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Molekularni markery v systematice a populaé¢ni biologii rostlin

1. den — extrakce DNA, méfeni koncentrace

uvod, ptistupy ke studiu DNA, seznameni s laboratofi — pfistroje, zasady prace
extrakce DNA z rostlinného materidlu (CTAB metoda) — protokol A

extrakce DNA pomoci komer¢niho kitu — protokol B1 nebo B2

stanoveni koncentrace DNA pomoci UV spektrofotometru — ndvod 1

fedéni DNA na pftislusnou koncentraci

2.den-PCR

princip PCR amplifikace, pfiprava smési pro reakci, optimalizace reakénich podminek
zachazeni s termocyclerem Techne Touchgene a Mastercycler ep S —navod 5 a 6

PCR amplifikace nékterych usekti cpDNA pomoci universalnich primerovych part
(gradientovy pokus) — protokol C1

elektroforéza, horizontalni agarosovy gel, DNA Zebficky — navod 2

prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100 — navod 3

porovnavani ziskanych pattern (KODAK 1D Image Analysis Software) — ndvod 4
PCR amplifikace dal$ich vzorka s optimalizovanym protokolem

test amplifikace na gelu

3. den — PCR-RFLP (I1)

Stépeni ziskanych PCR produkti nékolika restrikénimi enzymy — protokol C2
piiprava velkého agarosového gelu
visualizace restrik¢nich fragmenti dokumentacnim systémem Kodak Gel Logic 100

porovnavani restrikénich pattern (KODAK 1D Image Analysis Software)

. den — vyhodnocovani dat

piiprava dat pro dalsi biosystematické a populac¢né-genetické analyzy

prace se cvicnymi gely

formatovani vstupnich dat pro software

vyuZziti specializovaného software — indexy diverzity a podobnosti (POPGEN), tvorba
stromu, PCoA, AMOVA (FAMD, Arlequin), AFLPdat (diversita, rarity, Klonalni
diversita), STRUCTURE+Distruct...



Z&kladni zasady préce v laboratofi

e laboratof ¢. 15 (mensi) je urCena pro izolaci DNA a jeji vyhrazend cast pro
elektroforézu a fotografovani gel

e laboratof ¢. 16 (pre-PCR) slouZi k praci s jiz izolovanou DNA a k jejimu pipetovani

e laboratof ¢. 14 (post-PCR) slouZi k préaci s PCR produkty a ke klonovani

e Vv zadném piipad¢ nepienaSime pipety ani dalsi vybaveni mezi laboratofemi

e do laboratotfe nevstupujeme bez piezuti

e V laboratofi nejime

e pii pipetovani pracujeme pouze se sterilnimi autokldavovanymi Spickami a zkumavkami
(v krabickach a kadinkdch oznacenych péaskou s cernymi pruhy), kontaminovany
material odhazujeme do uréenych nadob

e pro PCR pouzivame vyhradné sterilni vodu (autoklavovana Milli-Q voda zamrazena v
lednicce), pro ptipravu roztokl a gelti vodu z pfistroje Milli-Q Synthesis

e pro omyvani laboratorniho nadobi pouzivame destilovanou vodu ze z&sobniho tanku

e sethidiumbromidem a sveSkerymi vécmi, které snim pfichazeji do styku
(elektroforetické vany, hiebinky, pipeta na nanaseni vzorku...) pracujeme zasadné
v rukavicich (je to karcinogen!), kontaminovanymi rukavicemi se nedotykdme ni¢eho
jiného, gely vyhazujeme do zvlastni nadoby

e nepfenasime $pi¢ky ani pipety mezi stolem urenym k préci s ethidiumbromidem a
zbytkem laboratote

e dbame zvysené opatrnosti pfi praci s elektrickym proudem (elektroforéza apod.)

e s tekavymi chemikaliemi (chloroform, isoamylalkohol, isopropanol, kyselina octova)
pracujeme zasadné v digestoii se zapnutym odtahem

e s DNA a vétSinou dalSich biochemikalii (enzymy, primery...) pracujeme vyhradné na
ledu, zvlast’ citlivé jsou proteiny (polymeraza, restrikéni enzymy ad.) a nékteré pufry

e pokud odchazime z laboratoie posledni (i jen na chvili), vzdy zamkneme, vecer potom
i petlici a vypneme vétrak

e vice o DNA laboratoii, metodach a protokolech: http://botany.natur.cuni.cz/dna/



