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1 Cil metodiky

Metodicky postup a feSeni se tyka navrzeni sady mikrosatelitnich markerd ve
specifickych genech Trifolium pratense (jetel luéni) definovanych na zakladé
vlastniho sekvenovani dalsi generace. Zahrnuje druhové specifické SSR mar-
kery v kodujicich sekvencich (exonech) gend pro desaturazy, polyfenoloxidazy
a noduliny, které jsou soucasti metabolickych drah biosyntézy mastnych kyselin,
dilezitych pro kvalitu bilkovin a pro fixaci dusiku, a dale zahrnuje SSR marke-
ry v genech pro rezistenci a pro vynosové charakteristiky. Metodika se také vzta-
huje k postupu amplifikace cilovych sekvenci SSR markerti pomoci specifickych
sond. Testovaci sada mikrosatelitnich markert je uréena pro oblast Slechténi je-

tele lu¢niho.




&)

2 Teoreticky tvod

Pojmem geneticky marker obecné oznacujeme znak s jednoduchou genetickou
determinaci. Genetické markery mizeme rozdélit na markery morfologické, je-
jichz zménou dochazi i ke zméné fenotypu, markery biochemické, jejichz zmé-
nou vznikaji rozdilné proteinové produkty, a DNA markery, které se li$i na trov-
ni sekvence DNA. Prvni dva typy nejsou piili§ vyuzivany pro svoje nedostatky,
jako je maly pocet a nizka uroven polymorfismu, vliv prostiedi na fenotypovy
projev (morfologické), metoda detekce (izoenzymy). DNA markery maji fadu
vyhod, jako je jejich velky pocet v genomech, jednoduché metody detekce, pro-
jev neni ovliviiovan prostredim, vysoka uroveil polymorfismu, nékteré maji ko-
dominantni charakter apod. Mohou to byt sekvence velmi kratké, naptiklad jen
nékolik pard bazi, ale i pomérné dlouhé.

Mikrosatelity, nebo také SSR (simple sequence repeat) ¢i STR (short tandem re-
peat) markery, jsou tandemové repetice sekvenci, které jsou dlouhé pouze 2 az
6 bazi. Polymorfismus téchto markert byva zptsoben riznym poctem opakova-
ni této kratké sekvence, jez je mozné analyzovat elektroforeticky po jejich am-
plifikaci metodou polymerazové fetézové reakce (PCR). Pro reakci se navrhuji
primery ohranicujici SSR marker. Vyvoj primert je klicovym krokem, pro jejich
navrh je nutna piedchozi charakterizace sekvenci obsahujicich SSR. SSR marke-
ry se vyznacuji velkym poctem alel, byvaji obvykle kodominantni, coz zname-
na, ze je mozn¢ identifikovat ob¢ alely daného organismu. Vyhodou téchto mar-
kerti je jejich rovnomérné rozlozeni po celém genomu a také jejich vysoky po-
Cet. Vyskytuji se nejcastéji v nekodujicich oblastech genomu. Odlisenim jednot-
livych alel markeru lze prozkoumat odlisné populace s cilem popsat napt. eko-
nomicky zajimavé vlastnosti rostlinného materialu a jejich genetickou podstatu.
Jejich pomoci lze identifikovat a geneticky zmapovat major- i minorgeny, kte-
ré determinuji danou vlastnost. Mikrosatelitni markery vSak lze pouzit i pro na-
sledné klonovani genu pro danou vlastnost, vyuZit je pro popis variability mezi

odridami, ¢i je vyuzit v ramci $lechténi pro ivodni selekci vychoziho rostlinné-
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ho materidlu. Variabilita mezi jedinci je pak zji§tovana pomoci PCR. Pro ziska-
vani SSR markerid v kodujicich sekvencich se ¢asto vyuzivaji znamé sekvence
EST (sequence-tagged site). U modelovych druhi ¢eledé Fabaceae bylo s jejich
pomoci doposud ziskano 32 126 SSR u Medicago truncatula, 12 298 SSR u Lo-
tus japonicus a 37 308 SSR u kulturniho druhu Glycine max (http://www.intra-
net.icrisat.org/gt1/SSR/SSRdatabase.html). Genomy jetel (7rifolium) jsou kvi-
li cizosprasnosti a silné gametofytické inkompatibilit€¢ vysoce variabilni a poly-
morfni, coZ ma za nasledek vysokou miru heterozygotnosti. Vyuzivani SSR mar-
kerti i z blizce ptibuznych druhd, ale i odlisnych genotypt, je malo efektivni.
SSR markery byly u jetele lu¢niho vyuzity pfedev§im ke konstrukci vysycenych
genetickych map na zakladé rekombina¢niho mapovani (Sato et al. 2005; Herr-
mann et al. 2006; Isobe et al. 2009).

