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Valsts agentiiras ,,Latvijas Valsts Auglkopibas instittits”

atskaite

par darbu pie MK 2006.gada 3.janvara noteikumu Nr.21 ,,Noteikumi par valsts
atbalstu lauksaimniecibai 2006.gada un ta pieskirSanas kartiba” 4. pielikuma
"Atbalsts izglitibai, zinatnei uninformacijas izplatiSanai" V sadalas "Atbalsts
lauksaimnieciba izmantojamiem zinatnes projektiem" subsidiju projekta
,Latvijas kultiiraugu genétisko resursu molekulari - genétiska
pasportizacija" izpildi

Projekta konkretie uzdevumi:

1. Izstradat molekulari - gené&tiskas pasportizacijas metodika sekojosam Latvijas
kultiraugu kultiram: kvieSiem, sarkanajam abolinam, kartupeliem, abelém,
melon€m un gimenes sipoliem.

2. Veikt molekulari - genétiska pasportizacija, izmantojot jau izstradato pasportizacijas
metodiku $§adam Latvijas kulttiraugu kulttiram: mieziem un saldajiem kirSiem.

Saskana ar Ligumu Nr. 220606/S311 tika veikts sekojoss darbs, atbilstosi
projekta izvirzitajiem mérkiem un konkrétajiem uzdevumiem:

1. Molekularas pasportizacijas metodikas ievieSana:

1.1. Kviesi

Saskana ar Pétijuma uzdevumu ,,Izstradat molekulari - genétiskas pasportizacijas metodiku

kvieSiem” veikts sekojosais:

a) Atlasiti kvieSu paraugi, ar kuriem veikt informativo markieru noteikSanu un atlasi:
e Banga (Skirne, ziemas kviesi)

Krista (Skirne, ziemas kviesi)

Moda (Skirne, ziemas kviesi)

Sakta (Skirne, ziemas kviesi)

Viesturu (Skirne, ziemas kviesi)

Std 91-13-31 (selekcijas Iinija, vasaras kviesi)

L 93-130 (selekcijas Iinija, ziemas kviesi)

Paraugu atlases kritériji bija:
e Latvijas izcelsme
e dazadu vecakformu klatbitne ciltskoka
e dazads fiziologiskais tips

b) P&c literatuiras analizes tika atlasiti 20 mikrosatelitu praimeri (praimeru pari) molekularas
pasportizacijas metodikas izstradasanai kvieSiem. To atlases kritériji bija:

e augsts polimorfisms parbauditam skirném;

e maksimali iesp&jams genoma parklajums;

e atsSkirigi sagaidamie produkta garumi.



c¢) Tika veikta atlasito paraugu diedz&€Sana un DNS izdaliSana. Izmantojot izdalito DNS tika
izstradata molekulari - genétiskas pasportizacijas metodika (1. pielikums).

1.2. Abolins

Saskana ar Pétijuma uzdevumu ,,Izstradat molekulari - genétiskas pasportizacijas
metodiku sarkanam abolinam” veikts sekojosais:

a) Atlasiti sarkana abolina paraugi, ar kuriem veikt informativo markieru noteikSanu un
metodikas ievieSanu:

e Stendes vélais 2n
e Arija 2n
e Jancis 2n
e Skriveru agrais 2n
e Kaive 4n
e Skriveru tetra 4n
e Divaja 4n
e Stendes agrais 2n
e Dizstende 2n

Paraugu atlases kritériji bija:
e Latvijas izcelsme
e dazadu vecakformu klatbutne ciltskoka
e dazada ploiditate

b) P&c literatiiras analizes atlasiti 20 mikrosatelitu praimeri (praimeru pari) molekularas
pasportizacijas metodikas izstradasanai sarkanam abolinam.
Praimeru paru atlases kriteriji bija:

e augsts polimorfisms parbauditam Skirném;

¢ maksimali iespgjams genoma parklajums;

o atskirigi sagaidamie produkta garumi.

c) Tika veikta atlasito paraugu diedz&Sana un DNS izdaliSana. [zmantojot izdalito DNS tika
izstradata molekulari - genétiskas pasportizacijas metodika (2. pielikums).

1.3. Kartupeli

Metodikas izstradei kartupelu genétisko resursu molekulari genétiskajai pasportizacijai
izveletas 10 Latvija izaudzetas skirnes:

1. Zile (Meta/ Maris Piper);

2. Agra(M1067.5/522.183);

3. Monta (16934.1/Ausonia)

4. lIzstades (V5018-2/Agra)

5. Gauja (Lawa/10792.2);

6. Sarmina (Gauja/Sednevskij rannij);

7. Maris (12352.1/Gauja);

8. Eksports (Primadonna/Pepo);

9. Laimdota (Majestic/Eksports);

10. Lauma (izlase no Fanal)



Lai péc iesp€jas labak var€tu novertét atlasitos praimerus un izstradatu metodiku,
izveletas kartupelu Skirnes, kas ir gan tuvu radniecigas, gan Skirnes, kuram ir neradnieciska
izcelsme.

Tuvu radniecigu skirnu grupu veido 1940. gada izveidota skirne ‘Agra’ (1679.9 x
522.183) un divas Skirnes, kuras atlasitas no krustojumu kombinacijam ar Skirni ‘Agra’:
‘Izstades’ (Skirne registréta 1953. gada, krustojuma kombinacija V5018-2 x ‘Agra’) un
Monta (2000., krustojuma kombinacija 16934.1 [15702.66 (Omega x Agra) x Jasen]| X
Ausonia).

Otru radniecigu skirnu grupu veido Skirne ‘Gauja’ (1978. gads, ‘Lawa’ x 10792.2)
ar savam pécnacgjam Skirném ‘Sarmina’ (1980., ‘Gauja’ x ‘Sedpevskij Ranpij’) un
‘Maris’ (1992. 12352.1 x ‘Gauja’).

Izméginajuma icklauta Skirne ‘Eksports’ (izaudzéta 1926.gada, krustojuma
kombinacija ‘Primadonna’ x ‘Pepo’) un tas p&ctece skirne ‘Laimdota’ (1933., ‘Majestic’ x
‘Eksports’). Pilnigi atSkiriga izcelsme ir $kirnei ‘Zile’ (registréta 1989., ‘Meta’ x ‘Maris
Piper’). Skirne ‘Lauma’ (1984.) izveidota izlases cela no vacu kirnes ‘Fanal’, abas $kirnes
ieklautas pétijuma, lai noskaidrotu, vai to genotipi atSkiras.

Tika veikta DNS izdaliSana. Izmantojot izdalito DNS tika izstradata molekulari -
genéctiskas pasportizacijas metodika (3. pielikums).

1.4. Abeles

Saskana ar Pétfjuma uzdevumu ,,Izstradat molekulari - genétiskas pasportizacijas
metodiku abelém” atskaites perioda ir veikts sekojosais:

a) Atlasiti 6 abelu paraugi, ar kuriem veikta informativo markieru noteikSana, metodikas
ievieSana:
e Malus silvestris Mill.
Baltais Dzidrais (Soha klona)
Prima (Vf)
Sipolins
Mclntosh
Wijcik (Co)

Paraugu atlases kriteriji bija:
e Latvijas izcelsme;
e Latvijas teritorijai raksturiga savvalas suga;
e Specifisku, selekcijai svarigu génu esamiba (Vf — kraupja rezistences géns, Co —
kolonveida vainaga formu nosakoSais géns);
e Plass pielietojums krustojumos;
e Potenciala genétiska daudzveidiba.

b) P&c literattiras analizes atlasiti 18 mikrosatelttu praimeri (praimeru pari) molekularas
pasportizacijas metodikas izstradasanai abeleém.

Praimeru atlases kritériji:
e augsts polimorfisms parbauditam skirném;
e maksimali iesp&jams genoma parklajums;
o atSkirigi sagaidamie produkta garumi.



c¢) Tika veikta DNS izdaliSana izvéletajiem paraugiem. [zmantojot izdalito DNS tika
izstradata molekulari - genétiskas pasportizacijas metodika (4. pielikums).

1.5. Gimenes sipoli

Gimenes sipolu molekulari - genétiskas pasportizacijas metodikas izstradei izveleti
Latvijas viet€jie kloni un Skirnes ar dazadu krasu un sipolu formu (25, 31,47,649,294, 574,
659, Kapina).

Veikta atlasito paraugu DNS izdaliSana. Izmantojot izdalito DNS tika izstradata
molekulari - genétiskas pasportizacijas metodika (5. pielikums).

1.6. Melones

Melonu molekulari - genétiskas pasportizacijas metodikas izstradei izvélétas linijas,
kuram kops$ 2003. gada tiek veikta tuvradnieciska krusto$ana, un kuras uz So bridi ir
uzskatamas par salidzinoSi homogénam un kvalitates prasibam atbilstoSam Latgales
meloném (5(2) 12, 4(3)I3, 8 12, S4(3)I2, 4(3)I2B, Pilkas ribota Iinija), ka ar1 lielakai
genotipiskajai daudzveidibai, kura nepiecieSama praimeru polimorfisma noteikSanai,
izméginajuma ieklautas ari dienvideiropas un Japanas selekcijas melonu $kirnes (Ogen un
Katsura Gigant).

Tika veikta atlasito paraugu DNS izdali$ana. Izmantojot izdalito DNS tika izstradata
molekulari - genétiskas pasportizacijas metodika (6. pielikums).

2. Molekularas pasportizacijas veikSana:
2.1. Miezi

Saskana ar P&tfjuma uzdevumu ,,Veikt molekulari - genétiska pasportizaciju mieziem,
izmantojot jau izstradato pasportizacijas metodiku” atskaites perioda ir veikts sekojosais:

Atlasiti 25 miezu paraugi, kuriem veikt molekulari - genétiska pasportizaciju,
pasportizacijas rezultati — 8. pielikuma.

Skirnu atlases kritériji:
e visas pieejamas Latvijas izcelsmes miezu Skirnes;
e perspektivakas selekcijas linijas.

b) Balstoties uz laboratorijas iepriek§€jo pieredzi atlasiti 10 mikrosatelitu praimeri
(praimeru pari), ar kuriem veikt molekulari - genétisko pasportizaciju.
Praimeru atlases kritériji:

e augsts polimorfisms ieprieks§€jos izmeéginajumos;

e maksimali iespgjams genoma parklajums;

e atSkirigi sagaidamie produkta garumi

¢) Izveleti ¢etri PCR protokoli, kuri paradija augstako efektivitati atlasitiem praimeriem
(metodikas apraksts 7.pielikuma).

d) Veikta atlasito paraugu diedzéSana DNS izdaliSanai. Tika veikta atlasito paraugu DNS
izdaliSana. Izmantojot izdalito DNS tika veikta molekulari - genétiskas pasportizacija (8.
pielikums).



2.2. Saldie kirsi

Saskana ar Pétljuma uzdevumu ,,Veikt molekulari - genétiska pasportizaciju saldajiem
kirS§iem, izmantojot jau izstradato pasportizacijas metodiku” atskaites perioda ir veikts
sekojosais:

a) Atlasiti saldo kirSu paraugi, kuriem veikt molekulari - gené&tiska pasportizaciju,
pasportizacijas rezultati — 10. pielikuma.

Skirnu atlases kriteriji:
e Latvijas izcelsmes saldo kirSu genétisko resursu paraugi;
e Arzemju 3kirnes, kas ir nozimigs saldo kirSu selekcijas izejmaterials;
e AVS testam nepiecieSamas Skirnes, padzilinatas Skirpu identifikacijas un
salidzinasanas veikSanai.

b) Balstoties uz ieprieksgjo pieredzi atlasiti 10 mikrosatelitu praimeri (praimeru pari), ar
kuriem veikta molekulari - genétisko pasportizacija.
Praimeru atlases kritériji:

e augsts polimorfisms iepricksgjos izméginajumos;

e maksimali iespgjams genoma parklajums;

o atSkirigi sagaidamie produkta garumi.

¢) Izvelets PCR protokols, kur§ paradijis augstako efektivitati atlasitiem praimeru pariem
(metodikas apraksts 9.pielikuma).

d) Veikta atlasito paraugu diedzéSana DNS izdaliSanai. Tika veikta atlasito paraugu DNS
izdaliSana. Izmantojot izdalito DNS tika veikta molekulari - genétiskas pasportizacija (10.
pielikums).

Secinajumi

1. Izstradatas molekulari — genétiskas pasportizacijas metodikas kvieSiem, sarkanajam
abolinam, kartupeliem, abelém, meloném un gimenes sipoliem, kas lauj veikt
genétisko resursu paraugu identificéSanu;

2. lIzstradatas metodikas pielietojamas talakai kvieSu, sarkana abolina, kartupelu,
abelu, melonu un gimenes sipolu genétisko resursu kolekciju pasportizacijai,
izmantojot mikrosatelitu (SSR) markierus;

3. lIzstradatas un ieviestas mikrosatelitu (SSR) metodikas nodroSina stabilu un
atkartojamu rezultatu iegiiSanu, kas lauj veikt iegiito datu salidzinasanu ar citas
valstls iegiitajiem rezultatiem, ieglito datu apmainu un analizi, izvietoSanu
genétisko resursu datu bazes;

4. Izmantojot jau izstradatas metodikas, iegliti gen&tisko resursu paraugu
identificéSanai nepiecieSamie molekulari - genétiskie profili mieZiem un saldajiem
kirSiem.

