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Nazev ulohy: Sekvenc¢ni analyza vybranych kodujicich a nekodujicich oblasti chloroplastové

a jaderné DNA u hrachu

Pouzité pristroje:

horizontélni elektroforéza se zdrojem

Proffesional Basic Gradient Termocycler (Biometra)
gelovy dokumentaéni systém (GDS)
spektrofotometr Picodrop (East Port)

Pracovni pomiicky:
jednokanalové pipety Nichiryo
spottebni plast — Spicky, mikrozkumavky pro PCR

Pouzité chemikalie:

Promega GO Tag-polymeraza s pufrem, smés dNTPs Serva, oligonukleotidy pro specifickou
PCR amplifikaci chloroplastové (matK, trnH-psbA) a jaderné DNA (ITS), genomova DNA
Pisum sativum izolovand kitem DNEasy Plant Mini Kit (Qiagen), potieby pro agarézovou
elektroforézu (agardza, TAE puft, roztok ethidium bromidu), velikostni marker Quick-Load®

100 bp DNA Ladder (NEB), 3M octan sodny CH;COONa, 96% EtOH.

Pouzité programy:

ClustalW- http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/
BioEdit- http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
MEGA- http://www.megasoftware.net/

Studované oblasti DNA:

Pro ucely fylogenetiky se pouzivaji rozmanité sekvence DNA o rizné délce z riznych ¢asti
rostlinného genomu. Tyto DNA markery je mozné d¢lit podle lokalizace v bunice na jaderné,
plastidové a mitochondridlni. Mize se jednat bud’ o sekvence kodujici (geny pro proteiny a
funkéni RNA), nebo nekddujici (introny, mezerniky, pseudogeny aj.). Mat K je sice jedna
z nejrychleji se rozvijejicich kdédujicich oblasti chloroplastové DNA, ale nekodujici oblasti
cpDNA, jako trnH-psbA, jsou mnohem variabilnéjsi. Podléhaji vice mutacim a v ramci

fylogenetickych studii je mtizeme GspéSné pouzit i na nizsi taxonomické Grovni (mezirodova,



vnitrodruhovd). ITS je nekddujici oblast nachdzejici se mezi velmi konzervovanymi
koédujicimi oblastmi 18S a 28S rRNA. Vyviji se rychleji nez vétSina jinych gent, z ¢ehoz
plyne, Zze se muze velmi liSit i mezi uzce piibuznymi druhy a mutze byt proto dobrym

markerem.

Pracovni postup:

PCR s templatovou DNA hrachu a primery pro oblasti matK, trnH-psbA cpDNA
a ITS oblast nDNA

1. Namichat reak¢éni smés po vSechny 3 pary primera lokust A) matK, B) trnH-psbA,
C) ITS, podle tabulky. VSechny komponenty, které byly zamrazeny, vyjma polymerazy,

je potieba po rozmrazeni promichat pomoci vortexu:

1 x50 pl 1 reakce (pl)
Ultradista voda 33
Pufr pro Green Taq (Promega) 10
dNTPs (10 mM od kazdé baze) 0,6
Primer F (10 pmol/ul) 2
Primer R (10 pmol/ul) 2
Taq DNA-polymeraza (5U/ul) (Promega) 0,4
Templatova DNA (2)
48

Promichat reakéni smés pomoci vortexu.
Rozdé¢lit reakéni smés po 48 pl do zkumavek pro PCR (0,2 ml).
Ptidat do zkumavek po 2,0 ul DNA.

A

Zkumavky vlozit do termocykleru a spustit program:

Cyklus &.  Pocet opakovani  Teplota (°C)  Cas (m:s)

1 1 94 3:00

2 30 94 0:30
55 0:30
72 0:45

3 1 72 10:00
4 0

6. Po skonceni programu aplikovat 2 pl vzorku na 1% agarézovy gel a otestovat
uspésnost PCR pomoci horizontélni elektroforézy.

7. Gel nasnimat pomoci GDS.



Purifikace PCR produktu ethanolem a octanem sodnym

Purifikaci  (pfecistenim) PCR produktu dojde k odstranéni zbylych primerd a
neinkorporovanych nukleotidti pomoci napi. komerénich kit nebo levnéjsich variant jako je
metoda purifikace PCR produktu etanolem a octanem sodnym. Pii tomto postupu dojde i
k odstranéni piebytku primerd - postup je tudiz vhodny i pro purifikaci vzorkli pied

automatickym sekvenovanim.

