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A. PROTOKOLY

protokol D: sekvenovani DNA

Sekvenovanim zjistime potadi bazi (A, C, T, G) v n¢jakém konkrétnim tseku DNA. Postup

muzeme rozdélit do nékolika kroka:

1.

2.

PCR amplifikace konkrétniho iseku DNA pomoci dvojice specifickych primert. Primery
jsou specifické pro jedno konkrétni misto v jaderné nebo chloroplastové DNA. V jaderné
neboli nuklearni DNA (nDNA) se nejjednoduseji a nejcastéji sekvenuji oblasti tzv.
internal transcribed spaceru (ITS), které jsou piitomny aZ v desitkéach tisic kopii. Useky
chloroplastového genomu se také velmi jednoduSe amplifikuji, protoZze kruhovych
molekul cpDNA je v izolatu zpravidla velké mnozstvi. Casto se sekvenuji nekodujici
useky (introny nebo spacery) jako napf. trnL-trnF, psbA-trnH ad. (viz Tabulka 1)

precisteni PCR produktu — provede se nejcastéji pomoci komerc¢nich kit (napt. GenElute
PCR Clean-Up Kit (Sigma) nebo PCR Extraction Kit (Geneaid)). Pie¢isténim se produkt
zbavi zbylych primerti a neinkorporovanych dNTP. Toto je velmi dilezité, protoze pfi
nasledné sekvenacni reakci je pouZzit pouze jeden primer a také koncentrace dNTP musi
byt vybalancovana vzhledem k ostatnim slozkam, ptedevs§im ddNTP (viz dalsi krok). Aby
sekvenacni reakce probé&hla optimalné, je tfeba zajistit i spravny pomér koncentrace
primer:PCR produkt. Proto je dobré zméfit koncentraci PCR produktu napi. fotometricky.
cyklicke sekvenovani (cycle sequencing) je v podstaté modifikovana PCR reakce, pii které
pouzijeme pouze jeden sekvenacni primer a PCR produkt jako templat. Nedochazi tedy
k exponencialni, ale pouze k linearni amplifikaci templatu. Kromé klasickych dNTP jsou
v sekvenaéni smési ptitomny i ddNTP (2°,3’-dideoxynukleotidtrisfosfaty). Ty jsou
fluorescenéné znaceny (kazda baze jinou barvou) a navic pii inkorporaci do vznikajiciho
fet¢zce DNA zamezi jeho dalSimu prodluzovani. Vysledkem sekvenacni reakce je tak
smés razné dlouhych fetézci DNA a kazdy je fluorescenéné oznacen barvou podle toho,
kterou bazi kon¢i. Tyto produkty jsou pak elektroforeticky rozdéleny na automatickém
sekvenatoru a je mozno ptecist posloupnost jednotlivych bazi. Sekvenuje se vzdy jen
S jednim primerem (umozni ¢ist cca 450-850 bazi, zalezi na kvalit¢ PCR produktu a na
sekvenci bazi). Pokud chceme sekvenovat delSi usek nez cca 500 bazi, je tieba provést
dv¢é sekvenaéni reakce s ruznymi primery (tzv. forward a reverse), PCR produkt bude

osekvenovan z obou stran, které se potom pomoci specifického software spoji dohromady.



4. presrazeni (precipitace) produktii sekvenacni reakce — pted analyzou na automatickém
sekvenatoru je tfeba produkty cyklického sekvenovani precistit a presrazet s NaOAC
(acetat sodny) a ethanolem.

5. sekvenacni analyza na automatickém sekvendtoru — v kapilarnim sekvenatoru ABI 3130xI
Avant (v sekvenacni laboratofi PiF UK) jsou produkty cyklického sekvenovani

elektroforeticky rozdéleny podle délky.

D1. protokol na PCR amplifikaci

Do 1.5 ml eppendorfky si piipravime PCR smés pro pfislusSny pocet vzork. Mnozstvi
polymerazy i studované DNA je mozné ménit, v tom piipadé upravime objem vody tak, aby

celkové mnozstvi bylo 20 pl.

o sterilni Milli-Q VOda..........ccoeviiniiiincc e 15.60 pl
o 10x PCR buffer (Sigma) ......ccoovveiiiieiineiieneeeeee e 2.00 ul
e ANTP (10 MM) oo 0.40 pl
o forward primer (25 pmol/pl) .....cccooviiiiiii 0.25 ul
e reverse primer (25 pmol/ul) ....ccoooviieiiiii 0.25 ul
e (JumpStart) RedTag DNA Polymerase (Sigma) (1U/ul).... 0.50 pl
o +studovana DNA (5 Ng/ul)..eeevveiiieiieeecee e 1.00 ul

Se viemi chemikaliemi pracujeme na ledu. Polymerédzu vynddme z mrazaku az tésné pied
pipetovanim a pak ji ihned vracime zpéatky. Jako primery pouZijeme forward a reverse
primery podle toho, jaky usek chceme sekvenovat (Tabulka 1). Rozpipetujeme do
jednotlivych zkumavek pfislusny objem smési (v tomto ptipadé 19 ul) a piidame 1 pul DNA.

Zkumavky vloZzime do termocykleru s nasledujicim programem:

94 °C 1:00
94 °C 0:45
52-62 °C 0:45 } 25-35 x
72°C 1:00-2:00
72 °C 10:00
10 °C hold

Teplotu annealingu a dobu elongace nastavime podle Tabulky 1. Témét vzdy je dobré provést
gradientovy test optimalni teploty annealingu pied sekvenovanim vétsiho mnozstvi vzorki.

Po probéhnuté reakci otestujeme amplifikovany produkt nanesenim cca 5 ul na agarosovy gel
(1%) v 1x TAE bufferu. Do prvni jamky na gelu naneseme 1.5 ul Zebiicku (100 bp DNA

Ladder Plus). Na gelu by mél byt vidét jeden prouzek v délce zhruba odpovidajici ocekavané



dle tabulky. Jeho délku odhadneme pomoci softwaru KODAK 1D Image Analysis Software
porovnanim s prouzky Zebfticku.

Pokud je na gelu viditelny jeden jasny prouzek v délce zhruba odpovidajici délce fragmentu
dle tabulky, povedlo se ndm namnozit studovany usek a mizeme pfistoupit k precisténi PCR
fragmentu (protokol D2). V opa¢ném piipadé bude tieba PCR reakci optimalizovat (zvysit
teplotu annealingu, zvysit koncentraci MgCl,, piidat tzv. aditiva... viz obecné poznamky
k PCR).

D2. protokol na precisténi PCR produktu pomoci GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma)

PCR produkt piecistime pomoci kitu GenElute PCR Clean-Up Kitu (Sigma), ktery vyuZiva
tzv. ,,spin column technique®, tj. kolonky s membrénou na kterou se vaze DNA. Alternativou
je PCR Extraction Kit (Geneaid), ptipadné mizeme piecistit fragment vytizly z gelu pomoci
MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen).
e ke zbylym 15 pl PCR produktu ptidame 5x nasobek Binding solution a dukladné
promichame na vortexu
e vlozime kolonku do oznacené (!) 2 ml eppendortky, piepipetujeme do ni smés
Z ptedchoziho bodu
e centrifugujeme 1 minutu pfi maximalnich otackach
e vylijeme to, co proteklo kolonkou (DNA zlstala navazana na membran¢)
e vlozime kolonku zpatky do 2 ml eppendorfky a ptidame 500 ul Wash Solution (s
piidanym etanolem)
e centrifugujeme 1 minutu ptfi maximalnich otackach
e vylijeme to, co proteklo kolonkou (DNA navazana na membrané se promyla)
e vlozime kolonku zpatky do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 2 minuty pfi
maximalnich otackach (pro odstranéni zbytkového etanolu)
e vlozime kolonku do nové (a oznacené!) 1.5 ml eppendorfky a piimo do stfedu
membrany napipetujeme 20 ul 1x TE bufferu ptfedehiatého na 65°C (napf.
v eppendorfce na termobloku
e nechame stat 15-30 minut
e centrifugujeme 2 minuty pii maximalnich otackach
Pro podrobngjsi navod a dalsi poznamky k ptecisténi PCR fragmentt viz ndvod ke Kitu.

Zmé&fime koncentraci DNA pomoci Nanodropu.