5. legiitie rezultati izmantojami talakai miezu un saldo kirSu kolekciju analizei —
nosakot paraugu radniecibu, atlasot dublikatus, genétiski tuvu radniecigas Skirnes;

6. leguta molekulari — genétiskas pasportizacijas informacija ir nozimiga sekmigai un
optimalai genétisko resursu kolekciju uztur€Sanai, starptautiskai informacijas



izplatiSanai par Latvijas kultGraugu genétiskajiem resursiem, ka ari esoSo selekcijas
programmu uzlaboSanai un intensificéSanai.
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Valsts agentiiras ,,Latvijas Valsts Auglkopibas instittits”

MK 2006.gada 3.janvara noteikumu Nr.21 ,,Noteikumi par valsts atbalstu lauksaimniecibai
2006.gada un ta pieskirSanas kartiba” 4. pielikuma "Atbalsts izglitibai, zinatnei uninformacijas
izplatiSanai" V sadalas "Atbalsts lauksaimnieciba izmantojamiem zinatnes projektiem"

subsidiju projekts
,Latvijas kultiraugu genétisko resursu molekulari - genétiska
pasportizacija"
Kopsavilkums

Projektam tika izvirziti sekojo$i konkrétie uzdevumi: 1)Izstradat molekulari —
genctiskas pasportizacijas metodika sekojosam Latvijas kultiiraugu kultGram: kvieSiem,
sarkanajam abolinam, kartupeliem, @belém, meloném un gimenes sipoliem; 2) Veikt
molekulari - genétiska pasportizacija, izmantojot jau izstradato pasportizacijas metodiku
sadam Latvijas kultiraugu kultiiram: mieziem un saldajiem kirSiem.

Lai izstradatu molekulari — genétiskas pasportizacijas metodiku tika veikta literatiiras
analize, atlasot piemérotakos mikrosatelitu (SSR) praimerus jeb markierus attiecigajam
kultiram. Atlases kriteriji bija praimeru polimorfisms, apmlificgjamo al€lu skaits
(izveloties lielako skaitu), lokalizacija genoma (priekSroku dodot markieriem, kas
lokalizéti dazadas hromosomas). P&c literatiras datiem tika izv€léti 20 mikrosatelitu
markieri kvieSiem, abolinam, kartupeliem, gimenes sipoliem un meloném, 16 mikrosatelitu
markieri abelém. Papildus mikrosatelitu markieriem, abelém ka saimnieciski un selekcijai
nozimigs, tika izmantots specifiska géna (kraupja rezistences jeb Vf gé€na) markieris

Izmantojot izv€éleétos mikrosatelitu markierus tika veikts eksperimentalais darbs
metodiku izstradei un ievieSanai Latvija, izmantojot un modific§jot public€tos protokolus.
Eksperimentalaja darba tika izmantotas 7 kvieSu, 9 abolina, 10 kartupelu, 6 abelu, 8
gimenes sipolu un 9 melonu $kirnes. Izmantojamo $kirnu galvenie atlases kritériji bija:
Latvijas izcelsme, specifisku, selekcijai svarigu génu esamiba, pielietojums Latvija
veiktajos krustojumos, potenciala genétiska daudzveidiba.

Eksperimentala darba rezultata tika izstradatas laboratorijas metodikas genétiski —
molekularajai pasportizacijai kviesu, sarkana abolina, kartupelu, abelu, melonu un gimenes
sipolu  genétiskajiem resursiem. Izstradatas metodikas tiks pielietotas turpmakaja
kultiraugu genétisko resursu pasportizacija.

Balstoties uz jau izstradatajam metodikam tika veikta miezu (25 Skirnes) un saldo
kirSu (146 skirnes) molekulari genétiska pasportizacija. Abam pé&tamajam kultiram tika
izmantots 10 mikrosatelitu praimeru paru komplekts. Izpéteé izmantoti 2 PCR (polimerazes
k&des reakcijas) protokoli saldajiem kirSiem un 4 — mieziem.

Eksperimentalais darbs veikts Valsts agentiras ,Latvijas Valsts Auglkopibas
institita” molekularas biologijas laboratorija, ka ari VMZI ,,SILAVA” molekularas
pasportizacijas laboratorija, SIA Pires darzkopibas pétijumu centra un LU agentiras ,,LU
Biologijas institiits” Augu gené&tikas laboratorija, sadarbiba ar attiecigo kultiiru selekcijas
instititiem: Valsts Priekulu laukaugu selekcijas institlitu, Valsts Stendes graudaugu
selekcijas instititu un LLU agentiiru ,,Zemkopibas Zinatniskais institats”.



PIELIKUMS



1. pielikums

Kviesu (Triticum) Skirnu
molekularas pasportizacijas
metodika

Valsts agentiira ,,Valsts Stendes graudaugu selekcijas institiits”
LU agentura ,,LU Biologijas instittts”

2006



Kviesu Skirpu molekularai pasportizacijai tiek lietota vienkarSo sekvencu
atkartoSanas (SSR, simple sequence repeats) markieru metode.

No katras sarkana kviesu Skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek testéta ar 20 Saja
metodé lietotajiem praimeriem pariem PCR (polymerase chain reaction) reakcija, kuras
produktu lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

1. DNS izdaliSana
Paraugu sagatavosana

DN tika izdalita no otras jeb tresas lapas audiem, ko ieguva no divu ned€lu veciem
izdiedzetiem augiem. No katras Skirnes tika atseviski ievakti paraugi no 8 individiem. Lapu
paraugi tika ievakti 96 paraugu DNS uzglabasanas platés un sasaldgti Skidraja slapekli. Pec
sasaldéSanas tos ievietoja Luo Lab 3000 sald€josa vakuuma zavetaja un zaveja Cetras
diennaktis pie -60°C temperatiiras. [zzaveétos paraugus sasmalcindja izmantojot Retcsh
kratitaju un svina lodites.

DNS izdaliSanai izmantotais protokols:

Pie katra sasmalcinata parauga tika pievienots 600 pl CTAB bufera (0.1M Tris,
pHS8.0; 0.01M EDTA, 0.7M NaCl, 1% CTAB un 1% merkaptoetanols) un tad vienu stundu
izturéts pie 60°C tidens vanna. Ekstrakcija tika turpinata pievienojot 600 pl hloroforma-
izoamilalkohola, tilpuma attiecibas 24:1, un uzmanigi samaisot, tad plates tika
centrifugetas 20 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas Skidra faze no katra parauga
tika parnesta uz jaunu plati, kur tai pievienoja 5 pl Rnazi (Img/ml) un inkubg&ja 30 min pie
37°C. Péc inkubéSanas pievienoja 0.8 tilpumu auksta izopropanola un uzmanigi maisija,
tad centrifug€ja 10 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nolgja
supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un
0.2M natrija acetata Skidumu uzmanigi maisot 20 min istabas temperatira un tad
centrifuggja 5 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nol&ja supernantantu
lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un 0.01M amonija
acetata Skidumu un centrifugéja 5 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi
nol€ja supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa, izzaveja paraugu istabas
temperatiira un iz8kidinaja plates stobrina apaksa esoSo DNS 50 pl TE buffert (0.01M Tris
pH 8.0; ImM EDTA, pH 8.0).

DNS kvalitates un kvantitates noteiksana

Lai parliecinatos par DNS esamibu, ka arT noteiktu vai tas kvalitate un kvantitate ir
piepemama lai turpinatu darbu ar mikrosatelitu polimerazes k&des reakcijam (PCR), tika
izmantots Eppendorf BioPhotometer (Quantitative analysis).

2. PCR protokoli un mikrosatelitu praimeru sekvences.

Tika izveleti divdesmit mikrosatelttu praimeru pari (1. tabula). Pie R praimera
sekvencém tika pievienotas fluorescentas krasvielas.


http://www.eppendorf.com/int/index.php?l=1&pb=c870e4a0e6b363ed&sitemap=2.1&action=products&catalognode=10586

1. tabula. Izve€letie praimeri metodikas atstradasanai kvieSiem

Nr Nosaukums sekvence atkartojums temp.
°C
| [ Xewm47 L TTG CTA CCA TGC ATG ACC AT (CTHTT(CT)e 60
Xewm47 R | TTC ACC TCG ATT GAG GTC CT
5 | XgwmlllL TCT GTA GGC TCT CTC CGA CTG (CT)(GT)rr s
XewmlIII R | ACC TGA TCA GAT CCC ACT CG
;[ Xewmi20L GAT CCA CCT TCC TCT CTC TC (CT)(CAs 60
XgwmI20R | GAT TAT ACT GGT GCC GAA AC
4 [ Xewml2I L TCC TCT ACA AAC AAA CAC AC (CAAA)(CA)s 50
XgwmI2I R | CTC GCA ACT AGA GGT GTA TG
s | XgwmlI3lL AAT CCC CAC CGA TTC TTC TC (CT)ae 60
XewmlI3I R | AGT TCG TGG GTC TCT GAT GG
¢ |Xgwml3oL GAC AGC ACC TTG CCC TTT G (CT)se 60
XgwmI36 R | CAT CGG CAA CAT GCT CAT C
;| Xewml48L GTG AGG CAG CAA GAG AGA AA (CA) 60
XgwmI48R | CAA AGC TTG ACT CAG ACC AAA
o | Xgwml6dL ACA TTT CTC CCC CAT CGT C (CT)ue s
Xewml64R | TTG TAA ACA AAT CGC ATG CG
o |XgwmlS6L GCA GAG CCT GGT TCA AAA AG (GA) 60
XewmlI86R | CGC CTC TAG CGA GAG CTA TG
o | Xewm2I9L GAT GAG CGA CAC CTA GCC TC (GA)ss 60
Xewm2I9R | GGG GTC CGA GTC CAC AAC P
1 |[Xewm259L AGG GAA AAG ACA TCT TTT TTT TC GA)y s
Xgwm259R | CGA CCG ACT TCG GGT TC
Xgwm260 L GCC CCC TTG CAC AA TC
12 (GA)y 55
Xewm260R | CGC AGC TAC AGG AGG CC
13 | Xewm294L GGA TTG GAG TTA AGA GAG AAC CG (GA)TA(GA).: 5
Xgwm294R | GCA GAG TGA TCA ATG CCA GA
14 | Xewm299 L ACT ACT TAG GCC TCC CGC C (GA)(TAG) 5
Xgwm299R | TGA CCC ACT TGC AAT TCA TC
|5 | Xgwm325L TTT CTT CTG TCG TTC TCT TCC C (CT)ue 60
Xgwm325R | TTT TTA CGC GTC AAC GAC G
16 | Xgwm332L AGC CAG CAA GTC ACC AAA AC (GA)s 60
Xewm332R | AGT GCT GGA AAG AGT AGT GAA GC
17 | Xewm369L CTG CAG GCC ATG ATG ATG (CT)1(TH(CT)a, 60
Xewm369R | ACC GTG GGT GTT GTG AGC
g | Xgwm427L AAA CTT AGA ACT GTA ATT TCA GA (CAY(CA)mn 50
Xewm427R | AGT GTG TTC ATT TGA CAG TT
1o | Xgwm437L GAT CAA GAC TTT TGT ATC TCT C (CT)as 50
Xewm437R | GAT GTC CAA CAG TTA GCT TA
5o | Xgwm539L CTG CTC TAA GAT TCA TGC AAC C (GA) 60

Xgwm539R

GAG GCT TGT GCC CTC TGT AG




PCR protokoli

Katra PCR reakcija tika veikta 20 pl tilpuma, kas satur€ja 10.5 pl dejonizeta tidens, 2
pul PCR 10x bufera (Fermentas), 2 pul MgCl, (Fermentas), 0.5 uM F praimera, 0.5 pM ar
florescentu krasu ieziméta R praimera, 0.2 mM katra d’NTP, 0.5 U Taq polimerazes
(Fermentas) and 10-20 ng parauga DNS (1 pl tilpums). PCR reakcijas apstakli tika
izmantoti ka Roder et al. (1998).

Rezultatu analize

No analizétajiem markieriem Cetriem neizdevas amplificét produktu: Xwgm120,
Xwgml21, Xwgm136 un Xwgm164. Sie markieri turpmak netiks apskatiti.

No katras skirnes tika analizgti divi individi. Vidgji katram lokusam tika konstatétas 7
aleles, t.i. no 1 al€les lidz 10 alélém (1. tabula). Al€lu sastavs katram individam pie katra
lokusa paradits pielikuma tabula (1b. tabula). Divdesmit lokusi analiz&tajos paraugos bija
polimorfi.

2. tabula. Mikrosatelttu lokusu al€lu skaits un izméri

M‘klrsljitsehta ‘S{laellt‘; Ale]u izmeri (bp)
Xawmd7 6 141, 145, 149, 151, 164 un 166
XewmlI1LI |4 126, 128, 130 un 143
XewmilIL2 |8 174, 176, 178, 188, 194, 196, 200 un 202
XewmI31 LI |2 113,118
XewmI31L2 |5 133, 146, 148, 150 un 152
Xewm148 6 120, 122, 124, 127, 128 un 138
Xewm186 L1 1 132
XewmlIS6L2 | 6 140, 145, 161, 162, 164 un 166
Xewm219 10 147, 162, 163, 166, 178, 188, 189, 190, 195 un 197
Xewm259 4 101, 103, 105 un 107
Xewm260 L1 I 132
Xewm260L2 | 3 162, 164 un 166
Xewm260 L3 I 268
Xewm294 4 130, 132, 138 un 140
Xewm299 3 201, 203 un 205
Xawm325 6 69. 81,91, 94, 100 un 111
Xewm332L1 | 4 191, 193, 195 un 197
Xewm33212 |3 200,219 un 221
Xewm369 5 184, 186, 192, 210 un 212
Xewmd27 L1 | 3 114, 116 un 117
Xewmd27 L2 | 4 216,219, 221 un 223
Xewmd37 9 131, 132, 133, 135, 139, 156, 161, 163 un 166
Xewm339 g 103, 105, 109, 111, 113, 115, 118 un 123

Atsauces

Roder M.S., Korzun V., Wendehake K., Plaschke J., Tixer M.H., Leroy P. Un M.W. Ganal
(1998). ‘A microsatellite map of wheat” Genetics 149, 1-10.