A. PROTOKOLY

protokol A: Extrakce DNA ze suSeného rostlinného materialu

priprava vzorkii pred extrakci

vlastni

cca 0.5 g suchého materialu (ze silikagelu) vlioZzime do 2 ml eppendorfek (s kulatym
dnem) a piidame 2 wolframkarbidové kulicky

vzdy 5+5 zkumavek vlozime do plastovych drzaki mlynku Retsch Mixer Mill 200,
upevnime a utdhneme pojistku, ptiklopime plastovy kryt, nastavime ¢as 3 min a
frekvenci 30ot./s a zmackneme ,,start*

po nastaveném case se mlynek sdm zastavi, zkontrolujeme zkumavky. Drceni je
hotovo, pokud jsou veskera listova pletiva rozmélnéna na prach, v opaéném piipade

drtime dalSich 3-5min

extrakce DNA

piipravime si potiebné mnozstvi roztoku CTAB a ptidame 2% merkaptoethanol,
pracujeme v digestofi

k rozdrcenému materialu piidame Spetku PVP a 700 ul roztoku CTAB

piidame 5 ul RNasy A

zkumavky uzavieme, kratce promichdme na vortexu a inkubujeme 30 min. na
termomixeru pii 60 °C a 1,400 rpm

centrifugujeme (se zavienym vickem centrifugy!) 6 min. pii 13,200 rpm

supernatant prepipetujeme do novych eppendorfek

puvodni zkumavky ponechame uzaviené ve stojanku v digestoii (po skonceni prace je
tteba vyjmout kulicky, ocistit a nechat vyklavovat)

v digestoti ptidame 500 ul smési chloroform:isoamylalkohol (24:1)

dobte uzaviené zkumavky 2-3x prevratime a nechdme cca 5 min stat

centrifugujeme 6 min. pii 13,200 rpm

supernatant (cca 500 pl) opatrné piepipetujeme do novych popsanych eppendorfek
(1.5ml), je tfeba dat pozor, abychom pipetovali jen pruhledny supernatant (!),
pracujeme stale v digestoii a kontaminované Spicky a eppendorfky vyhazujeme do

zvlastni nadoby



ptidame 500 ul vychlazeného isopropanolu (z mrazédku)

1-2x ptevratime a nechame cca 30 min. stat v -20 °C

centrifugujeme 3 min. pii 13,200 rpm

supernatant opatrné slijeme do kadinky (v digestofi), na dné¢ eppendorfky lze vidét
drobny matné bily pellet DNA, oteviené eppendortky pifevratime dnem nahoru na
filtracni papir (ubrousek)

ptidame 400 pl vychlazeného 96% ethanolu (z mrazaku)

inkubujeme 3 min. na termobloku pti 37 °C a 1,200 rpm

centrifugujeme 5 min. pfi 13,200 rpm

supernatant opét opatrné slijeme do kadinky (uz nemusime v digestofi)

pridame 200 ul vychlazeného 70% ethanolu (z mrazaku) a nechame cca 5 min. stat
centrifugujeme 3 min. pii 13,200rpm

supernatant opét opatrné slijeme do kadinky a eppendorfky nechdme na ubrousku
dnem vzhiru- aby stekl zbytek etanolu

pelet vysuSime v otevienych eppendorfkach na termobloku pii 65°C cca.6-
10min, suseni ukon¢ime ve chvili, kdy lze pellet poklepem (cvrnknutim) na uzavienou
(1) eppendortku oddélit od stény

vysuseny pelet rozpustime v 50ul TE pufru

uzaviené eppendorfky inkubujeme 10 min. na termobloku pii 60 °C a 600 rpm

kratce promichame na vortexu a kratce zcentrifugujeme

DNA uchovavame v ledni¢ce nebo dlouhodobé pii -20 (-86) °C



Méreni koncentrace DNA a Fedéni DNA na koncentraci potfebnou pro PCR

zmétime koncentraci DNA pomoci Nanodropu (viz navod B1)
zaznamename koncentraci DNA (v ng/ul) a pomér A260/A280 (u ¢isté DNA je mezi
1.8a2.0)

smichame piislusné mnozstvi DNA (d) a sterilni Milli-Q vody (v) podle vzorecku:

d=(xxy)/z v=x-d
) G pozadované mnozstvi nafedéné DNA (ul)
A poZadovana koncentrace DNA (ng)
Z . namétena koncentrace DNA (ng/ul)

napt. chceme 100 pul DNA (x) o koncentraci 30 ng (y) a madme k dispozici DNA o
koncentraci 215 ng/ul (2)

smichame (100 x 30) / 215 = 13.95 ul koncentrované DNA a (100 — 13.95) = 86.05 pul
vody

pro potieby praktika izolovanou DNA nafedime do 0.2 ul PCR zkumavek na 5 ng/ul a

popiSeme

Otestovani kvality DNA na 0.8 % agarosovém gelu

ptipravime 0.8 % agarosovy gel (viz navod B2)
cca 4 ul nenafedéné DNA smichdme s 1 pl loading dye (napt. na kousku parafilmu) a
téchto 5 pul naneseme na gel

jako zebticek naneseme 3 ul Lambda/Hindlll



protokol B1: Extrakce DNA pomoci DNeasy Plant Mini Kitu (QIAGEN)

e cca 20 mg suchého materialu nadrtime (s vyuzitim 2 wolframkarbidovych kuli¢ek) ve
2 ml eppendorfce