D3. cyklické sekvenovani

Sekvenacni reakci provadime pomoci kitu BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit od

firmy ABI. Napipetujeme sekvenacni reakci dle tabulky (viz poznamky pod tabulkou):

cela o Y

Ready Reaction Mix |8 ul 4 ul 2 ul

primer 3.2 pmol{3.2 pmol{3.2 pmol

templatova DNA

Sequencing Buffer 5x |0 2 ul 4 ul
sterilni voda
celkovy objem 20l 20l 20l

e celkovy objem sekvenacni reakce je 20 ul, ztoho 7 ul tvofi Ready Reaction Mix,
Buffer a primer, vody a PCR produktu je zbylych 13 ul

e v piipadé 2 a Y reakce Setfime sekvenacni premix a ¢ast ji nahrazujeme sekvenacnim
bufferem, pouZijeme v piipadé sekvenovani bezproblémového templatu

e primer jiz je natedén na 3.2 pmol/ul, tj. pfidavame 1 pl

e mnozstvi templatové DNA je podle nasledujici tabulky (nejbéznéji sekvenujeme
fragmenty okolo 1000 bp a pouzivame 15 ng DNA), mnoZstvi PCR produktu v ul tedy

zavisi na nameéfené koncentraci:

templat (PCR produkt) mnozstvi
100-200 bp 1-3ng
200-500 bp 3-10 ng
500-1000 bp 5-30 ng
1000-2000 bp 10-40 ng

e pro kazdy vzorek podle koncentrace PCR produktu spocitame kolik pl je potieba, aby
Vv reakci bylo pfitomno napf. 15 ng DNA a podle toho upravime mnozstvi vody pro
ptisludny vzorek

e pripravime smés z Ready Reaction Mix, Bufferu a primeru pro ptislusny pocet vzorki

(pracujeme na ledu, obsahuje polymerazu), promichame na vortexu, kratce sto¢ime



e rozpipetujeme smeés do PCR zkumavek nebo do stripti a ke kazdému vzorku ptidame
spocitané mnozstvi vody a PCR produktu
e promichame na vortexu, lehce sto¢ime v minicentrifuze a vloZzime do PCR cycleru

s nésledujicim programem:

96 °C 0:10
50 °C 0:05 25 x
60 °C 4:00

10 °C hold

D4. precipitace produktu

e produkt sekvenacéni reakce piepipetujeme do popsanych 0.5 ml eppendorfek

e ke 20 pl produktu pfidime 2 pl 3M NaOAc (acetat sodny) a 50 pl 96% ethanolu
(z mrazéku)

e promichame a nechame stat pii laboratorni teploté 10-15 minut

e centrifugujeme v chlazené centrifuze 30 minut pfi 13 200 rpm a 22 °C

e opatrné(!) odpipetujeme supernatant (precipitat neni vidét), pipetujeme po druhé
stran¢ eppendorfky nez ma byt pellet

e piidame 250 pl 70% ethanolu (z mrazaku), promichame a centrifugujeme v chlazené
15 minut pii 13 200 rpm a 22 °C

e zopakujeme piedchozi dva body

e otevien¢ zkumavky s odpipetovanym supernatantem nechame 5 minut stat pii
laboratorni teploté v zapnutém laminarnim boxu

e vysuSime 5-10 minut pii 65 °C (na termobloku), ubrouskem otfeme zbytky ethanolu
ze svrchni ¢asti zkumavky

e ve vysuSené formé je produkt pfipraven k odneseni do Laboratofe sekvenace DNA

(Vini¢na 7, 2.suterén), produkt v této formé vydrzi 1-2 tydny pii -20 °C



protokol E: AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Metoda AFLP je uréena ke zjisténi polymorfismu v celkové DNA. Je zaloZena na restrikci

DNA pomoci dvou restrikénich endonukledz a nésledné selektivni amplifikaci pouze urcité

¢asti fragmentll. Metodiku mizeme rozdélit do n¢kolika ¢asti:

1.

restrikce celkové DNA — dvojici restrikénich endonukleaz (typicky EcoRI a Msel) je
DNA rozstipana na mnoho fragmentut, které na svych koncich maji ECORI nebo Msel
restrikéni misto. Restrikce je pfi dodrZeni standardnich podminek (teplota, pH) velmi
specificka a reprodukovatelna.

ligace — na konce fragmentd jsou pomoci enzymu T4 ligazy pfipojeny tzv. adaptory,
tj. kratké tuseky dvouietézcové DNA o znamé sekvenci, které maji jeden konec
komplementarni k fragmentiim roz§tépenym restrikénimi endonukleazami. Vysledkem
jsou tedy fragmenty, jejichz poc¢atecni a koncova sekvence je zndma.

preselektivni amplifikace (preamplifikace) — pomoci dvou primerd, jejichz sekvence je
komplementarni k sekvenci adaptort + 1 tzv. selektivni baze, je zajisttna PCR
amplifikace pouze 1/16 restrik¢énich fragmenti, které maji na jednom konci EcoRI a
na druhém Msel adaptor.

selektivni amplifikace — PCR reakce s tzv. selektivnimi primery (tj. primery se dvéma
az Ctyimi selektivnimi bazemi), dochazi k dalsi redukci poc¢tu fragmentii na optimalni
pocet, ktery je mozné vyhodnocovat. Nejcastéji se pouzivaji kombinace primerQ se
ttemi selektivnimi bazemi (Tabulka 2). Zpravidla se selektivni amplifikace pro kazdy
vzorek déla tiikrat nebo Ctyfikrat, vzdy s rtiznou kombinaci selektivnich primera a
riznym fluorescenénim znacenim. Automaticky sekvendtor umi najednou rozeznat
Ctyti az pét fluorescencnich barev, tou ¢tvrtou, resp. patou je standard (viz nasledujici
bod).

smichani selektivnich PCR produktit a presrazeni produktu s NaOAc — kazdy vzorek
vznikne smichanim 1 pl od kazdého ze 3-4 selektivnich PCR produktti s primerem
znaCenym vzdy jinou fluorescen¢ni barvou. Tento pomér byva zpravidla nutné
»vyladit® pro kazdy druh a primerovy par. Na intenzitu ma vliv jak pouZita
fluorescenéni barva, tak zvolend kombinace ECORI a Msel primeri v kombinaci
s prislusnou DNA. Presrazeni produktu ethanolem v ptitomnosti soli (acetat sodny)
slouzi k precisténi PCR produkti. Poté je k produktu piidan fluorescenéné znaceny
zebticek (napi. GeneScan-ROX-500). Ten se piidava jako vnitini standard ke
kazdému vzorku, aby bylo pozd&ji mozné identifikovat délku kazdého AFLP

fragmentu a jednoznac¢né ji srovnavat s délkou fragmentt v jakémkoliv jiném bé&hu.
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6. fragmentacni analyza na automatickém sekvendtoru — v kapildrnim sekvenatoru ABI
3130x!l (v sekvenac¢ni laboratofi PiF UK) jsou AFLP produkty elektroforeticky
rozdéleny podle délky.

E1. restrikce DNA

Pro restrikci a ligaci pouzivame AFLP® Core Reagent Kit | od firmy Invitrogen (Life
Technologies). Presné slozeni jednotlivych Casti kitu lze nalézt v bookletu pfilozenému ke
kitu. Do 1.5 ml eppendorfky si napipetujeme restrikéni smés pro prislusny pocet vzorkt podle
navodu. Stale pracujeme na ledu, smés restrikénich enzyml vynddme z mrazaku az tésné pred

pipetovanim a okamzité poté opét vracime do -20 °C.

o  5x Reaction BUfer........ccccovveiieii i 1.0l
®  ECORI/MSEL...cuiiiiii et 0.4 ul
o SEErinNi HoO oo 1.1l

Smés promichame na vortexu, kratce zcentrifugujeme a 2.5 ul rozpipetujeme do 0.2 ml PCR
zkumavek. Pridame 2.5 pul DNA (20-50 ng/ul) a inkubujeme 2-6 hodin (podle optimalizace
pro dany druh) pti 37 °C v termocykleru.

