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Vyvoj genové specifickych DNA markeru pro skrining rostlin ve Slechténi jetele
lu¢niho
Development of gene specific DNA markers for plant screening in red clover breeding
ﬁ0|]k()¥'ﬁ J.1, DluhoSova J. 1, Nedélnik J. 2, JakeSova H. 3

'Ustav experimentdlni biologie, Masarykova univerzita Brno
2Zemédelsky vyzkum, spol. s r.o., Troubsko
Ing. Hana Jakesovad, CSc., §lechténi, Hladké Zivotice

Abstrakt

Jetel lu¢ni (Trifolium pratense) je celosvétove dulezita picnina. Cilem prace byla identifikace SSR
(simple sequence repeat) markert v kodujicich sekvencich pro cely genom. Charakterizovali jsme
4005 potencidlnich markert s produkty amplifikace 100 az 350 bp. Hustota markerti byla jeden SSR
na 12,39 kbp. Celkem 95 SSR v kddujicich sekvencich bylo validovano pro 50 ¢&eskych i
zahrani¢nich odrid jetele luéniho a byla ziskana kolekce 22 vysoce polymorfnich markert s PIC
(polymorphism information content) > 0.9. Tyto makery jsou vhodné pro studium diverzity u T
pratense a pro celogenomové studie vyhledavani markert ve specifickych genech vyuzitelnych ve
§lechténi jetele luéniho. Informace o piibuzenskych vztazich u Slechtitelského materialu jsou
vyuzitelné pro planovani kiizeni, ale i ochranu prav slechtitelt prostrednictvim identifikace odrud.
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Abstract

Red clover (Trifolium pratense) is an important forage plant worldwide. We characterized 4,005
potential simple sequence repeat (SSR) markers generating polymerase chain reaction products
preferentially within 100 to 350 bp. Marker density of 1 SSR marker per 12.39 kbp was achieved.
Altogether, 95 SSRs in coding sequences were analysed for 50 red clover varieties and a collection of
22 highly polymorphic SSRs with PIC (polymorphism information content) > 0.9 was generated,
thus obtaining primer pairs for application to diversity studies in T. pratense. Predicted large sets of
SSRs throughout the genome are key to rapidly implementing genome-based breeding approaches.
Detailed knowledge of genetic relationships among breeding materials can also be useful for breeders
in planning crosses or for plant variety protection.
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Uvod

Jetel luéni (Trifolium pratense 1..) je vyznamna picnina vyuzitelna ke krmivarskym ucelim a
péstovana jak monokulturné, tak jako dulezitd souc¢ast jetelotravnich smeési. Pozitivnim
environmentalnim aspektem je také schopnost fixace vzdusného dusiku v symbidze s bakterii
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii. Slechténi této plodiny komplikuje cizosprasnost a
gametofyticky systém inkompatibility a v dusledku toho mohou byt prirodni ekotypy i odrudy
morfologicky podobné, ale geneticky heterogenni. Heterozygotni charakter rostlin komplikuje
Slechtitelské a genetické postupy. Genotypovani rostlin by proto bylo vhodnou strategii jak urychlit a
zefektivnit §lechténi novych odrid jetele luéniho s Zadoucimi znaky. Pro tento cil je nezbytné vyuzit
soucasné poznatky z celogenomovych sekvenacnich projektu jetele luéniho (Istvanek et al. 2014; De
Vega et al. 2015) a dalsi postupy na urovni DNA, jako je cilend charakterizace genu, ale i RNA, kdy
identifikujeme transkribované oblasti gent s uréitou funkei a vnich detekujeme DNA markery
asociované s prisluSnym znakem.

Cilem této prace bylo vyvinout sadu polymorfnich SSR markert v kédujicich sekvencich cilovych
gentl vhodnych k analyze genetické diverzity u odrid jetele luéniho. Toto hodnoceni prostiednictvim
profilu DNA markeru u cizosprasnych druht umozni kvantifikaci variability v ramci populace i mezi
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populacemi, coz je dulezité pro identifikaci odrid a analyzu ¢istoty semen nebo pro vybér geneticky
odlisnych rodi¢a pro perspektivni kiizeni.