V databazi markert spravované Vyzkumnym institutem Kazusa (Kazusa DNA
Research Institute; http://marker.kazusa.or.jp) je v soucasné dobé dostupnych 7
785 markert pro jetel luéni, z nichz 7 262 jsou markery SSR, 228 markery RFLP
(restriction fragment length polymorphism) a 209 SSR markert je odvozenych
z kolekei EST jetele plazivého. Pro jetel plazivy je zde dostupnych 1 993 marke-
ri. V databazi EST GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST) je v soucas-
né dobé vlozeno 53 731 EST jetele, pticemz 38 353 pochazi z jetele lu¢niho, 15
323 z jetele plazivého, 53 z T. purpureum a 2 z T. subterraneum. Pti vyuziti SSR
markert je problém s jejich nizkou ptenositelnosti mezi druhy, ale i genotypy,
a to predevsim u cizospra$nych druht, jakym je i 7. pratense.

Pied rozvojem metod sekvenovani dalsi generace (NGS, next-generation se-
quencing) byl vyvoj SSR markerid velmi pracny a nakladny. Zahrnoval konstruk-
ci genomovych knihoven, izolaci a sekvenovani klonti obsahujicich SSR. Meto-
dy NGS predstavuji efektivnéjsi zptisob pro izolaci SSR, jsou rychlejsi, vykon-
néjsi, levnéjsi a maji vetsi vynosnost izolovanych SSR. Pro izolaci SSR u rost-
lin se pouzivaji metody 454 a Illumina. Vyhodou shotgun sekvenovani pomo-
ci technologie 454 jsou relativné dlouhé fragmenty, delsi nez u metody Illumina.

Metoda Illumina vychazi levnéji a produkuje vétsi mnozstvi dat, ktera zcela po-
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kryji genom. Hlavni vyhodou NGS oproti klasickému Sangerovu sekvenovani je
nizsi cena a veétsi rychlost a vykon dosazené diky paralelnimu zpracovani obrov-
ského mnozstvi vzorkd. Proto se témto metodam také fika metody masivné para-
lelniho sekvenovani (,,massively parallel sequencing®, Quail et al. 2012). Nedo-
statkem je produkce kratkych fragmentd, kterych je ohromné mnozstvi. Nasled-
né zpracovani téchto fragmentl vyzaduje specialni software a vybaveni pro ana-
lyzu a také uchovavani dat. Ob€ metody maji oproti klasickému Sangerovu sek-
venovani vyssi chybovost, ktera je redukovana zvySenim pokryti.

Pro vyhledani SSR bylo pouzito sekvenovani genomu nebo transkriptomu.
Hlavni vyhodou markert ziskanych z transkriptomu je moznost jejich spojovani
s uzite¢nymi geny a fenotypy. Wang et al. (2010) pouzili metodu Illumina k vy-
hledani SSR v transkriptomu druhu Ipomoea batatas (batatovnik jedly) a meto-
du 454 vyuzili napt. Dutta et al. (2011) k vyhledani SSR v transkriptomu dru-
hu Cajanus cajan (kajan indicky). U T. pratense Yates et al. (2014) publikovali
sadu SSR marker( v genech asociovanych s toleranci k suchu. Nevyhodou zna-
mych SSR markert 7 pratense, které jsou lokalizovany v genetickych mapach,
je neznalost jejich asociace s konkrétnimi specifickymi geny. Zndmé SSR mar-
kery jinych rostlinnych druht asociované s konkrétnimi geny zase nemaji vyu-

ziti u T. pratense.
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3 Vlastni popis metodiky

3.1 Sekvenovani jaderné DNA a vyhledani sekvenci
mikrosatelitQ

V prvnim kroku je nezbytné ziskat genomické sekvence cilovych genotypt. Ge-
nomicka sekvence dvou odrud jetele luéniho (Trifolium pratense, Start, Tatra) je
ziskana pomoci sekvenovani dalsi generace na platformé HiSeq2000. Pro piipra-
vu DNA jsou ze semen ziskany rostliny a z 30dennich rostlin konkrétnich geno-
typt vypéstovanych ve skleniku jsou odebrany listy. Z 10 g mladych listd je izo-
lovana DNA z jader (Zhang et al. 1995).

V ptipad¢ odridy Start byly z DNA pfipraveny a sekvenovany dvé genomic-
ké knihovny s riznou délkou fragmentt, krat$imi a del$imi, u odridy Tatra byla
sekvenovana jedna genomicka knihovna (viz Tab. 1). V dalSim postupu jsou sek-
venacni ready zkontrolovany pomoci FastQC a ptipadné artefakty sekvenovani
(zbytky adaptérit) je nutné spolu s nizce kvalitnimi bazemi odstranit. Na zakladé
velikosti haploidniho genomu jednotlivych druhti z rodu Trifolium bylo vypoci-

tano pokryti uvedené v nasledujici tabulce.