E2. ligace adaptori

Pro ligaci si v 1.5 ml eppendorfce pfipravime ligacni smés pro pfislusny pocet vzorku (také
s vyuzitim AFLP® Core Reagent Kit I). Opét pracujeme na ledu, ligaéni roztok i T4 ligiza
jsou velmi nachylne k vyssim teplotam.

o Adapter/Ligation SOIUtiON..........cccoviiiiiiiniienieece e 4.8 ul

® T4 DNA LIQASE ...ooviiiiiiiiiiisiieeeie e 0.2 ul
Po 5 pl pfidame ke vzorktim po restrikci (pracujeme velmi opatrné, pipetujeme bilou $pickou
tésn¢ pod hladinu kapaliny v mikrozkumavce, pfi praci stale sledujeme spravné napipetovani
a vypusténi obejmu, PCR zkumavky pii praci drzime vruce!). DNA sligaéni smési
inkubujeme pii 37 °C 2-12 hodin nebo pies noc (opét nejlépe v termocykleru). Poté vzorky
zamrazime v -20 °C aZ do dalSi prace.
Zda restrikce prob&hla spravné, otestujeme na 1.8% agarosovém gelu v 1x TBE bufferu pii
60V. Nanasime 3-5 ul produktu po restrikci/ligaci (po smichani 1 ul 6xloading dye). Na gelu

by mél byt vidét rozmazany pruh rozstépené DNA, piedevsim mezi 50-1000 bp.
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E3. preselektivni amplifikace (preamplifikace)

Pro preamplifikaci pouzivame AFLP® Pre-amp Primer Mix | od firmy Invitrogen (Life
Technologies). Do 1.5 ml eppendorfky smichame smés podle nasledujiciho navodu. Opét

pracujeme na ledu.

®  PA MIX ittt e 4.0 ul
e 10x Buffer for JumpStart RedTaq.......cccccerverrvernrinieeienn 0.5 ul
e JumpStart RedTaq Polymerase (Sigma) .........cccceeeeevveneenne 0.1ul

PopiSeme si nové PCR zkumavky a rozpipetujeme do nich 4.6 ul smési. Pfidame 0.5 pul DNA
po restrikci a ligaci z minulého kroku (pracujeme velmi peclivé s 1 ul pipetou, vizualné
kontrolujeme napipetovani a vypusténi malych objeml, PCR zkumavky pii praci drzime

v ruce!). Zkumavky peclivé uzavieme a vlozime do termocykleru s nasledujicim programem:

72 °C 2:00
94 °C 0:30
56 °C 0:30 } 20 x
72°C 2:00
60 °C 30:00
10 °C hold

Spravné probéhlou preamplifikaci miZeme opét otestovat na 1.8% agarozovém gelu v 1x
TBE bufferu pfi 60V. Na gel naneseme 2 pl nefedéného (!) produktu preamplifikacni PCR
reakce smichaného s 1 ul 6x loading dye). Po elektroforéze bychom méli vidét opét
rozmazany pruh fragmentti, né€které z nich by mély byt vyrazné;si.

Preamplifikaéni PCR reakci nafedime 10x sterilni H,O (pokud jsou prouzky na kontrolnim
gelu slabsi, mozno fedit mén¢), promichame na vortexu a kratce zcentrifugujeme. Zamrazime

v —20 °C pokud hned nepokracujeme dal§im krokem.

E4. selektivni amplifikace

Selektivni amplifikace se provadi tfikrat nebo i Ctyfikrat pro kazdy vzorek, vzdy s jinou
kombinaci primeri a jinym fluorescenéné oznacenym primerem. Na sekvenatoru lze totiz
vyuzit dvou typl tzv. matic neboli toho, jak pfistroj rozezndva fluorescencné znacené
fragmenty (Ctytbarevny dye set D-30 s barvami 6-FAM, HEX, NED a standardem ROX a
pétibarevny dye set D-33 s barvami 6-FAM, VIC, NED, PET a standardem LIZ). Je mozné
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kombinovat pouze barvy nalezejici do jednoho setu! Do tfi 1.5 ml eppendorfek si tedy

ptipravime tfi (nebo Ctyfi) PCR smési, které se budou lisit pouze primery:

o SErilNi HoO oo 51l
e 10x Buffer for JumpStart RedTaq.......cccccevveervervririeenienn 1.0l
0 ANTP oo s 0.2 ul
e EcoRI primer (1 pmol/pl) ...ccveveiieeee e 0.5 ul
o Msel primer (5 pmol/pl) .....ccoveveiiieieee e 0.5 ul
e JumpStart RedTag DNA Polymerase (1U/ul).......cccovene... 0.2 ul

Smés promichame na vortexu a kratce zcentrifugujeme. Pro kombinaci kazdého vzorku a
barvy si popiSeme 0.2 ml PCR zkumavku, pfipadné muizeme pracovat se stripy nebo
destickami. Do kazd¢ zkumavky napipetujeme (nejlépe multipipetou) 7.5 pl smési a pridame
2.3 ul DNA po preselektivni PCR (pipetovanim promichame). Zkumavky, stripy nebo

desti¢ky kratce zcentrifugujeme a vlozime do termocykleru s nasledujicim programem:

94 °C 2:00

65 °C 0:30

72 °C 2:00

94 °C 0:30

64 °C 0:30 (v kazdém kroku -1 °C) } 8 x
72 °C 2:00

94 °C 0:30

56 °C 0:30 } 23 x
72 °C 2:00

60 °C 30:00

10 °C hold

Pro selektivni PCR je vyuZzito tzv. touch-down protokolu, ktery umoziuje zvysit specificitu
amplifikace bez vyrazného poklesu vytézku. Pii vyssi teploté¢ annealingu v prvnich deviti
cyklech (65-57 °C) se amplifikuji pouze specifické produkty (sice sniz§im vytézkem, ale
s mnohem vétsi pravdépodobnosti nez nespecifické). Nizsi teplota annealingu v dalSich 23
cyklech zvySuje vytézek a protoze koncentrace specifickych produkti je zvySena diky
ptedchozi fazi reakce, jsou tyto ,,spravné* fragmenty u¢inné¢ namnozeny.

Spravné probéhlou selektivni reakci mizeme opét otestovat na 1.8% agarozovém gelu v 1x
TBE bufferu pti 60V. Na gel naneseme 3 pl produktu selektivni PCR reakce (barvicka je jiz

v bufferu polymerazy).
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ES. presrazeni produktu s acetatem sodnym a pridani standardu (ROX, LIZ)

e do distych PCR zkumavek (stript) piepipetujeme po 3 ul od kazdeho selektivniho
PCR produktu (pfipadn¢ ,vyladény*“ pomér jednotlivych produkti), uzavieme,
promichame na vortexu, kratce zcentrifugujeme

e na sténu 1.5 ml eppendorfky napipetujeme davkovaci pipetou 2 ul NaOAc (acetatu
sodného)

e piidame 3 pul smési tii selektivnich PCR produktti

e piidame 25 pl 96% ethanolu (z mrazaku) pomoci dispensoru

e promichame na vortexu, kratce zcentrifugujeme

e nechame 20 minut pfi —20 °C

e centrifugujeme v ptredchlazené centrifuze 30 minut pti 4 °C

e opatrné slijeme supernatant, oto¢ime a polozime na bunicinu a sto¢ime v centrifuze pfi
40 rcf (vytece etanol, precipitat zistane na stén¢ jamky — neni vidét)

e piidame 100 pl 70% ethanolu (z mrazaku) pomoci dispensoru

e centrifugujeme v piedchlazené centrifuze 5 minut pii 4 °C, supernatant slijeme a opét
sto¢ime dnem vzhtru pfi 40 rcf

e oteviené zkumavky vysusime 5-10 min pii 65 °C (na termobloku)

e vzorky mizeme skladovat 1-2 tydny pii -20 °C

Tésné pred odnesenim vzorkil na sekvenator pokracujeme nasledujicim zptisobem:
e Vv 1.5 ml eppendorfce si pfipravime smés pro piisluSny pocet vzorkt
e deionizovany formamid..........ccccoeeriiiniiiiicics e 10.00 pl
e GeneScan-ROX nebo LIZ (podle dye setu!).........ccceveneenee. 0.25 ul
e sm¢s promichame na vortexu a kratce zcentrifugujeme
e piidame 10 ul smési ke kazdému vzorku
e zdenaturujeme na termomixeru nebo v cycleru 3 minuty pii 95 °C
e vzorky v daném portadi piepipetujeme na platicko do sekvenatoru (optical plate) a

pielepime folii
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protokol F: Analyza mikrosateliti (SSRs)

