tedy liSit od délek uvedenych v Ptikladu 2 vyse a v tomto konkrétnim
prikladu byla pfislusna velikost fragmentll 169 nukleotidii pro nové popsanou S-alelu z genotypu
"Téchlovickd I" a 139 nukleotidi pro kontrolni MGST fragment.
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Primyslova vyuzitelnost

vvvvv

ptaci (Prunus avium L.). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nov¢ identifikovanou S-alelu, budou tento
genotyp a jeho potomci nesouci tuto S-alelu pouzitelni coby univerzalni opylovaci vSech odrud tfesni
s diive popsanymi S-alelami. Vzhledem ke kratkému obdobi kveteni jednotlivych odriid oproti celkové
dobé kveteni vSech riiznych odrud tiesni Ize pivodni genotyp "Téchlovicka I” pouzit k vytvoreni novych
hybridl nesoucich tuto S-alelu, kteti svou dobou kveteni pokryji celé obdobi kveteni tfesni. Tak by byli
zajisténi vhodni univerzalni opylovaci pro vSechny dosud zndmé odridy. Stejné tak je u téchto potomki
mozné rozsifit dobu zrani na celé produkéni obdobi tfesni, aby byla zjednodusena sklizetn odriidove
smiSenych sadl tfe$ni. V neposledni fad€ je mozné ziskat odriidu s kvalitn€jSimi plody pro komer¢ni
uplatnéni, nez mé ptivodni genotyp s touto S-alelou "Téchlovicka I".

Narokovana sada primert je tedy primyslové vyuzitelnd pro tak zvané molekularnimi markery
asistované Slechténi (MAS) se zaméfenim na detekci nové popsané S-alely z genotypu "Téchlovicka I’
tteSné ptaci (Prunus avium L.). Umoziuje velkokapacitni testovani produkovanych hybridii s moznosti
vyselektovat perspektivni semenace s touto novou S-alelou jiz po n¢kolika tydnech rustu, a to ve stadiu
prvnich listd. Bez molekularnich analyz je tieba veskeré potomstvo obsahujici i nezddouci genotypy
s jinymi S-alelami udrzovat ve vysadbé po dobu cca 6 let, kdy je teprve mozné provést opylovaci
zkousky v sadu. Takto rana selekce Slechtitelského materialu pfinasi nemalé financni uspory diky tomu,
ze Setii praci, material i prostor nezbytné pro péstovani semenacu tiesni. Identifikovani jedinci nesouci
nove popsanou S-alelu z genotypu "Téchlovicka 1" budou vyuzitelni jak ve Slechtitelské, tak péstitelské
praxi.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primert pro stanoveni S-alely u genotypu 'Téchlovicka 1" tfesné ptaci Prunus avium L.
metodou PCR vyznacujici se tim, ze obsahuje primery, jejichz sekvence jsou

CTCTCTTTGGTCTTCTTCTTGTGC SEQIDNO.1a
GCTTGCTGATTGTAAATAAACTGC SEQ ID NO. 2.

3 vykresy
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SEQ II? NO. 1

CTAAGTATGGCGATGTTGCGAAATCGTCACTCGCTTTCAATATTCTCTC

50 ] 7‘0 80 90

SEQIDNO.1

TTTGGTCTTCTTCTTGCGTGCGCTTCATTATGCAGCGCTGGOGTGGGTAAAATG

100 110 120 130 140

TCTGCTCTATGGOGTATATTAAATTTAGTTTATTATTGCGTTAACGCACGA

50 60 70 80

CTTTGTTTTCTTTGGATCAAGTAACTATTTGTAGTAGTTGAAATAAA
150 200 210 30

TCCAGTTTATTTACAATCAGCAAGCTAAAATTATGTTTTTTACGCAG

240 250 260 270 280

CGATCTTATCAATATTTTCAGTTTOGTGCGCAACAATGOCCAGCAACCACC
7% 300 310 320

TGCGCAGTTAGCAAAAAACCTTGTTATCAAATCCCGCCATCAAAAAT

EE]]

cT

Obr. 1



CZ 34908 U1

=
(6S.S) HaN Le¥
»

(P1S€1LS) T Bl
w

(zzsss) eny
v

(Z15GS) epushg op eseun
w

(.£SzS) /8181 H
-

(.#S1S) edileH
-

(9s¢£S) uenojyoz |
»

(Iyo91S#S) | BxaIA0YRL
~ -

gjosuoy [uApefaN

JoyIeW IU)SoNI[oA

200 bp
150 bp

145 bp

100 bp

Obr. 2



CZ 34908 U1

0

j;f":; Teéchlovicka | S4STechl

= Uriase de Bystrita 55512

MGST
139 nt

= Rita $5522

MGST
139 nt
v

= Italia 2 S$13S14

MGST
139 nt
v

Obr. 3

-10 -



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