3. tabula. Lokusi un al€les analizéto kvieSu mikrosatelitiem
Markieris Skirne/Itnija | 31-1331 | 93-130 | Banga | Kozak | Krista Moda Sakta | Viesturu | Vinjet | Zentos
’ Individs| 1| 2| 1| 2| 1] 2| 1| 2{ 1| 2] 1| 2 1| 2| 1] 2] 1} 2| 1| 2
Xgwm?294 Algle 1 *OOL138|* | * |140(* | * 138 |* |130[* [138|* |* |140[* |132]132]138|*
Algle 2 k1138 * [ * [ 140(0* | * 138 |* | 130[* [138|* |[* |140[* [132]132]138|*
Xgwm325 Algle 1 91| 91]100][100| 91| 91| 94| 94| 91| 69| 94| 94| 69| 91| 93| 94| 91| 91| 81| 81
Algle 2 91| 91[100[100| 91| 91[111] 94| 91| 69| 94| 94| 69| 91| 93| 94| 91| 91| 81| 81
Xgwm?299 Algle 1 * 12050 * | * | *F O |* |* |205|* |201|* 205|201 |* |205]|* ]201|201|203*
Algle 2 k12050 [k x| * | * 205 % * * * 1201201 ]203 | *
Xgwm4T* Algle 1 o141 x| *F xR 149]*% 164149149151 151|155 * | * |*  |145|*
Algle 2 OIS )*F ) F x| * x| 149]*  [164[149(149(164]166|155|* |* |*  [145|*
lokuss 1 Alele 1 126|126 (130|130 128[128|130]130]130[128]130[130|126|128[143[143[130|130|126|126
Xgwml11 Algle 2 130[130(130]130]130/130[130|130]130[130|130[130|130[130[143]143]130/130([130130
lokuss 2 Algle 1 * 1194174176178 | * 196 |* 178 |* 194178178 |174|174|* [200]188*
Alele 2 * 1196176176178 | * 196 * |178|* [196[178]178174174|* 202|188 |*
lokuss 1 Alele 1 TI3[ 113 (113113 [ 113 | 113113 (113|113 [ 113 113|113 113|113 113113113 |113][113]113
Xweml31 Algle 2 118118118 118|118 | 118113 113118118 113113 118118118 118|118 |118]|118]118
lokuss 2 Algle 1 133[133|* |* 148148148 148|148 152148148 |152[148|150]|150|146|146(152|152
Algle 2 133133 |* |* |148[148|148|148|148]152]148|148]152|148[150[150|146]146|152]152
lokuss 1 Algle 1 * 116|116 * |116|116|116|116|116|116(* |116|* |* |* |* |114|114|* |*
Xwem427 Alele 2 * 116|116 * |116|116|116|116|116|116(* [117|* |* |* |* |114|114|* |*
lokuss 2 Algle 1 216 * | * |* 221|221 [* 219221[223|219]219]223|* [219|219]219]219|219|219
Algle 2 221 * [ * | *  [221(221|* [219/221[223|219]219(223|* [219(219]219]219]|219|219
Xgwm186 lokuss 2 Algle 1 164|164 |145]145]145|145[140[140]140[164|140[140|164[164|145]|145]166|166 (140 | 140
Algle 2 164|164 (162162161 161|140 |140]162|164|140|140|164|164|145]|145]166|166|140 | 140
Xwgm]148 Algle 1 R O* 0 138138 *F 122 )%  J138[* 122127 |* |124|* |120]120]128|*
Algle 2 koopEk xR 1381138 K 122 % [ 138[* [ 122138 |* | 124[* [120]120]128|*
Xwem?219 Algle 1 166|166 147147188188 |163 189178 [189|190[190|190[178|189]166|178 178197162
Alele 2 195]195|166| 147|188 [188[190|189|178[189]190|190|190|178|189[189|178]178|197|197




Markieris Skirne/linija | 31-1331 | 93-130 | Banga | Kozak | Krista Moda Sakta | Viesturu | Vinjet | Zentos
’ Individs| 1| 2| 1] 2| 1| 2| 1| 2] 1| 2] 1| 2| 1| 2] 1| 2| 1] 2| 1| 2
Xwam259 Algle 1 103]103]101[101]101 /101|107 |107|101[103]107|107[101]101[103]103|101|101|101]101
Algle 2 103103]103{103]103/103|107|107|105[107]107|107[101]101|{105]|105|103|103|105]105
Xwam369 Alele 1 * |* |186]186|186|186]192|186|184|184|186|186|184|184|186|* [210[210|186|186
Algle 2 * | *  |186[186]186[186]192|186|184|184|186|186|184 184|186 |* [212[212]186|186
Xwamd37 Algle 1 135]135]132[132]156|156|135]135|* [139]133|133|135]135]161|161|135|135]131]131
Algle 2 135]135]166[139]156|156|135]135|* [166]135|135[135]135[163]163|135|135|131|131
Xwams39 Algle 1 113(* 115111 |* |115/105]105]* [* |105/105|* |* [105[105]109|109|103]|103
Algle 2 118 * [123[111]* |115[105[105]* [* [105/105(* |* [105[105]/109/109 103|103
lokuss 1 Algle 1 191191191191 191191191 193191191 191191 (191191191 |191[191]191]191]191
Xgwm332 Algle 2 197]195]195[195]195|195|197 193 |195[195]|197|197|195]195[197|197|195|195|195]|195
lokuss 2 Algle 1 R O*F R O*F Y 1219]200 % |* [219]219]* |* |219]219|* |* |* |*
Algle 2 koopR o[k | x [k 12191221 % | ¥ [219(219]* [*  |219[219|* |* |* |*
lokuss 1 Alele 1 132(* [132]132]132|132[132|* |132 * |1320132[132(132]132]132]132|132[132
Algle 2 132(* [132]132]132|132[132|* |132 * |132]132[132(132]132]132]132|132[132
Xwam?260 | lokuss 2 Algle 1 166 |* [162]166]166|164|166|* |166|* [* |166|166|166|166|164|* |* 166|166
Algle 2 166 |* [162]166]166|164|166|* |166|* [* [166|166|166|166|164|* |* 166|166
Jokuss 3 Algle 1 R OFO[F 268 * [ * | * |* |* |* [268[268|* |268|* |268|268|268|*
Algle 2 Kook x 1R 1268 F [ x| x |x [ * [* (268268 |* 268 |* |268|268|268|*

* - dotajam paraugam nenoveroja fragmenta amplifikaciju
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Sarkana abolina skirnu molekularai pasportizacijai tiek lietota vienkarSo sekvencu
atkartoSanas (SSR, simple sequence repeats) markieru metode.

No katras sarkana abolina Skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek testéta ar 20 Saja
metodé lietotajiem praimeriem pariem PCR (polymerase chain reaction) reakcija,kuras
produktu lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo skirni.

1. DNS izdaliSana
Paraugu sagatavosana

DNS tika izdalita no otras lapas audiem, ko ieguva no tris ned€las veciem
izdiedzetiem augiem. No katras Skirnes tika atseviski ievakti paraugi no 12 individiem.
Lapu paraugi tika ievakti 96 paraugu DNS uzglabasanas platés un sasaldéti Skidraja
slapekli. P&éc sasaldéSanas tos ievietoja Luo Lab 3000 saldgjosa vakuuma Zzavetaja un
zaveja Cetras diennaktis pie -60°C temperatiiras. [zzavetos paraugus sasmalcindja
izmantojot Retcsh kratitaju un svina lodites.

DNS izdaliSanai izmantotais protokols:

Pie katra sasmalcinata parauga tika pievienots 600 pl CTAB bufera (0.1M Tris,
pHS8.0; 0.01M EDTA, 0.7M NaCl, 1% CTAB un 1% merkaptoetanols) un tad vienu stundu
izturéts pie 60°C tdens vanna. Ekstrakcija tika turpinata pievienojot 600 pl hloroforma-
izoamilalkohola, tilpuma attiecibas 24:1, un uzmanigi samaisot, tad plates tika
centrifugetas 20 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas Skidra faze no katra parauga
tika parnesta uz jaunu plati, kur tai pievienoja 5 pl Rnazi (Img/ml) un inkubg&ja 30 min pie
37°C. Péc inkubéSanas pievienoja 0.8 tilpumu auksta izopropanola un uzmanigi maisija,
tad centrifug€ja 10 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nol&ja
supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un
0.2M natrija acetata Skidumu uzmanigi maisot 20 min istabas temperatira un tad
centrifuggja 5 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nol&ja supernantantu
lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un 0.01M amonija
acetata Skidumu un centrifugéja 5 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugé€Sanas uzmanigi
nol€ja supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa, izzaveja paraugu istabas
temperatiira un iz8kidinaja plates stobrina apaksa esoSo DNS 50 ul TE bufert (0.01M Tris
pH 8.0; ImM EDTA, pH 8.0).

DNS kvalitates un kvantitates noteiksana

Lai parliecinatos par DNS esamibu, ka arT noteiktu vai tas kvalitate un kvantitate ir
piepemama lai turpinatu darbu ar mikrosatelitu polimerazes k&des reakcijam (PCR), tika
izmantots Eppendorf BioPhotometer (Quantitative analysis).

3. PCR protokoli un produkta sagatavo§ana analizei ar sekvenatoru

Tika izveleti divdesmit mikrosatelttu praimeru pari (3. tabula). Pie R praimera
sekvencém tika pievienotas fluorescentas krasvielas (‘ned’, ‘hex’ jeb ‘fam’).


http://www.eppendorf.com/int/index.php?l=1&pb=c870e4a0e6b363ed&sitemap=2.1&action=products&catalognode=10586

PCR protokoli

Katra PCR reakcija tika veikta 20 pl tilpuma, kas satur€ja 10.5 pl dejonizeta tidens, 2
pul PCR 10x bufera (Fermentas), 2 pul MgCl, (Fermentas), 0.5 uM F praimera, 0.5 pM ar
fluorescentu krasu ieziméta R priaimera, 0.2 mM katra d’NTP, 0.5 U Taq polimerazes
(Fermentas) and 10-20 ng parauga DNS (1 tilpums). PCR reakcijas apstakli tika izmantoti
ka Kolliker et al. (2005).

Produkta sagatavosana analizei ar sekvenatoru

No katra PCR produkta 0.5 pl tika ievietots sekveng€Sanas plates stobrina, tris dazadi
PCR produkti viena (viens, ‘fam’, viens ‘ned’ un viens ‘hex’ tika kombinéti viena plates
stobrind), tam pievienoja 0.4 ul GS350 (rox) garuma standarta, un 10 pl formamida.

Rezultatu analize

No analiz€tajiem markieriem cetriem neizdevas amplificét produktu: TPSSR23,
TPSSR26, TPSSR54 un TPSSR56. Sie markieri turpmak netiks apskatiti.

Divi individi no katras Skirnes tika analizéti ar visiem divdesmit markieriem, bet
TPSSR17, TPSSR44, TPSSR13, TPSSR16, TPSSR34, TPSSR50 sesi individi no katras
Skirnes tika analizeti lai apskatttu daudzveidibu vienas Skirnes robezas. Analiz&tas Skirnes
bija loti daudzveidigas Skirnes robezas, piemérs paradits 1. tabula.

1. tabula Al€lu frekvences Skirnei ‘Skriveru tetra’ mikrosatelita lokusa TPSSR50

Indiv. Nr Aleles
T62bp | 170bp | 174bp | 178bp | 180bp | 186bp | 188bp | 190bp | 194bp | 196bp | 200bp
T 0.5 0.25 0.25
2 05 0.5 0.25
3 0.25 025 025 025
4 0.5 025 0.25
5 025 0.5 0.25 0.25
6 05 0.25 0.25

Vidgji katram lokusam tika konstatétas 19.5 al€les, t.i no 15 alélém lidz 27 algélem (2.
tabula). Visi lokusi analiz&tajos paraugos bija polimorfi.



2. tabula. Mikrosatelitu lokusu al€lu skaits un izmeri

Mikrosatelita] Al&lu

lokus skaits Alelu izméri (bp)
TPSSROS 20 ézg:égézéggzégg,19z,195,197,199,200,202,204,205,207,210,212,214,
TPSSRO9 20 }égziégz22%’}%i,124,128,130,132,134,142,144,148,152,154158,160,
TPSSR10 20 }ég:}égz};g:133,136,138,140,146,148,150,152,154,156,158,160,164,
TPSSRI3 23 182, 186, 190, 192, 195, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 215, 218,

220, 222,224, 226, 228, 231, 233

TPSSR15 15 120, 129, 131, 133, 135, 137, 144, 148, 151, 152, 159, 167, 169, 171, 192

183, 185, 187, 190, 192, 194, 198, 200, 202, 204, 206, 208, 210, 212, 214, 216,

TPSSRI6 23| 218,220, 222, 224, 226, 228. 230
TPSSR17 16 | 142, 144, 148, 150, 154, 148, 150, 154, 156, 158, 160, 164, 166, 172, 176, 186
TPSSR28 15 | 129, 133, 135, 139, 141, 144, 145, 150, 152, 154, 157, 159, 161, 165, 167

184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 200, 204, 208, 210, 214, 216, 222, 224, 226,
TPSSR29 19 | 508 234 236
TPSSR34 51 | 170,172, 174,176,178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192, 194, 196, 198,200,

202, 206, 210, 216, 218

TPSSR44 16 | 134, 138, 140, 142, 144, 146, 148, 150, 152, 154, 156, 160, 164, 166, 168, 170

142, 152, 158, 162, 164, 166, 168, 171, 172, 176, 178, 180, 182, 184, 186, 188,

TPSSR45 27| 190, 192, 194. 196, 198. 200. 202. 206. 210, 214, 223

S s ;?g,;?g,166,170,172,174,176,178,180,182,184,188,194,196,200,21L

PSSRer s égg,;g?,155,157,165,167,169,181,185,191,193,197,199,201,203,205,
162, 164, 166, 168, 170, 172, 174, 176, 178, 180, 182, 184, 186, 188, 190, 192,

TPSSR30 25 | 194, 196, 198, 200, 206, 208. 210, 214, 220

TPSSR52 16| 103,105, 113, 115, 117, 119, 121, 123, 127, 129, 133, 139, 141, 146, 143, 16

No analizétajiem mikrosatelitiem visskaidrak izSkiramas al€les bija TPSSRO09,
TPSSR17, TPSSR44, TPSSR13, TPSSR16, TPSSR29, TPSSR34, TPSSR46, TPSSR50 un
TPSSR52, S§ie mikrosateliti turpmak var tikt izmantoti Skirnu raksturoSanai jeb
pasportizacijai.