Tab. 1: Udaje k sekvenovani dal3i generace Trifolium pratense

Start Tatra
Genomicka knihovna 300-1200 bp 700-2000 bp 280-580 bp
Pocet fragmentt 534 mil. 113,7 mil. 243,6 mil.
Pokryti genomu 122,3x 25,2x 55,4x

Sekvenacni ready jsou opraveny programem Echo v1.11 (Kao et al. 2011), kte-
ry eliminuje sekvenaéni chyby na zakladé pravdépodobnosti jejich vyskytu. Pro-
gram Abyss v1.3.3 (Simpson et al. 2009) Ize poté vyuzit pro sestaveni genomu
osekvenovanych odrad 7. pratense.

Vysledné kontigy jsou filtrovany na duplicity a program SSRLocator (da Maia
et al. 2008) je pouzit pro vyhledani mikrosatelitnich lokusd. Pocet mikrosatelit-
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nich markerd a zastoupeni zakladnich motivi bylo zhodnoceno pomoci vlastni-
ho PERL skriptu SSR_motif length.pl (Piiloha 1). Zastoupeni zakladnich moti-

vl SSR marker pro cely genom studovanych odrid je nasledujici:

T. pratense Start 64 174 SSR

mono: 16 758 (26,11%)
di: 7 843 (12,22%)
tri: 18 377 (28,64%)
tetra: 4575 (7,13%)
penta: 9069 (14,13%)
hexa: 3307 (5,15%)

komplexni: 4 245 (6,62%)

T. pratense Tatra 79 579 SSR

mono: 22 401 (28,1%)
di: 9 818 (12,3%)
tri: 21374 (26,9%)
tetra: 5770 (7,3%)
penta: 10 534 (13,2%)
hexa: 3799 (4,8%)

komplexni: 5 883 (7,4%)

Byly predikovany mikrosatelitni markery v koédujicich oblastech odrid Start a
Tatra, pficemz tyto markery se nachazi ptimo v exonech jednotlivych genti. Pro-
tein kodujici geny jsou piedpovézeny programem Augustus (Stanke et al. 2004)
a vétsina z nich je anotovana pomoci softwaru Blast2GO v2.6.6 (Conesa et al.
2005) na zakladé sekvenéni homologie, predikce proteinovych domén a podob-
nostech s Gene Ontology databazi (http://www.geneontology.org).

Pocty mikrosatelitnich markert a rozdéleni dle jejich zastoupeni dle délky za-

kladniho motivu je nasledujici:

@

T. pratense Start kodujici sekvence 5 540 SSR

mono: 6 (0,11%)

di: 49 (0,88%)

tri: 4 489 (81,03%)
tetra: 14 (0,25%)
penta: 67 (1,21%)
hexa: 440 (7,94%)

komplexni: 475 (8,58%)

T. pratense Tatra kodujici sekvence 6 749 SSR

mono: 8 (0,12%)

di: 40 (0,59%)

tri: 5365 (79,49%)
tetra: 14 (0,21%)
penta: 83 (1,23%)
hexa: 530 (7,85%)

komplexni: 709 (10,51%)

Pro identifikaci SSR markert ve specifickych genech je vyuzita nejcastéji pouzi-
vana matrice pro vyhledavani rostlinnych gent zalozend na modelu Arabidopsis
thaliana. K predikci kompletnich i parcidlnich genti jsou vyuzity kontigy T. pra-
tense delsi nez 200 bp. Anotace gend je provedena pomoci softwaru Blast2GO,
je zalozena nejen na vysledcich BLASTP, ale i na vyhledavani proteinovych do-
mén pomoci InterProScan (Zdobnov a Apweiler 2001), ktery prochazi proteino-
vé databaze ProDom, PRINTS,Pfam, Gene3D, PANTHER, SuperFamily, Sig-
nalP, TMHMM, PIR, SMART,TIGR, PROFILE, a PROSITE. Geny nasledn¢ na
zaklad¢ anotace ziskaji EC number (enzymové klasifika¢ni oznaceni) a jsou do-
sazeny do KEGG map, které popisuji jednotlivé biosyntetické drahy primarnich
i sekundarnich metaboliti.