Jako mikrosatelity (,,simple sequence repeats®) se oznacuji repetitivni DNA sekvence, které
jsou nejcastéji tvofeny opakovanim mono-, di-, tri- nebo tetranukleotidii, napt. (A)n, (AT)n,
(ATA), apod. Pocet opakovani jednotky (repetice) v konkrétnim misté DNA (lokusu) definuje
alelu. U diploidnich jedincti tak miizeme odhalit dv¢ alely, u tetraploidnich az ¢tyfi atd. Délku
alel(y) zjistime PCR amplifikaci daného lokusu pomoci primerti kompatibilnich k okolnim
sekvencim. Délku PCR fragmentu pak zjistime napt. kapilarni elektroforézou v automatickém
sekvenatoru. Pro analyzu mikrosateliti tedy potiebujeme znat okolni sekvence.
Mikrosatelity se vyskytuji jak v jaderné, tak v chloroplastové DNA. Jaderné mikrosatelity
jsou casto velmi druhové specifické, musime tedy pracovat s druhem, pro né&jz jsou primery
jiz publikované. Jsou velmi variabilni, pouzivaji se pro na vnitrodruhové urovni. Nejéastéji se
analyzuji lokusy s di- a trinukleotidovymi repeticemi. Chloroplastové mikrosatelity se naopak
vyskytuji v mistech mezi konzervovanymi sekvencemi, tj. na zaklad¢ tzv. konsenzualnich
primerit mizeme urcité lokusy amplifikovat pro druhy z mnoha riznych celedi. Nejcastéji se
jedna o jednobazové repetice. Jejich variabilita odpovida variabilité v cpDNA, jsou vyuZitelné
pro hodnoceni variability napt. mezi druhy.
Protokol mzeme rozdélit do dvou ¢asti:
1. PCR s dvojici specifickych primerii — pro amplifikaci konkrétniho Gseku DNA, ktery
obsahuje repetitivni mikrosatelitovou sekvenci jsou pouZity dva primery, jeden
Z primert je fluorescencné znaceny (pouzivame barvy podle zvolenéhp dye setu, viz
pozn. u AFLP). Pro analyzu cpDNA mikrosatelitl zvolime primery na zakladé
Tabulky 3. V pfipadé jadernych mikrosateliti je nejlépe pouzit protokol uvedeny
v originalni publikaci. Seznam rostlinnych druhd, pro néz jsou mikrosatelitové

primery publikovany je na adrese http://botany.natur.cuni.cz/dna (Primery -

Mikrosatelitove primery - Seznam publikovanych mikrosatelitovych primert).

Pokud je tieba analyzovat vice mikrosatelitovych lokusu (Casto se analyzuje 8-10), je
vyhodné pokusit se sestavit tzv. multiplex PCR. Je to v podstaté bézna PCR reakce, do
které ptidame vice primerovych pari najednou a amplifikujeme tak vice lokusi (az
tieba pét) v jedné PCR reakci. MiZzeme tak vyrazné snizit finan¢ni i ¢asové naklady na
analyzu. Pro uspéSnou a dostateCnou amplifikaci vSech lokusti musime zarucit, aby
(1) primery mély piiblizné stejnou teplotu annealingu, (2) primery v jedné PCR reakci
nevytvarely dimery, (3) lokusy s pfekryvajicim se rozsahem ptedpokladanych délek
fragmenti byly oznaCeny jinou fluorescencni barvou. Otestovat vytvareni

primerovych dimerti a vhodnost kombinace primerovych part miizeme ud¢lat napf.
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v programu FastPCR (http://primerdigital.com/fastpcr.ntml, freeware). Prtiklad

kombinace primeri do multiplex PCR je v Tabulce 4. Pfi pipetovani multiplexové
reakce lze s uspéchem vyuzit Multiplex PCR Kit (Qiagen).

2. presrdzeni produktu s NaOAc a pridani fluorescencné znaceného standardu — slouzi
k precisténi PCR produktii. Poté je k produktu ptidan fluorescencné znaceny zebticek
(napt. GeneScan-ROX-500). Ten se ptidava jako vnitini standard ke kazdému vzorku,
aby bylo pozd¢ji mozné identifikovat délku kazdého fragmentu (alely) a jednoznaéné
ji srovnavat s délkou fragmentt v jakémkoliv jiném béhu.

3. fragmentacni analyza na automatickém sekvendtoru — v kapilarnim sekvenatoru ABI
3130xI (v sekvenacni laboratofi PfF UK) jsou mikrosatelitové alely elektroforeticky

rozdéleny podle délky.

F1. PCR amplifikace

Do 1.5 ml eppendorfky si napipetujeme smés pro piisluSny pocet vzorki podle navodu. Stale
pracujeme na ledu, DNA polymerdzu vynddme z mrazadku az té€sné pied pipetovanim a
okamzité poté opét vracime do -20 °C. Navod je obecny piiklad, v ptipadé multiplex PCR se
pridaji forward a reverse primery pro pfislusné kompatibilni lokusy, objem vody se dopocita

do 20 ul (v€etné templatové DNA).

o  SErilni HoOoooeeiiie e 13.60 pl
e 10x Buffer for (JumpStart) RedTaq.......cccooevvervrieriieniennn 2.00 pl
S| 1 = 0.40 pl
o forward primer (25 pmol/pl) ..ccooviiieiiii 0.25 ul
e reverse primer (25 pmol/ul) c...ccoovviieiiiii e 0.25 ul
e (JumpStart) RedTag DNA Polymerase (1U/pul).................. 0.50 pl

Promichame na vortexu, kratce sto¢ime v centrifuze a po 17 ul rozpipetujeme do PCR
zkumavek (piipadné stripti). Pfidame 3 pl nafedéné DNA (5 ng/ul), promichame na vortexu a

vloZime do termocykleru s nasledujicim programem:

94 °C 1:00
94 °C 0:30
T, °C 0:30 } 35 x
72°C 0:35
72 °C 15:00
10 °C hold

Po probéhnuti reakce otestujeme uspé&Snost amplifikace na 1% agarosovém gelu v TAE

bufferu. Na gelu by m¢l byt vidét jeden prouzek (nebo i vice v ptipadé multiplex PCR)
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odpovidajici predpokladané velikosti alel (napt. podle Tabulky 4 nebo origindlni prace).
Podle intenzity fragmentu nafedime PCR produkt 1:2 az tfeba 1:20 (fedéni je tfeba vyzkouSet

a podle intenzity peaki ze sekvenatoru piipadné upravit).

F2. presrazZeni a pridani standardu

Piesrazeni produktu a pfidani standardu (GeneScan-ROX nebo LI1Z) je obdobné jako
v ptipadé AFLP (protokol ES).
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B. Analyza primarnich dat

1. ProhliZeni sekvenci pomoci programu FinchTV

Sekvenacni data (ve formatu *.abl) ulozena jsou na serveru (ftp://botany.natur.cuni.cz/, user:

sequences, pristup napi. pies Total Commander) v adresafi ,,sekvence™ a dale podle data
analyzy (ve formatu rr-mm-dd). Jednotlivé stazené sekvence si lze prohlédnout napf.

v programu FinchTV (freeware, http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). Sekvence

by méla byt ¢itelna od cca 30-50 bazi do cca 550-650 bazi. Pokud nevidime jednoznaéné
peaky pro jednotlivé baze, je néco v nepotfadku (pravdépodobné se sekvenacni reakci). Pouze
kvalitni sekvence mtizeme dale analyzovat. V programu FinchTV miizeme sekvence editovat,
tj. ménit ,base calling”, mazat i1 vkladat baze. Program déale umoznuje vyhledavat
v sekvencich, export do formatu FASTA, tisk chromatogramu a také prohliZzeni primarnich

dat (raw data).

2. Vytvoreni contigii v programu SegMan (DNASTAR)

Tzv. contig vznikne spojenim forward a reverse-complement (tj. komplementarni baze
Vv opacném potadi) sekvence ze stejného tseku (PCR fragmentu). To miizeme automaticky
udélat napf. v programu SeqMan (soucdst komercniho baliku DNASTAR Lasergene,

http://www.dnastar.com/t-seqmanpro.aspx, je mozné si on-line vyZzadat zkuSebni verzi

programu). Zde také muzeme editovat evidentné Spatny ,,base calling® (pteklad peakli na

jednotlive baze).

e sekvence vloZzime File — New — Add Sequences

e vlozZime forward i reverse sekvence od jednoho vzorku (dvojklikem nebo ozna¢ime +
»Add*)

e klikneme na ,,Assemble”, potom dvojklik na Contig 1 (pokud jsou sekvence v potadku a
dostatecné se prekryvaji, mél by se vytvofit pouze jeden contig)

e zkontrolujeme, zda je forward sekvence zleva doprava, pokud neni, tak zvolime Contig —
Complement Contig

e rozbalime vSechny sekvence kliknutim na trojuhelni¢ek vlevo od nazvu

e zobrazeni zacatku i konce kazdé sekvence miizeme ménit posunovanim koncit mysi

e pickontrolujeme ,base calling” v fadku Translate (consensus sekvence), ptipadné jasné

chyby editujeme (piepiseme)
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e editovany a upraveny contig uloZzime ve formatu programu SeqMan (*.sqd), mtze se hodit
pro pozdéjsi kontrolu

e oznacime mysi a zkopirujeme (Ctrl+C) horni fadek (Translate), ptipadné jeho ¢ast

e vlozime do textového souboru (napt. do poznamkového bloku), nazev sekvence uvedeme

ve formatu FASTA, napf.