Atsauces

Kolliker R., Enkerli J. un F.Widmer (2005) ‘Characterization of novel microsatellite loci
for red clover (Trifolium pratense L.) from enriched genomic libraries’.
Molecular Ecology notes.




3.tabula Izv€letie praimeri metodikas atstradasanai sarkanam abolinam

temp.
Nr | Nosaukums | sekvence atkartojums °C
| | IPSSROSF | AGG GTG TGC GTG CAA ACA (G, s
TPSSRO5S R | TAT GTC TAT CTT CCC TTT TAA TGT CTT CTG
TPSSRO9F | CTT CCA GGT CTT CAA AAT CTCT AAA GG
2 TPSSR09 R | GGG ACC GGA GTT AAG ATA ACT AAC TGT (GT)GC(GT) (G 60
, | IPSSRIOF | TGG ACA TCA TGG TTC CCA CG (CT)s 6
TPSSRIOR | TCA AAG AAG CAA GGA ACG GTG
TPSSRI3F | ATCCACAAAACGAATCGCAAG
* ' 7PSSRI3R | TGCTTCTTCTTCCTCCTTTCTCAC (TTG)i;; (T2 60
s [ IPSSRISE | ATC TCA AAG GAC GAC TAG GTA TTT (CA)CG(CA)(CACG)(CA); | op
TPSSRISR | ATT GTT ATC GAT GGA TGA GAG TAA (CA) 3
¢ | IPSSRIGF | GCG CTT ATT CGA AGA CGG AA (CT) 58
TPSSRI6 R | TCA GTG GAG TAG GGT CGT CGT
o [ IPSSRI7F | AAGCAGCGAGACTTCCCTTTG (CTT), 60
TPSSRI7R | TGGAAGGTTAACATCGAGAGCA
¢ | IPSSR23F | CAG TCG GGT TGT TGC CAT TT (AG)u 60
TPSSR23 R | GAG GAA TAA ACT CAA TAC TTC AGT GAC TAG AT
TPSSR26 F | CAA GGG AGA AAG AGA GAA AAG CTC
? [ 7PssR26R | CCG TAT CAG AAT CGC TGC G (CTDsCCCT)s; (TOe 60
l0 | IPSSR28F | CTC TTA AGG GTT GGT ATT GAA ATC G (AG)s 60
TPSSR28 R | TCT TGT CTC GCC GAC CTT T
|| | IPSSR29F | TTT CGG TAG TGG AAG ATG ATG GA (GA)s 60
TPSSR29R | TCA ATA ATT TCA GAA AAA GAT CAA AAC C
TPSSR34F | GTTAGTGCGCGAAAGGAAGG
12 " 7pSSR34R | GTTCAGTGGATCAGTGAGTAACACAA (€T (€D (CTs 60
TPSSR44F | TCTGGCTTTCTTGCCGATATC
13 " 7psSR44R | ACACCCTGTTTCGTGAAGCAC (ATTGs; (GA)o; (GA)s 60
TPSSR45F | TGT GTT ATG GTG AAG TTC AAA ATA TAA TTT C
% I 7PSSR45 R | CCA ATG GCG TCA ATG GTC TC (GA)r; (GA)s 60
|5 | IPSSR46F | TCA AAT AAA ACT TTC ATA ACG TTC ATC TC (TCh 60
TPSSR46 R | TCC GAA GAA ACC ATT ATC TAC GTT G
TPSSR47F | TTG CGA GAA ACA GAA GGAA CAC
16 TPSSR47 R | CAT TCC CTC TGT TTA AAA TTG AAA CAA (GGT)(AG)» 60
|7 | IPSSRSOF | AAGGCCCATGTTGAAACTGC (T 60
TPSSRS0R | TTTGTTCAGGAAAATGAGGCG
|g | [PSSRS2F_[ ATT CCT TCC ATC TTC TCT ATG T T 60
TPSSR52 R | TTA TAT TAA TGG GAG TTA GTA TGA TCT A
TPSSR54F | TGG TGT GTA TGA GTG AAA AAA CTG G
19 (AG)so 55

TPSSR54 R

TCC CTT ACC TCA CTC ACCACA TC

20

TPSSR56 F

AAT AAA ACCTACATT AGGAGCTGCTTTT

TPSSR56 R

CCG CCG GAA TCC GG

(AG);AT(AG)15G(GA)s

60
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Kartupelu Skirpu molekularai pasportizacijai tiek lietota vienkarSo sekvencu

atkartoSanas (SSR, simple sequence repeats) markieru metode.

No katras kartupelu skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek testéta ar 10 Saja metode

lietotajiem praimeriem pariem PCR (polymerase chain reaction) reakcija, kuras produktu
lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

DNS izdaliSana

Materiali:

e Izejmaterials — apméram 0,2 g attiecigas kartupelu Skirnes juvenila dala (asni, jauno
lapu augosa dala);

TE (Tris-EDTA) 10 mM buferis, pH 8,0;

3-merkaptoetanols, 99%, p.a.;

Genomic DNA Purification Kit #K0512 (,,Fermentas”, Lietuva);

Etilspirts, 96 %;

70 % etilspirta idens Skidums;

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem );

e Hloroforms, HPLS.

DNS izdaliSanas protokols:

1.

Pie TE bufera 1si pirms izdaliSanas pievieno -merkaptoetanolu attieciba 1 : 0,004.
Ievieto piestina apm. 0,2 g izejmateriala, pievieno 200 pl pagatavoto 1.p.Skidumu un

400 pl lizgjoso (lysis) skidumu.

e

10.

11.

Sasmalcina 11dz viendabigai masai un parvieto 1,5 ml Ependorfa stobrina, kuru inkubé
pie 65°C 5 mintites.

Pievieno 600 pl hloroforma, sakrata un centrifugé pie 10 000 apgr.min. 5 miniites.
Sagatavo izgulsnéSanas Skidumu : sajauc 720 pl Gideni ar 80 pl izgulsnéSanas
(precipitation ) Skidumu.

P&c centrifuggsanas 4.p. atdala virsgjo tidens slani, kur§ satur DNS un parnes to cita
Eppendorfa stobrina. Pievieno 800 pl pagatavoto izgulsnéSanas Skidumu. Maisa istabas
temperatiira 1-2 minttes. Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 mintites.

Pilniba atdala virspus€ esoso Skidruma slani. Nogulsnes izskidina 100 pl 1,2 M NaCl
Pievieno 4 pl ribonukleazes Skidumu (0,1 mg/ ml) un iztur pie temperatiiras 37-40°C
apm. 0,5 stundu.

Pievieno 300 pl atdzeseta lidz - 20°C 96% etilspirta un iztur 20 mintites pie - 20°C.
Centrifuge pie 10 000 apgr. min. 5 miniites.

Atdala etilspirtu un mazga ar 1 ml atdzesétu lidz - 20°C 70 % etilspirta idens Skidumu.
Japanak, lai DNS nogulsnes tiktu pilniba suspendétas $kiduma (brivi peldétu).
Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 minitites. Atdala Skidro fazi un nogulsnes zave pie
istabas temperatiiras apm. 1 stundu.

Iegiito DNS preparatu izskidina 100 pl Gidens. Glaba pie — 20°C temperatiiras.



DNS preparata koncentracijas noteik§ana un kvalitates parbaude

DNS preparata koncentraciju nosaka spektrofotometriski, izmerot absorbciju pie 260
nm. 1 optiska blivuma vieniba atbilst 50 mkg /ml DNS.

DNS tiribu parbauda, izmérot optisko absorbciju pie 280 nm.

Optisko absorbciju attiecibai 260nm/280 nm jabiit lielakai par 1,8, kas liecina par to,
ka preparats nesatur fenolu un olbaltumvielu piemaisijumus.

DNS kvalitates parbaudi var veikt ar1 elektroforétiski, salidzinot preparatu ar

raksturojoSiem garuma markieriem.

Materiali:

PCR reakcija

DNS parauga skidums (c= 40-60ng/ul);
10 X Taq buferis ar KCl — MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);
25 mM MgCl, ( ,,Fermentas”, Lietuva);
10 mM dNTP Mix (,,Fermentas”, Lietuva);
Taq DNA Polymerase (recombinant ) 5 U/ul (,,Fermentas”, Lietuva);
Mark@sanas praimeru pari:

O tiesais praimeris F (forward),

O reversais praimeris R (reverse),
10 nM (,,Applied Biosystems”, ASV):

STM1021F 5> GGAGTCAAAGTTTGCTCACATC 6-FAM
STM1021R 5" CACCCTCAACCCCCATATC

STMO037F 5> AATTTAACTTAGAAGATTAGTCTC NED
STMO0037R 5> ATTTGGTTGGGTATGATA

STM2020F 5> CCTTCCCCTTAAATACAATAACCC HEX
STM2020R 5> CATGGAGAAGTGAAAACGTCTG

LemalxF 5> CTCACCCACAAAGAAAATTC NED
LemalxR 5" CTAACAAACATTGTACAACAATAATC
STM1049F 5> CTACCAGTTTGTTGATTGTGGTG 6-FAM
STM1049R 5> AGGGACTTTAATTTGTTGGACG

STM1004F 5> ATATGAAATTCTCTCGATGTTTCG HEX
STM1004R 5> TCAGCCCATAAAXCTTTAGTTACCT

STMO007F 5> GGACAAGCTGTGAAGTTTAT 6-FAM
STMO0007R 5> AATTGAGAAAGAGTGTGTGTG

STM3016F 5> TCAGAACACCGAATGGAAAAC HEX
STM3016R 5> GCTCCAACTTACTGGTCAAATCC

Katra mark&Sanas praimera para tieSais praimeris F ieziméts ar vienu no fluoresc€josam
krasvielam:

- 6-FAM (zila),

-  HEX (zala),

- NED (dzeltena),

kas dod iesp&ju genotip&Sanas procesa apvienot PCR reakciju produktus.
Visi materiali tiek glabati pie temp — 20°C un atkauséti nelielos daudzumos neilgi pirms
izmantoSanas.



Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem).

Praimeru glabasanas Skidumu pagatavosana

Pie 10 nM praimera pievieno 50 pl TE buferi. Riipigi maisa Iidz pilnigai izSkiSanai.
Uzglaba tumsa — 20°C temperatura.

4 pM praimeru darba §kidumu pagatavosana

Pie 2 pl praimera glabasanas skiduma pievieno 98 ul TE buferi.
Darba skidumu pagatavo neilgi pirms ta izmantoSanas.

PCR reakcijas protokols

1. Viena PCR plates bedrité ievieto 20- 50 ng analiz€jama DNS parauga;
2. Pagatavo sagataves Skidumu:
- 10 X Taq buferis ar KC1 - MgCl,,
- MgCl; 2,5 mM,
- dNTPs Mix 0,2 mM,
- F praimeris 0,2 uM,
- R praimeris 0,2 uM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant) 0,5 U,
- H,0 Iidz 24 pl (nemot vera 1.p.).
Pievieno sagataves skidumu DNS paraugam.
4. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 95°C 3 min.
- 35 cikli:
- denaturacija 95°C, 20 sekundes,
- pielipSana (annealing) 50°C, 20 sekundes,
- elungacija 72°C, 20 sekundes.
- Beigu elongacija 72°C, 10 min.

(O8]

Fragmentu analize (genotipeSana)

PCR reakcija iegtitie DNS fragmenti tiek analiz&ti uz DNS sekvenatora
3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

PCR reakcija iegitie DNS fragmenti tiek analizéti uz DNS sekvenatora Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

Materiali

Polimérs 3100 POP-4 TM (,,ABI”)

Hi-Di TM Formamide (,,ABI”)

GeneScan TM -350 ROX TM Size Standard (,,ABI”)
Buffer (10 X) ar EDTA (,,ABI”)

4 kanalu kapilars 36 cm



Paraugu sagatavoSana genotipéSanai

Apvieno pa 0,5 pl katru PCR iegiitos fragmentus ar atSkirigam krasvielu iezimém (6-
FAM, HEX, NED), pievieno 0,4 pul GeneScan TM -350 ROX TM Size Standart un 10 pl
Hi-Di TM formamida. Denaturé termociklera aparata pie 95°C 5 minites. Strauji atdzesé

lidz 0°C.

Sagaidamie alelu lielumi (bp):

Praimeris Sagaidama fragmenta apgabals (bp)
STM1021 160-190
STM0037 60 —90
STM2020 140 -160
Lemalx 120 —-130
STM1049 170 — 190
STM1004 140 — 270
STM0007 170 — 220
STM3016 95-115

Kartupelu molekularas — genétiskas pasportizacijas metodes izstrades rezultati

Atrastie alelu lielumi (bp):

. Praimeri
Skirne STM1021 STMO003 STM2020 Lemalx STM1049 | STM1004 STMO007 STM3016
Agra 161/175/ | 68/73/75 | 146/158 122/125 173/186 151/255 188/209/ | 102/104/
187 213 110
Eksports 161/187 68/73/75 | 146/158 119/122/ | 186 151/254 188/209/ | 102/104/
125 213 110
Gauja 185/187/ | 68/73/75 | 140/146/ | 122/125 184 160/234/ | 187/209 108
189/191 153 253
_ 185/187 68/73/75/ | 146/158 119/122 186 254/261 188/213 104/108
Izstades 81
Laimdota 171/175/ | 70/75 143/146/ | 122/125 186 151/160/ | 188/209/ | 104/110
185 153 233/254 | 213
165/171/ | 70/75 141/158 122 184/186 160/233 188/209/ | 102/110
Lauma 1 ;g 213
Maris 68/73/81 | 143/146/ | 122 184/186 151/254/ | 188/209/ | 102/108/
153 260 213 110
Monta 145/164/ | 68/73/75 | 143/153/ | 119/122 177/184 159/233/ | 194 102/108/
172/192 158 254/260 110
Sarmina 171/185/ | 73/81/83 | 143/146/ | 122/128 186 151/160/ | 209 102/108
’ 187/191 153 233/251
Zile 171/175/ | 68/73/83 | 143/153 122/128 177/186 151/234/ | 186/192/ | 102
187 255 209




4. pielikums
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(SSR, Simple Sequence Repeats) markieru metode.