Material a metody

Software SSR Locator (da Maia et al. 2008) byl vyuzit k vyhledavani SSR markert v sekvencich
genu jetele luéniho a pro navrh primeru. Pro vSechny predikované lokusy SSR byla nastavena
jednotna teplota tani (Tm = 55 °C). Validace markertu byla provedena pro 50 odrid jetele lu¢niho (40
¢eskych, 10 zahrani¢nich). Listy byly odebirany z rostlin péstovanych 30 dni ve skleniku a DNA byla
izolovana z 1 g list z balku 16 rostlin od kazdé odrudy podle protokolu Dellaporta et al. (1983). K
validaci bylo nahodné vybrano 96 SSR lokusu v kodujicich sekvencich genu.

Polymerazova fetézova rekce (PCR) byla provadéna v objemu 10 pl s 1x reakénim pufrem, 0.2 mM
kazdého dNTP (10 mM; Sigma-Aldrich, Germany), 10 pmol kazdého primeru, 0,5 U ('}()Zn’},hg("'0
polymerazy (Promega, USA) a 30 ng templatu DNA. Byl pouzit nasledujici PCR cyklus: 94 °C 3
min, 58 °C 1 min, 72 °C 1 min; 30 cyklu 94 °C 30 s, 58 °C 30 s, 72 °C 30 s; zavérecny elongacni
krok 72 °C 5 min. Fragmenty byly separovany na 3 % agarézovém gelu nebo na 10 %
polyacrylamidovém gelu a vizualizovany po barveni ethidium bromidem.

Z gelu byly hodnoceny polymorfni fragmenty a pro kazdy marker byla vypocitana hodnota PIC
(polymorphism information content) vyjadfujici pravdépodobnost detekce polymorfismu mezi
genotypy dvou ndhodné vybranych odriad. PIC byl vzdy vypocitan pro vSech 50 odrud. Podobnost
mezi jednotlivymi pary odrad z celkového poctu byla odhadnuta na zdkladé piitomnosti nebo
absence jednotlivych amplifikovanych fragmentu viech SSR markert pomoci Jaccardova (nxy / (nx +
ny — nxy)) a Serensen-Dice (2nxy / (nx + ny)) koeficientu (kde nxy je pocet fragmentt pritomnych u
obou porovnavanych odrid, nx je pocet viech fragmenti prvni porovnavané odrudy a ny je pocet
viech fragmenti druhé porovnavané odridy). Byly zkonstruovany dva fylogenetické stromy na
zdkladé  pramérné  vzdilenosti matric pomoci MATLAB  (verze R2015a,
http://www.mathworks.com), UPGMA a FigTree (verze 1.4.2,
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Vysledky a diskuze

V kodujicich sekvencich jetele luéniho bylo pomoci softwaru SSR Locator identifikovano 6749
potencidlnich SSR lokust. To je dvakrat vice nez pocet lokusi SSR identifikovanych v
osekvenovaném transkriptomu jetele lu¢niho (Yates et al. 2014). Pro vhodné lokusy byly navrzeny
jedine¢né primery pro amplifikaci fragmentu dlouhych 100 az 350 bp. Bylo tak navrzeno 4005 (59,3
%) potencialnich SSR markert. 3409 (5,3 %) kodujicich sekvenci mélo alespon jeden SSR marker.
Pro celkovou délku kodujicich sekvenci 49,6 Mbp tak byl 1 SSR marker na kazdych 12,39 kbp.
Nejcastéjsim motivem mikrosateliti byly trimery (78,68 %), komplexni motivy (10,74 %) a
hexamery (8,16 %) byly méné ¢asté (Tab. 1). Dalsi motivy jako dimery a pentamery se vyskytovaly
vzacné, Tento jev je zpusoben nutnosti zachovani otevienych ¢tecich ramcu v kodujicich sekvencich
a negativnim selekénim tlakem vaéi sekvencim SSR, které je narusuji. Podle literdrnich zdroju u
vétsiny SSR s motivy jinymi nez trimerickymi je celkova délka motivu kombinaci zakladnich motivu
délitelnych tfemi, napt. (A)12, (GA)6, (ATTGG)3, a tak nedochazi k naruseni otevienych Ctecich
ramcu posunovymi mutacemi (Metzgar et al. 2000).