>sekvencel
ATTGCGTATGCCTGTCAT

e toto provedeme pro vSechny sekvence a textovy soubor uloZzime s koncovkou *.fas

Alternativné lze contig vytvofit napf. v programu Geneious (http://www.geneious.com), ru¢né

nebo s vyuZitim webové verze programu CAP3 (http://doua.prabi.fr/software/cap3).

3. Vyhodnocovéni AFLP dat v programu GeneMarker (sepsal F. Kolar)

AFLP data ze sekvendtoru mizeme analyzovat v programu GeneMarker

(http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html, komeréni program, z webu je mozné

stahnout zkusSebni verzi nebo demoverzi, kterd neumoziuje ukladat).

Import a kontrola vstupnich dat

e data naimportujeme pomoci File — Open Data, v dalsim okné potom Add... (vice
souborl najednou mizeme vybrat pii stisknuti Ctrl nebo Shift, potom Open a OK

e analyzu dat (kalibraci podle vnitfniho standardu) spustime pomoci Project — Run (okno
s touto volbou vysko¢i také automaticky pfi importu vzorki), jako Template zvolime ABI,
jako Size Standard ,,GS500_1“ (akceptuje vSechny peaky standardu GS-500 ROX kromé¢
peaku o délce 250 bazi), jako Analysis type ,,AFLP* — v dal$im okné miZeme nastavit
nejriuznéjsi parametry automatické analyzy, to bude dulezité az pfi analyze pouZzivajici
panel (viz dale), nyni je vhodné pouze v Allele call / Auto Range (bps) nastavit rozsah
fragmentu které budou skorovany, tj. vétsSinou 100-500 bp — v dal§im okné zatim nic
neménime — OK

e prob¢hne analyza vSech vzorkili, v okné si mizeme zkontrolovat, zda se u vSech vzorkl
objevilo ,,Completed”. Pokud je zde ,Failed vzorek pravdépodobné¢ nebude mozno
pouzit. Okno se zpravou o analyze zavieme.

e v levé Casti obrazovky je seznam vzorkl, kompletné analyzované vzorky jsou zelené,
problémové vzorky Zluté, neanalyzované vzorky cervené. V pravé ¢asti nahote je vritudlni
gel zobrazujici vSechny vzorky, pod nim je otevien jeden (n¢kolik) vzorki zobrazenych
V podobé peakii.

e virtudlni gel si miizeme piiblizit klepnutim levym tlacitkem mysi a tazenim doprava a

doli az vznikne obdélnik pozadovaného rozsahu. Zpét cely gel si zobrazime pokud
17


http://www.geneious.com/
http://doua.prabi.fr/software/cap3
http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html

klepneme levym tlacitkem mySi a tdhneme nahoru a doleva. V piiblizeném gelu se
muzeme pohybovat zleva doprava tazenim pifi zmacknuti pravého tlacitka mysi. Zcela
analogicky mtzeme pracovat i s Vzorky zobrazenymi jako histogramy (s peaky).

nyni si zkontrolujeme zda jsou spravné srovnany standardy: opakovanym klikanim na

tlacitko B8 se dostaneme na barvu standardu (zpravidla Cervend) a na virtudlnim gelu
(popft. 1 v histogramech) zkontrolujeme, zda jsou peaky piislusné délky sefazeny u vsech
vzorkll pod sebou.

dale je vhodné zkontrolovat, jak vypadaji jednotlivé vzorky — v piipad¢, Ze je chceme
vyfadit (napf. piili§ slaby signal) sta¢i kliknout Ctrl+Del a vzorek je Disabled (opétovnym

kliknutim Ctrl+Del vzorek opét aktivujeme)

Vytvoreni panelu

nyni si vytvofime tzv. panel, tedy jakousi kostru, v niz probéhne (polo)automatické
skorovani naSich vzorkl. V praxi je vhodné ptipravu findlni verze panelu nechat az na
okamZik, kdy budeme mit k dispozici vétSinu vzorki. Veskeré manualni upravy, které
bychom provedli v datech po prvnim zanalyzovani panelem, by ndm totiz po opakované

analyze pomoci panelu zmizely.
Volame Tools — Panel Editor, pomoci tla¢itka B i 2volime barvu, pro kterou chceme

panel vytvotit, kliknutim na tlacitko b vyvoldme okno pro tvorbu nového panelu; zde
nechame pfednastavené podminky (automatické vytvoreni panelu s uzitim vSech vzork)

— OK

takovouto hrubou verzi panelu bude potieba ru¢né doupravit. Klepnutim na A mizeme
pfepinat mezi zobrazenim histogramu jednoho vzorku, histogramti vSech vzorka
pielozenych pies sebe a virtualniho gelu, v nichZ vzdy vidime automaticky vyhledané tzv.
bins, tedy ,,pfihradky* pro jednotlivé AFLP lokusy, v nichZz bude nasledné¢ automaticky
skérovana ptitomnost nebo absence fragmentii (peakil). Histogramy, resp. gel miizeme
priblizovat a oddalovat analogicky jako v pfipadé vzorkd vyse. PoCty, polohu a rozsah
bins je mozné manualné ménit (nejlépe ve virtualnim gelu) — patfiény bin klepnutim mysi
vybereme, mtizeme ho smazat (klik pravym tlacitkem mysi — Delete Allele), posouvat
(Shift+levé tlacitko mySi a tdhnout) resp. rozSifovat (najet na okraj binu, pak Shift+levé
tlacitko mysi a tadhnout). Novy bin vytvofime tak, Ze zmackneme Shift a na patfi¢né misto
klepneme. Po skonceni Gprav ulozime zmény a zavieme okno Panel Editoru.

vytvofeny panel je mozné exportovat jako soubor s pfiponou *.xml a zalohovat pro

piipadné analyzovani dalSich vzorkt
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Analyza pomoci panelu a nasledné Upravy

vytvofeny panel dale vyuzijeme k automatickému oskdrovani nasich dat (provedeme tzv.

allele call). Spustime jakoby opakovanou analyzu pomoci == — v prvnim okné v poli
Panel vybereme nas uloZeny panel (ostatni nastaveni by m¢lo byt shodné s nastavenim
prvni analyzy) — v dalSim okné nastavime parametry automatické analyzy: napf.
zkontrolujeme rozsah skérovanych fragmentd (Auto Range (bps) na zpravidla 100-500
bp), muzeme snizit Intensity u Peak Detection Treshold na 50 (bude skdrovat i niZsi
peaky) a odkliknutim vypnout Stutter peak filter a Plus-A Filter (jejich podminky byvaji
pii vyhodnocovani AFLP dat piili§ tvrdé¢) — ve tfetim okné mizeme nastavit pii jakém
skore ,,spolehlivosti® (lehce mysticka, automaticky spoctena hodnota) bude doty¢ny peak
ptijat / oznacen jako nejisty / odmitnut: vhodné mize byt snizeni hodnoty mezi Check a
Pass na cca 3 — OK — policko u Call size again nechame prazdné a zmackneme rovnou
Apply to All (nebudeme opét provadét kalibraci velikosti standardi). Pozn: Pfi finalni
analyze je vhodné zkusit data zanalyzovat s riznym nastaveni téchto parametrt a pak
vybrat optimalni feSeni.

po dobéhnuti analyzy a odklepnuti okna mame automaticky oskérovany fragmenty (=
peaky) v ramci jednotlivych lokust (bins): vidime peaky pfijaté (Sedé), nejisté (Zluté) a
odmitnuté (Cervené).

I kdyz si s nastavenim parametrd diikladné pohrajeme, bude potieba data nasledné peclivé
projit a provést ruéni tpravy (&asové nejnaroénéjsi ¢ast celé prace). Zlutd, resp. Servend
oznacené peaky lze potvrdit (kliknout a Ctrl+M), Sedé lze smazat (kliknout a Del) a

mizeme i pfidat zcela neoznacené piky (kliknout pravym tlacitkem mysi a Insert Allele).