No katras abelu Skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek test€ta ar 10 Saja metode

lietotajiem praimeriem pariem PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcija, kuras produktu
lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

DNS izdaliSana

Materiali:

e Izejmaterials — apméram 0,2 g attiecigas saldo kirSu Skirnes juvenila dala (asni,
jauno lapu augosa dala);

TE (Tris-EDTA) 10 mM buferis, pH 8,0;

3-merkaptoetanols, 99%, p.a.;

Genomic DNA Purification Kit #K0512 (,,Fermentas”, Lietuva);

Etilspirts, 96 %;

70 % etilspirta idens Skidums;

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem );

e Hloroforms, HPLS.

DNS izdaliSanas protokols:

12.
13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Pie TE bufera 1si pirms izdaliSanas pievieno -merkaptoetanolu attieciba 1 : 0,004.
Ievieto piestina apm. 0,2 g izejmateriala, pievieno 200 pl pagatavoto 1.p.Skidumu un
400 pl lizgjoso (lysis) skidumu.

Sasmalcina 11dz viendabigai masai un parvieto 1,5 ml Ependorfa stobrina, kuru inkubé
pie 65°C 5 mintites.

Pievieno 600 pl hloroforma, sakrata un centrifugé pie 10 000 apgr.min. 5 miniites.
Sagatavo izgulsnéSanas Skidumu : sajauc 720 pl Gideni ar 80 pl izgulsnéSanas
(precipitation ) Skidumu.

P&c centrifuggsanas 4.p. atdala virsgjo tidens slani, kur§ satur DNS un parnes to cita
Eppendorfa stobrina. Pievieno 800 pl pagatavoto izgulsnéSanas Skidumu. Maisa istabas
temperatiira 1-2 minttes. Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 mintites.

Pilniba atdala virspus€ esoso Skidruma slani. Nogulsnes izskidina 100 pl 1,2 M NaCl
Pievieno 4 pl ribonukleazes Skidumu (0,1 mg/ ml) un iztur pie temperatiiras 37-40°C
apm. 0,5 stundu.

Pievieno 300 pl atdzeseta lidz - 20°C 96% etilspirta un iztur 20 mintites pie - 20°C.
Centrifuge pie 10 000 apgr. min. 5 miniites.

Atdala etilspirtu un mazga ar 1 ml atdzesétu lidz - 20°C 70 % etilspirta idens Skidumu.
Japanak, lai DNS nogulsnes tiktu pilniba suspendétas $kiduma (brivi peldétu).
Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 minitites. Atdala Skidro fazi un nogulsnes zave pie
istabas temperatiiras apm. 1 stundu.

Iegiito DNS preparatu izskidina 100 pl Gidens. Glaba pie — 20°C temperatiiras.



DNS preparata koncentracijas noteik§ana un kvalitates parbaude

DNS kvalitates

parbaude veikta elektroforétiski,

salidzinot

preparatu ar

raksturojoSiem masas markieriem (50 ng/ul) - Mass Ruler DNA Ladder Low Range
#SMO0383 (Fermentas, Lietuva). Kvalitates parbaude veikta 2% agara gela TAE
buferskiduma.

Materiali:

PCR reakcija

DNS parauga Skidums (c= 40-60ng/ul);

10 X Taq buferis ar KCI (,,Fermentas”, Lietuva);
25 mM MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);

10 mM dNTP Mix (,,Fermentas”, Lietuva);,

Taq DNA Polymerase (recombinant ) 5 U/ul (,,Fermentas”, Lietuva);
Mark@sanas praimeru pari:

O tieSais praimeris F (forward),
O reversais praimeris R (reverse),
e 10 nM (,,Applied Biosystems”, ASV):

1 CH O1EI2F 5' AAA CTG AAG CCA TGA GGG C NED
CHO1E12R 5'TTC CAA TTC ACA TGA GGC TG

) CH 01F02F 5' ACC ACA TTA GAG CAG TTG AGG NED
CH 01F02R 5'CTG GTT TGT TTT CCT CCA GC

3 CH O01HOIF 5' GAA AGA CTT GCA GTG GGA GC HEX
CHO1HOIR | 5'GGA GTG GGT TTG AGA AGGTT

4 CH O01HIOF 5'TGC AAA GAT AGG TAG ATA TAT GCC A HEX
CHOIHIOR | 5'AGG AGG GAT TGT TTG TGC AC

5 CH 02CO06F 5'TGA CGA AAT CCA CTA CTA ATG CA NED
CH 02C06R | 5' GAT TGC GCG CTT TTT AAC AT

6 CH 02D12F 5'AAC CAG ATT TGC TTG CCA TC 6-FAM
CH 02DI2R | 5' GCT GGT GGT AAA CGT GGT G

7 CHOIBI12F 5'CGC ATG CTG ACA TGT TGA AT HEX
CH 01B12R 5'CGG TGA GCC CTC TTA TGT GA

] COLF 5' AGG AGA AAG GCG TTT ACCTG NED
COLR S'GACTCATTC TTC GTC GTC ACT

9 VfA 5'TGA AAG AGA GAT CCA GAA AGT G
VB 5'CAT CCC TCC ACA AAT GCC

10 VIC 5'CGT AGA ACG GAA TTT GAC AGT G
VfD 5' GAC AAA GGG CTT AAG TGC TCC

Katra mark€sanas praimera para tieSais praimeris F iezZim@&ts ar vienu no fluorescgjosam
krasvielam:
- 6-FAM (zila),

-  HEX (zala),

- NED (dzeltena),

kas dod iesp&ju genotipeSanas procesa apvienot PCR reakciju produktus.




Visi materiali tiek glabati pie temp — 20°C un atkauséti nelielos daudzumos neilgi pirms
izmantoSanas.

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem).

Praimeru glabasanas Skidumu pagatavosana

Pie 10 nM praimera pievieno 50 pl TE buferi. Riipigi maisa Iidz pilnigai izSkiSanai.
Uzglaba tumsa — 20°C temperatura.

4 pM praimeru darba $kidumu pagatavoSana

Pie 2 pl praimera glabasanas skiduma pievieno 98 ul TE buferi.
Darba skidumu pagatavo neilgi pirms ta izmantoSanas.

PCR reakcijas protokoli:
1) Praimeriem Nr. 1. — 8. (Gianfranceschi et al., 1998)

5. Viena PCR plates bedrité ievieto 20- 50 ng analiz€jama DNS parauga;
6. Pagatavo sagataves skidumu:
- 1 X Taq buferis ar KCl — MgCl,
- MgCl; 1,5 mM,
- dNTPs Mix 0,2 mM (katrs dNTP),
- F praimeris 0,2 uM,
- R praimeris 0,2 uM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant) 1 U,
- H,0 Iidz 24 pl (pemot vera 1.p.).
7. Pievieno sagataves Skidumu 1 ul DNS paraugam.
8. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 94°C 2 min. 30 s.

- 4 cikli:
- denaturacija 94°C, 30 sekundes,
- pielipSana (annealing) 65°C, 60 sekundes, ar katru ciklu pielipSanas
temperattiru samazinot pa 1°C,
- elongacija 72°C, 60 sekundes.
- 30 cikli:

- denaturacija 94°C, 30 sekundes,
- pielipSana (annealing) 60°C, 60 sekundes,
elongacija 72°C, 60 sekundes.
- Beigu elongacua 72°C, 10 min.

2) Praimeriem Nr. 9. — 10. (Vejl et al., 2003)

1. Viena PCR plates bedrite ievieto 25 ng analiz§jama DNS parauga;
2. Pagatavo sagataves Skidumu:

- 1 X Taq buferis ar KCI,

- MgCl 1,5 mM,

- dNTPs Mix 0,2 mM (katrs ANTP),

- A praimeris 0,2 uM,



- B praimeris 0,2 uM,
- C praimeris 0,1 pM,
- D praimeris 0,1 uM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant) 0,8 U,
- Hy0 1idz 24 pl (nemot véra 1.p.).
3. Pievieno sagataves Skidumu 1 pul DNS paraugam.
4. PCR reakcijas apstakl]i:
- Denaturacija 94°C 2 min.

- 1 cikls:
- denaturacija 94°C, 150 sekundes,
- pielipsana (annealing) 60°C, 60 sekundes,
- elongacija 72°C, 120 sekundes.

- 35 cikli:

- denaturacija 94°C, 30 sekundes,
- pielipsana (annealing) 60°C, 60 sekundes,
elongacija 72°C, 120 sekundes.
- Beigu elongacua 72°C, 10 min.

Fragmentu analize (genotipéSana) — praimeriem 1. — 8.

PCR reakcija iegtitie DNS fragmenti tiek analiz&ti uz DNS sekvenatora
3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

PCR reakcija iegiitie DNS fragmenti tiek analizé€ti uz DNS sekvenatora Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

Materiali

Polimérs 3100 POP-4 TM (,,ABI”)

Hi-Di TM Formamide (,,ABI”)

GeneScan TM -350 ROX TM Size Standard (,,ABI”)
Buffer (10 X) ar EDTA (,,ABI”)

4 kanalu kapilars 36 cm

Paraugu sagatavoSana genotipéSanai

Apvieno pa 0,5 pl katru PCR iegiitos fragmentus ar atSkirigam krasvielu iezimém (6-
FAM, HEX, NED), pievieno 0,4 pul GeneScan TM -350 ROX TM Size Standart un 10 pl
Hi-Di TM formamida. Denaturé termociklera aparata pie 95°C 5 minites. Strauji atdzesé
lidz 0°C.



Paredzamie alélu lielumi (bp)

Praimeris Sagaidama fragmenta apgabals (bp)
CHOI1E12 243 — 248
CH 01F02 168 — 222
CH 01HO1 107 — 141
CHO01HI10 93-119
CH 02C06 216 — 254
CH 02D12 175 — 205
CHO01B12 123 —130
COL 213 -239

Fragmentu analize (genotipéSana) — praimeriem 9. — 10.

Agarozes géla elektroforéze: fragmentu analize veikta 2% agara gela TAE buferskiduma,
DNS fragmentus iekrasojot ar 10% etidija bromida Skidumu (ethidium bromide) un
vizualizgjot ar ultravioleto gaismu (1.attels).

Paredzamie al€lu garumi (bp):
Vf— 526 bp — dominanta aléle, kas nosaka rezistences pret kraupi esamibu;
vf— 724 bp — recesiva al€le, rezistences pret kraupi nav.

vf— 724 bp
~
Vf—526 bp

1. attels. Kraupja rezistenci noteicoSas Vf géna aléles noteikSana

1 — Wijcik (Co)

2 — Mc Intosh

3 — Sipolins

4 — Prima (Vf) — rezistena kontroles Skirne
5 — Baltais Dzidrais

6 — M. silvestris
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5. pielikums



(SSR, Simple Sequence Repeat) markieru metode.

No katra sipolu genotipa tiek izdalita DNS, kura tiek testéta ar 15
Saja metodg lietotajiem praimeru pariem PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcija,

kuras produktu lokusu al€]u kombinacijas raksturo attiecigo sSkirni.

DNS izdaliSana

Materiali

DNS Izejmaterials — apm. 2 g attieciga sipolu genotipa asna audi;

TE (Tris-EDTA) 10 mM buferis, pH 8,0;

B-merkaptoetanols, 99%, p.a;

DNS izdaliSanas komplekts (Genomic DNA Purification Kit K0512 (,,Fermentas”,
Lietuva));

Etilspirts, 96 %;

70 % etilspirta tidens skidums;

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem);

Hloroforms : izoamil spirts (24:1);

Ribonukleaze.

DNS izdaliSanas protokols

23.
24.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Pie TE bufera 1si pirms izdaliSanas pievieno B-merkaptoetanolu attieciba 1 : 0,004.
Ievieto piestina apm. 0,2 g izejmateriala, pievieno 200 pl pagatavoto 1.p.Skidumu un
400 pl lizgjoso (lysis) skidumu.

Sasmalcina l1dz viendabigai masai un parvieto 1,5 ml Ependorfa stobrina, kuru inkub&
pie 65°C 5 miniites.

Pievieno 600 pl hloroforma, sakrata un centrifugg pie 10 000 apgr.min. 5 mintites.
Sagatavo izgulsnéSanas Skidumu : sajauc 720 pl Gideni ar 80 pl izgulsnéSanas
(precipitation ) Skidumu.

P&c centrifugéSanas 4.p. atdala virs€jo tidens slani, kurs satur DNS un parnes to cita
Eppendorfa stobrina. Pievieno 800 pl pagatavoto izgulsnésanas skidumu. Maisa istabas
temperatiira 1-2 minttes. Centrifugé pie 10 000 apgr.min. 5 mintites.

Pilniba atdala virspus€ esoso Skidruma slani. Nogulsnes izskidina 100 ul 1,2 M NaCl
Pievieno 4 pl ribonukleazes skidumu (0,1 mg/ ml) un iztur pie temperatiiras 37-40°C
apm. 0,5 stundu.

Pievieno 300 pl atdzesg&ta I1dz - 20°C 96% etilspirta un iztur 20 miniites pie - 20°C.
Centrifuge pie 10 000 apgr. min. 5 miniites.