7. 96 vybranych SSR lokust nebyly pouze u jednoho (SSR-TP_g53834.tl.cdsl) ziskany zadné PCR
produkty. Celkem 95 markert SSR bylo analyzovano u 50 odrud jetele lu¢niho. Monomorfni SSR
marker SSR-TP g20700.t1.cds3 byl amplifikovan u vSech 50 odrad. 15 odrad meélo produkty
amplifikace ve vsech 95 lokusech SSR, nejnizsi pocet (4 lokusy) byl amplifikovan u odrudy
Radegast. Pocet alel v lokusech se pohyboval od 1 do 17 (Obr. 1a). Hodnoty PIC pro SSR markery
byly v rozmezi 0 az 0,986 a prumérnou hodnotou 0,679 a medianem 0,693, Nejvys§si diverzita byla
zjisténa pro SSR s trinukleotidovymi motivy s PIC v rozmezi 0,180 az 0,986 (Tab. 1). 22 SSR bylo
vysoce polymorfnich s PIC = 0.9 a 72 SSR mélo PIC = 0.5 (Obr. 1b). PIC je obvykle vyuzivan
v genetice rostlin kK odhadu Grovné polymorfismu markert. U legumindz byl vyuzit napf.
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k hodnoceni polymorfismu 48 SSR markert Vigna radiata (Shrivastava et al. 2014), 45 SSR markera
Trifolium alexandrinum (Verma et al. 2015) a 36 SSR markeru Vicia spp. (Raveendar et al. 2015).
Vysoké hodnoty PIC jsou obvykle spojené s moznosti dalsiho vyuziti pii identifikaci odrad nebo
vybérech vhodného materidlu pro dalsi Slechténi. Pro vypocet hodnot PIC se vyzaduje urceni
alelovych ¢etnosti ve studované populaci.

Tabulka 1: Hodnoty PIC pro validovanych 95 SSR marker s riznymi motivy.

Motiv Pocet PIC

repetice SSR Rozmezi Prumér SD
monomer 2 0.567-0.693 0.6297 0.0632
dimer 2 0.875-0.895 0.8853 0.0102
trimer 67 0.180-0.986 0.6929 0.2227
hexamer 2 0.333-0.365 0.3488 0.0160
komplexni 22 0-0.975 0.6514 0.2734

Obrazek 1: Validace 95 SSR markeru u 50 odrad jetele lu¢niho. Pocet alel pro jednotlivé SSR
markery (a) a hodnoty PIC pro SSR markery (b).
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PoZat SSR markerd

Pomoci Jaccardova a Serensen-Dice koeficientt bylo dosazeno témét shodného klastrovani odrud.
Odrudy tvofily klastry podle svého puvodu. Odridy Walter (CA), Concorde (US) a Makimidori
(JPN) vyslechténé mimo Evropu vytvorily jednu skupinu, dalsi oddélenou skupinu tvofily odridy
Lossam (FR), Triton (SE), Essex Broad Red (GB), Gibridnij Pozdnespelyj (former SU) a Parka (PL)
vyslechténé mimo Ceskou republiku. Ceské odridy tvoiily samostatny klastr odrad.

Zivér

Prace rozsifila naSe znalosti o kodujicich sekvencich jetele luéniho na zaklade jiz ziskané

celogenomové sekvence. Byla vytvofena kolekce 22 vysoce polymorfinich SSR markera s PIC = 0,9
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a byly ziskany daldi markery s PIC > 0,5. Tyto sady budou dale rozsifeny pro aplikaci ve Slechténi
jetele luéniho na cilené zlepSeni znaku kvality, vytrvalosti a rezistence. Spolecne s dalsimi
molekularnimi postupy a dalsimi jednonukleotidovymi polymorfismy pfispéji k implementaci
genotypovani do Slechténi jetele.
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