Na zakladé sekvencéni homologie jsou identifikovany cilové geny a v nich pomo-

13
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ci softwaru SSRLocator (da Maia et al. 2008) SSR markery. Celkem jsou identi-

fikovany nasledujici geny s SSR markery (Tab. 2):

1) 59 nodulinovych gent, které hraji esencialni roli pfi fixaci vzdusného dusiku;
v kddujicich oblastech téchto gent bylo identifikovano 5 SSR markert,

2) 33 geni pro desaturazy participujici na biosyntéze mastnych kyselin se 3 SSR
markery,

3) 6 gent pro polyfenoloxidazy participujici na kvalité bilkovin s 1 SSR markerem,

4) 445 gent rezistence s 27 SSR markery,

5) 25 gent pro vynosové charakteristiky s 2 SSR markery.

3.2 Postup pro validaci SSR markert

V tabulce 2 je uveden piehled identifikovanych mikrosatelitnich markerd s dalsi-
mi charakteristikami jako je zdkladni motiv SSR markeru, pocet opakovani tohoto
motivu, piimy a zpétny oligonukleotid, které ohrani¢uji mikrosatelit, délka ampli-
fikovaného produktu pfi teploté nasedani oligonukleotidi 58 °C. Provedeni je za-
lozeno na izolaci genomové DNA z jednotlivych rostlin béznymi metodami mo-
lekularni biologie. Izolovana DNA je podrobena vySetfeni metodou PCR pomoci

part sond (oligonukleotidi) komplementarnich s DNA ohranicujici SSR marker

3.2.1 Izolace DNA

Pro izolaci celkové genomové rostlinné DNA analyzovanych vzorkd je mozné
vyuzit komer¢ni kity, metodu CTAB (hexadecyltrimetylamonnium bromid; Ro-
gers a Bendich 1988; Pfiloha 1) nebo modifikovanou metodu dle Dellaporta et
al. (1983; Ptiloha 2). Méfeni koncentrace a Cistoty DNA Ize provést pomoci Na-
noDrop (M.G.P. s.r.0.).

3.2.2 Polymerazova retézova reakce
Komponenty pro PCR:
GO-TAQ™ DNA polymeraza od firmy SIGMA®

14
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5x GOTaq PCR Reaction Buffer do firmy SIGMA®
Deoxynecleotide Mix od firmy SIGMA®

Slozeni reak¢ni smési o finalnim objemu 10 pl pro PCR SSR markeru:

Komponenta Koncentrace Objem (pl)
dNTP 200 uM 0,2
Sx pufr 2,0
Primer P SpM 0,2
Primer L 5SpM 0,2
Go-Taq polymeraza 1,5U 0,1
Sterilni H,O 5.8
DNA 1-10 ng 1,5

Komponenty reakéni smési pro PCR napipetovat do mikrozkumavek, promichat

pipetou, kratce zcentrifugovat, umistit do termocykleru znacky BIOMETRA.

Program SSR markery:

1. 94°C |3 min
58°C |1 min
72°C |1 min
2. 94°C |30 sec :l opakovat 30x
58°C |30 sec
72°C |30 sec
3. 72°C |5 min

3.3.3 Detekce fragmenti DNA
Detekce amplifikovanych produktl je provadéna elektrofoteticky v 3% agar6zo-

vém gelu nebo polyakrylamidovém gelu.
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Tab. 2: Testovaci sada mikrosatelitnich markerti v souboru znaki jetele lu¢niho ve specifickych 215189.t1.cds2 |[AATACCACAATGCGCCTA AATGTTTGCCAAGTCCAA 122 (ATC)4
genech se vyznacuje nasledujici skladbou.
: g17034.t1.cds5 |CACCAATGGAACGTCTTC  |GAGGAAAGGAAGGGAACA 234 (ATG)4