Atdala etilspirtu un mazga ar 1 ml atdzesetu Iidz - 20°C 70 % etilspirta tidens Skidumu.
Japanak, lai DNS nogulsnes tiktu pilniba suspendétas Skiduma (brivi peldétu).
Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 miniites. Atdala Skidro fazi un nogulsnes Zave pie
istabas temperattras apm. 1 stundu.

Iegtito DNS preparatu izskidina 100 pl Gdens. Glaba pie — 20°C temperatiiras.



DNS preparata koncentracijas noteikSana un kvalitates parbaude

DNS preparata koncentraciju nosaka spektrofotometriski, izmerot absorbciju pie 260
nm. 1 optiska blivuma vieniba atbilst 50 mkg /ml

DNS.

DNS tiribu parbauda, izmérot optisko absorbciju pie 280 nm.

Optisko absorbciju attiecibai 260nm/280 nm jabit lielakai par 1,8, kas liecina par to,
ka preparats nesatur fenolu un olbaltumvielu piemaisijumus.

DNS kvalitates parbaudi var veikt ari elektroforétiski, salidzinot preparatu ar
raksturojoSiem garuma markieriem.

PCR reakcija
Materiali

DNS parauga skidums (c= 40-60ng/ul);
10 X Taq buferis ar KCl — MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);
25 mM MgCl, ( ,,Fermentas”, Lictuva);
10 mM dNTP Mix (,,Fermentas”, Lietuva);
Taq DNA Polymerase (recombinant ) 5 U/ul (,,Fermentas”, Lietuva);
MarkéSanas praimeru pari:
O tiesais praimeris F (forward),
O reversais praimeris R (reverse),
e 10 nM (,,Applied Biosystems”, ASV):

AMSO04F | 5 TATGTTTTCAGCTGCGATGTGAG
AMSO04R | 5> AAATCTAAGCACGGATACCAAGTG
AMSO06F | 5> GGTGCATAGGGTCTCATCTG
AMSO06R | 5> ATTGATTGTTTGTTTGGATGTG
AMSO7F | 5> TGCGAATGTGAGGTTTTCTGC
AMSO7R | 5> CGACCCGGAAATTTCGATC
AMSOSF | 5> GCCACGATGTTGAGATTTCG
AMSO08R | 5> CCCGAATATCCCACCAGTTC
AMSIOF | 5 TTCATGTTGTATTGAGATTTGG
AMSIOR | 5> GAAGGAATGGAAGCAGTTC
AMSI2F | 5> AATGTTGCTTTCTTTAGATGTTG
AMSI2R | 5> TGCAAAATTACAAGCAAACTG
AMSI3F | 5> ACCTTTTAAATTGACGATATTCC
AMSI3R | 5 CTGCACTATTCTGTGATGTATTTC
AMSI4F | 5> CCCCTGAGTAAATTCAAAATCC
AMSI4R | 5> TCCTTAGTATAATTTCGGGGTAAC
AMSI16F | 5 CTGCATTAAAACAACCAAACTTG
AMSI6R | 5> GAGCTCCACTTCTTCCAAACTAG
AMS22F | 5> CACCGTTTCCATAATCAAGG
AMS22R | 5> ATTTTTTGGGCATTGTTGG
AMS23F | 5 GCTGTTCACTGGTCTATCTGG
AMS23R | 5 ATTCGGTGCTGATTTTCG
AMS25F | 5> GAGGGCAGTGTTAGCATTCC
AMS25R | 5 GCAACCTTTCCCCGAGAG
AMS26F | 5> ATCTAATCAAAGCATAGTTG
AMS26R | 5 TTGTCCAAGTAGTTGTGA




AMS29F | 5> CATCAGAAAATCGCATCAC

AMS29R | 5 TTGAAACTTGGAAGGTTGTC

AMS30F | 5° CACTAATGGGGTAAATAATGTTCTAC
AMS30R | 5> TTGCCTTGAAATCCAGAC

Katra mark€Sanas praimera para tieSais praimeris F iezimé&ts ar vienu no fluoresc€josam
krasvielam:

- 6-FAM (zila),

- HEX (zala),

- NED (dzeltena),

kas dod iesp&ju genotip&Sanas procesa apvienot PCR reakciju produktus.
Visi materiali tiek glabati pie temp — 20°C un atkauséti nelielos daudzumos neilgi pirms
1zmantoSanas.
Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem).

Praimeru glabasanas Skidumu pagatavosSana

Pie 10 nM praimera pievieno 50 pl TE buferi. Ripigi maisa Iidz pilnigai izskiSanai.
Uzglaba tumsa — 20°C temperatiira.

4 pM praimeru darba §kidumu pagatavosana

Pie 2 pl praimera glabaSanas §kiduma pievieno 98 ul TE buferi.
Darba skidumu pagatavo neilgi pirms ta izmantoSanas.

PCR reakcijas protokols

9. Viena PCR stobrina ievieto 20 - 50 ng analiz€jama DNS parauga
10. Pagatavo PCR sagataves skidumu:
- 10 x Taq buferis ar KCI — MgCl,,
- MgCl; 2,5 mM,
- dNTPpix 0,2 mM,
- F praimeris 0,2 pM,
- R praimeris 0,2 uM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant) 0,5 vien.,
- H,0O Iidz 25 pl (pemot vera 1.p.).
11. Pievieno sagataves skidumu DNS paraugam.
12. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 94°C 2 min.
- 3 cikli:
- Denaturacija 94 °C, 5 sekundes,
- Pielip$ana (annealing) 53, °C 45 sekundes,
- Elongacija 72 °C, 60 sekundes.
- 35 cikli:
- Denaturacija 94°C, 15 sekundes,
- pielipSana (annealing) 55°C, 10 sekundes, (59 °C praimeriem AMS 22 un
AMS 23),
- elongacija 72°C, 80 sekundes,
- Beigu elongacija 72°C, 5 min.



Fragmentu analize (genotipeSana)

PCR reakcija iegiitie DNS fragmenti tiek analiz&ti uz DNS sekvenatora
3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

PCR reakcija iegiitie DNS fragmenti tiek analizé€ti uz DNS sekvenatora Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

Materiali

Polimérs 3100 POP-4 TM (,,ABI”)

Hi-Di TM Formamide (,,ABI”)

GeneScan TM -350 ROX TM Size Standard (,,ABI”)
Buffer (10 X) ar EDTA (,,ABI”)

4 kanalu kapilars 36 cm

Paraugu sagatavoSana genotipéSanai

Apvieno pa 0,5 pl katru PCR iegiitos fragmentus ar atSkirigam krasvielu iezimém (6-
FAM, HEX, NED), pievieno 0,4 pul GeneScan TM -350 ROX TM Size Standart un 10 pl
Hi-Di TM formamida. Denaturé termociklera aparata pie 95°C 5 minites. Strauji atdzesé
lidz 0°C.
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Melonu klonu molekularai pasportizacijai tiek lietota vienkarSo sekvencu

atkartoSanas (SSR, Simple Sequence Repeat) markieru metode.

No katra melonu genotipa tiek izdalita DNS, kura tiek testéta ar 15 Saja metode

lietotajiem praimeru pariem PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcija, kuras produktu
lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

DNS izdaliSana

Materiali:

e Izejmaterials — apméram 0,2 g attiecigas kartupelu Skirnes juvenila dala (asni, jauno
lapu augosa dala);

TE (Tris-EDTA) 10 mM buferis, pH 8,0;

3-merkaptoetanols, 99%, p.a.;

Genomic DNA Purification Kit #K0512 (,,Fermentas”, Lietuva);

Etilspirts, 96 %;

70 % etilspirta idens Skidums;

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem );

e Hloroforms, HPLS.

DNS izdaliSanas protokols:

34.
35.

36.

37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Pie TE bufera 1si pirms izdaliSanas pievieno -merkaptoetanolu attieciba 1 : 0,004.
Ievieto piestina apm. 0,2 g izejmateriala, pievieno 200 pl pagatavoto 1.p.Skidumu un
400 pl lizgjoso (lysis) skidumu.

Sasmalcina 11dz viendabigai masai un parvieto 1,5 ml Ependorfa stobrina, kuru inkubé
pie 65°C 5 mintites.

Pievieno 600 pl hloroforma, sakrata un centrifugé pie 10 000 apgr.min. 5 miniites.
Sagatavo izgulsnéSanas Skidumu : sajauc 720 pl Gideni ar 80 pl izgulsnéSanas
(precipitation ) Skidumu.

P&c centrifuggsanas 4.p. atdala virsgjo tidens slani, kur§ satur DNS un parnes to cita
Eppendorfa stobrina. Pievieno 800 pl pagatavoto izgulsnéSanas Skidumu. Maisa istabas
temperatiira 1-2 minttes. Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 mintites.

Pilniba atdala virspus€ esoso Skidruma slani. Nogulsnes izskidina 100 pl 1,2 M NaCl
Pievieno 4 pl ribonukleazes Skidumu (0,1 mg/ ml) un iztur pie temperatiiras 37-40°C
apm. 0,5 stundu.

Pievieno 300 pl atdzeseta lidz - 20°C 96% etilspirta un iztur 20 mintites pie - 20°C.
Centrifuge pie 10 000 apgr. min. 5 miniites.

Atdala etilspirtu un mazga ar 1 ml atdzesétu lidz - 20°C 70 % etilspirta idens Skidumu.
Japanak, lai DNS nogulsnes tiktu pilniba suspendétas $kiduma (brivi peldétu).
Centrifuge pie 10 000 apgr.min. 5 minitites. Atdala Skidro fazi un nogulsnes zave pie
istabas temperatiiras apm. 1 stundu.

Iegiito DNS preparatu izskidina 100 pl Gidens. Glaba pie — 20°C temperatiiras.



DNS preparata koncentracijas noteik§ana un kvalitates parbaude

DNS preparata koncentraciju nosaka spektrofotometriski, izmerot absorbciju pie 260
nm. 1 optiska blivuma vieniba atbilst 50 mkg /ml DNS.

DNS tiribu parbauda, izmérot optisko absorbciju pie 280 nm.

Optisko absorbciju attiecibai 260nm/280 nm jabiit lielakai par 1,8, kas liecina par to,
ka preparats nesatur fenolu un olbaltumvielu piemaisijumus.

DNS kvalitates parbaudi var veikt ar1 elektroforétiski, salidzinot preparatu ar
raksturojoSiem garuma markieriem.

PCR reakcija
Materiali:

DNS parauga skidums (c= 40-60ng/ul);
10 X Taq buferis ar KCl — MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);
25 mM MgCl, ( ,,Fermentas”, Lietuva);
10 mM dNTP Mix (,,Fermentas”, Lietuva);
Taq DNA Polymerase (recombinant ) 5 U/ul (,,Fermentas”, Lietuva);
Mark@sanas praimeru pari:
O tiesais praimeris F (forward),
O reversais praimeris R (reverse),
e 10 nM (,,Applied Biosystems”, ASV):

CMCTT144F 5> CAAAAGGTTTCGATTGGTGGG
CMCTTI144R 5> AAATGGTGGGGGTTGAATAGG
CMACCI46F 5> CAACCACCGACTACTAAGTC
CMACCI46R 5" CGACCAAACCCATCCGATAA
CMGA104F 5’ TTACTGGGTTTTGCCGATTT
CMGAI104R 5> AATTCCGTATTCAACTCTCC
CMATI4I1F 5> AAGCACACCACCACCCGTAA
CMATI4IR 5 GTGAATGGTATGTTATCCTTG
CMCCA145F 5> GAGGGAAGGCAGAAACCAAAG
CMCCAI45R 5> GCTACTTTTGTGGTGGTGG
CMTCI13F 5’ TGGATGGATAAGGTGGTAAG
CMTCI13R 5’ TTCCCCTAGTCGCTCTCT
CMGTI108F 5’ CTCCTTCAAACATTGTGTGTG
CMGTIO8R 5" GAGATAGGTATAGTATAGGGG
CMCT134bF 5 GCTCCTCCTTAACTCTATAC
CMCT134bR 5’ GCATTATTACCCATGTACGAG
CMCT44F 5> TCAACTGTCCATTTCTCGCTG
CMCT44R 5> CCGTAAAGACGAAAACCCTTC
CMTCI168F 5" ATCATTGGATGTGGGATTCTC
CMTC168R 5> ACAGATGGATGAAACCTTAGG
CMCT170bF 5> ATTGCCCAACTAAACTAAACC
CMCT170bR 5" CACAACACAATATCATCCTTG
CMAGS9F 5’ TTGGGTGGCAATGAGGAA
CMAGS59R 5" ATATGATCTTCCATTTCCA
CMTCA47F 5> GCATAAAAGAATTTGCAGAC




CMTC47R 5> AGAATTGAGAAGAGATAGAG
CMGAISF 5’ CGGCAAGACGATTGGCAGC
CMGAISR 5> ATCACCGTAGCGAAGCACC
CMTA170aF 5’ TTAAATCCCAAAGACATGGCG
CMTAI170aR 5> AGACGAAGGACGGTTAGCTTT

Katra mark@Sanas praimera para tiesais praimeris F iezimé&ts ar vienu no fluoresc€josam
krasvielam:

- 6-FAM (zila),

-  HEX (zala),

- NED (dzeltena),

kas dod iesp&ju genotip&Sanas procesa apvienot PCR reakciju produktus.
Visi materiali tiek glabati pie temp — 20°C un atkauséti nelielos daudzumos neilgi pirms
izmantoSanas.
Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem).

Praimeru glabasanas Skidumu pagatavosSana

Pie 10 nM praimera pievieno 50 pl TE buferi. Riipigi maisa Iidz pilnigai izSkiSanai.
Uzglaba tumsa — 20°C temperatura.

4 pM praimeru darba §kidumu pagatavosana

Pie 2 ul praimera glabasanas Skiduma pievieno 98 ul TE buferi.
Darba $kidumu pagatavo neilgi pirms ta izmantoSanas.