e ke vzorku ptidame 400 ul bufferu AP1 a 4 ul RNasy

e promichame na vortexu, inkubujeme 10 min. na termobloku pii 65 °C a 1,400 rpm

e ptidame 130 pl bufferu AP2, promichdme na vortexu, nechdme stat 5 min. na ledu

e centrifugujeme 5 min. pfi 13,200 rpm

e supernatant piepipetujeme do fialové kolonky

e centrifugujeme 2 min. pii 13,200 rpm

e proteklou frakci prepipetujeme do 1.5 ml eppendorfky (cca 450 ul), ptiddme 1.5
objemu bufferu AP3

e tfikrat promichame prevracenim

e 650 pl pfepipetujeme do bilé kolonky

e centrifugujeme 1 min. pfi 8,000 rpm

e vylijeme proteklou frakci

e do kolonky napipetujeme 500 ul bufferu AW

e centrifugujeme 1 min. pfi 8,000 rpm

e vylijeme proteklou frakci

e opakujeme predchozi tii body

e centrifugujeme 2 min. pii 13,200 rpm

e minikolonku vloZzime do 1.5 ml eppendorfky, do kolonky napipetujeme 50 pl
bufferu AE (ptedehiaty na 60 °C, napi. v eppendorfce na termobloku)

e nechdme stat 10 min. (pfipadné déle)

e centrifugujeme 2 min. pii 8,000 rpm

e opakujeme piedchozi tii body (minikolonku vlozime do nové 1.5 ml eppendorfky,
ziskdvadme druhou frakci (eluét)

e koncentraci DNA v obou eluatech zméfime pomoci Nanodropu (viz navod B1)

e pro dalsi podrobnosti a ptipadné tpravy protokolu viz brozurky ke Kitu



protokol B2: Extrakce DNA pomoci Invisorb Spin Plant Mini Kit (Invitek)

e cca 20 mg suchého materidlu nadrtime (s vyuZitim 2 wolframkarbidovych kuli¢ek) ve
2 ml eppendorfce

e piidame 400 pl Lysis Bufferu P

e pfidame 20 pl Proteinase K

e promichame na vortexu, inkubujeme 30 min na termobloku pii 65 °C a 1,400 rpm

e centrifugujeme 30 s pii 13,200 rpm

e supernatant piepipetujeme do Prefilter kolonky (zelend)

e centrifugujeme 1 min pii 12,000 rpm, kolonku vyhodime

e k filtratu pfidame 5 pl RNase A, kratce promichdme na vortexu

e nechame 5 min stat

e pfidame 200 pl Binding Bufferu P, kratce promichame na vortexu

e do 2ml Reciever Tube dame Spin Filter kolonku a do ni pfelijeme nebo piepipetujeme
suspenzi a nechame 1 min. stat

e centrifugujeme 1 min. pti 12,000 rpm

e filtrat vyhodime, kolonku vlozZime do nové 2 ml eppendorfky

e do kolonky pfidame 550 pul Wash Bufferu I

e centrifugujeme 1 min pfi 12,000 rpm

o filtrat vyhodime, kolonku vloZime do té samé 2 ml eppendorfky

¢ do kolonky ptiddme 550 ul Wash Bufferu II

e centrifugujeme 1 min. pti 12,000 rpm

e filtrat vyhodime, kolonku vlozime zpét do t€ samé 2 ml eppendorfky

e centrifugujeme 1 min. pii 12,000 rpm

e kolonku vlozime do 1.5 ml eppendorfky

e piidame 50 pl Elution Bufferu D (pfedehtfatého na 65 °C)

e nechame 15 min. stat

e centrifugujeme 1 min. pti 10,000 rpm

e filtrat obsahuje poZadovanou DNA

e koncentraci DNA zmétime pomoci Nanodropu (viz navod B1)

e pro dalsi podrobnosti a ptipadné Gpravy protokolu viz brozurky ke Kitu



PCR (Polymerase Chain Reaction)

neni nic jiného nez ,,in vitro* amplifikace ¢asti DNA. Pro spravné fungovani PCR reakce je

tieba dodrzet dvé zakladni podminky: (1) v PCR zkumavce shroméazdit nezbytné enzymy a

dalsi chemikalie, (2) podle ur¢itého klice cyklicky stiidat teploty této smési.
1. PCR mix

templatova DNA — nase studovana DNA nebo jeji ¢ast, kterou chceme studovat
DNA polymeraza — enzym, ktery buduje novy fetézec DNA podle vzoru templatu
PCR buffer — udrzuje stabilni pH a obsahuje né&které chemikalie, které jsou
nezbytné pro spravné fungovani DNA polymerazy

MgCl; — ¢asto jiz obsazen v PCR bufferu

dNTP - smés deoxyribonukleotidi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), zakladnich
stavebnich kamenti DNA, ze kterych DNA polymeréaza buduje novy fetézec
primer(y) — oligonukleotid(y), zpravidla o délce 10-25 bazi, ktery se péruje
s komplementarni sekvenci v templatové DNA a na néj navazuje DNA polymeraza

pfi budovani nového fetézce

2. PCR teplotni program

Zékladnim principem PCR je ,pouhé* rychlé stiidani tfi zakladnich teplot. To je

umoznéno pomoci piistroje zvaného termocykler.

denaturace (okolo 95 °C, cca 1 min) — dvouSroubovice DNA se rozpléta na dva
fetézce

annealing (35-60 °C, cca 45 s) — primery se vice ¢i méné specificky paruji
s komplementarni oblasti na templatové DNA, nasedaji na DNA

elongace (vétsinou 72 °C) — optimalni teplota pro ¢innost DNA polymerazy,

doch&zi k budovani nového fetézce DNA, na tvorbu 1 000 bazi je potieba 1 min

Stiidanim téchto tii teplot dochazi k exponencialnimu mnoZeni konkrétniho Useku DNA

ohranic¢eného pravé dvojici primert. Pocet cykli u bézné PCR se pohybuje od 25 do 40.