Lokus Primy oligonukleoid Zpttny oligonukleoid p“’$¢“ Motiv ¢18749.t1 cds4 |AATACCACAATGCGCCTA  |CACCGGGAAGGATATTTT 215 |(ATCM
Geny pro desaturdzu 221880.t1.cds2 [TGAGCACCCTCCAAATAA  |GAAAGGGAGTTCGGAAGA 301 (TCT)4
g5504.tl.cds13 | TGGGTCTTAACTTGAGGT GATTTGCACGAAAGGTTG 189 (CTT)6 €22400.t1.cds8 |AGAATTGAGGTTGGGGAG  |TCCATAGCATAGGAATCCA 308 (GAT)5
g12626.tl.cds8 | CCGAGGAAGAAGAAGAGG | TTGAGCAGCCCAATAAAG 230 (TGT)4 €25533.tl.cdsl |GCCTAAAAGATCCGAAGC — |CGTCCTTGGTGAATGGTA 142 (TTC)4
g16356.tl.cds8 | TAAAGCCACTTGCTCCAG ~ |CCATGAATCTTTCACCCA 320 (AGAACA)3 226114.t1.cds6 |CACCCAGGTTTGGTGATA  |CCTGATAATCATCGGCTG 322 (AGC)5
Geny pro noduliny 226468.t1.cds4 |CTTCCTCCTCAAAAAGGC — |TTTCATCGTCCCAGAAAA 186 (TAC)4
£19969.t1.cds1 |CCAATACACCATCCTCCA GGTGGTTTTTCATGGTGA 104 (ACC)H4 €31403.t1.cds] |GCTTGTGTCCATGGAGTG ~ |TAATTCCAAGCCAGTTGC 233 (CTT)5
822526.t1.cdsl |CTTGTCAGGTTTTGCTGG GGAGCCTTACCCAACACT 348 (AGCH 234996.t1.cds2 |GCAAAAAGAGCCACAAGA  |GCCTCTCCCCATCTATTC 348 (AAG)5
827967.tl.cds] |AAGCAAGACATCAAAGCG  |AAAAAGCTGCAAGCAATG 262 (TGA)5 236642.t1.cds] |CCAATTTGATTTTGCGTC GAGTGGTCTTACCCACCC 273 (CCT)5
g34222.tl.cds4 | GCAATGAGTGCAATTTCC CTTCCTGCAGGTCTGTTG 130 (ACCH 238112.t1.cds2 |[TGCACGAAGTAGCTAGGG ~ |CTCAACCACAAAAGGTGC 119 (CTG)5
234578.tl.cdsl | TTTAGTAGCCGGTGCTTG GCTGATGCTAATGCTGCT 180 (AAT)4 242040.t1.cds! |[GGCTTGCAGTATCATCCA GCACCATGTTGAAGAAGC 304 (TCT)13
Geny pro polyfenoloxidizu 242780.t1.cds] |TGAAAATCATCCAAACAACA |CTTTGCGGATGTCTGAAC 194 (TCAY
249764.t1.cds] |[TGGAGTTGGAAATACCGA | TGACACCATCCCCATATC |2oo |(AGA)4-(GAT)4 Geny pro vynosové charakteristiky
Geny rezistence g13114.t1.cds10| CGTGTGAAAATGGGAGAA  |AGTGGCTGTTGAGGATCA 266 (ATG)4
82655.tl.cds4  |GCCTAAAAGATCCGAAGC — |CGTCCTTGGTGAATGGTA 142 (TTC)4 g13114.t1.cds11| TCCAGAACCAGAAGGTGA  |GCCACCATTTTGATGAAG 295 (TTC)14
@3211.tl.cds2  |CCATGTACCGCAAAGAAG  |ATTACCGATATCTCCCCG 195 (CAAYM
¢5346.tl.cdsl  |TAAATGGATTGTCGACGG ~ |GCTGTGGGAAATGGTACA 273 (CTC)4
26033.tl.cdsl  |CCCTCAGTTGCTGTGAAG — |CGAGGAACAATAGTCGGA 274 (TCA)4
¢6171.tl.cds3  |GGGTGTGTTGTTGGAAAA  |[TGTCAACATCAGCAGCAG 152 (GAT)4
29093.tl.cdsl  |GGTACCGGTGGCTTAAAT  |TTCCTGGAACACCAAAAA 316 (CTGM
29093.tl.cdsl  |GGATGATCGTGTCAAAGC — |CCGAGATTCCTCTTGGTT 328 (TGC)M
€12019.t1.cds] |AGGGATTGTGGTGGAGTT  |TGGAAAACCAAAGGAACA 329 (TGG)5
¢13444.t1.cds] |[TCCGAAATCGAAGAAATG | AGGAGAGTAATGTAACTGCACA (270 (AGC)4
¢13783.t1.cds] |[TAAGTTTTCATTTGCCGC AACCCTTTTCAGTTTGGG 257 (AAT)5
213969.t1.cds3 |[TTTGAAAATGTTCGCCAT CTGGAAGCATGGTGATGT 223 (TCA)4
¢14097.t1.cds4 |[AAAGGTCTTCGGAGGCTA ~ |[TTCCAGCCACAATAGGAA 271 (TCTCCA)3
g14625.t1.cds3 [GAAGTCATGTTTCCGCAC ~ |CATTAGGATGCAAGTGGC 267 (AGA)5
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4 Srovnani novosti postupu

Aktualnost navrzeného postupu vyplyva ze soucasnych moznosti rozvoje geno-
miky, ziskani celogenomovych sekvenci, identifikace genti a jejich funkci. Sek-
venovani dalsi generace je vhodnou a spolehlivou alternativou klasickych a bio-
technologickych metod. Vyvoj markert k ziskanym sekvencim konkrétnich ge-
notypt na zakladé sekvenci ziskanych sekvenovanim dalsi generace, popf. sek-
venci ziskanych z dostupnych databazi, zajisti spolehlivou detekcei cilovych sek-
venci a studium jejich variability. Pfenositelnost SSR markeri ptejatych z litera-

tury neni tak spolehliva.