PCR reakcijas protokols

13. Viena PCR stobrina ievieto 20 - 50 ng analiz€jama DNS parauga.
14. Pagatavo PCR sagataves Skidumu
- 10 x Taq buferis ar KCI — MgCl,,
- MgCl; 2,5 mM,
- dNTPpix 0,2 mM,
- F praimeris 0,2 pM,
- R praimeris 0,2 uM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant ) 0,5 vien.,
- H,O Iidz 25 pl (gemot vera 1.p.).
15. Pievieno sagataves skidumu DNS paraugam.
16. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 94°C 2 min.
- 35 cikli:
- Denaturacija 94°C, 45 sekundes,
- pielipSana (annealing) 51°C, 45 sekundes,
(53 °C praimeriem CMAT 141, CMAT 145, CMAT 170a),
- elongacija 72°C, 45 sekundes.
- Beigu elongacija 72°C, 5 min.



Fragmentu analize (genotipéSana)

PCR reakcija iegiitie DNS fragmenti tiek analiz&ti uz DNS sekvenatora
3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

PCR reakcija iegitie DNS fragmenti tiek analizéti uz DNS sekvenatora Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

Materiali

Polimérs 3100 POP-4 TM (,,ABI”)

Hi-Di TM Formamide (,,ABI”)

GeneScan TM -350 ROX TM Size Standard (,,ABI”)
Buffer (10 X) ar EDTA (,,ABI”)

4 kanalu kapilars 36 cm

Paraugu sagatavoSana genotipeSanai

Apvieno pa 0,5 ul katru PCR iegiitos fragmentus ar atSkirigam krasvielu iezimém (6-
FAM, HEX, NED), pievieno 0,4 pl GeneScan TM -350 ROX TM Size Standart un 10 pl
Hi-Di TM formamida. Denatur€ termociklera aparata pie 95°C 5 miniites. Strauji atdzese
Iidz 0°C.
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(SSR, simple sequence repeats) markieru metode.

No katras miezu Skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek test€ta ar 10 Saja metode
lietotajiem praimeriem pariem PCR (polymerase chain reaction) reakcija,kuras produktu
lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

1. DNS izdaliSana
Paraugu sagatavosana

DNS tika izdalita no otras jeb tresas lapas audiem, ko ieguva no divu ned€lu veciem
izdiedzetiem augiem. No katras Skirnes tika atsevski ievakti paraugi no 8 individiem. Lapu
paraugi tika ievakti 96 paraugu DNS uzglabasanas platés un sasaldgti Skidraja slapekli. Pec
sasaldéSanas tos ievietoja Luo Lab 3000 sald€josa vakuuma zavetaja un zaveja Cetras
diennaktis pie -60°C temperatiiras. [zzavétos paraugus sasmalcijaja izmantojot Retcsh
kratitaju un svina lodites.

DNS izdaliSanai izmantotais protokols:

Pie katra sasmalcinata parauga tika pievienots 600 ul CTAB buffera (0.1M Tris,
pHS8.0; 0.01M EDTA, 0.7M NaCl, 1% CTAB un 1% merkaptoetanols) un tad vienu stundu
izturéts pie 60°C tidens vanna. Ekstrakcija tika turpinata pievienojot 600 pl hloroforma-
izoamilalkohola, tilpuma attiecibas 24:1, un uzmanigi samaisot, tad plates tika
centrifugetas 20 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas Skidra faze no katra parauga
tika parnesta uz jaunu plati, kur tai pievienoja 5 pl Rnazi (Img/ml) un inkubg&ja 30 min pie
37°C. Péc inkubéSanas pievienoja 0.8 tilpumu auksta izopropanola un uzmanigi maisija,
tad centrifug€ja 10 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nolgja
supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un
0.2M natrija acetata Skidumu uzmanigi maisot 20 min istabas temperatira un tad
centrifuggja 5 min. pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi nol&ja supernantantu
lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa. DNS skaloja ar 76% etanola un 0.01M amonija
acetata Skidumu un centrifugéja 5 min pie 13 200 apg/min. P&c centrifugéSanas uzmanigi
nol€ja supernantantu lai saglabatu DNS plates stobrina apaksa, izzaveja paraugu istabas
temperatiira un iz8kidinaja plates stobrina apaksa esoSo DNS 50 pl TE buffert (0.01M Tris
pH 8.0; ImM EDTA, pH 8.0).

DNS kvalitates un kvantitates noteiksana
Lai parliecinatos par DNS esamibu, ka arT noteiktu vai tas kvalitate un kvantitate ir

piepemama lai turpinatu darbu ar mirosatelitu polimerazes kédes reakcijam (PCR), tika
izmantots Eppendorf BioPhotometer (Quantitative analysis).


http://www.eppendorf.com/int/index.php?l=1&pb=c870e4a0e6b363ed&sitemap=2.1&action=products&catalognode=10586

3. PCR protokoli un mikrosatelitu praimeru sekvences
Mikrosatelitu praimeri

Pasportizacijai tika izveéleéti desmit mikrosatelitu praimeru pari (1. tabula), kurus
atlastja sava pétijuma Macaulay et al (2001). To sekvences tika publicétas jau 2000 gada
(Ramsay et al., 2000) un pieejamas interneta

http://www.genetics.org/cgi/content/full/156/4/1997/DCI1.

1. tabula. MieZu mikrosatelitu praimeri, to sekvences un izmantotais PCR protokols

PKR
Nr | Nosaukums sekvence atkartojums protokols
1 Bmac0032F | CCA TCA AAG TCC GGC TAG (AC);T(CA)5s(AT) 1

Bmac0032 R | GTC GGG CCT CAT ACT GAC

, [Bmac0040F [AGC CCG ATC AGA TTT ACG (AC) 5
Bmac0040 R | TTC TCC CTT TGG TCC TTG 20

; |Bmac0067F _[AAC GTA CGA GCT CTT TTT CTA (AC) 3
Bmac0067 R | ATG CCA ACT GCT TGT TTA G 8

, |Bmac0399F |CGA TGC TTT ACT ATG AGA GGT AC) |
Bmac0399 R | GGG TCT GAA GCC TGA AG 2

Bmag0013 F | AAG GGG AAT CAA AAT GGG AG

: Bmag0013 R | TCG AAT AGG TCT CCG AAG AAA (€D 2

s |Bmag0125F [AAT TAG CGA GAA CAA AAT CAC ey 3
Bmag0125 R | AGA TAA CGA TGC ACC ACC

, [Bmag0I135F [ACG AAA GAG TTA CAA CGG ATA (AG)GG(AG) 5
Bmag0135 R | GTT TAC CAC AGA TCT ACA GGT G

o |Bmag0l73F |CATTTT TGT TGG TGA CGG CThe 5
Bmag0173 R | ATA ATG GCG GGA GAG ACA

o |EBmac0701F [ATG ATG AGA ACT CTT CAC CC o |
EBmac0701 R | TGG CAC TAA AGC AAA AGA C

l0 [HVMGTF GTC GGG CTC CAT TGC TCT (@A), A

HvM67 R CCG GTA CCC AGT GAC GAC

Pie R praimera sekvencém tika pievienotas fluorescentas krasvielas: ‘hex’ pie
Bmac0032 R, Bmag0173 R un HvM67 R; ’fam’ pie Bmac0040 R, Bmac0067 R,
EBmac0701 R un Bmac0399 R; un ’ned’ pie Bmag0013 R, Bmag0125 R un Bmag0135 R.

PCR protokoli

Katra PCR reakcija tika veikta 20 pl tilpuma, kas satur&ja 10.5 pl dejoniz€ta tdens, 2
ul PCR 10x bufera (Fermentas), 2 ul MgCl, (Fermentas), 0.5 uM F praimera, 0.5 uM ar
florescentu krasu ieziméta R priaimera, 0.2 mM katra d’NTP, 0.5 U Taq polimerazes
(Fermentas) and 10-20 ng parauga DNS (1 ul tilpums). PCR reakcijas apstakli tiks
izmantoti saskana ar ¢etriem SCRI protokoliem (1. un 2. tabula).



2. tabula. PCR apstak]u protokoli

| Protokols 1
1 cikls: 3 min 94 °C
1 min 66 °C
1 min 72 °C
5 cikli: 30594 °C
30 s 65 °C (pazemina temperattiru par 1°C/cikls)
30s72°C
20 cikli: 30594 °C
3060 °C
30s72°C
Nosléguma Smin 72 °C
Protokols 2
1 cikls: 3 min 94 °C
1 min 58 °C
1 min 72 °C
25 cikli: 30594 °C
30s58°C
30s72°C
Nosléguma Smin 72 °C
Protokols 3
1 cikls: 3 min 94 °C
1 min 55 °C
1 min 72 °C
25 cikli: 1 min 94 °C
1 min 55 °C
1 min 72 °C
Nosléguma Smin 72 °C
Protokols 4
1 cikls: 3 min 94 °C
10 cikli: 1 min 94 °C
1 min 64 °C (pazemina temperatiiru par 1°C/cikls)
1 min 72 °C
20 cikli: 1 min 94 °C
1 min 55 °C
1 min 72 °C
Nosléguma Smin 72 °C
3. PCR produktu analize

PCR produkta sagatavosana

No katra PCR produkta nem vienu pl un ievieto sekven&Sanas 96 paraugu plates
stobrina. Katra plates stobrina tiek ievietoti PCR produkti no trim markieriem, kam ir
atSkirigas florescentas krasa, t.i ‘fam’+’ned’+’hex’. Katra plates stobrina tapat tiek
pievienots 0.1 pl garuma standarta un 8.9 ul formamida.

Resultatu analize

No katras skirnes tika analizéti divi individi. Allelu sastavs katram individam pie
katra lokusa paradits pielikuma tabula (1p. tabula). Vidgji katram lokusam tika konstatetas
6.6 alleles, t.i no 4 allelém Iidz 11 allelem (3. tabula).



3. tabula. Mikrosatelitu lokusu alle]u skaits un izmeri

Mikrosatelita Alclu ..
lokus Hromosomal skaits Allelu izméeri (bp)
Bmac0032 1H 11 210, 213, 215, 217, 219, 221, 226, 229, 231, 241 un 243

Bmac0040 6H 198, 203, 207, 221, 226, 231, 233, 235, un 237

Bmac0067 3H 151,169, 171, 172, 175, 177 un 179

Bmac0399 1H 122,134, 136, 144, 147, 150 un 152

Bmag0013 3H 151, 155,157,159 un 163

Bmag0125 2H 129,131, 133, 135 un 139

Bmag0135 7H 141, 143, 145, 156 un 158

Bmag0173 6H 112,114, 126, 130, 145, 147 un 156

EBmac0701 | 4H 137,141, 143, 145, 148 un 150

I Fo N ENERV, R V.3 IV ENEEN | iNo]

HvM67 4H

108, 112, 114 un 141

Balstoties uz ieglitajiem datiem tika izveidota dendrograma (1. att€ls). Taja redzams,
ka izmantoto mikrosatelitu informacija ir pietickama, lai atSkirtu gandriz visas Skirnes un
Inijas.

1079-33-45

—

| Tdumeja

Kristaps

I T T T 1
137 111 0gs 5o 032
Genetiska distance

1. att€ls. Denrograma kas parada Skirnu un Iiniju radniecibu balstoties uz mikrosatelitu
datiem, genétiskas distances aprékinatas pec Nei (1978).

Ja apskata al€lu vienveidibu, katram markierim vienas Skirnes jeb linijas robezas (8.
pielikums), tad jasecina, ka nav tadas Skirnes jeb Iinijas, kurai ta butu atrodama visiem
markierim, lidz ar to lai veidotu pasportizaciju, analiz€s butu noteikti jaieklauj vairak
individu no vienas Skirnes jeb linijas.
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8. pielikums
MieZu Skirnu / Iiniju alélu sastavs analizétajos lokusos

Mikrosatelitu al€les

141 141 217 217 233 233 147 147 136 136 141 141 157 157 177 177 131 131 156 156

14 | Kombainieris
114 114 219 219 233 233 130 130 122 122 137 137 159 159 177 177 133 133 143 143

V Paraugt HVM 67 Bmac0032 Bmac0040 Bmac0173 Bmac0399 EBmac(0701 Bmag0013 Bmag0067 Bmag0125 Bmag0135
Skirne / Allele | Allele | Allele Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele | Allele
Nr | linija Individs | 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 1079-88-45 1 114 114 229 231 221 221 147 147 144 144 150 150 157 157 177 177 131 131 141 141
2 114 114 229 231 221 221 147 147 144 144 150 150 157 157 179 179 131 131 141 141
2 Abava 1 114 114 213 213 198 198 130 130 144 144 145 145 159 159 177 177 133 133 141 141
2 114 114 217 217 203 203 130 130 122 122 145 145 157 157 171 171 139 139 141 141
3 Agra 1 112 112 217 217 | * * 130 130 122 122 150 150 157 157 171 171 139 139 | * *
2 112 112 213 213 203 203 156 156 144 144 150 150 159 159 177 177 139 139 | * *
4 Ansis 1 114 114 213 213 235 235 156 156 144 144 145 145 157 157 177 177 135 135 143 143
2 114 114 213 213 235 235 156 156 144 144 145 145 159 159 177 177 135 135 143 143
5 Balga 1 108 108 213 213 237 237 156 156 134 134 137 137 159 159 177 177 135 135 143 143
2 108 108 213 213 237 237 130 130 147 147 137 137 157 157 177 177 129 129 143 143
6 Druvis 1 112 112 241 243 198 198 112 130 136 136 150 150 157 157 169 169 133 133 141 141
2 112 112 217 217 198 198 147 147 144 144 150 150 159 159 177 177 133 133 141 141
7 Dzintara 1 112 112 217 217 226 226 147 147 144 144 150 150 159 159 177 177 133 133 | * *
2 112 112 217 217 221 221 126 126 144 144 150 150 157 157 177 177 135 135 | * *
3 gl31 1 114 114 213 213 198 198 147 147 144 144 150 150 159 159 177 177 133 133 143 143
2 114 114 217 217 198 198 147 147 144 144 150 150 159 159 177 177 133 133 143 143
9 Gate 1 114 114 217 217 231 231 126 126 144 144 145 145 157 157 177 177 135 135 141 141
2 114 114 213 213 231 231 130 130 150 152 145 145 155 155 151 151 129 129 141 141
10 | Tdumeja 1 112 112 213 213 235 235 130 130 150 152 150 150 155 155 151 151 129 129 141 141
2 112 112 210 210 235 235 130 130 147 147 150 150 157 157 177 177 129 129 141 141
11| Tiga 1 108 108 210 210 235 235 130 130 147 147 137 137 157 157 177 177 129 129 143 143
2 114 114 219 219 235 235 147 147 136 136 145 145 157 157 177 177 133 133 143 143
12 | Imula 1 112 112 219 219 237 237 147 147 136 136 150 150 157 157 177 177 133 133 141 141
2 112 112 217 217 235 235 147 147 122 122 150 150 157 157 175 175 131 131 141 141
13 | Klinta 1 114 114 213 213 235 235 145 145 147 147 148 148 157 157 177 177 135 135 | * *
2 114 114 213 213 237 237 | * * 147 147 145 145 157 157 177 177 133 133 158 158
1
2
1
2
1
2