Vysledkem PCR je pak 2%-2 kopii prislusného Gseku DNA zkazdé molekuly

templatové DNA. Takové mnozstvi jiz lze vidét (na DNA se selektivné vaze napf.

ethidiumbromid, komplex DNA-ethidiumbromid v UV svétle oranzové fluoreskuje) a dal

S nim pracovat.
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Optimalizace PCR

Pokud neni produkt PCR reakce jasné€ zietelny (pfipadné zadny nebo je naopak vice produktt

odlisné délky), reakce pravdépodobné neprobéhla optimalng, ale presto se mizeme pokusit

n¢jakym zplisobem zmeénit reakéni podminky tak, aby PCR probehla tspésné. Je nékolik

MozZnosti:

zména koncentrace DNA — snizenim koncentrace DNA snizime i koncentraci
pfipadnych inhibitor PCR, které jsou pfitomny ve vzorku, PCR mulze uspé$né
prob&hnout i s mnozstvim DNA mensim nez 1 ng DNA. N¢kdy naopak pomuze zvysit
koncentraci DNA az na 50 ng.

zména teploty annealingu — snizenim umoznime lep$i vazbu primert na templatovou
DNA, prilisné snizeni vSak miize vést k tvorbé nespecifickych produkti. Idedlni je
provest gradientovy pokus a porovnat vysledné produkty.

zvySeni koncentrace MgCl, — hot¢ik stabilizuje komplex DNA-polymeraza, zvyseni
koncentrace na 2.5 — 6.0 mM (standardni koncentrace je 1.5-2.0 mM) muze piinést
tspéch, piilis velka koncentrace ale také vede k tvorb& nespecifickych produkt. Mg®*
se ekvimolarn¢ vaze na dANTP, zména koncentrace dNTP tedy piimo ovlivni i
koncentraci volnych Mg?* iontd dostupnych pro Taq polymerézu.

pridani aditiv — nékteré latky (DMSO, betaine, BSA, NH;SO4) mohou zvySovat
stabilitu polymerazy, specificnost vazby primert...

modifikace cyklu — prodlouzeni (zkraceni) doby elongace, zvyseni poctu cykll, pouziti
tzv. touchdown protokolu (teplota annealingu je v kazdém kroku sniZzovana), Uprava

tzv. ramping time (rychlost zmén teplot) apod.
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Protokol C: PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Tato metoda se sklada ze dvou krok:

1. amplifikace konkrétniho tiseku DNA (napiiklad intergenickych oblasti v chloroplastové
DNA) pomoci dvojice znamych primeri. Casto se vyuzivd primeri, které jsou
komplementarni k zac¢atkim a konctum kodujicich gent okolo nekddujici intergenické
oblasti. Tyto primery pak byvaji vyuzitelné u vétSiny rostlinnych druhti. Sekvence, teplotu
annealingu a dobu elongace pro cpDNA primery, které jsou kdispozici, najdeme
v tabulce.

2. restrikce (nastipani) namnozeného useku pomoci enzymd zvanych restrikéni
endonukleazy, které specificky stépi DNA. Napiiklad enzym zvany ECORI rozstépi DNA
vzdy, pokud nalezne sekvenci 3"-GAATTC-5". Pokud je takoveéto misto v nasem
studovaném useku DNA pravé jednou, uvidime pak po elektroforéze misto jednoho
prouzku dva. Pokud ale bylo misto zménéno, napt. mutaci, k rozstépeni nedojde a prouzek
bude stéale jeden. Pomoci této metody tedy hledame polymorfismus v restrik¢nich mistech
nejruznéjSich endonukledz a nésledné ho interpretujeme jako piibuznost ¢i nepiibuznost
organismul. Jakou sekvenci $tépi pfislusnd restrikéni endonukledza (od f. Fermentas) a

jejich dalsi vlastnosti najdeme na plakaté na lednicce.