5 Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika bude vyuzita v oblasti diagnostiky genotypi jetele pro ziskani novych
zdroju diverzity vyuzitelnych pii tvorbé nového Slechtitelského materialu pro
vyslechténi odriidy s pozadovanymi hospodarskymi znaky jako je odolnost k pa-
togendm, zlepSena fixace dusiku a vys$si obsah polyfenoloxidaz dilezitych pro
vyzivarské parametry. Diagnostické markery jsou funkéni (kauzalni) markery v
cilovych genech. Takové soubory SSR markert jetele je mozné vyuzit v populac-
nich studiich ve §lechténi jetele lu¢niho pfi 1) charakterizaci rozsahlych kolekei
genovych bank pro vylouceni duplicit, 2) odliSeni odrid, 3) asociacnich studiich
a detekci markert v genetické vazbé s hospodarsky vyznamnymi geny (MAS;

marker assisted selection).

6 Ekonomické aspekty

Metodika vychazi z potieby maximalné optimalizovat Slechtitelsky proces, pro-

toze tvorba novych odrid jetele lu¢niho je dlouhodoba zalezitost. Hlavnim za-

@

meérem je uplatnéni novych metod skriningu a diagnostiky ve Slechténi jetele

luéniho zalozenych na molekularné genetickych metodach. Aplikace téchto me-
tod bude znamenat zvyseni efektivnosti Slechténi, jeho vyrazné urychleni a tim

i ekonomicky efekt.
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Priloha 1

PERL skript SSR_motif length.pl

#!/usr/bin/perl
#AUTHOR: Jan Istvanek, Laboratory of Molecular Plant Genetics, Masaryk University

unless (SARGV[0]) {print "This script counts length of SSR basic motif after prediction.\nUsage:
perl SSR_motif length.pl [SSRfile.txt]\n";}

if (JARGV[0] eq "-h" | SARGV[0] eq "-help") {print "This script counts length of SSR basic motif
after prediction.\nUsage: perl SSR_motif length.pl [SSRfile.txt]\n";}

Sinput = SARGV[0];

open (IN, $input);
open (OUT, ">$input.motif");
open (STATS, ">$input.stats");

($one, $two, Sthree, $four, $five, $six, $Scomplex, $all) == 0;

while ($line=<IN>) {
chomp ($line);
@data = split(/\t/, $line);
if ($data[7] =~ /Motif/) {
print OUT join ("\t", @data) . "\tSSRLength\n";
next;

}

if (Sdata[7] == A\-/) {
$SSR_length = "complex";
Scomplex++;
}
else {
$data[7] =~ s/[O\d+]//g;
if (Sdata[7] =~ Aw{6}/) {
$SSR_length = 6;
$six++;
}
elsif (Sdata[7] =~ Aw{5}/) {
$SSR_length = 5;
$five++;
}
elsif (Sdata[7] =~ Aw{4}/) {
$SSR_length = 4;
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$four++;

}

elsif ($data[7] =~ A\w{3}/) {
$SSR_length = 3;
Sthreet+;

}

elsif ($data[7] =~ Aw{2}/) {
$SSR_length = 2;
$two++;

}

elsif ($data[7] =~ Aw{1}/) {
$SSR length = 1;
Sonet+;

H

print OUT join ("\t", @data) . "t{$SSR_length\n";

H

$all = ($one + $two + Sthree + $four + $five + $six + $complex);
if ($one > 0) {$rel_one = $one / $all;}

if ($two > 0) {Srel_two = Stwo / $all;}

if ($three > 0) {$rel_three = $three / $all;}

if ($four > 0) {$rel four = Sfour / $all;}

if ($five > 0) {Srel five = $five / $all;}

if ($six > 0) {$rel_six = $six / $all;}

if ($complex > 0) {$rel_complex = $complex / $all;}

print STATS "SSR statistics-basic motif statistics:\nMotif\tCount\tRelat.\n";

if ($one > 0) {print STATS "mono:\t$one\t$rel one\n";} else {print STATS "mono:\tO\t0\n";}

if ($two > 0) {print STATS "di:\t$two\t$rel two\n";} else {print STATS "mono:\t0\t0\n";}

if ($three > 0) {print STATS "tri:\tSthree\t$rel_three\n";} else {print STATS "mono:\tO\t0\n";}

if ($four > 0) {print STATS "tetra:\t$four\t$rel four\n";} else {print STATS "mono:\t0\t0O\n";}

if ($five > 0) {print STATS "penta:\t$five\tSrel_five\n";} else {print STATS "mono:\tO\t0\n"; }

if ($six > 0) {print STATS "hexa:\t$six\t$rel_six\n";} else {print STATS "mono:\t0\t0\n";}

if ($complex > 0) {print STATS "compl.:\tScomplex\tSrel complex\n";} else {print STATS "mono:\
tO\t0\n"; }

close IN;
close OUT;
close STATS;
exit;
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Ptiloha 2