Pro snazsi prohlizeni je vhodné vypnout zobrazeni gelu tlacitkem ' a oteviit si vic
vzorkll nardz poklepanim na pfislusné vzorky v seznamu vlevo (max. pocet vzorkl
zobrazenych naraz a dals$i vlastnosti jde zménit ve View — Preferences — Display Settings).
Mezi nésledujicimi vzorky jde jednoduSe vertikalné piepinat pomoci PgUp a PgDn.
Pozor! Jakékoliv upravy, které nyni provedeme, budou opét zruseny, pokud bychom data
op¢t zanalyzovali pomoci panelu.

export dat (mozny jen v pIné verzi) provedeme jednoduSe uloZenim tabulky vpravo do

*.txt. nebo *.xls. Pokud chceme ziskat jen jednoduchou matici ,,0-1-?*, zmackneme a

odskrtnutim vypneme Show Peak Area.
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Pridavani dalSich vzorku

K jiz rozpracovanému projektu mizeme v prubéhu analyzovani libovolné piidavat dalsi
vzorky ptes Project — Add Samples to Project. Vzorky se automaticky zanalyzuji

pouzitym panelem a mtizeme je dale upravovat.

4. Vyhodnocovani mikrosatelitovych dat v programu GeneMarker

Mikrosatelitova data ze sekvenatoru miiZzeme analyzovat a velmi nazorné vizualizovat

v programu GeneMarker (http://www.softgenetics.com/GeneMarker.html, komer¢ni program,

Z webu je mozné stahnout zkuSebni verzi nebo demoverzi, kterd neumoziuje ukladat).

data naimportujeme pomoci File — Open Data, v dalsim okné potom Add... (vice
soubort najednou mtizeme vybrat pii stisknuti Ctrl nebo Shift, potom Open a OK

analyzu dat (kalibraci podle vnitiniho standardu) spustime pomoci Project — Run, jako
Template zvolime ABI, jako Size Standard ,,GS500 1“ (akceptuje vSechny peaky
standardu GS-500 ROX kromé peaku o délce 250 bazi), v dalsim okné¢ mizeme nastavit
nejriznéjsi parametry automatické analyzy, muZzeme nechat default beze zmén, v dalSim
okné nic neménime a odklikneme OK

probéhne analyza vSech vzorkll, v okné si miZzeme zkontrolovat, zda se u vSech vzorka
objevilo ,,Completed”. Pokud je zde ,Failed“ vzorek pravdépodobné¢ nebude mozno
pouzit. Okno se zpravou o analyze zavieme.

Vv levé Casti obrazovky je seznam vzorkli, kompletné¢ analyzované vzorky jsou zeleng,
problémové vzorky zluté, neanalyzované vzorky Cervené

nejlepSim zpiisobem, jak vyhodnotit mikrosatelitova data, je zobrazit si jednotlivé vzorky
v prislusnych lokusech pod sebou a odecist jednotlivé alely. Klikneme pravym tlacitkem

na prvni vzorek a vybereme ,,Select Max®“. Az 32 prvnich vzorkt se zobrazi pod sebou ve

spodnim prostfednim okné¢. Nékolikerym kliknutim na tlacitko B vybereme jednu ze tii
barev, které chceme vyhodnocovat. Klikdinim na ikonu lupy a pomoci posuvnikl
zobrazime v dostate¢ném zvétSeni ptislusny lokus.

s piihlédnutim k nésledujicim poznamkdm miZzeme odecist alelickou kompozici u

jednotlivych vzorkl pro dany lokus a zapsat si ji napi. do excelové tabulky

Poznamky k vyhodnocovani mikrosatelitovych pattern

1.

Diploidi mohou mit v jednom lokusu max. 2 alely, pokud skorujeme pouze jednu, jedna
se 0 homozygota. Tetraploidi mohou mit v jednom lokusu az 4 alely, pokud skorujeme

Ctyfi nebo jednu, lze jednoznaéné urcit genotyp. Pokud ale skorujeme napt. tii alely, jedna
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/M/ -

Z nich je pfitomna dvakrat, ale nelze jednozna¢né fici, ktera to je. Jsme tedy schopni
pouze konstatovat prezenci alely, ale uz nikoliv genotyp. U vysSich ploidii je problém
analogicky jesté komplikovanéjsi.

Pro n¢které lokusy je pfiznacny vyskyt tzv. ,stutter bands®, tj. peakt, které jsou o dvou-,
ti-, Ctyf- atd. nasobek repetice kratsi nez je skutecna délka alely. Vznikaji diky sklouznuti
DNA polymerazy pii replikaci (tzv. in vitro DNA slippage). Typicka pattern vypadaji

d

napft. takto (Sipka oznacuje ,,skutecnou‘ délku alel):

1. homozygot 2. heterozygot 3. heterozygot s alelami liSicimi se o délku repetice

Pokud je jedinec homozygot (1), je skorovéni jednoduché — konzistentné skorujeme peak

nejvice vpravo (nejvyssi). V piipadé heterozygoti, jejichz alely se od sebe 1isi alespon o dvé

delky repetice (2) je situace také jednoducha — skorujeme dva nejvyssi peaky, za nimiz vzdy

nasleduje peak o hodné nizsi. Pokud se ale alely li$i pouze o délku repetice (3), skorujeme dvé

alely nejvice vpravo. Vyska druhého peaku zprava je dana i stutter produktem alely o repetici

delsi.

Stutter produkty neznemoziiuji ¢teni mikrosatelitového pattern, naopak mohou nékdy

pomoci identifikovat skute¢né alely od nespecifit ¢i pozadi (skute¢né alely budou mit vzdy

podobné stutter bands pattern).

3.

DalSim fenoménem, ktery komplikuje interpretaci mikrosatelitovych pattern jsou tzv.
»-A" produkty. Taq polymeraza totiz pfidava ke kazdému produktu adenin (tzv. terminal
transferase activity) a prodluzuje tak jeho délku o 1 bazi. Proto se zavére¢nad doba
elongace prodluzuje na 10-15 minut, aby byl adenin pfidan ke vSem produktim a
vysledky byly konzistentni. Pfesto pattern nékterych lokusi vykazuje ,,-A“ produkty.
Vétsinou to nebyva na zavadu, jen je tfeba konzistentné skorovat vzdy pravou, tj. ,,+A*

alelu. Ptiklady pattern s ,,-A“ produkty (Sipka oznacuje ,,skutecnou* délku alel):

< - /
HMM M

1. homozygot 2. heterozygot 3. heterozygot s alelami liSicimi se o délku repetice
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C. Vyhodnocovani kodominantnich dat

1. Analyza mikrosatelitovych dat pomoci programu MSA

Pomoci programu MSA 4.05 (http://i122server.vu-wien.ac.at/ MSA/MSA_download.html,

freeware) muzeme (pro diploidy!) pocitat mimo jiné nasledujici popula¢né-genetické
parametry:

e popisné statistiky pro populaci a lokus (pocet alel, Ho, Hg, Hsp, Fis...)

e vzdélenosti mezi jedinci a populacemi (D — standard genetic distance, (5p)?, Dps —

proporce sdilenych alel, Dyt — kinship koeficient...)

e F-statistika (Fst, Fis, FiT — globaln¢ i parové mezi populacemi)
Kromé toho program ohlasi varovani, pokud by v datech mohla byt chyba (alely
neodpovidajici ndsobku repetice, piili§ velké vzdalenosti mezi alelami, odlehlé alely...)
Vstupni soubor pro MSA je nejlépe zformatovat napt. v Excelu a ulozit jako TAB-delimited

text. Vstupni soubor miuiZze vypadat téeba takto (pro diploidni druh):

nazev lokusu délka repetice délka flanking region
2 2/ 2 2 2/ 2
64 74 46 4 24
NLGA1 NLGA2 NLGA3 NLGA4 NLGAS
jedno- nebo A d 1 160/ 160 86 96 142 142 198 198 100 100
dvousloupcovy A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
format A d 1 166 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 166 166 86 86 152, 152 198 198 1000 100
A d 1 166 166 86 86 152, 152 198 198 1000 100
A d 1 166/ 166 86 86 152 152 198 198 100 100
A d 1 160 166 86 86 152, 152 198 198 1000 100
B d 1 166/ 166 86 96 150 150 196 198 100 100
B d 1 160 166 84 84 150, 150 196, 198 100 104
B d 1 160/ 166 92 92 150 152 196 198 100 100
B d 1 160/ 166 92 92 150 152 196 198 100 100
B d 1 166 166 90 92 150, 150 198 198 1000 100
B d 1 166/ 166 82 82 150 152 200 200 100 100
B d 1 160 162 86 96 ‘r nd . 198 198 94 100
D d 2 152/ 160 86 96 152 152 198 198 100 100
D d 2 152 162 92 96 152, 152 198 198 94 100
D d 2 160 160 -1 -1 150, 150 1000 100