C1. protokol na amplifikaci

piiklad PCR mix pro PCR-RFLP cpDNA

o sterilni Milli-Q VOda.........ccccvvviiiieece e, 17.30 pl
o 10x PCR buffer (SIgma).......cccoveerriirienienieneee e 2.00 pl
e ANTP (10 MM) oot 0.40 pl
o primer 1 (25 pmol/pl) ..ccueoviiiiii 0.25 pl
o primer 2 (25 pMOl/pl) ..cveieiiiii 0.25 pl
e (JumpStart) RedTag DNA Polymerase (Sigma) (1U/ul) ... 0.50 pl
e +studovand DNA (5 Ng/ul)..cecveiiiiiieeeceee e 1.00 pl

Se vdemi chemikaliemi pracujeme na ledu. Polymerazu vynddme z mrazaku az tésné pied
pipetovanim a pak ji ihned vracime zpatky. Jako primery pouzijeme jednu dvojici z téch,
které jsou k dispozici (viz tabulka). Rozpipetujeme do jednotlivych zkumavek piislusny

objem smési (v tomto piipadé 20.7 ul) a ptidame 1 ul DNA.

12



Zkumavky vlozZzime do termocykleru s nasledujicim programem:

94°C i 1 min

94 °C..iiiiiiie 45 sec

52-62 °C .o 45 sec 35X
T2°C. i, 2-4 min

T2 °C. i 10 min
10°Ciiiiiiiiiins hold

Teplotu annealingu a dobu elongace nastavime podle tabulky na str. 34.

Po probéhnuté reakci otestujeme amplifikovany produkt nanesenim cca 5 ul na 1% agarosovy
gel v TAE bufferu. Do prvni jamky na gelu naneseme 1,5 ul Zzebticku (O’GeneRuler 100bp
Ladder Plus nebo O’GeneRuler Ladder Mix). Na gelu by mél byt vidét jeden prouzek v délce
zhruba odpovidajici o¢ekavané dle tabulky. Jeho délku odhadneme pomoci softwaru KODAK
1D Image Analysis Software porovnanim s prouzky zebticku.

Pokud je na gelu viditelny jeden jasny prouzek v delce zhruba odpovidajici délce fragmentu

dle tabulky, povedlo se ndam namnozit studovany usek a mizeme ptistoupit k jeho Stépeni.
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C2. protokol na restrikci

Restrikce musi probihat za stalého optimalniho pH a teploty. Stalé pH je zaru€eno pifidanim
restrikéniho pufru do reakéni smési, stalou teplotu zajisti inkubator nebo ptislusné nastaveny
termocykler. Maximalni aktivita restrikénich endonukledz od f. Fermentas je zajiStovana
jednim z pétice pufri dodavanych s pfislusnym enzymem (viz barevné oznacené enzymy na

plakaté na lednicce). Zvolime tedy jeden z dostupnych enzymt a k nému vybereme piislusny

pufr.

Priklad smési pro restrikci fragmentu:
o sterilni Milli-Q VOda.........cccccveiiieiece e, 11.1 pl
o  1eStrIKCNT PUIT cooevvcc e 2.0 ul
o  1eStrIKCNT ENZYM ..vivviiiiii e 0.3 ul

Opét si do 1.5 ml eppendorfky napipetujeme smés jednotlivych slozek pro piisluSny pocet
vzorki+1 (v tomto pofadi). Stale pracujeme na ledu. Enzym opét uchovavame v mrazédku az
do doby tésn¢ pied jeho pipetovanim. Rozpipetujeme do jednotlivych PCR zkumavek
ptislusny objem smési (vtomto piipadé 13.4 pl) a ptidame 3 pl amplifikované DNA.
Zkumavky vlozime na 4h nebo pies noc do termocykleru nastaveného tak, aby drzel teplotu
37 °C. Po inkubaci smichdme obsah kazdé zkumavky se 3 pl 6x loading dye a muzeme
nanaSet na gel (bud horizontadlni agarosovy nebo pro véEtsi rozliSeni na  vertikalni

polyakrylamidovy).
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B. NAVODY

1. Méreni koncentrace DNA pomoci Nanodropu

e zapneme Nanodrop a spustime program ND1000

e V tabulce vybereme typ méfeni — Nucleic Acid

e aktivujeme Nanodrop — napipetujeme 2 ul ddH0O, stiskneme OK, po zméfeni otfeme
kapicku specidlnim ubrouskem

e napipetujeme 2 pl roztoku ve kterém mame rozpusténou DNA (TE buffer, voda....) a
stiskneme Blank, po zméfeni otfeme kapicku specialnim ubrouskem

e napipetujeme 2 ul vzorku a stiskneme Measure, po zméteni vzdy otfeme kapicku
specidlnim ubrouskem. Tento krok opakujeme pti méteni vSech vzorkt.

e pii kazdém méfeni mizeme do pravého okénka (Sample ID) vpisovat nazev vzorku —
tyto udaje se ukladaji do tabulky, kterou si po ukonceni méteni miizeme ulozit

e na obrazovce jsou zobrazeny hodnoty: 260/230 (optimalni je hodnota 1,8-2,2),
260/280 (tento pomér udava ¢Cistotu DNA, optimalni je v rozmezi 1,8-2). Pokud je tato

e naméfené vysledky si miizeme ulozit — postupné zmackneme: Show report, Reports,