Izolace celkové rostlinné DNA metodou CTAB

Pouzité roztoky
¢ 2x CTAB buffer

2 % CTAB (firma Sigma-Aldrich); 100 mM TRIS (pH 8,0); 1,4 M NaCl; 1 % PVP (Mr 40000)
* 10 % CTAB

10 % CTAB; 0,7 M NaCl

¢ CTAB precipitation buffer

1 % CTAB; 50 mM TRIS (pH 8,0); 10 mM EDTA (pH 8,0)

¢ High-salt TE buffer

10 mM TRIS (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0); 1 M NaCl

¢ 0,1x TE buffer

1 mM TRIS (pH 8,0); 0,1 EDTA (pH 8,0)

1. 100 mg listd umistit do 1,5 ml eppendortky. Zkumavku ponofit do 2/3 do tekutého dusiku. Za-

mrazeny material ihned homogenizovat.

2. Vyjmout zkumavku a nechat asi 3 min ve stojanu, aby se teplota homogenatu zvysila tésné pod

bod mrazu. Homogenat zalit 140 ul 2x CTAB zahtatého na 65 °C. Roztok promichat pipetou.
3. Mikrozkumavku uzavfit a nechat 5 min ve vodni lazni 65 °C.
Pridat 210 pl chloroformu, dikladné protiepat v ruce a 30 s odstifed’ovat pti 12 000 rpm.

5. Odebrat 120 ul supernatantu, ptidat 12 ul 10% CTAB solution (10:1) — pfedehiaty na 65 °C, jinak
je moc vizkdzni. Protfepat v ruce, pfidat 120 pl chloroformu, dikladné protfepat v ruce a 30 s

odstied’ovat pti 12 000 rpm.

6. Odebrat 100 pl supernatantu do ¢isté eppendorfky (odebirat pomalu, aby se neodebral chloro-
form), ptidat 100 pl CTAB precipitation buffer (1:1) a jemné promichat pipetou. Odstred’ovat
60 s pii 14 000 rpm (zobacek mikrozkumavky smétuje ven, aby se védélo, kde je pelet, nemusi

byt vidét). Odstranit supernatant (pozor na pelet. Je rozprostien na sténé zkumavky).

7. Ptidat 50 pl High-salt TE buffer, protfepat na vortexu, 10 min ponechat v lazni 65 °C, znovu vor-

texovat.

8. Pridat 100 pl 96% etanolu vychlazeného na —20°C, promichat pipetou, odstiedit 10 min pfi
14 000 rpm, odstranit supernatant (pozor na pelet, je na dn¢ a muze se také vznaset v superna-

tantu).

9. Pridat 50 ul 80% etanolu vychlazeného na -20°C, odstfedit 5 min pfi 14 000 rpm. Odstranit su-

pernatant, nechat asi 1 hod vysusit pii laboratorni teploté.
10. Rozpustit v 50 pl 0.1x TE buffer. Nechat 1 hod rozpoustét. Uchovavat pii -20 °C.
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Piiloha 3

Izolace celkové genomické rostlinné DNA

Pouzité roztoky

e Extrakéni buffer

100 mM Tris-HCI, pH 7.5, 500 mM NaCl, 50 mM EDTA, 10 mM B-merkaptoethanol, 1% SDS
¢ TE buffer

50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 10 mM EDTA, pH 8.0

1. den

1. Zrostliny odebrat 1g listq, listy dat do tfeci misky a zalit tekutym dusikem a pofadné nadrtit.

2. Nadrcenou hmotu pfenést do nové 50 ml centrifugacni zkumavky.

3. Pridat pfedehiatych 15 ml EB pufru, dobie protiepat.

4. Pridat pfedehraty 1 ml 20% SDS, opatrné protiepat.

5. Inkubovat 20 min ve vodni lazni 65 °C.

6. Thned ptidat 5 ml octanu draselného, protepat, nechat 20 min na ledu.

7. Centrifugovat 15 min 4tis otacek 4 °C.

8. Supernatant prelit na ledu pfes sterilni gazu do pfipravené vychlazené centrifugacni zkumavky s
isopropanolem.

9. Nechat 30 min pii -20°C.

10. Centrifugovat 15min 4tis otacek 4 °C.

11. Supernatant vylit.

12. Pfilit malé mnozstvi 80% ethanolu, jemné oplachnout sediment a ethanol dikladné vylit/odsat.

13. Sediment nechat oschnout v zapnuté¢ digestofi 30 min.

14. Ptidat 700 pl TE pufru.

15. Nechat rozpoustét pies noc v lednici.

2. den

1. Zkontrolovat, jestli se sediment rozpustil, pokud ne, tak vortexovat/promichat $pickou az do roz-
pusténi.

Cely objem piepipetovat do 2ml ependorfky.