1. Pipetovat 50 pl PCR reakéni smési do 0,6 mikrozkumavky (pfi menSim objemu piidat
ultracistou vodu, pii veétSim objemu pfidat adekvatné vétsi mnozstvi dalSich

komponent).

2. Pridat 7,5 pl 3M octanu sodného, 156,25 pl 96% EtOH a 36,25 ul ultracisté vody,
zaviit mikrozkumavku, vortexovat (pfi vice vzorcich je mozné smés namichat

doptedu, vortexovat a aliqoty rozpipetovat).
3. Nechat stat 15 minut pfi laboratorni teploté.

4. Vlozit do centrifugy (oznacit orientaci mikrozkumavky v centrifuze), centrifugovat

cca pii 13 000rpm/20 minut.
5. Thned po centrifugaci odebrat Spickou vSechen supernatant.
6. Pridat 250 ul 70% EtOH, zavftit mikrozkumavku a vortexovat.
7. Vlozit do centrifugy (spravnou orientaci) a centrifugovat pii cca 13 000 rpm/5 min.

8. Opét rychle odstranit supernatant, vzorky vysusit a pelet rozpustit v ultracisté vodé ¢i
vhodném pufru (0.1 TE apod.).

Vzorek DNA uchovat v lednici ¢i mrazaku.
Sekvenéni analyza

Vyhodnotit ziskané sekvence pomoci vhodnych softwarti napt. ClustalX a BioEdit. Ke

konstrukei fylogenetickych stromi je mozné pouzit programy MEGA a TreeView.
Vyhodnoceni sekvenovani:
Posouzeni kvality sekvenci

e Oteviit *.zip soubor se sekvencemi a postupné zkontrolovat, zda jsou vSechny

elektroforetogramy citelné a vyhodnotitelné Obr. 1.



e Sckvence v antisense orientaci prevést do sense orientace. Sekvenci v *.AB1 formatu
oteviit pomoci programu BioEdit a vnabidce ,view* zatrhnout ,, Reverse
Complement®. Nasledné sekvenci ulozit v nabidce ,,File* vybrat ,,Export as Fasta“.

e U vyhodnotitelnych soubort (piky jsou zfetelné citelné bez vyraznych piekryvil) sloucit
sekvence ve formatu FASTA do jediného souboru (k jednomu z *.txt souborl
ptikopirovat postupné vSechny ostatni tak, aby kazdéa z polozek zacinala na samostatném

fadku znakem*>).

Multiple alignment a editace sekvenci

e Spustit program ClustalX, v nabidce ,File* zvolit ,,Load Sequences“ a vyberat
vytvofeny FASTA soubor v *.txt (je vhodné, aby v ndzvu souboru a v fadcich za
znakem* > byly jen bézné znaky, ne tecky, hvézdi¢ky, mezerniky, lomitka a pod.)

e V nabidce ,,Alignment* vybrat ,,Do Complete Alignment* Obr. 2, zvolit misto ulozeni
na disku a odkliknout ,,Align*, ziskany alignment je ve formatu *.dnd.

e Oteviit program MEGA a vnabidce ,Alignment“ vybrat , Alignment
Explorere/CLUSTAL®, v tabulce zvolit ,,Retrieve sequences from a file* a potvrdit.

e Oznacit sekvence a v nabidce vybrat ,,Align by ClustalW* a potvrdit ,,OK*

e Pomoci panelu ,,Edit* je mozné sekvence editovat.

e Postupné prochazet sekvence a porovndvat je s elektroforetogramy (*.abl), které
otevirame v programu BioEdit a opravujeme pfipadné chyby a nesrovnalosti pomoci ,,
Copy*, ,,Paste* a ,,Cut®.

e Opravené sekvence zarovnat odstranénim necitelnych sekvenci na zacatku a konci
(vyberat do bloku a odstranit pomoci klavesy ,,Delete*).

e Ulozit editovanou sekvenci *.meg formatu a v tomto formatu opét oteviit v programu
MEGA.

e Ztakto upravenych sekvenci lze nésledné vytvofit dendogram podobnosti pomoci
nabidky ,,Phylogeny* a ,,Construct Phylogeny* Obr. 3, kde vybereme metodu

konstrukce dendogramu a volime dal$i parametry.



Obr. 1 Ukadzka citelnosti elektroforeogramu sekvence matK oblasti
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Obr. 2 Multiple alignment sekvenci matK oblasti s vyznacenymi SNPs- Single Nucleotid
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Obr. 3 Ukdzka vysledného dendogramu matK oblasti vybranych genotypii hrachu

sestrojeného pomoci softwaru MEGA 4.1 metodou Maximum Parsimony.
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