Save report, Export report table only

2. Horizontalni agarosova elektroforéza

e pracujeme Vrukavicich, protoZze vSechny véci mohou byt kontaminovany
ethidiumbromidem (znamy karcinogen)

e do erlenky na piedvazkach navazime ptislusné mnozstvi agarosy I (podle velikosti
gelu, viz tabulka na dalsi stran¢)

e piidame pfislusné mnozstvi 1XTAE nebo 1xXTBE bufferu (odméfime oznacenym
odmérnym vélcem), lehce krouzenim promichame

e vloZzime na 1-2 min. do mikrovinky, v uvafeném gelu nesmi byt krystalky
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mezitim si pfipravime pfislusné velkou komirku na naliti gelu, vlozime ji do
nalévaciho zafizeni (komurka s gumovym tésnénim) nebo ukonc¢ime kovovymi plisky
(komiirka s bocnimi drzétky), ptipadné olepime paskou

do zatrezii umistime hiebinky s ptisluSnym poctem zubu (tloustka: bilé 1 mm, Cervené
1.5 mm)

uvafeny gel ochladime krouzenim erlenkou pod tekouci vodou (drzime gumovou
chilapkou, abychom se nespalili)

piidame ptislusny pocet kapek ethidiumbromidu z kapatka

gel pomalu nalévame do komurky s instalovanymi hiebinky, tuhne cca 30 minut

po ztuhnuti gelu opatrné¢ vyjmeme hiebinky a plisky, pfipadné odstranime pasku,
komirku vlozime do elektroforetické vany a zalijeme pfislusSnym bufferem (I1xTAE
nebo 1xTBE) tak, aby cely gel byl tésné pod hladinou a v§echny jamky byly zality

do prvni jamky pipetujeme cca 1,5 ul markeru (zebficku), do dalSich jamek pak 4-5 pl
DNA po PCR

po napipetovani vSech vzorkl ptiklopime viko s pfivodnimi kabely (musi byt na pravé
strang¢ elektroforetické vany!) a zapneme proud na zdroji

napéti (V) nastavime ota¢enim knofliku na ptislusnou hodnotu

ve chvili, kdy celo (nejrychlejsi barvicka) dojizdi ke konci gelu, vypneme proud,
sejmeme viko vany, vynddme komiirku a gel umistime doprostted plochy UV

transiluminatoru dokumentaéniho systému Kodak Gel Logic 100

g agarosy
% gel mala kratkd | mala dlouha Stiedni stiedni velka
(mensi)
0.8 0.24 0.32 0.5 0.8 1.6
1.0 0.30 0.4 0.6 1.0 12.0
1.8 0.54 0.72 11 1.8 3.6
ml pufru 30 40 60 100 200
kapek EtBr 1 1 1 2 4
napéti (V) 100 100 120 120 150
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3. Prace s dokumenta¢nim systémem Kodak Gel Logic 100

e doprostied plochy UV transiluminatoru umistime gel, opatrnym posouvanim po plose
se zbavime piipadnych vzduchovych bublin pod gelem, gel srovname

e zavieme dvitka a zapneme zdroj UV svétla

e Dbez rukavic (1) spustime program Kodak 1D, v menu ,,New"“ vybereme ,,New digital
camera capture*

e otevie se okno, kde potvrdime Gel Logic 100 a ptipojeni FireWire

e Vv dalsim otevieném okné klikneme na ,,Preview*, kamera béhem 3s sejme obraz gelu
a zobrazi ho na obrazovce

e piimo na objektivu kamery mizeme vyladit zoom (velikost gelu nebo jeho ¢asti) a
clonu (jas)

e stiskneme ,,Stop preview* a do pocitace obraz gelu preneseme stiskem ,,Capture”

e obraz gelu je v pocitaci, vytisknout ho mizeme stiskem ikony tiskarny a potvrzenim
»Print (termotiskarna Mitsubishi se zapina zeptfedu vlevo nahote)

e vypneme zdroj UV svétla, otevieme dvirka, gel vyhodime do ur¢ené nddoby a plochu

UV transiluminatoru ocistime ubrouskem, ptipadné trochou ethanolu
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4. Prace se softwarem pro analyzu geli KODAK 1D Image Analysis Software

e program umoziuje automatické vyhledani drah a prouzk®, po jejich srovnéani se
zebiickem i urceni velikosti prouzki a koncentrace DNA v nich

e nejprve tladitkem £ vybereme oblast gelu, kterou chceme analyzovat

e potom stiskneme ,,Find Lanes®, pies prouzky piisluSnych drah se nakresli ¢ary

e pokud neni automatické nalezeni pfesné, je mozné ud¢€lat upravy manualné (pomoci
tlagitka |

e vybereme dréhu s Zebfickem a po dvojkliku na ni se objevi okno, ve kterém zadadme
»Lane Type“ jako Standard, klikneme na ,,Select* a vybereme pfislusny Zebii¢ek

e stiskneme ,Find Bands“, objevi se cary v mistech, kde jsou prouzky, citlivost
vyhledavani prouzki lze ovlivnit stiskem ,,Adjust Bands*