15 | Kristaps 114 114 | * * * * 130 130 | * * 150 150 | * * 177 177 129 129 143 143
114 114 | * * * * 130 130 | * * 150 150 | * * 177 177 129 129 143 143

16 Lfit\iij'as 114 114 219 219 221 221 130 130 122 122 141 141 159 159 177 177 133 133 156 156
vietgjie 114 114 226 226 221 221 | * * 144 144 141 141 159 159 177 177 133 133 156 156




17 | Linga 1 213 213 233 233 145 145 134 134 159 159 177 177 135 135
2 108 108 213 213 233 233 130 130 144 144 137 137 159 159 177 177 133 133
18 | Malva 1 217 217 235 235 156 156 136 136 143 143 157 157 177 177 133 133 143 143
2 114 114 219 219 235 235 147 147 136 136 148 148 157 157 179 179 135 135 143 143
19 | Prickulul 1 112 112 221 221 221 235 130 130 148 148 159 159 177 177 139 139
2 112 112 221 221 221 221 130 130 144 144 148 148 159 159 177 177 139 139
20 | Priekulu60 1 114 114 219 219 207 207 147 147 122 122 148 148 159 159 177 177 133 133 145 145
2 114 114 219 219 207 207 130 130 122 122 148 148 177 177 133 133 145 145
21 | Rasa 1 114 114 217 217 235 235 114 126 144 144 141 145 157 157 177 177 135 135 158 158
2 114 114 217 217 235 235 114 126 144 144 145 145 157 157 177 177 135 135 158 158
2 | Raja 1 114 114 217 217 126 126 144 144 145 145 155 157 177 177 135 135 143 143
2 114 114 217 217 221 221 147 147 144 144 145 145 155 155 177 177 135 135 143 143
23 | Sencis 1 114 114 215 215 233 233 130 130 147 147 150 150 151 151 172 172 133 133 145 145
2 114 114 215 215 233 233 130 130 147 147 148 148 151 151 172 172 133 133 143 143
24 | Stendes 1 114 114 217 217 231 231 145 145 144 144 145 145 159 159 177 177 135 135 143 143
2 114 114 217 217 231 231 145 145 144 144 148 148 159 159 177 177 135 135 143 143
25 | Vairogs 1 112 112 217 217 235 235 130 130 134 134 150 150 163 163 179 179 139 139
2 112 112 219 219 235 235 130 130 134 134 150 150 163 163 179 179 139 139

(* - paraugam neamplificgjas PKR produkts
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Saldo kirSu Skirnu molekularai pasportizacijai tiek lietota vienkarSo sekvencu

atkartoSanas (SSR, Simple Sequence Repeats) markieru metode.

No katras saldo kirsu Skirnes tiek izdalita DNS, kura tiek test€ta ar 10 Saja metode

lietotajiem praimeriem pariem PCR (Polymerase Chain Reaction) reakcija, kuras produktu
lokusu alélu kombinacijas raksturo attiecigo Skirni.

DNS izdaliSana

Materiali:

e Izejmaterials — apméram 0,2 g attiecigas saldo kirSu Skirnes juvenila dala (asni,
jauno lapu augosa dala);

TE (Tris-EDTA) 10 mM buferis, pH 8,0;

3-merkaptoetanols, 99%, p.a.;

Genomic DNA Purification Kit #K0512 (,,Fermentas”, Lietuva);

Etilspirts, 96 %;

70 % etilspirta idens Skidums;

Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem );

e Hloroforms, HPLS.

DNS izdaliSanas protokols:

45.
46.

47.

48.
49.

50.

51.

52.

53.

54.

55

Pie TE bufera 1si pirms izdaliSanas pievieno -merkaptoetanolu attieciba 1 : 0,004.
Ievieto piestina apm. 0,2 g izejmateriala, pievieno 200 pl pagatavoto 1.p.Skidumu un
400 pl lizgjoso (lysis) skidumu.

Sasmalcina 11dz viendabigai masai un parvieto 1,5 ml Ependorfa stobrina, kuru inkubé
pie 65°C 5 mintites.

Pievieno 600 pl hloroforma, sakrata un centrifugé pie 10 000 apgr./min. 5 miniites.
Sagatavo izgulsnéSanas Skidumu : sajauc 720 pl Gideni ar 80 pl izgulsnéSanas
(precipitation ) Skidumu.

P&c centrifuggsanas 4.p. atdala virs€jo tidens slani, kur§ satur DNS un parnes to cita
Eppendorfa stobrina. Pievieno 800 pl pagatavoto izgulsnéSanas Skidumu. Maisa istabas
temperatiira 1-2 minttes. Centrifuge pie 10 000 apgr./min. 5 mindtes.

Pilniba atdala virspus€ esoso Skidruma slani. Nogulsnes izskidina 100 pl 1,2 M NaCl
Pievieno 4 pl ribonukleazes Skidumu (0,1 mg/ ml) un iztur pie temperatiiras 37-40°C
apm. 0,5 stundu.

Pievieno 300 pl atdzeseta lidz - 20°C 96% etilspirta un iztur 20 mintites pie - 20°C.
Centrifuge pie 10 000 apgr. min. 5 miniites.

Atdala etilspirtu un mazga ar 1 ml atdzesétu lidz - 20°C 70 % etilspirta idens Skidumu.
Japanak, lai DNS nogulsnes tiktu pilniba suspendétas $kiduma (brivi peldétu).
Centrifuge pie 10 000 apgr./min. 5 miniites. Atdala skidro fazi un nogulsnes zave pie
istabas temperatiiras apm. 1 stundu.

. legiito DNS preparatu izskidina 100 pl Gidens. Glaba pie — 20°C temperatiiras.



DNS preparata koncentracijas noteik§ana un kvalitates parbaude

DNS kvalitates parbaude veikta elektroforétiski, salidzinot preparatu ar
raksturojoSiem masas markieriem (50 ng/ul) - Mass Ruler DNA Ladder Low Range
#SMO0383 (Fermentas, Lietuva). Kvalitates parbaude veikta 2% agara gela TAE
buferskiduma.

PCR reakcija
Materiali:

DNS parauga Skidums (c= 40-60ng/ul);
1 X Taq buferis ar KC1 — MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);
25 mM MgCl, (,,Fermentas”, Lietuva);
10 mM dNTP Mix (,,Fermentas”, Lietuva);,
Taq DNA Polymerase (recombinant ) 5 U/ul (,,Fermentas”, Lietuva);
Mark@sanas praimeru pari:
O tieSais praimeris F (forward),
O reversais praimeris R (reverse),
10 nM (,,Applied Biosystems”, ASV):

1 PS12A02F 5'GCC ACC AAT GGT TCT TCC 6-FAM
PS12A02R 5'AGC ACC AGA TGC ACCTGA

) PMS49F 5' TCA CGA GCA AAA GTG TCT CTG HEX
PMS49R 5'CACTAA CAT CTC TCC CCT CCC

3 PMS3F 5S'TGG ACT TCA CTC ATT TCA GAG A NED
PMS3R 5'ACT GCA GAG AAT TTC ACA ACC A

4 PMS40F S'TCA CTT TCG TCC ATT TTC CC HEX
PMS40R S'TCATTT TGG TCT TTG AGC TCG

5 PMS67F 5'AGT CGC TCA CAG TCA GTT TCT NED
PMS67R 5'TTA ACT TAA CCCCTCTCCCTCC

6 PMS2F 5'CAC TGT CTC CCA GGT TAA ACT 6-FAM
PMS2R 5'CCT GAG CTT TTG ACA CAT GC

7 PceGAS9F 5' AGA ACC AAA AGA ACG CTA AAATC |NED
PceGAS9F 5'CCT AAA ATG AAC CCCTCT ACA AAT

] PSO8EOSF 5'CCC AAT GAA CAA CTG CAT 6-FAM
PSO8EO8R 5'CAT ATC AAT CACTGG GAT G

9 UDP97-402F 5'TCC CAT AAC CAA AAA AAACACC 6-FAM
UDP97-402R 5'TGG AGA AGG GTG GGT ACT TG

10 UDP96-005F 5'GTA ACG CTC GCT ACC ACA AA HEX
UDP96-005R 5'CCT GCATAT CACCACCCAG

Praimeri izv€l&ti, balstoties uz publicétam metodikam (Cantini et al., 2001; Downey &
Iezzoni, 2000; Wunsch & Hormaza, 2004). Atlases kritériji:

e augsts polimorfisms ieprieksgjos izmeginajumos;

e maksimali iesp&jams genoma parklajums;

e atSkirigi sagaidamie produkta garumi.
Katra mark@Sanas praimera para tiesais praimeris F iezime&ts ar vienu no fluorescgjosam
krasvielam:




- 6-FAM (zila),

-  HEX (zala),

- NED (dzeltena),

kas dod iesp&ju genotip&Sanas procesa apvienot PCR reakciju produktus.
Visi materiali tiek glabati pie temp — 20°C un atkauséti nelielos daudzumos neilgi pirms
izmantoSanas.
Udens molekularai biologijai (demineralizéts, attirits no nukleazém un proteinu
piemaisijumiem).

Praimeru glabasanas Skidumu pagatavosana

Pie 10 nM praimera pievieno 50 pl TE buferi. Rupigi maisa lidz pilnigai izSkiSanai.
Uzglaba tumsa — 20°C temperatiira.

4 pM praimeru darba $kidumu pagatavoSana

Pie 2 pl praimera glabasanas skiduma pievieno 98 ul TE buferi.
Darba skidumu pagatavo neilgi pirms ta izmantoSanas.

PCR reakcijas protokoli:
1) Praimeriem Nr. 1. — 8. (Cantini et al., 2001; Downey & Iezzoni, 2000)

17. Viena PCR plates bedrite ievieto ~ 50 ng analiz€jama DNS parauga;
18. Pagatavo sagataves Skidumu:
- 10 X Taq buferis ar KCl,
- MgCl; 2,5 mM,
- dNTPs Mix 0,2 mM (katrs dNTP),
- F praimeris 2,5 pM,
- R praimeris 2,5 pM,
- Taq DNA Polymerase (recombinant) 0,6 U,
- H,0 Iidz 24 pl (pemot vera 1.p.).
19. Pievieno sagataves Skidumu 1 ul DNS paraugam.
20. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 94°C 5 min.,
- 30 cikli:
- denaturacija 94°C, 1 min.,
- pielipSana (annealing) 55°C, 1 min.,
- elongacija 72°C, 1 min.
- Beigu elongacija 72°C, 5 min.

2) Praimeriem Nr. 9. — 10. (Wunsch & Hormaza, 2004)

1. Viena PCR plates bedrité ievieto 20- 50 ng analiz€jama DNS parauga;
2. Pagatavo sagataves Skidumu:

- 10 X Taq buferis ar KCl,

- MgCl; 4 mM,

- dNTPs Mix 0,1 mM (katrs dNTP),

- F praimeris 0,2 uM,

- R praimeris 0,2 uM,



- Taq DNA Polymerase (recombinant) 0,45 U,
- H,O lidz 24 pl (nemot véra 1.p.).
3. Pievieno sagataves Skidumu 1 pl DNS paraugam.
4. PCR reakcijas apstakli:
- Denaturacija 94°C 2 min.
- 35 cikli:
- denaturacija 94°C, 45 sekundes,
- pielipSana (annealing) 57°C, 45 sekundes,
- elongacija 72°C, 1 miniite.
- Beigu elongacija 72°C, 5 min.

Fragmentu analize (genotipeSana)

PCR reakcija iegiitie DNS fragmenti tiek analizé€ti uz DNS sekvenatora Applied
Biosystems 3100-Avant Genetic Analyzer ABI izmantojot GeneMapper programmu.

Materiali

Polimérs 3100 POP-4 TM (,,ABI”)

Hi-Di TM Formamide (,,ABI”)

GeneScan TM -350 ROX TM Size Standard (,,ABI”)
Buffer (10 X) ar EDTA (,,ABI”)

4 kanalu kapilars 36 cm

Paraugu sagatavoSana genotipéSanai

Apvieno pa 0,5 pl katru PCR iegiitos fragmentus ar atSkirigam krasvielu iezimém (6-
FAM, HEX, NED), pievieno 0,4 pul GeneScan TM -350 ROX TM Size Standart un 10 pl
Hi-Di TM formamida. Denaturé termociklera aparata pie 95°C 5 minites. Strauji atdzesé
lidz 0°C.

Paredzamie alélu lielumi (bp)

Praimeris Sagaidama fragmenta apgabals (bp)
PS12A02 150 - 178
PMS49 79 — 185
PMS3 152 —200
PMS40 88 —118
PMS67 144 — 191
PMS2 132 -152
PceGAS9 181 — 226
PSO8E08 172 — 185
UDP97-402 120 — 150
UDP96-005 100 — 140
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