outbredni (d) nebo chybéjici data

inbredni (h) individuum

¢islo skupiny
populaci
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Analyzovany soubor uloZzime do stejného adresaie jako je MSAnalyserMr.exe, ktery potom
spustime. Otevie se okno pro zadani vstupniho souboru a parametrti analyzy. VIoZenim (i)
zadame vstupni soubor (véetné¢ koncovky!). Pod (d) a nasledné¢ (p) mlzeme nastavit
nejriznéjsi genetické vzdalenosti (1)-(9) a také nastavit vypocet vzdalenosti mezi populacemi
(c) a jedinci (i), pfipadné zapnout bootstrapové testovani (n). Napsédnim (b) se dostaneme
zpatky do ,,distance menu“. Pod (s) Ize nastavit parametry F-statistik, pomoci (c) zapneme
vypocet F-statistik, pomoci (g) zvolime, zda budou pocitany globaln¢, parové nebo oboji.
Pomoci (m) se vratime do hlavniho menu, kde pomoci (c) lze nastavit napi. vytvofeni
vstupniho souboru pro program Arlequin (3) nebo STRUCTURE (vytvoti vzdy). Analyzu lze
kdykoliv spustit pomoci (1).
Pokud nebyl nikde zadan bootstrap, probéhne analyza velmi rychle. Na zakladé nastavenych
parametri program vytvoii fadu Excelovych tabulek a textovych soubort a ulozi je do
ptehledné adresatové struktury:

e Allelecount — pocty a frekvence alel pro jednotlivé lokusy a populace

e Distance_data — textové soubory s maticemi vzdalenosti mezi jedinci

e Formats&Data — vstupni soubory pro Arlequin a dalsi software

e F-Statistic — F-statistika globalni i parova

e Group_data — informace o parametrech podle zadanych skupin populaci

e Single_data — informace o parametrech pro jednotlivé populace
Pro dalsi informace o parametrech, metodach vypoctu a interpretaci vystupnich soubord viz
manual (http://i122server.vu-wien.ac.at/MSA/info.html/MSA _info.html).

2. Analyza molekularni variance (AMOVA) mikrosatelitovych dat v programu Arlequin

V programu Arlequin v 3.5 (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin35, freeware) lze vypocitat

napt. analyzu molekularni variance (AMOVA). Jako vstupni data pouzijeme soubor
vygenerovany programem MSA (viz ptredchozi ¢ast). Soubor s koncovkou *.arp otevieme
pomoci ,,Open project®, na karté ,,Project” jsou zobrazené jednotlivé populace (Samples) a
skupiny (Groups). Na karté ,,Settings* postupné zaskrtneme, co vSechno chceme spocitat, pro
AMOVA je to Genetic structure — AMOVA. MizZeme zvolit metodu vypoétu matice
vzdalenosti mezi jedinci: number of different alleles (pocet rozdilnych alel, tj. Fst analog)
nebo sum of squared differences (soucet ¢tvercu rozdild mezi délkami alel, tj. Rst analog).
Analyzu spustime kliknutim na tlacitko ,,Start“. Program vygeneruje webovou stranku

s vysledky, ve kterych se da piehledné orientovat pomoci menu v levé Casti (v IE je tfeba
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povolit spusténi aktivniho obsahu!). Jednotlivé analyzy jsou v adresati podle data a hodiny
spusténi, na zacatku kazdé analyzu je vypsdno nastaveni, vetné geografické struktury
populaci a metody vypoctu vzdalenosti. Interpretace vysledkii AMOVA je podobnd jako u

analyzy dominantnich dat.

3. Analyza hlavnich koordinat (PCoA) a vytvoieni stromu v programu PAST

V program PAST (http://folk.uio.no/ohammer/past; freeware, spustitelny *.exe soubor) lze

jednoduse a rychle udé€lat (mimo jiné) analyzu hlavnich koordinat (PCoA) a vytvofit stromy
(neighbour-joining, UPGMA). Pies schranku vlozime upravenou distan¢ni matici z MSA (je
tieba ji upravit napf. v Excelu pomoci Data — Text do sloupcii a jako oddélova¢ zadat

,»Mezera®“). Matice bude vypadat napft. takto:

vzl vz2 vz3
vzl 0 0.925 0.85
vz2 0.925 0 0.93
vz3 0.85 0.93 O

Pfedtim, nez ji pomoci schranky (Ctrl+C, Ctrl+V) vlozime, je nutné nahote zaSkrtnout Edit
labels. Ted’ je mozné definovat skupiny (budou tak obarveny ve vSech nésledujicich
vystupech): Shift + mysi oznac¢ime patii¢né jedince (fadky) z dané skupiny, klikneme na Edit
— Row color/symbol a zvolime barvu a symbol. Nyni je mozné soubor ulozZit (File — Save)

a kodovani barev se uloZi i s daty.

e PCoA - oznacime vSechny jedince (klik do levého horniho rohu), zvolime Multivar —

Principal coordinates a vybereme distanci jako User distance. Zobrazi se tabulka %

variability vysvétlenych jednotlivymi osami (tlacitkem zkopirujeme do schranky).
Kliknutim na View scatter se zobrazi PCoA diagram. Kliknutim do grafu ho lze

upravovat. Pomoci View numbers se zobrazi ordinaé¢ni skore jedinct na osach.

e NJ strom — Multivar — Neighbour joining, vybereme User distance (samoziejmé nelze
bootstrapovat). Strom uloZime pomoci Save as Nexus a otevieme napf. v programu

FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).
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D. Prace se sekvencemi

1. Vytvoreni alignmentu pomoci programu ClustalX

Alignment znamena sefazeni homolognich bazi pod sebe (positional homology). Automaticky

to Ize ud¢lat napt. v programu ClustalX (http://www.clustal.org/clustal?).

e soubor se sekvencemi ve FASTA formatu otevieme pomoci File — Load Sequences

e zvolime Alignment — Do Complete Alignment

e vytvofeny alignment je automaticky uloZen do souboru s koncovkou *.aln

Automaticky vytvofeny alignment mtizeme upravovat bud’ pfimo v textovém editoru napt. v
poznamkovém bloku nebo vyuzit vyhod programu BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) nebo PhyDE (http://www.phyde.de). Pro

potieby druhého editoru je tfeba mit alignment ve formatu FASTA nebo NEXUS sequential.
Alternativné (a je to vhodngjsi obzvlasteé v ptipad¢é vice diverzifikovanych sekvenci) je
vhodné;jsi k alignmentu pouzit napf. iterativni algoritmus MAFFT

(http://mafft.cbrc.jp/alignment/server).

2. Konverze mezi riznymi formaty zapisu sekvenci

Razné formaty sekvenci muzeme konvertovat napf. pomoci programu FORCON

(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/ForCon), ktery je soucasti programu TREECON

(http://bioinformatics.psh.ugent.be/software/details/3).
e ForCon = Enter
e Input format: CLUSTAL, Output format: FASTA, OK

e zmenit typ souboru na ,,v§echny*, otevfit soubor alignmentu (s koncovkou *.aln)

e Cut-off after how many characters ? — napsat vice nez je pozic alignmentu

e ulozit s koncovkou *.fas

e Select All, OK

Dalsi moZznosti je napi. program PGDSpider, ktery umi formatovat pro fadu formati, napf.
FASTA, NEXUS, MSA, Arlequin atd. (http://www.cmpg.unibe.ch/software/PGDSpider).

Lze takeé pouzit on-line sluzbu na adrese

http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/index.html
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3. Automatické kodovani indel v programu SeqState

Pokud alignment obsahuje mezery (gaps), tedy inserce/delece (souhrnné indely), které mohou

byt fylogeneticky informativni, je potieba je okodovat jako zvlastni znaky (nejCastéji 0/1),

které jsou pfidany na konec alignmentu. To lze automaticky provést napf. v programu

SeqgState (http://bioinfweb.info/Software/SegState). Podrobnosti ohledné zptisobu kodovani

indelt lze nalézt napt. v ¢lanku Miiller (2006): Incorporating information from length-

mutational events into phylogenetic analysis. Molec. Phyl. Evol., 38, 667-676.