e piebytetné prouzky lze smazat po jejich vybrani tlagitkem ® |

e pfidat prouzky lze po stisku tlacitka =

e na velikosti prouzkli se mizeme podivat po stisku ,,Lane Analysis Data“ z menu
,Options®, je mozno vybrat zobrazeni riznych charakteristik prouzkd, dalezita je
predevsim délka prouzku (MW — molecular weight udavana v bp, tj. base pairs, pocet
paru bazi) a mnozstvi DNA (Mass v ng)

e pro dalSi funkce programu viz User’s Guide
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5. Zachézeni s termocyclerem Techne Touchgene

e pfistroj se zapina v zadni €asti pfistroje nad piivodni $iitirou, po zapnuti po nékolika
sekundéch naskoc¢i zdkladni obrazovka

e pfistroj ma dotykovy displej, pozor na jeho poSkozeni, napt. nehtem

e stiskneme ,,System User“ a dostaneme se do nabidky uloZenych programu

e V dalsi nabidce stiskneme ,,Programs* a mizeme vybrat program, ktery chceme spustit
— prosté se ho dotkneme, Sipkami mizeme rolovat nahoru a dolt

e struktura typického programu mize vypadat nasledovné

o Heated lid.......coooiviiii e, 105.0 °C
e Heated lid before program.........ccccccevvevieiieieece e, On
e Pause before program.........c.ccccevveveineniesiese e Off
e Initial denaturation.............cc.ccocervinnnnne 02m00s........ 94.0°C
o HOUSA ..o Disabled

e Number cycles 35

I -To D MAX °C/s......01mQ0s........... 94 °C
I -To D MAX °C/s......00m45s........... 54 °C
I =To D MAX °C/s......02m00s .......... 72°C
e Final extension..........cccoeevinencinnnns 10m0Q0s........... 72°C
o Final hold.......ccoooviii 10 °C

e stiskem ,,Exit“ se vratime zpét na vybér programt
e stiskem ,,Run‘‘ spustime vybrany program
e objevi se dotaz na logovani pribéhu programu
e pied potvrzenim nebo odmitnutim je tieba vlozit PCR zkumavky, zkontrolovat
uzavieni a zaviit viko (kolibku v horni casti vika pfitdhneme smérem k sobg,
uzavieme viko a odtahnutim kolibky od sebe viko zajistime), otocenim kolecka
smérem doleva lehce utahneme (zbytecné nepietahovat!)
¢ 4 min se bude predehiivat viko (pokud je zadano v programu) a spusti se program
e naobrazovce je graficky znazoriiovan prabéh programu
e pro preruseni nebo po skonceni stiskneme 2x ,,Stop* a ,,Exit*
o stiskem ,, Edit” miizeme editovat vybrany program a ménit vesSkeré jeho parametry
e stiskem ,,Ins“ vloZzime dalSi segment nebo cyklus

e stiskem ,,Del* ho naopak vymazeme
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program je tfeba ulozit stiskem ,,Save®, pfipadné ,,Save As* (a potvrdit ,,Yes*)

e pokud chceme zadat gradient, je tieba se podivat na rozloZeni teplot stiskem ,,Gradient

calculator* (na stejné obrazovce, kde jsme vybirali ,,Programs*)

je tfeba zadat ,, Temperature®, coz bude teplota uprostied bloku

a ,,Gradient®, coz je rozpéti gradientu ve °C

6. Zachézeni s termocyclerem Mastercycler ep gradient S

e pfistroj se zapina v zadni ¢asti vpravo od ptivodniho kabelu

e pfistroj ovladdme pomoci klavesnice v pravé a dolni ¢asti kontrolniho panelu nebo

pomoci mysi

e po zapnuti je tieba se pfilogovat, ptipadn¢ zadat PIN

e zakladni obrazovka ukazuje né¢kolik ikon

ikona Eppendorf (zdkladni menu) nabizi napt. vypnuti piistroje (,,Shutdown®) —
piistroj VZDY vypindme timto piikazem
nasleduji ikony uzivatelti, po jejich rozbaleni je mozno vidét jednotlivé slozky a

PCR programy v nich uloZené

® vytvoreni nového programu

najedeme na prislusSnou slozku a stiskneme tlacitko ,,New*

napiSeme jméno programu (8 znakul), stisknutim ,,Keybd“ je moZno zobrazit
klavesnici

stiskneme OK a program se objevi v ptislu$né slozce

stiskneme ,,Edit* a miZeme v naSem programu m¢énit teploty a délky jednotlivych
krokli a pocet cykli

po stisknuti ,,Header je moZzno zadat ptedehiivani a teplotu vika pfed vlastni
reakci (ESP heated lid), zvolit typ Mastercycler ep gradient S a zadat typ kontroly
(block nebo simulated tube)

gradient, time a/nebo temperature increment a ramping time v libovolném kroku
nastavime po stisknuti tlacitka ,,Option*

teploty na gradientu v jednotlivych sloupcich bloku se zobrazi stiskem
»ohowGrad®, maximalni rozpéti gradientu je 24 °C