Pridat 700 pl fenolu.

3 min v ruce obracet, centrifugovat 7 min 13tis. otacek 20°C.
Odebrat horni fazi do nové 1,5ml ependorfky.

Pridat 700 pl fenolu.

3 min v ruce obracet, centrifugovat 7 min 13tis. otacek 20°C.
Odebrat horni fazi do nové 1,5ml ependorfky.

Pridat 350 pl fenolu a 350 pl chloroformu.

10. 3 min v ruce obracet, centrifugovat 7 min 13tis. otacek 20°C.

A A o
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Odebrat horni fazi do nové 1,5 ml ependorfky.

Pridat 700 pl chloroformu.

3 min v ruce obracet, centrifugovat 7 min 13tis. otacek 20°C.

Odebrat horni fazi do ptipravené vychlazené ependorfky s octanem sodnym.

Pridat ptipravenych vychlazenych 500 pl isopropanolu.

Diukladné promichat, centrifugovat 15 min 13tis. otacek 4 °C.

Supernatant vylit.

Prilit malé mnozstvi 80% ethanolu, jemné oplachnout pelet a ethanol pofadné vylit/odsat.
Nechat oschnout v zapnuté digestofi 20 min.

Pelet rozpustit ve 100 pl TE pufru.

Pridat 12 pl RNazy, inkubovat 1 hodinu pfi 37 °C.

Pridat 10 pl octanu amonného a pfipravenych vychlazenych 220 pul ethanolu.

Dobfie promichat, nechat srazet 1 hodinu pfi -20 °C.

Centrifugovat 15 min 13tis. otacek 4 °C.

Supernatant vylit.

Prilit malé mnozstvi 80% ethanolu, jemné oplachnout pelet a ethanol dikladné odsat.
Nechat oschnout v zapnuté digestofi 20 min.

Rozpustit ve 200 pl vody.
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Piiloha 4

Obr. 1: Detekce fragmentii SSR markeru v lokusu g49764.t1.cdsl genu pro enzym polyfenoloxida-

zu u odrud jetele luéniho.

1 Agil, 2 Bonus, 3 Brisk, 4 Garant, 5 Chlumecky, 6 Nemaro, 7 Pavo, 8 Radan, 9 Respect, 10 Sla-
vin, 11 Slavon, 12 Spurt, 13 Start, 14 Suez, 15 Tabor, 16 Trubadur, 17 Van, 18 Vendelin, 19 Vltavin,
20 Astur, 21 Atlantis, 22 Beskyd, 23 Bivoj, 24 Blizard, 25 Cyklon, 26 Dolina, 27 Dolly, 28 Fresko,
29 Kvarta, 30 Kvarta, 31 Radegast, 32 Rezista, 33 Sigord, 34 Sprint, 34 Tempus, 36 Titus, 37 Ves-
na, 38 Vulkan, 39 Amos

Fragmenty jsou detekovany na agarézovém gelu, kde je zfejmy polymorfismus. U odrid Chlumec-
ky, Tabor, Atlantis, Dolina, Radegast, Sigord, Sprint a Vulkan nebylo v ramci sekvence genu cilo-

vé misto pro amplifikaci.

Obr. 2: Detekce fragmentii SSR markeru v lokusu g34222.t1.cds4 genu pro noduliny u odrid jetele
lu¢niho.

1 Agil, 2 Bonus, 3 Brisk, 4 Garant, 5 Chlumecky, 6 Nemaro, 7 Pavo, 8 Radan, 9 Respect, 10 Sla-
vin, 11 Slavon, 12 Spurt, 13 Start, 14 Suez, 15 Tébor, 16 Trubadur, 17 Van, 18 Vendelin, 19 Vltavin,
20 Astur, 21 Atlantis, 22 Beskyd, 23 Bivoj, 24 Blizard, 25 Cyklon, 26 Dolina, 27 Dolly, 28 Fresko,
29 Kvarta, 30 Kvarta, 31 Radegast, 32 Rezista, 33 Sigord, 34 Sprint, 34 Tempus, 36 Titus, 37 Ves-
na, 38 Vulkan, 39 Amos

Fragmenty jsou detekovany na agar6zovém gelu, kde je ziejmy polymorfismus. U odrid Chlumec-
ky, Tébor, Atlantis, Dolina, Radegast, Sigord, Sprint a Vulkan nebylo v ramci sekvence genu cilo-

vé misto pro amplifikaci.
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