File — Load NEXUS file (nebo Load FASTA file)

vybrat soubor s koncovkou *.nex (nesmi byt v interleave, ale v sequential formatu, tj.
vytvoieny napi. pteformatovany pomoci FORCONu), resp. *.fas

IndelCoder — modified complex coding (blizsi informace o zpusobu kdédovani viz
zminovany ¢lanek)

vygeneruje NEXUS soubor (k ndzvu ptivodniho souboru pfidd mcic.nex) s pavodni
matici a pfidanym kdédovanim indell, ktery lze pfimo pouzit pro analyzu napf.

v programu PAUP

4. FaBox — manipulace se sekvencemi ve formatu FASTA
(http://users-birc.au.dk/biopv/php/fabox)

pomoci tohoto webu lze manipulovat se sekvencemi ve FASTA formétu (pracovat
s hlavickami, ofezavat a spojovat alignmenty, formatovat pro dalsi programy atd.)
volba ,,Create TCS input file from fasta (fasta2tcs)“ vytvoii spravné formatovany

soubor pro analyzu v programu TCS

5. Analyza sekvenci v programu TCS

program TCS 1.21 (http://darwin.uvigo.es/software/tcs.ntml) zkolabuje sekvence na

jednotlivé haplotypy a pomoci tzv. statistické parsimonie vytvoii sit’ mezi haplotypy
pro béh  programu je tfeba Javu (Java Runtime  Environment,

http://www.oracle.com/technetwork/java/javase/downloads/index.html; stahujte JRE!)

spustime TCS1.21.jar, zvolime ,,Start New TCS Analysis*

File — Select NEXUS/PHYLIP Sequence file

v§e nechame jako default, pouze zménime ,,Gaps = missing“, RUN

program nakresli haplotypovou sit’, kterou je mozno editovat (ulozena v souboru
* graph), ptipadné exportovat (jako PostScript nebo PICT file)

informace o analyze program uloZi do souboru *.graph.log
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Tabulka 1: PCR a sekvena¢ni primery pro nekodujici tseky cpDNA a ITS region ntDNA (s vyzna¢enim umisténi primerd v genomu).

Shaw J. et al. (2005): The tortoise and the hare 1l: relative utility of 21 noncoding chloroplast DNA sequences for phylogenetic analysis. Am. J. Bot. 92, 142-166.

Primery pro sekvenovani variabilnich nekodujicich useki cpDNA

Jméno quward Sekvence Rgverse Sekvence Velikost Ta Reference
primer primer (bp)
trnT-trnL  |trnT2F CAAATGCGATGCTCTAACCT trnL-b TCTACCGATTTCGCCATATC 527-1023|50-55 |Taberlet et al. 1991, Cronn et al. 2002
trnL-trnF  |trnL-c CGAAATCGGTAGACGCTACG trnF-f ATTTGAACTGGTGACACGAG 602-1076 |50 Taberlet et al. 1991
trnH-psbA |trnH CGCGCATGGATTCACAATCC psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC 198-1077 |50-56 |Tate & Simpson 2003, Sang et al. 1997
trnS-trnG  |trnS AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT trnG2S TTTTACCACTAAACTATACCCGC 619-1035 |50 Shaw et al. 2005
trnG-trnG  [trnG2G GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAA trnG GTAGCGGGAATCGGACCCGCATC 697-1008 |50 Ohsako & Ohnishi 2000, Shaw et al. 2005
rpoB-trnC |rpoB CKACAAAAYCCYTCRAATTG trnC CACCCRGATTYGAACTGGGG 914-1309 |50-57 |Shaw et al. 2005
rpslé rpS16F AAACGATGTGGTARAAAGCAAC rpS16R AACATCWATTGCAASGATTCGATA 784-946 |50-55 |Shaw et al. 2005
ycf6-psbM |ycf6F ATGGATATAGTAAGTCTYGCTTGGGC psbMR ATGGAAGTAAATATTCTYGCATTTATTGCT |406-1283 |50-55 [Shaw et al. 2005
Primery pro sekvenovani ITS useku rDNA
ITS1 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 200-300 White et al. 1990
ITS2 ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 180-240 White et al. 1990
ITS 1 ITSs 2
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Tabulka 2: Kodovani kombinaci AFLP primert (se tfemi selektivnimi nukleotidy) a fluorescen¢ni oznaceni ECORI primeri (dye set DS-30

s markerem ROX).

Msel primer
EcoRI primer

Msel primer

1 2 3 4 5 6 7 8

CAA CAC CAG CAT CTA cTC CTG CTT

NED | AAC Y1 Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8

HEX | AAG Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
B_ B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
£ NED | ACC Y9 Y10 Y11 Y12 Y13 Y14 Y15 Y16
S HEX | ACG G9 G10 G11 G12 G13 Gl14 G15 G16
% [B| 6-FAM | ACT | B9 B10 B11 B12 B13 B14 B15 B16
Lo NED | AGC Y17 Y18 Y19 Y20 Y21 Y22 Y23 Y24
HEX | AGG G17 G18 G19 G20 G21 G22 G23 G24
- B17 B18 B19 B20 B21 B22 B23 B24

57— GATGAGTCCTGAGTAAXxx -3~
57— GACTGCGTACCAATTCxxx -3~
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Tabulka 3: Seznam primeru pro amplifikaci cpDNA mikrosatelitovych lokust v¢etné fluorescenc¢niho znaceni (dye set DS-30 s markerem

ROX).
fluoresc. K6d pozice lokalizace repetice u sekvence primert Ta Velikost alel u
barva (bp) tabaku P Wal | Cpr | tabaku (bp)

o | hex 1 lssor  lunkint N CAGGTAAACTTCTCAACGGA 58  |53.3 139
cemp rni intron (Mo CCGAAGTCAAAAGAGCGATT 58 |57.3
] GATCCCGGACGTAATCCTG 60  |58.0

Y [ NED | ccmp2 18609 |5 totmS (A ATCGTACCGAGGGTTCGAAT 60 |58.6 189
. CAGACCAAAAGCTGACATAG 58  |51.3

_10075 trnG intron (M GTTTCATTCGGCTCCTTTAT 56 |53.9 112
. AATGCTGAATCGAYGACCTA 60  |55.3

G HEX ccmp4 (12872 atpF intron (M3 CCAAAATATTBGGAGGACTCT 3 561 126
16950 | (C):(M1o TGTTCCAATATCTTCTTGTCATTT 62  |55.0

Y | NED | cempS figq77 |3 torps2 (MsC(A).  |AGGTTCCATCGGAACAATTAT 58 |55.4 121

} lciio lore 7orF 82 ot CGATGCATATGTAGAAAGCC 58  |52.7 103
| ) (DsC(Msr [CATTACGTGCGACTATCTCC 60  [52.5

o | nex B U R CAACATATACCACTGTCAAG 56 |45.1 133
cemp atpb-rbc (A)ss ACATCATTATTGTATACTCTTTC 58  |445
TTGGCTACTCTAACCTTCCC 60  |52.9

Y | NED | ccmp8 (71563 |rpl20-rps12 (MeC(M14  FTCTTTCTTATTTCGCAGTGAA 58 |53.0 77
GGATTTGTACATATAGGACA 54  |45.1

74060 |ORF 74b-psbB  |(T)u CTCAACTCTAAGAAATACTTG 56 |44.2 98

e | nex 10 |sscon oroeto n TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA 56 |53.3 103
cemp fple-rps (M1a TTCGTCGDCGTAGTAAATAG 58  |53.7

Weising K & Gardner RC (1999) A set of conserved PCR primers for the analysis of simple sequence repeat polymorphisms in chloroplast genomes of dicotyledonous

angiosperms. Genome 42, 9-19.
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Tabulka 4: Piiklad designu multiplex PCR pro 10 mikrosatelitovych lokusti u Nymphoides

peltata.
rozsah alel bp 152-162 [147-175 |149-173 [176-204 [160-174 [220-234 [147-169 [143-167 [135-137 |127-129
bp lokus Np152 | Np207 | Np274 | Np306 | Np382 | Np641 | Np694 | Np730 [Np274-2[Np382-2
152-162 Np152 y y y y y
147-175 Np207 y X,y y X,y y
149-173 Np274 y y y X,y
176-204 Np306 y X y y
160-174 Np382 y y X
220-234 Np641
147-169 Np694 y y
143-167 Np730 X,y
135-137 Np274-2
127-129 Np382-2
X = tvorba primerovych dimerQ
y = délkovy piekryv alel
Multiplex PCR:
multiplex | [rozsah alel multiplex Il |rozsah alel multiplex Il |rozsah alel
Npl152 152-162 Np274 149-173 143-167
Np207 147-175 ‘ 127-129

160-174
135-137 176-204

Np641 220-234
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