program je tieba ulozit stiskem ,,Save* (tato moznost se zobrazi po stisku ,,>>

Vv pravé dolni ¢asti)
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spusténi vybraného programu

vlozime PCR zkumavky, stripy nebo desticku

ptitdhneme viko smérem k sobé¢ na doraz

najedeme na piislusny program, piipadné ho jesté¢ pirekontrolujeme po stisku
,Edit*

stiskneme start, pokud byla v programu zadana metoda kontroly ,,sim. tube®, je
tieba zadat pocet vloZzenych zkumavek a objem PCR reakce (v pul)

po stisku ,,OK* se za¢ne zahiivat viko, displej zobrazuje dobu do konce reakce,
Cas startu i konce, teplotu bloku i vika a status

ve chvili, kdy viko dosdahne zadané teploty (standardné 105 °C), je automaticky
pritlaceno na zkumavky, zac¢ina vlastni reakce a na displeji je graficky
znazoriiovan prub¢h reakce

po ukonceni programu je tfeba stisknout ,.Enter”, viko je odjist€éno a mlzeme
vyndat pfipadné produkty PCR reakce

v pribé¢hu PCR reakce je mozné vytvaret ¢i editovat dal$i programy, na udaje o
prubéhu reakce se dostaneme po najeti na ikonu ,,Cyclerl* (je zelend, pokud prave

probiha reakce) v hlavnim menu a stiskem ,,Status*
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DNA Zebricky (ladders) pouZivané v laboratoii (od f. Fermentas)

O'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, O'RangeRuler™ DNA Ladder Mix,

ready-to-use ready-to-use
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Univerzalni primery pro amplifikaci nékterych tseki cpDNA

jméno Forvv(g((_j 39;|mer Sekvence Reve(rss,fasr’a’;lmer Sekvence Ve(lgl;(;st Ta EI(()r?]?na)ce Reference
trnL-trnF trnL-c CGAAATCGGTAGACGCTACG trnF-f ATTTGAACTGGTGACACGAG 602-1076 (50 1-2 a
trnH-psbA trnH CGCGCATGGATTCACAATCC psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC 198-1077 |50-56 |1-2 b, c
rpoB-trnC rpoB CKACAAAAYCCYTCRAATTG trnC CACCCRGATTYGAACTGGGG 914-1309 |50-57 |1-2 d
trnG-trnG trnG2G GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAA [trnG GTAGCGGGAATCGGACCCGCATC |697-1008 (50 1-2 d, e
trnK-matK___ |ANU cp001-L _ |GGACTCGAACCCGGAACTA ANU cp002-R _ |TTGGGTTCGGTATTTTTAGAAGA 55-61 f
trnR-atpA ANU cp019-L CAGAGGTCTTCTAAACCTTTGGT |ANU cp020-R CCTTTTGAAGGAAGCTATTCAGG 55-61 f
rpoC1 ANU cp033-L  |[TTCGAATTAAACCTCGTAATCG  |ANU cp034-R _ |CATGTGTGGTATTTGAAACGTC 55-61 f
psaA-ycf3ex3 |[ANU cp051-L  |GTTCCGGCGAACGAATAAT ANU cp052-R  |GTCGGATCAAGCTGCTGAG 55-61 f
Reference: : :
3 tmLYAAR{ TabD)
a Taberlet at al. (1991) —ﬁ-
b Tate & Simpson (2003) tmFOAA(TabF) 3"t UAAF(TabE) $" tmLUAAF(TabC) trnH-psbA
¢ Sangetal. (1997) i pshA ——
d Shaw et al. (2005) H =
e 87 504 : =
e Ohsako & Ohnishi (2000) lrnF 3*imil sernl I-P,;,_. = b e
f Ebert & Peakall (2009) it i
trnL-trnF
5'tm(G2G
3Gt trnG-trnG «
tmCECAR rpoB-trnC & ? .
D 1252 B {:’ i 692

Erm(“
2EE64

24299

1‘- iy
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Navody na pripravu nékterych roztoki

10x TAE - Tris-Acetate-EDTA (do 1000 ml)

TriS-Dase .....c.cccvvvvveeieiiiies 48,46 g
Naz-EDTA ... 3,729
glacial acetic acid ..................... 12,01 g

10x TBE - Tris-Borate-EDTA (do 1000 ml)

Tris-base ......ccccevvevveiivereciee 108,00 ¢
boricacid........ccccevvevviiiirenn, 55,00 g
Nay-EDTA ..., 9,30 g

100x TE - Tris-EDTA (do 1000 ml)
Tris-base ......ccccevveveiivernciene, 121,14 ¢
Nag-EDTA ..o, 37,22 g

CTAB ..ot 10,00 g
Tris-base .......cccovveveieiicc 6,06 g
NaCl ..o, 40,959
EDTA .o 2,92¢
merkaptoethanol .............c...c....... 0,20 %

dNTP (10 mM)
kazdy z dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM)........ po 20 ul
sterilni Milli-Q voda...........cccevvvevveeieceee e 120 pl
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